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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Hamatopoese

Als Hamatopoese wird der Prozess zur Bildung von reifen/differenzierten Blutzellen
ausgehend von hamatopoetischen Stammzellen (HSCs) bezeichnet. Die
Charakteristika der HSCs sind auf der einen Seite die Fahigkeit zur Selbsterneuerung
und auf der anderen Seite die Fahigkeit zur Differenzierung in Vorlauferzellen
(Multipotenz der HSCs). Aus diesen Vorlauferzellen konnen alle Zellen des Blutes
gebildet werden (Hallek et al., 2007). Die Hamatopoese wird meist als hierarchische
Pyramide dargestellt (Abb. 1). Am Anfang dieses hierarchischen Systems befinden
sich die pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen in der Go-Phase des Zellzyklus
(,Ruhezustand®) (Rossi et al., 2007; Hallek et al., 2007; Seita and Weissman, 2010).
Kommt es durch intrinsische Faktoren zur Aktivierung, und dadurch zur Zellteilung der
HSCs, kann die Stammzelle unterschiedliche Wege einschlagen. Auf der einen Seite
gibt es die Moglichkeit der symmetrischen Zellteilung, bei welcher entweder zwei neue
Stammzellen gebildet werden oder zwei neue reifende, weiter differenzierende
Tochterzellen entstehen. Auf der anderen Seite gibt es die asymmetrische Zellteilung
bei welcher eine neue Stammzelle sowie eine neue reifende Tochterzelle entstehen
(Kasper et al., 2016). Die bei der Zellteilung entstehenden Tochterzellen kénnen zu
multipotenten Vorlauferzellen (MPP) differenzieren. Diese Vorlauferzellen verlieren die
Fahigkeit der Selbsterneuerung, besitzen aber die Fahigkeit in alle Zellen der
hamatopoetischen Linien zu differenzieren. Auf der einen Seite kdnnen MPPs zu
lymphatisch gepragten multipotenten Vorlauferzellen (engl.: lymphoid primed
multipotent progenitor, LMPP) und weiter Uber die gemeinsamen lymphatischen
Vorlauferzelle (engl.: common lymphoid progenitor CLP) bis hin zu den reifen T- und
B-Zellen sowie natirlichen Killerzellen (NK-Zellen) differenzieren. Diese Linie wird als
lymphoide Linie bezeichnet. Dagegen differenzieren bei der myeloiden Linie die MPPs
zuerst in gemeinsame myeloide Vorlauferzellen (engl.: common myeloid progenitor;
CMP). Diese CMPs kdnnen wiederum zu Granulozyten-Makrophagen-Vorlauferzellen
(GMP) oder Megakaryozyten-Erythrozyten-Vorlauferzellen (MEP) differenzieren. Die
GMPs differenzieren dann zu reifen Granulozyten oder Monozyten, wohingegen die
MEPs zu Erythrozyten, Thrombozyten oder Megakaryozyten reifen (Kondo et al.,
1997; Akashi et al., 2000; Hallek et al., 2007; Seita and Weissman, 2010; Welinder
and Murre, 2011; Harvey, 2012). Die LMPPs besitzen ebenfalls das Potenzial zu
GMPs zu differenzieren (Adolfsson et al., 2005) (Abb. 1).
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Die Hamatopoese, oder genauer gesagt, die Proliferation und Differenzierung der
HSCs sowie der Vorlauferzellen wird durch ein komplexes Zusammenspiel aus
Zytokinen, Transkriptionsfaktoren und Zell-Zell-Interaktionen reguliert. Kommt es zu
Veranderungen dieses Zusammenspiels und dadurch zu Fehlern bei der
Hamatopoese, kann es zu unterschiedlichen hamatopoetischen Erkrankungen, wie
Anamien, Myelodysplastischem Syndrom (MDS) oder Leukamien, fuhren (Sawyers et
al., 1991; Orkin, 1995; Schwarzmeier, 1996; Hallek et al., 2007; Jung et al., 2016).

HSC
a D Selbsterneuerung

MPP

e \ LMPP

MEP 7 \' GMP \' cLp

Megakaryozyten Erythrozyten Makrophagen Granulozyten B-Zellen NK T-Zellen

Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung der Hamatopoese

Die Hamatopoese wird als hierarchische Pyramide dargestellt. An deren Anfang befinden
sich die HSCs, welche Uber Vorlauferzellen zu reifen Zellen differenzieren. HSC:
hamatopoetische Stammzelle; MPP: multipotente Vorlauferzelle;, CMP: gemeinsame
myeloide Vorlauferzelle; LMPP: multipotente lymphatische Vorlauferzelle; MEP:
Megakaryozyt-Erythrozyt-Vorlauferzelle;, GMP: Granulozyten-Monozyten-Vorlauferzelle;
CLP: gemeinsame lymphatische Vorlauferzellen; NK: natirliche Killerzelle; verandert nach:
(Adolfsson et al., 2005; Welinder and Murre, 2011).

1.2 Myelodysplastisches Syndrom und akute myeloische Leukamie
Das MDS st eine pramaligne Erkrankung der pluripotenten hamatopoetischen
Stammzellen (Chung et al., 2008; Giagounidis, 2020). Die Inzidenz einer MDS-
Erkrankung liegt bei ca. 5 Erkrankungen/100.000 Menschen und nimmt mit hherem
Alter zu. Im Alter von >70 Jahren steigt die Inzidenz auf 22-45 Erkrankungen/100.000
Menschen (Greenberg et al., 2011). AuRerdem erkranken Manner haufiger an MDS
als Frauen (Greenberg et al., 2011; Giagounidis, 2020). Bei MDS-Patienten kommt es

haufig zu Andmien oder Zytopenien, darunter Thrombozytopenie sowie Leukopenie.
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Infolge dessen leiden die Patienten unter Infektionen und/oder Blutungen (Hamblin,
1992). Das grof3te Problem des MDS ist ein mégliches Voranschreiten der Erkrankung
zur akuten myeloischen Leukamie (AML), weshalb das MDS friher auch als

,Praleukamie” bezeichnet wurde (Greenberg et al., 1997; Giagounidis, 2020).

Die AML ist bei Erwachsenen die haufigste Form der akuten Leukdmie, mit einem
Anteil aller akuten Leuk&mien von 80-90% bei Erwachsen und 15-20% bei Kindern
(Ehninger and Aul, 2008). Die Erkrankung kann in allen Altersstufen auftreten jedoch
ist die Inzidenz einer AML-Erkrankung in alteren Menschen hoher. In Deutschland
betragt das mediane Erkrankungsalter 72 Jahre (Kraywinkel and Spix, 2017). Die
Inzidenz einer AML-Erkrankung liegt in den USA bei ca. 4,3/100.000 Menschen
(Manner: 5,42, Frauen: 3,41) (Howlader N. et al., 2019). In Deutschland betragt die
Anzahl an jahrlichen Neuerkrankungen ca. 4.100 (2013: ca. 2.600 Manner und ca.
2.050 Frauen) (Kraywinkel and Spix, 2017). Die AML ist trotz vieler diagnostischer und
therapeutischer Fortschritte in den letzten Jahren, in den meisten Fallen immer noch
unheilbar. Dennoch konnte die 5-Jahres-Uberlebensrate der AML-Patienten von 1987
bis 2015 um ca. 18% gesteigert werden (Howlader N. et al., 2019). Das relative
Funfjahresiberleben in Deutschland betragt bei Frauen 25,8% und bei Mannern
21,7% und hangt stark vom Alter der Patienten ab (z.B.:. 15-34 Jahre: 63,4%,
55-64 Jahren: 34,3%, >75 Jahre: 4,6%) (Kraywinkel and Spix, 2017). Das liegt auf der
einen Seite daran, dass altere Menschen weniger tolerant gegenuber intensiver
Behandlungen sind und auf der anderen Seite ist bei dlteren Patienten eine deutliche
Veranderung der AML-Erkrankung zu sehen (mehr zytogenetische Veranderungen,
MDR-1 Expression und héhere Anzahl an CD34*-Zellen) (Smith et al., 2004; Estey and
Doéhner, 2006).

Die AML ist eine maligne Erkrankung des hamatopoetischen Systems (Estey and
Do6hner, 2006). Die heterogene Erkrankung ist durch die Akkumulation von unreifen
und nicht-funktionsfahigen hamatopoetischen Vorlauferzellen (sog. Blasten) der
myeloiden Zelllinie im peripheren Blut (PB) und Knochenmark (KM) charakterisiert
(Estey and Dohner, 2006). Normalerweise befinden sich die HSCs am Anfang des
hierarchischen Systems und differenzieren in reife, funktionsfahige Zellen. Bei der
AML hingegen sind Leukamie-initiierende Zellen (LIC, engl.: leukemia initiating cells)
Trager der Erkrankung (Bonnet and Dick, 1997). In diesen malignen Zellen kommt es
zur Blockierung der Differenzierung und die LICs reagieren nicht mehr auf Signale oder

Faktoren, welche die Proliferation und Differenzierung der Zellen regulieren (Bonnet
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and Dick, 1997; Estey and Dohner, 2006; Short et al.,, 2018). Durch den
Differenzierungsblock und die unkontrollierte Proliferation kommt es zur Anhaufung
von unreifen und nicht-funktionsfahigen Vorlauferzellen im KM und PB. Diese
Anhdaufung fuhrt in Patienten zu Anamien, Thrombozytopenien und Neutropenien. Die
verminderte Anzahl der Zellen, wie z.B. Erythrozyten und Thrombozyten im Blut flhrt
zu Problemen beim Sauerstofftransport, der Blutgerinnung und zur Beeintrachtigung
des Immunsystems. Dadurch leiden die Patienten an Symptomen, welche von
Mudigkeit, Fieber, Infektionen und Blutungen bis hin zu Organinfiltrationen (wie Leber,
Milz, Lymphknoten) reichen (LOwenberg et al., 1999; Estey and Do6hner, 2006).
Unbehandelt fihrt eine AML innerhalb von wenigen Tagen/Wochen zum Tod, welcher
meist durch Sepsen, starke Blutungen oder Leukostasen eintritt (Smith et al., 2004).
Von einer AML wird gesprochen, wenn mehr als 20% Blasten mit myeloiden
Oberflachenantigenen (z.B. CD33, CD13) im KM oder Blut der Patienten gefunden
werden (Estey and Dohner, 2006). Es gibt zwei verschiedene Moéglichkeiten die AML
zu klassifizieren, die Klassifizierung nach dem FAB (French-American-British)-System
oder das System der Weltgesundheitsorganisation (WHO). Die FAB-Klassifizierung
wurde 1976 entwickelt und im Laufe der Jahre erweitert. Die AML wird hierbei in
8 Untergruppen (MO0-M7), basierend auf der Morphologie der Blasten, unterteilt
(Bennett et al., 1976). Die FAB-Klassifizierung wird aber mehr und mehr durch die
modernere Klassifizierung der WHO ersetzt. Bei dieser Klassifizierung werden neben
den morphologischen Beschaffenheiten auch genetische und immunologische
Eigenschaften der malignen Zellen sowie klinische Informationen betrachtet
(Vardiman et al., 2009; Swerdlow et al., 2017). Die WHO beschreibt mehrere
genetische Veranderungen, welche mit der de novo AML assoziiert sind, darunter:

- RUNX1-RUNX1T1 (AML1-ETO): 1(8;21)(q22;022)

- CBFB-MYHL11: inv(16)(p13g22) oder t(16,16)(p13;922)

- PML/RARa: t(15;17)(922;912)

- DEK-NUP214: t(6;9)(p23;q34)

- RPN1-EVI1: inv(3)(g21;926.2) oder t(3;3)(g21;926.2)

- MLL 11923 Anomalien

- AML mit NPM1 Anomalien

- AML mit CEBPA Anomalien
(Vardiman et al., 2002; Vardiman et al., 2009; Arber et al., 2016). Veranderungen im
mixed lineage leukemia (MLL)-Gen fuhren zu einer besonders aggressiven AML mit

einer schlechten Prognose (Stavropoulou et al.,, 2016). MLL codiert eine
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Histon-Methyltransferase (KMT2A), welche direkt an die DNA bindet und die
Transkription von u.a. Homeobox (HOX)-Genen positiv reguliert (Nakamura et al.,
2002). Das MLL Gen ist bei 5-10% der AML-Félle verandert und es wurden tber 50
Fusionspartner beschrieben (Krivtsov et al., 2013). Die haufigsten Fusionspartner in
der AML sind als Folge der Translokationen t(6;11) AF6 und t(9;11) AF9 (Krauter et
al., 2009). AF9 ist ein wichtiger Regulator bei der Aufrechterhaltung der HSC-
Eigenschaften und in vitro schiitzt/reguliert AF9 die Stammzelleigenschaften der HSCs
(Calvanese et al., 2019). Das Fusionsprotein aus MLL und AF9 (MLL-AF9) kontrolliert
die Myeloproliferation und fiihrt zu einer hochinvasiven AML mit Expression von Genen
der Epithelial-mesenchymale Transition (EMT) oder seltener zu einer akuten

lymphatischen Leukédmie (ALL) (Dobson et al., 1999; Stavropoulou et al., 2016).

Ein weiteres Gen, welches Mutationen in verschiedenen hamatopoetischen
Erkrankungen (wie MDS, AML, chronische myeloische Leukamie) zeigt, ist
Nucleoporin 98 (NUP98). Das NUP98-Protein ist bei normaler Funktion ein Teil des
Kernporenkomplexes und beim Transport von RNA und Proteinen durch die
Kernmembran involviert. Fir NUP98 sind 15 verschiedene Translokationspartner
bekannt, darunter HOXD13 (Slape and Aplan, 2004). HOXD13 gehort zu der Hox-
Genfamilie und dessen Proteinprodukt spielt eine wichtige Rolle bei der Entwicklung
der GliedmalRen (Kurban et al., 2011). Pineault und Kollegen haben gezeigt, dass die
Knochenmarktransplantation mit NUP98-HOXD13 exprimierenden Zellen (Expression
durch retrovirale Transduktion) in Mausen lediglich zu myeloproliferativen
Erkrankungen fuhrt, nicht aber zur AML-Entstehung. Erst durch eine zusatzliche
deregulierte Expression von Meisl1 (Kofaktor von HOX) erkrankten die Mause an einer
AML (Pineault et al., 2003). In einer weiteren Studie wurde gezeigt, dass es in NUP98-
HOXD13-Mausmodellen zuerst zu einer MDS-Entstehung kommt, welche dann in eine
AML iibergeht. Der Ubergang zur AML fand nur in einem Teil der NUP98-HOXD13-
Mé&use statt und ging mit einer langen Latenzzeit einher. Dies lasst erneut darauf
schlie3en, dass neben NUP98-HOXD13 weitere genetische Verdnderungen, wie z.B.
in Meisl, bendtigt werden, um eine AML zu entwickeln (Lin et al., 2005). Das NUP98-
HOXD13-Onkogen kdnnte demnach in Knochenmarkzellen weniger ,potent” sein, als
z.B. MLL-AF9 (Slape and Aplan, 2004).

In den letzten Jahren wurde immer deutlicher, dass nicht nur genetische
Veranderungen zu einer AML fihren, sondern auch epigenetische Verdnderungen und

Mutationen in Transkriptionsfaktoren oder Veranderungen in deren Expression zu
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einer AML-Entstehung beitragen konnen (Rosenbauer et al., 2004; Wouters and
Delwel, 2016; Hones et al., 2016).

1.3 Growth Factor Independence 1

Die Regulation der Genexpression in Zellen ist ein sehr komplexer Prozess und
essenziell fur jeden biologischen Prozess. Eine wichtige Rolle bei der Expression von
Genen spielen Transkriptionsfaktoren (Johnson and McKnight, 1989; Lelli et al., 2012).
Transkriptionsfaktoren erkennen spezifische DNA-Sequenzen und binden direkt oder
indirekt an die DNA. Mutationen oder Veranderungen von Transkriptionsfaktoren sind
mit vielen Krankheiten assoziiert (Yusuf et al., 2012). Ein Transkriptionsfaktor, welcher
eine wichtige Rolle bei der Hamatopoese spielt und mit der Entstehung von
hamatopoetischen Erkrankungen assoziiert ist, ist Growth Factor Independence 1
(Gfil). Gfil wurde erstmals im Jahre 1993 von Gilks und Kollegen beschrieben (Gilks
et al., 1993). Gilks und sein Team zeigten, dass Gfil ein Integrationsort des Moloney
murinen Leukamievirus ist, Gfil ein Interleukin 2-unabhénginges Wachstum von
T-Zellen verursacht und die Progression der T-Zell-Leukémie beeinflusst. Aul3erdem
wurde gezeigt, dass Gfil im Thymus, der Milz sowie in den Hoden exprimiert wird
(Gilks et al., 1993). Diese Studie lieferte erste Hinweise, dass Gfil eine Rolle bei der
Entstehung von hamatopoetischen Erkrankungen spielt. Uber die Jahre wurde die
Rolle von Gfil in Blutzellen sowie der normalen und malignen Hamatopoese immer
genauer beschrieben. AufRerdem wurde gezeigt, dass Gfil neben der Rolle in der
Hamatopoese auch Funktionen bei der Entwicklung von Haarzellen im Innenohr
(Wallis et al., 2003; Hertzano et al., 2004), bei der Differenzierung von sekretorischen
Zellen im Darm (Shroyer et al., 2005) und bei der Differenzierung von neuroendokrinen
Lungenzellen (Kazanjian et al.,, 2004) hat. Die Uberexpression von Gfil in

Lungenkarzinomzellen fihrt zu einer Tumorbildung in Mausen (Kazanjian et al., 2004).

1.3.1 Struktur und Funktion von GFI1

Das Gfil-Gen kodiert das 422 Aminosduren lange Gfil-Protein mit einem
Molekulargewicht von 55 kDa (Zweidler-Mckay et al., 1996; van der Meer et al., 2010).
Gfil besteht aus drei Domé&nen (Abb. 2). Am N-Terminus des Gfil-Proteins ist die
20 Aminoséauren lange SNAG-Domane lokalisiert. Diese Repressor-Doméne von Gfil
ist verwandt mit den N-terminalen-Domanen von anderen Transkriptionsfaktoren der
Snail-Slug-Proteinfamilie (Grimes et al., 1996). Am C-Terminus des Gfil-Proteins
befindet sich die Zinkfingerdoméne, bestehend aus 6 C:2H2-Zinkfingern (Zweidler-
Mckay et al., 1996; Moroy and Khandanpour, 2011). Die Zinkfinger 3-5 sind fur die
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Bindung von Gfil an die DNA wichtig, wohingegen Zinkfinger 1, 2 und 6 bei der
Bindung von Gfil mit anderen Proteinen eine Rolle spielen (Zweidler-Mckay et al.,
1996; Moroy et al., 2015). Zwischen diesen beiden Domanen liegt die intermediére
Domane. Die Funktion dieser Domane ist bisher noch weitestgehend unklar. Es gibt
jedoch Studien die zeigen, dass die intermedidre Doméne fir Protein-Protein-
Interaktionen zustandig ist (Vadnais et al., 2018; Vadnais et al., 2019).

SNAG  intermedidre C,H,-Zinkfinger
Domadne
Repression DN_A—Bindung

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Struktur von Gfil

Der Gfil Transkriptionsfaktor hat 3 Doméanen: SNAG-Doméne am N-Terminus,

C,H,.Zinkfingerdomane am C-Terminus und eine dazwischenliegende intermediare

Doméne. Verandert nach: (M6réy and Khandanpour, 2011).

Die Hauptfunktion von Gfil als Transkriptionsrepressor beruht auf der Rekrutierung
von Histon-modifizierenden Enzymen zu den genregulatorischen Elementen der
Zielgene von Gfil (Abb. 3). Diese Enzyme formen zusammen mit Gfil einen Komplex,
welcher durch Gfil-Bindestellen an die Promotor-Sequenzen der Zielgene bindet
(Moroy et al., 2015; Moroy and Khandanpour, 2019). Gfil rekrutiert z.B. den Histon-
Demethylasen-Komplex Lysin-spezifische-Histon-Demethylase-1 (LSD1/CoRest),
welcher Methylgruppen des Histons H3 am Lysin 4 entfernt (H3K4) (Saleque et al.,
2007; Moroy and Khandanpour, 2019). Des Weiteren werden die Histon-Deacetylasen
HDAC-1, -2 und -3 rekrutiert und entfernen Acetylgruppen von verschiedenen Histon
H3-Enden (McGhee et al., 2003; Duan et al., 2005). Ein weiteres Enzym, welches von
Gfil rekrutiert wird, ist die Methyltransferase G9a. Dieses Enzym ist flr die
Methylierung am Lysin 9 des Histons H3 zustandig (H3K9) (Duan et al., 2005). Durch
die Rekrutierung der Histon-modifizierenden Enzyme kommt es zur Repression der
Transkription der Gfil-Zielgene. Unter den Gfil-Zielen befinden sich
Zellzyklusregulatoren, Zytokine, myeloid-spezifische Proteinasen sowie myeloid-
kritische Transkriptionsfaktoren (Duan and Horwitz, 2003a, 2003b). Aul3erdem hat Gfil
viele Zielgene, welche eine Rolle bei der myeloiden Differenzierung spielen (Phelan et
al., 2010; Khandanpour et al., 2012).
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Zwei Studien lassen darauf schliel3en, dass es neben der anerkannten Funktion von
Gfil eine weitere Funktion gibt, welche unabhéngig von der DNA-Bindung ist. Es
wurde gezeigt, dass GFI1 LSD-1 nicht nur zu Promotorsequenzen von Zielgenen
rekrutiert, sondern auch zum Tumorsuppressor-Protein p53. Aufgrund dessen kommt
es zur Demethylierung der C-terminalen Domane von p53. Durch die Interaktion
zwischen Gfil und p53 wird die Induktion der Apoptose in T-Zellen kontrolliert (Vadnais
et al., 2019). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Gfil eine Rolle bei der DNA-
Reparatur spielt, indem GFI1 mit PRMT1, MRE11 und 53BP1 bindet (Vadnais et al.,
2018). MRE11 ist Teil des MRN-Komplexes, welcher an DNA-Doppelstrangbriiche
(DSB) bindet und weitere Schritte der homologen Rekombination (HR) sowie des nicht
homologen End-Joining (engl.: Non-homologous end-joining; NHEJ) einleitet
(Kobayashi et al., 2004; Rass et al., 2009; Lamarche et al., 2010). 53BP1 ist ein
wichtiger Regulator bei der Reparatur von DSB und hilft bei der Entscheidung, ob die
Briiche mittels HR oder NHEJ repariert werden (Ward et al., 2003; Bunting et al.,
2010). PRMTL1 ist eine Arginin-Methyltransferase (Lin et al., 1996), welche unter
anderem MRE11 und 53BP1 methyliert (Boisvert et al., 2005; Adams et al., 2005;
Vadnais et al., 2018). GFI1 bildet einen Komplex zusammen mit PRMT1 und MRE11
oder 53BP1 und ermdglicht so die Methylierung von MRE11 bzw. 53BP1. Die
Methylierung dieser Proteine ist flr deren Aktivierung und somit fir deren Funktion

wahrend der DNA-Reparatur notwendig (Vadnais et al., 2018).

O Gfil C,H,-Zinkfinger-Domédne

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Funktion von Gfil als Transkriptionsfaktor

Gfil rekrutiert Histon-modifizierende Enzyme (wie HDAC, LSD-1, G9a) zur DNA, um die
Transkription von Zielgenen zu regulieren. Verandert nach: (Moroy and Khandanpour,
2019).
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1.3.2 Die Rolle von GFI1 in der AML

Auf Grund der Funktion von Gfil wahrend der normalen Hamatopoese und des
Expressionsprofils von Gfil in h&matopoetischen Zellen wird spekuliert, ob der
Transkriptionsfaktor bei der Entstehung der AML eine Rolle spielt. Denn neben HSCs,
MPP1 und MPP2 sowie lymphoiden Vorlauferzellen (CLPs, ETPs) wird Gfil auch in
GMPs, Monozyten sowie Granulozyten exprimiert (Hock et al., 2004; Zeng et al., 2004;
Yucel et al., 2004; Moroy et al.,, 2015). Gfil ist wichtig fur den Prozess der
Linienentscheidung zwischen der myeloiden und der lymphoiden Linie und bei der
spateren granulozytischen und monozytischen Linienentscheidung (Zeng et al., 2004;
Hock and Orkin, 2006). Zur genaueren Untersuchung der Rolle von Gfil bei der
Hamatopoese bzw. Myelopoese und den damit assoziierten Erkrankungen, wurde im
Jahr 2002 von Karsunky und seinem Team und wenig spater von Hock und
Mitarbeitern jeweils ein Gfil-defizienter Mausstamm (Gfil-KO) generiert (Karsunky et
al., 2002; Hock et al., 2003). Der Verlust von Gfil in Mausen fuhrt zu
Entziindungsreaktionen, schweren Neutropenien bzw. zu einer reduzierten Anzahl an
neutrophilen Granulozyten und beschleunigt die Entwicklung des myeloproliferativen
Syndroms (Karsunky et al., 2002; Hock et al., 2003; Khandanpour et al., 2011). Bei
der Untersuchung von Patienten mit Neutropenie wurde bestétigt, dass Mutationen in
GFI1 zu schwerer Neutropenie fuhren (Person et al., 2003). Der Mangel an Gfil hat
des Weiteren eine Anh&ufung von unreifen, monozytischen Zellen im Blut und KM von
Mausen zur Folge (Karsunky et al., 2002; Hock et al., 2003) und fuhrt in Mausen zu
einem Block der myeloiden Differenzierung. In Folge dessen kommt es zu erhdhten
Level bzw. zur Akkumulation von GMPs (Hock et al., 2003; Zeng et al., 2004; Horman
et al., 2009; Hones et al., 2016). Die myeloiden Vorlauferzellen ohne Gfil-Expression
sind selbst nach der Behandlung mit dem Zytokin G-CSF (Granulozyten-Kolonie-
stimulierende Faktor), welches die Bildung von Granulozyten stimuliert, nicht fahig zu
reifen Granulozyten zu differenzieren (Shadduck et al., 1971; Karsunky et al., 2002).
Des Weiteren reguliert Gfil HoxA9, Pbx1 und Meisl (wichtige Gene der myeloiden
Differenzierung) wéhrend der normalen Hamatopoese und durch einen Gfil-KO
kommt es zu einem erhohten Level an HoxA9, Pbx1 und Meisl in den M&ausen. Die
Untersuchungen von Gfil-KO-Mausen deuten darauf hin, dass der Mangel an Gfil zu
myeloiden Leukdmien fuhren kann, jedoch entwickelte keine der Gfil-defizienten
Mause eine AML. Dieser Sachverhalt legt nahe, dass der Verlust von Gfil einem
praleuk&mischem Zustand ahnlich ist und weitere Ereignisse notwendig sind, um eine
AML zu entwickeln (Horman et al., 2009).
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Weiterhin konnte gezeigt werden, dass ein Einzelnukleotid-Polymorphismus (SNP)
des GFI1-Gens zur Entwicklung einer MDS/AML préadisponiert. Bei dieser Gfil-
Variante ist ein Basenaustausch an c¢.107G>A (rs34631763), welcher zum
Aminosaureaustausch an Position 36 von Serin (S) zu Asparagin (N) fuhrt, vorhanden
(Khandanpour et al., 2010). Durch den Aminosaureaustausch ist die Namensgebung
GFI1-36N (SNP-Variante) und GFI1-36S (Wildtyp Form von GFI1) entstanden. Die
Veranderung liegt in der intermedidren Domane von Gfil und kénnte somit fur Protein-
Protein-Interaktionen von Bedeutung sein (Khandanpour et al., 2010; M6rdy and
Khandanpour, 2019). GFI1-36N kann bei 3%-5% der gesunden, kaukasischen
Bevolkerung nachgewiesen werden und das Vorhandensein steigt in MDS-Patienten
auf 9%-12% und in AML-Patienten auf 11%. Trager der GFI1-36N-Variante haben ein
1,6-fach erhohtes Risiko an einer AML zu erkranken und MDS-Patienten mit GFI1-
36N-Genotyp haben ein signifikant erhdhtes Risiko, dass die Krankheit in eine AML
Ubergeht (Khandanpour et al., 2010; Khandanpour et al., 2012; Botezatu et al., 2016a).
In AML- und MDS-Mausmodellen wurde bestéatigt, dass GFI1-36N die Entwicklung
einer AML férdert und mit einer schlechten Prognose einhergeht. Die Verdnderung
eines Allels ist dabei ausreichend, um eine Beschleunigung der Leukamie
hervorzurufen (Botezatu et al., 2016b). GFI1-36N zeigt eine andere subnukleare
Lokalisation als das normale GFI1-36S-Protein. Durch die abweichende Lokalisierung
im Zellkern kann AML1-ETO (Produkt der t(8;21)-Translokation in AML-Patienten), im
Gegensatz zu GFI1-36S, nicht mit GFI1-36N kolokalisieren und dadurch dessen
Repressoraktivitat nicht regulieren. Das deutet darauf hin, dass GFI1 und seine
Variante eine Rolle bei der AML-Klasse mit t(8;21)-Translokation spielen
(Khandanpour et al.,, 2010). Zur genaueren Untersuchung des Einflusses von
GFI1-36N wurden im Jahr 2012 von Khandanpour und Kollegen Knock-in (Kl)-
Mausstdmme entwickelt, welche entweder das humane GFI1-36N- oder das humane
GFI1-36S-Protein exprimieren (Khandanpour et al., 2012). Die GFI1-36N-Mause
besitzen eine erhohte Anzahl an GMPs, welche zudem Verdnderungen der
Genexpression und Funktion zeigten. Diese Veranderungen deuten darauf hin, dass
die hoéhere Anzahl an GMPs in den GFI1-36N-Mausen nicht nur durch eine hohere
Proliferation sondern auch durch eine zusatzliche erlangte Féahigkeit zur
Selbsterneuern hervorgerufen wird (Khandanpour et al., 2012). AufRerdem wurde
gezeigt, dass GFI1-36N vermindert fahig ist, das Lysin 9 von Histon H3 (H3K9) zu
deacetylieren. Dadurch kommt es vermehrt zu H3K9-Acetylierungen der GFI1-

Zielgene. Die vermehrte H3K9-Acetylierung fuhrt wiederum insbesondere zur
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erhohten Expression von Onkogenen wie z.B. HoxA9. Die epigenetischen
Veranderungen kommen zustande, da GFI1-36N weniger stabil an die Zielgene bindet
als GFI1-36S (Khandanpour et al., 2012; Botezatu et al.,, 2016b). Die vermehrte
Acetylierung eroffnet die Moglichkeit die GFI1-36N-leukdmischen Zellen mittels
epigenetischer Therapie, z.B. mit CTK7a (Histon-Acetyltransferase-Inhibitor) zu
behandeln. Durch die Gabe von CTK7a konnte das Uberleben von GFI1-36N-
leukamischen Mausen verlangert werden, im Gegensatz zu unbehandelten sowie
GFI11-36S-leukamischen Mausen (Botezatu et al., 2016b). GFI1-36N beschleunigt des
Weiteren myeloproliferative Erkrankungen, welche durch Mutationen im KRAS-Gen
hervorgerufen werden (Khandanpour et al., 2012). All diese Untersuchen weisen
darauf hin, dass die Expression der GFI1-36N-Variante zu einem préaleukamischen
Status der myeloiden Vorlauferzellen fihrt und eine AML-Entwicklung dadurch
erleichtert wird (Khandanpour et al., 2012; Botezatu et al., 2016b; Mo6rdy and
Khandanpour, 2019).

Wenig spater wurde bei der Untersuchung verschiedener Expressionslevel von Gfil in
AML-Mausmodellen sowie in MDS-/AML-Patienten gezeigt, dass eine geringe
Expression von GFI1 mit einer schlechteren Prognose einhergeht. Durch eine geringe
Expression von GFI1 in leukdmischen Mausmodellen (MLL-AF9 und NUP98-
HOXD13) wird die AML-Entwicklung beschleunigt (Hones et al., 2016). Leukamische
Zellen mit einem niedrigen GFI1-Level zeigen auf3erdem ein erhodhtes Level an H3K9-
Acetylierung der GFIl1-Zielgene. Die erhdhte Acetylierung deutet darauf hin, dass
niedrige GFI1-Level zu einer ineffizienteren Rekrutierung von Histon-modifizierenden
Enzymen fihren und dadurch Gene, welche eine Rolle bei der AML-Entstehung
spielen, nicht mehr reguliert werden (Hones et al., 2016). Dartiber hinaus fuhrt eine
Uberexpression von GFI1 in humanen Leukamie-Zelllinien sowie AML-Mausmodellen
in vitro zu einem verminderten Wachstum der leukdmischen Zellen und zu deren
Differenzierung. In vivo fiihrt die Uberexpression zu morphologischen und
funktionellen Anderungen in den leukamischen Zellen (Hones et al., 2017). Durch
diese Studien wurde gezeigt, dass GFI1 einen Dosis-abhangigen Effekt bei der
Entstehung von AML hat (HOnes et al., 2016; Hbnes et al., 2017).
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1.4 DNA-Reparatur

Jede Zelle ist konstant endogenen und exogenen Stoffen oder Reizen ausgesetzt,
welche zu unterschiedlichen DNA-Schaden und dadurch zur genomischen Instabilitat
fuhren konnen (Dexheimer, 2013). Taglich kommt es in jeder Zelle des menschlichen
Kdrpers zu 10.000 DNA-schadigenden Ereignissen (Lindahl and Barnes, 2000). Damit
diese Schaden bzw. Mutationen nicht im Genom persistieren, ist ein komplexes
System aus DNA-Reparaturwegen, Zellzykluskontrolle sowie Signalwegen zum
Zelltod notwendig (Chatterjee and Walker, 2017). DNA-Schaden kénnen entweder
durch endogene Reize, wie der spontanen Hydrolyse (Verlust von Basen), reaktiven
Sauerstoff- (ROS) und Stickstoffspezies (Basenmodifikationen, Einzelstrangbriiche
(engl.: single-strand breaks; SSB), DSB), Fehler wéhrend der Replikation (DNA-
Fehlpaarungen, Insertionen, Deletionen) oder durch exogene Stoffe, wie chemische
Substanzen (Medikamente, Tabakrauch usw.), UV-Licht (Querverbindungen DNA-
Strange, DNA-Addukte) sowie ionisierender Strahlung (SSB, DSB) hervorgerufen
werden (Ward, 1988; Lindahl, 1993; Cadet et al., 1997; McCulloch and Kunkel, 2008;
Yonekura et al.,, 2009; Dexheimer, 2013). Die unterschiedlichen DNA-Schéaden
bendtigen verschiedene DNA-Reparaturwege zur Behebung. Es gibt finf Haupt-
Reparaturwege zur Behebung von DNA-Schanden. Die Homologe Rekombination
(HR) und das nicht homologe End-Joining (NHEJ) sind fur die Reparatur von DNA-
DSB verantwortlich. Dagegen sind die Basenexzisionsreparatur (BER),
Nukleotidexzisionsreparatur (NER) sowie die Mismatch-Reparatur (MMR) fir die
Reparatur von Einzelstrang-Schaden, wie SSB, Basenmodifikationen oder Basen-
Fehlpaarungen verantwortlich (Chatterjee and Walker, 2017). Neben den Haupt-
Reparaturwegen gibt es noch weitere Signalwege zur Reparatur von DNA-Schéaden,
wie die MGMT-vermittelte Reparatur (Kaina et al., 2007).

1.4.1 DNA-Doppelstrangbruch-Reparatur

DNA-DSB gehdren zu der Sorte von DNA-Schaden, welche unrepariert fur die Zellen
und fur den Menschen schlimme Folgen haben kann. Bereits ein DSB kann zum
Zelltod fihren. AulBerdem kdnnen DSB unrepariert zu chromosomalen Aberrationen
fuhren, welche beim Menschen zur Entstehung von z.B. Krebs beitragen (Khanna and
Jackson, 2001). Deshalb ist es fur den Organismus wichtig, die DSB frih zu erkennen
und schnell zu beseitigen. Die Reaktion der Zellen auf DNA-Schaden wird
hauptsachlich von dem ATM-Chk2- und dem ATR-Chk1-Signalweg koordiniert (Smith
et al., 2010). Die beiden Proteinkinase ATM und ATR gehoren zu den
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Schlusselproteinen der Schadensantwort und férdern die Rekrutierung weitere
Proteine zum DNA-Schaden (Matsuoka et al., 2007; Ciccia and Elledge, 2010). Eine
der ersten Schadensantwort der Zellen auf DSB ist die Phosphorylierung des Histons
H2AX (dann yH2AX) durch ATM (Rogakou et al., 1998; Burma et al., 2001; Kuo and
Yang, 2008). Die Phosphorylierung von H2AX fuhrt dann zu einer Reihe von weiteren
Ereignissen, darunter die Rekrutierung von z.B. 53BP1 und BRCA1 zum Ort des DNA-
Schadens (Harper and Elledge, 2007; Kuo and Yang, 2008). Neben ATM und ATR
zéhlen die Proteine PARP1 und PARP2 zu den Sensoren zur Erkennung von DNA-
DSB und -SSB, welche nach dem Eintritt des Schadens rekrutiert werden (Murcia et
al., 1997; Fisher et al., 2007; Ciccia and Elledge, 2010). Es gibt zwei Signalwege zur
Reparatur von DNA-DSB. Auf der einen Seite die fehlerfreie HR, welche zur DSB-
Reparatur als Vorlage das unbeschéadigte Schwesterchromatin verwendet und auf der
anderen Seite das fehlerbelastete NHEJ, welches die DSB durch direkte Ligation der
DNA-Enden repariert (Dexheimer, 2013; Chatterjee and Walker, 2017). Bei der
Entscheidung, welcher der beiden DSB-Reparaturwege von der Zelle durchgefihrt
wird, spielen 53BP1 und BRCAL eine wichtige Rolle. Die Interaktion zwischen 53BP1
und dem Chromatin fuhrt zum NHEJ wohingegen in der S- und G2-Phase BRCA1 dem
53BP1 entgegenwirkt und somit die HR férdert (Yu et al., 2006; Dimitrova et al., 2008;
Bunting et al., 2010; Chapman et al., 2012).

1.4.1.1 Homologe Rekombination

Die HR findet bevorzugt in der spaten S-Phase und der G2-Phase des Zellzyklus statt,
da das unbeschadigte Schwesterchromatin als Vorlage fir die Reparatur bengtigt wird
(Johnson and Jasin, 2000; Rothkamm et al., 2003). Die HR kann grob in 3 Phasen
eingeteilt werden: Prasynapse, Synapse und Postsynapse (Dexheimer, 2013). Der
DNA-Reparaturweg wird durch die Bindung des MRN (MRE11-RAD50-NBS1)-
Komplexes, an die Stelle des DNA-DSB, aktiviert (Chapman et al., 2012). Durch die
Bindung des MRN-Komplexes wird die Kinase ATM zum DNA-Schaden rekrutiert,
aktiviert und fuhrt dann die Phosphorylierung des Histons H2AX durch (Burma et al.,
2001; You et al., 2005). Die Phosphorylierung leitet dann die Rekrutierung von u.a.
MDC-1 ein, welches wiederum von ATM phosphoryliert wird und dadurch zwei E3-
Ubiquitin-Ligasen zum DSB bringt (Stucki et al., 2005; Lou et al., 2006). Die E3-
Ligasen ubiquitinieren H2AX und an diese Ubiquitinierungen kbnnen dann 53BP1 und
BRCAL binden (Kolas et al., 2007; Minter-Dykhouse et al., 2008). BRCAL1 wirkt zur
Initiation der HR 53BP1 entgegen und ubiquitiniert CtIP. Die Ubiquitinierung fuhrt nicht

zum Abbau von CtIP sondern zu dessen Chromatin Bindung (Yu et al., 2006; Chapman
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et al., 2012). Durch CtIP, die Endonuklease-Aktivitat des MRN-Komplexes und
weiterer Proteine wird die DNA am DSB abgebaut (5-3‘), um 3‘-Uberhénge zu
erzeugen (Sartori et al., 2007). Mit der Durchflihrung dieses Schrittes muss die Zelle
den DSB mittels HR reparieren (Chatterjee and Walker, 2017). Die Einzelstrang-DNA-
Enden werden dann von RPA besetzt und anschlie3end unter der Hilfe von u.a.
BRCA2 und RAD52 durch die RAD51-Rekombinase ersetzt. Dabei entsteht ein
RAD51-Nucleoprotein-Filament (Tarsounas et al., 2004; Miyazaki et al., 2004; Forget
and Kowalczykowski, 2010). Das Nucleoprotein-Filament fihrt dann eine Suche nach
der homologen Sequenz des geschadigten Stranges durch. Nachdem die homologe
DNA gefunden wurde, hilft RAD51 der beschadigten DNA in das Schwesterchromatid
einzudringen und formt dadurch eine D-Schleife (Sebesta et al., 2013; Dexheimer,
2013; Chatterjee and Walker, 2017). Anschliel3end wird RAD51 von anderen Proteinen
entfernt und dadurch kénnen die Polymerasen 8, k und n die Synthese der DNA
vorbereiten und den neuen Strang synthetisieren. PCNA reguliert diesen Prozess
(Mcllwraith et al., 2005; Ahnesorg et al., 2006; Sebesta et al., 2013). Nach der
erfolgreichen Synthese 16st entweder das Proteine RTEL1 die D-Schleife auf oder die
Holliday-Struktur wird durch andere Proteine aufgehoben (Barber et al., 2008; Ciccia
and Elledge, 2010; Dexheimer, 2013; Chatterjee and Walker, 2017).

1.4.1.2 Nicht homologes End-Joining

Das NHEJ findet im Gegensatz zur HR in allen Phasen des Zellzyklus statt (Rothkamm
et al.,, 2003). Entscheidend fiir die Zellen die DSB mittels NHEJ zu reparieren ist
53BP1. 53BP1 stabilisiert die DSB und erhdht deren Mobilitat im Hinblick auf die Suche
nach dem anderen Ende des gebrochenen Strangs, um dadurch die erfolgreiche
Ligation zu erhéhen (Dimitrova et al., 2008; Ciccia and Elledge, 2010). Der erste Schritt
des NHEJ ist die Bindung des Heterodimers Ku (Ku70/Ku80) an die DSB. Diese
Bindung findet innerhalb von wenigen Sekunden statt und fuhrt zur Rekrutierung
weiterer NHEJ-Proteine (Feldmann et al., 2000; Mari et al., 2006). Zuerst wird die DNA-
abhangige Proteinkinase (DNA-PK) rekrutiert, welche die DNA-Reparatur initiiert und
eine wichtige Rolle bei der Stabilisierung der DNA-Enden, sowie bei der Verknipfung
der beiden DNA-Enden haben (Yoo and Dynan, 1999; Drouet et al., 2005; Meek et al.,
2008). Nach der Bindung der DNA kommt es zur Autophosphorylierung der DNA-PK,
wodurch es zu einer Destabilisierung der Bindung kommt (Chan and Lees-Miller,
1996). Diese Destabilisierung erleichtert die Bindung von DNA-End-verarbeitungs-
Enzymen (engl.: DNA-End-processing enzymes) mit der DNA. Diese Enzyme sind

wichtig fur die Verarbeitung von verschiedenen DNA-Enden, welche durch den DSB
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entstanden sind, wie z.B.: einzelstrangige-Uberhange (Ma et al., 2002). Nach der
Rekrutierung der DNA-PK und der moglichen Verarbeitung der DNA-Enden wird der
Komplex aus XRCC4 und der DNA-Ligase IV (LIG4) zum DNA-Schaden beférdert.
Zusammen mit dem Faktor XLF fuhrt der Komplex die DNA-Ligation durch (Nick
McElhinny et al., 2000; Drouet et al., 2005; Ahnesorg et al., 2006; Dexheimer, 2013;
Chatterjee and Walker, 2017). Falls die geschadigte Zelle nicht in der Lage ist, das
beschriebene, klassische NHEJ durchzufuhren, gibt es das alternative (alt)-NHEJ. Ein
Unterschied zur klassischen NHEJ ist, dass das alt-NHEJ eine Restriktion der DNA-
Enden bendtigt, ahnlich wie die HR. Des Weiteren wird das alt-NHEJ durch PARP
unterstitzt (Wang et al., 2006; Ciccia and Elledge, 2010). PARP1 konkurriert
aulRerdem mit Ku, um die DNA-Bindung, was bei erfolgreicher Verdrangung von Ku
zur Durchfuhrung der HR fihrt (Hochegger et al., 2006).

1.4.2 DNA-Einzelstrang-Reparatur

1.4.2.1 Basenexzisionsreparatur

Die BER ist fur die Reparatur einer grol3en Anzahl von kleinen Basenveranderungen,
welche die DNA-Helix-Struktur nicht stark beeinflussen, zustandig (Krokan and Bjgras,
2013). In welcher Phase des Zellzyklus der Reparaturweg aktiv ist, kommt auf die Art
des Schadens und die Schadensantwort an (Offer et al., 2001; Chaudhry, 2007; Mjelle
et al., 2015). Eine Veranderung der BER spielt u.a. bei der Entstehung von Krebs eine
Rolle (Wallace et al., 2012). Die BER kann grob in folgende Schritte eingeteilt werden:
Initierung, DNA-End-Verarbeitung, Reparatur-Synthese, Ligation (Krokan and Bjgras,
2013). Die Initiierung der BER findet durch eine von mindestens 11 bekannten DNA-
Glykosylasen statt. Die DNA-Glykosylasen spalten die Glycosylbindung zwischen
Desoxyribose und der veranderten oder fehlgepaarten Base und Iésen somit die Base
vom DNA-Strang (Wallace et al., 2012; Krokan and Bjgras, 2013). Welche der
Glykosylasen aktiv ist, hangt von der Art des Schadens ab. So repariert beispielsweise
OGG1 8-Oxoguanin (8-OxoG), NTHL1 5-Hydroxycytosin und UNG falsch eingebaute
Uracil-Basen (U:G, U:A) (Akbari et al., 2004; Radom et al., 2007; Krokan and Bjgras,
2013). Es gibt zwei unterschiedliche Wege nach der Initierung der BER: die
Ausbesserung von kurzen Sticken bzw. Einzelnukleotid-Licken (engl.: short-patch
repair) und die Ausbesserung von langen Stiicken (engl.: long-patch repair). Wenn die
abasische Seite von monofunktionellen Glykosylasen (Glykosylasen mit nur
Glykosylase-Aktivitat) gebildet wird, dann wird die short-patch-BER durchgefuhrt
(Wallace et al., 2012; Chatterjee and Walker, 2017). Die short-patch-BER tritt in

31



Einleitung

80-90% der BER-Reparaturen ein (Dexheimer, 2013). Bei diesem Weg der BER dient
die abasische Stelle als Substrat fur die Endonuklease APEX1 (auch APE1). APEX1
generiert einen Hydroxylrest am 3'-Ende und ein Desoxyribose-Phosphat am 5'-Ende
(Doetsch and Cunningham, 1990; Mol et al., 2000). Das Desoxyribose-Phosphat sowie
die entstandene Einzelnukleotid-Licke kann von der POL behoben und anschliel3end
durch die Ligase LIG1 oder dem Komplex aus LIG3 und XRCC1 verbunden werden
(Matsumoto and Kim, 1995; Prasad et al., 1996; Prasad et al., 2010; Odell et al., 2011;
Krokan and Bjgras, 2013; Chatterjee and Walker, 2017). Die long-patch-BER wird
durchgefuhrt, wenn die abasische Seite von bifunktionellen Glykosylasen
(Glykosylasen mit Glykosylase- und B-Lyase-Aktivitat) gebildet wird (Chatterjee and
Walker, 2017). Beim long-patch-Weg werden viele Enzyme bendétigt, welche auch eine
Rolle bei der Replikation spielen (Krokan and Bjgras, 2013). Die POLB (nicht
proliferierenden Zellen) oder die POLd/e (proliferierenden Zellen) verlangern das
3'-OH-Ende der Lucke zusammen mit PCNA (Fortini et al., 1998; Gary et al., 1999;
Akbari et al., 2009; Chatterjee and Walker, 2017). Durch die Verlangerung in einer
,Strand-displacement“Weise entsteht ein sogenanntes Flap-Oligonukleotid
(5-Uberhang der DNA), welches von FEN1 entfernt wird und danach kann der Strang
durch LIG1 wieder zusammengefligt werden (Dianova et al., 2001; Ranalli et al., 2002;
Dexheimer, 2013; Chatterjee and Walker, 2017).

Des Weiteren spielen PARP-Enzyme eine wichtige protektive Rolle bei der BER zum
Schutz der Zelle vor SSB wahrend der BER und damit die dennoch entstandenen SSB
nicht zu DSB werden (Parsons et al.,, 2005; Woodhouse et al., 2008; Krokan and
Bjaras, 2013). Dennoch treten wahrend der BER immer wieder SSB auf. Die SSB-
Briiche werden von vielen Enzymen repariert, welche auch bei der spaten Phase der
BER eine Rolle spielen (Dexheimer, 2013). Durch die SSB werden PARP1 und PARP2
aktiviert. Vor allem PARP1 dient als Sensor von DNA-SSB (Farmer et al., 2005; Ciccia
and Elledge, 2010). Nach der Bindung von PARP an den DNA-Schaden kdnnen die
Enzyme die Poly(ADP-ribosyl)ation (PAR) von sich selbst sowie anderen Proteinen
durchfihren (Benjamin and Gill, 1980; Fisher et al., 2007; Dexheimer, 2013). Sobald
die PARP-Enzyme mit PAR modifiziert wurden, werden XRCC1 und LIG1 durch PARP
zum SSB rekrutiert. Dadurch férdert PARP die DNA-Reparatur der Briiche durch
Enzyme, welche mit XRCC1 interagieren (POLB, APEX1 usw.) (El-Khamisy et al.,
2003; Ciccia and Elledge, 2010).
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1.4.3 Reparatur von O°-Methylguanin

Neben Doppelstrangbriichen und Einzelstrangschaden kommt es in den Zellen z.B.
auch zu Methylierungen der DNA-Basen, welche nicht durch die BER oder NER
repariert werden konnen. Eine solche Veranderung, die schon frih als mutagen und
krebserregend beschrieben wurde, ist die Methylierung an der O6-Postion von Guanin
(O6-MeG) (Loveless, 1969; Singer and Kusmierek, 1982; Tano et al., 1990). Diese
Veranderung hat fur die Zellen schwerwiegende Folgen. Konnen die Zellen die
Methylgruppe von Guanin nicht entfernen, kommt es wahrend der DNA-Replikation
zur Fehlpaarung des 06-MeG mit Thymin. Wird diese Fehlpaarung von der
funktionierenden MMR entdeckt, ist das fur die Zelle fatal. Die MMR versucht die
Fehlpaarung zwischen O6-MeG und Thymin zu reparieren. Diese Reparatur ist jedoch
zwecklos, da im nachsten Replikationsschritt erneut ein Thymin eingebaut wird.
Deshalb kommt es in den Zellen zu endlosen, zwecklosen MMR-Zyklen, welche zu
anhaltenden Licken im DNA-Strang fuhren. Diese Lucken fihren wiederum zu DNA-
SSB und -DSB und letztlich zur Apoptose und zum Zelltod (Kaina et al., 1997; Hickman
and Samson, 2004; Liu and Gerson, 2006; Mitra, 2007). Zellen mit einer MMR-
Defizienz entgehen diesem Mechanismus und kénnen trotz der O6-MeG-Lasion
Uberleben (Pepponi et al., 2003; Barvaux et al., 2004; Casorelli et al., 2008).

06-MeG wird durch das Enzym O6-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT)
repariert (Kaina et al., 2007). Erstmals wurde MGMT 1977 in Bakterien entdeckt und
wenig spater wurde MGMT in Saugetierzellen und auch humanen Zellen gefunden
(Samson and Cairns, 1977; Pegg et al., 1983; Tano et al., 1990; Mitra, 2007). MGMT
entfernt allein in nur einem Schritt die Methylgruppe von Guanin und benétigt keine
Kofaktoren fur die Reaktion. Der Transfer der Methylgruppe findet auf ein Cystein des
MGMT-Proteins statt. Somit fungiert MGMT sowohl als Transferase als auch als
Akzeptor der Methylgruppe. Jedes MGMT-Molekil kann nur eine Methylgruppe
entfernen (Dolan et al., 1984; Pegg et al., 1995; Liu and Gerson, 2006; Mitra, 2007;
Kaina et al., 2007). Durch den Transfer der Methylgruppe wird MGMT inaktiv,
anschlieRend ubiquitiniert und schlief3lich von den Zellen abgebaut (Srivenugopal et
al., 1996; Xu-Welliver and Pegg, 2002). MGMT kann nach dem Transfer der
Methylgruppe nicht wieder aktiviert werden und deshalb wird in diesem
Zusammenhang von einem Suizid-Enzym gesprochen (Liu and Gerson, 2006; Silber

et al., 2012). Diese Eigenschaften von MGMT machen das Enzym zu einem wichtigen
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Ziel bei der Therapie von Krebserkrankungen und gleichzeitig auch zu einem wichtigen
Resistenzfaktor (Gerson, 2004; Liu and Gerson, 2006).

1.4.4 DNA-Reparatur-Medikamente

Veranderungen in der DNA-Reparatur sind bei der Entstehung von vielen Krankheiten
von bedeutender Rolle (Dietlein et al., 2014). Durch Mutationen in DNA-
Reparaturgenen und die daraus resultierenden Veranderungen bei der DNA-
Reparatur steigt die genomische Instabilitat und das Risiko einer Krebsentstehung
(Negrini et al., 2010; Tubbs and Nussenzweig, 2017; Kiwerska and Szyfter, 2019). Vor
allem in soliden Tumoren sind Defekte in der DNA-Reparatur gut erforscht, aber auch
bei der Entstehung von Leukdmien sind Veranderungen in der DNA-Reparatur von
Bedeutung (Dietlein et al., 2014; Bret et al., 2016; Pearsall et al., 2018). Mehrere
Reparaturwege und -gene, darunter die BER und die MMR sowie die Gene der HR
Rad51 und Xrcc3, wurden mit der AML-Entstehung in Zusammenhang gebracht
(Seedhouse et al., 2004; Hamdy et al., 2011; Esposito and So, 2014; Bret et al., 2016).
Deshalb sind Medikamente, welche auf die unterschiedlichen DNA-Reparaturwege
einwirken, in der Klinik von grof3er Bedeutung (Minten and Yu, 2019). Zwei
Medikamente, welche im Zusammenhang mit der DNA-Reparatur in der Klinik bereits
bei der Behandlung von Krebserkrankungen eingesetzt werden, sind Temozolomid
(Handelsname Temodal®, Temodar, Temcad) und Olaparib (Handelshame
Lynparza®) (Cohen et al., 2005; Kurnit et al., 2018; Minten and Yu, 2019).

1.4.4.1 Temozolomid

Ein Medikament, welches unter anderem einen Einfluss auf die MGMT-vermittelte
Reparatur hat, ist Temozolomid (TMZ). TMZ ist ein alkylierendes, kleines lipophiles
Molekul, welches durch Veranderung des pH-Werts in seine aktive Form umgewandelt
wird. Es besitzt gute pharmakokinetische Eigenschaften. Neben der guten oralen
Bioverfligbarkeit kann TMZ die Blut-Hirn-Schranke durchqueren (Zhang et al., 2012;
Ballesta et al., 2014). Der Wirkungsmechanismus von TMZ beruht auf dessen
Fahigkeit, die DNA an unterschiedlichen Positionen von Guanin und Adenin zu
methylieren. Diese Methylierungslasionen werden dann von unterschiedlichen
Reparaturmechanismen behoben (Abb. 4). Die Toxizitat von TMZ kommt
hauptséachlich durch die Methylierung der O6-Position von Guanin (O6-MeG; 5-6%),
welche mittels MGMT repariert (wie unter 1.4.3 beschrieben) wird (Tisdale, 1987;
Denny et al., 1994; Wedge et al., 1996; Zhang et al., 2012). Jedoch werden durch die
TMZ-Gabe haufiger Methylierungen an der N7-Position von Guanin (N7-MeG; 70%)
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sowie an der N3-Position von Adenin (N3-MeA; 9-10%) hervorgerufen (Denny et al.,
1994; Tentori and Graziani, 2002; Drablgs et al., 2004). Diese beiden

Methylierungslasionen werden mittels BER repariert (Horton et al., 2003).

Bereits 1987 konnte gezeigt werden, dass TMZ eine breitgefacherte Antitumoraktivitat
in einer Vielzahl von murinen Tumormodellen hat (Stevens et al., 1987; Friedman et
al., 2000). Spatere Studien in Xenograft Modellen von Tumoren des
Zentralennervensystems zeigten, dass TMZ eine starke antineoplastische Aktivitat
gegen diese Tumore besitzt (Friedman et al., 1995). Heute wird TMZ in der Klinik
bereits in Kombination mit anderen Behandlungsmethoden bei malignen
Erkrankungen wie bei Patienten mit Glioblastom eingesetzt (Cohen et al., 2005). Die
Glioblastom-Patienten, welche neben der Radiotherapie ergdnzend TMZ erhalten,
haben einen signifikanten Uberlebensvorteil und die TMZ-Gabe geht mit einer
minimalen zusatzlichen Toxizitat einher (Stupp et al., 2005). Aul3erdem wurden erste
Studien zur TMZ-Gabe bei Leukamien durchgefiihrt. TMZ zeigt eine hohe
antileukamische Aktivitat bei der Behandlung von Patienten, welche an einer akuten
Leukamie erkrankt sind. Die TMZ-Behandlung ging mit einer guten Vertraglichkeit
einher (Seiter et al., 2002). AuRerdem konnte in AML-Patienten gezeigt werden, dass
durch vorherige Bestimmung des MGMT-Levels in den leukdmischen Zellen der
Ausgang der Therapie bestimmt werden kann (Brandwein et al., 2007). AML- und
MDS-Patienten mit niedrigem MGMT-Level zeigen einen grol3eren Effekt der TMZ-
Behandlung (Brandwein et al., 2014). Auch die Kombination von Veliparib mit TMZ
zeigt eine vielversprechende Wirkung bei alteren Patienten mit myeloiden Leukamien
(Singh et al., 2019). In vielen Studien wurde zudem beschrieben, dass TMZ von den
Patienten gut vertragen wurde (Middleton et al., 2000; Seiter et al., 2002; Cohen et al.,
2005; Brandwein et al., 2007). Die haufigsten Nebenwirkungen sind schwache bis
mittelstarke Ubelkeit und Erbrechen, welche aber gut kontrolliert werden kénnen
(Middleton et al., 2000). Ein weitere Vortelil ist, dass TMZ auch oral verabreicht werden
kann und somit die Lebensqualitat der Patienten verbessert wird (Plettenberg et al.,
2000).

Bei der Behandlung von Patienten mit TMZ mussen viele Faktoren, welche zu einer
geringeren Sensitivitat gegentber der TMZ-Behandlung fiihren, beachtet werden. Vor
allem Veranderungen in DNA-Reparaturwegen spielen eine entscheidende Rolle bei
der Sensitivitat von Zellen gegeniber TMZ, darunter z.B. die Verdnderung der MGMT-

Expression in Krebszellen (Zhang et al., 2012). Eine hdhere MGMT-Expression geht
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mit einer geringeren Sensitivitdt gegen TMZ einher (Zhang et al., 2010; Zhang et al.,
2012). Wohingegen Patienten mit geringer MGMT-Expression (MGMT-Promotor
methyliert) ein gutes Ansprechen gegeniiber TMZ zeigen (Watts et al., 1997; Esteller
et al., 1999; Esteller et al., 2000; Hegi et al., 2005; Zhang et al., 2012). Einen weiteren
Einfluss auf die Wirkung von TMZ hat die MMR. Eine funktionierende MMR wird fur
die erfolgreiche Behandlung mit TMZ bendtigt. Der Verlust der MMR fuhrt, durch die
entstehende Toleranz gegeniber den Fehlpaarungen der O6-MeG-Lasionen mit
Thymin, zu einer geringeren Sensitivitat gegenuber TMZ (Casorelli et al., 2008; Zhang
et al., 2012; Bueren et al., 2012) (Abb. 4). Zudem wurde gezeigt, dass der Verlust von
MMR-Proteinen wahrend der TMZ-Behandlung die Tumorprogression bei
Glioblastomen fordert (Cahill et al., 2007; Hegi et al., 2008). AuRerdem werden die
durch TMZ hervorgerufenen N-Purin-Methylierungslasionen (N7-MeG & N3-MeA),
welche durch DNA-Glykosylasen und nicht durch MGMT erkannt werden, mittels BER
repariert (Denny et al., 1994; Liu and Gerson, 2006; Zhang et al., 2012; Montaldi et al.,
2015) (Abb. 4). Eine funktionierende BER leistet somit einen wesentlichen Beitrag zur
zellularen Resistenz gegen TMZ (Trivedi et al., 2005; Zhang et al., 2012; Montaldi et
al., 2015). Auf Grund der unterschiedlichen DNA-Reparaturwegen, welche bei der
Sensitivitat gegeniiber TMZ beteiligt sind, gibt es mehrere Mdglichkeiten einer TMZ-
Resistenz entgegenzuwirken. Darunter die Inhibition von MGMT mittels
06-Benzylguanine (0O6-BG) oder 0O6-(4-Bromothenyl)guanin (Lomeguatrib). Bei
beiden Substanzen handelt es sich um Pseudosubstrate von MGMT, welche MGMT
irreversibel inaktivieren und das Level an funktionsfahigem MGMT in den Zellen sinken
lassen (Dolan et al., 1990; Ranson et al., 2006; Verbeek et al., 2008; Quinn et al.,
2009; Zhang et al., 2012). Des Weiteren gibt es die Mdglichkeit die BER zu inhibieren,
z.B. mittels PARP-Inhibitoren (PARPi). O6-MeG kann weiterhin von MGMT repariert
werden, aber durch die Inhibierung der BER mittels PARPI tragen die N7-MeG- sowie
N3-MeA-Lasionen hauptsachlich zur TMZ-Toxizitat in den Zellen bei (Plummer et al.,
2008; Zhang et al., 2012; Gojo et al., 2017; Singh et al., 2019) (Abb. 4).
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Abbildung 4. Schematische Darstellung des Wirkungsmechanismus von Temozolomid

Bei der Reparatur der durch TMZ induzierten Methylierungslasionen spielt A) die MGMT-
vermittelte Reparatur, B) die MMR sowie C) die BER eine Rolle. MGMT: O6-Methylguanin-
DNA-Methyltransferase; MMR: Mismatch-Reparatur; BER: Basenexzisionsreparatur.
Verandert nach: (Liu and Gerson, 2006; Silber et al., 2012; Zhang et al., 2012).

1.4.4.2 PARP-Inhibitor -Olaparib-

PARP-Enzyme PARP1 und PARP2 spielen in mehreren DNA-Reparaturwegen eine
Rolle (Parsons et al., 2005; Ciccia and Elledge, 2010; Lorenzo et al., 2013; Ronson et
al., 2018; Hou et al., 2019). Es gibt viele PARPI, darunter Niraparib, Veliparib,
Rucaparib sowie Olaparib (Hou et al., 2019). Die PARPI sind in den Fokus gertckt, da
BRCA1 und BRCAZ2-defiziente Zellen, im Vergleich zu WT-Zellen, 57-fach bis hin zu
1.000-fach sensitiver auf PARPI reagieren (Bryant et al., 2005; Farmer et al., 2005;
Tutt et al., 2010). Eine Erklarung hierfur ist, dass PARP1 und PARP2 unter anderem
eine Rolle bei der BER sowie der Reparatur von SSB spielen (wie oben beschrieben)
(Schreiber et al., 2002; EI-Khamisy et al., 2003; Chatterjee and Walker, 2017; Ronson
et al., 2018). Durch die Inhibition von vor allem PARP1 und PARP2 wird somit auch
die Reparatur von Einzelstrang-Schaden inhibiert. Durch die Reparatur-Defizienz bzw.
die nicht reparierten SSB kommt es zu DSB in der DNA. Die Mutationen in BRCA1 und
BRCA2 fuhren in den Zellen zu einer verminderten Reparatur von DSB durch die HR

und das NHEJ kann die Defizite der HR nur zu einem geringen Teil ausgleichen. Auf
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Grund der nur bedingten Reparatur der DSB und die Inhibition von PARP, welches
zusatzlich zu DSB in den Zellen fuhrt, kommt es schliel3lich durch ,synthetische
Letalitat zum Zellzyklusstillstand und/oder Zelltod (Farmer et al., 2005; Ashworth,
2008; Lorenzo et al., 2013; Guo et al., 2018; Hou et al., 2019). Es gibt jedoch noch
weitere Erklarungen fir die sensitive Wirkung von HR-defizienten Zelle gegentiber der
Behandlung mit PARPI (Lorenzo et al., 2013).

Ein PARPI, welcher als erster seiner Klasse von der Behorde fur Lebens- und
Arzneimittel (FDA) zugelassen wurde, ist Olaparib (Hou et al., 2019). Olaparib wird vor
allem bei der Behandlung von soliden Tumoren eingesetzt (Kurnit et al., 2018; Guo et
al., 2018; Minten and Yu, 2019). Das Medikament inhibiert sowohl PARP1 als auch
PARP2 (Gunderson and Moore, 2015; Hou et al., 2019). Olaparib wird in der Klinik
bereits bei Brustkrebs und Eierstockkrebs genutzt und hierbei bevorzugt bei Tumoren
mit BRCA1- oder BRCA2-Mutationen eingesetzt (Robson et al., 2017; Pujade-
Lauraine et al., 2017; Minten and Yu, 2019). Des Weiteren konnte gezeigt werden,
dass die Behandlung von leukamischen Blasten mit Olaparib einen apoptotischen
sowie antiproliferativen Effekt auf leuk&dmische Zellen hat (Faraoni et al., 2015;
Esposito et al.,, 2015). Dabei ist vermutlich entscheidend, dass die leukdmischen
Blasten niedrige BRCAL- und/oder BRCA2-Level haben. Normale Knochenmarkzellen
oder CD34*-Zellen im peripheren Blut zeigten kaum einen Effekt nach der Behandlung
mit Olaparib (Faraoni et al., 2015). AuRerdem haben Mutationen bzw. ein Mangel an
ATM positive Auswirkungen auf die Behandlung mit Olaparib bei z.B.
Lungenkarzinomen oder chronisch lymphatischen Leukamien (Schmitt et al., 2017;
Knittel et al., 2017). Daraus geht hervor, dass PARPi und darunter auch Olaparib eine
synthetische Letalitat auf Zellen im Zusammenhang mit anderen Mutationen (wie
BRCA1/2 und ATM) besitzen (Guo et al., 2018; Minten and Yu, 2019; Hou et al., 2019).
PARPI und darunter auch Olaparib zeigen einen synergistischen Effekt in Kombination
mit z.B. Temozolomid (siehe 1.4.4.1) oder Topoisomerase 1-Inhibitoren (Patel et al.,
2012; Murai et al., 2014; Singh et al., 2019; Farago et al., 2019). Ein Problem bei der
Behandlung mit Olaparib ist, dass die Patienten ein erhdhtes Risiko zur Entwicklung
von hdmatopoetischen Erkrankungen haben, wie Andmien, Thrombozytopenien sowie
Neutropenien. Des Weitern kann es zu gastrointestinalen Symptome (wie Ubelkeit,
Erbrechen, Diarrh®) oder Fatigue kommen (Zhou et al., 2017; Guo et al., 2018).

38



Zielsetzung der Arbeit

2 Zielsetzung der Arbeit

Die AML ist die haufigste Form der akuten Leukamie bei Erwachsenen (Ehninger and
Aul, 2008). Die AML-Inzidenz nimmt mit dem Alter zu. Auch das Funfjahrestberleben
hangt stark vom Alter der Patienten ab und ist bei alteren Patienten deutlich niedriger
(Kraywinkel and Spix, 2017). Ein Grund hierflr ist, dass altere Patienten weniger in
der Lage sind, aggressive Therapien zu tUberstehen (Smith et al., 2004). Die derzeit in
der Klinik verwendeten Therapieansatze sind trotz vielzahliger Studien sehr aggressiv
und deshalb fur altere Patienten mit vielen risikoreichen Nebenwirkungen verbunden
(Smith et al., 2004; Ehninger and Aul, 2008). Deshalb ist es wichtig, neue Ziele und
mildere Therapieansétze zur Behandlung der AML zu finden. In den letzten Jahren ist
die personalisierte Krebsmedizin immer wichtiger geworden und in den Fokus der
Forschung und bei der Behandlung von Patienten gertickt (Jackson and Chester,
2015). Eine Zielstruktur bei der personalisierten Behandlung von AML-Patienten
konnte die GFI1-Variante, GFI1-36N darstellen. GFI1-36N spielt bei der Entstehung
der AML eine Rolle und Patienten mit dieser GFI1-Variante haben eine schlechtere
Prognose als Patienten mit GFI1-36S-Genotyp (Khandanpour et al., 2010; Botezatu et
al., 2016a). Dennoch ist trotz zahlreicher Untersuchungen noch nicht vollstandig
geklart, warum das Vorhandensein von GFI1-36N mit einer pradisponierten AML-
Entstehung einhergeht. Es gibt erste Hinweise, dass epigenetische Veranderungen
hierbei eine Rolle spielen (Botezatu et al., 2016b). Auf Grund weiterer Daten wird
jedoch vermutet, dass GFI1 auch eine Rolle bei der DNA-Reparatur spielt
(Khandanpour et al., 2013; Botezatu et al., 2016b) und dadurch evtl. auch die
genomische Stabilitat in den Zellen beeinflusst. Eine wichtige Eigenschaft bei der
Entstehung von Leukamien ist die genomische Instabilitdit und es konnte gezeigt
werden, dass Veranderungen in der DNA-Reparatur die Entstehung einer AML férdern
(Esposito and So, 2014; Bret et al., 2016). Deshalb kdnnte eine genomische Instabilitat
sowie Defizite in der DNA-Reparatur eine Erklarung fur die pradisponierende Rolle von
GFI1-36N in der AML-Entstehung sein.

Ziel dieser Arbeit war es deshalb, die genaue Rolle von niedrigen GFI1-Leveln und
insbesondere dem Vorhandensein der GFI1-36N-Variante in leukamischen und nicht-
leuk&mischen Zellen hinsichtlich DNA-Reparatur und genomischer Stabilitdt zu
analysieren und dadurch eine mogliche zielgerichtete Therapie von AML-Patienten mit
GFI11-36N-Genotyp zu finden.
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Zielsetzung der Arbeit

In dieser Studie galt es daher folgende Fragen zu beantworten:
= Hat die Prasenz des GFI1-36N-Genotyps einen Einfluss auf die
Genomstabilitat?
=>» Spielt GFI1 eine Rolle bei der DNA-Reparatur und hat die GFI1-Variante,
GFI11-36N, einen Einfluss auf die DNA-Reparatur?
= Konnen die Proteine bzw. Signalwege, welche durch die Prasenz von GFI1-36N

verandert sind, neue Ziele bei der personalisierten AML-Therapie sein?
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3 Material und Methoden
3.1 Material

3.1.1 Verbrauchsmaterial

Tabelle 1: Liste der verwendeten Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Kat.-Nr. Firma
10 pl TipOne® Filterpipettenspitzen S1121-3810 STARLAB GmbH
10 pl TipOne® Pipettenspitzen S1111-3800 STARLAB GmbH
100 pl TipOne® Pipettenspitzen S1183-1840 STARLAB GmbH
100 pl TipOne® UltraPoint
F”ter“pipe‘itenspitzen S1123-1840 STARLAB GmbH
1000 pl TipOne® Filterpipettenspitzen S1126-7810 STARLAB GmbH
1000 pl TipOne® Pipettenspitzen S1111-6800 STARLAB GmbH
15 mL PP Centrifuge Tubes 430791 Corning
200 pl TipOne® Filterpipettenspitzen S1120-8810 STARLAB GmbH
200 pl TipOne® UltraPoint Pipettenspitzen, S1113-1800 STARLAB GmbH
I%zlla;)[/(\;ell Flat Bottom Not Treated Cell Culture 351147 Coming
Iéz‘r)tIBE—l)[/éell Flat Bottom Not Treated Cell Culture 351178 Corning
50 mL PP Centrifuge Tubes 430291 Corning
BD Discardit™ Il Spritzen 20 ml 300296 Becton Dickinson
BD Discardit™ Il Spritzen 5 ml 309050 Becton Dickinson
BD Discardit™ Il Spritzen10 ml 309110 Becton Dickinson
BD MicroFine™+ Insulin Syringes 324824 Becton Dickinson
BD Microlance 3 Kanile 20 G 301300 Becton Dickinson
BD Microlance 3 Kanile 25 G 300400 Becton Dickinson
BD Microlance 3 Kanile 27G 302200 Becton Dickinson
rI?llljlI?rl;'il_stlpak Insulinspritzen ohne Kanile 1 303173 Becton Dickinson
BD Plastipak™Spritze mit Luer-Ansatz, 1ml 300013 Becton Dickinson
Blunt-End Needles, 16 Gauge 28110 STEMCEL.L
Technologies
Cell strainers 40 um Filter (Falcon) 352340 Corning
Cell strainers, 100 um Filter (Falcon) 352360 Corning
cellTrics Einwedfilter 100 um 04-00422318 Sysmex
N . BB02200500A113MN | Thermo Fisher
Deckglaser, Starke 1 T0 Scientific
Deckglaser 7692263-100EA Sigma-Aldrich
CryoPure Tube 1.6ml white 72.380 Sarstedt
_ Thermo Fisher
Cytospin slide 27157 Scientific
DNA LoBind Tubes, 1,5ml 30108051 Eppendorf
FACS-Reaktionsgefale 5-ml 352052 Falcon
Falcon® 100 pum Cell Strainer 352360 Corning
Immobilon-E PVDF Membrane IEVHO0005 Merck Millipore
ImmunoSelect Adhesion Slides SQ-1S-10050 E_quarlx
iotechnology
LS Columns 130-042-401 Miltenyi Biotec
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MicroAmp™ Optical Adhesive Film

4311971

Thermo Fisher

Scientific
Microgmp”"_ Sch_nelle, optische 96-Well- 4346907 Applied
Reaktionsmikrotiterplatte Biosystems
I\Kﬂérgggl)_ﬂfc@ ROHRCHEN 0,25/0,5 ml K3E 450530 Greiner Bio-One
Mini-Collect-blood collection tubes, K3EDTA 450476 Greiner Bio-One
Adhasions-Objekttrager SuperFrost® plus 03-0060 R. Langenbrinck
Pre-Separation Filters (30 um) 130-041-407 Miltenyi Biotec
Probenrdhre 75 x 12 mm 551.579 Sarstedt
Reagiergefall PCR 0,2ml PP 683201 Greiner Bio-One
Roéhre 15ml V-Boden PP 62554502 Sarstedt
R6hre 50ml V-Boden PP 62547254 Sarstedt
SafeSeal Reagiergefald 1,5 ml 72706 Sarstedt
Spritzenvorsatzfilter 0,2 pm 83.1826.001 Sarstedt
Spritzenvorsatzfilter 0,45um 83.1826 Sarstedt
STEMgrid™-6 27000 STEMCELL

Technologies
Stripette™ Serological Pipets 10 ml 4488 Corning
Stripette™ Serological Pipets 25 ml 4489 Corning
Stripette™ Serological Pipets 50 ml 4490 Corning
Stripette™ Serological Pipets. 5 ml 4487 Corning
Super PAP Pen Liquid Blocker Mini N71312 Science Services
SuperFrost Ultra Plus™ GOLD Thermo Fisher
Adﬁésionsobjekttrager 11976299 Scientific
Western Blotting Filter Paper, 7 cm x 8.4 cm 84783 Th_erm_o_ Fisher

Scientific
Zellkultur Microplatte, 96 Well, TC 655180 Greiner Bio-One
Zellkultur Multiwellplatte, 12 Well PS steril TC | 665180 Greiner Bio-One
Zellkultur Multiwellplatte, 24 Well TC 662160 Greiner Bio-One
Zellkultur Multiwellplatte, 48 Well, TC 677180 Greiner Bio-One
Zellkultur Multiwellplatte, 6 Well, TC 657160 Greiner Bio-One
Zellkultur Schale, PS, 100/20 MM 664160 Greiner Bio-One
Zellkultur Schale, PS, 145/20 MM 639160 Greiner Bio-One
Zellkulturflasche 175 cm2 steril 660175 Greiner Bio-One
Zellkulturflasche 75 cmz2 steril 658175 Greiner Bio-One
Zellkulturflasche.25 cmz steril 690175 Greiner Bio-One
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3.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 2: Liste der verwendeten Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie/Reagenz Kat.-Nr. Firma
100 bp DNA Ladder N3231L New England Biolabs
Thermo Fisher
1M HEPES 15630080 Scientific
25mM MgCI2 A3511 Promega
2-Hydroxyethylagarose A-4018-1G Sigma-Aldrich
5X Green GoTaq® Reaction Flexi Buffer MB891A Promega
Agarose 16500-500 Invitrogen
Agarose 1138899101 Roche
Albumin Fraktion V 8076.2 Carl Roth
Ampicillin Sodium Salt A9518 Sigma-Aldrich
Annexin V Binding Buffer 556454 BD Biosciences
Aqua ad iniectabilia 10 ml miniplasco 1001346 B Braun
Adgua B. Braun 0082423E B Braun
, PZN-
Baytril 10% 05978897 Bayer
Benzonase® Nuclease 70746-3 Merck Millipore
BSA Fraction V K41-001 PAA Laboratories
Colcemid 295892 Roche
COULTER CLENZ® Cleaning Agent 8448222 Beckman Coulter
g:(;)uL:il(_)'lr;ER® Z1 & Z2 Balanced electrolyte 8320312 Beckman Coulter
DAPI 32670 Sigma-Aldrich
Deionisiertes Formamid 9342 Merck Millipore
Dextran Sulfat S4030 ggferr':i%c':'Sher
Dimethylsulfoxide (DMSO) for cell culture P60-36720100 | PAN Biotech
dNTP Mix Ul511 Promega
DPBS 14190 Gibco
EDTA E9884 Sigma-Aldrich
Essigsaure A0820 AppliChem
Ethanol 32205 Sigma-Aldrich
Ethanol, 96%, 2,5|, Kunststoff P075.4 Carl Roth
Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt | 14, Sigma-Aldrich
dihydrate
FACS Clean 340345 BD Biosciences
FACS Flow 10638814 BD Biosciences
FACS Rinse 340346 BD Biosciences
FCS P30-3702 PAN Biotech
Fluorescence Mounting Medium S302380-2 Agilent Technologies
Formaldehyde F8775 Sigma-Aldrich
Gelantine 48723 Sigma-Aldrich
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder SM1331 snermo Fisher
Glycerol G5516 Sigma-Aldrich
Glycine 3790.2 Carl Roth
GoTag® Hot Start Polymerase M5005 Promega
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Halt™ Protease Inhibitor Cocktail, EDTA-Free

78437

Thermo Fisher

(100X) Scientific

HCI 200206816 Merck Millipore
IGEPAL® CA-630 18896-50ML Sigma-Aldrich
Kanamycin K1377-1G Sigma-Aldrich
KCI P9541 Sigma-Aldrich
LB Broth L3022 Sigma-Aldrich
LB Broth Agar L2897 Sigma-Aldrich
LB-Medium X968.2 Carl Roth
Leupeptin L2884-.5MG Sigma-Aldrich
Lipofectamine 2000 Transfection Reagent 11668030 Invitrogen
Liquid Blocker Pen N71312 Sigma-Aldrich
low-gelling-temperature Agarose A4018 Sigma-Aldrich
Lumi-Light Western Blotting Substrate 12015200001 | Roche

Luna® Universal gPCR Master Mix M3003S New England Biolabs

68475-100ML-

Magnesium chloride solution £ Sigma-Aldrich
Methanol 322415 Sigma-Aldrich
MgCl, M8266 Sigma-Aldrich
Milchpulver T145.2 Carl Roth
Mouse IL-3 130-096-687 Miltenyi Biotec
Mouse IL-6 130-094-065 Miltenyi Biotec
Mouse SCF 130-101-741 Miltenyi Biotec
Mowiol 4-88 81381 Sigma-Aldrich
Na,EDTA E5134 Sigma-Aldrich
NacCl 1064040500 Merck Millipore
NaOH L6sung 1M 596470 Merck Millipore
NaOH Pulver S3014 Sigma-Aldrich
Natriumbutyrat 303410 Sigma-Aldrich
Natriumchlorid 9265.1 Carl Roth
N-Lauryl Sarcosin Natriumsalz L5125 Sigma-Aldrich
Nuclease-Free Water (not DEPC-Treated) AM9938 'gh_erm_o_ Fisher
cientific
NuPAGE Antioxidant NPO0005 Invitrogen
NuPAGE LDS Sample Buffer 4x NPOO0O7 Invitrogen
NuPAGE™ Sample Reducing Agent (10X) NPO0009 Invitrogen
Olaparib S1060 Selleck Chemicals
COor;ie Shot™ TOP10 chemisch kompetente E. C404010 Invitrogen
PageRuler Prest Protein Ladder 26616 ;h'erm'o' Fisher
cientific
Paraformaldehyd 158127 Sigma-Aldrich
Penicillin-Streptomycin P4333 Sigma-Aldrich
Pepsin P6887 Sigma-Aldrich
Pepsin 107192 Sigma-Aldrich
Pharm Lyse 555899 BD Biosciences
PhosSTOP™ 4906845001 Sigma-Aldrich
PMSF Protease Inhibitor 36978 Th_erm_o_ Fisher
Scientific
Polybrene Infection/Transfection Reagent TR-1003-G Merck Millipore
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Polyethylenimin (PEI) 408727 Sigma-Aldrich
PromoFluor Antifade Reagent PK-PF-AFR1 Promocell
Propidium lodid P-4170 Sigma-Aldrich
Propidium lodide Staining Solution 51-66211E BD Biosciences
Proteinase K 1008236 Carl Roth
Proteinase K 17916 Th_ermp_ Fisher
Scientific
Quick-Load Purple 100 bp DNA Ladder NO551L New England Biolabs
Radiance Plus 512103 Azure Biosystems
Retronectin T100A Takara Bio
RetroNectin T100B Takara Bio
RNase-Free DNase Set 79254 Qiagen
ROTI®GelStain 3865.1 Carl Roth
Rotiphorese Gel (Acrylamide/Bis-acrylamide) T802.1 Carl Roth
RT2 SYBR Green ROX qPCR Mastermix (6) 330524 Qiagen
Salzsaure 32 % X896.1 Carl Roth
SDS Pellets, 250 g CN30.1 Carl Roth
SeeBlue® Plus2 Pre-stained Protein Standard | LC-5925 Th'erm'o' Fisher
Scientific
SeeBlue™ Plus2 Pre-stained Protein Standard | LC5925 Invitrogen
SkyPaint™ DNA Kit M-10 for Mouse FPRPR0O030 Appli_ed Spectral
Chromosomes Imaging
SSC S6639 Sigma-Aldrich
Steriles destilliertes Wasser 123 B Braun
Sucrose S9378-500G Sigma-Aldrich
TagMan Gene Expression Master Mix 4369016 Applied Biosystem
TagMan™ Gene Expression Master Mix 4369016 Applied Biosystem
, . Thermo Fischer
TagMan™ Genotyping Master Mix 4371353 Scientific
TEMED 2367.3 Carl Roth
Temozolomid T2577 Sigma-Aldrich
Thimerosal T5125 Sigma- Aldrich
Tris 5429.5 Carl Roth
TrisCl T1503 Sigma-Aldrich
Triton X-100 X100 Sigma-Aldrich
Trypanblau T8154 Sigma-Aldrich
Trypsin-EDTA (0.25 %), Phenolrot 25200072 Gibco
Tween-20 P9416 Sigma-Aldrich
B-Mecaptoethanol M3148 Sigma-Aldrich
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3.1.3 Puffer und Medien

Tabelle 3: Liste und Zusammensetzung der verwendeten Puffer

Name

Zusammensetzung

Methode

10x TBS-Puffer

11 H20 + 24,23 g Tris (200 mM) +
87,66 g NaCl (1,5 M) pH: 7,4

Western Blot

10x TG-Puffer

11H,0 + 309 Tris + 144 g Glycine +
10 g SDS

Western Blot

1x SDS-Runningpuffer

200 ml 5x SDS-Runningpuffer + 800
ml dest. H.O

Western Blot

1x TBS-T-Puffer

100 ml 10x TBS-Puffer + 900 ml dest.
H.O + 1 ml Tween- 20

Western Blot

1x TG-Puffer

200 ml abs. Ethanol + 100 ml 10x
TG-Puffer + 700 ml dest. H,O

Western Blot

5% Milch

2,5 g Milchpulver in 1x TBS-T Puffer

Western Blot

50x TAE Puffer

2,0 M Tris + 0,05 M Na,EDTA + 1,0 M
Essigséaure pH: 8,3

Gelelektrophorese

5x SDS-Runningpuffer

1| dest. H.O + 15,1 g Tris (125 mM)
+ 72 g Glycin + 25 ml 20%iges SDS

Western Blot

Al Lyse-Puffer

1,2M NaCl + 0,1 %
Natriumlauroylsarkosinat + 0,26 M
NaOH in dest. H,O pH >13

Comet-Assay

A2-Puffer

0,03 M NaOH + 2 mM NazEDTA in
dest H,O pH: ca. 12,3

Comet-Assay

Alkali-Lésung

70 mM NaOH + 140 mM NacCl in H.0,
dann 60:40 mit Methanol mischen

MGMT funktioneller-
Assay

1x Annexin-Binding
Puffer

Annexin V Binding Buffer (10x) 1:10
in PBS verdinnen

FACS Farbung

Einfriermedium

IMDM + 20% FBS + 10% DMSO

Einfrieren von Zellen

Erylyse-Puffer

BD Pharm Lyse (10x) 1:10 in sterilem
H>0 verdiinnen

Vorbereitung primére
Mauszellen

FACS-Puffer

PBS + 2,5 % FBS +1% P/S

Allgemein

Glycin-Ldsung

0,2% Glycin in PBS

MGMT funktioneller-
Assay

1,4 mM Na:HPO4 + 42 mM Hepes +

HBS-Puffer 10mM KCI + 274 mM NaCl + 11 mM | Virusherstellung
Glucose in H,O pH: 7,05
Lysepuffer/Stocklésung 1:10 mit - y
Lysepuffer DNA-freies H,0 Genotypisierung Mause
100 ml DNA-freies H,O+ 100 mM
Lvsepuffer/ Tris-HCI + 500 mM KCI + 20 mM
S)t/oclflbsun MgCl, + 0,01% Gelantine + 0,45% Genotypisierung Mause
9 Tween-20 + 0.45 NP-40 + 500 pg/ml
Proteinase K pH:8,2 - 8,3
MACS-Puffer PBS + 0,5% BSA + 2 mM EDTA Isolation Lin-Zellen
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PBG-L0Osung 0,2% Gelantine + 0,5% BSA fractionV | yH2AX-Assay
PBS-T 0,25% Tween-20 in PBS MGMT funktioneller-
Assay
Pensin-Lésun MGMT funktioneller-
P 9 Assay

PFA-L6sung

3% PFA + 2 % Sucrose in PBS

yH2AX-Assay

P-L6sung

100 mM Tris (ph:7,4) + 50 mM EDTA
+ 0,5 % Triton X-100

yH2AX-Assay

Proteinase K-Losung

400 ul Proteinase K (1mg/ml) + 600 pl
Proteinase K-Puffer

MGMT funktioneller-
Assay

Proteinase K-Puffer

20 mM Tris + 2 mM CaCl, in H.O
pH: 7,5

MGMT funktioneller-
Assay

RIPA-Puffer

50 mM Tris (pH:8) + 150 mM NaCl +
1% NP-40 + 0,5 %
Natriumdesoxycholat + 0,1% SDS in
H.0

Protein-Isolation

RLT-Puffer

1 ml RLT-Puffer (Qiagen) + 10 ul B-
Mecaptoethanol

RNA-Isolation

S.0.C. Medium

500 ml H20 + 2,5 g Yeast Exctract +
0,25 g NaCl -> autoklavieren und
dann Zugabe von 1,25 ml 1 M KCI +
5 ml 1 M MgCl2.6H20 + 3,6 ml 50 %
Glucoselésung

Transformation

Sammelpuffer

250 ml dest. H20 + 15,15 g Tris (32
mM) + 5 ml 20%iges SDS pH: 6,8

SDS-Gel

SCM
(Stammzellmedium)

IMDM + 20% FBS + 1% P/S + 10
ng/ml IL-3 + 10 ng/ml II-6 + 20 ng/ml
mSCF

Kultivieren von priméren
Zellen

500 ml dest. H20 + 90,9 g Tris (375

Trennpuffer mM)+ 10 ml 20%iges SDS pH: 8,8 | SDS"Cel
Tabelle 4: Liste der verwendeten Medien
Medium Kat.-Nr. Firma
DMEM Media high glucose 41965-039 Gibco
IMDM 1023936 Gibco
MethoCult™ H4434 Classic 4434 StemCell Technologies
MethoCult™ GF M3434 3434 StemCell Technologies
Opti-MEM® | Reduced Serum Medium | 31985062 Thermo Fisher Scientific
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3.1.4 Kits

Tabelle 5: Liste der verwendeten Kits
Bezeichnung Kat.-Nr. Firma
Homologous Recombination Assay Kit 35600-NB Norgen Biotek
Lineage Cell Depletion Kit, mouse 1012358 Miltenyi Biotec
Methylamp DNA Maodification Kit P-1001-1 EpiGentek
MTT Assay Kit (Cell Proliferation) ab211091 Abcam
NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction 78833 Thermo Fisher Scientific
Reagents
NucleoBond PC 500 (25) 740574.25 Macherey-Nagel
Pierce BCA Protein Assay Kit 23225 Thermo Fisher Scientific
Pierce™ Classic Magnetic IP/Co-IP Kit 88804 Thermo Fisher Scientific
PureLink™ Genomic DNA Mini Kit K182001 Thermo Fisher Scientific
Rneasy Micro Kit 74004 Qiagen
Rneasy Mini Kit 74104 Qiagen
RT2 First Strand Kit 330401 Qiagen
RT? Profiler™ PCR Array Mouse DNA Damage | PAMM- Qiagen
Signaling Pathway 029ZC-6

3.1.5 Antikérper

Tabelle 6: Liste der verwendeten Antikorper fur die Durchflusszytometrie

Antikorper Konjungat | Kat.-Nr. | Firma
Annexin V APC 640920 BioLegend
Annexin V PerCP 640936 BioLegend
anti-mouse CD117 (c-kit) Antibody PE 135106 BioLegend
anti-mouse CD117 (c-Kit) Antibody APC 105811 BioLegend
anti-mouse CD4 Antibody PerCP 100433 BioLegend
anti-mouse CD8a Antibody PE 100708 BioLegend
anti-mouse CD8a Antibody APC 100711 BioLegend
anti-mouse Ly-6G/Ly-6C (Gr-1) Antibody PerCP 108427 BioLegend
anti-mouse Ly-6G/Ly-6C (Gr-1) Antibody PE 108408 BioLegend
anti-mouse Ly-6G/Ly-6C (Gr-1) Antibody APC 108411 BioLegend
anti-mouse TER-119/Erythroid Cells Antibody | PE 116208 BioLegend
anti-mouse TER-119/Erythroid Cells Antibody | APC 116211 BioLegend
anti-mouse/human CD11b Antibody PerCP 101228 BioLegend
anti-mouse/human CD11b Antibody APC 101211 BioLegend
anti-mouse/human CD45R/B220 Antibody PerCP 103234 BioLegend
Purified Rat Anti-Mouse CD16/CD32 (Mouse | - 553141 BD .
BD Fc Block™) Pharmingen™
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Tabelle 7: Liste der verwendeten Antikdrper flir Western Blot und Immunfluoreszenz

Antikorper Kat.-Nr. Verdinnung | Firma
Alexa Fluor® 488 Goat Anti- ) Thermo Fisher
Mouse IgG (H+L) A-11001 1:400 Scientific
Anti-gamma H2A.X (phospho ,
$140) antibody ab225511 1:300 Abcam
Anti-mouse (goat) IgG HRP sc-2005 1:2000 Santa Cruz
Anti-Mouse 1gG A9044 1:5000 Sigma-Aldrich
Anti-VCP antibody ab11433 1:2000 Abcam
- . Jackson
™ -
Cy™3 AffiniPure Goat Anti 115-165-166 | 1:800 ImmunoResearch
Mouse IgG )
Laboratories
donkey anti-goat 1IgG-HRP sc-2020 1:5000 Santa Cruz
GFI-1 Antibody AF3540 1:2000 R&D Systems
IgG from goat serum 15256 2-5 ug Sigma-Aldrich
IgG from mouse serum 15381 2-5 ug Sigma-Aldrich
Lamin B1 (B-10) sc-374015 1:1000 Santa Cruz
mAb to O6-methyl-2- 1:15.000 .
deoxyguanosine (EM 2-3) SQM003.1 (0,067 pug/ml) Squarix
MGMT Antibody (D-4) sc-166527 1:500 Santa Cruz
mouse anti-goat IgG-HRP sc-2354 1:5000 Santa Cruz
mouse anti-rabbit IgG-HRP sc-2357 1:2000 Santa Cruz
3.1.6 Primer
Tabelle 8: Liste der verwendeten TagMan-Primer
Gen Primer ID Firma
HPRT (Maus) Mm03024075_m1 | Life Technologies
MGMT (Maus) MmO00485014 m1 | Life Technologies
SNP Genotyping Assay, Thermo Fisher
SNP ID: rs34631763 C_25596143_10 Scientific
Tabelle 9: Liste der verwendeten PCR-Primer
Name Sequenz (5’-3’) Funktion Quelle
8477 TGGAGGGCCTCTTGGTACAGG Genotypisierung | (Lin et al,
Vav- 2005; Chung
Nup98/Hoxd13 | i 41 2008)
8478 GGCTTCTAAGCTGTCTGTGGCC Genotypisierung | (Lin et al,
Vav- 2005; Chung
Nup98/Hoxd13 | i 41 2008)
mGfi21 CTTGTGGCAGAGTTCTGGAG Genotypisierung | (Khandanpou
GFI-36S,-36N,- | retal., 2012)
KD
mGfi28 CTTGTTTGAAGTATTCAGGTCTG Genotypisierung | (Khandanpou
GFI-36S,-36N,- | retal., 2012)
KD
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mGfi32 GCACACATTCCCAACTAATCC Genotypisierung | (Khandanpou
GFI-36S,-36N,- retal., 2012)
KD
metylierte CAAACGCGTACACGAAATAAAAACGAAA Bisulfit-PCR (Yamada et
DNA (R) al., 2001)
metylierte GGTAGTTTTTAGAGTTACGTTTCGCGT Bisulfit-PCR (Yamada et
DNA (F) al., 2001)
Nicht TTTGGTAGTTTTTAGAGTTATGTTTTGTGT Bisulfit-PCR (Yamada et
metyliert al., 2001)
DNA (F)
Nicht CCACAAACACATACACAAAATAAAAACAAAA | Bisulfit-PCR (Yamada et
metyliert al., 2001)
DNA (R)
mRagl.1 GCTGATGGGAAGTCAAGCGAC Genotypisierung | (Vassenetal.,
2014)
mRag1.3 GGGAACTGCTGAACTTTCTGTG Genotypisierung | (Vassenetal.,
2014)
neol500 ATCGCCTTCTATCGCCTTCTTGACGAG Genotypisierung | (Takedaetal.,
GFI-36S,-36N,- | 1997;
KD Khandanpour
et al., 2012)
unverander | GTGCACGGGGTGGGGGCGGGG Bisulfit-PCR (Yamada et
t DNA (R) al., 2001)
Nicht CTCCCAGAGCCACGcceceeaeaT Bisulfit-PCR (Yamada et
veranderte al., 2001)
DNA (F)
3.1.7 Gerate
Tabelle 10: Liste der verwendeten Gerate
Instrument Firma
Amersham Imager 600 GE Healthcare LifeSciences
Animal Blood Counter scil Vet abc
Attune NXT Invitrogen
Axio (Vert. Al) Zeiss
Axiostar plus Zeiss
Cat-ST5 Cat
Cytospin 2 Shandon
Dry Bath System StarLab
EG 2200-2NM Kern & Sohn Gmbh
Elektrophorese Sub-Cell GT Bio-RAD
FACSAria ll BD Biosciences
FACSAria lll Cell Sorter BD Biosciences
FACScan BD Becton Dickinson
FACSDiva BD Biosciences
Faxitron CP-160 Faxitron
Foam Pads for Mini Trans-Blot® Cell Bio-Rad
Gel iX20 Imager INTAS Science Imaging
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Heracell 150i CO Incubator

Thermo Fisher Scientific

HERASafe

Kendro Laboratory

HiSeq 2000/2500 lllumina
iMark Microplate reader Bio-Rad

KNF Laboport® mini-pump Sigma-Aldrich
LSM710 Konfokalmikroskop Zeiss

LSR I BD Becton Dickinson
Mastercycler Nexus eco Eppendorf
Mettler Toledo FiveEasy™ Plus pH / mV bench Sigma-Aldrich
meter

Mikroskop Leica Typ 11090137002 Leica

Mini Gel Holder Cassette Bio-Rad

Mini Trans-Blot Central Core Bio-Rad

Mini Trans-Blot® Cell Bio-Rad
Mini-PROTEAN Tetra Cell Casting Stand & Clamps | Bio-Rad
CoolCell BioCision

Mr. Frosty™ Gefrierbehalter

Thermo Scientific™

Multifuge X3R centrifuge

Thermo Fisher Scientific

MultiRad 225 Precision X-Ray
Nanophotometer P330 Implen

NextSeq500 lllumina

Pipetten 1000 pl, 200 pl, 100 pl, 20 pl and 10 pl Eppendorf

Pipetten 1000 pl, 200 pl, 100 pl, 20 pl and 10 pl StarLab

Pipetus Hirschmann Laborgeréte
PowerPac™ HC High-Current Power Supply Bio-Rad

RH basic 2 IKA

ROCKY 3D Frobel Labortechnik
Rollenmischer RM 5 (348) Hecht Assistent
Rotana 460R Hettich Zentrifugen
Rotator SB3 Stuart

Sigma Laborzentrifuge 2K15 Sigma

Spectrophotometer ND-100

NanoDrop Technologies

Sprout® Mini Centrifuge

Heathrow Scientific

StepOne Plus Real-Time PCR System

Applied Biosystems

Sysmex XE-2100

Sysmex Europe GmbH

Thermomixer compact Eppendorf
Unimax 1010 Inkubtor 1000 Heidolph
Victor X3 Multimode Plate Reader Perkin Elmer

Vortex-Genie 2

Scientific Industries

Waage ALJ 220-4NM

Kern & Sohn Gmbh

Waage EW 4200-2NM

Kern & Sohn Gmbh

Wasserbad GFL 1083 GFL
XE 2100 Sysmex
XN 1000 Sysmex

X-Ray System X-RAD320

Precision X-Ray

Z2 Coulter Particle and size analyzer

Beckman Coulter

Zahlkammer nach Neubauer Assistent
Zeiss AxioObserver.Z1 and Apotome Zeiss
Zeiss ELYRA PS.1 Super-Resolution Mikroskop Zeiss
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Zentrifuge 4K15 Sigma Laboratory Centrifuges
Zentrifuge 5415D Eppendorf
Zentrifuge 5417R Eppendorf

Zentrifuge Allegra 6KR

Beckman Coulter

Zentrifuge Allegra RX-15R

Beckman Coulter

Zentrifuge Allegra X-15R

Beckman Coulter

Zentrifuge Mikro 200R

Hettich Zentrifugen

Zentrifuge Rotanta 460R

Hettich Zentrifuge

3.1.8 Software

Tabelle 11: Liste der verwendeten Programme

Software

Firma oder Quelle

ACAS I

Ahrens Electronics, Bargteheide

Attune Nxt Software v.3.1.2

Thermo Fisher Scientific

AxioVision SE64 Rel 4.8

Zeiss

BD Diva

BD Biosciences

CasplLab

CaspLab.com

ClueGO & CluePedia Plug-in von
Cytoscape

(Bindea et al., 2009; Bindea et al., 2013)

CODEX (Sanchez-Castillo et al., 2015)
Cytoscape (Shannon et al., 2003)
DEGseq2 (Love et al., 2014)

FACSDiva Software Version 6.1.3

BD Biosciences

FlowJo-Software

Miltenyi Biotec

GeneGlobe Data Analysis Center

Qiagen

GraphPad Prism 6

GraphPad Software

GSEA/MSigDB Version: 7.1

Broad Institute, Inc

Image J/ Fiji (Schindelin et al., 2012)
Imaris Oxford Instruments Group
Intas GDS Science Imaging Intas
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3.2 Methoden
3.2.1 Mause

3.2.1.1 Mausstamme

Alle in dieser Arbeit durchgefuihrten Tierversuche wurden nach Genehmigung durch
die Ethikkommission bzw. Tierschutzkommission und der ortlichen Behorden des
Universitatsklinikums Essen bzw. Universitatsklinikums Munster durchgefiihrt. Die
Tierversuche liefen unter den Aktenzeichen 84-02.04.2014.A270, 84-
02.04.2015.A022, 84-02.04.2015.A047, 84-02.04.2015.A076 und 84-
02.04.2019.A440 unter dem Versuchsleiter Herr PD Dr. Cyrus Khandanpour.

Die verwendeten Mausstamme stammen urspringlich vom C57BL/6-Mausstamm vom
Jackson Laboratory (Bar Harbor, Maine, USA) ab. Alle Mausstamme wurden
regelmanig (alle 5-10 Generationen) mit C57BL/6 (WT)-Mausen riickgekreuzt. Ein Tell
der C57BL/6-Mause wurden vom ZTL des Universitatsklinikum Essen bzw. von der
ZTE des Universitatsklinikum Minster bezogen und der andere Teil der Mause wurde

direkt von Charles River (Sulzfeld, Bayern, Deutschland) gekaulft.

Als Gfil-WT-Mause werden in dieser Arbeit Mause bezeichnet, welche das murine

Gfil-Gen exprimieren und keine andere Modifikation besitzen.

3.2.1.1.1 hGFI1-36S- und hGFI1-36N-KI-Mausstamm

Es wurden GFI1-36S- und GFI1-36N-Knock-in (KI)-Mausstamme verwendet, welche
anstelle des murinen Gfil-Proteins das humane GFI1-Protein exprimieren. Durch Gen-
Targeting wurde die humane GFI1-36S- bzw. GFI1-36N-cDNA in den murinen Gfil-
Lokus integriert (Abb. 5). Dadurch exprimieren die KI-Stamme zu 100% das humane
GFI1-Gen in gleichem Mal3e wie sonst das endogene murine Gfil (Khandanpour et
al., 2012). Die GFI1-36S- bzw. GFI1-36N-Méause, welche einen homozygoten Genotyp
besitzen werden in dieser Arbeit als ,ki/ki“ bezeichnet. Dagegen werden die Mause mit

heterozygotem Genotyp als ,+/ki“ benannt.

3.2.1.1.2 hGFI1-KD-Mausstamm

Zur Generierung der hGFI1-Knock-down (KD)-Mause wurde eine Neo-Kassette in
Antisense-Richtung, neben die fur GFI1 codierende cDNA-Sequenz, in den murinen
Gfil-Lokus, eingesetzt (Abb. 5). Ein Teil der Funktion bleibt dabei erhalten und die
GFI1-KD-Mause exprimieren noch  10-20% des urspringlichen  GFI1-

Expressionsniveaus (Khandanpour et al., 2012; Hbnes et al., 2016).
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Abbildung 5: Schematische Darstellung des Gfil-Lokus

Dargestellt ist der Gfil Lokus und die Zielallele zur Generierung der GFI1-36S- und GFI1-
36N-KI-Méause sowie der GFI1-KD-Mausen. Verandert nach: (Khandanpour et al., 2012).

., hGFI1

Gfil
GFI1-KI-Mause

3.2.1.1.3 NUP98-HOXD13-Mausstamme

Die NUP98-HOXD13-Mausstamme exprimieren das Fusionsgen aus Nucleoporin 98
(NUP98) und Homeobox D13 (HOXD13). Die Mause des Mausmodells zeigen alle
Merkmale einer MDS Erkrankung und spiegeln das spatere Voranschreiten zur AML
genau wider (Lin et al., 2005). Die NUP98-HOXD13-Mé&use wurden mit den GFI1-36S-
und GFI1-36N- sowie den GFI1-KD-Mausen, wie bei vorangegangen Arbeiten,
gekreuzt (Hones et al., 2016; Botezatu et al., 2016b).

3.2.1.2 Haltung der Mause

Die Mause wurden unter SPF (spezifisch Pathogenfrei) -Bedingungen im ZTL des
Universitatsklinikums Essen und in der ZTE des Universitatsklinikums Munster
gezuchtet und gehalten. Die dufReren Bedingungen, wie Temperatur, Luftfeuchtigkeit
sowie der Tag-Nacht-Rhythmus (12 h), wurden von den Mitarbeitern des ZTLs bzw.
ZTEs kontrolliert und konstant gehalten. Die Mause wurden in speziellen IVC-Kafigen
(individuell ventilierte Kéafige) gehalten und bekamen keimfreies Futter und Wasser.
Zur Zucht wurden Tiere verwendet, welche mindestens 56 Tage alt waren. Circa
4 Wochen nach der Geburt wurden die Jungtiere von den Eltern abgesetzt und mittels

Ohrstanzung markiert.

3.2.1.3 Genotypisierung der Mause

Zur Genotypisierung der Mause wurden die Ohrproben verwendet, welche bei der
Ohrmarkierung der Mause gesammelt wurden. Ein Teil der Mause wurde durch die
Mitarbeiter des ZTL am Universitatsklinikum Essen genotypisiert und der andere Teil
wurde von der Arbeitsgruppe durchgefiihrt. Zu einer Ohrstanzung (ca. 2-3 mm
Durchmesser) wurden 100 ul Lysepuffer hinzugefiigt und Gber Nacht bei 57°C und
400 rpm geschiuttelt, um die DNA aus den Zellen zu isolieren. Am nachsten Tag wurde

die Probe fir 10 min bei 95°C erhitzt, um die Proteinase K zu inaktivieren.
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Anschlieend wurde je nach Genotyp der Mastermix fur die Polymerase-
Kettenreaktion (PCR) mit unterschiedlichen Primern (Tab. 9) wie folgt angesetzt:

5,0 yl 5x Green GoTag® Reaction Flexi Buffer

0,1 pl Taqg Polymerase (Stocklosung: 5 U/pl)

1,4 pl MgCl2 (Stocklésung: 25mM)

0,5 ul dNTPs (Stocklésung: 10 mM)

0,5-1 pl von jedem Primer (Stocklésung: 100 uM, wurde

mit H20 1:10 auf die Arbeitslosung verdinnt)

5,0 ul Probe

mit H20 (Nuklease- & DNA-frei) auf 25 pul auffillen

Danach wurde die PCR folgendermalf3en durchgefuhrt:

Denaturierung: 4 min 95°C
35 Zyklen: 15 sec 94°C
30 sec 58°C
60 sec 72°C
Endextension: 10 min 72°C

In der Zwischenzeit wurde ein 2%iges Agarose-Gel mit Zugabe von 5 ul
ROTI®GelStain pro 100 ml Agarose vorbereitet. Sobald die PCR fertig war, wurden
10-20 pl Probe/Gelkammer aufgetragen und fir ca. 40 min bei 100 V laufen gelassen.
Als Marker wurden 10 ul des zuvor verdinnten 100 bp Marker von NEB (3 ul Maker +
3 ul Gel Loading Dye (6x) + 10 pl dest. H20) aufgetragen. Die Detektion der Banden
fand mittels UV-Licht (312 nm) statt. Die Basenpaar-Gréf3e der Banden gab Aufschluss
auf den Genotyp.

3.2.1.4 Bestrahlung der Mause

Die Mause wurden einen Tag vor der Transplantation bestrahlt. Die Bestrahlung der
Mause fand mit dem X-Ray System X-RAD320 am Universitatsklinikum Essen
(Arbeitsgruppe: Prof. Dr. lliakis) oder mit dem Faxitron CP-160 bzw. mit dem MultiRad
225 von Precision der ZTE-MUnster statt. Die Mause wurden hierfur in spezielle
Bestrahlungskafige gesetzt und in die Mitte des Bestrahlungsgerates gelegt, damit alle
Mause mit der gleichen Strahlendosis (primare Transplantation 7 + 3 Gy, sekundare

Transplantation: 3 Gy) behandelt wurden.

3.2.1.5 Priméare Transplantation
Als primare Transplantation wird die Transplantation von ex vivo transduzierten
Lineage™ (Lin)-Zellen in letal bestrahlte WT-Mause bezeichnet. Fur die primére

Transplantation wurden zunéchst Lin-Zellen von Mausen des gewiinschten Genotyps
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isoliert (siehe 3.2.1.10) und anschlieBend mit einem Retrovirus transduziert (siehe
3.2.5). Dabei wurde das Gen, welches fiir das Fusionsprotein MLL-AF9 codiert,
welches wiederum in den Mausen zur Entstehung von AML flhrt, in die Lin~-nicht
leuk&mischen Zellen eingebaut (Abb. 6). Das verwendete MCSV-MLL-AF9-IRES-
GFP-Plasmid (kurz: MLL-AF9) enthalt eine Sequenz, welche fur das grin
fluoreszierende Protein (GFP) codiert (Botezatu et al., 2016b; Hbénes et al., 2017).
Dadurch kann GFP zur spateren Selektion der erfolgreich transduzierten Zellen (Zellen
mit GFP-Signal) verwendet werden. Ein Tag vor der Transplantation wurden die WT
(C57BI/6)-Empfangermause letal (7+ 3 Gy) bestrahlt. Ab dem Tag der Bestrahlung
bekamen die Mause fur 3 Wochen Trinkwasser mit 0,1% Baytril. Das Antibiotikum
diente zur Vorbeugung von Infekten, da die Mause durch die Bestrahlung
immunsupprimiert waren. Pro Maus wurden 100.000 GFP*-Zellen zusammen mit
150.000- 200.000 gesunden Knochenmarkzellen in sterilem PBS iv. (in die
Schwanzvene) injiziert. Fur die Transplantation wurde eine 27 G-Kantle verwendet.
Die Arbeiten fanden alle unter sterilen Bedingungen unter einer Sicherheitswerkbank
statt. Die transplantierten Mause wurden taglich beobachtet und auf Symptome
(anamische Pfoten, Apathie, zerzaustes Haar, Gewichtsverlust usw.) einer
Leukdmieerkrankung Uberprift. Sobald Anzeichen einer AML-Erkrankung sichtbar
waren, wurden die Mause mit COz in einer speziell dafir vorgesehenen Kammer
eingeschlafert und anhand der Blutwerte, Milz- und Lebergrof3e sowie der Anzahl an
Granulozyten, Monozyten, c-Kit*- und GFP*-Zellen wurde Uberpruft, ob die Mause
tatsachlich an einer AML erkrankt waren. Dann wurden die Zellen der Mause, je nach

Versuchsaufbau, weiterverarbeitet.

howr
(C57/BL6)

KM \Llsolation
— am Tag vor der

Er‘ Transplantation
) fME P

\/ Bestrahlung
KM-Isolation Retrovirale Primare 3+7 Gy

Lin’ -Isolation | "@nsduktion  gqrting Transplantation i
- 2 . _ > < <
V't — gl — e — o — oo — ol — I8
bendtigter KM-Zellen Lin” Zellen GEP'. Leukamische Zellen CS\;\gw
Genotyp leukamische + ( )
Zellen gesunde

KM-Zellen

Abbildung 6: Schematische Darstellung der priméren Transplantation
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3.2.1.6 Sekundéare oder nachfolgende Transplantationsrunden

Unter einer sekundaren (tertiaren, quartaren...) Transplantation wird die
Transplantation von leuk&mischen Knochenmarkzellen bezeichnet, welche in vivo
generiert wurden. Die leukamischen Knochenmarkzellen stammen von
transplantierten Mausen, welche an einer AML erkrankt sind (Abb. 7) und die Zellen
wurden nach der Entnahme in flissigem Stickstoff gelagert. Ein Tag vor der
Transplantation wurden die WT-Empfangerméuse subletal mit 3 Gy bestrahlt. Ab dem
Tag der Bestrahlung bekamen die Mause fur 3 Wochen Trinkwasser mit 0,1% Baytril.
Am Tag der Transplantation wurden die zu transplantierenden Zellen bei 37°C im
Wasserbad mdaglichst schnell aufgetaut. Direkt nach dem Auftauen wurden die Zellen
in 10 ml IMDM + 20% FBS +1% Penicillin/Streptomycin (P/S) pipettiert und fir 5 min
bei 350 g und 4°C zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand vorsichtig abgeschuttet
und das Zellpellet in 1 ml PBS resuspendiert. Dann wurde die Lebendzellzahl mithilfe
von Trypanblau bestimmt. AnschlieRend wurde der Anteil an GFP*-Zellen (erfolgreich
transduzierter Zellen) mittels FACS bestimmt. Als Kontrolle (GFP-Zellen) wurden
Zellen von WT-Mausen verwendet. Dann wurde die Anzahl an Lebendzellen, welche

GFP exprimieren wie folgt bestimmt:

Lebendzellzahl
100

x GFP*Zellen [%] = Anzahl lebender GFP* Zellen

Von dieser Zellzahl wurden 100.000-200.000 GFP*-Zellen in PBS mit einer 27 G-
Kandule in die Schwanzvene der Empfangerméuse injiziert. Die tagliche Beobachtung
der Méause und die anschlielenden Analysen wurden wie bei der priméren
Transplantation durchgefiihrt (siehe 3.2.1.5).

einen Tag vor der
Transplantation

sekundére A hi
KM-Isolation Transplantation estrahlung

& -

leukamische, leukémische
transplantierte Mause KM-Zellen (C57/BL6)

Abbildung 7: Schematische Darstellung der sekundaren Transplantation

Fiir alle nachfolgenden Transplantationsrunden (tertiér, quartér...) wurde dasselbe Schema
angewendet.
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3.2.1.7 Serielle Transplantation

Bei der seriellen Transplantation wurden die Knochenmarkzellen von an AML
erkrankten Mausen bis zu funf Mal seriell in gesunde WT-Mause transplantiert. Dabei
wurde mit einer primaren Transplantation angefangen (siehe 3.2.1.5). Sobald die
Mause der primaren Transplantation eine AML entwickelt haben wurden diese Tiere
euthanasiert und das leukéamische Knochenmark in weitere WT-Mause transplantiert
(siehe 3.2.1.6). Nachdem diese transplantierten Mause eine AML entwickelt hatten
wurden die leukdmischen Knochenmarkzellen dieser Mause erneut in WT-Mause
transplantiert (tertiare Transplantation). Dieser Ablauf wurde bis zu funf Mal wiederholt
(quintare Transplantation) (Abb. 8).

sekundéare tertiare quartére
Transplantation Transplantation Transplantation

A—)\& \ﬂl .y \n’i
i é N e | é NN \Hg <

WT leukamische WT leukamische WT
(C57/BL6)  Mause (C57/BL6)  Mause (C57/BL6)

Abbildung 8: Schematische Darstellung der seriellen Transplantation

3.2.1.8 Analyse leuk&mischer Mause
Als Kontrolle wurden parallel zu den leukamischen Mausen nicht leukamisch Mause

analysiert.

3.2.1.8.1 Isolation von Knochenmarkzellen, Thymozyten und Milzzellen

Zur lIsolierung von Thymozyten, Knochenmark- sowie Milzzellen wurden die Mause
zuerst mit COz2 in einer speziell daflir vorgesehenen Kammer eingeschlafert. Danach
wurden die Femora, Humeri und Tibiae ohne Gewebereste, der Thymus und oder die
Milz herausgenommen und in FACS-Puffer gelegt. Zur Gewinnung der
Knochenmarkzellen wurden die Knochen zuerst mit einer 25 G-Kanule mit FACS-
Puffer gespult, bis die Knochen innen komplett wei3 bzw. moglichst frei von
Knochenmark waren. Die Zellsuspension wurde dann mit einer 20 G-Kanule
resuspendiert, um alle Zellklumpen zu zerkleinern und eine Einzelzellsuspension zu
bekommen. Zusatzlich zum Resuspendieren wurde die Zellsuspension mit einem

100 pum Filter filtriert, um die restlichen Gewebestiicke oder Teile von gesplitterten
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Knochen von den Zellen zu trennen. Zur Gewinnung der Thymozyten bzw. Milzzellen
wurde der Thymus bzw. die Milz mit zwei sterilen Objekttragern in FACS-Puffer
zerrieben. Die daraus resultierenden Zellsuspensionen wurden mit einer 20 G-Kaniile
mit FACS-Puffer resuspendiert und ebenfalls mit einem 100 um Filter filtriert. Die
filtrierten Zellensuspensionen (Knochenmarkzellen, Thymozyten bzw. Milzzellen)
wurden dann bei 350 g fur 5 min bei 4°C zentrifugiert und anschlieBend wurde der
Uberstand abgeschiittet. Die Zellsuspensionen enthielten fir die nachfolgenden
Experimente storende Erythrozyten. Diese wurden mittels des 1x Erylyse-Puffers
(Pharm Lyse von BD Biosciences) entfernt. Hierzu wurde die jeweilige Zellsuspension
mit 1 ml des vorgewarmten 1x Erylyse-Puffers resuspendiert und fir 7 min bei
Raumtemperatur (RT) inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurden zum Stoppen der
Reaktion 10-20 ml FACS-Puffer zugegeben und die Suspension bei 350 g fur 5 min
bei 4°C zentrifugiert. Danach konnte der Uberstand abgeschiittet werden. Die
Knochenmarkzellen, Thymozyten bzw. Milzzellen wurden dann je nach Versuch

weiterbearbeitet.

3.2.1.8.2 Blutentnahme und Erstellung eines Blutbildes

Die Blutentnahme von leukéamischen Mausen bzw. Kontrollméusen wurde direkt nach
der Euthanasie der Tiere durchgefiihrt. Das Blut (ca. 200-500 pl) wurde dabei mit einer
25 G-Kanlle aus dem Herz der Méause entnommen und in ein mit K3EDTA
beschichtetes Rohrchen tberfuhrt. Fur die Erstellung des Blutbildes (u.a. WBC, PLT,
HGB) wurden 10 pl des peripheren Blutes der Mause im Hamatologischen-
Onkologischen Labor in der Klinik fir Hamatologie des Universitatsklinikums Essen
(XE 2100 und XN 1000 von Sysmex) oder selbststandig mit dem Animal Blood Counter

von scil vet im Universitatsklinikum Minster gemessen.

3.2.1.8.3 Charakterisierung der Oberflachenmarker von Knochenmark-, Milz- und
peripheren Blutzellen mittels Durchflusszytometrie

Jede Zelle exprimiert spezifische Zelloberflachenproteine. Durch diese

Oberflachenantigene lassen sich die Zellen, mittels Antikdrpern, unterscheiden. Diese

Antigene werden auch als Cluster of Differentiation (CD)-Marker bezeichnet (Cruse et

al., 2004; Gabius et al., 2015). Zur genaueren Analyse der leukdamischen Mause

wurden die Knochenmarkzelle, Milzzellen und teilweise das periphere Blut der Mause

hinsichtlich verschiedener CD-Marker untersucht.
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In dieser Arbeit wurden folgende Marker verwendet:

CD4 - T-Zellen (T-Helferzellen,
regulatorische T-Zellen)

CD8 - T-Zellen (zytotoxische T-Zellen)

B220 - B-Zellen

Terll9 - Erythroide Linie

CD11b - myeloide Zellen (Makrophagen)

Gr-1 - myeloide Zellen (Granulozyten)

c-Kit - leukamischer Stammzellmarker

(Cruse et al., 2004; Corthay, 2009; Schmitt and Engel, 2020). Fir die Farbung wurden
5x10°-1x108 Zellen in ein FACS-R&hrchen gegeben und zusammen mit 1 ml FACS-
Puffer zentrifugiert (350 g, 5 min, 4°C). AnschlieRend wurde der Uberstand, der zu
farbenden Proben abgeschiittet und zum Zellpellet 10 pl Fc-Block (CD16/CD32
(Mouse BD Fc Block™)) hinzugefiigt. Nach 10 min Inkubationszeit bei 4°C wurden die
Zellen mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen (350 g, 5 min, 4°C). Fur die Antikorper-
Farbung wurden die Zellen mit 0,2 pug/ml des Antikorpers in 80 pl FACS-Puffer
resuspendiert und fir 10 min bei 4°C inkubiert. Zur besseren Differenzierung der Zellen
wurden die Antikdrperkombinationen wie in Tabelle 12 angegeben verwendet. Nach
den 10 min Inkubationszeit wurden die Zellen wieder mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen
(350 g, 5 min, 4°C). Der Uberstand wurde abgeschiittet und die Zellen in 350 pl FACS-
Puffer resuspendiert. Danach wurden die Zellen mittels Durchflusszytometrie

analysiert. Von jeder Probe wurde eine ungefarbte Kontrolle analysiert.

Tabelle 12: Ubersicht der Antikérper-Kombinationen zur Differenzierung der
Knochenmark-, Milz- und Blutzellen.

Antikdrper 1 Antikorper 2  Gewebe

c-Kit PE/APC - PB, KM, SPL

Gr-1 PE/APC CD11b PerCP KM, SPL

CD8a PE/APC  CD4 PerCP KM, SPL
Ter-119 PE/APC B220 PerCP KM, SPL

3.2.1.8.4 Cytospin-Praparation von Knochenmarkzellen
Zur Vorbereitung eines Cytospins wurden 1x10° Knochenmarkzellen in 200 ul PBS
pipettiert. Die Zellsuspension wurde mithilfe der Shandon Cytospin 2 Cytozentrifuge

bei 350 g fur 5 min auf speziellen Cytospin-Objekttrager (Shandon EZ Single
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Cytofunnels) fixiert. Die Wight-Giemsa-Farbung der Cytospins wurde vom

Hamatologisch-Onkologischen Labor des Universitatsklinikums Essen durchgefuhrt.

3.2.1.9 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Zum Einfrieren von murinen Knochenmarkzellen wurde IMDM + 20% FBS +
10% DMSO verwendet. Die Zellen wurden in diesem Einfriermedium resuspendiert
und schnell in Einfrierrdhrchen tberfuhrt. Die Zellen wurden zundchst mit speziellen
Einfrierbehéltern, welche ein langsames Einfrieren der Proben gewahrleisten, im
Gefrierschrank bei -80°C eingefroren und dann in Flissigstickstoff bis zur Verwendung
gelagert. Zum Auftauen von Zellen wurden 10 ml IMDM + 20 % FBS in 15 mI-R6hrchen
vorbereitet. Die eingefrorenen Zellen wurden im Wasserbad (37°C) aufgetaut bis nur
noch ca. 10-15% der Zellsuspension gefroren war. Dann wurde die Zellsuspension
schnell in das vorbereitet Medium pipettiert und fir 5 min bei 350 g und 4°C
zentrifugiert. Danach wurden die Zellen bei 37°C und 5% CO: kultiviert oder zur

Transplantation vorbereitet.

3.2.1.10 Isolation von Lineage™-Zellen

Als Lineage(Lin’)-Zellen werden Zellen bezeichnet, die keinen Abstammungs- bzw.
Differenzierungsmarker exprimieren (undifferenzierte Vorlauferzellen). Dagegen
exprimieren Lineage*(Lin*)-Zellen Differenzierungsmarker wie z.B.: CD4 bei T-Zellen
(Cruse et al., 2004; Corthay, 2009; Schmitt and Engel, 2020). Zur Isolation der Lin-
Zellen wurde das Lineage Cell Depletion Kit von Miltenyi verwendet. Zu Beginn wurden
die Knochenmarkzellen der M&use isoliert (siehe 3.2.1.8.1) und danach die Zellzahl
bestimmt (siehe 3.2.2). Nach dem Zahlen wurde die Zellsuspension bei 350 g, 4°C, fur
5 min zentrifugiert. Wie im Protokoll des Herstellers geschrieben, wurden zu dem
Zellpellet 40 pl FACS-Puffer pro 107 Zellen und 10 pl a-Lin-Biotin-Antikdrper pro 107
Zellen hinzugeflgt und fur 11 min auf Eis inkubiert. Der a-Lin-Biotin-Antikdrper bindet
an die Differenzierungsmarker der Lin*-Zellen. Im zweiten Schritt wurden 30 pl FACS-
Puffer pro 107 Zellen und 20 pl Anti-Biotin-Microbeads pro 107 Zellen hinzugefigt und
fur 15 min bei 4°C inkubiert. Die Anti-Biotin-Microbeads binden an den a-Lin-Biotin
Antikorper. Dadurch werden die Lin*-Zellen mit den Microbeads markiert. Die
Zellsuspension wurde mit 25 ml FACS-Puffer zentrifugiert (350 g, 4°C, 5 min). Danach
wurde der Uberstand abgeschiittet und das Zellpellet in 500 pl MACS-Puffer
resuspendiert. Diese 500 ul Zellsuspension wurden dann auf eine zuvor mit 2 ml
MACS-Puffer aquilibrierte Séaule gegeben. Damit die Saule nicht durch groRere

Partikel oder Zellklumpen verstopft, wurde die Zellsuspension mit einem 30 um Filter
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filtriert. Die Saule wurde in einer speziellen magnetischen Vorrichtung (MACS
Separator) befestigt. Durch diesen Magneten wurden die Lin*-Zellen, welche durch die
Antikdrper mit Microbeads markiert sind in der Saule gehalten. Der Durchfluss, welcher
die Lin-Zellen enthalt, wurde aufgefangen. Die Lin-Zellen konnten dann gezahlt und
je nach Versuchsablauf direkt verwendet oder kultiviert werden. Die Kultivierung von
Lin- Zellen fand in SCM statt.

3.2.1.11 Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung von Knochenmarkzellen

Die Untersuchung der Chromosomen mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH) hinsichtlich  zytogenetischer Veranderungen wurde einerseits in
Zusammenarbeit mit Herr PD Dr. Thomas Liehr (Universitatsklinikum Jena)
durchgefuhrt. Andererseits wurde ein Teil der FISH-Analysen an der Medizinischen
Hochschule Hannover von Frau Prof. Dr. Gudrun Goéhring und Team mit der dort
etablierten Methode durchgefiihrt. Die hierfir verwendeten eingefrorenen
leukamischen Knochenmarkzellen aus transplantierten Mausen wurden auf

Trockeneis nach Jena bzw. Hannover gesendet.

3.2.1.12 Vergleichende genomische Hybridisierung (Array-CGH)

Zur Untersuchung von kleinen genomischen Veranderungen wurde die vergleichende
genomische Hybridisierung durchgefihrt (engl.: comparative genomic hybridization;
Array-CGH). Fir den Array-CGH wurden zuvor eingefrorene primare
Knochenmarkzellen aus leukamischen GFI1-36S-MLL-AF9-, GFI1-36N-MLL-AF9-
sowie GFI1-KD-MLL-AF9-Mausen verwendet. Der Array-CGH wurde in Kooperation
mit Frau Prof. Dr. Doris Steinemann und Frau Prof. Dr. Gudrun Gohring von der

medizinischen Hochschule Hannover durchgefiihrt und analysiert.

3.2.2 Zellzahlbestimmung

Je nach Versuchsaufbau und Versuchsziel wurden die Zellen entweder automatisch

oder mittels Neubauer-Zahlkammer gezahlt.

3.2.2.1 Automatische Zellzahlbestimmung

Die automatische Zellzahlbestimmung wurde mit dem Z2 Coulter Particle and size
analyzer durchgeftihrt. Vor der Benutzung des Zellzahlers musste die Maschine mit
der Waschlésung von Beckman Coulter und anschlie3end mit der Elektrolytlésung
gewaschen und kalibriert werden, um eine genaue Messung zu ermdglichen. Fir die

Zellzahlbestimmung wurden 100 pl der Zellsuspension zu 10 ml Elektrolytldsung in ein
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spezielles Zahlgefal gegeben. Fir jeden Zelltyp musste die Grolie der zu messenden

Zellen eingestellt werden. Dann konnte die Zellzahl/ml bestimmt werden.

3.2.2.2 Manuelle lebend/tot Zellzahlbestimmung mittels Trypanblau und
Neubauerkammer
Fir die manuelle Zellzahlbestimmung mittels Typanblau und Neubauerkammer wurde
die Zellsuspension mit Trypanblau verdiinnt. Der Verdiunnungsfaktor hing dabei von
der Dichte der Zellsuspension ab. Trypanblau farbt tote Zellen blau an, da diese Zellen
den blauen, toxischen Farbstoff nicht ausschlieBen kénnen (Ausschlussfarbung).
Dagegen werden die lebenden Zellen nicht angefarbt (Schmitz, 2011). Zur
Vorbereitung der Neubauerkammer wurde ein Deckglas auf die angefeuchteten Stege
neben der eigentlichen Zahlkammer aufgebracht, sodass die gesamten Quadrate auf
der Kammer vom Deckglas bedeckt sind und die Newtonschen-Interferenzringe am
Rand sichtbar waren. Fur die Zahlung wurden 10 pl der Probe pro Kammer verwendet.
Unter Verwendung eines Lichtmikroskops (10x Objektiv) wurden die Zellzahlen (tot
und lebend) der vier GroBquadrate ausgezahlt. Fur die Berechnung der Zellzahl/ml

wurde folgenden Formel angewendet:

Zelldichte [

Zellzahl B ( Zellzahl

)*VF*KF*ml‘l
ml

Anzahl Grofdquadrate

Dabei ist VF: Verdinnungsfaktor und KF: Kammerfaktor. Bei den hier verwendeten
Kammern ist der KF 104,

3.2.3 Klonierung von DNA-Fragmenten

3.2.3.1 Transformation kompetenter Bakterien

Fir die Transformation kommerziell erworbener kompetenter E. coli Bakterien mit den
gewilnschten Plasmiden wurde zunéachst 0,5-5 pl des Plasmides in ein Réhrchen, in
welchem die kompetenten Bakterien geliefert wurden, pipettiert. Danach wurden die
Zellen fur 1 min auf Eis inkubiert. Anschlie3end wurden die Bakterien fur 90 s bei 42°C
in einem Thermomixer erwarmt und auf Eis gestellt. Zu den Bakterien wurden dann
500 ul S.0.C. Medium hinzugefugt und bei 37°C fur 1 h geschittelt (400 rpm). Danach

konnten die Bakterien ausplattiert werden (siehe 3.2.3.2).

3.2.3.2 Herstellen von Einzelkolonien auf Selektivhdhrboden und Herstellen
einer Schuttelkultur
Zum Selektieren positiv transformierter Bakterien wurden diese auf LB-Agar mit

Zugabe von Antibiotika ausplattiert. Zur Herstellung der LB-Agar-Platten wurden
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zunachst 32 g/l LB-Agar-Pulver in destilliertem Wasser gel6st und anschlielRend
autoklaviert. Nach einer kurzen Abkihlungsphase (Medium ca. 40-50°C) wurde das
entsprechende, zur Selektion bendétigte, Antibiotikum (Arbeitskonzentration: 100 pg/mi
Ampicilin; 50 pg/ml Kanamycin) hinzugefugt. Der flussige LB-Agar wurde dann in
Petrischalen geflllt, sodass ca. 2/3 des Bodens bedeckt waren. Sobald der Agar kalt
und fest war, wurden die Platten mit Parafilm verschlossen und im Kihlschrank
gelagert oder die Bakterien wurden direkt ausplattiert. Die Bakterien wurden entweder
mit einer Einmal-Ose auf dem Agar ausgestrichen oder mittels Drigalskispatel
ausplattiert. Bei letzterem wurden 50-200 pl der Bakterienkultur in die Mitte der
Agarplatte pipettiert und anschlielend mit einem, zuvor sterilisiertem Drigalskispatel
gleichmafdig auf der Platte verteilt. Die fertigen Platten wurden zum Wachsen der
Bakterien fir ca. 12 h in den Inkubator (37°C) gestellt. Am nachsten Tag konnten die
Platten entweder bei 4°C, mit Parafilm verschlossen, gelagert werden oder

Einzelkolonien direkt weiterkultiviert werden.

Fiur das Anlegen einer Schiuttelkultur wurde zunéachst LB-Medium (10 g LB-Broth in
500 ml dest. Wasser) hergestellt. Das LB-Medium wurde ebenfalls autoklaviert und
nachdem es abgekihlt war, wurden die entsprechenden Antibiotika zur Selektion
hinzugeflgt. Zuerst wurde eine Kolonie oder ein Teil eines zuvor angelegten Glycerol-
Stocks (siehe 3.2.3.3) zu 2 ml LB-Medium gegeben und fur ca. 6 h bei 37°C und
200 rpm in einem Schittelinkubator inkubiert. Danach wurden die 2 ml
Bakteriensuspension in 200 ml des LB-Mediums in einen Schickanenkolben (500 ml)
gegeben. Die Kultur wurde dann tber Nacht bei ca. 200 rpm und 37°C geschiittelt. Am
nachsten Tag wurde die Plasmid DNA isoliert.

3.2.3.3 Isolierung von Plasmid-DNA

Fur die Isolierung der Plasmid-DNA wurde das NucleoBond PC 500 Kit von Macherey-
Nagel verwendet und die Maxipraparation nach Angaben des Herstellers durchgefihrt.
Die Isolierung der Plasmid-DNA basiert auf der Anionenaustauschchromatographie.
Damit nicht jedes Mal neue Bakterien mit dem Plasmid transformiert werden mussten,
wurde von der Schittelkultur ein Glycerol-Stock angelegt. Hierfir wurde die
Bakteriensuspension im Verhaltnis von 1:1 mit 50% Glycerol gemischt und in
Einfrierréhrchen dberfuhrt. Die Glycerol-Lésungen wurden bei -80°C bis zur
Verwendung gelagert. Die Konzentration der erhaltenen Plasmid-DNA wurde mit Hilfe
eines Spektrometers bei 260 nm gemessen und anhand der 260/280-Werte wurde die
Reinheit der DNA (Soll: ~1,8) bestimmt (Richter, 2003; Farrell, 2005).
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3.2.4 Virus-Produktion und Bestimmung der Virustiter (Retrovirus)

Zur Produktion von Retroviren wurden 1x107 Phoenix-ECO oder HEK293T-Zellen in
25ml DMEM + Glutamax + 10% FBS + 1% P/S + 20 mM HEPES in einer
Zellkulturschale (140 cm?) ausplattiert. Sobald die Zellen 80-90% konfluent waren,
wurde mit der Transfektion begonnen. Hierfir wurde zunédchst ca. 2 h vor der
Transfektion das Medium von den Zellen vorsichtig gewechselt. Kurz vor der
Transfektion wurde der Transfektionsmix vorbereitet. Dazu wurde im ersten Gefald
20 pug der Plasmid-DNA (MLL-AF9-Plasmid), 100 ul CaClz (2,5 M), 2,25 ug pCL-Eco-
Plasmid-DNA (retrovirales Verpackungsplasmid) vorgelegt und mit sterilem H20 auf 1
ml aufgefillt. Dieser Mix wurde tropfenweise zu 1 ml 2x HEBS-Puffer, unter
kontinuierlichem ,Vortexen®, hinzugegeben. Anschliel3end wurde der Transfektionsmix
fur 10 min bei RT inkubiert. Nach der Inkubationszeit wurde aus den Zellkulturplatten
mit den Phoenix-ECO- bzw. HEK293T-Zellen vorsichtig das Medium heraus pipettiert
und 15 ml DMEM + Glutamax + 10% FBS + 1% P/S + 20 mM HEPS zugegeben. Der
Transfektionsmix wurde dann tropfenweise auf der Platte verteilt und Gber Nacht bei
37°C und 5% CO:2 inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde das Medium gewechselt
und 15 ml frisches DMEM + Glutamax + 10% P/S + 10 mM HEPES zu den Zellen
gegeben. Einen Tag spater wurde der virushaltige Uberstand der Zellen vorsichtig
abgenommen und mithilfe eines 0,45 um Filters filtriert. Zu den Zellen wurden erneut
15 ml frisches DMEM + Glutamax + 10% P/S + 10 mM HEPES hinzugegeben und am
nachsten Tag wurde der Uberstand erneut geerntet. Der Virusiiberstand wurde

bei -80°C bis zur Verwendung gelagert.

Zur Uberpriifung der Qualitat des Viruses bzw. zur Bestimmung des Virustiters wurden
zunachst 2x10% NIH/3T3-Zellen/Well einer 12-Well-Platte ausgesat. Verwendet wurde
hierfir DMEM + 10% FBS + 1% P/S. Zusatzlich zu den Wells, welche mit Virus
behandelt wurden, wurden zwei Wells zur Zellzahlbestimmung benétigt sowie als
negativ Kontrolle fir die anschlieRend FACS-Analyse. Einen Tag nach dem
Ausplattieren der Zellen wurde die Zellzahl bestimmt. Die Virustberstadnde von Tag 1
und Tag 2 der Virusernte wurden unverdinnt und verdinnt (1:10, 1:100, 1:1000) in
DMEM + 10% FBS + 1% P/S + 8 pug/ml Polybren zu den NIH/3T3-Zellen gegeben.
Zunachst wurde das Medium der NIH/3T3-Zellen abgenommen und pro Well 300 pl
der jeweiligen Virussuspension zugegeben. Die Zellen wurden bei 37°C und 5% CO2
Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurde das Medium abgenommen und neues
DMEM + 10% FBS + 1% P/S zugegeben. Nach 2-5 Tagen wurden die Zellen trypsiniert
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(0,25% Trypsin, ca. 5 min bei RT) und in FACS-Gefal3e Utberfihrt. Die Zellsuspension
wurde bei 350 g, 4°C fir 5 min zentrifugiert und der Uberstand abgeschiittet. Das Pellet
wurde in 500 pl FACS-Puffer resuspendiert und der prozentuale Anteil an GFP*-Zellen
der unterschiedlichen Proben wurde mittels FACS-Analyse bestimmit.

3.2.5 Retrovirale Transduktion von Lin-Zellen

Lin-Zellen wurden mit dem MLL-AF9-Plasmid transduziert. Hierzu wurden zunachst
Lin-Zellen wie unter 3.2.1.10 beschrieben isoliert und fur 2 Tage bei 37°C und 5% CO:>
kultiviert. Einen Tag vor der Transduktion wurden 24-Well-Platten (nicht-Gewebekultur
behandelt) mit 20 pg/ml Retronectin in PBS beschichtet und bei 4°C aufbewahrt. Am
Tag der Transduktion wurde die Retronectin-Losung aus den Platten heraus pipettiert
und in eine neue Platten tberfuhrt (Verwendung am Tag 2). Die Wells wurden mit PBS
gewaschen und mit 1 ml 2% BSA in PBS (sterilfiltriert mit 0,2 um Filter) wurden
unspezifische Bindungen blockiert. Die BSA-LAsung wurde fir 30 min bei RT inkubiert
und danach verworfen. Die Wells wurden erneut mit PBS gewaschen und
anschlieBend wurde 1 ml des Virus in jedes Well gegeben. Die Platte mit dem Virus
wurde fur 290 min bei 4200 g und 32°C zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden
ca. 900 pl der Virus-Losung verworfen und 1 ml frische Virus-Lésung pro Well
hinzugefugt. Die Platten wurden erneut fir 290 min bei 4200 g und 32°C zentrifugiert.
In der Zwischenzeit wurden die Lin-Zellen gezahlt. Nach der Zentrifugation wurden ca.
900 ul der Virus-L6sung abgenommen und 600 pl Zellsuspension/Well hinzugefigt.
Die Zellen wurden in IMDM + 20% FBS + 1% P/S + 10 ng/ml IL-3 + 10 ng/ml 1I-6 + 20
ng/ml mSCF mit einer Konzentration von <0,5x108 Zellen/ml ausplattiert und tber
Nacht bei 37°C inkubiert. Am néchsten Tag wurde die Transduktion genau wie am
ersten Tag wiederholt. An Tag 3 wurden die Zellen in frische, nicht mit Retronectin
beschichtete Platten ausplattiert und bis zum Tag des FACS-Sorting bei 37°C, 5% CO2
in IMDM + 20% FBS + 1% P/S + 10 ng/ml IL-3 + 10 ng/ml II-6 + 20 ng/ml mSCF mit

einer Zelldichte von max. 1x10° Zellen/ml kultiviert.

3.2.6 FACS-Sortierung von transduzierten primaren Mauszellen

Das MLL-AF9-Plasmid, mit welchem die Zellen transduziert wurden, enthéalt eine GFP-
Sequenz (Botezatu et al., 2016b). Positiv transduzierte Zellen exprimieren somit das
GPF-Protein und kénnen dadurch von den nicht erfolgreich transduzierten Zellen
unterschieden werden. Zur Sortierung von GFP*- und GFP--Zellen wurde FACS (engl.:
fluorescence-activated sorting) verwendet. Die Zellen wurden in 500 pl FACS-Puffer

resuspendiert und durch ein 100 pum Filter gegeben. Zur besseren Unterscheidung der

66



Material und Methoden

GFP*- und GFP-Zellen wurde eine GFP-Probe als Kontrolle (Lin-Zellen, welche nicht
mit Virus behandelt wurden) verwendet. Die Zellen wurden direkt in Medium

aufgefangen. Fur die Sortierung wurde der ,BD FACS Aria lll Cell Sorter” verwendet.

3.2.7 RNA-Methoden

3.2.7.1 RNA-Isolation und Konzentrationsbestimmung

Zur Isolierung von RNA wurde bei geringen Zellzahlen bis max. 5x10° das RNeasy
Micro Kit und bei hohen Zellzahlen ab 1x10° bis max. 10x108 Zellen das RNeasy Mini
Kit (beides von Qiagen) verwendet. Die RNA-Isolation wurden nach Angaben des
Herstellers durchgefiihrt. Das Prinzip des Kits beruht auf einer Guanidinisothiocyanat-
Lyse und anschlieBender Aufreinigung mittels Silica-Membran (Herstellerprotokoll
RNeasy Mini/Micro Kit Qiagen). Zum Lysieren der Zellen nach deren Ernte durch
Zentrifugation bei 350 g, 4°C fur 5 min wurden 350 pl RLT-Puffer mit Zugabe von
1% B-Mecaptoethanol zum Zellepellet pipettiert und mehrfach resuspendiert. Zur
Homogenisierung der Lysate wurden 20 G-Kantlen und 1 ml Spritzen verwendet. Zur
Elution der RNA von der Saule wurden je nach verwendetem Kit 14 pl (RNeasy Micro
Kit) oder zwischen 30-50 pl (RNeasy Mini Kit) RNase-freies Wasser verwendet. Die
RNA-Konzentration wurde mit einem Spektrophotometer bei einer Wellenlange von
260 nm gemessen. Zusatzlich wurde die Reinheit der Proben durch das Verhaltnis der
Absorption bei 260 nm und 280 nm angegeben. Dieses Verhaltnis gibt Aufschluss tber
mogliche Proteinkontaminationen. Bei RNA-Proben sollte 260/280 ~2.0 betragen
(Farrell, 2005).

3.2.7.2 RNA-Sequenzierung

Die RNA-Sequenzierung wurde einerseits vom BioChip Labor unter der Leitung von
Herr PD Dr. Ludger Klein-Hitpass am Universitatsklinikum in Essen und auf der
anderen Seite von der Core Facility Genomik des Universitatsklinikums in Minster
durchgefuhrt.

3.2.8 DNA-Methoden

3.2.8.1 DNA-Isolation und Konzentrationsbestimmung

Zur Isolierung der genomischen DNA wurde das Purelink Genomic DNA Mini Kit von
Invitrogen verwendet. Die DNA-Isolation wurde genau nach Angaben des Herstellers
durchgefihrt. Fir die Isolation wurden ca. 5x10° Zellen verwendet. Die anschlieRende
Konzentrationsbestimmung fand mit Hilfe eines Spektrometers bei einer Wellenlange

von 260 nm statt. Zusatzlich wurde das Verhdltnis der Absorption bei 260 nm und
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280 nm bestimmt. Das Verhaltnis der Absorption bei 260 nm zu 280 nm gibt einen
Aufschluss lber die Reinheit der DNA und sollte idealerweise ~1,8 betragen. Liegt der
Wert deutlich unter 1,8 ist das ein Hinweis auf Verunreinigungen durch Proteine
(Richter, 2003; Farrell, 2005).

3.2.8.2 cDNA-Synthese
Fir die Synthese von cDNA wurde das Advantage®RT-for-PCR Kit von Takara
verwendet. Eingesetzt wurden 0,5 pg RNA in einem Endvolumen von 13 pl in DEPC-
behandeltem H20. Dann wurde 1 pl OligodT (Stockldsung: 20 uM) zu 13 pl der Probe
(0,5 ng RNA+ DEPC-behandeltes H20) gegeben und fur 2 min bei 70°C zum
Denaturieren erhitzt. Nachdem die Proben auf Eis abgekuhlt wurden, wurden 6,5 pl
des zuvor hergestellten Mastermixes:

4 ul des 5x RT-Puffer

1 pl des 10 mM dNTP-Mix

0,5 pl des 40 units/p RNase Inhibitor

1 pl der 200 unitis/pl MMLV Reversen Transkriptase

zu den Proben pipettiert und die Reaktion fir 1 h bei 42°C inkubiert. Am Ende wurde
zu jeder Probe 80 ul DPEC-behandeltes H20 hinzugeflgt.

3.2.8.3 RT-PCR

Zur Analyse der Expression ausgewahlter Gene wurden Real-Time-PCRs (RT-PCRS)
mit TagMan-Primern durchgefiihrt. Die TagMan-Primer wurden von Thermo Fisher
Scientific bezogen. Die Methode zum Nachweis der PCR-Produkte in Echtzeit
wahrend der PCR durch Verwendung einer markierten Sonde beruht auf dem Forster-
Resonanzenergietransfer (FRET) (Forster, 1948; Farrell, 2005). Die TagMan-Sonden
sind am 5‘-Ende mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert und am 3'-Ende befindet sich
ein Quencher. Solange die TagMan-Sonde intakt ist unterdriickt der Quencher die
Fluoreszenz des Farbstoffes. Wird die PCR gestartet beginnt die DNA-Polymerase
neue Strange mithilfe der Primer zu synthetisieren. Erreicht das Enzym die TagMan-
Sonde wird diese durch die Nukleaseaktivitat abgetrennt und der Fluoreszenzfarbstoff
vom Quencher getrennt. Dadurch findet keine Unterdriickung der Fluoreszenz mehr
statt und das Signal kann gemessen werden. Mit jedem Zyklus nimmt somit die
Fluoreszenzintensitat zu und hangt von der zu testenden Genexpression der
jeweiligen Probe ab (Livak et al., 1995; Farrell, 2005). Zunachst wurde folgender

Mastermix hergestellt:
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10 yl TagMan Gene Expression Master Mix
5 pl H20
1 pl TagMan-Primer

Danach wurden 16 pl des Mastermix in ein Well einer speziellen 96-Well-Platte
(MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate) pipettiert und 4 pl der zu untersuchenden
cDNA-Probe. Als Negativkontrolle wurden 4 pl H20 zum Mastermix pipettiert. Zur
Normalisierung der Ergebnisse wurde die Expression von Hprt verwendet. Nach
Zugabe der Probe zum Mastermix wurde die 96-Well-Platte mit einer Folie
verschlossen, gut geschittelt und danach kurz zentrifugiert (350 g, mehrere
Sekunden). Die RT-PCR wurde mit dem StepOnePlus Real-Time PCR System
durchgefuhrt. Folgendes Programm wurde verwendet:

2 min 50°C
10 min 95°C
40 Zyklen: 15s 95°C
1 min 60°C

Zur Quantifizierung wurde die AACt-Methode verwendet (Livak and Schmittgen, 2001,
Rao et al., 2013).

3.2.8.4 Bisulfit-PCR

Zur Untersuchung der Promotor-Methylierung von Mgmt wurde die Bisulfit-PCR
durchgefiihrt. Hierbei findet eine Konvertierung der nicht methylierten Cytosine zu
Uracil, mithilfe von Natriumbisulfit, statt. Die methylierten Cytosine werden nicht
verandert. In der anschlieRenden PCR werden die Uracil-Basen als Thymin erkannt
und im Gegenstrang wird ein Adenin eingebaut. Dadurch kann mit den richtigen
Primern (ein Primerpaar fir den methylierten Promotor, ein Primerpaar fir den
unmethylierten Promotor) der Methylierungsstatus untersucht werden (Clark et al.,
1994; Yamada et al., 2001). Fur die Bisulfit-Konvertierung der DNA wurde das
Methylamp DNA-Modifikation Kit von EpiGentek verwendet. Das Kit wurde genau nach
Herstellerangaben angewendet. Zur Konvertierung wurden 200 ng DNA eingesetzt.
Nach der Bisulfit-Konvertierung wurde die Konzentration der Proben mittels
Spektrometer bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt. Fir die anschliel3ende
PCR wurden 50-100 ng der modifizierten DNA eingesetzt. Die verwendeten
Primersequenzen stammen aus der Publikation von Yamada und Kollegen aus dem
Jahr 2001 und wurden von Eurofins bezogen (Yamada et al., 2001). Zunachst wurden

die Primer in dest. H20 zu einer Endkonzentration von 100 pM geldst und bei 50°C fur
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10 min geschittelt (400 rpm). Die Primer wurden bis zur Verwendung bei -20°C
gelagert. Fur jede Probe wurde folgender PCR-Mix verwendet:

5ul  5x Green GoTag® Reaction Flexi Buffer

1,4 pl 25mM MgCl2

0,5 pl dNTPs (Stocklosung: 10 mM)

1l Vorwarts-Primer (10 uM)

1pul  Rackwarts-Primer (10 M)

0,2 yul Tag Polymerase (Stockldsung: 5 u/ul)

x pl Probe (50 oder 100 ng)

mit H20 auf 25 pl auffillen.

Danach wurde die PCR (35 Zyklen) wie folgt durchgefihrt:

90s 94°C
90s 60°C
2 min 72°C

Nach der PCR wurden die Proben auf ein 2%iges Agarosegel (mit Zugabe von
5 ul/100 ml Agarosegel ROTI®GelStain) aufgetragen und bei 100 V fur 40 min laufen
gelassen. Als DNA-Marker wurden 10 pl 100 bp Marker (3 pl DNA Ladder 100 bp +
3 ul Gel Loading Dye (6x) + 10 pl H20) verwendet. Die Geldokumentation erfolgte mit
dem Gel iX20 Imager.

3.2.8.5 Genotypisierung humaner Proben

Die primaren humanen AML-Patientenproben stammten aus Essen, Hannover
(bereitgestellt von Herr Prof. Dr. Michael Heuser, Medizinische Hochschule Hannover),
Dresden (bereitgestellt von Herr PD Dr. Friedrich Stolzel, Universitatsklinikum
Dresden) und Minchen (bereitgestellt von Frau Prof. Dr. Irmela Jeremias, Helmholtz
Zentrum Munchen). Bei den Proben handelte es sich um eingefrorene Milz- und
Knochenmarkzellen sowie peripheres Blut. Die Genotypisierung wurde in
Zusammenarbeit mit dem Team von Prof. Dr. Michael Heuser in Hannover und dem
Team von PD Dr. Friedrich Stélzel in Dresden durchgefthrt. Ein Teil der Proben wurde
am Universitatsklinikum Essen sowie am Universitatsklinikum Minster genotypisiert.
Die Genotypisierung der Patientenproben erfolgte mithilfe des SNP-Genotyping
Assays von Thermo Fisher Scientific und diente zur Unterscheidung zwischen dem
GFI1-36S/S-, GFI1-36S/N- und GFI1-36N/N-Genotyp. Das Prinzip dieses Assays ist
dasselbe wie bei einer normalen RT-PCR mit TagMan-Primern (siehe 3.2.8.3). Der
einzige Unterschied ist, dass es zwei TagMan-Sonden mit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen (VIC und FAM) gibt, eine TagMan-Sonde fur GFI1-36S (VIC)
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und eine fur GFI1-36N (FAM). Je nachdem welche GFl1-Variante von den Patienten
exprimiert wurde, wurde bei der RT-PCR der gekoppelte Farbstoff vom Quencher
abgespalten und wahrend der Zyklen steigt dessen Intensitéat. Wurde zum Beispiel nur
der FAM-Fluoreszenzfarbstoffes wéahrend der RT-PCR angereichert, konnte daraus
schlussgefolgert werden, dass ein GFI1-36N/N-Genotyp vorliegt (Abb. 9).
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Abbildung 9: Beispiele der Genotypisierung von Patientenproben mittels RT-PCR
Blau: FAM=GFI1-36N, Griun: VIC=GFI1-36S, Rot: Rox

Fur die Genotypisierung wurden dieselben Materialien und Gerate verwendet wie unter
3.2.8.3 beschrieben. Es wurden 25 ul pro Probe wie vom Hersteller angegeben
angesetzt, bestehend aus 12,5 ul TagMan Genexpressions Master Mix oder 12,5 ul
TagMan Genotyping Master Mix, 0,63 ul SNP-Assay Master Mix, 2 ul DNA-Probe und
mit DNase-freiem Wasser aufgefillt. Die RT-PCR wurde mit folgendem Programm

durchgefuhrt:
30s 60°C
10 min 95°C
40 Zyklen: 15s 92°C
90 s 60°C
30s 60°C

3.2.9 Protein-Methoden

3.2.9.1 Protein-Isolation und Konzentrationsbestimmung

Zur Isolation der gesamten Proteine in den Zellen wurde Ripa-Puffer verwendet. Die
Zellen wurden je nach Grol3e des Zellpellets in einem angemessenen Volumen des
Ripa-Puffers resuspendiert (flir 5x10° Zellen 100 pl Ripa-Puffer). Zu der Suspension
wurde 1x Halt Protease Inhibitor Cocktail (Stammlésung: 100x) hinzugefligt. Danach
wurde die Zellsuspension bei 4°C fiur 30 min auf einem Rotator gedreht und
anschlieRend bei 14.000 g fur 10 min zentrifugiert. Der Uberstand, welcher die

Proteine enthalt wurde in ein neues Eppendorf-Gefald tberfuhrt.
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Fur die Konzentrationsbestimmung der Proteinproben wurde der Pierce BCA Protein
Assay von Thermo Fisher Scientific verwendet. Das Kit beinhaltet eine BSA-
Stocklésung mit einer Konzentration von 2000 pg/ml. Aus dieser Stocklésung wurden
Losungen mit Konzentrationen zwischen 2000 pg/ml (unverdinnt) und 25 pg/ml
hergestellt. Diese Verdinnungen dienten als Standardkonzentrationsreihe und wurden
zur spateren Berechnung der Proteinkonzentrationen der Proben verwendet. Die
Reagenzien A und B aus dem Kit wurden 50:1 (A:B) gemischt und 200 ul der
gemischten Lésungen pro Well einer 96-Well Platte pipettiert. Zu den 200 pl wurden
entweder 10 pl der unterschiedlichen BSA-Ldsungen oder 10 pl der zu messenden
Probe pipettiert. Damit die Konzentrationen der Proben innerhalb der BSA-
Standardreihe lagen, wurden die Proben teilweise vor Zugabe 1:5 verdinnt. Nach
Zugabe der Proben wurde die Platte kurz geschuttelt und anschliel3end fir 30 min bei
37 °C inkubiert. Danach wurde die Platte fir 10 min bei RT abgekuhlt und anschlie3en
gemessen. Fur die Messung wurde entweder der Victor X3 Multimode Plate Reader

oder der iMark Microplate reader verwendet.

3.2.9.2 Herstellung von SDS-Gelen flr Western Blot-Analysen

Fur die Trennung der Proteine wurden SDS-Gele (10%iges Trenngel und 5%iges
Sammelgel) verwendet. Zunachst wurde die Losung fur das Trenngel vorbereitet. Fur
ein Gel wurden 2,94 ml H20, 1,5 ml Rotiphorese Gel 40, 1,5 ml Trennpuffer und
60 ul 10% APS verwendet. Zum Schluss wurden 2 ul TEMED hinzugefiigt und fur 10 s
,gevortext“. AnschlieBend wurde die Losung in die vorbereitete Vorrichtung (,Mini-
PROTEAN Tetra Cell Casting Stand & Clamps®) zwischen die Glashalterungen
gegossen. Damit der Abschluss des Trenngels gerade war, wurde 1 ml Isopropanol
oben darauf pipettiert. In der Zwischenzeit wurde die Losung fur ein Sammelgel wie
folgt vorbereitet: 1,46 ml H20, 250 pl Rotiphorese Gel 40, 273 pul Sammelpuffer, 20 pl
10% APS. Nachdem das Trenngel geliert war, wurde zu der Losung fur das Sammelgel
2 yul TEMED hinzugefugt und gut ,gevortext®. Das Isopropanol wurde vorsichtig
abgeschuttet und die Losung fur das Sammelgel auf das Trenngel pipettiert. Zum
Schluss wurde ein Kamm in das Sammelgel gesteckt und gewartet bis das Gel geliert
war. Nach dem Gelieren wurde die Glasvorrichtung mit dem enthaltenen Gel in
1x SDS-Running-Puffer gelegt, der Kamm vorsichtig herausgezogen und das Gel max.

2 Wochen bei 4°C bis zur Verwendung gelagert.
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3.2.9.3 Western Blot

Der Western Blot wurde verwendet, um Proteinlevel in unterschiedlichen Proben zu
untersuchen. Von jeder Probe wurde die gleiche Proteinkonzentration verwendet. Es
wurden je nach Western Blot zwischen 10-40 pg Protein eingesetzt. Zu den Proben
wurde 1x NUPAGE LDS sample buffer und 1x NUPAGE Reducing Agent gegeben und
mit H20 auf das zu verwendende Volumen (entweder 25 oder 35 pl) aufgefillt. Die
Proben wurden dann gut gemischt und bei 95°C fir 5 min inkubiert. AnschlieRend
wurden die Proben wenige Sekunden mit einer Tischzentrifuge zentrifugiert. Die SDS-
Gele wurden in die Laufkammer gespannt und die innere Kammer sowie die aul3ere
Kammer mit 1x SDS-Runningpuffer gefillt. Das gesamte Volumen der Protein-Probe
wurde vorsichtig in eine Geltasche des SDS-Gels pipettiert. Als Marker zur spateren
GroRRenbestimmung der Proteine wurden 10 pl von PageRuler Prestained Protein
Ladder oder 10 ul SeeBlue Plus2 Pre-stained Protein Standard verwendet. Die
elektrophoretische Auftrennung der Proben erfolgte bei 100 V fur 90 min. Im Anschluss
fand die Ubertragung der Proteine auf die PDVF-Membran statt. Dazu wurde folgender
Aufbau verwendet: Schwarze Seite der Kassette; Schwamm, 2 Filterpapiere, Gel,
PDVF-Membran, 2 Filterpapiere, Schwamm; weil3e Seite der Kassette. Die Kassetten
wurden dann in die ,Elektrodenanordnung® (engl.: electrode assembly) gespannt und
in den Puffertank gesteckt und dieser wurde mit 1x TG-Puffer gefullt. Die Ubertragung
der Proteine auf die Membran fand fur 2 h bei 100 V und 4°C statt. Danach wurde die
Membran mit der Proteinseite nach oben aus der Kassette genommen und mit
5% Milch (Magermilchpulver) in 1x TBS-T-Puffer fir 30 min geschuttelt. Dieser Schritt
dient zum Blockieren von unspezifischen Bindungen. Danach wurde die Membran
3-mal mit 1x TBS-T-Puffer fir 5 min gewaschen. Anschliel3end wurde der primare
Antikdrper in 5% Milch verdinnt und Uber Nacht bei 4°C auf einer wippenden Platte
inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Membran erneut 3-mal mit 1x TBS-T-Puffer
gewaschen und fur 1 h mit dem sekundaren Antikdrper inkubiert. Nach dreimaligem
Waschen wurde die Membran bzw. die Proteine mithilfe des Lumi-Light Western
Blotting Substrate und dem Amersham Imager 600 mittels Chemilumineszenz
detektiert.

3.2.9.4 Co-Immunprazipitation
Zur Untersuchung von direkten Protein-Protein-Wechselwirkungen wurden Co-
Immunprazipitationen (Co-IP) durchgefuhrt. Daftir wurde das Pierce Classic Magnetic

IP/Co-IP Kit von Thermo Fisher Scientific verwendet und die Durchfihrung des
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Versuchs fand genau nach Angaben des Herstellers statt. Fur die Bildung des
Immunkomplexes wurden 2 bzw. 5 pg des jeweiligen Antikoérpers verwendet und
500 bzw. 750 pg Protein. Die Elution fand mittels niedriger-pH-Elution statt. Die
anschlieBende Separierung der Proteine fand mittels SDS-Page statt und der Western
Blot und die anschlielRende Detektion wurden genau wie unter 3.2.9.3 beschrieben

durchgefuhrt.

3.2.9.5 Proteomik

Zur Untersuchung der Level an unterschiedlichen Proteinen in den Zellen wurden
Proteomik-Analysen durchgefiihrt. Zunachst wurden 1-2x10°® Zellen bzw. zur
Herstellung der Library 30x10° Zellen gesammelt und bei 350 g und 4°C fur 5 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und das Zellpellet zweimal
mit PBS gewaschen. Bis zur Weiterverarbeitung wurden die Zellpellets bei -80°C
gelagert. Danach wurden die Proteomik-Analysen von Herr Dr. Ashok Kumar Jayavelu

(Max-Planck-Institut fur Biochemie in Miinchen) durchgefiihrt (Coscia et al., 2018).

3.2.10 DNA-Reparatur Methoden
3.2.10.1 Bestrahlung von Zellen

Die Bestrahlung der Zellen diente zum Induzieren von DNA-Schaden. Sie wurde mit
dem X-Ray System X-RAD320 am Universitatsklinikum Essen (Prof. Dr. George E.
lliakis, Institut fir medizinische Strahlenbiologie) oder mit dem Faxitron CP-160-Gerat
bzw. MultiRad 225 von Precision der ZTE Minster durchgefuhrt. Die Zellen wurden
unter normalen Bedingungen (Standardmedium fir die jeweiligen Zellen und
1x108 Zellen/ml) ausplattiert und dann mit der gewilinschten Bestrahlungsdosis
bestrahlt.

3.2.10.2 YH2AX-Assay (Immunfluoreszenz)

Zur Uberprifung von DNA-Schaden wurde der yH2AX-Assay durchgefiihrt. Einen Tag
vor der Durchfihrung des Versuches wurden mithilfe des Liquid Blocker Pen (Sigma-
Aldrich) Quadrate auf ImmunoSelect Adhasionsobjekttrager (Squarix) gezeichnet,
welche spater als Begrenzung der unterschiedlichen Proben dienten. DNA-Schaden
wurden durch die Bestrahlung der Zellen induziert (siehe 3.2.10.1). Zu
unterschiedlichen Zeitpunkten nach der Bestrahlung wurden die Zellen (ca.
1x106 Zellen) gesammelt und bei 1000 g und 4°C fuir 3 min zentrifugiert. Der Uberstand
wurde abgenommen und das Zellpellet in 500 pl kaltem PBS gewaschen (1000 g, 4°C,
3 min). Danach wurde das Zellpellet in 100 ul PBS resuspendiert und auf den
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Objekttrager pipettiert. Nach 10 min Inkubation auf Eis wurde der Objekttrager
vorsichtig mit PFA-LAsung bedeckt. Die Zellen wurden fur 15 min bei RT mit der PFA-
Lésung fixiert. AnschlieBend wurde die PFA-L6sung abgenommen und 6 ml P-Lésung
auf den Objekttrager gegeben. Die Zellen wurden fir 5 min bei 4°C mithilfe der
P-LOsung permeabilisiert. Nach der Inkubationszeit wurde die P-Losung abgesaugt
und der Objekttrager mit PBS gewaschen. Nach dem Waschschritt wurde der
Objekttrager in PBG-LOosung gelegt. Das Blockieren mithilfe der PBG-L6sung fand
Uber Nacht bei 4°C statt. Am n&chsten Tag wurde die PBG-L6sung abgenommen und
der Objekttrager zweimal mit 1x PBS gewaschen. Anschlie3end wurde der primére
Antikdrper (Anti-gamma H2A.X (phospho S140) antibody von Abcam) 1:300 in
PBG-L6sung verdinnt und 100 ul des Antikdrpers pro Quadrat verwendet. Der primare
Antikdrper wurde fur 90 min bei RT inkubiert und die Objekttrager anschlie3end
dreimal mit PBS gewaschen. Danach wurde der sekundare Antikorper (Alexa Fluor®
488 Goat Anti-Mouse IgG von Thermo Fisher Scientific) 1:400 verdinnt und ebenfalls
100 pl pro Quadrat verwendet. Nach einer Inkubationszeit von 90 min bei RT (im
Dunkeln) wurde der Objekttrager erneut mit PBS gewaschen. Fur die DAPI-Farbung
wurde der Objekttrager in 100 ng/ml DAPI-Losung gelegt und 10 min bei RT (im
Dunkeln) inkubiert. Die Objekttrager mit den gefarbten Zellen wurden dann mithilfe des
Eindeckmediums mit einem Deckglas bedeckt. Bis zur Analyse mithilfe des Zeiss
ELYRA PS.1 Super-Resolution Mikroskops wurden die Objekttrager bei 4°C
aufbewahrt. Die Analyse der yH2AX-Foci fand mittels Imaris-Software statt.

3.2.10.3 Comet-Assay

Zur Uberprifung des DNA-Schadens auf DNA-Ebene wurde der alkalische Comet-
Assay verandert nach Olive & Banath 2006 durchgefiihrt (Olive and Banath, 2006).
Am Tag vor dem eigentlichen Comet-Assay wurden die Objekttrager mit 1%iger
Agarose beschichtet. Hierzu wurden Objekttrager (zweimal im Abstand von 10 min) in
warme Agaroseldsung getaucht. Die Objekttrager wurden bei RT gelagert bis die
Agarose komplett trocken war und dann Uber Nacht bei 37°C aufbewahrt. Am Tag des
Comet-Assays wurden 30.000 Zellen/Bedingung in ein Eppendorf-Gefal3 tberfihrt
und bei 350 g, 4°C fur 5 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in 120 pl 1%iger low
gelling temperature Agarose (von Sigma-Aldrich) resuspendiert und sofort der Lange
nach auf die mit Agarose beschichteten Objekttrager gegeben. Dann wurde ein
Deckglas vorsichtig auf den Objekttrager gelegt, um die Agarose-Zellsuspension zu
verteilen. Nach 10 min bei 4°C wurde das Deckglas vorsichtig vom Objekttrager

abgenommen und die Objekttrager wurden in eine Mikroskop-Objekttrager Farbeplatte
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gelegt. Danach wurden die Objekttrager fir 1 h bei 4°C im Dunkeln in frisch
hergestelltem Al Lyse-Puffer inkubiert. Nach 1 h wurde der Lyse-Puffer vorsichtig
abgenommen und mit frischem A2-Puffer ausgetauscht. Die Objekttrager mit den
Zellen wurden mit dem A2-Puffer fir 20 min bei RT inkubiert. Die Inkubation mit dem
A2-Puffer fand zweimal statt. Anschlielend wurden die Objekttrager in eine
Elektrophoresekammer, welche mit A2-Puffer geflllt war, gelegt und eine
Elektrophorese flir 25 min bei 0,6 V/cm durchgefihrt. Nach der Elektrophorese wurden
die Objekttrager kurz in abs. Ethanol gelegt und dann bei RT getrocknet. Zum Schluss
wurden 60 pl einer 50 pg/ml Propidiumiodid (PI)-Lésung auf dem Objekttrager verteilt
und das Ganze mit einem Deckglas (24x 60 mm) bedeckt. Die Aufnahme der Bilder
erfolgte am selben Tag oder einige wenige Tage nach der Farbung mit dem Zeiss
AxioObserver.Z1. Zur Auswertung der Bilder wurde die OpenComet und die CaspLab
Comet-Assay Software verwendet (Gyori et al., 2014).

3.2.10.4  RT? Profiler Array

Fur die Uberprifung der Genexpression von 84 Genen, welche in DNA-
Schadenssignalwegen eine Rolle spielen, wurde der RT? Profiler™ PCR Array (Mouse
DNA Damage Signaling Pathway von Qiagen) wie im Herstellerprotokoll beschrieben,
durchgefuhrt. Im Gegensatz zu der RT-PCR mit TagMan-Primern (siehe 3.2.8.3)
wurde hier der DNA-Farbstoff SYBR Green verwendet. Der Farbstoff lagert sich in
doppelstrangige DNA ein und das Fluoreszenzsignal wird durch die Anhaufung des
PCR-Produkts im Laufe der RT-PCR starker (Farrell, 2005). Zunachst wurde cDNA mit
dem RT? First Strand Kit (Qiagen) nach Herstellerprotokoll synthetisiert. Es wurden
500 ng RNA eingesetzt. Nach der cDNA-Synthese wurde die cDNA bei -20°C bis zur
Durchfihrung der RT-PCR gelagert. Am Tag der RT-PCR wurde folgender Mastermix

angesetzt:
1350 pl RT2 SYBR Green qPCR Mastermix
102 pl cDNA
1248 pl RNase-freies Wasser

Von diesem Mastermix wurden 25 ul in jedes Well der 96-Well-Platte des
RT2 Profiler™ PCR Array pipettiert und anschlie3end gut mit einer Folie verschlossen.
Die Platte wurde fur 1 min bei 1000 g und RT zentrifugiert. AnschlieRend wurde die
RT-PCR mit dem StepOnePlus Real-Time PCR System durchgefihrt. Auf jeder Platte
wurden mehrere Kontrollen (genomische DNA-Kontrolle, Reverse-Transkriptions-

Kontrolle und eine positve PCR Kontrolle) sowie 5 Haushaltsgene
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(engl.: housekeeping genes) getestet. Letztere dienten zur Normalisierung der
Ergebnisse. Die Auswertung fand mithilfe des GeneGlobe Data Analysis Center von

Qiagen statt.

3.2.10.5 Funktioneller MGMT-Assay (Immunfluoreszenz)

Zur Uberprifung der MGMT-vermittelten Reparatur (O6-MeG-Lasionen) wurde der
funktionelle MGMT-Assay verwendet. Hierzu wurden die Zellen zunachst mit
Temozolomid (50 pug/ml oder 100 pg/ml) behandelt. Nach unterschiedlichen
Zeitpunkten wurden die Zellen gesammelt, die Zellzahl bestimmt und die Zellen bei
350 g, 4°C fur 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das
Zellpellet zweimal mit PBS gewaschen (350 g, 4°C fur 5 min). Das Zellpellet wurde in
PBS mit einer Zelldichte von 1x10® Zellen/ml resuspendiert und 10 pl der
Zellsuspension  wurden auf einen  SuperFrost Ultra Plus™  GOLD
Adhasionsobjekttrager pipettiert. Nachdem der Zellsuspensionstropfen komplett
getrocknet war, wurden die Objekttrager bei -20°C bis zur Farbung aufbewahrt
(Melnikova and Thomale, 2018). Die Farbung wurde in Zusammenarbeit mit Herr PD
Dr. Jirgen Thomale am Universitatsklinikum in Essen durchgefiihrt. Die Objekttrager
mit den Zellen wurden zun&chst fir 30 min bei -20°C in Methanol fixiert und danach
fur 5 min in PBS gewaschen. Danach wurden die Objekttrager fur 5 min bei 4°C in
Alkali-Lésung inkubiert und erneut mit PBS (5 min) gewaschen. Zum Verdau der Zellen
wurden die Objekttrager fur 10 min bei 37°C mit Pepsin-Lésung inkubiert. Nach
anschlieBendem Waschen in PBS (5 min) wurden die Objekttrager in Proteinase-K-
Losung (10 min, 37°C) gegeben. Danach wurden die Objekttrager in 2 mg/ml Glycin-
Losung (10 min, RT) gegeben. Dann wurden die Objekttrager, zum Blockieren von
unspezifischen Bindungen, 30 min bei RT in 5% Milch gelegt. Nach anschlieRendem
Waschen in PBS wurde der primére Antikérper (mAb to O6-methyl-2-deoxyguanosine
(EM 2-3)) Uber Nacht bei 4°C in einer feuchten Kammer inkubiert. Am nachsten Tag
wurden die Objekttrager zunéachst mit PBS-T und anschlie3end mit PBS gewaschen.
Dann wurde der sekundéare Antikdrper (Cy™3 AffiniPure Goat Anti-Mouse 1gG) fir 1 h
bei 37°C in einer feuchten Kammer auf die Zellen gegeben. Danach wurde erneut mit
PBS-T und anschlie3end mit PBS gewaschen. Zum Schluss wurden die Zellen mit 1
png/ml DAPI-L6sung gefarbt (30 min bei RT). Vor dem ,Eindeckeln“ der Zellen mit
einem Deckglas wurden die Objekttrager mit PBS gewaschen. Bis zur Analyse wurden
die Objekttrager mit den gefarbten Zellen bei 4°C gelagert. FUr die Auswertung wurde
das Bildanalysesystem ACAS verwendet. Das Programm berechnet die Intensitat der
DAPI-Farbung, die Intensitat von Cy3 sowie die Flache der Zellen berechnet. Fir die
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spatere Analyse der Daten wurde die Intensitat von Cy3 relativ zur DAPI-Intensitat
berechnet (AFU (engl.: arbitrary fluorescence units)-Werte) (Melnikova and Thomale,
2018).

3.2.10.6 Homologer-Rekombinations-Assay
Zur Uberprifung der Homologen-Rekombination in den Zellen wurde der Homologous
Recombination Assay Kit (von Norgen Biotek) durchgefihrt. Das Kit beinhaltet drei
Plasmide (dI1, dI2 und ein positives Kontrollplasmid). Werden Zellen mit dem dI1- und
di2-Plasmid ko-transfiziert kann die Fahigkeit der Zellen, die HR durchzufihren, mittels
RT-PCR, gemessen werden. Der Universal Primer Mix amplifiziert das Produkt aus dI1
und dI2, welches durch die HR entsteht. Als negative Kontrollen wurden die Zellen nur
mit einem der Plasmide transduziert. Zur Normalisierung der RT-PCR-Ergebnisse
wurden die gleichen Proben mit einem weiteren Primer Mix (Universal Primer Mix)
amplifiziert. Dieser Primer-Mix dient zur Detektion des Ruckgrates der Plasmide. Das
Homologous Recombination Assay Kit wurde wie im Herstellerprotokoll beschrieben
durchgefuhrt. Zur Transfektion der Zellen wurde Lipofectamin 2000 von Invitrogen
verwendet. Die Zellen wurden transfiziert, sobald diese 70-90% konfluent waren. Es
wurden zwei Eppendorf-Gefalie vorbereitet:

a.) 50 ul Opti-MEM + 4 ul Lipofectamin 2000

b.) 50 ul Opti-MEM + 0,5 pg Plasmid (10 pl).
Die L6sung a.) wurde unter ,Vortexten® langsam in Losung b.) gegeben und fir 20 min
bei RT inkubiert. Danach wurden 100 ul des Transfektionsmix zu den Zellen gegeben.
Am nachsten Tag (min. 12 h spéater) wurde die DNA wie in 3.2.8.1 beschrieben isoliert.
Als Mastermix fur die RT-PCR wurden 10 pl Luna® Universal gPCR Master Mix (NEB),
2 ul Assay Primer Mix, 30 ng DNA verwendet und mit Nuklease-freiem Wasser auf
20 ul (pro Well) aufgefillt. Die RT-PCR wurde wie folgt durchgefihrt:

3 min 95°C
15s 95°C
15s 61°C
15s 72°C

Es wurden 40 Zyklen durchlaufen und eine Schmelzkurze generiert.

3.2.11 Uberprifung von Therapieoptionen (Medikamentenstudien)

Es wurden in dieser Studie Olaparib (von Selleck Chemicals), Temozolomid (von
Sigma-Aldrich) sowie deren Kombination getestet. Beide Substanzen wurden
zunéchst in DMSO geldst und ggf. mit PBS weiter verdiinnt. Olaparib wurde in geldster
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Form (10 mM) bei -80°C aufbewahrt. Von Temozolomid wurden 20 mg/ml

Stocklésungen hergestellt.

3.2.11.1 Methylcellulose-Assay (CFU-Assay) fur murine Zellen

Zur Uberprifung der Profileration und der Differenzierung von leukamischen und nicht
leuk&mischen murinen Knochenmarkzellen wurde der koloniebildende Einheiten
(engl.: colony forming unit; CFU)-Assay durchgefiihrt. Dazu wurde das Methocult
Medium (M3434) von StemCell verwendet. Dieses Medium beinhaltet alle
rekombinanten Zytokine und es wurden keine zusatzlichen Zytokine hinzugefligt. Das
Medium wurde vor dem Ausplattieren mit 1% P/S versetzt. Fur eine Probe wurde 1 ml
Methocult-Medium/Well einer 6-Well Platte verwendet. Ausplattiert wurden
0,5x10%oder 1x10* Zellen/ml. Die Zellen wurden in IMDM + 2% FBS resuspendiert und
dann im Verhaltnis von 1:10 zum Medium hinzugegeben (100 pl Zellsuspension in
1000 pl Medium). Nach Zugabe des P/S, der Zellen und ggf. der Medikamente wurde
die Suspension gut ,gevortext® und fir einige Minuten stehen gelassen. Zum
Ausplattieren wurden Blunt-End Needles (16 G) von StemCell verwendet. Die Kolonien
wurden nach 7 und 14 Tagen unter einem Lichtmikroskop gezahlt. Fir eine leichtere

Auszahlung wurde das STEMgrid-6 verwendet.

3.2.11.2 Methylcellulose-Assay (CFU-Assay) fur humane Zellen

Zur Untersuchung des Wachstums und der Differenzierung von Knochenmark- oder
peripheren Blutzellen von AML/MDS-Patienten wurde das MethoCult-Medium H4434
Classic (von Stemcell) verwendet. Die hierfir verwendeten AML-Patientenproben
wurden von Herr Prof. Dr. Michael Heuser (medizinische Hochschule Hannover) und
von Frau Prof. Dr. Irmela Jeremias (Helmholtz Zentrum Munchen) zur Verfliigung
gestellt. Die Genotypisierung der humanen Proben fand wie unter 3.2.8.5 beschrieben
statt. Die Durchfihrung des CFU-Assays fand genau wie unter 3.2.11.1 beschrieben
statt. Es wurden 5.000 Zellen/ml ausplattiert. Die Kolonien wurden nach 7 und
14 Tagen gezahlt. Zur Bestimmung der Zellzahl nach 14 Tagen wurde das Methocult-
Medium mit den Zellen in warmem PBS resuspendiert und anschliel3end zentrifugiert
(350 g, 5 min, RT). Danach wurde noch zweimal mit PBS gewaschen, um madglichst
das gesamte Methocult-Medium zu entfernen. Anschliel3end wurde die Zellzahl mittels

Neubauerkammer bestimmt (siehe 3.2.2.2).

3.2.11.3 Apoptose-Assay
Zur Uberprifung der Anzahl an apoptotischen sowie toten Zellen wurden die Zellen

mittels Durchflusszytometrie analysiert. Hierzu wurden die Zellen mit Annexin V und
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Pl gefarbt. Annexin V markiert apoptotische Zellen, da der Antikbérper an
Phosphatidylserin (PS) bindet. Bei apoptotischen Zellen befindet sich das
normalerweise intrazellulare PS, extrazellular und kann somit von Annexin V
gebunden werden (Vermes et al., 1995). Mit Pl kdnnen die toten Zellen detektiert
werden. Die Zellmembran lebender Zellen ist intakt und somit undurchlassig fur den
Farbstoff (Vermes et al., 1995; Vermes et al., 2000). Die zu analysierenden Zellen
wurden entweder in FACS-R6hrchen tberfihrt und mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen
(350 g, 5 min, 4°C) oder direkt in 96-Well-Platten gefarbt. Danach wurden 200 pl (pro
Well) bzw. 300 pl (FACS-R6hrchen) 1x Annexin-Binding Puffer zu den Zellen pipettiert
und 5 pl Annexin-APC Antikdrper/ml sowie 5 pl PI-Lésung (Stock: 50 pg/ml)/mi
hinzugefigt. Nach 10 min Inkubationszeit konnten die Zellen mittels

Durchflusszytometrie analysiert werden.

3.2.11.4 MTT-Assay (Zellproliferation)

Zur Bestimmung der Zellproliferation und der Zellviabilitat nach der Behandlung bzw.
der Zytotoxizitdt der Behandlung auf die Zellen wurden MTT-Assays (MTT= 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) durchgefihrt (Mosmann, 1983).
Hierfir wurde das MTT-Assay Kit (Cell Proliferation) von Abcam verwendet. Das Kit
wurde wie im Herstellerprotokoll beschrieben durchgefihrt. Die Zellen wurden in 96-
Well-Platten mit einer Konzentration von 3*10° Zellen/ml ausgesat und pro Well
wurden 200 ul der Zellsuspension verwendet. Fir die Kultivierung der Zellen wurde
IMDM + 20% FBS + 1% P/S + 10 ng/ml IL-3 + 10 ng/ml 1I-6 + 20 ng/ml mSCF
verwendet, welches fur die spatere Messung mit IMDM ohne Zuséatze ersetzt wurde.
Die Absorption wurde bei einer optischen Dichte von 590 nm gemessen. Als
Hintergrundkontrollen wurde die Absorption des Mediums ohne Zellen gemessen. Fir

die Berechnung der Zellviabilitat wurde folgende Formel angewendet:

Zellviabilitat (korrigierte Absorption)

= Absorbtion Probe — Absorption Hintergrundkontrolle
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3.2.12 Bioinformatische und Statistische Analysen

Fur die statistischen Analysen wurde GraphPad Prism 6 verwendet. Als statistisch
signifikant wurden p-Werte oder g-Werte unter 0,05 angenommen. P-Werte <0,05
wurden mit *, p-Werte <0,01 mit **, p-Werte mit 20,001 mit *** und p-Werte mit <0,0001

mit **** gekennzeichnet.

Zur Analyse der RNA-Sequenzierungsdaten wurde GSEA 7.1 (Subramanian et al.,
2005) verwendet. Bei der GSEA wurde aus der Molecular Signatures Database v7.1
(MSigDB) die ,hallmark gene sets” analysiert (Liberzon et al., 2015). Fur die Analysen
der differentiell exprimierten Gene (DEG) aus den RNA-Sequenzierungsergebnissen
wurde Salmon (Patro et al., 2017) und DEGseq2 (Love et al., 2014) benutzt. Zur
Berechnung der Signifikanz von einzelnen Signalwegen aus einer Liste von
Genen/Proteinen wurde einerseits die ,open-source“-Datenbank Reactome (Fabregat
et al., 2016) verwendet und andererseits wurden die Netzwerk-Analysen mit dem Plug-
In ClueGO fiir Cytoscape durchgefiihrt (Shannon et al., 2003; Bindea et al., 2009). Bei
letzterem wurden die Quellen ,GO_BiologicalProcess-EBI-UniProt-GOA-ACAP-
ARAP_08.05.2020_00h00“, ,WikiPathways 08.05.2020¢ ,KEGG_08.05.2020“ und
,REACTOME_Pathways 08.05.2020“ verwendet. Fur die Analyse von potenziellen
Gfil-Zielgenen  wurden  verfugbare  Chromatin-Immunprazipitation  (ChlIP)-
Sequenzierungs-Datensatzen von Gfil aus CODEX (GSE31657 (Khandanpour et al.,
2012), GSE69101 (Goode et al., 2016), GSE50806 (Spooner et al.,, 2013) und
GSE42518 (Moignard et al., 2013)) verglichen (Sanchez-Castillo et al., 2015). Mit Hilfe
des UCSC Genome Browsers wurden die Ergebnisse der ChIP-Sequenzierungs-

Datensatze naher untersucht (Kent et al., 2002).

Die bioinformatischen Analysen und statistischen Auswertungen der RNA-
Sequenzierungsergebnisse und Proteomik-Ergebnissen wurde in Zusammenarbeit mit
der Bioinformatikerin Lanying Wei (Medizinische Klinik A des Universitatsklinikums

Minster und Institut fur Medizinische Informatik der Universitat Minster) durchgefihrt.
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4 Ergebnisse

In der gesamten Arbeit werden die Knock-in (KI)-Mause, welche anstelle des murinen
Gfil-Gens das humane GFI1-36S-Gen exprimieren im Folgenden als ,GFI1-36S*
bezeichnet. Die KI-Mause, welche die humane GFI1-36N-Variante exprimieren
werden als ,GFI1-36N“ bezeichnet. Im weiteren Text werden homozygote KI-Mause
mit ,ki/ki“, heterozygote Tiere mit ,,+/ki“ und Mause nur mit murinem Allel als ,Gfil-WT*

gekennzeichnet.

4.1 GFI1-KD- und GFI1-36N-leukdmische Zellen sind anfalliger

gegenuber genetischen Veranderungen

Humane Trager der GFI1-36N-Variante habe ein 1,6-fach erhdhtes Risiko einer AML-
Erkrankung (Khandanpour et al., 2010; Khandanpour et al., 2012). Sowohl die GFI1-
36N-Variante als auch niedrige GFI1l-Level gehen mit einer schlechten Prognose
einher (Hones et al., 2016; Botezatu et al., 2016b). Die AML-pradisponierende Rolle
von GFI1-36N ist noch nicht vollstandig geklart. Eine Rolle hierbei spielen
epigenetische Veranderungen, welche mit der Prdsenz von GFI1-36N einhergehen
(Botezatu et al., 2016b). Es gibt jedoch weitere Hinweise, dass GFI1 auch eine Rolle
bei der DNA-Reparatur spielt (Khandanpour et al., 2013; Botezatu et al., 2016b;
Vadnais et al., 2018). Veranderungen in der DNA-Reparatur fuhren haufig zur
Entstehung von genomischer Instabilitat (Negrini et al.,, 2010; Tubbs and
Nussenzweig, 2017). Es ware demnach denkbar, dass eine geringe Expression von
GFI1 oder die Expression von GFI1-36N mit genomischer Instabilitat einhergeht. Dies
konnte das erhohte Risiko sowie die schlechte Prognose von MDS/AML-Patienten mit
verandertem GFI1-Status erklaren. Zur Uberprifung, ob GFI1 bei der
Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitat in  hamatopoetischen Zellen
mitverantwortlich ist, wurden primare humane leukamische Zellen mit GFI1-36S- und
GFI1-36N-Genotyp sowie leukamische Zellen aus AML-Mausmodellen mit GFI1-36S-
und GFI1-36N-Genotyp sowie niedrigem GFI1-Level untersucht.

4.1.1 MDS/AML-Patienten mit GFI1-36N-Genotyp haben mehr
zytogenetische Aberrationen

Zuerst wurden MDS/AML-Patientenproben untersucht, ob die Patienten Trager des
GFI1-36S oder GFI1-36N sind. Dann wurde die Korrelation zwischen GFI1-36N und
der Anzahl an chromosomalen Aberrationen, basierend auf den bereits in der Klinik

durchgefuhrten zytogenetischen Analysen, ermittelt. Die analysierten Patientenproben
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kamen aus Essen, Hannover und Dresden (siehe 3.2.8.5). Zur Untersuchung des
Einflusses der GFI1-36N-Variante wurden die Proben zun&chst mittels RT-PCR
genotypisiert, um herauszufinden welche Patienten Trager des GFI1-36S/S, -36S/N
bzw. -36N/N waren. Die Genotypisierung ergab, dass in 13,4 + 4,5% der Patienten
GFI1-36S/N vorhanden war. Das Ergebnis stimmt mit friheren Untersuchungen der
Haufigkeit der GFI1-36N-Variante in MDS/AML-Patienten tberein (Khandanpour et al.,
2010; Botezatu et al., 2016a). Lediglich drei Patienten (0,5% der gesamten Patienten)
aus der Hannover-Kohorte hatten einen homozygote GFI1-36N/N-Genotyp. Der Antell
an weiblichen und mannlichen Patienten war in allen Kohorten ausgeglichen und lag
im Schnitt bei einem prozentualen Verhaltnis von 51,95 (+£3,66):48,08 (+3,66). Das
Verhéltnis von Frauen zu Mannern lag bei den GFI1-36S/S-Patienten bei
51,6 (+4,8):48,4 (x4,8) und bei den GFI1-36S/N-Patienten bei 52,3 (x1,9):47,7 (¥1,9)
(Tab. 13). Somit konnte ein geschlechtsspezifischer Einfluss auf die Untersuchung
ausgeschlossen werden. Die Patienten waren bei der Erstdiagnose (ED) im Schnitt
57,1 Jahre (11,5 Jahre, zwischen 17-86 Jahren) alt. Es gab keinen grof3en
Altersunterschied bei ED zwischen den beiden Genotypen. Bei den GFI1-36S/S-
Patienten lag der Altersdurchschnitt bei der ED bei 57,5 £11,5 Jahren und bei den
GFI1-36S/N-Patienten bei 56,8 £11,5 Jahren (Tab. 13).

Tabelle 13: Geschlecht und Alter der genotypisierten MDS/AML-Patienten

Aufgelistet ist das Geschlecht (w= weiblich, m= mé&nnlich) in Prozent und das Alter bei
Erstdiagnose (ED) wurde in Jahren £+SD angegeben. Bei einigen Patienten war keine
Angabe zu den aufgelisteten Daten vorhanden, daraus ergeben sich folgende
Patientenmengen fir die Kohorten: Essen GFI1-36S/S: n=88, GFI1-36S/N: n=21;
Hannover: GFI1-36S/S: n=278, GFI1-36S/N: n=22; Dresden GFI1-36S/S: n=108, GFI1-
36S/N: n=16

Kohorte _ Genotyp Geschlecht [%] Alter ED (+SD)
GFI1-36S/S w= 48,9% 55,0 (+ 14,4)
Essen m=51,1% 55,9 (+14,6)
GFI1-36S/N w=52,4% 51,5 (+ 13,7)
m= 47,6% 47,8 (£ 17,2)
GFI1-36S/S w= 58,3% 72,2 (£4,7)
Dresden m=41,7% 72,6 (£5,5)
GFI1-36S/N w=50,0% 71,3 (+ 3,6)
m= 50,0% 74,5 (+ 5,6)
GFI1-36S/S w= 47,5% 43,4 (+ 11,1)
Hannover m= 52,5% 45,6 (+ 11,0)
GFI1-36S/N w= 54,6% 48,7 (+ 12,4)
m= 45,4% 47,0 ( 11,6)
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Nach der Genotypisierung wurden die Karyotypen hinsichtlich der Anzahl an
chromosomalen Aberrationen stratifiziert und basierend darauf in zwei Gruppen
eingeteilt, Patienten mit < 2 Aberrationen und Patienten mit mehr als 2 Aberrationen.
In Abbildung 10 sind die Patientengruppen mit mehr als 2 Aberrationen dargestellt.
Berechnet wurde der prozentuale Anteil der Patienten mit mehr als 2 Aberrationen zur
Gesamtanzahl an Patienten (Patienten mit > 2 Aberrationen + Patienten mit < 2
Aberrationen). Die MDS/AML-Patienten mit heterozygotem GFI1-36S/N-Genotyp
zeigten in allen drei Kohorten signifikant (p< 0,040) mehr chromosomale Aberrationen
als die Patienten mit homozygotem GFI1-36S/S-Genotyp (Abb. 10). Die Signifikanz
wurde mittels exaktem Fisher-Test berechnet. Dieses Ergebnis ist ein erster Hinweis
darauf, dass GFI1-36N-leukamische Zellen mehr genetische Veranderungen als GFI1-

36S-leukamische Zellen haben.
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Kohorte: I Essen I IDresden I IHannover
n: 91 23 109 16 278 22
p-Wert: 0,031 0,008 0,040
Odds-Ratio: 0,425 0,419 0,335

Abbildung 10: MDS/AML-Patienten mit GFI1-36S/N-Genotyp hatten eine héhere Anzahl
an Chromosomenaberrationen
Dargestellt ist die prozentuale Anzahl der Patienten aus drei Kohorten, welche bei den
zytogenetischen Analysen mehr als 2 chromosomale Aberrationen zeigten. Die Differenz
zu 100%, der hier dargestellten Werte, sind Patienten mit < 2 chromosomalen Aberrationen.
Die p-Werte sowie die Odds-Ratios wurden mit dem exakten Test nach Fisher berechnet.
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4.1.2 Murine leuk&mische Zellen mit geringem GFI1-Level oder mit GFI1-
36N-Genotyp zeigen mehr genetische Veranderungen und

Veranderungen bei der Expression von DNA-Reparaturgenen
Zur Uberprifung der Ergebnisse der MDS/AML-Patienten wurden, Mause seriell mit
leukamischen  MLL-AF9-Knochenmarkzellen  transplantiert.  Dafur  wurden
Knochenmarkzellen von Gfil-WT-, GFI1-36S-, GFI1-36N- sowie GFI1-KD-M&ausen
zunéachst retroviral mit dem MLL-AF9-Plasmid transduziert und anschlie3end seriell in
C57BL/6-Mause transplantiert. Durch die serielle Transplantation haben die
leukamischen Zellen die Moglichkeit sich weiterzuentwickeln und den Prozess der
klonale Evolution zu durchlaufen. Sobald die Mause Anzeichen einer Leukamie
aufwiesen (anamische Pfoten, Apathie, zerzaustes Fellhaar 0.A.) wurden die Tiere aus
dem Versuch genommen und peripheres Blut sowie Knochenmark- und Milzzellen fur

die jeweiligen Versuche isoliert.

In Abbildung 11 wurde das Uberleben eines Teiles der in der Arbeit verwendeten
Mause dargestellt. Die GFI1-36N-MLL-AF9-Mause haben eine signifikant verkirzte
Uberlebenszeit gegenuber GFI1-36S-MLL-AF9- (p**=0.0084) und Gfil-WT-MLL-AF9-
Mausen (p*=0,0109). Das mittlere Uberleben der mit Gfil-WT-MLL-AF9-Zellen
transplantierten Mause lag bei 26 Tagen (19-51 Tagen), das der mit GFI1-36S-MLL-
AF9-Zellen transplantierten Mause bei 28 Tagen (15-43 Tagen), das der mit GFI1-
36N-MLL-AF9-Zellen transplantierten Mause bei 22 Tagen (15-35 Tagen) und das der
mit GFI1-KD-MLL-AF9-Zellen transplantierten Mause bei 35,5 Tagen (32-43 Tagen)
(Abb. 11).

100

* Gfil-WT-MLL-AF9

GFI1-36S-MLL-AF9
GFI1-36N-MLL-AF9
GFI1-KD-MLL-AF9
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201

Prozentuales Uberleben
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Abbildung 11: Uberlebenskurven der transplantierten Gfil-WT-, GFI1-36S-, GFI1-36N-
und GFI1-KD-MLL-AF9-Mausen
Dargestellt sind die Uberlebenskurven eines Teiles, der in der Arbeit verwendeten
transplantierten MLL-AF9-Mausen. Gfil-WT-MLL-AF9: n=15; GFI1-36S: n= 15; GFI1-36N-
MLL-AF9: n=26; GFI1-KD-MLL-AF9: n=10; GFI1-36S- vs. GFI1-36N-MLLAF9: p**=0,0084;
WT-Gfi1l-36S- vs. GFI1-36N-MLLAF9: p*=0,0109.
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Nachdem die Mause euthanasiert wurden, wurde das Knochenmark fir die weiteren
Untersuchungen entnommen. Zur Uberprifung, ob die Mause tatsachlich eine
Leukdmie entwickelt hatten, wurden unterschiedliche Untersuchungen durchgefinhrt.
Zum einen wurden FACS-Analysen zur Uberprifung der Anteile an GFP*-, Gr-1*-,
CD11b*- bzw. Gr-1*/CD11b*- sowie c-Kit*-Zellen im PB, im Knochenmark und
teilweise in der Milz durchgefiihrt. In Abb. 12 sind beispielhafte Analysen von
Knochenmarkzellen aus leukdmischen und nicht leukamischen Mausen dargestellt.
Vor der primaren Transplantation wurden Lin-Zellen mit dem MLL-AF9-Plasmid
transduziert (siehe 3.2.1.5 & 3.2.5). Dieses Plasmid enthalt eine fur GFP kodierende
Sequenz (Botezatu et al., 2016b). Deshalb gab der Anteil an GFP*-Zellen einen
Aufschluss dariiber, ob die zuvor transplantierten Zellen angewachsen waren und wie
hoch der Anteil an leuk&dmischen MLL-AF9-Zellen war (Abb. 12 A). Gr-1 und CD11b
sind beides Marker der myeloischen Linie (Cruse et al., 2004; Peranzoni et al., 2010;
Schmitt and Engel, 2020). In den AML-Mausen war der Anteil an monozytoiden Zellen
(CD11b*Grimitey hoher als in nicht leukdmischen Zellen und der Anteil an
Granulozyten (CD11b*Gr1Mch) war im leukamischen Knochenmark niedriger als im
Knochenmark der nicht leukamischen Méause (Abb. 12 B) (Peranzoni et al., 2010). Der
Anteil an c-Kit*-Zellen im Knochenmark war in den leukamischen Mausen signifikant
héher als in den nicht leukamischen Kontrollmausen (Abb. 12 C & D). Zwischen dem
GFI1-36S- und GFI1-36N-MLL-AF9-Genotyp gab es keinen signifikanten Unterschied
in Bezug auf den Anteil an c-Kit*-Zellen im Knochenmark (Abb. 12 D). Von einer AML
wird gesprochen, wenn der Anteil an Blasten mit myeloiden Oberflachenmarkern bei
20% liegt (Estey and Dohner, 2006). Zur Bestimmung des Anteils an Blasten im
Knochenmark der transplantierten Mause wurden deshalb neben den FACS-Analysen
Cytospin-Auswertungen durchgefuhrt (Abb. 12 E)
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Abbildung 12: Auszug einer Knochenmark-Analyse der leuk&dmischen und nicht
leuk&mischen Méause
Zur Untersuchung, ob die transplantierten Mause eine AML entwickelt hatten wurde u.a.
der prozentuale Anteil an A) GFP*-Zellen, B) Granulozyten und monozytoiden Zellen sowie

03] c-Kit -Zellen mittels FACS bestimmt. Als Kontrollen wurden nicht leukamische Mause

analysiert. In D) wurde der Anteil an c-Kit -Knochenmarkzellen von nicht leukamischen
(n=6), GFI1-36S- (n=13) und GFI1-36N-MLL-AF9 (n=11) im Vergleich dargestellt.
Mittelwert £SEM. E) Cytospin des Knochenmarks einer leukamischen MLL-AF9-Maus.
Blaue Pfeile: Blasten; MaRstabsleiste: 50 um

Aulerdem wurden Bluttests von allen transplantierten Mausen durchgefihrt, um u.a.
die Anzahl an weiRen Blutkérperchen (WBCs), Thrombozyten (PLTs) sowie
Hamoglobin (HGB) zu bestimmen. Als Kontrolle wurde das Blut von nicht
leukamischen Mausen verwendet. Alle in dieser Arbeit verwendeten transplantierten
Mause hatten signifikant erhohte WBC-, erniedrigte HGB- sowie erniedrigte PLT-Werte
im Vergleich zu den nicht leukamischen Kontrollen (Abb. 13). Zwischen dem GFI1-
36S-, dem GFI1-36N- und dem GFI1-KD-Genotyp gab es keine signifikanten
Unterschiede der Blutwerte (Abb. 13).
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Abbildung 13: Blutanalysen der leukdmischen und nicht leukdmischen Mause

Zur Untersuchung, ob die transplantierten Mause eine Leuk&mie entwickelt hatten wurde
u.a. die Anzahl an A) weiRen Blutkérperchen (WBCs), B) Thrombozyten (PLTs) und C)
Hamoglobin (HGB) gemessen. Als Kontrollen wurden Blutanalysen von nicht leukamischen
Mausen durchgefihrt. nicht leukamisch: n=18, GFI1-36S-MLL-AF9 (GFI-36S & Gfil-WT):
n=21-25, GFI1-36N-MLL-AF9: n=16-18, GFI1-KD-MLL-AF9: n=9-11; p*<0,0437;
p**=0,0013; p***=0,0002; p****<0,0001; Mittelwert + SEM

Wie bereits beschrieben wurden von allen transplantierten Méusen Cytospins des
Knochenmarks angefertigt. Einerseits dienten die Cytospins zur Untersuchung der
Zusammensetzung des Knochenmarks zu diagnostischen Zwecken. Andererseits
wurden die Knochenmarkzellen der drei Genotypen auf morphologische Unterschiede
untersucht. Die morphologischen Unterschiede kdnnen auf mdogliche genomische
Veranderungen hinweisen (Bignold et al., 2006; Matsuda et al., 2017). Die Zellen
wurden auf folgende morphologische Aufféalligkeiten untersucht: veranderter Zellkern
(polynukleér oder deformiert) und veranderte Zellform. Von jeder Probe wurden
mindestens 200 Zellen analysiert. Bei der Untersuchung wurde deutlich, dass die
GFI1-36N- und GFI1-KD-MLL-AF9-Proben eine hohere Anzahl an Zellen mit
verandertem Zellkern sowie veranderter Zellform besalRen als die GFI1-36S-MLL-AF9-
Proben (Abb. 14 A). Das Knochenmark der GFI1-36N- (18,88% +1,25%) und der GFI1-
KD-leukamischen Méause (24,58% +4,78%) hatten einen signifikant héheren Anteil an
Zellen mit veranderten Zellkernen als das Knochenmark der GF11-36S-leukamischen
Mause (11,69% +1,10%). AulRerdem besal3en die GFI1-36N- (22,10% +2,85%) und
GFI1-KD-leukdmischen Mause (20,09% +3,81%) mehr Knochenmarkzellen mit
veranderter Zellform als die GFI1-36S-leukamischen Mause (14,81% £3,03%) (Abb.
14 B).
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Abbildung 14: Mehr morphologische Veranderungen in GFI1-36N- und GFI1-KD-
leukamischen Zellen als in GFI1-36S-leukdmischen Zellen

A) Repréasentative Bilder der Cytospins von GFI1-36S-, GFI1-36N-, und GFI1-KD-MLL-
AF9-leukamischen Knochenmarkzellen. Maf3stabsleiste: 20 um. B) Dargestellt ist der
prozentuale Anteil an Zellen mit verandertem Zellkern (polynuklear, veranderte Zellkern-
Form) sowie der Anteil an Zellen mit veranderter Zellform. Es wurden min. 200 Zellen pro
Probe ausgewertet. GFI1-36S (auch Gfil-WT): n=6, GFI1-36N: n=7, GFI1-KD: n=5;

p*= 0,05, p**= 0,0012; Mittelwertt SEM

Zur Untersuchung von chromosomalen Verédnderungen in den seriell transplantierten
Mausen wurden mFISH-Analysen in Kooperation mit Frau Prof. Dr. Gudrun Goéhring
von der medizinischen Hochschule Hannover und mit Herrn PD Dr. Thomas Liehr vom
Universitatsklinikum Jena durchgefihrt. Fur die FISH-Analysen wurden leukdmische
Knochenmarkzellen von unterschiedlichen Transplantationsrunden der seriellen
Transplantation verwendet. Es wurden pro Probe min. 9 Metaphasen ausgewertet
(Tab. 14). Die Karyotypen zeigten, dass es weder in GFI1-36N- noch in GFI1-KD-
leuk&mischen Zellen eine signifikante Anhaufung an chromosomalen Veranderungen,
im Vergleich zu GFI1-36S- und Gfil-WT-leuk&mischen Zellen, gab. Bei den GFI1-36S-
Zellen waren 4/5 Proben unauffallig. Bei einer Probe gab es in einer von neun
untersuchten Metaphasen anstelle von XY einen XX-Karyotyp. Bei den GFI1-36N-
Zellen waren 7/8 Karyotypen normal. Lediglich eine Probe zeigte zwei chromosomale
Veranderungen. In den Proben mit geringer GFI1-Expression waren haufig keine
Metaphasen vorhanden und deshalb konnten nur zwei Proben analysiert werden. Eine
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der GFI1-KD-Proben zeigte einen normalen Karyotyp. Bei der anderen Probe waren
19 Metaphasen unauffallig und lediglich eine Metaphase besal’ eine chromosomale
Veranderung (Tab. 14 & Abb. 15).

Tabelle 14: Liste der Karyotypen von murinen leukamischen Knochenmarkzellen

Aufgelistet sind die, aus den mFISH-Versuchen resultierenden Karyotypen von GFI1-36S-
(auch Gfil-WT-), GFI1-36N- und GFI1-KD-leukamischen Knochenmarkzellen. Die Zellen
stammten aus den seriell transplantierten MLL-AF9-Mé&usen.

Genotyp Mausnummer Karyotyp
(Transplantationsrunde) [Anzahl Metaphasen]
KP8965 (3.) 40, XY [13]
303056 (4.) 40, XY [8], 40, XX [1]
GFI1-36S KP10737 (4.) 40, XY [15]
KP10740 (4.) 40, XY [13]
KP10741 (4.) 40, XY [20]
KP9565 (2.) 40, XY [15]
KP12661 (3.) 40, XY [11]
KP10692 (4.) 40, XY [20]
GFI1-36N KP10877 (4.) 40, XY [20]
KP10878 (4.) 40, XY [20]
KP10879 (4.) 40, XY, T(19;19), Chr. X auseinandergebrochen [10]
303055 (4.) 40, XY [13]
303057 (4.) 40, XY [15]
GFI1-KD KP10544 (4.) 40, XY [19]; 40, XY, idisc(Chr.6) [1]
KP10545 (4.) 40, XY [20]

Gfi1l-WT-MLL-AF9 GFI1-36N-MLL-AF9

GFI1-KD-MLL-AF9

Gheow NBd% Sady

B wiem 2w

40, XY [15] 40, XY, T(19;19) [10] 40, XY [19], 40, XY, idic(6) [1]

Abbildung 15: Beispielbilder der Karyotypen von leukéamischen Knochenmarkzellen
aus den seriell transplantierten MLL-AF9-Mausen
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Mit der mFISH-Methode konnen lediglich grof3e chromosomale Verdnderungen
festgestellt werden. Deshalb wurden von einem Teil der leukamischen
Knochenmarkzellen zusatzlich eine komparative genomische Hybridisierung (Array-
CGH), in Kooperation mit Frau Prof. Dr. Doris Steinemann und Frau Prof. Dr. Gudrun
Gohring von der medizinischen Hochschule Hannover, durchgefuhrt. Der Array-CGH
hat eine héhere Auflésung als die klassischen Chromosomenanalysen und es kdnnen
Kopienzahlvarianten (Deletionen, Insertionen) oder andere chromosomale
Veranderungen von ca. 50 kb genomweit detektiert werden (van der Veken and Buijs,
2011; Cheung and Bi, 2018; Lee et al., 2019). In Abbildung 16 ist eine Beispielanalyse
des Array-CGH von drei GFI1-36N-Proben dargestellt. Als Referenzgenom fiur die
einzelnen GFI1-36N- und GFI1-KD-MLL-AF9-Proben diente die gepoolte DNA von drei
Gfil-WT-MLL-AF9-Proben. Bei den GFI1-36N-MLL-AF9-Knochenmarkzellen traten
3-4 Veranderungen und bei GFI1-KD-MLL-AF9-Zellen 3-7 Veranderungen im
Vergleich zu den Gfil-WT-MLL-AF9-Proben auf. Zwischen den einzelnen Proben des
jeweiligen GFI1-Genotyps gab es einige Uberschneidungen, zum Beispiel zeigten
jeweils zwei von drei GFI1-36N-Proben Deletionen in Samd4 sowie Ang4. In den
GFI1-KD-Proben kam es ebenfalls zu Uberscheidungen (Tab. 15).

Abbildung 16: Beispiel eines Array-CGH-Ergebnis: Chromosom X gF4-Deletion

Dargestellt ist ein beispielhaftes Ergebnis der Array-CGH-Analyse von drei murinen
GFI1-36N-MLL-AF9-leukamischen Knochenmarkzellen. Hier gezeigt ist die Deletion auf
Chr. X gF4 von Position 152.673.152-152.888.942 im Genom.
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Tabelle 15: Array-CGH-Ergebnisse der GFI1-36N- und GFI1-KD-MLL-AF9 leukamischen
Knochenmarkzellen
Aufgelistet sind die Ergebnisse des Array-CGH mit murinen GFI1-36N- und GFI1-KD-MLL-
AF9-leukamischen Knochenmarkzellen. Als Referenzgenom wurde die gepoolte DNA aus
Knochenmarkzellen von drei Gfil-WT-MLL-AF9-leukamischen Mausen der quartaren
Transplantationsrunde verwendet. Mausnummer (Transplantationsrunde);
- = kein eindeutiges Gen; Del: Deletion; Ins: Insertion

Chromosom/
Genotyp Mausnummer _ Cytoband Delllns Genname
chr14/ qC1 Del Samd4
KP10877 (4.) chr14/qC2 Del Ang4
chrX/ qF4 Del -
chr14/ qC1 Del Samd4
GFI1-36N- chr16/ qA3 Ins  Cldn5, Cdc45l, Ufd1l, 2510002D24Rik
mLL-AFg KP10878 (4) chr19/qC2 Ins Ide
chrX/ qF4 Del -
chr14/qC2 Del Ang4
KP10879 (4.) chr19/qC2 Ins Ide
chrX/ gF4 Del -
chr19/ gA3 Del Raetl1a, Raet1e, Raet1b, Raetic
chr11/gB1.3 Ins SlIc22ab, Slc22a21
chr11/ gB4 Del Nirp1b, Nirp1c
chr12/ g Del Serpinaia, Serpinaic
chr12/ gF2 Ins -
chr16/ B3 Del 2010005H15Rik, Stfa1
chr10/ gA3 Del Raetl1a, Raet1b, Raet1c
GFI1-KD- chr11/gqB1.3  Ins Slc22a5, Slc22a21
MLL-AF9 chr11/ gB4 Del Nirp1b, Nirpic
KP10545 (4.) chr12/ qE Del Serpinaia, Serpinaic, Serpinale
chr12/ gF2 Del -
chr12/ gF2 Ins -
chr16/ qB3 Del 2010005H15RIk, Stfa1
chr10/ gA4 Del
KP7383 (3.) chr19/qC2 Ins Fgfbp3, Btaf1
chr19/qC2 Ins__Ide

Zur naheren Untersuchung der Unterschiede zwischen GFI1-36S- und GFI1-36N-

KP10544 (4.)

Zellen sowie Zellen mit niedrigem GFI1-Level wurden als néachstes RNA-
Sequenzierungen durchgefuhrt. Mithilfe der RNA-Sequenzierung wurden
Veranderungen auf RNA-Ebene sowie Unterschiede in der Genexpression zwischen
den Genotypen analysiert. Die Sequenzierung wurde mit den Knochenmarkzellen der
leuk&mischen Mause aus der tertiaren (GFI1-KD) und quartaren (GFI1-36S und GFI1-
36N) Transplantationsrunde durchgefuhrt. Als Kontrolle dienten Lin-Zellen aus nicht
leukamischen GFI1-36S-, GFI1-36N- bzw. GFI1-KD-Méausen. Zur Detektion von
Veréanderungen, wie Insertionen und Deletionen, wurde als Erstens eine ,Variant
Calling“-Analyse mit den Ergebnissen der RNA-Sequenzierung durchgefihrt. In

Abbildung 17 sind die Ergebnisse der leukdmischen Knochenmarkzellen abzuglich der
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Anzahl an Veranderungen der entsprechenden nicht leukdmischen Proben dargestellt.
Die RNA-Sequenzierung der nicht leuk&dmischen Zellen wurde auf einem anderen
Gerat durchgeflhrt als die der leukamischen Zellen. Deshalb wurden alle Ergebnisse
mit den durchschnittlichen Ausgaben (engl.: readouts) korrigiert. Die Gesamtanzahl an
Variationen in den GFI1-36N-leuk&dmischen Zellen war ca. 40-fach hoher als in den
GFI1-36S-leukamischen Proben (Abb. 17 A). AuRerdem hatten die GFI1-36N-MLL-
AF9-Zellen signifikant mehr Verédnderungen, wie Insertionen (Abb. 17 B) und
Deletionen (Abb. 17 C), als die GFI1-36S-MLL-AF9-Zellen. Die leukamischen Zellen
mit niedriger GFI1-Expression zeigten ebenfalls eine hthere Anzahl an Variationen
wie Insertionen und Deletionen. Die Gesamtanzahl an Variationen war in den
leukamischen Zellen mit niedrigerem GFI1-Level im Schnitt ca. 70-fach hoher als in
den GFI1-36S-Proben (Abb. 17 A). Alle nicht leukamischen Proben hatten weniger
Variationen in der RNA, als die dazugehorigen leukamischen Proben.
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Abbildung 17: Mehr Variationen in murinen GFI1-36N- und GFI1-KD-leukdmischen
Knochenmarkzellen

Dargestellt sind die Ergebnisse der ,variant calling“Analyse der RNA-Sequenzierung von
Knochenmarkzellen der seriell transplantierten GFI1-36S-, GFI1-36N- und GFI1-KD-MLL-
AF9-Mause. Hier gezeigt sind die Anzahl der A) gesamten Variationen (SNPs +
Insertionen + Deletionen), B) der Insertionen sowie C) der Deletionen der leukdmischen

Knochenmarkzellen abziiglich der Anzahl an Veranderungen in den dazugehdrigen Lin -

nicht leukdmischen Zellen. n=3; p*< 0,0434; p**=0,0064; Mittelwert + SEM
Die detektierten Variationen wurden anschlieBend in drei Gruppen, je nach der
funktionellen Klasse der Mutation, sortiert (Missense-, Nonsense- und stille
Mutationen). In den nicht leuk&dmischen Proben war der prozentuale Anteil an stillen
Mutationen in den GFI1-36S-Proben leicht erhéht gegentber den GFI1-36N- und
GFI1-KD-Proben (ca. 38 % gegenuber ca. 32% und ca. 27%). Der prozentuale Anteil
an Missense-Mutationen war dagegen in den GFI1-36N-Proben um ca. 6% und den
GFI1-KD-Proben um ca. 14% hdoher als in den GFI1-36S-Proben. Bei der genaueren
Analyse der Missense-Mutationen wurde festgestellt, dass die GFI1-36N- und GFI1-

93



Ergebnisse

36S-nicht leukdmischen Zellen 34 Missense-Mutation hatten und alle 34 Mutationen
in beiden Genotypen auftraten. Dagegen Uberschnitten sich in den GFI1-KD-nicht
leukamischen Proben nur 16 von insgesamt 74 vorhandenen Missens-Mutationen mit

den anderen beiden Genotypen (Abb. 18).
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Abbildung 18: Anzahl an Mutationen geordnet nach funktioneller Klasse in nicht
leukdmischen Zellen

Dargestellt ist die jeweilige Anzahl an Mutationen in GFI1-36S-, GFI1-36N- und GFI1-KD-
Lin -nicht leukémischen Zellen (RNA-Sequenzierung). Die Mutationen wurden in die

funktionellen Klassen eingeteilt. links: prozentualer Anteil der funktionellen Klassen

(Missense-, Nonsense- und stille Mutationen) rechts: Venn-Diagramm  der

Uberschneidungen an Missense-Mutationen zwischen den drei Genotypen.
In den leukamischen Zellen waren die Unterschiede der funktionellen Mutationen
deutlich ausgepragter. Auf der einen Seite war der prozentuale Anteil an Nonsense-
und stillen Mutationen in den GFI1-36S-leukamischen Proben deutlich hoher als in den
GFI1-36N- und GFI1-KD-leukamischen Proben. Auf der anderen Seite lag der Antell
an Missense-Mutationen in den GFI1-36N-leukdmischen Proben um ca. 25% und in
den GFI1-KD-leukamischen Proben um ca. 26% hoher als in den GFI1-36S-
leukamischen Proben. Bei der genauen Analyse der Missense-Mutationen wurde
festgestellt, dass die GFI1-36S-Proben insgesamt 17, die GFI1-36N-Proben
insgesamt 48 und die GFI1-KD-Proben insgesamt 85 Missense-Mutationen besalRen.
Die GFI1-36S-leukdmischen Proben hatten lediglich 2 exklusive Missense-
Mutationen. Bei den GFI1-36N-leukamischen Proben waren es dagegen 26 und bei
den GFI1-KD-leukamischen Proben 62 Missense-Mutationen, welche fur den
jeweiligen Genotyp ausschlie3lich waren. Zwischen den Genotypen gab es nur wenige
Uberschneidungen. Lediglich 8 der detektierten Missense-Mutationen traten sowohl in
den GFI1-36S- als auch den GFI1-36N- und GFI1-KD-leukdamischen Proben auf
(Abb. 19).
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Abbildung 19: Anzahl an Mutationen geordnet nach funktioneller Klasse in murinen
leukdmischen Knochenmarkzellen
Dargestellt ist die jeweilige Anzahl an Mutationen in GFI1-36S-, GFI1-36N- und GFI1-KD-
leukamischen-MLL-AF9-Zellen (RNA-Sequenzierung). Die Mutationen wurden in die drei
funktionellen Klassen eingeteilt. links: prozentualer Anteil der funktionellen Klassen
(Missense-, Nonsense- und stille Mutationen) rechts: Venn-Diagramm der
Uberschneidungen an Missense-Mutationen zwischen den drei Genotypen. n=3

Zur genaueren Untersuchung, warum GFI1-36N- und GFI1-KD-Zellen mehr
Veranderungen aufzeigen, wurden die Unterschiede in der globalen Genexpression
zwischen dem GFI1-36S- und dem GFI1-36N- sowie dem GFI1-KD-Genotyp
analysiert. Hierfur wurden die Ergebnisse der RNA-Sequenzierung der murinen nicht
leukamischen (Lin-) Zellen sowie der murinen leukamischen Knochenmarkzellen
(MLL-AF9) zunachst mithilfe der ,Gene Set Enrichment Analysis“ (GSEA) analysiert,
um einen ersten Uberblick der veranderten Genexpressionen zu bekommen. Bei der
GSEA wurden die ,Hallmark gene sets“ untersucht. Bei dem Vergleich zwischen GFI1-
36S- und GFI1-36N-nicht leukamischen Zellen (Lin-Zellen) konnte kein Gen-Set der
,2Hallmark gene sets“ gefunden werden, welches in GFI1-36S-Lin-Zellen signifikant
angereichert war. Dagegen waren 7 Gen-Sets in den GFI1-36N-Lin-Zellen signifikant
(FDR g-Wert < 0,05) angereichert (Abb. 20). Darunter befand sich das Gen-Set
,2Hallmark_UV_Response_Dn“ welches Gene beinhaltet, die in Folge von UV-
Strahlung herunterreguliert werden, das Gen-Set ,Hallmark_G2M_Checkpoint,
welches Gene enthélt, die beim G2/M-Checkpoint eine Rolle spielen und das Gen-Set
.Hallmark_E2F Targets“, welches Gene enthalt, die zellzyklusbezogene Ziele der
E2F-Proteine codieren (Abb. 20 & 21).
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Abbildung 21: Veranderte Gen-Sets zwischen nicht leukamischen GFI1-36N- und

Dargestellt sind die NES- (,normalized enrichment score*) Werte der verédnderten ,Hallmark

gene sets®, welche einen FDR q-

Wert von <

0,05 hatten. Fur die Analyse wurden die

Ergebnisse der RNA-Sequenzierung der GFI1-36S (+/ki)- und GFI1-36N (ki/ki)-Lin -Zellen
verwendet und mittels GSEA 7.1 analysiert. n=3
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Abbildung 20: Enrichment Plots ausgewahlter, angereicherter Gen-Sets in GFI1-36N-

gegeniber GFI1-36S-nicht leukam

ischen Zellen

Dargestellt sind die ,,Enrichment Plots“ der Gen-Sets der A) Gene, die in Folge von UV-
Strahlung herunterreguliert werden, B) Gene, welche beim G2/M Checkpoint eine Rolle
spielen sowie C) Gene, welche zellzyklusbezogene Ziele der E2F-Proteine codieren.
NES=normalized enrichment score, FDR= False discovery rate; rot=nicht leukdmische
GFI1-36N (ki/ki)-Zellen, blau=nicht leukamische GFI1-36S (+/ki)-Zellen; n=3

Bei der GSEA der GFI1-36S- und GFI1-36N-leukamischen Proben wurden 11 Gen-

Sets gefunden, welche in den GFI1-36S-leukéamischen Zellen signifikant angereichert

waren. Darunter befand sich das Gen-Set ,Hallmark_DNA_Repair®, welches Gene der

DNA-Reparatur enthélt, das Gen-Set ,Hallmark_UV-Response_up®, welches Gene

beinhaltet, die in Folge von UV-Strahlung hochreguliert werden und das Gen-Set

,2Hallmark_p53 Pathway“, welches Gene der

Netzwerkes enthélt (Abb. 22 & 23).

96

p53-Signalwege bzw. des p53-
Im Gegensatz zu den GSEA der nicht



Ergebnisse

leukamischen Zellen wurden keine signifikant angereicherten Gen-Sets in den GFI1-

36N-leukamischen Proben gegeniber den GFI1-36S-leukdmischen Proben gefunden.
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Abbildung 22: Veranderte Gen-Sets zwischen leukamischen GFI1-36N- und
GFI1-36S-Zellen

Dargestellt sind die NES-Werte der verénderten ,Hallmark gene sets”, welche einen FDR
g-Wert von < 0,05 hatten. Fir die Analyse wurden die Ergebnisse der RNA-Sequenzierung
der murinen GFI1-36S (ki/ki)- und GFI1-36N (ki/ki)-MLL-AF9-Zellen verwendet und mittels
GSEA 7.1 analysiert. NES: normalized enrichment score; n=3
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Abbildung 23: Enrichment Plots ausgewdahlter, angereicherter Gen-Sets in GFI1-36S-
gegenlber GFI1-36N-leukdmischen Zellen

Dargestellt sind die ,,Enrichment Plots“ der Gen-Sets, der A) Gene, welche bei der DNA-
Reparatur involviert sind, B) Gene, die in Folge von UV-Strahlung hochreguliert werden
sowie C) Gene, welche bei den p53-Signalwegen involviert sind. NES= normalized
enrichment score, FDR= False discovery rate; rot=leukamische GFI1-36N (ki/ki)-Zellen,
blau=leuké&mische GFI1-36S (ki/ki)-Zellen; n=3

Als Nachstens wurden die differentiell exprimierten Gene (DEG) zwischen GFI1-36S-
und GFI1-36N-leukamischen Zellen analysiert. Fir diese Analyse wurden die RNA-
Sequenzierungsergebnisse der murinen Lin- sowie MLL-AF9-Zellen verwendet. Bei
der DEG-Analyse wird die Expression einzelner Gene betrachtet. Dagegen wird bei

der GSEA die Expression der gesamten Gen-Sets untersucht. Daher liefert die
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Analyse der DEG andere Ergebnisse als die GSEA (Subramanian et al., 2005; Love
et al., 2014). Bei der Untersuchung der DEG zwischen GFI1-36S- und GFI1-36N-nicht
leukamischen Zellen wurden lediglich 63 signifikante (p<0,05) DEG gefunden,
darunter 9 Gene, welche in GFI1-36N-Lin-Zellen hoher exprimiert waren und 54 Gene,
welche eine geringere Expression in GFI1-36N-Lin-Zellen zeigten. Dagegen wurden
in leukamischen Zellen 1.779 signifikante (p<0,05) DEG zwischen GFI1-36S- und
GFI1-36N-Zellen gefunden. Die Anzahl an Genen, welche eine starkere Expression in
GFI11-36N-leukdmischen Zellen zeigten (1.021 Gene), lag hoher als die Anzahl an
Genen, welche eine geringere Expression in GFI1-36N-leukamischen Zellen hatten
(758 Gene). Unter den Genen, welche héher exprimiert in den GFI1-36N-MLL-AF9-
Zellen waren, befanden sich 25 Gene, welche direkt oder indirekt bei der DNA-
Reparatur beteiligt sind (z.B.: Culdb, Dna2, Genl, Neil3). Unter den Genen, welche in
den GFI1-36N-MLL-AF9-Zellen niedriger exprimiert waren, wurden 29 Gene der DNA-
Reparatur bzw. Gene aus Signalwegen, welche mit der DNA-Reparatur in
Zusammenhang stehen, gefunden (z.B.: Mid1, Ndrg1, Nhejl, Ogg1l, Pold2) (Abb. 24).
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Abbildung 24: Heatmap der DEG der DNA-Reparatur oder DNA-Schadensantwort in
GFI1-36N-leukamischen-Zellen im Vergleich zu GFI1-36S-leukdmischen Zellen
Hier dargestellt sind die DEG zwischen den murinen leukdmischen GFI1-36S- (griin) und
GFI1-36N-MLL-AF9-Knochenmarkzellen (rot), welche direkt oder indirekt bei der DNA-
Reparatur eine Rolle spielen. Die Gene wurden aus der Liste an DEG mithilfe der Reactom
Pathway Browser version 3.7 ausgewahlt. rot: hoher exprimiert blau: niedriger exprimiert;
blauer Punkt hinter den Gennamen: Uberschneidungen mit GFI1-KD-MLL-AF9; p<0,05
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Beim Vergleich von GFI1-36S-leukdmischen und GFI1-KD-leukdmischen Zellen
wurden ebenfalls Unterschiede in der Genexpression gefunden. Bei der GSEA wurden
15 Gen-Sets gefunden, welche in GFI1-36S-leukamischen Zellen angereichert waren.
Kein Gen-Set war in den GFI1-KD-leukamischen Zellen angereichert (Abb. 25). Es gab
einige Uberschneidungen zwischen den Ergebnissen der GFI1-36N- und GFI1-KD-
leukamischen Zellen. Wie bereits beim Vergleich der GFI1-36N-leukamischen Zellen,
konnte bei den GFI1-36S-leukdmischen Zellen gegeniuber GFI1-KD-leukéamischen
Zellen unter anderem eine Anreicherung der Gene der Gen-Sets ,UV-Response_Up*
(Abb. 26 A) sowie ,P53_Pathway“ (Abb. 26 B) festgestellt werden.
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Abbildung 25: Veranderte Gen-Sets zwischen murinen GFI1-KD- und GFI1-36S-
leukdmischen Zellen

Dargestellt sind die NES-Werte der verédnderten ,Hallmark gene sets“ zwischen GFI1-36S
(ki/ki)- und GFI1-KD (kd/kd)-MLL-AF9-Zellen, welche einen FDR g-Wert von < 0,05 hatten.
Fur die Analyse wurden die Ergebnisse der RNA-Sequenzierung mittels GSEA 7.1
analysiert. NES: normalized enrichment score; n=3

99



Ergebnisse

A B

Enrichment plot: HALLMARK_UV_RESPONSE_UP Eﬂ)l;ichment plot: HALLMARK_P53_PATHWAY
0.10

B 005 0.00 NS0 n,
i

~ 0.00 e
@

e (ES)

L
g 0.05 § -0.10

& -0.10
e £ o
$ o025 NES =-1,461 £.7°INES =-1,537
FDR g-Wert = 0,026

£ FDR g-Wert = 0,049 B
i
itively correlated)

7
= 015

j I \\ I WW
# ['GFIL_KD (positively corrlated)

2Noise)

|'GFIL_KD" (5

Zero cross at 1220

Ranked list metric {Signal2Noise)
Ranked list metric (Signal.

5000 800
Rank in Order

| Enrichment profile — Hits Ranking metric scores| | Enrichment profile — Hits Ranking metric scores|

Abbildung 26: Enrichment Plots ausgewadhlter, angereicherter Gen-Sets in GFI1-36S-
leukamischen Zellen gegeniber GFI1-KD-leukamischen Zellen

Dargestellt sind die ,Enrichment Plots“ der Gen-Sets, der A) Gene, die in Folge von UV-
Strahlung hochreguliert werden, sowie B) der Gene, welche bei p53-Signalwegen involviert
sind. NES= normalized enrichment score, FDR= False discovery rate; rot=leukamische
GFI1-KD (kd/kd)-Zellen, blau=leukamische GFI1-36S (ki/ki)-Zellen; n=3

Des Weiteren wurden auch die DEG zwischen GFI1-KD-MLL-AF9-Zellen und
GFI1-36S-MLL-AF9-Zellen analysiert. Insgesamt wurden 1.939 signifikante DEG
(p<0,05) gefunden, darunter 1.226 Gene, welche eine hohere Expression in GFI1-KD-
leukamischen Zellen zeigten und 713 Gene, welche eine niedrigere Expression in den
GFI1-KD-Zellen im Vergleich zu GFI1-36S-leukdmischen Zellen zeigten. Unter diesen
1.226 DEG waren 42 Gene, welche direkt oder indirekt bei der DNA-Reparatur beteiligt
sind. Von diesen 42 DEG zeigten 16 Gene eine hohere Expression (z.B.: Cul4b, Dna2,
Sumol, Ube2b) und 26 Gene eine geringere Expression (z.B.: Midl, Nhejl, Pold2,
Rad50) in GFI1-KD- gegenuber GFI1-36S-MLL-AF9-Zellen (Abb. 27). Es wurden
insgesamt 536 Uberschneidungen mit den DEG der GFI1-36N-leukamischen Zellen
im Vergleich zu GFI1-36S-leukamischen Zellen gefunden. Unter diesen 536
Uberscheidungen waren 13 Gene, deren Produkte eine direkte Rolle bei der DNA-
Reparatur oder eine indirekt Rolle bei der Schadensantwort spielen (z.B.: Cul4b, Dna2,
Nhejl) (Abb. 27, blaue Punkte).
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Abbildung 27: Heatmap der DEG der DNA-Reparatur oder DNA-Schadensantwort

zwischen GFI1-KD- und GFI1-36S-leukamischen Zellen.
Hier dargestellt sind die DEG zwischen den murinen leukdmischen GFI1-36S- (griin) und
GFI1-KD-MLL-AF9-Knochenmarkzellen (rot), welche bei der DNA-Reparatur oder der
Schadensantwort eine Rolle spielen. Die Gene wurden aus der Liste an DEG mithilfe der
Reactom Pathway Browser version 3.7 ausgewahlt. rot: héher exprimiert, blau: niedriger
exprimiert; blauer Punkt hinter den Gennamen: Uberschneidungen mit GFI11-36N-MLL-AF9;
p<0,05

Von den humanen und den murinen Daten kann zusammengefasst werden, dass
leuk&dmische GFI1-36N-Zellen eine hohere Anzahl an genomischen Veranderungen
aufweisen und viele Gene der DNA-Reparatur verandert bzw. differentiell exprimiert
sind. Das Gleiche konnte in murinen leukamischen GFI1-KD-Zellen gezeigt werden.
Diese Ergebnisse lieferten auRerdem erste Hinweise darauf, dass in Zellen mit

verandertem GFI1 ein Defekt der DNA-Reparatur vorliegt.
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4.2 Geringe GFI1-Level und die GFI1-36N-Variante beeinflussen die
DNA-Reparatur und erh6hen den DNA-Schaden

Es wurde publiziert, dass GFI-KO-hamatopoetischen Zellen eine Herunterregulierung
von Genen der DNA-Reparatur aufweisen (Khandanpour et al., 2013). Aul3erdem
wurde beschrieben, dass es auf Grund von epigenetischen Veranderungen in GFI1-
36N-leukamischen Zellen zu einer veranderten Genexpression von DNA-
Reparaturgenen kommt (Botezatu et al., 2016b). Angesichts dieser Hinweise, dass
GFI1 bei der DNA-Reparatur eine Rolle spielen konnte sowie den Ergebnissen der
RNA-Sequenzierung, dass in GFI1-36N- und GFI1-KD-leukamischen Zellen Gene der
DNA-Reparatur verandert exprimiert waren, wurde die Rolle von GFI1 in der DNA-

Reparatur ndher untersucht.

4.2.1 GFI1-KD- und GFI1-36N-Zellen haben einen hoéheren DNA-
Schaden

Zur naheren Untersuchung der Rolle von GFI1 in der DNA-Reparatur wurde zunachst
die Fahigkeit von GFI1-36N- und GFI1-KD-Zellen, durch Strahlung induzierte DNA-
Schaden zu reparieren, gemessen. Hierfur wurde zuerst der yH2AX-Assay verwendet.
Dieser Assay basiert darauf, dass eine der ersten Schadensantworten auf Grund von
DSB die Phosphorylierung des Histons H2AX ist. Nach der Phosphorylierung wird das
Histon yH2AX genannt (Ciccia and Elledge, 2010). Die yH2AX-Stellen kdnnen mittels
Antikdrpern nachgewiesen werden und die Anzahl an yH2AX-Foci liefert einen
indirekten Nachweis des DNA-Schadens in den Zellen. Hierbei ist die Anzahl an Foci
proportional zur Anzahl der DSB (Ibuki and Toyooka, 2015). Zuerst wurde die
Funktionsfahigkeit des Assays Uberpruft. Hierfir wurden Thymozyten aus WT-M&usen
mit unterschiedlicher Bestrahlungsintensitat (1, 2 und 5 Gy) bestrahlt und die Anzahl
an yH2AX-Foci nach unterschiedlichen Zeitpunkten (30, 60, 120 und 240 min)
gemessen. Thymozyten wurden gewahlt, da diese eine hohe GFI1-Expression zeigen
und im Vergleich zu HSCs leichter zu isolieren sind (Gilks et al., 1993; Karsunky et al.,
2002). Die Thymozyten, welche nicht bestrahlt wurden, zeigten nahezu keine Foci und
mit steigender Bestrahlungsintensitat stieg die Anzahl an yH2AX-Foci. Das Maximum
der Foci wurde 120 min nach der Bestrahlung detektiert und nach 240 min hatten alle
Proben wieder den Ausgangswert an yH2AX-Foci erreicht (Abb. 28 A). Die Korrelation
zwischen yH2AX-Foci und der Bestrahlungsintensitét ist bereits nach 60 min deutlich
auf den Immunfluoreszenzbildern zu sehen (Abb. 28 B). Bereits mit einer

Bestrahlungsintensitat von 2 Gy ist die Reparaturkinetik deutlich zu sehen (Abb. 28).
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Abbildung 28: Test yH2AX-Assay

WT-Thymozyten wurden zum Test mit unterschiedlicher Intensitat bestrahlt (1, 2, 5 Gy). Als
Kontrolle dienten nicht bestrahlte (0 Gy) Thymozyten. Der DNA-Schaden wurde mittels
yH2AX-Assay (Immunfluoreszenz) 30, 60 und 120 min nach der Bestrahlung gemessen.
A) Dargestellt sind die mittleren Anzahlen der yH2AX-Foci/Zelle. Es wurden 20-30 Zellen
pro Bedingung ausgewertet. Zur Analyse der Foci wurde Imaris verwendet. Mittelwert + SD.
In B) sind reprasentative Bilder der Zellen des 60 min Zeitpunkt nach Bestrahlung
dargestellt.

Auf Grund dieser Vorversuche wurden fur die Versuche zur Untersuchung der DNA-
Reparatur bzw. des DNA-Schadens in murinen GFI1-36S-, GFI1-36N- und GFI1-KD-
Thymozyten die Proben mit 2 Gy bestrahlt. Der yH2AX-Assay wurde 30, 60 und
120 min nach Bestrahlung durchgefihrt. Als Kontrolle wurden nicht bestrahlte Zellen

verwendet und zu denselben Zeitpunkten wie die bestrahlten Proben gefarbt (Abb. 29).

Bestrahlung (2 Gy) unterschiedliche
Zeitpunkte

Thymozyten- 30, 60, 120 min
Isolation

l
= " yH2AX-Assay
\ 3 (Immunfluoreszenz)
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Genotyp
keine Bestrahlung (0 Gy)

Abbildung 29: Schematischer Versuchsablauf des yH2AX-Assay

Zur Auswertung der yH2AX-Foci wurden mindestens 50 Zellen/Probe mit einem
Konfokalmikroskop aufgenommen (,Z-Stacks®) und mithilfe des Programms Imaris
konnte die Anzahl an Foci in einzelnen Zellen bestimmt werden. Der yH2AX-Test
wurde viermal mit GFI1-36N- und GFI1-36S-Thymozyten durchgefiihrt und zweimal
davon wurden GFI1-KD-Thymozyten mituntersucht. In Abbildung 30 und 31 sind die

Ergebnisse eines reprasentativen Assays dargestellt. Abbildung 30 zeigt
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reprasentative Bilder eines yH2AX-Assays. Die grinen Punkte im Zellkern (blau,
DAPI-Farbung) sind die yH2AX-Foci. In den nicht bestrahlten Kontroll-Proben waren
nahezu keine Foci zu sehen. Dagegen stieg die Anzahl an Foci nach der Bestrahlung
und erreichte den Maximalwert nach 60 min. Die GFI1-36N- und GFI1-KD-Thymozyten
hatten nach 60 min mehr yH2AX-Foci als die GFI1-36S-Thymozyten. Aul3erdem waren
in den GFI1-36N- und GFI1-KD-Zellen nach 120 min noch mehr Foci zu sehen als in
den GFI1-36S-Proben (Abb. 30).

60 min (0 Gy) 30 min 120 min

GFI1-36N GFI1-36S

GFI1-KD

Abbildung 30: Reprasentative Bilder des yH2AX-Assays mit bestrahlten Thymozyten

Die Bilder wurden mit dem Zeiss ELYRA PS.1 Super-resolution and TIRF Mikroskop mit
einem 64x Objektiv aufgenommen. 0 Gy=Kontrolle; blau=DAPI-Farbung, grin (Alexa-Fluor
488)= yH2AX-Foci

Noch deutlicher wird der Unterschied zwischen den drei Genotypen bei der Analyse
der prozentualen Anzahl an Foci/Zelle (Abb. 31 A). Die nicht bestrahlten Proben der
GFI1-36S- und GFI1-36N-Thymozyten haben nahezu die gleiche Anzahl an yH2AX-
Foci/Zelle, sowohl nach 30, 60 als auch 120 min. Die prozentuale Anzahl der Zellen
mit 1-4 Foci lag ohne Bestrahlung bei den GFI1-KD-Thymozyten etwas hoher (49,2%)
als bei den anderen beiden Genotypen (GFI1-36S: 31,6%, GFI1-36N: 28,5%). Bei
allen drei Genotypen (ohne Bestrahlung) lag der prozentuale Anteil an Zellen mit null
Foci jedoch bei Gber 50% (Abb. 31 B). Bei allen drei untersuchten Genotypen war das
Maximum an yH2AX-Foci 60 min nach der Bestrahlung erreicht (Abb. 31 A & C). Die
GFI1-36N- (27,54%) und GFI1-KD-Thymozyten (8,57%) hatten bereits 30 min nach
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Initierung des DNA-Schadens einen geringeren Anteil an Zellen mit null Foci
gegenuber den GFI1-36S- Thymozyten (43,80%). Mit der Zeit stieg auch die Anzahl
an Foci/Zelle. Nach 60 min lag der Anteil an Zellen mit 20 oder mehr Foci in den GFI1-
36N-Thymozyten bei 23,08% und in GFI1-KD-Thymozyten bei 19,23% und war
demnach hoher als in den GFI1-36S-Thymozyten (11,88%). Nach 120 min sank der
Anteil an Zellen mit vielen H2AX-Foci und der Anteil an Zellen mit null Foci stieg an.
Zu diesem Zeitpunkt gab es in den GFI1-36S-Thymozyten keine Zelle mit 20 oder mehr
Foci. Dagegen hatten bei den GFI1-36N-Proben noch 4,8% und bei den GFI1-KD-
Proben noch 1,9% der Thymozyten 20 oder mehr Foci. Der Anteil an Thymozyten mit
null Foci 120 min nach der Bestrahlung, betrug bei den GFI1-36S-Proben 30,0% und
war hoher als bei den GFI1-36N-Proben (20,5%) und bei den GFI1-KD-Proben
(13,0%) (Abb. 31 A). Bei der Analyse der mittleren Anzahl an Foci/Zelle Uber die Zeit
hatten die GFI1-36N- (p=0,044) und GFI1-KD-Thymozyten (p=0,037) signifikant mehr
yH2AX-Foci und demnach mehr DNA-Schaden. Trotz des hoheren DNA-Schadens
sank die Anzahl an Foci nach 120 min in den GFI1-36N-Zellen nahezu parallel zu den
GFI11-36S-Zellen mit geringerem Schaden. Nach 120 min betrug die Anzahl an yH2AX-
Foci in den GFI1-36N-Thymozyten noch ca. 45% von der maximalen Anzahl an
Foci/Zelle (nach 60 min). Bei den GFI1-36S-Proben betrug die Anzahl an Foci nach
120 min noch ca. 30% des Maximalwertes. Die mittlere Anzahl an Foci/Zelle in den
GFI1-KD-Zellen ist nach 120 min nur etwas geringer (8,45 +5,37) als nach dem
Maximum bei 60 min (10,35 £8,48) (Abb. 31 C). Zusammenfassend hatten die GFI1-
36N- und die GFI1-KD-Zellen mehr yH2AX-Foci und demnach mehr durch Bestrahlung
induzierten DNA-Schaden. Der Schaden nahm in den GFI1-36S- und GFI1-36N-
Thymoyzten nach 120 min wieder ab, wohingegen die Anzahl an Foci in den GFI1-KD-

Zellen nur langsam abnahm.
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Abbildung 31: Hoherer DNA-Schaden nach Bestrahlung in GFI1-36N- und GFI1-KD-
Thymozyten als in GFI1-36S-Thymozyten
Dargestellt sind die Ergebnisse eines (von vier) yH2AX-Assays. GFI1-36N- und GFI1-36S-

sowie GFI1-KD-Thymozyten wurden mit 2 Gy bestrahlt. Der DNA-Schaden wurde mittels
yH2AX-Assay 30, 60 und 120 min nach der Bestrahlung gemessen. Zur Bestimmung der
Foci/Zelle wurde Imaris verwendet. In A) ist die Anzahl an Foci/Zellen [%] (x% Zellen haben
y Foci) dargestellt. Es wurden 50 - 197 Zellen pro Bedingung ausgewertet. In B) sind die
Ergebnisse ohne Bestrahlung dargestellt. Die nicht bestrahlten Proben wurden zusammen
mit dem 60 min Zeitpunkt (nach Bestrahlung) durchgefiihrt. Es wurden 50 - 176 Zellen pro
Bedingung ausgewertet. Aufgetragen ist die Anzahl an Foci/Zellen [%]. In C) ist die mittlere
Anzahl Foci/Zelle (Gesamtanzahl Foci/Gesamtzahl Zellen) dargestellt. Mittelwert £+ SD;
GFI1-36N vs. GFI1-36S: p*=0,044; GFI1-KD vs.GFI1-36S: p*=0,037.
Zur Uberprufung der Ergebnisse des yH2AX-Assay wurde der Comet-Assay
verwendet. Der Comet-Assay hat seinen Namen daher, dass die Zellen nach der
Elektrophorese wie ein Komet aus einem Kopf und einem Schweif bestehen. Der
Schweif enthalt die geschadigte, fragmentierte DNA und im Kopf ist die unbeschadigte
DNA zu finden (Pu et al., 2015; Lu et al., 2017). In dieser Arbeit wurde der alkalische
Comet-Assay verwendet. Mit dem alkalischen Comet-Assay kénnen u.a. DSB und
SSB nachgewiesen werden (Olive and Banath, 2006; Pu et al., 2015). Zur Auswertung
des Comet-Assays bzw. zur Angabe des DNA-Schadens in den Einzelzellen wurde
der mittlere Tail Moment mithilfe der Open Comet Software sowie dem CaspLab-
Programm analysiert. Der Parameter ,Tail Moment® ist das Produkt aus Schweiflange
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und prozentualem Anteil der DNA im Schweif (Gyori et al., 2014). Wie bereits beim
yH2AX-Assay, wurde hier zunachst die Funktionalitit des Assays mittels
unterschiedlicher Bestrahlungsintensitdten nachgewiesen. Es wurden Thymozyten
aus WT-Mausen mit 5 Gy und 30 Gy bestrahlt. Als Kontrolle dienten nicht bestrahlte
Thymozyten. Es konnte gezeigt werden, dass der mittlere Tail Moment mit steigender
Bestrahlungsintensitat zunimmt und in nicht bestrahlten Zellen nahezu null betragt
(Abb. 32).

400 A

w

o

o
1

200 A

100

mittlerer Tail Moment

Q “ ’bb

Bestrahlungsintensitat [Gy]

Abbildung 32: Test Comet-Assay

Zur Uberpriifung der Funktion des alkalischen Comet-Assays wurden Thymozyten mit 5 Gy
und 30 Gy bestrahlt. Als Kontrolle wurden nicht bestrahlte Thymozyten verwendet. Der
Comet-Assay wurde 60 min nach Bestrahlung durchgefihrt. Es wurden ca.
50 Zellen/Bedingung ausgewertet. Fir die Bestimmung des mittleren Tail Moments wurde
die Open Comet Software verwendet. Mittelwert £ SD

Da 5 Gy bereits gentigten, um ausreichend Schaden zu induzieren und diesen mittels
Comet-Assay zu detektieren, wurden die Thymozyten der GFI1-36S-, GFI1-36N-
sowie GFI1-KD-Mause in vitro mit 5 Gy bestrahlt und anschliel3end wurde der Comet-
Assay nach 15, 30, 45 und 60 min durchgefihrt. Als Kontrolle wurden nicht bestrahlte
Thymozyten des jeweiligen Genotyps verwendet (Nolr) (Abb. 33).

unterschiedliche
Zeitpunkte
Bestrahlung (5 Gy) 15, 30, 45, 60 min

Thymozyten-
Isolation ’. .‘. % Comet-Assay
Vo —> apgd

bendtigter  Thymozyten C"L ———> Comet-Assay
Genotyp == direkt

keine Bestrahlung (0 Gy)

Abbildung 33: Schematische Versuchsdurchfihrung Comet-Assay
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Zunachst wurde der Comet-Assay mit GFI1-36S- und GFI1-36N-Thymozyten
durchgefiihrt. In Abbildung 34 ist eins von drei Ergebnissen dargestellt. Ohne
Bestrahlung hatten die Zellen keinen Schweif und somit nahezu keine DNA-Fragmente
bzw. DNA-Schéaden (Pu et al., 2015). Die Grol3e sowie die Intensitat des Schweifs und
somit der DNA-Schaden war nach 15 min in beiden Genotypen am grof3ten. In den
GFI1-36N-Thymozyten wurde der Schweif nach Bestrahlung jedoch groR3er als in den
GFI1-36S-Thymozyten (Abb. 34 A). Dies spiegelte sich auch in den mittleren Tail
Momenten wider. Beide Genotypen hatten ohne Bestrahlung nahezu den gleichen
mittleren Tail Moment und somit nahezu den gleichen DNA-Schaden. Mit Bestrahlung
stieg der mittlere Tail Moment bei den GFI1-36N-Thymozyten 15 min nach der
Bestrahlung auf bis zu 16,21 +4,63, wohingegen der mittlere Tail Moment in den GFI1-
36S-Thymozyten auf lediglich 8,73 £3,31 anstieg und somit nur ca. halb so grof3 war
wie in GFI1-36N-Thymozyten. In den GFI1-36S-Thymozyten war der mittlere Tail
Moment bereits nach 45 min geringer (2,31 +0,95) als in den nicht bestrahlten
Kontrollzellen (4,16 +2,44), der DNA-Schaden war in diesen Zellen somit nahezu
repariert. Bei den GFI1-36N-Thymozyten nahm der mittlere Tail Moment nach 15 min
deutlich ab. Dennoch erreichten die bestrahlten GFI1-36N-Thymozyten nach 60 min
nicht ganz den Wert der nicht bestrahlten Zellen (5 Gy: 5,26 £3,10; NolR: 4,90 £2,05).
Der mittlere Tail Moment bzw. der DNA-Schaden Uber die gesamte Zeit war, wie
bereits beim yH2AX-Assay, in GFI1-36N-Thymozyten signifikant (p=0,008) hoher als
in GFI11-36S- Thymozyten (Abb. 34 B).
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Abbildung 34: Hoherer direkter DNA-Schaden nach Bestrahlung in GFI1-36N-

Thymozyten als in GFI1-36S-Thymozyten
Dargestellt ist einer von drei alkalischen Comet-Assays mit murinen GFI1-36N- und GFI1-
36S-Thymozyten. Die Zellen wurden mit 5 Gy bestrahlt und der DNA-Schaden wurde nach
0, 15, 30, 45 und 60 min gemessen. Als Kontrolle wurde der Comet-Assay mit Zellen ohne
Bestrahlung (NolIR) durchgefiuihrt. A) Reprasentative Bilder von Kometen ohne Bestrahlung
und 15 min bzw. 60 min nach Bestrahlung. Die Bilder wurden mit dem Zeiss Axio
Observer.Z1 and Apotome aufgenommen. In B) ist die graphische Auswertung dargestellt.
Es wurden 34-65 Zellen pro Bedingung ausgewertet. Zur Bestimmung des Tail Moments
wurde die Comet-Assay Software von CaspLab verwendet. Mittelwert = SD; **p=0,008
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Der gleiche Versuchsaufbau wurde mit GFI1-KD-Thymozyten im Vergleich mit Gfil-
36S-Thymozyten durchgefihrt. In Abbildung 35 ist ein reprasentatives Ergebnis des
Comet-Assays dargestellt. Die nicht bestrahlten Kontrollen von beiden Genotypen
hatten nahezu keinen Comet-Schweif bzw. keinen DNA-Schaden. Nach der
Bestrahlung wurde der Schweif deutlich gro3er und erreichte beim 30 min-Zeitpunkt
sein Maximum (Abb. 35 A). Bei der Auswertung der mittleren Tail Momente wurde
deutlich, dass die GFI1-KD-Thymozyten nur nach 30 min einen Unterschied
gegenuber den Gfil-36S-Thymozyten zeigten. Nach 30 min war der Tail Moment der
GFI1-KD-Zellen (33,14 £15,09) hoher als der der Gfil-36S-Zellen (20,44 +4,39). Bei
allen anderen Zeitpunkten konnte kein groRer Unterschied zwischen den zwei

Genotypen festgestellt werden (Abb. 35 B).
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Abbildung 35: Comet Assay der GFI1-KD- und Gfil-WT-Thymozyten

Dargestellt ist ein reprasentativer Comet-Assay von GFI1-KD- und Gfi1-36S-Thymozyten.
Der Comet-Assay wurde 15, 30, 45 und 60 min nach Bestrahlung (5 Gy) durchgefiihrt. Als
Kontrolle wurde der Comet-Assay mit Zellen des jeweiligen Genotyps ohne Bestrahlung
(NolIR) durchgefihrt. A) Reprasentative Bilder von Kometen ohne Bestrahlung, 30 min und
60 min nach Bestrahlung. Die Bilder wurden mit dem Zeiss Axio Observer.Z1 and Apotome
aufgenommen. In B) ist die graphische Auswertung der mittleren Tail Momente von
GFI1-KD- und Gfil-36S-Thymozyten im Vergleich dargestellt. Es wurden 22-50 Zellen
ausgewertet. Zur Bestimmung des Tail Moments wurde die Comet-Assay Software von
CasplLab verwendet. Mittelwert £ SD

Die GFI1-36N- sowie GFI1-KD-Thymozyten zeigten nach Bestrahlung sowohl indirekt
als auch direkt einen hoheren DNA-Schaden als GFI1-36S-Zellen. Je nach DNA-
Schaden werden in den Zellen unterschiedliche Reparaturwege eingeleitet
(Dexheimer, 2013). Bei der Untersuchung mittels yH2AX-Assay und Comet-Assay
kann lediglich eine Aussage zum DNA-Schaden sowie zur DNA-Reparatur allgemein
getroffen werden, nicht aber welcher DNA-Reparaturweg ggf. gehemmt oder
hochreguliert ist. Deshalb wurde die Fahigkeit der Zellen, die homologe Rekombination

durchzufiihren, mittels Plasmid-basiertem Assay naher untersucht. Hierfir wurden
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murine Zellen in vitro mit zwei Plasmiden transfiziert. Diese zwei Plasmide bilden nach
erfolgreicher HR ein HR-Produkt, welches mit einem speziellen Primer mittels RT-PCR
detektiert werden kann (Abb. 36). In Zellen mit hoher ,Expression” des HR-Produkts
wird dementsprechend héaufiger die HR durchgefuhrt. Zunédchst wurde der HR-Assay
mit GFI1-36S- und GFI1-36N-Lin-nicht leukdmischen Zellen ohne vorherige
Bestrahlung durchgefiihrt (Abb. 36). Die Expression des HR-Produkts der GFI1-36S-
nicht leukamischen Zellen wurde auf eins gesetzt und die Fold-change Expression der
GFI1-36N-Zellen hierzu normalisiert. Die GFI1-36N-Lin-Zellen zeigten eine héhere
Fold-change Expression des HR-Produkts und somit eine hohere HR-Rate als die
GFI1-36S-Lin-Zellen (1,47 £1,04 vs. 1,00 £0,61) (Abb. 37 A). Des Weiteren wurde die
Expression des HR-Produkts in den zwei Genotypen nach einer zusatzlichen
Bestrahlung mit 2 Gy untersucht (Abb. 36). Einen Tag nach der zusatzlichen
Bestrahlung, war die Fold-change Expression des HR-Produkts in GFI1-36N-nicht
leukamischen Zellen im Vergleich zu den GFI1-36S-nicht leukdmischen Zellen
deutlich angestiegen (3,60 £1,67 vs. 1,00 +1,22) und der Unterschied war nahezu
doppelt so hoch wie in nicht bestrahlten GFI1-36N-Zellen (1,47 £1,04) (Abb. 37 B).

24h
Lin/KM Transfektion Bestrahlung |nkubation
Isolation 48h (2 Gy) ——
24-48h Inkubation u.v.qg S
— —— - _
N a—> —_ DNA-Isolation —> RT-PCB
GFI1-36S  Isolierte Zellen P’Y*L —_ Detektion: HR'F;:“’”'“
GFI1-36N kultivieren Keine Bestrahlung ikt Backbone

Abbildung 36: Schematischer Versuchsaufbau des Homologen-Rekombinations-
Assays

GFI11-36S- und GFI1-36N-Lin- bzw. -leukdmische Knochenmarkzellen wurden mit den
Plasmiden des ,Homologous Recombination Assay Kit® transduziert. Bei einem
Versuchsaufbau wurden die Zellen 24 h vor der DNA-Isolation mit 2 Gy bestrahlt. Beim
anderen Versuchsaufbau wurden die Zellen 48 h nach der Transfektion direkt flr die
RT-PCR vorbereitet. Es wurden Primer zur Detektion des HR-Produktes eingesetzt und als
Kontrolle wurden Primer zur Detektion des ,,Primer-Backbones” verwendet.
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Abbildung 37: Hohere HR-Rate in GFI1-36N-nicht leuk&mischen Zellen gegenlber
GFI1-36S-nicht leukdmischen Zellen

Durchgefiihrt wurde der Homologe Rekombinations-Assay mit Lin-nicht leukdmischen
Zellen aus GFI1-36S- und GFI1-36N-Mausen. Die Ergebnisse der Expression des HR-
Produkts wurden zu den Ergebnissen des Backbones normalisiert. Die Fold-change
Expression der GFI1-36N-Zellen wurde relativ zu denen der GFI1-36S-Zellen berechnet. In
A) sind die Ergebnisse des HR-Assays ohne zusatzliche Bestrahlung dargestellt. n=3;
Mittelwert £+ SEM. In B) sind die Ergebnisse des HR-Assays mit zusatzlicher Bestrahlung
dargestellt. n=2; Mittelwert + SD

Als Nachstens wurde die Fahigkeit, die HR durchzufihren, in leukdmischen
Knochenmarkzellen aus, mit MLL-AF9-transplantierten Mausen untersucht. Bei dieser
Analyse konnte ohne zusatzliche Bestrahlung gezeigt werden, dass die Fold-change
Expression des HR-Produktes in GFI1-36N-leukdmischen Zellen geringer war
(0,36 £0,92) als in den GFI1-36S-leukamischen Zellen (1,00 +1,33). Die GFI1-36N-
leukamischen Zellen hatten somit eine niedrigere HR-Rate als die leukamischen Zellen
mit GFI1-36S-Genotyp (Abb. 38 A). Des Weiteren wurde die Fold-change Expression
des HR-Produkts der GFI1-36S- bzw. GFI1-36N-leukamischen-Zellen zu den
dazugehdrigen GFI1-36S- bzw. GFI1-36N-nicht leukéamischen Zellen normalisiert.
Hierbei wurde festgestellt, dass es zwischen den GFI1-36S-leukéamischen Zellen
(1,00 £0,99) und den GFI1-36S-nicht leuk&mischen Zellen (1,00 +0,61) keinen
Unterschied in der Fold-change Expression des HR-Produkts gab. Dagegen war der
Unterschied zwischen den GFI1-36N-leukamischen Zellen und den GFI1-36N-nicht
leuk&mischen Zellen deutlich groRer. Die GFI1-36N-leuk&mischen-Zellen hatten eine
geringere Fold-change Expression des HR-Produkts (0,24 +0,56) als die GFI1-36N-
nicht leukdmischen Zellen (1,00 =0,81) (Abb. 38 B). Somit hatten GFI1-36N-
leuk&mische Zellen eine geringere HR-Rate als GFI1-36S-leukamische Zellen und
GFI1-36N-nicht leukamische Zellen (Abb. 38).
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Abbildung 38: Geringere HR-Rate in GFI1-36N-leukdmischen Knochenmarkzellen als in
GFI1-36S-leukdmischen und nicht leukdmischen Zellen

A) Durchgefuhrt wurde der Homologe Rekombinations-Assay mit GFI1-36S- und
GFI11-36N-leukéamischen Knochenmarkzellen aus transplantierten M&usen (MLL-AF9).
Dargestellt sind die Ergebnisse der RT-PCR des HR-Produkts normalisiert zur Expression
des ,Primer-Backbones®. Die normalisierten Ergebnisse der GFI1-36N-MLL-AF9-Zellen
wurden relativ zu den normalisierten Ergebnissen der GFI1-36S-MLL-AF9-Zellen
berechnet. GFI1-36S-MLL-AF9: n=5, GFI1-36N-MLL-AF9: n=3, Mittelwert + SEM. In B)
wurden die Ergebnisse der RT-PCR von den GFI1-36S- und GFI1-36N-leukdmischen
Zellen aus A) zu den dazugehérigen nicht bestrahlten GFI1-36S- bzw. GFI1-36N-nicht

leukamischen Zellen aus Abb. 37 A) normalisiert. GFI1-36S-Lin : n=3, GFI1-36S-MLL-AF9:
n=5, GFI1-36N-Lin & -MLL-AF9: n=3, Mittelwert + SEM

Bei den Analysen der DNA-Schéaden nach Bestrahlung wurden Unterschiede zwischen
den GFI1-36N- und GFI1-KD-Zellen im Vergleich mit den GFI1-36S-Zellen gefunden.
Aulerdem zeigten die funktionellen Untersuchungen zur HR-Rate Veranderungen
zwischen GFI1-36N-Zellen im Vergleich mit GFI1-36S-Zellen und es wurden
Unterschiede in der DNA-Reparaturkapazitéat zwischen GFI1-36N-nicht leuk&mischen
und GFI1-36N-leukdmischen Zellen detektiert. Damit diese detektierten Unterschiede
besser nachvollzogen werden konnten, wurde die Genexpression von 84 DNA-
Reparaturgenen mittels RT?-Profiler PCR-Array naher untersucht. Hierzu wurden
Thymozyten aus nicht leukdmischen M&usen mit und ohne Bestrahlung sowie
leukamische Knochenmarkzellen (MLL-AF9) aus transplantierten Mausen mit 5 Gy
Bestrahlung und ohne Bestrahlung verwendet. Die Bestrahlung fand eine Stunde vor
der Probenvorbereitung statt. In den GFI1-36N-Zellen wurden 20 Gene gefunden,
welche in mindestens zwei Zelltypen grof3e Unterschiede in deren Expression (Fold-
change Expression 22 bzw. <-2), im Vergleich zu GFI1-36S-Zellen zeigten. Die
meisten der Gene hatten eine geringere Expression in GFI1-36N-Zellen und dabei vor
allem in GFI1-36N-leukédmischen Zellen. Unter den besten Ergebnissen kamen die
Gene Mgmt, Apex1, Oggl und Rad51b vor. Mgmt war in allen getesteten GFI1-36N-
Zellen gegenuber den GFI1-36S-Zellen herunterreguliert. Lediglich Cdknla hatte eine

hohere Expression in GFI1-36N-leukamischen Zellen und Chek2 zeigte eine hbhere
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Expression in bestrahlten Thymozyten aus nicht leukdmischen GFI1-36N-M&ausen
(Tab. 16).

Tabelle 16: Liste der veranderten DNA-Schadensantwortgene in GFI1-36N-Zellen im
Vergleich mit GFI1-36S-Zellen

Dargestellt sind die Gene, welche in mindestens zwei Proben eine Fold-change Expression
von 22 bzw. <-2, zwischen GFI1-36N- und GFI1-36S-Zellen zeigten. Die Ergebnisse

stammen vom RT2 Profiler PCR Array ,DNA Damage Signaling Pathway*”. Es wurden
folgende Zelltypen getestet: nicht bestrahlte und bestrahlte Thymozyten sowie nicht
bestrahlte und bestrahlte leukdmische (MLL-AF9) Knochenmarkzellen. Die Bestrahlung
wurde mit 5 Gy eine Stunde vor Probenvorbereitung durchgefiihrt. Zur Normalisierung der
Array-Ergebnisse wurden 5 Haushaltsgene (eng.: housekeeping genes) mitgetestet und
zur Validierung der Ergebnisse wurden 5 Kontrollen (GDC, PPC & RTC) verwendet.
Negative Werte: geringe Genexpression in GFI1-36N; positive Werte: hohere
Genexpression in GFI1-36N (griin); pro Zelltyp: n=1

GFI1-36N vs. GFI1-36S
KM von KM von
Thygnoezyyten Thyr5noGZyyten leukamischen leukamischen

Gen Mausen 0 Gy  Mausen 5 Gy
Mgmt (-2.53) (-2.21) (-2.57) (-3.05)
Chek2 (+2.22) (-3.94) (-4.32)
Apex1 (-3.21) (-3.00)
Cdc25c (-2.67) (-2.50)
H2afx (-3.27) (-2.79)
Mcphl (-3.23) (-2.89)
Nthl1l (-4.32) (-3.10)
Xrccb6 (-2.11) (-2.51)
Abll (-2.27) (-2.09)
Cdc25a (-2.60) (-2.96)
Fancg (-2.54) (-3.01)
MIh3 (-2.60) (-2.61)
Ogg1l (-2.85) (-2.35)
Rad51b (-2.57) (-2.43)
Ung (-4.41) (-2.84)
Xrcc2 (-3.58) (-2.21)
Atm (-2.15) (-2.00)
Cdknla (+2.73) (+2.49)
Fancc (-2.18) (-2.27)
Atr (-2.12) (-2.38)

Beim Vergleich der Genexpression der DNA-Schadensantwortgene in GFI1-KD-Zellen
im Verhaltnis zu GFI1-36S-Zellen, wurden deutlich mehr Abweichungen detektiert.
Nahezu alle Gene zeigten eine geringere Expression in GFI1-KD-Zellen im Vergleich

mit GFI1-36S-Zellen (Tab. 17). Es wurden 20 Gene gefunden, welche in mindestens
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drei der vier getesteten Zelltypen eine Fold-change Expression von <-2 in den GFI1-
KD-Zellen gegeniiber der GFI1-36S-Zellen hatten. Es gab einige Uberschneidungen
mit den Genen, welche bereits eine niedrigere Expression in GFI1-36N-Zellen hatten,
z.B. Oggl, Rad51b, Apex1, Mgmt und weitere Gene. Mgmt zeigte die niedrigste Fold-
change Expression in GFI1-KD-Zellen und war, wie bereits bei den GFI1-36N-Zellen,
in allen GFI1-KD-Zellen herunterreguliert (Tab. 17).

Tabelle 17: Liste der veranderten DNA-Schadensantwortgene in GFI1-KD-Zellen im
Vergleich mit GFI1-36S-Zellen

Dargestellt sind die Gene, welche in mindestens drei GFI1-KD-Proben eine Fold-change
Expression von <-2 oder in einer Probe <-2 und einer anderen <-3,5 gegenuber GFI1-36S-

Proben hatten. Die Ergebnisse stammen vom RTzProﬁ/er PCR Array ,DNA Damage
Signaling Pathway*. Es wurden folgende Zelltypen getestet: nicht bestrahlte und bestrahlte
Thymozyten sowie nicht bestrahlte und bestrahlte leukdmische (MLL-AF9)
Knochenmarkzellen. Die Bestrahlung wurde mit 5 Gy eine Stunde vor Probenvorbereitung
durchgefuhrt. Zur Normalisierung der Array-Ergebnisse wurden 5 Haushaltsgene (eng.:
housekeeping genes) mitgetestet und zur Validierung der Ergebnisse wurden 5 Kontrollen
(GDC, PPC & RTC) verwendet. Negative Werte: geringe Genexpression in GFI1-KD; pro
Zelltyp: n=1

GFI1-KD vs. GFI1-36S
Thymozyten Thymozyten Ieull<<<":"1vlm\i/socnhen Ieulfé'ivlm\i/socnhen

Genname 0 Gy 5 Gy Méausen 0 Gy Méausen 5 Gy
Mgmt (-6,56) (-6.15) (-2.66) (-2.95)
Apexl (-2.77) (-3.90) (-5.09)
Cdc25c (-3.43) (-2.07) (-2.14)
H2afx (-2.24) (-2.07) (-2.21)
Mcphl (-3.55) (-2.49) (-2.86)
Nthil (-2.23) (-2.37) (-4.84) (-3.50)
Xrccb (-2.38) (-2.22) (-3.67)
Rad1 (-2.75) (-2.17) (-2.10)
Rpal (-2.25) (-2.31) (-2.72)
Nbn (-2.95) (-2.08) (-2.08)
Trp53bpl (-2.10) (-2.26) (-2.60)

Chek?2 (-2.69) (-4.79)
Cdc25a (-2.95) (-2.50) (-3.09)
MIh3 (-4.84) (-2.42)
Ogg1l (-3.26) (-3.54)
Rad51b (-3.40) (-2.15) (-2.68)
Ung (-4.58) (-4.16)
Xrcc2 (-2.15) (-2.65) (-2.29)
Fanca (-3.68) (-2.99) (-3.00)
Ligl (-2.59) (-2.30) (-3.00)
Rad51 (-3.40) (-2.12) (-2.15)
Brca2 (-2.41) (-2.28) (-2.13)
Bripl (-2.84) (-2.82) (-2.66)
Chek1 (-2.16) (-2.75)
Mdc1l (-2.07) (-2.01) (-2.112)
Poli (-2.54) (-2.31) (-2.62)
Rad52 (-2.43) (-2.01)

Atm (-2.97) (-4.51)
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In Abbildung 39 sind die Werte der Fold-change Expression von Mgmt in den
unterschiedlichen Zellentypen noch einmal separat aufgezeigt. Die Ergebnisse der
GFI1-36N- sowie der GFI1-KD-Proben wurden relativ zu der dazugehérigen GFI1-
36S-Probe berechnet. Sowohl in den getesteten GFI1-36N-Zellen als auch in den
Zellen mit niedrigem GFl1-Level, war Mgmt gegenuber den GFI1-36S-Zellen
herunterreguliert (Abb. 39).
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Abbildung 39: Geringere Mgmt-Expression in GFI1-36N- und GFI1-KD-Zellen gegentber
GFI11-36S-Zellen

Dargestellt sind die Ergebnisse der Mgmt-Expression aus Tabelle 16 und 17 des RT2
Profiler PCR Arrays ,DNA Damage Signaling Pathway”. Getestet wurden von dem
GFI1-36S-, GFI1-36N- und GFI1-KD-Genotyp jeweils nicht bestrahlte (0 Gy) und bestrahlte
(5 Gy) Thymozyten sowie leukdmische (MLL-AF9) Knochenmarkzellen. Die Ergebnisse der
GFI1-36N- sowie GFI1-KD-Proben wurden nach der Normalisierung zu den
Haushaltsgenen (engl.: housekeeping genes) zu den jeweiligen dazugehdrigen GFI1-36S-
Zellen normalisiert. n=1

4.2.2 GFI1-KD- sowie GFI1-36N-leukdmische Zellen haben niedrigere
Mgmt-Level

Die Ergebnisse der RT?-Profiler PCR Arrays lieferten erste Hinweise, dass die Mgmt-
Expression in GFI1-36N- und GFI1-KD-Zellen gegeniber GFI1-36S-Zellen
herunterreguliert ist. Zur Uberpriifung dieser Ergebnisse wurden zunachst RT-PCRs
zur Untersuchung der Mgmt-Expression durchgefuhrt. Die Ergebnisse der Mgmt-
Expression wurden mit Hilfe der Hprt-Expression normalisiert. Die normalisierten
Werte der GFI1-36N- und GFI1-KD-Proben wurden dann relativ zu den normalisierten
Werten der GFI1-36S-Proben kalkuliert und dargestellt. Als erstens wurde die Mgmt-
Expression in nicht bestrahlten und bestrahlten (5 Gy) Thymozyten aus GFI1-36S-,
GFI1-36N- sowie GFI1-KD-nicht leukamischen Mausen uberprift. In GFI1-36N-
(0,62 +£0,16) und GFI1-KD-Thymozyten (0,50 +0,18) konnte bereits ohne vorherige
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Bestrahlung eine niedrigere Expression von Mgmt detektiert werden als in GFI1-36S-
Thymozyten (Abb. 40 A). Mit zusatzlicher Bestrahlung von 5 Gy wurde die Fold-change
Expression von Mgmt in GFI1-36N-Thymozyten (0,54 £0,29) im Vergleich mit GFI1-
36S-Thymozyten noch etwas geringer. Die GFI1-KD-Thymozyten zeigten nach
Bestrahlung eine signifikant geringere Mgmt-Expression (0,32 +0,15; p=0,044)
gegenuber den GFI1-36S-Thymozyten (Abb. 40 B). Somit konnten die Ergebnisse der
nicht bestrahlten und bestrahlten Thymozyten des RT?-Profiler PCR Arrays bestatigt
werden. Die Genexpression von Mgmt in GFI1-36N- und GFI1-KD-Thymoyzten war
geringer als in den GFI1-36S-Thymozyten (Abb. 40).
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Abbildung 40: Geringere Mgmt-Expression in GFI1-36N- und GFI1-KD-Thymozyten
gegentber GFI1-36S-Thymozyten

Hier dargestellt sind die RT-PCR-Ergebnisse, der Expression von Mgmt in GFI1-36S-,
GFI1-36N- und GFI1-KD-Thymozyten. Die Mgmt-Expression wurde relativ zur
Hprt-Expression kalkuliert. Die normalisierte Mgmt-Expression der GFI1-36N- und GFI1-
KD-Thymozyten wurde dann relativ zur Mgmt-Expression in GFI1-36S-Thymozyten
berechnet. A) Mgmt-Expressionslevel in nicht bestrahlten Thymozyten. n=3;
Mittelwert + SEM. B) Thymozyten wurden mit 5 Gy bestrahlt und die Mgmt-Expression
wurde 1 h nach Bestrahlung mittels RT-PCR uberprift. n=3; *p=0,044; Mittelwert + SEM

Zur Untersuchung, ob die geringere Genexpression von Mgmt auch einen Einfluss auf
das Proteinlevel hat, wurden Western Blots zur Detektion von Mgmt durchgefihrt.
Dabei wurde ein Antikérper verwendet, welcher neben dem ,normalen®, nicht
ubiquitinierten Mgmt auch ubiquiniertes Mgmt detektieren kann. MGMT wird
ubiquitiniert sobald das Enzym eine O6-MeG-Lasion repariert hat und durch die
Reparatur eine zusatzliche Alkylgruppe besitzt. Nach der Ubiquitinierung wird MGMT
durch Proteasome abgebaut. Ubiquitiniertes MGMT ist somit inaktiv und steht der Zelle
nicht mehr zur Reparatur zur Verfligung (Srivenugopal et al., 1996; Xu-Welliver and
Pegg, 2002; Kaina et al., 2007). In Abbildung 41 sind die Western Blot-Ergebnisse der
Analysen von GFI1-36S-, GFI1-36N- und GFI1-KD-Thymozyten zu sehen. In
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Abbildung 44 A und B wurden die Blots dargestellt in C und D wurden die Intensitaten
der Mgmt-Banden relativ zu der dazugehdérigen Lamin B1-Kontrollbande berechnet.
Bei der Analyse des Mgmt-Levels in GFI1-36N-Thymoyzten konnte gezeigt werden,
dass diese Zellen nahezu kein aktives Mgmt besitzen (Abb. 41 A). In nicht bestrahlten
GFI1-36N-Thymoyzten lag sowohl das aktive, nicht ubiquitinierte als auch das
ubiquitinierte Mgmt in deutlich niedrigeren Leveln vor als in den GFI1-36S-
Thymoyzten. Das nicht ubiquitinierte, aktive Mgmt war ca. 8-fach und das ubiquitinierte
und dadurch inaktive Mgmt war ca. 15-fach hoher in den GFI1-36S-Thymozyten
gegenuber GFI1-36N-Thymozyten. (Abb. 41 C). Das ubiquitinierte Mgmt hatte in den
bestrahlten GFI1-36N-Thymozyten eine relative Bandenintensitat von 1,75 und war
dadurch starker als in nicht bestrahlten Thymozyten (0,13). Dennoch war die relative
Intensitat der ubiquitinierten Mgmt-Bande in bestrahlten homozygoten GFI1-36N-
Thymozyten geringer (1,75) als in bestrahlten GFI1-36S-Thymozten (2,27) (Abb. 41 A
& D). Die Tendenz des Mgmt-Levels in nicht bestrahlten GFI1-KD-Thymozyten
gegenuber GFI1-36S-Thymozyten war die gleiche wie beim Vergleich mit nicht
bestrahlten GFI1-36N-Thymozyten. Das Mgmt-Level war jedoch in GFI1-KD-
Thymoyzten nicht so stark reduziert, vergleichend zu GFI1-36S-Thymoyzten. Die
relative Bandenintensitat des ubiquitinierten Mgmt war in GFI1-KD-Thymozyten (1,59)
nur minimal niedriger als das in GFI1-36S-Thymoyzten (1,85) (Abb. 41 B & C). Die
Tendenz des Mgmt-Levels in nicht bestrahlten und bestrahlten Thymozyten von GFI1-
36N- und GFI1-KD-Mausen gegenuber GFI1-36S-Mausen, war &hnlich wie die der

Mgmt-Genexpression.
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Abbildung 41: Geringeres Mgmt-Proteinlevel in GFI1-36N- und GFI1-KD-Thymozyten
gegeniiber GFI1-36S-Thymozyten

In A) sind die Ergebnisse des Western Blots zur Detektion von Mgmt von bestrahlten
(+, 5 Gy) und nicht bestrahlten (-) GFI1-36S- und GFI1-36N-Thymozyten dargestellt. Als
Kontrolle wurde Lamin B1 verwendet. Die Proteinisolation der bestrahlten Thymozyten fand
1 h nach der Bestrahlung statt. B) Dargestellt ist das Ergebnis der Western Blot-
Untersuchung zur Detektion von Mgmt in GFI1-KD-Thymozyten. In C) sind die
Bandenintensitaten von Mgmt relativ zur Bandenintensitdt von Lamin Bl der nicht
bestrahlten Proben aus A) und B) dargestellt. In D) sind die Bandenintensitaten von Mgmt
relativ zur Bandenintensitat von Lamin B1 der bestrahlten Proben aus A) dargestellt. Zur
Bestimmung der Intensitat der jeweiligen Bande wurde Fiji verwendet. Mgmt=nicht-
ubiquitiniertes Mgmt; ubMgmt=ubiquitiniertes Mgmt
Um zu untersuchen, ob es einen Unterschied im Mgmt-Niveau zwischen nicht
leukamischen und leukamischen Zellen gibt, wurden Lin-Zellen aus nicht
leukamischen Mausen mit Knochenmarkzellen aus leukamischen-MLL-AF9- Mausen
der drei Genotypen verglichen. Zuné&chst wurde, wie schon bei den Thymozyten, RT-
PCR-Analysen zur Detektion der Mgmt-Expression durchgefihrt. In nicht
leuk&dmischen Zellen war die normalisierte Expression von Mgmt in GFI1-36N-
(0,73 £0,28) und GFI1-KD-Zellen (0,81 £0,21) nur minimal niedriger als in GFI1-36S-
Lin-Zellen (1,00 £0,22) (Abb. 42 A). Der Unterschied der Fold-change Expression von
Mgmt zwischen GFI1-KD- (0,83 0,22) und GFI1-36S-leukdmischen Zellen

(1,00 £0,15) war nahezu der gleiche wie bei den nicht leuk&dmischen Zellen. Dagegen
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hatten GFI1-36N-leukédmische Zellen eine signifikant geringere Mgmt-Expression
gegenuber GFI1-36S-leukdmischen Zellen (0,52 0,17 gegeniber 1,00 0,15;
p=0,041) (Abb. 42 B).
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Abbildung 42: Geringere Mgmt-Expression in GFI1-36N-leukamischen Zellen gegeniiber
GFI1-36S-leukdmischen Zellen

Hier dargestellt sind die RT-PCR-Ergebnisse, der Mgmt-Expression in murinen GFI1-36S-

GFI1-36N- und GFI1-KD- A) nicht leukdmischen Vorlauferzellen (Lin -Zellen) (n=4) und B)
leuk&mischen Zellen (MLL-AF9) (n=3). Die Mgmt-Expression wurde zu der Hprt-Expression
normalisiert. Dargestellt sind die Mgmt-Expressionslevel von GFI1-36N- und GFI1-KD-
Zellen relativ zur Mgmt-Expression in GFI1-36S-Zellen. *p=0,041; Mittelwert + SEM

AnschlieBend wurde das Mgmt-Proteinlevel mittels Western Blot gemessen. In den
nicht leukdmischen Lin-Zellen gab es keine Unterschiede zwischen GFI1-36S- und
GFI1-36N-Zellen. Bereits bei der Proteinfarbung auf dem Gel konnte gezeigt werden,
dass es keine Abweichungen zwischen den GFI1-Genotypen gab. AuRerdem wurde
kein inaktiviertes bzw. ubiquitiniertes Mgmt detektiert (Abb. 43 A). Bei der Berechnung
der Intensitat der Mgmt-Bande zur Lamin B1-Bande wurde dieses Ergebnis bestatigt
(Abb. 43 B).
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Abbildung 43: Kein Unterschied des Mgmt-Proteinlevel in GFI1-36S- und GFI1-36N-
nicht leukdmischen Zellen

Dargestellt sind die Western Blot-Ergebnisse zu Detektion von Mgmt in murinen GFI11-36S-

und GFI1-36N-Lin -Zellen (nicht leuk&dmische Vorlauferzellen). Die Bandenintensititen von
Mgmt wurden relativ zur Bandenintensitat von Lamin B1 kalkuliert. Zur Bestimmung der
Intensitét der jeweiligen Bande wurde Fiji verwendet.
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In GFI1-36N-leuk&mischen Zellen war das aktive, nicht ubiquitinierte Mgmt-
Proteinlevel, wie bereits die Mgmt-Genexpression, geringer im Vergleich mit GFI1-
36S-leukadmischen Zellen (GFI1-36S: 1,17; GFI1-36N: 0,89). Des Weiteren lag das
ubiquitinierte Mgmt-Protein in GFI1-36N-leuk&mischen Zellen ca. 2,5-fach hoher als in
den GFI1-36S-Proben vor (Abb. 44 A & C). In GFI1-KD-leuk&dmischen Zellen wurde
nahezu kein aktives, nicht ubiquitiniertes Mgmt detektiert (Abb. 44 B & C). Dagegen
lag das Level an inaktivem, ubiquitiniertem Mgmt in GFI1-KD-leukdmischen Zellen fast
um das 4-fache hoher als in GFI1-36S-Zellen und war zudem hoher als in GFI1-36N-
leukamischen Zellen (Abb. 44 C).
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Abbildung 44: Hoheres inaktives und geringeres aktives Mgmt-Proteinlevel in GFI1-36N-
und GFI1-KD- im Vergleich zu GFI1-36S-leukamischen Knochenmarkzellen

In A) sind die Western Blot-Ergebnisse zur Bestimmung des Mgmt-Proteinlevels von
murinen  leukdmischen  GFI1-36S- und GFI1-36N-MLL-AF9-Knochenmarkzellen
dargestellt. Als Kontrolle wurde Lamin B1 verwendet. B) Dargestellt ist das Ergebnis des
Western Blots zur Bestimmung des Mgmt-Proteinlevels von leukdmischen GFI1-KD-MLL-
AF9-Knochenmarkzellen. In C) wurden die Bandenintensitdten von Mgmt relativ zur
Bandenintensitdt von Lamin B1 kalkuliert. Zur Bestimmung der Intensitat der jeweiligen
Bande wurde Fiji verwendet. Mgmt=nicht-ubiquitiniertes Mgmt; ubMgmt=ubiquitiniertes
Mgmt
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Zur weiteren Detektion von méglichen Unterschieden zwischen GFI1-36S- und GFI1-
36N-Zellen wurden Proteom-Analysen durchgefuhrt. Mit dieser Analyse kann genau
und eindeutig nahezu das gesamte Proteom in Zellen untersucht werden (Mann, 2008;
Aebersold and Mann, 2016). Durch diese Eigenschaft kann die Proteomik-Analyse
auch Hinweise auf mdgliche regulatorische Zusammenhénge liefern. Fir die
Proteomik-Analyse  wurde das  Proteom von GFI1-36N-leukamischen
Knochenmarkzellen mit dem Proteom von GFI11-36S-leukamischen
Knochenmarkzellen aus transplantierten MLL-AF9-Mausen mittels
Massenspektrometrie verglichen. Die Analyse wurde in Kooperation mit Herrn Dr.
Ashok Kumar Jayavelu am Max-Planck-Institut flr Biochemie in Miuinchen
durchgefiihrt. Bei der Proteom-Analyse konnte gezeigt werden, dass Mgmt in den
GFI11-36N-leukdmischen Zellen in geringerem Level vorlag als in den GFI1-36S-
leuk&mischen Zellen (Abb. 45). Der log2(fold-change) von Mgmt lag bei -0,729 und
der -log(p-value) bei 4,105 (Abb. 45, gelber Punkt). Somit konnte die zuvor detektierte,
geringere Mgmt-Genexpression (RT-PCR) und das geringere Mgmt-Proteinlevel
(Western Blot) in den GFI1-36N-leuk&dmischen Zellen bestétigt werden. Neben Mgmt
war N-Myc Downstream Regulated 1 (Ndrgl) (log2(fold-change)= -0,553;
- log(p-value) = 3,374) in GFI1-36N-leukamischen Zellen gegeniber GFI1-36S-Zellen
signifikant (p- & g-Wert <0,05) erniedrigt. Insgesamt wurden 643 Proteine gefunden,
welche in GFI1-36N-leukamischen Zellen gegeniiber GFI1-36S-Zellen signifikant
(p- & g-Wert <0,05) erniedrigt waren (Abb. 45 & 46). Darunter befanden sich neben
Mgmt und Ndrgl 10 weitere DNA-Reparaturproteine bzw. Proteine, welche bei der
DNA-Schadensantwort eine Rolle spielen, wie z.B.: Apex1 und Pnkp (Abb. 46). Etwas
mehr Proteine (766) waren in GFI1-36N-leukdmischen Zellen signifikant erhdht
gegenuber den GFI1-36S-leukdmischen Zellen (Abb. 45 & 46). Unter den 766
Proteinen waren u.a. 34 Proteine der DNA-Schadensantwort (Abb. 46). Darunter

wiederrum wurden Culd4b, Dna2 sowie Rad50 detektiert.
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Abbildung 45: Veranderte Proteinlevel in GFI1-36N-leukamischen Zellen gegeniber
GFI1-36S-leukdmischen Zellen

Dargestellt ist der ,Vulcano-Plot“ der Proteome-Analyse von murinen GFI1-36N- im
Vergleich mit murinen GFI1-36S-MLL-AF9 leukamischen Knochenmarkzellen. Detektiert
wurden insgesamt 6.818 Ereignisse. Darunter 1.409 signifikante Ereignisse mit einem
p- und g-Wert von < 0,05. Rote Punkte: Proteinlevel niedriger in GFI1-36N-leukamischen
Zellen (643); griine Punkte: Proteinlevel héher in GFI1-36N-leukamischen Zellen (766);
gelber Punkt: Mgmt; blauer Punkt: Ndrgl; graue Punkte: nicht signifikant; n=4

GFI1-36N  GFI1-36S
]
—

= —
— ————

Gesamt: 643 Proteine

DNA-Reparaturproteine: 12

Gesamt: 766 Proteine

DNA-Reparaturproteine: 34

Abbildung 46: Heatmap der signifikant veranderten Proteine in GFI1-36N- gegentiber
GFI1-36S-leukéamischen Knochenmarkzellen
Dargestellt ist die Heatmap aller signifikant (p- und q-Wert von <0,05) hoch- oder
herunterregulierter Proteine in GFI1-36N-leuk&mischen Zellen gegeniber GFI1-36S-
leukédmischen Zellen aus transplantierten Mausen. Die Ergebnisse stammen von der
Proteom-Analyse (Abb. 45). n=4
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Um zu Uberprifen, ob die unterschiedliche Genexpression auch Auswirkungen auf das
dazugehdrige Proteinlevel hat wurden die Daten der DEGs (RNA-Sequenzierung) mit
den Daten der Proteom-Analyse verglichen. In Abbildung 47 wurden die Ergebnisse
des Vergleichs mithilfe eines UpSet-Plots dargestellt. Es wurden 59 Treffer gefunden,
welche sowohl eine geringere Genexpression als auch ein geringeres Proteinlevel in
GFI1-36N-leukamischen Zellen gegenuber den leukamischen Zellen mit GFI1-36S-
Genotyp zeigten. Darunter befanden sich keine Gene bzw. Protein welche direkt oder
indirekt bei der DNA-Reparatur involviert sind. Dagegen waren 53 Gene bzw. Protein
hoher exprimiert in GFI1-36N-leukamischen Zellen als in GFI1-36S-leuk&mischen
Zellen (Abb. 47). Unter diesen 53 Treffern waren 4 Gene bzw. Proteine, welche eine
Rolle bei der DNA-Reparatur spielen. Darunter befand sich Ndrgl sowie Dna2, Genl
und Cul4b.
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Abbildung 47: Vergleich zwischen differentiell exprimierten Genen und veranderten

Proteinlevel
Dargestellt ist ein Upset-Plot zum Vergleich der DEG (RNA-Sequenzierung) und der
Proteinlevel (Proteom-Analyse). Verglichen wurden die signifikanten DEG (g-Wert von
<0,05) zwischen murinen GFI/1-36N- und GFI1-36S-MLL-AF9-Zellen mit den signifikant
veranderten Proteinlevel (p- u. g-Wert von < 0,05) zwischen murinen GFI1-36N- und
GFI1-36S-MLL-AF9-Zellen. Es wurde unterschieden zwischen Genen/Proteinen, welche
erhoht oder erniedrigt waren in GFI1-36N- gegeniuber GFI1-36S-leukéamischen Zellen.
DEG: n=3; Proteom: n=4

Mit den Uberschneidungen der DEG und Proteinen wurden Netzwerkanalysen mithilfe
des Cytoscape Plug-In ClueGO durchgefiihrt. Hierbei wurden die Kandidaten
verwendet, welche: a) auf Genexpressions- und Proteinebene in den GFI1-36N-
leuk&mischen Proben hoher waren als in den GFI1-36S-leukamischen Proben (53

Kandidaten) sowie b) auf Genexpressions- und Proteinebene in den GFI1-36N-
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leuk&mischen Proben niedriger waren als in den GFI1-36S-leukamischen Proben
(59 Kandidaten). In Abbildung 48 ist das Ergebnis der Analyse der DEG und Proteine,
welche in GFI1-36N-leukamischen Zellen gegeniber GFI1-36S-leukamischen Zellen
verandert waren, dargestellt. Unter den signifikant veranderten Signalwegen befanden
sich u.a. ,DNA strand elongation®, ,flap endonuclease activity“ und ,DNA strand

elongation involved in DNA replication“ (Abb. 48).
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Abbildung 48: Netzwerkanalyse der signifikant verdnderten ,,Signalwege* in GFI1-36N-
gegenlber GFI1-36S-leukdmischen Zellen auf Genexpressions- und Proteinebene

Dargestellt ist das Ergebnis der Netzwerkanalyse der Uberschneidungen der DEG- und der
Proteom-Ergebnisse der murinen GFI1-36N- gegeniiber GFI1-36S-leukdmischen
Knochenmarkzellen. Fir die Analysen wurden die Kandidaten, welche sowohl auf
Genexpressions- als auch Proteinebene in den GFI1-36N-leukamischen Proben signifikant
hoher bzw. niedriger waren, verwendet. Die Analysen wurden mit dem Plug-In ClueGO fir
Cytoscape durchgefihrt.

Zusatzlich wurden die Daten der DEG und Proteom-Analysen mit verfigbaren
Chromatin-Immunpréazipitation (ChIP)-Sequenzierungs-Datensatzen von Gfil aus
CODEX (GSE31657 (Khandanpour et al., 2012), GSE69101 (Goode et al., 2016),
GSE5S0806 (Spooner et al., 2013) und GSE42518 (Moignard et al., 2013)) verglichen.
Dabei wurden drei Gene/Proteine gefunden, welche sowohl auf Genexpressions- als
auch auf Proteinebene in GFI1-36N-MLL-AF9-Zellen gegeniber GFI1-36S-MLL-AF9-
Zellen herunterreguliert waren und bei den ChIP-Sequenzierungs-Daten als mogliche
Gfil-Zielgene identifiziert werden konnten. Unter diesen drei Kandidaten war Ndrgl
(Abb. 49). Bei dem Datensatz GSE69101 war kein deutlicher Peak zu sehen und
wurde deshalb nicht in Abb. 49 dargestellt. Auf der anderen Seite wurden
8 Gene/Protein gefunden, welche in GFI1-36N-MLL-AF9-Zellen gegentiber GFI1-36S-
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MLL-AF9-Zellen hochreguliert waren und in min. zwei der verfigbaren Gfil-ChlP-
Sequenzierungs-Datensatze als potenzielles Gfil-Target detektiert wurden. Unter

diesen 8 Kandidaten befand sich z.B. Ppm1h.
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Abbildung 49: Auszug aus drei ChIP-Sequenzierungs-Analysen zu mdglichen Gfil-
Bindestellen an regulatorischen Elementen des Ndrgl-Gens

Dargestellt sind die Ergebnisse von drei ver6ffentlichten  Gfil-ChlP-
Sequenzierungsergebnissen (GSE31657 (Khandanpour et al., 2012), GSE50806 (Spooner
et al., 2013), GSE42518 (Moignard et al., 2013)). Die Ergebnisse wurden von CODEX
bezogen und mit dem UCSC Genome Browsers dargestellt.

Auf Grund der Unterschiede in der Mgmt-Expression sowie dem Mgmt-Proteinlevel,
besonders zwischen den murinen GFI1-36N-leukamischen Zellen und den GFI1-36S-
leuk&mischen Zellen, wurden die mdglichen Ursachen und mogliche Ansétze diesen
Unterschied therapeutisch auszunutzen naher, analysiert. Die Mgmt-Expression wird
u.a. durch die Methylierung des Mgmt-Promotors reguliert. Die Mgmt-Promotor-
Methylierung hat zur Folge, dass an diesen Stellen das Chromatin verdichtet wird
(Heterochromatin) und dadurch kommt es zu einer verringerten Mgmt-Expression. Ist
der Promotor dagegen nicht methyliert, korreliert dies mit einer hohen Expression und
hohen MGMT-Leveln in den Zellen (Watts et al., 1997; Esteller et al., 1999; Hegi et al.,
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2008). Deshalb wurde zur Analyse, warum das Mgmt-Niveau in GFI1-36N-
leukamischen Zellen im Vergleich zu nicht leukdmischen und GFI1-36S-leukamischen
Zellen geringer war, zunachst ein Bisulfit-Assay durchgefuhrt. Mithilfe des Bisulfit-
Assays kann der Promotor-Methylierungsstatus Uberprift werden. Hierbei werden
zunachst nur die nicht methylierten Cytosine in Uracil umgewandelt und anschlie3end
kénnen diese Veranderungen mit speziellen modifizierten Primeren zum Beispiel per
PCR detektiert werden (Clark et al., 1994; Yamada et al., 2001). Zur spezifischen
Uberpriifung des Mgmt-Promotors wurden dieselben Primer, wie 2001 von Yamada et
al. gegen den nicht methylierten und methylierten Mgmt-Promotor, fir die Bisulfit-PCR
verwendet (Yamada et al., 2001). Anfanglich wurde die Spezifitat der eingesetzten
Primer kontrolliert. Hierfur wurde die unbehandelte DNA aus Thymozyten von GFI1-
36S-nicht leukamischen Mausen isoliert und anschlief3end eine PCR mit den Primern,
gegen die mit Bisulfit behandelte Promotorsequenz, durchgefuhrt. Die Primer fir den
methylierten und nicht methylierten Mgmt-Promotor banden nicht an die normale (nicht
modifizierte) DNA und die Sequenz wurde nicht amplifiziert (Spalte 2 & 3 in Abb. 50).
AulRerdem band der Primer fir die Amplifikation der nicht mit Bisulfit behandelten DNA
nicht an den Promotor der mit Bisulfit-behandelten DNA (Spalte 4 in Abb. 50). Die
Negativkontrollen waren somit negativ und die Primer spezifisch (Abb. 50). Bei der
eigentlichen Untersuchung der Methylierung des Mgmt-Promotors in GFI1-36S- im
Vergleich mit GFI1-36N-Thymozyten konnte gezeigt werden, dass die Thymozyten
beider Genotypen einen nicht methylierte Mgmt-Promotor hatten (Abb. 50). Das deutet

auf eine normale Mgmt-Expression hin.

Thymozyten
Kontrollen GFl1-36S
bp 1 2 3 4 M U

1000 GFI1-36N

500 M U

200

100

Abbildung 50: Kein Unterschied in der Mgmt-Promotor-Methylierung zwischen GFI1-
36S- und GFI1-36N-Thymozyten

Dargestellt sind die Ergebnisse der Bisulfit-PCR in GFI1-36S- und GFI1-36N-Thymozyten.
Zur Kontrolle, dass die Bisulfit-Konvertierung und die PCR funktioniert haben, wurden
folgende Kontrollen durchgefihrt: 1: nicht-modifizierter Primer mit normaler DNA; 2: Primer
fur methylierten Promotor mit normaler DNA; 3: Primer fur nicht-methylierten Promotor mit
normaler DNA,; 4: nicht-modifizierter Primer mit modifizierter DNA. M: methyliert; U: nicht
methyliert
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Dagegen war sowohl in den GFI1-36S- als auch in den GFI1-36N-Lin-Zellen aus nicht
leukamischen Mausen der Mgmt-Promotor methyliert. In den GFI1-36S-nicht
leukamischen Zellen war die Bande, welche auf einen methylierten Promotor
hindeutet, schwacher als in GFI1-36N-nicht leukdmischen Zellen (Abb. 51 A). In den
leuk&dmischen GFI1-36S- und GFI1-36N-Zellen war der Mgmt-Promotor methyliert.
Das deutet auf eine niedrigere Mgmt-Expression hin. Es war kein Unterschied
bezuglich der Mgmt-Promotor-Methylierung in den leukamischen Proben der beiden
GFI1-Genotypen zu sehen (Abb. 51 B).

A B
nicht-leukdmische
Vorlauferzellen leukamisches KM
GFI1-36S GFI1-36N GFI1-36S GFI1-36N
M U M U M U M U

Abbildung 51: Kein Unterschied in der Mgmt-Promotor-Methylierung zwischen
GFI1-36S- und GFI1-36N-nicht leukdmischen sowie leuk&mischen Zellen

Dargestellt sind die Ergebnisse der Bisulfit-PCR von A) murinen GFI1-36S- und GFI1-36N-

nicht-leukamischen Zellen (Lin-Zellen) und B) GFI1-36S- und GFI1-36N-leukdmischen
Knochenmarkzellen aus mit MLL-AF9 transplantierten Mausen. M: methyliert; U: nicht
methyliert

Alle drei getesteten Zelltypen zeigten fast keinen Unterschied in der Methylierung des
Mgmt-Promotors zwischen dem GFI1-36S- und GFI1-36N-Genotyp. Es wurde
lediglich ein Unterschied zwischen den Thymozyten (nicht methylierter Promotor) und

Zellen aus dem Knochenmark (methylierter Promotor) gefunden.

Eine weitere Moglichkeit, warum das Mgmt-Level in den GFI1-36N-leukamischen
Zellen geringer ist als in GFI1-36S-leukamischen Zellen, kénnte eine direkte Protein-
Protein-Bindung zwischen MGMT und GFI1 sein. Zur Uberprifung der direkten
Proteininteraktion wurden Co-Immunprazipitationen (Co-IPs) gegen MGMT und GFI1
durchgefuhrt. Hierfur wurden THP-1-Zellen verwendet. THP-1-Zellen wurden
eingesetzt, da die GFI1-Expression in diesen Zellen vergleichsweise hoch ist und
diese Zelllinie die MLL-AF9-Translokation besitzt (Odero et al., 2000; Hones et al.,
2017). Als Erstes wurde mithilfe eines Antikérpers MGMT und dessen Bindungspartner
aus den Proteinproben prazipitiert. Als Kontrolle wurde ein Maus-Immunglobulin G

(IgG) verwendet. Die Membran des darauffolgenden Western Blots wurde zun&chst
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mit einem GFI1-Antikbrper behandelt, um zu sehen, ob GFI1 in der von MGMT
gebundenen Fraktion vorliegt. Als Kontrolle wurden die Gesamtproteine der THP-1-
Zellen direkt nach der Proteinisolierung (ohne vorherige Immunprazipitation (IP)
aufgetragen (Input). In der Input-Probe konnte die GFI1-Bande detektiert werden. Es
wurde jedoch kein GFI1 in der von MGMT gebundenen Fraktion nachgewiesen
(Abb. 52 A, oberer Blot). AnschlielBend wurde die Membran des Western Blots mit
einem MGMT-Antikérper behandelt, um zu zeigen, dass die IP funktioniert hat. Die
MGMT-Bande bei 26 kDa war deutlich zu sehen. Die andere Bande war die IgG-Bande
des Antikorpers (Abb. 52 A, unterer Blot). Demnach hatte der Versuch funktioniert.
Das gleiche Co-IP-Experiment wurde zusatzlich andersherum durchgefihrt. Dabel
wurden zunachst mittels IP GFI1 und alle an GFI1-gebundenen Proteine aus der Probe
prazipitiert. Als Kontrolle diente das dazugehdrige Ziegen-IgG. Beim darauffolgenden
Western Blot wurde bei der Detektion von GFI1 zunachst gezeigt, dass die IP
funktioniert hat. Die GFI1-Bande war deutlich in der IP-Fraktion zu sehen, nicht aber
in der IgG-Kontrolle (Abb. 52 B, oberer Blot). Zur Uberpriifung, ob MGMT in der von
GFl1-gebundenden Fraktion zu finden ist, wurde der Blot mit einem MGMT-Antikdrper
behandelt. Es wurde lediglich die IgG-Bande, aber kein MGMT in der GFI1-IP-Fraktion
detektiert (Abb. 52 B, unterer Blot).
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Abbildung 52: Keine direkte Protein-Protein-Interaktion zwischen GFI1 und MGMT

mittels Co-IP detektierbar
Dargestellt sind die Ergebnisse der Co-IP von THP-1 Zellen. A) Die Immunprazipitation
wurde mit einem MGMT-Antikdrper und als Kontrolle mit einem Maus-1gG durchgefihrt. Im
oberen Bild wurde der anschlieRende Western Blot (WB) mit einem GFI1-Antikorper
gemacht und im unteren Bild mit einem MGMT-Antikérper. Als Input wurde das gesamte
Proteinlysat aufgetragen. B) Die IP wurde mit einem GFI1-Antikérper und als Kontrolle mit
einem Ziegen-lgG durchgefihrt. Im oberen Bild wurde der anschlieBende Western Blot
(WB) mit einem GFI1-Antikérper gemacht und im unteren Bild mit einem MGMT-Antikorper.
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In einem weiteren Co-IP-Experiment mit MGMT wurde zusatzlich zur gebundenen
Fraktion, die ungebundene Fraktion auf GFI1 untersucht. Die ungebundene Fraktion
enthéalt alle Protein, welche nicht an MGMT gebunden haben. In Abbildung 53 wurden
die Ergebnisse dargestellt. Im rechten Bild wurde GFI1 detektiert. In der Input-Probe
(gesamtes Proteinlysat) wurde GFI1 deutlich nachgewiesen. Dagegen konnte kein
GFI1 in der mit MGMT durchgefiihrten IP-Probe gefunden werden. In der
ungebundenen Fraktion konnte, wie auch in der ungebundenen Fraktion der 1gG-
Kontrolle, eine schwache GFI1-Bande detektiert werden. Im linken Bild wurde der
Western Blot mit einem MGMT-Antikorper durchgefiihrt und MGMT konnte deutlich in
der Probe der MGMT-IP detektiert werden. Somit war die Prazipitation von MGMT
erfolgreich (Abb. 53). In beiden Co-IP-Versuchen wurde weder in der MGMT-
gebundenen Fraktion GFI1, noch in der GFI1-gebundenen Fraktion MGMT detektiert.
Demnach wurde mithilfe dieser Methode keine direkte Protein-Protein-

Wechselwirkung zwischen MGMT und GFI1 festgestellt.
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Abbildung 53: Keine direkte Protein-Protein-Interaktion zwischen MGMT und GFI1 in

humanen leuk&dmischen Zellen mittels Co-IP detektierbar
Dargestellt sind die Ergebnisse einer Co-IP mit den Proteinen aus THP-1 Zellen, welche
mittels eines MGMT-Antikdrpers immunoprazipitiert wurden. Als Kontrolle wurde die IP mit
einem Maus-IgG durchgefuhrt. Als Input wurde das gesamte Proteinlysat der THP-1 Zellen
verwendet. Im linken Bild wurde der anschlieRende Western Blot mit einem GFI1-Antikorper
gemacht und im rechten Bild mit einem MGMT-Antikérper. Die ungebundene Fraktion
wurde wahrend der Co-IP gesammelt und enthalt alle Proteine, welche nicht mit MGMT
interagieren.
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Zur Uberpriifung, dass nicht nur die Mgmt-Expression bzw. das Mgmt-Level in den
murinen GFI1-36N-leukdmischen Zellen reduziert ist, sondern auch die Mgmt-
vermittelte Reparatur in diesen Zellen vermindert war, wurde ein funktioneller MGMT-
Assay mit dem Nachweis basierend auf Immunfluoreszenz durchgefiihrt. Dieser Assay
wurde in Zusammenarbeit mit Herrn PD Dr. Jirgen Thomale am Universitatsklinikum
Essen durchgefiihrt. Mithilfe dieses Assays wurde die Reparaturkinetik bzw. die
Funktionalitat von Mgmt in murinen GFI1-36S- und GFI1-36N-nicht leukamischen (Lin
-Zellen) und leukdmischen (MLL-AF9) Zellen Gberpruft. MGMT entfernt Methylgruppen
an O6-Positionen von Guanin (Domoradzki et al., 1984; Kaina et al., 2007). Zur
Uberprifung der Reparaturkinetik von Mgmt mussten somit zuerst einmal 06-MeG-
Lasionen in den Zellen induziert werden. Hierzu wurde TMZ verwendet. TMZ ist eine
alkylierende Substanz, welche die DNA u.a. an der O6-Position von Guanin methyliert
(Tisdale, 1987; Denny et al., 1994; Kaina et al., 2007). Die Zellen wurden nach der
Behandlung mit TMZ zu unterschiedlichen Zeitpunkten (5, 8, 20 und 24 h) mit einem
Antikdrper gegen O6-MeG mittels Immunfluoreszenz auf den verbleibenden Schaden
in der DNA untersucht. Als Kontrolle wurden Zellen verwendet, welche mit DMSO
behandelt wurden, da TMZ in DMSO gel6st wurde. Die Kontrollproben wurden nach

5 h zusammen mit den behandelten Proben verarbeitet (Abb. 54).

Behandlung Zeltpunkte
Temozolomid 5,8,20,24 h
KM- (50, 100 pg/ml)

. Immunfluoreszenz
Isolation . % (06-MeG)
Vi — ogd

GFI1-36S Lin-Zellen/ ? I(ggm':/lnﬂg;)reszenz
- -Me

GFI1-36N  |ayks hes KM
eukémisches DMSO-Kontrolle

Abbildung 54: Schematischer Versuchsaufbau des funktionellen MGMT-Assays

Es wurden GFI1-36S- und GFI1-36N-Lin -nicht leukamische Zellen mit 100 pg/ml TMZ
behandelt und GFI1-36S- bzw. GFI1-36N-leukéamische (MLL-AF9) Zellen mit 50 pug/ml und
100 pg/ml TMZ. Die Immunfluoreszenz wurde nach unterschiedlichen Zeitpunkten mit
einem Antikorper zur Detektion von O6-MeG durchgefihrt.

Der Schaden wurde in AFU (engl. arbitrary fluorescence units)-Werten angegeben.
Zur Berechnung der AFU-Werte wurde die Intensitat des O6-MeG (Schaden) relativ
zur DAPI-Intensitat (DNA-Gehalt) berechnet. Bei der Behandlung von GFI1-36S- und
GFI11-36N-Lin-Zellen aus nicht leukdmischen Mausen mit 100 pg/ml TMZ, wurde kein
signifikanter Unterschied in der Mgmt-vermittelten Reparatur festgestellt (Abb. 55). Die
DMSO-Kontrolle der GFI1-36S-Zellen hatte geringfiigig mehr Schaden als die GFI1-
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36N-Zellen. Dies erklart die etwas hoheren AFU-Werte in GFI1-36S-Zellen nach
20 und 24 h (Abb. 55 A). Nach Abzug der AFU-Werte der DMSO-Kontrollen von den
mit TMZ-behandelten Proben, war der O6-MeG-Schaden in Zellen beider Genotypen
20 und 24 h nach der Behandlung nahezu der gleiche. Die nicht leukamischen Zellen
beider Genotypen hatten nach 24 h nahezu keine O6-MeG-Lasionen mehr. Der
Initialschaden 5 und 8 h nach TMZ-Behandlung war in den GFI1-36N-nicht
leukamischen Zellen (5 h: 0,49 £0,35; 8 h: 0,71 £0,50) etwas héher als in GFI1-36S-
nicht leuk&mischen Zellen (5 h: 0,34 +0,24; 8 h: 0,41 +0,29), wurde aber von den Zellen
schnell repariert (Abb. 55 B).
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Abbildung 55: Kein Unterschied des O6-MeG-Schadens bzw. der Funktionalitat von
Mgmt in GFI1-36N- gegentber GFI1-36S-nicht leukamischen Zellen

Nicht leukdmische Vorlauferzellen aus dem Knochenmark (Lin -Zellen) von GFI1-36S- und
GFI1-36N-Mausen wurden ex vivo mit 100 yg/ml TMZ behandelt. Als Kontrolle wurde
DMSO verwendet. Zur Auswertung wurde das Programm ACAS verwendet. Dargestellt
sind die AFU-Werte (Cy3/DAPI). In A) sind die gesamten Werte der einzelnen Proben
dargestellt. Die schwarze Linie zeigt den Mittelwert an. Es wurden 45-206 Zellen analysiert.
In B) wurde der jeweilige DMSO-Mittelwert von den einzelnen Messwerten abgezogen.
Mittelwert +SD

Bei der Behandlung von leukamischen Zellen mit TMZ hatten die GFI1-36N-MLL-AF9-
Knochenmarkzellen aus transplantierten Mausen mehr O6-MeG-L&sionen. Dies war
sowohl an der Intensitat der O6-MeG-Farbung (Cy3), als auch an den hoheren AFU-
Werten erkennbar (Abb. 56 & 57). Die Zelldichte auf den Objekttragern der GFI1-36N-
Probe 24 h nach TMZ-Behandlung war deutlich geringer als die Zelldichte der GFI1-
36S-Proben, sowie die der GFI1-36N-Probe 5 h nach Behandlung. Aul3erdem gab es
auch Veranderungen in der Morphologie der GFI1-36N-leukéamischen Zellen 24 h nach
der TMZ-Behandlung (Abb. 56). Die DMSO-Kontrollen der GFI1-36S- und GFI1-36N-
leuk&dmischen Zellen hatten den gleichen Schaden. Deshalb wurden die DMSO-
Kontrollen nicht von den mit TMZ-behandelten-Proben abgezogen. Die leukdmischen
Zellen wurden mit 50 und 100 pg/ml TMZ behandelt (Abb. 57). In den mit 50 pg/ml
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TMZ behandelten Proben hatten die GFI1-36N-leukdmischen Zellen nach 20 h einen
fast 5-fach hoheren AFU-Mittelwert als die GFI1-36S-leukamischen Zellen. Der
Unterschied zwischen den Mittelwerten der GFI1-36N- und GFI1-36S-Proben stieg
24 h nach der Behandlung auf fast das 10-fache an (GFI1-36S: 0,028 +0,033;
GFI1-36N: 0,270 £0,212) (Abb. 57 A). Die AFU-Werte und somit der O6-MeG-Schaden
nahm in den mit 100 pg/ml behandelten Zellen im Vergleich zur Behandlung mit
50 pg/ml zu. Die GFI1-36N-leukamischen Zellen hatten nach der Behandlung mit
100 pg/ml signifikant mehr O6-MeG-Lasionen als die GFI1-36S-leukdmischen Zellen
(p=0,0322). Wie bereits in den mit 50 pg/ml behandelten Zellen war der Unterschied
zwischen GFI1-36N- und GFI1-36S-leukdmischen Zellen nach 24 h am grof3ten
(GFI1-36S: 0,372 £0,302; GFI1-36N: 2,055 £0,749). Bei der Behandlung mit 100 pg/ml
TMZ ist beim 5 h Zeitpunkt ein technischer Fehler aufgetreten, weswegen dieser nicht

in die Auswertung mit eingeflossen ist (Abb. 57 B).

GF11-36S GFI1-36N GFI11-36S GFI1-36N

DAPI

06-MeG (Cy3)

Abbildung 56: Repréasentative Bilder des funktionellen Mgmt-Assays mit murinen
leukdmischen Zellen

Dargestellt sind reprasentative Bilder der Messung des O6-MeG-Levels in murinen GFI1-
36S- und GFI1-36N-leukamischen Knochenmarkzellen. Die Zellen wurden mit 100 pg/ml
Temozolomid behandelt. Hier gezeigt sind Bilder der Zellen 5 h und 24 h nach Start der
TMZ-Behandlung. Die Bilder gehdren zu dem Versuch aus Abbildung 57. Blau=DAPI;
rot (Cy3)=06-MeG.
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Abbildung 57: Mehr O6-MeG-Schaden nach Behandlung mit TMZ in GFI1-36N-
leukamischen Zellen gegenliber GFI1-36S-leukdmischen Zellen

GFI1-36S- und GFI1-36N-MLL-AF9-leukdmische Knochenmarkzellen wurden ex vivo mit
TMZ fur 5, 8, 20 und 24 h behandelt. Die Zellen wurden mit DAPI und einem Antikérper zur
Detektion von 0O6-MeG (Cy3) gefarbt. Zur Auswertung wurde das Programm ACAS
verwendet. Hier gezeigt sind die AFU-Werte (Cy3/DAPI). In A) wurden die leukdmischen
Zellen mit 50 pg/ml TMZ behandelt. Dargestellt sind die gesamten AFU-Werte der Farbung.
Es wurden 146-236 Zellen ausgewertet. Graue Querbalken: Mittelwert; gestrichelte Linie:
AFU-Wert= 0,25. In B) wurden die leukédmischen Zellen mit 100 pg/ml TMZ behandelt.
Dargestellt sind die gesamten AFU-Werte der Farbung. Es wurden 115-223 Zellen
ausgewertet. Graue Querbalken: Mittelwert; gestrichelte Linie: AFU-Wert= 0,25; p*=0,0322

Mithilfe der funktionellen MGMT-Assays bzw. der Analysen des O6-MeG-Schadens
konnte gezeigt werden, dass die GFI1-36N-leukamischen Zellen mehr O6-MeG-
Lasionen nach TMZ-Behandlung hatten als die GFI1-36S-leukamischen Zellen. Bei
den nicht leukamischen Zellen gab es dagegen keine signifikanten Unterschiede
zwischen den beiden Genotypen. Diese Ergebnisse stimmen mit den Ergebnissen der
RT-PCR Untersuchung hinsichtlich der Mgmt-Genexpression sowie den Western Blot-
und Proteomik-Untersuchungen zur Analyse des Mgmt-Proteinlevels tberein. In allen
drei Untersuchungen wurde gezeigt, dass Mgmt in GFI1-36N-leukdmischen Zellen im
Gegensatz zu GFI1-36N-nicht leukdmischen und GFI1-36S-Zellen (nicht leuk&misch

und leuk&misch) vermindert ist.

Zur genaueren Untersuchung welche Mechanismen bzw. Genexpressionen durch die
TMZ-Behandlung in GFI1-36N-leukdmischen Zellen im Vergleich zu GFI1-36S-
leuk&mischen Zellen verandert werden, wurden die Zellen mittels RNA-Sequenzierung
untersucht. Die leukdmischen MLL-AF9-Zellen wurden mittels retroviraler
Transduktion von Lin™-Zellen in vitro generiert. Anschliel3end wurden die Zellen fir 20 h
mit 50 pg/ml TMZ behandelt, RNA isoliert und RNA-Sequenzierung durchgefuhrt. Nach
der RNA-Sequenzierung wurden die Unterschiede in der Genexpression zwischen den

beiden Genotypen mittels GSEA analysiert. In Abbildung 58 sind die signifikant
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veranderten Gen-Sets der ,Hallmark gene sets® dargestellt. Lediglich zwei Gen-Sets
waren in den GFI1-36S-leukamischen Zellen nach der Behandlung mit TMZ signifikant
angereichert  (,Hallmark_Kras_Signaling DN“ & ,Hallmark_Myc-Targets_V2%).
Dagegen waren 16 Gen-Sets in den behandelten GFI1-36N-leukamischen Zellen
signifikant angereichert (Abb. 58). Darunter befanden sich die Gen-Sets
,2Hallmark_P53_ Pathway“, ,Hallmark_UV-Response Dn“ und ,Hallmark_Apoptosis®.
Diese Gen-Sets beinhalten Gene, welche in p53-Signalwegen eine Rolle spielen,
Gene, welche bei der Vermittlung der Apoptose beteiligt sind sowie Gene, die nach
UV-Bestrahlung herunterreguliert werden (Abb. 58 & 59).

HALLMARK_KRAS_SIGNALING_DN
HALLMARK_MYC_TARGETS_V2-

HALLMARK _P53_PATHWAY A

HALLMARK _IL2_STAT5_SIGNALING A
HALLMARK_ALLOGRAFT_REJECTION A
HALLMARK_NOTCH_SIGNALING
HALLMARK_UV_RESPONSE_DN
HALLMARK_ANGIOGENESIS 4

HALLMARK _IL6_JAK_STAT3_SIGNALING A
HALLMARK_COAGULATION
HALLMARK_APOPTOSIS A
HALLMARK_COMPLEMENT
HALLMARK_PI3K_AKT_MTOR_SIGNALING
HALLMARK_KRAS_SIGNALING_UP A
HALLMARK_INTERFERON_ALPHA_RESPONSE
HALLMARK_TNFA_SIGNALING_VIA_NFKB -
HALLMARK_TGF_BETA_SIGNALING A
HALLMARK_INTERFERON_GAMMA_RESPONSE

-2 -1 0 1 2 3
NES
angereichert angereichert
in GFI1-36S in GFI1-36N

Abbildung 58: Veranderte Gen-Sets in leukdmischen GFI1-36N-Zellen im Vergleich zu

leukdmischen GFI1-36S-Zellen nach Behandlung mit TMZ
Dargestellt sind die NES-Werte der ,Hallmark gene sets“ von GFI1-36N- im Vergleich zu
GFI1-36S-leukamischen Zellen (in vitro transduziert mit MLL-AF9-Plasmid) nach 20 h
Behandlung mit 50 pg/ml TMZ. Die Analyse wurde mit GSEA 7.1 durchgefiihrt.
NES: normalized enrichment score; FDR g-Wert < 0,05; n=3; GFI1-36S-Gruppe: 2x GFI1-
36S (+/ki) und 1x GFI1-36S (ki/ki); GFI1-36N-Gruppe: 2x GFI1-36N (ki/ki) und 1x GFI1-36N
(+/ki)
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Abbildung 59: Enrichment Plots ausgewahlter, angereicherter Gen-Sets in GFI1-36N-
leukamischen Zellen gegeniber GFI1-36S-leukamischen Zellen nach Behandlung mit
T™Z

Dargestellt sind die ,Enrichment Plots“ der Gen-Sets, der A) Gene herunterreguliert infolge
von UV-Bestrahlung, B) Gene involviert in P53-Signalwegen und C) Gene, deren Produkte
bei der Vermittlung der Apoptose durch die Aktivierung von Caspasen beteiligt sind. Die
Ergebnisse sind eine detaillierte Darstellung ausgewahlter Gen-Sets, der GSEA der RNA-
Sequenzierung von GFI1-36S- bzw. GFI1-36N-leukamischen Zellen (in vitro transduziert
mit MLL-AF9-Plasmid) nach TMZ-Behandlung. Die Analyse wurde mit GSEA 7.1
durchgefuhrt. NES=normalized enrichment score, FDR= False discovery rate; rot=GFI1-
36N, blau=GFI1-36S; n=3

4.3 GFI1-36N-leukamische Zellen sind empfindlicher gegenlber
DNA-Reparatur Medikamenten

Bei der Durchfiihrung des funktionellen MGMT-Assays konnte bereits gezeigt werden,
dass durch die Behandlung mit TMZ in den murinen GFI1-36N-leukdmischen Zellen
ein hoherer O6-MeG-Schaden induziert wurde als in GFI1-36S-leukamischen Zellen.
In Lin~-Zellen aus nicht leukdmischen Mausen gab es dagegen keinen Unterschied
zwischen den beiden Genotypen. Des Weiteren war u.a. das Gen-Set, welches Gene,
die bei der Vermittlung der Apoptose eine Rolle spielen, beinhaltet, in GFI1-36N-
leukamischen Zellen nach der Behandlung mit TMZ angereichert. Diese Ergebnisse
lieferten erste Hinweise darauf, dass TMZ eine selektive Wirkung auf GFI1-36N-Zellen
hat und dies nur auf die leukédmischen Zellen und nicht auf nicht maligne Zellen. Solche
Eigenschaften spielen eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung von
personalisierten Therapieansdtzen. Das Alkylierungsagent TMZ induziert, wie
beschrieben, O6-MeG-Lasionen. Diese werden spezifisch von MGMT repariert
(Tisdale, 1987; Denny et al., 1994; Kaina et al., 2007). TMZ wird bereits in der Klinik
u.a. bei der Behandlung von Glioblastomen eingesetzt (Stupp et al., 2005; Zhang et
al., 2010). Es wurde gezeigt, dass die Wirkung der TMZ-Behandlung vom MGMT-

Level abhangig ist. Krebszellen mit hohem MGMT-Level sind resistenter gegenuber
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der TMZ-Behandlung. Dagegen reagieren Zellen mit niedrigem MGMT-Level
sensitiver auf TMZ (Tisdale, 1987; Liu and Gerson, 2006; Zhang et al., 2010; Zhang et
al., 2012). Auf Grund all dieser Hinweise und Eigenschaften von TMZ wurde der Effekt
der Substanz auf die unterschiedlichen GFI1-Genotypen in leukdmischen und nicht

leukdmischen Zellen im Weiteren naher untersucht.

4.3.1 Murine GFI1-36N-leuk&dmische Zellen reagieren sensitiver auf die

Behandlung mit Temozolomid und in Kombination mit Olaparib
Zunachst wurde Uberpruft, welche TMZ-Konzentrationen zur Behandlung von
leukédmischen Zellen am besten sind. Dazu wurden GFI1-36S- und GFI1-36N-
leukamische Zellen mit sieben unterschiedlichen TMZ-Konzentrationen (5, 10, 25, 50,
100, 200 und 400 pg/ml) behandelt. Als Kontrolle wurden die Zellen mit DMSO
behandelt. Nach 48 und 72 h wurden dann MTT-Assays sowie Apoptose-Assays
durchgefuhrt. Der MTT-Assay gibt Aufschluss Uber die Zytotoxizitdt der Behandlung
bzw. die Zellviabilitat, indem die metabolische Aktivitat der Zellen mittels Formazan-
Absorption gemessen wird. Je héher die Absorption desto hdher ist die metabolische
Aktivitat der Zellen, da Formazan bei der Umwandlung von MTT durch metabolisch
aktive Zellen entsteht (Mosmann, 1983; Riss et al., 2004). Nach Abzug des
Hintergrundsignals wurde die Zellviabilitat der mit TMZ behandelten Proben zu den
DMSO-Kontrollen (100%) normalisiert (Abb. 60). Die Ergebnisse nach 48 h zeigten
bereits deutlich, dass die GFI1-36N-MLL-AF9-Zellen sensitiver auf die Behandlung mit
TMZ reagierten. Bereits bei einer TMZ-Konzentration von 10 pg/ml (log(TMZ): 1,0) war
ein deutlicher Unterschied zwischen den beiden Genotypen sichtbar. Dagegen hat
TMZ erst ab einer Konzentration von 100 pg/ml (log(TMZ): 2,0) einen Effekt auf GFI1-
36S-leukadmische Zellen. Der Unterschied der beiden Genotypen konnte auch anhand
der 1Cso-Werte (mittlere inhibitorische Konzentration) deutlich gemacht werden. Die
GFI1-36S-leukamischen Zellen hatten nach 48 h einen ICso-Wert von 287,2 pg/ml
(1,21 pg/ml). Dagegen lag der ICso-Wert in den leukamischen GFI1-36N-MLL-AF9-
Zellen bei 38,01 pg/ml (1,10 pg/ml) und somit deutlich niedriger als in den GFI1-36S-
Zellen. Nach der Behandlung mit 400 pg/ml TMZ (log(TMZ): 2,602) betrug die
Zellviabilitat bereits nach 48 h in beiden Genotypen nahezu 0%. Nach 72 h stieg der
Effekt von TMZ sowohl bei den GFI1-36S- als auch bei den GFI1-36N-leuk&mischen
Zellen gegeniiber 48 h deutlich an. Die GFI1-36S-leuk&mischen Zellen besal3en nach
72 h bei den drei geringsten TMZ-Konzentrationen nahezu dieselbe Zellviabilitat wie
die GFI1-36N-Zelllen nach 48 h Behandlung. Dennoch waren die GFI1-36N-
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leukamischen Zellen auch nach 72 h deutlich sensitiver gegentiber der Behandlung
mit TMZ. Der ICso-Wert war bei den GFI1-36S-leukdmischen Zellen weiterhin deutlich
hoher (ICso: 81,19 pg/ml £1,21 pg/ml) als bei den GFI1-36N-leukamischen Zellen
(ICs0: 13,52 pg/ml £1,20 pg/ml). Wie bereits nach 48 h war nach der Behandlung mit
400 pg/ml TMZ die Zellviabilitat in beiden Genotypen nahezu 0% und demnach zu
hoch fur eine spezifische Behandlung von GFI1-36N-leukdmischen Zellen (Abb. 60).
Bei den MTT-Assay-Ergebnissen war demnach deutlich zu sehen, dass die GFI1-36N-

Knochenmarkzellen aus leukamischen Mausen sensitiver auf Temozolomid

reagierten.
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Abbildung 60: Starkerer Effekt von TMZ auf die Zellviabilitat von GFI1-36N-
leukamischen Zellen gegeniiber GFI1-36S-leukdmischen Zellen

Dargestellt sind die Ergebnisse der MTT-Assays (Proliferation-Assay) mit murinen
leuk&mischen GFI1-36S- und GFI1-36N-MLL-AF9-Knochenmarkzellen. Die Zellen wurden
mit unterschiedlichen TMZ-Konzentrationen (5, 10, 25, 50, 100, 200, 400 ug/ml) behandelt
und nach 48 h bzw. 72 h wurde der MTT-Assay durchgefiihrt. Als Hintergrundkontrolle
wurde die Absorption des Mediums ohne Zellen gemessen. Die Absorption der
Hintergrundkontrolle wurde von der Absorption der Proben abgezogen. Die Zellviabilitat
wurde zur DMSO-Kontrolle (100%) normalisiert. Fur die Berechnung der 1Cso-Werte wurde
GraphPad Prism 6 verwendet. Mittelwert + SD

Bei der Messung von Annexin*/P1*- (doppelt-positiven) Zellen mittels FACS (Apoptose-
Assay) konnten ahnliche Ergebnisse festgestellt werden (Abb. 61). Fir den Apoptose-
Assay wurden GFI1-36S- und GFI1-36N-MLL-AF9-Knochenmarkzellen aus
leuk&dmischen Mausen verwendet und fur 48 h mit unterschiedlichen TMZ-
Konzentrationen (5, 10, 25, 50, 100, 200 pg/ml) behandelt. Als Kontrolle wurden die
Zellen mit DMSO behandelt. Der Anteil an doppelt-positiven Zellen in den DMSO-
Kontrollen wurde von den mit TMZ-behandelten Proben abgezogen. Nach 48 h

Behandlung mit TMZ war der Anteil an doppelt-positiven Zellen in den GFI1-36N-
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leukamischen Zellen, bereits bei einer Konzentration von 10 pg/ml héher als in den
leukamischen Zellen mit GFI1-36S-Genotyp. Dieser Unterschied zwischen GFI1-36S-
und GFI1-36N-leukdmischen Zellen blieb auch mit steigender TMZ-Konzentration
bestehen (Abb. 61).

1@ GFi1-36SXMLL-AF9 48 h
~®— GFI1-36NXMLL-AF9 48 h

Annexin /P 1" Zellen
(Behandlung -DMSO) [%]

T T T T 1
DMSO 0.5 1.0 1.5 2.0 2.5
log (TMZ) pg/ml

Abbildung 61: TMZ induzierte mehr Apoptose und Zelltod in GFI1-36N-leukamischen
Zellen als in GFI1-36S-leukdmischen Zellen

Dargestellt sind die Ergebnisse der Apoptose-Assays mit murinen leukamischen GFI1-36S-
und GFI1-36N-MLL-AF9-Knochenmarkzellen. Die Zellen wurden mit unterschiedlichen
TMZ-Konzentrationen (5, 10, 25, 50, 100, 200 ug/ml) behandelt und nach 48 h wurden die
Zellen mit Annexin V und PI gefarbt. Mittels FACS und mithilfe der FlowJo-Software wurde

der prozentuale Anteil an Annexin /PI"-Zellen in den Proben bestimmt. Der Mittelwert der
jeweiligen DMSO-Kontrolle wurde von den Annexin+/PI+—Werten, der mit TMZ behandelten,

Proben abgezogen. Mittelwert £ SD

Nach den Konzentrationsuntersuchungen wurde der Effekt von Temozolomid auf
verschiedene GFI1-Genotypen hinsichtlich der Proliferation, Differenzierung sowie
Apoptose in murinen Zellen genauer untersucht. Hierzu wurden als Erstes CFU-
Assays durchgefuhrt. Mithilfe der CFU-Assays kann die Fahigkeit von einzelnen Zellen
zu proliferieren sowie zu differenzieren anhand der Kolonieanzahl und -gréf3e
untersucht werden (Avraham et al., 2005). Fur die Durchfuhrung des CFU-Assays
wurden Lin-Zellen aus nicht leukamischen GFI1-36S- bzw. GFI1-36N-Mausen sowie
GFI1-36S- bzw. GFI1-36N-leukdmische Knochenmarkzellen aus transplantierten
oder transgenen Mausen zusammen mit unterschiedlichen Temozolomid-
Konzentrationen in Methylzellulose kultiviert. Als Kontrolle wurden die Zellen mit
DMSO behandelt, da TMZ in dieser Substanz geldst wurde. Nach 14 Tagen wurden
die Kolonien der unterschiedlichen Proben gezéhlt (Abb. 62).

KM ausplattieren in
Isolation Methylcellulose PN~V
DMSO-Kontrolle
A —> { L —> D) Temozolomid ____ 5, Kolonien
o = zéhlen
GFI1-365 Lin"-Zellen/ (OCOC) oraparib
GFI1-36N o kamisches KM = T lomid+Olanarib
(GFI1-KD) @@ Temozolomi aparib.

Abbildung 62: Schematische Darstellung der Durchfihrung von CFU-Assays
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Auf Grund der Ergebnisse des MTT- und Apoptose-Assays wurden die CFU-Assays
zu Beginn mit einer TMZ-Konzentration von 50 pg/ml durchgefuhrt. Bei der
Behandlung von GFI1-36S- und GFI1-36N-nicht leukdmischen Zellen gab es kaum
einen Effekt von TMZ auf die Koloniezahl. Die Koloniezahl war nach der Behandlung
mit 50 pg/ml TMZ in beiden Genotypen nur minimal geringer als bei den jeweiligen
Kontrollproben (Abb. 63 A). Ein ahnliches Ergebnis wurde mit den GFI1-36S-
leukamischen Zellen erzielt. Nach der Behandlung mit 50 pg/ml TMZ war die
Koloniezahl die gleiche wie bei den mit DMSO behandelten Proben. Dagegen betrug
die Koloniezahl der GFI1-36N-leukéamischen Zellen nach der Behandlung mit TMZ
(relativ zu DMSO: 0,69 £0,03) signifikant weniger als in den Kontrollproben und den
mit TMZ behandelten GFI1-36S-leukamischen Zellen (relativ zu DMSO: 1,01 +0,08)
(Abb. 63 B). Des Weiteren war die Gesamtkoloniezahl in den unbehandelten GFI1-
36N-Zellen (nicht leukdmisch: 239,5 £5,5; leuk&amisch: 200,0 £7,2) hoher als in den
GFI11-36S-Proben (nicht leukamisch: 206,5 £15,5; leukamisch: 162,1 £14,2) (Abb. 63).
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Abbildung 63: Selektiver Effekt der Behandlung mit 50 pg/ml TMZ auf murine GFI1-36N-
leuk&mische Knochenmarkzellen

In A) wurden die CFU-Assay mit nicht leukdmischen GFI1-36S- und GFI1-36N-Lin -Zellen
mit Zugabe von 50 pg/ml TMZ durchgefuhrt. Dargestellt ist eines von zwei CFU-
Ergebnissen. Das andere Ergebnis ist in Abb. 67 gezeigt. Als Kontrolle wurde DMSO
verwendet. Linker Graph: gesamte Kolonieanzahl; rechter Graph: TMZ-behandelte Proben
relativ zum Mittelwert der DMSO-Kontrollen; Mittelwert £ SD. In B) wurden die CFU-Assay
mit GFI1-36S- und GFI1-36N-leukdmischen Zellen mit Zugabe von 50 pg/ml TMZ
durchgefuhrt. Als Kontrolle wurde DMSO verwendet. Linker Graph: gesamte
Kolonieanzahlen; rechter Graph: TMZ-behandelte Proben relativ zum Mittelwert der DMSO-
Kontrollen. Die TMZ und DMSO-Werte stammen z.T. aus demselben Versuch wie in
Abb. 67. n=3; p*=0,031; p**<0,0089; Mittelwert + SEM
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Auf Grund des hohen selektiven Effektes von 50 pg/ml TMZ auf die GFI1-36N-
leukamischen Zellen wurde als Néachstes getestet, ob mit niedrigerer TMZ-
Konzentration derselbe Effekt zu erzielen ist. Deshalb wurde der gleiche Versuch mit
einer um die Halfte verringerten TMZ Konzentration (25 pg/ml) durchgefihrt. Bereits
bei der Untersuchung der Koloniezahl und -grof3e unter dem Mikroskop wurde
gesehen, dass in nicht leukamischen Zellen der beiden GFI1-Genotypen fast keine
Unterschiede zwischen den behandelten und nicht behandelten Proben vorhanden
waren. Bei der Behandlung von leukamischen Zellen mit 25 pg/ml TMZ konnte in den
GFI11-36S-Zellen ebenfalls kein Unterschied in der Koloniegrdl3e festgestellt werden.
Lediglich in den GFI1-36N-leukamischen Zellen gab es deutliche Unterschiede in der
Koloniegrél3e zwischen den DMSO-behandelten Kontrollproben und den mit 25 pg/ml
TMZ behandelten Proben. Die Kolonien waren in den TMZ-behandelten GFI1-36N-
leuk&mischen Zellen deutlich kleiner und weniger (Abb. 64).

nicht leukamisch

_ 25\ug/m| T™Z

GFI1-36N GFI1-36S

GFI1-36N GFI1-36S

Abbildung 64: Bilder der Kolonien von nicht leukdmischen und leukdamischen GFI1-36S-
und GFI1-36N-Zellen nach Behandlung mit 25 pg/ml TMZ

Hier dargestellt sind reprasentative Bilder der Kolonien des CFU-Assays aus Abb. 65 nach

14 Tagen. Murine nicht leukdmische Lin- bzw. leuk&dmische-Knochenmarkzellen (MLL-
AF9) wurden mit 25 pg/ml TMZ behandelt und als Kontrolle wurde DMSO verwendet. Die
Bilder wurden mit einem Axio Vert.Al von Zeiss und einem 10x Objektiv aufgenommen.
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Bei den Bestimmungen der Koloniezahlen wurden ahnliche Ergebnisse detektiert, wie
bereits bei der KoloniegroRe. Sowohl die GFI1-36S- als auch die GFI1-36N-nicht
leukamischen Zellen zeigten nahezu keinen Effekt gegentber der Behandlung mit
25 pg/ml TMZ (Abb. 65 A). Bei der Behandlung von GFI1-36S-leukamischen Zellen
war ein nur sehr geringer Unterschied zwischen den mit DMSO und den mit TMZ
behandelten Zellen (relativ zu DMSO: 0,84 *0,06) zu sehen. Dagegen war der
Unterschied zwischen den DMSO-Kontrollen und den mit 25 pg/ml TMZ behandelten
Zellen der GFI1-36N-leukdmischen Proben grof3. Die Koloniezahlen der behandelten
Proben (94,0 +7,9 Kolonien) waren um mehr als die Halfte geringer als in den DMSO-
Kontrollen (223,0 +11,9 Kolonien). (Abb. 65 B). Die Koloniezahl der in Abb. 65
dargestellten Ergebnisse ist héher als in den mit 50 pg/ml TMZ behandelten Zellen

(Abb. 63). Dies liegt an einer hoheren ausplattierten Zellzahl.
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Abbildung 65: Selektiver Effekt der Behandlung mit 25 pg/ml TMZ auf murine GFI1-36N-
leukamische Knochenmarkzellen

In A) wurden die CFU-Assay mit GFI1-36S- und GFI1-36N-Lin -nicht leukAmischen Zellen
mit Zugabe von 25 pg/ml TMZ durchgefuhrt. Als Kontrolle wurde DMSO verwendet. Linker
Graph: gesamte Koloniezahlen; rechter Graph: TMZ-behandelte Proben relativ zum
Mittelwert der DMSO-Kontrollen; Mittelwert £ SD. In B) wurden die CFU-Assay mit GFI1-
36S- und GFI1-36N-MLL-AF9-leukédmischen Zellen mit Zugabe von 25 pg/ml TMZ
durchgefuhrt. Als Kontrolle wurde DMSO verwendet. Dargestellt sind die Ergebnisse eines
von 2 Versuchen. Der zweite Versuch ist in Abb. 68 gezeigt. Linker Graph: gesamte
Koloniezahlen; rechter Graph: TMZ-behandelte Proben relativ zum Mittelwert der DMSO-
Kontrollen; Mittelwert + SD
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Alle bisher durchgefuihrten CFU-Assays wurden mit Knochenmarkzellen aus mit MLL-
AF9 transplantierten Mausen durchgefiihrt. Zur Uberprifung, ob der Effekt von TMZ
nur auf GFI1-36N-MLL-AF9-leukdmische Zellen oder auch auf andere AML-Modelle
mit GFI1-36N-Genotyp zutrifft, wurden Knochenmarkzellen aus leukdmischen M&usen
des transgene NUP98-HOXD13-Mausstammes mit 25 pg/ml TMZ behandelt. Da die
RT-PCR- sowie Western Blot-Analysen auch in GFI1-KD-leukédmischen Zellen
geringere Mgmt-Level als in GFI1-36S-leukdmischen Zellen zeigten, wurden neben
GFI11-36S- und GFI1-36N-NUP98-HOXD13-Zellen auch Knochenmarkzellen aus den
transgenen Mausen mit niedrigem GFI1-Level fur die Versuche verwendet. Zunachst
war deutlich zu sehen, dass sowohl in den nicht leuk&dmischen als auch leukéamischen
Proben mit niedrigem GFI1l-Level die Kolonieanzahl deutlich héher war als in den
GFI11-36S- und GFI1-36N-Proben. Des Weiteren waren auch die Koloniezahlen der
GFI11-36N-NUP98-HOXD13-Proben hoher als die der GFI1-36S-leukdmischen Proben
(Abb. 66). Nach der Behandlung von nicht transgenen (NUP98-HOXD13 wt) GFI1-
36S-, GFI1-36N- und GFI1-KD-Zellen mit 25 pg/ml TMZ konnte gezeigt werden, dass
in Zellen aller drei Genotypen ein nur geringer Effekt der Behandlung auf die
Koloniezahl vorhanden war. Im Schnitt waren die Koloniezahlen mit der Behandlung
um relativ 0,23 geringer als in den DMSO-Kontrollen (Abb. 66 A). Bei den transgenen
leukédmischen GFI1-36S-NUP98-HOXD13-Zellen blieb der Effekt der TMZ-
Behandlung der gleiche (relativ zu DMSO: 0,82 +0,06), wie in den GFI1-36S-nicht
leuk&mischen Zellen (relativ zu DMSO: 0,85 +0,06). Dagegen nahm die Koloniezahl in
den GFI1-36N- und GFI1-KD-leukamischen Zellen deutlich ab und somit war der Effekt
der TMZ-Behandlung in diesen beiden Genotypen hoher als in den dazugehérigen
nicht leukamischen Proben und in den GFI1-36S-leukdmischen und -nicht
leukamischen  Zellen. In den GFI1-36N-leukdmischen Zellen lag die
Gesamtkoloniezahl ohne TMZ bei ca. 45 Kolonien und mit TMZ-Behandlung bei ca.
12 Kolonien. In den GFI1-KD-transgenen Proben betrug die Differenz der DMSO-
Kontrollen und der mit TMZ-behandelten Proben 67,3 +8,7 Kolonien (Abb. 66 B).
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Abbildung 66: 25 pg/ml TMZ hatte einen selektiven Effekt auf GFI1-36N- sowie GFI1-KD-
NUP98-HOXD13-leukéamische Zellen

Dargestellt sind die Ergebnisse eines von zwei CFU-Assays nach 14 Tagen. Am Tag des
Ausplattierens wurden 25 pg/ml TMZ zu der Methylzellulose hinzugefiigt. Als Kontrolle
wurde DMSO verwendet. In A) wurden die CFU-Assays mit murinen nicht leukdmischen

GFI1-36S-, GFI1-36N- sowie GFI1-KD-Lin-Zellen durchgefuhrt. Linker Graph: gesamte
Koloniezahlen; rechter Graph: TMZ-behandelte Proben relativ zum Mittelwert der DMSO-
Kontrollen; Mittelwert + SD, Triplikate. In B) wurden die CFU-Assays mit murinen
leukamischen GFI1-36S-, GFI1-36N-  sowie GFI1-KD-NUP98-HOXD13-Zellen
durchgefuhrt. Linker Graph: gesamte Koloniezahlen; rechter Graph: TMZ-behandelte
Proben relativ zum Mittelwert der DMSO-Kontrollen; Mittelwert £ SD, Triplikate

TMZ induziert neben O6-MeG-Lasionen auch N7-MeG- und N3-MeA-Lasionen,
welche durch die BER repariert werden (Denny et al., 1994; Tentori and Graziani,
2002; Horton et al., 2003; Drablgs et al., 2004). Bei der BER spielt u.a. PARP1 eine
Rolle (Parsons et al., 2005; Woodhouse et al., 2008). In vielen Studien wurde deshalb
die Kombinationsbehandlung von TMZ und PARPI untersucht (Plummer et al., 2008;
Gojo et al., 2017; Singh et al., 2019; Farago et al., 2019). Es konnte gezeigt werden,
dass durch die Kombination der beiden Medikamente ein besserer Effekt bei der
Therapie von fortgeschrittenen soliden Tumoren erzielt werden kann und die
Kombinationstherapie eine vielversprechende Therapie-Alternative bei myeloiden
Leukamien darstellt (Plummer et al., 2008; Gojo et al., 2017; Singh et al., 2019). Mit
Hilfe von PARPI kann moglichen Resistenzmechanismen gegen TMZ, welche durch
eine funktionierende BER entstehen, entgegengesteuert werden und somit die
Antitumoraktivitat von TMZ erhoht werden (Tentori and Graziani, 2009; Zhang et al.,
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2010). In der vorliegenden Arbeit zeigte die Behandlung mit TMZ in unterschiedlichen
murinen AML-Modellen bereits einen guten und selektiven Effekt auf GFI1-36N-
leukamische Knochenmarkzellen. Die Behandlung hatte keine oder eine nur schwache
Wirkung auf nicht maligne Lin-Zellen. Um die Wirkung von TMZ noch zu verstarken,
wurden auf Grund der oben genannten Studien die Kombination aus TMZ und Olaparib
(PARPI) auf leukdmische und nicht leukamische Zellen getestet. Es wurden
verschiedene Konzentrationen der zwei Medikamente kombiniert, um die geringste
Konzentration zu finden, welche dennoch einen guten, selektiven Effekt bei der
Behandlung von GFI1-36N-leuk&dmischen Zellen zeigt, jedoch nicht auf nicht
leukamischen Zellen. Hierfir wurden erneut CFU-Assays mit Lin-Zellen aus nicht
leukédmischen Mausen sowie leukdmischen Knochenmarkzellen aus mit MLL-AF9
transplantierten Mausen durchgefuhrt. Zundchst wurde die Einzel- sowie
Kombinationsbehandlung aus 50 pg/ml TMZ und 1 pM Olaparib getestet. Wie schon
bei vorangegangenen Versuchen konnte die selektive Wirkung von TMZ auf
leukamische GFI1-36N-Zellen bestatigt werden (Abb. 67). Die nicht leukéamischen
GFI11-36S- und GFI1-36N-Proben, welche mit 1 uM Olaparib behandelt wurden, hatten
eine nur minimal geringere Koloniezahl als die DMSO-Kontrollen (Abb. 67 A). Dagegen
zeigten die mit Olaparib behandelten leukdmischen Proben eine deutlich geringere
Koloniezahl als die Kontrollen. Dabei zeigten die leukdmischen GFI1-36N-Zellen einen
geringfugig hoheren Effekt (relativ zu DMSO: 0,11 +0,03) als die GFI1-36S-Zellen
(relativ zu DMSO: 0,34 +0,11) (Abb. 67 B). Die Kombination aus 50 pg/ml TMZ und
1 uM Olaparib reduzierte sowohl die Koloniezahl in den nicht leukédmischen als auch
in den leukéamischen Zellen deutlich. In den leukdmischen Proben waren nach der

Behandlung mit beiden Medikamenten kaum Kolonien tbrig (Abb. 67).
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Abbildung 67: Die Kombinationsbehandlung mit 50 pg/ml TMZ und 1 uM Olaparib hatte
einen starken Effekt auf nicht leukamische und leukamische Zellen

Dargestellt sind die CFU-Koloniezahlen nach 14 Tagen in Methylcellulose. Am Tag des
Ausplattierens wurde zu der Methylzellulose 50 pg/ml TMZ, 1 uM Olaparib oder die
Kombination aus beiden Medikamenten hinzugefigt. Als Kontrolle wurde DMSO

verwendet. In A) wurden die CFU-Assay mit murinen GFI1-36S- und GFI1-36N-Lin -nicht
leukamischen Zellen durchgefiihrt. Linker Graph: gesamte Koloniezahlen; rechter Graph:
TMZ-behandelte Proben relativ zum Mittelwert der DMSO-Kontrollen; Mittelwert + SD,
Triplikate. In B) wurden die CFU-Assay mit murinen GFI1-36S- und GFI1-36N-MLL-AF9-
leuk&mischen Zellen durchgefihrt. Linker Graph: gesamte Koloniezahlen; rechter Graph:
TMZ-behandelte Proben relativ zum Mittelwert der DMSO-Kontrollen; Mittelwert + SD,
Triplikate

Da die Kombination aus den hier gewahlten Konzentrationen einen zu starken Effekt
auf nicht leukamische sowie leukdmische Zellen, unabhangig des Genotyps hatte,
wurden die Versuche mit um die Halfte verringerten Konzentrationen wiederholt. Die
CFU-Assays mit den Einzel- sowie der Kombinationstherapie von 25 pg/ml TMZ und
0,5 UM Olaparib ergaben dieselben Ergebnisse wie die mit den doppelt so hohen
Konzentrationen. TMZ hatte erneut einen selektiven Effekt auf die GFI1-36N-
leukdmischen Zellen im Gegensatz zu GFI1-36S-leukamischen und nicht
leuk&mischen Zellen (Abb. 68). Dagegen hatten die nicht leukamischen Zellen sowohl
nach der Behandlung mit 0,5 pM Olaparib als auch nach der Behandlung mit der
Kombination eine geringere Koloniezahl als die Kontrollen (Abb. 68 A). Der Effekt der

Kombinationstherapie auf die nicht leukdmischen Zellen war dennoch etwas geringer
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als auf die leukdmischen Zellen. Bei den leukdmischen Zellen waren nach der
Behandlung mit 25 pg/ml TMZ und 0,5 uM Olaparib nahezu keine Kolonien gewachsen
(GFI1-36S:16-24 Kolonien; GFI1-36N: 3-9 Kolonien). AuRerdem war, wie bereits bei
den hoheren Konzentrationen, ein nur geringer selektiver Effekt der

Kombinationstherapie auf die GFI1-36N-leukéamischen Zellen zu sehen (Abb. 68 B).
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Abbildung 68: Die Kombinationsbehandlung mit 25 pg/ml TMZ und 0,5 uM Olaparib hatte
einen starken Effekt auf nicht leukdmische und leukéamische Zellen
Dargestellt sind die CFU-Koloniezahlen nach 14 Tagen Kultur in Methylcellulose. Am Tag
des Ausplattierens wurde zu der Methylzellulose 25 pg/ml TMZ, 0,5 uM Olaparib oder die
Kombination aus beiden Medikamenten zugegeben. Als Kontrolle wurde DMSO

hinzugefugt. In A) wurden die CFU-Assays mit murinen GFI1-36S- und GFI1-36N-Lin -nicht
leukamischen Zellen durchgefiihrt. Linker Graph: gesamte Koloniezahlen; rechter Graph:
TMZ-behandelte Proben relativ zum Mittelwert der DMSO-Kontrollen; Mittelwert £ SD. In
B) wurden die CFU-Assays mit murinen GFI1-36S- und GFI11-36N-MLL-AF9-leukamischen
Zellen durchgefiihrt. Linker Graph: gesamte Koloniezahlen; rechter Graph: TMZ-
behandelte Proben relativ zum Mittelwert der DMSO-Kontrollen; Mittelwert + SD
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Demnach waren die gewahlten Konzentrationen weiterhin zu hoch und fur den
nachsten CFU-Assay wurden die Konzentrationen auf 10 pg/ml bei TMZ und
0,2 UM bei Olaparib erniedrigt. Die Kombination aus 10 pg/ml TMZ und 0,2 uM
Olaparib hatte nahezu keinen Effekt auf die Koloniezahl der nicht leukamischen Zellen.
Sowohl die relative Anzahl in GFI1-36S-Lin-Zellen (0,92 £0,02) als auch in GFI1-36N-
Lin-Zellen (0,89 +0,01) nach Behandlung mit TMZ und Olaparib waren nahezu die
gleichen wie in den dazugehorigen DMSO-Kontrollen (Abb. 69 A). Bei der Behandlung
von leukamischen Zellen war die Koloniezahl sowohl in GFI1-36S- als auch in GFI1-
36N- Zellen signifikant reduziert im Gegensatz zu den dazugehodrigen DMSO-
Kontrollen. Jedoch war der Unterschied in der Koloniezahl zwischen den mit DMSO
behandelten Proben und denen der Kombinationstherapie (10 pug/ml TMZ und 0,2 uM
Olaparib) in den GFI1-36N-leukdmischen Zellen (relativ zu DMSO: 0,23 +0,10)
signifikant (p=0,0057) hoher als in den GFI1-36S-leuk&dmischen Zellen (relativ zu
DMSO: 0,75 +0,08) (Abb. 69 B). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass selbst mit
einer geringen TMZ-Konzentration der selektive Effekt auf GFI1-36N-leukamische
Zellen vorhanden ist, wenn auch nicht ganz so stark wie bei hdoheren TMZ
Konzentrationen. Die GFI1-36S-leukamischen Zellen hatten mit der Behandlung von
TMZ nahezu die gleiche Koloniezahl als die DMSO-Kontrollen (relativ zu DMSO:
0,95 +0,04), wohingegen die mit TMZ behandelten GFI1-36N-leukamischen Zellen
weniger Kolonien hatten als die Kontrollen (relativ zu DMSO: 0,75 +0,01). Des
Weiteren waren die Koloniezahlen der DMSO-Kontrollen in den leuk&dmischen GFI1-
36N-Proben (Mittelwert: 48,6 Kolonien) deutlich héher als in den leukamischen GFI1-
36S-Proben (Mittelwert: 27,0 Kolonien) (Abb. 69 B).
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Abbildung 69: Hoherer Effekt der Kombination aus 10 pg/ml TMZ und 0,2 uM Olaparib
auf GFI1-36N-leukdmische Zellen im Vergleich zu GFI1-36S- leukéamische und nicht
leukdmische Zellen

Dargestellt sind die CFU-Koloniezahlen nach 14 Tagen in Kultur. Am Tag des
Ausplattierens wurde zu der Methylzellulose 10 pg/ml TMZ, 0,2 uM Olaparib oder die
Kombination aus beiden Medikamenten zugegeben. Als Kontrolle wurde DMSO

hinzugefiigt. In A) wurden die CFU-Assays mit murinen GF11-36S- und GFI1-36N-Lin -nicht
leukamischen Zellen durchgefiihrt. Linker Graph: gesamte Koloniezahlen; rechter Graph:
TMZ-behandelte Proben relativ zum Mittelwert der DMSO-Kontrollen; Mittelwert + SEM;
n=3 In B) wurden die CFU-Assay mit murinen GFI1-36S- und GFI1-36N-MLL-AF9-
leukamischen Zellen durchgefiihrt. Linker Graph: gesamte Koloniezahlen; rechter Graph:
TMZ-behandelte Proben relativn. zum Mittelwert der DMSO-Kontrollen; n=2
(Einzelbehandlung), je Triplikate; n=3 (DMSO, Kombinationsbehandlung), je Triplikate;
p*=0,0418, p**<0,0086; Mittelwert + SEM.
Zur weiteren Untersuchung des Effekts von Temozolomid und Olaparib wurde die
Anzahl an apoptotischen und toten Zellen mittels Apoptose-Assays bestimmt. Hierzu
wurden murine Lin™-nicht leukdmische Zellen und leukamische-MLL-AF9 Zellen mit der
niedrigsten TMZ (10 pg/ml)- und Olaparib (0,2 pM)-Konzentration, welche in den CFU-
Assays einen selektiven Effekt auf GFI1-36N-leukamische Knochenmarkzellen
zeigten, behandelt. Nach 48 h in Kultur wurden die Zellen mit Annexin V und PI gefarbt
und die doppelt-positiven Zellen mittels FACS analysiert. In Abbildung 70 sind die
Annexin*/PI*- (doppelt-positiven) Zellen der Lin-Zellen aus nicht leukamischen GFI1-
36S- und GFI1-36N-Mausen dargestellt. Ohne Behandlung war die prozentuale
Anzahl an doppelt-positiven Zellen in den GFI1-36S- und den GFI1-36N-nicht

leuk&mischen Zellen nahezu gleich grol3 und lag bei ca. 10% (Abb. 70 A). Die Anzahl
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an apoptotischen/toten Zellen war in den mit 10 pg/ml TMZ (ca. 13 %) und in den mit
der Kombinationstherapie behandelten Proben (ca. 15%) minimal hoher als in den
DMSO-Kontrollen. In den Proben, welche mit 0,2 uM Olaparib behandelt wurden,
betrug die Anzahl an Annexin*/PI*-Zellen nahezu die gleiche wie in den Kontrollen. In
den GFI1-36N-nicht leukédmischen Zellen war die prozentuale Anzahl an doppelt-
positiven Zellen sogar etwas geringer (Abb. 70). Alle prozentualen Werte der
unterschiedlichen Behandlungen nach Abzug der DMSO-Kontrollwerte lagen im
Schnitt unter 5,5% (Abb. 70 B).
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Abbildung 70: Geringer Effekt der Kombinationsbehandlung aus 10 pg/ml TMZ und
0,2 UM Olaparib auf die Anzahl an apoptotischen und toten Zellen in nicht leuk&mischen
Lin-Zellen

Dargestellt sind die Annexin /P -Zellen 48 h nach der Behandlung mit 10 pyg/ml TMZ,
0,2 uM Olaparib oder der Kombination aus beiden Medikamenten. Als Kontrolle wurde

DMSO verwendet. Verwendet wurden Lin -Zellen aus GFI1-36S- bzw. GFI1-36N-Mausen.
Die Zellen wurden mit Annexin V und Pl geféarbt und mittels FACS detektiert und mithilfe

der FlowJo-Software analysiert. In A) sind die absoluten Werte, der Annexin+/PI+—ZeIIen, in
Prozent dargestellt. n=2, jeweils in Triplikaten; Mittelwert + SEM. In B) wurden die jeweiligen
Mittelwerte der DMSO-Kontrolle von den Einzelwerten der unterschiedlichen Behandlungen
abgezogen. n=2, jeweils in Triplikaten; Mittelwert + SEM

Die Ergebnisse des Apoptose-Assays von den GFI1-36S- und GFI1-36N-
leukamischen Zellen nach der Behandlung mit 10 pg/ml TMZ, 0,2 uM Olaparib oder
der Kombination zeigten denselben Trend wie die Ergebnisse der CFU-Assays. Die
Anzahl an doppelt-positiven Zellen betrug in den GFI1-36S-leukdmischen Zellen bei
allen drei Behandlungsmethoden fast dieselbe. Die prozentuale Anzahl an
Annexin*/PI*-Zellen lag bei ca. 10% und betrug somit &hnliche Werte wie bei den nicht
leuk&mischen Zellen (Abb. 71 A). Dagegen stieg die prozentuale Anzahl an doppelt-
positiven Zellen nach der Behandlung mit 10 pg/ml TMZ sowie der Kombination aus
TMZ und Olaparib in den GFI1-36N-leukamischen Zellen im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle an (Abb. 71 A). Nach Abzug der Werte der doppelt-positiven Zellen der
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DMSO-Kontrolle von denen der unterschiedlichen Behandlungen, betrugen die Werte
der GFI1-36S-leukdmischen Zellen im Schnitt 0,34% £1,69%. Die GFI1-36N-
leukamischen Proben, welche mit 10 ug/ml TMZ behandelt wurden, hatten nach Abzug
der DMSO-Kontrolle noch 7,86% *1,2% Annexin*/Pl*-Zellen und die Anzahl der
doppelt-positiven Zellen war signifikant hoher als bei den dazugehérigen GFI1-36S-
Proben. Bei den GFI1-36N-Proben, welche mit der Kombination aus beiden
Substanzen behandelt wurden, betrug der prozentuale Anteil nach Abzug der DMSO-
Kontrolle 12,48% +2,39%. Die GFI1-36N-leukdmischen Proben hatten damit
signifikant mehr Annexin*/P1*-Zellen als die GFI1-36S-leuk&dmischen Proben nach der
Kombinationsbehandlung (0,96% +1,52%) (Abb. 71 B). Die Kombinationsbehandlung
sowie die Behandlung mit TMZ hatten somit einen hodheren Einfluss auf die
prozentuale Anzahl an Annexin*/Pl*-Zellen in GFI1-36N-leukdmischen Zellen
gegenuber den GFI1-36S-leukdmischen Zellen. Aufl3erdem war die Anzahl an
Annexin*/PI*-Zellen in  den  GFI1-36N-leukamischen-Proben  nach  der
Kombinationsbehandlung signifikant hoher als nach den Einzelbehandlungen mit TMZ
und Olaparib. (Abb. 71).
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Abbildung 71: Mehr apoptotische und tote Zellen in GFI1-36N-leukamischen Zellen nach
der Kombinationsbehandlung mit 10 pg/ml TMZ und 0,2 uM Olaparib

Dargestellt sind die Annexin /PI-Zellen 48 h nach Behandlung mit 10 ug/ml TMZ,
0,2 uM Olaparib oder der Kombination aus beiden Medikamenten. Verwendet wurden
Knochenmarkzellen aus leukamischen GFI1-36S- bzw. GFI1-36N-MLL-AF9-Mausen. Als
Kontrolle wurde DMSO verwendet. Die Zellen wurden mit Annexin V und PI gefarbt und
mittels FACS detektiert und mithilfe der FlowJo-Software analysiert. In A) sind die absoluten

Werte, der Annexin+/PI+-ZeIIen in Prozent dargestellt. n=4; Mittelwert £+ SEM. In B) wurden
die jeweiligen Mittelwerte der DMSO-Kontrolle von den Einzelwerten der unterschiedlichen
Behandlungen abgezogen. Die Ergebnisse sind als Boxplot (Linie=Median) mit ,Whiskers*“
vom Min. zum Max. dargestellt. n=4; p*<0,0354, p** <0,0029; p***=0,0008
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Die Ergebnisse zeigten, dass TMZ einen selektiven Einfluss auf die Koloniezahl sowie
die Anzahl an Annexin*/P1*-Zellen in GFI1-36N-leukamischen Zellen hat, wohingegen
bei den niedrigen Konzentrationen kein Effekt von TMZ auf die nicht leukdmischen
Zellen sowie die GFI1-36S-leukamischen Zellen detektiert werden konnte. Aul3erdem
konnte der selektive Effekt auf die Koloniezahl und die Anzahl an Annexin*/PI*-Zellen
in den GFI1-36N-leukdmischen Zellen durch die Kombinationstherapie aus TMZ und

Olaparib (bei den richtigen Konzentrationen) noch erhéht werden.

4.3.2 Humane GFI1-36N-leukéamische Zellen zeigen in vitro einen
hoheren Effekt gegeniiber Temozolomid und in Kombination mit
Olaparib

Die Behandlungen von murinen Zellen mit TMZ und Olaparib lieferten

vielversprechende Ergebnisse, dass mit der Kombinationsbehandlung gezielt eine

Wirkung auf die GFI1-36N-leukémischen Zellen erreicht werden kann. Sowohl TMZ

allein als auch in Kombination mit Olaparib hatte einen selektiven Effekt auf GFI1-36N-

leukamische Zellen und keinen bzw. einen signifikant geringeren Effekt auf GFI1-36S-
leukamische und nicht maligne Zellen. Zur Uberprifung, ob die unterschiedlichen

Medikamente auch selektiv und sensitiv auf humane leukéamische Zellen mit GFI1-

36N-Genotyp wirken, wurden primare PB-, Milz (SPL)- und KM-Zellen von MDS-/AML-

Patienten mit den beiden Substanzen behandelt. Die primaren Zellen stammten z.T.

aus der Hannover-Kohorte (von Herrn Prof. Dr. Michael Heuser zur Verfiigung

gestellt), welche hinsichtlich der chromosomalen Aberrationen untersucht wurden und
teilweise wurden die Proben von Frau Prof. Dr. Irmela Jeremias (Helmholtz Zentrum

Munchen) bereitgestellt. Wie bereits bei der Behandlung der murinen Zellen wurde der

Einfluss der Medikamente mittels CFU-Assay sowie Apoptose-Assay gemessen. Die

humanen Zellen waren eingefroren und nach dem Auftauen betrug die Lebendzellzahl

zwischen 10% und 30%. Fur die Versuche wurden die Zellen mit ausreichender

Lebendzellzahl verwendet. Bei den Apoptose-Assays konnten keine Unterschiede

zwischen den GFI1-36N- und GFI1-36S-leukamischen Zellen detektiert werden, da die

primaren humanen Zellen nach 48 h in Kultur bereits bei der DMSO-Kontrolle eine
hohe Anzahl an Annexin*- sowie PI*-Zellen hatten. Fur die CFU-Assays wurden vier
homozygote GFI1-36S-Proben (2x KM und 2x PB) verwendet und fir die GFI1-36N-

Gruppe wurden zwei GFI1-36S/N (1x KM und 1x SPL) und zwei GFI1-36N/N (2x PB)

verwendet. Die aufgetauten humanen Zellen wurden in Methylzellulose-Medium unter

Zugabe von 10 pg/ml Temozolomid, 0,2 uM Olaparib oder der Kombination aus beiden
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Substanzen fir 14 Tage kultiviert. In allen Proben waren nach 14 Tagen keine Kolonien
sichtbar. Deshalb wurde anstelle der Koloniezahl die Zellzahl der humanen Zellen
nach Behandlung bestimmt. Es wurde sowohl die Lebendzellzahl als auch die Anzahl
an toten Zellen sowie die daraus einhergehende Gesamtzellzahl bestimmt. Die
Gesamtzellzahl war in den humanen GFI1-36N-leukamischen- und GFI1-36S-
leukamischen-Zellen ohne Behandlung nahezu die gleiche und auch mit den
unterschiedlichen Behandlungen gab es keine signifikanten Unterschiede zwischen
den beiden Genotypen (Abb. 72 A). Bei der Berechnung des prozentualen Anteils an
lebenden Zellen wurde gezeigt, dass lediglich die Kombinationstherapie im Vergleich
zur DMSO-Kontrolle einen geringen Effekt auf die humanen GFI1-36S-leukamischen
Zellen hatte (DMSO: 52,14% £3,29%, Kombinationstherapie: 41,12% +2,32%). Der
Effekt der Kombinationstherapie auf die GFI1-36N-leuk&dmischen-Zellen war
gegeniuber der DMSO-Kontrolle signifikant hoher (Differenz zur Kontrolle: ca. 35%,
p=0,0008) und auch hoher als bei den behandelten GFI1-36S-leukamischen Zellen
(Differenz zur Kontrolle: ca. 11%). AuRerdem wurde die Anzahl an lebenden Zellen
durch die Einzelbehandlung mit TMZ (35,42% *4,52%) und Olaparib (44,93% £3,49%)
in GF11-36N-leuk&mischen Zellen signifikant reduziert gegeniber der DMSO-Kontrolle
(62,66% +3,51%) wohingegen kein grofRer Unterschied in den GFI1-36S-Proben
detektiert wurde (Abb. 72 B).
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Abbildung 72: Die Kombinationsbehandlung mit 10 pg/ml Temozolomid und

0,2 uM Olaparib hatte einen hdheren Effekt auf primare humane leukdmische Zellen mit

GFI1-36N-Genotyp
Dargestellt sind die Zellzahlen von priméaren humanen leukdmischen Zellen nach 14 Tagen
in Methylcellulose. Am Tag des Ausplattierens wurde zu der Methylzellulose 10 pg/ml TMZ,
0,2 pM Olaparib oder die Kombination aus beiden Medikamenten zugegeben. Als Kontrolle
wurde DMSO hinzugefugt. In A) ist die Gesamtzellzahl (lebend + tote Zellen) der
Zellzahlbestimmung mittels Trypanblau dargestellt. Mittelwert £ SEM n=4. In B) wurde die
Lebendzellzahl in Prozent von der Gesamtzellzahl kalkuliert. Die Differenz zu 100% ist der
prozentuale Anteil an toten Zellen. n=4; p*<0,0211; p**=0,0070, p***=0,0008;
Mittelwert + SEM
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5 Diskussion

In vorhergegangenen Studien wurde gezeigt, dass Patienten mit GFI1-36N-Genotyp
ein erhohtes Risiko haben, an einer AML oder MDS zu erkranken (Khandanpour et al.,
2010; Khandanpour et al., 2012; Botezatu et al., 2016b; Botezatu et al., 2016a).
Sowohl das Vorhandensein der GFI1-36N-Variante als auch niedrige GFI1-Level
haben einen negativen Einfluss auf die AML-Prognose (Hones et al., 2016; Botezatu
et al., 2016b). In leukdmischen Mausmodellen konnte bestatigt werden, dass GFI1-
36N die Entwicklung einer AML fordert und AML-Mausmodelle mit dem GFI1-36N-
Genotyp schneller an einer Leukdmie erkranken (Botezatu et al., 2016b). Eine
publizierte Erklarung fur die AML-pradisponierende Funktion ist, dass es durch die
Prasenz von GFI1-36N vermehrt zu H3K9-Acetylierungen der Zielgene kommt, da
GFI1-36N zwar die histonmodifizierenden Enzyme bindet, aber sie nicht in gleicher
Weise an die genregulierenden Elemente fuhrt. Dadurch kann u.a. die Deacetylierung
von H3K9 nicht induziert werden. Die vermehrte H3K9-Acetylierung der GFl1-Zielgene

fuhrt dann insbesondere zur Expression von Onkogenen (Botezatu et al., 2016b).

Die vorliegende Arbeit zeigt weitere wichtige Funktionen von GFI1 in
hamatopoetischen Zellen und liefert dadurch weitere Hinweise auf die AML
pradisponierende Funktion der GFI1-Variante GFI1-36N. Es konnte gezeigt werden,
dass die Prasenz von GFI1-36N in leukamischen Zellen einen Einfluss auf die
Genomstabilitat hat. GFI1-36N beeinflusst die DNA-Reparatur in malignen Zellen und
geht mit einer erhéhten Anzahl an genetischen Veranderungen einher. Die hier
vorliegende Arbeit liefert zudem erste Hinweise darauf, dass nicht nur durch die
GFI1-36N-Variante mehr DNA-Schaden und Veranderungen der DNA-Reparatur in
leuk&mischen Zellen entstehen, sondern auch in leukédmischen Zellen mit geringem
GFIl1-Level. Die Rolle von GFI1 bei der Aufrechterhaltung der DNA-Reparatur eroffnet

vielseitige Moéglichkeiten fir neue Therapieansatze bei der AML-Behandlung.

5.1 Vermehrte genetische Veradnderungen durch hohen DNA-
Schaden und verringerte DNA-Reparatur in GFI1-36N-

leukamischen Zellen

Ein Schlisselfaktor bei der Entstehung von Krebs ist, neben anderen Faktoren, die
genomische Instabilitdt. Eine genomische Instabilitat wurde in den letzten Jahren
immer mehr zum Merkmal von Krebserkrankungen (Negrini et al., 2010). Auch bei der
Entstehung von AML spielt genomische Instabilitat eine Rolle (Bret et al., 2016).
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Deshalb wurde zun&chst untersucht, ob eine erhdhte genomische Instabilitat eine
Erklarung fur die AML-pradisponierende Funktion der GFI1-Variante GFI1-36N sein
konnte. Hierfur wurden als Erstes die Karyotypen von MDS/AML-Patienten mit GFI1-
36S- und GFI1-36N-Genotyp verglichen. Dabei zeigte sich, dass die GFI1-36N-
Variante mit einer erhdohten Anzahl an chromosomalen Aberrationen einhergeht, was
maoglicherweise wiederum auf eine erhdhte genomische Instabilitat zuriickzuftihren ist.
Um diese Ergebnisse in murinen Zellen zu bestéatigen, wurden GFI1-36S- und GFI1-
36N-leukamische Zellen mittels RNA-Sequenzierung untersucht und die Anzahl an
Variationen (wie Deletionen, Insertionen) analysiert. Die RNA-
Sequenzierungsergebnisse zeigten, dass mehr genetische Verdnderungen in den
GFI1-36N-MLL-AF9- als auch in GFI1-KD-MLL-AF9-Knochenmarkzellen gegentber
den GFI1-36S-leukdmischen Knochenmarkzellen vorhanden waren. Aul3erdem fand
in den GFI1-36N- und GFI1-KD-leukamischen Zellen eine Anh&aufung an Missense-
Mutationen statt. Somit gab es bei GFI1-36N-Patienten mehr chromosomale
Veranderungen und bei GFI1-36N-leukamischen Mausen mehr genetische
Veréanderungen. In der Summe sind die GFI1-36N-Zellen pradisponiert gegentuber der
Anreicherung von genetischen Veranderungen und die Ergebnisse deuten auf eine
hohere genomische Instabilitdt in GFI1-36N-leukamischen Zellen hin. Die mFISH-
Untersuchungen und Array-CGH-Ergebnisse zur Untersuchung von Aberrationen
ergaben jedoch keine signifikanten Ergebnisse, dass murine GFI1-36N- oder GFI1-
KD-leukamische Zellen mehr Veranderungen bzw. chromosomale Aberrationen
haben. Diese Abweichung gegentber den humanen Daten kdnnte daher kommen,
dass das verwendete MLL-AF9-Fusionsgen ein eher ,starkes® Onkogen ist
(Stavropoulou et al., 2016). Durch die Transplantation von in vivo generierten
leukamischen Zellen, welche das MLL-AF9-Onkofusionsprotein exprimieren schreitet
die AML-Entwicklung schneller voran als bei AML-Patienten. Die Mause erkrankten
bereits nach ca. 3-4 Wochen an AML und waren nicht abhangig von weiteren
Veranderungen. Diese schnelle AML-Entwicklung hé&ngt somit nicht von der Prasenz

weiterer Translokationen ab.

AulRerdem wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt, dass in GFI1-36N-Thymozyten
die DNA-Schaden, gemessen als Zahl der yH2AX-Foci oder mithilfe des Comet-Assay,
nach Bestrahlung signifikant héher waren als in GFI1-36S-Thymozyten. Das kdnnte
auf eine offenere Chromatinstruktur (Euchromatin) zurtickzufiihren sein. Offenere
Chromatinstrukturen sind zuganglicher und dadurch anfélliger fur exogene und
endogene DNA-Schaden (Takata et al., 2013; Nair et al., 2017; Tubbs and
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Nussenzweig, 2017). Es wurde bereits publiziert, dass GFI1-36N-Zellen genomweite
epigenetische Veranderungen aufweisen. Die GFI1-36N-Zellen besitzen auf Grund
der verminderten Bindung von GFI1-36N an die regulatorischen Strukturen der
Zielgene, mehr H3K9-Acetylierung und H3K4-Dimethylierungen (Khandanpour et al.,
2012; Botezatu et al., 2016b). Beides sind Marker fur eine aktive Transkription und
machen die DNA somit zuganglicher bzw. resultieren in offenen Chromatinstrukturen
(Barski et al., 2007; Khandanpour et al., 2012; Botezatu et al., 2016b; Nair et al., 2017).
Die offenere Chromatinstruktur in den GFI1-36N-Zellen gegeniber den GFI1-36S-
Zellen konnte eine Erklarung fur den hoheren DNA-Schaden nach Behandlung mit

dem gleichen Agens sein.

Somit geht aus den oben beschriebenen Versuchen hervor, dass die GFI1-36N-
leukamischen Zellen anfalliger gegentiber DNA-Schaden sind, und in diesen Zellen

vermehrt genetische Veranderungen auftreten.

Es wurde weiterhin beschrieben, dass eine erhdhte genomische Instabilitat bzw. eine
erhdohte Anzahl an genetischen Veranderungen oft durch Veranderungen von DNA-
Reparaturgenen und die dadurch resultierende verédnderte Schadensreparatur
entsteht (Negrini et al., 2010; Bret et al., 2016; Tubbs and Nussenzweig, 2017).
AulRerdem wurde bereits publiziert, dass der GFI1-KD oder -KO die DNA-Reparatur
vermindert (Vadnais et al., 2018). GFI1 ermdglicht die Bindung und Methylierung von
MRE11 und 53BP1 durch PRMTL1. Durch niedrigere GFI1-Level kommt es, vermutlich
auf Grund der verringerten Bildung dieser Komplex, zu einer verminderten HR
(Vadnais et al., 2018). GFI1 spielt demnach eine Rolle bei der DSB-Reparatur und die
hoéhere Anzahl an genetischen Veranderungen in GFI1-KD- und vor allem in GFI1-
36N-leukamischen Zellen kdnnte, neben der offeneren Chromatinstruktur, durch eine
verringerte DNA-Reparatur entstehen. Die offenen Strukturen sind, wie oben erwéhnt,
anfalliger gegentber DNA-Schadensereignissen (Takata et al., 2013; Nair et al., 2017;
Tubbs and Nussenzweig, 2017). Die GFI1-36N-Thymozyten waren dennoch in der
Lage, den hohen DNA-Schaden nach der Bestrahlung zu reparieren. Die GFI1-36N-
nicht leukdmischen Zellen zeigten eine héhere HR-Rate sowie eine Anreichung der
Gen-Sets  ,Hallmark _UV-Response DN“ und ,Hallmark_G2M_Checkpoints®
gegenuber den GFI1-36S-nicht leukamischen Zellen, welche mittels GSEA gefunden
wurden. Dagegen zeigten leukamische Knochenmarkzellen mit GFI1-36N-Genotyp
auf molekularer Ebene eine ,Herunterregulierung” von DNA-Reparatur-Gen-Sets

(,Hallmark_DNA_Repair‘ ,Hallmark_UV_Response_UP®), Veradnderungen in der
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Expression von DNA-Reparaturgenen sowie auf Proteinebene Verdnderungen von
DNA-Reparaturproteinen. Auf funktioneller Ebene konnte gezeigt werden, dass die
GFI1-36N-leukamischen Zellen eine verminderte HR-Rate haben. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass die GFI1-36N-leukamischen Zellen eine veréanderte DNA-
Reparatur gegentber GFI1-36S-leukamischen Zellen und nicht leukamischen Zellen
besitzen. Da die GFI1-36N-nicht leukdmischen Zellen durch die vermehrte H3K9-
Acetylierung und die damit einhergehende, offenere Chromatinstruktur einen héheren
DNA-Schaden nach der Bestrahlung aufwiesen, wird vermutet, dass der DNA-
Schaden in den GFI1-36N-leukamischen Zellen auch héher ist als in den GFI1-36S-
leukamischen Zellen. Der mdgliche hoéhere DNA-Schaden in den GFI1-36N-
leuk&mischen Zellen wird somit auf Grund der offeneren Chromatinstruktur und die
dadurch entstehende Anfélligkeit gegen DNA-Schadensereignissen vermutet
(Botezatu et al., 2016b; Nair et al., 2017). Hierzu mussen aber weitere Versuche
durchgefiihrt werden. Sollte dies in weiteren Untersuchungen bestétigt werden, wirde
es bedeuten, dass die GFI1-36N-leukamischen Zellen anfélliger gegentiber DNA-
Schéaden sind und zusatzlich eine verminderte DNA-Reparatur aufweisen. Die
verminderte DNA-Reparatur auf der einen Seite im Zusammenspiel mit dem hdheren
DNA-Schaden auf der anderen Seite, konnte die Ursache fur die detektierte erhdhte
Anzahl an genetischen Veranderungen der GFI1-36N-leukéamischen Zellen sein
(Abb. 73).

Ein weiterer Grund fir die Anhaufung von DNA-Schaden koénnte die erhdhte
Proliferation mit einer geringeren DNA-Schadenskontrolle wahrend der Zellzyklus-
Kontrollpunkten in GFI1-36N-leukamischen Zellen sein. Der Zellzyklus und die damit
verbundene DNA-Reparatur werden durch das Zusammenspiel von vielen
unterschiedlichen Faktoren und Enzymen kontrolliert. Kommt es zu einem
Ungleichgewicht dieser Zellzyklusregulatoren oder Mutationen eines der
regulatorischen Mechanismen, kann dies schwerwiegende Folgen haben (Kastan and
Bartek, 2004; Wenzel and Singh, 2018). Die vorliegende Arbeit liefert erste Hinweise,
dass es in GFI1-36N-leukdmischen Zellen zu Verdnderungen der Zellzykluskontrolle
kommt. Jedoch muissen weitere Untersuchungen, wie Western Blot-Analysen,
durchgefuihrt werden, um dies zu bestétigen. Es konnte gezeigt werden, dass in nicht
malignen GFI1-36N-Zellen die Gen-Sets ,Hallmark_G2M_Checkpoint* sowie
,Hallmark_E2F-Targets® angereichert waren. Der G2M-Kontrollpunkt wird auch
Schadenskontrollpunkt genannt, da der Zellzyklus bei vorhandenem Schaden an
dieser Stelle pausiert wird, bis der DNA-Schaden behoben ist (Dasika et al., 1999;
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Kastan and Bartek, 2004; Willis and Rhind, 2009). Die E2F-Transkriptionsfaktoren
spielen beim Ubergang der G1- in die S-Phase eine Rolle (Bertoli et al., 2013). Auch
an dieser Stelle wird die DNA auf mdgliche Schéaden Uberprift (Dasika et al., 1999;
Kastan and Bartek, 2004; Bertoli et al., 2013). Dass die zwei Gen-Sets, welche eine
Rolle bei der Zellzyklusprogression spielen in GFI1-36N-nicht leukamischen Zellen
angereichert waren, kdénnte aus dem hoheren DNA-Schaden, welcher vermutlich
durch die offene Chromatinstruktur in den GFI1-36N-Zellen kommt, resultieren. Durch
die Anfalligkeit gegenliber DNA-Schadensereignissen muss der Zellzyklus ofter
pausiert werden, um die vorhandenen DNA-Schéaden zu reparieren. Eine Hypothese
fur die detektierten Unterschiede zwischen den GFI1-36N-malignen und -nicht
malignen Zellen ware demnach, dass die GFI1-36N-nicht malignen Zellen im
Gegensatz zu den GFI1-36N-malignen Zellen in der Lage sind, den DNA-Schaden zu
erkennen und das Fortschreiten des Zellzyklus unterbinden, solange bis die DNA
repariert ist. Denn im Gegensatz zu den GFI1-36N-nicht leukamischen Zellen wurde
bei der GSEA der GFI1-36N-leukamischen Zellen eine Herunterregulierung der Gene,
des Gen-Set ,Hallmark_E2F_ Targets“ detektiert. Dieses Ergebnis deutet darauf hin,
dass in den GFI1-36N-leukamischen Zellen das Voranschreiten der G1- zur S-Phase
bei moglichen DNA-Schéaden nicht gestoppt wird. Dadurch werden die vorhandenen
DNA-Schaden an dieser Stelle des Zellzyklus nicht repariert. In der S-Phase des
Zellzyklus findet die DNA-Replikation statt (Takeda and Dutta, 2005; Willis and Rhind,
2009; Wenzel and Singh, 2018). Wenn der DNA-Schaden vor der S-Phase nicht
repariert wird, kann es bei der Replikation der DNA zu Fehler kommen (Takeda and
Dutta, 2005; Bertoli et al., 2013). Die mdglichen verringerten ,E2F-Targets” in den
GFI1-36N-leukamischen Zellen kénnten somit ein Grund fir die Akkumulation von
Veranderungen sein (Abb. 73). Zur Uberprifung dieser Theorie sollten in weiteren
Versuchen die E2F-Targets sowie die E2F-Proteine untersucht werden. Die mdgliche
verminderte Zellzyklus-Kontrolle an den Kontrollpunkten kdnnte auch die héhere
Proliferation der GFI1-36N-leukdmischen Zellen erklaren, welche bei der Kultivierung
der Zellen und bei den CFU-Assays teilweise festgestellt wurde. Auf3erdem zeigten
auch die GFI1-KD-Zellen eine hohere Proliferation gegenuber Zellen mit normalem
GFll-Level. Es wurde bereits gezeigt, dass sich unter den Gfil-Zielgenen
Zellzyklusregulatoren wie z.B., E2F-Proteine und c-Myc befinden. Gfil reprimiert die
Expression dieser Zellzyklusregulatoren (Duan and Horwitz, 2003a, 2003b). Durch die
verringerten GFI1l-Level bzw. Prasenz der GFI1-36N-Variante konnte es auf Grund

von verringerten Bindungen bzw. weniger stabilen Bindungen an den regulatorischen

157



Diskussion

Strukturen der GFI1-Zielgene zu einer geringeren Regulation derer Expression
kommen. Der dadurch entstehende Uberschuss an Proteinen der Zellzykluskontrolle
bzw. das entstehende Ungleichgewicht von Zellzyklusregulatoren kénnte die Zellen
zur Proliferation bzw. Zellzyklusprogression, unabhéngig von vorhandenen DNA-
Schaden, antreiben (Abb. 73). Um diese Theorie zu uberprufen, sollten weitere
Versuche durchgefihrt werden. Auf der einen Seite konnten die in der Arbeit
gemessenen veranderten E2F-Targets, wie Cdkl, Cdk4 oder Cdkn2c (p18) sowie die
E2F-Protein oder andere Zellzyklusproteine, welche in den GFI1-36N-leukamischen
Zellen verandert waren wie Ndrgl oder Dna2 mittels RT-PCR und Western Blot naher

untersucht werden.

leukdmische GFI1-36S-Zellen

DNA-Schadensereignisse  aktive DNA-Reparatur

CREN N N
geschlossenere Weniger DNA-Schaden C
Chromatinstruktur /

Zellzykluskontrolle

Herunterregulierte Prozesse

di . .
HaKac/H3Kadime| 1o ykdmische GFI1-36N-Zellen 2ur Verhinderung der
¥ DNA-Schaden

Zellzyklusprogression
vor Reparatur

4 Mutationen

DNA-Schadensereignisse verminderte DNA-Reparatur von Schaden
. — N e
offenere mehr DNA-Schiden 7'
Chromatinstruktur verminderte Zellzykluskontrolle vermehrt genomische Schiden

Abbildung 73: Uberblick zur Entstehung der genomischen Schaden in den GFI1-36N-

leukdmischen Zellen
Die GFI1-36N-leukdmischen Zellen haben eine offenere Chromatinstruktur, und dadurch
ist die DNA anfalliger gegenlber Schadensereignissen. Durch eine verminderte DNA-
Reparatur werden die DNA-Schaden nicht oder nur kaum repariert. Eine verminderte
Zellzykluskontrolle kdnnte auflerdem dazu fihren, dass keine Zellzykluspause zur
Reparatur von Schéden stattfindet und GFI1-36N-leukamische Zellen mit DNA-Schéaden
weiter proliferieren. Dadurch kommt es zur Anh&ufung von Veradnderungen/Mutationen
bzw. zu vermehrten genomischen Schaden in den GFI1-36N-leukamischen Zellen.
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5.2 Veranderte DNA-Reparatur in GFI1-36N- und GFI1-KD-

leukamischen Zellen

Es konnte gezeigt werden, dass die GFI1-36N-leukdmischen Zellen mehr genetische
Veranderungen aufweisen als die GFI1-36S-leukamischen und nicht leukdmischen
Zellen. Wie bereits erwahnt, kommt in vielen malignen Erkrankungen die genomische
Instabilitat durch Mutationen in DNA-Reparaturgenen oder durch eine verdnderte
Expression dieser Proteine, wodurch die DNA-Reparatur beeintrachtigt wird
(Richardson et al., 2004; Negrini et al., 2010; Pitroda et al., 2014; Bret et al., 2016;
Tubbs and Nussenzweig, 2017). Durch die Beeintrachtigung der DNA-Reparatur
kommt es zu Anhaufungen von Mutationen, welche zur malignen Transformation der
Zellen fuhren konnen (Kastan and Bartek, 2004; Tubbs and Nussenzweig, 2017).
Untersuchungen der DNA-Reparatur wurden zunachst modelhaft mittels RNA-
Sequenzierungen mit murinen GFI1-36S-, GFI1-36N- und GFI1-KD-leukamischen
Zellen durchgefuhrt. Die daraus resultierenden GSEA-Ergebnisse zeigten, dass in
GFI1-36N- und GFI1-KD-leukdmischen Zellen Gen-Sets der DNA-Reparatur, im
Vergleich zu den GFI1-36S-leukamischen Zellen, herunterreguliert waren. Bei der
genaueren Untersuchung der veranderten DNA-Reparatur wurde gezeigt, dass die
Expression und das Level vieler DNA-Reparaturproteine in GFI1-36N- gegenuber
GFI11-36S-leukamischen Zellen verandert war. Bei der Untersuchung der DEG wurden
einige Uberschneidungen zwischen den GFI1-KD-leukamischen- und GFI1-36N-
leukamischen Zellen gefunden. Diese Uberschneidungen deuten auf einen
gemeinsamen Grund fir die veranderte DNA-Reparatur in den malignen GFI1-36N-
und GFI1-KD-Zellen hin. Eine Erklarung kénnte sein, dass die murinen GFI1-36N-
leukédmischen Zellen eine verminderte Bindung von Prmtl mit den DNA-
Reparaturproteinen Mrell und 53bpl haben. Es wurde bereits publiziert, dass GFI1
in humanen Zellen bei der Bindung von PRMT1 mit MRE11 und 53BP1 eine Rolle
spielt (Vadnais et al., 2018). Naheliegend wére somit, dass GFI1-36N die Bindung
zwischen PRMT1 mit MRE11 und 53BP1 nicht erfolgreich stabilisieren bzw.
gewahrleisten kann. Jedoch wurde auf der anderen Seite publiziert, dass bereits die
nicht leuk&dmischen GFI1-KD- bzw. KO-Zellen eine verminderte DNA-Reparatur haben
(Vadnais et al., 2018). Die GFI1-36N-nicht leukdmischen Zellen hatten dagegen eine
hohe HR-Rate und konnten den DNA-Schaden nach Bestrahlung reparieren. Das
deutet darauf hin, dass die Bindungen von Prmtl mit den beiden DNA-
Reparaturproteinen Mrell und 53bpl in den murinen GFI1-36N-nicht leuk&mischen
Zellen moglich ist. Ob die verminderte HR in den GFI1-36N-leukamischen Zellen auf
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Grund, der nicht mehr vorhandenen Bindung von Prmtl mit den anderen beiden

Reparaturproteinen kommt, musste verifiziert werden.

Bei den Ergebnissen der Arbeit kommt eine weitere Frage auf: Woher kommt der
Unterschied zwischen den GFI1-36N-nicht leukédmischen und den GFI1-36N-
leukamischen Zellen im Hinblick auf die DNA-Reparatur. In den nicht leukédmischen
Zellen scheint die DNA-Reparatur trotz des hohen DNA-Schadens zu funktionieren;
jedoch verandert sich dies in den leukdmischen Zellen. Ein Grund hierfir kdnnte die
oben beschriebene, veranderte Zellzykluskontrolle in den GFI1-36N-leukamischen
Zellen sein. Das jedoch nur die GFI1-36N-leukamischen Zellen so einen grof3en
Unterschied gegentber den GFI1-36N-nicht leuk&mischen Zellen aufwiesen und nicht
die GFI1-36S-Zellen, kbnnte daran liegen, dass bestimmte Signalkaskaden in GFI1-
36N-malignen Zellen veréandert sind, welche dann die DNA-Reparatur oder die
Zellzykluskontrolle beeinflussen. Es ware maoglich, dass es in den GFI1-36N- und auch
in den GFI1-KD-leukamischen Zellen zu einer verénderten Protein-Regulation kommt,
welche in malignen Zellen durch niedrige GFI1-Level bzw. durch die Prasenz von
GFI1-36N entstehen konnte. Erste Hinweise, dass es mdglicherweise zu
Veranderungen des p53-Signalweges kommt, lieferten die in dieser Arbeit
durchgeflihrten GSEA. Die GSEA zeigten, dass Gene, deren Produkte bei den p53-
Signalwegen eine Rolle spielen, signifikant in den GFI1-36N- und GFI1-KD-
leuk&mischen Zellen herunterreguliert waren. In der Arbeit von Vadnais und Kollegen
wurde beschrieben, dass GFI1 p53 durch die Rekrutierung von LSD1 und die dadurch
entstehende Demethylierung reguliert (Vadnais et al., 2019). Es ware denkbar, dass
durch die Prasenz von GFI1-36N oder durch den KD von GFI1 p53 nicht mehr von
GFI1 reguliert werden kann. Durch die verminderte Regulierung von p53 in den GFI1-
36N- und GFI1-KD-leukamischen Zellen kénnte es dadurch zu Veranderungen der
p53-Signalwege kommen. Mutationen von TP53 werden vor allem mit der Entstehung
von soliden Tumoren in Zusammenhang gebracht. Verschiedene Dysfunktionen von
p53 und dessen Signalwegen spielen aber auch bei der AML eine Rolle (Prokocimer
et al.,, 2017; Dutta et al., 2020). Zudem ist p53 ein zentraler Faktor bei der DNA-
Schadensantwort (Williams and Schumacher, 2016; Kastenhuber and Lowe, 2017)
und die Verdnderung der p53-Aktivitat und die daraus resultierenden Veranderungen
der p53-Signalwege in GFI1-36N- und GFI1-KD-leukamischen Zellen gegenuber
GFI1-36S-leukdmischen Zellen, kdnnte die breitgefacherten Auswirkungen von vor
allem GFI1-36N auf die DNA-Reparatur/-Schadensantwort erklaren. Die vorliegende

Arbeit lieferte erste Hinweise fir diese Theorie, jedoch missen noch weitere
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Untersuchungen zur p53-Aktivitdt und den p53-Signalwegen in den unterschiedlichen
GFI1-Genotypen durchgefihrt werden.

Eine weitere Mdoglichkeit fur die ver&dnderte DNA-Reparatur in den GFI1-36N- und
GFI1-KD-leukamischen Zellen sind metabolische Verdnderungen in diesen Zellen.
Unsere Arbeitsgruppe hat unverdoffentlichte Daten, dass GFI1 beim Metabolismus eine
Rolle spielt. Niedrige GFI1-Level zeigten Auswirkungen auf den Metabolismus der
Zellen. In den letzten Jahren wurde immer deutlicher, dass Veradnderungen in der
DNA-Reparatur auch Auswirkungen auf den Metabolismus haben und andersherum
(Turgeon et al., 2018). Es wurde zum Beispiel publiziert, dass ein erhéhtes Level der
Onkometabolite Fumarat, Succinat sowie 2-Hydroxyglutarat die DNA-Reparatur,
genauer die HR, durch abnormale H3K9-Trimethylierung unterdriickt. Das erhdhte
Level der Onkometabolite kommt z.B. durch Mutationen der Isocitrat-Dehydrogenasen
(IDH1, IDH2) oder anderen Enzymen, welche eine Rolle beim Metabolismus spielen
(Sulkowski et al., 2020). Somit konnten veranderte metabolische Prozesse in den
Zellen eine weitere Erklarung fur die verminderte DNA-Reparatur liefern. Hierzu sollten
jedoch weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden.

5.3 Niedrigeres Mgmt-Level und damit einhergehende verminderte

Mgmt-vermittelte Reparatur in GFI1-36N-leukdmischen Zellen

Unter den DNA-Reparaturproteinen, welche in murinen GFI1-36N-leukamischen
Zellen signifikant niedrigere Level hatten, wurde Mgmt gefunden. MGMT st ein
Reparaturprotein, welches 06-MeG-Lasionen repariert. Diese mutagene und
krebserregende Lasion hat schwerwiegende Folgen fiur die Zellen (Kaina et al., 2007;
Zhang et al., 2012). Deshalb ist eine intakte Mgmt-vermittelte DNA-Reparatur fur die
Zellen wichtig. Auf funktioneller Ebene konnte in der vorliegenden Arbeit bestatigt
werden, dass Mgmt in den murinen GFI1-36N-leukamischen Zellen weniger
vorhanden bzw. weniger aktiv war als in den GFI1-36S-leukdmischen Zellen. Das
detektierte geringere Mgmt-Proteinlevel in GFI1-36N-leukamischen Zellen liefert eine
Erklarung fur die detektierte niedrigere Mgmt-vermittelte Reparatur in den GFI1-36N-
leukamischen Zellen. Auf3erdem war in den GFI1-36N-leukdmischen Zellen das
ubiquitinierte und somit inaktive Mgmt-Level héher als in den GFI1-36S-leukamischen
Zellen. Eine wichtige Eigenschaft von MGMT ist, dass jedes Molekdil nur eine O6-MeG-
Lasion reparieren kann. Danach wird es ubiquitiniert und von der Zelle mittels
Proteasom abgebaut. Nachdem das MGMT-Protein die L&sion repariert hat und
ubiquitiniert wurde, kann MGMT nicht mehr aktiviert werden. Die Anzahl an Lasionen,

161



Diskussion

welche von MGMT repariert werden kann, hangt somit von der Anzahl an MGMT-
Molekulen in der Zelle ab (Srivenugopal et al., 1996; Xu-Welliver and Pegg, 2002; Liu
and Gerson, 2006; Silber et al., 2012; Hsu et al., 2018). Es ware somit denkbar, dass
das detektierte, hohere inaktive Mgmt-Level in den murinen GFI1-36N-leukamischen
Zellen auf Grund einer erhohten Anzahl an O6-MeG-Lasionen entsteht. Das konnte
bedeuten, dass die GFI1-36N-leuk&mischen Zellen mehr O6-MeG-Lasionen besitzen
bzw. anfalliger fir O6-MeG-Léasionen sind als die GFI1-36S-leukdmischen Zellen und

somit mehr Mgmt von den Zellen bendtigt wird.

Im Gegensatz zu den leukamischen Zellen konnte in den GFI1-36N-nicht
leukamischen Zellen kein Unterschied in der Funktionalitdt von Mgmt sowie dem
Mgmt-Level gegenuber den GFI1-36S-nicht leuk&dmischen Zellen festgestellt werden.
Somit war, wie auch bei der HR, bei der Mgmt-vermittelten Reparatur der Unterschied
zwischen den GFI1-Genotypen nur in den leukamischen, nicht aber in den nicht

leukdmischen Zellen zu sehen.

In vielen Veroéffentlichungen wurde gezeigt, dass das MGMT-Level in Zellen vom
Methylierungsstatus des MGMT-Promotors abhangt. Methylierungen des MGMT-
Promotors fihren zu niedrigeren MGMT-Proteinlevel und vice versa (Watts et al.,
1997, Esteller et al., 1999; Hegi et al., 2008). Deshalb wurde der Methylierungsstatus
des Mgmt-Promotors in verschiedenen murinen GFI1-36N- und GFI1-36S-Zellen
Uberpruft. Hier gab es keinen Hinweis auf eine unterschiedliche Methylierung in den
GFI11-36N- gegenlber den GFI1-36S-Zellen. Auf Grund dessen kann ausgeschlossen
werden, dass die unterschiedlichen Mgmt-Level in den murinen GFI1-36S- und GFI1-
36N-leukamischen Zellen mit dem Methylierungsstatus des Mgmt-Promotors
zusammenhangen. Vadnais und Kollegen zeigten, dass GFI1 nicht nur an
regulatorische DNA-Sequenzen der Zielgene bindet, sondern auch direkt tiber Protein-
Protein-Interaktion die Aktivitdt und Bindung von Proteinen reguliert (Vadnais et al.,
2018; Vadnais et al., 2019; Mérdy and Khandanpour, 2019). Deshalb wurde mittels
Co-IP untersucht, ob es in humanen leukamischen Zellen (THP-1-Zellen) eine direkte
Protein-Protein-Bindung zwischen GFI1 und MGMT gibt. Eine direkte Interaktion der
beiden Proteine konnte ausgeschlossen werden. Auf Grund der fehlenden
Unterschiede in der Mgmt-Promotor-Methylierung und der nicht vorhandenen Protein-
Protein-Bindung zwischen GFI1 und MGMT kann davon ausgegangen werden, dass

GFI1 das MGMT-Level indirekt Gber andere Proteine beeinflusst. Fir die indirekte
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Mgmt-Regulierung in murinen Zellen gibt es auf Grund von kontroversen Mgmt-

Expressionsdaten zwei Theorien.

Eine Hypothese ware, dass GFI1 direkt oder indirekt auch die Mgmt-Expression
beeinflusst. Die verminderte Mgmt-Expression kann trotz fehlender Unterschiede in
der Mgmt-Promotor-Methylierung ein Grund fiir verdnderte Mgmt-Expressionslevel
sein. Es gibt erste Studien, die zeigen, dass es neben der Promotor-Methylierung noch
weitere Methylierungen bzw. Mechanismen zur Regulation der Mgmt-Expression
geben muss (Bhakat and Mitra, 2003; Brell et al., 2005). Ein mdglicher Mechanismus,
wie GFI1 indirekt die Mgmt-Expression beeinflusst kdnnte sein, dass GFI1 die Mgmt-
Expression indirekt Uber die Regulation des p53-Proteins steuert. Neueste
Untersuchungen deuten darauf hin, dass GFI1 eine Rolle bei der posttranslationalen
Modifikation von p53 in T-Zellen spielt (Vadnais et al., 2019). GFI1 rekrutiert LSD1 zu
p53 und dadurch wird die C-terminale Domane von p53 demethyliert und dies fihrt zu
verringerter Acetylierung von Lysin 117. Durch die Rekrutierung von LSD1 zu p53 und
der dadurch verringerten Lysin-Methylierungen ist p53 weniger aktiv. Die Bindung
zwischen GFI1 und p53 wird durch die intermediare Domane von GFI1 gewéhrleistet
(Méroy and Khandanpour, 2019; Vadnais et al., 2019). Bei GFI1-36N ist die
intermediare Domane durch den Austausch von Serin zu Asparagin an Position 36
verandert (Khandanpour et al.,, 2010; Mordy and Khandanpour, 2019). Die
Veranderung in GFI1 konnte zu einer verringerten oder instabilen Bindung des
GFI1-36N-Proteins an p53 fiihren. Dies hatte zur Folge, dass GFI1-36N die p53-
Aktivitat nicht regulieren kann und dadurch mehr aktives p53 in den Zellen vorhanden
ist. Das p53-Level korreliert mit der MGMT-Expression. Dabei unterdrickt p53 die
basale MGMT-Expression und eine Uberexpression von p53 filhrt zu niedrigen MGMT-
Level (Hengstler et al., 1999; Bocangel et al., 2009). Demzufolge ware es denkbar,
dass durch die geringe p53 Bindungskapazitdt von GFI1-36N p53 nicht reguliert
werden kann, was wiederum die niedrigeren Mgmt-Level in den GFI1-36N-

leukamischen Zellen erklaren wirde.

Ein zweiter Erklarungsansatz ware, dass GFI1 indirekt das Mgmt-Proteinlevel
beeinflusst. Fiur diese Theorie liefert die vorliegende Arbeit Hinweise auf einen
moglichen Mechanismus, bei welchem GFI1 das Mgmt-Proteinlevel Uber eine direkte
Regulation von Ndrgl beeinflusst (Abb. 74). Mithilfe der Proteomik-Analysen und RNA-
Sequenzierungen wurde gezeigt, dass Ndrgl in GFI1-36N-leukdmischen Zellen

sowohl auf Protein- als auch auf Genexpressionslevel, gegentber den GFI1-36S-
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leukamischen Zellen, herunterreguliert war. Auf3erdem konnte Ndrgl bei den
Reanalysen von verfugbaren Gfil-ChlP-Sequenzierungs-Ergebnissen als mdgliches
Gfil-Zielgen identifiziert werden. In drei von vier publizierten Gfil-ChIP-
Sequenzierungs-Ergebnissen wurden mogliche Gfil-Bindestellen in der Promotor
und/oder Enhancer Region von Ndrgl gefunden. NDRGL1 ist ein Protein, das bei einer
Vielzahl von physiologischen Prozessen, wie dem Zellzyklus, der zellularen
Differenzierung sowie bei der Schadensantwort, eine Rolle spielt (Tschan et al., 2010;
Bae et al., 2013; Chang et al., 2014). Gezeigt wurde, dass die NDRG1-Expression in
einer Vielzahl von malignen Erkrankungen, wie Brustkrebs, Magenkrebs und auch in
AML-Zellen herunterreguliert ist (Bandyopadhyay et al., 2004; Tschan et al., 2010; Bae
et al., 2013; Chang et al., 2014). AuBerdem wurde beschrieben, dass die
Uberexpression von NDRG1 das Tumorwachstum und die Metastasierung unterdriickt
(Akiba et al., 2011; Chang et al., 2014). Im Jahr 2014 wurde publiziert, dass NDRG1
einen Einfluss auf die MGMT-vermittelte Reparatur hat. NDRGL1 spielt durch direkte
Protein-Protein-Wechselwirkung vermutlich eine Rolle bei der
Stabilisierung/Aktivierung von MGMT. Dadurch nimmt NDRG1 auch einen Einfluss auf
die Sensitivitdt gegeniiber TMZ (Weiler et al., 2014). Die in der vorliegenden Arbeit
durchgefiihrten Proteomik-Versuche sowie RNA-Sequenzierungen lieferten mehrere
Hinweise, dass Ndrgl eine Rolle bei der Sensitivitat der GFI1-36N-leuk&mischen
Zellen gegeniiber TMZ spielt. In den mit TMZ behandelten GFI1-36S-leuk&mischen
Zellen war die Ndrgl-Expression gegenuber GFI1-36S-leuk&dmischen Zellen ohne
TMZ-Behandlung erhéht. Die erhdhte Ndrgl-Expression nach der Behandlung mit
TMZ kénnte daherkommen, dass Mgmt durch die Induktion von O6-MeG-Léasionen
durch TMZ vermehrt gebraucht wird. Da Mgmt durch Ndrgl stabilisiert/aktiviert wird,
ware es denkbar, dass bei hohem O6-MeG-Schaden auch Ndrgl héher exprimiert
wird. Der Unterschied in der Ndrg1-Expression vor und nach der Behandlung mit TMZ
konnte dagegen in den GFI1-36N-leukéamischen Zellen nicht detektiert werden. Dies
konnte bedeuten, dass durch die Induktion von O6-MeG-Lasionen die Ndrgl-
Expression in den GFI1-36N-leukdmischen nicht ansteigt und dadurch Mgmt, trotz der
erhohten O6-MeG-Lasionen nicht vermehrt stabilisiert/aktiviert werden kann. Somit
liefern diese Ergebnisse einen Hinweise, dass das niedrigere Ndrgl-Level in den
GFI11-36N-leukdmischen Zellen fur das niedrigere Mgmt-Level verantwortlich sein
kénnte. Des Weiteren gab es, wie auch bei der Mgmt-Expression und dem Mgmt-
Proteinlevel, keinen Unterschied der Ndrgl-Expression zwischen GFI1-36N- und

GFI1-36S-nicht leukamischen Zellen. Somit war der Unterschied in der Ndrgl-
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Expression, wie auch bei Mgmt, nur in den GFI1-36N-leukamischen Zellen und nicht
in den GFI1-36N-nicht leukdmischen Zellen detektierbar. Dies deutet erneut darauf
hin, dass Ndrgl das Mgmt-Level beeinflusst. Die Proteomik-Daten lieferten einen
weiteren Hinweis darauf, dass Ndrgl fur das niedrigere Mgmt-Level in den GFI1-36N-
leukamischen Zellen verantwortlich sein konnte. Neben MGMT bindet NDRG1 auch
an zwei weitere DNA-Reparaturproteine: APEX1 und PNKP (Weiler et al., 2014).
APEX1 spielt eine zentrale Rolle bei der BER (Doetsch and Cunningham, 1990;
Chatterjee and Walker, 2017) und PNKP spielt sowohl eine Rolle bei der BER und der
Reparatur von SSB als auch bei dem NHEJ (Shimada et al., 2015; Chatterjee and
Walker, 2017). Veranderungen von PNKP gehen deshalb mit einer defekten DNA-
Reparatur einher (Shen et al., 2010; Shimada et al., 2015). Beide Apex1l und Pnkp
waren bei den Proteomik-Analysen in murinen GFI1-36N-leukamischen Zellen (wie
auch Mgmt) gegeniiber GFI1-36S-leukamischen Zellen erniedrigt. Dass Ndrgl auch
Apex1 und Pnkp bindet und dadurch méglicherweise auch diese beiden Proteine
stabilisiert/aktiviert (Weiler et al., 2014), kdonnte eine weitere Erklarung fur die
Veréanderungen der DNA-Reparatur in den GFI1-36N-leukdmischen Zellen sein. Es
ware denkbar, dass diese beiden DNA-Reparaturproteine (Apexl und Pnkp) eine
geringe Stabilitat bzw. Aktivierung auf Grund des niedrigeren Ndrgl-Level in GFI1-
36N-leukamischen Zellen haben und es dadurch zu Verédnderungen der DNA-
Reparatur kommt. Apexl spielt eine Rolle bei der BER und es wurde gezeigt, dass
geringe Apexl-Level u.a. zur Erhéhung von 8-OxoG-Lasionen und zum Verlust von
0Oggl bzw. zu dessen verringerter Expression flihren (Pei et al., 2019). Eine verringerte
Expression von Oggl konnte auch in GFI1-36N-leukamischen Zellen detektiert

werden. Dies konnte jedoch auf Proteinebene nicht bestatigt werden.

Auf Grund dessen, dass mehrere ChlP-Sequenzierungs-Datenséatze eine mdogliche
Bindung von Gfil an den Ndrgl-Promotor und/oder Enhancer zeigten, kommt Ndrgl
als mogliches Gfil-Zielgen in Frage. Dadurch ist folgender Mechanismus, bei welchem
GFI1 das Mgmt-Proteinlevel indirekt Gber die Ndrgl-Expression beeinflusst, denkbar:
Exprimieren Zellen das normale GFI1-36S-Protein, ist durch die Bindung von
GFI1-36S an die Promotor- und/oder Enhancer-Struktur die Genexpression von Ndrgl
aktiv und somit liegt ein hohes bzw. normales Ndrgl-Proteinlevel in den Zellen vor.
Das fuhrt wiederum zur Stabilisation von Mgmt, Apexl und Pnkp, wodurch die
Reparatur von z.B. O6-MeG-Lasionen durch Mgmt durchgeflhrt werden kann
(Abb. 74). Im Gegensatz hierzu kann GFI1-36N durch den Austausch von Serin zu
Asparagin weniger stabil oder gar nicht an die Promotor-/Enhancer-Sequenz von
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Ndrgl binden. Dadurch kommt es zu einer niedrigeren Genexpression von Ndrgl und
in Folge zu niedrigerem Ndrgl1-Proteinlevel. Durch das niedrige Ndrg1l kann Mgmt und
die zwei anderen DNA-Reparaturproteine nicht stabilisiert/aktiviert werden. Wodurch
es wiederum z.B. zu der detektierten niedrigeren Reparatur der O6-MeG-L&sion durch
Mgmt kommt (Abb. 74). GFI1 wirde in diesem vorgeschlagenen Modell die Ndrgl-
Expression aktivieren. In der Literatur wird GFI1 in den meisten Fallen als
Transkriptionsrepressor beschrieben (Mordy et al., 2015; Mérdy and Khandanpour,
2019). Jedoch wurde im Jahr 2000 von Rdodel und Kollegen gezeigt, dass Gfil die
IL-6/STAT3-vermittelte Transkription aktiviert. Dies legt nahe, dass die Repressor-
bzw. Aktivator-Funktion von GFI1 vom zelluldaren Kontext abhéngig ist (Rddel et al.,
2000; Duan et al., 2005). Demnach ware es denkbar, dass GFI1 die Expression von
Ndrgl aktiviert.

ubiquitiniert und abgebaut
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Abbildung 74: Schematische Darstellung der moéglichen Rolle von GFI1 bei der
Regulation des Mgmt-Levels und dessen Einfluss auf die DNA-Reparatur

Der Mechanismus basiert auf der Annahme, dass GFI1 die Expression von Ndrgl aktiviert.
Ndrgl wiederrum ist fir die Stabilisierung/Aktivierung von Mgmt verantwortlich. Durch die
Stabilisierung/Aktivierung kann Mgmt die O6-MeG-Lasionen reparieren und die Zellen
Uberleben. Die GFI1-36N-Variante kann dagegen nicht oder weniger stabil an die
regulatorischen Zielstrukturen von Ndrgl1 binden und die Ndrgl-Expression wird verringert.
Durch die niedrigeren Ndrg1-Level wird Mgmt weniger stabilisiert/aktiviert und die O6-MeG-
Lasionen weniger repariert.
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Bisher wurde beschrieben, dass u.a. N-Myc, c-Myc, HIF1, p53 und PTEN die
Expression von Ndrgl regulieren (Zhang et al., 2008; Li et al., 2008; Bae et al., 2013;
Chang et al., 2014). Durch die hier erzielten Ergebnisse kommt auch GFI1 als
maoglicher Transkriptionsfaktor zur positiven Regulation der Ndrgl-Expression in
Frage. NDRG1 spielt neben weiteren wichtigen physiologischen Prozessen eine Rolle
bei der myeloiden Differenzierung, genauer bei der Reifung von Neutrophilen (Chen
et al., 2009; Tschan et al., 2010). Somit hatte GFI1 ein weiteres Zielgen, neben
beispielsweise Hoxa9, Pbx1, Meisl, welches bei der myeloiden Differenzierung eine
Rolle spielt (Horman et al., 2009; Phelan et al., 2010; Moroéy and Khandanpour, 2019).

In den GFI1-KD-leukamischen Zellen wurde ebenfalls weniger aktives Mgmt gefunden
als in den GFI1-36S-Zellen. AulRerdem reagierten GFI1-KD-NUP98-HOXD13-Zellen
sensitiver gegenuber der Behandlung mit TMZ. Dies weist ebenfalls auf eine geringe
Aktivitat oder ein geringes Mgmt-Level hin. Jedoch gab es bei der Mgmt-Expression
keinen deutlichen Unterschied zwischen GFI1-KD- und GFI1-36S-leukamischen
Zellen. AuRerdem wurde in den GFI1-KD-leukamischen Zellen im Unterschied zu den
GFI1-36N-leukamischen Zellen keine von GFI1-36S-leuk&dmischen Zellen
abweichende Ndrgl-Expression festgestellt. Das deutet darauf hin, dass das
vorhandene GFI1 genigt, um ausreichend Ndrgl zu exprimieren. Dennoch muss es
einen Grund fir das niedrigere aktive Mgmt sowie die héhere Sensitivitat der GFI1-
KD-leukamischen Zellen gegen die TMZ-Behandlung geben. Hierzu missen weitere
Versuche durchgefiihrt werden.

5.4 Die veranderte DNA-Reparatur in den GFI1-36N-leukamischen
Zellen erhoht die Sensitivitdt gegentber Temozolomid und

Olaparib
In vielen Studien wurde gezeigt, dass die Behandlungseffizienz von TMZ
hauptsachlich von der MGMT-Expression bzw. vom MGMT-Level in den malignen
Zellen (darunter auch in AML-Zellen) abhé&ngt. Zellen mit niedrigem MGMT-Level
haben eine hohe Sensibilitdt gegeniber TMZ, wohingegen hohere MGMT-Level zu
einer Resistenz gegenuber TMZ fuhren (Alvino et al., 2006; Brandwein et al., 2007,
Zhang et al., 2010; Zhang et al., 2012). TMZ induziert neben anderen
Methylierungslasionen O6-MeG-Lasionen, welche durch MGMT repariert werden
(Pegg et al., 1983; Denny et al., 1994; Kaina et al., 2007; Zhang et al., 2012). In der
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hier vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass murine GFI1-36N-leukdmische Zellen
signifikant niedrigere Mgmt-Proteinlevel sowie eine reduzierte Reparatur von O6-MeG-
Lasionen aufweisen gegentiber GFI1-36S-leukdmischen Zellen. Auf Grund von nicht
reparierten O6-MeG-Lasionen wird an der Alkylierungsseite anstelle des normalen
Cytosin ein Thymin eingebaut (Fehlpaarung: O6-MeG mit Thymin). Das hat wiederum
zur Folge, dass die Zellen versuchen, die Fehlpaarung mittels MMR zu reparieren, was
aber erfolglos ist, da die Zelle immer wieder Thymin einbaut. Die vergeblichen MMR-
Zyklen fuhren dann zu DNA-Brichen, welche schlussendlich zum Zelltod flhren
(Kaina et al., 1997; Pepponi et al., 2003; Liu and Gerson, 2006; Zhang et al., 2012).
Der hohe Effekt von TMZ auf die leukédmischen GFI1-36N-murinen und humanen
Zellen bedeutet demnach auch, dass diese Zellen eine funktionierende MMR haben.
Ansonsten wirden die Zellen die Basen-Fehlpaarungen der nicht reparierten O6-MeG-
Lasionen tolerieren (Pepponi et al., 2003; Zhang et al., 2012; Stritzelberger et al., 2018)
(Abb. 75).

Einen weiteren wesentlichen Beitrag zur Resistenz gegen TMZ spielt neben der MMR
eine funktionierende BER; denn neben 0O6-MeG-L&sionen induziert TMZ auch
N7-MeG- und N3-MeA-Lasionen. Diese Lasionen werden durch die BER repariert
(Denny et al., 1994; Horton et al., 2003; Zhang et al., 2012; Montaldi et al., 2015)
(Abb. 75). Neben vielen anderen Enzymen spielen PARP1 und PARP2 u.a. eine Rolle
bei der BER (Lavrik et al., 2001; Parsons et al., 2005; Horton et al., 2014; Ronson et
al., 2018). In einigen Studien mit unterschiedlichen malignen Erkrankungen, darunter
auch AML, konnte bereits gezeigt werden, dass der Effekt von TMZ durch die
zusatzliche Inhibierung der BER durch die Gabe eines PARPi erhdht werden kann
(Plummer et al., 2008; Murai et al., 2014; Gojo et al., 2017; Lesueur et al., 2019; van
Erp et al., 2020). Durch die Inhibierung von PARP1 tragen dann neben den O6-MeG-
Lasionen auch die N7-MeG- sowie N3-MeA-Lasionen zur TMZ-Toxizitat bei (Curtin et
al., 2004; Zhang et al., 2012). In den GFI1-36N-leukédmischen Zellen konnte genau
diesen Effekt detektiert werden. Bereits durch die Kombination von niedrigen TMZ-
Konzentrationen (10 pg/ml) mit dem PARPi Olaparib (0,2 uM), wurde der Effekt von
TMZ verstarkt. Die GFI1-36S-leukamischen sowie nicht leuk&mischen Zellen zeigten
bei der Kombination von niedrigen TMZ- und Olaparib-Konzentrationen nahezu keinen
Effekt. Dass die GFI1-36N-leukamischen  Zellen sensitiver auf die
Kombinationsbehandlung reagierten, kann u.a. dadurch erklart werden, dass die
GFI11-36N-leukamischen Zellen vermutlich bereits ohne die Gabe von PARPI eine

verringerte BER haben. Durch die zusétzliche Gabe von Olaparib wurde dann die

168



Diskussion

bereits verringerte BER noch weiter beeintrachtigt. Bereits publizierte Daten zeigen,
dass PARPI sensitiver auf Zellen mit BER-Defizienz wirken (Horton et al., 2003; Horton
et al., 2014). In der Arbeit wurde gezeigt, dass die Level einiger BER-Proteine, wie
Apexl, in den murinen GFI1-36N-leukamischen Zellen niedriger waren (Abb. 75). Es
gibt bereits erste Studien, die zeigen, dass niedrige APEX1- (auch APE1-) Level zu
einer erhdhten Sensitivitat gegentber der Behandlung mit TMZ fihren (Montaldi et al.,
2015). Das niedrige Apex1-Proteinlevel bzw. die vermutlich verminderte BER in den
murinen GFI1-36N-leukamischen Zellen ware, neben dem geringeren Mgmt-Level,
eine weitere Erklarung fur die Sensitivitat der GFI1-36N-leukamischen Zellen

gegenuber der TMZ-Behandlung.

M

N~

06- MeG N7-MeG N3-MeA
MGMT+ MGMT¢ \ \
BER mangelhafte
direkte Reparatur von 06-MeG l BER
06-MeG Fehlpaarung

l

Glykosylasen
MMR- MMR+ APEX-1 APEX_%
PARPI
PARP I— RPF—
: erfolglose
Toleranz der Mutation MMR-Zyklen / \
vy DNA-Briiche

SP-BER  LP-BER

v l v

Zelliberleben Zelltod Zelliberleben Zelltod

Apoptose

Abbildung 75: Schematische Darstellung des Wirkmechanismus von TMZ und in
Kombination mit PARP-Inhibitoren
In rot ist der Wirkmechanismus von TMZ in GFI1-36N-leuk&mischen Zellen dargestellt. In
Schwarz ist der normale Weg (wie in GFI1-36S-leukamischen und nicht leukdmischen
Zellen) zur Reparatur von TMZ-induzierten Schaden dargestellt. Basierend auf: (Liu and
Gerson, 2006; Zhang et al., 2012).
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Ein Aspekt, der bei spateren in vivo-Versuchen beachtet werden sollte, ist die Reaktion
von nicht leukdmischen Zellen auf hohe Dosierungen von TMZ in Kombination mit
Olaparib. Demnach sollten flr spétere in vivo-Studien niedrige Dosierungen von TMZ
und Olaparib verwendet werden, welche aber dennoch einen Effekt auf die GFI1-36N-
leukamischen Zellen zeigten. Es gibt bereits eine Phase |-Studie zur Behandlung von
AML-Patienten mit der Kombination aus TMZ und Veliparib (ein weiterer PARPI).
Diese Studie wurde mit AML-Patienten, welche eine rezidivierte, refraktare oder durch
aggressive myeloide Erkrankungen hervorgerufene AML haben, durchgefihrt und
lieferte erste Hinweise auf die maximal tolerierte Dosis der Kombinationstherapie
(150 mg Veliparib 2x taglich + 200 mg/m? TMZ taglich). Die vollstandige Ansprechrate
(engl.: complete response rate) lag bei 17% (8/48 Patienten) (Gojo et al., 2017). In der
vorliegenden Arbeit wurde TMZ anstelle von Veliparib mit Olaparib kombiniert, weil in
vorherigen in vitro-Versuchen mit malignen Zelllinien bessere Ergebnisse mit der
Kombination aus Olaparib und TMZ erzielt werden konnte (Murai et al., 2014). Dadurch
konnte auch die Ansprechrate der spateren Therapie hoéher liegen als in der Studie
von Gojo und Kollegen. Die Kombination aus TMZ und Veliparib wurde gut vertragen
(Gojo et al., 2017; Singh et al., 2019). Durch die gezielte Behandlung von AML-
Patienten mit einem GFI11-36N-Genotyp kdnnten noch niedrigere Konzentrationen von
Olaparib und TMZ eingesetzt werden und somit das Nebenwirkungsspektrum

nochmals verringert werden.

Neben der Kombination mit TMZ zeigte auch Olaparib bei ausreichend hohen
Konzentrationen einen hoheren Effekt auf das Wachstum der GFI1-36N-leukamischen
Zellen, im Gegensatz zu den GFI1-36S-leukdmischen und den nicht leuk&mischen
Zellen. Eine Erklarung konnte, wie bereits erwahnt, eine Defizienz der BER in den
leukamischen GFI1-36N-Zellen sein, welche durch niedrige BER-assoziierte
Proteinlevel wie z.B. Apex1 in den GFI1-36N-leukamischen Zellen hervorgerufen
werden konnte (Doetsch and Cunningham, 1990; Ranalli et al., 2002; Chatterjee and
Walker, 2017; Pei et al., 2019). AuRerdem wurde in der vorliegenden Arbeit gezeigt,
dass GFI1-36N-leukdmische Zellen eine verringerte HR-Rate besitzen. Die verringerte
HR-Rate in den GFI1-36N-leukdmischen Zellen kann, neben der verringerten BER,
eine weitere Erklarung fir die hohere Sensitivitdt gegenuber Olaparib sein. PARPI wie
Olaparib zeigen eine synthetische Letalitat und wirken besonders sensitiv auf Zellen,
welche bereits Mutationen/Veranderungen bei der DNA-DSB-Reparatur,
hervorgerufen durch Verdnderungen in ATM oder BRCA1/2, besitzen (Ashworth,
2008; Tutt et al., 2010; Schmitt et al., 2017; Knittel et al., 2017; Ronson et al., 2018;

170



Diskussion

Guo et al.,, 2018). Das besterforschte Beispiel sind Brustkrebszellen mit BRCA1/2
Mutationen. PARPi wirken auf Brustkrebszellen mit BRCA1/2 Mutationen deutlich
sensitiver (Farmer et al., 2005; Bryant et al., 2005; Tutt et al., 2010). PARPI spielen,
wie bereits erwéhnt, eine Rolle bei der BER und SSB-Reparatur (Lavrik et al., 2001;
Parsons et al., 2005; Chatterjee and Walker, 2017; Ronson et al., 2018). Durch die
Inhibierung von PARP werden SSB nicht repariert und fuhren zu DSB, welche
normalerweise durch die HR oder das NHEJ repariert werden. Auf Grund der
zusatzlichen BRCA1/2-Mutation kommt es zu Problemen bei der HR, wodurch die
entstandenen DSB nur noch durch das NHEJ repariert werden kénnen. Das NHEJ
kann die verminderte HR nur zu einem geringen Teil ausgleichen, weswegen es auf
Grund der nur bedingten Reparatur der DSB und der PARP-Inhibierung, welche zu
zusatzlichen DSB fuhrt, zu einer Akkumulation von DSB kommt. Dies fiihrt dann
wiederum zum Zellzyklusstillstand und/oder Zelltod (Farmer et al., 2005; Ashworth,
2008; Jackson and Bartek, 2009; Guo et al., 2018). Das ist eine mogliche Erklarung,
aus welchem Grund PARPI sensitiver auf Zellen mit HR-Defizienz wirken. Es gibt
weitere Erklarungen, warum PARPI sensitiver auf Zellen mit z.B. BRCA-Mutationen
oder ATM-Defiziten reagieren (Lorenzo et al., 2013; Schmitt et al., 2017; Knittel et al.,
2017). Eine wichtige Rolle dabei spielt das ,Fangen von PARP“ (engl.: PARP-
Trapping). Die PARPI fihren zum , Trapping“ von PARP1/2 an DNA-Schaden (Murai
et al., 2012; Pommier et al., 2016). Dabei entsteht ein PARP-DNA-Komplex. Der
PARP-DNA-Komplex fuhrt dann u.a. zu Stérungen der Replikation durch Schaden der
Replikationsgabel. Deshalb ist es fur die Zellen wichtig, PARP-DNA-Komplexe zu
reparieren. Fur die Reparatur spielen u.a. der Fanconi-Anamie-Weg und die HR eine
Rolle, fur welches Enzyme wie z.B. BRCA bendtigt werden (Murai et al., 2012;
Pommier et al., 2016). Konnen die Komplexe, auf Grund von Defiziten in der HR oder
anderen Wegen nicht repariert werden, fliihren sie zur Zellzytotoxizitat. Es wurde
gezeigt, dass persistierende PARP-DNA-Komplexe fir die Zellen schadlicher sind als
nicht reparierte SSB, welche zu DSB fihren (Murai et al., 2012; Pommier et al., 2016).
Die in der vorliegenden Arbeit detektierte verminderte HR sowie die mdgliche BER-
Defizienz der GFI1-36N-leukdmischen Zellen kbnnten somit die Sensitivitat gegentber

Olaparib erklaren.

In der hier vorliegenden Arbeit wurden hauptsachlich MLL-AF9-Mauszellen fiir die
Untersuchung der TMZ und/oder Olaparib Behandlung verwendet. Demnach kdnnte
die Hypothese aufgestellt werden, dass der Effekt der Behandlung nur bei Zellen bzw.

Patienten mit zusatzlicher MLL-AF9-Translokation stattfinden kann. Gegen diese
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Theorie spricht, dass in der hier vorliegenden Arbeit bereits erste Versuche mit
murinen NUP98-HOXD13-Zellen durchgefuhrt wurden. Bei diesen Versuchen konnte
ebenfalls ein selektiver Effekt auf die GFI1-36N-leukdmischen Zellen festgestellt
werden. Des Weiteren wurden neben den murinen Zellen auch primare humane AML
Zellen, welche unterschiedliche Translokationen besalRen, mit TMZ und/oder Olaparib
behandelt. Wie bereits bei den murinen GFI1-36N-leukdmischen Zellen zeigten alle
verwendeten humanen GFI1-36N-leukdmischen Zellen unabhangig von der
vorhandenen Translokation eine hohere Reaktion auf die Einzeltherapien und vor
allem auf die Kombination der beiden Medikamente. Auf Grund dessen kann davon
ausgegangen werden, dass die Sensitivitdt der GFI1-36N-leukamischen Zellen nicht

fur Zellen mit der MLL-AF9-Translokation spezifisch ist.

Erste TMZ-Behandlungen von GFI1-KD-leukdmischen Zellen lieferten &hnliche
Ergebnisse wie bei den GFI1-36N-leukédmischen Zellen. Die Behandlung mit TMZ
zeigte eine héhere Wirkung auf Zellen mit niedrigem GFI1l-Level als auf GFI1-36S-
leuk&mische Zellen und nicht leuk&dmische Zellen. Es ware demnach denkbar, dass
auch die GFI1-KD-leukdmischen Zellen einen hohen Effekt auf die
Kombinationstherapie aus TMZ und Olaparib zeigen. Es ist jedoch vorstellbar, dass
die GFI1-KD-nicht leukdmischen Zellen ebenfalls stark auf die Gabe von Olaparib
reagieren, da gezeigt wurde, dass GFI1-KD-Zellen (auch nicht leukamische) Probleme
bei der HR haben (Vadnais et al., 2018). Wie beschrieben, tragen HR-Defizite stark
zur Sensitivitdt gegentiber PARPI bei (Ashworth, 2008; Jackson and Bartek, 2009).
Zur Untersuchung der Selektivitat der Kombinationsbehandlung auf die GFI1-KD-

leuk&mischen Zellen, sollten weitere Versuche durchgefuhrt werden.

5.5 Ausblick

Im Rahmen der Arbeit wurde u.a. der Einfluss der GFI1-36N-Variante auf die
Entstehung und Reparatur von DNA-Schaden untersucht. Die Anwesenheit von
GFI1-36N bei gleichen Schadensereignissen fuhrte zu mehr DNA-Schaden und im
Falle von malignen Zellen zu einer verminderten DNA-Reparatur. Im Rahmen der
verschiedenen Analysen der DEG- und Proteom-Daten sowie funktionellen Assays
konnten wir nachweisen, dass die HR und die Mgmt-vermittelte Reparatur in
GFI1-36N-leukamischen Zellen beeintrachtigt waren. Die generierten Daten wiesen
jedoch daraufhin, dass weitere Signalkaskaden wie die BER vermindert sind. Deshalb
sollte die BER auf funktioneller Ebene in den unterschiedlichen Zelltypen und GFI1-

Genotypen, z.B. mittels Comet-Assay und Induktion von 8-OxoG-Lasionen (Azqueta
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et al., 2014) oder mittels Plasmid-basiertem Assay (Frosina et al., 2006) untersucht
werden. AulRerdem sollte die Fahigkeit der GFI1-36N-leukamischen Zellen, DNA-DSB
mittels NHEJ zu reparieren, im Vergleich zu den GFI1-36S-leukamischen Zellen und
nicht malignen Zellen, untersucht werden. Diese Untersuchungen sind wichtig, um
herauszufinden, ob die Zellen die verminderte HR mittels NHEJ ausgleichen kdnnen.
Das konnte mit einem Plasmid-basierten Assay, welcher von Certo und Kollegen im
Jahr 2011 entwickelt wurde, getestet werden. Der Assay hat den Vorteil, dass die HR
und das NHEJ parallel untersucht werden kdénnen (Certo et al., 2011). Die HR und das
NHEJ sind die beiden Hauptwege zur Reparatur von DSB (Ciccia and Elledge, 2010;
Chapman et al., 2012). Durch die vielen detektierten Veranderungen bei der DNA-
Reparatur in GFI1-36N-Zellen ware es denkbar, dass ein Ubergeordneter Signalweg
bzw. ein initialer Schritt der DNA-Schadensantwort durch die Prasenz des GFI1-36N-
Proteins in den leukdmischen Zellen beeintrachtigt ist. Aus diesem Grund sollten
initiale Schritte der DNA-Schadensantwort in weiteren Versuchen genauer untersucht
werden. Naheliegend sind Untersuchungen zur Aktivitdt von Atm, Atr sowie Chkl,
Chk2 und vor allem p53. Diese funf Proteine gehdren zu den zentralen und initialen
DNA-Reparaturproteinen bzw. der DNA-Schadensantwort (Jackson and Bartek, 2009;
Smith et al., 2010; Ciccia and Elledge, 2010).

Des Weiteren liefert die Arbeit erste Hinweise darauf, dass es in GFI1-36N-
leuk&mischen Zellen zu einer verminderten Zellzykluskontrolle kommen kann. Die
verminderte Zellzykluskontrolle kénnte Auswirkungen auf die Reparatur von DNA-
Schaden haben und somit auf die Proliferation von Zellen mit DNA-Schaden. Zur
Bestatigung dieser Hinweise, sollten weitere Versuche zur Untersuchung der
Zellproliferation sowie Zellzykluskontrolle durchgefuhrt werden. Zusétzlich kénnten
Versuche durchgefihrt werden, um zu analysieren welche Zellzyklusproteine in den

GFI1-36N-leukamischen Zellen verandert sind.

Verschiedene Publikationen zeigten, dass GFI1 nicht nur die Expression der Zielgene
durch die Rekrutierung von Histon-modifizierenden Enzymen reguliert, sondern auch
Uber Protein-Protein-Bindungen Einfluss auf die Aktivitat von Proteinen nimmt, um
deren Aktivitdt zu regulieren (Vadnais et al., 2018; Vadnais et al., 2019; Mo6roy and
Khandanpour, 2019). Deshalb wére es mdglich, dass durch den Austausch von Serin
zu Asparagin (GFI1-36N) in der GFll-intermedidren Doméane, welche fir Protein-
Protein-Bindungen wichtig ist, eigentliche Protein-Protein-Bindungen nicht stattfinden

bzw. die Wechselwirkungen weniger stabil sind (Khandanpour et al., 2010; Moréy and
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Khandanpour, 2019). Darum sollten die direkten Interaktionspartner von GFI1-36S und

GFI1-36N mittels Interaktom-Analysen untersucht werden.

In der hier vorliegenden Arbeit konnte aul3erdem gezeigt werden, dass es nicht nur
zwischen murinen GFI1-36N-leukamischen Zellen und GFI1-36S-leukamischen Zellen
Unterschiede bei der DNA-Reparatur gibt, sondern auch zwischen GFI1-36N-
leuk&mischen und nicht leukamischen Zellen. Auf Grund des Unterschiedes zwischen
GFI1-36N-malignen und nicht malignen Zellen sollten die oben genannten
weiterfihrenden Versuche nicht nur mit den leukdmischen Zellen durchgefihrt
werden, sondern parallel dazu auch mit nicht leukamischen Zellen. AuRerdem sollten
die Proteom-Analysen, welche bereits mit leuk&mischen Zellen durchgefihrt wurden,
auch mit nicht leukamischen (Lin-Zellen) wiederholt werden. Um noch genauere
Aussagen zwischen dem GFI1-36N- und GFI1-36S-Genotyp treffen zu kénnen,
missten vor der Proteom-Analyse in vitro DNA-Schaden z.B. mittels Bestrahlung
induziert werden. Dadurch kénnte untersucht werden, welche Proteine in GFI-36S-
Zellen bzw. GFI1-36N-nicht leukamischen Zellen nach Schadensinduktion hoch- bzw.
herunterreguliert werden und im Vergleich kénnten die Unterschiede der GFI1-36N-

leukdmischen Zellen detektiert werden.

Zudem wurde gezeigt, dass GFI1-36N-leukdmische Zellen in vitro sensitiver auf die
Behandlung mit TMZ und in Kombination mit Olaparib wirken als GFI1-36S-
leukamische Zellen. Aul3erdem wurde gezeigt, dass niedrige Konzentrationen von
TMZ und Olaparib, welche dennoch einen signifikanten Effekt auf GFI1-36N-
leuk&dmische Zellen zeigten, keinen oder nur einen geringen Effekt auf nicht
leukamische Zellen hatten. Diese Eigenschaften machen die GFI1-36N-Variante zu
einem interessanten neuen Ziel in der AML-Therapie und die Kombinationstherapie
aus TMZ und Olaparib zu potenziellen Medikamenten bei einer AML-Behandlung von
Tragern der GFI1-36N-Variante. Jedoch wurden in der vorliegenden Arbeit bisher nur
in vitro- und ex vivo-Versuche mit murinen und humanen priméren Zellen durchgefihrt.
Im néachsten Schritt sollten die Medikamente in AML-Mausmodellen mit GFI1-36S-
bzw. GFI1-36N-Genotyp getestet werden. Auf der einen Seite kdnnten murine
GFI1-36S- und GFI1-36N-AML-Zellen in M&use transplantiert werden und die Mause
anschlieRend behandelt werden. Auf der anderen Seite kdnnten humane AML-Zellen
mit GFI1-36S- oder GFI1-36N-Genotyp in NSG-Mause transplantiert und die Mause
behandelt werden (Patient derived xenografts (PDX)-Modelle). Dadurch konnte der

Erfolg der Therapie in murinen Modellen der humanen AML und auch auf humane
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Zellen in Mausen untersucht werden. Als Kontrolle kénnten die transplantierten Mause
einerseits mit der Tragersubstanz behandelt werden und andererseits mit einer
konventionellen AML-Therapien. Dann kénnte sowohl das Uberleben als auch die
Nebenwirkungen der Therapien verglichen werden. Sollten die in vivo-Versuche die
Ergebnisse der in vitro-/ex vivo-Versuche bestatigen, wéaren klinische Studien
notwendig, um die Wirkung der Behandlung in AML-Patienten zu untersuchen. Wéren
diese Studien wiederum erfolgreich, konnte GFI1-36N als neues Ziel bei der AML-
Therapie durch die Gabe von TMZ und Olaparib in Frage kommen. Im optimalen Fall
konnten die Patienten bei Erstdiagnose genotypisiert werden, ob sie Trager des
GFI11-36S oder GFI1-36N sind. Die Patienten mit GFI1-36N-Genotyp kdmen dann fur

die neuartige Therapie in Frage.

Ein Teil der in der Arbeit durchgefiihrten Versuche oder der beschriebenen
weiterfihrenden Versuche sollten zusatzlich mit anderen AML-Mausmodellen/-Zellen
wiederholt werden. In der Arbeit wurden nahezu alle Untersuchungen mit dem
MLL-AF9-Modell durchgefuhrt. Damit jedoch vollstandig ausgeschlossen werden
kann, dass die dargestellten Veranderungen der DNA-Reparatur nur in
GFI1-36N-Zellen mit MLL-AF9-Expression vorkommen, sollten zusétzlich Zellen mit
z.B. MN1, AML-ETO9a oder anderen AML-Fusionsgenen analysiert werden.
AulRRerdem sollten die Versuche mit GFI1-KD-Zellen wiederholt werden. Erste
Untersuchungen mit den GFI1-KD-leuk&mischen Zellen lieferten tberschneidende
Eigenschaften mit den GFI1-36N-leukamischen Zellen. Vor allem die Versuche
hinsichtlich des Mgmt-Status und der Behandlung mit TMZ lieferten ebenfalls
vielversprechende Ergebnisse. Falls die leuk&dmischen Zellen mit geringem GFI1-
Level tatsachlich sensitiver und selektiv auf TMZ und Olaparib reagieren, kdnnten nicht
nur Patienten mit GFI1-36N-Genotyp von der mdglichen neuen Therapie profitieren,

sondern auch Patienten mit niedrigerem GFI1-Level.
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6 Zusammenfassung

Die akute myeloische Leukdmie (AML) ist eine maligne Erkrankung des
hamatopoetischen  Systems. Ein repressiver Transkriptionsfaktor, dessen
Veranderung bei der Entstehung der AML eine Rolle spielt, ist der Growth Factor
Independence 1 (GFI1). Trager einer Einzelnukleotid-Polymorphismus-Variante von
GFI1, genannt GFI1-36N (Austausch von Serin zu Asparagin), haben ein erhéhtes
Risiko an einer AML zu erkranken. Wenn die Trager an einer AML erkranken, weist
die AML eine schlechtere Prognose auf, als bei Tragern der GFI1-36S (WT)-Variante.
Ein bereits publizierter Erklarungsansatz war, dass GFI1-36N die epigenetischen
Veranderungen an den Zielgenen nicht induzieren kann und durch die vermehrte

Acetylierung der Zielgene inshesondere Onkogene exprimiert werden.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte jedoch ein weiteren Aspekt beleuchten werden. Es
wurde nachgewiesen, dass sowohl murine als auch humane GFI1-36N-leuk&mische
Zellen eine hdhere Anzahl an genetischen Veranderungen besitzen als GFI1-36S-
leukamische Zellen. Wir zeigten, dass GFI1-36N-leukamische Zellen Defizite bei der
DNA-Reparatur aufweisen, welche zu einer erhdohten Anzahl an genetischen
Veranderungen beitragen konnen. Zwei Reparaturwege waren insbesondere bei
leukamischen GFI1-36N-Zellen nachweisbar vermindert, aber nicht bei nicht-malignen
GFI1-36N-hamatopoetischen Zellen: die homologe Rekombination und die Mgmt-
vermittelte Reparatur. Die deutlich verminderte Mgmt-vermittelte Reparatur in den
GFI1-36N-leukamischen Zellen gegenuber GFI1-36S-leukamischen Zellen eroffnet
die Mdglichkeit einer zielgerichteten Therapie gegen die malignen GFI1-36N-Zellen
durch das alkylierende Zytostatikum Temozolomid (TMZ). TMZ wirkte bereits bei
niedrigen Konzentrationen selektiv auf die GFI1-36N-leuk&mischen Zellen und hatte
keinen nachteiligen Effekt auf das Wachstum nicht maligner Zellen. Der Effekt der
TMZ-Behandlung konnte durch die Kombination mit Olaparib (PARP-Inhibitor) weiter
verstarkt werden. Auch die Kombination aus TMZ und Olaparib hatte einen selektiven
Effekt auf maligne GFI1-36N-Zellen, jedoch nicht auf die nicht malignen Zellen. Sowonhl
TMZ als auch Olaparib werden bereits in der Klinik bei malignen Erkrankungen
eingesetzt. Vor allem é&ltere Patienten, bei denen eine Behandlung mit den AML-

Standardtherapien schwierig ist, kdnnten von der neuartigen Therapie profitieren.

Zusammenfassend liefert die vorliegende Arbeit neue Erkenntnisse Uber die Funktion
von GFI1 bei der Genomstabilitdt und vor allem bei der DNA-Reparatur und eroffnet

dadurch die Méglichkeit einer zielgerichteten AML-Therapie.
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7 Summary

Acute myeloid leukemia (AML) is a malignant disease of the hematopoietic system. A
transcriptional repressor which plays a role in the initiation and progression of AML is
the transcriptional repressor Growth Factor Independence 1 (GFI1). Carriers of a
single nucleotide polymorphism variant of GFI1, called GFI1-36N (serine exchanged
to asparagine), have an increased risk of AML development combined with an inferior
prognosis than carriers of the more common GFI1-36S (WT) variant. Previous studies
have shown that GFI1-36N is less able to induce epigenetic silencing of GFI1 target

genes. This leads especially to higher expression of oncogenes.

As a novel finding we could show that GFI1-36N AML patients display more
chromosomal and genetic aberrations in the leukemic cells compared to patients with
the GFI1-36S variant. Interestingly, these observations could be recapitulated in a
murine model of human AML, where GFI1-36N leukemic cells show significantly more
genetic alterations than GFI1-36S leukemic cells. The study further showed that
GFI1-36N leukemic cells have defects in several DNA repair pathways, which
potentially contribute to the detected increased number of genetic alterations. Of note,
two repair pathways were impeded in GFI1-36N leukemic cells, but not in
non-malignant GFI1-36N hematopoietic cells: the homologous recombination and the
Mgmt-mediated repair. For both impaired DNA repair pathways, specific drugs are
already available. The significantly reduced Mgmt-mediated repair pathway in
GFI1-36N leukemic cells could be specifically targeted by the alkylating agent
Temozolomide (TMZ). TMZ selectively targets GFI1-36N leukemic cells even at low
concentrations without affecting the cell growth of non-malignant cells. The effect of
TMZ treatment was further increased by the combination treatment with Olaparib
(PARP inhibitor). Again, the effect of this combination was selective for malignant
GFI1-36N cells but not on non-malignant cells. Both TMZ and Olaparib are currently
used in the clinic for malignant disease. We, therefore, propose that using a
combination of TMZ and Olaparib might in particular benefit elderly GFI1-36N AML

patients.

In summary, this work unveils new insights into the function of GFI1 in genome stability,
DNA damage response and repair pathways and thus opens the possibility of targeted
therapeutic strategy in AML patients.
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