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Zusammenfassung

Zusammenfassung:

Akute Leukdmien im Kindesalter sind hdufig durch numerische oder strukturelle
chromosomale Aberrationen in den leukdmischen Blasten gekennzeichnet. Fiir das
Verstindnis der Leukédmieentstehung, der Auspridgung unterschiedlicher Subtypen, sowie
fiir eine addquate Risikostratifizierung und Therapieentscheidung ist eine detaillierte
molekulargenetische  Charakterisierung unerldsslich.  Sduglings-AMLs mit einer
Translokation t(7;12) sind durch eine &uferst schlechte Prognose charakterisiert.
Molekulargenetisch wird die Translokation t(7;12) durch die Bildung eines HLXBY/TEL
Fusionsgens und eine starke Expression des Wildtyp HLXB9 Allels begleitet. Der
Uberexpression von HLXB9 wird eine entscheidende Rolle in der t(7;12) vermittelten

Leukdmogenese zugeschrieben.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden Genexpressionsanalysen an priméren
Knochenmarksproben von t(7;12) und 11q23/MLL pos. Patienten durchgefiihrt und
differentiell exprimierte Gene ermittelt. Unterschiede zwischen den beiden AML-Kohorten
ergaben sich zum einen in der Expression von HOX-Genen, welche ausschlielich in den
11923 pos. Leukdmiezellen verstarkt exprimiert werden. Zum anderen konnte anhand von
Signalweg-Analysen gezeigt werden, dass die differentiell exprimierten Gene besonders
Signalwege der Zell-Adhésion beeinflussen. Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden direkte
und sekundére Ziel-Gene von HLXB9 im HL60 Zellsystem beschrieben. Mittels ChIP-on-
Chip Analyse wurden Promotoren identifiziert, an die HLXB9 als potenzieller
Transkriptionsfaktor bindet. Mit Hilfe einer vergleichenden Genexpressionsanalyse von
HLXB9 pos. und HLXB9 neg. HL60 Zellen konnte HLXBY9 als transkriptioneller
Repressor beschrieben und differentiell exprimierte Gene identifiziert werden. Anhand der
beiden Screening-Methoden wurden vier iibereinstimmende Ziel-Gene (PTGER2, ILS,
ZYXIN und ETSI) identifiziert. Fiir diese Ziel-Gene konnte in den Array-Analysen und in
der qRT-PCR gezeigt werden, dass HLXB9 an die entsprechenden Promotorregionen
bindet, und dass zusdtzlich die Genexpresssion der Ziel-Gene in den HLXB9 pos. Zellen
vermindert wird. Fiir PTGER?2 konnte zusitzlich mit Hilfe einer HLXB9 Deletionsmutante
gezeigt werden, dass die konservierte Hom6odomine von HLXB9 fiir die Regulation von
PTGER2 notwendig ist. Des Weiteren wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass HLXB9 die
ATRA-induzierte Expression des Differenzierungsantigens CD11b verstérkt.

VIII



Summary

Summary:

Blast cells of acute leukemias are mainly characterized by numerical or structural
chromosomal aberrations. A detailed molecular description of the aberrant cytogenetic
profile is indispensable for risk stratification and choice of optimal therapy regimen. Infant
AMLs with a translocation t(7;12) are clinically characterized by a very poor outcome. The
translocation t(7,12) results in a fusion transcript HLXB9/TEL and furthermore in an
aberrant expression of the un-rearranged HLXBY allele. This work is based on the
assumption that HLXBO plays a crucial role in the transformation process of t(7;12) pos.

leukemias.

In the first part of this thesis a comparative gene expression profiling of primary bone
marrow samples from t(7;12) and 11q23/MLL positive infant AMLs was performed. Both
leukemia entities can be clearly distinguished by the expression of a subset of HOX-genes,
which is exclusive for the 11923 pos. cohort. Differentially expressed genes can be
attributed to pathways which interfere in cell-adhesion or related pathways. In a second
part of this work we identified direct and indirect target genes of HLXB9 in a HL60 cell
line system. Promoter regions, which are bound by the potential transcription factor
HLXB9, were identified by ChIP-on-chip analysis. A comparative gene expression
microarray analysis of HLXB9 pos. and HLXB9 neg. HL60 cells revealed that HLXB9
acts as a transcriptional repressor. Both screening methods were used to identify
overlapping target genes. We identified four target genes (PTGER2, IL8, ZYXIN and
ETS1), which show direct binding of HLXB9 to the corresponding promoter regions and a
decreased gene expression in HLXBY pos. cells as well. A functional homeodomain of
HLXB9 is essential for the regulation of the target-gene PTGER2. Additionally, this study
demonstrated that HLXBY is able to increase the ATRA-induced expression of the myeloid
differentiation antigen CD11b.

IX
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1. Einleitung

1.1 Die akute myeloische Leukimie (AML)

Akute Leukdmien sind maligne Neoplasien des hdmatopoetischen Systems. Sie entstehen
im Knochenmark durch die klonale Expansion von genetisch verdnderten pluripotenten

Stammzellen oder himatopoetischen Vorlduferzellen (Blasten) (Fialkow et al., 1989).
Ursachen der AML:

Die Ursachen fiir die Entstehung einer AML sind bislang weitestgehend unbekannt und die
Mehrzahl der Patienten weisen keine angeborenen genetischen oder pradisponierenden
Faktoren auf, welche die Leukidmieentstehung beglinstigen. Zu diesen begiinstigenden
Faktoren gehoren u.a. die Exposition gegeniiber ionisierenden Strahlen (z.B. Zwischenfille
in Atomreaktoren und Strahlentherapie) und Chemikalien (z.B. Zytostatika, Benzol). Des
Weiteren kann eine AML sekundir als Komplikation einer anderen Grunderkrankung (z.B.
Myelodysplastisches Syndrom (MDS)) hervorgehen. Ebenfalls besteht ein erhohtes Risiko
fiir AML bei bestimmten Erkrankungen mit Erbgutverdnderungen, wie z.B. Trisomie 21
(Rosner and Lee, 1972) oder kongenitalen Syndromen, welche mit erhohter

Chromosomenbriichigkeit einhergehen, wie z.B. die Fanconi-Anédmie (Auerbach, 1992).
Phénotyp und Prognose:

Als Folge der Expansion von myeloischen Blasten im Knochenmark werden
funktionsfahige,  hdmatopoetische  Zellen verdringt und es kommt zur
Knochenmarkinsuffizienz. Sekundir kann es zur Ausschwemmung der malignen Blasten
ins periphere Blut und zur Infiltration von extramedulliren Organen kommen. Die
Patienten leiden unter Miidigkeit, Blésse, verstirkter Blutungsneigung und Anfilligkeit fiir
Infektionen. Als immunphénotypische Charakterisierung der myeloischen Blasten dient die
asynchrone Expression der Stammzellantigene CD34 und CD117 zusammen mit den
myeloischen Antigenen CD13, CDI15, CD33 und CD65. In einigen Fillen kann es zur
aberranten Expression der lymphatischen Marker CD2, CD7, CD19 und CD56 auf den

myeloischen Blasten kommen.
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Bei 15-20% der Leukdmien im Kindesalter handelt es sich um AMLs (Downing and
Shannon, 2002). In den letzten 20 Jahren konnte mittels intensiver
Induktionschemotherapie ein ereignisfreies Uberleben (EFS) von bis zu 65% erreicht
werden (Kaspers and Creutzig, 2005). Trotz grofer Erfolge in der Therapie erleidet
dennoch die Hilfte aller Patienten ein Rezidiv. Die Analyse und Beschreibung von
prognostischen molekularbiologischen Markern ist daher unerldsslich fiir eine gezielte

Risikostratifizierung und Therapie.
Klassifikation der AML:

Die klonale Expansion der leukdmischen Blasten kann in den pluripotenten Stammzellen
oder in hamatopoetischen Vorlduferzellen entstehen. Die Abb. 1 zeigt einen Ausschnitt der
myeloischen Differenzierung von der hdmatopoetischen Stammzelle zu reifen
Makrophagen und neutrophilen Zellen. Zusitzlich sind Transkriptionsfaktoren dargestellt,

denen eine Schliisselfunktion in der myeloischen Differenzierung zukommt.

IRF8
PU.1
Monoblast Promonozyt Monozyt Makrophage
SCL
i &-6-9-%
—
HSC CcMP 4\
Mesoderm —> @ — @ %@) GMP
~—
GFI1 C/EBPo. \l,
C/EBPa
—> —> —>
Myeloblast  Promyelozyt Myelozyt neutrophil
GFl1
C/EBPe

Abb. 1: Einfluss von Transkriptionsfaktoren auf die myeloische Differenzierung. SCL (stem-cell
leukemia factor), RUNX1 (Runt-related transcription factor 1), GF11 (growth-factor independent 1),
C/EBPo. (CCAAT/enhancer binding protein o), HSC (hematopoietic stem cell), CMP (common myeloid
progenitor), GMP (granulocyte/monocyte progenitor), IRF8 (interferon-regulatory factor §). Abbildung
nach (Rosenbauer and Tenen, 2007)
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Abhéngig von der jeweiligen Reifungsstufe der myeloischen Zelle, in der die maligne
Transformation stattfindet, werden unterschiedliche Subtypen der AML beschrieben. Auf
dieser morphologischen Einteilung der Blasten beruht die Klassifikation der FAB (French-
American-British) Subtypen (Bennett et al., 1985). Im Jahr 2001 wurde die Einteilung
durch die Weltgesundheitsorganisation (WHO) erneuert und basiert nun zusitzlich auf
zytogenetischen Merkmalen (Vardiman et al., 2002). In der Tab. 1 sind die FAB- und die

WHO Klassifikationen zusammengefasst.

Tab. 1: FAB und WHO Klassifikation der Akuten Myeloischen Leukimie nach (Bennett ef al., 1985;
Vardiman et al., 2009)

Klassifikation der Akuten Myeloischen Leukimie

WHO Klassifikation FAB Klassifikation

AML mit wiederkehrenden zytogenetischen Translokationen MO AML mit minimaler Differenzierung
AML mit t(8;21)(q22;q22), (AML1/ETO) unabhéingig von der M1 unreife Myeloblasten-Leukédmie
AML mit inv(16)(p13.1;q22) oder t(16;16) (p13.1;922), | Blastenanzahl im
(CBFb/MYHI1) Blut oder M2 Myeloblasten-Leukdmie mit Ausreifung
APL mit t(15;17) (q22;q12), (PML/RARa) Knochenmark! M3 akute promyelozytire Leukémie (APL)
AML mitt (9;11)(p22;q23), (MLLT3-MLL) M4 akute myelomonozytire Leukdmie
AML mit t(6;9)(p23;q34), (DEK-NUP214) bei alle weiteren MS5 akute monoblastire Leukdmie
AML mitinv(3)(q21;q26.2) oder t(3;3)(q21;q26.2), AML-Subtypen
(RPN1-EVI1) 20% oder mehr M6 akute erythroblastire Leukdmie
AML (megakaryoblastir) mit t(1;22)(p13;q13), Blasten im Blut
(RBM15-MKL1) oder Knochenmark M?7 akute megakaryoblastire Leukdmie

Provisorische Entititen: AML mit mutiertem NPM1

Provisorische Entititen: AML mit mutiertem CEBPA
AML mit MDS-bezogenen Verdnderungen
Therapie-bedingte AML
AML ohne weitere Kategorien

mit minimaler Differenzierung

ohne Ausreifung

mit Ausreifung

akute myelomonozytire Leukdmie

akute monoblastische und monozytire Leukdmie

akute Erythroleukidmie

akute Megakaryoblasten-Leukémie

akute Basophilen-L eukdmie

akute Panmyelosis mit Myelofibrose
Myeloisches Sarkom
Myeloische Proliferationen bei Down-Syndrom
Blastische plasmazytoide dendritische Zell-Neoplasien

1.2 Chromosomale Translokationen in der AML

70-85% der piddiatrischen AMLs weisen chromosomale Anomalien in den leukdmischen
Blasten auf (Raimondi et al, 1999; Wells et al., 2002). Dazu zdhlen numerische
Verdnderungen (Verdnderung der Chromosomenanzahl) und/oder strukturelle
chromosomale Verdnderungen (balancierte Translokationen, Deletionen, Inversionen). In

etwa 20% der AML Patienten konnen balancierte chromosomale Translokationen
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nachgewiesen werden. Zu den Translokationen, die in der pédiatrischen AML am
héufigsten vorkommen, gehoren t(8;21)-AML/ETO (7-16%), inv16-CBF3/MYH]1 1
(3-11%), t(11923)/MLL (14-22%) und t(15;17)-PML/RARa (2-10%) (Manola, 2009).

Bei den leukdmischen Zellen von Sduglingen und jungen Kindern mit einer Erstdiagnose
vor dem 2. Lebensjahr zeigt sich eine andere Hiufigkeitsverteilung der chromosomalen
Translokationen. Bei iiber 60% ist eine Translokation des Gens MLL (mixed-lineage-
leukemia) zu beobachten (in den meisten Fallen MLL/AF9, FAB M5) (Pui et al., 1996;
Sorensen et al., 1994). Weitere Translokationen, welche ausschlie8lich bei AML-Patienten
unter einem Jahr auftreten, sind die Translokationen t(1;22)-OTT/MAL und t(7;12)-
HLXBY/TEL. Eine weitere dullerst seltene Translokation ist die t(6;17), die in den ersten

vier Wochen nach der Geburt diagnostiziert wird (Ferguson et al., 2005).

Chromosomale Translokationen konnen sich unterschiedlich auf die hdmatopoetischen
Zellen auswirken. Z.B. kann die Fusion bewirken, dass Onkogene mit einem konstitutiv
aktiven regulatorischen Element versehen werden und somit aberrant exprimiert werden,
wie es z.B. bei der Translokation MYC/IGH in B-Zell Leukédmien der Fall ist (Rabbitts,
1994). In anderen Fillen kann es zur Inaktivierung von Tumorsupressorgenen kommen,
die durch die Fusion zerstort werden. Haufiger ist jedoch die Bildung eines chimiren
Fusionstranskripts, welches zur Bildung von in-frame Fusionsproteinen fiihrt. Bei diesen
Fusionsproteinen handelt es sich in vielen Féllen um neugebildete nukledre

Transkriptionsfaktoren, die die Genregulation in verdnderter Weise beeinflussen.

Chromosomale Translokationen konnen z.B. durch einen Differenzierungsarrest die
Leukdmogenese initiieren, jedoch sind sie in den meisten Féllen nicht die alleinige Ursache
fiir die Leukdmieentstehung (Raimondi et al., 1999). Fiir die vollstdndige Transformation
sind weitere genetische Verdnderungen (second hits) notwendig, z.B. Mutationen in
Transkriptionsfaktoren. Proliferativ wirken Mutationen in Onkogenen (z.B. RAS) sowie
Mutationen in Rezeptor-Tyrosin Kinasen (z.B. KIT) und Tyrosin Phosphatasen (Goemans
et al., 2005). Zusitzlich treten hiufig interne Tandem Duplikationen des Gens FLT3, sowie
NPM1 Mutationen und partielle Duplikationen des Gens MLL auf (Brown et al., 2007,
Shimada et al., 2008; Zwaan et al., 2003).
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Entstehung von Translokationen:

Translokationen entstehen durch Briiche in der doppelstringigen DNA zweier nicht-
homologer Chromosomen. In den meisten Fillen finden die Briiche in sogenannten
breakpoint cluster regions statt. Diese liegen zum grofiten Teil in Regionen des
Euchromatins, welche aktiv transkribiert werden (Khanna and Jackson, 2001). Wenn die
Doppelstrangbriiche von den zelluliren Reparaturmechanismen (homologe Rekombination
und non-homologous end-joining) nicht behoben werden konnen und die betroffenen
Chromosomen sich in raumlicher Néhe zueinander befinden, kann es zur Ausbildung einer
Translokation kommen. In der Leukdmie sind hdufig balancierte Translokationen zu
beobachten, d.h. es kommt zu keiner absoluten Anderung der Anzahl des genetischen
Materials. Als natiirliches zelluldres Phdnomen haben balancierte Translokationen in den
meisten Féllen keine negative Auswirkung. Erst wenn sich durch die Fusion z.B. ein
aktives Fusionsprotein bildet, welches einen Selektionsvorteil fiir die Zelle bewirkt, kann
es zur Bildung eines prédleukdmischen Klons kommen (Greaves and Wiemels, 2003;

Nickoloff et al., 2008).
Translokationen als zytogenetischer Marker in der AML:

Eine genaue zytogenetische Analyse von AML Zellen ist sowohl fiir die
Risikostratifizierung, als auch fiir eine optimale Therapie unerldsslich. So weisen z.B.
Patienten mit den Translokationen t(8;21) und t(15;17), sowie inv(16) und Patienten mit
Down Syndrom eine gute Prognose auf. Im Gegensatz dazu haben Patienten mit den
zytogenetischen Besonderheiten -5/del(5q), -7/del(7q) oder einem komplexen Karyotyp
mit mehr als drei chromosomalen Verdnderungen eine schlechte Prognose (Lange et al.,
1998; Meshinchi et al., 2003). Patienten mit einer akuten promyelozytischen Leukémie,
welche in fast allen Féllen mit einem Fusionstranskript PML/RARo. einher geht, sprechen
gut auf eine Therapie mit A//-trans-Retinsdure (ATRA) an (Fenaux et al., 2000; Mann et
al., 2001). Durch die Therapie mit ATRA wird die myeloische, insbesondere die
granulozytire Differenzierung induziert. In PML/RARo. positiven Zellen ist dieser Effekt
molekularbiologisch gut beschrieben. In Abwesenheit von ATRA interagiert das
Fusionsprotein PML/RARo. mit einem Komplex aus Ko-Repressoren und reprimiert in
aberranter Weise die Transkription von Genen, welche die Differenzierung regulieren.

Durch die Zugabe von ATRA in einer hohen pharmakologischen Dosis von > 1 uM kann
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der Repressorkomplex gelost und die Ausdifferenzierung der Blasten initiiert werden

(Barber et al., 2008; Hong et al., 1997).

1.3 HOX-Genexpression und 11q23/MLL-Translokationen

HOX-Genexpression in haimatopoetischen Stammzellen und akuten Leukimien:

Die Familie der HOX Transkriptionsfaktoren gehort zur Klasse 1 der Homdobox-Gene und
wurde urspriinglich als Schliisselregulator der anterior-posterioren Achsenbildung wihrend
der embryonalen Entwicklung identifiziert (Krumlauf, 1994). HOX-Gene werden verstérkt
in primitiven hdmatopoetischen Zellen exprimiert und zeigen wihrend der Differenzierung
ein niedriges Expressionsniveau (Kawagoe ef al., 1999; Moretti et al., 1994). Zusitzlich zu
dieser koordinierten Regulation beeinflussen die einzelnen HOX-Gene die
Ausdifferenzierung der unterschiedlichen Zellen des hidmatopoetischen Systems

(Sauvageau et al., 1995; Sauvageau et al., 1997).

Fiir eine spezifische und hoch affine DNA-Interaktion interagieren die HOX-Proteine mit
spezifischen Ko-Faktoren (Moens and Selleri, 2006). Diese Ko-Faktoren werden von den
TALE (three amino acid loop extension) Homoo-Familien PBX und MEIS gebildet
(Mann, 1995; Shen et al., 1997).

Aufgrund ihrer Schliisselrolle in der frithen Hdmatopoese, kommt den HOX-Genen auch in
akuten Leukdmien eine entscheidende Rolle zu. Zahlreiche Studien belegen, dass HOX-
Gene und ihre Ko-Faktoren in vielen akuten lymphatischen und myeloischen Leukédmien
aberrant exprimiert werden (Drabkin et al., 2002; Golub et al., 1999; Lawrence et al.,
1999). Eine direkte Rolle in akuten Leukdmien spielen einzelne HOX-Gene durch die
Fusion mit Nucleoporin (NUP98-HOX), wobei es zu einer Verstirkung des regulatorischen

Effektes auf die Ziel-Gene kommt (Ghannam et al., 2004).

Unabhingige Experimente mit retroviral transduzierten murinen Stammzellen zeigen
deutlich, dass die Uberexpression verschiedener HOX-Gene z.B. HOXA9 den
transduzierten Zellen einen Wachstumsvorteil verschafft und zu einer langen
prileukdmischen Latenzperiode fiihrt. Die zeitgleiche Expression des Ko-Faktors MEIS]
verkiirzt die Latenzperiode und fiihrt zu einer raschen Progression der Leukédmie

(Thorsteinsdottir et al., 2001). Zusitzlich wurde gezeigt, dass die Expression von HOXA9

6
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sehr stark mit unzureichenden Behandlungserfolgen von AML Patienten korreliert (Golub

etal., 1999).
Expression von HOX-Genen in 11q23/MLL-positiven AMLs:

Ein wichtiger Regulator der HOX-Genexpression wihrend der embryonalen Entwicklung
und Hiamatopoese ist die Methyltransferase MLL (mixed-lineage-leukemia). MLL kann die
Expression von HOX-Genen iiber direkte Interaktion mit dem HOX-Promotor (Milne et al.,
2005) oder iiber die Modellierung der Chromatinstruktur und Histon Modifikationen
beeinflussen (Krivtsov and Armstrong, 2007). In akuten Leukdmien sind derzeit iiber 50
verschiedene Translokationen beschrieben, an denen das Gen MLL beteiligt ist. Innerhalb
der AMLs im Kindesalter ist die Translokation t(9;11)-MLL/AF9 mit 11% am haufigsten
vertreten (Manola, 2009). Bei dem Grofteil der MLL-assoziierten Fusionspartner handelt
es sich um Transkriptionsfaktoren, die durch die Translokation in ihrer Aktivitédt verstarkt
werden (Zeisig et al., 2003). Des Weiteren finden sich Histon-Acetyltransferasen und
zytoplasmatische Proteine unter den Fusionspartnern (Krivtsov et al., 2007). Die

Funktionen der chimiren MLL-Proteine sind dementsprechend duBerst divers.

Obwohl MLL-Fusionsproteine zahlreiche Ziel-Gene besitzen, wird vermutet, dass der
verstirkten =~ Expression von  HOX-Genen eine  Schliisselrolle bei  dem
Transformationsprozess durch MLL-Fusionsproteine zukommt (Slany, 2009). So zeigen
z.B. in vitro Experimente, dass das Fusionsprotein MLL-ENL eine erhdhte
Selbsterneuerungskapazitit und einen Differenzierungsstopp in murinen himatopoetischen
Stammzellen bewirken kann. Dieser Phdnotyp geht mit einer erhohten Expression von
HOXA9 und MEIS] einher (Zeisig et al., 2004). Des Weiteren kann die gezielte Expression
von HOXA9 und MEISI die Funktion des MLL-ENL Fusionsproteins ersetzen. Durch die
Expression der HOX-Gene lassen sich MLL positive Leukédmien deutlich von AMLs oder
ALLs ohne MLL-Translokation unterscheiden (Armstrong et al., 2002; Haferlach et al.,
2005).
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1.4 Die Chromosomentranslokation t(7;12)

Die Translokation t(7;12)(q36;p13) wurde erstmals im Jahr 2000/2001 anhand von
Karyotypisierung und Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) in myeloischen Blasten
beschrieben. Als zytogenetische Besonderheit ist in fast allen beschriebenen Fillen ein
zusitzliches Chromosom 19 in den leukédmischen Zellen nachweisbar (Simmons et al.,
2002; Slater et al., 2001; Tosi et al., 2000; von Bergh et al., 2006). Der genomische
Bruchpunkt wird als heterogen beschrieben (Simmons et al., 2002; Tosi et al., 2003).

Die Translokation beschréinkt sich fast ausschlieBlich auf akute myeloische Leukdmien im
Séuglingsalter und wird mit einer Inzidenz von 20-30% der Séauglings-AMLs angegeben
(Slater et al., 2001; von Bergh et al., 2006). Die Morphologie der Blasten entspricht am
ehesten den FAB Subtypen MO und MIl1. Vereinzelt sind Patienten mit einer
megakaryoblastiren Leukdmie beschrieben (Taketani et al., 2008; von Bergh et al., 2006).
Immunologisch sind die Blasten durch eine hohe Expression von CD34 (65-86%)
charakterisiert. Mit einem Ereignisfreiem Uberleben von 0% innerhalb von drei Jahren,

haben die Patienten eine sehr schlechte Prognose (von Bergh ef al., 2006).

1.4.1 Das Fusionstranskript HLXB9/TEL

Auf molekularer Ebene fiihrt die Translokation zu einer Fusion der Gene HLXBY
(homeobox HBY) und TEL (transloaction-ETS-leukemia) sowie zu einem Fusionstranskript
HLXBY/TEL. In der Literatur sind jedoch auch Einzelfélle beschrieben, bei denen trotz
einer genomischer Translokation t(7;12) kein Fusionstranskript nachgewiesen werden
konnte (Simmons et al., 2002). Ein Fusionsprotein HLXB9/TEL konnte bisher in keiner
Studie gezeigt werden. Auf genomischer Ebene fiihrt die Translokation zu einer Fusion des
Exons 1 von HLXB9 mit dem Exon 3 des TEL-Gens (Abb. 2). Zusitzlich ist eine Fusion
mit dem Exon 2 des TEL-Gens beschrieben, in diesem Fall kommt es jedoch zum
vorzeitigen Abbruch der Proteinbiosynthese. Ein reziprokes Transkript TEL/HLXBY ist
bisher nicht beschrieben worden (Ballabio et al., 2009; Beverloo et al., 2001). Sowohl bei
HLXB9 als auch bei TEL handelt es sich um Transkriptionsfaktoren. Das potentielle
Fusionsprotein HLXBY/TEL enthilt die funktionellen Doménen des TEL-Proteins (vgl.
Abschnitt 1.4.2).



1. Finleitung

1 1206

HLXB9 5 Exon 1 H Exon2 |{  Exen3 3
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Abb. 2: Schematische Darstellung von HLXBY9, TEL und HLXBY/TEL. Die Ziffern oberhalb der
schematischen Sequenz geben die Nukleotidanzahl der jeweiligen Transkripte an. Die Doménen beziehen
sich auf die jeweilige Proteinstruktur. chr. = Chromosom, der chr. = derivative Chromosom. Abbildung nach
(Beverloo et al., 2001).

Es ist bekannt, dass das Auftreten der Fusion HLXB9/TEL in myeloischen Blasten von
einer starken Expression des Wildtyp-Allels HLXB9 begleitet wird, wiahrend HLXB9Y in
AMLs mit anderen Translokationen, sowie in CD34-positiven Proben von gesunden
Spendern, nicht exprimiert wird. Das Expressionsniveau von Genen, die in unmittelbarer
Umgebung von HLXBY lokalisiert sind (NOM1, LMBRI, RNF32), wird nicht beeinflusst
(von Bergh et al., 2006). Das Wildtyp-Allel TEL wird normal exprimiert, das heillt es
kommt zu keinem TEL-Funktionsverlust, wie es z.B. bei einem Grofteil der TEL/AMLI-

positven Leukidmien zu beobachten ist (Cave et al., 1997).

1.4.2 Der Transkriptionsfaktor TEL

Bei TEL (auch ETV6, E26 transforming specific) handelt es sich um einen
Transkriptionsfaktor der ETS-Familie. Als funktionelle Doménen besitzen die ETS-
Proteine die sequenzspezifische DNA-bindende ETS-Doméne, sowie eine HLH-Doméne
(helix-loop-helix, auch pointed Doméne genannt), welche fir die Homo- und
Heterodimerisation der Transkriptionsfaktoren verantwortlich ist (Kim et al, 2001;
Wasylyk et al., 1993). TEL ist in iiber 41 verschiedenen Translokationen in der AML,
ALL und MDS involviert. Bei den Fusionspartnern handelt es sich in den meisten Féllen
um Transkriptionsfaktoren und Protein-Tyrosin-Kinasen (Bohlander, 2005). Physiologisch
spielt TEL in der frithen embryonalen Entwicklung und wéhrend der Hamatopoese im
Knochenmark eine essentielle Rolle (Wang et al., 1997; Wang et al., 1998). Mehrere
funktionelle Studien beschreiben TEL als starken transkriptionellen Repressor (Chakrabarti
and Nucifora, 1999; Hiebert et al., 1996; Mavrothalassitis and Ghysdael, 2000).
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1.4.3 HLXB9Y und die Homoéobox-Genfamilie

Klassifizierung der Homoéobox-Genfamilie:

Homd&obox-Gene werden durch das Vorhandensein einer (oder mehrerer) Homdodoménen
charakterisiert. Die hoch konservierte Homdobox besteht aus 180 bp bzw. 60 Aminosduren
und ist fiir die DNA-Interaktion verantwortlich. Als Transkriptionsfaktoren kommt den
Homoo-Proteinen eine bedeutende Rolle in der embryonalen Entwicklung und
Zelldifferenzierung, sowie in der Auspragung zahlreicher Erkrankungen und kongenitaler

Abnormalitdten zu (Boncinelli, 1997).

Bislang sind mehrere phylogenetische Klassifikationsansétze beschrieben worden. Die
Einteilung erfolgt in zwei Klassen (Galliot ef al., 1999). Die erste wird als ANTP Klasse
(homolog zum Drosophila Antennapedia-Gen) beschrieben und umfasst die wohl
bekannteste Familie der HOX-Gene (sieche Abschnitt 1.3), sowie weitere Familien (z.B.
CDX, MNX, EN, GBX). Die zweite Klasse wird als PRD-Klasse (homolog zum Drosophila
paired-Gen) beschrieben und umfasst u.a. die Familien PAX und OTX. Weitere Klassen,
wie z.B. TALE, POU und LIM werden phylogenetisch getrennt betrachtet.

Homoo-Proteine als Transkriptionsfaktoren:

Viele Homoo-Proteine sind bereits als Transkriptionsfaktoren beschrieben und Ziel-Gene
identifiziert worden. Fiir einige bekannte Homdo-Proteine ist, z.B. durch die
Kristallstruktur des ANTP-Gens, gezeigt worden, dass die Homoodomine aus einem
aminoterminalen Arm, sowie aus drei voneinander getrennten a-Helices besteht. Die Helix
3 dient der DNA-Erkennung und geht die Interaktion mit der groBen Furche der DNA ein.
Als DNA-Erkennungsmotiv der Homododoméne dient die Basenabfolge 5'ATTA’3
(Gehring et al, 1994). Neben der Homoodomine besitzen vereinzelte Vertreter der
Homdo-Proteine noch weitere DNA-bindende Doménen. So verfiigen z.B. Vertreter der

PAX-Familie liber die DNA-bindende paired-Doméine (Balczarek ef al., 1997).

Die Aufkldrung der meisten dieser Protein-DNA Interaktionen stammen aus in-vitro
Analysen. Fiir eine hoch-spezifische Interaktion in-vivo sind jedoch zusitzliche Faktoren
wichtig. Die Spezifitit wird zum einen durch die AS-Sequenz bestimmt, welche die

Erkennungshelix flankiert. Des Weiteren gehen die Transkriptionsfaktoren Protein-Protein
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Bindungen mit Ko-Faktoren ein oder werden post-transkriptionell modifiziert (Mann and

Affolter, 1998; Mann and Chan, 1996).
Homoobox-Gene in der AML:

Aufgrund ihrer zentralen Rolle in der embryonalen Entwicklung und Zell-Differenzierung
kann eine Fehlregulation von Homdobox-Genen zu z.T. kongenitalen Erkrankungen und
Abnormalitdten fiihren. Eine wichtige Rolle in der Himatopoese und Leukédmieentstehung
spielen aberrant exprimierte HOX-Gene (siche Abschnitt 1.3). Aber auch andere Vertreter
der Homoobox-Gene, welche normalerweise nicht in hdmatopoetischen Zellen exprimiert
werden, konnen die Leukidmieentstehung beeinflussen. So ist z.B. das Homoobox-Gen
CDX2 normalerweise ausschlieBlich an der Differenzierung intestinaler Epithelzellen
beteiligt und eine verminderte Expression wird mit Kolorektalem Karzinom assoziiert
(Mallo et al., 1997). In der AML ist eine Uberexpression von CDX2 im Zusammenhang
mit der Chromosomentranslokation t(12;13)-ETV6/CDX2 beschrieben worden (Chase et
al., 1999). Weitere Beispiele fliir Homdobox-Gene, welche an leukdmischen
Translokationen beteiligt sind und verstarkt exprimiert werden, sind PMXI und HOXI1
(Dube et al., 1991; Kataoka et al., 2001).

Das Homoo-Protein HLXB9:

HLXBY, auch als MNXI1 (motor neuron and pancreas homeobox I) bekannt, gehdrt zur
Klasse der ANTP-Homoobox-Gene und ist auf dem Chromosom 7q36 codiert. Auf
genomischer Ebene besteht HLXB9 aus 3 Exons und 1206 Basenpaaren (Abb. 3). Exon 2
und 3 codieren fiir die konservierte Homdéodomine. Das Protein HLXB9 besteht aus 401

Aminosduren und hat ein Molekulargewicht von 41 kDa.

a)
5‘—[ Exon 1 H Exon 2 I—l Exon 3 l—3‘
1 1206
b)
HZN{_H H 'Alal konserv. Doméne] ( HOI'I“' hﬁne ] ]—COOH
1 241 300 401

Abb. 3: Schematische Darstellung der HLXB9 Struktur. Struktur von HLXB9 auf (a) Nukleotid-Ebene
und (b) Proteinebene. G bzw. Ala steht fiir eine wiederholte Abfolge von Glycin bzw. Alanin.
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HLXB9 besitzt mehrere wiederholte Abfolgen von Poly-Alanin und Poly-Glycin und in-
silico Vorhersagen ergeben mehrere Phosphorylierungsstellen. Die Homdodoméne umfasst
die Aminosduren 241-300 und zeigt die groffte Sequenzidentitit zu HOXB2 (67%)
(Harrison et al., 1994). Innerhalb der Homdodoméne sind die Helices zwei und drei,
welche mal3geblich an der DNA-Erkennung beteiligt sind, hoch homolog zur Standard
Homoodoméne von Drosophila. Eine Ausnahme bildet ein Threonin anstelle eines
Arginins an Position 283. Die Homoodoméne wird von einer Gruppe stark azidophiler
Aminoséduren flankiert, die eventuell an der spezifischen DNA-Interaktion beteiligt sind.
Eine Besonderheit der HLXB9 Aminosdurensequenz ist die lange Abfolge von 14
Alaninen. Alanin Wiederholungen sind relativ selten beschrieben und treten bevorzugt im
N-terminalen Bereich von Transkriptionsfaktoren auf (Karlin et al., 2002; Lavoie et al.,
2003). Wahrscheinlich sind sie als Spacer zwischen funktionellen Domédnen fiir die
Protein-Konformation erforderlich. Fiir die Drosophila Homoo-Proteine En (engrailed)
und Kriippel ist anhand von Mutationsanalysen gezeigt worden, dass die lange Abfolge
von Alaninen fiir die Repressorfunktion der Proteine notwendig ist (Han and Manley,

1993; Licht et al., 1990).
Physiologische Expression von HLXBY:

Funktionell ist HLXB9 als Homoo-Protein an der embryonalen Entwicklung beteiligt.
Anhand von HLXB9 defizienten Miuse konnte gezeigt werden, dass HLXB9 an der
embryonalen, dorsalen Entwicklung des Pankreas und an der spéteren Differenzierung von
B-Zellen beteiligt ist (Harrison et al., 1994; Harrison et al., 1999; Li et al., 1999). Des
Weiteren spielt HLXB9 bei der Differenzierung von Motor-Neuronen eine wichtige Rolle
(Arber et al., 1999; Saha et al., 1997). HLXBY Transkripte wurden ebenfalls im
gastrointestinalen Trakt (Dickdarm, Diinndarm) und in B-Lymphozyten von Erwachsenen
beschrieben (Hagan et al., 2000; Harrison ef al., 1994). Eine Studie beschreibt zusétzlich
die Expression von HLXBY9 in CD34-positiven Knochenmarkszellen von gesunden
Erwachsenen (Deguchi and Kehrl, 1991). Dieses steht jedoch im Kontrast zu anderen
Studien (von Bergh et al.,, 2006). Direkte Ziel-Gene von HLXB9 sind derzeit nicht
bekannt.
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HLXBY9 in humanen Erkrankungen:

Obwohl tiber die Funktion von HLXB9O relativ wenig bekannt ist, ist eine Fehlregulation in

mehreren Erkrankungen beschrieben.

Heterozygote Mutationen in unterschiedlichen Bereichen des HLXB9-Gens verursachen
das Currarino-Syndrom, eine seltene, autosomal dominant vererbbare Krankheit, die sich
durch kongenitale Malformationen und Agenesie des Os sacrums auszeichnet (Cretolle et
al., 2008; Hagan et al., 2000; Ross et al., 1998). Ein Funktionsverlust von HLXB9 wird
mit der Progression von Brust- und Darmkrebs in Verbindung gebracht (Hollington et al.,
2004; Neufing et al., 2003). Im Gegensatz dazu wird, wie bereits erwéhnt, die starke
Expression von HLXBY in AMLs mit der Translokation t(7;12)-HLXBY/TEL beschrieben.
Die Zell-Linie GDM1, charakterisiert durch eine Translokation t(6;7), zeigt ebenfalls eine
schwache Expression von HLXB9 (Nagel et al., 2005).
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2. Ziele der Arbeit

Die Ziele dieser Arbeit gliedern sich in zwei Themenkomplexe. Der 1. Schwerpunkt liegt
auf der Analyse und Charakterisierung primédrer Knochenmarksproben von Patienten mit
einer Translokation t(7;12). Der 2. Schwerpunkt umfasst die molekulare Charakterisierung

des Transkriptionsfaktors HLXB9 im hdmatopoetischen Zell-System.

Anhand eines Screenings fiir das HLXBY/TEL Fusionstranskript soll der Anteil an
HLXBY/TEL pos. Patienten innerhalb der MLL-neg. Sduglings-AMLs beschrieben und die
als positiv identifizierten Patienten hinsichtlich gemeinsamer Merkmale verglichen

werden. Genexpressions-Analysen sollen Aufschluss iiber folgende Fragen geben:

1) Wie unterscheidet sich das Genexpressionsprofil von t(7;12) und 11q23/MLL positiven
Patientenzellen? Findet sich eine erhohte Expression von HOX-Genen, wie sie fiir MLL
positive Patientenzellen beschrieben ist, auch in t(7;12) pos. Patientenzellen? Welche
Signalwege werden durch differentiell regulierte Gene beeinflusst?

2) Wie unterscheidet sich das Genexpressionsprofil t(7;12) pos. Patientenzellen von
gesunden, CD34 pos. himatopoetischen Stammzellen? Zu welchen Signalwegen lassen

sich die differentiell regulierten Gene zuordnen?

Im 2. Teil der Arbeit sollen Expressions- und ChIP-on-Chip Analysen in einem HLXB9
exprimierenden Zell-System durchgefiihrt werden. Folgende Fragen sollen mit Hilfe des

Zell-Linien Systems beantwortet werden:

1) Welche direkten Promotor-Regionen kénnen in der ChIP-on-Chip Analyse identifiziert
werden? Zu welchen Signalwegen und GO-Terms lassen sich diese zuordnen?

2) Welchen Einfluss hat HLXB9 auf das Expressionsprofil myeloischer Zellen? Welche
Signalwege werden beeinflusst? Ergeben sich Uberschneidungen mit der Analyse der
Patientenzellen?

3) Welche direkten Ziel-Gene von HLXBY zeigen sowohl eine Bindung in der ChIP-on-
Chip Analyse, als auch eine verdnderte mRNA-Expression? Zeigen diese Ziel-Gene

auch eine veranderte Protein-Expression?
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4) Wie wirkt sich die Deletion der DNA-bindenden Homdodoméne auf die Expression
der Ziel-Gene aus?
5) Zeigt HLXBO einen Einfluss auf die ATRA-induzierte Zell-Differenzierung von HL60

Zellen?
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3.1 Mikrobiologische Arbeiten

3.1.1 Kultivierung von Bakterienstimmen

Die Anzucht von Escherichia coli (E. coli) -Kulturen fand in LB-Medium bei 37°C und
250 rpm tiber Nacht statt. Beimpft wurde von frischen LB-Vereinzelungsplatten bzw. fiir
Plasmidpréiparationen im groBen MaBstab aus Ubernachtkulturen. Als selektives
Antibiotikum wurde Ampicillin (Sigma-Aldrich) in einer Endkonzentration von 100 pg/ml
dem Medium hinzugefiigt. Zur Erhaltung dieser Kultur wurden 600 pl Bakteriensuspension

mit 400 pl Glycerin versetzt und bei —80°C gelagert.
3.1.2 Transformation von Escherichia coli

Fiir die Transformationen wurden kommerziell erhiltliche chemisch kompetente Zellen
verwendet (,,OneShot® Top10“, Invitrogen) und nach Anleitung des Herstellers nach der
Hitzeschock-Methode transformiert. Dabei wurden pro Transformation 10 pg -100 ng
eines Plasmides oder 5 pul eines Ligationsansatzes verwendet. Nach erfolgter
Transformation wurden die Zellen auf LB-Platten mit dem entsprechenden

Selektionsantibiotikum ausplattiert.
3.2 Zellkultur Techniken

Der Umgang mit humanen und murinen Zell-Linien erfolgte unter sterilen Bedingungen.
Die Vorschriften fiir das Arbeiten mit GVO (S1 und S2) wurden stets eingehalten. Zum
waschen bzw. pelletieren von Zellen wurden diese bei 400 g und Raumtemperatur fiir
5 min zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellen im Folgemedium

aufgenommen.
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3.2.1 Kultivierung von eukaryontischen Zell-Linien

Die Kultivierung von eukaryontischen Zellen fand in einem feuchtigkeitsgesittigten
Brutschrank bei 37°C und 5% CO; statt. HL60 Zellen wurden alle 2-3 Tage im Verhiltnis
1:5 bis 1:8 mit frischem Medium (RPMI 1640, 10% FKS, 1% Penicillin/Streptomycin (P/S), 2 mM
Glutamin) verdiinnt. GDM-1 Zellen wurden zweimal pro Woche 1:3 mit frischem Medium
(RPMI 1640, 20% FKS, 1% P/S) verdiinnt. Bei den adhdrenten Zell-Linien (HEK 293T,
EcoPhoenix) wurde alle 2-3 Tage das alte Medium entfernt, die Zellen mit PBS gewaschen
und anschlieBend durch die Zugabe von Trypsin/EDTA abgelost. Zum Abstoppen der
Reaktion wurde frisches Medium (DMEM + GlutaMAX™, 10% FKS, 1% P/S) zu den Zellen
gegeben und diese zum Vereinzeln gut resuspendiert. HEK 293T und EcoPhoenix Zellen
wurden anschlieBend 1:5-1:8 geteilt und mit frischem Medium weiter kultiviert. Die

Bestimmung der Zellzahlen erfolgte mit Trypanblau in einer Neubauer-Zahlkammer.

3.2.2 Kryokonservierung

Fiir die Langzeitlagerung wurden ca. 5 Mio. Zellen pelletiert (400 g, 5 min, RT) und
anschlieend in 1,5 ml FKS/10% DMSO resupendiert. Die Zellen wurden in Kryoréhrchen
(Corning) tberfiihrt und in mit Isopropanol gefiillten Kryo-Einfrierbehdltern (Nalgene)
zunéchst bei -80°C gelagert. Die Langzeitlagerung der Kryordhrchen fand in der Gasphase
von fliissigem Stickstoff statt. Fiir die Rekultivierung wurden die Zellen im Wasserbad bei
37°C aufgetaut und schnellstmdglich unter Zugabe von 10 ml Voll-Medium pelletiert
(400 g, 5 min, RT). AnschlieBend wurden die Zellen in 37°C vorgewédrmtem Medium

weiter kultiviert.

3.2.3 Elektroporation und Puromycin Selektion von HL.60 Zellen

Fiir die Generierung der stabilen Zell-Linien HL60[HLXBY], HL60[HLXBY/TEL] und
HL60[mock] wurden HL60 Zellen durch Elektroporation (EPI 2500, Dr.Fischer,
Heidelberg) mit der entsprechenden Plasmid-DNA transfiziert. Die verwendeten Parameter
der Transfektion (Zellzahlen, Medium, Temperatur, DNA-Gehalt) wurden experimentell
bestimmt und fiir die HL60 Zellen optimiert. Am Tag vor der Transfektion wurden die
HL60 Zellen mit frischem Medium versorgt und auf eine ungefdhre Zelldichte von

0,5 Mio. Zellen/ml verdiinnt. Pro Elektroporationsansatz wurden 10 Mio. Zellen
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abzentrifugiert und mit PBS gewaschen. Das Pellet wurde in 500 ul RPMI ohne FKS bei
Raumtemperatur resuspendiert. Nach der Zugabe von 10 pg linearisiertem Plasmid (Pvul
geschnitten) wurde der Ansatz kurz gemischt und in eine Elektroporationskiivette (4 mm,
Peqlab) tiberfiihrt. Die Elektroporation fand bei 400 V und 10 ms statt. Sofort nach der
Elektroporation wurden die Zellen in 10 ml vorgewdrmtem Medium aufgenommen. Nach
24 Stunden erfolgte ein Mediumwechsel. Nach weiteren 24 Stunden wurde das Voll-
Medium durch puromycinhaltiges Medium (0,5 pg/ml) ersetzt. Die optimale Konzentration
an Puromycin wurde vorher experimentell bestimmt. Durch die Kultivierung in
Anwesenheit von Puromycin sind nur die Zellen {iberlebensfiahig, welche die pMC-
Plasmide durch die Transfektion aufgenommen haben und somit das Puromycin-
Resistenzgen tragen. Durch die Selektion und Kultivierung iiber vier Wochen bilden sich

oligoklonale Zellen, bei welchen die Plasmid-DNA stabil im Genom integriert vorliegt.

3.2.4 ATRA-induzierte Differenzierung von HL60 Zellen

Fiir die ATRA-induzierte Differenzierung von HL60 Zellen wurden 0,1 Mio. in der log
Phase befindliche Zellen zum Zeitpunkt 0 in 6-well Platten in einem Volumen von 3 ml
ausgesit. Die Induktion fand mit 1-20 uM ATRA (max. Differenzierung bei 20 uM) statt.
Die ATRA-Stockldsung lag in DMSO geldst in einer Konzentration von 250 mM vor. Als
Negativkontrolle wurden die HL60 Zellen mit der entsprechenden Konzentration an
DMSO induziert. Nach 48 h wurden die Zellen in der FACS-Analyse auf die Expression
von Differenzierungsmarkern untersucht. Zu den Antigenen, welche nach ATRA Induktion

differentiell exprimiert werden, gehdren u.a. CD11b und CD38 (Barber et al., 2008).

3.2.5 Priparation von Knochenmarkszellen aus murinem Knochenmark

Primére Knochenmarkszellen wurden aus 6-8 Wochen alten Maiusen des Stammes
C57BL/6 gewonnen. Die Tiere wurden durch zervikale Dislokation euthanisiert und Tibia
und Femur prépariert und von Muskelresten gesdubert. Fiir die Isolierung der Zellen
wurden die Knochenmarkhohlen mit Hilfe einer G26-Kaniile und einer 20 ml Spritze mit
MACS-Puffer (Miltenyi Biotech) ausgespiilt und zum Entfernen von nicht-
hdmatopoetischen Zellen iiber ein mit Puffer befeuchtetes 100 pm-Zellsieb filtriert.

AnschlieBend wurden die Zellen zum Vereinzeln durch ein 40 pm-Zellsieb filtriert und mit
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MACS-Puffer gewaschen. Zum Abschitzen der Zellzahl wurde eine Erythrozytenlyse
durchgefithrt und anschlieBend die mononukledren Zellen gezéhlt. Fiir alle weiteren
Versuche wurden die Zellzahlen iibernommen (30 Mio. Zellen pro Maus) und auf die
Erythrozytenlyse verzichtet, da diese einen zusidtzlichen Stressfaktor fiir die Zellen

darstellt.

3.2.6 Isolierung und Kultivierung von murinen himatopoetischen Stammzellen

Alle nachfolgend beschriebenen Mengenangaben beziehen sich auf 10 Mio. mononukledre
Zellen. Fir die Markierung der Zellen wurden diese zunidchst in 40 pl MACS-Puffer
resuspendiert. Anschliefend erfolgte die Zugabe von 10 pl Biotin-Antikdrper Mix. Dieser
Antikorper Mix ist Bestandteil des ,,Lineage Cell Depletion Kits* und enthélt Biotin-
gekoppelte Antikorper gegen die sogenannten lineage (lin) Antigene: CD5, CD45R
(B220), CD11b, Anti-Gr-1 (Ly-6G/C), 7-4, und Ter-119. Der Ansatz wurde gemischt und
fiir 10 min auf Eis inkubiert. Danach wurden dem Ansatz weitere 30 pl MACS-Puffer,
sowie 20 pl Anti-Biotin MicroBeads (ebenfalls Bestandteil des ,,Lineage Cell Depletion
Kits*) zugefiigt und gemischt. Es folgte eine weitere Inkubation fiir 15 min auf Eis. Zum
Entfernen samtlicher nicht-gebundener Antikérper und MicroBeads wurde der Ansatz nach
Beenden der Inkubationszeit mit 18 ml MACS-Puffer gewaschen und das Zellpellet in
500 ul MACS-Puffer (bei bis zu 125 Mio. Zellen) aufgenommen. Ein Aliquot von 10 pl
wurde flir die spatere FACS-Analyse entnommen. Fiir die Selektion der /in negativen
Zellen wurde eine MACS LD Séule in einen MACS MidiMagneten eingespannt und mit
2 ml MACS-Puffer dquilibriert. Dann wurde der 500 pl Zell-Ansatz auf die Sdule pipettiert
und der Durchfluss mit den /in negativen Zellen aufgefangen. Die Siule wurde
anschlieBend mit 2 x 1 ml MACS-Puffer gewaschen und der Durchfluss ebenfalls
aufgefangen. Fiir die Elution der an die Sdule gebundenen /in positiven Zellen wurde die
Sdule vom Magneten genommen, mit 3 ml MACS-Puffer beladen, und der Puffer mit dem

Stempel durch die Sdule gedriickt.

Die /in negativen Zellen wurden gezihlt und ein Anteil fiir die FACS-Analyse entnommen.
Die restlichen Zellen wurden in StemSpan Medium (TAKARA) (10% FKS, 1% P/S) in
Anwesenheit von 100 ng/ml SCF, 100 ng/ml FLT3L, 100 ng/ml TPO, 25 ng/ml IL6 und
25 ng/ml IL11 kultiviert.
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3.2.7 Antikorperfarbung und Analytische Durchflusszytometrie (FACS)

Fir den Nachweis zelluldrer Oberflichenmarker mittels FACS-Analyse wurden die
entsprechenden Oberflichenmarker mit Fluoreszein-Isothiocyanat (FITC)-, Phycoerythin
(PE), Peridinin-Clorophyllprotein (PerCP)- und Allophycocyan (APC)-gekoppelten
Antikorpern angefirbt. Pro Ansatz wurden zwischen 100.000 und 500.000 Zellen
eingesetzt. Die Konzentration der Antikorper entsprach den Herstellerangaben und wurde
entsprechend mit PBS verdiinnt. Nach Zugabe des Antikorpers wurde der Ansatz gemischt
und fiir 15 min bei 4°C im Dunkeln inkubiert. Als Negativkontrolle wurde zu jeder
Farbung eine  Isotypkontrolle mit gleicher Konzentration und gleichen
Inkubationsbedingungen mitgefiihrt. Nach beendeter Inkubationszeit wurden die Proben
mit 4 ml PBS gewaschen und das Zellpellet in 300 ul PBS resuspendiert. AnschlieBend
wurden die Zellen im FACS-Gerdt (FACSCalibur, BD) analysiert. Pro Messung wurden
zwischen 20.000 und 50.000 Ereignisse aufgenommen. Die Auswertung der Ergebnisse
erfolgte mit der Software FlowJo 7.2.4.

3.2.8 Transiente Transfektion mittels Polyethylenimin (PEI)

Die transiente Transfektion von HEK 293T oder EcoPhoenix Zellen erfolgte mit dem
Transfektionsreagenz PEIL Dafiir wurden am Abend vor der Transfektion 5 x 10° Zellen
auf einer 10 cm-Zellkulturplatte in DMEM+GlutaMAX™ (10% FKS, 1% P/S) ausgesit. Am
nichsten Tag erfolgte die Transfektion. Daflir wurde zunichst 18 pg des Zielplasmides mit
DMEM+GlutaMAX™ ohne FKS in einem Gesamtvolumen von 1 ml vermischt.
AnschlieBend wurden 45 pg des PEI-Reagenz mit DMEM+GlutaMAX™ ohne FKS
ebenfalls in einem Gesamtvolumen von 1 ml vermischt. Die beiden Ansdtze wurden gut
vermischt und fiir 20 min bei RT inkubiert. In der Zwischenzeit wurde das Medium der am
Vortag ausgesiten Zellen abgenommen und mit 4 ml DMEM+GlutaMAX™ (15% FKS, 1%
P/S) ersetzt. Nach Beendigung der Inkubationszeit wurden die 2 ml des PEI/DNA-
Gemisches vorsichtig auf die Zellen getropft und diese bei 37°C und 5% CO; inkubiert.
24 h nach der Transfektion erfolgte ein Mediumwechsel. Das PEI-haltige Medium wurde
entfernt und mit 10 ml Voll-Medium ersetzt. Zu diesem Zeitpunkt lief3 sich die Expression

des GFP-Proteins im Fluoreszenz-Mikroskop beobachten.
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3.2.9 Produktion und Konzentration von retroviralen Uberstinden

Fiir die Herstellung gammaretroviraler Uberstinde wurde die Zell-Linie EcoPhoenix
verwendet. Diese Verpackungszellen leiten sich von HEK 293T-Zellen ab und enthalten
bereits die retroviralen gag-, pol- und env-Gene stabil im Genom integriert. Das
Verpackungssignal fiir diese Gene ist deletiert, d.h. erst nach Transfektion eines
retroviralen Expressionsvektors (z.B. pMSCV) konnen infektidse virale Partikel produziert
werden. Retrovirale Expressionsvektoren enthalten neben der Sequenz des Ziel-Genes u.a.

das Verpackungssignal ¥+.

Die Transfektion der EcoPhoenix Zellen fand wie unter 3.2.8 beschrieben statt. 24 h nach
dem Mediumwechsel wurde der Uberstand abgenommen und filtriert (0,45 pm
PorengroBe). Zum Ankonzentrieren der Uberstinde wurden 40 ml filtrierter Uberstand in
40 ml Réhrchen (PAA, PA50040) bei 4°C und 10.000 rpm fiir zwei Stunden zentrifugiert
(Zentrifuge Beckman J2-21, JA-12 Rotor). AnschlieBend wurden die Uberstinde
abgenommen und die Virus Sedimente in 400 ul Stemspan Medium (10% FKS, 1% P/S)

resuspendiert und bei -80°C gelagert.
3.2.10 Transduktion von murinen himatopoetischen Stammzellen

Nach der Selektion von murinen /in negativen Stammzellen wurden diese filir 24 Stunden
in Anwesenheit von 100 ng/ml SCF, 100 ng/ml FLT3L, 100 ng/ml TPO, 25 ng/ml IL6 und
25 ng/ml IL11 in StemSpan Medium (10% FKS, 1% P/S) prastimuliert. Fiir die spétere
Transduktion wurden bis zu 500.000 Zellen in ein mit RetroNectin® beschichtetes well
einer 24-well Platte gegeben. RetroNectin® ist ein humanes rekombinantes
Fibronektinfragment mit virus- und zellbindenden Doménen wund steigert die
Transduktionseffizienz, indem es Zellen und Viruspartikel in rdumliche Nihe zueinander
bringt (Moritz et al., 1996). Die Beschichtung von Zellkulturplatten mit RetroNectin® fand
nach Anleitung des Herstellers (TAKARA) statt.

Nach 24 h Priastimulation fand die erste Transduktion statt. Dafiir wurde fiir jedes 24er-
well der Stammzellen ein 100 pl Aliquot des bei -80°C gelagerten Virusiiberstandes

aufgetaut und mit 400 pl StemSpan Medium (10% FKS, 1% Pen/Strep, Zytokine s.o0.) verdiinnt.
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Das alte Medium wurde von den Stammzellen entfernt und durch den Virusiiberstand

ersetzt. Zusatzlich wurde den Ansdtzen noch 4 pug/ml Protaminsulfat zugefiigt.

AnschlieBend wurde die Zellkulturplatte bei 1000 g und 32°C eine Stunde zentrifugiert.
Danach wurde die Platte fiir 6 h im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Anschlieend erfolgte
ein Mediumwechsel. 24 und 48 h nach der ersten Transduktion erfolgten eine zweite und
dritte Transduktionsrunde. Der Anteil an GFP-positiven Zellen konnte 24 h nach der
dritten Transduktionsrunde in der FACS-Analyse gemessen werden. Die Sortierung der
Zellen nach ihrer GFP-Fluoreszenz wurde 72 h nach der dritten Transduktionsrunde extern
von der ,,Core Flow Cytometry Facility” des Universitédtsklinikums Diisseldorf mit einem

Hochgeschwindigkeitssorter ,,MoFlo XDP* der Firma Beckman-Coulter durchgefiihrt.
3.3 Arbeiten mit Nukleinsiuren

3.3.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

3.3.1.1 Standard-PCR

Die Polymerase-Kettenreaktion wurde mit chromosomaler DNA oder zirkuldrer Plasmid-
DNA als Matrize durchgefiihrt. Die verwendeten Oligonukleotide (Primer) sind im
entsprechenden Abschnitt des Ergebnisteils beschrieben (Sequenzen vgl. Tab. 5). Fiir
Kontroll-PCRs wurde eine Tag-Polymerase verwendet. Ein Ansatz bestand aus 5 ul 10x
Tag-Pufter, je 2,5 ul Primer (10 uM), 5-500 ng DNA, 1 pul dNTPs (10 uM) und 1 pl Tag-
Polymerase (5 U pl') und deion. H,O in einem Gesamtvolumen von 50 pl. Fiir
Klonierungen = wurde  die  Phusion-Polymerase = verwendet, = welche  iiber
3'-5"Exonukleaseaktivitit (proof-reading) verfiigt. Ein Ansatz bestand aus 10 pl 2x
Phusion-Master-Mix (enthidlt die Phusion-Polymerase, Puffer und dNTPs), 5-500 ng
Matrizen-DNA und je 1 pl Primer (10 pM).

Ein allgemeines Programm fiir die Amplifikation sah wie folgt aus:

1) 5 min 96°C initiale Denaturierung

2) 1 min 96°C Denaturierung

3) 45 sek 55-60°C Annealing

4) 1 min/kb 72°C Extension — 30-35 Zyklen Schritt 2-4
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5) 7 min 72°C Extension
6) 00 4°C Abkiihlen

Die PCR-Produkte wurden mit Hilfe des ,,PCR-Purification-Kits* von Qiagen aufgereinigt
bzw. die Banden aus dem Agarosegel ausgeschnitten und mit Hilfe des ,,Gel-Extraction-

Kits* aufgereinigt.
3.3.1.2 Nested-PCR zur Identifizierung des HLXB9/TEL Bruchpunkts

Fiir die Amplifikation des HLXBY9/TEL Bruchpunktes wurde der kommerzielle PCR-
Master Mix AccuPrime (Invitrogen) verwendet. Dieser enthilt eine 7Tag-Polymerase,
Puffer und dNTPs im entsprechenden Verhiltnis. Als Matrize fiir die PCR diente cDNA
aus Patientenmaterial (RT-PCR). Die Amplifikation fand iiber eine Nested-PCR statt, d.h.
1 ul des PCR-Produktes wurde als Template fiir eine zweite PCR eingesetzt. Beide PCR-
Ansétze bestanden aus 12,5 pl AccuPrime Mix, je 1 ul Primer (10 uM), 1 ul cDNA
(50 ng) bzw. 1 pl des 1. PCR-Produktes und deion. H,O in einem Gesamtvolumen von 25
ul. Fir die erste PCR wurden die Primer HLXB9-642F und TEL R1, fiir die 2. PCR die
Primer HLXBY9-651F und TEL-R10 verwendet. Beide PCRs durchliefen folgendes

Programm:

1) 3 min 96°C Vorlauf

2) 15 sek 96°C Denaturierung

3) 1 min 58°C Annealing

4) 30 sek 68°C Extension — 35 Zyklen Schritt 2-4
5) 2 min 68°C Extension

6) o0 4°C Abkiihlen

Die PCR-Banden wurde aus dem Agarosegel extrahiert und TOPO-TA kloniert (vgl.
Abschnitt 3.3.4). Positive Klone wurden mittels Sanger-Sequenzierung sequenziert (vgl.

Abschnitt 3.3.7).

23



3. Methoden

3.3.1.3 Quantitative RT-PCR
»lTaqMan“-PCR:

Die quantitative PCR wurde entweder als TagMan- oder als SYBR®Green-PCR in einem
,»7900HT real-time* Gerét der Firma Applied Biosystems in 96-well Platten durchgefiihrt.
Fiir die TagMan-PCR wurde ein spezifischer Assay-Mix von ABI verwendet, der sowohl
Gen-spezifische Primer, als auch eine spezifische Sonde enthilt. Die Sonden sind mit zwei
verschiedenen Farbstoffen versehen (z.B. Reporter: FAM, Quencher: TAMRA). Nach der
Denaturierung der DNA Stringe lagert sich die Sonde komplementir an die Ziel-Sequenz
an. Wihrend der PCR wird die Sonde bei einer spezifischen Wellenldnge zur Fluoreszenz
angeregt. Wenn wihrend der Elongationsphase der PCR die Polymerase auf die Sonde
stofBt, wird diese hydrolytisch gespalten. Der Reporter verliert dabei seine rdumliche Néhe

zum Quencher und die Fluoreszenz kann somit detektiert werden.

Jeder Ansatz hatte ein Gesamtvolumen von 20 pl und bestand aus 10 ul 2x TagMan
Universal-Mix, 1 pl Assay Mix, 7 pul H,O und 2 pl (12,5 ng) cDNA. Der TagMan
Universal Mix enthilt eine AmpliTaq Gold® DNA Polymerase im geeigneten Puffer, eine
AmpErase UNG zur Vermeidung von Kontaminationen durch bestehende PCR-Produkte
und dNTPs mit dUTPs. Sdmtliche TagMan-PCRs liefen nach folgendem Programm ab:

2 min 50°C Inkubation fiir die AmpErase UNG
10 min 95°C Aktivierung der AmpliTaq Gold® DNA Polymerase
15 sek 95°C Denaturierung

1 min 60°C Annealing/Extension

Der Denaturierungs- und Annealing/Extension-Schritt wurde 40-mal wiederholt.
,,SYBR®Green“-PCR:

Bei der SYBR®Green-PCR interkaliert der Fluoreszenz-Farbstoff SYBR®Green in die
doppelstringige DNA, und die Fluoreszenz nimmt mit Zunahme der amplifizierten DNA
zu. Jeder SYBR"Green Ansatz fand in einem Gesamtvolumen von 20 pl statt und bestand
aus 10 ul 2x SYBR“Green Universal-Mix, 6 pl H,O, je 1 ul Primer 10 uM und 2 pl
(12,5 ng) cDNA. Der Universal-Mix enthélt eine AmpliTaqg Gold® DNA Polymerase im
geeigneten Puffer, den SYBR®Green Farbstoff und dNTPs mit dUTPs. Samtliche

24



3. Methoden

verwendeten Primer hatten eine Schmelztemperatur von 60°C, so dass alle Reaktionen

nach folgendem Standard Programm ablaufen konnten:

(2 min 50°C Inkubation fiir die AmpErase UNG)
10 min 95°C Aktivierung der AmpliTaq Gold® DNA Polymerase
15 sek 95°C Denaturierung

1 min 60°C Annealing/Extension

Die anfanglichen zwei Minuten bei 50°C dienten der Inkubation mit AmpErase UNG und
wurde standardméBig mitgefiihrt auch wenn der Ansatz keine AmpErase UNG erforderte.
Der Denaturierungs- und Annealing/Extension-Schritt wurde 40-mal wiederholt. Zum
Erstellen einer Schmelzkurve erfolgten anschlieBend noch ein Zyklus fiir 15 sek bei 95°C
und ein Zyklus von 15 sek bei 60°C. Anhand der Schmelztemperaturen konnten die
Fluoreszenzsignale eindeutig dem PCR-Produkt oder moglichen Primer-Dimeren

zugeordnet werden.

Um Qualititsunterschiede bei der RNA-Priparation bzw. cDNA-Synthese auszugleichen,
wurde [-AKTIN als Housekeeping-Gen in jeder Probe mit amplifiziert. Anschlieend
konnte die Expression der Ziel-Gene zu der Expression von 3-AKTIN normalisiert werden.
Die gemessenen Werte wurden nach der Formel Expression = 27 delogarithmiert. Alle

Ansitze fanden in Triplikaten statt.
3.3.1.4 Overlap extension PCR

Fiir die Generierung der Mutante HLXB9(Dell) wurde die overlap extension PCR nach
Horton mit Modifikationen angewendet (Horton ef al., 1989). Dabei sollte der Bereich des
HLXB9-Gens deletiert werden, welcher fiir die potenzielle DNA-bindende Doméne codiert
(siche Abb. 4 (a), vgl. Abschnitt 1.4.3).
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(@)

Helix 1 Helix 2 Helix 3

NH3 4...AFTSQQLLELEHQFKLNKYLSRPKRFEVATSLMLTETQVKIWFQNRRMKWKRSKK... Pcoon

DNA-bindende Doméne

(b)
PCR 3
PCR 1 ~FPCR2
5| ATG.. R TGA 3
EPCR 1 EE PCR 2

PCR 3

Abb. 4: Grafische Darstellung der Deletion HLXB9(Dell). (a) Ausschnitt aus der Homdodoméne von
HLXB9. Der fiir die unterstrichenen Aminosduren codierende Bereich wurde iliber PCR-Mutagenese
deletiert. (b) Ansatzstellen fiir die Primer der PCR-Mutagenese.

Zunichst wurden in einer jeweils 1. und 2. PCR-Reaktion die Bereiche amplifiziert,
welche die DNA-bindende Doméne flankieren (siche Abb. 4 (b)). Fiir die PCR 1 wurden
die Primer pMC-HB9-fwd und HB9 dell 2 verwendet. Der Primer HB9 dell 2 enthélt
neun Nukleotide, welche komplementér zu dem Fusionspartner sind. Fiir die PCR 2
wurden die Primer HB9 dell 3 und pMC-HB9-rev verwendet. Der Primer HB9 dell 3
enthilt ebenfalls neun Nukleotide, welche komplementér zu der zu fusionierenden Sequenz
sind. Durch die komplementiren Bereiche ist eine spdtere Hybridisierung der beiden
Flanken moglich. Ein PCR-Ansatz bestand aus 10 pl 2x Phusion-Master-Mix (enthélt die
Phusion-Polymerase, Puffer und dNTPs), 100 ng pMC[HLXBY] als Matrize, je 1 pl Primer
(10 uM) und deion. H,O in einem 20 pl Ansatz Gesamtvolumen. Die PCRs liefen nach

folgendem Programm:

1) 30 sek 98°C Vorlauf

2) 7 sek 98°C Denaturierung

3) 20 sek 69°C Annealing

4) 1 min 72°C Extension — 40 Zyklen Schritt 2-4
5) 7 min 72°C Extension

6) 0 4°C Abkiihlen
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Die Produkte der PCR 1 und 2 wurden mit Hilfe eines ,,PCR-Purification Kits“
aufgereinigt und jeweils 0,5 pl des PCR-Produktes dienten anschlieBend als
Ausgangsmaterial fiir die Hybridisierungs-PCR 3. Fiir diese PCR wurden die Primer pMC-
HB9-fwd und pMC-HBO9-rev verwendet und es kommt zu einer Fusion der beiden
flankierenden Bereiche. Das entstandene Gen-Produkt HLXB9[Dell] wurde anschlieBend
ebenfalls tiber ein ,,PCR-Purification Kit*“ aufgereinigt und konnte fiir die nachfolgende

Klonierung in den Expressionsvektor pMC verwendet werden.
3.3.2 Konzentrationsbestimmung von Nukleinséduren

Die Konzentration von Nukleinsduren wurde spektralphotometrisch iiber ihre Absorption

®
bei 260 nm im NanoDrop ND-1000 bestimmt.
3.3.3 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Groflenbestimmung und zur préparativen Auftrennung von Nukleinsduren wurden 0,6
bis 1,5%ige Agarose-Gele in 1x TAE-Puffer (BioRad, Herkules, USA) verwendet, die mit
0,5 pg/ml Ethidiumbromid (Sigma Aldrich) versetzt waren. Der Gellauf erfolgte bei 100-
120 V. Zur Abschitzung der GroB3e von DNA-Fragmenten wurden 1 kb und 100 bp DNA-
Leiter (GeneRuler, Fermentas) verwendet. Ethidiumbromid interkaliert in die
doppelstrangige DNA und die Fluoreszenz konnte bei 302 nm im UV-Transilluminator
(INTAS) detektiert werden. Fiir die Isolierung und Aufreinigung von elektrophoretisch
aufgetrennten DNA-Banden, wurden diese mit sterilen Skalpellen ausgeschnitten und

anschlieBend mit Hilfe eines ,,Gel-Extraction-Kits* aufgereinigt.
3.3.4 Klonierungen und enzymatische Reaktionen

Gereinigte PCR-Produkte und Vektoren wurden mit Restriktionsenzymen der Firma NEB
geschnitten, so dass die entstandenen iiberhdngenden Enden zueinander komplementér
waren und eine Ligation des PCR-Fragmentes in den gewiinschten Vektor erlaubten. Die
enzymatisch geschnittenen PCR-Fragmente wurden mit Hilfe eines ,,PCR-Purification-
Kits* aufgereinigt. Die geschnittenen Plasmide wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt

und die gewiinschte Bande ausgeschnitten und iiber ein ,,Gel-Extraction-Kit* gereinigt.
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AnschlieBend fand die Ligation des PCR-Produktes in den Vektor mit Hilfe des ,,Rapid
Ligation-Kits* nach Anleitung des Herstellers (Roche) statt. Der Ligationsansatz konnte

direkt fiir die Transformation in kompetente £. Coli Top10 verwendet werden.
TOPO-TA-Klonierung:

Fiir ungerichtete Klonierungen mit einem 3°A Uberhang wurde das ,,TOPO TA Cloning
Kit“ der Firma Invitrogen nach Anleitung des Herstellers verwendet. Fiir die

Sequenzierung wurde der mitgelieferte Primer M 13 verwendet.
3.3.5 DNA-Isolierung

3.3.5.1 Isolierung von Plasmid-DNA

Fiir die Isolierung und Aufreinigung von Nukleinsduren wurden kommerzielle Kits nach
Anleitung des Herstellers verwendet. Plasmidpriaparationen wurden im kleinen Maf3stab
mit Hilfe des ,,FastPlasmid Mini Kits* (5'Prime) und im gro8en Malistab mit Hilfe des

»NucleoBond® Kits* (Macherey Nagel) fiir Maxipréiparationen durchgefiihrt.
3.3.5.2 Isolierung von genomischer DNA

Genomische DNA aus Zell-Linien wurde mit Hilfe des ,,DNeasy Blood & Tissue Kits*
nach Anleitung des Herstellers (Qiagen) gewonnen. Die DNA wurde bei 4°C oder fiir die
Langzeit-Lagerung bei -20°C gelagert.

3.3.6 Sequenzierung

Sequenzierungen erfolgten nach der Kettenabbruch-Methode (Sanger et al, 1977).
Zunichst fand eine PCR an der Ziel-DNA statt, wobei Fluoreszenz markierte dNTPs in die
amplifizierte DNA eingebaut wurden. Ein PCR- Ansatz bestand aus 4 pl ,,Terminator Mix*
(Applied Biosystems), 100-500 ng DNA, 0,5 pl Primer 10 pmol und deion. H,O in einem
Volumen von 20 pl. Das PCR-Programm bestand aus 26 Zyklen:

30 sek 96°C Denaturierung
30 sek 55°C Annealing
4 min 60°C Extension
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Nach erfolgter PCR wurden die Ansdtze mit Hilfe des “DyeEX” Kits von Qiagen nach
Anleitung des Herstellers aufgereinigt. Die gereinigten PCR-Produkte wurden in
Anwesenheit von 20 pl Formamid in einem DNA-Sequenzier-Gerdat (3130 Genetic

Analyzer, Applied Biosystems) sequenziert.

3.3.7 Extraktion von RNA und ¢cDNA Synthese

Alle RNA-Arbeiten wurden mit RNase-freien Reagenzien an einem speziellen, moglichst

RNase-freien Arbeitsplatz durchgefiihrt.

RNA aus Patientenmaterial wurde mit Hilfe von TRIZOL der Firma Invitrogen extrahiert.
Bei dem verwendeten Patientenmaterial handelte es sich um mononukleire Zellen, welche
in 250 pl PBS bei -80°C gelagert wurden. Die Zellen wurden vorsichtig auf Eis aufgetaut

und noch wihrend des Auftauens mit 1 ml TRIZOL vermischt und resuspendiert.

Die Durchfiihrung erfolgte in Anlehnung an das Protokoll der Hersteller mit folgenden
Modifikationen: Die Prazipitation der RNA fand in 100%igem Ethanol statt (3-4 faches
Volumen). Die Fillung erfolgte bei -20°C fiir 2 h. Fiir das Waschen des RNA-Pellets
wurde 85%iges Ethanol verwendet. Das RNA-Pellet wurde in 10-50 ul RNase-freiem H,O
gelost und die Konzentration spektralphotometrisch im NanoDrop bestimmt. Die RNA

wurde entweder direkt fiir die cDNA-Synthese verwendet oder bei -80°C gelagert.

Fiir die Gewinnung von RNA aus Zell-Linien wurde das ,,RNAeasy* Kit nach Anleitung

des Herstellers Qiagen verwendet.
cDNA-Synthese:

Fiir die cDNA-Synthese wurde 1 pg RNA mit Hilfe des ,,QuantiTect Kits* von Qiagen

nach Anleitung des Herstellers umgeschrieben.

3.3.8 Genexpressions-Analyse mit Affymetrix Mikroarrays

Fiir die Affymetrix Genexpressions-Analysen wurden 300 ng RNA verwendet und nach
Anleitung des Herstellers (Handbuch: GeneChip WT Sense Target Labeling Assay) mit den
angegebenen Kits in cDNA umgeschrieben und mit Fluoreszenz-Farbstoffen markiert. Die

Array-Analysen fanden in Triplikaten statt, d.h pro Ansatz wurde die RNA von drei

29



3. Methoden

unterschiedlichen Zell-Passagen der HL60[HLXB9] bzw. HL60[mock] Zellen verwendet.
Die Hybridisierung auf humane ,,GeneChip® 1.0 ST Arrays“, sowie die Analyse der
Rohdaten wurde extern vom Biomedizinischen Forschungszentrum (BMFZ), Diisseldorf
durchgefiihrt. Die weitere statistische Auswertung wurde von Christian Ruckert,

Universitit Miinster, durchgefiihrt (vgl. Abschnitt 3.5).

3.4 Arbeiten mit Proteinen

3.4.1 Herstellung von Gesamtprotein-Rohextrakten mittels RIPA-Puffer

Fiir die Herstellung von Gesamtprotein-Rohextrakten wurden zunéchst 10 Mio. Zellen mit
PBS gewaschen und anschlieBend als Zellpellet schockgefroren und bei -80°C bis zur
weiteren Verwendung gelagert. Fiir die Zelllyse wurde das Pellet in 200-400 ul RIPA-
Puffer (50 mM Tris pH 8.0, 150 mM NaCl, 0,5% Deoxycholate, 1% NP-40, 0,1% SDS; frisch 1x PIC,
50 mM NaF) resuspendiert und flir 10 min auf Eis inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zelltriimmer bei maximaler Geschwindigkeit abzentrifugiert und der Uberstand mit den
l6slichen Proteinen vorsichtig abgenommen. Fiir die SDS-Gelelektrophorese wurde pro

Spur das Aquivalent von 0,1-2 Mio. Zellen aufgetragen.

3.4.2 Chromatin-Immunprizipitation und Promotor-Array-Analyse (ChIP-on-

Chip)

Fiir die ChIP-on-Chip Experimente wurden HL60 Zellen verwendet, die stabil mit dem
Konstrukt pMC[HLXBY] transfiziert wurden und das Zielprotein HLXB9-flag dauerhaft
produzieren. Fiir die Kontrollexperimente wurden HL60 Zellen stabil mit dem Leervektor
transfiziert (HL60[mock]). Die Methode basiert auf der Anleitung und den Produkten des
»impleChIP Enzymatic Chromatin [P Kits* (Cell Signaling Technology). Eigene
Modifikationen sind nachfolgend detailliert beschrieben, ansonsten fand die Durchfiihrung
nach Anleitung des Herstellers statt. Die Abb. 5 gibt eine schematische Darstellung der
ChIP-on-Chip Methode wieder.

30



3. Methoden

Formaldehydvernetzung Enzymatischer Verdau der
von HLXB9 mit genom. DNA genom. DNA
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Hybridisierung auf Promotor-Arrays Proteinverdau, Aufreinigung und Amplifikation der

DNA, Markierung mit Fluoreszenz-Farbstoffen

Abb. 5: Allgemeiner Uberblick der ChIP-on-Chip Methode.

Crosslinking von Protein und DNA:

Beim crosslinking der Zellen erfolgt eine Vernetzung von Proteinen und DNA. Dazu
wurden 20 Mio. Zellen in 20 ml Vollmedium mit 37%iger Formaldehyd-Losung (1%
Endkonzentration) versetzt und fiir exakt 10 Minuten auf einem Rollen-Inkubator bei
Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurde die Reaktion durch Zugabe von 250 mM
Endkonzentration Glycin und 5-miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur abgestoppt. Die
Zellen wurden zweimal mit 20 ml eiskaltem PBS und einmal mit PBS + PIC gewaschen,

pelletiert, in fliissigem N, schockgefroren und bei -80° gelagert.
Chromatin-Immunprizipitation:

Fiir die Kernprédparation wurden 40 Mio. fixierte Zellen nach Anleitung des ,,SimpleChIP
Enzymatic Chromatin IP Kits* in je 10 ml Puffer A bzw. Puffer B lysiert. Fiir den
enzymatischen Verdau des Chromatins in 150-900 bp grof3e Stiicke wurden 40 Mio. Zellen
in 1 ml Puffer B + DTT aufgenommen und mit 2,4 pl Micrococcal Nuclease versetzt
(entspricht 4,8 units/ul Enzym). Der enzymatische Verdau fand fiir 20 min bei 37°C statt.
Durch Zugabe von 100 pl 0,5 M EDTA wurde der Verdau abgestoppt. Zum Brechen der
Zellmembranen erfolgte eine Ultraschall-Behandlung mit einer Stabsonotrode (UP 100H,
Hielscher) in einem Volumen von 2 x 500 ul ChIP-Puffer: Energieeinstellung 60%,
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dreimal 10 sek. Pulse im Eisbad. Die optimalen Bedingungen fiir den enzymatischen

Verdau und die Ultraschallbehandlung wurden experimentell bestimmt (vgl. Abb. 20).

Das Lysat wurde durch Zentrifugation bei 4°C und 14.000 g geklért und 100 pl flir spétere

Analysen des Ausgangsmaterials (Input) entnommen.

Fiir die Immunprizipitation wurde ANTI-FLAG® M2 Agarose von SIGMA verwendet.
Pro Ansatz wurden je 100 pul Agarose zweimal mit je 1 ml eiskaltem PBS, und einmal mit
500 pl eiskaltem ChIP-Puffer fiir fiinf Minuten auf einem Rollen-Inkubator bei 4°C
gewaschen. Zwischen den Waschschritten wurde die Agarose durch Zentrifugation
pelletiert (30 sec, 4°C, 8200 g). Fiir die Immunprézipitation wurden pro Ansatz 800 pl
Zellen (entspricht 32 Mio.) zu der gewaschenen Agarose gegeben und die Ansitze liber
Nacht bei 4°C auf einem Rollen-Inkubator inkubiert. Nach Zentrifugation (30 sec, 4°C,
8200 g) und 1-2 min Absetzzeit der Agarose wurde der Uberstand abgenommen und fiir
weitere Analysen (Kontrolle im Western Blot) bei -80°C eingefroren. Die
immunpréazipitierten Agarose beads sind nun kovalent an HLXB9-FLAG gebunden,
welches weiterhin mit der DNA assoziiert vorliegt. Zum Entfernen unspezifischer Proteine
wurden die Komplexe viermal mit 800 pl 1 x ChIP-Puffer mit steigenden NaCl-
Konzentrationen gewaschen (350, 400, 2 x 500 mM NaCl). Zum Schluss folgte ein letzter
Waschschritt mit 1 x ChIP—Puffer ohne NaCl. Fiir die Elution der Protein/DNA-Komplexe
von den Agarose-beads wurden die gewaschenen Komplexe, sowie 10 ul des
Ausgangschromatins in jeweils 300 pl Elutionspuffer fiir 30 min bei 65°C in einem
Thermomixer bei 1200 rpm inkubiert. Durch Zentrifugation (30 sec, 4°C, 8200 g) wurde
die Agarose pelletiert und der Protein/DNA-haltige Uberstand vorsichtig abgenommen.
20 ul von dem Uberstand wurde fiir die Protein-Kontrolle im Western Blot abgenommen.
Zum Verdau von moglicher RNA und der Proteine wurde das verbleibende Eluat mit 4 pl
RNase A (30 min bei 37°C) und anschliefend mit Proteinase K (12 ul 5 M NaCl, 4 pl
Proteinase K, Inkubation fiir 2 h bei 65°C) behandelt. Die Aufreinigung der Ziel-DNA
erfolgte liber die Aufreinigungs-Séulchen des ,,SimpleChIP Enzymatic Chromatin IP Kits*
nach Anleitung des Herstellers. Die Elution fand in einem Volumen von 25 pl statt. 7 pl
des Input-Eluates wurden auf ein 1,5%iges Agarosegel aufgetragen um die Fragmentierung
der DNA zu tiberpriifen. Die gereinigte DNA wurde im Nanodrop quantifiziert. Jeweils 10
ul DNA der immunprézipitierten Proben sowie 0,5 pl des Input-Materials wurden mit dem

,»GenomePlex Complete Whole Genome Amplification (WGA) Kit“ von SIGMA
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amplifiziert. Die Amplifikation wurde nach Anleitung des Herstellers durchgefiihrt, jedoch
ohne weitere Fragmentierung der Proben. Die amplifizierte DNA wurde {iiber das
,»GenElute PCR DNA Purification Kit* aufgereinigt. Die Elution fand in einem Volumen

von 30 pul Nuklease-freiem Wasser statt.

Jeweils gleiche Volumina an DNA aus der HLXB9-Probe und der Kontroll-Probe wurden
mittels quantitativer RT-PCR analysiert. Fiir die spatere Normalisierung der Werte, wurden
die jeweils gleichen Konzentrationen der Input-DNA in die quantitative PCR eingesetzt.
Fiir die Integritit des Proteins wurden gleiche Mengen des Inputs, des Uberstandes, der

Waschschritte und des Eluates im Western Blot analysiert.
Hybridisierung auf Promotor-Arrays:

Die Markierung der ChIP-DNA, die Hybridisierung auf Promotor-Arrays (,,385K RefSeq
Promoter Arrays hgl8*), das Scannen der Arrays, die Extraktion und Auswertung der
Rohdaten wurden von der Firma Imagenes in Kooperation mit NimbleGen durchgefiihrt.
Dazu wurden 4 ng ChIP-DNA der HLXB9-Probe, der Kontroll-Probe, sowie von der DNA
der jeweiligen Input-Proben bendtigt. Die Konzentration der DNA lag zwischen
100-500 ng/ul und hatte ein OD260/280 Verhéltnis von mindestens 1.7. Auf einen Array
wurde parallel die ChIP-DNA (CyS5) und der jeweilige Input (Cy3) hybridisiert.

3.4.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot Analysen

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese:

Denaturierende Proteingele zur Auftrennung von Proteinen nach ihrem Molekulargewicht
wurden nach der Methode von Laemmli hergestellt (Laemmli, 1970). Die Gele, bestehend
aus Trenngel (7,9 ml H,O, 6,7 ml 30% Acrylamid Mix, 5 ml 1,5 M Tris pH 8.8, 0,2 ml 10% SDS, 0,2 ml
10% APS, 0,008 ml TEMED -> fiir 2 Gele) und Sammelgel (5,5 ml H,0, 1,3 ml 30% Acrylamid mix,
1 ml 1 M Tris pH 6.8, 0,08 ml 10% SDS, 0,08 ml 10% APS, 0,008 ml TEMED -> fiir 2 Gele), wurden mit

einer Dicke von 1,5 mm gegossen. Die Proben wurden mit 5x SDS-Probenpuffer (3,33 ml
1,5 M Tris pH 6.8, 2 ml 20% SDS, 10 ml Glycerin, 3 ml B-Mercaptoethanol, 15 ml H,O, Bromphenolblau)

versetzt und vor dem Auftragen 5 min auf 95°C erhitzt. Die Gelelektrophorese erfolgte in

1x SDS-Laufpuffer (10x Puffer: 10 g SDS, 30,3 g Tris, 144,1 g Glycin ad 800 ml H,0) bei 120 V in
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einer Bio-Rad Mini-PROTEAN Laufkammer, bis der Auftragspuffer aus dem Gel gelaufen

war. Ein vorgefirbter GroBenstandard wurde mitgefiihrt.
Western Blot Analysen:

Fiir den immunologischen Nachweis der gelelektrophoretisch aufgetrennten Proteine,
wurden diese mit Hilfe der ,,Mini Trans-Blot* Apparatur des Bio-Rad ,,Mini-PROTEAN*
Systems auf eine PVDF-Transfer-Membran (Amersham Hybond-P) transferiert. Die
Membran wurde zundchst fiir 5 min in 100%igem Methanol aktiviert, in destilliertem H,O
gewaschen und in Transferpuffer (2,9 g Glycin, 5,8 g Tris, 0,37 g SDS in 200 ml Methanol auf 1 1
H,0) dquilibriert. Samtliche Filterpapiere sowie Faserpads wurden ebenfalls in
Transferpuffer dquilibriert. Der Aufbau des Blots sah wie folgt aus: Anodenseite der
“Mini-Gel Holder Cassette* (durchsichtig) — Faserpad — Filterpapier — Membran — Gel —
Filterpapier — Faserpad — Kathodenseite (schwarz). Die Elektrophorese fand bei 70 V fiir
1 h 15 min in der mit Transferpuffer gefiillten Elektrophoresekammer statt. AnschlieSend
wurde die Membran fiir 1 h in PBS/Tween mit 5% Magermilchpulver inkubiert um
unspezifische Antikorperbindungen zu verhindern. Danach wurde der Blot fiir 5 min mit
PBS/Tween gespiilt und schlieBlich 1 h mit dem Primérantikorper (1:500-1:1000, verdiinnt
in PBS/Tween) inkubiert. Danach wurde der Blot dreimal fiir 5 min mit 10 ml PBS/Tween
gewaschen und anschlieBend fiir 1 h mit einem Meerrettich Peroxydase (HRP)-
konjugiertem Sekundirantikdrper (1:10.000-1:100.000, verdiinnt in PBS/Tween) inkubiert,
gefolgt von sechs fiinf-miniitigen Waschschritten in PBS/Tween. Alle Wasch- und
Inkubationsschritte fanden auf einem Rollen-Inkubator bei Raumtemperatur statt.
SchlieBlich wurde die Chemilumineszenz der Proteinbanden mit Hilfe eines Detektions-
Kits (,,SuperSignal West Pico Luminol/Enhancer Losung®, Thermo Scientific) im

Transilluminator (LAS-3000, Fujifilm) detektiert.
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3.5 Daten-Analyse, Software und Statistik

Fir die Darstellung und Bearbeitung von DNA-Sequenzen (Vektor-Karten, DNA-

Alignements) wurde das frei verfiigbare Programm ,,APE* verwendet.

Auswertungen der FACS-Messungen wurden mit dem Programm FlowJo 7.2.4

durchgefiihrt.

Fir Boxplot-Darstellungen der qRT-PCRs wurde die Software SPSS Version 19
verwendet. Zur Berechnung des Signifikanzniveaus wurde der nicht-parametrische Mann-

Whitney-U Test angewendet.
Affymetrix Genexpressions-Analyse:

Die statistische Auswertung der Affymetrix-Arrays, sowie deren grafische Darstellung,
wurde in Kooperation von Christian Ruckert, Abteilung Prof. Dugas, Universitit Miinster,
durchgefiihrt. Die Rohdaten (cel.files) wurden mit Hilfe des R-package aroma.affymetrix
eingelesen und iiber RMA (robust multiarray average method) normalisiert (Irizarry et al.,
2003). Der RMA Algorithmus besteht aus einer Hintergrundkorrektur, einer quantilen
Normalisierung und der Summierung von Probenintensititen zu Genintensitdten. Fiir die
anschlieBenden Analysen wurde das R-limma Packet verwendet, bei welchem differentiell
exprimierte Gene in einem empirischen Bayes-Ansatz berechnet werden (Smyth, 2004).
Signifikant differentiell exprimierte Gene wurden mit Hilfe der T-Statistik berechnet und
die resultierenden p-Werte nach der Benjamini und Hochberg Methode korrigiert.
Signifikant differentiell regulierte Gene wurden mit Hilfe des heatmap.2 des R-Packets als

Heatmap visualisiert.
NimbleGen Promotor-Array Analyse:

Die Auswertung der Promotor-Arrays wurde von der Firma imaGenes/NimbleGen
durchgefiihrt. Die Signalintensitdten der einzelnen Sonden wurden extrahiert und fiir jede
Sonde wurde das skalierte log,-Verhiltnis der ChIP-Probe zum jeweiligen Input berechnet.
Wenn vier oder mehr Sonden innerhalb von 500 bp ein log,-Verhiltnis iiber einen
bestimmten Schwellenwert zeigten, wurde diese Region als potentielle Bindungsregion

bezeichnet (peak score). Fiir jeden peak wurde eine false-discovery-rate (FDR) berechnet.
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Bei einem FDR-Wert < 0,05 wurde die Bindung als signifikant betrachtet. Fiir die

Vergleichsanalysen der einzelnen ChIP-Experimente wurde Microsoft Excel verwendet.

Fir die KEGG-Signalweg Analysen, sowie deren grafische Visualisierungen wurde das
frei erhéltliche Programm EGAN (Paquette and Tokuyasu, 2010) verwendet. Dieses
Programm ordnet Gene in die entsprechenden KEGG-Signalwege und GO-Terms ein.
Anhand eines einseitigen exakten Fisher-Tests (hypergeometrisch) werden signifikant

angereicherte Signalwege berechnet.
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4. Ergebnisse

4.1 Identifizierung und Charakterisierung von t(7;12) positiven AMLs

Die Translokation t(7;12) ist eine selten vorkommende, chromosomale Aberrration, die
fast ausschlieBlich mit Sduglings-AMLs assoziiert ist (vgl. Abschnitt 1.4). Ziel dieser
Arbeit war es u.a. die Haufigkeit der Translokation t(7;12) in Séuglings-AMLs in
Deutschland festzustellen, sowie positive Patienten zu charakterisieren und somit von

anderen Sauglingsleukdmien abzugrenzen.

4.1.1 Identifizierung des HLXBY9/TEL Fusionstranskripts mittels RT-PCR

Ausgangskriterien flir die Analyse von Patientenproben waren die Diagnose einer AML
innerhalb der ersten 24 Lebensmonate, Ausschluss einer Trisomie 21, und keine
nachweisliche 11q23/MLL-Translokation. Sauglingsleukdmien mit einer 11q23/MLL-
Translokation umfassen mit iiber 60% den GroBteil der Sduglingsleukdmien und wurden
somit im Voraus vom Screening ausgeschlossen. Das Patientenmaterial wurde von den
Referenzlaboratorien der deutschen Therapiestudien in Giefen und Hannover zur
Verfiigung gestellt. Die Proben enthielten Knochenmark oder peripheres Blut mit einem
Blastenanteil von mindestens 60% und waren in PBS schockgefroren. Mittels einer
Nested-RT-PCR wurden die Proben auf den bereits publizierten Bruchpunkt untersucht
(Beverloo et al., 2001). Das repréisentative Ergebnis der RT-PCR von 22 untersuchten
Patienten ist in der Abb. 6 dargestellt.

HLXBY/TEL

p-AKTIN

M 1 23 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 M

M 19 20 21 2 K M

Abb. 6: RT-PCR zur Identifizierung des HLXBY9/TEL Bruchpunktes. Dargestellt ist das Ergebnis der
RT-PCR an 22 untersuchten Patienten. Fiinf Patientenproben (Nr. 2,3,4,16 und 17) zeigen spezifische
Banden fiir HLXBY/TEL bei den GroBen 194 und 330 bp. $-AKTIN dient als Ladekontrolle und weist eine
entsprechende Bande bei 156 bp auf. M = DNA-Leiter 100 bp, K = H,O Kontrolle.

37



4. Ergebnisse

Insgesamt konnte von 40 Patienten RNA gewonnen werden und die Patienten in die
Analyse mit einbezogen werden. Bei sechs Patienten konnte ein HLXBY/TEL
Fusionstranskript identifiziert werden, d.h. 15% der Patienten in der untersuchten Kohorte

sind HLXBY9/TEL positiv.

Zur Validierung und Bestimmung des genauen Bruchpunktes wurden die PCR-Banden
kloniert und sequenziert. Bei den jeweils unteren Banden von 194 bp handelt es sich um
eine Fusion des Exon 1 des HLXB9 mit dem Exon 3 des 7EL. Dabei bleibt der Leserahmen
des TEL erhalten und es entsteht ein 1887 bp (bzw. 629 Aminosduren) langes Transkript.
An der Schnittstelle kommt es zu einem Austausch von Serin zu Cystein (TCC zu TGC,
Abb. 7). Bei den jeweils oberen Banden von 330 bp liegt eine Fusion des HLXB9 Exon 1
mit dem Exon 2 des TEL vor. Durch die Fusion wird der Leserahmen des TEL
unterbrochen und nach 852 bp (284 AS) fiihrt ein Stoppcodon zum Abbruch einer

moglichen Proteinbiosynthese.

F N S G
TTC AAC TCA GGA 2 ‘
1 Ml [ 3 [ 4] 5 </ - 3
691 34
691 164 1887
1 L 5 T 601 701 843
TTC AAC TGC TTG
F N C L

Abb. 7: Grafische Darstellung des HLXBY9/TEL Bruchpunktes. Links sind exemplarisch die PCR-Banden
des Patienten 17 der Abb. 6 dargestellt. Die untere Bande représentiert die in-frame Fusion des Exon 1 des
HLXBY9 (blau) mit dem Exon 3 des TEL (griin). Bei der jeweils oberen Bande wird das Exon 1 des HLXB9
mit dem Exon 2 des TEL fusioniert. Der Leserahmen wird unterbrochen und es kommt zum vorzeitigen
Abbruch der Proteinbiosynthese (* markiert Stoppcodon). Die Ziffern geben die Position der
Nukleotidsequenz wieder. Ober- bzw. unterhalb des Bruchpunktes sind die entsprechenden Nukleotid bzw.
AS angegeben.
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4.1.2 Charakterisierung der t(7;12)-HLXBY/TEL positiven Patienten

Die sechs unter 4.1.1 als HLXB9/TEL positiv beschriebenen Patienten wurden nach ihrem
Alter bei der Erstdiagnose, der Morphologie und Immunologie der Blasten, sowie ihres
Blasten-Karyotyps charakterisiert und verglichen (Tab. 2). Die Angaben wurden von den
jeweiligen betreuenden Kliniken, sowie von der Klinik fiir Himatologie, Onkologie und

Tumorimmunologie des HELIOS Klinikums in Berlin-Buch zur Verfiigung gestellt.

Tab. 2: Charakterisierung von t(7;12)-HLXB/TEL positiven Patienten. Darstellung des Alters in Jahren,
dem entsprechenden Karyotyp, Morphologie, Immunologie, V(D)J Rearrangement und der Expression von
CD34 und CD117 in % von sechs HLXBY/TEL pos. Patienten. ~ markiert einen nicht eindeutig zuweisbaren
FAB-Subtyp. NA = nicht verfiigbar.

Alter Karyotyp Morphologie Immunologie V(D)J % CD34 % CD117
in Jahren
04 47, XX, (7;16)(q36;q12), + mar M2 CD4/CD7  negativ 72 68
0,7 48, XY, t(7;12)(q36;p13), +8,+19 AML * CD4/CD7  negativ 55 36
0,6 47, XX, t(7;12)(q36;p13), +19 M2 CD4/CD56 negativn. NA NA
0,2 47, XX, t(7;12)(q36;p13), +19 MO CD4/CD7  negativ 86 86
0,75 47, XX, del(7)(q1 1,2~21), del(12)(p13), +? MO CD4/CD7  negativ 81 73
0,4 47, XY, del(12)(q12), +19 M2 CD4/CD7  negativ 61 59

Bei allen sechs Patienten wurde eine AML innerhalb der ersten 12 Monate diagnostiziert.
Der Karyotyp zeigt in allen Féllen Auffilligkeiten der Chromosomen 7 und 12, jedoch ist
die Translokation hdufig kryptisch und nicht in allen Féllen mittels G-banding
identifizierbar. Bei vier der sechs Patienten ist eine Trisomie 19 beschrieben worden, zwei
Patienten verfiigen iiber ein zusitzliches, nicht weiter definiertes Markerchromosom und
ein Patient weist ein zusdtzliches Chromosom 8 auf. Die Morphologie der Blasten
entspricht in zwei Féllen dem FAB-Subtyp MO und in drei Féllen dem FAB-Subtyp M2.
Bei einem Patienten waren die Angaben der Kliniken widerspriichlich, so dass hier keine
Zuordnung vorgenommen wurde. Fiinf Patienten zeigen eine Ko-Expression der T-Zell
assoziierten Marker CD4 (Durchschnitt 61%) und CD7 (Durchschnitt 71,4%). Zusétzlich
zeigen diese Patienten eine hohe Expression der Stammzellmarker CD34 und CD117 (vgl.
Abb. 13). Ein Patient weist eine Ko-Expression von CD4 und CD56 auf (Anteil
unbekannt). Alle sechs Patienten wurden im hédmatologischen Labor des ,,Hopital Necker
Enfants Malades* in Paris mittels Immunfluoreszenz und Amplifikation der DH-JH, DB-J3

und TCRS Segmente auf eine mogliche V(D)J Rekombination getestet. Das Ergebnis war
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in allen Féllen negativ. Vier Patienten erlitten innerhalb der ersten drei Jahre ein Rezidiv
aber befinden sich aktuell in Remission. Ein Patient verstarb nach dem vierten Rezidiv und
allogener Stammzelltransplantation. Von einem Patienten ist der klinische Verlauf
unbekannt (Wildenhain et al., 2010). Die Eigenschaften der untersuchten Patienten weisen
eine hohe Ahnlichkeit hinsichtlich des Alters bei der Erstdiagnose, Prognose, sowie
Zytologie und Morphologie der Blasten zu den bereits publizierten Patienten einer
niederldndischen Kohorte auf (vgl. Abschnitt 1.4.1) (Slater et al., 2001; Tosi et al., 2000;
von Bergh et al., 2006).

4.1.3 Genexpression in t(7;12) und 1123 pos. Sauglings-AMLs Zellen

Zahlreiche Genexpressions-Studien belegen, dass die padiatrischen AMLs sich anhand
ihrer Zytogenetik und balancierten Translokationen unterscheiden (Andersson et al., 2007,
Armstrong et al., 2002; Ross et al., 2004; Schoch et al., 2002; Valk et al., 2004). So ist
z.B. fiir AMLs mit 11q23/MLL-Translokationen die starke Expression von HOX-Genen
bekannt (vgl. Abschnitt 1.3) (Thorsteinsdottir et al., 2001). Die folgenden Experimente
dienten dazu, t(7;12)-HLXB9/TEL pos. Patienten hinsichtlich ihres Expressionsprofils zu
charakterisieren und mit der Gruppe der 11q23/MLL-positiven Sduglingsleukdmien zu
vergleichen. Alle Proben stammten von Patienten mit der Erstdiagnose einer AML
innerhalb der ersten 18 Lebensmonate. Die CD34 positiven Kontrollproben stammten von

gesunden Spendern im Kindesalter (nachfolgend als CD34+ bezeichnet).

t(7;12)-HLXBY/TEL positive Patientenzellen (nachfolgend nur noch mit t(7;12) pos.
bezeichnet) sind durch eine starke Expression des Wildtyp HLXB9 Allels charakterisiert
(von Bergh et al., 2006). Die Abb. 8 zeigt die HLXBY Expression in den in dieser Arbeit
charakterisierten t(7;12) pos. Patientenzellen im Vergleich zu t(7;12) neg. Séuglings-AML
Zellen und zu CD34+ Kontrollproben. Sowohl in den t(7;12) neg., als auch in den CD34+
Kontrollproben, lédsst sich keine HLXBY Expression nachweisen, wihrend die t(7;12) pos.

Patientenzellen eine duBBerst hohe HLXB9 Expression zeigen.
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Abb. 8: Expression von HLXBY in t(7;12) pos. Patientenzellen. Vergleich der relativen HLXBY
Expression (TagMan qRT-PCR) in t(7;12) pos. Patientenzellen (n=5), t(7;12) neg. Patientenzellen (n=14)
und CD34+ gesundem Spendermaterial (n=3). Die Werte wurden zu f-AKTIN normalisiert. * Mann-
Whitney-U-Test zur Signifikanzberechnung: p < 0,05.

Wihrend die Expression von HLXBY fast ausschlieflich in t(7;12) pos. Leukdmiezellen zu
beobachten ist, ist die aberrante Expression weiterer Homoobox-Gene in der AML weit
verbreitet. Fiir Sduglingsleukdmien mit 11q23/MLL-Translokationen (nachfolgend als
11q23/MLL pos. bezeichnet) ist gezeigt worden, dass vor allem die Expression von
HOXA9 und MEISI am Transformationsprozess beteiligt ist (vgl. Abschnitt 1.3)
(Thorsteinsdottir et al., 2001). Als ein direktes Ziel-Gen des HOXA9/MEIS1-Komplex ist
c-MYB identifiziert worden (Hess et al., 2006).

t(7;12) pos. Patientenzellen wurden mittels qRT-PCR auf eine erhohte Expression von
HOXA9, MEISI und c-MYB untersucht und mit 11q23/MLL pos. AML-Zellen, sowie mit
Zellen einer Patientengruppe der gleichen Altersklasse, die weder t(7;12) noch 11q23/MLL
Translokationen aufweisen, verglichen (Abb. 9; vgl. Tab. 4 (b) Abschnitt 7.1.1 fiir den
entsprechenden Karyotyp). Die Expressionsdaten zeigen, dass die t(7;12) pos. Kohorte im
Vergleich zur 11q23/MLL pos. Gruppe keine erhohte Expression der drei MLL Ziel-Gene
zeigt. Auch die Kontrollgruppe der t(7;12) und 11q23/MLL neg. Patientenzellen weist

keine erhohte Expression der Ziel-Gene auf.
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c-MYB MEIS1 HOXA9
0501 00 o0 Legende:

. (7;12) pos. AMLs

| . AML/ALL mit 11q23
Translokation
. AMLs ohne t(7;12)
020 oo 04 und 1123 Translokation

Relative Expression zu f-AKTIN

Abb. 9: Vergleich der relativen Genexpression von c-MYB, MEISI und HOXA9 in Siduglingsleukimien.
TagMan qRT-PCR fiir c-MYB, MEISI und HOXA9Y in t(7,12) pos. Patientenmaterial (n=5, AMLs), 11q23
pos. Patientenmaterial (n=9, AML/ALL) und t(7;12) bzw. 11q23/MLL neg. Patientenmaterial (n=8, AMLs).
Die Werte wurden zu 5-AKTIN normalisiert.

Um weitere differentiell regulierte Gene zu identifizieren, sowie um einen Einblick in das
globale Expressionverhalten t(7;12) pos. Zellen zu erhalten, wurden Genexpressions-
Mikroarray Analysen durchgefiihrt. Folgende Fragen sollten mit Hilfe der Arrayanalysen
geklart werden: 1) Zeigen die t(7;12) pos. Patientenzellen ein homogenes
Genexpressionsprofil? 2) Wie unterscheidet sich das Expressionsprofil von t(7;12) pos.
Zellen und CD34+-Knochenmarksproben gesunder Spender? 3) Wie unterscheidet sich das
Expressionsprofil von t(7;12) und 11q23/MLL pos. AML-Zellen, besonders beziiglich
weiterer, in Abb. 9 nicht dargestellter HOX-Gene? 4) Welche KEGG-Signalwege und GO-

Terms werden durch differentiell exprimierte Gene beeinflusst?

Fiir die Genexpressions-Analysen wurden ,,GeneChip® 1.0 ST Arrays“ der Firma
Affymetrix verwendet. Diese Arrays enthalten Sonden flir 28.869 humane Gene (im
Durchschnitt 26 Sonden pro Gen). Die Patientenkohorte bestand aus den sechs unter 4.1.1
untersuchten t(7;12) pos. Patienten, sowie sechs Sduglings-AMLs mit t(9;11)-MLL/AF9
Translokation (vgl. Tab. 4 (a) Abschnitt 7.1.1 fiir den entsprechenden Karyotyp). Die
statistische Auswertung der Array-Daten sowie die grafische Darstellung als Heatmap
wurden extern in der Abteilung von Prof. Dugas, Universitit Miinster, durchgefiihrt (vgl.
Abschnitt 3.5). Die Heatmap der Abb. 10 zeigt zwischen t(7;12) pos. Patienten und CD34+
Kontrollproben, sowie zwischen t(9;11) pos. Patienten und CD34+ Kontrollproben

differentiell regulierte Gene.
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Abb. 10: Heatmap Darstellung der Genexpressions-Analyse ,,t(7;12) vs CD34+“ und ,,t(9;11) vs
CD34+%“. Die Heatmap enthilt differentiell regulierte Gene zwischen t(7;12) pos. Patientenmaterial und
CD34+ Kontrollproben, sowie zwischen t(9;11) pos. Patientenmaterial und CD34+ Kontrollproben. Die
differentiell regulierten Gene unterscheiden sich mit einem Signifikanzwert von p < 0,05. Griin reprasentiert
in den Patientenzellen herunter regulierte Gene, rot entsprechend hoch regulierte Gene.

Anhand der Heatmap ist deutlich erkennbar, dass sich die t(7;12) und die t(9;11) pos.
Patienten innerhalb ihrer Gruppe zusammen gruppieren und sich in ihrem jeweiligen
Genexpressionsprofil von den CD34+ Kontrollproben unterscheiden. Obwohl t(7;12) und
t(9;11) pos. Patienten unterschiedliche Cluster bilden, zeigt die Abb. 10 auch, dass beide

Patientengruppen sich im Vergleich zu den CD34+ Kontrollproben zusammen gruppieren.
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Eine Auflistung der zwischen t(7;12) pos. Patientenzellen und CD34+ Kontrollproben
differentiell regulierten Gene mit einem Signifikanzwert < 0,05 findet sich im Anhang 7.3

in der Tab 7.

Die Abb. 11 zeigt eine Visualisierung und Signalweg Analyse der zwischen t(7;12) pos.
Patientenzellen und CD34+ Kontrollproben differentiell regulierten Gene. In der Abb. 11
(a) sind eine Auswahl an signifikant angereicherten KEGG-Signalwegen und GO-Terms,
sowie ihr Signifikanzwert wiedergegeben. Die Abb. 11 (b) zeigt in einer Netzwerkgrafik
eine Auswahl an leukdmierelevanten, angereicherten KEGG-Signalwegen und GO-Terms,

sowie die jeweiligen involvierten Gene.
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(a) Analyse Name Signifikanzwert
KEGG: 4640 Hematopoietic cell lineage 7,04E-06
KEGG: 4060 Cytokine-cytokine receptor interaction 2,02E-05
KEGG: 4062 Chemokine signaling pathway 2,35E-05
KEGG: 5340 Primary immunodeficiency 1,59E-04
KEGG: 4510 Focal adhesion 3,57E-04
KEGG: 4810 Regulation of actin cytoskeleton 4,96E-04
KEGG: 562 Inositol phosphate metabolism 6,76E-04
KEGG: 4070 Phosphatidylinositol signaling system 1,68E-03
KEGG: 4670 Leukocyte transendothelial migration 5,40E-03
KEGG: 5213 Endometrial cancer 1,06E-02
KEGG: 5223 Non-small cell lung cancer 1,14E-02
KEGG: 5214 Glioma 1,63E-02
KEGG: 5212 Pancreatic cancer 1,87E-02
KEGG: 4012 ErbB signaling pathway 2,80E-02
KEGG: 5215 Prostate cancer 2,92E-02
GO-Prozess: G0:0007186 G-protein coupled receptor protein signaling pathway 9,82E-08
GO-Prozess: GO:0007155 cell adhesion 1,82E-07
(b)
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Abb. 11: KEGG-Signalweg und GO-Term Analyse differentiell regulierter Gene ,,t(7;12) vs CD34+%.
Differentiell regulierte Gene (p < 0,05) wurden mit Hilfe der EGAN Software als Netzwerkgrafik visualisiert
und auf angereicherte KEGG-Signalwege und GO-Terms analysiert. (a) Die Tabelle der EGAN-Analyse
enthélt eine Auswahl an signifikant angereicherten KEGG-Signalwegen und GO-Terms mit einem
Signifikanzwert p < 0,005. (b) EGAN Netzwerk-Visualisierung mit aus (a) ausgewdéhlten Signalwegen.
Gene, welche in t(7;12) pos. Zellen herunter reguliert sind, werden griin umrandet dargestellt, herauf
regulierte Gene sind rot umrandet. Blaue Linien zeigen die Zugehorigkeit einzelner Gene zu einem
entsprechenden KEGG-Signalweg, hellbraune Linien zu einem GO-Term. Dunkelbraune und violette Linien
zeigen, dass die entsprechenden Gene durch publizierte Studien in Verbindung gebracht werden kdnnen.
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Eine Anreicherung ist verstirkt fiir Signalwege, die im weiteren Sinne die Zelladhésion
und Zell-Interaktion beeinflussen, zu beobachten. Zusitzlich sind die KEGG-Signalwege
wendometrial cancer®, ,glioma*, ,pancreatic cancer und ,prostate cancer mit in die
Abbildung einbezogen, da es sich bei den betroffenen Geweben um Organe handelt, in
denen HLXBY9 in seiner physiologischen Rolle exprimiert wird bzw. in denen eine
Missregulation von HLXB9 mit der Tumorentstehung in Verbindung gebracht wird (vgl.
Abschnitt 1.4.3).

Fiir einen direkten Vergleich des Genexpressionsprofils von t(7;12) pos. Patientenzellen
mit t(9;11) pos. Patientenzellen wurden die Expressionsdaten der beiden Patientenkohorten
direkt miteinander verglichen und auf differentiell exprimierte Gene untersucht. Die Top
25 der differentiell regulierten Gene mit dem kleinsten Signifikanzwert sind in der
Heatmap der Abb. 12 (a) dargestellt. Die bereits in der qRT-PCR untersuchten Gene,
HLXBY9 (MNX1), HOXA9, MEISI und c-MYB wurden mit in die Heatmap aufgenommen,
zeigen z.T. jedoch keinen signifikanten Expressionsunterschied. Die Abb. 12 (b) zeigt eine
Anzahl an HOX-Genen, welche in den t(7;12) pos. Patientenzellen im Vergleich zu den
t(9;11) pos. Patientenzellen signifikant herunter reguliert vorliegen und ergénzen somit die
bereits untersuchten HOX-assoziierten Gene der Abb. 9. In der Tab. 8 im Anhang 7.3 sind
die differentiell regulierten Gene (p < 0,001) aufgelistet.
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(b)
Gen Symbol p-Wert logFC

JAM PBX3 525E-07 -1,978
RPL23AP32
GALNT14 HOXA6 1,19E-04 -1,468
o HOXA5 128E-04 -1,946
NTNAPS
stooz HOXA10 731E-04 -0,666
. HOXA3  2,06E-03 -0,688
MNXT 9% HOXA4 475E-03 -0,966
e HOXA7  7,75E-03 -0,930
PGDS HOXA9  2,75E-02 2,067
- oLt HOXA2 347E-02 -0,831
CALCRL
KITLG
INPPL1
EE APOC2
C100rf140
ARHGEF11
MRAS
PBX3
KIAAQ746
DACH1
DEXI
DEXI
HOXA9 %
MEIST %

t(9;11) t(7;12)

Abb. 12: Differentiell regulierte Gene der Analyse ,,t(7;12) vs t(9;11)“. (a) Die Heatmap zeigt die 25
differentiell exprimierten Gene mit dem niedrigsten Signifikanzwert. * Zusétzlich wurden der Heatmap die
Gene MNXI (p=0,012), HOXA9 (p=0,028), MYB (p=0,285) und MEISI! (p=0,142) zugefiigt. Griin
reprasentiert in t(7;12) pos. Zellen herunter regulierte Gene, rot entsprechend hoch regulierte Gene. (b)
Auswahl von signifikant differentiell regulierten HOX-Genen ,t(7;12) vs t(9;11)“. Die differentiell
regulierten Gene unterscheiden sich mit einem Signifikanz-Wert von p < 0,05.

Unter den Genen mit dem niedrigsten Signifikanzwert befinden sich die Marker CD34 und
KITLG, welche in den t(7;12) pos. Patientenzellen verstirkt hoch reguliert werden. Die
Expression dieser frilhen Marker bestdtigt den frithen Differenzierungsgrad der Blasten
(MO, M2). Wihrend sich die Zellen von t(7;12) pos. Patienten in einem relativ unreifen
Stadium befinden, handelt es sich bei den Zellen der sechs t(9;11) pos. Patienten um
monoblastire Zellen (FAB MS5). Die Abb. 13 zeigt die Proteinexpression der
Oberflachenmarker CD117 und CD34. t(7;12) pos. Patientenzellen exprimieren signifikant
mehr CD34 als Patienten mit einer Translokation t(9;11). Das Stammzellantigen CD117

zeigt ebenfalls eine héhere Expression.
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Abb. 13: Expression von CD117 und CD34 in t(7;12) und t(9;11) pos. Patientenzellen. Box-Plot
Darstellung der in der FACS-Analyse ermittelten Expression von CD117 und CD34. Die Werte wurden von
Prof. Ludwig, HELIOS-Klinik Berlin, zur Verfiigung gestellt. t(7;12): n=5, t(9;11): n=4. * Mann-Whitney-U
Test zur Signifikanzberechnung: p < 0,05.

Samtliche differentiell exprimierten Gene der Analyse ,,t(7;12) versus t(9;11)* mit einem

Signifikanzwert p < 0,005 wurden in eine KEGG-Signalweg Analyse mit einbezogen. Die

Abb.

Netzwerkvisualisierung dar.

stellt eine Auswahl an leukdmierelevanten Signalwegen,

sowie eine
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PDGFC

(a)
Analyse Name Signifikanzwert
KEGG: 4514 Cell adhesion molecules (CAMs) 5,68E-06
KEGG: 4510 Focal adhesion 5,28E-04
KEGG: 4810 Regulation of actin cytoskeleton 7,69E-04
KEGG: 5222 Small cell lung cancer 832E-04
KEGG: 5200 Pathways in cancer 1,33E-03
KEGG: 562 Inositol phosphate metabolism 2,89E-03
KEGG: 5210 Colorectal cancer 3,67E-03
KEGG: 5212 Pancreatic cancer 5,16E-03
KEGG: 4662 B cell receptor signaling pathway 6,25E-03
KEGG: 4070 Phosphatidylinositol signaling system 6,96E-03
KEGG: 4210 Apoptosis 9,69E-03
KEGG: 5215 Prostate cancer 9,99E-03
KEGG: 4940 Type I diabetes mellitus 2,20E-02
KEGG: 4360 Axon guidance 2,66E-02
KEGG: 5213 Endometrial cancer 2,76E-02
KEGG: 5223 Non-small cell lung cancer 2,96E-02
KEGG: 4115 p53 signaling pathway 4,62E-02
KEGG: 4010 MAPK signaling pathway 4,66E-02
(b) RBPMS
MRAS c2
CASP9
R ‘\\

Regulation of aétin cy(oskeletonHL

pop ——— HLAF

PLXNAZ

EPS15L1

Abb. 14: KEGG-Signalweg Analyse differentiell regulierter Gene ,,t(7;12) vs t(9;11)“. Differentiell
regulierte Gene (p < 0,005) wurden mit Hilfe der EGAN Software als Netzwerkgrafik visualisiert und auf
angereicherte KEGG-Signalwege analysiert. (a) Die Tabelle enthdlt eine Auswahl an signifikant
angereicherten KEGG-Signalwegen mit einem Signifikanzwert p < 0,05. (b) EGAN Netzwerk-Visualisierung
mit aus (a) ausgewihlten KEGG-Signalwegen. Gene, welche in t(7;12) pos. Zellen herunter reguliert sind,
werden griin umrandet dargestellt, herauf regulierte Gene sind rot umrandet. Blaue Linien zeigen die
Zugehorigkeit einzelner Gene zu einem entsprechenden KEGG-Signalweg, hellbraune Linien zu einem GO-
Term. Dunkelbraune und violette Linien zeigen, dass die entsprechenden Gene durch Publikationen in
Verbindung gebracht werden kdnnen.
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Auch der Vergleich des Genexpressionsprofils zwischen t(7;12) und t(9;11) pos.
Patientenzellen zeigt eine signifikante Anreicherung von Signalwegen der Zelladhédsion
und Zell-Interaktion (,,cell adhesion molecules®, ,focal adhesion®). Zusitzlich sind
ebenfalls zahlreiche KEGG-Signalwege stark angereichert, welche Organe mit einer
physiologischen HLXB9 Expression betreffen (colorectal cancer®, ,pancreatic cancer*,
Lwprostate cancer ). Diese starke Anreicherung bekréftigt die Vermutung, dass der HLXBY
Expression eine bedeutende Rolle in t(7;12) pos. Patientenzellen zukommt und zu dem
homogenen Expressionsprofil beitrdgt. Da das Expressionsprofil von Patientenzellen
zusitzlich durch diverse zytogenetische und morphologische Eigenschaften geprigt wird,
wurde in den nachfolgenden Experimenten ein myeloisches Zell-System verwendet, in

dem die direkte Auswirkung der HLXB9 Expression analysiert werden konnte.

4.2. Identifizierung von Zielstrukturen des Transkriptionsfaktors

HLXB9

HLXBY9 gehort zu der Gruppe der Homdobox-Gene. Diese weisen als charakteristisches
Element die DNA-bindende Hom6odomine auf. Es wird vermutet, dass HLXB9 ebenfalls
iiber DNA-bindende Eigenschaften verfiigt, jedoch sind derzeit keine funktionellen
Analysen liber mogliche Ziel-Strukturen bekannt. Auch sekundire Effekte von HLXB9 auf
das Expressionsprofil hdmatopoetischer bzw. leukdmischer Zellen sind nicht beschrieben.
Fiir die Identifizierung von priméren und sekundéren Ziel-Genen, wurde das nachfolgend

beschriebene HL60 Zell-System verwendet.
4.2.1 Uberexpression von HLXBY in HL60 Zellen

Als Ziel-Zellen fiir die stabile Expression von HLXB9 wurde die humane AML Zell-Linie
HL60 verwendet. HL60 Zellen wurden ausgewéhlt, da diese, trotz eines komplexen
Karyotyps, kein bekanntes Fusionstranskript exprimieren. Des Weiteren handelt es sich um
Leukdmiezellen mit einem geringen Differenzierungsgrad (FAB M2) (Dalton, Jr. et al.,
1988) und &dhneln somit dem Differenzierungsgrad der Blasten von t(7;12) positiven
Patienten (vgl. Abschnitt 4.1.2). HL60 Zellen exprimieren kein endogenes HLXB9 (Abb.
15).

50



4. Ergebnisse

0,07

0,06 |

0,05

0,04 -

0,03 -

0,02 -
0,01 -

0 - o

GDM1  HL60 HEK  yyrkat
293T

Relative Expression zu f-AKTIN

Abb. 15: Relative Expression von HLXBY in vier verschiedenen Zell-Linien. TagMan-RT-PCR fiir
HLXBY9 an ¢cDNA aus den Zell-Linien GDM1, HL60, HEK 293T und Jurkat. Die Werte wurden zu 8-AKTIN
normalisiert. Die Standardabweichung bezieht sich auf drei technische Triplikate.

Als Positivkontrolle fiir die HLXB9 Expression wurde die GDM1 Zell-Linie (Translokation
von HLXB9 und c-MYB) verwendet, welche als einzige bekannte AML Zell-Linie HLXBY
exprimiert (Nagel et al., 2005). Die Nierenkarzinom-Zell-Linie HEK 293T exprimiert
ebenfalls HLXBY, wihrend bei der T-Zell Leukdmie Zell-Linie Jurkat nur eine duBlerst

schwache Expression von HLXB9 nachweisbar ist.

Fiir die stabile Expression von HLXB9 in HL60 Zellen, wurden diese mit dem
Uberexpressionsvektor pMC transfiziert. Das Grundgeriist dieses Vektors ist im Abschnitt
7.1.6 erldutert. Als elementare Struktur enthilt er eine bicistronische mRNA, die die
Expression von HLXB9 an die Expression des Resistenzmarkers Puromycin koppelt. Die
Puromycin-Resistenz erlaubte eine spétere Selektion von stabil transfizierten HL60 Zellen.
In der Abb. 16 sind schematisch die verwendeten Konstrukte dargestellt. Als
Negativkontrolle diente der Leervektor pMC, der ausschlieflich die Information der
Puromycin-Resistenz enthélt. Zusétzlich zu dem Vektor pMC[HLXB9] wurde der Vektor
pMCI[HLXBY/TEL] kloniert. Dieser enthdlt die mRNA-Sequenz des Fusions-Transkripts
HLXBY/TEL.
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" v fesivaly X (RE) [ <o

pMC[HLXBY/TEL) [IRES) pac)-"™

Abb. 16: Schematische Darstellung der Konstrukte des Uberexpressionsvektors pMC. (a) Der
Ausgangsvektor pMC wurde als Negativkontrolle verwendet. In die MCS wurde die cDNA von (b) HLXBY-
flag und (c¢) flag-HLXBY/TEL kloniert.

Bei den jeweiligen Sequenzen von HLXB-flag und flag-HLXBY9/TEL handelt es sich um
codon-optimierte Sequenzen der Firma GENEART, die eine optimale Proteinexpression
ermoglichen. Die Aminosdurensequenz ist zu 100% mit der Referenzsequenz identisch.

Die Nukleotid- und Aminosiurensequenz ist im Anhang im Abschnitt 7.2 wiedergegeben.

Die Funktionalitdit der pMC-Konstrukte wurde in HEK 293T Zellen iiberpriift. Dazu
wurden die Zellen transient mit den entsprechenden Konstrukten transfiziert und die

Proteinexpression im Western Blot analysiert (Abb. 17).
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(@

HLXBY/TEL

anti-flag/anti-TBP
1) HEK 293T pMC 0,2 Mio.
2) HEK 293T pMC[HLXBY) 0,2 Mio.
HLXBY 3) HEK 293T pMC[HLXBY/TEL] 0,1 Mio.
4) HEK 293T pMC[HLXBY/TEL] 0,2 Mio.

(b)

[kDa] 1 2 3
79 anti-TEL
<«—HLXBY/TEL 1) HEK 293T pMC
! 2) HEK 293T pMC|HLXBY]
55— SN . S < TEL 3) HEK 293T pMC[HLXBY/TEL]

(c) [xba] 1

e

anti-HB9

2 3
72 . l(—HLXBWTEL 1) HEK 293T pMC
2) HEK 293T pMC[HLXBY]
55=—1 -
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Abb. 17: Funktionalitit der pMC-Konstrukte in HEK 293T Zellen. HEK 293T Zellen wurden transient
mit den angegebenen Vektoren transfiziert. 24 h nach Transduktion wurden die Zellen lysiert und die
Proteine im WB detektiert. (a) Fiir die Gelektrophorese wurden Kernextrakte von 0,2 bzw. 0,1 Mio. Zellen
pro Spur aufgetragen. Detektion mit anti-FLAG-HRP, sowie anti-TBP//anti-Maus-HRP. (b+c) Pro Spur des
SDS-Gels wurde Gesamt-Protein Zell-Lysat von 0,1 Mio. Zellen aufgetragen. Als Antikérper wurden (b)
anti-TEL//anti-Kaninchen-HRP und (c) anti-HB9//anti-Schaf-HRP (HB9 = HLXB9) verwendet. Die Grof3e
von HLXB9-FLAG betrigt ~42 kDa, von HLXB9/TEL ~73 kDa, von TEL 53 kDa und von TBP (TATA-
binding-protein) 43 kDa.

Die Proteinbanden von HLXB9 (Spur 2, ~42 kDa) und HLXBY/TEL (Spur 3 und 4, ~73
kDa) in der Abb. 17 (a) konnten mit einem anti-FLAG Antikorper im Kernextrakt
nachgewiesen werden. TBP (7ATA-binding Protein) dient als Ladekontrolle der
verwendeten Kernextrakte. Um die Spezifitit des FLAG-Antikorpers zu iberpriifen,
wurden weitere Western Blot Analysen mit gegen HLXB9 und TEL gerichteten
Antikorpern durchgefiihrt. Beide Antikorper sind gegen den in der Fusion HLXB9/TEL
enthaltenen Bereich gerichtet. In der Abb. 17 (b) erkennt man in den Spuren 1-3 das
endogene TEL (53 kDa), sowie in der Spur 3 das transfizierte HLXB9/TEL Protein (~73
kDa). Die Abb. 17 (c) zeigt in der Spur 2 das transfizierte HLXB9 und in der Spur 3 das
transfizierte HLXB9/TEL. Das endogene HLXB9 wird zu schwach exprimiert, um

detektiert zu werden und ist auch in der Kontrollspur 1 nicht erkennbar.
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Die erwarteten Proteinbanden zeigen bei allen detektierten Proteinen ein vom tatsidchlichen
Gewicht abweichendes Laufverhalten von ca. 2-3 kDa, was sich auf die Ungenauigkeit des
GroBenstandards bzw. dessen Zuordnung zurilickfiihren ldsst. Ein groBBerer Unterschied ist
bei HLXB9 zu beobachten. Die Grole von HLXBO9-FLAG liegt bei 42 kDa. Das
tatsdchliche Laufverhalten ist bei der Detektion mit allen drei Antikdrpern bei ca. 52 kDa
zu beobachten. Dieses verdnderte Laufverhalten wurde bereits in Publikationen
beschrieben (beobachtetes Laufverhalten bei 47 kDa) und wird anhand von
posttranskriptionellen Modifizierungen begriindet, welche fiir viele Homoo-Proteine

beschrieben und durch in-silico-Vorhersagen bekannt sind (Nagel et al., 2005).

Fir die stabile Integration der Konstrukte in HL60 Zellen, wurden diese nach der
Transfektion fiir vier Wochen in Puromycin-haltigem Medium kultiviert (vgl. Abschnitt
3.2.3). Wiahrend dieser Selektionsphase bilden sich oligoklonale Zellen, bei denen die
Konstrukte stabil im Genom integriert vorliegen. Um einen dauerhaften Selektionsdruck zu
garantieren, wurden die Zellen iiber den ganzen experimentellen Zeitraum in Puromycin-
haltigem Medium kultiviert. Die Abb. 18 (a) zeigt die Proteinexpression von HLXB9 im
Western Blot (HL60[HLXBY], Spur 1). Als Negativkontrolle fiir alle weiteren Experimente
dienten HL60 Zellen, welche mit dem Leervektor transfiziert wurden (HL60[mock], Spur
2).

(a) [kDa] 1 2 (b)

55= - 1,00 on
[=—HLXB9
0,80 pon /{
;///! — HL60[mock]
0,60

E
=)
37+ e caPDH E = T " HL60[HLXBY]
~
E 0,40 /.//
anti-flag-HRP 020
1) HL60[HLXB9] '/
2) HL60[mock] 0,00

24 h 48 h 72h
Zeit in Kultur

Abb. 18: Proteinexpression von HLXB9 in HL60[HLXBY] Zellen. (a) Nachweis der Protein-Expression
von HLXB9 aus Gesamtprotein Zell-Lysaten im Western Blot. Fiir die Detektion wurde ein anti-FLAG-HRP
gekoppelter Antikdrper verwendet. GAPDH (Antikoper: anti-GAPDH//anti-Maus-HRP) dient als
Ladekontrolle. (b) 0,1 Mio. HL60[mock] und HL60[HLXBY] Zellen wurden zum Zeitpunkt O in Triplikaten
ausgesidt und die Zellzahl nach 24 h, 48 h und 72 h in einer Neubauer-Zéhlkammer bestimmt. * Mann-
Whitney-U Test zur Signifikanzberechnung: p < 0,05.
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Eine Wachstumskurve zeigte, dass die HL60[HLXBY9] Zellen nach 48 und 72 h ein um 10
bzw. 14% langsameres Wachstum aufzeigen, als die HL60[mock] Zellen (Abb. 18 (b)).

Parallel dazu wurde die stabile Zell-Linie HL60[HLXBY9/TEL] generiert. Obwohl mit dem
entsprechenden Konstrukt pMC[HLXBY/TEL] das Protein HLXB9/TEL in HEK 293T
Zellen im Western Blot nachgewiesen werden konnte (vgl. Abb. 17), gelang es nicht, dass
Protein in der myeloischen Zell-Linie HL60 zu exprimieren bzw. nachzuweisen. Mittels
PCR an genomischer DNA (Abb. 19 (a)) und cDNA (Abb. 19 (b)) konnte gezeigt werden,
dass die Vektorsequenz von HLXBY9/TEL sowohl in den Zellen enthalten ist, als auch
transkribiert wird. Die verwendeten Primer flankieren den HLXBY/TEL Bruchpunkt
(Sequenz Tab. 5, Abschnitt 7.1.6). Obwohl die Fusion HLXB9/TEL auf genomischer und
mRNA-Ebene nachgewiesen werden konnte, gelang es nicht, dass Fusionsprotein in
unterschiedlichen Zell-Fraktionen oder im Gesamt-Zell-Lysat im Western Blot zu
detektieren. Fiir die Detektion wurden Antikorper verwendet, welche gegen den jeweils in
der Fusion enthaltenen Anteil von HLXB9 und TEL, sowie gegen den FLAG-fag gerichtet
waren. Die Antikorper wurden zundchst in HEK 293T Zellen auf ihre Funktionalitét
tiberpriift (vgl. Abb. 17). Durch das Verwenden von Antikorpern, die unterschiedliche
Bereiche des Proteins erkennen, konnte ausgeschlossen werden, dass eine Fehlfaltung des
Proteins zum Detektionsverlust fiihrt. Eine Immunprézipitation fiir HLXB9/TEL mit einem
anti-FLAG Antikorper schloss eine zu geringe Proteinexpression von HLXBY/TEL aus
(Abb. 19 (c)). Bei 2,5 Mio. Zellen pro Spur ist im Western Blot eine deutliche
Proteinbande fiir HLXB9 erkennbar (Spur 4), wihrend bei bis zu 10 Mio. Zellen keine
HLXBY/TEL Bande detektierbar ist (Spur 1,2).
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(@ (b) ()
= [kDa]
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S, ' HLXBYTEL ;;A}(THSV g 13 4s
HLXBY/TEL PCR PCR PCR
1) 100 bp DNA-Marker 1) 100 bp DNA-Marker 1) ﬁberstand der HLXBY/TEL IP
2) Vektor MSZ[HLXBy/TEL] 2) cDNA aus HL60[HLXB9/TEL] 2) Elution der HLXBY9/TEL IP - 5 Mio. Zellen
3) DNA aus HL60[HLXB9/TEL] 3) cDNA aus HL6()[HLXB9/TEL] 3) Elution der HLXBY/TEL IP - 10 Mio. Zellen
Pool A -RT Kontrolle 4) Elution der HLXB9 IP - 2,5 Mio. Zellen
4) DNA aus HL60[HLXB9/TEL] 4) c¢DNA aus HL60[m0ck] 5) Elution der HLXB9 IP - 5 Mio. Zellen
Pool D 5) H,0 Kontrolle
5) H,0 Kontrolle 6) cDNA aus HL60[HLXBY/TEL]
7) cDNA aus HL60[HLXBY/TEL]
-RT Kontrolle

8) cDNA aus HL60[mock]
9) H,0 Kontrolle
10) Positivkontrolle pMC[HLXBY/TEL]

Abb. 19: Nachweis von HLXBY9/TEL in HLG60[HLXBY/TEL] Zellen auf genomischer und
transkriptioneller Ebene; keine Proteinexpression von HLXBY/TEL. (a) PCR fir HLXB9/TEL an
genomischer DNA aus zwei verschiedenen oligoklonalen Klonen der Zellen HL60[HLXBY/TEL]. Die Grof3e
des PCR-Produkts betrdgt 173 bp. Verwendete Primer: HB9 syn 636 fwd und TEL syn 808 rev (b) RT-PCR
fiir HLXBY/TEL. Die -RT-Kontrolle (Spur 3) dient zum Ausschluss von genomischer DNA Kontamination.
S-AKTIN dient zur Kontrolle der cDNA Integritit. (¢) IP fir HLXB9/TEL aus HL60[HLXBY/TEL] Zellen
(Spur 1-3). Nach der Detektion mit einem anti-FLAG-HRP gekoppelten Antikorper ist keine Proteinbande
(73 kDa) sichtbar. Eine IP fir HLXB9 aus HL60[ HLXBY9] Zellen dient als Positivkontrolle.

Ein moglicher Grund fiir den fehlenden Nachweis des HLXB9/TEL Proteins konnte eine
rasche Degradation des Proteins durch Proteasen sein. Des Weiteren konnte die Sequenz
der HLXBY9/TEL mRNA mogliche Bindestellen fiir miRNAs oder dhnliche regulatorische
RNAs enthalten, welche die mRNA posttranskriptional abbauen und somit die

Proteinbiosynthese verhindern.

4.2.2 Identifizierung potentieller Zielstrukturen von HLXB9 (ChIP-on-Chip)

Die Chromatin-Immunprézipitation in Verbindung mit einer Promotor-Array Analyse dient
der Identifizierung von Ziel-Strukturen im Promotorbereich potentieller Ziel-Gene. Ein
Ablauf der Methode ist im Abschnitt 3.4.2 beschrieben. Fiir die Quervernetzung von
HLXB9 mit potentiellen DNA-Strukturen erfolgte in einem ersten Schritt eine
Formaldehyd-bedingte crosslinking-Reaktion. Dieser Schritt fand in-vivo im Zellsystem
HL60[HLXBY] sowie HL60[mock] statt. Nach der Kernextraktion wurden die Zellkerne

enzymatisch mit einer Nuklease verdaut und mit Ultraschall behandelt um eine optimale

56



4. Ergebnisse

DNA-Fragment GréBe von 150-900 bp zu erhalten. Die bendtigte Enzymmenge und die
optimalen Ultraschallbedingungen wurden experimentell bestimmt. In der Abb. 20 (a) wird
exemplarisch eine Testreihe des enzymatischen Verdaus von 0 — 20 units/ul Enzym und
einer Ultraschallbehandlung von 4 x 10 sek. Impuls gezeigt. Die Abb. 20 (b) zeigt die
optimale Einstellung, wie sie fiir die weiteren ChIP-Experimente verwendet wurde (4,8

unit/pl Enzym, 3 x 10 sek. Impuls).

(a) (b)
—
. —
— !
1000 bp—| -—— —— i
500 bp —| se—
—— P—
500 bp —
r— — -
- — . . 200 bp—|
200 bp + - — . .
1 2 3 4 5 6 7 1 2
4 x 10 sek sonifizieren 3 x 10 sek sonifizieren
1) 100 bp DNA-Marker 1) 100 bp DNA-Marker
2) 0 units Enzym 2) 4,8 units/pl Enzym

3) 2,4 units/pl Enzym
4) 10 units/pl Enzym
5) 15 units/pl Enzym
6) 20 units/pl Enzym
7) 1 kb DNA-Marker

Abb. 20: Optimierung der Sonifizierungseffizienz. (a) Die gelelektrophoretische Auftrennung zeigt DNA
Proben, welche mit unterschiedlichen Mengen Nuklease verdaut wurden. Alle Proben wurden nach dem
Verdau fiir 4 x 10 sek. sonifiziert. (b) Optimierte Einstellung mit einer Enzymmenge von 4,8 units/ul und
einem anschlieBenden Sonifizierungsintervall von 3 x 10 sek. Impuls.

Nach der DNA-Fragmentierung konnte das gekldrte Lysat flir die Immunprizipitation
verwendet werden. Diese erfolgte mit Hilfe der ,, ANTI-FLAG® M2 Agarose” von Sigma-
Aldrich. Als Negativkontrolle dienten die HL60[mock] Zellen. Die Spuren 1 - 6 der Abb.
21 (a) zeigen den jeweiligen Input, die Uberstinde und das Eluat der HL60[HLXB9Y] und
HL60[mock] Zellen im Western Blot. Im Uberstand (Spur 3) ist kein HLXB9 Protein
detektierbar, d.h. durch die Immunprizipitation konnte HLXB9 vollstindig prézipitiert

werden. Zum Waschen der Agarosebeads wurde dem Waschpuffer hochmolares NaCl
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zugefligt. Der Western Blot in Abb. 21 (b) zeigt, dass durch die Waschschritte kaum

Protein verloren gegangen war.

(a) (b)

[kDa] 1 2 3 4 5 6 kDal 1 2 3 4
55=— 55 m—
S -— «— HLXB9 <«<—HLXB9
anti-flag-HRP anti-flag-HRP

1) HL60[HLXBY] Input 1) HL60[HLXBY] Waschschritt 1,350 mM NaCl
2) HL60[mock] Input 2) HL60[HLXBY] Waschschritt 2, 400 mM NaCl
3) HL60[HLXBY) Uberstand 3) HL60[HLXBY] Waschschritt 3, 500 mM NaCl
4) HL60[mock] Uberstand 4) HL60[ HLXBY] Waschschritt 4, 500 mM NaCl
5) HL60[HLXBY] Eluat
6) HL60[mock] Eluat

Abb. 21: Western Blot Analyse der ChIP-Protein Lysate. (a+b) Die einzelnen Fraktionen der ChIP-Proben
Input (0,24 Mio. Zellen pro Spur), Uberstand, Waschschritte sowie das Eluat (1,2 Mio. Zellen pro Spur)
wurden gelelektrophoretisch aufgetrennt und im Western Blot mit einem anti-FLAG-HRP gekoppelten
Antikorper detektiert.

Nach der Immunprézipitation erfolgte ein Proteinase K und RNAse A Verdau. Die Ziel-
DNA der HL60[HLXBY] und HL60[mock] Zellen, welche nun nicht mehr am Protein
gebunden vorlag, wurde aufgereinigt und amplifiziert. Die nachfolgende Markierung der
DNA mit Fluoreszenzfarbstoffen, die Hybridisierung auf Promotor-Arrays sowie die
Auswertung der Daten wurde von der Firma imaGenes/NimbleGen durchgefiihrt (vgl.
Abschnitt 3.4.2 und 3.5). Aus den skalierten log,-Verhéltnissen der Sonden der ChIP-
Probe zum jeweiligen Input wurden signifikante Bindungsbereiche (peaks) berechnet. Die
Abb. 22 zeigt beispielhaft die Visualisierung von zwei detektierten peaks in der Promotor-
Region des Gens PTGER2 aus den HLO60[HLXBY9] Zellen. Die Signalintensitidten der
entsprechenden Sonden liegen bei der HL60[mock] Probe unter dem Schwellenwert und es

wird kein peak score berechnet.
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Abb. 22: Visualisierung der peak Detektion im Bereich des PTGER2 Promotors. Grafik modifiziert nach
»Signalmap®. Dargestellt werden die jeweiligen scaled logj,-ratios und peak scores aus den ChIP
Experimenten der HL60[HLXBY] sowie HL60[mock] Zellen. Rote Balken signalisieren einen peak score mit
einer FDR <0,05.

Die von NimbleGen berechneten FDR-Werte galten als Ausgangspunkt fiir die weiteren
Analysen. Fiir jedes der drei ChIP-Replikate wurden die Promotorregionen ausgewaihlt,
welche in der HLXB9 ChIP-Probe einen signifikanten peak score aufwiesen (FDR < 0,05),

jedoch keine signifikante Anreicherung in der entsprechenden mock Kontrolle zeigten.

AnschlieBend wurden die Datensitze der drei ChIP-Replikate auf Uberschneidungen
tiberpriift. Das Venn-Diagramm in der Abb. 23 (a) zeigt die Anzahl der jeweils
angereicherten Promotoren der Einzelexperimente, sowie deren Schnittmengen. In dem
ChIP-Experiment Nr. 1 wurden 1279 Promotoren signifikant angereichert. In dem ChIP-
Experiment Nr. 2 konnten 1648 Promotoren und in dem Experiment Nr. 3 728 Promotoren
signifikant angereichert werden (p < 0,05). 660 Promotorregionen lieen sich in zwei von
drei unabhéngigen Experimenten detektieren. 114 Promotorregionen wurden in allen drei
Experimenten detektiert. In den folgenden Analysen wurden die 660 Promotoren gewertet,

welche in mindestens zwei ChIP Experimenten signifikant angereichert wurden.
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(@) (b)
1. ChIP 2. ChIP Analyse Name statistischer Wert
KEGG: 5221 Acute myeloid leukemia 1,51E-05
KEGG: 5210 Colorectal cancer 1,88E-05
KEGG: 4012 ErbB signaling pathway 2,20E-05
KEGG: 5215 Prostate cancer 2,60E-05
KEGG: 4062 Chemokine signaling pathway 5,20E-05
KEGG: 4110 Cellcycle 5,83E-05
KEGG: 5222 Small cell lung cancer 1,34E-04
KEGG: 4310 ‘Whnt signaling pathway 2,06E-04
KEGG: 4142 Lysosome 2,29E-04
KEGG: 4115 p53 signaling pathway 3,22E-04
KEGG: 4630 Jak-STAT signaling pathway 1,18E-03
KEGG: 4510 Focal adhesion 1,61E-03
KEGG: 5214 Glioma 1,77E-03
KEGG: 4360 Axon guidance 1,78E-03
KEGG: 5010 Alzheimer's discase 1,96E-03
KEGG: 5012 Parkinson's disease 2,03E-03
KEGG: 190 Oxidative phosphorylation 2,21E-03
KEGG: 5212 Pancreatic cancer 2,45E-03
KEGG: 4910 Insulin signaling pathway 2,50E-03
KEGG: 4520 Adherens junction 3,31E-03
KEGG: 4662 B cell receptor signaling pathway 3,31E-03
KEGG: 5213 Endometrial cancer 5,10E-03
KEGG: 4670  Leukocyte transendothelial migration 5,12E-03
KEGG: 5223 Non-small cell lung cancer 5,83E-03
KEGG: 4210 Apoptosis 6,54E-03
3. ChIP KEGG: 3018 RNA degradation 7,97E-03

Abb. 23: Auswertung der ChIP-Analysen. (a) Venn-Diagramm der drei ChIP-Replikate. (b) KEGG-
Signalweg Analyse von Genen, welche in mind. zwei ChIP-Experimenten eine Bindung von HLXB9 an den
entsprechenden Promotor aufweisen. Dargestellt wird eine Auswahl an Signalwegen mit einem
Signifikanzwert p < 0,002.

Eine Auswahl an signifikant angereicherten KEGG-Signalwegen und ihr Signifikanzwert
sind in der Abb. 23 (b) wiedergegeben. Neben leukdmierelevanten Signalwegen, wie z.B.
Wht-Signalweg und Jak-Stat-Signalweg sind Signalwege vertreten, welche Organe mit
physiologischer HLXB9 Expression betreffen. Das Auftreten dieser Signalwege bekriftigt,
dass es sich bei den analysierten Promotorregionen um Ziel-Sequenzen von HLXBO9
handelt. Um die Frage zu kldren, ob die Interaktion auch eine Verdnderung der
Genexpression der Ziel-Gene hervorruft, wurden Genexpressions-Analysen mit Hilfe von
Affymetrix Arrays durchgefiihrt. Mit Hilfe der Arrayanalyse war es des Weiteren mdoglich,
sekundire und tertidre Effekte der HLXB9 Expression zu beschreiben und einen Einblick

in das durch HLXB9 verdnderte Genexpressionsprofil zu erhalten.
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4.2.3 Auswirkung von HLXBY auf die Genexpression (Affymetrix-Arrays)

Fir die Genexpressions-Arrays wurde das bereits beschriecbene HL60 Zellsystem
verwendet. Die Integritit der RNA wurde vorher im Agarosegel {iberpriift (Abb. 24 (a)).
Die Abb. 24 (b) zeigt die Expression von HLXBY in den transfizierten Zellen. Die Array-
Analyse fand in biologischen Triplikaten statt.

(@) (b)

T — — o g— 200 bp-

6 kb - " < = =
o & o
3 kb-
1 2 3 4 5 6 7 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6 1 2 3 4 5 6
Replikat 1 Replikat 2 Replikat 3
1) 1 kb DNA-Marker
2) RNA HL60[HLXBY)] Replikat 1 1) 100 bp DNA-Marker
3) RNA HL60[HLXBY] Replikat 2 2) HLXBY aus HL60[HLXBY]
4) RNA HL60[HLXBY] Replikat 3 3) HLXBY aus HL60|HLXBY] -RT neg. Kontrolle
5) RNA HL60[mock] Replikat 1 4) HLXBY aus HL60[mock]
6) RNA HL60[mock| Replikat 2 5) f-AKTIN aus HL60[HLXBY)
7) RNA HL60[mock] Replikat 3 6) f-AKTIN aus HL60[mock]

Abb. 24: Qualititskontrollen der fiir die Affymetrix-Arrays verwendeten Ausgangs-RNA. (a)
Gelelektrophoretische Auftrennung der RNA von drei Replikaten im Agarosegel. Die zwei sichtbaren
Banden entsprechen der 18S und 28S rRNA. (b) Nachweis der HLXB9 Expression in den drei Replikaten.
Dargestellt wird die gelelektrophoretische Auftrennung einer PCR fiir HLXB9. Als Negativkontrolle fiir
genomische DNA-Kontamination dient die —RT-PCR. -AKTIN dient zur Kontrolle der cDNA Integritét.

Die Heatmap der Abb. 25 zeigt 61 der differentiell regulierten Gene mit dem kleinsten p-
Wert. Gene, welche in den HLXB9 pos. Zellen im Gegensatz zu den Kontrollzellen
geringer exprimiert werden, sind griin dargestellt. Gene, die stirker reguliert werden, sind

rot markiert.
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Abb. 25: Heatmap der signifikant differentiell regulierten Gene der Analyse ,,HL60[HLXBY] vs
HL60[mock]“. Die Heatmap umfasst 61 Gene, die sich signifikant (p < 0,05) zwischen HL60[HLXBY] und
HL60[mock] unterscheiden. Griin reprisentiert in HLO0[HLXBY9] geringer exprimierte Gene, rot
entsprechend verstérkt exprimierte Gene.

Insgesamt lassen sich bei der Analyse 81 signifikant differentiell regulierte Gene
identifizieren. In der Tab. 3 sind die betroffenen Gene mit ihrem enstprechenden p-Wert

und ,,log, foldchange “ aufgelistet.
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Tab. 3: Genliste der 81 Gene, welche sich signifikant (p < 0,05) zwischen HL60[HLXBY9] und
HL60[mock] Zellen unterscheiden. In HL60[HLXB9] Zellen geringer exprimierte Gene sind in griin
dargestellt, verstérkt regulierte Gene in rot.

"foldchange" "foldchange"
Signifikanz Symbol Chromosom Signifikanz Symbol Chromosom
(log) (log)

5,70E-05 -3,82 PRG2 chrll 1,10E-02 1,02 CD300A chrl?7
5,70E-05 -4,88 CLEC5A chr7 1,20E-02 -1,18 DMXL2 chrls
5,70E-05 -4,19 HGF chr7 1,20E-02 -1,19 RASGRP2 chrll
3,40E-04 -2,90 ANXA1 chr9 1,20E-02 -1,45 ATP8B4 chrl5
3,40E-04 -3,38 CLC chrl9 1,20E-02 -1,61 PLD1 chr3
3,40E-04 -2,64 SELL chrl 1,20E-02 -1,25 ALOXS5AP chrl3
3,40E-04 -3,41 SUCNRI1 chr3 1,30E-02 -1,17 CDS82 chrll
3,40E-04 -2,86 RGS18 chrl 1,50E-02 -1,53 CLECL1 chrl2
4,50E-04 -3,16 CTSG chrl4 1,50E-02 1,24 ZF P30 chr19
6,40E-04 -1,86 ILSRA chr3 1,60E-02 -1,22 CLEC12A chrl2
1,30E-03 -2,56 GPR174 chrX 1,80E-02 -1,17 GAPT chr5
1,30E-03 -2,29 PTGER2 chrl4 1,80E-02 1,14 SSBP2 chr5
1,80E-03 -2,36 ANKRD22 chrl0 2,10E-02 0,88 FKBP5 chr6
3,20E-03 -1,56 ETS1 chrll 2,10E-02 1,23 ZNF461 chr19
3,70E-03 -1,80 GPR65 chrl4 2,70E-02 -0,91 LAT2 chr7
4,10E-03 -1,74 CCL5 chrl?7 2,80E-02 -1,14 CAPNS2 chrl6
4,10E-03 -2.21 LPL chr8 2,90E-02 -1,22 HPGD chrd
4,10E-03 -1,44 CXorf66 chrX 3,30E-02 1,00 ZNF83 chr19
4,50E-03 -1,33 HVCN1 chrl2 3,30E-02 -0,96 FRY chrl3
490E-03 -1,87 C3AR1 chrl2 3,50E-02 0,80 IGLL3 chr22
490E-03 -1,24 CST7 chr20 3,50E-02 -0,82 Clorf186 chrl
5,10E-03 1,70 CD48 chrl 4,00E-02 -0,82 ZYX chr7
5,10E-03 1,75 PTGR1 chr9 4,20E-02 -1,08 SEPTI1 chrl6
5,20E-03 -1,49 FSTLS5 chr4 4,20E-02 0,96 ARHGAPS chrl4
520E-03 -1,97 HRH4 chrl8 4,40E-02 -1,48 LUM chrl2
5,20E-03 -2,08 STXBP5SL chr3 4,40E-02 -0,76 RNASE3 chrl4
5,40E-03 -1,25 GPR183 chrl3 4,50E-02 -1,90 RAB27B chrl8
5,50E-03 -1,31 LRRC49 chrl5 4,60E-02 1,16 F13A1 chr6
5,50E-03 -2,07 T1560 chr8 4,60E-02 -1,04 RET chrl0
5,70E-03 1,61 SPP1 chr4 4,60E-02 -0,79 SLC43A3 chrll
5,70E-03 -1,37 LOC643332 chrl4 4,70E-02 1,11 DDIT4 chrl0
5,70E-03 -1,23 LPCAT2 chrl6 4,70E-02 1,04 ZNF558 chrl9
5,70E-03 -2,04 LYZ chrl2 4,70E-02 0,94 OAS1 chrl2
5,70E-03 -1,09 POPDC3 chr6 4,70E-02 1,21 C3orf59 chr3
5,70E-03 -1,27 DHRS9 chr2 4,70E-02 -0,77 MAGEB2 chrX
6,50E-03 -1,36 C200rf103 chr20 4,80E-02 -0,72 LMAN2 chr5
6,50E-03 -1,28 Clorf162 chrl 4,80E-02 -1,04 TLE4 chr9
6,70E-03 -1,03 SLC27A2 chrl5 4,80E-02 1,07 7ZNF429 chr19
8,80E-03 -1,76 IL8 chr4 4,80E-02 -1,05 RAB31 chrl8
9,40E-03 -1,51 EMILIN2 chrl8 4,80E-02 0,92 GIC1 chrl7
9,40E-03 -2,02 FRMD4B chr3

Die Tab. 3 und die Abb. 25 verdeutlichen, dass der Grofteil der differentiell regulierten
Gene (78%) durch die Expression von HLXBY reprimiert werden, d.h. HLXB9 wirkt als
transkriptioneller Repressor. Die drei Gene PRG2, CLEC5A4 und HGF weisen sowohl den
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niedrigsten p-Wert, als auch den hdchsten ,foldchange* auf. Um einen Uberblick iiber
veranderte Signalwege und GO-Terms zu bekommen, wurde eine EGAN-Analyse
durchgefiihrt. In der Abb. 26 (a) ist eine Netzwerkvisualisierung ausgewdahlter Signalwege
und GO-Terms aus der Abb. 26 (b) dargestellt. Diese zeigt eine Auswahl an KEGG-
Signalwegen und GO-Terms mit ihren Signifikanzwerten. Zum Vergleich sind zusitzlich
die Signifikanzwerte des Vergleichs der AML-Patienten ,,t(7;12) vs CD34+“ angegeben.
Die Signalwege und GO-Terms, die im weiteren Sinne die Zell-Interaktion und
Zelladhésion betreffen, sind sowohl im Zell-System als auch in den Patientenzellen

signifikant angereichert.

(a) SLCA43A3

PRGZ RASGRP2

cTsG G

KEGG: Chemokin8isignaling pathway | ..,

KEGG: Cytokine-cytoKihe receptor interaction

KEGG: Neuroactive ligénd-receptor interaction
cD82
RNASE3

PTGER\ i
T
= CCLS

L8,
GPR183 / /
PLDY

Gene Ontology Function: pfostaglandin receptor activity caaAr1 LAT2 sPP1 —_
ETS1

HRH4

SUCNR1
Gene Ontology Prddess: cell migratio Gene Ontology Prdcess: cell adhesion
HPGD RET KEGG: Fogal adhesion

Gene Ontology Function: G-prﬁtein coupled receptor activity ARHGAPS

Gene Ontology Process: riyeloid leukocyte activation
GPRE5 ZYX

GPR174

CcD48 SELL
EMILINZ L
ANXA1
(b) -
Analyse Name Signifikanzwert
HL60[HLXBY | vs HL60[mock] ¢(7;12) AML vs CD34+ gesund
KEGG: 4510 focal ad hesion 5,51E-04 3,57E-04
KEGG: 4060 cytokine-cytokine receptor interaction 1,76E-03 2,02E-05
KEGG: 4080 neuroactive ligand-receptor interaction 2,96E-03 keine stat. Anreicherung
KEGG: 4062 chemokine signaling pathway 5,33E-03 2,35E-05
GO-Funktion: GO:0004955 prostaglandin receptor activity 1,22E-04 keine stat. Anreicherung
GO-Funktion: GO:0004930 G-protein coupled receptor activity 1,.91E-04 keine stat. Anreicherung
GO-Prozess: GO:0007155 cell adhesion 1,76E-05 1,82E-07
GO-Prozess: GO:0016477 cell migration 1,73E-04 2,42E-03
GO-Prozess: GO:0002274 myeloid leukocyte activation 3,24E-04 2,02E-02

Abb. 26: KEGG-Signalweg und GO-Term Analyse differentiell regulierter Gene HL60[HLXBY] vs
HL60[mock]. (a) EGAN Netzwerk-Visualisierung mit aus (b) ausgewéhlten KEGG-Signalwegen und GO-
Terms. In HL60[HLXBY9] herunter regulierte Gene sind griin umrandet dargestellt, herauf regulierte Gene in
rot. (b) Die Tabelle der EGAN Analyse enthdlt eine Auswahl an signifikant angereicherten KEGG-
Signalwegen und GO-Terms mit einem Signifikanzwert < 0,05. Zusitzlich sind die Signifikanzwerte der
Analyse ,,t(7;12) vs CD34+ dargestellt.
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Neben der Identifizierung von verdnderten Signalwegen und GO-Terms in HLXBY-
exprimierenden Zellen, diente die Expressionsarray-Analyse auch dem Vergleich der 81
signifikant regulierten Gene mit den 660 Ziel-Genen der unter 4.2.2 beschriebenen ChIP-
on-Chip Analyse. Es konnten vier Ziel-Gene identifiziert werden, welche sowohl eine
signifikante Bindung von HLXB9 an die entsprechende Promotorregion, als auch ein
signifikant verédndertes Expressionsverhalten aufweisen. Das Venn-Diagramm der Abb. 27
zeigt die Uberschneidung der Ergebnisse der drei ChIP-on-Chip Replikate mit den 81
differentiell regulierten Genen der Expressions-Analyse. Bei den Genen PTGER?2, ILS,
ZYXIN und ETSI wurde in zwei von drei ChIP-on-Chip Experimenten eine Bindung von
HLXB9 an den entsprechenden Promotor detektiert. Zusétzlich zeigen diese vier Gene in
den HL60[HLXBY] Zellen eine signifikant verminderte Expression. Die in der ChIP-on-

Chip Analyse detektierten Promotor-Sequenzen sind im Anhang 7.2.3 wiedergegeben.

6. ChIP 10. ChIP

5. ChIP Expression

ILS8, ZYXIN

PTGER?2

Abb. 27: Venn-Diagramm der drei ChIP-Replikate sowie der Expressions-Analyse. Dargestellt werden
vier Ziel-Gene, welche in mind. zwei ChIP-Replikaten eine signifikante Anreicherung, sowie in der
Expressions-Analyse ein signifikant verdndertes Regulationsverhalten (vgl. Tab. 3) zeigen.

In den folgenden Experimenten wurden diese vier Ziel-Gene mittels qRT-PCR und
Western Blot Analyse auf ihre Validitét {iberpriift. Des Weiteren wurden ausgesuchte Ziel-
Gene mittels qRT-PCR in den t(7;12) pos. Patientenzellen getestet (vgl. Abschnitt 4.2.4.3),

sowie in HLXBY exprimierenden murinen Stammzellen (vgl. Abschnitt 4.3.3).
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4.2.4 Validierung von Ziel-Genen mittels qRT-PCR und Western Blot

4.2.4.1 Validierung der differentiellen Genexpression

Die Ziel-Gene wurden mittels qRT-PCR und Western Blot Analyse auf ihr verdndertes
Expressionsverhalten iiberpriift. Die Primer fiir die qRT-PCR lagen jeweils iiber einer
Exon-Exon Grenze, um die Detektion von genomischer DNA auszuschlieen. Die PCRs
wurden an denselben Proben durchgefiihrt, welche fiir die Expressionsarray-Analyse
verwendet wurden. Fiir die Western Blot Analysen wurde Gesamt-Proteinextrakt
verwendet. Die Proteinexpression von HLXB9 in den verwendeten Zellen ist in der Abb.
28 (a) dargestellt. Die Abb. 28 (b) zeigt die Ergebnisse der qRT-PCR und des Western
Blots fir die vier Ziel-Gene PTGER?2, IL8, ZYXIN und ETSI. Bei allen vier Genen lasst
sich eine signifikant verminderte Genexpression in den HLXB9 exprimierenden Zellen
erkennen. Zusitzlich zeigt der Western Blot fir PTGER2 und ZYXIN eine geringere
Proteinexpression. IL8 konnte im Western Blot nicht detektiert werden. Ausschlaggebend
ist wahrscheinlich die geringe GroBe bzw. die Sekretion des Zytokins ins Medium. Fiir

ETSI lasst sich keine Verminderung der Proteinexpression feststellen.

In der Abb. 28 (c) ist das Ergebnis der qRT-PCR fiir PIK3CG und PROK?2 dargestellt.
Diese beiden Gene werden unabhéngig von den vier vorherigen Ziel-Genen betrachtet, da
sie zwar eine signifikante Bindung von HLXBY an den entsprechenden Promotorbereich
zeigen, jedoch in der Expressions-Array Analyse mit einem p-Wert grofer 0,05 detektiert
wurden. In der qRT-PCR werden beide Gene signifikant differentiell reguliert. PIK3CG
wird, wie die vier anderen Ziel-Gene, ebenfalls vermindert exprimiert und zeigt eine
geringere Proteinexpression in den HLXBY-pos. Zellen. PIK3CG ist von besonderem
Interesse, da es auch in den Array-Analysen der t(7;12) pos. Patientenzellen signifikant
vermindert exprimiert wird (p = 0,03 im Vergleich zu CD34+ Zellen; p = 0,006 im
Vergleich zu t(9;11) pos. Zellen).

PROK?2 wurde in die Validierung mit aufgenommen, da es sich um eines der wenigen Ziel-

Gene handelt, welche in den HLXBY pos. Zellen verstérkt exprimiert werden.
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Abb. 28: Validierung des verinderten Gen- und Protein-Expressionsprofils der Ziel-Gene. (a) Protein-
Expression von HLXB9 in HL60[HLXBY] Zellen im Western Blot. (b) SYBR®Green RT-PCR fiir die vier
Ziel-Gene PTGER?2, IL8, ZYXIN und ETS1 an cDNA aus HL60[mock] und HL60[HLXBY9] Zellen. Die Werte
wurden zu 8-AKTIN normalisiert. Gesamt-Proteinlysate von HL60[ HLXB9] und HL60[mock] Zellen wurden
im Western Blot mit den fiir die Ziel-Proteine entsprechenden Antikoérpern detektiert (vgl. 7.1.8 fiir
verwendete Antikorper). GAPDH und TBP dienen als Ladekontrollen. (¢) SYBR®Green RT-PCR und
Western Blot fiir PIK3CG und PROK2. * Mann-Whitney-U Test zur Signifikanzberechnung: p <0,05.
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4.2.4.2 Validierung der Promotor-Bindung

Die signifikante Anreicherung der in den Array-Analysen detektierten Promotorregionen
der vier Ziel-Gene wurde mittels qRT-PCR {iberpriift (Abb. 29). Die Chromosomen-
Lokalisation der angereicherten Sequenzen ist unter dem jeweiligen Box-Plot der Abb. 29
angegeben. Die fiir die PCR verwendeten Primer liegen innerhalb dieses Bereiches
(Primersequenz siche Anhang 7.1.6). Als Matrize wurde die DNA der immunprézipitierten
und amplifizierten Proben verwendet, sowie gleiche Konzentrationen des jeweiligen
Inputs. In den immunprézipitierten Proben der HL60[HLXBY] Zellen ist eine Anreicherung
der Promotorsequenzen der vier Ziel-Gene detektierbar. Fiir PTGER2 und ILS ist diese
Anreicherung signifikant (p < 0,05), fiir E7S/ und ZYXIN nur tendenziell zu beobachten.
Die PCR fiir Myoglobin (Exon 2) dient als Negativkontrolle. Es ist kein Unterschied in der

Anreicherung zu erkennen.

PTGER2 IL8 ZYXIN ETS1
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3007 3,00
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0,00 0,00 1,00

Relative Anreicherung zum input

chr14+:51.848.662-51.850.411 chrd+:74.824.028-74.824.594 chr7+:142.786.281-142.787.730 chrl1-:127.897.788-127.898.755
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Abb. 29: Validierung der Bindung von HLXB9 an die Promotoren von PTGER2, IL8, ZYXIN und
ETSI mittels SYBR®Green qRT-PCR. Als Matrize wurde die DNA der ChIP-on-Chip Proben verwendet.
Die Varianz ergibt sich aus drei biologischen Replikaten (Ausnahme: fiir ZYXIN konnten nur zwei Replikate
analysiert werden). Unter den jeweiligen Box-Plots ist die Chromosomenlokalisation der angereicherten
Sequenzen angegeben (hgl8). Die Primer von Myoglobin binden im Exon 2 und dienen als Negativkontrolle.
*Mann-Whitney-U Test zur Signifikanzberechnung: p < 0,05.

Relative Anreicherung zum input
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4.2.4.3 Validierung von Ziel-Genen in t(7;12) pos. Patientenzellen

An die Identifizierung und Validierung der Ziel-Gene von HLXB9 im Zell-System schlief3t
sich die Frage an, ob die Ziel-Gene auch in t(7;12) pos. Patientenzellen differentiell
reguliert werden. Aufgrund des limitierten Patientenmaterials wurden nur die Gene
PTGER?2, PIK3CG und ZYXIN {berpriift, da diese bereits in der Arrayanalyse eine
verminderte Expression in den t(7;12) pos. Patientenzellen zeigten. Fiir PTGER2 und
PIK3CG konnte mittels qRT-PCR die reduzierte Expression bestdtigt werden. Fiir ZYXIN
ergab sich kein unterschiedliches Expressionsverhalten (Abb. 30).

PTGER?2 PIK3CG ZYXIN
> 005 ° 0011
<
> 1882 Legende:
< 004
§ 1,00E-2 om
: 0,03 . t(7;12) pos. AMLs
2 ® 7803 - 0,01
§ 0,024 ! . t(9;11) pos. AMLs
E‘ 5,00E-3 .
L: 0,01 . CD34+ Zellen aus
% 0,01 2,50€-3 —_— gesundem Spender
o]
& oo e— 000E0- == 0,00

Abb. 30: Vergleichende Genexpression von Ziel-Genen in t(7;12) und t(9;11) pos. Patientenzellen,
sowie CD34+ Kontrollproben. SYBR“Green qRT-PCR fiir PTGER2, PIK3CG und ZYXIN in t(7;12) pos.
Patientenmaterial (n=5), t(9;11) pos. Patientenmaterial (n=5) und zwei Proben von gesundem CD34+
Spendermaterial. Die Werte wurden zu 8-AKTIN normalisiert.

4.2.5 Bedeutung der HLXB9-Homoobox fiir die Regulation der Genexpression

Fiir einige bekannte Homoo-Proteine ist gezeigt worden, dass die Homdodoméne drei
strukturelle Helices bildet und der DNA-Erkennung dient. Besonders die dritte Helix ist an
der Interaktion mit der DNA beteiligt. Fiir viele Vertreter gilt die Basenabfolge 5’ ATTA '3
als DNA-Erkennungsmotiv (Gehring et al., 1994). Da fiir HLXB9 die Hom6odoméne noch
nicht als experimentell DNA-bindende Doméne beschrieben ist, wurde eine HLXBY-
Deletionsmutante generiert, bei der die Homdobox z.T. deletiert vorliegt. Diese Mutante

sollte auf ihre Féhigkeit, die vier identifizierten Ziel-Gene zu regulieren, iiberpriift werden.

Die Abb. 31 (a) zeigt schematisch die Struktur von HLXB9 mit den drei Helices der

Homoodoméne. Die betroffene Nukleotidsequenz ist unter der Homdodoméne angegeben.
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Die fiir die Helices 2 und 3 codierenden Nukleotide wurden mit Hilfe einer overlap
extension PCR deletiert (vgl. Abschnitt 3.3.1.4). Die mutierte cDNA HLXB9(Dell) wurde
in den Uberexpressionsvektor pMC kloniert (Abb. 31 (b)) und dieser stabil in das Genom
der HL60 Zellen integriert. Die Abb. 31 (c) zeigt die validierte Sequenz der deletierten
Homoobox. Die komplette Sequenz der HLXB9(Dell) cDNA findet sich im Anhang unter
7.2.

(a) mégl. DNA-bindende Doméine

s konserv. Domane | | Horr@:{/h_g}néne ] ]+

«AACAAGTAC.....AGAAGCAAG...
| Deletion |

(b) (©) AACAAGXAGCAAG
cMVap) JiLxB9 IRES)| Pa€) o)

Abb. 31: Deletion der potentiellen DNA-bindenden Doméne von HLXB9. (a) Schematische Darstellung
von HLXB9. Die deletierten Nukleotide sind rot markiert. (b) Darstellung des Uberexpressionsvektors pMC.
In die MCS wurde die ¢cDNA des HLXB9(Dell) kloniert. (¢) Ausschnitt der Sequenzierung von
HLXBY(Dell).

Die Abb. 32 zeigt eine Western Blot Analyse von Gesamtprotein Zell-Lysaten der
HL60[HLXBY9(Dell)] und HL60[HLXBY9] Zellen. Das Protein HLXB9(Dell) besteht aus
376 Aminosduren und ist ~37 kDa schwer und somit ~4 kDa leichter als das Wildtyp
HLXB9. Wie auch das Wildtyp HLXBO lduft die Deletionsmutante im SDS-Gel héher, als
es der Massenstandard vermuten lidsst. Dieses ldsst sich vermutlich, wie auch fiir das

Wildtyp-HLXB9, mit posttranskriptionellen Modifikationen begriinden.
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55— <« HLXBY
“— HLXB(Dell)
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3) HL60 [mock]

Abb. 32: Protein-Expression von HLXB9(Dell) in HL60[HLXBY9(Dell)] Zellen. Nachweis der Protein-
Expression von HLXB9(Dell) aus Gesamt-Protein Zell-Lysaten im Western Blot. Fiir die Detektion wurde
ein anti-FLAG-HRP gekoppelter Antikorper verwendet. GAPDH (Antikper: anti-GAPDH//anti-Maus-HRP)
dient als Ladekontrolle.

Im Folgenden wurden die HL60[HLXB9(Dell)] Zellen dazu verwendet, die Genexpression
der validierten Ziel-Gene mittels qRT-PCR zu iberpriifen. Wenn es sich bei der
Homo6odomédne um die DNA-bindende Domine handelt, wiirde dies zu einem
Funktionsverlust der Regulation der Ziel-Gene fiihren und die Expression der Ziel-Gene
wére dhnlich denen der Kontrollzellen ohne HLXB9 Expression. Dieses ist fiir das Ziel-
Gen PTGER2 zu beobachten (Abb. 33). Die Expression von PTGER?2 ist in den
Kontrollzellen HL60[mock] und in den Zellen der Deletionsmutante &hnlich und
unterscheidet sich in beiden Fillen signifikant von der Expression in den HL60[ HLXBY]
Zellen. Die typische Erkennungssequenz ATTA (bzw. TAAT fiir den Gegenstrang) ist in
der Promotor-Region von PTGER2 mehrfach enthalten (vgl. Anhang 7.2.3). Fiir die Ziel-
Gene ILS, ETSI, ZYXIN und PROK?2 ist der gegenteilige Effekt zu beobachten. Die
Expression der Ziel-Gene &dhnelt der Expression der HL60[HLXBY] Zellen und
unterscheidet sich signifikant zu der Expression der HL60[mock] Zellen. Die
Funktionalitdt von HLXB9 beziiglich der DNA-Interaktion bleibt also trotz der Deletion
der Homoobox erhalten und ldsst weitere DNA-bindende Domédnen vermuten. Zusétzliche
DNA-bindende Doméinen sind auch fiir andere Homdobox-Gene beschrieben (vgl.
Abschnitt 1.4.3). Fiir die Expression von PIK3CG in den HL60[HLXB9(Dell)] ist keine

eindeutige Aussage moglich.
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Abb. 33: Expression ausgewihlter Ziel-Gene in HL60[HLXB9(Dell)] Zellen mittels qRT-PCR.
SYBR®Green gRT-PCR fiir PTGER2, IL8, ZYXIN, PIK3CG und PROK2 an cDNA aus HL60[mock],
HL60[HLXBY] und HL60[HLXB9(Dell)] Zellen. Die Werte wurden zu [-AKTIN normalisiert. * Mann-
Whitney-U Test zur Signifikanzberechnung: p < 0,05.

4.2.6 Auswirkung von HLXB9 auf die ATRA-induzierte Expression myeloischer
Antigene

Wihrend vielen Vertretern der Homodobox-Genfamilie eine elementare Rolle in der
hidmatopoetischen Zelldifferenzierung zukommt (z.B. HOX-Gene), ist eine Beteiligung von
HLXB9 an der adulten Himatopoese unbekannt. Physiologisch ist HLXB9 an der
Differenzierung von B-Zellen wéhrend der dorsalen Entwicklung des Pankreas und an der
Differenzierung von Motor-Neuronen beteiligt (Arber et al., 1999; Harrison et al., 1999).
Um einen moglichen Einfluss von HLXB9 auf die hdmatopoetische Differenzierung zu
untersuchen, stand das bereits beschriebene HL60 Zellsystem zur Verfiigung. Durch die
Zugabe von ATRA kann die myeloische Differenzierung von HL60 Zellen induziert
werden, wobei die zugrunde liegende Molekularbiologie der induzierten Differenzierung
weitestgehend unbekannt ist. Therapeutisch wird die ATRA-induzierte Differenzierung
bei Patienten mit APL und einem Fusionstranskript PML-RARa angewandt (vgl. Abschnitt
1.2). Wihrend bei Patienten mit APL eine komplette Differenzierung der Blasten zu
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beobachten ist, kann bei immortalisierten Zell-Linien nur eine Teil-Differenzierung in
Richtung myeloischer Differenzierung erreicht werden, welche durch eine verdnderte
Expression von Oberflichenantigenen charakterisiert ist. Zu den Oberfldchenantigenen,
welche nach der Induktion von HL60 Zellen mit ATRA verstirkt exprimiert werden,
gehoren CD36, CD38, CD43, CD45, CD45RO, CD11b, CDl1l1c, CD53, CD54, CD66c,
CD64 und CD53. Eine reduzierte Expression findet sich bei den Antigenen CD95, CD117,
CD29 und CD44 (Barber et al., 2008).

In dieser Studie wurde zundchst die verdnderte Expression von CDI11b als typisches
Antigen fiir die myeloische Differenzierung untersucht. Neben der charakteristischen
Expression auf Myelozyten und reifen Granulozyten, wird CDI11b auch als
Adhisionsmarker beschrieben und war aufgrund der Ergebnisse der bereits beschriebenen
Expressionsstudien (Anreicherung von Zelladhdsions Signalwegen) von besonderem
Interesse. Zusétzlich wird CD11b auch auf AML-Blasten exprimiert (Graf et al., 2006).
Die Abb. 34 zeigt eine Testreihe der ATRA-Induktion iiber 120 h. HL60[mock] und
HL60[HLXBY] Zellen wurden mit 1 pM ATRA induziert und die CD11b Expression zum
entsprechenden Zeitpunkt im FACS analysiert. Die HL60[mock] Zellen erreichten nach
48 h eine CD11b Expression von ~6%, wihrend sich die HL60[HLXBY] Zellen zu ~20%
induzieren lieBen. Zu spdteren Zeitpunkten wurde eine nur minimal hoéhere, bzw.

riickldufige CD11b Expression gemessen.
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Abb. 34: Optimierung zur CD11b Induktion nach Zugabe von ATRA. HL60[mock] und HL60[HLXBY]
Zellen wurden mit 1 uM ATRA induziert und zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Induktion im FACS auf
die Expression von CD11b (FITC) analysiert. Die jeweiligen Negativkontrollen, d.h. Induktion mit DMSO
als Losungsmittel, zeigten eine nicht messbare Induktion und sind hier nicht dargestellt. Die Grafik zeigt die
Dot-Plot Darstellung unter Verwendung der FlowJo Software.

In weiteren Testreihen wurde die optimale ATRA-Konzentration bestimmt. Die hochste
Induktion von CD11b konnte mit 20 uM ATRA erreicht werden. Die Abb. 35 (a) zeigt die
Auswertung der CD11b Expression mit 20 uM ATRA nach 48 h. Die HL60[mock] Zellen
zeigten eine Induktion bis auf ~13%, wihrend sich die HL60[HLXBY] Zellen zu ~72%
induzieren lieBen. Zusétzlich sind die jeweiligen Negativkontrollen (parallele Induktion
mit DMSO) angegeben, welche stets eine Induktion unter 1% zeigten. In der Abb. 35 (c)
ist der Prozentsatz an CD11b positiven Zellen von drei unabhidngigen Replikaten grafisch
dargestellt. Die Abb. 35 (d) gibt die in der qRT-PCR gemessene Expression von HLXBY in

den entsprechenden Zellen wieder.
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Abb. 35: CD11b Induktion nach Zugabe von ATRA. HL60[mock] und HL60[HLXB9] Zellen wurden mit
20 pM ATRA induziert und im FACS auf die Expression von CD11b (FITC) analysiert. (a) Dot-Plot
Darstellung der FlowJo Auswertung. (b) Das Box-Plot Diagramm zeigt die CD11b Expression der FACS-
Analyse nach ATRA bzw. DMSO Induktion von drei Replikaten. (¢) Ergebnis der SYBR*Green RT-PCR fiir
HLXB9 in den verwendeten Replikaten. Die Werte wurden zu 3-AKTIN normalisiert.
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Neben CDI11b wurde als weiterer Oberflichenmarker CD38 identifiziert, welcher nach
ATRA-Induktion einen differentiellen Expressionsunterschied zwischen HL60[mock] und
HL60[HLXBY] Zellen aufweist (Abb. 36). Die HL60[mock] Zellen werden bis auf 70%
CD38 positiv induziert, wihrend die HLO60[HLXB9] Zellen sich zu ~94% induzieren

lassen.

+ ATRA DMSO Kontrolle
HL60[mock] HLG60[HLXBY] HL60[mock] HLG60IHLXBI]

63,09 4,09 0,03 0,03 0,02

FL4 CD38

26,85 5

10° 10’ 10% 10° 10 10' 10° 10°

FL1 CD11b

5,68 0,20

Abb. 36: CD38 Induktion nach Zugabe von ATRA. HL60[mock] und HL60[HLXBY9] Zellen wurden mit
20 uM ATRA induziert und im FACS auf die Expression von CD38 analysiert. Die Dot-Plot Darstellung
zeigt auf der x-Achse die Expression von CD11b (FITC) und auf der y-Achse die Expression von (CD38-
APC).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die HL60 Zellen mit HLXB9 Expression nach
ATRA-Induktion eine stirkere Protein-Expression der Oberflichenmarker CD11b und
CD38 aufweisen, als Zellen ohne HLXB9 Expression.

4.3 Expression von HLXB9 in murinen lineage (lin) neg. Stammzellen

In dieser Arbeit wurden vier potenzielle Ziel-Gene in HL60 Zellen beschrieben, welche
durch eine Bindung von HLXB9 an den entsprechenden Promotor in ihrer Expression
reprimiert werden. Zwei dieser Ziel-Gene, PTGER2 und ZYXIN werden ebenfalls in
Patientenzellen mit HLXB9 Expression (t(7;12)-pos.) im Vergleich zu 11q23/MLL-pos.
Patientenzellen und CD34+-gesunden Spenderzellen reprimiert. In den folgenden
Experimenten sollten die Ziel-Gene in murinen Stammzellen nach HLXBY Transduktion
analysiert werden. Neben der weiteren, spezies-iibergreifenden Validierung der Ziel-Gene,
sollten diese Experimente als Ausgangspunkt fiir weitere Analysen mit primiren murinen

Stammzellen dienen, welche nicht mehr Bestandteil dieser Arbeit waren.
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4.3.1 Lin neg. Selektion von murinen Stammzellen

Als Stammzellpopulation fiir die Transduktion mit HLXB9-haltigem retroviralen Uberstand
wurden /in neg. Zellen verwendet. Die murinen Zellen wurden dafiir wie unter 3.2.5
pripariert und mit einem Antikérpermix flir /in-Marker und Biotin-gekoppelten
microbeads selektioniert. Der Antikorpermix ist gegen /in-positive Antigene gerichtet und
nach einer Negativselektion bleibt die unreife /in neg. Fraktion iibrig. Die Abb. 37 zeigt die
repriasentative Auswertung einer FACS-Analyse vor bzw. nach der /in neg. Selektion. Als
Marker fiir unreife Stammzellen wurde das Stammzellantigen cKit verwendet. Vor der
Selektion waren ~10% der Zellen cKit positiv. Nach erfolgreicher Selektion waren die
unreifen Stammzellen angereichert und je nach Experiment konnten zwischen 70% und
85% cKit positive Zellen gemessen werden. Als Marker fiir reifere Zellen wurden die /in
pos. Antigene CD11b (fiir Myelozyten), Gr (fiir Granulozyten) sowie CD19 (fiir B-Zell
Vorlédufer) analysiert. Die Selektion wurde als erfolgreich betrachtet, wenn: 1) mind. 70%
der Zellen das Antigen cKit exprimierten und 2) der Anteil an /in pos. Markern (CD11b,
Gr, CD19) unter 5% lag. Zusétzlich sind in der Abb. 37 die Protein-Expressionen der
Marker CD3 und Scal dargestellt. CD3 wird als Expressionsmarker von T-Lymphozyten
nicht auf den Knochenmarkszellen exprimiert. Das Stammzellantigen Scal wurde nach der
Selektion auf ~3,5% der Zellen exprimiert. Eine weitere Anreicherung fiir Scal pos. Zellen
(LSK-Population: /in neg. / Scal pos. / cKit pos.) wurde aufgrund der geringen Menge an

murinen Zellen nicht vorgenommen.
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Abb. 37: Lin neg. Selektion von murinen Knochenmarkszellen. Dargestellt wird die unterschiedliche
Expression von Differenzierungsmarkern vor und nach der /in neg. Selektion. Die Abbildung zeigt die
FlowJo-Auswertung der FACS-Analyse. Marker: cKit-PE, Scal-PE, CD19-FITC, CD11b-FITC, CD3-PE,
Gr-APC.

Die /lin neg. Stammzellen wurden im Folgenden mit einem pMSCV[HLXBY]
Expressionsvektor transduziert. Dafiir wurde in einem ersten Schritt die Expression des
endogenen Hixb9 in murinen Stammzellen iiberpriift. Die RT-PCR in der Abb. 38 zeigt,
dass keine endogene Expression von HIxb9 in murinen Stammzellen nachweisbar ist. Als
Stammzell-Populationen wurden unreife /in neg. Zellen sowie heterogene Scal pos. Zellen
verwendet. Als Positivkontrolle wurde Material aus dem murinen Gehirn verwendet. Die
Beobachtung, dass HIxb9 nicht in murinen Stammzellen exprimiert wird, ist mit der
fehlenden Expression von HLXBY9 in humanen CD34+ Knochenmarkszellen in

Ubereinstimmung (vgl. Abb. 8).
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Abb. 38: Expression von HIxb9 in murinen himatopoetischen Stammzellen. Gelektrophoretische
Auftrennung der RT-PCR fiir Hixb9 an cDNA aus /in- (Spur 3), sowie Scal+ (Spur 4) selektionierten
murinen Stammzellen. Lysat aus murinen neuronalen Zellen dient als Positivkontrolle (Spur 2). $-Aktin dient
zur Kontrolle der cDNA Integritdt. Die zu erwartenden PCR-Banden haben eine Groe von 203 bp fiir 3-
Aktin und 168 bp fiir Hlxb9.

4.3.2 Gamma-Retrovirale Transduktion von /in neg. Zellen

Fir die Klonierung in den retroviralen Vektor pMSCV wurde die humane HLXB9
(GENEART) Sequenz verwendet. In der Abb. 39 (a) sind schematisch die verwendeten
Vektoren dargestellt. Als Selektionsmarker enthalten die Vektoren das griin
fluoreszierende GFP, welches unter der Kontrolle eines eigenen CMV-Promotors steht.
Der pMSCV-CMV-GFP Leervektor diente als Negativkontrolle. Die Proteinexpression
von HLXB9 wurde nach transienter Transfektion in EcoPhoenix Zellen im Western Blot

iiberpriift (Abb. 39 (b)).

(a) (b) [kDa]

Mcs| CMV . ’
55—
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LXB-flig )| promotor EGFP H3'PCMV LTR o

36— W e | GAPDH

Abb. 39: Klonierung von HLXBY9 in den gamma-retroviralen Vektor pMSCV. (a) Schematische
Darstellung der verwendeten pMSCV-Vektoren. (b) Western Blot fir HLXB9 aus Gesamt-Protein Lysaten
von transient transfizierten EcoPhoenix Zellen. Fiir die Detektion von HLXB9 wurde ein anti-FLAG-HRP

gekoppelter Antikorper verwendet. Als Ladekontrolle wurde GAPDH mittels Maus-anti-GAPDH//anti-
Maus-HRP Antikorper detektiert.
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Vor Transduktion der /in neg. Zellen wurden diese 24 h mit stimulierenden Zytokinen
prainkubiert (SCF/TPO/FLT3L/IL11/IL6). Die Transduktion erfolgte mit retroviralem
Uberstand an drei aufeinanderfolgenden Tagen (vgl. Abschnitt 3.2.10). 72 h nach der
dritten Transduktion wurden die GFP-pos. Zellen gesortet.

4.3.3 Ausblick: Validierung der differentiellen Ziel-Genexpression in HLXB9 pos.

murinen Stammzellen

Das Ziel der HLXB9 Transduktion in murine Stammzellen war es, die Auswirkung der
HLXBY9 Expression auf die beschriebenen Ziel-Gene zu untersuchen. Insgesamt wurde das
Experiment einmal durchgefiihrt und die Ziel-Gene Ptger2, Zyxin, Ets] und Prok2 in der
qRT-PCR analysiert (Abb. 40). Weitere Ziel-Gene konnten aufgrund des limitierten
Materials nicht untersucht werden. Die Abb. 40 (a) zeigt die Expression des transduzierten
HLXBY9. In der Abb. 40 (b) ist das Ergebnis der qRT-PCR fiir die vier Ziel-Gene
dargestellt. Ptger? zeigt eine verminderte Expression in den mit HLXBY transduzierten
Zellen und bestétigt die vorherigen Ergebnisse im HL60 Zell-System und in den t(7;12)
pos. Patienten. Fiir Zyxin und Ets! ist keine Tendenz einer verminderten Genexpression zu
erkennen. Prok2 zeigt eine 7x hohere Genexpression in den HLXBY transduzierten Zellen

und stimmt somit mit dem Ergebnis des HL60 Zell-Systems iiberein (vgl. Abb. 28).
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Abb. 40: Genexpression von Ziel-Genen in HLXBY pos. murinen himatopoetischen Stammzellen. Mit
pMSCV[GFP] und pMSCV[HLXBY9/GFP] transduzierte lin neg. Zellen wurden nach GFP-pos. Zellen
gesortet. Die Expression des (a) transduzierten HLXBY, sowie (b) der Ziel-Gene Ptger2, Zyxin. Ets] und
Prok2 wurde mittels qRT-PCR bestimmt und die Expression zu 3-4ktin normalisiert.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nur ein erstes Experiment mit murinen Stammzellen

durchgefiihrt werden. Die Ergebnisse sind somit nur als Tendenz zu betrachten und miissen

in weiteren Replikaten validiert werden.
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HLXB?9 ist ein Transkriptionsfaktor, dessen genaue Funktion in hdmatopoetischen Zellen
derzeit unbekannt ist. Wihrend HLXB9 physiologisch nicht in myeloischen Zellen
exprimiert wird, zeigen Patienten mit einer AML und einer Translokation t(7;12)-
HLXBY/TEL eine sehr hohe HLXB9 Expression. Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine
Patientenkohorte mit der Translokation t(7;12) charakterisiert und primére und sekundére

Ziel-Gene von HLXB9 in myeloischen Zellen identifiziert.

5.1 Vergleichende Genexpression von t(7;12) und 11q23/MLL pos.

Siuglingsleukimie-Zellen

Sduglings-AMLs sind sehr selten und der GroBteil (> 60%) weist eine Translokation des
Gens MLL auf (Pui et al., 1996; Sorensen et al., 1994). Innerhalb der 11q23/MLL neg.
Séuglingsleukdmien wurden Patienten mit einer Translokation t(7;12) als homogene
Gruppe charakterisiert (Trisomie 19 und unreife Morphologie der leukdmischen Blasten,
sehr schlechte Prognose). Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Translokation t(7;12) mit
einer Inzidenz von 15% innerhalb der 11q23/MLL neg. Siuglings-AMLs beschrieben (vgl.
Abschnitt 4.1.1).

5.1.1 Differentielle Genexpression von HOX-Genen

Sowohl in t(7;12) als auch in 11q23/MLL pos. Leukédmie-Entitdten spielt die Fehlregulation
von Homoobox-Genen eine bedeutende Rolle. Wéhrend fiir t(7;12) pos. Leukdmiezellen
lediglich die Uberexpression des Homoobox-Gens HLXB9 beschrieben worden ist, ist fiir
MLL pos. Leukdmien die starke Expression von HOX-Genen und deren Ko-Faktoren
nachweislich flir die Leukdmieentstehung mit verantwortlich (Armstrong et al., 2002;
Milne et al., 2005; Slany, 2009; Zeisig et al., 2004) und begriindet sich auf der zentralen
Rolle von HOX-Genen in der frithen Himatopoese (vgl. Abschnitt 1.3) (Drabkin et al.,
2002; Golub et al., 1999; Kawagoe et al., 1999; Lawrence et al., 1999). Durch ein gezieltes
Zusammenspiel von HOX-Genen und ihren Ko-Faktoren kann es zu einem gesteigerten
Selbsterneuerungs-Potential der Stammzellen, zu einem Arrest in der Differenzierung und

zur Entstehung von leukdmischen Stammzellen kommen. Verantwortlich fiir die aberrante
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HOX-Expression sind iibergeordnete Regulatoren, wie z.B. der Transkriptionsfaktor MLL
oder Mitglieder der Homdobox-Familie CDX (Bansal et al., 2006; Krivtsov et al., 2007).

Die in dieser Arbeit durchgefiihrten Genexpressions-Analysen sollten u.a Aufschluss
dariiber geben, ob Patientenzellen mit einer Translokation t(7;12) und Expression von

HLXBY ebenfalls eine verstirkte Expression von HOX-Genen aufweisen.

Von besonderem Interesse war die Expression der Gene HOXAY9, MEISI und cMYB,
welche mallgeblich an der Initiierung der MLL-vermittelten Leukdmogenese beteiligt sind.
Zusitzlich korreliert die Expression von HOXA9 im Rahmen einer AML mit
unzureichenden Behandlungserfolgen (Golub ef al., 1999). Anhand von qRT-PCR konnte
gezeigt werden, dass die Uberexpression dieser drei Gene spezifisch fiir die 11q23/MLL-
positive Kohorte ist und weder t(7;12) pos. Patientenzellen, noch Patientenzellen ohne
11923/MLL bzw. t(7;12) Translokation eine verstirkte Expression dieser drei Gene zeigen
(vgl. Abb. 4). Zusitzlich zu der Expression von HOXA9 und MEIS] wurden die Daten der
Affymetrix Genexpressionsarrays gezielt nach weiteren, differentiell regulierten HOX-
Genen untersucht. Es konnte eine Anzahl zusitzlicher HOX-Gene (PBX3, HOXAG6,-AS.-
A10,-A3,-A4,-A7,-A9,-A2) identifiziert werden, welche ebenfalls eine signifikant
differentielle Expression zeigen und in 11q23/MLL-pos. Patientenzellen im Vergleich zu

t(7;12) pos. Patientenzellen {iberexprimiert werden.

Die Tatsache, dass die Uberexpression von HOX-Genen nicht in t(7;12) pos.
Leukédmiezellen gezeigt werden konnte, legt nahe, dass fiir den Transformationsprozess,

initiiert durch die Translokation t(7;12), ein anderer Mechanismus verantwortlich ist.

5.1.2 Anreicherung von Zelladhésions-Signalwegen

Fiir eine detaillierte Analyse der differentiell hoch- bzw. niedrig exprimierten Gene wurde
eine Gen-Ontologische Untersuchung durchgefiihrt (vgl. Abb. 14). Bei dem Vergleich von
t(7;12) mit t(9;11) pos. Leukdmiezellen, zeigte sich eine signifikante Anreicherung von
Signalwegen, welche die Zelladhdsion betreffen (z.B. ,,cell adhesion molecules*, ,,focal
adhesion”, ,, regulation of actin cytoskeleton ). Sehr dhnliche Ergebnisse zeigte auch ein
Vergleich der t(7;12) pos. Patientenzellen zu CD34+ Knochenmarkszellen gesunder

Probanden.
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Der Signalweg focal adhesion beschreibt Zell-Matrix Interaktionen und gilt als Uberbegriff
fiir weitere Signalwege, wie z.B. ,,cytokine-cytokine receptor interaction* und ,,regulation
of actin cytoskeleton . Das Knochenmark, Ort der adulten Himatopoese, setzt sich aus den
hidmatopoetischen Zellen, Stromazellen und der extrazelluldren Matrix zusammen und
bildet die hdmatopoetische Nische, also das Mikromilieu der Stammzellen. Samtliche
Prozesse, wie z.B. die Selbsterneuerung der Stammzellen, die Proliferation und
Differenzierung in die unterschiedlichen hamatopoetischen Reihen und das ,,Homing* der
im Blut zirkulierenden Stammzellen, werden durch Interaktionen der Zellen der
hidmatopoetischen Nische gesteuert. An der Regulation sind dariiberhinaus vor allem
Zytokine (hdmatopoetische Wachstumsfaktoren) beteiligt, die sowohl parakrin als auch
autokrin wirken. Adhédsionsmolekiile spielen vor allem bei der Interaktion der
hamatopoetischen Zellen mit Rezeptoren des Knochenmark-Stromas eine bedeutende
Rolle. Eine Fehlregulation innerhalb der fein abgestimmten Interaktion der
hidmatopoetischen Nische kann zu einer unkontrollierten Hdmatopoese und einem
veranderten ,,Homing* filhren und bildet somit eine Grundlage der Leukdmieentstehung

(Renstrom et al., 2010).

Die Abb. 41 zeigt zwei mogliche Szenarien, wie eine verdnderte Zelladhdsion zur
Leukdmogenese beitragen konnte. Unter (a) ist die gesunde hdmatopoetische Stammzelle
(HSZ) dargestellt. Sie steht im direkten Kontakt mit den Stromazellen der Osteoblastischen
Nische und autokrin und parakrin  wirkende  Faktoren regulieren die
Selbsterneuerungskapazitit der HSZ. Unter geeigneten Bedingungen migriert die HSZ zur
vaskuldren Nische und beginnt in die verschiedenen Vorlduferzellen zu differenzieren.
Eine gestorte Interaktion oder Kommunikation zwischen der leukdmischen Stammzelle mit
den Stromazellen kann zur kontinuierlichen Proliferation der Zellen fithren und somit zur
myeloproliferativen Erkrankung (Abb. 41 (b)). Eine weitere mogliche Auswirkung der
gestorten Interaktion innerhalb der hdmatopoetischen Nische ist unter (c) dargestellt. Eine
anormale Interaktion zwischen der leukdmischen Stammzelle und den Stromazellen kann
dazu fiihren, dass die leukdmische Stammzelle einem Zellzyklusarrest unterliegt und somit

nicht mehr fiir Chemotherapeutika zugénglich ist.
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Abb. 41: Model zur Leukimogenese durch gestorte Zell-Interaktionen. (a) Gesunde Himatopoese. (b)
Veranderte Zell-Zell Interaktionen fiihren zur gesteigerten Proliferation. (¢) Durch verdnderte Zell-Zell
Interaktionen ist die leukdmische HSZ nicht mehr fiir Chemotherapeutika zugénglich. HSZ: hdmatopoetische
Stammzelle.

Die Daten der Expressionsanalysen zeigen, dass der Verinderung in der Expression von
Zelladhésionsmolekiilen eine Schliisselfunktion in der t(7;12) vermittelten Leukdmogenese
zukommt. Diese Beobachtung wird dadurch unterstiitzt, dass die alleinige Expression von
HLXB9 oder HLXBY/TEL in einem CFC-Test keine transformierende Wirkung in
myeloischen Vorlduferzellen zeigt (Wildenhain et al., 2010). Die Interaktion mit den
Zellen der himatopoetischen Nische konnte also eine wichtige Bedeutung in der t(7;12)

verursachten Leukdmogenese spielen.

Fiir die Interpretation der Genexpressionsdaten muss jedoch beachtet werden, dass sich die
Blasten der unterschiedlichen Leukidmieentititen in unterschiedlichen
Differenzierungsstadien befinden. So werden bei dem direkten Vergleich von t(7;12) mit
t(9;11) pos. Patientenzellen unreife Blasten (FAB M0/M2) mit reiferen monoblastiren
Zellen (FAB M5) verglichen. Ebenso umfassen die CD34+ hdmatopoetischen Stammzellen
des gesunden Spenders Subpopulationen mit unterschiedlichen Differenzierungsstadien. Es
besteht also, unabhingig von der gegebenen Zytogenetik, ein differentielles
Genexpressionsprofil. Um auszuschlieBen, dass die differentiellen Genexpressionsprofile
durch den unterschiedlichen Reifegrad der Zellen bedingt werden, sondern es sich um die
direkte Auswirkung der unterschiedlichen Zytogenetik der Zellen handelt, miissten
zusitzlich gesunde Spenderzellen im gleichen Differenzierungsstadium mit in die
Genexpressions-Analyse einbezogen werden. Daflir wére jedoch eine Knochenmarks-

Spende von gesunden Spendern notwendig.
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Es ist vorstellbar, dass ein Teil der differentiellen Genexpression sich auf den
unterschiedlichen Reifegrad der Zellen begriindet (z.B. die verstdrkte Expression von cKIT
und CD34 in den t(7;12) pos. Patientenzellen). Demgegeniiber wurde jedoch anhand von
Cluster-Analysen von AML-Subtypen mit einem dhnlichen Differenzierungsgrad gezeigt,
dass sich die Patientenproben anhand ihrer balancierten Translokationen gruppieren
(Schoch et al., 2002). Dieses ldsst sich z.T. durch den stark leukdmischen Effekt vieler
Fusionsproteine oder zytogenetischer Besonderheiten begriinden (Brown et al., 1997,
Castilla et al., 1996; Pabst et al., 2001). Aus diesem Grund wurde davon ausgegangen,
dass die zytogenetischen Aberrationen der Zellen fiir die Anreicherung der beschriebenen

Signalwege verantwortlich sind.

Die leukdmischen Blasten von t(7;12) pos. Patienten lassen sich durch drei molekular-
zytogenetische  Auffiélligkeiten charakterisieren, ndmlich die Expression des
Fusionstranskripts HLXBY/TEL, eine hohe Expression von HLXBY sowie ein zuséitzliches
Chr. 19. Welches dieser Merkmale oder welche Kombination krankheitsverursachend ist,

ist bisher noch nicht bekannt.

Wihrend die TEL Expression des Wildtyp Allels durch die Translokation nicht beeinflusst
wird, kommt es zu einer starken Expression des Wildtyp HLXB9 Allels (von Bergh et al.,
2006). Ein dhnlicher Effekt ist fiir die Translokation t(12;13) beschrieben, bei der der N-
Terminus des Homoobox-Gens CDX2 in-frame mit dem Exon 2 des TEL fusioniert
vorliegt. Die Fusion geht ebenfalls mit einer erhohten Expression des Wildtyp-Allels
CDX?2 einher, dessen physiologische Expression auf Darm-Epithelzellen und auf die friihe
embryonale Entwicklung beschridnkt ist. Fiir die Translokation t(12;13) konnte gezeigt
werden, dass Mause, die mit CDX2 transduzierten Zellen transplantiert wurden, eine AML
entwickelten. Im Gegensatz dazu, war die Transplantation mit CDX2/TEL transduzierten

Zellen nicht krankheitsverursachend (Rawat et al., 2004).

HLXB9 wird physiologisch im Pankreas, im Dickdarm, in der Lunge und in den
Nervenzellen des Gehirns exprimiert. Interessanterweise waren Signal-Wege, welche
Gewebe mit physiologischer HLXB9 Expression betreffen, in den Expressions-Analysen
signifikant angereichert (z.B. , colorectal cancer”, , pancreatic cancer®, , prostate
cancer”, , axon guidance”), d.h. dass die selektive Auswirkung der HLXB9 Expression

einen starken Einfluss auf das Expressionsprofil HLXBY/TEL pos. Patienten ausiibt.
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Basierend auf diesen Beobachtungen und der Tatsache, dass in der Literatur vereinzelt
t(7;12) pos. Patienten beschrieben worden sind, bei denen kein Fusionstranskript in den
leukédmischen Blasten nachgewiesen werden konnte, wurde die Hypothese aufgestellt, dass
die Uberexpression von HLXB9 eine wesentliche Rolle in der t(7;12) vermittelten
Leukdmogenese spielt. Um die genaue molekulare Funktionsweise von HLXB9 zu
verstehen, ist es wichtig, den Mechanismus, welcher zu einem veridnderten
Expressionsprofil fiihrt, aufzuklaren. In den nachfolgenden Abschnitten wird die Funktion
von HLXB9 als Transkriptionsfaktor im HLXB9 exprimierenden HL60 Zellsystem

beschrieben.

5.2 HLXB9 wirkt durch direkte DNA-Interaktion als

transkriptioneller Repressor in himatopoetischen Zellen

Als DNA-bindendes Element vieler Homdo-Proteine gilt die stark konservierte
Homdodoméne. Jedoch gibt es auch Vertreter, die {iber zusitzliche, konservierte DNA-
bindende Dominen verfiigen (z.B. die PAX Doméne). Vereinzelt sind weitere DNA-
bindende Strukturen beschrieben, die keiner bekannten Doméine zugeordnet werden, so ist
z.B. aus myeloischen Zellen ein Protein isoliert worden, welches das Motiv CCAAT
erkennt (Skalnik ef al., 1991). Fiir HLXB9 sind noch keine publizierten Studien zur DNA-
Interaktion durchgefiihrt worden.

ChIP-on-Chip identifiziert HLXB9 als Transkriptionsfaktor:

Eine geeignete Methode zur Identifizierung von Protein-DNA Interaktionen ist die hier
angewandte Chromatin-Immunprézipitation (vgl. Abschnitt 3.4.2). Fiir die Identifizierung
der immunprézipitierten Ziel-DNA bieten sich zwei gingige Methoden an. Die in dieser
Arbeit angewandte Hybridisierung auf Mikroarrays bietet den Vorteil, dass die Arrays fiir
den individuellen Gebrauch gewéhlt werden konnen. So stellen z.B. Promotor-Arrays eine
kostengiinstige  Alternative fiir erste Screeningverfahren von unbeschriebenen

Transkriptionsfaktoren dar.

Fiir die Hybridisierung ist jedoch eine relativ grole Menge an immunprézipitierter DNA
notwendig, welche durch einen finalen Amplifikationsschritt gewonnen wird. Durch die

PCR-basierte Amplifikation erhoht sich die experimentell induzierte Fehlerrate und fiihrt
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zur verhiltnisméBig geringen Uberschneidung unabhéngiger ChIP-on-Chip Replikate (vgl.
Abb. 23). Eine modernere Methode zur Identifizierung der Ziel-DNA ist die
Sequenzierung mittels Hochdurchsatz-Sequenziergerdten. Fiir die Sequenzierung wird
weniger Ausgangs-DNA bendtigt und der fehlerbehaftete Schritt der Amplifizierung
entfdllt. Die Sequenzierung mit dem Illumina Genome Analyzer bietet durch eine kurze
read-Léange eine hohe Abdeckung und Auflosung der Ziel-Sequenzen. Ein zusétzlicher
Vorteil der Sequenzierung ist die Abdeckung des gesamten Genoms (Jothi et al., 2008;
Valouev et al., 2008). Ein Illumina Sequenziergerdt stand jedoch zum Zeitpunkt der

Analyse nicht zur Verfligung.

Die Qualitidt der ChIP, und somit das Minimieren von falsch-positiven Protein-DNA-
Bindungen héngt groftenteils von der Wahl des geeigneten, spezifischen Antikorpers flir
die Immunprézipitation ab. In dieser Arbeit wurde fiir die IP kommerziell gekoppelte anti-
FLAG Agarose-beads verwendet, die spezifisch das FLAG-Epitop der Proteine erkennen.
Doch auch trotz der Wahl eines spezifischen Antikorpers, lassen sich in der ChIP oftmals
falsch-positive Sequenzen detektieren. Diese resultieren aus der z.T. unspezifischen,
Formaldehyd-bedingten Quervernetzung des Ziel-Proteins mit der DNA. Zusitzlich liegt
das Protein in den meisten Experimenten in einer iiberexprimierten Form vor, welches
ebenfalls zu falschen Interaktionen flihren kann. Dass es sich bei den identifizierten Genen
trotzdem um mogliche Bindungsstrukturen von HLXB9 handelt, und nicht um falsch-
positive Effekte, zeigte eine KEGG-Signalweg Analyse der identifizierten Ziel-Gene (vgl.
Abb. 23). So zeigen u.a Signal-Wege eine signifikante Anreicherung, welche Gewebe mit
physiologischer HLXB9 Expression betreffen, z.B. ,colorectal cancer®, ,pancreatic

cancer“und ,,glioma *.
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Genexpressionsstudien identifizieren HLXB9 als transkriptionellen Repressor:

Anhand von Genexpressionsanalysen konnte gezeigt werden, dass HLXB9 als
transkriptioneller Repressor auf das globale Expressionsprofil von HL60 Zellen wirkt. Von
insgesamt 81 signifikant regulierten Genen, werden 63 Gene in Anwesenheit von HLXB9
reprimiert. Ungeklart ist derzeit noch, welche Protein-Doméne den starken repressorischen
Effekt von HLXB9 bewirkt. Innerhalb der Gruppe der Homd&o-Proteinen sind sowohl
transkriptionelle Aktivatoren, als auch Repressoren bekannt. Fiir zwei Vertreter der
Homoobox-Genfamilie konnte anhand von Mutationsanalysen gezeigt werden, dass eine
wiederholte Abfolge von Alaninen fiir die Repressorfunktion notwendig ist (Han and
Manley, 1993). Auch HLXB9 besitzt eine Abfolge von 14 Alaninen. Die funktionelle
Untersuchung einer Mutante mit Deletionen im Bereich der Alanin-Wiederholung, ist als

Folgeprojekt geplant.

Eine Signalweg und Gen-Ontologische Untersuchung der differentiell regulierten Gene
ergab, wie bereits in den Analysen der t(7;12) pos. Patientenzellen beobachtet, eine
Anreicherung von Signalwegen, welche Prozesse der Zell-Adhdsion betreffen. Somit
konnte die Vermutung unterstiitzt werden, dass die in den Patienten-Analysen
angereicherten Signalwege der Zell-Adhésion durch die HLXBY Expression bedingt, bzw.

beeinflusst werden.
Identifizierung von PTGER?2, IL8, ZYXIN und ETS1 als direkte Ziel-Gene:

Die Daten der ChIP-on-Chip Analyse wurden mit den 81 signifikant regulierten Genen der
Expressionsanalyse nach Ubereinstimmungen verglichen. Dabei wurden PTGER2, ILS,
ZYXIN und ETSI als direkte Ziel-Gene identifiziert. Diese vier Gene zeigen eine
verminderte Expression in den HLXB9 pos. Zellen. Zusitzlich bindet HLXB9 an die
Promotor-Region dieser Ziel-Gene. Die geringe Schnittmenge der ChIP-on-Chip Daten mit
den Daten der Expressionsarrays ist ein in der Literatur bekanntes Phinomen (Hayakawa et
al., 2004; Impey et al., 2004; Zhang et al., 2005). In der ChIP-on Chip Analyse werden
samtliche Ziel-Sequenzen identifiziert, welche eine strukturelle Bindung von HLXB9
aufweisen. Ob die Bindung von HLXB9 jedoch auch eine verinderte Expression der
betroffenen Gene bewirkt, hingt von zahlreichen zusédtzlichen Faktoren ab. Zum einen ist
die Regulation vieler Gene Zell-Zyklus und Gewebe abhingig, d.h. Gene bzw.

Promotoren, die von HLXB9 gebunden worden sind, kdnnten eine verdnderte Regulation
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in Geweben aufzeigen, in denen HLXB9 physiologisch exprimiert wird. Zum anderen
erfordert der Prozess der transkriptionellen Regulation in vielen Fillen die Anwesenheit

von zuséatzlichen Ko-Faktoren.

In dieser Arbeit wurden zum ersten Mal direkte Ziel-Gene von HLXB9 identifiziert,
welche zum einen eine strukturelle Bindung von HLXB9 an die entsprechende
Promotorregion aufweisen und zusétzlich eine verminderte Expression in HLXB9 pos.
hamatopoetischen bzw. leukdmischen Zellen zeigen. Alle vier Ziel-Gene konnten in der

qRT-PCR bestitigt werden.

Unklar ist derzeit noch, welche Doménen an der DNA-Interaktion beteiligt sind. Fiir die
konservierte Homdodoméne ist die Aminosédurensequenz, welche fiir die DNA-Bindung
verantwortlich ist, bekannt (sieche Abschnitt 1.4.3). Um zu testen, ob eine Deletion dieser
Aminosduren die Regulation der direkten Ziel-Gene von HLXB9 beeinflusst, wurde die
Mutante HLXB9(Dell) kloniert und HLXB9(Dell) stabil in HL60 Zellen exprimiert (siche
Abschnitt 3.3.1.4). Die Expression des Ziel-Gens PTGER2 verhielt sich in den
HLXB9(Dell) pos. Zellen dhnlich zu den Kontrollzellen ohne HLXB9 Expression, d.h. die
Deletion fiihrt zu einem Funktionsverlust von HLXB9 (vgl. Abb. 33). Die Homdodoméine
ist also zumindest fiir einen Teil der reprimierten Ziel-Gene die DNA-bindende Doméne.
Die Expression der Ziel-Gene /LS8, ETSI und ZYXIN verhielt sich in den HLXBY9(Dell)
pos. Zellen dhnlich wie in den HLXBY pos. Zellen. Dieses Ergebnis legt die Vermutung
nahe, dass HLXBY iiber weitere DNA-bindende Dominen verfiigt, wie es auch fiir andere
Vertreter der Homoobox-Genfamilie beschrieben ist. Die ndhere Analyse dieser

potenziellen Doménen konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht mehr erdrtert werden.

5.3 PTGER?2 ist ein direktes Ziel-Gen von HLXB9

In dieser Arbeit wurde PTGER? als direktes Ziel-Gen von HLXB9 identifiziert. Es konnte
gezeigt werden, dass HLXB9 an die Promotor-Region von PTGER2 bindet und eine
verminderte Expression auf Transkript und Protein-Ebene bedingt, wobei die Regulation
von PTGER?2 von der funktionellen Homdodoméne von HLXB9 abhingig ist. Der Effekt
der verminderten Gen-Expression konnte ebenfalls in t(7;12) pos. Patientenzellen mit
HLXBY9 Expression gezeigt werden (siche Abschnitt 4.2.4.3). Zusitzlich konnte in einem

Vorversuch gezeigt werden, dass auch in murinen Stammzellen die HLXB9 Expression
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eine verminderte PTGER2 Expression bewirkt (vorldufige Daten). Es scheint sich somit

um einen stark konservierten Effekt zu handeln, der speziesiibergreifend zu beobachten ist.

PTGER2 (Prostaglandin Rezeptor 2) ist einer von vier Rezeptoren fiir PGE2
(Prostaglandin E2). Prostaglandine spielen eine wichtige Rolle im Immunsystem und
werden von verschiedenen Zellen des Korpers sekretiert. Die Expression der vier
unterschiedlichen Rezeptoren ist stark vom jeweiligen Zelltyp abhidngig und die
Funktionen sind zum Teil divergent. Bei dem Rezeptor EP2 (PTGER2) fiihrt die
Aktivierung zu einer gesteigerten Produktion von zyklischem AMP (cAMP), welches iiber

eine Signalkaskade die Genregulation beeinflusst (Harris et al., 2002).

Die Expression und Funktion von PTGER? in malignen Neoplasien scheint stark Gewebe
abhédngig zu sein und wird sowohl als proliferations-fordernd, als auch als Apoptose-
induzierend beschrieben. Uber die Funktion in Leukimien ist relativ wenig bekannt,
jedoch ist gezeigt worden, dass von den vier PGE2 Rezeptoren ausschlieSlich PTGER2 auf
AML Blasten exprimiert wird und zu einer gesteigerten Produktion von cAMP fiihrt

(Malissein et al., 2006).

Eine zellwachstum-fordernde Funktion wird PTGER2 z.B. in Kolonkarzinomen
zugeschrieben (Castellone ef al., 2005). Der gegenteilige Effekt ist in Neuroblastomen
beschrieben. Dort konnte u.a gezeigt werden, dass die Promotorregion von PTGER2
methyliert und somit inaktiv vorliegt. Die Uberexpression von PTGER?2 in Neuroblastom-
Zelllinien fiihrt zu einem reduzierten Zellwachstum und zum Teil zur Apoptose der Zellen.
Zusitzlich konnte gezeigt werden, dass die Behandlung der Zellen mit einem PTGER2
Agonisten zu einer gesteigerten Produktion von cAMP fiihrt (Sugino et al., 2007). Der
Zusammenhang zwischen einer erhohten cAMP Produktion und vermindertem
Zellwachstum und Induktion der Zell-Differenzierung ist auch in anderen Zell-Typen, z.B.
in Makrophagen, Glioblastomzellen und Zellen des Hippokampus, gezeigt worden (Chen
et al., 1998; Takadera et al., 2004; Vairo et al., 1990). Von den vier PGE2 Rezeptoren
besitzt PTGER2 das stirkste Potential zur cAMP Produktion (Regan, 2003; Sugino et al.,
2007).
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Die Abb. 42 zeigt ein mogliches Model zum Einfluss von HLXB9 auf PTGER?2.
Nachweislich konnte in dieser Arbeit die Bindung von HLXB9 an die Promotorregion von
PTGER?2 gezeigt werden. Zusitzlich nimmt sowohl die Gen-, als auch die
Proteinexpression von PTGER2 in Anwesenheit von HLXB9 ab. Der Effekt der
verminderten Genexpression ist von einer funktionellen Homdodomédne von HLXB9
abhingig. Die reprimierte Expression des Rezeptors konnte dazu fiihren, dass weniger
cAMP gebildet wird. Uber eine Phosphorylierungskaskade reguliert cAMP als second
messenger die Regulation cAMP abhingiger Elemente. Zu diesen gehoren zahlreiche
Gene, die die myeloische Zell-Proliferation und Differenzierung beeinflussen. Die
verminderte Bildung von cAMP wird mit einer erhdhten Proliferationsrate der Zellen in
Verbindung gebracht (Mayr and Montminy, 2001; Shankar et al., 2005; Shaywitz and
Greenberg, 1999).

Myeloische Zelle

PTGER2
Promotor kodierende Region

Differenzierung «—» Proliferation

Abb. 42: Model zum Einfluss von HLXB9 auf die PTGER2 Expression. Der weif} hinterlegte Bereich
basiert auf den Ergebnissen dieser Arbeit. Der grau hinterlegte Bereich zeigt auf der Literatur beruhende
Schlussfolgerungen.
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5.4 HLXB9 verstiarkt die ATRA induzierte CD11b-Expression

Knock-out Studien mit HLXB9 defizienten Méusen ergaben, dass HLXB9 eine essentielle
Rolle wihrend der dorsalen Entwicklung des Pankreas und bei der Differenzierung der B-
Zellen spielt (Harrison et al., 1999; Li et al., 1999). Wihrend der murinen embryonalen
Entwicklung wird HLXB9 sowohl im dorsalen als auch ventralen Anteil des Pankreas am
Tag E9 exprimiert. In Embryonen mit einer Dysfunktion des Retinséure-Signalwegs ist die
Anzahl der HLXB9 exprimierenden Zellen reduziert und diese sind nicht mehr zur
Expansion und Knospung fahig (Martin ef al., 2005). Auch in Zebrafisch-Modellen konnte
gezeigt werden, dass die embryonale Pankreasentwicklung Retinsdure abhéngig ist
(Stafford and Prince, 2002). Da eine Rolle von HLXB9 an der embryonalen oder adulten
Héamatopoese weitestgehend unbekannt ist, wurde im Rahmen dieser Arbeit ein moglicher
Effekt von HLXB9 auf die himatopoetische Differenzierung von HL60 Zellen untersucht.
HL60 Zellen lassen sich durch die Zugabe von ATRA in myeloische Zellen
ausdifferenzieren. Zellen, welche stabil HLXB9 exprimieren (HL60[HLXBY9]) zeigten nach
Induktion mit ATRA eine vielfach stirkere Expression der Oberflaichenmarker CD11b und
CD38 als HL60 Kontrollzellen (vgl. Abschnitt 4.2.6).

CDI11b (MAC-1) gehort zu der Familie der B,-Integrine und ist fiir die Interaktion von
hdmatopoetischen Zellen mit den Zellen des Knochenmark-Endothels verantwortlich. Als
Regulatoren der Zell-Zell Interaktion spielen B-Integrine eine mafgebliche Rolle bei der
Regulation der Zell-Differenzierung, Zell-Mobilitit, des Zell-Wachstums und des
Zelltodes (Howe et al., 1998). In gesunden, hdmatopoetischen Zellen wird CD11b auf
CD34+-Vorlauferzellen, auf reifen Monozyten und Granulozyten, sowie auf NK-Zellen
und lymphatischen Subpopulationen exprimiert (Carlos and Harlan, 1994; Paietta et al.,
1996). In den AML-Zellen findet sich eine CD11b Expression vermehrt auf den Blasten
der reiferen Subtypen FAB M4/MS5, ist jedoch auch auf unreifen Blasten der FAB-
Subtypen MO und M1 beschrieben worden. Zusétzlich korreliert die Expression mit einer
schlechten Prognose (Graf et al., 2006). CDI11b gilt, im Gegensatz zu CD38, als

myeloischer Differenzierungsmarker.
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CD38 wird in gesunden, hédmatopoetischen Zellen, auf frilhen lymphatischen
Vorlduferzellen und auf aktivierten T- und B-Zellen exprimiert (Reinherz et al., 1980;
Stashenko et al., 1981). Wiahrend der myeloischen Differenzierung wird die CD38
Expression herunter reguliert (Sieff et al., 1982).

Fiir die ATRA-induzierte Expression von CD38 in HL60 Zellen ist gezeigt worden, dass
diese von dem funktionellen Rezeptor RARa abhingig ist (Di ef al., 1996). Es ist somit
fragwiirdig, ob CD38 in den HL60 Zellen als Differenzierungsmarker angesehen werden
kann. Vielmehr scheint die Expression an die Induktion von ATRA gebunden zu sein, da
eine Induktion mit anderen differenzierungs-stimulierenden Agenzien (z.B. TPA, IFN-y)
keine CD38 Expression bewirkt (Drach et al, 1994). Die Stimulation der
Zelladhdsionsmolekiile CD11b und CD38 unterstiitzt die vorherig beschriebene Aussage,
dass HLXB9 die Expression von Zelladhdsionsmolekiilen beeinflusst (siche Abschnitt 5.2).
Die Ergebnisse des ATRA-induzierbaren HL60 Systems zeigen erstmalig, dass der HLXB9
Expression eine funktionelle Bedeutung in der hématopoetischen Differenzierung
zukommt. Da sich immortalisierte Zell-Linien nur bedingt fiir Differenzierungs-
Experimente eignen, wurde parallel zu dieser Arbeit damit begonnen,

Differenzierungsexperimente in murinen HLXBY pos. Stammzellen durchzufiihren.

Pharmakologisch wird die ATRA-induzierte Differenzierung in Kombination mit einer
Standardchemotherapie bei Patienten mit APL und einer Translokation t(15;17)-
PML/RARo. angewandt (vgl. Abschnitt 1.2). Durch die Therapie mit ATRA gelang es, dass
Risiko innerhalb von zwei Jahren an einem Folgerezidiv zu erkranken, um 50% zu
reduzieren (Fenaux et al., 2000). Die Uberlegung liegt nahe, ob eventuell auch t(7;12)
positive Patienten auf eine Therapie mit ATRA ansprechen kdnnten. Kongruent zu dieser
Hypothese sind aktuell veréffentlichte Daten einer Genexpressionsstudie, die zeigen, dass
sich t(7;12) und t(15;17) pos. Patientenzellen hinsichtlich ihres Genexpressionsprofils
gruppieren und somit eventuell liber gleiche molekulare und funktionelle Eigenschaften

verfiigen (Balgobind et al., 2011).

Es ist zu vermuten, dass HLXB9 nicht ausschlieBlich iiber einen einzigen
Wirkungsmechanismus verfiigt, da durch das verénderte Genexpressionsprofil sekundédre
und tertidre Signalkaskaden verdndert werden, die die Leukdmogenese initiieren oder

beeinflussen konnen.
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Zusammenfassend zeigt diese Arbeit die ersten molekularbiologischen Untersuchungen
von HLXB9 in hdmatopoetischen Zellen. Die Ergebnisse fiihren zu drei Hypothesen, die
versuchen, die Wirkungsweise von HLXB9 im Hinblick auf die Leukdmieentstehung zu

erklaren.

1) Verdnderte Zell-Zell Interaktionen fithren zu einer gestorten hédmatopoetischen

Nische und beeinflussen somit die normale Hématopoese.

2) HLXBO verstirkt die ATRA-induzierte Expression von CD11b und beeinflusst die
myeloische Differenzierung. Eventuell ist HLXB9 fiir die Ausprigung des

myeloischen Immunphénotyps der Leukdmie mitverantwortlich.

3) PTGER2 wird durch direkte Protein-DNA Interaktion reprimiert. PTGER2 wird in

einigen Zell-Typen als Tumor-Suppressor beschrieben.
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7. Anhang

7.1 Materialien

7.1.1 Patientenproben, Zell-Linien, Tiere und Bakterien

Patientenproben:

Das verwendete Patientenmaterial wurde von den Referenzlaboratorien Gieflen und
Hannover zur Verfiigung gestellt. Die Zustimmung zur molekularbiologischen
Charakterisierung wurde 1m Rahmen der Therapieprotokolle eingeholt. Die
zytogenetischen Befunde der t(7;12) pos. Patienten sind im Abschnitt 4.1.2, Tab. 2
dargestellt. In der Tab. 4 sind die 11q23/MLL pos. Patienten charakterisiert. Unter (a) sind
die zytogenetischen Merkmale der t(9;11)-MLL/AF9 pos. AML Patienten, welche fiir die
Affymetrix Expressions-Analysen verwendet wurden, dargestellt. Unter (b) sind die
11923/MLL pos. AML/ALL Patienten aufgelistet, welche fiir die qRT-PCR Analysen
(HOXA9, MEIS1, c-MYB) verwendet wurden.

Tab. 4: Charakterisierung der 11q23/MLL pos. Patienten. (a) t(9;11) pos. Patienten: Darstellung des
Alters in Jahren, dem entsprechenden Karyotyp, Morphologie, Immunologie, V(D)J Rearrangement und der
Expression von CD34 und CD117 in %. Die MLL/AF9 Fusion wurde mittels FISH-Analyse und PCR im
entprechenden zytogenetischen Labor bestimmt. (b) 11q23/MLL pos. Patienten: Darstellung des Alters in
Jahren, dem entsprechenden Karyotyp, Diagnose und Translokation (FISH). nv=nicht verfiigbar

(a)
Alter Karyotyp Diagnose/_ Tmmunologic V(D) CD34 CD117
in Jahren Morphologie % %
0,65 46,XX,add(1)(p22),-10,der(17)?i(17)(p 1 0),+mar AML M5 CD4/CD56 nv 1 8
0,84 kein Ergebnis AML M5 CD4/CD56 nv 0 49
0,76 46,XY,19;11)(p22;923) AML M5 nv nv nv nv
1.4 46,XX,1(2;15)(p25;q13)[5)/46,idem,t{9;11)(p22;q23)[6] AML CD4/CD7 nv 0 65
0,32 kein Ergebnis AMI M5 nv neg nv. nv
1,54 46,XY.,ins(9;11)(p22:q12q23.3)[8]/46, XY [7] AMIL. M35 CD4/CDT nv 1 14
(h) Aller Diagnose/
in Juhren Karyotyp Morphologie FISH

0,52 46,XX der(1 1)t(11;19)(q23;p13),inc[cp6] ALL MLL/ENL

0,22 kein Ergebnis ALL MLL/AF4

0,13 40,XX,t(4;11)(q21:q23),inc/46,XX inc ALL MLL/AF5

0,12 46,XY,del(6)(q2?4),add(11)(q21),?add(6)(p24) AML nv
13 kein Ergebnis AML. MLL/AF10

0,55 kein Ergebnis ALL MLL/ENL

0,01 kein Crgebnis ALL MLL/ENL

0,09 kein Lrgebnis ALL MLL/ENL

0,32 kein Ergebnis AML MLL/AF9
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Zell-Linien:

Verwendete Zell-Linien wurden vom DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen, Braunschweig) erworben und sind mit der entsprechenden ACC

Nummer gekennzeichnet. Zell-Linien ohne ACC-Nummer waren bereits im Labor

vorhanden.

HL60 Humane AML Zellen, FAB M2 (Collins et al., 1977),# ACC 3

HEK 293T Humane, embryonale Nierenzellen, (Pear et al., 1993)

GDM1 Humane akute myelomonozytire Leukdmie Zellen (Ben-Bassat et al., 1982),
# ACC 87

Jurkat Humane T-Zell-Leukdmielinie (Schneider et al., 1977),
# ACC 282

EcoPhoenix Humane, embryonale Nierenzellen, retrovirale Verpackungszell-Linie

Tiere:

Bei den tierexperimentellen Untersuchungen handelte es sich ausschlieBlich um einen
Finalversuch. Fiir die Gewinnung von murinen Stammzellen wurden Wildtyp Mause des
Stammes C57BL/6 im Alter von 4-8 Wochen verwendet. Die Tiere wurden in der

Tierversuchsanstalt der Heinrich-Heine-Universitét geziichtet.
Bakterien:

Fiir die Gewinnung von Plasmid-DNA wurden E. coli ,,OneShot® Topl0“ kompetente

Zellen (Invitrogen) verwendet.
7.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Alle verwendeten allgemeinen Chemikalien sowie kommerzielle Losungen wurden von
Merck, Sigma oder Roth in p.a. Qualitidt bezogen. Die Herkunft ist unter dem jeweiligen
Versuchsprotokoll angegeben. Die Zusammensetzung von verwendeten Puffern und

Losungen ist ebenfalls in dem entsprechenden Absatz des Methodenteiles angegeben.
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7.1.3 Nihrmedien und Zuséitze fiir Bakterien- und Zell-Kultur

Alle Plastikmaterialien fiir die Bakterien- und Zell-Kultur wurden von Corning Costar,

Bodenheim, BD Falcon, Bedford, MA, U.S.A, Nalgene Labware, Rochester, NY, USA

oder Peqlab, Erlangen bezogen.

Fiir die Bakterienkultur wurde LB-Agar und LB-Broth-base der Firma Sigma-Aldrich,

Miinchen verwendet.

Nihrmedien und Zusétze fir die Zell-Kultur:

DMEM + GlutaMAX™
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dulbecco’s PBS 1x

FKS (fotales Kélberserum)
Formaldehyd, 37%ig

L-Glutamin 200 mM
MACS-Puffer

Polyethylenimine Transfektionsreagenz (PEI)
Penicillin/Streptomycin 100x (P/S)
Protaminsulfat

Puromycin

Retronektin

RPMI 1640 + stabilem Glutamin
StemSpan SFEM

Trypanblau

Trypsin/EDTA 1x

GIBCO® Invitrogen, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen

PAA, Pasching, Ostereich

PAA, Pasching, Ostereich
Sigma-Adlrich, Miinchen
GIBCO® Invitrogen, Darmstadt
Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
Sigma-Aldrich, Miinchen

PAA, Pasching, Ostereich
Sigma-Adrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
TaKaRa, Otsu, Japan

PAA, Pasching, Ostereich
Stemcell Technologies, Kdln
Sigma-Aldrich, Miinchen

PAA, Pasching, Ostereich

7.1.4 Kommerziell erhiltliche Systeme (Kits)

ChIP-on-Chip:
SimpleChIP Enzymatic Chromatin IP Kit

DNA-Aufreinigung:
PCR Purification Kit

Gelextraction Kit

Plasmid-Isolierung:

FastPlasmid Mini Prep
NucleoBond®

Cell Signaling Technology, Danvers MA, USA

Qiagen, Hilden
Qiagen, Hilden

5 Prime, Hamburg

Macherey-Nagel, Diiren
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Isolierung von genomischer DNA:

DNeasy Blood & Tissue Kit

RNA-Isolierung:
RNAeasy Kit

7.1.5 Gerite und Apparaturen

3130 Genetic Analyzer, Sequenzier-Gerit
ABI PRISM® 7900HT, real-time Gerit
Elektroporator EPI 2500

FACSCalibur

Fluoreszenz Mikroskop Axiovert-200
Midi MACS, MACS Magnetstiander

Mini-PROTEAN Elektrophorese
und Trans-Blot System

®
NanoDrop ND-1000

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Applied Biosystems, Darmstadt
Applied Biosystems, Darmstadt

Dr. Fischer, Heidelberg

BD Biosciences, Heidelberg

Zeiss, Gottingen

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
Bio-Rad, Herkules,USA

NanoDrop Technologies, Wilmington, USA

Stabsonotrode UP 100H
Transilluminator LAS-3000

Hielscher, Teltow
Fujifilm, Diisseldorf

UV-Transilluminator fiir Agaosegele INTAS, Géttingen

Weitere gingige Laborgerite wie z.B. Zentrifugen sind im entsprechenden Abschnitt des

Methodenteils aufgefiihrt.

7.1.6 Plasmide und Oligonukleotide

Plasmide

Fiir die Expression von HLXBY und HLXBY/TEL in HL60 Zellen, wurde die entsprechende
cDNA in den Uberexpressionsvektor pMC kloniert (Mielke et al., 2000). In diesem Vektor
wird die Expression des entsprechenden Gens an die Expression eines pac-Resistenzgens
gekoppelt. Die Bildung dieser polycistronischen mRNA wird durch einen CMV-Promoter
kontrolliert. ~ Als  Translations-Initiation der pac-mRNA dient eine interne
Ribosomenbindungsstelle (IRES). Eine schematische Darstellung des Ausgangsvektors
pMC ist in der Abb. 43 (a) dargestellt.

Fiir die Herstellung gammaretroviraler Uberstéinde wurde der retrovirale Expressionsvektor

pMSCV (Clontech, Mountain View, CA, USA) verwendet. Die Abb. 43 (b) zeigt eine

109



7. Anhang

grafische Ubersicht des Vektors. Als elementare Bestandteile sind u.a das Verpackungssignal
Y., sowie eine spezielle 5 LTR (long terminal repeat) enthalten, welche eine hohe
Expression in himatopoetischen Stammzellen erlaubt. Fiir die weitere Verwendung wurde
die Sequenz des PKG (phosphoglycerat kinase) Promotors und der Puromycin-Resistenz

durch einen CMV-Promoter und anschlieBender GFP-Sequenz ersetzt.
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Abb. 43: Ubersichtsdarstellung der Ausgangsvektoren pMC und pMSCYV.

Oligonukleotide (Primer)

Samtliche in der Tab. 5 angegebenen Primer wurden von der Firma Eurofins MWG

Operon, Ebersberg bezogen.

Tab. 5: Verwendete humane und murine Primer.

humane Primer

Name Sequenz 5°— 3’ Verwendung
HLXBY9-642F CTTCCAGCTGGACCAGTGGCTG HLXBY/TEL Bruchpunkt
TELR1 CTGAAGGAGTTCATAGAGCACATCAC HLXBY/TEL Bruchpunkt
HLXBY-651F CACCGCGGGCATGATCCTGC HLXBY/TEL Bruchpunkt
TEL-R10 ATCGATAGCGAAAGTCCTCTT HLXBY/TEL Bruchpunkt
Act-b fwd TCATGAAGTGTGACGTGGACATC RT-PCR fiir $-AKTIN
Act-b rev CAGGAGGAGCAATGATCTTGATCT RT-PCR fiir $-AKTIN
Klonierung von HLXBY in
pMC-HB9-fwd GTACCAAG TTGCCACCATGG PMC(M52)
Klonierung von HLXBY in
pMC-HB9-rev GATGAATTCTCAGCCCTTGTCG PMC(M52)
Sequenzierung von pMC(M52)
pMC-seq-fwd GATCCAGCCTCGAGGAACTG (5 der MCS)
pMC-seq-revll GTTTTGTGCGTCTAAGTTACG Sequenzierung von pMC(M52)
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HBY syn 636 fwd
TEL syn 808 rev
HB9-syn-fwd-RT
HB9-syn-rev-RT
IL8 transk-fwd
IL8 transk rev
ETSI trans fwd
ETSI transk rev
PTGER?2 fwd
PTGER2 rev
PROK?2 fwd
PROK?2 rev

ZYX fwd

ZYX rev

PIK3CG fwd
PIK3CG rev

ZYX prom-fwd
ZYX prom-rev
PTGER2 prom_fwd
PTGER2 prom_rev
IL8 Prom_fwd
ILS8 Prom_rev
ETSI Prom_fwd
ETSI Prom rev

HBY dell_2
HBY dell 3
HBY9 syn 600 fwd

HB9 syn 768 rev

HBY Xhol fwd
HB9 EcoR1 rev

pMSCV fwd

Name
mm_5

mm_6

CATCAAGCTGGGAGCCGGAA
TGGGCCTCAGGCTGAACTCGTT
CCAAGATGCCCGACTTCAACAG

CGAATCTCTTGGGCCTGCTC
CTGATTTCTGCAGCTCTGTGTG
GGTCCACTCTCAATCACTCTCAG
CTTTTATCAGCTGGACAGGAGATG
CGTAATAGTAGCGTAGGCCACG
CATCACCTTCGCCGTCTG
CTAAGGATGGCAAAGACCCAAG
CAAGGACTCCCAATGTGGTG
CTGGCAGACATGGGCAAG
GATCGAGGAATCATTTCCCC
CATCCAGCAGTGAGGACAGAG
CTTCGGGCACATTCTTGG
AGATAAGCCTTAACACAGATGTCCTG
CTAGAAGAATTACCCAGGTCTGGC
CTCTTGGGCATTCTGAGACTG
CCTTGGATGGACACACTTGC
CCAATCCCGTGAAATGAGC
CAACTTGAGTGGCCTTGAATACTG
GAGGCATAAGAGCAGAATCTTCC
CGTGGGAGGGTTGTTAGTTTTATC
CTTCCAATTTACCTCCAGCAGTG

CACCAGTTCAAGCTGAACAAGAGCAAGAAG
CTGAACAAGAGCAAGAAGGCCAAGGAG
TCAAGCTGGGAGCCGGAAC

CAGTTCGAGCAGCTGCTGG
GCGGCTCGAGGCCACCATGGAAAAGAGCAAGAAC
CGCGGAATTCTCAGCCCTTGTCGTCGTC

GCCCTTTGTACACCCTAAG

murine Primer

Sequenz 5°— 3°
GTTCCACATCACCTGCTTCACTTG
GAAGCACTGTGGGTGGTAGG

(3'der MCS)

HLXBY/TEL Bruchpunkt
(GENEART Sequenz)
HLXBY/TEL Bruchpunkt
(GENEART Sequenz)
RT-PCR fiir HLXBY
(GENEART Sequenz)
RT-PCR fiir HLXBY
(GENEART Sequenz)

RT-PCR fiir /L8
RT-PCR fiir /L8
RT-PCR fiir ETS1
RT-PCR fiir ETS1
RT-PCR fiir PTGER?2
RT-PCR fiir PTGER2
RT-PCR fiir PROK2
RT-PCR fiir PROK2
RT-PCR fiir ZYX
RT-PCR fiir ZYX
RT-PCR fiir PIK3CG
RT-PCR fiir PIK3CG
ZYX Promotor

ZYX Promoter
PTGER?2 Promoter
PTGER?2 Promoter
IL8 Promoter

IL8 Promoter

ETS1 Promoter

ETS1 Promoter

Klonierung von HLXB9
Deletion 1

Klonierung von HLXBY
Deletion 1

RT-PCR fiir HLXBY, erkennt
Dell-Mutante

RT-PCR fiir HLXBY, erkennt
Dell-Mutante

Klonierung HLXBY in pMSCV

Klonierung HLXBY9 in pMSCV
Sequenzierungsprimer pMSCV

Verwendung
RT-PCR fiir murines Zyxin
RT-PCR fiir murines Zyxin
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mm_7
mm_8
mm-HB9-RT-fwd
mm-HB9-RT-fwd

mActin_for

mActin_rev

CTCCTTGCCTTTCACAATCTTTG
GACAACAGAGGACTGAGCGC
CATGATCCTGCCCAAGATG
GTAGCCACCTCAAAACGCTTG
AGGCATTGCTGACAGGATGCAG

AGCACTTGCGGTGCACGATG

RT-PCR fiir murines Pzger?2
RT-PCR fiir murines Ptger2
RT-PCR fiir murines Hixb9
RT-PCR fiir murines Hlxb9
RT-PCR fiir murines f-Actin

RT-PCR fiir murines f3-Actin

Fiir die ,,TagMan* quantitative PCR wurden die kommerziellen ,,Primer/Probe‘“-Assays
der Firma Applied Biosystems verwendet: HS00907365_m1 fiir HLXB9, HS00365956_m1
fiir HOXA9. Hs00180020_m1 fiir MEIS1, Hs00193527 fiir c-MYB.

7.1.7 Enzyme und Kits fiir enzymatische Reaktionen

AccuPrime™

BigDye Terminator Cycle
Sequencing Kit

GenomePlex Complete
Whole Genome Amplification (WGA) Kit

Lineage Cell Depletion Kit

Phusion” High-Fidelity
PCR Master Mix

QuantiTect Kit

Rapid DNA Ligation Kit
Restriktionsendonukleasen
SuperSignal West Pico

SYBR Green PCR Master Mix
Tag-DNA Polymersase
TagMan PCR Master Mix

Invitrogen, Darmstadt

Applied Biosystems, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Miinchen

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach
Finnzymes, Woburn, Massachusetts, USA

Qiagen, Hilden

Roche, Penzberg

NEB Biolabs, Frankfurt am Main
ThermoScientific, Rockford, USA
Applied Biosystems, Darmstadt
Qiagen, Hilden

Applied Biosystems, Darmstadt

7.1.8 Antikorper, Sdulenmaterialien und magn. beads

Priméare Antikorper fiir die Western Blot Analyse:

anti-HB9:
anti-TEL: ,,H-214*, Kaninchen polyklonal
anti-FLAG: M2 Maus-IgG; monoklonal, HRP-

,,H-20%, Ziege polyklonal

konjugiert

anti-TBP: . 1TBP18%, Maus-IgG; monoklonal

Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland
Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland

Sigma-Aldrich, Miinchen anti-TBP

Abcam, Cambridge, UK
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anti-GAPDH: ,,6C5%, Maus -IgG; monoklonal
anti-PIK3CG ,,PI 3-kinase p110y (D12)“, Maus monoklonal

anti-ETS1: ,,1G11%“, Maus-IgG; monoklonal

anti-ZYX: ,,C-19% Ziege polyklonal
anti-PTGER2: ,, 3E6%“, Maus monoklonal

Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland
Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland

Abcam, Cambridge, UK

Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland
Abcam, Cambridge, UK

Sekundire HRP-konjugierte Antikorper fiir die Western Blot Analyse:

Esel anti-Kaninchen
Esel anti-Ziege

Ziege anti-Maus

Antikorper fiir die FACS-Analyse:

Anti human CD11b-FITC ,,Klon BEARI1“ Maus-IgG;
Anti human CD38-APC ,,Klon LS198-4-3“ Maus-IgG1K
Maus IgG1-FITC Isotypkontrolle

Maus IgG1K-APC Isotypkontrolle

PerCP Streptavidin

PE anti-Maus CD117 (c-Kit) 2B8

FITC anti-Maus CD11b (M1/70)

PE anti-Maus CD3 Klon 1D3

PE anti-Maus ly-6A/C (sca) Klon D7

FITC anti-Maus CD19 1D3

APC anti-maus Ly-6G/Ly-6¢ (Gr)

Sdulenmaterialien und magnetische beads

Flag-gekoppelte Agarose ,,ANTI-FLAG" M2
MACS LD-Séaulen

7.1.9 Cytokine und Wachstumsfaktoren

Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland
Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland
Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland

Beckman Coulter, Krefeld
Beckman Coulter, Krefeld
Beckman Coulter, Krefeld
Beckman Coulter, Krefeld
BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg
BD Pharmingen, Heidelberg

Sigma-Aldrich, Miinchen
Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

Cytokine wurden von PeproTech, Hamburg bezogen und in sterilem PBS mit 1% BSA

geldst. Die angegebenen Konzentrationen beziehen sich auf die Stamm-Ldsungen:

FLT3L, TPO, SCF: 50 ng/pl; IL6, IL11: 10 ng/ul

Die verwendeten Gebrauchskonzentrationen sind im entsprechenden Abschnitt 3.2.6

angegeben.

7.1.10 Arrays

Promotor-Arrays: 385K RefSeq Promoter Arrays hgl8

NimbleGen, Waldkraiburg
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Expressions-Arrays: GeneChip® 1.0 ST Arrays, human

7.2

7.2.1

USA

Sequenzen

Nukleotidsequenz HLXBY-flag (GENEART)

Die grau markierten Nukleotide sind in der Mutante HLXB9(Dell) deletiert.

o

91
31

181
61

271
91

361
121

451
151

oL
oo

631
211

721
241

811
271

201
301

241
33

1081
361

1171
391

ATGGAARAGAGC ARG A CTTCAGGAT CGAC GO CTGCTGECCGETEEACCOCCCTAGAGCOGCCAGCGCCCAGTC TGO OCCCCTGECCCTE
M E K &8 KN ¥ R I b AL L AVIDUPPZERAULAZSZSGATODQZ SSA-AUPFPIULA AL

GIGACAAGCCTGECCECTGCCGCCTCTGECACCGECEEAGEEEGEAGEEEECEGEAGEEECCAGCGEAGEARCCAGCGGCTCTTGCAGCCCC
v T 5 L A A A A S GTOGGGGEGG 6 GGG AS GGET S G 5 C 5 P

GoCAGCAGCGAGCCCCC TGO CCC A GAC AGGC T GAGEECCEAGAGCCCCAGCCCOCCCAGAC TGO TEECCECCCACTGOGCCCTE
A 5 5 E PP AAPFADZ RLUEABAESU?POSPPURILILMAAHTCA AL

CTGCCCARGCCCEECTTCCTCGEAGCCGEAGEAGECGECEEAGGRACAGGCGECGEACACGEOGEACCTCACCACCACGCCCACCCCGET
L P K P GGFLGAUGUGOGOGGGTGG G HOGUGUPUHUHEUEBEASAUHUPG

GCOGCTECTECCGICECTGCAGCTGCAGCCGCAGT TECCGCTGEIGGACTEECCCTGEECCTGCACCCTGECGEAGCCCAGGECGGAGTT
A A A A A AR A A A AR AEADAEAGGLALOGTLHPGT®GAT©QTG G A

GEACTGCCCGCCCAGGCCGCCCTETACGGCCACCCCGTGTACGGTACTCTGCCGCAGCAGCOGCCGCAGCCCTCEGCOGECCAGCACCCC
G L P A Q A A L Y G HPF VY G ¥ 5 A B A A A A RL AGQ HP

41 GOCCTGAGCTACAGCTACCCCCAGSTGCAGGECGCCCACCCTGCOCACCOCGCCGACCCCATCAAGC TGGEAGICGERACCTTCCAGCTS

A L 5 Y 5 Y P Q WV QG A HPAEHEPADU PTIHKILTG AUGTUF QL

GACCAGTGGCTGAGAGCCAGCACC G CGGCATGATCCTGCCCARAGATGC CCGACTTCARCAGCCAGGCCCAGAGCARCC TGO TGGGCARG
oD g WL R A S5 TAOGMTITULUPIEKMPT DUFEFNSOQAZOQI SENILILG K

TECAGARGG O CAGEAC GO TTCAC CAG T CAGCAGC TG TOGAAC T GEARACACCAGTTCAAGC TGAACAR GTACCTCAGCAGGCCCARG
C R RPRTOAPFTS gQOoQULLETLEUH®QFEKEILMNIEKTYTLS REP K

AGATTCGAGGETCGCCACCTCCCTGATGCTGACCGAGACCCAGGTCAAGATCTGETTCCAGRACAGGCGEATGARGTGEARGAGAAGC AR
R F EV AT S5 L MULTETOGQWVIEKTIWEFGQIDNIZEREIEMMEKWEKZR S K

AAGGCCARGEAGCAGEC OO CAGGANG T GAGAAGCAGAAGEENEEAGEEEEEEEAGC OGO AAGEECEEAGC CEAGEARCCTGECGCC
K A K E Q & A Q E A EHXK Q K GGG G GAGIEHKGT G AEEFPF G A

GAGGAAC TGO T G T CC TGO TGO GAT AR GEECAGC GG AGRAGEC TGAGAGACC TGAGEGACAGC GACCCOGAGGAAGATGAG
E EL L GGP P AP GD KG 35 GEUERLZERTDILUZEBIDZSESUDUPEETDE

GATGAGGACGACGAGGACCACTTCCCCTACAGCARCGECGCCAGDGTGCACGCCGLCAGCTCCGACTGCAGCAGCGAGGACGACAGCCCC
D EDD EDH FPY 5 NGA S5V HAASSDOCS 5 ETDTDSP

CCTCCCAGGC IO TCACCAGCC TGO CCCCCAGGACTACARGGACCGACGACGACAAGGECTGA
P PRP S HOQUPOAUPQDUYEKDTDT DU DZEKTG *

Affymetrix, Santa Clara, CA,
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7.2.2 Nukleotidsequenz flag-HLXBY9/TEL (GENEART)

Der grau markierte Bereich stellt den HLXB9 Anteil der Fusion dar.

a7
33

153
65

289
a7

385
123

481
16l

577
133

673
225

769
257

865
289

961
321

1057
353

1153
385

1245
417

1345
443

1441
481

1537
513

1633
545

1725
577

1825

1821
641

M DY KDDDDEXKGMEI K S KNVFRTIIDALTLAVYTDUPUPZEREMBAHBAS

A Q 5 A P L ALV T SLAAMLMASCGCGTG GO GSEGGGEGGEG G AS GG T

5 G 5 C 5 PFPAS S5 EPFPFPAAPADZERTLU ERAEGSUPFSPFPIRTILTILANA-A

H CAULILUPFEKPGVPF L GAZGUGT GO GIGEGEGT G GEGEHGE G PFPF HHHEAH

P & A R A A A A A A A A A A A A A ACGCGL ALGILHPEGZGLAQG

G A GLPAQMAMAALTYOGHUPUV Y GY S5 A AAMADRARAAALA ATCGCOGQHP

AL 5 Y 5 ¥Y P QV QCGAUHPAMAMHEZPAMTDZPIIE KTLTGACGTTZFOQTLTDOQ

CTGCAGCCCATCTACTGCTCCACGEACGACGTEGCCCAG
WL RASTACGMTITULUPIHKMZPZDU FNKOCLOQPTIUYWSURUDUDWVADQQ

TEGCTEAAGTCEGCCCGAGRACGAGTTCAGCCTGACGCCCATCGACAGCAACACCTTCGAGATGARCEGCAAGGCCCTECTGCTGCTGACCAAGEAG
WL KWAZEWNEV?FSULERPIDSNTVFEMIBNGCGIEA ATLITLLTLTEKE

GACTTCAGGTACACAACCCCCCACAGCEECEACCTECTGTACGAACTCCTGCAGCACATCCTGARGCAGAGGARGCCCAGGATCCTGT TCAGCCCC
DFRYRSPHSGDVLYETVLTLGQHTITLIEKT®GCZEREIEKZPZRTIILTFEFSP

TTCTTCCACCCCGECARCAGCATCCACACCCAGCCCGAGETGATCCTGCACCAGAACCACCAGGAACATAACTCCCTGCAGAGGACCCCCAGGCCC
F F HP GNSTIHTUOQPEWVWVTIILUHOQDNU HETETDUHNNTCVOQRTZPIERP

ACCGTEEACAACGTGCACCACARCCCOCCCACCATCGAGCTGCTGCACAGAACCAGAACCCCCATCACCACCAACCACACGGCCCAGCCCCGACCCC
5 VDNV HHNZPPTTIETLILUHIZ RS SRS SUPTITTMNU HIZERZPSUZPFPFTILDTP

GAGCAGAGGCCCCTGAGARGCCCCCTEEACAACATEATCAGGCECCTCAGCCCTGCCGAGAGGGCCCAGGECCCCAGECCTCACCAGEAARACARC
EQRPILIRSPLIDNMTIZERIZRTLSUPRAMAMET RAMCOQSGUPZRUPHIGQEDNHN

CACCAGEAARCCTACCCCCTGAGCCTGAGCCCCATEGAARACARTCACTGCCCCGCCTCCAGCGAGAGCCACCCCAAGCCCAGCACCCCCAGGTAG
HQgQESYPLS5V 5 FPMEMNDMNU HTCPARASSE SHUPIEKPS S5 PR Q

GRAAGCACCACGGTCATCCAGCTGATGCCCAGCCCCATCATGCACCCOCTGATCCTEGAACCCCACGCACTCCGTGEACTTCARGCAGAGCAGACTG
E S5 TRV I ¢ LMPS5PIMHEPTLTIILMNZPIRERIHESVYDFEKTIGQSUZ EL

ACCGAGGACEECCTECACAGAGAGCECAAGCCCATCAACCTGACCCACACGAGAGCGACCTGECCTACATGAACCACATCATGETGTCCCGTGAGCCCC
S EDGL HREGIE KU PTIMNILSHZBRET DTLAYMUHNUBHETIMVUWYSVWV S5 P

CCTGAGEAACACGCCATGCCCATCCECAGGATCGCCGACTGCACGC TECTCTEGEACTACETCTACCAGCTGCTGTCTEGACTC TACGAT ACCAGAAC
P EEHAMUPTIGRTIADO CIRTLTLWIDYWVYO(0ULILSUD S EYEN

TTCATCCGCTCEGEAGEACAAGGAGACCAAGATTTTCCGCATCGTGEACCCCAACGECCTCECCACGC TETGEEECARCCACAAGARCAGGACCAAC
F I R WEDKE S5 KIVFRTIUVDPHNIGTLARTILWGIMNU HIEKIMNIZ RTHN

ATCACCTACCAGARCATCAGCACCCCCCTCACGCACTACTACARCC TEAACATCATCACCAACCACCCCEECCAGACECTGCTCTTCAGATTCATG
M T Y EK M S5 RALUEHY Y KL NTITIRIEKEUZPGI OQIERTLILTFIRFEFM
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7.2.3 Promotor-Sequenzen der ChIP-on-Chip Ziel-Gene

Nachfolgend sind die Sequenzabschnitte (hg18) der vier Ziel-Gene PTGER?2, ILS8, ZYXIN
und ETSI dargestellt, welche in der ChIP-on-Chip Analyse als Bindungsstruktur von
HLXBY identifiziert wurden.

PTGER2: Chr. 14+:51.848.662-51.850.411

Die grau markierten Bereiche kennzeichnen die Erkennungssequenz ATTA (TAAT fiir

den Gegenstrang) der Homdéodoméne.

AR TG T TCCAGGEC TTGATCAGGCATC T T OO e TAGG T CCAT CC A A TCAAGGETCAT TTGCATGTITGAGATGCATATTCCCAGGACCAAGGTGECTTT
GGEGGEAGAGAGCTTGET TAT C AR CAACTATAGT G CCACATA T TGAR CTATACTGTCCACATATTGAACTATACTCTCCACATATTTCTGTGCARGACTCC
TIGTGEIGCAAGACTGAGTCAGGEETTAGGARGACAAGGEEECAGGEEECCTGEEGEAGEATCTTCAACTGCACTCTTGCTCTCGTATTCACAAARACCAG
GGEGCCEECCTECCACCAGGETACCCATCCARAGA R A G TAGAGACA AR TATATAGGAAAGETTARATAGT AGETTTTIGTIGTGAGGEGCCTTATGAARR
TIAA R GGTATARA AN T A T TCGEARAATAAGCACTCTGCAAA T TCAGTCAATCTARA R TCCCTTATTTARTAGTARARACTGCAGTGCAGAATTATGCTA
TR T A TAGTCT T T T TAT TR G A A TAC T TCTGATTTAAGTITGATGTTTCCCCAT TGO T TGGEETGAGATGEEEEAAT GT TEGAGTAGGGGAATAG
TCAGAGATGEAT GG ARAGATTGETAATAAGT TG TTACTGAC C TGCAGAGT TTACAGC TTGARAGAA AN A CTCTAGCEAGTTAAGATCCTCTTTCCTAGGR
ATCCATGCCATCAGAAGT TTAGGGATTGAAGTAGTGCC TG TGACATCTCARAACCGECCTGTARACTITGCARGCCGATCCAGTARATTATGCTTGTTCT
AGTGGEEAACCACCCC OO AR TCCGCATTCC AR TCCCCAGGC CAGAR TCATCARAGT TGGCARAAAATATTCATGCEAGAGTARGCAGGCTGTAGCAAGR
TAGGCTCTTCAGCAGGCAATCT TTGCT TCCTCCCACGTTATGACTGICTTTCT TGCCAGT TCCCTAGGCAGATCAGACCCTTCACTTCCCAGT TGGCCTC
T T AR GTGAA T T GACT TC T TACAGA A A A AT TAC CTA TG T TGTC TG CARACTGGATITIGT T TIGTTTTGTTITGTGT TARATATCAGCCCA

TITTCACGACTC TG AT TATGAC AR TATGTGETAGCARACCATTAC TGTCAGC TCCAGTCTGAAACTGECCACTTACCAATACACTTTGCCAGGARCAR

GICTTTCTGEATGEATAC TACGTGETTAACA R CATGTARAGAT A AN CGGCTAARACARA A TATCAACATTT TCTTACRAGGCTCAGCTTAAGGACAGAACA
GIGATEIGCAATGET T T CATGT TG TATCCAC AR CACAATTC TGTATARGACACACTCCTCTTITITTAATGETTGCTTARACARGTGGTTATCCGTITA
TECTGTTGACATAGEARACGETGARA TGO TAGTARCCGAATCARAGCGECAGTGCARCAGGCCGCTCGET GETGCGCATTGTGTGETTTGETTCCTTGGA
TEGEACA AT TG T T TAC G T T AT CCCAA T T TT TG T OO CAA C C T TTAGTGTATCTTCCTGEEAATAGT ARARACAAAGCAARACATTCTGGTCTTACT
TCAAGCTGCCTTTGCAC TG T TAT TCCCTIGT TG TCAT T TCACGGEAT TGEETTCTCCTAACT TCATTGT TTGETGAGT TGCTTTGCTTIGCTCGTITG

CCCCGATCTTCTGIGTATTCTGCGCAGACCCCGCAAGTGCTCCTGCACTC

IL8: Chr. 4+:74.824.028-74.824.594

TIGARATTTCTCACTCCATCCC T I T TGO TAGT GAT C AT GG TCCTCAGAGGTCAGACT TGETGTCCT TGGATARAGAGCATGAAGCARCAGTGECTGAAC

CAGAGTTGEAACCCAGATGCTCTTTCCACTAAGCATACAACTTTCCATTAGATARCACT CTCCCACCCCARCCAAGCAGCTCCAGTGCACCACTTTIC

TEGEAGCATARACATACCT TAAC T T TAC AR C T TGAGT GG CTTGAATACTETTCCTATCTGGAATSTGCTGTICTCTTICATCTTCCTCTATTGAAGCCCT
CCTAT T T AR TG T TG T AR TG C T T TGEAAGATTC TG T CTTAT G C T CAC TGEART TAATCTCTTAGTACCACTIGTCTATTCTGCTATAT
AGTCAGT CCTTACAT TG TTTC T T T T GA T AGAC CARAC TCTTTARGGACAAGTACCTAGTCTTATCTATTTCTAGATCCCCCACATTACTCAGARAG

TIACTCCATAAATGT TTGTGEARCTGATTTCTATGTGARGCACATGTGCCCCTTCACTCTGTTAACA
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ETSI: Chr. 11-:127.897.788-127.898.744

GRAATCTGCAAN TTACTAAGGC TTCAAGGGCACAAR A CTGGEGEAT TAGATGARGGTARGCCTGTGTGTCARARCT TACCAGAGGECAGAGGTTACAGTTACA
GICARA TGO TGEEAGT TCARR TG GCT TAGARA T CAGGAAA CATTARA A TAGCTTTCTCTGAGAT TGCTCAGGAAGATTTATGTTTAATCTTICTGTITA
ATCARAGATGEAGCTCAGTGCCTGETICTAGC TATGTAT TTAGATATATAC ATGTACTGETTGATTTGT TAATTAGGACARACTATCTCTATTACARCCA

AT CTATTAGT G AR A T AT TAT T GGG TICATTTIGT I TTATC TC TAGTGT IGGEGET TCCCARATGEARCAGAAACTETGCATIGTGATTCTGT

CATGGCTGCCARTGATGTACTCCAGAAA T TCARRACCACAGAGCCTCTGCATCAC T TTTT TG TGO GETCGTGGEAGGETTGTIAGTTTTATCTARAAG
AGGAGAGTCTGTGARRGGARAGAC ARAGC T TTGECCAATGETGACATAATTAGAGGAACAGAATAR TTAGARATARATCATAACTTCCCCTTCARCCCAR
AT TGEAGETARA T TGGEARGC TTACGGAAGCTCATGGC TGEGETTCTAGT TTGGEGETCCCGET TC TGGACTCCCC TGO CAACGCAGGAGCATTACATG
GETGGECTCTGRARA A CTGAAGCC TCCTTCAGAARC ACACGCCCTCACTCARGATCCGEC TEEAGTCCAATACTCCTARAGCCCTTTCGAGGACACGSECT
CACGAATCCCCTGCGC TGO TG ACGCTCGCCT TCATCCAC AT G CTCACGTCC TG TG TGTCAGTC TITGTGAATGARTGATCTACACGCACTTGGAAR

ACTATGCTGCTACTGGEAGEEEECGAGAGC GGETGACCAAGCCCTCARGAATGCGTG

ZYXIN: Chr 7+:142.786.281-142.787.730

CITCTATTICTGAT T T AR A AT AT T CAGC T CTAAC AR TTACACATACTCTATTTIGCACGCGCACATTACT TAAGGAGACATTTAGAGGGTAGATA

GCTTTTAT T CTA T GAGT TAT T TG A A T C AT CT T T TAA C TATCTTT T T T TC O CC AR AG GGG CATATTTTCARGCATTTCTCGATGAGACTTTTGETCT

GIEAAGCCCAAGACACAR TCTCCAR CATGCACAGGEAA AT CCAGTATCARA TTTCTARCATGTC TTCAGAGACAGGCCCAGGGCTGECTTGAGCGTGTCAG

AGAGETETGCAC TG GTACTACCCATCATACAT GG CACACATGCC TG TG TG TGAGAAATACTGETGETGACARAGACAL TCAGATGCCAGAGARARAD

GATCAGTGGEGEETT TG AR AGTGAT TARGA TG TCGTCCTAGGTATAATTAAAGACT TARTAAGGT TGAAGGARAGAGAGGACATTGCACATACCGAGGCC

CCTGAGRAGATC TGO TGECARCCCAGARAGGEACATA TGEEEEAARACGCCTTAGTGTAACCAGETCAGAATTTTCATTCTGGECAGAACTGCARTTTGA

ATAATAATACTGAGT CATATAGCGCATACAGC TATGACATTTCATTTATTTCTCTATATAATGCAATAAAGTAGATGGATTAACCGTGACGTTTACAGAT

GEAGCAGGEGEAGAATGAAGAGECGTCAGT TTGEECATCAGECTEEATCTTCACACT CTGACCTCACTCTGCTCTATCCTGCCCAGTGTTGCTTCACCTGA

TATCAGSGETGCAAGGCARCCAGA T CTGACACCAGT TTCAGT TTAGATCCTGCCTT TACCTGGGTGTGACCCEEGTCCATCTCTTICAGC TCGGCCTCTGE

TITC T T TCAT AR TTT TGGEET TAGTCC TCGEATGAT CTCTAARACATGGC CCAGETGCTCCT TGO CAGTAGAGTGTAGCCGEATTTGEAGEGEACTGE

ACACTCAGTGTGAACARGACGAAGGCCTCAGGAGGCAGTARAAGC TGAC AAGAGCAGAGAAAA TGAAGCGCCTACGGETGCATACTGEACTAGCGEECGEA

ARG CATGACTCCTTAGT T TGEAGARAGAACTGEEGCCEAGAT TEEGEAAGT TTCCCAGTGCAATTAARLARAA AR ARAND ANGAACTAGAAGRATTAC

CCAGGTCTGGECTTC I T TG TG TAGC CTGEGEC TEAGT CGCAGGC TEAGARATC CAGTC TGECCAGTAGGEEECTCCACCARGCGCAGTCTCAGARTGCCC

ARAGAGCTCCACCGTCGCCCEEEETCTCCACCARGCGCAGTCTCAGAATGCCCARGAGCCCCACCGTCGCCOGEEETCTCCARGAGGAGTGEETCGTGETE

GGCGTTGAAGGGCCGTAAAAGACGAGCAGCCCGCGTCCGOGTCCGTCCTC
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7.3 Datentabellen

Tab. 6: Genliste der Affymetrix Analyse ,,t(7;12) vs CD34+ Kontrollproben®. Dargestellt werden
samtliche differentiell regulierten Gene mit einem p-Wert < 0,05. Zusétzlich werden die Affymetrix Proben-
ID, sowie der Wert der Anreicherung (log, foldchange) angegeben.

ID Gen p-Wert logFC 1D Gen p-Wert logFC
8147891 PKHDILI1 4,79E-04 -1,708 8111271 CDH9 2 ,90E-02 -0,676
8131919 NPY 6,79E-04 -0,887 8146794 PREX2 2 ,90E-02 -0,912
8151532 FABP4 6,79E-04 -2,790 8088371 DNASEIL3 2 ,90E-02 -1,338
8089448 DPPA4 6,79E-04 -1,887 8096845 EGF 2 ,90E-02 -1,443
8142554 AASS 6,79E-04 -1,427 8035177 SLC35E1 2 ,94E-02 0,629

8105084 C7 7,55E-04 -1,436 7929574 DNTT 3,04E-02 -3,378
7916493 PPAP2B 7,55E-04 -1,328 8035156 CHERP 3,04E-02 0,473

7951309 MMP13 1,04E-03 -1,405 7936856 GALNAC4S-6ST 3,05E-02 -1,125
8091385 CP 1,08E-03 -1,397 8085393 TMEM40 3,05E-02 -1,008
8102877 CLGN 2,78E-03 -1,348 7953924 CLEC9A 3,17E-02 1,323

8044976 CNTNAPS5 3,20E-03 2,535 8074934 VPREB3 3 20E-02 -1,010
8042038 RPL23AP32 4.2 6E-03 1,145 7948213 PRG3 3,30E-02 -1,194
7965322 KITLG 4,2 6E-03 1,110 8171545 BEND2 3 30E-02 -1,095
8008723 EPX 7.40E-03 -1,697 7980958 LGMN 3,30E-02 -2,237
7965112 PAWR 7,77E-03 -1,433 8111524 UGT3A2 3,30E-02 -0,899
8112045 ESMI 8,62E-03 -0,892 8030796  SIGLECP3 3,30E-02 1,449

8126269 TREMLI 8,62E-03 -1,098 8147019 FAMI164A 3 ,30E-02 -1,172
7964631 FAMI19A2 8,62E-03 -1,125 8089835 FSTLI 3 ,30E-02 -1,097
7917182 ELTDI 8,62E-03 -1,870 8173414 SLC7A3 3 ,30E-02 -0,785
8096808 CCDC109B 8,62E-03 -1,844 8078497 ARPP-21 3 ,30E-02 -1,545
7982593 Cl50rf54 1,03E-02 -0,938 8105481 GAPT 3,30E-02 -1,861
8112980 EDIL3 1,05E-02 3,173 7981970 SNRPN 3 ,30E-02 0,583

8138381 AGR2 1,05E-02 3,192 8150036 KIF13B 3 37E-02 -1,201
8077270 CHLI 1,32E-02 -0,745 8115543 EBFI 3 ,40E-02 -1,996
8085914 SLC4A7 1,85E-02 -2,302 8135363 PIK3CG 3 40E-02 -2,478
8144112 MNXI1 1,94E-02 0,598 7906878 DDR2 3,50E-02 -0,594
8071646 VPREBI1 2,09E-02 -1,486 8102532 PDESA 3,50E-02 -2,602
7916843 GNG12 2,1 1E-02 -1,053 8138504 RAPGEFS 3,90E-02 -0,984
8160088 MPDZ 2,13E-02 -0,783 8095694 PF4V1 3,92E-02 -1,006
8082797 TF 2,13E-02 -0,899 8083494 MME 3,92E-02 -2,873
8101780 PGDS 2,13E-02 2,721 7974533 PELI2 4,00E-02 -1,034
8097628 HHIP 2,13E-02 -1,008 7969596  GPC5 4,08E-02 -0,600
7952056 CD3D 2,13E-02 1,419 7895415  --- 4,13E-02 1,241

7978376 STXBP6 2,13E-02 0,886 8094789 LIMCHI1 4 23E-02 -0,495
7961546 EPS8 2,13E-02 2,284 8099982 APBB2 4 23E-02 -0,953
8078450 CRTAP 2,1 6E-02 -0,886 8030470 AP2Al 4 23E-02 0,732

8103166 SH3DI19 22 1E-02 -0,660 8129254 MANIA1 4 23E-02 -1,019
8071671 GNAZ 2,21E-02 -0,644 7933437 PTPN20A 4 23E-02 -0,898
8122807 AKAPI2 22 1E-02 -1,887 8102792 PCDHI18 4 34E-02 -0,517
8128843 DDO 22 1E-02 -0,615 8064939 TMX4 4 34E-02 -1,335
7947548 RAG2 2,21E-02 -2,665 8062312 MYL9 4 41E-02 -0,563
8034783 LPHNI 2,22E-02 0,615 8173755 ITM2A 4 41E-02 1,482

8027837 CD22 2,29E-02 -1,381 8010271 PGS1 4 41E-02 -0,789
8034512 SNORDA41 2,42E-02 1,286 7896689 - 4 A1E-02 -1,296
8127193 BMPS5 2,42E-02 -0,540 8057506 FRZB 4 41E-02 -0,584
8101957 EMCN 2,8 1E-02 -1,175 7979982 - 4 A3E-02 0,447

8041447 CRIMI1 2,81E-02 -1,121 7908376 RGS18 4,53E-02 -3,012
7971486 Cl3orf18 2,8 1E-02 -1,756 8162610 CDC14B 4 ,65E-02 -0,750
8122365 GPRI126 2,85E-02 -1,014 8063716 TUBBI 4,67E-02 -2,300
7953166 TSPAN9 2,90E-02 -0,615 8039139 LENG1 4.76E-02 0,449

7942342 INPPL1 2,90E-02 -0,810 8156321 SYK 4 87E-02 -1,247
8163637 TNC 2,90E-02 -0,698 7933010 PARD3 4 ,87E-02 -0,680
8098379 WDRI17 2,90E-02 -1,286 8118235 LY6G6F 4 87E-02 -0,932
7893494  --- 2,90E-02 0,706 8178063 LY6GO6F 4 87E-02 -0,932
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7. Anhang

Tab. 7: Genliste der Affymetrix Analyse ,,t(7;12) vs t(9;11)*. Dargestellt werden samtliche differentiell
regulierten Gene mit einem p-Wert < 0,001. Zusétzlich werden die Affymetrix Proben-ID, sowie der Wert
der Anreicherung ( log, foldchange) angegeben.

1D Gen Name p-Wert logFC @ Gen Name p-Wert logFC
7982185  DEXI 2,39E-09 2,265 7981494 AKTI 3,00E-04 -0,711
7986685  DEXI 2,39E-09 2,265 8045889 TANCI1 3,49E-04 1,172
7965322  KITLG 9,33E-08 1,762 7932495 C10orfl 14 3,52E-04  -0,707
7971950 DACHI 4,34E-07  -2,909 7897803 PLODI1 3,70E-04  -0,963
7932498  Cl0orfl40 5,25E-07  -1,266 7982206 GOLGA9P 3,71E-04  -1,400
8157890  PBX3 5,25E-07  -1,978 7899043 SEPN1 3,72E-04 0,810
8082965 MRAS 8,82E-07 -1374 8138381 AGR2 3,91E-04 2,715
7942342  INPPL1 2,82E-06 -1,291 8046895 FAM171B 4,18E-04 2,035
8020779  DSG2 2,87E-06 2,204 7923662 PIK3C2B 4,19E-04 1,228
8029551  APOC2 5,70E-06  -1,492 7896722 --- 4,19E-04 2,176
8099721  KIA A0746 7,28E-06 2,466 8041031 BRE 4,30E-04  -1,686
8101780 PGDS 1,03E-05 3,621 8106403 F2RL1 4,30E-04 1214
7923978 CD34 1,05E-05 2,887 8034783 LPHNI1 4,31E-04 0,578
7961829  BCATI1 2,28E-05 2,282 8054611 NCRNAO0152 4,64E-04 1,302
8147756  BAALC 2,28E-05 1,409 8117630 ZNF165 4,67E-04 0,821
8044976  CNTNAPS 3,62E-05  23%4 8090162 ITGBS 4,78E-04 1,068
8173755 ITM2A 3,62E-05 2,096 7982299 LOC390561 5,09E-04  -1,063
7945262  JAM3 3,62E-05 1,163 8142136 FLIJ36031 5,15E-04  -0,693
7961964  Cl2orfll 3,62E-05 1,236 8166705 PRRGI 5,15E-04 1,191
8042038  RPL23AP32  3,62E-05 1,098 7978376 STXBP6 5,28E-04 0,798

8057578  CALCRL 3,73E-05 2,772 8101648 HSD17B11 5,59E-04 1,058
7921179  ARHGEF11  4,50E-05  -1,162 8081758 GRAMDIC 5,59E-04 1,013

8056343  COBLLI1 4,73E-05 1,450 8154416 C9or93 5,60E-04 1,456
8106411  S100Z 5,12E-05 2,285 8118324 C2 5,78E-04  -1,972
8051298  GALNTI14 6,90E-05 1,068 8178095 C2 6,26E-04  -1,972
7953924  CLEC9A 7,68E-05 1,609 8179331 C2 6,26E-04  -1,972
7927784  JMID1C 7,73E-05  -1,051 7987027 GOLGA9P 6,26E-04  -1,342
8170009 FAMI127A 8,33E-05  -1,746 8083260 CPA3 6,26E-04 2,751
8112980  EDIL3 8,33E-05 3,156 7982284 GOLGA9P 6,54E-04  -1,308
7894974 - 9,01E-05 1,210 8034512 SNORD41 6,98E-04 1,158
7893827 - 9,56E-05 1,014 8127051 TRAM2 6,98E-04  -0,744
7986947  GOLGA9P 1,13E-04  -1,566 8097657 SMADI 6,98E-04 1454
8104758  Csorf23 1,19E-04 2988 8133122 ASL 6,98E-04  -0,486
8104746  NPR3 1,19E-04 3,097 7896561 --- 6,98E-04 0,958
8138741 HOXAG6 1,19E-04  -1468 8050507 WDR35 7,28E-04  -1,481
8103769 HPGD 1,19E-04 3,045 7894732 --- 7,31E-04 0,968
7981859  GOLGA9P 1,19E-04  -1450 8138757 HOXA10 7,31E-04  -0,666
8138735 HOXAS 1,28E-04  -1,946 7981895 GOLGASE 7,31E-04  -1,179
8069644  APP 1,76E-04 27220 7896689 --- 7,34E-04  -1,315
8083749  PPMIL 1,89E-04  -1,339 7986394 LRRC28 8,00E-04 1,232
7893058 - 2,17E-04 1,197 8156321 SYK 8,35E-04  -1,272
7903119  ABCD3 2,26E-04 1,260 8067932 C2lorf34 9,45E-04 1,196
8113873  HINTI1 2,26E-04 0,601 8043363 NCRNAO0152 9,45E-04 1,183
7982271  GOLGA9P 2,44E-04  -1,673 8102912 TBC1D9 9,54E-04  -1,273
7893001 - 2,44E-04 1,149 7972369 UGCGL2 9,60E-04  -1,864
8078619  ITGA9 2,52E-04 1,884 8003089 MBTPS1 9,60E-04  -0,516
8175302 FAMI127B 2,55E-04  -0815 7912646 CASP9 9,72E-04  -0,622
7925089  PCNXL2 2,65E-04 0812 8115327 SPARC 9,72E-04 1,668
8105481  GAPT 2,80E-04  -2,012 7895415 --- 9,72E-04 1,200
8040278  PQLC3 2,97E-04  -1,007
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