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Zusammenfassung

1 ZUSAMMENFASSUNG

In Deutschland erhalten jahrlich etwa 12.500 Patienten die Diagnose Leukamie. Un-
ter ihnen befinden sich ca. 6 % Kinder, welche mit 33,8 % den gréBten Anteil der
kindlichen Krebsneuerkrankungen repréasentieren. Die Uberwiegende Form im Kin-
desalter ist die akute lymphatische Leukamie (ALL), deren genetische Ursache meis-
tens in einem hyperdiploiden Karyotyp oder einer chromosomalen Translokation zu
finden ist. Bei 8 % der péadiatrischen ALLs ist ein Rearrangement des MLL-Gens in-
volviert. Unter Beteiligung des haufigsten Translokationspartnergens (TPG) AF4 ent-
steht die t(4;11)(g21;923)-Translokation mit den beiden Fusionsproteinen AF4-MLL
sowie MLL-AF4. Die Therapie erfolgt in der Regel geman Hochrisikoprotokollen auf-
grund der extrem schlechten Prognose und der mit hoher Therapieresistenz assozi-
ierten Rezidivrate. Eine Studie zur Korrelation zwischen klinischen Merkmalen und
molekularen Charakteristika belegte die Abhangigkeit des Outcomes von der Vertei-
lung des Bruchpunkts im MLL-Gen. Bei alteren Patienten treten die Bruchpunkte
Uberwiegend in MLL Intron 9 oder 10 auf und bedeuten eine signifikant bessere
Prognose im Vergleich zu den besonders bei Sduglingen prasenten Bruchpunkten im
MLL Intron 11. Die damit verbundene Verklrzung der Plant Homeodomain (PHD) 1
kann neben einer modifizierten Funktion des PHD1 auch in einer veranderten Kon-
formation der gesamten PHD-Domane resultieren. Besondere Bedeutung hat die
PHD1-3-Doméane wegen der Fahigkeit des PHD3 einerseits H3K4me-Signaturen zu
erkennen und auf der anderen Seite mit CYP33 zu interagieren. Die mit transkriptio-
nell aktivem Chromatin assoziierten H3K4me-Signaturen sowie die CYP33-vermittelte
repressive Aktivitdt bedingen einen ambivalenten Charakter des MLL-Proteins. Da-
neben ist der PHD3 allein interessant wegen des Vorkommens von 4 differenten Va-
rianten mit keinen, 3, 11 oder 14 fehlenden Aminosauren, welche durch alternatives
SpleiBen an der MLL Exon 15/16-Verknipfung entstehen (PHD3-0, PHD3-3,
PHD3-11 und PHD3-14). Semiquantitative Bestimmungen in verschiedenen Zelllinien
verdeutlichen die nahezu ahnliche Transkription aller 4 Varianten. Weiterfihrende
Untersuchungen mit dem Yeast Two-Hybrid (Y2H)-System sowie folgende Koim-
munpréazipitations (ColP)-Experimente zeigten, dass der PHD3-0 die beste Dimerisie-
rungsfahigkeit aufweist. Dagegen ist der am schlechtesten dimerisierende PHD3-3
allein in der Lage, CYP33 bzw. dessen RRM-Domaéane zu binden. Die Interaktion mit




Zusammenfassung

inhibitorischen Proteinen und die folgende Funktion als transkriptioneller Repressor
sind allein mit der PHD3-3-Variante mdglich. Bei Betrachtung der gesamten PHD1-3-
Domane sowie deren verklrzter Variante (APHD1-3) fallt die reduzierte Bindungsfa-
higkeit der APHD1-3-Doméne an die CYP33 RRM-Doméne sowie deren fehlende
Dimerisierung auf. Uber die resultierende geringere Bindung an inhibitorische Protei-
ne kann die transkriptionell repressive Aktivitat reduziert werden, wahrend die tran-
skriptionell aktive Funktion an Bedeutung gewinnt.

Neben der Untersuchung der PHD-Doméanen des MLL-Proteins wurde das Y2H-
System zur weiteren Aufklarung der AF4- und AF4-MLL-Multiproteinkomplexe (MPC)
verwendet. Ahnlich den Wildtypproteinen MLL und AF4 sind auch die beiden aus der
t(4;11)(921;923)-Translokation resultierenden Fusionsproteine an der Assemblierung
von MPCs beteiligt. Besonders das reziproke AF4-MLL scheint bezlglich des Thera-
pieerfolgs fur die Leukdmogenese entscheidend zu sein. Die Identifizierung und Veri-
fizierung sowohl bekannter als auch neuer Komponenten der AF4- und AF4-MLL-
MPCs gelang in verschiedenen Experimenten. Allerdings wurde meist nur die Pra-
senz der Proteine im MPC nachgewiesen. Die Y2H-Untersuchungen konnten Interak-
tionen zwischen den verschiedenen Proteinen der Komplex identifizieren und damit
die Kenntnis Uber die Zusammensetzung der MPCs wesentlich erweitern und vertie-

fen.

Aufgrund der Beteiligung viraler Proteine an der Krebsentstehung sowie der Rekru-
tierung von Transkriptionsfaktoren der Wirtszelle fir die virale Replikation erscheint
auch die Nutzung der Superelongationskomplexe (SEC) durch virale Proteine plausi-
bel. Die Funktion des AF4-Proteins als Kofaktor von viralen Proteinen, besonders der
HCMV und EBV immediate early (IE)-Proteine, wurde bereits gezeigt. AuBerdem
konnte der Einfluss des HCMV IE1 auf AF4-abhangige Effekte sowie dessen Beteili-
gung am AF4-MPC nachgewiesen werden. Mithilfe der Y2H-Experimente konnten
nicht nur Interaktionen des HCMV IE1 sondern auch Wechselwirkungen der On-
koproteine E6/E7 des HPV mit den Proteinen der AF4- und AF4-MLL-MPCs identifi-

ziert werden.
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2 EINLEITUNG

2.1 LEUKAMIE

Im Jahr 2011 gab es ca. 484.000 Krebsneuerkrankungen in Deutschland, von denen
ca. 12.500 Patienten [1] die Diagnose Leukamie erhielten, darunter ca. 6 % Kinder
unter 15 Jahren. Die Tendenz im Vergleich zu den Vorjahren ist steigend und auch
die aktuelle Prognose fir 2014 deutet auf eine weitere Erhdhung der Krebsneuer-
krankungen hin [2] [3] [4]. Im Jahr 2011 lag die Mortalitat aller Krebserkrankungen bei
ca. 45 %, wahrend sie bei Leuk&mien ca. 60 % ausmachte [1]. Im Erwachsenenalter
liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate bei ca. 50 %, wobei eine vollstdndige Heilung nur
selten vorkommt. Mit 84 % ist die 5-Jahres-Uberlebensrate bei Kinderleukédmien we-
sentlich besser [3] [4].

Die Bezeichnung Leukdmie stammt von den altgriechischen Wértern Acukog ,weil3*
und aiua ,das Blut“ [5] und bezeichnet die bdsartige Neubildung des lymphatischen,
blutbildenden und verwandten Gewebes entsprechend der ICD-10-GM-2014 (Inter-
nationale statistische Klassifikation der Krankheiten und verwandter Gesundheits-
probleme, 10. Revision, German Modification, Version 2014) [6].

Erstmals beschrieben wurde das Krankheitsbild der Leuk&dmie 1827, aber erst 1845
fOhrte Rudolf Virchow den Namen Leukhemia ein. Zeitgleich veréffentlichten John

Hughes Bennett, David Craigie und Alfred Donné vergleichbare Fallberichte.

Basierend auf dem Krankheitsverlauf unterscheidet man akute von chronischen Leu-
kamien und ausgehend vom Zelltyp, aus dem sie entstehen, wird in lymphatische
und myeloische Leukdmien unterteilt. Wahrend die Differenzierung zwischen akut
und chronisch 1889 von Wilhelm Ebstein eingefihrt wurde, geht die Unterscheidung
nach dem betroffenen Zelltyp ab 1900 auf Otto Naegli zuriick, wobei Paul Ehrlich
bereits 1880 lymphoide und myeloide Leukamien klassifizierte [7] [8].

Letztendlich erhalt man die folgenden vier Haupttypen, wobei 18 % nicht n&her zu-
geordnet werden kénnen: Akute lymphatische Leukamie (ALL, ICD-10 C91.0, 8 %),
chronische lymphatische Leukdamie (CLL, ICD-10 C91.1, 37 %), akute myeloische
Leuk&mie (AML, ICD-10 C92.0, 27 %) und chronische myeloische Leukamie (CML,
ICD-10 C92.1, 10 %). Weitere Formen von Leukdmie kommen sehr selten vor [3] [6].
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Im Jahr 2010 waren in Deutschland unter allen neu diagnostizierten Leukamien mehr
als ein Drittel CLL-Patienten und mehr als ein Viertel AML-Patienten [3].

Die akuten Leuk@mien lassen sich morphologisch nach der French American British
(FAB)-Klassifikation einteilen. Wahrend bei der ALL drei Subtypen (L1-L3) unter-
schieden werden, gibt es fir die AML acht Gruppen (M0-M7) mit distinkten Unter-
gruppen [5] [9]. Weiterentwickelt wurde dieses System von der WHO, die bei der
AML unter anderem chromosomale Aberrationen in die Einteilung miteinbezieht [10].
Daneben existiert die auf der Expression verschiedener Marker basierende Klassifi-
kation akuter Leukamien von der European Group for the Immunological Charac-

terization of Leukemias (EGIL) [11].

Aufgrund des sehr unterschiedlichen Diagnosespekirums wird generell zwischen
Kindern und Erwachsenen unterschieden. Im Durchschnitt werden in Deutschland
ca. 1.800 kindliche Krebserkrankungen neu diagnostiziert, von denen die Leuk&mien
mit 33,8 % den gréBten Anteil ausmachen. Etwa 50 % der kindlichen Leukdmien
werden bereits vor dem Schulalter diagnostiziert. Wahrend das Erkrankungsrisiko bei
Kindern und jungen Erwachsenen mit zunehmendem Alter sinkt, steigt das Risiko ab
dem 30. Lebensjahr, wobei Manner haufiger betroffen sind als Frauen. Bei Erwach-
senen kommen akute und Uberwiegend chronische Leukdmien vor, wobei akute
Formen eine wesentlich schlechtere Prognose haben als chronische Falle. Kontrar
dazu werden im Kindesalter praktisch keine chronischen Leukdamien diagnostiziert.
Von allen Krebsdiagnosen im Kindesalter ist die ALL mit 26,3 % die haufigste Form
[3] [4] [12].

2.2 URSACHEN UND GENETISCHE GRUNDLAGEN VON LEUKAMIEN

FUr die Entstehung von Leukadmien werden einige Hypothesen diskutiert, darunter
der Einfluss von Erndhrungsgewohnheiten, Lebensstil, Umwelteinflissen, Viren, un-
genlgend ausgebildetem Immunsystem im Kindesalter, genetischen Veranderungen
wie z. B. Trisomie 21 oder elektromagnetischen Emissionen. Als Risikofaktoren gel-
ten vor allem ionisierende Strahlung, auch bei Strahlentherapie, Zytostatika bei
Chemotherapie und verschiedene Chemikalien. Allerdings findet man bei den meis-
ten Patienten keinen dieser Faktoren [3] [4], weshalb davon auszugehen ist, dass

vermutlich vor der Geburt angelegte genetische Ereignisse wie Mutationen bestimm-




Einleitung

ter Gene Leukamien auslésen bzw. beglinstigen [7]. Bereits Theodor Boveri postu-
lierte 1914, dass Krebs aus Zellen mit irreparablem Gendefekt entsteht [13] [14]. Fir
die Leukdmogenese sind zwei Mutationstypen entscheidend. Auf der einen Seite gibt
es Klasse-I-Mutationen, die oft nur Punktmutationen zeigen und konstitutiv Proteine
in Signalkaskaden aktivieren, wodurch ein Selektionsvorteil aufgrund von konstituti-
ver Zellzyklusstimulation und dadurch bedingter Proliferation entsteht. Andererseits
existieren Klasse-II-Mutationen, vor allem chromosomale Translokationen, die Tran-
skriptionsfaktoren oder Komponenten von transkriptionellen Aktivatorkomplexen inak-
tivieren und damit die Differenzierung unterbinden [7] [15] [16].

Chromosomale Translokation bedeutet die Umlagerung von nichthomologen Chro-
mosomenabschnitten [5]. Erhéht oder reduziert sich die Menge des Erbguts durch
Duplikation oder Deletion, ist diese unbalanciert. Bleibt die Quantitdt der DNA-Menge
unverandert, handelt es sich um eine balancierte, reziproke Translokation. Dies trifft

auch auf Chromosomeninversionen zu.

Chromosomenaberrationen sind die Folge von DNA-Doppelstrangbriichen und an-
schlieBender fehlerhafter Reparatur besonders Gber den Mechanismus der nichtho-
mologen Endverknipfung (non-homologous end joining, NHEJ); ein Vorgang, der
auch in frGhen Phasen der B- und T-Zellentwicklung stattfindet. Die Bruchpunkte tre-
ten vor allem bei balancierten Translokationen bevorzugt in sogenannten Breakpoint
Cluster Regionen (BCR), die Uberwiegend Introns von Genen reprasentieren [17] [18]
[19] [20] [21] [22] [23]. Chromosomale Translokationen betreffen meist flr Transkrip-
tionsfaktoren kodierende Gene. Die Konsequenz ist eine veranderte Transkription,
wobei zwei Formen, Typ-I- und Typ-ll-Translokationen unterschieden werden. Sind
Gene fur T-Zellrezeptoren oder Immunglobuline involviert deren Rearrangement
normalerweise bei der Entwicklung lymphatischer Zellen vorkommt, werden Protoon-
kogene aktiviert und die kodierten Proteine stark Uberexprimiert. Dieses Prinzip der
ektopen Expression intakter Gene zeigt die Aktivierung des c-Myc-Gens im Fall der
t(8;14)(g24;923)- Translokation, welche in ca. 90 % der Patienten mit Burkitt-
Lymphom vorliegt. Haufiger entstehen durch die Verknlpfung zweier Gene chiméare
Fusionsgene mit intaktem Leserahmen, aus denen Fusionsproteine mit neuen Funk-

tionen gebildet werden. Das bekannteste Beispiel ist hier das Philadelphia-

Chromosom, eine Fusion der beiden Gene fir BCR und c-ABL, resultierend aus der
1(9;22)(934;q11)-Translokation [24] [25] [26], die primar fir CMLs charakteristisch ist.
Diagnosen dieses Leukamietyps zeigen in ca.85 % die typische 1(9;22)-
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Translokation und weitere 5-10 % weisen Varianten davon auf, bei denen weitere
Chromosomen involviert sind [27] [28]. Im Gegensatz dazu sind die genetischen Ur-
sachen von CLLs heterogen und die Haufigkeit sowie die Bedeutung chromosomaler
Translokationen ist Gegenstand aktueller Diskussionen. Primar sind Deletionen, am
haufigsten del(13q14), relevant [29] [30]. Die genetischen Ursachen chronischer
Leuk&mien zeigen, dass distinkte chromosomale Aberrationen bevorzugt bei einer
Leukamieform und rekurrent auftreten. Korrelationen zwischen dem Krankheitstyp
und der chromosomalen Veranderung kommen ebenfalls bei akuten Leukamien vor.
Allerdings muss wegen markanter Differenzen der genetischen Subtypen zwischen
adulten und kindlichen akuten Leukamien unterschieden werden. Die AML ist eine
Erkrankung mit hoher genetischer Heterogenitat. Bei padiatrischen AMLs weisen
ca. 20 % einen normalen Karyotyp auf, der haufig assoziiert ist mit Punktmutationen
in vielen verschiedenen Genen, bevorzugt FLT3, NPM1 und CEBPA. Daneben
kommen chromosomale Translokationen wie z. B. 1(8;21), t(15;17) oder Rearrange-
ments des MLL-Gens vor sowie Inversionen wie inv(16)(p13922), Deletionen oder
Erhéhungen der Chromosomenzahl. Kontrar dazu weisen adulte AML-Patienten in
mehr als 50 % einen normalen Karyotyp auf, wobei diese oft Doppel- oder Dreifach-
mutationen vor allem in FLT3-, NPM1- und CEBPA-Genen tragen. Seltener als bei
padiatrischen AMLs findet man Translokationen [26] [31] [32] [33] [34] [35]. Padiatri-
sche ALLs zeigen zu ca. 25 % einen hyperdiploiden Karyotyp mit Loss-of-function-
Mutationen in den Genen fiur ETV6, CDKN2A, PAX3, PAN3 und ARID5B bzw.
Gain-of-function-Mutationen vor allem in RAS-Genen. Weitere 25 % sind assoziiert
mit der zum ETV6-RUNX1-Fusionsgen flhrenden t(12;21)-Translokation und mit
ca. 8 % sind auch MLL-Rearrangements relativ haufig. Kontrar dazu sind adulte ALLs
mit ca. 7% bzw. 2% nur selten gekennzeichnet durch Hyperdiploidie oder
t(12;21)-Translokationen. Am haufigsten findet man zu ca. 25 % die durch das
BCR-ABL-Fusionsgen charakterisierte 1(9;22)-Translokation. Ahnlich den péadiatri-
schen ALLs ist auch bei adulten ALLs das MLL-Gen in ca. 10 % involviert [26] [33]
[36].
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2.3 ABERRATIONEN DES MLL-GENS

Chromosomale Translokationen mit Beteiligung des MLL-Gens (vgl. Kapitel 2.4) wer-
den bei etwa 10 % der de novo akuten Leukdmien vermutet, obgleich ALLs haufiger
resultieren als AMLs. Vielmals sind sekundare Leukamien als Konsequenz einer
Therapie mit beispielsweise Topoisomerase |l-Inhibitoren involviert, wobei mehr als
90 % der therapieinduzierten und mit MLL-assoziierten Leukamien AML-Diagnosen
darstellen (t-AML). Wahrend die Heilungsraten vor allem kindlicher Leuk&mien insge-
samt bei Uber 80 % liegen, ist das Auftreten von Aberrationen des MLL-Gens allge-
mein ein Faktor flr eine schlechte Prognose, weshalb die Behandlung betroffener
Patienten in ca. 90 % geman Hochrisikoprotokollen erfolgt. Die Heilungsraten variie-
ren stark zwischen 11 % und 92 % in Abhangigkeit vom Translokationspartner des
MLL-Gens und vom Alter des Patienten. Am haufigsten werden Aberrationen des
MLL-Gens bei Patienten mit den balancierten Translokationen t(4;11)(g21;923),
t(11;19)(923;p13) und 1(9;11)(p21-22;923) gefunden. Besonders Sauglinge mit einer
ALL oder AML zeigen zu etwa 75 % ein MLL-Rearrangement und haben eine we-
sentlich schlechtere Prognose als altere Kinder und junge Erwachsene, wobei vor
allem t(4;11)- und t(11;19)-Translokationen mit Therapieresistenz assoziiert sind [33]
[37] [38] [39] [40] [41] [42] [43] [44].

Generell entstehen Aberrationen des MLL-Gens nach DNA-Strangbriichen durch
Aktivierung des DNA-Reparaturmechanismus der nichthomologen Endverknipfung
(NHEJ), wobei der offene Leserahmen intakt bleibt. Finden zwei unabh&ngige
DNA-Strangbriiche statt, entstehen priméar reziproke chromosomale Translokationen,
aber auch komplexe chromosomale Aberrationen, geninterne Duplikationen, Deletio-
nen oder Inversionen auf Chromosom 11q, Insertionen des MLL-Gens in andere
Chromosomen oder umgekehrt sowie transkriptionelle Splei3reaktionen [21] [42] [44]
[45] [46]. Die DNA-Doppelstrangbriiche entstehen bevorzugt in der MLL BCR, einem
Bereich von ca. 8,3 kb zwischen den Exons 8 und 14 [20]. Tatsache ist, dass die
Bruchpunkte sowohl bei akuten Sauglingsleukdmien als auch bei t-AMLs geh&uft am
telomerischen Ende der MLL BCR vorwiegend in MLL Intron 11 auftreten. Ein solcher
Bruchpunkt ist assoziiert mit dem Alter unter 6 Monaten (83%), weiblichem Ge-
schlecht (70%) und der Diagnose ALL (55%). Bei mannlichem Geschlecht und AML-
Diagnosen ist die Verteilung der Bruchpunkte in MLL Intron 11 und Intron 9 anna-
hernd gleich verteilt (Manner: 40% und 35%; AML: 40% und 40%). Bei Kindern im
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Alter von 7 bis 12 Monaten liegt der Bruchpunkt Gberwiegend im MLL Intron 9 (64%).
Kontrar zu den S&uglingsleukdmien und tAMLs liegen die Bruchpunkte bei adulten
de novo Leukamien primar im centromerischen Bereich und bedeuten eine wesent-
lich bessere Prognose als bei Bruchpunkten in MLL Intron 11. Das Auftreten von Alu-
Elementen in MLL Introns sowie Konsensussequenzen der Topoisomerase |l, scaf-
fold attachment regions (SAR) und DNase | hypersensitiven Stellen kombiniert mit
kryptischer Promotoraktivitdt und der Bindung des Transkriptionsfaktors CTCF in der
MLL BCR sind haufig assoziiert mit DNA-Doppelstrangbrichen [47] [48] [49] [50] [51]
[52] [53] [54] [55] [56] [57]. Hierfir werden verschiedene Hypothesen diskutiert, vor
allem der Einfluss DNA-schadigender Substanzen. Da t-AMLs mit MLL-Aberration
primadr aus vorigen Therapien mit natdrlichen Topoisomerase ll-Inhibitoren wie z. B.
Etoposid resultieren [58], wird fir die Genese von akuten Sauglingsleukdmien der
Einfluss von Topoisomerase ll-Inhibitoren, u. a. didtetischen Bioflavonoiden, in utero
vermutet [59] [60]. Des Weiteren scheint die Einnahme von oralen Kontrazeptiva kurz
vor oder wahrend der Schwangerschaft ebenso wie normale Estrogenspiegel wah-
rend des zweiten Trimenons flr DNA-Doppelstrangbriiche im MLL-Gen verantwort-
lich zu sein [61] [62].

Wegen der starken Beeinflussung von Prognose, Therapie und deren Erfolg durch
die Art des MLL-Rearrangements ist die Identifikation der jeweiligen MLL-Aberration
und der resultierenden chiméren Derivatchromosomen von groBer Bedeutung. Die
Fusion des MLL N-Terminus mit dem C-Terminus des Translokationspartnergens
(TPG) wird als Derivatchromosom 11 (der11) bezeichnet. Bis jetzt wurden Uber Long
distance inverse-PCR 79 direkte TPGs inklusive ihrer spezifischen Bruchpunkisregi-
onen identifiziert. Bei 7 weiteren war der 5'-Part des MLL-Gens nicht fusioniert, in 19
Fallen (komplexe MLL-Rearrangements) wurde kein der11-, aber das reziproke MLL-
Fusionsgen gefunden und 35 Translokationen wurden zwar zytogenetisch, aber nicht
auf molekularer Ebene charakterisiert. Daraus ergibt sich, dass bis jetzt insgesamt
121 verschiedene direkte sowie 182 reziproke TPGs identifiziert wurden. Die Uber-
wiegend vorkommenden TPGs sind AFF1/AF4, MLLT3/AF9, MLLT1/ENL,
MLLT10/AF10, ELL, MLLT4/AF6, EPS15/AF1P, MLLT6/AF17 und SEPT6. Da deren
Haufigkeiten, dargestellt in Abbildung 2-1, in Abhangigkeit vom Leuka&mietyp und
vom Alter stark variieren, muss einerseits zwischen ALL und AML und andererseits
zwischen Sauglingen, Kindern und Erwachsenen unterschieden werden [42] [44].
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Abbildung 2-1: Inzidenz der hadufigsten TPGs in MLL-Rearrangements

Ubersicht tiber die Giberwiegenden Leukamietypen ALL, CLL, AML und CML, wobei 18 % nicht genau
zugeordnet werden kdnnen. Die Diagramme zeigen die prozentuale Haufigkeit der pradominant vor-
kommenden Translokationspartnergene (TPGs) in akuten Leuk&mien mit MLL-assoziierten Transloka-
tionen in Abhéangigkeit vom Alter. Dabei sind Sauglinge kein Jahr alt, Kinder stellen die Gruppe der
1-18-Jahrigen dar und als Erwachsene zahlen Uber 18-Jéhrige. Die Abbildung wurde modifiziert nach
[44] mit Daten von [1][3] [4] [12] [33].
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2.3.1 DIE TRANSLOKATION T(4;11)(Q21;023)

Das AF4/AFF1-Gen (vgl. Kapitel 2.5) auf Chromosomenbande 4921 ist sowohl bei
Sauglingen und Kindern als auch vor allem bei Erwachsenen das haufigste TPG in
ALL, bei denen eine Translokation vorliegt, in die das MLL-Gen auf Chromosomen-
bande 11923 involviert ist [42] [44] (vgl. Abbildung 2-1). Die daraus entstehende re-
ziproke, unbalancierte Translokation t(4;11)(g21;923) [23] resultiert in den beiden
Fusionsgenen MLL-AF4 und AF4-MLL. Unter allen bei ALLs vorkommenden chro-
mosomalen Aberrationen ist die Inzidenz dieser mit ca. 50 % bei Sauglingen, die nur
2-3 % aller padiatrischen ALLs ausmachen, am hdéchsten. Im Gegensatz dazu liegt
die Inzidenz bei Kindern mit nur 2-3 % sehr niedrig und steigt bei Erwachsenen auf
ca. 10 % [63] [64]. Den gréBten Peak mit Gber 50 % bilden die Sauglinge im Alter von
weniger als 6 Monaten, wahrend bei alteren Sauglingen nur 10-20 % betroffen sind
[65]. Unter den t(4;11)-Patienten sind Frauen (63 %) haufiger als Manner (37 %) ver-
treten und Uberwiegend ALL-, sporadisch AML-Diagnosen [64] [66]. Neben de novo
Leukamien sind sekundare AMLs und seltener ALLs nach einer Therapie mit To-
poisomerase ll-Inhibitoren involviert [37]. Auch wenn die Hypothese weit verbreitet
ist, dass das MLL-AF4 fir die Leukdmogenese entscheidend ist, scheint das rezipro-
ke AF4-MLL vor allem in Bezug auf den Therapieerfolg eine wichtigere Rolle einzu-
nehmen als erwartet [63] [67]. Allgemein haben Patienten mit t(4;11)(g21;923)-
Translokation eine extrem schlechte Prognose sowie eine hohe mit Therapieresis-
tenz assoziierte Ruckfallquote, weshalb die Therapie normalerweise gemaf Hochri-
sikoprotokollen erfolgt. Nach der Remissionsinduktionstherapie schlie3t sich eine
intensive Postremissionschemotherapie bzw. teilweise allogene Stammzelltransplan-
tation an, die nur gering die Uberlebensraten verbessert. Des Weiteren kann eine
ZNS-gerichtete Therapie durchgefiihrt werden. Wichtig ist auf jeden Fall eine zwei-
jahrige Erhaltungstherapie. Prognostische Faktoren zur Einteilung in Risikogruppen
sind z. B. Alter, Geschlecht, Rasse, Immunphéanotyp betroffener Zellen, Leukozyten-
zahl, Befall des zentralen Nervensystems, Splenomegalie, Hepatomegalie, Erfolg der
Induktionstherapie sowie die minimale Resterkrankung (MRD) im Knochenmark.
Oftmals ist eine Hyperleukozytose mit einer mittleren Leukozytenzahl von
156,5 x 10%1 zu beobachten. Der Befall des zentralen Nervensystems wird bei Saug-
lingen signifikant haufiger beobachtet als bei Alteren. Die Leukamiezellen zeigen
eine lymphoblastische Morphologie und exprimieren Stammzellmarker wie z. B.
CD34 sowie B-Zellmarker wie z. B. CD19, wahrend das Common acute lymphocytic

10



Einleitung

leukemia antigen (CALLA, CD10) meist fehlt. Allerdings sind typischerweise myeloi-
sche Marker wie z. B. CD15 prasent. Aufgrund dieser biphanotypischen Charakteri-
sierung werden die meisten Falle als pro-B-Zell-Leukamie klassifiziert. Der wichtigste
prognostische Faktor scheint das Alter zu sein, da Kinder im Vergleich zu Sauglingen
und Erwachsenen eine marginal bessere Prognose haben. Wéahrend bei 88 % der
Kinder und 75 % der Erwachsenen vollstandige Remission erreicht wird, liegt die
mittlere Gesamtlberlebensrate bei nur 10 bzw. 7 Monaten. Besonders Sauglinge, die
kein Jahr alt sind, zeigen im gesamten Vergleich eine signifikant unginstigere Prog-
nose, die bei schlechtem Ansprechen auf die Therapie enorm abnimmt. Die schlech-
teste Prognose haben Sauglinge im Alter von weniger als 3 Monaten. Dieses gehauf-
te Auftreten bei sehr jungen Sauglingen weist auf eine sehr kurze Latenzzeit hin,
weshalb das Vorhandensein der relevanten genetischen Veranderungen vor der Ge-
burt diskutiert wird und bereits nachgewiesen werden konnte [40] [63] [64] [65] [66]
[68] [69] [70].

2.4 WILDTYPPROTEIN MLL

KMT2A, Lysine (K)-specific methyltransferase 2A [71], ist das offizielle Symbol des
humanen Mixed Lineage Leukemia (MLL)-Gens [72]. Synonym verwendet werden
u. a. die Abklrzungen ALL-1[73] [74], Htrx1[75], HRX[76], MLL1A und TRX1 [71].

Das MLL-Gen ist in chromosomale Aberrationen involviert, welche mit therapieresis-
tenten akuten Hochrisikoleuk&dmien assoziiert sind, die bevorzugt im Sauglingsalter
auftreten und eine extrem schlechte Prognose, hohe Ruckfallquote und geringe
Uberlebenswahrscheinlichkeit aufweisen (vgl. Kapitel 2.3). Lokalisiert auf Chromo-
som 11923 Uberspannt das MLL-Gen einen Bereich von ca. 92 kb [72] mit 37 Exons
[47] und kodiert einen offenen Leserahmen von 12.018 bp sowie das daraus abgelei-
tete MLL-Protein mit 4005 AS und einem Molekulargewicht von ca. 435 kDa [77].
Aufgrund eines alternativen SpleiBprozesses ist das zu ca. 90 % am haufigsten vor-
kommende mRNA-Transkript durch das Fehlen des Exons 2 charakterisiert [20] [47]
[78] und kodiert fur ein Protein mit 3972 AS [74] [76]. Weitere alternative SpleiB3pro-
zesse sowie der Gebrauch unterschiedlicher Exons existieren und werden im Fol-

genden in Kapitel 2.4.2 n&her erlautert.

11



Einleitung

FYRN Cs1Cs2 FYRC
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AT-reiche DNA mit unmethylierten durch Taspase 1 von CBP von H3K4

DNA CpG-Sequenzen

Abbildung 2-2: Das MLL-Protein

Die Abbildung 2-2 zeigt das MLL-Protein mit seinen charakteristischen funktionellen Doméanen sowie
deren Aktivitat in schematischer Darstellung. Die angegebenen Zahlen stehen fir die Anzahl an AS.

FYRN CSs1Cs2 FYRC
AT SNL1 SNL2 MT PHD BD PHDI TAD ’ SET
mec [ I ]| NN | [ 1]
Proteolytische Spaltung
durch Taspase 1
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Abbildung 2-3: Proteolytische Spaltung des MLL-Proteins

Die Abbildung 2-3 veranschaulicht die proteolytische Spaltung des MLL-Proteins durch die Threo-
nin-Aspartase Taspase 1 sowie die anschlieBende stabilisierende Heterodimerisierung der beiden
gebildeten Fragmente MLLN (p300) und MLLC (p180) in schematischer Darstellung.

AT: AT-hooks; SNL1 und SNL2: Speckled nuclear localization; MT: Methyltransferase-Domane;
PHD: Plant Homeodomain; BD: Bromodoméne; FYRN und FYRC: Heterodimerisierungsdoméanen;
CS1 und CS2: Erkennungssequenzen far proteolytische Spaltung durch Taspase 1;

TAD: Transaktivierungsdoméne; SET: Suppressor of variegation (Su(var)3-9), Enhancer of zeste, and
Trithorax (SET)-Domane.
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Charakteristisch fur das MLL-Protein sind folgende distinkte funktionelle Domanen:
Drei N-terminale AT-hooks binden ebenso wie die beiden flankierenden
~SPKK"-Konsensussequenzen in der kleinen Furche AT-reicher DNA [76]. Zwei kurze
Kernlokalisierungssequenzen, SNL-1 und SNL-2, sind flr die punktuelle subnukleéare
Distribution des MLL-Proteins verantwortlich [79]. Die Methyltransferase (MT)-
Domane erkennt DNA mit unmethylierten CpG-Sequenzen [80] und besitzt repressi-
ve Aktivitat [81] durch die Interaktion mit den Histondeacetylasen HDAC1 und
HDAC2 einerseits sowie mit dem C-terminal binding protein (CtBP) und den Poly-
comb Group (PcG)-Proteinen HPC2 und BMI-1 andererseits, die als Korepressoren
fungieren [82]. Die vier in der groBen DNA-Furche bindenden Plant Homeodomain
(PHD)-Finger werden in Kapitel 2.4.1 detaillierter beschrieben. Unterbrochen wird
diese Region zwischen PHD3 und PHD4 von der Bromodoméane (BD), welche die
PHD3-Bindung an Histon 3-Lysin 4-Methylierungen (H3K4me-Signaturen) verstarkt
[83] und mit dem elongierten PHD4 Uber die Bindung von ASB2 die Degradierung
des MLL-Proteins bewirkt [84]. An den zwei konservierten Erkennungssequenzen
CS1 und CS2 wird das MLL-Protein im Zytoplasma durch die Threonin-Aspartase
Taspase 1 proteolytisch gespalten. Die beiden entstehenden Fragmente MLLN
(p300) und MLLC (p180) translozieren in den Nukleus und bilden einen stabilen
Komplex durch Heterodimerisierung Uber Interaktion ihrer FYRN- und FYRC-
Domanen (vgl. Abbildung 2-3) [85] [86] [87] [88]. Ohne diese Stabilisierung werden
MLLN und MLLC proteasomal degradiert [89]. Wenn die intramolekulare Interaktion
fehlt, verliert das MLL-Protein seine Funktion, wahrend eine nicht stattfindende Pro-
zessierung des MLL-Proteins zu keinen funktionellen Veranderungen fuhrt [90]. Die
Transaktivierungsdoméne (TAD) rekrutiert das CREB Binding Protein (CBP) zur
Transkriptionsaktivierung durch Histonacetylierung [81] [91] und die C-terminale
Suppressor of variegation (Su(var)3-9), Enhancer of zeste, and Trithorax (SET)-
Domane methyliert Lysin 4 (K4)-Reste von Histon H3 bevorzugt bei acetyliertem H3
und nur bei unmethyliertem K4 erfolgt [92] [93].

Das zum Drosophila melanogaster trithorax-Gen (trx) orthologe [74] [75] [76] [94] und
in weiteren 87 Organismen konservierte [71] MLL-Gen wird nahezu ubiquitar
transkribiert, jedoch variieren die MLL-Expressionslevel gewebespezifisch, mdglich-
erweise auch aufgrund der relativen Instabilitdt des MLL-Proteins [73] [76] [94] [95].
Aufgrund der vergleichbaren GréBe sowohl der Transkripte von MLL und trx als auch

der beiden resultierenden Proteine, besonders aber wegen der Similaritat im
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C-Terminus sowie bei zwei konservierten cystein- und histidinreichen
PHD-Zinkfinger-Domanen [74] [75] [76] wird MLL in die Gruppe der Trithorax (TrxG)-
Proteine eingeordnet. Diese sind ebenso wie die PcG-Proteine, ihre antagonistischen
Gegenspieler, hoch konserviert und an der epigenetischen Regulation beteiligt, wes-
halb sie fir die korrekte Entwicklung und die Erhaltung eines Differenzierungsstatus
essentiell sind. Am besten charakterisierte Targetgene der TrxG- und PcG-Proteine
sind die fir Transkriptionsfaktoren kodierenden homeobox (HOX)-Gene [96], welche
in zahlreiche Prozesse wahrend der Embryogenese wie die Ausbildung der Koérper-
langsachse oder die Hamatopoese involviert sind [97]. Die Regulation der MLL-
abhangigen HOX-Gene wie z. B. HOXA9 oder HOXC8 durch MLL erfolgt Uber die
direkte Bindung an Sequenzen in der Promotorregion [92]. Wie bedeutend MLL als
HOX-genregulierendes TrxG-Protein ist, zeigt der homozygote MIF--Knockout mit
dem Verlust der HOX-Genexpression nach initialer normaler HOX-Genaktivierung
und embryonaler Letalitat als Folge [98]. Offensichtlich ist nicht nur die Initiierung der
HOX-Genexpression entscheidend, sondern vielmehr deren Aufrechterhaltung [99].
Darlber hinaus fuhrt Mll-Defizienz zu fehlerhafter Hamatopoese sowie zur Reduktion
hamatopoetischer Stamm- und Vorlauferzellen [100] [101] [102]. Das MLL-Protein ist
Teil eines groBen, stabilen Multiproteinkomplexes (MPC), welcher die konservierten
und flr seine volle Aktivitat essentiellen Proteine RbBPS5, ASH2L und WDRS5 beinhal-
tet und sich an der MLL SET-Domane formiert, durch die spezifisch H3K4-Reste me-
thyliert werden [93] [103] [104] [105]. Solche H3K4me-Signaturen sind assoziiert mit
transkriptionell aktivem Chromatin [106]. Uber die Interaktion mit den Histo-
nacetyltransferasen MOF [107] und CBP [91] agiert der MLL-MPC zusatzlich als Ko-
aktivator. Weitere partiell konservierte Komponenten des Komplexes sind die Zell-
proliferationsfaktoren HCF1 bzw. HCF2 [108] und der Tumorsuppressor Menin [109]
[110]. Andere Chromatinmodifikationen wie z. B. Methylierungen an H3K9 oder
H3K27 fihren zu transkriptioneller Repression. Sie stammen von PcG-Proteinen, die
sich in Polycomb repressive complexes (PRC) formieren, wobei die beiden Komplexe
PRC1 (Polycomb maintenance complex) und PRC2 (Polycomb initiator complex)
bisher am besten untersucht sind [96] [106] [111]. Diese Prozesse der transkriptionel-
len Repression durch PcG-Proteine und der Aktivierung durch TrX-Proteine zeigen
die antagonistische Beteiligung beider Proteingruppen an der epigenetischen Regu-
lation in dynamischer Balance [96] [112]. Oft, besonders in Stammzellen, kommen
aktive und passive Signaturen benachbart vor, sodass solche Domanen als bivalent
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charakterisiert werden und das schnelle An- und Abschalten von Genen ermdglichen
[112] [113].

2.4.1 PHD-FINGER DES MLL-PROTEINS

Plant Homeodomain (PHD)-Finger sind strukturell konservierte Doménen, welche
erstmals in einem Homeodomain Protein von Arabidopsis thaliana identifiziert wur-
den und in vielen eukaryotischen nuklearen Proteinen vorkommen. Sie bestehen aus
ca. 60 AS und zeigen typischerweise eine Cyss-His-Cyss-Struktur mit charakteristi-
schem Abstand zwischen den Cysteinen (C-X2-C) und weiteren konservierten Se-
guenzen, wobei als Zn?*-Bindedomane hier zwei Zinkionen koordiniert werden. Diese
Struktur zeigt groBe Ahnlichkeit zur Really Interesting New Gene (RING) finger do-
main, die eine Cyss-His-Cyss-Signatur aufweist und als E3-Ligase an der Ubiquitiny-
lierung beteiligt ist. Aufgrund von kleinen Unterschieden in den Ligandbindestellen
verschiedener PHD-Proteine zeigt sich funktionale Diversitat. Alle sind entweder di-
rekt in die Modifizierung von Chromatin involviert oder indirekt Gber die Funktion als
Domane fur Proteininteraktionen [114] [115] [116] [117] [118] [119].

Die Aminosauresequenz des MLL-Proteins prognostiziert vier PHD-Motive (vgl. Ab-
bildung 2-4). Flankiert von einer MT-Domaéne folgt den ersten beiden PHD-Fingern
(PHD1 und PHD2) ein einzelner Cs-Typ-Zinkfinger (ZF1) vor dem PHDS3. Die drei
konsekutiven PHD-Finger (PHD1-3) sind durch eine Bromodoméne (BD) sowie einen
weiteren Zinkfinger (ZF2) vom PHD4 separiert. Alternativ werden ZF1 und PHD3
ebenso wie ZF2 und PHD4 als elongierte PHD-Finger (ePHD3 bzw. ePHD4) be-
zeichnet [120] [121] [122]. Diese Anordnung der PHD-Fingerkassette ist nicht nur in
Drosophila melanogaster trithorax-Proteinen konserviert, sondern auch im Maus- und
Kugelfisch-MIl-Protein ebenso wie im humanen MLL4-Protein (urspriinglich als MLL2
bezeichnet). In der MLL-Subfamilie kommen PHD-Doméanen weiterhin in den Protei-
nen MLL2 (urspringlich MLL4 bezeichnet), MLL3 und MLL5 hingegen in anderer
Anordnung und differenter Anzahl vor [120] [122] [84].

Jeder MLL PHD-Finger ist charakteristisch, aber gemeinsam ist die regulatorische
Aktivitat bei Funktionen des MLL-Proteins [120] [123]. Als Teil des MLLN-Fragments
stabilisieren PHD1 und PHD4 gemeinsam mit der MLLN-FYRN-Doméne den Kom-
plex aus den beiden MLLN- und MLLC-Fragmenten durch intramolekulare Interaktion
[89]. Der PHD2-Finger ist fir die Homodimerisierung der MLL PHD-Kassette verant-
wortlich  [120] und zeigt ES3-Ubiquitin-Ligase-Aktivitdt in Gegenwart des

15



Einleitung

E2-konjugierenden Enzyms CDC34. Neben den Histonen H3 und H4 wird dabei MLL
selbst ubiquitinyliert, wodurch dessen Degradation wahrend des Zellzyklus reguliert
wird [84]. Aufgrund der im Gegensatz zur RING-Fingerdomane fehlenden Interakti-
onsdomane fur die Aktivitat als E3-Ubiquitin-Ligase scheint hier die ahnliche Aktivitat
als small ubiquitin-like modifier (SUMO) E3-Ligase wahrscheinlicher [118]. Fur die
ePHD-Finger wurde Homooligomerisation beobachtet, aber auch die Unfahigkeit,
klassische PHD-Finger zu binden [124]. Strukturell und funktionell bis jetzt am besten
charakterisiert ist der PHD3 [122], der essentiell ist fur die stabile MLL Bindung an
Targetgene und als regulatorische Plattform flr die Kontrolle der transkriptionellen
Regulation durch MLL dient. Einerseits erkennt der PHD3 H3K4me-Signaturen, Pro-
dukte der enzymatischen MLL-Aktivitat. Die spezifische Bindung ist bedingt durch ein
unveranderliches Tryptophan, welches fur die Erkennung methylierter Lysinreste von
kritischer Bedeutung ist. Diese Bindung wird verstarkt von der durch einen
8 AS-Linker separierten BD. Wé&hrend die Bindungsaffinitat fur trimethylierte H3K4-
Peptide im niedrigen um-Bereich am gréBten ist, findet die Interaktion ebenso bei Di-
und Monomethylierungen statt, aber viel schwacher [83] [125] [126]. Alternativ zu
H3K4me-Signaturen wird spezifisch das nukleare Cyclophilin 33 (CYP33, syn. PPIE)
gebunden, eine Peptidylprolyl-cis-trans-lsomerase mit  N-terminaler RNA-
Erkennungsdomane (RRM, RNA recognition motif) und konservierter C-terminaler
Peptidylprolyl-lsomerase (PPlase)-Domane, auch Cyclophilin-Domane genannt. Die
RRM-Domane besitzt partiell Gberlappende Bindestellen fir RNA und den PHDS, zu
dem die Affinitat wesentlich héher ist. Deshalb wird die Assoziation der RRM-
Doméane mit RNA durch die Interaktion mit dem PHD3 verhindert. Aufgrund der durch
CYP33 versursachten Konformationsanderung im Linker zwischen PHD3 und BD
von cis zu trans wird die Bindung der beiden Doméanen gestért. Durch die frei wer-
dende RRM-Bindestelle im PHD3 kann CYP33 besser an diesen binden. Die PHD3-
Bindestellen fir die CYP33 RRM-Doméane und H3K4me-Signaturen liegen benach-
bart, Uberlappen aber nicht [82] [83] [120] [122] [126] [127] [128].
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Stabilisierung des Komplexes aus
MLLN- und MLLC-Fragmenten

Stabilisierung des Komplexes aus

Hioodmesssring MLLN- und MLLC-Fragmenten
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Abbildung 2-4: PHD-Finger des MLL-Proteins

Die Abbildung 2-4 zeigt die PHD-Finger des MLL-Proteins und ihre jeweiligen Funktionen in schemati-
scher Darstellung. Die drei konsekutiven PHD-Finger (PHD1-3) werden flankiert von einer strangauf-
warts gelegenen MT-Doméane und unterbrochen von einem normalen Zinkfinger (ZF1). Nach einer
Bromodomane (BD) folgt ein weiterer einzelner Zinkfinger (ZF2) sowie der PHD4. Der ZF1 zusammen
mit PHD3 bzw. der ZF2 mit PHD4 werden als elongierte PHD-Finger ePHD3 bzw. e PHD4 bezeichnet.
Die Abbildung wurde modifiziert nach [121] [122]. Jeder MLL PHD-Finger zeigt regulatorische Aktivitat
bei den Funktionen des MLL-Proteins. PHD1 und PHD4 sind an der intramolekularen Stabilisierung
des Komplexes aus MLLN- und MLLC-Fragmenten beteiligt [89]. Der PHD2 kann homodimerisieren
[120] und ist als E3-Ubiquitin-Ligase aktiv [84]. Am besten charakterisiert ist der PHD3, der entweder
H3K4me-Signaturen erkennt oder an CYP33 bindet [122] [120] [83] [125] [127] [82] [128].

2.4.2 ALTERNATIVE SPLEIBVARIANTEN DES MLL-GENS

Alternatives SpleiBen stellt einen wichtigen Prozess der posttranskriptionellen Gen-
regulation in Eukaryoten dar, bei dem aus einer DNA-Sequenz und somit aus einer
pra-mRNA unterschiedliche mRNA-Transkripte und daraus differente Proteine mit
potentiellen distinkten Funktionen gebildet werden. Dieser Prozess ist sowohl bei
Drosophila melanogaster und humanen HOX-Genen als auch bei dem HOX-
genregulierenden trx-Gen bzw. dem humanen MLL-Gen verbreitet [129] [130]. Bei
Letzterem umfasst das alternative SpleiBen neben dem vollstandigen oder partiellen
Uberspringen (exon skipping) auch die ,Verwiirfelung“ von Exons (exon scrambling)
[131] [132]. Die funktionelle Signifikanz des exon scrambling, bei dem die Exons rich-
tig gesplei3t aber falsch verknlpft werden, ist unklar, da dieser Prozess sowohl bei

malignen als auch normalen Geweben verbreitet ist [132].

FOr das MLL-Gen wurde die erste alternativ gespleiBte mRNA identifiziert durch die
Prasenz oder Abwesenheit von 9 Nukleotiden bzw. einem Tripeptid (GTE) am Uber-
gang von Exon 15 zu Exon 16 aufgrund einer alternativen SpleiBdonorstelle,
wodurch die Struktur des PHD3 modifiziert wird. Wahrend die —GTE-Variante sowohl
in Saugern als auch in Drosophila melanogaster konserviert ist, gilt dies fir die
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+GTE-Form nur fir Saugetiere [94] [133]. Zusétzlich gibt es einen alternativen
SpleiBprozess an der Exon 15-Exon 16-Verknipfung, durch den die ersten 11 Ami-
nosauren von MLL Exon 16 eliminiert werden [78]. Bei einer weiteren Variante fehlt
das innerhalb der MLL BCR liegende Exon 11 mit 114 Nukleotiden und bedingt eine
Verklrzung des PHD1, weshalb eine strukturelle Veranderung der gesamten PHD1-
3-Doméane ermdglicht wird. Allerdings scheint das Vorhandensein des Exons 11
kombiniert mit der Absenz der 9 Nukleotide an der Exon 15/16-VerknlUpfung die
pradominant vorkommende mRNA in hamatopoetischen Zelllinien zu sein. Ein &hnli-
cher alternativer SpleiBprozess ist bekannt beim Wilms tumor susceptibility gene
(WT1). Dieses kodiert fur ein Protein mit Zinkfingern, welche an der Regulation von
Wachstum und Differenzierung normaler und kanzerogener Zellen beteiligt sind. Die
Abwesenheit dieses Gens bei Nephroblastoma ist assoziiert mit dem veranderten
Phéanotyp der Krebszellen [94] [130]. Unterdessen wurden beim MLL-Gen unvoll-
standig prozessierte Transkripte identifiziert, bei denen Introns prasent sind [94]. Ge-
zielte Untersuchungen zum alternativen SpleiBen des MLL-Gens identifizierten wei-
terhin die variablen MLL-Exons 2, 4, 9 und 28 [130]. Vor allem Exon 2 wird mit nur
ca. 10 % sehr selten genutzt [77] [78] [130]. Fir Exon 4 gibt es zwei partielle Spleil3-
varianten, bei denen entweder die Basen 1-2517 oder 325-2517 von Exon 4 fehlen.
Damit werden entweder alle drei AT-hooks oder ein AT-hook eliminiert. Diese Doma-
nen weisen eine signifikante Homologie zu den erstmals in HMG-1/Y-Proteinen, Pro-
dukte eines alternativen SpleiBprozesses, beobachteten AT-hook-Motiven auf. Flr
die Variante mit zwei AT-hooks kénnte bedeutend sein, dass bei den HMG-I/Y-
Proteinen die ersten beiden AT-hooks relevant sind flr deren Bindung an DNA. Da
das trx-Gen keine dieser Doméanen aufweist, ist méglicherweise auch die Funktion
der MLL-Form ohne AT-hooks interessant [77] [130]. Alternatives SpleiBen der MLL-
Exons 9 (selten) bzw. 28 (haufig) fihrt zu Fehlern im offenen Leserahmen der
mRNAs mit strangabwarts liegenden Stop-Codons und beeinflusst entweder die Re-
pressions- oder die Aktivierungsdomane [130]. Letztendlich werden zwei weitere al-
ternative MLL-Transkripte gebildet. Wahrend ein Transkript aufgrund eines geninter-
nen Promotors MLL Exon 12 bis 37 Gberspannt und flr das am N-Terminus verklrzte
MLL*-Protein kodiert [54], ist fir das andere MLL Transkript eine friihzeitige Termina-
tion in MLL Intron 8 und 9 mdéglich wegen vorhandener kryptischer Poly(A)-Stellen
[134].

18



Einleitung

2.5 WILDTYPPROTEIN AF4

Das humane auf Chromosom 4q21 lokalisierte ALL-1 fused gene from chromoso-
me 4 (AF4) kodiert fir das auch FEL (Four Eleven Leukemia) genannte AF4-Protein
[74] [77] [135] [136] [137]. Als offizielles Symbol wird AFF1 (AF4/FMR2 family mem-
ber, 1) genutzt, wahrend friher die Symbole MLLT2 oder PBM1 verwendet wurden
[71]. Als MLL TPG ist es an der t(4;11)(g21;23)-Translokation beteiligt (vgl. Kapitel
2.3.1). Der vom AF4-Gen Uberspannte Bereich betragt ca. 300 kb und umfasst
20 Exons. Das 10,5 kb lange mRNA-Transkript kodiert das aus 1.218 AS bzw.
1.211 AS bestehende AF4-Protein mit einem Molekulargewicht von 131 kDa, das aus
noch nicht geklarten Griinden bei 171 kDa apparent ist [138]. Durch den alternativen
Gebrauch der ersten Exons 1a (12 AS) und 1b (5 AS) entstehen die beiden mit glei-
cher Haufigkeit auftretenden Proteine FelA und FelB [135] [136] [138]. AuBerdem
kann aufgrund einer kryptischen Polyadenylierungsstelle im Intron 3 das Transkript
bereits friihzeitig nach 2,8 kb terminiert werden, wodurch das seltener vorkommende
FelC-Protein gebildet wird [138]. Ahnlich wie beim MLL treten DNA-
Doppelstrangbriiche gehauft an einer genomischen Region auf, die mit 38 kb jedoch
wesentlich gréBer ist und von Exon 3 bis Exon 6 reicht [22] [137] [138]. Bevorzugt
entstehen chromosomale Bruchpunkte in Intronbereichen der AF4 BCR, besonders
in Intron 3 und 4, seltener in Intron 5, die wie die Introns der MLL BCR alle Typ 0-
Introns darstellen (Unterbrechung zwischen zwei Tripletts) [137] [138] [139] [140]
[141]. Weitere Analogien zum MLL sind die ubiquitdre Expression sowie die nukleére
Lokalisation des AF4-Proteins [135] [137] [138] [142] [143]. Wegen vergleichbarer
Proteinsequenz und -gréBe wird das AF4-Protein in die Familie der ALF-Proteine
eingeordnet [138], zu der neben den beiden Proteinen LAF4 [144] und FMR2 [145]
[146] auch das spater zugeordnete Produkt des AF5q371-Gens zéhlen [147] [148].
Abgesehen von FMR2, das flr das Nervensystem relevant und dessen Fehlen mit
mentaler Retardierung assoziiert ist [145] [146], sind sowohl AF4 als auch LAF4 und
AF5q31 in MLL-Translokationen involviert [144] [148] [149] [150]. Des Weiteren wur-
den fir LAF4 und FMR2 Transkripte beobachtet, deren Produkte dem FelC-Protein
ahneln [144] [151]. Charakteristisch fiir die ALF-Proteine sind flinf konservierte Do-
méanen: Die N-terminale Homologiedomane (NHD), die familienspezifische ALF-
Doméne (AF4/LAF4/EMR2), eine serinreiche Doméne (pSer), zwei Kernlokalisati-
onssequenzen (NLS) sowie die C-terminale Homologiedomane (CHD) (vgl. Abbil-
dung 2-5) [138]. Wegen des analogen C-terminalen Bereichs mit pSer, NLS und
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CHD ist das Drosophilia melanogaster lilliputian-Gen (Lilli) das bisher einzige identifi-
zierte zum AF4 orthologe Gen in Invertebrata, welches am Zellwachstum und der
Zelldifferenzierung beteiligt ist. Insgesamt betrachtet zeigt das Lilli-Gen mit den
N-terminalen glutaminreichen Bereichen, dem AT-hook und dem zur potentiell trans-
aktivierenden  Pit-1, Oct-1/Oct-2, Unc-68 (POU)-Doméane von Kilasse llI-
Transkriptionsfaktoren homologen Motiv eine gréBere Ahnlichkeit zum chimaren
der11 (vgl. Kapitel 2.6.1) [152] [153]. Auch wenn die Funktionen der einzelnen Do-
manen der ALF-Proteine bisher weitgehend ungeklart sind, kann sowohl dem AF4
als auch dem LAF4 eine mdgliche Rolle als Transkriptionsfaktor zugeschrieben wer-
den aufgrund ihres DNA-bindenden und transkriptionell aktivierenden Potentials, wo-
bei die pSer-Doméane die transaktivierende Funktion Gbernimmt [144] [154] [155].
Obwohl FMR2 keine DNA-bindende Doméne aufweist, scheint auch hier eine Funkti-
on als transkriptioneller Aktivator wahrscheinlich [156]. FUr die ALF-Domane wird
eine Funktion als transkriptioneller Repressor diskutiert [156]. Abgesehen von AF4
zeigen alle ALF-Proteine die gleiche subnukledre Lokalisation, wo sie RNA binden
kénnen und ihre Beteiligung an alternativen SpleiBprozessen nachgewiesen wurde
[157]. Untersuchungen muriner AF4-Expressionsmuster wahrend der Entwicklung
suggerieren die Beteiligung an der Entwicklung des hamatopoetischen, kardiovasku-
laren, skeletalen und zentralnervésen Systems [158]. Die Relevanz von AF4 bei der
Hamatopoese zeigt ein murines AF4-knock out-Modell mit Defekten in der B- und
T-Zellentwicklung [159]. Ein weiteres Mausexperiment, bei dem die Expression eines
in der ALF-Doméane mutierten AF4 zum Verlust von Purkinjezellen im Cerebellum
fihrt und die ,robotic mouse“ mit eingeschrankten motorischen Funktionen zur Folge

hat, demonstriert die Wichtigkeit fir das Nervensystem [160].

NHD ALF pSer NLS CHD
ars o[ ] [T [ i

Abbildung 2-5: Das AF4-Protein

Die Abbildung 2-5 zeigt das AF4-Protein mit seinen charakteristischen funktionellen Domé&nen in
schematischer Darstellung. Die angegebenen Zahlen stehen fiir die Anzahl an AS.

NHD: N-terminale Homologiedoméane; ALF: AF4/LAF4/FMR2-Doméane; pSer: Serinreiche Domane;
NLS: Kernlokalisationssequenz; CHD: C-terminale Homologiedoméne.
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Diese Mutation befindet sich an einer Stelle der ALF-Doméne, die eine AF4-
Bindestelle fur die E3-Ubiquitin-Ligasen SIAH1 und SIAH2 darstellt und reduziert die
AF4-Bindung zu SIAH1, wodurch es zu einer AF4-Akkumulation kommt. Normaler-
weise wird das AF4-Expressionslevel durch SIAH1 reguliert und bedingt die protea-
somale Degradierung des AF4-Proteins. Die Uberexpression von AF4 zeigt onkoge-
ne Eigenschaften und fahrt zu Wachstumstransformation [161] [162]. Durch die In-
teraktion mit AF9, ENL und AF10, deren kodierende Gene ebenfalls haufige MLL
TPGs darstellen, ist das AF4-Protein Teil des transkriptionell regulatorischen und
chromatinmodulierenden Multiproteinkomplexes AEP, der aus weiteren transkripti-
onsregulatorischen Proteinkomponenten besteht. Die positive Regulation der Gen-
transkription durch Stimulierung der P-TEFb-Pol lI-Kinaseaktivitat und die DOT1L-
abhangige H3K79-Methylierung, auch in der robotic mouse beobachtete Prozesse,
bewirken die Transition der in der Promotorregion arretierten RNA-Polymerase Il (Pol
O) in den Status der produktiven Elongation (Pol E) [163] [164] [165] [166] [167]
[168]. Neben der Pol IlI-Phosphorylierung wird auch AF4 selbst als Substrat von P-
TEFb phosphoryliert und bedingt die negative Regulation seiner transaktivierenden
Aktivitat [165]. Weiterhin ist AF4 ein ubiquitarer Bestandteil von P-TEFb-Komplexen
und ermdglicht die Tat-abh&ngige P-TEFb-Freisetzung aus 7SK snRNP sowie die
Bildung von Tat-SECs fur die HIV-Transkription [169]. AuBerdem reguliert AF4 die
Transkription von CD133, das die Anreicherung von Stammzell- und Krebsstamm-
zellpopulationen erméglicht und fiir das Uberleben von Zellen essentiell scheint
[170].

2.6 FusIONSPROTEINE MLL-AF4 unD AF4-MLL

Die t(4;11)-Translokation resultiert, ausgehend vom MLL-Gen auf Chromosom 11923
einerseits und dem AF4-Gen auf Chromosom 4921 auf der anderen Seite, in zwei
reziproken Fusionsprodukten, die fir chimare Proteine kodieren [74]. Ca. 80 % der
t(4;11)-Leukamiepatienten zeigen die beiden reziproken Fusionsallele MLL-AF4 bzw.
Derivatchromosom 11 (der11) und AF4-MLL bzw. Derivatchromosom 4 (der4), wah-
rend etwa 20 % nur das MLL-AF4-Allel aufweisen. Der fehlende AF4-MLL-Nachweis

ist auf komplexe Rearrangements zuriickzufthren [78] [171] [172].
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2.6.1 FUSIONSPROTEIN MLL-AF4

Das chiméare MLL-AF4 entsteht durch die Fusion einer 5-Sequenz von MLL mit einer
3'-Sequenz von AF4 und kodiert das MLL-AF4-Protein mit ca. 2100-2400 AS sowie
230-260 kDa in Abhangigkeit von der Position der Doppelstrangbriiche in beiden
Genen. Neben den AT-hooks und der MT-Domane vom MLL besitzt das Fusionspro-
tein ebenfalls die funktionellen AF4-Doméanen pSer, NLS und CHD (vgl. Abbildung
2-6) [77] [173]. Zytogenetische und molekulare Studien zeigen die Relevanz des
der11 fur die Leukdmogenese, wobei dessen Effekt auf einem gain-of-function-
Mechanismus beruht [77] [174] [175]. MLL.AF4 exprimierende leukamische Blasten
arretieren in einem frihen Vorlauferstadium beruhend auf einer aberranten Expressi-
on von Targetgenen oder auf der Unféahigkeit, wichtige Gene flr die Differenzierung
zu induzieren, wobei die transkriptionellen Effekte von MLL-AF4 zelltypabhangig sind
oder durch andere Genprodukte modifiziert werden [25] [174] [176] [177]. In ver-
schiedenen Studien wurden Targetgene von MLL-AF4 identifiziert, welche in die
Entwicklung hdmatopoetischer Stammzellen involviert sind [178]. Durch die Hochre-
gulation von Genen, die mit Neovaskularisierung und friher Hamatopoese assoziiert
sind, beeintrachtigt MLL-AF4 die embryonale Blutbildung [179]. Eine MLL-AF4-
abhangige Aktivierung wurde z. B. far FLT3 und RUNX1 gezeigt [180] [181]. FLT3
scheint zudem kooperierend mit MLL-AF4 die embryonale Hamatopoese zu hem-
men, ist aber nicht ausreichend fiir die maligne Transformation [182] [183]. Variie-
rende  HOXA-Genexpressionsmuster erlauben die Einteilung in  zwei
t(4;11)-Subgruppen mit differenten Charakteristika und vermutlich unterschiedlicher
Leukdmogenese. AuBerdem ist die fehlende HOXA-Genexpression mit einer
schlechten Prognose und hoher Rezidivrate verbunden [184] [185] [186].

AT SNL1 SNL2 MT pSer NLS CHD

meL-ars [ ]| ] NI | I

Abbildung 2-6: Das MLL -AF4-Protein

Die Abbildung 2-6 veranschaulicht das MLL-AF4-Protein, welches aus der Fusion einer N-terminalen
MLL-Sequenz mit einer C-terminalen AF4-Sequenz entsteht und die Eigenschaften dieser beiden
Proteine in Abh&ngigkeit von den jeweiligen funktionellen Domé&nen vereint.

AT: AT-hooks; SNL1 und SNL2: Speckled nuclear localization; MT: Methyltransferase-Domane;
pSer: Serinreiche Doméne; NLS: Kernlokalisationssequenz; CHD: C-terminale Homologiedomane.
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Wéhrend MLL-lacZ-Fusionen in Mausen onkogene Transformationen auslésen [187],
scheint MLL-AF4 alleine nicht ausreichend fir fehlende Differenzierung, verandertes
Zellwachstum sowie den Verlust der Apoptosesensitivitat und damit fir die maligne
Transformation [174] [177]. Auf unterschiedlichen knock in- bzw. inverter-Strategien
beruhende murine MIl-Af4- bzw. MIl-AF4-Modelle mit langer Latenzzeit bestatigen,
dass fir eine Tumorentwicklung das der11 alleine nicht ausreicht [188] [189]. Die
Zellzykluskontrolle durch MLL-AF4 als mégliche Ursache fiir die Resistenz gegen-
Uber Zelltodverursachenden Stimuli zeigt sich in der Inhibierung des Zellwachstums,
verbunden mit der Reduktion von Zellen in der S-Phase und deren Akkumulation in
der G1Phase. AuBerdem weisen t(4;11)-Zelllinien eine erhéhte Verdopplungszeit mit
einer geringeren Anzahl an Zellen im Zellzyklus auf sowie eine Herunterregulation
von Genen, die in die Zellproliferation involviert sind [190] [191] [192] [193]. Im Ge-
gensatz dazu sind die Expressionslevel der HOX-Gene HOXAS5, HOXA7, HOXASY,
HOXA10 und HOXC6 ebenso wie des HOX-Coregulators MEIS1 erhdht [177] [191]
[192]. Experimente, bei denen HOXA7, HOXA9, HOXA10 und MEIS1 runterreguliert
werden, bedingen eine Beeintrachtigung der Proliferationskapazitat [194]. Ebenso
fOhrt IL24 Gber die Inhibierung von HOXA9 verbunden mit der Aktivierung von MEIS1
ebenso wie die Hemmung des Calciumbindenden Proteins S100A6 zu antiangioge-
netischen Effekten und zur Caspase 8-Caspase 3-vermittelten Apoptose [195]. Auch
die durch MLL-AF4 gesteigerte Expression des an der Zellzyklusprogression beteilig-
ten cyclinabhangigen Kinaseinhibitors CDKN1B (p27, Kip1) in den Vorlauferzellen
des Knochenmarks resultiert in einer reduzierten Anzahl an Zellen im Zellzyklus und
gibt einen Hinweis auf die Resistenz gegeniber Chemotherapeutika [196]. Ein siRNA
vermittelter MLL-AF4-knock-down in t(4;11)-Zelllinien beeinflusst Proliferation und
Klonogenitat. Daraus resultiert eine gesteigerte Apoptoserate, die reduzierte Expres-
sion von HOXA7, HOXA9 und MEIS1 sowie die Inhibierung der Expression von
CD133, einem Indikator fir hamatopoetische Differenzierung [197]. Weitere siRNA-
vermittelte MLL-AF4-knock-down-Experimente verknlUpfen das der11 mit der Telo-
merase, einer Schliisselkomponente der normalen und malignen Selbsterneuerung.
Durch die resultierende transkriptionelle Reduktion von TERT, der Telomerase-
Proteinuntereinheit, wird durch den knock down auch die Aktivitat der Telomerase
vermindert [198]. Die MLL-AF4-Uberexpression in CD34* hamatopoetischen Stamm-
zellen erhdht das klonogene Potential der Vorlauferzellen sowie deren Proliferation
[199]. Ursache fur die MLL.-AF4-abhangigen Veranderungen kann die Ras-
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abhangige Aktivierung des Transkriptionsfaktors ELK1 Uber die MAP-Kinase-
Signalkaskade sein. MLL.AF4 bedingt, wahrscheinlich durch die CHD vermittelt, die
Hochregulation der Rezeptor-Tyrosinkinase EPHA7, weshalb im weiteren Verlauf die
MAP-Kinase ERK vermehrt phosphoryliert und ELK1 aktiviert werden [200] [201]
[202]. Ein MLL-AF4+ KRAS Mutation* transgenes Mausmodell beschreibt das akti-
vierte KRAS-Protein als potenten Faktor flr den frihen Ausbruch von ALL mit
MLL.-AF4 [203]. Fir die Leukdmogenese kdénnte auch die durch aberrante
DNA-Methylierung geringere Expression von microRNAs wie miR-143 bzw.
miR-142-3p relevant sein, wodurch MLL.AF4 vermehrt exprimiert wird und ein

Proliferationsvorteil mit reduzierter Apoptoserate entsteht [204] [205].

In vitro-Experimente mit beiden MLL-Fusionsproteinen verdeutlichen, dass MLL.-AF4
die Apoptoseresistenz erhdht und die HOX-Genexpression alleine induzieren kann,
wahrend AF4-MLL zur Wachstumstransformation von Zellen fihrt. Allerdings resul-
tiert die Kombination der beiden in der héchsten Wachstumsrate, dem Erhalt des
Zellzyklus auch in Abwesenheit von Wachstumsfaktoren und der gréBten Resistenz
gegenlber apoptotischen Triggern. Deshalb scheint der pathologische Krankheits-
mechanismus  der  t(4;11)-Leuk&mie  von den  Eigenschaften  beider
MLL-Fusionsproteine abhangig zu sein [206]. MLL-AF4 scheint damit in die Leuka-
mogenese involviert zu sein, aber ein second hit ist notwendig [199] [179] [206] [207].

2.6.2 FusIiONSPROTEIN AF4-MLL

Das chiméare AF4-MLL entsteht durch die Fusion einer 5-Sequenz von AF4 mit einer
3'-Sequenz von MLL und kodiert flir das AF4-MLL-Protein mit ca. 2.800-3.200 AS
sowie 300-350 kDa in Abhangigkeit von der Position der Doppelstrangbriiche in bei-
den Genen. Entsprechend dem fir die Spaltung von MLL beschriebenen Mechanis-
mus [85] [86] [88] erfolgt die Taspase 1-vermittelte Proteolyse von AF4-MLL in zwei
Fragmente [161] sowie nach deren Heterodimerisierung die Assemblierung eines
Multiproteinkomplexes [167]. Durch die Zusammenlagerung der beiden AF4-MLL
Fragmente wird die proteasomale Degradierung inhibiert und das Fusionsprotein
stabilisiert, woraus dessen Akkumulation folgt. Kontrér dazu bleibt die Bindung der
SIAH-Ligasen unbeeinflusst, weshalb diese funktionell inaktiviert werden, verbunden
mit dem Verlust ihrer Fahigkeiten, Apoptose oder Zellzyklusarrest zu induzieren und
somit als Tumorsuppressor zu agieren [161] [208] [209]. Das AF4-MLL-Protein ver-

eint Funktionen beider Wildtypproteinkomplexe und fUhrt durch eine wesentlich er-
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héhte Aktivitat der Kinase P-TEFb, die fir die Aktivierung der RNA-Polymerase |l
(RNA Pol Il) zur Elongation notwendig ist, sowie gesteigerte H3K4- und H3K79-
Methylierungen zu epigenetischen Veranderungen und zellularer Umprogrammierung
[161] [167]. Wird AF4.MLL in murinen embryonalen Fibroblasten (MEF) Uberexpri-
miert, kommt es zum Verlust der Kontaktinhibition, einem typischen Merkmal fir das
wachstumstransformierende Potential von Zellen [161]. Die erh6hte Wachstumsrate
wird ausgeglichen durch eine gesteigerte Apoptoserate [206]. Ein Mausmodell zeigt,
dass AF4-MLL in der Lage ist, pro-B ALL oder CLP ALL auszulésen. In Mausen, die
nicht erkrankten, konnte hierbei zwar MLL-AF4, aber kein AF4-MLL nachgewiesen
werden [210]. Untersuchungen der Genexpression demonstrieren die durch
AF4.MLL verursachte Deregulierung von 660 Genen, darunter 36 Transkriptionsfak-
toren [206]. Des Weiteren ist die Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor RUNX1
interessant, welcher von MLL-AF4 aktiviert wird und somit ein Beispiel flr eine Trans-
formation darstellt, bei der zwei onkogene Fusionsproteine kooperieren. RUNX1,
dessen Expression mit einem schlechten Therapieerfolg assoziiert ist, aktiviert Tar-
getgene in t(4;11)-leukdmischen Zellen und ist essentiell fir das Wachstum dieser
Zellen [181] [211]. Auch wenn AF4.-MLL bis jetzt weniger gut untersucht ist als
MLL.AF4, verdeutlichen die Ergebnisse bisheriger Experimente die onkogenen Ei-
genschaften von AF4-MLL, das immer wieder Gegenstand kontroverser Diskussio-
nen ist [212] [213], unter anderem wegen des Nichtvorkommens in 20 % der t(4;11)-
ALLs [171].

FYRN CS1 CSs2 FYRC
NHD ALF PHD BD PHD’ /TAD ’ SET

AramLL [ | | | L T | | [

Abbildung 2-7: Das AF4-MLL-Protein

Die Abbildung 2-7 veranschaulicht das AF4+MLL-Protein, welches aus der Fusion einer N-terminalen
AF4-Sequenz mit einer C-terminalen MLL-Sequenz entsteht und die Eigenschaften dieser beiden
Proteine in Abhangigkeit von den jeweiligen funktionellen Doménen vereint. In Abhangigkeit des
Bruchpunktes ist die erste PHD-Domé&ne (PHD1-3) teilweise unvollstandig vorhanden.

NHD: N-terminale Homologiedoméane; ALF: AF4/LAF4/FMR2-Doméne; PHD: Plant Homeodomain;
BD: Bromodomane; FYRN/FYRC: Heterodimerisierungsdoméanen; CS1/CS2: Erkennungssequenzen
fir proteolytische Spaltung durch Taspase 1; TAD: Transaktivierungsdoméane; SET: Suppressor of
variegation (Su(var)3-9), Enhancer of zeste, and Trithorax (SET)-Domane.
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2.7 KOMPONENTEN DES AF4-MPC unD AF4-MLL-MPC im VERGLEICH

Das Protein AF4 ist genauso wie das Fusionsprotein AF4-MLL eine Komponente
eines Multiproteinkomplexes (MPC) (vgl. Abbildung 2-8). Als erster Interaktions-
partner des AF4-Proteins wurde das Protein AF9 identifiziert, dessen kodierendes
Gen wie das AF4-Gen ein TPG des MLL-Gens darstellt [163]. Im Folgenden konnte
AF4 als Komponente eines zellularen, die transkriptionelle Elongation beeinflussen-
den MPCs bestimmt werden, der auch das besonders an der AF4-Bindestelle anné-
hernd zu AF9 homologe Protein ENL, AF10 sowie die H3K79-Methyltransferase
DOT1L umfasst [164]. Die Vermutung Uber weitere Komponenten entstammen der
Kenntnis GOber die Bindung von ENL an AF4, AF5, AF9 und AF10 [164] sowie die
Interaktion zwischen AF5 und dem positiven Transkriptionselongationsfaktor P-TEFb.
Dieser stellt ein Dimer aus dem Cyclin T1 (CCNT1) und der Cyclin-abhangigen Kina-
se 9 (CDK9) dar mit der Funktion, die CTD der RNA Pol Il zu phosphorylieren [214].
In einem Mausmodell fihrte die Interaktion von Af4 mit Af9, Af10 und Enl zur
P-TEFb-Aktivierung sowie zu Dot1-abhangigen H3K79mes-Signaturen [165]. Der ana-
loge, humane MPC AEP (AF4/5, ENL, P-TEFb) resultiert aus der Heterodimerisie-
rung von AF4 mit AF5 sowie der Assoziation mit ENL und P-TEFb [166]. Durch Wes-
tern Blot-Analysen und massenspektrometrische Experimente mit dem aufgereinig-
ten AF4-MPC konnten bisher gefundene Komponenten verifiziert, aber auch neue
Interaktionspartner identifiziert und anschlieBend mittels Koimmunpréazipitationen
bestatigt werden. Wahrend der C-terminale Teil des AF4 an ENL bzw. AF9, AF10
und DOT1L bindet, interagiert der AF4 N-Terminus mit P-TEFb, dem Bromodoma-
nen-Protein BRD4, dem Transkriptionsfaktor NFkB1 (RELA/p65 und p50), dem Nuk-
leophosmin  NPM1, der Arginin-N-Methyltransferase CARM1, dem P-TEFb-
inaktivierenden Protein HEXIM1 und der H3K36-/H4K20-Histonmethyltransferase
NSD1. Der AF5-Nachweis funktionierte aufgrund der Ahnlichkeit zum AF4 nur mas-
senspektrometrisch [167].

Der MPC um das Fusionsprotein AF4-MLL enthalt ASH2L, RbBP5, WDR5, HCF1
und HCF2, welche als Komponenten des MLL-MPC Uber die C-terminale MLL SET-
Domane interagieren [167]. Andererseits sind Faktoren des AF4-MPC involviert, die
an den AF4 N-Terminus binden. Wie das AF4-Protein kann auch AF4-MLL den MPC
AEP bilden [166]. Auch die spater identifizierten am AF4 N-Terminus bindenden
Komponenten des AF4-MPC konnten dem AF4-MLL-MPC zugeordnet werden. Aus-
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genommen sind hiervon AF5 und BRD4, die ausschlieBlich im AF4-MPC detektierbar
waren. Stattdessen war hier das Wildtypprotein AF4 nachweisbar [167].
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Abbildung 2-8: Schematische Darstellung MLL-, AF4- und AF4.MLL-Multiproteinkomplexe

Die Abbildung 2-8 aus [167] illustriert die Multiproteinkomplexe um AF4 und MLL sowie AF4-MLL.
A) Darstellung der Zusammensetzung sowie der molekularen Funktionen des MLL-MPCs (links) und
des AF4-MPCs (rechts). Uber Chromatinmodifikationen bedingt der MLL-MPC die Aktivierung von
Promotorregionen. H3K4-Methylierungen erfolgen durch den MLL SET-Domé&nen Komplex, H4K16-
Acetylierungen durch die Histonacetyltransferase MOF und generelle Histonacetylierungen durch das
CREB-bindende Protein CREBBP. Des Weiteren bewirkt das Polycomb Group Protein BMI-1 die Mo-
noubiquitinylierung von H2AK119. Die Aktivierung der RNA Pol Il erfolgt durch den AF4-MPC. Befin-
det sich diese in der elongierenden Phase, wirken DOT1L, NSD1 und CARM1 als Komponenten des
AF4-MPC chromatinmodifizierend. B) Darstellung der Zusammensetzung und der molekularen Funk-
tionen des AF4-MLL-MPC. Dieser verbindet Eigenschaften des MLL-MPCs mit denen des AF4-MPCs
unter Verdnderung der Chromatineigenschaften.
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2.7.1 BETEILIGUNG VIRALER PROTEINE AM BEISPIEL DES HIV-1 TAT-PROTEINS

Dem an der Ausbildung der oben genannten MPCs (vgl. 2.7) beteiligten P-TEFb
wurde neben der physiologischen Funktion auch eine Rolle bei der viralen Infektion
zugeschrieben. P-TEFb kann besonders Uber die Untereinheit CCNT1 und weniger
Uber CDK9 mit dem HIV-1 Tat Protein interagieren [215] [216]. Wegen der Konkur-
renz des Tat-Proteins mit HEXIM1 um die Bindung an CCNT1 bewirkt Tat die
P-TEFb-Aktivierung durch die HEXIM1-Dissoziation [217]. Dadurch wird dem HIV-1
das Verlassen der latenten Phase der Replikation ermdglicht [218] und die Tat ver-
mittelte Elongation Uber die Bindung von P-TEFb am HIV-1 long terminal repeat
(LTR) Promotorelement aktiviert [219] [220]. Zusétzlich ist das Tat-Protein flr die
Modifizierung der physiologischen Zusammensetzung der RNA Pol ll-assoziierten
MPCs, den Superelongationskomplexen (SEC) bzw. die Verédnderung deren Aktivitat
verantwortlich [221] [222] [223] [224]. Letztendlich konnte das HIV-1 Tat-Protein zwei
verschiedenen Komplexen zugeordnet werden. Der gemeinsam mit P-TEFb, einem
der MLL-Fusionspartner AF4, AF5, AF9, ENL oder ELL sowie dem Polymerase-
assoziierten Faktor PAF1 gebildete MPC Tatcom1 (vgl. Abbildung 2-9) reprasentiert
den gréBeren der beiden Komplexe. Dagegen umfasst der MPC Tatcom2 neben dem
Tat-Protein auch P-TEFb und eine stabilisierte 7SK snRNA in Abwesenheit von
HEXIM1 [225] [226].

~ Y Cyclin

HIV LTR
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Abbildung 2-9: Der Tatcom1-Komplex

Die Abbildung 2-9 aus [227] zeigt schematisch die Zusammensetzung des Tatcom1-MPC. A) P-TEFb
aus den Untereinheiten CDK9 (orange) und CCNT1 (blau) bindet HIV-1 Tat (lila) und AF5 (AFF4,
beige). Alternativ zu AF5 kénnen auch AF4, EAF1/2, ELL1/2/3 oder AF9/ENL im Komplex prasent
sein. Uber den PAF1-Komplex (beige) wird der Kontakt zu RNA Pol Il hergestellt, woraus die Aktivie-
rung der Transkription sowie die produktive HIV-Infektion resultiert. B) Orange: CDK9; Blau: CCNT1
Box1; Turkis: CCNT1 TRM (Tat-TAR recognition motif); Hellgrin: CCNT1 Box 2; Lila: Tat AD; Beige:
AFF4 CBS (CCNT1 binding site); Blaue Kugeln: Tat-Zinkionen

28



Einleitung

2.8 RELEVANZ VIRALER PROTEINE FUR KREBSERKRANKUNGEN

Bereits zu Beginn des 20. Jahrhunderts wurden virale Infektionen als Grundlage fur
die Krebsentstehung beobachtet [228] [229]. Fir einige Viren wie u. a. das Epstein-
Barr-Virus oder humane Papillomviren wurde deren Beteiligung an der Krebsentste-
hung nachgewiesen. Besonders die Arbeiten von Harald zur Hausen tber die Rolle
von Humanen Papillomviren (HPV) bei der Entstehung von Zervixkarzinomen und
der daflr verliehene Nobelpreis flr Physiologie und Medizin haben die Assoziation
zwischen viraler Infektion und Krebs in den allgemeinen Fokus gertckt [230]. Viren
sind Organismen, deren Replikation an die Infektion eines Wirtes gekoppelt ist. Fir
die virale Replikation sowie Transkription und Translation ist der Stoffwechsel des
Wirtes notwendig. Wahrend die Interaktion viraler Proteine mit den Transkriptions-
komplexen des Wirtes sowie deren Nutzung flr die virale Transkription fir das HIV-1
bereits gezeigt wurde (vgl. 2.7.1), bleibt diese Frage fir Proteine anderer Viren zu
klaren.

Im Folgenden werden die Viren und besonders deren jeweilige immediate-early-

Proteine kurz beschrieben, die flir diese Arbeit relevant sind.

2.8.1 HUMANES ZYTOMEGALIEVIRUS

Das humane Zytomegalievirus (HCMV) ist ein Virus mit doppelstrangiger DNA (dsD-
NA-Virus) aus der Gruppe der humanen Herpesviren (HHV-5) mit relativ hoher Pra-
valenz. Eine HCMV-Infektion verlauft bei intaktem Immunsystem aufgrund geringer
Virulenz meistens asymptomatisch. Allerdings handelt es sich um eine latente le-
benslang persistierende Infektion mit Phasen kurzer Reaktivierung beginnend mit
dem Eintritt in den lytischen Zyklus [231]. Die temporéare dreiphasige Synthese der
viralen Proteine resultiert in immediate-early- (IE, 0-2 h), delayed-early- (E, <24 h)
und /ate-Phase-Proteinen (L, <24 h) [232]. Zu den ersten translatierten Proteinen im
lytischen Zyklus gehdéren IE1 (UL123) und IE2 (UL122) [233], welche sich aus-
schlieBlich im C-Terminus durch ein Exon unterscheiden [234] [235]. Als Transaktiva-
toren viraler und humaner Promotoren sind sie u. a. fur die Expression der E- und L-
Proteine verantwortlich [236]. Wahrend das mindestens 10fach stéarker translatierte
IE1 [237] [238] ausschlieBlich aktivierende Domanen besitzt [239] [240] [241], intrin-
sische Kinase-Aktivitat aufweist [242] und nur Uber Transkriptionsfaktoren wie z. B.
NFkB mit der DNA interagiert [243], zeigt IE2 auch direkt an DNA-bindend [244] [245]
N-terminal aktivierende [239] und C-terminal repressive Aktivitat [246].
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2.8.2 EPSTEIN-BARR-VIRUS

Das Epstein-Barr-Virus (EBV) ist ein Virus mit doppelstrangiger DNA (dsDNA-Virus)
aus der Gruppe der humanen Herpesviren (HHV-4) [247]. Weltweit ist fast jeder Er-
wachsene mit dem lebenslang latent persistierenden Virus infiziert, aber bei intaktem
Immunsystem verlauft die Infektion asymptomatisch [248]. Allerdings wurde neben
der bei einer Primarinfektion méglichen infektiésen Mononukleose [249] die Assozia-
tion zu Krebserkrankungen [250], aber auch zu Autoimmunerkrankungen gezeigt
[251] [252]. Bei einer spontanen Reaktivierung induzieren die von den ersten
transkribierten Genen kodierten immediate early-Proteine BZLF1 (Zta) und BRLF1
(Rta) den lytischen Zyklus [253] sowie im Folgenden die Expression der viralen
early (E) und late-Gene (L) [254]. BZLF1 gehért zur Familie der basischen Leucin-
Zipper (bZIP)-Transkriptionsfaktoren, aktiviert neben der eigenen auch die Expressi-
on vieler EBV-Gene und ist an der viralen Replikation beteiligt. AuBerdem werden
zahlreiche zellulare Gene, welche mit dem viralen Lebenszyklus, der Zellzykluspro-
gression, dem Zellwachstum, der Differenzierung und der Apoptose assoziiert sind,
aktiv durch BZLF1 beeinflusst [255].

2.8.3 HUMANE PAPILLOMVIREN

Humane Papillomviren (HPV) mit doppelstrangiger DNA (dsDNA) sind die Ursache
von Papillomen. Bei Infektionen des Genitaltrakts sind HPVs, aber auch bei diversen
anogenitalen Karzinomen (Zervix, Vulva, Vagina, Penis) sowie nicht-anogenitalen
Krebsarten im Kopf- und Nackenbereich sind HPVs involviert. Deren Genom ist in
3 Doménen unterteilbar: Neben der friihen (early, E) und der spaten (/ate, L) Region
existiert die nichtkodierende regulatorische Region (NCR). Die von der E-Region ko-
dierten Onkoproteine E6 und E7 des HPV-16 stellen Zn-bindende Proteine dar, wel-
che mit Tumorsuppressor-Proteinen interagieren. Die Bindung von E6 an p53 resul-
tiert in dessen Ubiquitinylierung sowie anschlieBender Degradation, wodurch der
Zellzyklusarrest bzw. die Induktion der Apoptose inhibiert werden. Durch die Interak-
tion des E7 mit dem Retinoblastom-Protein (pRb) wird dieses funktionell inaktiviert.
Die resultierende fehlende Bindung an den Transkriptionsfaktor E2F1 ermdglicht
dessen Bindung an DNA sowie die Induktion von Zellwachstum und Proliferation.
Des Weiteren sind E6 und E7 involviert in die Zelltransformation und die Immortali-

sierung [256].
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3 ZIELSETZUNG DER ARBEIT

Die Diagnose einer Leuk@amie verbunden mit einer chromosomalen Aberration unter
Beteiligung des MLL-Gens bedeutet eine schlechte Prognose und die betroffenen
Patienten werden normalerweise entsprechend Hochrisikoprotokollen behandelt
(vgl. 2.3). Besonders haufig treten Rearrangements des MLL-Gens bei Sauglingen
mit der Diagnose einer ALL auf, welche eine wesentlich schlechtere Prognose auf-
weisen als altere Kinder und Erwachsene dieses Leukamietyps. Studien zur Unter-
suchung der Korrelation zwischen klinischen Merkmalen und molekularen Charakte-
ristika haben eine Abhangigkeit des Outcomes von der Verteilung des Bruchpunkts
im MLL-Gen erkennen lassen [56]. Dabei sind Bruchpunkte in MLL Intron 11 mit
ALLs bei Sauglingen bzw. t-AMLs [53] und einer schlechten Prognose assoziiert,
wahrend diese bei alteren Patienten und dem damit haufigeren Vorkommen des
Bruchpunkts in MLL Intron 9 oder 10 signifikant besser aussieht [56]. Aufgrund des
Bruchpunkts in MLL Intron 11 liegt die PHD1-Domé&ne im reziproken Fusionsprotein
verkidrzt vor, weshalb die daraus resultierenden Konsequenzen analysiert werden
sollten. Neben einer méglichen veranderten Funktion des PHD1 ist auch eine modifi-
zierte Konformation der gesamten MLL PHD-Domane, besonders der PHD-
Finger 1-3, wahrscheinlich. Die Tatsache, dass der PHD3 (ber seine Fahigkeit zur
Erkennung von H3K4me-Signaturen einerseits und der Interaktion mit dem CYP33
andererseits einen ambivalenten Charakter des MLL- Proteins bedingt (vgl. 2.4.1),
verstarkt die Relevanz der Analyse sowohl der unmodifizierten als auch der verkirz-
ten PHD1-3-Doméne. Zur genaueren Untersuchung sollten erst in Yeast Two-Hybrid
(Y2H)-Versuchen und spater in Koimmunprazipitations (ColP)-Experimenten beide
PHD1-3-Varianten auf ihre Bindungsfahigkeit an CYP33 sowie dessen RRM-Doméne
allein getestet werden. Zusétzlich sollten beide Varianten auf ihre Kapazitat zur Ho-
modimerisierung Uberprift werden. Von weiterem Interesse ist die Tatsache, dass fur
die PHD3-Domane durch alternatives SpleiBen an der MLL Exon 15/Exon 16-
Verknipfung 4 differente Varianten bekannt sind (vgl. 2.4.2). Daraus ergibt sich ein
besonderes Interesse fir den PHD3 und dessen Interaktionspartner. Wie flr die
PHD1-3-Doméanen sollte in Y2H-Untersuchungen und anschlieBenden ColP-
Versuchen die Bindung von CYP33 sowie dessen RRM-Doméne allein an die 4 diffe-
renten PHD3-Finger getestet werden. Ebenso sollte die Fahigkeit zur Homodimerisie-

rung bzw. zur Dimerisierung mit einer anderen PHD3-Variante untersucht werden.

31



Zielsetzung der Arbeit

Des Weiteren sollten 4 PHD3-Versionen auf Interaktionen mit den beiden PHD1-3-

Varianten getestet werden.

Neben den Untersuchungen mit den beiden differenten MLL PHD1-3-Varianten so-
wie den verschiedenen MLL PHD3-Fingern sollte das Y2H-System zur weiteren Auf-
klarung des AF4-Multiproteinkomplexes (MPC) sowie des AF4-MLL-MPC genutzt
werden. Das fir das AF4-Protein kodierende AF4-Gen ist das h&ufigste TPG in ALL-
Patienten mit einer MLL-Translokation, welche eine extrem schlechte Prognose so-
wie eine mit hoher Therapieresistenz assoziierte Rickfallquote aufweisen (vgl. 2.3.1).
Die aus der resultierenden t(4;11)(g21;923)-Translokation entstehenden Fusionspro-
teine AF4-MLL und MLL-AF4 sind ebenso wie die Wildtypproteine AF4 und MLL an
der Assemblierung von MPCs beteiligt (vgl. 2.7 und Abbildung 2-8). Besonders das
reziproke AF4-MLL scheint in Bezug auf den Therapieerfolg fiir die Leukdmogenese
entscheidend zu sein [63] [67]. In verschiedenen Untersuchungen gelang die Identifi-
zierung und Verifizierung bereits bekannter aber auch neuer Komponenten der bei-
den MPCs um AF4 und AF4-MLL [167]. Die Verwendung des Y2H-Systems sollte
genauere Erkenntnisse Uber die Interaktionen zwischen den verschiedenen Protei-

nen der Komplexe liefern.

Aufgrund der Kenntnis Uber die Beteiligung von viralen Proteinen an der Entstehung
einiger Krebsarten und die Rekrutierung von Transkriptionsfaktoren der Wirtszelle far
die virale Replikation durch virale Proteine (vgl. 2.7.1 und 2.8), stellt sich die Frage
Uber die mdgliche Interaktion viraler Proteine mit den Komponenten der AF4- und
AF4-MLL-MPCs. Eine Rekrutierung der Superelongationskomplexe (SECs) durch
virale Proteine zur verbesserten Initiierung der viralen Replikation bzw. der lytischen
Phase erscheint plausibel. Im Rahmen seiner Doktorarbeit konnte Dr. Bastian Scholz
das AF4 als Kofaktor viraler Proteine, besonders der HCMV und EBV immediate
early (IE)-Proteine, identifizieren. Neben dem Einfluss des HCMV IE1 auf AF4-
vermittelte Effekte wurde dessen Integritdt in den AF4-MPC gezeigt. AuBerdem
konnten die HCMV und EBV IE-Proteine die AF4-MPCs induzieren sowie deren funk-
tionelle Verfugbarkeit erhéhen. Aus diesen Ergebnissen resultiert die mégliche Identi-
fizierung von Interaktionen zwischen IE-Proteinen und AF4 sowie weiteren Kompo-
nenten der AF4- und AF4-MLL-MPCs mithilfe des Y2H-Systems.
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4 ERGEBNISSE

4.1 YEAST Two-HYBRID SYSTEM

Viele Ergebnisse dieser Arbeit beruhen auf der Detektion von Protein-Protein-
Interaktionen und resultieren aus Experimenten mit dem Yeast Two-Hybrid (Y2H)-
System. Dieser transkriptionelle Assay erlaubt die Identifizierung von Protein-
Interaktionen in vivo in Hefen, wobei entweder das Durchsuchen einer Bibliothek
neue Interaktionspartner fir ein bekanntes Protein identifiziert oder das Interaktions-
potential zweier Proteine getestet wird. Das verwendete ,MATCHMAKER GAL4 Two-
Hybrid System® (Clontech) nutzt die Eigenschaften des Saccharomyces cerevisiae
GAL4-Proteins, das einen Transkriptionsfaktor mit zwei trennbaren, funktionell es-
sentiellen Doménen darstellt. Wahrend die N-terminale DNA-bindende Domane (BD)
spezifisch an strangaufwarts gelegene Aktivatorsequenzen (UAS) bindet, kann die
C-terminale aktivierende Doméane (AD) die Transkription strangabwarts gelegener
Gene induzieren (vgl. Abbildung 4-1 A). Fir den Y2H-Assay generiert man zwei Hyb-
ridfusionen mit Teilen des GAL4-Proteins. Auf der einen Seite wird die GAL4 DNA-
BD mit dem ,Kbder“-Protein (bait) und andererseits die GAL4 AD mit dem ,Beute”-
Protein (prey) fusioniert. Die DNA-BD- bait-Fusion kann an DNA binden, aber keine
Transkription induzieren. Kontrar dazu wird die transkriptionelle Aktivierung durch
das Fusionsprotein aus AD und prey unterbunden wegen dessen Unvermdgen an
DNA binden zu kénnen (vgl. Abbildung 4-1 B und C). Erst durch eine Interaktion zwi-
schen dem bait- und dem prey-Protein gelingt durch die nahe Lokalisation die Re-
konstitution des GAL4-Proteins mit beiden funktionellen Doméanen sowie die resultie-
rende Transkription von Reportergenen (vgl. Abbildung 4-1). Diese Methode ist sen-
sitiv fir die Detektion relativ schwacher und transienter Proteininteraktionen, sodass
auch spezifische fir die Interaktion relevante Domanen eines Proteins lokalisierbar
sind. Die Verwendung des haploiden MATa-Hefestammes AH109 eliminiert das
Wachstum falsch-positiver Klone nahezu vollstdéndig aufgrund der Verwendung von
drei Reportergenen (ADE2, HIS3 und lacZ), die durch GAL4 transkriptionell kontrol-
liert werden [257] [258] [259] [260].
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Abbildung 4-1: Das Y2H-Prinzip |

Die Abbildung 4-1 verdeutlicht das Modell der transkriptionellen Aktivierung nach Rekonstitution der
Aktivitdt des GAL4-Proteins. A) Das native GAL4-Protein bindet an DNA und induziert Transkription
durch die Présenz sowohl der DNA-BD als auch der AD. B) Das DNA-BD. bait-Fusionsprotein kann an
DNA binden, aber die Transkription nicht aktivieren. C) Das AD-prey-Fusionsprotein ist unfahig an
DNA zu binden, weshalb die mdgliche transkriptionelle Aktivierung unterbunden wird. D) Aus der In-
teraktion zwischen bait- und prey-Protein resultiert die Wiederherstellung der beiden GAL4-Domanen
in ausreichender N&he und dadurch die transkriptionelle Aktivierung. Die Abbildung wurde modifiziert
nach [258] [259] [260].

GAL UAS: GAL4 strangaufwarts aktivierende Sequenz; DNA-BD: GAL4 DNA-bindende Domaéne;
AD: GAL4 aktivierende Domane; bait: ,Koder“-Protein; prey: ,Beute“-Protein
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Neben dem haploiden MATa-Hefestamm AH109 wurde der haploide MATa-
Hefestamms Y187 fur die Y2H-Experimente verwendet. Beide sind auxotroph fir
Adenin, Histidin, Leucin und Tryptophan (Ade/His/Leu’/Trp’), weshalb sie nur auf
Medien wachsen, die diese vier Aminosauren enthalten (YPDA-Medium) oder durch
die Aufnahme der Expressionsvektoren pGADT7 und pGBKT?7 teilweise prototroph
werden (vgl. Tabelle 4-1). Um die Klonierung zu erleichtern wurde die multiple Klo-
nierungsstelle (MCS) der kommerziellen Plasmide teilweise veréndert sowie die
Xhol-Sequenz in der GAL4 DNA-BD des Vektors pGBKT7 mutagenisiert (vgl. Tabelle
4-2). Die Klonierung des zu testenden Proteins in den Vektor pGBKT7 fihrt zur Ex-
pression der DNA-BD. bait-Hybridfusion. Eine Transformation dieses Plasmids in den
Hefestamm AH109 resultiert in dessen Trp-Prototrophie. Wird ein zu testendes Pro-
tein dagegen in den Vektor pGADT7 kloniert, entsteht die AD-prey-Fusion und eine
entsprechende Transformation in den Hefestamm Y187 gewdhrt diesem Leu-
Prototrophie. Nach der Transformation ist deshalb eine Selektion der Klone mit
Plasmid auf den jeweiligen Minimalmedien (SD), SD-Trp fur pGBKT7 in AH109 und
SD-Leu fur pGADT7 in Y187, méglich. Durch die Kreuzung (Mating) zweier Klone
unterschiedlichen Stammes entsteht eine diploide Hefezelle, deren Selektion auf
einem 2x-Minimalmedium (SD-Leu-Trp bzw. 2xDO) ermdglicht wird durch die Pra-
senz beider Expressionsvektoren. Ein solcher diploider Klon kann nur dann auf 4x-
Minimalmedium (SD-Ade-His-Leu-Trp bzw. 4xDO) wachsen, wenn die beiden zu tes-
tenden Proteine eine Interaktion zeigen und dadurch den zwei funktionellen GAL4-
Domanen ausreichend nahe Lokalisation gewéahren (vgl. Abbildung 4-2).

Tabelle 4-1: Eigenschaften der Expressionsvektoren fiir das Y2H-System

Plasmid GAL4 Doméa- Fusion Hefeselektion Bakterielle Hefestamm
ne Selektion

pGBKT7 DNA-BD DNA-BD-bait  TRP1 Kanamycin AH109

pGADT7 AD AD.prey LEU2 Ampicillin Y187

Tabelle 4-2: Modifizierung der pGADT7- und pGBKT7-MCS

MCS , kommerziell“ CCCGGG
Modifizierte MCS GGATCCGAAGCTTCAGAATTCCCCGGGTCGCTCGAGA

35



Ergebnisse

Transformation PGADT? Y187 AH109 PGBKT7

(=3 Tage) © O -Ade/-Trp/-Leu/-His O ©

SD-Leu/SD-Trp medium

Y187 mit pGADT7 AH109 mit pGBKT7

© -Ade/-Trp/-His @ -Ade/-Leu/-His
Mating

(4-5 Stunden) © @

YPDA-Medium

|

Selektieren o
o7 © Diploide Hefezelle
(2Tags) mit pGADT7 und pGBKT7
SD-Leu-Trp
l -Ade/-His

Test auf

OO0

Protein-Protein-Interaktionen
(4-5 Tage)
SD-Ade-His-Leu-Trp

Abbildung 4-2: Das Y2H-Prinzip Il

Die Abbildung 4-2 skizziert die Durchfiihrung der Y2H-Experimente. Beginnend mit der Transformation
der fur die Fusionsproteine kodierenden Plasmide pGADT7 und pGBKT7 in die beiden haploiden
Hefestdmme Y187 und AH109, folgen das Kreuzen (Mating) beider Stdmme, die Selektion und der
letztendliche Test auf Interaktionen.

YPDA: Vollmedium fiir Hefen; SD: Minimalmedium mit entsprechenden fehlenden Aminosauren;
Ade: Adenin; His: Histidin; Leu: Leucin; Trp: Tryptophan; pGADT7: Expressionsvektor mit GAL4 AD;
pGBKT7: Expressionsvektor mit GAL4 DNA-BD; AH109: MATa-Hefestamm; Y187: MATa-Hefestamm
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4.2 MLL PHD-FINGER

4.2.1 MLL PHD3-VARIANTEN

Der MLL PHD3-Finger wird von MLL Exon 15 und 16 kodiert. Aufgrund unterschiedli-
cher SpleiBprozesse kénnen an der Verknipfung dieser beiden Exons 4 differente
MLL-Transkripte entstehen. Neben dem normalen Transkript voller Lange (PHDS3-0)
gibt es Varianten mit 3, 11 bzw. 14 fehlenden Aminosauren (PHD3-3, PHD3-11 und
PHDS3-14). Dem PHD3-3 fehlen die letzten 3 AS von Exon 15, wahrend bei der
PHD3-11-Variante die ersten 11 AS von Exon 16 nicht mehr vorhanden sind. Die
vollstandige Elimination aller 14 eben beschriebenen AS findet sich bei PHD3-14
(vgl. Abbildung 4-3 A) [78] [94] [133]. Infolgedessen andert sich die Konformation der
PHD3-Domaéne. Die Veranderung betrifft vor allem die a-Helix des PHD3-Fingers, die
entweder eine Lange von 12 AS (PHD3-0) bzw. 9 AS (PHD3-3) aufweist oder voll-
standig fehlt (PHD3-11 und PHD3-14) (vgl. Abbildung 4-3 B und C). Wegen der Be-
deutung dieser a-Helix fur Protein-Protein-Interaktionen mit der benachbarten BD-
Domaéne wird die Bindung an CYP33 sowie die Erkennung von H3K4me-Signaturen
beeinflusst.

4.2.2 SEMIQUANTITATIVE RT-PCR-EXPERIMENTE MIT DEN PHD3-VARIANTEN

Zur Uberprifung der Relevanz der 4 PHD3-Varianten wurden semiquantitative
RT-PCR-Experimente mit 30 Zyklen durchgefihrt. Die verwendeten Primer sind so
spezifisch gestaltet, dass immer nur die Detektion einer PHD3-Modifikation (PHD3-0:
213 bp; PHDS3-3: 218 bp; PHD3-11: 182 bp; PHD3-14: 183 bp) ermdglicht wurde
(vgl. Abbildung 4-3 D).

In den 5 untersuchten Zelllinien HEK293T, HEK293, Nalm-6, Kasumi-1 und SEM
konnte jedoch die nahezu &ahnliche Transkription aller 4 Varianten gezeigt werden
(vgl. Abbildung 4-3 E).
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A PHD3
Exon 15 Exon 16 variants
X CENR L 8.¢TED ENYBTL 8§ L P ESVAYTSTETHRC
TTCCAAATGTGAGAATCTTTCAGGTACAGAAG - ATGAGATGTATGAGATTCTATCTAATCTGCCAGARAGTGTGGCCTACACTTGTGTGAACTGT 0
TTCCAAATGTGAGAATCTTTCAG--—-————=" ATGAGATGTATGAGATTCTATCTAATCTGCCAGAAAGTGTGGCCTACACTTGTGTGAACTGT -3
TTCCAAATGTGAGAATCTTTCAGGTACAGAAG * AAAGTGTGGCCTACACTTGTGTGAACTGT -11
TTCCAAATGTGAGAATCTTTCAG . AAAGTGTGGCCTACACTTGTGTGAACTGT -14
B D M| Exon 15 | | Exon16 |
—— —_— 0
— e s —_— 3
e — —_— 1
—— . . _14
E [bp]
400 —
293T
200 —

PLNSLIEYME|DETG
C

Kasumi1

PLNSLIEYME|D

Abbildung 4-3: MLL PHD3-Varianten

Die Abbildung 4-3, modifiziert nach [121], illustriert verschiedene Aspekte bezlglich der 4 differenten
PHD3-Varianten, die aufgrund unterschiedlicher SpleiBprozesse an der Verknipfung von MLL Exon
15 und Exon 16 entstehen. A) Dargestellt wird neben der Aminosauresequenz (Zeile 1) vor allem die
Abfolge der Basen (Zeile 2-5). Die Nummern in der rechten Spalte benennen die PHD3-Varianten und
geben jeweils die Anzahl der fehlenden Aminosauren an. B) Darstellung der PHD3-Variante 0. Die
blaue helikale Struktur wird durch das alternative SpleiBen verandert und ist fiir den Kontakt zur BD-
Doméne relevant. Bei der Variante -11 kommt es zur vollstdndigen Deletion der blauen helikalen
Struktur. Pink: Linker zwischen PHD3 und BD-Domaéne; Grau: Zinkionen. Die Buchstaben symbolisie-
ren die Aminosauresequenz von rechts nach links. C) Darstellung der PHD3-Variante -3. Es kommt
erneut zur vollstdndigen Deletion der blauen helikalen Struktur bei Variante -14. D) Demonstration der
Lage der Primer, die fir das in E) dargestellte Experiment verwendet wurden. Die Primer sind so ge-
wahlt, dass sie immer nur eine PHD3-Variante detektieren kénnen. E) Semiquantitative RT-PCR-
Experimente an 5 verschiedenen Zelllinien mit den in D) dargestellten Primern. Alle 4 Splei3varianten
werden in den verwendeten Zelllinien nahezu gleich transkribiert.
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4.2.3 MLL PHD1-3

Die MLL PHD1-3-Domane wird von MLL Exon 11 bis Exon 16 Kkodiert
(AS 1467-1660). Neben dieser Wildtypvariante (PHD1-3 bzw. PHD1-3A) wurde flr
die folgenden Experimente auch eine verkirzte Version von MLL Exon 12 bis Exon
16 (APHD1-3 bzw. PHD1-3B) verwendet, bei der die ersten 11 AS der PHD1-
Domane fehlen. Darunter befinden sich auch zwei Cysteine, die am Aufbau der Zink-
finger- bzw. PHD-Struktur beteiligt sind. Die Bedeutung der deletierten Variante liegt
in ihrer Imitation einer chromosomalen Translokation mit dem Bruchpunkt in MLL
Intron 11. Deren bevorzugtes Auftreten bei Sauglingen mit t(4;11)-Translokationen ist
verbunden mit dem Alter von unter 6 Monaten und einer extrem schlechten Progno-
se. Kontrar dazu liegen die gefundenen Bruchpunkte bei Erwachsenen primar in MLL
Intron 9 oder 10. Da deren Prognose im Vergleich zu den Sauglingen besser ist,
kénnte die partielle Deletion des PHD1 bei einem Bruchpunkt in Intron 11 relevant fur
die Prognose und damit fir die Wahl der Therapie sein [56].

4.2.4 Y2H-EXPERIMENTE MIT PHD3, PHD1-3 uND CYP33

Zur Uberpriifung der Dimerisierungskapazitat einerseits und der Fahigkeit an CYP33
zu binden andererseits wurden die folgenden Y2H-Experimente durchgeflhrt.

KLONIERUNG
Alle verwendeten Konstrukte wurden in die beiden modifizierten Y2H-
Expressionsvektoren pGADT7 und pGBKT?7 kloniert.

Um sicher alle 4 PHD3-Varianten (PHD3-0, PHD3-3, PHD3-11 und PHD3-14) zu
erhalten, wurden diese an der Stelle fehlender AS an der Verknipfung von Exon 15
und Exon 16 in zwei Fragmente unterteilt, partiell in einer PCR aus cDNA amplifiziert,
mit den jeweiligen unten genannten Restriktionsenzymen verdaut und in den
pGEMT-Vektor ligiert. Mittels einer Ligations-PCR mit dem FW-Primer des Frag-
ments | und dem RV-Primer des Fragments |l wurden beide Fragmente zusammen-
gefligt, erneut mit den jeweiligen Restriktionsenzymen verdaut und anschlieBend in
die modifizierten Y2H-Expressionsvektoren pGADT7 und pGBKT?7 ligiert. Wahrend
die FW-Primer von einer Erkennungssequenz fir das Restriktionsenzym BamHlI flan-
kiert werden, sind die RV-Primer mit einer Xhol-Erkennungssequenz versehen. Uber
die BamHI-Schnittstelle wurde anschlieBend der PHD3-Linker eingefligt.
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Die beiden PHD1-3-Varianten PHD1-3 und APHD1-3 wurden vollstandig in einer
PCR aus cDNA amplifiziert, wobei der FW-Primer hier eine Xmal-Schnittstelle auf-
weist, wahrend der RV-Primer ebenfalls eine Xhol-Sequenz enthalt. Nach dem Rest-

riktionsverdau erfolgte die Ligation in die beiden modifizierten Expressionsvektoren.

Zusatzlich wurde neben dem gesamten CYP33 (AS 1-301) auch nur die CYP33
RRM-Domane (AS 2-82) mittels PCR aus cDNA amplifiziert, verdaut und in die modi-
fizierten Expressionsvektoren ligiert. Als Schnittstellen wurden erneut BamHI| und
Xhol verwendet.

TRANSFORMATION
Die oben beschriebenen pGADT7-Konstrukte wurden in den Hefestamm Y187 und
die pGBKT7-Plasmide in den Hefestamm AH109 transformiert (vgl. Kapitel 6.2.2.1).

MATING-ERGEBNISSE

Alle Mating-Experimente wurden entsprechend Kapitel 6.2.2.2 in Triplikaten und zu-
satzlich invers durchgeflihrt; das bedeutet die Untersuchung jedes mdéglichen Interak-
tionspartners sowohl im pGADT7- als auch im pGBKT7-Vektor.

Zuerst wurden die 4 PHD3-Varianten auf ihre Fahigkeit untersucht, mit sich selbst
bzw. mit anderen PHD3-Modifikationen zu dimerisieren. AuBBerdem wurde die Bin-
dungskapazitat an CYP33 bzw. dessen RRM-Domane getestet.

Das Resultat zeigt, dass die PHD3-0-Variante die beste Dimerisierungsfahigkeit mit
sich selbst und mit anderen PHD3-Varianten aufweist. Es folgen die beiden Modifika-
tionen PHD3-11 und PHD3-14. Wé&hrend die Variante PHD3-3 im Vergleich eine we-
sentlich schwéachere Fahigkeit zur Homodimerisierung zeigt, ist diese allein in der
Lage, CYP33 bzw. dessen RRM-Doméne zu binden. Fir die 3 anderen PHD3-
Varianten konnte weder eine Bindung an CYP33 noch an dessen RRM-Doméne
nachgewiesen werden (vgl. Abbildung 4-4).
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A pGADT7-xin Y187

PHD3-0 | PHD3-3 | PHD3-11

PHD3-14 ‘ CYP33 RRM

pGBKT7-xin AH109

2xDO | 4xDO | 2xDO | 4xDO

B PHD3-0 | PHD3-3 ([PHD3-11({PHD3-14| CYP33 RRM
PHD3-0 +++ +++ +++ +++ = -
PHD3-3 +++ + + + +++ ++
PHD3-11| +++ + ++ ++ - -
PHD3-14 ot + ++ ++ - -
CYP33 - +++ - -

RRM - ++ - -

Abbildung 4-4: Y2H-Mating - PHD3 x PHD3 und CYP33

Die Abbildung 4-4 zeigt die Ergebnisse der Y2H-Mating-Ergebnisse mit den 4 PHD3-Varianten und
CYP33 sowie dessen RRM-Domaéne. A) In der Tabelle ist das Wachstum der diploiden Hefezellen auf
den selektiven 2xDO- bzw. 4xDO-Medien nach dem Mating zu sehen. B) Das Wachstum der diploiden
Hefezellen auf 4xDO-Medium wird von leichtem Wachstum mit .+ bis zu starkem Wachstum mit ,+++“
gekennzeichnet. Eine Bewertung mit - bedeutet kein Wachstum.

AnschlieBend wurde die gesamte PHD1-3-Doméne sowie deren verkirzte Version
APHD1-3 analysiert. Neben der Fahigkeit, die 4 PHD3-Varianten zu binden, wurde
die Dimerisierungsfahigkeit sowie die Bindung an CYP33 bzw. dessen RRM-Doméne
untersucht.

Beide PHD1-3-Varianten zeigten keine relevanten Unterschiede bei der Bindung der
4 PHD3-Varianten sowie der Bindung an CYP33. Allerdings war die Fahigkeit an die
RRM-Domane zu binden bei der APHD1-3-Variante reduziert. AuBerdem konnte die-
se mit keiner der beiden PHD1-3-Varianten dimerisieren.
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pGADT7-x in Y187

PHD3-0 | PHD3-3 | PHD3-11 | PHD3-14
<3| PHD1-3
& <
PGADT7-x in Y187
CYP33 RRM PHD1-3 | APHD1-3
%% PHD1-3
s o
PHD3-0 | PHD3-3 ([PHD3-11{PHD3-14
PHD1-3 ++ ++ ++ ++
APHD1-3 ++ ++ ++ ++
CYP33 RRM | PHD1-3 [APHD1-3
PHD1-3 | ++ + (+) (+)
APHD1-3|  ++ (+) - -

Abbildung 4-5: Y2H-Mating - PHD1-3 x PHD3, PHD1-3 und CYP33

Die Abbildung 4-5 zeigt die Ergebnisse der Y2H-Mating-Ergebnisse mit den beiden PHD1-3-
Varianten, den 4 PHD3-Varianten und CYP33 sowie dessen RRM-Domaéne. A) In der Tabelle ist das
Wachstum der diploiden Hefezellen auf den selektiven 2xDO- bzw. 4xDO-Medien nach dem Mating zu
sehen. B) Das Wachstum der diploiden Hefezellen auf 4xDO-Medium wird von leichtem Wachstum
mit ,+“ bis zu starkem Wachstum mit ,+++“ gekennzeichnet. Eine Bewertung mit ,-“ bedeutet kein
Wachstum, wahrend die Beurteilung mit ,,(+)“ ein extrem geringes Wachstum bedeutet.
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4.2.5 ColP-EXPERIMENTE MIT PHD3, PHD1-3 unD CYP33

Zur Bestatigung der in den Y2H-Untersuchungen gefundenen Interaktionen zwischen
CYP33 bzw. der CYP33 RRM-Doméane mit den 4 PHD3-Varianten und den beiden
PHD1-3-Varianten wurden Koimmunpréazipitations (ColP)-Experimente durchgefiihrt
(vgl. Kapitel 6.2.3.4). Diese folgten auf eine vorangegangene PEI-Kotransfektion von
HEK293T-Zellen mit CYP33 oder CYP33 RRM und mit einem PHD-Konstrukt ent-
sprechend 6.2.3.1 und der Herstellung von Zelllysaten entsprechend 6.2.3.3. An-
schlieBend wurden die Proben auf 10%ige SDS-Gele aufgetragen und mittels Wes-
tern Blot detektiert.

KLONIERUNG

Alle fur die Y2H-Experimente verwendeten Konstrukte wurden umkloniert in modifi-
zierte pcDNA-Vektoren mit einem roten bzw. grinen Fluoreszenzmarker (mCherry
oder GFP) und entweder FLAG®- oder HA-Tag. Nach der Modifizierung der MCS
(vgl. Kapitel 6.1.10.2) wurde der jeweilige Fluoreszenzmarker Uber Clal und Hindlll
sowie der FLAG®- bzw. HA-tag mittels EcoRV und Kpnl eingebaut. Das CYP33 so-
wie dessen RRM-Doméane wurden Uber BamHI und Xhol in den modifizierten pcD-
NA-Vektor mit GFP und FLAG®-tag (pDFG) kloniert. Der veranderte pcDNA-Vektor
mit mChrery und HA-tag (pDHC) wurde fiir die 4 PHD3- und die beiden PHD1-3-
Varianten verwendet, wobei die Klonierung mit den Restriktionsenzymen Notl und
Xbal erfolgte.

A | GFP | CYP33 | FLAG | pDFG

B | mCherry | PHDx | HA | pDHC

Abbildung 4-6: Schematische Darstellung der aus pDFG und pDHC gebildeten Proteine

Durch die modifizierten pcDNA-Vektoren entstehen nach der Transfektion Proteine mit Fluoreszenz-
marker und einer Markierung, die eine ColP sowie die einfache Detektion im Western Blot erlaubt. A)
Das gesamte CYP33 sowie dessen RRM-Domane zeigen griine Fluoreszenz und sind mittels FLAG®-
tag detektierbar. B) Die 4 PHD3- und die beiden PHD1-3-Varianten zeigen rote Fluoreszenz und sind
Uber den HA-tag detektierbar.
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ColP, SDS-GELE UND WESTERN BLOTS

Die ColP wurde gemaf der Vorschrift in Kapitel 6.2.3.4 durchgefthrt. Als Antikdrper
wurde neben dem Anti-FLAG® ein Anti-IgG als Negativkontrolle verwendet. Die Pro-
ben wurden auf 10%ige SDS-Gele aufgetragen und die anschlieBenden Western
Blots zeigten die in Abbildung 4-7 dargestellten Ergebnisse. Die Membranen mit den
Zelllysatproben wurden nach der ersten Detektion gestrippt und nach der Inkubation
mit dem Anti-B-Aktin-Antikdrper erneut entwickelt.

In dem Teil | der Abbildung 4-7 sind die Ergebnisse der Untersuchung zur Interaktion
des gesamten CYP33 mit den 4 PHD3-Varianten und den beiden PHD1-3-Varianten
dargestellt. Die Expression der transfizierten Plasmide (CYP33: 63,4 kDa;
PHD3-0: 46,5 kDa; PHDS3-3: 46,3 kDa; PHD3-11:45,2 kDa; PHD3-14: 44,9 kDa;
PHD1-3: 60,2 kDa; APHD1-3: 56,2 kDa) wurde durch das Auftragen der Zelllysate
kontrolliert (I-A). Die Eluate der ColP (I-B), bei der CYP33 mittels FLAG-Tag aus den
Zelllysaten isoliert wurde, zeigen die alleinige Interaktion von CYP33 mit der PHD3-3-
Variante. FUr keine der anderen 3 PHDS3-Varianten konnte eine Interaktion mit
CYP33 nachgewiesen werden. Bei Betrachtung der gesamten PHD1-3-Doméne so-
wie der verkirzten Version APHD1-3, die beide auch als PHD3-3-Variante vorlagen,
konnten Wechselwirkungen mit CYP33 bestéatigt werden. Allerdings sind diese bei
der verklrzten Version schwacher ausgepragt als bei der gesamten PHD1-3-

Domane.

Der Abschnitt Il der Abbildung 4-7 veranschaulicht die Resultate der Versuche zur
Interaktion der CYP33 RRM-Doméane mit den 4 PHD3-Varianten sowie den beiden
PHD1-3-Varianten. Wie oben beschrieben wurde die Expression der transfizierten
Plasmide (CYP33 RRM: 39,1 kDa; PHD-Konstrukte: s. 0.) tberprift (II-A). Analog zu
den Ergebnissen mit dem gesamten CYP33 kann ausschlieBlich die PHD3-3-
Variante an die CYP33 RRM-Domé&ne binden. Erneut kann fir die weiteren
3 PHD3-3-Varianten keine Interaktion nachgewiesen werden. GleichermalBen resul-
tieren die ColP-Untersuchungen der APHD1-3-Variante in keiner Interaktion mit der
CYP33 RRM-Doméne, wahrend die unverédnderte PHD1-3-Doméane eine schwache
Interaktion mit dem CYP33 RRM-Motiv erkennen lasst.
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1) CYP33
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Abbildung 4-7: ColP - CYP33 und CYP33 RRM mit PHD3 und PHD1-3

Die Ergebnisse der ColP-Experimente zur Bestétigung der Interaktionen zwischen CYP33 (I) bzw.
dessen RRM-Domane (Il) mit den 4 PHD3-Varianten und den beiden PHD1-3-Varianten sind in Abbil-
dung 4-7 dargestellt. Die Tabelle im jeweiligen oberen Teil gibt Auskunft Gber die in HEK293T-Zellen
transfizierten Konstrukte. Flir die Nummern 1-6 wurden entweder das gesamte CYP33 (I) oder CYP33
RRM (1l) im pDFG-Vektor zusammen mit jeweils einem der 6 PHD-Konstrukte im pDHC-Vektor ko-
transfiziert. Bei der Nummer 7 wurden die Leervektoren pDFG und pDHC (Mock) verwendet, wéhrend
die Zellen fur die Nummer 8 nicht transfiziert wurden. Die Tabelle im jeweiligen unteren Teil zeigt die
Ergebnisse der Western Blots. In der oberen Zeile sind mit den Nummern 1-8 die verwendeten Kon-
strukte gemeint, wahrend 7708 und 7710 flr die verwendeten Marker stehen. Die kleinen Zahlen mit
Pfeilen im Bild geben die GréBen der Markerbanden in kDa an. Der 1.AK zur Detektion gibt an, in
welchem Antikérper die Membran nach dem Blotten inkubiert wurde. A) Oben: Zur Expressionskon-
trolle der transfizierten Konstrukte wurden die Zelllysate aufgetragen. Unten: B-Aktin-Kontrolle nach
Strippen der Membranen und erneuter Inkubation mit dem Anti-B-Aktin-Antikdrper. B) Aufgetragen
wurden die Eluate nach der ColP mit dem Anti-FLAG-Antikérper. Das CYP33 bzw. die CYP33 RRM-
Domane (links) sollte immer sichtbar sein, wahrend die PHD-Konstrukte (rechts) nur bei Interaktion mit
dem CYP33 bzw. der CYP33 RRM-Domaéane Banden zeigen. C) Aufgetragen wurden die Eluate nach
ColP mit dem Anti-lgG-Antikdrper. Hier sind keine Banden zu sehen, da keine unspezifischen Bindun-
gen vorhanden sind.

4.3 FUNKTIONELLE CHARAKTERISIERUNG DES AF4- UND AF4-MLL-MPC

4.3.1 Y2H-EXPERIMENTE

KLONIERUNG

Alle verwendeten Konstrukte wurden entweder in voller Lange oder als Fragmente in
Abhangigkeit der Lage vorkommender Domanen in die beiden modifizierten Y2H-
Expressionsvektoren pGADT7 und pGBKT7 kloniert. Fir alle Klonierungen wurden
die Restriktionsenzyme BamHI, EcoRI und Xhol entsprechend der Tabelle 4-3 fir
das Flankieren des jeweiligen N-terminalen (5°) bzw. C-terminalen Endes (3°) ver-
wendet. Der Restriktionsverdau erfolgte entweder direkt aus bereits im Arbeitskreis
vorhandenen Plasmiden, die freundlicherweise von Dr. Bastian Scholz bereitgestellt
wurden, oder nach Amplifizierung mittels PCR-Reaktion aus cDNA. AnschlieBend

wurden alle Konstrukte in die beiden modifizierten Expressionsvektoren ligiert.

TRANSFORMATION
Die oben beschriebenen pGADT7-Konstrukte wurden in den Hefestamm Y187 und
die pGBKT7-Plasmide in den Hefestamm AH109 transformiert (vgl. 6.2.2.1).
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Tabelle 4-3: Reportergene und ihre Merkmale

Charakteristische Domanen im Protein

Reporter

AF4N
AF4 1-50
AF41-100
AF4 1-150
AF4 1-200
AF5-1
AF5-2
AF5-3
BRD4
BZLF1

CCNT1
CCNT1-1

CCNT1-2
CDK9
CDK9-1

CDK9-2

CDK9-3
DOT1L-1
DOT1L-2

DOT1L-3
DOT1L-4
E6/E7
IE1

NPMH1
NPM1-1
NPM1-2
NPM1-3
NSD1-1
NSD1-2
NSD1-3

2-346
2-58
2-111
2-150
2-206
1-505
442-806
795-1164
1-699
1-245

1-727
1-220

187-401
1-372
1-100

70-250

220-372
2-422
387-642

612-972
934-1275
1-254
1-491
1-295
1-121
91-201
169-295
1-254
216-569
533-869

bp
4-1038
4-174
4-333
4-450
4-618
1-1515
1324-2418
2383-3492
1-2097
1-735

1-2181
1-660

559-1203
1-1119
1-300

210-750

661-1119
4-1266
1159-1926

1834-2916
2800-3825
1-764
1-1473
1-885
1-363
271-603
505-885
1-762
646-1707
1597-2607

Phosphorylierungsstellen, Serinreich
Phosphorylierungsstellen
Serinreich, RING

AD (N-terminal), Phosphorylierungsstelle,
DNA-BD, Doppelwendeldoméne, AD
(C-terminal)

S.u.

CCL1-Region, Cyclinbox-Faltung, CDK9-
Interface

Teil der CCL1-Region
S.u.

Zentrale ATP-Bindestelle, CDK9/Cyclin-
Interafce

Aktivierungsschleife, Substratbindestelle,
Kinase-aktive Stelle

NLS, C-terminale Doméne
HMTase katalytische Doméne, AT-Haken

Apolipophorin-lll-Faltung, NLS, AT-Haken,
Leucin-Zipper

Zn-Bindedomanen

S.u.
Oligomerisationsdoméane, NES
Saure Doménen, NLS, ASP-reich
RNA-BD, ATP-Bindestelle

BamH|
BamHI
BamHI
BamH|
BamHI
BamHI
BamHI
BamHI
BamHI
BamH|

BamHlI
BamHlI

BamHlI
BamHlI
BamHlI

BamHlI

BamHlI
BamHlI
BamHlI

BamH|
BamHI
BamHI
BamH|
BamHI
BamHI
BamHI
BamHI
BamHI
BamH|
EcoRl

Xhol
EcoRl
EcoRl
EcoRl
EcoRl
Xhol
Xhol
Xhol
Xhol
Xhol

EcoRl
EcoRl

EcoRlI
Xhol
Xhol

Xhol

Xhol
Xhol
Xhol

Xhol
Xhol
Xhol
Xhol
Xhol
Xhol
Xhol
Xhol
Xhol
EcoRlI
EcoRl
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NSD1-4 833-1175 2497-3525 Xhol Xhol
NSD1-6 1432-1870 4294-5610 BamHI EcoRlI
NSD1-7 1829-2240 5485-6720 BamHI Xhol
NSD1-8 2199-2695 6595-8085 BamHI  Xhol
RELA-1 1-203 1-609 RHD, DNA-Bindemotiv BamHI Xhol
RELA-2 159-310 475-930 IPT-Doméne BamHI  Xhol

MATING-ERGEBNISSE

Alle Mating-Experimente wurden entsprechend Kapitel 6.2.2.2 in Triplikaten und zu-
satzlich invers durchgeflihrt; das bedeutet die Untersuchung jedes mdéglichen Interak-
tionspartners sowohl im pGADT7- als auch im pGBKT7-Vektor.

Die in Tabelle 4-3 beschriebenen Konstrukte wurden alle gegeneinander getestet. Da
bei diesen Experimenten tber 1.000 Interaktionen getestet wurden, werden nur die
Resultate bildlich gezeigt und erlautert, bei denen Wechselwirkungen zwischen zwei
Proteinen aufgrund des Wachstums auf 4xDO-Agarplatten erkennbar waren. Wird
die Interaktion zwischen zwei der oben genannten Konstrukte nicht erwahnt, zeigten

diese nach dem Mating kein Wachstum auf den 4xDO-Agarplatten.

Ausgenommen sind hiervon die Experimente mit den Konstrukten AF4 1-100,
AF4 1-150, AF4 1-200, BZLF1, NSD1-1, NSD1-2 sowie NSD1-4. Bei diesen Kon-
strukten war bei fast allen getesteten Interaktionspartnern ein Wachstum auf den
4xDO-Agarplatten visuell erkennbar. Diese Beobachtungen deuten auf mdglicher-
weise unspezifische Bindungen hin. Daraus resultiert ein Wachstum der diploiden

Hefezellen auf den 4xDO-Agarplatten.

Des Weiteren werden keine Ergebnisse fir die Konstrukte AF5-3, NPM1, NPM1-2
und NPM1-3 gezeigt, weil nach dem Mating kein Wachstum auf den 4xDO-

Agarplatten erkennbar war und deswegen keine Interaktionen detektiert wurden.
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AF4N

AF4 1-50

++

+++

++

DOT1L-3

++

+

2xDO I 4xDO

2xDO | 4xDO

2xDO | 4xDO

2xDO | 4xDO

2xDO | 4xDO

2xDO 4xDO

2xDO 4xDO

2xDO

4xDO

2xDO

4xDO 2xDO 4xDO

AF4 1-50

AF4N

AF4 1-50

AF4 1-100

AF4 1-150

++

++

CCNT1-1

CCNT1-2

++ +

DOT1L-3

RELA-2

+++

++

+++

++

*+)

++

+ +++ ++ ++ ++ ++ +++
2xDO 4xDO 2xDO I 4xDO 2xDO 4xDO 2xDO I 4xDO 2xDO I 4xDO 2xDO I 4xDO 2xDO I 4xDO 2xDO 4xDO 2xDO 4xDO 2xDO 4xDO
AF5-1 AF5-2 BRD4
AF4 1-50 CCNT1 RELA-1 AF4 1-50 CCNT1 DOTIL-3 NPM1-1
ay
o 4
+ +++ (+) + (+) + +
2xDO 4xDO 2xDO | 4xDO 2xDO | 4xDO 2xDO 4xDO 2xDO 4xDO 2xDO | 4xDO 2xDO 4xDO 2xDO 4xDO 2xDO 4xDO 2xDO 4xDO
CCNT1
AF4N AF4 1-50 AF4 1-100 AF4 1-150 AF4 1-200 AF5-1 BRD4 BZLF1 CCNT1 CCNT1-1

CCNT1-2

CDK9

CDK9-1

CDK9-3

DOTIL-3

DOT1L-4

E6/E7

IE1

NSD1-2

NSD1-6

AF4N

++ -+ 4 ++ ++ (+) 4 ++ 4 +
RELA-2
++
200 | 40O | 200 | 40O | 200 | 4xDO | 2400 | 4xDO | 2DO | 4xDO | 20O | 4xDO | 2400 | 40O | 200 | 4xDO | 200 | 4O | 200 | 4xDO
CCNT1-1
AF4 1-50 CCNT1 DOT1I-3 DOT1L-4 E6/E7 NSD1-3 RELA-1

+ + ++ + (+) + + ++
200 | 4xDO | 20O | 4xDO | 2xDO | 400 | 2xDO I 4DO | 200 | 4xDO | 2xDO | 4xDO | 2xDO I 40O | 20O | 4xD0 | 2xDO | 400 | 2xD0 | 4xDO
CCNT1-2
AF4N AF4 1-50 CCNT1 DOTIL-3 E6/E7 IE1 NSD1-3 RELA-1
++ ++ ++ + ++ + (+) ++
2xDO I 4xDO 2xDO I 4xDO | 2xDO | 4xDO | 2xDO I 4xDO | 2xDO | 4xDO 2xDO | 4xDO | 2xDO | 4xDO | 2xDO | 4xDO | 2xDO | 4xDO | 2xDO | 4xDO
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CDK9

AF4 1-50

CCNT1

E6/E7

RELA-1

+ +++ +) (+)
200 | 4xDO | 2xDO | 4xDO | 2«DO | 4xDO | 2«DO | 4xDO | 2xDO | 4xDO | 2xDO | 4xDO | 2xDO | 4xDO | 2xDO | 4xDO | 2xDO | 4xDO | 2xDO | 4xDO
CDK9-1 CDK9-2
RELA-1 RELA-1

AF4 1-50

CCNT1

DOTIL-3

EG/E7 NSD1-3

*+)

DOTIL-3

+ +++ + (+) (+) ++
2xDO 4xDO 2xDO 4xDO 2xDO 4xDO 2xDO 4xDO 2xDO 4xDO 2xDO 4xDO 2xDO 4xDO 2xDO 4xDO 2xDO 4xDO 2xDO 4xDO
CDK9-3
AF4 1-50 CCNT1 E6/E7 NSD1-3 RELA-1

+ ++ + ++ + ++
2xDO | 4DO | 2xDO | 4xD0 | 2x00 | 4D0O | 2xD0 | 4DO | 2xDO | 4xD0 | 2x00 | 4xDO | 2xDO | 4xDO | 2xDO | 4xDO | DO | 4xDO | DO | 4xDO
DOT1L-1 DOT1L-2 DOT1L-4
RELA-1 DOTIL-2 RELA-1 AF4 1-50 CCNT1 CCNT1-1 DOTIL-3

(+) ++ (+) ++ (+) (+) +
200 | 4DO | 2xDO | 4xDO | 2xDO | 4DO | 2xDO | 4D0 | 200 | 4xDO | 2xDO | 4DO | 2xDO | 4D0 | 200 | 40O | 2xDO | 400 | 2xD0 I 4xD0
DOT1L-3

CCNT1-2 DOTIL-3 DOT1L-4

AF4N

++

+++

CCNT1-1

++

++

E6/E7

++

NSD1-3

NPM1-1

+

RELA-1 RELA-2

++ ++

+

2xDO 4xDO

2xDO 4xDO

2xDO

4xDO 2xDO 4xDO

2xDO 4xDO

2xDO

2xDO | 4xDO

4xDO

2xDO | 4xDO

2xDO | 4xDO

2xDO | 4xDO

E6/E7

DOTIL-3

AF4 1-50 CCNT1-1 CCNT1-2
++ +++ + ++ (+) (+) ++ ++ + (+)
RELA-2
++
200 | 40O | 2xDO | 4O | 2xDO | 4xDO | 2400 | 4xDO | 24DO | 4xDO | 2xDO | 4DO | 2xDO | 4xDO | 24DO | 4xDO | 20O | 4xDO | 2400 | 4xDO
IE1 NPM1-1
BRD4 DOTIL-3

CCNT1

++

CCNT1-2 EG/E7

+

RELA-1

*)

+

4xD(

+

0 2xDO 4xDO

2xDO 4xDO 2xDO

4xDO

2xDO 4xDO

2xDO

4xDO

2xDO 4xDO 2xDO

2xDO 4xDO 2xDO

4xDO

4xDO 2xDO
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NSD1-3 NSD1-6

AF4 1-50 CCNT1-1 CCNT1-2 CDK9-1 CDK9-3 DOT1L-3 RELA-1 CCNT1 RELA-1

O

+ (+) (+) + ++ o (+) + (+)

2xDO I 4xDO 2xDO

4xDO 2xDO 4xDO 2xDO I 4xDO 2xDO

4xDO 2xDO I 4xDO 2xDO I 4xDO 2xDO 4xDO 2xDO 4xDO 2xDO 4xDO

RELA-1

AF4 1-50 AF4 1-100 AF4 1-150 AF4 1-200 AF5-2 BZLF1 CCNT1-1 CCNT1-2 CDK9 CDK9-1

++ + (+) (+) (+) + ++ ++ (+) ++

CDK9-2 CDK9-3 DOTIL-1 DOTIL-2 DOTIL-3 E6/E7 IE1 NSD1-1 NSD1-2 NSD1-3

2xDO

4xDO 2xDO

4xDO 2xDO

4xDO 2xDO I 4xDO 2xDO

4xDO 2xDO

4xDO 2xDO

4xDO 2xDO

4xDO 2xDO

4xDO 2xDO I 4xDO

RELA-2

AF4N

AF4 1-50 DOT1L-3

+ +++ ++ + ++ ++

2xDO

4xDO 2xDO

4xDO 2xDO

4xDO 2xDO

4xDO 2xDO

4xDO 2xDO

4xDO 2xDO

4xDO 2xDO

4xDO 2xDO

4xDO 2xDO | 4xDO

Abbildung 4-8: Ergebnisse des Y2H-Mating mit Proteinen des AF4 und AF4-MLL-MPC

Die Abbildung 4-8 zeigt die Ergebnisse der Y2H-Mating-Experimente mit den in Tabelle 4-3 vorgestell-
ten Konstrukten. Das in der jeweils obersten grau unterlegten Zeile angegebene Konstrukt stellt das
gegen alle anderen getestete Konstrukt dar. In der Zeile darunter werden die Konstrukte angegeben,
bei denen eine Interaktion mit diesem aufgrund des Wachstums der diploiden Hefezellen auf 4xDO-
Medium visuell erkennbar war. Die dritte Zeile illustriert das Wachstum der diploiden Hefezellen auf
den selektiven 2xDO- (links) bzw. 4xDO-Medien (rechts) nach dem Mating. SchlieBlich wird in der
folgenden Zeile das Wachstum auf dem 4xDO-Medium von extrem geringem Wachstum mit ,,(+)“ bis
zu starkem Wachstum mit ,+++“ gekennzeichnet. Wenn ein Konstrukt nicht als Interaktionspartner
erwadhnt wird, konnte bei diesen beiden kein Wachstum auf dem 4xDO-Medium und damit keine
Wechselwirkung festgestellt werden.

Die Ergebnisse der Experimente mit den Konstrukten AF4 1-100, AF4 1-150, AF4 1-200, BZLF1,
NSD1-1, NSD1-2 sowie NSD1-4 werden nicht gezeigt, weil bei fast allen méglichen Interaktionspart-
nern Wachstum auf dem selektiven 4xDO-Medium visuell erkennbar war. Diese Beobachtung deutet
auf moéglicherweise unspezifische Bindungen und damit falsch-positive Interaktionen hin.

Far AF5-3, NPM1, NPM1-2 und NPM1-3 werden keine Ergebnisse der Y2H-Experimente dargestellt,
weil fir diese Konstrukte keine Interaktionen detektiert werden konnten.
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Abbildung 4-9: Schematische Darstellung der in Abbildung 4-8 gezeigten Interaktionen

Die Abbildung 4-9 veranschaulicht die beim Y2H-Mating mit den Proteinen des AF4- bzw. AF4-MLL-
MPC detektierten Interaktionen. Die Art der Linie, die das getestete Protein jeweils in der Mitte (oran-
ge) mit den gefundenen Interaktionspartnern (grau) verbindet, symbolisiert die Stérke der Wechselwir-
kung.

Linie 3fach: Starke Interaktion (+++); Linie 2fach: Mittelstarke Interaktion (++); Einzelne Linie: Leichte
Interaktion (+); Gepunktete Linie: Fast keine Interaktion ((+))

AF4

Die Interaktionen des Proteins AF4 werden in Abbildung 4-9 A dargestellt. Das
Fragment AF4N zeigt eine starke Wechselwirkung zum gesamten CCNT1, eine leich-
te zu dessen Fragment 1 (CCTN1-1) sowie eine mittelstarke zu dessen Fragment 2
(CCNT1-2). AuBerdem wurden mittelstarke Interaktionen mit den Fragmenten
AF4 1-50 und DOT1L-3 sowie leichte Wechselwirkungen mit CDK9-3 und RELA-2
festgestellt. Fur das Konstrukt AF4 1-50 wurde eine sehr starke Interaktion mit
DOT1L-3 sowie starke Wechselwirkungen mit AF4N, AF4 1-100, AF4 1-150, CCNT1,
CCNT1-2, DOT1L-4, E6/E7, NSD1-3, RELA-1 und RELA-2 gefunden. Des Weiteren
wurden leichte Interaktionen mit AF5-1, BRD4, CCNT1-1, CDK9-1 und CDK9-3 de-
tektiert. Weiterhin zeigte das Fragment AF4 1-50 die Fahigkeit zur Homodimerisie-
rung. Die Ergebnisse flr die Fragmente AF4 1-100, 1-150 und 1-200 werden nicht
néher erlautert, da fur fast jeden mdglichen Interaktionspartner Wechselwirkungen
festgestellt wurden. Diese Beobachtungen deuten auf unspezifische Bindungen hin
und damit auf falsch-positive Ergebnisse.

AF5

Die Wechselwirkungen des Proteins AF5 veranschaulicht Abbildung 4-9 B. W&hrend
das Fragment 1 (AF5-1) eine starke Interaktion zu CCNT1 sowie eine leichte zu AF4
1-50 zeigt, wurde far das Fragment 2 (AF5-2) nur eine extrem schwache Wechsel-
wirkung zu RELA-1 detektiert. Fir das Fragment 3 (AF5-3) konnte keine Interaktion
detektiert werden.

BRD4

Die Abbildung 4-9 C illustriert die leichte Interaktion von BRD4 mit AF4 1-50,
DOT1L-3 und NPM1-1. Zusétzlich konnte eine sehr schwache Wechselwirkung mit
CCNT1 detektiert werden.
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CCNT1

Die identifizierten Interaktionen des Proteins CCNT1 demonstriert Abbildung 4-9 D.
Diese verdeutlicht starke Interaktionen mit AF4N, AF4 1-100, AF4 1-150, AF5-1,
CDK9, CDK9-1, E6/E7 und NSD1-2 sowie mittelstarke Wechselwirkungen mit AF4 1-
50, AF4 1-200, BZLF1, CCNT1-1, CCNT1-2, CDK9-3, DOT1L-3, IE1 und RELA-2.
Neben der leichten Bindung an NSD1-6 konnten auch sehr schwache Interaktionen
mit BRD4 und DOT1L-4 identifiziert werden. AuBerdem wurde die Fahigkeit zur Ho-
modimerisierung gezeigt. Fir das Fragment 1 (CCNT1-1) konnten neben starken
Interaktionen mit CCNT1 und RELA-1 leichte Wechselwirkungen mit AF4N,
AF4 1-50, DOT1L-3, E6/E7 und NSD1-3 sowie eine sehr schwache Bindung an
DOT1L-4 detektiert werden. Ahnlich sehen die Ergebnisse fiir das Fragment 2
(CCNT1-2) aus. Die Interaktionen mit AF4N und AF4 1-50 sind starker, aber mit
CCNT1, DOT1L-3, E6/E7 und RELA-1 vergleichbar und mit NSD1-3 schwéacher. An-

stelle des DOT1L-4 wurde IE1 als leichter Interaktionspartner identifiziert.

CDK9

In Abbildung 4-9 E werden die Wechselwirkungen des Proteins CDK9 verbildlicht.
Neben einer starken Interaktion mit CCNT1 ist eine leichte Bindung an AF4 1-50 zu
erkennen sowie sehr schwache Wechselwirkungen mit E6/E7 und RELA-1. Fir das
Fragment 1 (CDK9-1) konnten zusatzlich leichte Interaktionen mit DOT1L-3 sowie
sehr schwache Wechselwirkungen mit NSD1-3 gezeigt werden. Wahrend flr das
Fragment 2 (CDK9-2) nur eine sehr geringe Interaktion mit RELA-1 detektiert wurde,
sind die Interaktionspartner des Fragments 3 (CDK9-3) mit denen von CDK9-1 iden-
tisch. Allerdings variiert die Starke der Bindung bei CCNT1 (mittelstark), E6/E7 (mit-
telstark) und NSD1-3 (leicht).

DOTI1L

Die Interaktionen fir DOT1L zeigt Abbildung 4-9 F. Fir die Fragmente 1 und 2
(DOT1L-1 und DOT1L-2) wurde eine schwache Wechselwirkung mit RELA-1 detek-
tiert. Zusatzlich zeigte DOT1L-2 die Fahigkeit zur Homodimerisierung. Das Fragment
3 (DOT1L-3) weist neben einer starken Bindung an AF4 1-50, mittelstarke Wechsel-
wirkungen zu AF4N, CCNT1, E6/E7, NSD1-3 und RELA-1 sowie leichte Interaktionen
mit BRD4, CCNT1-1, CCNT1-2, CDK9-1, CDK9-3, DOT1L-4, NPM1-1 und RELA-2
auf. Auch bei DOT1L-3 war die Fahigkeit zur Homodimerisierung zu beobachten. Fir

das Fragment 4 (DOT1L-4) wurde eine mittelstarke Wechselwirkung mit AF4 1-50,
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eine leichte Interaktion mit DOT1L-3 sowie sehr schwache Bindungen an CCNT1 und
CCNT1-1 nachgewiesen.

E6/E7

Die Abbildung 4-9 G illustriert die Ergebnisse fir E6/E7. Dieses Protein zeigt neben
einer starken Interaktion mit CCNT1, mittelstarke Wechselwirkungen mit AF4 1-50,
CCNT1-2, CDK9-3, DOT1L-3 und RELA-2, leichte Bindungen an CCNT1-1 und IE1
sowie sehr schwache Interaktionen mit CDK9, CDK9-1 und RELA-1.

IE1
Die Abbildung 4-9 H zeigt fir IE1 eine mittelstarke Wechselwirkung mit CCNT1,

leichte Interaktionen mit CCNT1-2 und E6/E7 sowie eine sehr schwache Bindung an
RELA-1.

NPM1

Interaktionen des Proteins NPM1 werden in Abbildung 4-9 | vorgestellt. Allerdings
zeigte nur das Fragment 1 (NPM1-1) leichte Interaktionen mit BRD4 und DOT1L-3.
Deshalb werden das Protein NPM1 ebenso wie die Fragmente 2 und 3 (NPM1-2 und
NPM1-3) nicht dargestellt.

NSD1

Die Wechselwirkungen des Proteins NSD1 verdeutlicht Abbildung 4-9 J. Da bei den
Fragmenten 1, 2 und 4 (NSD1-1, NSD1-2 und NSD1-4) bei fast jedem mdglichen
Interaktionspartner Wechselwirkungen detektiert wurden, werden diese wegen ver-
mutlich unspezifischer Bindungen nicht gezeigt. Fir das Fragment 3 (NSD1-3) wur-
den mittelstarke Interaktionen mit AF4 1-50 und DOT1L-3, leichte Wechselwirkungen
mit CCNT1-1 und CDK9-3, sowie sehr schwache Bindungen an CCNT1-2, CDK9-1
und RELA-1 detektiert. Dagegen zeigte das Fragment 6 (NSD1-6) nur die leichte
Interaktion mit CCNT1 und die sehr schwache Bindung an RELA-1.
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RELA

Die Abbildung 4-9 K zeigt die Ergebnisse fir das Protein RELA. Fir das Fragment 1
(RELA-1) wurden mittelstarke Interaktionen mit AF4 1-50, CCNT1-1, CCNT1-2,
CDK9-1, DOT1L-3 und RELA-2 sowie leichte Wechselwirkungen mit AF4 1-100,
BZLF1, NSD1-2 und NSD1-4 detektiert. Zusatzlich waren sehr schwache Bindungen
an AF4 1-150, AF4 1-200, AF5-2, CDK9, CDK9-2, DOT1L-1, DOT1L-2, E6/E7, IE1,
NSD1-1, NSD1-3 und NSD1-6 zu erkennen. Das Fragment 2 (RELA-2) zeigte eine
starke Interaktion mit AF4 1-50, mittelstarke Wechselwirkungen mit CCNT1, E6/E7
und RELA-1 sowie leichte Bindungen an AF4N und DOT1L-3.

57



Diskussion

5 DISKUSSION

5.1 PHD-FINGER-DOMANEN

5.1.1 PHD3 -4 VARIANTEN MIT UNTERSCHIEDLICHER FUNKTION?

Infolge alternativer SpleiBprozesse kénnen an der Verknlpfung von MLL Exon 15
und Exon 16 verschiedene MLL-Transkripte entstehen, wodurch 4 differente PHD3-
Varianten gebildet werden (vgl. Abbildung 5-1 A und B). Zuséatzlich zu dem MLL
Transkript voller Ldnge (PHD3-0) finden sich verkirzte Versionen mit 3, 11 bzw. 14
fehlenden Codons (PHD3-3, PHD3-11 und PHD3-14) [78] [94] [133]. Die Konse-
quenz ist eine Konformationsédnderung der von MLL Exon15 und Exon 16 kodierten
PHD3-Domaéane, welche vor allem die dadurch verkirzte (PHD3-3) bzw. vollstandig
fehlende (PHD3-11 und PHD3-14) a-Helix der PHD3-Doméne betrifft (vgl. Abbildung
5-1 C und D). Diese ist relevant fir Protein-Protein-Interaktionen mit der benachbar-
ten BD-Domane, weshalb die Bindung an CYP33 sowie die Erkennung von H3K4me-
Signaturen beeinflusst wird. Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass alle
4 PHD3-Varianten in verschiedenen Zelllinien annahernd gleich transkribiert werden.
Insofern scheint deren relative Présenz in differenten Geweben vergleichbar zu sein.
Die bisher unveroéffentlichten Arbeiten an den PHD3-Varianten 0 und -3 der Arbeits-
gruppe um Manuel O. Diaz (Oncology Research Institute, Loyola University Chicago
Stritch School of Medicine) zeigen ahnliche Resultate. Jedoch kann nur die PHD3-3-
Variante an CYP33 sowie dessen RRM-Doméne binden. Interessanterweise wurde
genau diese PHD3-Variante mit der BD- oder RRM-Doméane sowie mit H3K4me-
Signaturen kokristallisiert [83] [125]. Allerdings weist die PHD3-3-Form im Vergleich
zu den restlichen 3 Varianten eine schwachere Fahigkeit zur Homodimerisierung auf,
weshalb die Vermutung der bevorzugten Interaktion mit den anderen nicht an CYP33
bindenden PHD3-Varianten naheliegt. Kontrar dazu wurde fir die PHD3-0-Variante
die starkste Fahigkeit zur Homodimerisierung detektiert. Resultierend scheint eine
Dimerisierung des MLL Proteins nur favorisiert bei alternativem SpleiBen des PHDS.
Zusatzlich ist die Lange der PHD3 a-Helix relevant fur die Homodimerisierung, weil
deren Verklrzung bzw. Absenz mit einer reduzierten F&higkeit zur Dimerisierung

einhergeht.
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Abbildung 5-1: MLL PHD3-Varianten und ihre Funktionen |

Die nach [121] modifizierte Abbildung 5-1 veranschaulicht die durch alternative SpleiBprozesse an der
Verknlpfung von MLL Exon 15 und Exon 16 entstehenden 4 differenten PHD3-Finger sowie die resul-
tierende Konsequenz fir das MLL-Protein. A) Darstellung der AS-Sequenz (Zeile 1) sowie der 4 diffe-
renten Abfolgen der Nukleinbasen (Zeile 2-5). Die Zahlen in der rechten Spalte stehen fiir die Anzahl
der jeweils fehlenden AS und benennen die 4 verschiedenen PHD3-Varianten. B) PHD3-Struktur. Die
gelben Kreise bedeuten Cysteine, wahrend der griine Kreis fiir ein Histidin steht; die Zahlen geben die
Anzahl der AS dazwischen an; die kleinen blauen Kreise sind Zinkionen, welche die Struktur der PHD-
Finger koordinieren; der dunkelblaue Balken bei den roten Zahlen zeigt die MLL Exon 15/16-
VerknUpfung an und veranschaulicht die Stelle fehlender AS. C) Proteinstruktur der PHD3-0-Variante.
Die blaue helikale Struktur, welche fir den Kontakt zur BD-Domane relevant ist, wird durch alternati-
ves SpleiBen modifiziert und bei der PHD3-11-Form vollstandig deletiert. Pink: Linker zwischen PHD3
und BD-Doméne; Grau: Zinkionen. D) Proteinstruktur der PHD3-3-Variante. Erneute Deletion der
blauen helikalen Struktur bei PHD3-14. E) Mitte: Proteinstruktur der PHD3-BD-Domaéane. Griin: PHDS;
Pink: Linker; Hellblau: BD-Doméne. Unten: PHD3-BD-Doméne mit Bindung einer H3K4me-Signatur an
den PHDS3. Dunkelblau: H3K4me. Oben: PHD3-BD-Doméne mit Bindung der CYP33 RRM-Domane an
den PHD3, weshalb die Isomerisierung des PHD3 und damit eine effiziente CYP33-Bindung ermdg-
licht werden. Orange: CYP33.
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Das MLL Protein weist 4 PHD-Doménen auf, von denen die beste strukturelle und
funktionelle Charakterisierung bisher fur den PHD3-Finger vorliegt (vgl. Abbildung
5-1 B) [122], welcher fir die stabile Bindung von MLL an Targetgene essentiell ist
[83] und als regulatorische Plattform fiir die Kontrolle der transkriptionellen Regulati-
on durch MLL dient [125]. Neben der spezifischen Erkennung [125] [126] der durch
die enzymatische MLL-Aktivitat gebildeten H3K4me-Signaturen [93] [103], welche von
der BD-Doméne verstarkt wird [83], kann alternativ die Peptidyl-cis-trans-lsomerase
CYP33 Uber deren RRM-Doméane gebunden werden. Aufgrund der Bindung der
CYP33 RRM-Doméane an den PHD3 kommt es zu einer Isomerisierung im Linker
zwischen PHD3- und BD-Doméne, wodurch eine effiziente Bindung der RRM-
Domane ermdglicht wird (vgl. Abbildung 5-1 E) [82] [83] [122] [120] [126] [127] [128].
Interessanterweise ist die BD-Domane Uber die Bindung von ASB2 in die schnelle
Degradierung des MLL Proteins involviert [84]. Aus der Interaktion der CYP33 RRM-
Domaéane mit dem PHDS resultiert die Inhibierung der Bindung des PHD3 an H3K4ms-
Signaturen. Demnach bedeutet die Isomerisierung des PHD3 einen Wechsel zwi-
schen der Erkennung von H3K4me-Signaturen und der Bindung von CYP33 [83] mit
unterschiedlichen Konsequenzen fir die Aktivitat der PHD3-Doméne (vgl. Abbildung
5-2) [126]. Die Prasenz von H3K4me-Signaturen in den kodierenden Regionen tran-
skriptionell aktiver Gene bedeutet deren Beteiligung an der Aktivierung transkriptio-
neller Prozesse [92] [261] [262]. Die CYP33 RRM-Doméne kann spezifisch RNA oder
an den PHD3 binden [82]. Wenn RNA bindet, erhdéht sich die CYP33-
Isomeraseaktivitdt auch wenn die bindenden RNAs bis jetzt noch unbekannt sind
[128] [263]. Allerdings wird diese Interaktion durch die Bindung von CYP33 an die
MLL PHD3-Domane inhibiert [83]. Daraus resultiert die Konvertierung des CYP33
vom RNA-bindenden Protein zum Mediator fUr Proteininteraktionen, weil die Interak-
tion mit inhibitorischen Proteinen des PRC1 wie z. B. BMI1, CtBP, HPC2/CBX4 und
HDAC1 ermdglicht wird Uber die Bindung an die MLL MT-Domaéane [82] [126]. Die
SUMO ES-Ligase HPC2/CBX4 markiert Proteine wie z. B. CtBP fir die proteasomale
Degradierung [264]. Dartber hinaus kann diese auch direkt an das als Repressor flr
Genexpression fungierende Protein JARID1B/ KDM5B binden, welches H3K4me-
Signaturen entfernt und dadurch Genlozi inaktiviert [265]. Dass CYP33 die MLL-
Funktion negativ reguliert zeigt auch die reduzierte Transkription von Targetgenen
des MLL. Zusatzlich reduziert CYP33 H3K4me-Signaturen ebenso wie H3-
Acetylierungen in deren Promotorregionen [126].
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Abbildung 5-2: MLL als transkriptioneller Aktivator und Repressor

Der Wechsel von MLL als transkriptioneller Aktivator zur Funktion als transkriptioneller Repressor ist in
Abbildung 5-2 [266] dargestellt. A) Die MLL PHD3-Doméane bindet an eine H3K4me-Signatur, wodurch
das MLL Protein mit der H3K4-Methylierung sowie deren Erkennung als transkriptioneller Aktivator
fungiert. B) Die CYP33 PPlase-Domane initiiert die Isomerisierung im Linker zwischen dem PHD3 und
der BD-Doméne. C) Durch die Isomerisierung kann die CYP33 RRM-Domaéne effizient an den PHD3
binden, wodurch die Erkennung von H3K4me-Signaturen durch den PHDS inhibiert wird. D) Im Folgen-
den wird die Bindung inhibitorischer Proteine des PRC1 wie z. B. HDACs an der MLL MT-Doméne
ermdglicht, woraus sich fir das MLL Protein die Funktion als transkriptioneller Repressor ergibt.

Die oben beschriebenen Interaktionen verdeutlichen den ambivalenten Charakter
des MLL Proteins. Auf der einen Seite ist es in die transkriptionelle Aktivierung Uber
die Bindung des PHD3 an H3K4me-Signaturen involviert [121] [126]. Demgegeniber
steht die Beteiligung an der transkriptionellen Repression durch die Interaktion des
PHD3 mit dem Enzym CYP33 und darlber involvierten Proteinen des PRC1. Eine
maogliche Erklarung fir diese widerspriichlichen Funktionen des MLL Proteins bietet
der hier untersuchte alternative SpleiBprozess des PHD3 (vgl. Abbildung 5-3). Wie
oben beschrieben ist eine Interaktion des PHD3 mit dem CYP33 nur bei der PHD3-3-
Variante moglich, wahrend fir die anderen 3 PHD3-Formen keine Wechselwirkung
mit dem CYP33 nachweisbar ist. Aus der alleinigen Bindung der PHD3-3-Variante an
das CYPS33 folgt, dass die weitere Interaktion mit den inhibitorischen Proteinen des
PRC1 sowie die resultierende transkriptionelle Repression gleichermaBen nur bei
dieser PHD3-Form mdglich sind. Allerdings ist im Folgenden das Verhalten der ge-
samten PHD1-3-Domaéane zu beobachten, da die PRC1-Proteine Uber die Bindung an
die strangaufwarts gelegene MT-Domane agieren. Fur die PHD3-Varianten 0, -11
und -14 gelten die ausschlieBliche Erkennung von H3K4me-Signaturen und die damit
verbundene Funktion als transkriptioneller Aktivator. Diese Beobachtungen erklaren
auch die Resultate von Experimenten, bei denen Genexpressionsprofile von MIl-
knockout-Zellen mit Wildtypzellen verglichen wurde. Hierbei konnte neben einer Re-
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duktion der Transkription die Erhdhung der Transkription bei doppelt so vielen Genen
gezeigt werden [267].

Sowohl die Y2H- als auch die ColP-Experimente haben jedoch gezeigt, dass die In-
teraktion der PHD3-3-Variante wesentlich starker ist als mit der CYP33 RRM-
Domane allein. Diese Beobachtung kénnte ein Hinweis darauf sein, dass der PHD3
nicht ausschlieBlich mit der RRM-Doméane des CYP33 interagiert bzw. dass andere
Teile des CYP33 fir die Wechselwirkung mit dem PHDS3 relevant sind. Darunter
kénnte u. a. die Cyclophilin-Doméne sein, welche durch ihre PPlase-Aktivitat die
Isomerisierung im Linker zwischen dem PHD3 und der BD-Doméne verursacht und
dadurch die effiziente PHD3-Bindung an die CYP33 RRM-Domane erlaubt [83] [266].

Die Erkennung von H3K4me-Signaturen durch die beiden PHD3-Varianten 0 und -3
wurde bereits untersucht (unveréffentlichte Daten der Arbeitsgruppe um Manuel O.
Diaz vom Oncology Research Institute, Loyola University Chicago Stritch School of
Medicine). Fur beide Versionen konnte die Bindung an H3K4me-Peptide nachgewie-
sen werden. Interessant ware zu sehen, ob auch die PHD3-11- sowie die PHD3-14-
Variante die Interaktion mit H3K4me-Peptiden eingehen.

AuBerdem bleibt die bevorzugte Bindung der PHDS3-3-Variante an CYP33 oder
H3K4me-Signaturen zu analysieren. Der PHD3 besitzt distinkte Bindestellen fir beide
Interaktionspartner und die wechselseitige Inhibierung der Bindung des Einen durch

erhdhte Level des Anderen konnte bereits nachgewiesen werden [126].

Ein weiterer interessanter Aspekt ist die Relevanz der 4 PHD3-Varianten fir die In-
teraktion des MLL-N- mit dem MLL-C-Fragment nach erfolgter proteolytischer Spal-
tung des Wildtypproteins durch die Taspase 1. Normalerweise erfolgt die anschlie-
Bende Heterodimerisierung der beiden zur Stabilisierung und zum Schutz vor protea-
somaler Degradierung. Auch wenn die dafir relevanten Doméanen PHD1, ePHD4
sowie FYRN prasent sind, kdnnte sich die relative Anordnung verandern und den

Prozess der Dimerisierung beeinflussen.
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Abbildung 5-3: MLL PHD3-Varianten und ihre Funktionen Il

Der ambivalente Charakter des MLL Proteins, welcher anhand des alternativen SpleiBens des MLL
PHD3-Fingers erklarbar ist wird durch Abbildung 5-3 illustriert. Allein die PHD3-3-Variante kann
CYP33 binden, wodurch MLL Uber die Bindung inhibitorischer PRC1-Proteine als transkriptioneller
Repressor agiert. Auf der anderen Seite steht die Erkennung von H3K4me-Signaturen, wodurch die
Transkription aktiviert wird. Die Abbildung wurde modifiziert nach [121].
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5.1.2 PHD1-3 — KONSEQUENZ DER VERKURZTEN VARIANTE

Die MLL PHD-Finger 1-3 werden von MLL Exon 11 bis Exon 16 kodiert (vgl. Abbil-
dung 5-4 A). Demnach liegt ein groBer Teil dieser Doméane in der MLL BCR, die von
MLL Exon 8 bis Exon14 reicht [20]. Bevorzugt entstehen hier DNA-
Doppelstrangbriiche mit der Folge chromosomaler Translokationen, sodass die Lage
des Bruchpunkts die Konformation der PHD1-3-Doméne beeinflussen kann. Bereits
bekannt ist das gehaufte Auftreten der Bruchpunkte am telomerischen Ende der MLL
BCR bei akuten Sauglingsleukdmien sowie bei t-AML-Patienten, wahrend die Bruch-
punkte bei adulten de novo Leukamien primar im centromerischen Teil der MLL BCR

liegen und eine wesentlich bessere Prognose bedeuten [48] [50] [53] [56].

Strukturgebend fiir PHD-Motive ist die Anordnung der der Cysteine und Histidine,
weshalb ein strangabwarts des MLL Exon 11 gelegener Bruchpunkt in einer Modifi-
kation der PHD1-3-Finger resultieren kann. Bei Erwachsenen de novo Leukdmien
liegt der Bruchpunkt bevorzugt in MLL Intron 9 oder 10, weshalb die PHD1-3-
Domane hier unbeeinflusst bleibt (vgl. Abbildung 5-4 B). Befindet sich der Bruchpunkt
jedoch in MLL Intron 11, dem primaren Vorkommen bei S&uglingsleukamien und
tAMLs, dann fehlen die ersten 11 von MLL Exon 11 kodierten AS des PHD1-3-
Motivs, unter anderem zwei an der Strukturgebung beteiligten Cysteine. Daraus
kénnte ein nichtfunktionaler PHD1-Finger resultieren. Alternativ ist eine abweichende
Faltung des Proteins méglich, bei der zwar die beiden PHD-Domanen 1 und 2 ahn-
lich gefaltet sind, aber der ZF1 eliminiert wird. Die Konsequenz einer solchen Fehlfal-
tung kdnnte neben einer anderen Proteinstruktur, eine z. B. durch schnellere Degra-
dierung veranderte Proteinstabilitat oder eine funktionelle Beeintréachtigung sein. Die
Verwendung der verklrzten APHD1-3-Variante neben der gesamten PHD1-3-
Domaéane sowohl bei den Y2H- als auch bei den ColP-Experimenten diente der Imita-
tion der Modifikation mit den fehlenden Cysteinen des PHD1 bei der Lage des
Bruchpunktes im MLL Intron 11.
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Abbildung 5-4: MLL PHD-Struktur durch Anordnung der Cysteine und Histidine

Die Abbildung 5-4 [121] zeigt die zweidimensionale Struktur der MLL PHD-Doméne. Gelb: Cystein;
Griin: Histidin; Hellblau: Zinkionen; Schwarze kleine Zahlen: Anzahl der AS zwischen Cystei-
nen/Histidinen; Schwarze gro3e Zahlen: Lage der AS im MLL Protein. A) Links: Darstellung der ge-
samten MLL PHD-Doméne. Die roten Balken deuten Exon-Exon-Verknlpfungen an, wahrend die rote
Schrift die jeweils kodierenden Exons angibt (ex). Die BD-Doméane zwischen dem PHD3 und dem ZF2
ist in Pink dargestellt. Rechts: Die Tabelle zeigt die Lange der kodierenden Exons auf. Wahrend die
mittlere Spalte die Lange in Nukleotiden (nt) angibt, ist in der rechten Spalte die Anzahl der kodieren-
den AS (aa) aufgelistet. B) Darstellung der MLL PHD1-3-Doméne, wie sie im Wildtypprotein oder bei
einem Bruchpunkt in MLL Intron 9 bzw. 10 vorliegt. C) Darstellung einer méglichen alternativen Fal-
tung bei einem Bruchpunkt in MLL Intron 11.
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Die Y2H-Untersuchungen zur Dimerisierungsfahigkeit der beiden PHD1-3-Varianten
mit den 4 PHDG3-SpleiBversionen ergaben keine messbaren Differenzen. Beide
PHD1-3-Domé&nen zeigten eine ahnliche Fahigkeit zur Dimerisierung mit allen
4 PHD3-Fingern. Allerdings waren bei der fokussierten Betrachtung der PHDS-
Domaéne leichte Unterschiede erkennbar. Wahrend der vollstandige PHD3-0-Finger
die gréBte Fahigkeit zur Dimerisierung aufwies, war bei dem mit CYP33 interagieren-
den PHD3-3 die geringste Dimerisierungsfahigkeit zu beobachten. Diese variieren-
den Resultate beim Vergleich der PHD1-3-Domane mit dem PHD3-Finger allein deu-
ten eine Relevanz der PHD-Finger 1 und 2 flr den Prozess der mittels des PHD3
verursachten Dimerisierung an. Darunter ist eine funktionelle Stabilisierung durch
den PHD1 und den PHD2 méglich.

Analysen Uber die Fahigkeit zur Dimerisierung bei den beiden PHD1-3-Varianten mit
sich selbst bzw. der jeweils anderen Version ergab differente Resultate
(vgl. Abbildung 5-5 A und B). Wahrend die unveranderte PHD1-3-Domane dimerisie-
ren kann, hat die APHD1-3-Version diese Dimerisierungsfahigkeit verloren. Resultie-
rend aus der Elimination der ersten 11 AS des PHD1, inklusive der ersten beiden
Formgebenden Cysteine, ergibt sich die Unfahigkeit zur Dimerisierung. Funktionelle
Relevanz zeigt sich womdglich in der blockierten Dimerbildung des reziproken
AF4-MLL-Fusionsproteins.

Ahnlich den Y2H- und ColP-Experimenten mit dem PHD3-Finger kénnen beide
PHD1-3-Varianten mit dem CYP33 interagieren (vgl. Abbildung 5-5 B und C). Auf-
grund der Prasenz des PHDS3 als -3-Variante in beiden PHD1-3-Modifikationen, war
diese beobachtete Wechselwirkung zu erwarten. Analog ist bei der unveranderten
PHD1-3-Variante eine wesentlich starkere Interaktion mit dem vollstdndigen CYP33
als mit dessen RRM-Domane allein zu erkennen. Diese Feststellung verstarkt den
Hinweis auf die bereits vermutete Beteiligung anderer Domanen als dem CYP33
RRM-Motiv sowie dem PHDS3 flir deren Interaktion. Im Gegensatz zur unmodifizierten
PHD1-3-Domane ist die Interaktion der verkiirzten Version mit dem gesamten CYP33
geringflgig schwéacher ausgepragt. Zusatzlich ist keine Wechselwirkung mit dem
CYP33 RRM-Motiv alleine zu erkennen. Daraus kénnte sich fir die APHD1-3-
Domane eine reduzierte Bindung der inhibitorischen Proteine des PRC1-Komplexes
ergeben. Infolgedessen wirde die Aktivitat als transkriptioneller Repressor abneh-
men, wahrend die transkriptionell aktivierende Funktion Uber die Erkennung von

H3K4me-Signaturen eine besondere Bedeutung bekommt.
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Weiterhin ist zu berlcksichtigen, dass alle reziproken MLL-Fusionsproteine mit nor-
maler oder verkirzter PHD1-3-Doméane die beim Wildtyp-MLL strangaufwarts gele-
gene MT-Domane nicht exprimieren (vgl. Abbildung 5-5 B und C). Als Bindestelle far
die durch das CYP33 rekrutierten, inhibitorischen Proteine des PRC1-Komplexes hat
dieses Motiv enorme Wichtigkeit flr die transkriptionell repressive Funktion [82]. Aus
diesem Grund bleibt zu klaren, ob die reziproken MLL-Fusionsproteine auch ohne
MT-Doméane weiterhin die PRC1-Proteine binden und dementsprechend die Tran-
skription inhibieren kénnen. Wenn die beschriebene Interaktion nicht mehr mdéglich
ist, ware das eine denkbare Erklarung fir die onkogenen Effekte des reziproken
AF4-MLL-Fusionsprotein [161] [206] [210].

In diesem Zusammenhang ist auch die durch den geninternen Promotor im MLL-Gen
bedingte Expression des MLL*-Proteins interessant [54]. Dieser Promotor ist not-
wendig fir die die Expression des MLL C-Terminus in Patienten, bei denen kein funk-
tionales reziprokes Fusionsprotein detektierbar ist [42]. Die Kodierung fir das entste-
hende am N-Terminus verkirzte MLL*-Protein startet inmitten des MLL Exon 18.
Deshalb sind zwar der ZF2 und der PHD4 vorhanden, aber neben der nicht vorhan-

denen PHD1-3-Domaéane fehlt auch die BD-Domaéne.

Ein weiterer interessanter Aspekt ist auch hier die Relevanz der verkirzten PHD1-3-
Domane flur die Dimerisierung der beiden Fragmente, welche durch die Taspase 1
vermittelte proteolytische Spaltung des AF4-MLL-Fusionsprotein entstehen. Der
durch intramolekulare Interaktion Gber die FYRN- und die FYRC-Doméanen gebildete
Komplex wird sowohl durch den PHD1 als auch den PHD4 stabilisiert. Durch die

Verklrzung kann die Funktionalitdt des PHD1 modifiziert werden.
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Abbildung 5-5: Einfluss des Bruchpunkts auf die Funktion der PHD1-3-Doméne

Die Abbildung 5-5 wurde modifiziert nach [121]. A) Darstellung des ambivalenten Charakters des
MLL-Wildtypproteins mit der Funktion als transkriptioneller Aktivator Gber die Erkennung von H3K4me-
Signaturen sowie die CYP33-vermittelte repressive Aktivitat. B) Bei einem Bruchpunkt in MLL Intron 9
oder 10 liegt die PHD1-3-Doméane im reziproken Fusionsprotein unverandert vor. Eine Dimerisierung
ist neben der Bindung von CYP33 oder der Erkennung von H3K4me-Signaturen weiterhin méglich.
Aufgrund der fehlenden MT-Doméne, an deren Stelle beim reziproken Fusionsprotein Domanen des
Translokationspartners (TP) prasent sind, ist die Interaktion zwischen dem MLL und den inhibitori-
schen PRC1-Proteinen nicht zwingend notwendig. Die CYP33 vermittelte Funktion als transkriptionel-
ler Repressor bleibt damit weiter zu analysieren. Eventuell zeigen Domé&nen des Translokationspart-
ners eine ahnliche Aktivitat wie die MT-Domaéne. C) Bei einem Bruchpunkt in MLL Intron 11 liegt die
PHD1-3-Doméane im reziproken Fusionsprotein als verklrzte Variante APHD1-3 vor. Neben der nicht
mehr vorhandenen Fahigkeit zur Dimerisierung, ist auch die geringfligig schwachere Interaktion mit
dem CYP33 zu beachten. Die Erkennung von H3K4me-Signaturen durch den PHD3-Finger bleibt un-
verdndert. Auch hier ist die CYP33 vermittelte repressive Aktivitat nicht notwendigerweise vorhanden
aufgrund der fehlenden MT-Domaéne, welche die inhibitorischen PRC1-Proteine bindet. Méglicher-
weise kdnnen Doméanen des Translokationspartners diese Funktion tbernehmen.

5.2 PROTEIN-INTERAKTIONSNETZWERK DES AF4- UND AF4.-MLL-MPC

Das AF4-Gen stellt das haufigste TPG in ALLs mit einem MLL-Rearrangement dar.
Die resultierende t(4;11)-Translokation ist assoziiert mit einer extrem schlechten
Prognose und weist eine mit hoher Therapieresistenz verbundene Rezidivrate auf
(vgl. 2.3.1). Die gebildeten Fusionsproteine AF4-MLL und MLL-AF4 sind Bestandteile
von MPCs, welche Komponenten der Wildtypproteinkomplexe um AF4 und MLL ent-
halten (vgl. 2.7 und Abbildung 2-8). Da das AF4-MLL besonders in Bezug auf den
Therapieerfolg fir die Leukdmogenese relevant ist [63] [67], ist die Aufklarung der
Komposition sowie der Funktion des AF4-MLL-MPCs von gro3em Interesse. In ver-
schiedenen Studien konnten Interaktionspartner identifiziert und in weiteren Experi-
menten verifiziert werden, wobei hierbei zusatzlich neue Komponenten entdeckt wur-
den. Die genaue Zusammensetzung scheint bis heute allerdings nicht vollstandig
geklart zu sein [167]. AuBerdem lag der bisherige Schwerpunkt auf der Identifizierung
und Verifizierung der an der Assemblierung der MPCs beteiligten Proteine. Die bis-
her eher geringe Kenntnis Uber vorhandene Interaktionen der einzelnen Proteine
untereinander konnte durch die in dieser Arbeit vorgestellten Y2H-Experimente we-

sentlich erweitert werden.

Die hier beobachtete Fahigkeit des N-terminalen AF4 zur Homodimerisierung ist kon-
form mit der Kenntnis Uber Prasenz des AF4 als Wildtypprotein im AF4-MLL-MPC

[167]. Daneben wurde eine leichte Interaktion des AF4 N-Terminus zum ebenfalls zur
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Familie der ALF-Proteine gehérenden AF5 detektiert, wobei ahnlich zum AF4 auch
beim AF5 das N-terminale Ende fir die Wechselwirkung relevant ist. Diese Hete-
rodimerisierung wurde bereits fir die Bildung des humanen AEP-Komplexes be-
schrieben [166]. Fir den N-Terminus des AF4 wurde weiterhin eine leichte Bindung
an das BRD4 gefunden, welches zwar als Bestandteil des AF4-MPC, aber nicht des
AF4-MLL-MPC qilt und durch die Stimulierung der Kinasefunktion des P-TEFb die
RNA Pol Il in den Status der transkriptionellen Elongation Uberfihrt [167]. Eine hier
gefundene, aber nicht mit bisherigen Daten Ubereinstimmende Interaktion stellt die
Bindung des AF4 N-Terminus an die Fragmente 3 und 4 des DOT1L (DOT1L-3 und
DOT1L-4) dar. Entsprechend vorangegangener Berichte anderer Arbeitsgruppen
wurde die am AF4 C-Terminus bindende Histonmethyltransferase DOT1L zwar im
AF4-MPC, aber nicht im AF4-MLL-MPC identifiziert [167]. Diese Tatsache spricht flr
die Bindung am AF4 C-Terminus, welcher durch das Fehlen im AF4-MLL auch nicht
fur eine Interaktion mit DOT1L im AF4-MLL-MPC zur Verfligung steht. Kontrar dazu
stimmt die Interaktion des AF4 N-Terminus mit dem Fragment 3 der H3K36- und
H4K20-Histonmethyltransferase NSD1 (NSD1-3) mit der Entdeckung dieser als Be-
standteil des AF4-Komplexes Uberein [167] und liefert neue Kenntnisse Uber eine
direkte Bindung des AF4 an NSD1. Ebenso ist die hier detektierte Wechselwirkung
des N-terminalen AF4 mit der p65-Untereinheit RELA des NFkB bereits bekannt
[167]. Dabei zeigten beide RELA-Fragmente (RELA-1 und RELA-2) Bindungen an
AF4.

Die Interaktion zwischen AF4 mit P-TEFb, einem Heterodimer aus CCNT1 und
CDK®9, findet Uber den AF4 N-Terminus statt. Diese Wechselwirkung mit der folgen-
den Stimulierung der transkriptionellen Elongation durch die RNA Pol Il ist ebenso
bekannt wie die Beteiligung des AF4 N-Terminus an dieser Interaktion mit P-TEFb
[165] [166] [167] [168]. Auf der Seite des P-TEFb wird bevorzugt das CCNT1 gebun-
den und weniger das CDK?9. Eine &hnliche Konstellation wurde fiir die Bindung von
AF5 an P-TEFb im Komplex mit dem HIV-1 Tat-Protein beschrieben (vgl. Abbildung
2-9) [227]. Die genauere Betrachtung zeigt, dass die Bindung mit dem gesamten
CCNT1 ebenso wie mit dessen mittleren Part (CCNT1-2) wesentlich starker ausfallt
als die Wechselwirkung mit dem CCNT1 N-Terminus (CCNT1-1). Wahrend das
CCNT1-1 die CCL1-Region, die Cyclinbox-Faltung sowie das CDK9-Interface um-
fasst, besitzt das CCNT1-2 ausschlieBlich einen weiteren Teil der CCL1-Region. Die

nennenswert schwéichere Interaktion mit CDK9 wurde vor allem fir den CDK9
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C-Terminus mit NLS und CTD (CDK9-3), aber weniger fir den N-Terminus mit ATP-
Bindestelle und CDK9/Cyclin-Interface (CDK9-1) detektiert.

Bei Betrachtung der Untereinheiten des Heterodimers P-TEFb fallt deren starke In-
teraktion untereinander auf, welche erstmals 1998 beschrieben wurde [268] [269].
Waéhrend das gesamte CCNT1 eine starke Interaktion zu CDK9 aufweist, ist diese
Wechselwirkung weder bei CCNT1-1 noch bei CCNT1-2 prasent. Diese Beobach-
tung lasst auf eine Interaktion des CDK9 mit dem CCNT1 C-Terminus schlieB3en.
Dem widerspricht jedoch die Kenntnis (ber das vorhandene CDK9-Interface im
CCNT1-1. Dagegen stimmt die Uberwiegende Bindung des CCNT1 durch den
N-Terminus des CDK9 mit ATP-Bindestelle und CCNT1/CDK9-Interface (CDK9-1)
mit vorigen Berichten anderer Arbeitsgruppen Uberein [270]. Zusatzlich wurde hier
allerdings eine schwachere Interaktion mit dem CDK9 C-Terminus mit NLS und CTD
(CDK9-3), aber nicht mit dessen mittleren Part (CDK9-2) detektiert. Weiterhin konnte
fir das CCNT1 die bisher noch nicht beobachtete Fahigkeit zur Homodimerisierung
tber Domanen in CCNT1-1 und CCNT1-2 beobachtet werden.

Die starke Interaktion des CCNT1 mit AF5 konnte hier verifiziert werden. Diese As-
soziation zu P-TEFb wurde zuerst fir das neueste Mitglied aus der Familie der ALF-
Proteine identifiziert [214]. Ahnlich dem AF4 interagiert auch das AF5 {iber seinen
N-Terminus (AF5-1) mit CCNT1. Diese Beobachtung entspricht dessen Bindung im
Komplex mit P-TEFb und dem HIV-1 Tat-Protein [227]. Allerdings muss beachtet
werden, dass das AF5 nur eine Komponente des AF4- und nicht des AF4-MLL-MPC
darstellt. Im Gegensatz zu AF5 konnte fir das BRD4 nur eine extrem schwache
Wechselwirkung mit dem CCNT1 detektiert werden. Dieses gilt als positiver Regula-
tor des P-TEFb [271] [272] und wurde wie das AF5 nur im AF4-, aber nicht im
AF4-MLL-MPC nachgewiesen [167]. Eine weitere Interaktion mit dem CCNT1 zeigte
das Fragment 3 des DOT1L (DOT1L-3). Diese erfolgte am starksten beim gesamten
CCNT1 und sowohl durch das CCNT1-1 als auch tber das CCNT1-2. Kontrar dazu
war eine extrem schwache Wechselwirkung mit dem Fragment 4 (DOT1L-4) nur bei
dem CCNT1-1 erkennbar. Die Prasenz der beiden Proteine CCNT1 als Teil des P-
TEFb und DOT1L in einem Komplex mit AF4, ENL/AF9 und AF10 sowie die DOT1L-
Rekrutierung zur RNA Pol Il wurde bereits gezeigt [165]. Allerdings war eine Interak-
tion zwischen den beiden bisher nicht bekannt. Ebenso scheint die Wechselwirkung
des CCNT1 mit NSD1 bisher nicht genauer definiert zu sein. Neben den NSD1-

Fragmenten 2 und 6 gNSD1-2 und NSD1-62, welche hier mit dem gesamten CCNT1
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interagierten, zeigte das Fragment 3 (NSD1-3) Bindungen an CCNT1-1 sowie extrem
schwach an CCNT1-2. AuBerdem konnten Interaktionen zwischen dem CCNT1 und
der p65-Untereinheit RELA des NFkB detektiert werden. Dabei zeigten jedoch die
Fragmente 1 und 2 des CCNT1 (CCNT1-1 und CCNT1-2) Bindungen an das Frag-
ment 1 von RELA, wahrend das gesamte CCNT1 mit dem Fragment 2 des RELA
(RELA-2) interagierte. Diese Interaktion zwischen den beiden Proteinen wurde bei
der P-TEFb-abhangigen Stimulierung der RNA Pol Il durch NFkB bereits gezeigt
[273].

Die Interaktionen der Fragmente 1 und 3 des CDK9 (CDK9-1 und CDK9-3) mit dem
Fragment 3 des DOT1L (DOT1L-3) zeigen, dass nicht allein die CCNT1-Untereinheit
des P-TEFb an die Histonmethyltransferase DOT1L bindet. Wie oben schon erwahnt
wurden beide gemeinsam in einem Komplex nachgewiesen, aber die Wechselwir-
kung zwischen den zwei Proteinen wurde bisher noch nicht erwahnt. Ebenso wie flr
CCNT1-1 und CCNT1-2 wurden hier auch fir die CDK9-Fragmente 1 und 3 (CDK9-1
und CDK9-3) Wechselwirkungen mit dem Fragment 3 des NSD1 (NSD1-3) detektiert,
die beim CDK9-1 jedoch extrem schwach ausgepragt waren. Allerdings werden auch
diese Interaktionen in der Literatur bisher nicht erwahnt. Des Weiteren wurde eine
Bindung von CDK9 an das Fragment 1 des RELA (RELA-1) nachgewiesen, die beim
gesamten CDK9 sowie dessen Fragment 2 nur extrem schwach, aber bei den Frag-
menten 1 und 3 wesentlich starker ausgepragt waren. Wie oben beschrieben, wurde
bereits eine Interaktion zwischen P-TEFb und NFkB gezeigt, welche jedoch Uber die
CCNT1-Untereinheit des P-TEFb erfolgt [273].

Die H3K79-Methyltransferase DOT1L wurde fir die Y2H-Versuche in 4 Fragmente
aufgeteilt. Neben den bisher beschriebenen Interaktionen mit AF4 sowie den beiden
P-TEFb-Untereinheiten CCNT1 und CDK9 konnten weitere Interaktionspartner
nachgewiesen werden. Dazu gehéren das BRD4, das Fragment 1 des NPM1
(NPM1-1) sowie das Fragment 3 des NSD1 (NSD1-3). Diesen Proteinen bzw.
Proteinfragmenten ist gemeinsam, dass sie allein mit dem Fragment 3 des DOT1L
(DOT1L-3) interagieren. Interessant ist, dass auch BRD4 und NPM1-1 untereinander
Wechselwirkungen zeigen. BRD4 interagiert als positiver P-TEFb-Regulator mit
freiem P-TEFb und erhdhte BRD4-Level sind assoziiert mit verstarkter RNA Pol 1I-
CTD-Phosphorylierung [271]. NPM1 kann dagegen die Menge an freiem P-TEFb
erhéhen durch Initierung der proteasomalen Degradierung von HEXIM1 [274],

welches im Komelex mit der 7SK snRBNA einen inhibierenden Einfluss auf P-TEFb
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zeigt [275] [276]. Alle zuletzt genannten Bindungen sind so bisher allerdings noch
nicht erwadhnt worden, auBer der direkten Interaktion von DOT1L mit NPM1 im
DOT1L-Komplex [277]. Zusatzlich konnte eine Bindung des DOT1L-3 an beide
RELA-Fragmente (RELA-1 und RELA-2) detektiert werden, wobei die an RELA-1
starker ausfiel. AuBerdem konnten auch fir die DOT1L-Fragmente 1 und 2 (DOT1L-1
und DOT1L-2) sehr schwache Interaktionen mit RELA-1 nachgewiesen werden. Fur
die DOT1iL-Fragmente 2 wund 3 (DOT1L-2 und DOT1L-3) war jeweils
Homodimerisierung zu beobachten und etwas schwachere Interaktionen zwischen
den Fragmenten 3 und 4 (DOT1L-3 und DOT1L-4) wurden detektiert.

Auch fir die p65-Untereinheit RELA des NFkB konnten neben den oben erwahnten
Interaktionen mit AF4, CCNT1, CDK9 und DOT1L weitere Interaktionspartner detek-
tiert werden. Die extrem schwache Bindung des RELA-Fragments 1 (RELA-1) an das
Fragment 2 des AF5 (AF5-2) erscheint neu. Dagegen wurde eine Wechselwirkung
zwischen RELA und NSD1 bereits beschrieben. NSD1 agiert dabei als ein aktivie-
render NFkB-Regulator durch die Methylierung der p65-Untereinheit RELA an den
Lysinresten 218 und 221 [278]. Bei den in dieser Arbeit beschriebenen Y2H-
Experimenten interagierte das RELA-Fragment 1 (RELA-1) mit den NSD1-
Fragmenten 2 und 4 (NSD1-2 und NSD1-4). Des Weiteren wurden sehr schwache
Bindungen an NSD1-1, NSD1-3 und NSD1-6 festgestellt. Entsprechend der vorher
beschriebenen Methylierungen an K218 und K221 miusste eigentlich das RELA-
Fragment 2 (RELA-2) mit NSD1 interagieren. SchlieBlich wurde eine Wechselwirkung
zwischen den beiden RELA-Fragmenten RELA-1 und RELA-2 detektiert. Eine solche
Homodimerisierung der p65-Untereinheit des NFkB konnte bereits in Flourescence
Resonance Energy Transfer (FRET)-Experimenten gezeigt werden [279]. AuBerdem
wurden viele Jahre zuvor neben den die NFkB-abh&ngige Transkription stimulieren-

den p65-Homodimeren auch repressive p50-Homodimere identifiziert [280].
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Abbildung 5-6: Zusammenfassung der Y2H-Experimente mit den AF4-/AF4-MLL-Proteinen

Die Abbildung 5-6 versucht die gesamten Ergebnisse der Y2H-Experimente mit den Proteinen des
AF4- und AF4-MLL-MPCs in einem Diagramm darzustellen. Dabei wird immer das ganze Protein
unabhéngig von den verwendeten Fragmenten betrachtet bzw. die Ergebnisse fir die einzelnen
Fragmente flr ein Protein zusammengefihrt. Die geringfligig dunkler gefarbten Proteine AF4, CCNT1,
DOT1L und RELA zeigten die Fahigkeit zur Homodimerisierung.

Orange: Getestetes Protein; Linien: Interaktion (3fach: sehr stark; 2fach: stark; 1fach: normal; gepunk-
tet: sehr schwach).
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5.2.1 BETEILIGUNG VIRALER PROTEINE AM AF4- uND AF4-MLL-MPC

Das AF4-Protein wurde als Kofaktor viraler Proteine, besonders der IE-Proteine des
HCMV und des EBYV identifiziert. Vor allem das HCMV IE1-Protein beeinflusst AF4-
abhangige Effekte und ist eine Komponente des AF4-MPC. Des Weiteren wurde ge-
zeigt, dass die IE-Proteine des HCMV und des EBV AF4-MPCs induzieren sowie
deren funktionelle Verfligbarkeit erhéhen kénnen (vgl. Doktorarbeit Dr. Bastian
Scholz 2013, ehemals Institut fir Pharmazeutische Biologie, Johann Wolfgang Goe-
the-Universitat Frankfurt am Main).

Far das IE1-Protein des HCMV konnten mithilfe des Y2H-Systems Interaktionen zum
AF4- bzw. AF4-MLL-MPC tber CCNT1 und RELA detektiert werden. Im Gegensatz
zu der Bindung an CCNT1 tber Doméanen des Fragments 2 (CCNT1-2) ist die Wech-
selwirkung mit dem RELA-Fragment 1 (RELA-1) extrem schwach ausgepragt. Zu-
satzlich wurde eine Interaktion des IE1 mit den HPV |IE-Proteinen E6/E7 beobachtet.

Fir die HPV Onkoproteine E6/E7 konnten Interaktion zum AF- bzw. AF4-MLL-MPC
Uber AF4, CCNT1, CDK9, DOT1L und RELA identifiziert werden. Die starkste Wech-
selwirkung zeigte sich mit dem gesamten CCNT1, welche vor allem Gber Domé&nen
im Fragment 2 (CCNT1-2) und weniger im Fragment 1 (CCNT1-1) zustande kom-
men. Die Interaktion mit der zweiten P-TEFb-Untereinheit CDK9 erfolgt bevorzugt
Uber Bereiche im Fragment 3 (CDK9-3). Auch in Bezug auf RELA wird vermehrt an
C-terminale Doménen, also im Fragment 2 (RELA-2), gebunden. Dagegen zeigte
sich die Interaktion mit DOT1L ausschlieBlich mit dessen Fragment 3 (DOT1L-3).
Weiterhin konnte auch hier eine Wechselwirkung mit dem HCMV |IE1 gezeigt werden.
Kontrar zu den Arbeiten von Dr. Bastian Scholz, bei denen kein Einfluss der HPV |E-
Proteine auf den AF4- bzw. AF4-MLL-MPC bzw. deren Effekte und Funktionen zu
sehen war, scheint eine Beteiligung der HPV-Proteine E6/E7 an den beiden MPCs

aufgrund der Y2H-Experimente zumindest mdglich.

Die Ergebnisse der Y2H-Experimente mit dem BZLF1-Protein des EBV wurden auf-
grund der vielen vermutlich unspezifischen Bindungen nicht gezeigt und werden

deshalb auch nicht diskutiert.
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Abbildung 5-7: Y2H-Ergebnisse fiir die AF4-/AF4-MLL-Proteine inklusive viraler Proteine

Die Abbildung 5-7Abbildung 5-6 versucht die gesamten Ergebnisse der Y2H-Experimente mit den
Proteinen des AF4- und AF4-MLL-MPCs inklusive der getesteten viralen Proteine in einem Diagramm
darzustellen. Dabei wird immer das ganze Protein unabhangig von den verwendeten Fragmenten
betrachtet bzw. die Ergebnisse fur die einzelnen Fragmente fir ein Protein zusammengefihrt. Die
geringfugig dunkler gefarbten Proteine AF4, CCNT1, DOT1L und RELA zeigten die Fahigkeit zur Ho-
modimerisierung.

Orange: Getestetes Protein des AF4-/AF4-MLL-MPCs; Blau: Getestetes virales Protein; Linien: Inter-
aktion (3fach: sehr stark; 2fach: stark; 1fach: normal; gepunktet: sehr schwach; schwarz: Interaktionen
unter Proteinen des AF4-/AF4-MLL-MPCs; blau: Interaktionen mit viralen Proteinen).
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5.2.2 WEITERFUHRENDE UNTERSUCHUNGEN

Bei den in dieser Arbeit durchgefihrten Y2H-Experimenten konnten viele Interaktio-
nen zwischen Komponenten des AF4- sowie des AF4-MLL-MPCs verifiziert bzw.
genauer gezeigt werden. Zusatzlich wurden bisher noch nicht beschriebene Wech-
selwirkungen zwischen Proteinen identifiziert, welche meist schon gemeinsam in ver-
schiedenen Proteinkomplexen nachgewiesen wurden. Allerdings fehlte oft der Nach-
weis Uber deren direkte Interaktion miteinander. Das Y2H-System erlaubt die schnel-
le und einfache ldentifizierung vieler Protein-Protein-Interaktionen. Allerdings ist die
Detektion sind falsch-positive Interaktionen nicht vollstandig auszuschlieBen. AuB3er-
dem kann die physiologisch getrennte Lokalisation der getesteten Proteine ebenso
wie die Prasenz kompetitiver Ereignisse die hier identifizierten Interaktionen als
falsch-positiv darstellen. Deshalb wird die Durchfihrung weiterer Experimente wie
z. B. ColP-Untersuchungen zur Bestatigung der hier gefundenen Wechselwirkungen
als sinnvoll erachtet. Solche Versuche sind bereits in Planung. Aufgrund von Proble-
men bei der Expression der hier genutzten Konstrukte in HEK293T-Zellen, sind bis-
her keine Ergebnisse verflgbar.
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6 MATERIAL UND METHODEN

6.1 MATERIAL

6.1.1 CHEMIKALIEN Bezugsquelle

Aceton

Acrylamid

Adenin

Agar

Agarose

Albumin Fraktion V (Rinderserumalbumin)
6-Aminocapronsaure
Ammoniumperoxodisulfat

Ampicillin

Bacto™-Trypton

Bisacrylamid

Borséure
5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-galactopyranosid
Bromphenolblau

Calciumchlorid

Chloramphenicol
Desoxynukleosidtriphosphate
Difco™-Hefe-Stickstoff-Basis ohne Aminosauren
Difco™-Pepton

Dimethylsulfoxid

Dithiothreitol

DO-Supplement -Ade/-His/-Leu/-Trp
DO-Supplement -Leu/-Trp
Ethylendiamintetraacetat

Ethanol

Ethidiumbromid

Glucose

Glycerin 86%

Hefeextrakt

Histidin

Ade

BSA

APOD

Amp

HsBO4

X-Gal

CaClz

dNTPs

DMSO
DTT

EDTA

His

Roth
Roth
Roth
Sigma
Invitrogen
Roth
Roth
Roth
Roth
Oxoid
Roth
Merck
Roth
Roth
Merck
Roth
Peglab
BD

BD
Sigma
Biomol
Clontech
Clontech
Roth
Roth
Sigma
Merck
Roth
Oxoid
Roth
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2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure

Isopropyl-B-D-thiogalactopyranosid
Isopropanol

Kaliumacetat
Kaliumhydroxid
Kanamycin

Leucin

Lithiumacetat

A-DNA (fir DNA-Marker)
Magnesiumchlorid
Magnesiumsulfat
B-Mercaptoethanol
Methanol

MG-132

Natriumacetat
Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat
Natriumfluorid
Natriumhydrogenphosphat
Natriumhydroxid
Natriumorthovanadat

Phenylmethylsulfonylfluorid

Phosphatgepufferte Salzlésung pH 7,2 (1x)

Polyethylenimin

Polyethylenglykol 3350

Protease Inhibitor Cocktail Tabletten
Protein-G-Agarose

Saccharose

Salzséaure
N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin
Tris-HCI

Triton-X 100

Tryptophan

Tween-20 (Polysorbat 20)

Yeastmaker™ Carrier DNA (Salmon sperm DNA)

Xylencyanol FF

HEPES
IPTG

KAc
KOH
Kan
Leu
LiAc

MgCl2
MgSO4

NaAc
NaCl
SDS
NaF
NaH2PO4
NaOH
NasVO4
PMSF
PBS
PEI
PEG

TEMED

Trp

Roth
Saxon
Roth

Roth

Roth

Roth

Roth
Sigma

MBI Fermentas
Merck
Roth

Roth

Roth
Calbiochem
Merck
Roth
Biomol
Riedel De Haen
Roth

Roth
Sigma
Roche
PAA
Sigma
Sigma
Roche
Santa Cruz
Roth

Roth

Roth

Roth
Sigma
Roth

Roth
Clontech
Merck
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BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit Applied Biosystems
ECL Western Blotting Analysis System GE Healthcare
HiDi™ Formamide Applied Biosystems
PCR Purification Kit Qiagen

Pure Yield™ Plasmid Midiprep/Maxiprep System Promega
QlAquick® Gel Extraction Kit Qiagen

RNeasy Mini Kit Qiagen

100 bp DNA ladder NEB

1 kb DNA ladder NEB

50 bp DNA ladder NEB
A-DNA-Marker aus A-DNA MBI Fermentas
Prestained Protein ladder, broad range NEB
(P7708/P7710/P7711)

Alkalische Phosphatase NEB
DNase Qiagen
Lysozym Sigma
Protease Inhibitor Cocktail Roche
RNase Sigma
Restriktionsendonukleasen (und Puffer) NEB
T4-DNA-Ligase (und Puffer) NEB
T4-DNA-Quick-Ligase (und Puffer) NEB
Taqg-Polymerase (und Puffer) Promega

Centrifuge Tubes 50 ML (Zentrifugengefal3e) Corning
Chromatographiepapier 3 MM Whatman
Einmalimpfschlingen (10 pl/1 pl) Nunc

Falcons (15 mlI/50 ml) Greiner bio-one
Genetic Analyzer Tubes 0,5 mL (Sequenziergefafie) Applied Biosystems
Gewebekulturschalen @ 15cm Greiner bio-one
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Gewebekulturschalen J10cm Sarstedt
Gewebekulturschalen 96-well Greiner bio-one
Nitril-Einweghandschuhe VWR

PCR tubes (PCR Reaktionsgefafie) Greiner bio-one
Parafilm “M” Pechiney
Petrischalen Greiner bio-one
Pipetten (Steril: 25 mI/10 ml/5 ml/2 ml) Corning
Pipettenspitzen (1000 pl/200 pl/20 pl) Greiner bio-one
Pipettenspitzen mit Filter (1000u1/200 pl/20 pl) Greiner bio-one
PVDF Membran GE Healthcare
Reaction tubes 1,5 ml (Reaktionsgeféaie) Greiner bio-one

6.1.6 GERATE Bezugsquelle
Abi Prism 310 Genetic Analyzer Applied Biosystems
Accu-Jet Brand
Analysenwaage TE124S-OCE Sartorius
Blotting-Apparatur fir Semi-dry Western Blots CBS Scientific
Brutschrénke Heraeus
COz2-Inkubator HERAcell 240i Thermo Scientific
Durchlichtmikroskop Nikon
Eismaschine Ziegra
Elektrophoresekammer fiir Agarosegele Owl
Electrophoresis Power Supply EV265 Consort
Electrophoresis Power Supply E865 Consort
Elektroporator Gene Pulser™ Bio-Rad
Fluoreszenzmikroskop Observer Z1 Zeiss
Gefrierschranke (-20 °C) Liebherr
Gefrierschréanke (-80 °C) Heraeus
Heizblock VWR
Kuhlschranke Liebherr
Magnetrihrer RCT Basic mit Heizung IKA Labortechnik
Nanophotometer Implen
PCR-Gerate GeneAmp PCR System 9700 Applied Bioysytems
pH-Meter RCTbasic Inolab

Pipetten SL20, SL200, SL1000 Rainin
Plattformschittler Duomax 1030 Heidolph
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Power Source 300V

Rotator SB3

Schuttelinkubator CH4103
Spectrophotometer GeneQuant 1300
Spektralphotometer U-2000

SterilGard Hood (LaminAir HB2472)
Thermomixer

Tischzentrifuge Mikroplatten Rotina 420R
Tischzentrifugen (5424, 5415D, 5415 C)
Transilluminator

Vortex-Genie 2

Wasserbéader

Zellzahler Casy

Zentrifuge J2-HS (Rotor JA 20)
Zentrifuge J6-HC (Rotor JLA 10,5)

VWR

Stuart

Infors AG

GE Healthcare
Hitachi

Heraeus
Eppendorf

Hettich Zentrifugen
Eppendorf

Biostep

Scientific Industries
Julaba

Roche Innovatis AG
Beckmann

Beckmann

6.1.7 PUFFER & LOSUNGEN

Anodenpuffer | 300 mM

pH 10,4 (Western Blot) 20 % (v/v)

Anodenpuffer Il 25 mM

pH 10,4 (Western Blot) 20 % (v/iv)

DNA-Ladepuffer 50 % (w/v)
100 mM

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

E-Gelpuffer pH 7,9 40 mM
2 mM
0,5 mM

Elektrodenpuffer 3,03 g
144 ¢
1,0 ¢

I

ad 1

Kathodenpuffer 25 mM

pH 9,4 (Western Blot) 40 mM
20 % (v/iv)

Lammlipuffer 2x 100 mM

200 mM

20 %
02 %

Tris-HCI
Methanol

Tris-HCI
Methanol

Saccharose
EDTA
Bromphenolblau
Xylencynol FF

Tris-HCI
EDTA
NaAc

Tris-HCI
Glycin
SDS
Wasser

Tris-HCI
6-Aminocapronsaure
Methanol

Tris-HCI pH 6,8
DTT

SDS

Glycerol
Bromphenolblau
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LiAc 10x
(Hefetransformation)

Low TE

Lysispuffer (Zelllysate)

Frisch zugeben:

PEG 50 %
(Hefetransformation)

PEG/LiAc
(Hefetransformation)

Sammelgelpuffer
pH 6,8 (SDS-PAGE)

ST-Puffer pH 8,8
(DNA-Minipraparation)

Stripping-Puffer

Frisch zugeben/10 ml:

TBE-Puffer

TBS-Puffer

TBST-Puffer

TE-Puffer 10x pH 7,5

Trenngelpuffer
pH 8,8 (SDS-PAGE)

Waschpuffer pH 8,0
(RNA-Bindung)

10
0,1

150

80

50
50

100
31,25
ad 500

78

100
500
2,5

50
150

+ 0,1

0,1
10

125
150

mM
mM

mM
mM
mM
% (V/v)

mM
mM
mM

% (W/v)

Y%

% (W/V)
% (V/V)

mM

ml
ml
ml

pl
mM

mM
mM

mM
mM

Y%

mM

mM
mM

LiAc

mit verdinnter Essigsdure auf pH 7,5 einstellen
Tris-HCI pH 8

EDTA

NaCl

HEPES pH 7,5
EDTA
TritonX-100

NazVO4
NaF
PMSF
PIC

PEG 3350

PEG 4000
TE
LiAc

Tris-HCI pH 6,8

Saccharose
TritonX-100
EDTA

Tris-HCI

SDS 10%
Tris-HCI pH 6,8
H=0

B-Mercaptoehtanol

Tris-HCI
H3BOa4
EDTA

Tris-HCI
NaCl
mit HCI auf pH 7,4 einstellen

TBS-Puffer
Tween 20

Tris-HCI
EDTA

Tris-HCI pH 8,8

Tris-HCI pH 8,0
NaCl
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6.1.8 ORGANISMEN UND NAHRMEDIEN

Bakterienstamme Genotyp

JM110 rpsL thr leu thi-1 lacY galK galT ara tonA tsx dam dcm gin\'44 A(lac-proAB)
e14-[F' traD36 proAB+ lacli lacZAM15] hsdR17(rk mg*)
TOP10F F{laclg, Tn10(TetR)} mcrA A(mrr-hsdRMS-mcBC) ®80/acZAM15 AlacX74

recA1 araD139 A(ara leu) 7697 gall gaK rpsL (StrR) endA1 nupG

Medien fir Bakte- Zusammensetzung
rien
Salzlésung 1 M NaCl
(Elektroporation) 100 mM MgCl2
100 mM MgSO4
SOB-Medium 2 % (w/v) Bacto™-Trypton
mit Glucose (SOC) 0,5 % (w/v) Hefeextrakt
0,25 % (v/v) Glucoseldsung 40 % (w/v)
YT-Medium 1 % (w/v) Bacto™-Trypton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
0,5 % (w/v) NaCl
YT-Medium mit Agar YT-Medium
+1,2 % (w/v) Agar
YT-Medium mit Amp YT-Medium
+100 pg/ml Ampicillin
YT-Medium mit Cam YT-Medium
+20 pg/ml Chloramphenicol
YT-Medium mit Kan YT-Medium

+25 ug/ml Kanamycin

Hefestamme Genotyp

AH109 MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, his3-200, gald4A, gal80A,
LYS::GAL1yas-GAL 1TATA-H/S3, MEL1 GALZUAs-GALZTATA-ADEZ,
URA3::MEL 1UAs-MEL 1TATA—IacZ

[281]

Y187 MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, trp1-901, leu2-3, 112, gal4A, met,
9al804A, URA3::GAL1uas-GAL 1rara-lacZ, MEL1
[282]

Medien fiir Hefen Zusammensetzung

SD-dropout-Medium 6,7 ¢ Difco™-Hefe-Stickstoff-Basis ohne AS
2 % (w/v) Glucose

SD-dropout-Medium SD-dropout-Medium

mit Agar +20 g/ Agar
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SD-dropout-Medium
-Ade/-His/-Leu/-Trp

SD-dropout-Medium
-Leu/-Trp
SD-dropout-Medium -Leu

SD-dropout-Medium -Trp

YPDA-Medium

YPDA-Medium mit Agar

+0,6

+ 0,64

+ 0,1

+ 0,02

20
10

0,003

+20

g/l
g/l
g/l
g/l
g/l
g/l

% (W/V)
% (W/v)

g/l

SD-dropout-Medium
DO-Supplement -Ade/-His/-Leu/-Trp

SD-dropout-Medium
DO-Supplement -Leu/-Trp
SD-dropout-Medium -Leu/-Trp
Tryptophan
SD-dropout-Medium -Leu/-Trp
Leucin

Difco™-Pepton

Hefeextrakt

Glucose
Adenin

YPDA-Medium
Agar

Zelllinien

HEK293

HEK293T

Kasumi-1

DSMZ/Referenz Zelltyp
Die Kultivierung der Zelllinien erfolgte bei 5 % CO2, 37 °C und 95 % relativer Luftfeuchtigkeit.

ACC 305

ACC 635

ACC 220

Humane embryonale Nierenzellen;

isoliert aus humaner embryonaler Niere und trans-
formiert durch ein Adenovirus Typ 5 (Ad 5);

GMO-S1.

DMEM Low Glucose
+ 10 % FBS + 1 % L-Glutamin + 1 % Pen/Strep

Humane embryonale Nierenzellen;

Derivat der Zelllinie 293 (ACC 305), das ein Plasmid
mit der temperatursensitiven Mutante des SV-40
large T-Antigens (tsA1609neo) tragt;

GMO-S1.

DMEM Low Glucose
+ 10 % FBS + 1 % L-Glutamin + 1 % Pen/Strep
Humane AML-Zellen;

isoliert aus dem peripheren Blut eines 7-jéhrigen
Japaners mit AML FAB M2 beim 2. Rezidiv nach
Knochenmarkstransplantation 1989;

t(8;21) RUNX1-RUNX1T1 (AML1-ETO);
KIT mutation N822.

RPMI 1640 + 10 % FBS
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Nalm-6 ACC 128 Humane B-Vorlauferleukamiezellen;

isoliert aus dem peripheren Blut eines 19-jahrigen
Mannes mit ALL-Rezidiv 1976.

RPMI 1640 + 10 % FBS

SEM ACC 546 Humane B-Vorlauferleukamiezellen;

isoliert aus dem peripheren Blut eines 5-jahrigen
Madchens mit ALL-Rezidiv 1990;

t(4;11) MLL-AFF1 (MLL-AF4).

RPMI 1640 + 10 % FBS

Nahrmedien und Zusatzstoffe fiir Zelllinien Bezugsquelle
Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Low Glucose DMEM PAA
Roswell Park Memorial Institute 1640 Medium RPMI PAA
Fetal Bovine Serum Gold (Fetales Kélberserum) FBS PAA
L-Glutamin (200 mM) PAA
Penicillin/Streptomycin (100x) Pen/Strep PAA

6.1.9 SYNTHETISCHE OLIGONUKLEOTIDE

Alle unten aufgefihrten und in dieser Arbeit fir Klonierungen, Sequenzierungen so-
wie PCR-Analysen verwendeten Oligonukleotide sind als Auftragssynthesen von der
Firma Eurofins (Luxemburg) bezogen worden. Die Sequenzen sind in 5°-3'-Richtung
angegeben, wobei nichtbindende Elemente kleingeschrieben und bindende Abschnit-
te kapitalisiert angegeben, Erkennungssequenzen flr Restriktionsendonukleasen

unterstrichen und Start- bzw. Stopcodons fett geschrieben sind.

6.1.9.1 OLIGONUKLEOTIDE FUR HEFEEXPRESSIONSVEKTOREN

MCS-Modifizierung von pGADT7 und pGBKT7

MCS-FW AATTtggatccgaagcticagaattccccgggtcgetcgagA

MCS-RV GATCTctcgagcgacccggggaatictGaagcttcggatccA

Xhol-del-FW GGAACAGCTATTTCTACTGATTTTTCCTCGItGAAGACCTTGACATGATTTTG
Xhol-del-RV CAAAATCATGTCAAGGTCTTCaCGAGGAAAAATCAGTAGAAATAGCTGTTCC
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6.1.9.2 OLIGONUKLEOTIDE FUR SAUGERZELLENEXPRESSIONSVEKTOREN

Modifizierung des pDF-Vektors zu pDH, pDFG und pDHC

HA-FW gatatcTATCCTTATGACGTGCCTGACTATGCC

HA-RV cggagtaccGGCATAGTCAGGCACGTCATAAGGATA
mCherry-FW cccatcgatgecgccATGGTGAGCAAGGGCGAGGAG
mCHerry-RV cccaagctttacctttctettcttctttggCTTGTACAGCTCGTCCATGCCG

mTAG-GFP-FW cccatcgatgecgccATGAGCGGGGGCGAGGAGC
mTAG-GFP-RV cccaagctttacctttctcttctictitggCCTGTACAGCTCGTCCATGCC

6.1.9.3 OLIGONUKLEOTIDE FUR AF4- Bzw. AF4-MLL-MPC-KONSTRUKTE

Fir Y2H-Experimente (pGADT7/pGBKT7)

und zum Teil fur Co-IP-Experimente (pDF/pDH/pDFG/pDHC)

AF4-N-FW cgcggatccgcgATTATCGCAGCCCAGTCAAG

AF4-N-RV ccgctcgageggTTTGGTTAATTCTTGTAGCTGCTG

AF4 1-50-FW cgggaattcCTGTATTCGACTAGACAGCTCATCACC
AF4 1-50-RV AF4-N-RV

AF4 1-100-FW cgggaattcGACACTAGTGTGGAAGGAGCTGGATGG
AF4 1-100-RV AF4-N-RV

AF4 1-150-FW cgggaattcGCTTTTGGCATGGAGACTTGG

AF4 1-150-RV AF4-N-RV

AF4 1-200-FW cgggaattcGGAAGGCAAAGAGATTAAGGGAGAAAGCTC
AF4 1-200-RV AF4-N-RV

AF5-1-FW cgcggatccgcgATGAACCGTGAAGACCGGAATGT
AF5-1-RV ccgetegageggTTCCTTTTTGTAGCCTTGAGATGAT
AF5-2-FW cgcgaatccgcgATGTCAGAGAGTGAAAGTAGTTCCAGTGA
AF5-2-RV ccgetcgagcggTGCAGCACTCTGCTTAGATGACTCTC
AF5-3-FW cgcggatccgcgATGTCCAGCAACAGAGAGTCATCTAAG
AF5-3-RV ccgetcgagcggGAGAATGTGTTCAGTTCAAGATATCAA
BRD4-FW cgcaggatccgcgCTAGAAATGGCAGCGGAGAG
BRD4-RV ccgetcgagcggCGAGAAGCCCTTCATCTT

BZLF1-FW cgcggatccATGATGGACCCAAACTCGACT

BZLF1-RV ccgctcgagGAAATTTAAGAGATCCTCGTC

CCNT1-FW CCNT1-1-FW

CCNT1-RV ccggaattccggTTACTTAGGAAGGGGTGGAAGT
CCNT1-1-FW cgcggatccgcgATGGAGGGAGAGAGGAAGAACAAC
CCNT1-1-RV ccggaattccGTGCTTCCCGTCAGTTGAG

CCNT1-2-FW cgcggatccgcg TTTAGCCTGCAGTACACACCTC
CCNT1-2-RV ccggaattccAAGCATGCAGAAGAATTGGCT

CDK9-FW CDK9-1-FW

CDK9-RV CDK9-3-RV

CDK9-1-FW cgcggatccgcgATGGCAAAGCAGTACGAC

CDK9-1-RV ccgetcgagcggGCAGAAGTCGAACACCAGGTA
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CDK9-2-FW
CDK9-2-RV
CDK9-3-FW
CDK9-3-RV

DOT1L-1-FW
DOT1L-1-RV

DOT1L-2-FW
DOT1L-2-RV

DOT1L-3-FW
DOT1L-3-RV

DOT1L-4-FW
DOT1L-4-RV

E6/E7-FW
E6/E7-RV

IE1-FW
IE1-RV

NPM1-FW
NPM1-RV

NPM1-1-FW
NPM1-1-RV

NPM1-2-FW
NPM1-2-RV

NPM1-3-FW
NPM1-3-RV

NSD1-1-FW
NSD1-1-RV
NSD1-2-FW
NSD1-2-RV
NSD1-3-FW
NSD1-3-RV
NSD1-4-FW
NSD1-4-RV
NSD1-6-FW
NSD1-6-RV
NSD1-7-FW
NSD1-7-RV
NSD1-8-FW
NSD1-8-RV

RelA-1-FW
RelA-1-RV

RelA-2-FW
RelA-2-RV

cgcggatccgcgATGGAGATCAAGATCCTTCAGCTTTCTA
ccgctcgagcggCACCTCAGGGGTGATGGAG

cgcggatccgcgATGTGCATCATGGCAGAGATGT
ccgcetcgagcggTCAGAAGACGCGCTCAAAC

cgcggatccgcgGACATcGGGGAGAAGCTGGAG
ccgctcgagecggGGGGTTCGCAGTGTTCATCTT

cgcggatccgcgAAGAAGCCGTCTCCCTCCAAAG
ccgcetcgagcggGATCTGCAGCTCCAGGCAGT

cgcggatccgcgGCCACGCTGTCGCTGGAGAAG
ccgetcgagcggCCCAGAGCTGGAGGACTCAT

cgcggatccgcgCCCGCAGGCTTCTCCTAC
ccgcetcgagcggGAACGTGAACAGGGAGTTCTG

cgcggatccATGCACCAAAAGAGAACTGCAA
ccgetcgagTGGTTTCTGAGAACAGATGGG

cgcggatccATGGAGTCCTCTGCCAAGAGA
ccgcetcgagCTGGTCAGCCTTGCTTCTAGT

NPM1-1-FW
NPM1-3-RV

cgcggatccgcgATGGAAGATTCGATGGACATG
ccgctcgageggTTCCTCCACAGCTACTAAGTG

cgcggatccgcgGGCTTTGAAATAACACCACCA
ccgcetcgagcggGGCTGGAGTATCTCGTATAGATTTC

cgcggatccgcgGAAGAGGATGATGATGAAGATGAT
ccgctcgagcggTTAAAGAGACTTCCTCCACTG

cgcggatccgcgAGGATGGATCAGACCTGT
ccgctcgagcggGAGAAGGGCTGCTTTTTCATTG

cgcggatccgcgGAGAGTAGACACGGTGCAGTCAAAT
ccggaattccggCAGAAAACTTCCTGGGGCAGTG

ccggaattccggCTTGGCCTAAACTTTATCTCTGG
ccggaattccggGTAAGAGAGTTCCTTCAACTCGGATA

ccgetcgagcggGTGGATGGTCTAAAACTACTGAACAA
ccgcetcgagecggGTTCATGCGCTTACGAGGTTTA

cgcagatccgcg TCTAAAAAGTGCTATGAAGCTGGT
ccggaattccggATAAGGTGGTGGCTTCTTGTCAT

cgcggatccgcgGGAGTGGATGGGACATATAAAAAAGC
ccgctcgagecggTGATTGCTCTGCCAGGTGAGT

cgcggatccggcCGCGTCTGTCTTGTACTGAGCATGAC
ccgetcgageggCTGTTCTGATTCTGCACACTTGT

cgcagatccgcgATGGACGAACTGTTCCCCCTCATCTT
ccgetcgagcggAGAGTTTCGGTTCACTCGGCAGAT

cgcagatccgcgATGCTCTGCTTCCAGGTGACAGTG
ccgcetcgagcggCTTGAAGGTCTCATATGTCCTTTTAC
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Fir Co-IP-Experimente mit ATG, ohne Stopcodon (pDF/pDH/pDFG/pDHC)

AF4-N-IP -FW
AF4-N-IP -RV

AF4 1-50-IP-FW
AF4 1-50-IP-RV

AF4 1-100-IP-FW
AF4 1-100-IP-RV

AF4 1-150-IP-FW
AF4 1-150-IP-RV

AF4 1-200-IP-FW
AF4 1-200-IP-RV

CCNT1-FW
CCNT1-IP-RV

CCNT1-1-FW
CCNT1-1-IP-RV

CCNT1-2-IP-FW
CCNT1-2-IP-RV

CDK9-FW
CDK9-IP-RV
CDK9-3-FW
CDK9-3-1P-RV
DOT1L-1-IP-FW
DOT1L-1-RV

DOT1L-2-IP-FW
DOT1L-2-RV

DOT1L-3-IP-FW
DOT1L-3-RV

DOT1L-4-IP-FW
DOT1L-4-RV
NSD1-2-IP-FW
NSD1-2-IP-RV
NSD1-3-IP-FW
NSD1-3-IP-RV
NSD1-4-IP-FW
NSD1-4-IP-RV
NSD1-6-IP-FW
NSD1-6-1P-RV

cgcggatccATGGCAGCCCAGTCAAGTTTGTAC
ccgctcgagTCGACCCGGGGAATTCTCAACTGACT

AF4-N-IP-FW
tgctctagaCTGTATTCGACTAGACAGCTCATCACCTTTTGCTG

AF4-N-IP-FW
tgctctagaGACACTAGTGTGGAAGGAGCTGGATGGAATG

AF4-N-IP-FW
tgctctagaGCTTTTGGCATGGAGACTTGGCATTGGTTCAG

AF4-N-IP-FW
tgctctagaGGAAGGCAAAGAGATTAAGGGAGAAAGCTC

CCNT1-1-FW (s. 0.)
tgctctagaCTTAGGAAGGGGTGGAAGTGGTGGAGGA

CCNT1-1-FW (s. 0.)
tgctctagaGTGCTTCCCGTCAGTTGAGACTGGGATC

cgcggatccATGTTTAGCCTGCAGTACACACCTC
tgctctagaAGCCAATTCTTCTGCATGCTTCGCGCGGT

CDK9-FW (s. 0.)
ccgcetcgagcggGAAGACGCGCTCAAACTCC

CDK9-3-FW (s. 0.)
CDK9-IP-RV

cgcagatccgeggacATGGGGGAGAAGCTGGA
DOTIL-1-RV (s. 0.)

cgcagatccATGAAGAAGCCGTCTCCCTCCAAAGC
DOT1L-2-RV (s. 0.)

cgcggatccATGGCCACGCTGTCGCTGGAGAAG
DOT1L-3-RV (s. 0.)

cgcggatccATGCCCGCAGGCTTCTCCTACG
DOT1L-4-RV (s. 0.)

cgcggatccATGGAGAGTAGACACGGTGCAGTCAAAT
tgctctagaCGGCAGAAAACTTCCTGGGGCAGTGTTG

tgctctagaATGCTTGGCCTAAACTTTATCTCTGGGGATATATCTG
09atatcGTAAGAGAGTTCCTTCAACTCGGATAAAACATGTTTCAC

ccgetcgagATGGTGGATGGTCTAAAACTACTGAACAATATGC
NSD1-4-RV (s. 0.)

cgcggatccATGTCTAAAAAGTGCTATGAAGCTGGTCAC
tgctctagaCGGATAAGGTGGTGGCTTCTTGTCATTCTTTCG
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6.1.9.4 OLIGONUKLEOTIDE FUR PHD- uND CYP33-KONSTRUKTE

Far Y2H-Experimente (pGADT7/pGBKT7)

PHD3-FW
PHD3-RV

PHD3-Linker-FW
PHD3-Linker-RV
PHD3-0-I-FW
PHD3-0-I-RV
PHD3-0-1I-FW
PHD3-0-1I-RV
PHD3-3-I-FW
PHD3-3-I-RV
PHD3-3-II-FW
PHD3-3-II-RV
PHD3-11-1-FW
PHD3-11-I-RV
PHD3-11-II-FW
PHD3-11-II-RV
PHD3-14-1-FW
PHD3-14-I1-RV
PHD3-14-II-FW
PHD3-14-II-RV
PHD1-3A-FW
PHD1-3A-RV

PHD1-3B-FW
PHD1-3B-RV

CYP33full-FW
CYP33full-RV

CYP33RRM-FW
CYP33RRM-RV

cgcGGATCCACAACTCCAGGCAAAGGGTGG
cggctcgagttaGCCGGTAGCGTAGCAAATGG

gatccACCAAGTGTGTTCGCTGTAAGAGCTGTg
gatccACAGCTCTTACAGCGAACACACTTGGTg

PHD3-FW (s. 0.)
cggctcgagttaATCTCATACATCTCATCTTCTGTACCTG

cgcggatccCAGGTACAGAAGATGAGATGTATGAGAT
PHD3-RV (s. 0.)

PHD3-FW (s. 0.)
cggctcgagttaCTCATACATCTCATCTGAAAGATTCTCA

cgcagatccTGAGAATCTTTCAGATGAGATGTATGAGAT
PHD3-RV (s. 0.)

PHD3-FW (s. 0.)
cggctcgagttaGTAGGCCACACTTTCTTCTGTAC

cgcggatccAGGTACAGAAGAAAGTGTGGCCTAC
PHD3-RV (s. 0.)

PHD3-FW (s. 0.)
cggctcgagttaGCCACACTTTCTGAAAGATTCTCACA

cgcggatccAGAATCTTTCAGAAAGTGTGGCCTAC
PHD3-RV (s. 0.)

cccggdGAGGATTGTGAAGCAGAAAATGTGTGG
PHD3-RV (s. 0.)

cccgad TTTGTGTATTGCCAAGTCTGTTGTGA
PHD3-RV (s. 0.)

CYP33full-IP-FW (s. u.)
CYP33full-IP-RV (s. u.)

cgcagatccGCCACCACCAAGCGCGTC
cggctcgagttaGGCCAAATTGACACGAATTGTACG

Fiir Co-IP-Experimente mit ATG, ohne Stopcodon (pDF/pDH)

Bei CYP33-Konstrukten auch fiir pDFG/pDHC

PHD3-IP-FW
PHD3-IP-RV
PHD1-3A-IP-FW
PHD1-3A-IP-RV
PHD1-3B-IP-FW
PHD1-3B-IP-RV
CYP33full-IP-FW
CYP33full-IP-RV

CYP33RRM-IP-FW
CYP33RRM-IP-RV

cccaagcttatgACCAAGTGTGTTCGCTGTAAGAGCTGTGGATCCA
cggCTCGAGCtGCCGGTAGCGTAGCAAATGG

cccaagcttatgGAGGATTGTGAAGCAGAAAATGTGTGGGAGAT
PHD3-IP-RV (s. 0.)

cccaagettatgTTTGTGTATTGCCAAGTCTGTTGTGAGCCCTTC
PHD3-IP-RV (s. 0.)

cgcggatccATGGCCACCACCAAGCGCGTCTTGTACGT
cggctcgagCACGTACTCCCCACAGTCGGCGATGATCA

cgcGGATCCatgGCCACCACCAAGCGCGTC
cggCTCGAGGGCCAAATTGACACGAATTGTACG

90



Material und Methoden

Fur Co-IP-Experimente mit ATG, ohne Stopcodon (pDFG/pDHC)

PHD3-IP2-FW ttacaaccacaATGACCAAGTGTGTTCGCTGTAAGAGCTGTGGATC
PHD3-IP2-RV tgctctagaCTGCCGGTAGCGTAGCAAATGGCTGGTAGT

PHD1-3A-IP2-FW  ttgcgaccgcaATGGAGGATTGTGAAGCAGAAAATGTGTGGGAGAT
PHD1-3A-1P2-RV PHD3-IP2-RV (s. 0.)

PHD1-3B-IP2-FW  ttgcgaccgcaATGTTTGTGTATTGCCAAGTCTGTTGTGAGCCCTTC
PHD1-3B-IP2-RV PHDS-IP2-RV (s. 0.)

6.1.9.5 WEITERE OLIGONUKLEOTIDE

Allgemeine Oligonukleotide

T7 TAATACGACTCACTATAGG

SP6 ATTTAGGTGACACTATAGAATAC
GAPDH-FW CTTCACCACCATGGAGGAAGG
GAPDH-RV CCTGCTTCACCACCTTCTTG

6.1.10 PLASMIDVEKTOREN

6.1.10.1 EXPRESSIONSVEKTOREN FUR HEFEZELLEN

Name Beschreibung

pGADT7 Expressionsvektor fiir Hefezellen
; % des Matchmaker Y2H-Sytems
or (Clontech)

SV4ONLS fir Expression des POI-GAL4 AD-
GAL4AD

Amp"
& PGADT? Fusionsproteins
8.0kb PT_?
pUC “'mcs
art [H-L?
Hind I

{2240

= HA epitope tag

pGADT7.1  pGADT7 mit modifizierter MCS: BamHI-Hindlll-EcoRI-Xmal-Smal-Xhol-Smll

pGBKT7 _— Expressionsvektor fiir Hefezellen
- g 758 des Matchmaker Y2H-Sytems
B3] L e (Clontech)
A DNABD
) e fir Expression des POI-GAL4 BD-
pGBKT7 [ Fusionsproteins
. 13kb
pUC /
21-[ an
Kan
[ |
L 2=

4 c-Myc epitope tag

pGBKT7.2 pGBKT7 mit modifizierter MCS: BamHI-Hindlll-EcoRI-Xmal-Smal-Xhol-Smil
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6.1.10.2 EXPRESSIONSVEKTOREN FUR SAUGERZELLEN

Name Beschreibung

pcDNA ARy Expressionsvektor flir Sdugerzellen
I»E B3B0083EE3 | (Invitrogen)

* Thite i 0 ATG ueieas = P
of tha ¥ | wle Gmi

pDF Modifizierter pcDNA3-Vektor:
Neue MCS einkloniert Gber Hindlll/Apal
(Clal-Sacll-Hindlll-BamHI-EcoRI-Notl-Xhol-Xbal-EcoRV-Kpnl-TGA(Stop));
C-terminaler FLAG®-tag einkloniert Gber EcoRV/Kpnl.
Expression eines Proteins mit C-terminalem FLAG®-tag.
Freundlicherweise zur Verfligung gestellt von Dr. Bastian Scholz, ehemals Institut fir
Pharmazeutische Biologie, Johann Wolfgang Goethe-Universitat Frankfurt am Main.
pDH Modifizierter pDF-Vektor:
FLAG®-tag ersetzt durch HA-tag tiber EcoRV/Kpnl.
Expression eines Proteins mit C-terminalem HA-tag.
pDFG Modifizierter pDF-Vektor:
Kozak-Sequenz, mTAG-GFP und NLS einkloniert Gber Clal/Hindlll.
Expression eines Proteins mit N-terminalem GFP und C-terminalem FLAG®-tag.
pDHC Modifizierter pDH-Vektor:

Kozak-Sequenz, mCherry und NLS einkloniert Gber Clal/Hindlll.
Expression eines Proteins mit N-terminalem mCherry und C-terminalem HA-tag.

6.1.11 ANTIKORPER

Primarantikorper  Fiur WB Beschreibung Bezugsquelle

Anti-B-Actin (I-19)-R 1:1.000 Kaninchen polyklonaler Antikdrper Santa Cruz
gegen ein C-terminales Peptid des (sc-1616-R)
humanen Aktin

Anti-FLAG® M2 1:1.000 Maus IgG1 monoklonaler Antikérper Sigma
gegen Fusionsproteine mit FLAG®- (F1804-1MG)
Peptidsequenz
(DYKDDDDK)

Anti-HA [HA-7] 1:5.000 Maus monoklonaler [HA-7] Antikbrper  Abcam

gegen Fusionsproteine mit N- oder C- (ab49969)
terminalem HA-tag, das Hemagglu-

tinin AS 96-108 des Influenza A Virus
(YPYDVPDYA)
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Anti-1gG - Kaninchen IgG als Kontrollimmunglo-  Santa Cruz
bulin fir Negativkontrollen (sc-2027)

Sekundarantikérper Verdiinnung Beschreibung Bezugsquelle

fur WB

Die Sekundarantikdrper sind gekoppelt mit Meerrettich-Peroxidase (HRP-Konjugate).
Anti-mouse 1:10.000 Antikérper gegen Maus-IgG GE Healthcare
Anti-rabbit 1:10.000 Antikérper gegen Kaninchen-IgG GE Healthcare

6.2 METHODEN

6.2.1 MOLEKULARBIOLOGISCHE STANDARDMETHODEN

Sofern nicht anders erwahnt, wurden die unten aufgefiihrten Methoden nach Herstel-
lerangaben oder gangigen Standardprotokollen (vgl. Molecular Cloning: A Laboratory
Manual von Sambrook et al., 2000/2012) durchgefiihrt..

= Agarosegelelektrophorese

= Dephosphorylierung von 5-DNA-Enden mit alkalischer Phosphatase (NEB)

= DNA-Aufreinigung nach PCR (Qiagen)

= DNA-Extraktion aus Agarosegelen (Qiagen)

= DNA-Ligation mit T4-DNA-Ligase (NEB)

» DNA-Spaltung mit Restriktionsendonukleasen (NEB)

= Herstellung CaClz- und elektrokompetenter Escherichia coli

= Hybridisierung synthetischer Oligonukleotide

» Nukleinsaurenfallung vor Sequenzierung

= PCR-Analysen

» pGEMT-Klonierung (Promega)

» Phosphorylierung von 5-DNA-Enden (NEB)

» Photometrische DNA-/RNA-Konzentrationsbestimmung

» Plasmid-DNA-Isolierung aus Escherichia coli (Promega)

= Plasmid-DNA-Minilysatpraparation aus Escherichia coli nach der boiled-lysis
Methode [283] und durch Alkalische Lyse

» Reverse Transkription mit Reverser Transkriptase (Invitrogen)

» RNA-Extraktion aus Saugerzellen (Qiagen)

» Transformation CaClz-kompetenter Escherichia coli

» Transformation elektrokompetenter Escherichia coli

=  Western Blot mit Semidry Blot System
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6.2.1.1 SEQUENZANALYSEN

Die DNA-Sequenzanalyse erfolgte mit dem BigDye® Terminator v1.1 Cycle Sequen-
cing Kit entsprechend des Herstellerprotokolls. Die zugrunde liegende Kettenab-
bruchsynthese [284] erlaubt die Sequenzierung von Einzel- und Doppelstrang-DNA
im ABI Prism 310 Genetic Analyzer basierend auf der Markierung der vier ddNTPs
mit vier verschiedenen Fluoreszenzsignalen und anschlieBender elektrophoretischer

Trennung.

6.2.2 ZELLBIOLOGISCHE METHODEN - ARBEITEN MIT HEFEN

6.2.2.1 LIAC-TRANSFORMATION VON HEFEZELLEN IN KLEINEM MABSTAB

Zur Herstellung kompetenter Hefezellen wurde 1 ml YPDA-Medium mit im Durch-
messer 2-3 mm groBen Hefekolonien des Hefestamms AH109 bzw. Y187 inokuliert,
resuspendiert und in 20 ml YPDA-Medium Gberfihrt. Die Inkubation dieser 20 ml-
Kultur erfolgte 16-18 h Gber Nacht bei 30 °C und 250 rpm bis zum Erreichen der sta-
tiondren Phase entsprechend einer ODeoo > 1,5.

Nach Kontrolle der ODsoo am néchsten Tag wurden ca. 5 ml der Ubernachtkultur in
50 ml YPDA-Medium Uberfiihrt, sodass eine ODsoo von 0,2-0,3 erreicht wurde. Durch
erneute Inkubation fir 3 h bei 30 °C und 230 rpm wurde eine ODsoo von 0,4-0,6 er-
zielt. Zum Pelletieren der Hefezellen wurde 10 min bei 1.000 rpm und RT in sterilen
50 ml-ZentrifugengefaBen zentrifugiert, der Uberstand verworfen, das Pellet mit
20 ml 1x TE-Puffer gewaschen, erneut 10 min bei 1.000 rpm und RT zentrifugiert und
der Uberstand wieder verworfen. SchlieBlich wurde das Pellet in 1,5 ml frisch herge-
stellter 1x TE/LiAc-Lésung resuspendiert.

Fur jede Transformation wurden jeweils 100 ug Yeastmaker™ Carrier DNA nach
20-mindtigem Aufkochen sowie 1 ug des gewlinschten Plasmids bzw. bei Kotrans-
formationen jeweils 1 ug beider Plasmide vorgelegt. Zu jedem DNA-Mix wurden
100 ul der oben hergestellten Zellsuspension zugegeben, kurz gemischt, 600 pl
frisch angesetzter PEG/LiAc-Ldsung zugefigt und erneut gemischt, bevor fiir 30 min
bei 30 °C und 200 rpm inkubiert wurde. Dann wurden 70 ul DMSO dazugegeben,
durch Invertieren gemischt und ein 15-minltiger Hitzeschock bei 42 °C im Wasser-
bad durchgefihrt. Nach 2 min auf Eis wurde bei 14.000 rpm und RT fir 5 s zentrifu-
giert, der Uberstand abgenommen und verworfen wéhrend das Pellet in 300 pl
1x TE-Puffer resuspendiert wurde. Davon wurden 100 pl auf entsprechenden SD-
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dropout-Agarplatten ausgebracht und diese flir 2-4 Tage bei 30 °C inkubiert bis zum

Auftreten selektionierter Kolonien.

6.2.2.2 YEAST MATING
Das Mating von Hefezellen ist eine konventionelle Methode um zwei verschiedene

Plasmide in gleiche Zellen einzuschleusen alternativ zur Kotransformation. [285]
[282] [286].

Fir das Mating werden Hefestamme bendtigt, die das gewlnschte Plasmid tragen.
Dazu mussen die zu testenden Mating-Partner einzeln als Plasmide in kompetente
Hefezellen transformiert und auf entsprechenden SD-dropout-Agarplatten

selektioniert werden.

Die entsprechenden Kolonien wurden von SD-dropout-Agarplatten gepickt, die nicht
alter als 2 Monate alt waren, in jeweils 500 ul YPDA-Medium dispensiert und gut
resuspendiert. In 96-well-Gewebekulturschalen wurden jeweils 20 pl beider Mating-
Partner gemischt und fir mindestens 30 min bei 30 °C inkubiert. AnschlieBend
wurden 10 ul dieser Mischung auf 2xDO-Agarplatten ausplattiert und fiir 2-4 Tage bei

30 °C inkubiert bis zum Erscheinen sichtbarer Kolonien.

Die Kolonien von den 2xDO-Agarplatten wurden gepickt, in 100 yul MQ dispensiert
und gut resuspendiert. Von dieser Zellsuspension wurden 10 pl auf 4xDO-
Agarplatten ausgebracht und fir 2-4 Tage bei 30 °C inkubiert.

6.2.3 ZELLBIOLOGISCHE METHODEN - ARBEITEN MIT SAUGERZELLEN

6.2.3.1 PEI-TRANSFEKTION VON HEK293T-ZELLEN

Far die Transfektion von HEK293T-Zellen wurden 24 h vorher entsprechend einer
etwa 50%igen Konfluenz ca. 5*108 Zellen auf einer 15 cm- bzw. ca. 2*108 Zellen auf
einer 10 cm-Gewebekulturschale mit 20 ml bzw. 10 ml Medium ausgebracht.

Das Medium wurde 1-2 h vor der Transfektion durch Medium ohne die Zusatze FBS,
Glu und Pen/Strep ersetzt. Die Transfektionslésung bestand aus den zwei Kompo-
nenten Lésung A und Ldsung B entsprechend Tabelle 6-1. Bei Kotransfektionen
wurde die gleiche Gesamt-DNA-Menge eingesetzt, wobei die beiden verwendeten
Plasmide in gleichen Anteilen verwendet wurden. Lésung B wurde unter permanen-
tem Mischen tropfchenweise in Lésung A pipettiert, die Transfektionslésung nach
15 min Inkubationszeit gleichmaBig auf den Zellen verteilt und die Zellen anschlie-
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Bend fur 48 h inkubiert. Nach 24 h wurde das Medium erneut gewechselt und durch

Medium mit Zuséatzen ersetzt.

Tabelle 6-1: Zusammensetzung der PEI-Transfektionslésung

Gewebekulturschale Lésung A Lésung B

@10 cm 180 pl PBS + 36 pl PEI (10 mM) 180 pl PBS + 10 pg DNA
@ 15cm 450 pl PBS + 90 ul PEI (10 mM) 450 pl PBS + 25 ug DNA
6.2.3.2 PROTEASOMINHIBIERUNG IN HEK293T-ZELLEN

Um die Degradation ubiquitinylierter Proteine zu reduzieren, wurde der Proteasomin-
hibitor MG-132 ca. 30 h nach der Transfektion entsprechend Kapitel 6.2.3.1 gleich-
manBig auf den Zellen verteilt, wobei fir Gewebekulturschalen @15 cm 3 pl und fur
Gewebekulturschalen @10 cm 1,2 pl einer Lésung mit der Konzentration 5 mg/300 pl

eingesetzt wurden.

6.2.3.3 HERSTELLUNG VON ZELLLYSATEN

FUr die Herstellung von Zelllysaten wurden die Zellen 48 h nach der Transfektion
entsprechend Kapitel 6.2.3.1 mithilfe von Zellschabern von den Gewebekulturscha-
len geldst, in PBS aufgenommen und in 15 ml-Falcons 5 min bei 1.000 rpm zentrifu-
giert. Nach Absaugen des Uberstands wurden die Pellets in 1 ml PBS resuspendiert,
in 1,5 ml-ReaktionsgefaBe Uberflihrt und 5 min bei 8.000 rpm und 4 °C zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen. Wenn die Lyse nicht direkt erfolgte, wurden die Pel-
lets bei -20 °C eingefroren.

Im Folgenden wurden die Pellets in frisch angesetztem Lysispuffer entsprechend
Tabelle 6-2 resuspendiert. Die Lyse wurde fir 1 h unter standigem Rotieren bei 4 °C
durchgefiihrt bevor 30 min bei 14.000 rpm und 4 °C zentrifugiert wurde. Der Uber-
stand, das Zelllysat, wurde anschlie3end in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefal3 Uber-
fihrt. Bei nicht sofortiger Verwendung der Zelllysate wurden diese bei -20 °C einge-

froren.

Tabelle 6-2: Volumen Lysispuffer fiir eine Gewebekulturschale

Gewebekulturschale Lysispuffer
@d10cm 250 pl

@ 15cm 100 pl
6.2.3.4 (KO)IMMUNPRAZIPITATION
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Far  die (Ko)Immunprazipitation (IP bzw. ColP)  wurden jeweils
2 Gewebekulturschalen @15 cm fir jedes Experiment und jeden Antikérper mittels
PEI-Transfektion mit den zu testenden Plasmiden transfiziert wie Kapitel in 6.2.3.1

beschrieben. Die Herstellung des Zelllysats erfolgte entsprechend Kapitel 6.2.3.3.

Zu Beginn wurde dem Zelllysat ein Aliquot von ca. 40 ul als Inputprobe enthnommen,
mit der gleichen Menge 2x-Lammlipuffer fir 5 min bei 95 °C aufgekocht und an-
schlieBend bei -20 °C eingefroren.

Das Zelllysat wurde mit 5 pl ProteinG-Agarose pro Gewebekulturschale fiir 30 min
bei 4 °C rotierend vorgeklart, 5 min bei 2.500 rpm zentrifugiert und in ein neues

1,5 ml-Reaktionsgefal3 Uberflhrt. Das Pellet wurde verworfen.

AnschlieBend wurde das Zelllysat in so viele Aliquots aufgeteilt, dass fir jeden Anti-
kérper inklusive des IgG-Antikérpers als Negativkontrolle ein Reaktionsgefal3 vor-
handen war. Jedem Aliquot wurden 0,5-2 ug Antikérper zugegeben und dann far 1 h
bei 4 °C rotierend inkubiert. Dann wurden jedem Aliquot 25 pl ProteinG-Agarose zu-
gefligt und flr weitere 2 h bei 4 °C rotierend inkubiert bevor 5 min bei 2.500 rpm und
4 °C zentrifugiert wurde, wobei der Uberstand verworfen wurde. Die Pellets wurden
im Folgenden mit jeweils 500 ul PBS gewaschen, 5 min bei 2.500 rpm und 4 °C zent-
rifugiert und der Uberstand verworfen. Dieses Waschen der Pellets wurde insgesamt

dreimal durchgefihrt.

Zur Elution wurden jeweils 75 pl 2x-Lammlipuffer auf das Pellet gegeben, 5 min bei
95 °C aufgekocht und 5 min bei 2.500 rpm und RT zentrifugiert. Der Uberstand wur-
de in ein neues 1,5 ml-Reaktionsgefa3 Uberflhrt und fir SDS-PAGE- und Western
Blot-Experimente verwendet bzw. bei -20 °C eingefroren.

Wahrend von den Proben fir SDS-PAGE und Western Blot jeweils 15 ul aufgetragen

wurden, waren es nur 5 pl Proteinmarker.

Tabelle 6-3: Antikérper fiir die ColP und ihre Konzentrationen

Antikorper Konzentration Eingesetztes Volumen
Anti-Flag® 1 pg/ul 1u
Anti-1gG 0,4 pg/ul 2 ul
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7 ABKURZUNGEN

1] Durchschnitt BCR Breakpoint cluster region
°C Grad Celsius BD Bromodoméne
% (M/V) Massenprozent (DNA-)BD  DNA-Bindedoméane
Y% (V/V) Volumenprozent bp Basenpaare
2xDO 2x dropout (-Leu/-Trp) BRD4 Bromodomain containing 4
4xDO 4x dropout (-Ade/-His/-Leu/-Trp) ﬁ{J”NiK?AP? MCAP; HUNKI;
78K 7SK small nuclear RNA .
snRNA Syn.: 7SK BRLF1 HHV4_BRLF1 (IE-Protein Rta)
A/mA Ampere/Miliampere BZLF1 HHV4_BZLF1 (IE-Protein Zta)
AS e BSA Bovine Serum Albumin
(Rinderserumalbumin)
ad Adde (Fulle auf) e
bZIP Leucin-Zipper-Doméane
Ade Adenin
bzw. Beziehungsweise
AEP AF4 family/ENL family/P-TEFb -
complex ca. Circa
AF4 ALL-1 fused gene from chromo- Cam Chloramphenicol
some 4 CARM1 coactivator-associated arginine
Syn.: AFF1, MLLT2, PBM1 methyltransferase 1
AF5 ALL-1 fused gene from chromo- Syn.: PRMT4
some 5q31 CBP CREB-Binding Protein
Syn.: AFF4, MCEF; AF5q31 CCNT1 Cyclin T1
AF9 ALL-1 fused gene from chromo- Syn.: CCNT; CYCT1; HIVET
some 9 CHD C-terminal homology domain
Syn.: MLLT3, YEATS3 ColP Koimmunprézipitation
AF10 ALL-1 fused gene from chromo- CDK9 Cyclin-dependant kinase 9
some 10 Syn.: TAK; C-2k; CTK1;
Syn.: MLLT10 CDC2L4; PITALRE
AFF1 AF4/FMR2 family member, 1 CDKN1B  Cyclin-dependent kinase inhibi-
ALF AF4/LAF4/FMR2 homology tor 1B (p27, Kip1)
domain Syn.: KIP1, MEN4, CDKN4,
ALL Akute Lymphatische Leukamie MEN1B, P27KIP1
AML Akute Myeloische Leukamie CLP Common lymphoid progenitors
- CREB Cyclic AMP Response Eement-
Amp Ampicillin ap .
Binding protein
APOD Ammoniumperoxodisulfat CIBP C-terminal Binding Protei
Syn.: Ammoniumpersulfat (APS) -terminal Binaing rrotein
ASB2 Ankyrin repeat and Suppressor ik Oty enieegy ComEy
of cytokine signaling (SOCS) CYP33 Cyclophilin 33 (Syn. PPIE)
box-containing protein 2 Da/kDa Dalton/Kilodalton
ASH2L (Abesnt, Small, Or Homeotic)- ddNTP Didesoxyribonukleosidtriphos-
Like (Drosophila)
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derd
derii
DMEM

DMSO
DNA

dNTP
DO
DOT1L

DTT

E6
E7
E2F1

EBV
ECL
EDTA
EPHA7
ELK1

ELL

ENL

ePHD

ERK

FBS

FLT3
FMR2

phat
Derivatchromosom 4
Derivatchromosom 11

Dulbecco’s Modified Eagle Me-
dium

Dimethylsulfoxid

Deoxyribonucleic acid
(Desoxyribonukleins&ure)

Desoxyribonukleosidtriphosphat
Dropout

DOT1-like histone H3K79 me-
thyltransferase

Syn.: DOT1, KMT4
Dithiothreitol

(delayed) early

Transforming protein (HPV16)
Transforming protein (HPV16)

E2F transcription factor 1
Syn.: RBP3; E2F-1; RBAP1;
RBBP3

Epstein-Barr-Virus (HHV-4)
Enhanced Chemiluminescence
Ethylendiamintetraessigsaure
Ephrin receptor A7

Member of ETS oncogene fami-
ly

Elongation factor RNA polymer-
ase ll

Syn.: MEN; ELL1; PPP1R68;
C19orf17
Eleven-nineteen-leukemia gene
Syn.: MLLT1, LTG19, YEATS1

Extended PHD (Erweiterte PHD)

Extracellular signal-regulated
kinase

Syn.: MAPK1 u. a.

Fetal Bovine Serum
(Fetales Kalberserum)

Fms-related tyrosine kinase 3

Fragile mental retardation 2
Syn.: AFF2, MRX2, OX19,

FW
9/kg/ug/ng

GAL4
GAL4-AD
GAL4-BD
GAPDH

GFP

GMO

h

HA
H3BO4
HCF
HCI
HCMV

HDAC
His
HEK

HEPES

HEXIM1

HIV
HMG
HMT
HPV
HOX
HRP

ICD

FMR2P, FRAXE
Forward Primer

Gramm/Kilogramm/
Mikrogramm/Nanogramm

Hefetranskriptionsfaktor
Gal4-Aktivierungsdoméne
Gal4-DNA-Bindungsdoméne

Glyzerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase

Green Fluorescent Protein
(Grin fluoerszierendes Protein)

Genetically modified organism
(Genetisch modifizierter Organ-
ismus)

Hour (Stunde)
Hamagglutinin
Borsaure

Host cell factor
Salzsaure

Humanes Zytomegalievirus
(HHV-5)

Histondeactelyasen

Histidin

Human Embryonic Kidney
(Humane embryonale Niere)

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfonsaure

hexamethylene bis-acetamide
inducible 1
Syn.: CLP1; EDG1; HIS1; MAQ1

Humanes Immundefizienz Virus
High mobility group
Histonmethyltransferase
Humanes Papillomvirus
Homeobox

Horseradish peroxidase
(Meerrettichperoxidase)

Internationale statistische Klas-
sifikation der Krankheiten und
verwandter Gesundheitsproble-
me
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IE1

IgG

Kan
kb
KRAS

L
Vmi/l
LAF4

Leu
LiAc
Lilli

LTR
mol/mmol

M/mM/uM/
nM

MAP
MCS

MEF
MEIS1
min
miRNA
MLL

MLLT2

Immediate early

Eenhances activation by IE2;
interacts with basal transcrip-
tional machinery and cellular
transcription factor; disrupts
ND10; involved in gene regula-
tion

Syn.: UL123

Immunglobulin G
Immunprézipitation
Kanamycin
Kilobasen

Kirsten rat sarcoma viral onco-
gene homolog

late
Liter/Milliliter/Mikroliter

Lymphoid nuclear gene related
to AF4

Syn.: AFF3, MLLT2-/ike
Leucin

Lithiumacetat

Drosophila melanogaster
lilliputian-Gen

Long terminal repeat
Mol/Millimol

Molar/Millimolar/Mikromolar/Nan
omolar

Mitogen activated protein

Multiple Cloning Site
(Multiple Klonierstelle)

Murine embryonale Fibroblasten
MEIS homeobox 1

Minute

MicroRNA

Mixed lineage leukemia
Syn.: KMT2A, ALL-1, CXXC7,
HRX, HTRX1, MLL1A, TRX1

Myeloid/lymphoid or mixed-
lineage leukemia (trithorax (Dro-
sophila) homolog); translocated
to, 2

MOF
MPC
mRNA
MQ

MRD

MT
MW

NaCl
NaF
NasVOs
NES
NFkB1

NHD
NHEJ
NLS

NPMH1

NSD1

oD
ORF

PAA
PAF1

Males-absent on the first
Multiproteinkomplex
Messenger ribonucleic acid

Reinstwasser durch Millipore-
Reinstwassersystem

Minimal residual disease
(Minimale Resterkrankung)

Methyltransferase

Molecular weight
(Molekulargewicht)

Aquivalentkonzentration
(Ceq)/Normalitat

Natriumchlorid
Natriumfluorid
Natriumorthovanadat
Nuclear export signal

Nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B-
cells

Syn.: p50; KBF1; p105; EBP-1;
NF-kB1; NFKB-p50; NFkappaB;
NF-kappaB; NFKB-p105; NF-
kappa-B

N-terminal homology domain
Non homologous end joining

Nuclear Localization Signal
(Kernlokalisierungssignal)

Nucleophosmin (nucleolar
phosphoprotein B23, numatrin)
Syn.: B23; NPM

Nuclear receptor binding SET
domain protein 1

Syn.: STO; KMT3B; SOTOS;
ARA267; SOTOS1

Optische Dichte

Open reading frame
(Offener Leserahmen)

Polyacrylamid

Paf1, RNA polymerase Il asso-
ciated factor, homolog (S. cere-
visiae)

Syn.: PD2; F23149_1
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PAGE
p53

PBM1

PBS

PcG

PCR

pDF/pDH

pDFG

pDHC

PEG

PEI
Pen/Strep
PHD

PIC
PMSF
POI

Pol Il
Pol E
Pol O
PPIE

pRB

pSer

PTD
P-TEFb

POU

Polyacrylamidgelelektrophorese

Tumor protein p53
Syn.: TP53; P53; BCC7; LFS1;
TRP53

Pre-B-cell monocytic leukemia
partner 1

Phosphate buffered saline
(Phosphatgepufferte Salzl6-
sung)

Polycomb Group

Polymerase Chain Reaction
(Polymerasekettenreaktion)

Modifizierter pcDNA-Vektor mit
FLAG®- bzw. HA-tag

Modifizierter pcDNA-Vektor mit
mTAG-GFP und FLAG®-tag

Modifizierter pcDNA-Vektor mit
mCherry und HA-tag

Polyethylenglykol
Polyethylenimin
Penicillin/Streptomycin
Plant homeodomain
Protease Inhibitor Coctail
Phenylmethylsulfonylfluorid

Protein of interest
(Zu untersuchendes Protein)

RNA-Polymerase I
Elongierende Pol Il
In Promotornahe arretierte Pol Il

Peptidylprolyl-cis-trans-
Isomerase E (Syn. CYP33)

Retinoblastoma 1
Syn.: RB1; RB; OSRC; pp110;
p105-Rb; PPP1R130

Homology domain conatining
high number of serines

Partial tandem duplication

Positive transcription elongation
factor b (CCNT1 + CDKO9)

3 Transkriptionsfaktoren:
Pit-1, Oct-1/Oct-2, Unc-68

PRC
RbBP5

RELA

RNA

RT
RV

rm

RPMI

RUNX1

S. u.
S1
SD

SDS

SEC

SET

SIAH
siRNA
SNL

snRNP
SEC
SOB

TAD

t-AML

Polycomb repressive complex

Retinoblastoma Binding Protein
5

V-rel avian reticuloendotheliosis
viral oncogene homolog A
Syn.: p65; NFKB3

Ribonucleic acid
(Ribonukleins&ure)

Raumtemperatur
Reverse Primer

Rounds per minute
(Umdrehungen pro Minute)

Roswell Park Memorial Institute
(Zellkulturmedium)

Runt-related transcription factor
1

Sekunde

Siehe oben

Siehe unten

Biologische Schutzstufe S1

Synthetic Dextrose
(Definiertes Minimalmedium far
Hefen)

Sodiumdodecylsulfate
(Natriumdodecylsulfat)

Superelongationskomplex

Suppressor of variegation
(Su(var)3-9), Enhancer of zeste,
and Trithorax

Seven in absentia homolog
Small interfering ribonucleic acid

Speckled nuclear localization
(Punktuelle Kernlokalisation)

Small nuclear ribonucleoprotein
Super elongation complex

Super Optimal Broth

(Medium fir Bakterien)
Transactivation Domain
(Transaktivierungsdomane)
Therapy-related/-induced AML
(Therapieinduzierte AML)
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Tat
TBS

TE
TEMED

TERT

TF
TPG
Tris
Trp

trx

TrxG

u. a.
UAS

Transactivator of transcription

Tris buffered saline
(Trisgepufferte Salzlésung)

Tris-HCI EDTA

N,N,N‘,N‘-
Tetramethylethylendiamin

Telomerase reverse transcrip-
lase

Transkriptionsfaktor
Translokationspartnergene
Tris(hydroxymethyl)-aminoethan
Tryptophan

Drosophila melanogaster
trithorax

Trithorax Group
Unit (Einheit)
Unter anderem

Upstream activating sequence

uv
V/kV
vgl.
WB
WDR5
wit
WT1
X-Gal

Y2H
YPD
YPDA

YT

z. B.
ZF

Ultraviolettstrahlung
Volt/Kilovolt

Vergleiche

Western Blot

WD repeat domain 5

Wildtyp

Wilms tumor susceptibility gene

5-Brom-4-chlor-3-indoxyl-B-D-
galactopyranosid

Yeast Two-Hybrid
Yeast extract Peptone Dextrose

Yeast extract Peptone Dextrose
Adenin

Yeast extract and Tryptone
(Medium f(ir Bakterien)

Zum Beispiel

Zinkfinger
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