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1 Einleitung

1.1 Krebs und Epigenetik

Epigenetik ist ein Schlisselmechanismus, der die Regulation des Aktivititszustands in der
Expression von Genen definiert ohne dabei die DNA-Sequenz selbst zu modifizieren.
Epigenetische  Verinderungen umfassen Prozesse wie die DNA-Methylierung oder
Histonmodifikationen, die polyvalent die Aktivitit bzw. die Repression von Genen in diversen
zelluldren Prozessen regulieren, wobei Fehlfunktionen die Entwicklung verschiedener Krankheiten
wie z.B. Krebs verursachen kénnen (Kouzarides, 2007; Portella et al.,, 2010). Der Prozess der
DNA-Methylierung erfolgt an CpG-Dinukleotiden. Genregionen, die eine hohe Dichte an CpGs
aufweisen sogenannte CpG-Inseln, sind zu etwa 60 % mit Promotorfunktionen assoziiert. Die
Funktionalitit der CpG-Inseln duflert sich in der Regulation der Genexpression und in der
Stummschaltung von Genen, bei der sie eine wichtige Rolle spielen (Portella et al, 2010). Die grofie
Mehrheit der CpG-Inseln ist in allen Entwicklungsstadien und in gesundem Gewebe unmethyliert.
Nur ungefihr 6 % der CpG-Inseln werden gewebespezifisch wiahrend der frihen
Entwicklungsphasen oder in bereits ausdifferenzierten Gewebe methyliert (Straussman et al.,
2009). Bei der Methylierung der CpG-Inseln wird eine Methylgruppe kovalent von einem S-
Adenosylmethionin an die C-5-Position des Cytosins mit Hilfe einer DNA-Methyltransferase
tbertragen (Shamsi et al., 2017). Durch eine epigenetische Deregulierung kann es entweder zur
Hypo- oder zur Hypermethylierung von Promotorregionen kommen. Eine Promotor-
Hypermethylierung kann eine aberrante transkriptionale Inaktivierung hervorrufen und ein
Stummschalten von Tumorsuppresorgenen und apoptotischen Genen nach sich ziehen, wihrend
bei einer Hypomethylierung eine chromosomale Instabilitit und eine Onkogenaktivierung erfolgen
kann (Feinberg et al., 2004). Die DNA-Methylierung ist dabei nicht exklusiv auf CpG-Inseln
beschrinkt, sondern konnte auch in Regionen den sogenannten CpG-Kiisten (shores) festgestellt

werden. Diese werden ebenfalls mit einer Inaktivierung der Transkription assoziiert (Irizarry et al.,

2009).

DNA liegt in der Zelle wiahrend der Metaphase der Mitose in einer kondensierten Form als
Chromatin vor, dessen Grundeinheit das Nukleosom bildet. Dieses besteht aus einem Oktamer

aus jeweils zwei Molekiilen der vier Histone -H3, -H4, -H2A und -H2B, um die die DNA 1.65 Mal

gewickelt ist, was einer Linge von 146 bp entspricht. Das Oktamer unterteilt sich in zwei H2.A-
L]
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H2.B Dimere und zwei H3-H4 Dimere (Luger et al., 1997). Das weniger konservierte Histon H1
dient dabei zur Verkniipfung der einzelnen Nucleosomen. Histone besitzen einen aus bis zu 40
Aminosiuren bestehenden unstrukturierten N-terminalen Bereich, der vor allem an seinen Lysin-
und Arginin-Resten verindert werden kann. Diese Verinderungen kénnen in Form von
posttranslationalen Modifikationen wie z.B. -Acetylierung, -Methylierung, -Phosphorylierung, -
Ubiquitinierung oder -SUMOylierung erfolgen. Histonmodifikationen spielen eine wichtige Rolle
in verschiedenen Prozessen wie der transkriptionalen Regulation, DNA-Reparatur und —
Replikation sowie dem alternativen Spleilen (Huertas et al., 2009; Luco et al., 2010; Bannister et
al., 2011). Am besten ist bisher die Histon-Methylierung von Lysin-Resten charakterisiert, wobei
in erster Linie an H3K4, H3K9, H3K27, H3K36, H3K79 und H4K20 zahlreiche Untersuchungen
erfolgten. Diese Modifikationen sind mit dem Chromatin assoziiert, das in zwei Bereiche unterteilt
werden kann: 1. Transkriptionsaktives Euchromatin, das Acetylierungen an den Histonen und Tri-
Methylierungen an H3K4, H3K36 oder H3K79 trigt und das die meisten aktiven Gene enthilt
und 2. Transkriptionsinaktives und hoch kondensierten Heterochromatin, das vor allem
Methylierungen an H3K9, H3K27 und H4K20 aufweist und hauptsichlich repressive Gene enthilt
(Li et al., 2007; Barski et al., 2007; Dawson et al., 2012). Dabei kénnen in den jeweiligen Genen
unterschiedliche Methylierungszustinde auftreten. So konnte an den Transkriptionsstartseiten
(TSS) von aktiven Promotoren eine H3K4me2 oder H3K4me3-Methylierung festgestellt werden.
Im Gegensatz dazu sind aktive Enbancer durch eine H3K4mel-Methylierung gekennzeichnet
(Heintzman et al., 2007; Barski et al., 2007). Bei einigen Genen wurden auch sogenannte bivalente
Dominen nachgewiesen, die sowohl aktivierende Markierungen wie H3K4me3 als auch repressive
Markierungen wie H3K27me3 besitzen und die z.B. eine regulatorische Rolle bei der
Differenzierung von embryonalen Stammzellen nahelegen (Bernstein et al, 20006). FEine
Verinderung dieser epigenetischen Methylierungsmuster steht im Zusammenhang mit diversen
Krankheiten wie z.B. Krebs. Krebszellen weisen im Vergleich zu normalen Zellen eine stark
verzerrte globale epigenetische Verinderung der DNA-Methylierung, Histonmodifikation als auch
der Expressionsprofile von Chromatin-modifizierenden Enzymen auf, die eine prigende Rolle bei
der Entstehung und der Progression von Krebs spielen (Sharma et al., 2010). Diese Verinderungen
der Methylierungsmuster kénnen auf eine abweichende Expression oder Mutationen von Histon-
Methyltransferasen und Histon-Demethylasen zuriickgefithrt werden. So wurde in aktuellen
Studien gezeigt, dass die H3K4-Methyltransferase KMT2D hiufig in Lungen-, Brust- oder
Prostatakrebs mutiert ist (Ardeshir-Larijani, et al. 2018; Mortcillo Garcia et al., 2018; Grasso et al.,
2012). Morin et al., 2011 stellten in ihrer Studie in Sequenzierungsanalysen in 89 % der follikuliren
Lymphome (FL) und in 39 % der diffus grof3zelligen B-Zell-Lymphome (DLBCL) somatische
Mutationen in KMT2D fest. In Studien itiber Nierenkarzinome erfolgten Nachweise tber
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inaktivierende Mutationen in den Methyltransferasen SETD2 und den Histon-Demethylasen UTX
und KDM5C (Dalgliesh et al., 2010). In anderen Studien wurde die Uberexpression der H3K27-
Methyltransferase EZHZ2 bei unterschiedlichen Krebsarten nachgewiesen, u.a. beim nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinom, bei Brust- und Prostatakrebs (Huqun et al., 2011; Yang et al., 2013;
Crea et al, 2011; Hayden et al, 2011). Die funktionelle Relevanz von aberranten
Histonmodifikationen, die eine Tumorentwicklung verursachen als auch die Bestimmung der
zugrundeliegenden Mechanismen, die zu einer Deregulierung bei der Entstehung von Krebs
fihren, riicken zunehmend in den Fokus der Forschung. So demonstrierten Sharma et al. 2010 in
thren Studien einen durch die Struktur des Chromatins vermittelten medikamentenresistenten
Zustand in Zell-Subpopulationen bei nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom-Zelllinien nach einer
Behandlung mit Erlotinib und Cisplatin. Die Entwicklung einer Resistenz war in diesen Tumorzell-
Subgruppen auf eine Uberexpression der H3K4me3/2-Demethylase KDM5A zuriickzufiithren, die
zu einer starken Reduktion der H3K4me3- und H3K4me2-Methylierung in diesen Zellen fihrte.
Zudem zeigten diese Zell-Subpopulationen eine erhéhte Sensitivitit gegentiber Histon-Deacetylase
(HDAC) -Inhibitoren, was die tragende Rolle von epigenetischen Verinderungen im Verlauf einer

Tumorentwicklung verdeutlicht.

1.2 Nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom

Die vom Global Cancer Observatory (GCO) 2018 publizierte Statistik tiber die Inzidenz und Mortalitit
von insgesamt 36 Krebsarten aus 185 Lindern zeigt, dass das Lungenkarzinom unabhingig von
Geschlecht und Alter im Vergleich zu anderen Krebsarten die haufigste Todesursache weltweit ist
(Bray et al.,, 2018; Abbildung 1.A). 2018 wurden 1,761,007 Todesfille bei Lungenkarzinomen
weltweit ermittelt, was einen Anteil von fast 18,6 % der krebsbedingten 9,6 Mio. Todesfille
ausmacht. Insgesamt wurden 18,1 Mio. Krebsfille diagnostiziert, wobei in beiden Geschlechtern
Lungenkarzinome zusammen mit Brustkrebs mit jeweils 11,6 % die haufigsten diagnostizierten
Krebsarten sind (Abbildung 1.B). Bei Minnern weisen Lungenkarzinome mit 27,1 % die hochste
Mortalititsrate auf, gefolgt von Leber- (12,7 %) und Magenkrebs (11,7 %). Auch bei der
Inzidenzrate steht das Lungenkarzinom mit 31,5 % vor Prostatakrebs (29,3 %) und Darmkrebs mit
23,6 % an der ersten Stelle. Bei Frauen konnte die hochste Mortalititsrate aller tumorbedingter
Todesfille bei Brustkrebs mit 16,6 % festgestellt werden. Lungenkarzinome folgen als zweit
hiufigste Todesursache mit 11,2 %. 2018 wurde Brustkrebs als hiufigste diagnostizierte Krebsart
mit 46,3 % angefihrt. Lungenkarzinome stehen hinter Darmkrebs (16,3 %) an dritter Stelle mit ca.

14,6 %.



1 Einleitung

A ANZAHL DER STERBEFALLE 2018 B ANZAHL DER NEUEN FALLE 2018
Lunge
1761007 Lunge 2093876
(18,6 %) (11,6 %)
andere
Krebsarten Brust
3422417 andere 2 088 849
(35,8%) Krebsarten (11,6 %)
Brust 7 753 946 :
626 679 (42,9 %)
(13 %)
Darm 880792 Dzlrn;o 12%4‘)) 518
% (10,2%
Bauchspeicheldriise (3.240)
432242 (4,4 %)
Gebirmutterhals
.- Magen 782685 569 847 (3,2%)
Leber 81631 (8,:2%) Leber 841080 Magen
(8,5 %) (4,7 %) 1033701
(5,7%)
insgesamt: 9 555 027 Tote weltweit insgesamt: 18 078 957 neue Fille weltweit

Abb. 1: Statistik der haufigsten Krebsarten weltweit, zusammengefasst fiir beide Geschlechter und aller Altersgruppen.
A: Ubersicht der Todesfille 2018. B: Ubersicht der Gesamtzahl neuer bekannter Krebsfille. Die Daten stammen vom
Global Cancer Observatory (GCO) der interaktiven Web-basierten Plattform der Internationalen Agentur fiir
Krebsforschung (der Weltgesundheitsorganisation WHO), die 2018 publiziert wurden (www.iarc.fr; Datengrundlage
GLOBOCAN2018).

Die Haufigkeit der Diagnose als auch die Todesursachen unterschieden sich in den jeweiligen
Liandern. Diese hingen vom Entwicklungsstand des Landes und den damit verbundenen sozialen
Bedingungen und in erster Linie den Lebensbedingungen ab, die eine Aufstellung der Daten tber
neue Kirebsfille und Todesfille ermoglicht. Die Hauptursache fur die Entstehung von
Lungenkarzinomen ist auf Tabakkonsum zurtickzufithren. In den letzten Jahren nahm der Anteil
von Patienten mit einem Lungenkarzinom in Entwicklungslindern bei einem gleichzeitig
steigenden Zigarettenkonsum stark zu (Sun et al, 2007). Raucher haben im Vergleich zu
Nichtrauchern ein 10-20 Mal hoheres Risiko an Lungenkarzinomen zu erkranken. Die Entwicklung
eines Lungenkarzinoms ist allerdings auf multifaktorielle Ursachen zurtckzufthren. 25 % der
Betroffenen weltweit sind Nichtraucher. Zu dieser Kategorie zdhlen Patienten, die im Leben
weniger als 100 Zigaretten geraucht haben (Sun et al., 2007). Die hohe Inzidenzrate von
Lungenkarzinomen bei chinesischen Frauen beispielsweise ist auf die Inhalation von Holzkohle
beim Heizen und Kochen zuriickzufithren und weicht damit von der Hauptursache ab, da diese
nur eine geringe Privalenz beim Rauchen aufweisen (Bray et al., 2018). Weitere Ursachen kénnen
okologische, berufliche und genetische Faktoren darstellen, aber auch Asbest, Radon,
Schwermetalle, Infektion mit humanen Papillomaviren als auch AuBenluftschadstoffe, frihere

Dispositionen oder Erndhrungsfaktoren kénnen eine wesentliche Rolle spielen (Subramanian et
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al., 2007; Bofetta, 2006). Nach Angaben der American Cancer Society werden Lungenkarzinome bei
den meisten Betroffenen ab einem Alter von 65 Jahren diagnostiziert, das Durchschnittsalter bei
der Diagnose betrigt in etwa 70 Jahre. Nur eine kleinere Anzahl von Patienten ist bei der Diagnose
unter 45 Jahren alt. Im Vergleich zu anderen Krebsarten betriigt die 5-Jahres-Ubetlebensrate bei
Lungenkarzinomen in Europa 13 %. In den USA ist diese mit 19 % nur unwesentlich héher, wobei
diese sehr stark vom Zeitpunkt der Diagnose und vom Entwicklungsstadium des Tumors abhingt
(Siegel et al., 2019; Aggarwal et al, 2016). Griinde liegen vornehmlich in der spiten Diagnose bei
einem fortgeschrittenen Stadium, einer schlechten Prognose, sozio6konomische Ungleichheit
durch eine unzugingliche Gesundheitsversorgung und vor allem limitierte Therapiemoglichkeiten
(Halpern et al., 2008; Berglund et al. 2010). Lungenkarzinome untergliedern sich in das kleinzellige
Karzinom (SCLC, small cell lung cancer) mit einem Anteil von 15 % und das nicht-kleinzellige
Karzinom (NSCLC; non-small cell lung cancer), dass mit 85 % die Mehrheit der Fille ausmacht.
Entsprechend der pathologischen Phinotypen wird NSCLC weiterhin in Adenokarzinom (50 %),
Plattenepithelkarzinom (30 %) und Grof3zelliges-Lungenkarzinom (20 %) kategorisiert (Ansari et
al., 2016; Langevin et al, 2015; Herbst et al., 2008). Lungenkarzinome werden nach den
international festgelegten Standards der internationalen Vereinigung gegen Krebs (UICC= Urion
Sor International Cancer Control) und nach der TMN-Klassifikation (Tumor-Nodus-Metastasen)
eingeordnet  (Detterbeck, 2018). Charakteristisch ist die hédufige Ausprigung einer
Chemotherapieresistenz, so dass die mittlere Uberlebenszeit bei einem fortgeschrittenen Stadium
unter Verwendung einer Standardtherapie in etwa 12 Monate betrigt (Aggarwal et al., 2016; Chen

et al., 2018).

1.3 EGFR-Signalweg

Die Entwicklung eines Lungenkarzinoms umfasst polyvalente Wechselwirkungen von genetischen,
epigenetischen als auch von Umweltfaktoren, die zu einer Deregulierung von beteiligten
Onkogenen und Tumorsuppresorgenen fithren, und damit krebsférdernde Signalwege progressiv
aktivieren. Ein Kennzeichen von Lungenkarzinomen ist die durch DNA-Hypermethylierung
bedingte Inaktivierung von Tumorsuppressor-Genen in einem frihen karzinogenen Stadium. Die
Gesamtanzahl hypermethylierter Gene und explizit die Promotoren-Methylierung von
Tumorsuppressorgenen summiert sich beim Fortschreiten in der neoplastischen Progression bis
hin zu einem Lungenkarzinom. Die Inaktivierung der Tumorsuppressorgene kann durch

Mutationen in den Promotoren verursacht werden, was Konsequenzen in dessen Methylierung

nach sich zieht (Hulbert et al., 2017; Belinsky et al., 2006; Chung et al., 2011).
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In der letzten Dekade wurden mehrere molekulare Aberrationen in einen Zusammenhang mit dem
Wachstum, der Invasion oder der Metastasierung von Lungenkarzinomen wie dem
Adenokarzinom  gebracht.  Dazu  zdhlen  uwa.  Mutationen  des  epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptors EGEFR  (Epidermal  Growth Factor Receptor), die im Mittelpunkt
zielgerichteter Therapieansitze stehen (Greulich, 2010). EGFR, auch als ERBB1 (erythroblastic
lenkemia viral oncogene homolog) oder HER1 (human epidermal growth factor receptor 1) bekannt, ist ein
Transmembranrezeptor mit einer intrazelluliren Tyrosinkinase-Domine und gehért zur ERBB-
Rezeptorfamilie, zu der auch ERBB2 / HER2 / NEU, ERBB3 / HER3 und ERBB4 / HER4
zihlen (Pines at al., 2010). Durch eine Bindung des Liganden EGF erfolgt die Dimerisierung von
EGFR mit einer nachfolgenden Transautophosphorylierung des C-terminalen Endes, was die
Aktivierung der Signaltransduktion von mehreren Signalwegen wie STAT, ERK1/2-MAPK, PI3K
-AKT oder PLCy1-PKC bewirkt und somit Auswirkung auf das Zellwachstum als auch u.a. auf die
Induktion der Apoptose, Migration oder Differenzierung hat (Collisson et al, 2014; Zhang et al.,
20006; Brand et al., 2011). Eine Verbindung zwischen EGFR und Krebs wurde erstmals in den 80er
Jahren als transformierendes v-ErbB-Onkogen des Erythroblatosevirus bei Végeln entdeckt, dass
ein Homolog des humanen EGFR ist (Downward et al., 1984; Ullrich et al., 1984). Das v-ErbB-
Onkogen wies dabei Rekombinationen der Transmembranen und zytoplasmatischen EGFR-
Domine auf (Olofsson et al., 1986). Zudem ist bekannt, dass EGFR bei verschiedenen Tumoren
hochreguliert ist und in einer mutierten Form vorliegt, was das Fortschreiten einer
Krebsentwicklung vorantreibt und mit einer schlechten Prognose assoziiert ist (Nicholson et al.,
2001; Brand et al., 2011). Bereits Ende 1987 stellten Veale et al. fest, dass eine Uberexpression von
EGFR in einem Zusammenhang mit NSCLC gebracht werden kann und ein geeignetes Ziel fur
eine Krebstherapie darstellt. Verinderungen der EGFR Tyrosinkinase-Aktivitit aullern sich in
einer erhohten Zellproliferation, Migration, verminderter Apoptose, Angiogenese und einer

verstirkten Metastasierung (Wee et al., 2017).

Im Mittelpunkt neu entwickelter gezielter Therapien steht die Inaktivierung und
Herunterregulation von EGFR, um das Tumorwachstum zu hemmen. Man unterschiedet bei den
gingigen Chemotherapien zwei Klassen: Die erste Klasse zielt auf die Hemmung der
Tyrosinkinase-Aktivitit ab. Bei den reversibel bindenden Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI) wie
Erlotinib (Tarceva), Lapatinib (Tykerb) oder Gefintinib (Iressa) handelt es sich um
niedermolekulare Wirkstoffe, die die ATP-Bindungsstelle in der EGFR-Tyrosinkinase-Domine
kompetitiv binden und so die Autophosphorylierung der Tyrosin-Reste verhindert. Die

nachfolgende Signaltransduktion wird dadurch unterbunden (Chong et al., 2013). Bei Patienten mit
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einer EGFR-positiven Mutation konnte eine erhéhte Sensitivitiat gegentiber Gefitinib und Erlotinib
festgestellt werden, die derzeit vorrangig in der Anwendung bei Adenokarzinom-Behandlungen
sind. 85 % dieser aktivierenden EGFR-Mutationen sind entweder eine auf Exon 21 lokalisierte
L858R  Missense-Mutation oder auf Exon 19 lokalisierte Mutationen in Form von kleinen
Deletionsvarianten zurickzufihren (Zhou et al.,, 2011; El-Telbany et al.,, 2012). Diese Art von
Mutationen wurden vornehmlich in einer Subgruppe von weiblichen Adenokarzinom-Patienten
entdeckt, die in der Regel nie oder nur wenig geraucht haben (El-Telbany et al., 2012; Sonobe et
al., 2005; Shigematsu et al., 2005). Die zweite Klasse umfassen monoklonale Antikorper wie
Panitumumab (Vectibix) und Cetuximab (Erbitux), wobei Cetuximab eine 10 Mal hohere Affinitat
zur extrazelluliren EGFR-Bindedomine aufweist als der EGF-Ligand und diesen effektiv
verdringt (Mazzarella et al., 2017; Martinelli et. al., 2007). Durch die Bindung des chimiren
monoklonalen Antikorpers Cetuximab an die extrazellulire Domine III des EGF-Rezeptors wird
die Aktivierung durch eine sterische Konformationsinderung bei der Dimerisierung verhindert,
wodurch die Liganden-induzierte Tyrosinkinase-abhingige Phosphorylierung des Rezeptors
inhibiert wird und die Signaltransduktion nicht mehr erfolgen kann (Li et al., 2005). Aulerdem
bewirkt die Bindung die FEinleitung der Internalisierung des Rezeptors, wodurch eine
Zytotoxizititskaskade in den Krebszellen ausgelst wird, die zur Apoptose fithrt (Camponelli et
al., 2010). Da in mehreren Studien die Uberlebensrate durch die Anwendung von Cetuximab nur
unwesentlich um ca. einen Monat bei NCSLC-Patienten vetlingert wurde und diese keinen
signifikant positiven Unterschied im Vergleich zur Standard-Chemotherapie aufwies, zihlt
Cetuximab derzeit nicht zur Standardanwendung bei Patienten mit einem Lungenkarzinom (Lynch
et al., 2010; Sgambato et al., 2014; Mazarella et al., 2018). In der Regel erfolgt die Anwendung von
EGFR-Inhibitoren als Monotherapie oder auch als Kombinationsanwendung zusammen mit einer
zytotoxischen Chemotherapie oder einer Hochdosisbestrahlung. Ein entscheidendes Problem bei
der Behandlung mit TKI stellt die Entwicklung von Resistenzen bei EGFR-Mutationen tragenden
Patienten im Laufe einer Therapie dar. Andere Griinde fir ein Ausbleiben des Ansprechens auf
eine Therapie sind auf die Prisenz von Resistenzmutationen bereits zum Zeitpunkt der Diagnose
zurickzuftihren (Chong et al., 2013). Resistenzmechanismen werden dabei in vier Kategorien
untergliedert: 1. EGFR-Mutationen, die einen Arzneimittel-resistenten Zustand induzieren, 2. Die
onkogene Verschiebung oder Aktivierung eines alternativen Signalwegs; 3. Beeintrichtigung der
TKI-vermittelten Apoptose; 4. Histologische Transformationen hin zu einem kleinzelligen
Lungenkarzinom oder zu einem epithelial-mesenchymalem Ubergang (Yu et al., 2013; Lee et al.,
2013). Die haufigste Mutation, die mit einer Resistenzentwicklung gegen EGFR-TKI in
Verbindung gebracht wird, ist T790M. Diese Mutation fithrt zu einer gesteigerten ATP-Kinase-
Affinitit, die dadurch die Sensitivitit der kompetitiven Inhibitoren drastisch herabsetzt (Yun et al.,
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2008; Pao et al., 2005; Zhou et al., 2009). Eine potentielle Losung stellt die Entwicklung einer
zweiten Generation von TKIs dar, die irreversibel die ATP-Binde-Domine binden als auch eine
Mutanten-spezifische Selektivitit aufweisen. Zu dieser zweiten Generation zihlen u.a. AZD9291,
Selumetinib oder ASP8273, die in der klinischen Anwendung als Erstlinientherapie ein signifikantes
Ansprechen und ein progtessionsfreies Uberleben von Patienten mit einer T790M-Mutation

ermoglichen (Cross et al., 2014; Dienstmann et al., 2012; Richer et al., 2015).

1.4 H3K4-Methyltranserase KMT2D

Die Histon-Lysin N-Methyltransferase 2D (KMT2D), auch bekannt als Mixed lineage leukemia 2
(MLL2) oder 4 (MIL4), ist beim Menschen auf dem Chromosom 12q13.12 lokalisiert. Das Gen
besitzt insgesamt 54 Exons und gehort zur Familie der Histon H3 Lysin 4 (H3K4)
Methyltransferasen, die eine stark konservierte im C-terminalen Bereich befindliche SET-Domaine
(Suppressor of variegation, Enbancer of geste, Trithorax) aufweisen (Abbildung 2; Dillon et al., 2005). Zu
dieser Familie gehoren die H3K4-Methyltransferasen KMT2A-G, die sich in ihrer molekularen
GroBe und der Dominenstruktur unterscheiden. Das KMT2D-Protein ist mit einer Gréfle von
5537 Aminosduren (564 kDa) das groBte der Familie. Durch die SET-Domine erfolgt die Bindung
und die anschlieBende Methylierung von H3K4, was die Kernfunktion dieser Histon-
Methyltransferasen beinhaltet. Eine Ausnahme bildet hierbei KMTZ2E, bei dem die
Methyltransferase-Aktivitit fehlt (Rao et al., 2015). KMT2D verfiigt iber Bindungsmotive wie die
HMG-Box (High Mobility Group) und ein LXXLI-Motiv, die ebenfalls hiufig in
Transkriptionsfaktoren und Co-Faktoren vorkommen (Plevine et al., 2005; Bustin, 1999). In
Saugetieren ist KMT2D fir die H3K4-Mono-Methylierung verantwortlich und weist eine
funktionelle partielle Redundanz mit KMT2C auf (Lee et al. 2013; Vallianatos et. al, 2015).

Promotor

123 45,6789 10 11 1214 A5~1819 20-25 24-27 2830 31-33 35-38 39, 40-42 4345 4648 4950,51-33, ) 54

NH, S H . — . /‘]H W COOH

Abb.2: Struktur des Kandidatengens KMT2D. Oben: Die genomische Struktur des Gens besteht aus insgesamt 54
Exons (schwarze Quadrate). Die 3'UTR witd als graues Quadrat und die Introns als horizontale schwarze Striche
dargestellt. Unten: Protein-Dominenstruktur. Die fiir die Funktionalitit spezifische SET-Domaine befindet sich im C-
terminalen Bereich des Proteins. PHD-Finger: plant homeodomain finger, HMG-Box: high mobility group, CC: Coiled Coil,
LXXLL-Domine: neun Kernrezeptor-Interaktionsmotive; FYRN: FY-reiche Domine N-terminale Region, FYRC:
FY-reiche Domine C-terminale Region; SET-Domine: Su(var)3-9, Enhancer-of-zeste, Trithorax; PostSET: Post- Su(var)3-
9, Enbancer-of-zeste, Trithorax -Domine. Abbildung modifiziert nach Micale et al., 2011.
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KMT2D ist ein wichtiger epigenetischer Modifikator, der eine Rolle bei der epigenetischen
transkriptionalen Regulation von Enhancern aktiv transkribierter Gene spielt (Hu et al., 2013). Dabei
fungiert KMT2D ebenfalls als Indikator bei bivalent markierten Promotoren zusammen mit der
repressiven H3K27me3-Markierung (Malik et al., 2010; Denissov et al., 2014; Kaikokonen et al.,
2013; Lee et al., 2013). KMT2D ist in polyvalente Prozesse involviert wie dem Zellwachstum, -
Proliferation, -Adhidsion, Differenzierung, Metabolismus oder Migration und ist eng mit der DNA-
Methylierung assoziiert (Issaeva et al., 2007; Froimchuk et al., 2017; Guo et al., 2013). KMT2D ist
fir die frithe Embryonalentwicklung elementar und wird in mehreren adulten Gewebe exprimiert.
Bekannt wurde KM2TD im Zusammenhang mit dem Kabuki-Syndrom, einer monogenen
Erkrankung. Charakteristisch fir diese Krankheit sind Gesichtsanomalien, die an das Biithnen-
Makeup des traditionellen Japanischen Theaters (Kabuki) erinnern. Prigend fir das Kabuki-
Syndrom sind in erster Linie Entwicklungsverzogerungen, Mikrocephalie, Skelettanomalien,
viszerale und dermatoglyphische Anomalien, Herzanomalien und immunologische Defekte.
Patienten mit einem Kabuki-Syndrom zeigen dabei ein grofles Mutationsspektrum in KMT2D, zu
denen vor allem verkiirzte Varianten des Gens gehoren (Micale et al., 2011). Des Weiteren wird
beschrieben, dass KMT2D die Bindung von CBP und p300 an Enhancer-Regionen erleichtert, die
diese aktivieren und mit H3K27ac markieren. Mit den assoziierten Transkriptionsfaktoren zieht
dies die Rekrutierung von BRD4 nach sich, dass die Mediator- und RNA-Polymerasell-Bindung
als auch die Aktivierung der zelltypspezifischen Genexpression vermittelt (Froimchuk et al., 2017).
KMT2D gehort zum COMPASS-dhnlichen Komplex, einem groBlen Proteinkomplex mit
mehreren Untereinheiten, zu denen verschiedene Methyltransferasen und Demethylasen gehoren
wie z.B.: WDR5, RbBP5, ASH2 und DPY30. Zu diesem Komplex zdhlen weitere assoziierte
Proteine wie NCOAG, PTIP, PA1 als auch die H3K27me3 Demethylase UTX, die an der
Regulation der Expression verschiedener Gene beteiligt sind (Michalak et al., 2016; Issaeva et al.,
2007). In diesem Komplex dient KMT2D als Gertistprotein und stabilisiert UTX, mit dem es im
C-terminalen Bereich interagiert. Bei einigen Krebsarten wie beispielsweise Brustkrebs konnte
bereits ein synergistischer Effekt der beiden Gene bei der Regulation der Genexpression
hinsichtlich der Zellproliferation und Invasion nachgewiesen werden (Kim et al., 2014). Des
Weiteren wurden Mutationen von UTX ebenfalls mit dem Kabuki-Syndrom assoziiert. Ein Verlust
der Genfunktion von UTX und KMT2D verhindert eine normale Histon-Methylierung und
unterbindet somit die korrekte Aktivierung bestimmter Gene, die letztlich zu den
charakteristischen Anomalien in der Entwicklung dieser Krankheit fihren (Cocciadiferro et al.,

2018; Lederer et al., 2012; Borgerhausen et al., 2016; Laarhoven et al., 2015). KMT2D ist bet vielen
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Krebsarten dereguliert oder nicht funktional wie z.B. bei DBLC (djffuse large B cell lymphoma), Brust-
, Blasen-, Lungen- oder Prostatakrebs als auch Endometriumkarzinomen (Kandoth et al., 2013;
Morcillo Garcia et al.,, 2018; Toska et al., 2017; Shidong et al., 2018; Ortega-Molina et al., 2015;
Zhang et al.,, 2015). Bei den identifizierten Mutationen handelt es sich hdufig um Frameshift-oder
Nonsense-Mutationen (siche Abbildung 3), die zu einem verkirzten Protein fithren. Mutationen
der SET-Domine oder der PhD-Finger machen 37 % der gesamten KMT2D-Mutationen aus,
wihrend Missense-Mutationen in der SET-Domine bei weniger als 1% der Patienten auftreten (Rao
et al, 2015). In der Abbildung 3 wird das KMT2D-Mutationsspektrum aus insgesamt sieben
NSCLC-Studien aus dem ¢BioPortal for Cancer Genomics dargestellt (Gao et al., 2013; Cerami et al.,
2012).
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Abb.3: Visualisierung des KMT2D-Mutationsspektrums aus insgesamt siecben NSCLC-Studien. Links: In der Grafik
wird die Frequenz der KMT2D-Verinderungen in der jeweiligen Studie dargestellt. Legende: griin: Mutationen; rot:
Amplifikationen; grau: Multiple Verdnderungen. Rechts: KMT2D-Lollipop Plot. In der Grafik werden die
Lokalisationen der identifizierten Mutationen aus insgesamt sieben NSCLC-Studien auf dem linearisierten KMT2D-
Protein kartiert. Der Hauptanteil der determinierten Mutationen sind Missense- und Strangabbruchmutationen.
Legende: griin: Missense-Mutation; braun: Mutationen, die zu keiner Leserasterverschiebung fithren; schwarz:
Strangabbruch; Mutation fiihrt zu einer Verkiirzung des Proteins. Grafiken wurden nach dem ¢BioPortal des Memorial
Sloan Kettering Cancer Center modifiziert (Quelle: MSK; http://cbiopottal.org).

In soliden Tumoren wie dem Pankreas-Adenokarzinom ist KMT2D von elementarer Bedeutung
fir die Zellproliferation. Dabei konnte in einer Studie eine Korrelation zwischen einer
verminderten KMT2D-Expression und einer erhShten chemotherapeutischen Sensitivitit
festgestellt werden (Dawkins et al., 2016). Mutationen in KMT2D kénnen zur Entwicklung von B-

Zell-Lymphomen fithren. KMT2D agiert hierbei als Tumorsuppressor zur Hemmung der
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Tumorgenese und Metastasierung. Durch einen Verlust von KMT2D wird die Entwicklung der B-
Zellen im Keimzentrum bereits in einem frithen Stadium gestort und die Lymphomogenese von
Krebsvorliuferzellen geférdert (Ortega-Molina et al., 2015; Zhang et al., 2015). In WES-Analysen
(whole-exome sequencing) wurde KMTZ2D als das am haufigsten mutierte Gen bei einer Kohorte
chinesischer NSCLC-Patienten identifiziert, dabei wurde hidufig ein Verlust der KMT2D-
Expression beobachtet und insgesamt 11,4 % der Patienten wiesen Mutationen in KMT2D auf (Yin
et al., 2014). Auch eine neuere Studie von 2018 verweist auf eine Verbindung zwischen KMT2D-
Mutationen und einer schlechten Prognose bei NSCLC (Ardeshir-Larijani et al., 2018). Obwohl
der genaue Mechanismus bisher noch unklar ist, scheinen KMT2D-Mutationen in einem engen
Zusammenhang mit einer Progression von Tumoren zu stehen, da Mutationen in KMT2D hiufig
zu einer genomischen Instabilitit und zu einem Transkriptionsstress fihren, die als treibende Kraft

bei der Tumorentstehung fungieren konnen (Kantidakis et al., 2016).

1.5 Chromatin-Bindeprotein BRD4

Ein weiteres Gen, das im Focus dieser Arbeit steht, ist BRD4, das zur Familie der BET-Proteine
zahlt (bromodomains and extra terminal domain) und auf dem Chromosom 19p13.12 lokalisiert ist.
Charakteristisch fir die Vertreter dieser Familie, denen auch BRD2, BRD3 und BRT angehéren,
sind zwei Tandem Bromo-Dominen und eine Extraterminale-Domine (ET-Domine; Abbildung
4; Chiang, 2009). Die Bromo-Dominen dienen zur Bindung an Acetyl-Resten an die Histone H3
und H4, wo BRD4 die acetylierten epigenetischen Markierungen von z.B. H3K14, H3K27, H4K5,
H4K8 oder H4K12 abliest und transkriptionsregulatorische Komplexe an die Histone rekrutiert
(Filippakopoulos et al., 2012; Dey et al., 2003; Floyd et al., 2013). Dadurch spielt BRD4 eine
elementare Rolle bei der Regulation des Transkriptionsprozesses und ist an der Modifikation und

Umstrukturierung des Chromatins maf3geblich beteiligt (Junwei et al., 2014; Devaiah et al., 2016).

BRD4 H H I-
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Abb.4: Struktur des Kandidatengens BRD4. Die genomische Struktur des Gens besteht aus insgesamt 20 Exons.
Introns werden als horizontale blaue Linien dargestellt. Die Lokalisation der charakteristisch funktionellen Dominen
wird durch die violette Markierung gekennzeichnet. Legende: BD: Bromo-Domaine; ET: Extraterminale-Domine;
SEED: Set/Glu/Asp-teiche Region; CTD: Carboxyterminale Domine.
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Die Funktionalitit von BRD4 dullert sich in vielfiltiger Weise wie z.B. in der Regulation des
Zellzyklus, der Replikation, DNA-Reparatur oder dem Zellwachstum (Wu et al, 2007).
Houzelstein et al. 2002 stellten im Rahmen ihrer Studien fest, dass heterozygote Defekte in BRD4
bei Miusen zu pri- als auch postnatalen Wachstumsdefekten fithren, die mit einer reduzierten
Proliferationsrate verbunden waren. Diesen Effekt wiesen Houzelstein et al. auch in
Zellkulturexperimenten nach und ermittelten in weiterfiihrenden Experimenten bei einem
homozygoten Verlust eine unmittelbare Letalitit in Mausembryonen, womit sie eine grundlegende
Rolle von BRD4 bei zelluliren Prozessen belegten. Des Weiteren fithrt eine Herunterregulation
von BRD4 durch eine damit einhergehende Repression von Cyclin D7, D2, ET1, E2 und einer
verminderten Phosphorylierung von pR& im Zellzyklus zu einem G1-Arrest (Gap?) und induziert
den Apoptoseprozess (Zhang et al., 2008; Ottinger et al., 2006; Dey et al., 2009). Weitere Studien
verweisen auf die Bindung von BRD4 an Promotoren und Super-Enbancern und verdeutlichen
dadurch eine Verbindung zur Regulation der Genexpression (Lovén et al., 2013). Zudem ist BRD4
aktiv an der Regulation der Elongation beteiligt (Chiang, 2009). In einer Studie von Pongas et al.
2017 konnte gezeigt werden, dass das hochregulierte CHK7 (Checkpoint kinase 1) in einem
Eierstockkrebs-Subtyp durch eine Suppression von BRD4 u.a. mit Hilfe des I-BET-Inhibitors JQ1,
die Zytotoxizitit der CHK7-Inhibierung verstirkte und zu einer Erhéhung der Anti-Tumoraktivitat
fihrte. Zudem war in diesem Subtyp die BRD4-Expression hochreguliert und korrelierte mit einer,
wenn auch gering gesteigerten Gesamtiiberlebenswahrscheinlichkeit der Patienten. Im Gegensatz
dazu wurde in Darmkrebsstudien eine Hypermethylierung des BRD4-Promotors beobachtet, die
zu einer Repression der RNA-Expression von BRD4 in den untersuchten Darmkrebszelllinien und
Primdr-Tumoren fihrte. Die Wiederherstellung der BRD4-Expression reduzierte die
Tumorgenese in den Zelllinien (Rodriquez et al., 2012). Inaktivierung oder Herabregulation der
BRD4-Expression und der damit verbundenen Hemmung der Tumorentwicklung ricken BRD4
zunehmend in den Focus bei der Behandlung von diversen Krebsarten. In den vergangenen Jahren
wurden zahlreiche BRD4-Inhibitoren untersucht, von denen sich verschiedene in der klinischen
Phase befinden (Duan et al., 2018; Klingbeil et al., 2016). Anhand der Wechselwirkung zu den
Bromo-Dominen werden zwei Klassen der BRD4-Inhibitoren unterschieden. Bei den
monovalenten BRD4-Inhibitoren erfolgt die Bindung an die jeweilige Bromo-Domaine separat,
wihrend bei bivalenten BRD4-Inhibitoren beide Bromo-Dominen gleichzeitig angegriffen
werden. Die hiufigsten untersuchten BRD4-Inhibitoren sind monovalent. Dazu gehoren die auf
Trizoloazepin-basierenden Inhibitoren JQ1, TEN-010 oder OTX-015, die sich in den klinischen
Studien der Phase-I vorwiegend bei der Behandlung himatologischer Malignome befinden (Duan
et al., 2018). Zu den bivalenten Inhibitoren zdhlen Triazolopyridazin-enthaltende Verbindung, die

im Stande sind die Tandem Bromo-Domainen simultan zu binden wie z.B. AZID3514 oder der
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weiter modifizierte AZID5153, bei denen ein Methoxy-substituiertes Triazolopyridazin als
verstirktes Acetyl-Lysin bindendes Riickgrat fungiert (Waring et al., 2016; Bradbury et al., 2016).
In Studien tber Bauchspeicheldriisenkrebs unterdriickte JQ1 die Tumor-Entwicklung bei
Mausmodellen, indem es sowohl die Hemmung von Inflaimmationssignalen als auch die Myc-
Aktivitit unterdrickte. Zusammen mit dem HDAC-Inhibitor SAHA (suberoylanilide hydroxamic acid)
verstirkte BRD4 die Induktion der Apoptose bei einem fortgeschrittenen Stadium (Mazur et al.,
2015). Die Funktionsweise von BET-Inhibitoren wie JQ1 erfolgt durch die erhohte Affinitit in der
kompetitiven Bindung der Bromo-Domainen, die eine Verdringung vom Chromatin verursachen
(Prinjha et al., 2012). Mehrere Studien legen die therapeutische Wirkung von BET-Inhibitoren in
diversen Mausmodellen dar wie z.B. bei AML (akute myeloische Leukdmie), Multiples Myelom
oder Lymphom (Dawson et al., 2011; Zuber et al., 2011; Delmore et al., 2011; Zhao et al., 2010).
Therapeutische Effekte konnten ebenfalls in der Anwendung von BET-Inhibitoren bei NSCLC
durch anti-proliferative Effekte nachgewiesen werden. Lockwood et al., 2012 untersuchten in ihrer
Studie die Sensitivitit von 17 Adenokarzinom-Zelllinien gegentiber JQ1, von denen insgesamt acht
empfindlich auf eine JQI-Behandlung reagierten wund schlossen daraus, dass der
Wirkungsmechanismus einer BET-Inhibierung vom epigenetischen Status der getesteten Zelllinien
abhing. Lockwood et al., 2012 fithrten die anti-proliferativen Effekte der BET-Inhibierung auf die
Herunterregulation des onkogenen Transkriptionsfaktors FOSLT zurtck, der in den sensitiven
Zelllinien sehr niedrig exprimiert war, wohingegen die resistent reagierenden Zelllinien hohe
Expressionslevel von FOSLT aufwiesen. In einer Studie tiber die Evaluierung der Aktivitit des
BET-Inhibitors JQ1 in 12 KRAS-mutierten Zelllinien identifizierten Klingbeil et al., 2016 einen
potenzierten Effekt in der BET-Inhibierung bei der Kombinationsanwendung von JQ1 und dem
Apoptose-foérdernden Chemotherapeutikum Cisplatin oder mit TRAIL (Tumor-Nekrose-Faktor
abhingiger Apoptose-induzierter Ligand) in JQ1-sensitiven Zellen. Im Fall von JQ1-resistenten
Zellen fihrte die Kombinationsbehandlung zu einem verringerten Tumorwachstum und férderte
ebenfalls die Apoptose. Aullerdem konnte ein erhohter Anti-Tumor-Effekt in einen A549-
Xenograft Modell nachgewiesen werden, bei dem eine Einzelbehandlung mit Cisplatin oder JQ1
nur eine limitierte Aktivitit zeigte. Liao et al., 2016 stellten in NSCLC-Zelllinien und —Geweben
eine BRD4-Uberexpression fest, die mit einer hoheren Invasion und Metastasierung verbunden
war und die eine Korrelation mit einer schlechten Prognose in den NSCLC-Patienten aufwies. Eine
BRD4-Suppression versursachte eine deutliche Beeintrichtigung der Zellinvasion und hemmte die
Zellproliferation, die in einer beschleunigten Apoptose miindete. Gao et al., 2018 stellten dartiber
hinaus fest, dass eine BRD4-Suppression durch eine siRNA oder durch die Verwendung der BET-
Inhibitoren JQ1 und I-BET151 das Wachstum in NSCLC unterdriickte, dabei erfolgte gleichzeitig
eine Herunterregulation der Expression des Elongationsfaktors elF4E. Aullerdem bewiesen Gao
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et al,, 2018, dass eine Uberexpression von elF4E die wachstumshemmende Wirkung von JQ1
authob und eine elF4E-Herunterregulation die hemmenden Effekte von JQ1 verstirkte. Durch
die entwicklungshemmende Wirkung, die durch eine Inaktivierung von BRD4 hervorgerufen wird,
wurde eine neue Generation von BRD4-Inhibitoren entwickelt, zu denen sogenannte PROTACS
wie ARV-825 zihlen. Diese kleinen, bi-funktionalen Molekiile fihren eine selektive Degradierung
der Zielproteine durch und weisen damit deutliche Vorteile in einer effizienteren Antikrebs-
Aktivitit gegeniiber der herkommlichen BRD4-Inhibierung auf. PROTACs bestehen aus einem
zielgerichteten Protein-spezifischen Liganden und einer E3-Ubiquitin-Ligase-Bindungsstelle, die
miteinander verbunden sind. Durch die Bildung eines terniren Komplexes erfolgt die Bindung an
das Zielprotein und gleichzeitig an die E3-Ubiquitin-Ligase, wodurch das Zielprotein durch die
E3-Ligase ubiquitiniert wird und der Proteasomen-Abbau erfolgt (Churcher, 2018; Gadd et al.,
2017). Lu et al,, 2015 bewiesen in Burkitt-Lymphom-Studien mit ARV-825 eine effektivere
Suppression der c-Myc-Expression im Vergleich zu herkémmlichen BRD4-Inhibitoren, die zu
einer verminderten Zellproliferation und hoheren Apoptoserate fithrte. Im Vergleich zu anderen
BRD4-Inhibitoren wie JQ1 oder OTXO015, erfolgte durch ARV-825 eine lingere und stirker
ausgepriagte Suppression der c-Myc-Expression bei einer deutlich niedriger eingesetzten

Konzentration.

1.6 CRISPR CAS9 System

Das CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic repeats) CAS9 (CRISPR-associated protein)
System ist ein genomisches Editierverfahren bei dem gezielt Verinderungen in Genom induziert
werden kénnen (Jinek et al., 2012). Gegentiber anderen Verfahren wie den Zinkfinger-Nukleasen
und Talens (Transcription Activator-Like-Effektor-Nukleasen), die auf dem Prinzip einer Protein-
DNA-Erkennung beruhen, erfolgt die CRISPR-Editierung auf Grundlage einer wesentlich
effektiveren und priziseren RNA-DNA-Wechselwirkung und einer kovalenten Modifikation der
DNA-Sequenz (Christian et al., 2010; Porteus et al., 2005; Urnov et al., 2005; Ding et al., 2013).
Die Nachteile bestehen bei Zinkfinger-Nukleasen und Talens in erster Linie in einem
komplizierteren Design und in der Validierung der Spezifitit fur die jeweilige Zielsequenz, wahrend
beim CRISPR CAS9 System lediglich die sgRNA-Sequenz entsprechend der Zielsequenz
modifiziert werden muss, um verschiedene Bereiche im Genom zu editieren (Gupta et al., 2014).

Das CRISPR CAS9 System stammt aus Archaeen und Bakterien, wo es als adaptives Immunsystem
zur Abwehr von invasiven Phagen und Plasmiden genutzt wird. Dabei werden Teile der invasiven

DNA oder RNA als Spacer-Sequenz in die genomeigenen CRISPR-Arrays integriert, um bei einem
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erneuten pathogenen Befall eine komplementir an die fremde Nukleotidsequenz bindende ctrRNA
(CRISPR RNA) zu bilden, und so ein spezifisches Schneiden durch die CAS9-Nuklease zu
ermoglichen (Doudna und Charpentier, 2014). Insgesamt existieren drei verschiedene Klassen des
CRISPR CAS-Systems, die sich in ihrem Repertoire der CRISPR assoziierten CAS5-Gene, der
Organisation des CAS-Operons, und der Struktur der Wiederholungen in den CRISPR-Arrays
unterscheiden (Makarova et al., 2011 a und b). Das bis dato am besten charakterisierte CRISPR-
System ist das Typ II CRISPR, bei der ein Multidominen Protein, die sogenannte CAS9-Nuklease,
fir die RNA-vermittelte DNA-Erkennung von einer co-prozessiven chimiren tracr:ctRNA-
Duplex (trans-activating erRNA:crRNA) zur entsprechenden Stelle im Genom gefithrt wird (Ran et
al., 2012; Doudna und Charpentier, 2014). Die ctRNA bindet spezifisch an die DNA-Zielregion,
wihrend die tractRNA die CAS9-Nuklease bindet (Jinek et al., 2012). Das im Labor am hiufigsten
verwendete CRISPR CAS9-System stammt urspringlich aus S#reprococcus pyogenes. Bei der Genom-
Editierung im Labor wird anstelle der tractRNA:ctRNA eine modifizierte single-guide RNA
(sgRNA) verwendet, die individuell fiir die jeweilige Zielsequenz designt werden kann. Die sgRNA
weist durch ihren chimiren Charakter sowohl die Fahigkeit auf, an die Zielsequenz als auch an die
CAS9-Nuklease zu binden (Doudna und Charpentier, 2014; Ran et al., 2014). Die CAS9-Nuklease
wird durch die 20 nt lange sgRNA komplementir an die Zielsequenz platziert, wobei zusitzlich
zur Stabilisierung Wasserstoffbriickenbindungen und eine Dopplestrang-Struktur am 3’-Ende der
sgRINA ausgebildet werden (Doudna und Charpentier, 2014). Zur Generierung von gezielten
DNA-Dopplestrangbriichen wird neben der spezifischen Bindung der sgRNA an die Zielsequenz,
ein in unmittelbarer Nihe befindliches Sequenzmotiv benétigt, die sogenannte PAM-Domine
(Protospacer Adjacent Motif). Die Sequenz der PAM-Domaine variiert je nach Modelorganismus aus
dem das CRISPR CAS9-System stammt. Bei St#reptococcus pyogenes ist die Sequenz 5'-NGG (Sanchez-
Rivera et al., 2015). Die CAS9-Nuklease fiihrt 3 nt nach der Erkennungssequenz der PAM-Domaine
einen Strangbruch in die DNA ein. Die CAS9-Nuklease weist zwei funktionale HNH- und die
RuvC- Schneidedominen auf, die jeweils einen Strang schneiden, wodurch in der Zielsequenz
Doppelstrangbriiche induziert werden kénnen (Jinek et al., 2012; Abbildung 5 A). Wihrend beide
Schneidedominen bei der Wildtyp-CAS9 aktiv sind, weisen Nickasen durch inaktivierende
Punktmutationen nur noch eine aktive Schneidedomine in der CAS9-Nuklease auf, sodass nur
noch Einzelstrangbriiche ausgefiihrt werden. Beispielweise weist die CAS9 D10A-Mutante aus
Streptococcus pyogenes nur noch die Aktivitit der HNH-Domine auf, wihrend bei der Mutante CAS9
HB840A durch eine Mutation der HNH-Domine nur noch die RuvC-Domine aktiv ist (Hsu et al.,
2014; Ran at al., 2013). Eine weitere Variante stellt die dCAS9 (death) dar, in der die beiden
Schneidedominen inaktiviert sind und somit keine Nuklease-Aktivitit mehr vorliegt. Diese
katalytisch inaktive Form behalt nach wie vor die Fahigkeit DNA-Zielsequenzen aufgrund der
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sgRNA-Spezifitit zu binden und wird z.B. zur Untersuchung von Transkriptionsfaktoren
verwendet (Sanchez-Rivera et al., 2015; Qi et al., 2013). Ein Problem beim CRISPR CAS9 System
stellen Off-Targer-Eftekte dar, bei denen die sgRNA anstatt der Zielregion unspezifisch an andere
Regionen des Genoms bindet, die von der CAS9-Nuklease geschnitten werden (Fu et al., 2013;
Cho et al., 2014).
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Abb.5: CRISPR-CAS9 Komplex. A: Dominenstruktur der CAS9-Nuklease aus Streptococcus pyogenes. Die CAS9-
Nuklease verfiigt iber die zwei funktionsfihigen Schneidedominen RuvC und HNH, mit denen Doppelstrangbriiche
in der Zielregion erzeugt werden kénnen. B: Interaktionsschema bei der Bindung des CAS9-sgRNA-Komplexes an
die Zielsequenz. C: Darstellung der Obetflichenstruktur des CAS9-sgRNA-DNA-Kompexes. Die aktiven Seiten der
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RuvC — (D10A) und HNH- (H840A) Domine werden durch gestrichelte gelbe Kreise dargestellt. Abbildung A und C
modifiziert nach Nishimasu et al., 2014.

Nach der Induktion eines Doppelstrangbruchs wird dieser durch einen der beiden in der Zelle
vorherrschenden Reparaturwege repariert. Dabei unterscheidet man zwischen der nicht-
homologen (NHEJ; non-homologous end-joining) oder der Homologie-gerichteten Reparatur (HDR;
homology ~ directed  repair). Der NHE]J-Reparaturweg fihrt auf Grund des endogenen
Reparaturmechanismus héufig zu kleineren Insertionen oder Deletionen (Indels) an den
Bruchstellen der DNA, diese kénnen Leserasterverschiebungen oder die Bildung eines vorzeitigen
Stopp-Codons hervorrufen und somit den Leserahmen (ORF; open reading frame) des Zielgens
zerstoren. Der im Vergleich zum HDR-Reparaturweg fehleranfilligere NHE] ist wihrend des
gesamten Zellzyklus aktiv (Mao et al., 2008; Brandsma et al., 2012). Bei HDR ist fiir die Reparatur
des Doppelstrangbruchs eine Matrize erforderlich. Diese dient als Vorlage, die in die zerschnittene
Zielsequenz hineinkopiert wird (Zhan et al, 2018). Durch die Verwendung von exogen
eingefiihrten einzel- oder doppelstringigen Oligonukleotiden (ssODN oder dsODN) kénnen so
definierte (Punkt)-Mutationen prizise in die Zielregion des Genoms integriert werden (Paquet et
al., 20106). In der Zelle ist der HDR-Reparaturweg hauptsichlich in der S-Phase (Synthese-Phase)
und der G2-Phase (Gap 2-Phase) aktiv (Ford et al., 2019; Brandsma et al., 2012). Die Effizienz von
HDR kann je nach Zelltyp und Zielregion als auch des verwendeten ds-oder ssODN stark
variieren. Durch die hohe Diversitit in der Manipulation des Genoms kann CRISPR CAS9 in
verschieden Anwendungsbereichen der Forschung, Medizin wie der Gentherapie oder
Biotechnologie in einer Vielzahl von Organismen eingesetzt werden (Hsu et al., 2014). So kénnen
z.B. vielfiltige Tier- und Zelllinien-Modelle generiert werden, um so die Entstehung von
Chemotherapieresistenzen als auch diverse Krankheiten wie Herz-Kreislauf-, Neurodegenerative

oder auch seltene monogenische Erkrankungen zu erforschen.

1.7 Ziel der Arbeit

Lungenkarzinome sind im Vergleich zu anderen Krebsarten die hiufigste Todesursache weltweit
und weisen gleichzeitig mit 13 % eine der niedrigsten 5-Jahres-Uberlebensraten auf. Ein
Hauptproblem bei der Behandlung von Lungenkarzinomen stellt die hohe Therapieresistenz bei
einem fortgeschrittenen Entwicklungsstadium dar. Die Identifizierung von potentiellen
Markergenen fir die Validierung verbesserter Therapieansitze riickt dabei zunehmend in den
Vordergrund. Epigenetische Verinderungen spielen bei der Progression von Krebs eine

elementare Rolle, wobei diese mit der Karzinogenese und der Ausprigung einer Therapiereistenz
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in Verbindung stehen. Epigenetische Modifikatoren wie die H3K4-Methyltransferase KM1T2D und
das Chromatin-Bindeprotein (reader) BRD4 sind hiufig in verschiedenen Krebsarten wie z.B. in
NSCLC mutiert. Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollen in verschiedenen Lungenkrebszelllinien
unter Verwendung von CRISPR CAS9 definierte Mutationen in den Kandidatengenen KM12D
und BRD4 induziert werden, um funktionelle Mechanismen eingehender zu untersuchen, die mit
einer Tumorprogression assoziiert werden. Dazu ist es zunichst erforderlich die CRISPR CAS9
Applikation fir die Erstellung stabiler spezifisch modifizierter Zelllinien als auch effiziente
Screeningverfahren zu etablieren. In dem Kandidatengen KMT2D sollen zwei verschiedene
Deletionen in die Lungen-Adenokarzinom-Zelllinie HCC827 eingefithrt werden. Durch die zwei
unterschiedlichen Mutationen soll die Rolle von KMT2D bei einer epigenetisch bedingten
Therapieresistenz gegen die EGFR-wirkenden Chemotherapeutika Cetuximab und Erlotinib
untersucht werden. In BRD4 wird eine Deletion iduziert, die das gesamte Gen umfasst. Mit Hilfe
von Chromatin-Immunprizipitations-Analysen gefolgt von DNA-Sequenzierungen (ChIP-Seqs)
werden die Parental-Zelllinien zur Identifizierung spezifisch angereicherter Signalwege untersucht.
In funktionellen Analysen werden die Auswirkungen der induzierten Deletionen auf die
Proliferation, die Genexpression, sowie methylierungsspezifische Unterschiede der H3K4- und
H3K27-Methylierug funktionell charakterisiert. Zudem sollen Unterschiede in der Reaktion auf
einen externen Stress zwischen den Parental-Zelllinien und den mutierten Zelllinien ermittelt

werden.

Ziel der Arbeit ist es, Einblicke in die epigenetische Regulation von NSCLC zu erlangen und zu
untersuchen welche Auswirkungen gezielte Verinderungen in KMT2D und BRD4 auf die

Tumorentstehung und — entwicklung haben.
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2.1 Materialien

2.1.1 Gerite, Materialien und Chemikalien

Folgende Gerite, Materialien und Chemikalien wurden fiir die mikrobiologischen,

molekularbiologischen und zellbiologischen Methoden verwendet.

Tabelle 2.1. Gerite.

Gerit Firma

Biofuge fresco Heraeus
Biophotometer Eppendorf
BioRad imager chemieDoc MP System BioRad

CASY DT Innovatis/Roche
Eppendorfstinder Eppendorf

FastGene Mini Centrifuge (pink)
Feinwaage EMB 200-2
Fluoreszenzmikroskop DM/3000B
grof3e Zentrifuge Megafuge 1.0R
Heizplatte RH basic2
HERAEUS Multifuge X1R
Inkubator BBD 62220
Inkubator Fiction line
Inkubator Shaker

Innova 4430 Inkubator Shaker
Lichtmikroskop DMIL LED
LightCycler 480

Mikrowelle

Mini-Protean

Mr. Frosty Gefrierbehilter
Multipette plus

NanoDrop 3.1.0

Neubauerzihl kammer
pH-Meter MP220

Pinzetten

Pipetboy

Pipetboy

Pipette research pro 10 ul
Pipette research pro 100 ul
Pipette research pro 1000 pl

Nippon Genetics Europe GmbH
Kern

Leica

Heraeus

IKA

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Heraeus

GFL

New Brunswick Scientific
Leica

Roche

Severin

BioRad

Thermo Fisher
Eppendorf

Thermo Fisher
Superior Marienfeld
Mettler Toledo
LHU

Matrix Technologies
Integra Biosciences
Eppendorf
Eppendorf
Eppendorf
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Power Pac 200

Power Pac basic

Power Pac HC
PTC-100 Thermocycler

Rainin Multikanal pipet lite XIS 20 pl
Rainin Multikanal pipet lite XIS 200 pl

Rainin pipet lite 1000 pl
Rainin pipet lite 2 pl
Rainin pipet lite 20 ul
Rainin pipet lite 200 pl
Rocky Schiittlerplattform

Sterilbank goldenline Biowizard (x-tra)

Sub-Cell GT Elektophoresekammer

Tecan infinite 200 Pro series multimode reader

Thermomixer comfact
Tischzentrifuge Minispin plus
Tuberoler RM5

Vacuumpumpe BVC21 NT vacuu Hand control

Vortexer Mixer Uzusio VT X-3000L
Wasserbad

Wasserbad GLS400

X cell sure lock Novex Mini-cell
Zellkuturbinke golden Line

BioRad
BioRad
BioRad

M]J Research
Mettler Toledo
Mettler Toledo
Mettler Toledo
Mettler Toledo
Mettler Toledo
Mettler Toledo

LTF Labortechnik

Kojair
BioRad

Life Science
Eppendorf
Eppendorf
ConCat
Vacuubrand
LMS

GFL

Grant
Invitrogen
Biowizard Kojair

Zentrifuge 5810R Eppendorf

Zentrifuge Biofuge fresco Heraeus

Tabelle 2.2. Materialien.

Materialien Firma Artikelnummer
960 FinePoint Tips 200 pl mit Filter Mettler Toledo 17005859
960 FinePoint Tips 1000 ul mit Filter =~ Mettler-Toledo 17007081
960 FinePoint Tips 20 pl mit Filter Mettler-Toledo 17005860
Assay plate 96 Well, black with clear Corning 3651

flat bottom

Aufbewahrungsflasche 150 ml LMS Consult GmbH & Co.KG 1018152
Autoklavierband mit Dampfindikator ~ Labomedic GmbH 1115096
Cryordhrchen 2 ml Greiner Bio-One GmbH 126280
Doppelseitiges Klebeband Tesa 7047799K
Einmalskalpelle VWR International GmbH 233-5324
Einmal-Wigeschilchen VWR 611-9179
Eurofins Prepaid Barcodes Eurofins Genomics 1094-000050
Falcontohrchen 50 ml Sarstedt AG & Co 62.547.254
Falconréhrchen 15 ml Sarstedt AG & Co 62.554.502
Immobilon-P Membran, PVDF Merck IPVHO00010
Immun-Blot PVDF Membran Bio-Rad 1620177
Impthaken VWR SCUT3362162
Impfosen VWR 734-2138
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Kosmetiktiicher, 100% Zellulosepapier VWR International

MicroAmp™ Optical Adhesive Film
Microplate, 96 Well, Polystyrene, Black
Novex Wedge Well 4-12 % Tris-

Glycine Gel

Novex Wedge Well 4-20 % Tris-

Glycine Gel

NuPAGE 3-8 % Tris-Acetate Gel
NuPAGE 4-12 % Bis-Tris Gel
NuPAGE MOPS SDS Running Buffer

for Bis-Tris (20x)

NuPAGE Transfer Buffer (20X)

Parafilm
Pasteurpipetten 150 mm
Pasteurpipetten 230 mm

PCR Plate, 384-Well, standard

PCR strips, 0.2 ml 8 Strip
Petrischalen

Petrischalen

Prepaid Barcode Labels
Reaktionsgefiss 1,5 ml
Reaktionsgefiss 2,0 ml
Reflexpetlen

Serologische Pipette 10 ml
Serologische Pipette 25 ml
Serologische Pipette 5 ml
Serologische Pipette 50 ml

Stinder fiir ReaktionsgefiBe 1,5/ 2,0

ml
StarTub reagent reservoir

T25 Zellkulturflasche
T75 Zellkulturflasche
TipOne 10/20 pL.
TipOne 1200 pL.

Tris-Acetate SDS Running Buffer (20x)

Vernichtungsbeutel

Wagepapier MN 2206, Standardblock
Whatman Filter Paper grade 4

Wischtiicher fur
Prizisionsanwendungen

Z.ellkulturschale 60 mm

Zellkultur-Testplatten 12 Wells
Zellkultur-Testplatten 24 Wells
Zellkultur-Testplatten 6 Wells

Zellkultur-Testplatten 96 Wells

Zellschaber 16 cm
Z.ellschaber 25 cm

Thermo Fisher Scientific
LMS Consult GmbH & Co.KG
Invitrogen by Thermo Scientific

Invitrogen by Thermo Scientific

Invitrogen by Thermo Scientific
Invitrogen by Thermo Scientific
Novex by life technologies

Novex by life technologies
American Can Company
Carl Roth

Th.Geyer GmbH & Co.KG
Thermo Fisher Scientific
Starlab

LABOMEDIC GmbH Gesellschaft
fur Laborund Medizin bedarf, Bonn
Greiner Bio-One GmbH

Eurofins Genomics

VWR International GmbH

VWR International GmbH

Catl Roth GmbH + Co.KG
Sarstedt AG & Co

Sarstedt AG & Co

Sarstedt AG & Co

Greiner Bio-One GmbH

Dr. Ilnoa Schubert Laborfachhandel

Starlab GmbH

TPP

Sarstedt AG & Co

Starlab GmbH

Starlab GmbH

Novex by life technologies
Sarstedt AG & Co
Macherey Nagel GmbH
GE Healthcare Lite Science
Kimtech Science

Faust Lab Science GmbH
Faust Lab Science GmbH
Faust Lab Science GmbH
Faust Lab Science GmbH
Faust Lab Science GmbH
Sarstedt AG & Co

Sarstedt AG & Co

115-0600
4311971

3340
XP04120PK2

XP04200PK2

EA0375PK2
NP0321Box
NP0001

NP00061
2911214

4518
GY/09411020
AB1384
A14023700
632180

632102
1094-000050
2112130
2112120
A5506.1
861.254.001
861.685.001
861.253.001
768-160
9555-001

E2310-1010
90.026
833.911.002
S11103810
S11111810
LA0041
86.12
186002
3004-917
115-2074

TPP93060
TPP92012
TPP92024
TPP92006
TPP92096
831.832

831.830
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Tabelle 2.3. Chemikalien.

Chemikalien Firma Artikelnummer
AccuGene molecular biology water Lonza 17-724Q
Aceton 299.8% VWR 20.066.310
Actylamide/Bis Solution (30 %) Bio-Rad Laboratories GmbH ~ 161-0158
Adenosine 5'-triphosphate, 10 mM New England BiolLabs PO756S
Agarose Broad Range Rotiagarose Carl Roth T846.3
Albumin Fraction V (pH 7.0) fir AppliChem Gmbh A1391
Western Blot

Ampicillin sodium salt Sigma-Aldrich A9518-100G
Bacillol Plus VWR International GmbH BODE973375
BCIP/NBT purple liquid substrate SigmaAldrich B3679100ML
system

Bradford - Lésung AppliChem Gmbh A6932.0500
Bradford Reagent Sigma-Aldrich-Chemie GmbH  B6916-500ML
BSA, molecular biology grade New England Biolabs B9000 S
CloneJET PCR cloning Kit Thermo Fisher Scientific K1231
Comassie G-250 Catl Roth GmbH + Co.KG 9698.2

Dimethyl sulfoxide
Dimethyl sulfoxide

Dinatriumhydrogenphosphat
(Na2HPO4)
DirectPCR Lysis reagent

DNA Gel Loading Dye (6X)
DNAE-xitusPlus

dNTP Mix, 10 mM each

DTT

Essigsaure 100 %, reinst.

Ethanol reinst, min. 99,5 %
FastDigest BbsI (Bpil)

Fermentas Tango buffer

Glycine, Molecular Biology Grade
GoTaq qPCR Master Mix
Hoechst 33258 solution
Hydrogen peroxide solution 30 %
Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)
Laemmli SDS sample buffer, reducing

(6X)

Methanol min. 99,9 %, Blotting-Grade

MgCl2, 25 mM
Midori Green Advance
Milchpulver Blotting grade
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Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Peqlab

Thermo Fisher Scientific
AppliChem Gmbh

Life Technologies GmbH
Fermentas/Thermo Scientific
Carl Roth GmbH + Co.KG
Catl Roth GmbH + Co.KG
Fermentas/Thermo Scientific
Fermentas/Thermo Scientific
Merck Chemicals

Promega GmbH
Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH + Co.KG
Merck

Merck

Alfa Aesar by Thermo
Scientific
Carl Roth

Thermo Scientific
Biozym Scientific GmbH
Carl Roth

D8418-250ML
D2650-100ML
1065860500

VIAG301
RO611
A7089.0500
R0191
R0862
6755.1
5054.1
FD1014
BY5
357002-1KG
AG001
94403-1ML
H1009-500ML
T910.1
1049360250
1048730250
61337

82.3
R0971
617004
T145.2
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MycoAlert PLUS detection kit Lonza Verviers S.p.r. LT07-705
Natriumchlorid (NaCl) AppliChem A1149.5000
Neutral red, cell culture tested SIGMA-Aldrich N4638-1G
Orange DNA Loading Dye (6x) Life Technologies GmbH R0O631
Passive Lysis (5x) Buffer Promega GmbH E1941
pH-Indikatorstibchen pH 5,0 - 10,0 Merck Chemicals 109533
Phusion HighFidelity DNA Polymerase New England Biolabs GmbH ~ MO0530S
PlasmidSafe ATP-dependent DNase Epicentre E3101K
Ponceau S stein proteimics grade VWR K793-500ML
Proteinase K, PCR grade 1 ml Life Technologies GmbH EO0491
Puromycin 10 mg/ml Life Technologies GmbH A1113803
Q5 High-Fidelity DNA Polymerase New England Biolabs MO0491L
RNase H, recombinant New England Biolabs GmbH ~ M0297 L.
SOC medium New England BioLabs B9020S
SOC Medium Invitrogen 15544034
SuperScript II Reverse Transcriptase Life Technologies GmbH 18064071
T4 DNA ligase reaction buffer, 10X New England BioLabs B0202S

T4 polynucleotide kinase New England BiolLabs MO0201S

T7 DNA-Ligase mit 2X rapid Ligation ~ Enzymatics L602L
buffer

Topo TA cloning Kit Invitrogen K4500-J10
Tris Base, Molecular Biology Grade Merck Chemicals 648310-500GM
Triton X-100 Sigma-Aldrich 9002-93-1
Trypanblau Sigma-Aldrich T8154
Trypsin/ EDTA-Losung (10x) 0,5 %/0,2 Biochrom AG L2153

% in

Tween 20, 250g Carl Roth GmbH + Co.KG, 91271

Karlsruhe

Ultra Pure Temed Invitrogen 15524010
Western Lightning Plus-ECL 170 ml Perkin Elmer LAS NEL104001EA
2.1.2 Priaparationskits
Tabelle 2.4. Priparationskits.

Artikel Firma Bestellnummer
MinElute Gel Extraction Kit Qiagen 28604

QIAamp DNA Mini Kit Qiagen 51304

Qiagen Endo free Plasmid Maxi Kit (25)  Qiagen 12362

Qiagen Plasmid Mini Kit Qiagen 12125

QIAquick PCR Purification Kit Qiagen 28104
Ribo-Zero-tfRNA removal Kit [lumina MRZH11124

ZR RNA MicroPrep Zymo Research R1051
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2.1.3 Bakterienstimme und —Medien

In der Tabelle 2.5. werden die Bakterienstimme aufgefiihrt, die fiir die Klonierung der sgRNAs
und fiir weitere Klonierungsexperimente verwendet wurden. Die nachfolgende Tabelle 2.6. enthilt

die zur Bakterienkultivierung verwendeten Medien.

Tabelle 2.5. Bakterienstimme.

kompetente Bakterienstimme Firma Artikelnummer
DH5a —Zellen AG Krobitsch/ Thermo Fisher 18265017
One Shot TOP10 Chemically Life Technologies GmbH 404006

Competent E.coli

Tabelle 2.6. Medien Bakterienkultur.

Artikel Firma Artikelnummer
LB-Agar Becton Dickinson 244520
IL.B-Medium Carl Roth GmbH + Co.KG X968.2
Ampicillin Sigma-Aldrich-Chemie GmbH A9518-100G

Die fiir die Medien verwendete Antibiotika-Konzentration betrug 100 mg/ml Ampicillin (Amp).

2.1.4 Oligonukleotide

Die verwendeten Oligonukleotide in den Tabellen 2.7.-2.10. wurden von der Firma Metabion

bezogen

Tabelle 2.7. sgRNA-Oligonukleotide fiir die Klonierung der CRISPR-Expressionsplasmide.

Gen Name Sequenz

KMTZ2D sgRNA_FW_E31 CACCGGCCGGTCGGTCAGTCTTAC
sgRNA_RV_E31 AAACGTAAGACTGACCGACCGGCC
sgRNA_FW_E41 CACCGGTGATAGCAGGCTCCGTTA
sgRNA_RV_E41 AAACTAACGGAGCCTGCTATCACC
sgRNA_FW_E48 CACCGCGAGGCCACGCGCATCTAT
sgRNA_RV_E48 AAACATAGATGCGCGTGGCCTCGC

BRD4  sgRNA_FW_EI1 CACCGAGTCATCCTACACGGGTCTT
sgRNA_ RV_E1 AAACAAGACCCGTGTAGGATGACTC
sgRNA_FW_E20 CACCGCCGGCACTTGCTCGTAACA
sgRNA_ RV_E20 AAACTGTTACGAGCAAGTGCCGGC
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Tabelle 2.8. Primer fiir CRISPR-Screeningverfahren und zur Ermittlung des Mutationsstatus.

KMT2D-Region Bezeichnung Sequenz 5'> 3° Linge
des Primers

Deletionsprimer Exon AS_31-48_E31_1 TCAACAAGCAGACCAAGGTG 431 bp

31 + Exon 41
AS_31-41_E41_1 GACGCCATTCACCATCTTCT

Primerpaar Exon 31  AS_31-48_E31_1 TCAACAAGCAGACCAAGGTG 521 bp
AS_31-41_F31/2 CACAGCCAAGTTATCCAGCG

Primerpaar Exon 41~ AS_31-41_E41_1 GACGCCATTCACCATCTTCT 660 bp
AS_41_FE41_2 TTGACACCGAAGCCCAAG

Deletionsprimer Exon AS_31-48_E31_1 TCAACAAGCAGACCAAGGTG 1495 bp

31 + Exon 48
AS_31-48_E48_2 TCGCCCTTCAGATACTCAGG

Primerpaar Exon 48  AS_31-48_E48 2 TCGCCCTTCAGATACTCAGG 1527 bp
AS_F48_1 ACCAGATGGCTGACTTTCATAGTG

BRD4-Region Bezeichnung Sequenz 5" 3" Linge
des Primers

Deletionsprimer Exon AS_1-20_E1_1 GGCTCTGATTTGTTTACGAGGAT 318 bp

1 + Exon 20

Primerpaar Exon 20

Primerpaar Exon 1

AS_14-20_E20_2
AS_14-20_E20_2
AS_FE20_4
AS_1-20_E1_1
AS_FE1_1

GGCAGGACATCACGAACGTC
GGCAGGACATCACGAACGTC 553 bp
CTGGTAGCGGGTATGAGGG
GGCTCTGATTTGTTTACGAGGAT 400 bp
ATCGAGCACTTCATCTGTATTGG

Tabelle 2.9. Primer fiir Sangersequenzierung.

Sequenzierungsprimer
KMT2D

Sequenzierungsprimer
BRD4

Sequenzierungsprimer

plET1.2

Bezeichnung des Primers Sequenz 5'> 3’
AS_E41_Seq GGAATAGTAGTCAGGGCCAGT
AS_E48_8Seq GCCCTGCTCGATGACTTTG
AS_E1_Seq TCTTTGGAATACTACTGCTAGA
AS_E20_Seq CGATGTCCTGTGTATACTGTGT

pJET1.2 forward

CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC

Sequenzierprimer

pJET1.2 reverse

AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG

Sequenzierprimer

Tabelle 2.10. g-PCR-Primer zur Analyse der RNA-Expression.

Experiment Bezeichnung des Sequenz 5°> 3’
Primers
KMT2D N-MLL2_2 FW GAA GGA TGA GGA GTT GGG CC
N-MLL2_2 RV AGCTGCTGG AACCTT TCT CC
BRD4 BRD4 _FW1 AAG AGG ACG TGG GAG GAA AG
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BRD4 _RV1 TGC ACA GGA GGA GGATTC G
HPRT HPRT_FW AGG AAA GCA AAG TCT GCATTG
HPRT_RV GGT GGA GAT GAT CTC TCA ACT
SpleiB3-Faktoren BCLAF1_FW1 CGA GCG GTT CACTTC GTATC
BCLAF1_RV1 AAC GGG TAT GCT TCC TCA GG
CHD1_FW1 GCC ATT TCT GTT ACG CCG AG
CHD1_RV1 GGT ACT GCC CTT GGA ACCTT
DDX46_FW1 GACTTT GGG ACT TAG AGT GGT C
DDX46_RV1 AAT CAT TCG ACC AGG TGT GC
DHX15_FW1 CTC TAG ATC CAC AGCTCG CA
DHX15_RV1 TGG TAG ACG TTC AGC AGT GT
DNAJC8_FW1 TTT CGG TGG TCT CAG GAA GG
DNAJC8_RV1 CAA ACG GGA AAG AGA GTG GC
PUF60_FW1 CCA CAA CTG GCA AGCACA A
PUF60_RV CCA CCC AGG TCA AAG AGGTT
SF3A1_FW1 CCT TAC TCG CAC AGG AAT AAG C
SF3A1_RV1 CCA CAA CTG GCT TAG AAG GT
SF3A2_FW1 GCCTTG TCG ATC TCT CTG CT
SF3A2_RV1 CGT CACCGCTTICATGTCT G
SF3A3_FW1 GAC AGG AGA AGA GCG AGA AGA
SF3A3_RV1 CTC GGT AGG TGT AGT TTC CAC
SF3B1_FW GTG GAA GTG ACA GCA GATTTG
SF3B1_RV TCT TCT GAC CAA GCA AACTCG
SF3B14_FW1 CGG GTC CTG GAT GTT GAT GT
SF3B14_RV1 TTG GCG GGC TGA TGA AGT TA
SF3B2_FW1 CCC ATC TTA GGC CGA ACT TTC
SF3B2_RV1 GCC AGA CTT CAT CAA ACG CA
SF3B3_FW1 GCT TGT AGC GAA CCC AGA TG
SF3B3_RV1 GAG GGT GTT GAT TGG TGT GG
SF3B4_FW1 TCA ACA CCC ACA TGC CAA AG
SF3B4_RV1 CTG ATG CTT TGT TCA CCC GT
SF3B5_FW1 AGA TGA CTG ACC GCT ACA CC
SF3B5_RV1 GTT GAG AAG GTC GAA GTG GC
SMNDC1_FW1 AGT GTA TGG CAG TCT GGA GT
SMNDC1_RV1 ATG GGT TTG TTG CCA CTG TC
SNRPA1_FW1 TGA AGT GGA GAG GCT GAA GG
SNRPA1_RV1 GAC CCG TTT GTG ACT GTG TC
SNRPB2_FW1 TTC ATA GCA TGG GAC GGT GT
SNRPB2_RV1 CCA GGG AGG CAT GACATT G
SRSF2_FW1 CGCCTTCGTTCG CTTTCAC
SRSF2_RV1 GAG TAA CCT CCG AGC AGC A
TP 53_RV GGG CTCTTG TICTICTCCTTC
TP53_FW TGG ACA CAA CTG GGA AGA CA
U2AF35_FW1 GGT CTC CCA GGTTGT CACA
U2AF35_RV1 CGA TGT GGA GAT GCA GGA AC
U2AF65_FW1 TCC ACG TAC TCA CAG AAG GC

U2AF65_RV1

CTG CCCACA AGCTGTTCA TC
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U2SURP_FW1 ATT GCC CAA TCT TCC CAT GC
U2SURP_RV1 TTC AGA CCT CAATGC CACCT
H3K4me3 ASH2_FW1 CAG TGA GAT GGC TGG GAA GT
Methyltransferasen/ ASH2_RV1 TGG ATA AAG CAGAGAAGAGCCT
Demethylasen KMT2A_FW1 GAC ACCAACTGC CTC CTT AGA
KMT2A_RV1 TGG CTT CTA AAC ATC GTC AGC
LSD1_FW1 GGCTGG GTA GTT ACG GAT CG
LSD1_RV1 AACTGT GGT GTCTCG TTG GC
MLL3 _FW1 TCC TGT CCA GTC TGC TAT CGA
MILL3 _RV1 TAG ACG CAG GCA TAT AGG GT
SMYD3_FW1 GGA GCA CCTTCA GAATCA GAG A
SMYD3_RV1 GTC ATT ACG AGT TGC CTG AGG
H3K27me3 EZH2_FW2 AGT TGG TGA ATG CCC TTG GT
Methyltransferasen/ EZH2_RV2 CTG CTG TGC CCT TAT CTG GA
Demethylasen UTX_FW1 GGC CAC CAA GAA CCC ATT AG
UTX_RV1 CAT AAA TAT TGG CCC AGG TGA C

2.1.5 Humane Zelllinien, Zellkulturmedien und Transfektionsmittel

In den folgenden Tabellen erfolgt die Ubersicht der im Rahmen der Zellkulturexperimente

verwendeten Zelllinien und derer Kultivierungsmedien. Die verwendeten Transfektionsmittel

werden zum Uberblick in der Tabelle 2.13. aufgefiihrt.

Tabelle 2.11. Humane Zelllinien.

Name der Organismus Ursprung Referenz Artikelnummer Medium
Zelllinie
A549 Mensch Adenokarzinom ATCC CRM-CCL-185 RPMI
1640
DU145 Mensch Prostatakrebszelllinie ATCC HTB-81 DMEM
HCC827 Mensch Adenokarzinom ATCC CRL-2868 RPMI
1640
HCCB27-KMT2D- Mensch Adenokarzinom RPMI
Mutante A76 1640
HCC827-KMT2D- Mensch Adenokarzinom RPMI
Mutante B6 1640
Wi38 Mensch Lungenfibroblasten ~ATCC CCL-75 MEM
Wi38-BRD4- Mensch Lungenfibroblasten MEM
Mutante 114
Wi38-BRD4- Mensch Lungenfibroblasten MEM
Mutante E87
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Tabelle 2.12. Zellkulturmedien.

Medium Inhalt Firma Artikelnummer
RPMI Medium 1640 +L-Glutamine Gibco by Life ~ REF21875-034
Technologies
MEM Earle’s w 2.2 ¢/LNaHCO3  Merck F0325
w/o L-Glutamine
low endotoxin
Dulbecco’'s MEM w 3.7 ¢/LNaHCO3  Merck F0415

w 1.0 g/L D-Glucose
w/o L-Glutamine

low endotoxin

Fetal bovine serum, low in
endotoxin A.H

L-Glutamin (200 mM), 100 ml

PBS Losung ohne Ca2+,
Mg2+, 500 ml

Penicillin/Streptomycin
10.000 E/10.000

(10x) Trypsin (1:250) /EDTA-
Lésung (0,5 %/0,2 %) in (10x)
PBS, ohne Ca*", Mg**

Sigma-Aldrich-  F7524-500ML
Chemie GmbH

Biochrom AG K 0283

Biochrom AG 1. 1825

Biochrom AG A 2213

Biochrom AG L 2153

Die Zellkulturmedien wurden mit 10 % fetales Kilberserum (FCS) (v/v) und 1%

Penizillin/Streptomyzin (Pen/Strep) sublimiert. Im Fall von MEM wurde zusitzlich 1 % L-

Glutamin (v/v) hinzugefigt.

Tabelle 2.13. Transfektionsmittel.

Artikel Lieferant Artikelnummer
Attractene Transfection Reagent, 1 ml  Qiagen GmbH, Hilden 301005
HiPerFect Transfection Reagent, 1 ml ~ Qiagen GmbH, Hilden 301705
Lipofectamine 2000 Transfection Thermo Fisher Scientific 11668019
Reagent, 1,5 ml

Lipofectamine LTX Reagent with Plus ~ Thermo Fisher Scientific =~ 15338100

Reagent 1 ml
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2.1.6 Chemotherapeutika

Die in Tabelle 2.14. dargestellten Chemotherapeutika wurden zur Behandlung der humanen

Zelllinien verwendet.

Tabelle 2.14. Chemotherapeutika.

Chemotherapeutikum Firma

Artikelnummer

Funktion

Cetuximab (Erbitux)

Apotheke der
Uniklinik Kéln

Med.Nr: 1191205

ol

50934 Koln

Erlotinib

LC laboratories

E-4007

chimirer monoclonaler
Antikérper vom Typ IgG1,
inhibiert DNA-Reparatur,
vermindert Invasion und
Metastasierung von
Tumorzellen
Tyrosinkinase-Hemmer,
Blockade des Tumor-
Zellwachstums

2.1.7 Pufferlésungen fiir Western Blot Analysen

Tabelle 2.15. Ubersicht Pufferldsungen fiir Western Blot Analysen.

Puffer

Chemikalien

10 x PBS pH 7,2

10 x SDS-Laufpuffer pH 8,3

Transferpuffer pH 8,3

1x PBST pH 7,4

80 g NaCl

2 g KCL

14,4 ¢ Na2HPO4
2,4 ¢ KH2PO4
bis 1 1 mit ddH,O
auffillen

250 mM Ttis
1900 mM Glycin
1 % SDS

25 mM Tris

192 mM Glycine
20 % Methanol
0,5 ml Tween 20
100 ml 10 x PBS
900 ml ddH,O

Laemmli-Puffer SDS-Gele
Trenngelpuffer pH 8,8

Sammelgelpuffer pH 6,8

1,5 M Tris
0,4 % SDS
0,5 M Tris-HCI
0,4 % SDS

29



2 Material und Methoden

2.1.8 Antikérper

In den folgenden beiden Tabellen erfolgt die Ubersicht der in den Western Blot Analysen

verwendeten Primar- und Sekundir-Antikorper.

Tabelle 2.16. Ubersicht Primir- und Sekundirantikérper zur Analyse der Proteinexpression.

Verdinnung
Primirantikérper Western Blot Firma Bestellnummer
Actin (Ab-1); JCA26 1:1000 Calbiochem CPo1
Anti-MLL2 (C-Term) 1:500 Merck ABE206
Anti-Sap155 1:1000 MBL D221-3
Anti-SF3B4 1:1000 abcam ab183483
Anti-IBP160 1:1000 abcam ab205303
BRD4 1:1000 Bethyl laboratories A301-985A50
CBP 1:1000 diagenode C15410224
EZH2 1:1000 BD Transduction Laboratotries 612666
GAPDH 1:1000 Ambion AMA4300
H3K27me3 1:500 diagenode C15410069
H3K4mel 1:500 diagenode C15310037
H3K4me3 1:500 abcam ab8580
H3pan 1:500 diagenode C15200011
KDMO6A 1:500 novusbio NBP1-80628
o-Tubulin 1:1000 Sigma-Aldrich T9026

Verdunnung
Sekundirantikérper Western Blot Firma Bestellnummer
Goat IgG anti-Mouse 1:5000 Dianova 115-055-003
IgG (H+L) -Alk. Phos.
Mouse IgG 1:10000 Millipore 12-349
Rabbit IeG 1:10000 Cell Signalling 7074P2

2.1.9 Vektoren

Die fiir die Klonierungsexperimente verwendeten CRISPR CAS9-Expressionsplasmide werden in
der Tabelle 2.17. aufgefiihrt. Die Plasmide wurden von der AG Mundlos vom MPI fiir Molekulare

Genetik in Berlin zur Verfiigung gestellt.

Tabelle 2.17. CRISPR-Expressionsplasmide.

Name Vektor
pSpCAS9 (BB)-2A-Puro
pSpCAS9 (BB)-2A-GFP

Plasmid-Riickgrat
PX459
PX458

Addgene Plasmid-1D
48139
48138
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Charakteristisch fir diese Form von Dual-Plasmiden ist die CAS9-Nuklease mit einem
unverinderten sgRNA-Geriist, dem eine Klonierungsstelle fir die Sequenz der sgRNA folgt (siche
Abbildung 2.1, Vektorkarte pSpCAS9 (BB)-2A-GFP siche Anhang A). Zusitzlich verfiigen diese
Plasmide tber einen Puromycin- oder GFP- Selektionsmarker. Fir Klonierungen der sgRNAs
wurde das pSpCAS9(BB)-2A-Puro-Expressionsplasmid verwendet, wihrend das pSpCAS9(BB)-
2A-GFP-Plasmid als Transfektionskontrolle diente.

(6129) SexAI*
(6036) Bsal
(5893) Stul
(5696) BStEIL
(5678) RsrIl
(5618) BSIWI
(5604) PFIFI- Tth111I
(5562 .. 5581) Puro-R
(5473) Fsel |
‘
(4981) BsmI
(4839) BsaBI*
(4748) kAL BGH-rev (6189 .. 6206)
(4130) PmiI | NotI (6404)
(3194) ECORV SbfI (:
(2700) Apal \ |
(2696) PSpOMI \
(1591) BglTI \ ‘
(1212) Agel \
(1190) Aarl \ ‘
(701) SnaBI " 1
(438) Kpnl \ (/] Amp-R (
(434) Acc651 \ | | | Pvul(7886)
(428) Xbal \ | | FspI(8032)
172 .. 191) LKO.1 § \ (] Il | pBR3220ri-F (8988 .. 9007)
el \\ I/ AfITIE PGil(9143)
() start \\\ \ \W N End (s148)
- ! LU I
20007 40007 000! 000!
—
—
A ~ A A ~ N
DICD = (>0 > ([ > >
U6 promoter | Purol f1ori AmpR
CMV enhancer hybrid intron bGH poly(A) signal AAV2 ITR
I 0
Kozak sequence AAV2 ITR

pSpCas9(BB)-2A-Puro (PX459)
9148 bp

Abb.2.1: Vektorkarte pSpCASI(BB)-2A-Puro CRISPR CAS9 Expressionsplasmid. Der Dual-Plasmid diente zur
Klonierung der sgRNAs und wurde fiir Transfektionen von humanen Zelllinien in der Zellkultur verwendet. Der 9148
bp lange Plasmid weist neben dem Selektionsmarker Ampicillin, ein Puromycinresistenzgen auf, das zur Selektion
transfizierter Zellen diente. Der Dual-Plasmid enthilt die CAS9-Nuklease und ein sgRNA-Geriist, in dem die
spezifisch designten sgRNAs platziert werden, deren Expression durch einen U6-Promotor und einem CMV-Enbancer
unterstitzt wird. Der pSpCAS9(BB)-2A-Puro Expressionsplasmid wurde fiir Klonierung von spezifisch an KMT2D
und BRD4 bindenden sgRNAs verwendet.

2.2 Mikrobiologische Methoden

2.2.1 Design sgRNAs

Die Spezifitit der CAS9-Nuklease wird durch die 20 nt lange Sequenz der sgRNA des CRISPR
CAS9-Komplexes definiert. Da nicht jede Zielregion fiir eine Anwendung von CRISPR CAS9
geeignet ist, wie z.B. bei einem Locus mit vielen repetitiven Sequenzen, wurde zunichst die Region
des Zielgens definiert, bei der der CRISPR CAS9-Komplex die grof3tmogliche Effektivitit aufwies.
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Fur das Design der sgRNA wurde das Online CRISPR CAS9 Design Tool (http://tools.genome-
engineering.org) des Zhang Labs verwendet. Die Sequenz des Kandidatengens wurde mit einer
maximalen Linge von 500 bp fir den Modelorganismus Homo sapiens eingegeben. Als
Referenzgenom diente dabei die Version Homo sapiens hgl9 vom Genom-Referenzkonsortium
(GRCh37). Die ermittelten sgRNAs wurden sowohl fiir Doppelnickasen als auch fur einzelne
sgRNAs mit allen wahrscheinlichen Off-Targets ermittelt. Fir das Design der sgRNAs wurden
ausschlief3lich Einzelanalysen verwendet. Die identifizierten sgRNAs wurden numerisch anhand
eines sogenannten Qualititswertes und der Wahrscheinlichkeit von auftretenden Off-Target
Effekten aufgelistet. Unter einem Off-Target-Effekt versteht man die Wahrscheinlichkeit, dass eine
sgRNA in anderen Regionen des Genoms als der Zielregion bindet und dort unerwiinschte
Strangbriiche von der CAS9-Nuklease initiiert werden. Um solche unerwinschten Nebeneffekte
moglichst gering zu halten, wurden ausschliefSlich sgRNAs fiir die Experimente verwendet, die
einen hohen Qualititswert mit einer hohen Wahrscheinlichkeit von 80-97% aufwiesen, bei einem
gleichzeitig sehr niedrigen Off-Targer-Effekt von 0.0-0.2 (siche Abbildung 2.2). In der Abbildung 2.2
wird exemplarisch fir das Kandidatengen KMT2D das Design fiir die sgRNA der Zielregion von
Exon 41 dargestellt. Die Designs der weiteren sgRNAs von KMT2D als auch dem Kandidatengen
BRD4 werden im Anhang B aufgefthrt.

sgRNA Design fir Kandidatengen KMT2D Exon 41

all guides guide #1  quality score: 92

scored by inverse likelihood of offtarget binding guide sequence: GGTGATAGCAGGCTCCGTTA GGG
on-target locus: unknown
number of offtarget sites: 47 (4 are in genes)

score sequence

Guide #1 92  GGTGAT ce | 9] show all exonic
Guide #2 92 C
Guide #3 92 G score mismatches ucscC gene locus
.2 4:6:1 chr6:+33551655
Guide #4 88 c i
g ! - 0 chr15:+35045438
Guide #6 77 G
Guide #7 75 Al
Guide #8 75 Al
Guide #9 74 G
Guide #10 69 GA G
Guide #11 69 G
3 L >
Guide #12 66 T o > %
Guide #13 65 Ci
hgls
Guide #14 64 G
Guide #15 64 G E —
Guide #16 64 T %
G 3
Guide #17 63 G
Guide #18 63 G %l:
Guide #19 62 A —
Guide #20 61 A
Guide #21 61 o
Guide #22 60 G

Abb.2.2: sgRNA-Design fiir die Zielregion von Exon 41 des Kandidatengens KMT2D. Das Design wurde mit dem
Online CRISPR Design Tool vom Zhang Lab (http://tools.genome-engineeting.org) durchgefithrt. Nach der Eingabe
der Zielsequenz wurden alle fir die Region méglichen sgRNAs nach ihrer Qualitdt aufgelistet. Links: Neben dem
Qualititswert (blau) wurde die Sequenz der sgRNAs und die in der Zielsequenz befindliche PAM-Domine aufgefithrt
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(griin). Rechts oben: Im Fall der ersten sgRNA wies diese einen Qualititswert von 92 auf. Die Anzahl der ermittelten
Off-Targets betrug insgesamt 47, von denen vier in Genen lokalisiert waren. Von diesen befanden sich drei direkt auf
Exons, wobei die h6chste Wahrscheinlichkeit eines potentiellen Off-Targer-Effektes einen Wert von 0.2 in der Region
von Chromosom 6 erreichten. Rechts unten: Grafik der gesamten ermittelten sgRNAs fiir die Zielregion von Exon
41. In der Grafik wird die Position und die Orientierung der sgRINAs visualisiert. Fiir die Klonierungen wurde die
sgRNA #1 verwendet. Der blaue Pfeil markiert die Position als auch die Orientierung der sgRNA #1 in der
Zielsequenz.

Fir das Kandidatengen KMT2D wurden zwei unterschiedliche Deletionen eingefiihrt. Insgesamt
wurden drei sgRNAs in diesen Experimenten verwendet, die zum einen in dem Bereich von Exon
31 und Exon 41 zu einer verkiirzten Form des Gens fiihren, bei der die funktional notwendige
SET-Domine im C-terminal lokalisierten Bereich des Gens erhalten bleibt. Zum anderen erzeugt
die Induktion der zweiten Deletion im Bereich von Exon 31 und Exon 48 eine
Leserasterverschiebung, wobei der Verlust der C-terminalen SET-Domine erfolgt. Im Falle des
zweiten Kandidatengens BRD4 sollte eine Deletion eingefithrt werden, die das gesamte Gen
umfasste. Aus diesem Grund wurden fiir die Induktion der Mutation sgRNAs fur die Zielregionen
der Exons 1 und 20 verwendet, die in der untranslatierten Region (UTR) des Gens banden. Zur
Kontrolle der korrekten Lokalisation der sgRNAs in den Zielregionen wurden die Sequenzen im
UCSC Browser (http://genome.ucsc.edu/) mit der Version GRCh37/hgl9 des menschlichen
Genoms uberprift und in BLAT visualisiert (Kent, 2002). In der Tabelle 2.18. werden zur
Ubersicht fiir das jeweilige Kandidatengen die Sequenzen der designten sgRNAs, die in der
Zielsequenz befindlichen PAM-Dominen als auch die im UCSC Browser ermittelten Lokalisationen

aufgefihrt.

Tabelle 2.18. Ubersicht sgRNAs fiir die Kandidatengene KMT2D und BRD4.

Uberein-
Gen Name Sequenz DPAI\./.I_ Chromosom st1mn}ung Start Ende
omaine mit
Genom
GTAAGAC
KMT2D  sgRNA31 TGACCGA CCC Chr12 100 % 49435250 49435269
CCGGCC
TAACGGA
sgRNA41 GCCTGCT CCC Chr12 100 % 49424513 49424532
ATCACC
GCGAGGC
sgRNA48 CACGCGC TGG Chr12 100 % 49420101 49420120
ATCTAT
AAGACCC
BRD4 sgRNA1 GTGTAGG CCA Chr19 100 % 15391112 15391132
ATGACTC
GCCGGCA
sgRNA20 CTTGCTC AGG Chr19 100 % 15348922 15348942
GTAACA
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Fir das finale Design wurde das 5° Ende der sgRNA durch ein zusitzliches Guanin-Nukleotid
modifiziert. Durch das Hinzufiigen eines Guanins wird die Expressionsrate der sgRNAs drastisch
erhoht, ohne dabei die Effizienz negativ zu beeintrichtigen, da die fir die Expression der sgRNA
benotigte U6-RNA Polymerase 111 ein Guanin-Nukleotid als erste Base bevorzugt (Ran et al.,

2013).

2.2.2 Praparation und Klonierung der sgRNAs

Die Konstruktion des Expressionsplasmids ermdglicht es, sgRNAs schnell und effizient in wenigen
Klonierungsschritten durch partiell komplementire Oligonukleotide zu klonieren. Bevor die
Klonierung der sgRNAs in den CAS9-Expressionsplasmid durchgefithrt werden konnte, mussten
aus den designten sgRNA-Sequenzen sogenannte Guide-Oligonukleotide generiert werden. Die
Guide-Oligonukleotide enthalten die 20 nt lange Sequenz der sgRNAs und benétigen Uberhinge
fir die Ligation in die Expressionsplasmide, wobei die Orientierung der Sequenzen von 5 zu 3~ fir
den nicht-codogenen Strang und von 3"zu 5° fir den codogenen Strang mit der genomischen
Zielsequenz ubereinstimmen missen (siche Tabelle 2.7.). Durch den Verdau mit dem
Restriktionsenzym Bbsl wurden die TyplI-Restriktionsstellen im Expressionsplasmid direkt durch
die angelagerten Oligonukleotide ersetzt und im gleichen Schritt legiert. Um die sgRNA in das
Puromycin-Expressionsplasmid zu klonieren, wurden die Guide-Oligonukleotide zunichst auf eine
Konzentration von 100 uM eingestellt. Fiir die Durchfithrung der weiteren Schritte der Klonierung
wurde nach dem Protokoll von Ann Ran et al., 2013 verfahren. Dabei erfolgte in einem der ersten
Schritte die Phosphorylierung (Tabelle 2.19.) und Hybridisierung der Guide-Oligonukleotide
(Tabelle 2.20.).

Tabelle 2.19. Pipettierschema Mastermix -Phosphorylierung.

Reagenz Menge (in pl)
sgRNA_FW (100 uM) 1
sgRNA_RV (100 uM) 1
T4 Ligationspuffer, 10 x 1
T4 PNK 1
ddH,O 6
Insgesamt 10

Die Hybridisierung der Guide-Oligonukleotide erfolgte nach den folgenden Parametern:
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Tabelle 2.20. Cyclerprogramm zur Hybridisierung der Guide-Oligonukleotide.

Temperatur Zeit
37°C 30 min
95°C 5 min

Herunterkithlen von 95 °C bis 25°C in
5 °C Schritten 1 min

AnschlieBend wurden die phosphorylierten Guide-Oligonukleotide 1:200 mit ddH,O verdinnt.
Die Restriktion des Vektors und Ligation fiir die jeweilige sgRNA wurde in einem Schritt

durchgefiihrt (Tabelle 2.21.).

Tabelle 2.21. Pipettierschema Klonierungsansatz.

Reagenz Menge (in pl)
pSpCAS9(BB)-2A-Puro-
Expressionsplasmid, 100 ng X
1:200 verdiinnte Guide -
Oligonukleotide 2
Tangopuffer, 10 x 2
DTT, 10 mM 1
ATP, 10 mM 1
FastDigest Bbsl 1
T7-Ligase 0,5
ddH-.O Y
Insgesamt 20

Die Ligation wurde unter folgenden Bedingungen in einem Thermocycler durchgeftihrt:

Tabelle 2.22. Cyclerprogramm Ligation.

Anzahl der
Zyklen Temperatur  Zeit
1-6 37°C 5 min

21 °C 5 min

Insgesamt wurden drei Ligationsansitze hergestellt, wobei ein Ansatz nur mit dem pSpCAS9(BB)-
2A-Puro-Plasmid ohne sgRNA-Oligonukleotide als Negativkontrolle fiir die Ligation verwendet
wurde. Mit der PlasmidSafe Exonuklease (Epicentre, # E3101K) wurden Reste der linearisierten

DNA aus dem Ligationsansatz entfernt (Tabelle 2.23.).
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Tabelle 2.23. Pipettierschema Exonukleaseverdau.

Reagenz Menge (in pl)
Ligationsansatz 11
PlasmidSafe-Puffer, 10x 1,5
ATP, 10 mm 1,5
PlasmidSafe Exonuklease 1
Insgesamt 20

Der Exonukleaseverdau wurde unter folgenden Konditionen durchgefiihrt:

Tabelle 2.24. Cyclerprogramm Exonukleaseverdau.

Temperatur Zeit
37 °C 30 min
70 °C 30 min

Die erstellten Plasmidkonstrukte wurden anschlieend in One Shot Top10-Zellen transformiert.

Dieser chemisch kompetente E.co/-Stamm ermdglicht eine effiziente Transformation mit einer

hohen Kopienzahl der Plasmide bei einer stabilen Replikation. Pro sgRNA-Plasmidkonstrukt

wurde eine Transformation als auch ein Ansatz mit einem Leervektor als Ligationskontrolle

durchgefiihrt (sieche Tabelle 2.25.). In 20 ul kompetente One Shot Top 10 Zellen wurden 2 pl

Ligationsansatz pipettiert und 10 min auf Eis inkubiert. Die Zellen wurden fir 30 s auf dem

Thermoblock bei 42 °C hitzegeschockt und zum Abkuhlen fiir 2 min zuriick aufs Eis tberfiihrt.

Die Zellen wurden in 100 ul Raumtemperatur-warmen SOC-Medium aufgenommen und auf LB-

Amp-Platten ausplattiert. Die Platten wurden tber Nacht bei 37 °C inkubiert.

Tabelle 2.25. Transformationen CRISPR CAS9 Plasmide.

Gen Name des Plasmid-Konstrukts
KMT2D  wt-Puro-Deletion-sg31
wt-Puro-Deletion-sg41

wt-Puro-Deletion-sg48
BRD4 wt-Puro-Deletion-sgl
wt-Puro-Deletion-sg20

wt-Puro-Leervektor
wt-GFP-Leervektor
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Nach der Transformation wurde das Koloniewachstum der Top10-Zellen auf den LB-Amp-
Platten uberpriift. Auf der Platte mit der Negativkontrolle war in der Regel kein Koloniewachstum
festzustellen. Von jeder Platte wurden 5 Klone angepickt und in 7 ml LB-Amp-Medium angeimpft.
Nach einer Inkubation tiber Nacht bei 37 °C wurde aus jedem Ansatz die Plasmid-DNA mit dem
Plasmid Mini Kit von Qiagen isoliert (siche Abschnitt 2.2.4). Die Plasmid-DNA-Konzentration
wurde anschlieBend mit dem NanoDrop ermittelt (siche Abschnitt 2.2.5). Die Sequenzvalidierung
potentiell positiver Klone (siche Abbildung 2.3) erfolgte tiber eine Sangersequenzierung. Die
Sequenzierung der Proben erfolgte mit der Firma Eurofins. Als Sequenzierungsprimer diente, wie
in Ran et. al, 2013, zur Validierung der sgRNAs der U6-FW-Primer (Sequenz 5°-3":
GAGGGCCTATTTCCCATGATTCC). Die Abbildung 2.3 zeigt exemplarisch die Sequenzierung
der sgRNAs fur das Kandidatengen KMT2D nach der erfolgten Klonierung in das pSpCAS9(BB)-
2A-Puro-Expressionsplasmid.

sgRNA E31

[ iaAAs AR A o

% 230 240
ACGAAACACCGGCCGGTCGGTCAGTCTTACGTTTTAGAGCT

sgRNA E41
;G/‘\CG»'\A»‘«C:;;:CCGGYG;‘\TAz(JEOC»'\GGCTCCGZ;DTAGTTTT»‘\G';;:GCT/\
sgRNA E48
CGAA/\CAC?éCGCG »‘\GGCC/‘\?(})DGCGCATC T/'\E;ZG : 5 L | T/\G;‘\GZ(?:TAG
———— .

Abb. 2.3: Elektropherogramme der Sequenzierungen der sgRNAs E31, E41 und E48 fiir das Kandidatengen KMT2D
nach der Klonierung in das pSpCAS9(BB)-2A-Puro-Expressionsplasmid. Die korrekt klonierte Sequenz der sgRNAs
ist rot markiert. Legende: E: Exon.
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Fir die anschlieBende Anwendung in Transfektionsexperimenten, wurden positiv determinierte
Klone in 100 ml LB-Amp-Medium angeimpft und die Plasmid-DNA mit dem Endofree Plasmid
Maxi Kit von Qiagen isoliert (siche Abschnitt 2.2.4).

2.2.3 (Re)-Transformationen von Bakterien

(Re)-Transformationen wurden in der Regel mit DH50—Zellen durchgefithrt. Bei diesem
Bakterienstamm handelt es sich um chemisch kompetente Zellen, die auf Grund ihrer hohen
Transformationsfihigkeit polyvalent in vielen molekularbiologischen Standardverfahren, wie z.B.
Klonierungen verwendet werden. Unter einer Transformation versteht man die Fahigkeit von
Bakterienzellen freie DNA in Form von Plasmiden entweder durch zusitzliche elektrische Impulse
oder durch einen Hitzeschock aufnehmen zu kénnen. Fir die Experimente wurden die DH5a —
Zellen von der AG Krobitsch vom MPI fiir Molekulare Genetik in Berlin zur Verfiigung gestellt.
Eine Liste der fiir die Transformationen verwendeten Bakterienstimme ist aus der Tabelle 2.5. zu
entnehmen. In 50 pl auf Eis aufgetaute kompetente Zellen wurde 1 pl Plasmid-DNA pipettiert und
homogenisiert. Nach 30 min Inkubation auf Eis, wurde das DNA-Bakterien-Gemisch 30 s bei 42
°C im Thermomixer hitzegeschockt und fir 2 min zum Abkiithlen auf Eis tiberfiihrt. AnschlieSend
wurden 800 ul LB-Medium zu den Zellen pipettiert, die fiir eine weitere Stunde bei 37 °C auf einem
Thermomixer bei 400 rpm inkubierten. Auf LB-Amp-Platten wurden 100 pl des DNA-Bakterien-

Gemisches ausplattiert und tber Nacht bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

2.2.4 Isolierung von Plasmid-DNA

Einzelne Klone wurden in 10 ml angeimpft und tiber Nacht bei 37 °C und 180 rpm inkubiert. Die
Bakterienkultur wurde bei 6000 x g fiir 20 min bei Raumtemperatur zentrifugiert und der Uberstand
anschlieend verworfen. Aus dem Pellet wurde die Plasmid-DNA mit dem Plasmid Mini Kit nach
dem Standardprotokoll des Herstellers Qiagen (Stand Protokoll 2011) isoliert, indem das Pellet
zunichst in 300 pl P1-Puffer resuspendiert wurde. AnschlieBend erfolgte die Lyse der Zellen mit
300 pl P2-Puffer iber eine Dauer von 5 min, bevor 300 pl P3-Puffer hinzugegeben wurden und
die Inkubation 5 min auf Eis erfolgte. Nach einer Zentrifugation von 16000 x g bei 4 °C fiir 10
min wurde der Uberstand auf zuvor mit 1 ml QBT-Puffer vorbereitete Qiagen-tip Siulen gegeben.
Die Qiagen-tip Siulen wurden anschlieSend zweimal mit je 2 ml QC-Puffer gewaschen. Mit 800 pl
QF-Puffer wurde die DNA eluiert und mit 560 pl Raumtemperatur warmen Isopropanol
prizipitiert. Nachdem die Proben mehrere Male invertiert wurden, erfolgte die Zentrifugation bei

16000 x g und einer Temperatur von 4 °C iiber 30 min. Der Uberstand wurde verworfen und die
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DNA mit 1 ml 70 % Ethanol gewaschen. Nach einer Zentrifugation fir 10 min bei 16000 x g
wurde der Uberstand ebenfalls verworfen und die Pellets fiir 5-10 min luftgetrocknet. Die DNA
wurde in 30 pl TE-Puffer (pH 8.0) gelést und die Konzentration mittels NanoDrop-Messung
ermittelt (siche Abschnitt 2.2.5.).

Im Fall einer anschlieBenden Verwendung der Plasmide fiir Transfektionsexperimente wurden die
Klone in 100 ml LB-Amp-Medium angeimpft. Am nichsten Tag erfolgte nach dem
Abzentrifugieren bei 6000 x g fiir 20 min die Priparation mit dem Endofree Plasmid Maxi Kit von
Qiagen (Standardprotokoll Stand 2011). Nach der Resuspension in 10 ml P1-Puffer wurden die
Zellen 5 min lang in 10 ml P2-Puffer bei Raumtemperatur lysiert. Die Lysate wurden fir 10 min
auf einer QILAfilter-Kartusche fur 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Entfernung der
Kappe wurden die Lysate durch die Kartuschen gepresst und in ein 50 ml Reaktionsréhrchen
Uberfihrt. Zu den Filtraten wurden 2,5 ml ER-Puffer pipettiert und die Proben mehrere Male
invertiert. AnschlieSend erfolgte fir 30 min eine Inkubation auf Eis. In der Zwischenzeit wurden
Qiagen-tip Saulen mit 10 ml QBT-Puffer equilibriert und die Proben anschlielend auf die Siulen
geladen. Diese wurden danach 2 Mal mit 30 ml QC-Puffer gewaschen. Die Proben wurden mit 15
ml QN-Puffer eluiert und die DNA durch die Zugabe von 10,5 ml Isopropanol prizipitiert. Nach
einer Zentrifugation von 15000 x g bei einer Dauer von 30 min und einer Temperatur von 4 °C,
wurde der Uberstand verworfen und das DNA-Pellet mit 5 ml Endotoxin-freiem 70 % Ethanol
gewaschen. Nach einer erneuten Zentrifugation bei 15000 x g fiir 10 min wurde der Uberstand
verworfen und das Pellet 10 min luftgetrocknet und abschlieBend in 100 pl Endotoxin-freiem TE-

Puffer resuspendiert. Die Konzentration wurde mittels NanoDrop-Messung ermittelt (siche

Abschnitt 2.2.5.).

2.2.5 DNA- und RNA-Konzentrationsbestimmung mit NanoDrop

Die Konzentration von DNA, RNA oder Plasmid-DNA wurde mit dem NanoDrop bestimmt,
indem 1 pl der Probe auf den Messpunkt des Gerites pipettiert und die Absorption bei einer
Wellenlinge von 260 nm gemessen wurde. Durch die zusitzliche Angabe der relativen 260/280-
und 260/230-Absorptionsverhiltnisse erhielt man einen zusitzlichen Aufschluss auf mogliche
Kontaminationen. Das 260/280-Absorptionsverhiltnis gibt dabei Auskunft tber die Reinheit der
DNA und gilt bei Werten um die 1.8 nach Angaben des NanoDrop-Herstellers als rein. Im Fall
der Vermessung von RNA-Proben wiirde der Wert hierbei rund um die 2.0 liegen. Liegt der Wert

deutlich darunter, ist dies ein Indikator fiir potenzielle Verunreinigungen wie z.B. von Proteinen
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oder Phenol, deren Absorption im Bereich von 280 nm liegt. Das 260/230-Absorptionsverhaltnis
dient als sekundire Messung der Nukleinsdure-Reinheit und sollte in einem Bereich zwischen 2.0-
2.2 liegen. Darunterliegende Werte weisen auf Verunreinigungen hin, deren Absorption bei 230

nm erfolgt.

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Auftauen und Kultivierung von Zelllinien

Generell gilt beim Auftauen von Zellen, dass zu langsames Auftauen nach Moglichkeit vermieden
werden sollte. Das basiert auf zweierlei Grinden: Zum einen weisen die meisten Kryoprotektiva
wie DMSO bei Raumtemperatur eine zelltoxische Wirkung auf, zum anderen kann ein langsamer
Auftauprozess zur Rekristallisation fiihren und damit den Zelltod induzieren (Schmitz, 2011).
Zunichst wurden die entsprechenden Zelllinien aus dem Stickstofftank auf Trockeneis iiberfithrt
(Ubersicht der verwendeten Zelllinien sieche Tabelle 2.11.). Um das zytotoxische DMSO im
Einfriermedium zu verdinnen, wurden die Zellen ziigig mit 37 °C vorgewarmten und 20 % FCS
(v/v) versetzten Medium aufgetaut und in 15 ml Falkonrohrchen fir maximal 5 min bei 400 rpm
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpelletin 5 ml 20 % FCS (v/v) Medium
aufgenommen. Die Zellen wurden bis zu ihrer ersten Konfluenz in T25-Zellkuturflaschen bei 5 %
COy, 37 °C und einer 92 % Wasserdampf-Atmosphire kultiviert. Erreichten die adhirenten Zellen
eine Konfluenz von 70-80 %, wurde das Medium abgesaugt und die Zellen einmal mit 5 ml 37 °C
warmem PBS (Biochrom AG) gewaschen. Um die Zellen vom Flaschenboden abzul6sen, wurde
tber diese ein dunner Film Trypsin (1x Trypsin; Stocklésung 1:10 mit ddH»O verdiinnt) pipettiert
und die Flaschen zur Inkubation fiir 10 min in den Brutschrank gestellt. AnschlieBend wurden die
Zellen in 5 ml Medium mit 20 % FCS (v/v) resuspendiert und durch vorsichtiges Pipettieren
vereinzelt. Zum Verdinnen wutrde die Zellsuspension in 5 ml frisches Medium (20 % FCS (v/v))
in eine T75-Zellkulturflasche tberfihrt und sorgfiltig iber den Flaschenboden verteilt. Je nach
Zelllinie wurden die Zellen in einem Verhiltnis von 1:10 bzw. 1:20 zweimal pro Woche passagiert
und in Medium mit 10 % FCS und Pen/Strep fiir die jeweiligen Zellkulturexperimente weiter
geziichtet. BEine Ubersicht {iber die verwendeten Zellkulturmedien ist in der Tabelle 2.12.

aufgefihrt.
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2.3.2 Transfektion von Zelllinien

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde die Effizienz unterschiedlicher Transfektionsmittel
ausgetestet, die zum Uberblick in der Tabelle 2.13. aufgefithrt werden. In einer 12 Wel-
Zellkulturplatte wurden fir die Zelllinie HCC827 200.000 Zellen pro Wel/ ausgesit. Bei den
Experimenten mit der Zelllinie Wi38 erfolgte die Aussaat mit 80.000 Zellen pro We/l. Nach 24 h
wurden die Transfektionen bei einer Konfluenz der Zellen von 70-85% unter Verwendung des
CRISPR CAS9-Expressionsplasmids pSpCAS9I(BB)-2A-GFP durchgefihrt. Die
Transfektionseffizienzen wurden nach 48 h mit dem Fluoreszenzmikroskop DM/3000B (Firma

Leica) ermittelt und mit einander verglichen.

2.3.2.1 Transfektion humaner Zelllinien mit Lipofectamine 2000

Fir die Transfektionen mit Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher) wurden insgesamt 3 pg Plasmid-
DNA eingesetzt und in 300 pl Medium ohne Zusatz von FCS und Pen/Strep pipettiert. In einem
zweiten Ansatz wurde in 300 ul Medium ohne Zusitze 12 pl Lipofectamine 2000 pipettiert. Die
Ansitze wurden homogenisiert und fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend
wurden diese in einem Verhiltnis von 1:1 vereinigt und nochmals fiir 20 min bei Raumtemperatur
inkubiert. In der Zwischenzeit wurde das Medium von den Zellen entfernt und pro We// 800 ul
Medium mit 10 % FCS pipettiert. AnschlieBend wurden 200 ul des Transfektionsansatzes iiber die
Zellen gegeben, die bei 37 °C und 6 % CO- kultiviert wurden.

2.3.2.2 Transfektion humaner Zelllinien mit Lipofectamine LTX

In 400 ul Zusatzfreiem-Medium (ohne FCS und Pen/Strep) wurden 4 pg Plasmid-DNA pipettiett.
In einem weiteren Ansatz wurden in die jeweiligen zu testenden Lipofectamine LTX-
Konzentrationen von 2 pl, 4 pul und 5 pul je 100 pl Zusatzfreies-Medium und ein 1 ul Plus-Reagenz
pipettiert. Die Ansitze wurden homogenisiert und fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Ansitze mit dem Transfektionsmittel und der Plasmid-DNA wurden in einem Verhiltnis von 1:1
miteinander vereinigt und 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. In der Zwischenzeit wurde das
Medium der Zellen mit 800 ul 10 % FCS (v/v) enthaltenden Medium ersetzt. AbschlieBend wurden
je 200 ul des Transfektionsansatzes auf die Zellen gegeben.

Fir die Transfektion in 6 cm Schalen wurden fir die Zelllinien HCC827 450.000 und fir Wi38
400.000 Zellen ausgesit. Nach 24 h wurden fir die Transfektion in 500 ul zusatzfreien Medium 5

ul Plus Reagenz und 25 pl Lipofectamine L'TX pipettiert, wihrend in einem Parallelansatz zu 500
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ul zusatzfreien Medium insgesamt 5 pg Plasmid-DNA (2500 ng je CRISPR-Expressionsplasmid)
gegeben wurde. Nach einer Inkubationszeit von 5 min bei Raumtemperatur wurden beide Ansitze
miteinander homogenisiert und fur weitere 20 min inkubiert. In der Zwischenzeit wurde das alte
Medium von den Zellen abgenommen und diese mit frischem Medium, das 10 % FCS enthielt,

versorgt. Nach der Inkubationszeit wurde 1 ml des Transfektionsansatzes auf die Zellen pipettiert.

2.3.2.3 Transfektion humaner Zelllinien mit Attractene

Die Durchfiihrung erfolgte nach Angaben des Herstellers Qiagen nach dem Fast-Forward -Protokoll
(Attractene Transfection Reagent Handbook von 2008). Pro Ansatz wurden insgesamt 0,8 ug Plasmid-
DNA und die jeweilige zu testende Attractene- Konzentration von 2, 3 und 6 pl in 120 pl
Zusatzfreiem-Medium (ohne FCS und Pen/Strep) pipettiert und 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert. In der Zwischenzeit wurde das Medium von den Zellen entfernt und mit 1 ml Medium
mit 10 % FCS und Pen/Strep ersetzt. AbschlieBend wurde der Transfektionskomplex tber die

Zellen getropft, die fiir die nachsten 48 h im Brutschrank kultiviert wurden.

2.3.2.4 Transfektion humaner Zelllinien mit HiPerFect

Die Transfektionen mit HiPerFect erfolgten nach dem Quwick-Start-Standardprotokoll des
Herstellers Qiagen (Stand 2011). In 100 pl Zellkulturmedium ohne FCS-Zusatz wurden die zu
testenden HiPerFect-Konzentrationen von jeweils 3, 6 und 9 ul Transfektionsmittel und 75 ng
Plasmid-DNA pro Ansatz pipettiert und 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend

wurden die Ansitze iiber die Zellen pipettiert und diese fiir 48 h in den Inkubator Gberfihrt.

2.3.3 Puromycin-Selektion

Neben der Determinierung der Transfektionseffizienzen bei der Anwendung unterschiedlicher
Transfektionsreagenzien in den Zelllinien HCC827 und Wi38, wurden in nachfolgenden
Experimenten die effektivsten Selektionsbedingungen bei einer Verwendung von Puromycin
untersucht. 24 h nach der Aussaat der Zelllinien HCC827 (200.000 Zellen/ Well) und Wi38 (80.000
Zellen/Well) in 12 Wel-Zellkulturplatten wurden die zu untersuchenden Puromycin-
Konzentrationen in Vollmedium angesetzt und mit dem alten Medium der Zellen substituiert.
Insgesamt wurden sechs unterschiedliche Konzentrationen Puromycin ausgetestet, dabei
rangierten die eingesetzten Konzentrationen zwischen 0,1 pg/ml bis 4 pug/ml Puromycin. Das

Puromycin angereicherte Zellkulturmedium wurde jeden Tag frisch angesetzt und auf die Zellen
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gegeben. Der Grad der absterbenden Zellen wurde tiglich in einem Zeitraum von 72 h zwischen

den eingesetzten Konzentrationen verglichen und unter dem Lichtmikroskop dokumentiert.

2.3.3.1 Puromycin-Selektion von CRISPR CAS9 transfizierten Zellen

Da es sich bei der Transfektion mit den CRISPR-Konstrukten um eine transiente Transfektion
handelte, musste die Selektion innerhalb eines kurzen Zeitfensters durchfuhrt werden. Unter einer
transienten Transfektion versteht man, dass keine Integration der DNA ins Genom der Zelle
erfolgt und diese nur vortbergehend fiir einige Stunden oder wenige Tage im Zellkern verbleibt.
Zwar erfolgt eine sehr starke Expression in der Zielzelle, diese kann allerdings nur fir kurze Zeit
aufrechterhalten werden. Die Transfektion der pSpCAS9(BB)-2A-GFP transfizierten Zellen diente
als Kontrolle, um so die Dauer der transienten Transfektionen abschitzen zu kénnen. Diese wurde
taglich unter dem Lichtmikroskop kontrolliert. Nach 48 h schloss sich bei den Zellen, die mit den
pSpCAS9(BB)-2A-Puro-Konstrukten transfiziert wurden, eine Puromycin-Selektion an. Die
Behandlung mit Puromycin (Life Technologies GmbH) erfolgte nachdem die Zellen zweimal mit
PBS gewaschen wurden und anschlieBend das frisch angesetzte Puromycin-Medium mit einer
Konzentration von 0,5 pg/ml Puromycin auf die HCC827-Zellen pipettiert wurde. Bei den Wi38-
Zellen diente eine Konzentration von 0,25 pg/ml Puromycin zur Selektion. Als Negativkontrolle
wurde der Transfektionsansatz mit dem Puromycin-Leervektor pSpCAS9(BB)-2A-Puro
verwendet, um den Grad des Absterbens der Zellen effizienter einschitzen und gegebenenfalls die
Selektion abstoppen zu kénnen. Das Puromycin-Medium wurde jeden Tag frisch angesetzt und
mit dem alten Medium vom Vortag substituiert. Die Dauer der Selektion betrug insgesamt drei
Tage. Danach wurde das Puromycin-Medium durch ein Medium mit 20 % FCS ersetzt, so dass die

Zellen bis zur Isolierung in 96 Wel-Zellkulturplatten expandieren konnten.

2.3.4 Zellisolierung und Expansion

Neben der seriellen Verdiinnung von selektierten Zellen oder der Zellisolation in Form von FACS
Zellsortierungen wie man sie bei Transfektionen mit GFP-Expressionsplasmiden durchfiihrt,
wurden die Zellen nach einer Expansionsphase von 10-14 Tagen aus 6 cm Schalen semisteril
gepickt und in 96 Wel-Zellkulturplatten Gberfithrt. Fir die Kultivierung der Zellen diente 20 %
FCS (v/v) Medium. Erreichten die Zellen eine Konfluenz von 70-80 %, wurden diese in drei neue
96 Well-Zellkulturplatten gesplittet und in einem 20 %igen FCS (v/v) Medium kultiviert. Zwei der
drei Zellkulturplatten wurden fir anschlieBende Screeningverfahren und zur Erstellung von

Masterplatten prapariert (siche Abschnitt 2.3.5). Im Gegensatz zu den BRD4-CRISPR Zelllinien,
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die bis zum Screening in 96 Wel-Zellkulturplatten kultiviert wurden, expandierten die isolierten

Klone der KMT2D-CRISPR Zelllinien bis auf 6 Wel-Zellkulturplatten.

2.3.5 Kryokonservierung von Zellen

Durch das Verfahren der Kryokonservierung kénnen Zellen tber einen zeitlich sehr langen
Zeitraum im flussigen Stickstoff gelagert werden ohne dabei wesentliche Verluste der Vitalitit
herbeizufithren. Das Einfrieren von Zellen ist eine sehr verbreitete Methode, da sie ermdglicht,
Stoffwechselvorginge fast vollstindig zum Erliegen zu bringen und Zellen nach dem Auftauen die
normalen physiologischen Prozesse nahtlos wiederaufnehmen koénnen (Schmitz, 2011). Um
qualitativ gute Zellen fiir spatere Experimente zu erhalten und den Kostenfaktor einer dauerhaften
Kultivierung zu senken, wurden Protokolle zum Einfrieren von Zellen in unterschiedlichen

Zellkulturformaten optimiert als auch neu etabliert.

2.3.5.1 Einfrieren von Zellen

Fir in T75-, T25- Zellkulturflaschen oder in 6 We/-Zellkulturplatten kultivierte Zellen wurde
zunichst 50 ml Einfriermedium mit 20 % FCS (v/v) Vollmedium hergestellt, zu dem als
Kryoprotektivam 10 % (v/v) DMSO zugesetzt wurde. Von 75-85 % konfluent gewachsenen
Zellen wurde das alte Medium abgesaugt und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Auf die
Zellen wurde Trypsin pipettiert, sodass ein dunner, gleichmafSiger Film auf den Zellen lag. Nach
der Inkubation im Brutschrank bei 37 °C l6sten sich die Zellen in der Regel nach 5-10 min vom
Flaschenboden ab und wurden in 2 ml Einfriermedium aufgenommen. Je 1 ml der Zellsuspension
wurde in Kryorohrchen pipettiert und in einen Kryoeinfrierbehilter (Nalgene, #5100-0001)
uberfithrt. Die Kryoeinfrierbehilter wurden tber Nacht in einem -85 °C Gefrierschrank gelagert,
bis die Zellen in den entsprechenden Boxen einsortiert und in der Gasphase von flissigem

Stickstoff konserviert wurden.

2.3.5.2 Einfrieren von Masterplatten

Fir jede mit CRISPR CAS9 erstellte Zelllinie wurden sogenannte Masterplatten erstellt. Fiir die
Priparation wurde, wie im Abschnitt 2.3.5.1 zuvor beschrieben, frisches Einfriermedium
hergestellt und auf Eis kaltgestellt. Vor der Priparation der 96 We/-Zellkulturplatten wurde 4 Std

zuvor das Medium der Zellen gewechselt. Die Zellen mussten in einem guten physiologischen
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Zustand und mindestens 80 % konfluent sein. Nach 4 Std wurde das Medium abgenommen und
die Zellen vorsichtig zweimal mit 150 ul vorgewirmten PBS gewaschen. Dabei wurde darauf
geachtet, dass sich die Zellen nicht ablsten. Nach dem Entfernen des PBS wurden 50 pl Trypsin
gleichmiBig tiber die Zellen verteilt. Nach einer Inkubation von 5-10 min im Brutschrank bei 37
°C wurde unter dem Lichtmikroskop kontrolliert wie weit sich die Zellen abgel6st hatten. Die 96
Well-Zellkulturplatten wurden anschlieBend auf Eis gebettet und pro We// 150 pl Einfriermedium
pipettiert. Die 96 We/-Zellkulturplatten wurden anschlieBend mit einer Schicht Parafilm umwickelt
und in einem Plastikbeutel aus Polypropylen fest verschlossen. Die Masterplatten wurden in einer
Styropor-Box bei -85 °C fiir zwei Tage zwischengelagert und fiir eine permanente Konservierung
in die Gasphase des Flissig-Stickstoffs tiberfithrt. Von jeder Masterplatte wurde ein Duplikat

angefertigt.

2.3.5.3 Einfrieren von Screening-Platten

Fir die Determinierung von positiven CRISPR CAS9-Klonen mussten Screening-Platten fur
RNA- oder DNA-Priparationen erstellt werden. Zu allererst wurde das Medium von den Zellen
abgenommen. Die 96 Well-Zellkulturplatten wurden auf Eis platziert und dreimal mit PBS
gewaschen, dabei musste man darauf achten, die 80-90 % konfluenten Zellverbidnde nicht zu
zerstoren. Das PBS wurde vollstindig von den Zellen entfernt, die Screening-Platten abschlieBend

mit Parafilm verpackt und bei -20 °C gelagert.

2.3.6 Proliferationsexperimente

Die Ermittlung der Zellzahl dient in der Zellkultur in erst Linie zur standardisierten und
reproduzierbaren Kultivierung verschiedener Zelllinien, wird aber auch genutzt, um die
Proliferation von Zellen in einem definierten Zeitraum ermitteln zu kénnen. Fir die Untersuchung
der Zellproliferation wurden in einer 12 We/-Zellkulturplatte pro We// 100.000 Zellen der zu
testenden Zelllinie ausgesit und die Zellzahl iber einen Zeitraum von insgesamt 72 h mit einer

Neubauerzihlkammer als auch einem automatisierten Zell-Zihlgerit ermittelt.

2.3.6.1 Zellzahlbestimmung mit Hematocytometern

Nach einem Zeitraum von 24 h nach der Aussaat der Zellen wurden 500 ul Trypsin auf die Zellen

gegeben, die anschlieend im Brutschrank bei 37 °C fiir maximal 5 min inkubiert wurden, bis sie
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begannen sich langsam abzul6sen und in 1 ml Vollmedium mit 10 % (v/v) FCS und Pen/Strep
mit einer 1000 ul Pipette aufgenommen und vereinzelt werden konnten. Die Zellen wurden in
einem Verhiltnis von 1:2 mit einer Trypanblau-Firbung versetzt (Trypanblau in CINa-Losung;
Sigma, #T8154). Die Trypanblau-Firbung diente dazu, die Vitalitit der Zellen abzuschitzen, da
nur tote Zellen den Farbstoff aufnehmen koénnen und somit angefirbt werden. Von der
Zellsuspension wurden 15 pl in eine Neubauer-Zahlkammer (Neubauer Superior Marienfeld,
Deutschland) tiberfiihrt. Die Zellzahl wurde anschlieBend unter dem Lichtmikroskop (Leica DMIL
LED, Wetzlar Deutschland) mit Hilfe eines Zihlgerites ermittelt. Zur Kalkulation der Zellanzahl

wurde der Kammer- als auch der Verdiinnungsfaktor mit einbezogen.

2.3.6.2 Automatisierte Zellzahlbestimmung

Parallel erfolgte eine Determinierung der Zellanzahl mit dem Cell Counter Casy (von Roche), der
auf ein Kapillar-System basiert, bei dem durch die elektrisch erzeugten Impulse lebender Zellen die
Zellanzahl ermittelt werden kann. Jeder generierte elektrische Impuls wird dabei als Zelle
identifiziert, wobei die Hohe des Impulses dem Zellvolumen entspricht. Bei toten Zellen, deren
Zellmembran nicht mehr intakt ist, wird nur die GréBe des Zellkerns erfasst (Operator’s Guide,
Version 2.5, August 2012). Fir die Messung wurden die Parameter fir Debris, tote Zellen und

lebende Zellen in der Tabelle 2.26. wie folgt festgelegt:

Tabelle 2.26. Parameter fiir die automatisierte Zellzahlbestimmung.

Kategorisierung:  Debris 3.3-6.5 um
Tot 6.5-11.2 um
Lebend 11.2-100 um

Pro Messung wurden in einem Casy-Cup 10 ml Casy-Ton vorgelegt und 100 ul der Zellsuspension
hinzupipettiert. Das Casy-Cup wurde mehrere Male invertiert bevor es im Cell Counter platziert

wurde. Die ermittelten Zellanzahlen wurden abschlie3end dokumentiert.

2.3.7 Hitzestressexperimente

Die Induktion von Stress diente dazu, die Fihigkeit von Zellen in Bezug auf ihre adaptive Reaktion
und das Mal3 ihrer Wiederstandfihigkeit naher betrachten zu kénnen. Stress wurde in Form von

Hitzestress auf die Zellen ausgeiibt (Tabelle 2.27.).
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Tabelle 2.27. Ubersicht Hitzestressexperimente.

Zelllinien Stressor Dauer Regenerationszeit  Viabilititstest
HCC827
KMT2D-Mutante A76 Hitzeschock 2h 1h/48h/72h Neutralrot
KMT2D-Mutante B6
Wi38
BRD4-Mutante E87  Hitzeschock 2h 72h Neutralrot

BRD4-Mutante E114

Die Zelllinien wurden einen Tag vor der Hitzebehandlung in einer 24 Wel/-Zellkulturplatte mit
80.000 Zellen pro Wel/ ausgesit, sodass sie am nachsten Tag bei einer Konfluenz von 70-80 % in
einen Brutschrank mit einer Temperatur von 42 °C tberfithrt werden konnten. Zuvor wurden die
Zellen mit frischem Vollmedium versorgt. Die Inkubationszeit erfolgte iiber eine Dauer von 2 h,
wobei die Regenerationsphase je nach Versuch zwischen 1 h, 48 h oder 72 h variierte. Die Analyse
der Zellviabilitit erfolgte mit einem Neutralrot-Test. Fur spater erfolgte Western Blot Analysen
wurden 500.000 Zellen pro Wel/in einer 6 Well-Zellkulturplatte ausgesit. Die Proteine wurden nach

einer Regenerationszeit von 72 h geerntet.

2.3.8 Chemotherapie-Behandlungen

Bei den Experimenten mit einer Chemotherapie-Behandlung wurden in 24 We/-Zellkulturplatten
80.000 Zellen pro Well ausgesit. Nach 24 h erfolgte die Applikation der Chemotherapeutika durch
die Substitution des Mediums. Fur die Bestimmung der Zellviabilitit wurde ein Neutralrot-Test
durchgefithrt. Fiar Western Blot Analysen erfolgte die Protein-Priparation aus 6 Wel-
Zellkulturplatten, auf denen ein Tag vor der Behandlung 500.000 Zellen ausgesit wurden. Parallel
wurden Experimente mit einer Kombinationsbehandlung durchfiihrt, die aus einem
vorhergehenden Hitzestock bei einer Dauer von 2 h bei 42 °C und einer anschlieBenden

Substitution des Mediums mit der entsprechenden Chemotherapeutika-Dosis bestanden.

2.3.8.1 Cetuximab

Da das Zytostatikum Cetuximab (Uniklinik Kéln, Klinikinterne Apotheke, Charge 232337, Med.
Nr. 11912050) bereits als 10 mg Stock-Losung vorlag, konnte es direkt verwendet werden. Die
Behandlung erfolgte mit Konzentrationen von 1 uM, 10 uM und 150 uM Cetuximab durch die
Sublimierung des alten Mediums. Die Behandlungsdauer variierte zwischen 24-72 h. Die

Zellviabilitit wurde durch einen Neutralrot- Test ermittelt. Fir spatere Zellviabilitats- und Western
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Blot Analysen wurde eine Konzentration von 1 uM Cetuximab verwendet, bei denen Parallel-

Versuche mit einem zusitzlichen Hitzeschock durchgefihrt wurden.

2.3.8.2 Etlotinib

Der Tyrosinkinase-Hemmer Erlotinib (LC laboratories, # E-4007) wurde in DMSO gel6st und
eine 25 mM Stocklosung hergestellt. Die Applikation erfolgte tiber das Medium, in dem die
jeweilige Konzentration von 0,5 uM, 1 uM oder 5 uM auf die Zellen gegeben wurde. Die Messung
der Zellviabilitit erfolgte nach einer Behandlungsdauer von 72 h mit einem Neutralrot- Test. Bei
dieser Versuchsreihe erfolgten ebenfalls Western Blot Analysen und Kombinationsbehandlungen

mit einem vorhergehenden Hitzeschock.

2.3.9 Analyse der Zellviabilitit

Um den Einfluss der CRISPR CAS9 induzierten Mutationen in den Kandidatengenen im Vergleich
zur Ursprungsform des Gens divergieren zu konnen, wurde in funktionellen Analysen die

Zellviabilitat ermittelt.

2.3.9.1 Neutralrot-Test

Der Neutralrot-Test (Abbildung des Versuchsaufbaus siche Anhang C) wird sehr hiufig genutzt,
um selbst bei sehr kleinen Zellmengen die Zytotoxizitit zu ermitteln (Repetto et al., 2008). Es
basiert auf der Fihigkeit von lebenden Zellen, den leicht kationischen Neutralrot-Farbstoff (pH
7,2) durch Endozytose aufzunehmen und in den Lysosomen zu speichern. In den Lysosomen wird
dieser an die anionischen Reste der Zellmembran gebunden. Der Farbstoff kann durch eine
Entfirbungslosung durch Herabsenkung des pH-Wertes aus den Zellen herausgelést werden.
Dabei ist die Menge des eingespeicherten Neutralrot-Farbstoffs proportional zur Gesamtmenge
der lebenden Zellen.

Der Neutralrot-Test wurde fiir die Determinierung der Zellproliferationsunterschiede nach einer
Behandlung mit Chemotherapeutika als auch bei einer Kombinationsbehandlung mit einer
zusitzlichen Hitzeinduktion angewandt. Als Grundlage zur Etablierung der Analyse diente die
Veroffentlichung von Repetto et al., 2008. 24 h vor Anwendung des Neutralrot-Tests wurde das
Neutralrot Medium pripariert. Zunichst wutrde eine 4 mg/ml Stocklésung hergestellt, indem 40

mg Neutralrot (Sigma, #N4638) in 10 ml PBS gel6st wurde. Die Neutralrot-Stocklésung wurde
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1:100 mit Vollmedium verdinnt, sodass fir die Analyse eine End-Konzentration von 40 ug/ml
Neutralrot verwendet wurde. Vor dem Gebrauch wurde das Neutralrot-Medium fiir 10 min bei
1800 rpm zentrifugiert, um ausgefillte Farbstoffkristalle zu entfernen. 72 h nach der Anwendung
von Chemotherapeutika oder nach einem zusatzlichen Hitzeschock wurde das Medium von den
Zellen aus den 24 Wel-Zellkulturplatten entfernt und 500 pl Neutralrot-Medium auf die Zellen
gegeben. Die Zellen wurden 3 bis 4 h im Brutschrank bei 37 °C inkubiert und zwischenzeitlich
unter dem Lichtmikroskop kontrolliert, ob der Farbstoff von den Zellen aufgenommen wurde.
Nach der Inkubation wurde das Medium entfernt und die Zellen einmal mit PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden 500 ul Entfirbungslosung (50 % Ethanol 96%, 49 % ddH.O und 1 %
Eisessig) auf die Zellen gegeben und diese bei 200 rpm fiir 15-30 min bei 37 °C in einem Inkubator
geschiittelt. Nachdem sich der Farbstoff homogen aus den Zellen geldst hatte, wurden pro Wel/ je
zweimal 100 pl in eine 96 We/-Zellkulturplatte mit Glasboden tberfiihrt. Insgesamt wurden pro
Testgruppe drei Wells im Duplikat gemessen. Die Messung der Fluoreszenz erfolgte im Tecan Infinite
200 Pro series multicode reader (Firma Life Science) unter dem Modus Fluorescence Top Reading bei
Corning 96 Flat Bottom White Polystyrol bei einer Wellenlinge von 530-645 nm, da in diesem Bereich
eine hohere Sensitivitit mit einer geringeren Interferenz detektiert werden konnte. Nach der
Messung wurde die Entfiarbungslosung von den Zellen entfernt und diese dreimal mit kaltem PBS

gewaschen. Anschliefend wurde mit der RNA-Extraktion unter Abschnitt 2.4.8 weiterverfahren.

2.4 Molekularbiologische Methoden

2.4.1 Primerdesign

Die fir PCR- und qPCR-Analysen verwendeten Primer wurden mit Primer3Web Version 4.1.0
(1996-2017) entworfen und iber den Anbieter Metabion bezogen. Beim Design der
Screeningprimer zur Untersuchung der CRISPR CAS9 induzierten Mutationen musste auf eine
moglichst geringe Selbstkomplementaritit, Haarnadelstruktur und eine niedrige Rate des Mispriming
geachtet werden, da insbesondere die Regionen rund um die induzierten Mutationen in KMT2D
sehr schwierig zu amplifizieren und sehr GC-reich waren.

Beim Design von Primern, die fir Sanger-Sequenzierungen bei der Firma Eurofins verwendet
wurden, musste man zusitzlich darauf achten, dass das Maximum bei drei Poly-A lag, die maximale
Linge des Primers nicht iiber 25 bp betrug und die durchschnittliche Schmelztemperatur zwischen
50-62 °C lag (siche Tabelle 2.9.). Bei g-PCR-Primern sollte die Linge zwischen 18-20 bp liegen,

wobei die Primer Exon tbergreifend, auf den Exon-Exon-Bereichen liegen sollten (sieche Tabelle
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2.10.). Alle Primer wurden nach dem Design in Primer3Web unter dem Punkt Check_Primers als auch

im UCSC Browser unter In-silico PCR Gberprift (Untergasser et al., 2012; Koressaar et al., 2007).

2.4.2 Polymerase-Kettenreaktion

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Standardmethode in der Molekularbiologie, bei der
eine bekannte DNA-Sequenz unter Verwendung einer Polymerase und spezifisch bindender
Primer vervielfaltigt wird. Beim Dreischritt umfassenden Reaktionsprozess werden die DNA-
Stringe durch Hybridisierung tiber die Wasserstoffbrickenbindungen voneinander getrennt. Als
nichstes erfolgt die Anlagerung spezifischer Oligonukleotid-Primer an die einzelstringige DNA.
Diese wird im abschlieBenden Elongationsschritt mit einer Polymerase komplementiert. PCRs
wurden u.a. fur Klonierungszwecke und CRISPR CAS9-Screeningverfahren verwendet.

Beim Screeningverfahren zur Ermittlung positiver Klonen beim Kandidatengen KMT2D wurde
zunichst die Phusion-Polymerase genutzt, die jedoch im spiteren Verlauf der Experimente durch
die wesentlich effizientere Q5-Polymerase ersetzt wurde. In der Tabelle 2.28. werden die
Komponenten der Mastermixe fiir die Phusion- und der Q5-Polymerase aufgefithrt. In der

nachfolgenden Tabelle 2.29. werden die Bedingungen der PCR-Programme aufgefiihrt.

Tabelle 2.28. Mastermixe Phusion- und Q5-Polymerase.

Komponenten Phusion- 20 ul Komponenten Q5- 25 ul
Mastermix Reaktion Mastermix Reaktion
5x Phusion GC-Puffer 4 ul 5x Q5 Reaktionspuffer 5ul
10 mM dNTPs 0,4 ul 10 mM dNTPs 0,5 ul
10 uM Forward Primer 1wl 10 uM Forward Primer 1,25 ul
10 uM Reverse Primer 1wl 10 uM Reverse Primer 1,25 wl
DMSO 0,6 ul 5x Q5 High GC Ewnhancer 5ul
Q5 High-Fidelity DNA
Phusion DNA Polymerase 0,2 ul Polymerase 0,25 ul
Nuklease freies Wasser 7,8 pl Nuklease freies Wasser 10,75 wl
DNA (50 ng) 5ul DNA (directPCR Lyse-Gemisch) 1wl
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Tabelle 2.29. PCR-Programm Phusion- und Q5-Polymerase.

Phusion-Polymerase Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 98 °C 30 sec
Denaturierung 98 °C 10 sec
Primerhybridisierung 68 °C 30 sec 35x
Elongation 72 °C 45 sec
finale Elongation 72 °C 4 min

4°C o0
Q5-Polymerase Temperatur Zeit
Initiale Denaturierung 98 °C 30 sec
Denaturierung 98 °C 10 sec
Primerhybridisierung 60 °C 30 sec 45x
Elongation 72 °C 60 sec
finale Elongation 72 °C 4 min

4°C o0

Eine Ubersicht der fir die Screenings verwendeten Primer ist in der Tabelle 2.8. dargestellt.

2.4.3 DNA-Priparation aus humanen Zelllinien

Im Fall der Zelllinie HCC827 und den generierten Zelllinien mit einer spezifischen Mutation im
Kandidatengen KMT2D erfolgte die Expansion der Zellen auf 6 Wel-Zellkulturplatten. Die
Isolation der DNA erfolgte mit dem QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, #51304) nach Angaben des
Anbieters Qiagen (QLAamp DNA Mini and Blood Mini Handbook von 2012). Nach dem
Resuspendieren der Zellen in 200 pl PBS wurden 20 pl Proteinase K und um RNA-freie
genomische DNA zu erhalten, zusitzlich 4 pul RNase A (100 mg/ml) zugegeben. Als nichstes
wurde 200 pl AL-Puffer zu dem Zellgemisch pipettiert und die Proben fiir 15 s mit dem Vortexer
homogenisiert. Nach einer Inkubation von 10 min bei 56 °C wurde 200 ml Ethanol (96-100 %) zu
den Proben gegeben und alles noch einmal mit dem Vortexer gut durchmischt bevor das
Probengemisch auf QLAamp spin colums gegeben bei 6000 x g fir 1 min zentrifugiert wurden. Der
Filter der QLAamp spin colums wurde in ein neues 2 ml Eppendorfgefil3 tberfihrt und mit 500 pl
AW1-Puffer gewaschen, indem die Proben fiir 1 min bei 6000 x g erneut zentrifugiert wurden.
Danach erfolgte die Zugabe von 500 ul AW2-Puffer und ein weiterer Zentrifugationsschritt bei
20000 x g fir 3 min. Das Filtrat wurde verworfen und die Filter der QLAamp spin colums in ein neues
1,5 ml Eppendorfgefil3 Gberfihrt, Gber die 50 ul AE-Puffer pipettiert wurden. Nach einer

Inkubation von 7 min bei Raumtemperatur erfolgte fiir 1 min eine Zentrifugation bei 6000 x g. Die
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DNA-Konzentrationen wurden mit dem NanoDrop ermittelt (siche Abschnitt 2.2.5). Die Proben

wurden anschlieBend fir die Screeningverfahren auf 10 ng/ul eingestellt.

2.4.4 DNA-Priaparation aus 96 WelFZellkulturplatten

Um nach der Puromycin-Selektion die CRISPR CAS9-Klone zu detektieren, die die erwiinschten
Mutationen trugen, musste zu allererst eine Methode etabliert werden, um aus unterschiedlich
konfluent gewachsenen Zellen gentigend DNA-Mengen zu extrahieren, um damit ein spezifisches
Signal in einer PCR erzeugen zu kénnen. Insgesamt wurde die Effizienz von drei unterschiedlichen
Methoden ausgetestet: direkte Zugabe von Zellen ohne vorhergehende Lyse, Extraktion mit einem
Zwei-Komponenten-System (Firma Quanta) und die Extraktion durch das DzrectPCR Lysis-Zell-
Reagenz. Die Amplifikation der PCR-Produkte erfolgte mit dem Standardprogramm der Q5-High-
Fidelity-DNA-Polymerase von Neb (#M0491). Fir die Austestung wurden Testplatten mit
DU145- oder Wi38-Zellen verwendet (siche Abschnitt 2.3.5.3). Bei der Aussaat der Testplatten
wurden pro We// 30.000 Zellen eingesit. Bis zum weiteren Gebrauch erfolgte die Lagerung bei -85
°C.

2.4.4.1 DNA-Extraktion mit einem Zwei-Komponenten-System

Zunichst wurden pro Wel/ zwischen 15-75 ul Extraktionsreagenz (Quanta BioScience Inc.,
#95091-025) pipettiert und homogenisiert. Die Zellkulturplatten wurden mit einem MicroAmp
Optical adhesive Film verschlossen und 1 Std bei 95 °C auf einem Thermoblock bei 1000 rpm
geschiittelt. Nach 30 min wurde unter dem Lichtmikroskop tberpriift, ob die Lyse bei den Zellen
eingesetzt hatte. Das Zell-Extraktionsreagenz-Gemisch wurde mit einer 200 ul Multikanalpipette
in den Wells erneut homogenisiert und fir weitere 30 min bei 95 °C auf dem Thermoblock bei
1000 rpm inkubiert. Dies wurde wiederholt bis nach 3 Std Gesamtinkubation nach dem Abkiihlen
der Zellen der Stabilisierungspuffer in einem Verhiltnis von 1:1 zu den lysierten Zellen gegeben
wurde. Nach der Zugabe des Stabilisierungspuffers erfolgte die Lagerung der extrahierten DNA
bei — 20 °C. Fir die Determinierung der Effizienz wurde bei der Verwendung einer Q5-High--
Fidelity-DNA-Polymerase pro PCR-Ansatz 1- 5 ul DNA-Extrakt eingesetzt (siche Abschnitt
2.4.2)).
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2.4.4.2 Extraktion mit dem DirectPCR Lysis-Zell-Reagenz

Beim DirectPCR Lysis-Zell-Reagenz von Viagen Biotech Inc (#301-C) handelt es sich um eine
lichtempfindliche Substanz, die speziell zur Lyse von Siugerzellen verwendet wird und direkt in
den PCR-Ansatz pipettiert werden kann. Dem DirectPCR Lysis-Zell-Reagenz wurden 0,4 mg/ml
Proteinase K hinzugefiigt, die zum Abbau von Proteinen in Zelllysaten und zur Freisetzung von
Nukleinsduren dient. Das DirectPCR Lysis-Gemisch wurde in einem Verhaltnis von 1:1 mit ddH,O
verdinnt. Insgesamt wurden in einer 96 We/-Zellkulturplatte 50-140 ul des Gemisches pro Wel/
auf die Zellen pipettiert. In spiteren Anwendungen wurden ausschlieBlich 50 ul Lysegemisch
verwendet. Die Zellen wurden mit dem Reagenz mit Hilfe einer Multikanalpipette homogenisiert
und mit einem MzuroAmp Optical adhesive Film (Thermo Fisher,#4311971) versiegelt. Die
Zellkulturplatten wurden bei 55 °C und 200 rpm in einem Inkubator Giber Nacht inkubiert. Am
nichsten Tag erfolgte die Inaktivierung der Proteinase K bei 85 °C in einem Wasserbad bei einer
Zeitdauer von 1,5 Std. Nach dem Abkiihlen der 96 We/-Zellkulturplatten wurden 1 ul bis maximal
5 ul des Reagenz-Gemisches pro PCR-Ansatz eingesetzt, um eine Inhibition der PCR zu
vermeiden. Da bei zu hidufigem Tau-und Einfrierzyklen die DNA degradiert wurde, musste das

Reagenz-Gemisch nach dem Abkiihlen aliquotiert werden.

2.4.4.3 DNA-Extraktion ohne vorhergehende Lyse der Zellen

Bei dieser Methode wurden die Zellen direkt nach dem Auftauen ohne einen zusitzlichen Lyse-
Schritt mit einer Pipettenspitze abgekratzt und in 50 pul PCR-Mastermix homogenisiert. Im
Unterschied zu den anderen angewendeten Methoden wurde vor dem Standard-PCR-Programm
der Q5-High-Fidelity-DNA-Polymerase zusitzlich ein sogenannter ,,Hot-Start™ durchgefiihrt, bei
dem nach drei Zyklen bei 95 °C und einer Dauer von 3 min, drei weitere Zyklen bei 55 °C fur 2
min folgten. Bei dieser Methode wird keine zusitzliche Anwendung einer Proteinase bendtigt, da
die Zellen wihrend der ,,Hot-Start“-Phase bersten und die DNA freigesetzt wird. Gleichzeitig

werden die Proteine durch die hohe Initialtemperatur inaktiviert.

2.4.5 Agarose-Gelelektrophorese

Nach der Amplifizierung einer PCR konnen mit Hilfe einer nachfolgenden Agarose-
Gelektrophorese DNA-Fragmente anhand ihrer Gro3e aufgetrennt und analysiert werden, dabei
wandert die durch POy4 -Reste negativ geladene DNA nach dem Anlegen einer Spannung zum

positiven Pol, wobei kleinere Fragmente eine schnellere Laufgeschwindigkeit aufweisen als groere.
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Weitere beeinflussende Parameter beim Auftrennen der DNA-Fragmente sind die Hohe der
Spannung, der Laufpuffer, die Porengré3e des Gels auf dem die Proben geladen werden, aber auch
der prozentuale Anteil der Agarose, mit der die Gele hergestellt werden. Dabei gilt desto héher der
Anteil der Agarose in einem Gel, desto fester ist die LLaufmatrix und desto langsamer erfolgt die
Auftrennung der DNA-Fragmente bei einer hoheren Auflésung im Falle einer spiteren
Visualisierung. In der Regel wurden 1 oder 2 % Agarosegele zur Auftrennung von DNA-
Fragmenten benutzt. Zum Gie3en der Gele als auch als Laufpuffer wurde 1 x TAE verwendet, das
aus einem 50 x TAE- Pufferstock (2 M Tris-Base, 1 M Essigsaure, 50 mM EDTA; pH-Wert 8.0-
8.5) hergestellt wurde. Zur Visualisierung diente Midori Green (Biozym Scientific GmbH, # 617004),
das in einem Verhiltnis von 1: 20.000 in die erhitzte und vollstindig aufgeldste Agarose (Carl Roth,
# T8406.3) pipettiert wurde. Da die Emission von Midori Green bei 530 nm lag, konnten die gleichen
Filter des BioRad Imager ChemieDoc MP Systems genutzt werden wie bei einer Anwendung mit
Ethidiumbromid oder UV-Licht. Die Beladung der Proben erfolgte mit 6X Orange DNA Loading
Dye (Life Technologies GmbH, # R0631). Als DNA-Standard wurden 1 kb und 100 bp DNA-
Ladder verwendet. Eine Ubersicht der verwendeten Ladder wird unter der Tabelle 2.30. aufgefiihrt.
Die Gele liefen in einer Sub-Cell GT-Elektophoresekammer (BioRad Laboratories GmbH,
Miinchen) bei 100 bis 120 V fir 2 bis maximal 4 Std. Die Visualisierung und Aufnahme der
detektierbaren Banden erfolgte mit dem ChemiDoc MP Imaging System (BioRad Laboratories
GmbH), mit dem Programm Image Lab 5.2.1 mit der Einstellung Ethidium Bromide unter dem
Programmpunkt Nucleic Acid Gels.

Tabelle 2.30. DNA-Laddet.

Marker Hersteller Artikelnummer
GeneRuler 1 kb DNA Ladder Life Technologies GmbH SM0311
GeneRuler 100 bp DNA Ladder  Life Technologies GmbH SM0241

2.4.6 Aufreinigung von PCR-Ansitzen und Gelextraktion

Nach den Screeningverfahren und der Untersuchung des Genotyps erfolgte die Priparation der
positiv detektierten CRISPR CAS9-Klone fiir die Sequenzierung. Im Falle, dass die PCR-
Amplifikate mehrere Unterbanden im Gel aufwiesen, wurden die in der erwarteten Héhe liegenden
Banden mit einem Skalpell herausgeschnitten. Die DNA wurde nach Angaben des Herstellers
Qiagen mit dem Quick-Start Protocol von 2011 isoliert, indem in einem Verhiltnis von 3:1 das

3fache Volumen des QG-Puffers zu der Probe pipettiert wurden und diese bei 50 °C fiir 10 min
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inkubierten bis die Gelschnitte vollstindig geschmolzen waren. AnschlieBend wurde entsprechend
des Volumenanteils des Gelschnittes 1 Volumenanteil Isopropanol zu den Proben gegeben und
diese mehrmals invertiert. Das Proben-Gemisch wurde anschlieBend in eine MinE/ute-Siule
Uberfiihrt und 1 min bei 17900 x g zentrifugiert. Auf die MinE/ute-Siule wurde 500 ul QG-Puffer
pipettiert und diese wie unter den zuvor beschriebenen Bedingungen zentrifugiert. Nach der
Zugabe von 750 pl PE-Puffer und eines erneuten Zentrifugationsschrittes wurden die Proben in
ein 1,5 ml Eppendorfgefil tiberfithrt. Die DNA wurde abschlieend in 20 ul EB-Puffer eluiert.

Im Falle von klar erkennbaren, prominenten Banden im Gelbild wurde der PCR-Ansatz mit dem
PCR Purification Spin Protocol aus dem QLAguick Spin Handbook von 2015 isoliert. In 15 ul PCR—
Ansatz wurden 75 pl PB-Puffer pipettiert und diese nach dem Homogenisieren auf eine QLAquick-
Sdule Gberfithrt. Die anschlieBende Zentrifugation erfolgte bei 17900 x g fiir 1 min. Das Filtrat
wurde verworfen und die Proben mit 750 pl PE-Puffer gewaschen. Nach einer erneuten
Zentrifugation unter den zuvor beschriebenen Bedingungen, wurde das Filtrat erneut verworfen
und die Proben nochmals fiir 1 min zentrifugiert. Die Proben wurden in ein 1,5 ml Eppendorfgefal3
Uberfihrt und mit 25 ul EB-Puffer nach einer Inkubation von 7 min bei Raumtemperatur bei 17900
x g fir 2 min eluiert. Die Konzentration der aufgereinigten DNA-Proben wurde mit dem

NanoDrop ermittelt (siche Abschnitt 2.2.5).

2.4.7 Sanger-Sequenzierung von CRISPR CAS9-Mutanten

Die Sanger-Sequenzierungen wurden von der Firma FEurofins durchgefiihrt. Bei der sogenannten
Kettenabbruch-Methode werden einzelne Strangabbriiche wahrend der Replikation induziert, die
es ermoglichen die Nukleotidabfolge einer Sequenz zu ermitteln (Sanger et al., 1975; Sanger et al.,
1977). Fur die Sequenzierung von Plasmid-DNA wurden 150-200 ng/ul eingesetzt. Fiir
aufgereinigte PCR-Produkte von einer GroBe von 300-1000 bp wurden 30 ng/ul zur
Sequenzierung verwendet. Die erforderliche Primer-Konzentration betrug 10 pmol/ul (10 uM).
Die fiir die Sequenzierung der CRISPR CAS9-Mutanten verwendeten Sequenzierprimer werden in
der Tabelle 2.9. aufgeftihrt. Die Auswertung der Sequenzierungsergebnisse erfolgte durch den
Vergleich der FASTA-Dateien und der Elektropherogramme mit den zu erwartenden
Sequenzverinderungen nach der Induzierung der Mutationen durch die Orientierung und
Positionierung der sgRNAs als auch durch einen direkten Abgleich der FASTA-Sequenzen tber
BLAT des UCSC Browsers (Karolchik et al., 2002; Kent et al., 2002) in dem die Mutationen im

direkten Vergleich zur Wildtyp-Sequenz visualisiert wurden.
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2.4.8 RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion erfolgte nach den Angaben des Herstellers Zymo Research mit dem ZR RNA
MicroPrep Kit (#R1051). Die RNA-Proben wurden vor der Lyse der Zellen dreimal mit PBS-
Puffer gewaschen, bevor 400 ul RNA-Lyse Puffer auf die Zellen pipettiert und diese in dem Puffer
homogenisiert wurden. Zu dem Zellgemisch wurde im Verhiltnis von 1:1 ein Volumenanteil
Ethanol (95-100 %) gegeben und auf eine Zymo-Spin IC-Siule tiberfiihrt. AnschlieBend erfolgte eine
Zentrifugation fir 30 s bei 12000 x g, wobei das Filtrat verworfen wurde. Um die DNA zu
entfernen, erfolgte eine zusitzliche DNase-Behandlung direkt auf der Siule. Die Siule wurde
zundchst mit 400 pl RNA-Wasch-Puffer gewaschen und anschlieBend bei 12000 x g fiir 30 s
zentrifugiert. Pro Probe wurde 40 pul DNase I-Reaktion-Mix, der aus 5 ul DNase I und 35 ul DNA
Verdauungspuffer bestand und frisch vor der Behandlung der Proben hergestellt wurde, auf die
Zymo-Spin IC-Siulen pipettiert und fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert, bevor die Proben bei
12000 x g fir 30 s zentrifugiert wurden. Danach wurden 400 ul RNA-Prep-Puffer auf die Siulen
pipettiert und wie zuvor beschrieben zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Proben mit 700 ul
RNA-Wasch-Puffer gewaschen und nochmals zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen. Danach
wurden die Proben erneut mit 400 pl RNA-Wasch-Puffer gewaschen und 2 min lang bei 12000 x
g zentrifugiert. Die Zymo-Spin IC-Siule wurde in ein RNase-freies Eppendorfgefal3 transferiert und
in 15 ul DNase-/RNase-freies Wasser nach 7 min Inkubation bei Raumtemperatur eluiert. Die
RNA-Konzentration der Proben wurden mit dem NanoDrop gemessen (siche Abschnitt 2.2.5).

Die Lagerung der RNA-Proben erfolgte bei -85 °C.

2.4.9 cDNA-Synthese

Fir quantitative Echtzeit-PCR-Analyse wurden RNAs im ersten Schritt mit der SuperSeript 11 Reverse
Transkriptase (Life Technologies GmbH, #18064071) in cDNA umgeschrieben. Fur die Synthese
wurde zwischen 100-300 ng RNA eingesetzt. Der fir die cDNA-Synthese verwendete Mastermix
wird in der Tabelle 2.31. aufgefiihrt.

Tabelle 2.31. RNA-Mastermix cDNA-Synthese.

dNTPs (je 10 mM; von Life Technologies GmbH) 1wl
Random Hexamere (aus 10 uM, von Metabion) 1,4 ul
ddH>O (Nuklease-frei) x ul
RNA (100-300 ng) xx pl

insgesamt 13 pl
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Das Hinzufiigen von sogenannten Random-Hexameren ermdoglichte es, eine gleichmaf3ige und
konstante Synthese von RNAs durchzufilhren. Random-Hexamere sind 6 bp lange
Oligonukleotide, die als Primer bei der Synthese des ersten Strangs bei der cDNA-Synthese
fungieren. Die cDNA-Synthese erfolgte nach den folgenden PCR-Konditionen:

Tabelle 2.32. PCR-Konditionen cDNA-Synthese.

Dauer in min Temperatur in °C
1.Schritt 5 05
2.Schritt 5 25
3.Schritt 60 50
4.Schritt 15 70
5.Schritt 20 37
0.Schritt 20 65
7.finaler Schritt 00 4

Nach dem initialen Schritt wurde ein Mastermix (Tabelle 2.33.) mit der Super Script 11 Reverse
Transkriptase dazu pipettiert.

Tabelle 2.33. Super Script IT Reverse Transkriptase-Mastermix.

5x FS Puffer (von Life Technologies GmbH) 4l
0,1 M DTT (von Life Technologies GmbH) 1l
ddH.O 0,5 ul

Super Script II Reverse Transkriptase (von Life Technologies GmbH) 0,5 ul

insgesamt 6 ul

Nach dem 4.Schritt (sieche Tabelle 2.32.) wurde die cDNA-Synthese pausiert und je Ansatz 1 ul
Ribonuklease H (New England Biolabs GmbH) hinzupipettiert. Nach der Synthese wurden die
cDNA-Proben mit ddH,O auf 5 ng/ml eingesetzter RNA eingestellt.

2.4.10 quantitative Echtzeit-PCR-Analyse

Die quantitative Echtzeit-PCR-Analyse (qQPCR; real-time quantitative PCR) basiert auf der Methode
der Polymerasen-Kettenreaktion und wird dazu verwendet die Genexpression unterschiedlich
behandelter Proben quantitativ miteinander zu vergleichen. Die qPCR ermdglicht dabei eine
gleichzeitige Detektion, Amplifikation und Quantifikation der Proben. Neben Gensonden werden

hiufig Farbstoffe wie SYBR Green oder BRY'T Green dazu verwendet, in die genomische oder
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cDNA zu interkalieren, wobei die dabei entstehende Fluoreszenz detektiert wird. Fiir eine Analyse
der Expression eines Gens ist eine Normalisierung mit einem Referenzgen erforderlich, um Inter-
PCR-Variationen zu kompensieren (Pfaffl, 2001).

Die Berechnung der Expressionsdifferenzen erfolgte tiber die AAC-Methode, bei der die Ct-Werte
als erstes mit dem Referenzgen HPRT normalisiert wurden. AnschlieBend erfolgte die Berechnung
des relativen Expressionslevels mit der entsprechenden Kontrollprobe (Applied Biosystems 2008,
Guide to performing Relative Quantitation of Gene Expression using Real-Time Quantitative PCR, Applied
Biosystems 2008, #4371095 Rev B).

Pro qPCR-Ansatz (sieche Tabelle 2.34.) wurden insgesamt 5 ng cDNA pro Probe eingesetzt. Fiir
die Amplifikationen der Proben wurde ein GoTaq Mastermix (Promega GmbH, #A6001) mit
einem BRYT Green-Farbstoff verwendet, der im Vergleich zum SYBR Green eine geringere
Inhibition und eine hohere Effizienz bei der Interkalierung mit der cDNA wahrend der Synthese
aufweist. Die Proben wurden in Triplikaten gemessen. Pro qPCR wurde zusitzlich eine

Negativkontrolle mit Wasser getestet.

Tabelle 2.34. Ubersicht qPCR-Ansatz.

GO Taq Master Mix 2x 5ul
Wasser 3ul
cDNA 1wl
Primer (5 uM) Tl
10 pl

Die Amplifikation der qPCR-Reaktionen erfolgte im IightCycler 480 (Roche, Mannheim) mit dem
Programm LzghtCycler 480 SW 1.5.1 unter den folgenden Konditionen:

Tabelle 2.35. qPCR-Programm.

Temperatur Zeit Abkiihlungsrate

Pri-Inkubation 50 °C 2 min. 48°C /s

95 °C 10 min. 48°C /s
Amplifikation 95°C 15s 48°C /s

60 °C 1 min. 25°C /s 40 x
Schmelzkurve 95°C 15 s 48°C /s

65 °C 15s 25°C /s
Kihlung 40 °C 30s 25°C /s

Die tiir die qPCRs verwendeten Primer werden in der Tabelle 2.10. aufgefiihrt.
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2.5 Proteinbiochemische Methoden

2.5.1 Proteinextraktion

Fir Western Blot Analysen erfolgte die Isolierung von Proteinen aus 6 We//-Zellkulturplatten oder
direkt nach der Ermittlung der Zellviabilitit aus 24 We/-Zellkulturplatten. Von den Zellen wurde
das Medium entfernt und diese dreimal mit kaltem PBS (0.14 M NaCl, 3.4 mM KCI, 10 mM
Na2HPO4, 1.8 mM KH2PO4) gewaschen. AnschlieBend wurden die Platten auf Eis tiberfithrt. In
jedes Well wurde 1 ml kaltes PBS pipettiert und die Zellen mit einem Zellschaber (Sarstedt,
#831.830; # 831.832) vom Plattenboden abgekratzt. Die Zellen wurden 3 min in einem 1,5 ml
Eppendorfgefil bei 600 rpm bei 4 °C abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die
Zellen in 50 pl 1x Passive Lysis-Buffer (Promega, # E1941) resuspendiert. Der Puffer wurde vor
seinem Einsatz in einem Verhiltnis von 1:5 mit ddH>O verdinnt und konnte einen Monat bei 4
°C gelagert werden. Das Zell-Lyse-Puffergemisch wurde bei 600 rpm fir 20 min bei
Raumtemperatur auf einem Thermoblock (Thermomixer Compact, Eppendorf Vertrieb GmbH)
inkubiert. Die lysierten Zellen wurden abschlieBend kurz abzentrifugiert und der Uberstand in ein

neues Eppendorfgefil3 tberfiihrt.

2.5.2 Proteinbestimmung mit Bradford

Bei der Proteinbestimmung mit Bradford handelt es sich um eine photometrische Methode, bei
der die Proteinmenge in einer Probe mit Hilfe einer BSA-Standardeichgeraden quantifiziert werden
kann. Der Farbstoff Coomassie-Brillantblau, der Hauptbestandteil der Bradford-Losung (von
Sigma-Aldrich), bindet tiber Arginin-Reste an Proteine, so dass sich das Absorptionsmaximum des
Farbstoffs von 470 nm durch die Komplexbildung nach 595 nm verschiebt. Dabei ist die
Proteinkonzentration proportional zur Absorptionshéhe (Bradford,1976).

Fir das Erstellen einer Standard-Eichgeraden, mit der die Proteinmenge bestimmt werden sollte,
wurde eine gereinigte 10 mg/ml BSA-Loésung verwendet (New England Biolabs GmbH,
#B9001S), die in einem Verhiltnis von 1:10 mit ddH,O verdinnt wurde. Die Probenbestimmung
erfolgte, indem 2 pl des Proteinlysates in 18 ul ddH>O pipettiert wurden. Die gut homogenisierten
Proteinproben wurden in 980 upl Bradford-Losung gegeben, mehrmals invertiert und in eine
Kivette tberfthrt. Die Proben wurden parallel zur Eichgeraden im BioPhotometer (Eppendorf)
bei 595 nm vermessen. Die Proteinmenge wurde iiber die Funktion der Eichgeraden in Excel

kalkuliert.
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2.5.3 Western Blot Analysen

Die unter 2.5.3.1 beschriebenen Western Blot Analysen wurden fir Proteine mit einer Grof3e von
15- 265 kDa durchgefithrt. Die Detektion der Proteinexpression des Kandidatengens KMT2D
erfolgte auf Grund der Grof3e des Proteins von 564 kDa unter anderen Bedingungen, die unter

2.5.3.2 beschrieben werden.

2.5.3.1 SDS-Polyacrylamidgelelektophorese

Bei der SDS-Polyacrylamidgelelektophorese (SDS-Page) werden Proteine, wie beim Prinzip der
PCR, anhand ihrer molekularen GroB3e durch eine Polyacrylamid-Matrix aufgetrennt (Laemmli,
1970). Durch die Zugabe von einem reduzierenden 6 x Laemmli SDS- Probenpuffer (bestehend
aus: 375 mM Tris-HCI (pH 6.8), 9% SDS, 50% Glycerol, 9% B-Mercaptoethanol, 0.03%
Bromphenolblau; von Alfa Aesar by Thermo Scientific, # J61337) wird die Sekundirstruktur der
Proteine durch Reduzierung der Disulfidbriicken zerstort. Gleichzeitig werden die Proteine durch
das enthaltene SDS negativ geladen, wodurch die Auftrennung beim Anlegen einer Spannung
Richtung Anode erméglicht wird. Durch eine 5 min Inkubation bei 95 °C auf dem Thermoblock
erfolgte die Denaturierung und Linearisierung der Proteine.

Die Priparation der SDS-Gele erfolgte mit zwei abgedichteten Glasplatten (BioRad) mit einem
Abstandshalter von 1,5 mm, in denen zuerst das Trenngel gegossen und mit Isopropanol
uberschichtet wurde, um den Miniskus blasenfrei zu halten und vor oxidativen Prozessen zu
schiitzen. Nach dem Auspolymerisieren des Gels wurde das Isopropanol mit Whatmanpaper
abgenommen und das Sammelgel dartiber gegossen. Vor dem Auspolymerisieren wurden
Probenkimme eingefiigt. Eine Ubersicht der fiir die Western Blot Analysen gefertigten SDS-Gele
wird in der Tabelle 2.36. aufgefiihrt. Die verwendeten Pufferlésungen sind der Tabelle 2.15. zu

entnehmen.
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Tabelle 2.36. Ubersicht SDS-Laufgele fiir Western Blot Analysen.

BRD4, UTX, SF3B1  SF3B4, EZH2 H3K4mel, -3,

H3K27me3

Trenngel 8% 10% 15%
30 % Acrylamid 1,375 ml 1,625 ml 2,5 ml
1,5 M Tris pH 8,8 1,25 ml 1,25 ml 1,25 ml
ddH-O 2,375 ml 2,0875 ml 1,25 ml
10 % APS 24wl 16,25 ml 16,25 pl
TEMED 4 ul 3,375 ul 3,375 ul
Sammelgel 4% 5% 7,5%
30 % Acrylamid 268 wl 335 ul 500 ul
0,5 M Tris pH 6,8 500 ul 500 ul 500 ul
ddH.O 1,232 ml 1,165 ml 1 ml
10 % APS 20 wl 20 wl 20wl
TEMED 4l 2ul 2ul

Nach der Praparation wurden die vorbereiteten Proteinproben auf die SDS-Gele geladen. Bei
Proteinen mit einer GréB3e von 15 kDa wie H3K4mel, -3 oder -K27me3 wurden fiir die Analysen
20 pg Proteinlysat verwendet, wihrend bei Proteinen ab einer Grof3e von 100 kDa zwischen 25-30
ug Proteinlysat auf die SDS-Gele geladen wurde. Die Gele wurden zunachst in eine Mini Protean
II-Elektrophoresekammer von BioRad gespannt und diese mit 1x SDS-Laufpuffer gefillt. Als
GroBenstandard diente der Protein Marker Page Ruler Prestained Plus (Life Technologies GmbH,
#26619). Leere Taschen wurden mit 6 x SDS-Probenpuffer beladen, um eine ebenmifige
Lauffront zu erzeugen.

Fir ein gleichmafBiges Herauslaufen der Proteine aus den Taschen des Sammelgels wurde eine
Spannung von 80 V angelegt. Nach der Migration der Proteine ins Sammelgel wurde die Spannung
beim Ubergang ins Trenngel auf 120 V erhoht, sodass die im Sammelgel konzentrierten Proteine

ithrer Gréf3e nach aufgetrennt werden konnten.

2.5.3.2 Western Blot

Nach der Auftrennung der Proteine erfolgte der Transfer der Proteine aus dem SDS-Gel auf eine
Polyvinylidendifluorid (PVDF) Membran. Der Vorteil gegentiber dem Gebrauch von
Nitrocellulose-Membranen besteht darin, dass PVDF-Membranen wesentlich stabiler sind und
nach einer Reaktivierung mehrfach fur die erneute Detektion von Proteinen genutzt werden
koénnen.

Vor dem Blotten der Proteine wurde eine 0,45 pum PVDF-Membran (Merck, # IPVH00010) in

Methanol aktiviert und in einem aus 20 % Methanol bestehenden Transferpuffer

61 |



2 Material und Methoden

(Zusammensetzung siche Tabelle 2.15.) equilibriert. In der Zwischenzeit wurden in einer
Blotkassette auf der unteren Seite mit Transferpuffer angefeuchtetes 4-lagiges Whatmanpapier auf
einen ebenfalls in Transferpuffer getrinkten Schwamm gelegt. Zunichst wurde das SDS-Gel aus
den Glasplatten gel6st und auf die Whatmanpapiere transferiert. Auf das SDS-Gel wurde die
aktivierte PVDF-Membran platziert, auf dem 4-Lagen Whatmanpapier und ein in Transferpuffer
getrinkter Schwamm gelegt wurden, bevor die Blotkasette zusammengesetzt wurde. Diese wurde
in eine Blotapparatur einer mit Transferpuffer gefiillten Mini Protean II-Elektrophoresekammer
(BioRad) gestellt. Der Transfer erfolgte mit dem Tank-Blot-Verfahren in einem 4 °C Raum, wobei
vor dem Transfer ein zusitzlicher Eisblock in den Tank gegeben wurde. Nach dem Anlegen einer
Spannung von 400 mA senkrecht zur Laufrichtung des Gels wurden die Proteine nach 60 min auf
die Membran tibertragen.

Bei kleineren Proteinen mit einer Grof3e von 15 kDa erfolgte der Blottvorgang fir 45 min bei
Raumtemperatur mit einer Stromstirke von 200 mA. Nach dem Transfer wurde die Membran fir
4 Std in PBS (Zusammensetzung siche Tabelle 2.15) mit 5 % Magermilchpulver (Carl Roth, #
T145.2) geblockt, bevor die Immundetektion erfolgte (Abschnitt 2.5.3.4).

2.5.3.3 Western-Blot Analyse bei gro3en Proteinen

Fir die Visualisierung der KMT2D-Expression wurden anstatt von selbsthergestellten 5 % SDS-
Gelen aufgrund der GroBle von 564 kDa kommerziell gefertigte 4-12 % Bis-Tris Precast-Gele
(Invitrogen by Thermo Scientific, # XP04120) verwendet. Bei diesen speziellen Gradienten-Gelen
wird durch die Priaparation des Acrylamids ein Gradient von 4-12 % erzeugt, sodass im Vergleich
zu selbst priparierten 5 % SDS-Gelen ein groflerer Auftrennungsbereich der Molmassen erzielt
werden kann. Der Auftrennungsbereich kann fir diese spezielle Art von Gelen durch die
Verwendung des entsprechenden Puffers zusitzlich angepasst werden. Im Falle von so grolen
Proteinen wie bei KMT2D wurde deshalb ein kommerzieller MOPS-Pufter (Invitrogen, #NP0001)
verwendet. Die gebrauchsfertigen Precast-Gele wurden in  eine X-Cel/ Sure Lock
Elektrophoresekammer (Invitrogen) gespannt. Fir die Analysen wurden 50 pg Proteinlysat
verwendet. Als GroBenstandard diente zum einen der HiMark Pre-Stained Standard (Life
Technologies GmbH, # L.LC5699), wodurch die Proteine in einem Auftrennungsbereich von 30 bis
460 kDa detektiert werden konnten und zum anderen wurde zur besseren Orientierung beim Lauf
des Gels zusatzlich der Protein Marker Page Ruler Prestained Plus Standard geladen. Das Gel lief tiber
Nacht ca. 8-10 Std bei einer Spannung von 120 V in einem Kihlraum bei 4 °C unter permanenter
Kihlung auf Eis, das zwischenzeitlich immer wieder erneuert wurde, um ein schmelzen des Gels

zu verhindern. Am nichsten Tag erfolgte der Transfer unter Verwendung von PVDF-Membranen
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(Merck, # IPVHO00010). Der Zusammenbau der Blottkasette erfolgte wie zuvor unter dem
Abschnitt 3.5.3.2 beschrieben. Fir den Fall eines evtl. Durchblottens der Proteine wurde eine
zweite PVDF-Membran beim Transfer verwendet. Das Blotten erfolgte fiir 50 min bei einer
Spannung von 100 V auf einer 0,45 um PVDF-Membran mit einem kommerziellen Transferpuffer
(Novex by life technologies, # NP00061) im Kithlraum bei 4 °C mit einer zusitzlichen Kihlung
auf Eis. Nach 25 min wurde der in der Transferkammer befindliche Eisblock gewechselt. Nach
dem Blottvorgang wurden die Membranen im Gegensatz zu den unter 3.5.3.2 beschriebenen
Western Blot Analysen tiber Nacht in 1x PBS mit 5 % Magermilchpulver im Kihlraum bei 4 °C

geblockt, bevor am nachsten Tag mit der Immundetektion weiterverfahren wurde.

2.5.4 Immundetektion

Die Immundetektion spezifischer Proteine erfolgte durch die Inkubation mit Antikérpern. Nach
dem Blotten wurde die Membran in 1x PBS fiir 5 min gewaschen und in eine Primirantikorper-
Losung mit 3 % BSA (New England Biolabs) tiberfiithrt. Die Inkubation erfolgte iber Nacht bei 4
°C im Kuhlraum unter kontinuierlicher Rotation. Als Referenzgene dienten die Housekeeping-
Gene alpha («)-Tubulin, Aktin oder GAPDH, die parallel auf dem Blot entwickelt wurden. Bei
methylierungsspezifischen Analysen wurde zusitzlich H3pan zur Abschitzung der gesamten
Histon-Menge verwendet. Fiir den Nachweis der KMT2D-Expression erfolgte die Inkubation fiir
4 Std bei Raumtemperatur. Als Referenzgen diente in dem Fall der Splei3-Faktor Aquarius (aa
1470-1485; Lihrmann et al., 2004). Fur eine spezifische Bindung des Antigens wurde nach einem
dreimaligen Waschschritt mit 1x PBS und 0,05 % Tween (Carl Roth) fir jeweils 10 min die
Entwicklung mit dem Sekundirantikérper durchgefithrt. In einer Verdinnung von 1:10.000
erfolgte die Inkubation in 1x PBS mit 0,5 g Magermilchpulver (Carl Roth, # T145.2) fir 1 Std bei
Raumtemperatur. In der Tabelle 2.16. werden die fiir die Western Blot Analysen verwendeten
Antikérper aufgefiihrt. Nach einem erneuten dreimaligen Waschschritt mit 1x PBS und 0,05 %
Tween wurden fir eine Detektion mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) die Western Lightning Plus
ECL Agenzien (Perkin Elmer) im Verhiltnis 1:1 zusammen pipettiert und tber die Membran
gegeben. Nach dem Entfernen der iiberschiissigen Agenzien wurde die Lumineszenz mit dem
ChemiDoc MP Imaging System (BioRad) mit dem Programm Image Iab 5.2.1 und unter chemi bei der
Einstellung Blots fir die Aufnahme der Chemilumineszenz durchgefithrt. Fir spitere
GroBenbestimmungen der Proteinexpressionen erfolgten Aufnahmen vom Gré3enmarker unter
colorimetric bei der Einstellung Blots.

Neben der HRP-Entwicklung konnte fiir den Fall, dass die Proteine von Interesse auf der gleichen

Héhe zu detektieren waren, wie beispielsweise in den metylierungsspezifischen Analysen der
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Proteinexpression als auch unter dem Gesichtspunkt, dass die verwendeten PrimiérantikGrper aus
unterschiedlichen Spezies stammten, eine zusitzliche Entwicklung mit einer alkalischen
Phosphatase (AP) durchgefithrt werden. Dazu wurde der Blot nochmals Giber Nacht in 1x PBS mit
5 % Magermilchpulver inkubiert und nach einem Waschschritt mit 1 x PBS in ein Aliquot mit
Primarantikérper tberfithrt, das 4 Std bei Raumtemperatur oder wahlweise iiber Nacht bei 4 °C
inkubiert wurde. Nach der Entwicklung mit einem speziellen Goar IgG  anti-mouse-
Sekundirantikérper (Verdinnung 1:5000, Dianova, #115-055-003) fir 1 Std, wurde fir die
Visualisierung das auf Raumtemperatur erwirmte BCIP/NBT purple liguid Substrat (Sigma-Aldrich)
auf den Blot pipettiert. Da bei der Entwicklung irreversible dunkelviolette Banden entstanden,
wurde die Reaktion nach max. 5 min durch die Uberfithrung des Blots in ddH.O abgestoppt. Die
nun erkennbaren Banden wurden mit dem BioRad ChemiDoc MP Imaging System unter der

Einstellung Blozs unter dem Punkt colorimetric aufgenommen.

2.6 Bioinformatische Analysen

2.6.1 Chromatin-Immunprizipitation-DNA-Sequenzierungs-Analysen

Die Chromatin-Immunprizipitation-DNA-Sequenzierungs (ChIP-Seq) -Analysen wurden mit
Hilfe der CLLC Workbench von Qiagen (GxS Version 11.0.0) durchgefithrt. Die CLC Workbench
ermoglicht es, Hochdurchsatz-DNA-Sequenzierungen (NGS) zu analysieren und diese
anschlieBend in unterschiedlichen Online-Programmen zu visualisieren. Die Praparationen der
H3K4me3 ChIP-Seqs der Zelllinien HCC827 und A549 wurden von Dr. rer. nat. Grimm am
Cologne Center for Genomies in Koln durchgefihrt. Die H3K4me3-ChIP-Seqs von Wi38- als auch die
mit Wasserstoffperoxid-gestressten Wi38-Zellen wurden von Dr. rer. nat. Grasse am MPI
Molekulare Genetik in Berlin durchgefithrt. Die Analysen der ChIP-Seqs erfolgten nach dem
Tutorial ChIP Seguencing (November 21, 2017) des Herstellers Qiagen, indem zunichst im ersten
Schritt der Analyse die Reads der ChIP-Seqs dem Referenzgenom GRCh37/hg19 (Einstellungen:
Match score=1; Mismatch cost=2) zugeordnet wurde. Der aus der Analyse hervorgehende Bericht hielt
detaillierte Informationen tiber die Zuordnung der Reads. Diese wurden im nichsten Schritt im
Peak calling im Transcription Factor ChIP-Seq Tool zur Ermittlung der signifikanten Peaks bei einem
maximalen p-Wert von 0,1 analysiert. Die Analyse wurde mit einer Liste der determinierten Peaks,
dem QC-Bericht, einer Ubersicht der Peak-Form und der Diagrammspur fiir jede genomische
Position komplettiert. Der QC-Bericht enthielt die gesamten metrischen Daten tiber die Qualitat

der einzelnen ChIP-Seqs. Der nichste Schritt nach der Verifizierung der Qualitit beinhaltete die
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Annotationsanalyse der nichsten stromabwirts- und stromaufwirts gelegenen Gene, die unter der
Einstellung annotate with nearly gene information mit der Genreferenz der CLC Workbench homo
sapiens_ensembl_v74_genes durchgefithrt wurde. AbschlieBend erfolgte die Visualisierung der
Ergebnisse durch create genome browser view, in dem die annotierten Peaks, die Reads, Peak-Form mit
der CL.C Workbench Reterenzgenliste und dem Referenzgenom in einer Track List erstellt wurden.

Die finalen Datenformate wurden fiir weiterfithrende Signalweg-Analysen genutzt.

2.6.2 Signalweg Analysen

Die aus der CLC Workbench generieten ChIP-Seq Daten wurden fir unterschiedliche
Anreicherungsanalysen verwendet. ConsensusPathDB wurde von der Bioinformatikgruppe um
Ralf Herwig am MPI fir Molekulare Genetik entwickelt und dient als Plattform zur Analyse und
Interpretation von Genomdatensitzen, da es die Information von insgesamt 32 Datenbanken mit
einem interaktiven Netzwerk verbindet und damit die Analyse biologisch relevanter Protein-
Protein Interaktionen, Signalreaktionen, Genregulationen und die Interpretation biochemischer
Signalwege ermoglicht. Mit ConsensusPathDB  wurden funktionelle Annotationen mit
angereicherten Signalweg-Analysen (p-Werte: 0,001; Uberlappung mit der Eingabeliste Minimum
5 Gene) als auch Gen-Ontologie (GO) basierte Signalweg-Analysen durchgefuhrt (Kamburov et
al., 2013). In den GO-Analysen erfolgte die Zuordnung der in der Eingabeliste befindlichen Gene
anhand eines bekannten annotierten GO-Terminus aus dem Bereich der biologischen Prozesse,
molekularen Funktion oder nach dem zelluliren Kompartiment (p-Werte: 0,01; Zuordnung nach
der GO-Level Kategorie 2-5). Des Weiteren wurde in Netzwerk-basierten Analysen (NESTSs) die
funktionelle Interaktion der Gene betrachtet (p-Werte: 0,001; Minimum-Uberlappung mit der
Eingabeliste Minimum 4 Gene).

Mit GREAT (Genomic Regions Enrichment of Annotations Tool) konnten u.a. Funktionen von cis-
regulatorischen nichtkodierenden genomischen Regionen vorhergesagt werden. Da viele
kodierende Gene mit ihren Funktionen annotiert sind, nicht-codierende Regionen hingegen in der
Regel keine solche Annotationen aufweisen, ordnet GREAT diesen genomischen Regionen eine
biologische Bedeutung zu, indem die Annotation nahe gelegener Gene analysiert und mit diesen
verkntpft wird (McLean et al., 2010). In den Annotationsanalysen wurde jedem Gen zunichst eine
regulatorische Domine zugewiesen, die sich in beide Richtungen (also stromauf- als auch -abwirts)
bis zu 1000 kb zur Transkriptionsstartseite (TSS) des nichstgelegenen Gens erstreckte (Einstellung:
Two nearest genes). AnschlieSend wurde jede genomische Region mit allen Genen assoziiert, deren

regulatorische Domine tibetlappte.
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In der Tabelle im Anhang D wird eine Ubersicht der verwendeten Software-Programme

aufgefihrt.

2.6.3 Statistische Analysen

Statistische Analysen wurden in der Regel mit Microsoft Excel 2016 durchgefithrt. Fir die
Signifikanzberechnungen beim Vergleich von zwei Gruppen wie z.B. der Parental-Zelllinien vs.
der CRISPR CAS9 Mutanten-Zelllinien wurde ein 2-seitiger t-Test verwendet. Im Fall der
Proliferationsexperimente erfolgte zusitzlich eine Varianzanalyse mit einer zwei-faktoriellen
ANOVA. Die ermittelten signifikanten p-Werte werden in den Grafiken wie folgt veranschaulicht:
* = p= 0,05, ¥= p= 0,01, ***= p= 0,001.
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3.1 Etablierung der CRISPR CAS9 vermittelten Genom-Editierung

in humanen Zelllinien

3.1.1 Etablierung der Transfektionseffizienzen in HCC827- und Wi38-Zellen

Zur Erstellung von stabilen Zelllinien mit spezifischen CRISPR CAS9 induzierten Mutationen
wurde zunichst fir die Adenokarzinom-Zelllinie HCC827 und die foétale Lungenfibroblasten-
Zelllinie Wi38 die Transfektionseffizienz von insgesamt drei Transfektionsreagenzien untersucht.
Da sich die Anwendung mit Lipofectamine 2000 als zu toxisch fir die beiden Zelllinien erwies,
wurden die Transfektionsmittel Lipofectamine L'TX, Attractene und HiPerFect in ihrer Effizienz
verglichen. In einer 12 We/-Zellkulturplatte wurden fiir die Zelllinien HCC827 200.000 Zellen/ Well
und fur Wi38 80.000 Zellen/Wel/ ausgesit. 24 h nach der Aussaat wurden die Transfektionen
durchgefithrt. Zur Uberpriffung der Transfektionseffizienzen wurde das CRISPR-
Expressionsplasmid pSpCas9(BB)-2A-GFP verwendet. Die Transfektionen mit Lipofectamine
LTX wurden jeweils mit 4 pug Plasmid-DNA mit 2 upl, 4 pul und 5 pl Transfektionsreagenz
ausgetestet. Die Untersuchungen der Attractene —Effizienz erfolgte bei 0,8 ug Plasmid-DNA,
wobei 2 ul, 3 ul und 6 pl Reagenz verwendet wurden. Die Versuchsreihe mit HiPerFect wurden
mit 3 pl, 6 pl und 9 pl Transfektionsreagenz und insgesamt 75 ng Plasmid-DNA durchgefiithrt. Die
Transfektionseffizienzen wurden nach 24 h unter dem Fluoreszenzmikroskop anhand des GFP-
Signals bestimmt und miteinander verglichen. In beiden Zelllinien konnte bei Lipofectamine LTX
bei einer Konzentration von 5 pl die hochste Effizienz ermittelt werden (Abbildung 3.1 und 3.2).
Aus diesem Grund erfolgten die nachfolgenden Transfektionen, die in 6 cm Schalen durchgefithrt
wurden, mit Lipofectamine LTX. Die Tranfektionsansitze wurden entsprechend hochskaliert und
pro Transfektion 2,5 ug CRISPR CAS9-Plasmid eingesetzt. Pro 6 cm Schale wurden fiir die
Zelllinien HCCB827 450.000 und far Wi38 400.000 Zellen ausgesiit.
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Transfektionsmittel/Konzentration 2 ul

Lipofectamine
LTX

Attractene

Abb. 3.1: Ermittlung der Transfektionseffizienz in der Adenokarzinom-Zelllinie HCC827 mit den
Transfektionsmitteln Lipofectamine LTX, Attractene und HiPerFect. Die Aufnahmen erfolgten 24 h nach der
Transfektion mit dem Fluoreszenzmikroskop bei einer 10-fachen Vergré3erung,.

4l Sul

HiPerFect

Transfektionsmittel/Konzentration 2

Lipofectamine
LTX
3 6 ul
o -
HiPerFect

6ul oul

Abb. 3.2: Ermittlung der Transfektionseffizienz in der Zelllinie Wi38. Die Aufnahmen erfolgten mit dem
Fluoreszenzmikroskop bei einer 20-fachen VergroBBerung 24 h nach der Transfektion.
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Fir das Kandidatengen KMT2D wurden Transfektionen in HCCB827-Zellen durchgefiihrt,
wihrend fir das Kandidatengen BRD4 Wi38-Zellen transfiziert wurden. Die Transfektionen mit
den sgRNA-Puromycin-Expressionsplasmiden wurden fur die Selektionsexperimente in

Duplikaten vorgenommen (Ubersicht Transfektionen Tabelle 3.1.).

Tabelle 3.1. Ubersicht Transfektionen.

Menge der
Plasmid-
DNA pro
Transfektion  Name des CRISPR-  Transfektion
Kandidatengen in Zelllinie Expressionsplasmiden in ng Kontrollen
KMT2D HCC827 wt-Puro-sgExon31 2500
wt-Puro-sgExon41 2500
wt-Puro-sgExon48 2500
BRD4 Wi38 wt-Puro-sgExonl 2500
wt-Puro-sgExon20 2500
Puromycin-
wt-Puro-Leer 5000 Selektion
Transfektions-
wt-GFP-Leer 5000 effizienz

Neben den Transfektionen der klonierten CRISPR-Expressionsplasmide wurden Kontroll-
Transfektionen mit dem Puromycin- als auch mit dem GFP-Leervektor durchgefihrt. Die
Transfektionseffizienz wurde nach 24 h mit dem Transfektionsansatz des GFP-Leervektors unter
dem Fluoreszenzmikroskop uiberprift. Fur die Transfektionen mit HCC827 konnte eine Effizienz
von 15 %-20 % ermittelt werden, wihrend bei Transfektionen mit Wi38- Zellen eine ca. 55-65 %
Effizienz festgestellt werden konnten. Die Transfektion mit dem Puromycin-Leervektor diente als

Referenz bei der spater folgenden Puromycin-Selektion.

3.1.2 Definition der experimentellen Konditionen zur Puromycin-Selektion in HCC827-
und Wi38-Zellen

Nach der Transfektion der Zellen mit den CRISPR-Expressionsplasmiden schloss sich die
Selektion mit Puromycin an. Nach den Angaben des Herstellers wurden zwar Konzentrationen
zwischen 0,2 und 0,5 pg/ml Puromycin angegeben, aber da es nicht auszuschlieBen wart, dass
Konzentrationen unter 1 pg/ml toxisch bei eukaryotischen Zellen wirtken konnten, musste vor
einer Anwendung die entsprechende Konzentration fur die Selektionen in der jeweiligen Zelllinie

bestimmt werden. Fir die Selektionen der HCC827-Zellen wurde eine Konzentration 0,5 pg/ml
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Puromycin ermittelt, wihrend fiir die Selektion von Wi38-Zellen eine Konzentration von 0,25

ug/ml eingesetzt wurde (Abbildung 3.3).

Bestimmung der
Puromycin-Selektion in HCC827-Zellen

Tag 3 Puromycin-Behandlungnach 72 h
10x Vergroferung

Bestimmung der
Puromycin-Selektion in Wi38-Zellen

Tag 3 Puromycin-Behandlungnach 72 h
10x Vergroferung

Abb. 3.3: Validierung der Puromycin-Konzentration zur Selektion in HCC827- Zellen (oben) und Wi38-Zellen (unten).
Der Absterbegrad der Zellen wurde bei insgesamt sechs unterschiedlichen Puromycin-Konzentrationen zwischen 0,1
pg/ml bis 4 pg/ml tber einen Zeitraum von 72 h untersucht und dokumentert. Fiir HCC827-Zellen wurde eine
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Konzentration von 0,5 pg/ml Puromycin zur Selektion ermittelt. Bei der Zelllinie Wi38 wurde eine 0,25 pg/ml
Puromycin-Konzentration festgestellt.

3.1.3 Methodenoptimierung zur Isolation genomischer DNA bei geringen Zellzahlen

Bei Screeningverfahren zur Detektion von CRISPR CAS9 induzierten Mutationen aus
unterschiedlich wachsenden Zellkolonien in 96 Wel-Zellkulturplatten, war es elementar die
Extraktion genomischer DNA bei geringen Zellzahlen zu maximieren, um robuste Signale in einer
PCR zu erhalten. Als Erstes wurden drei unterschiedliche DNA-Priparationsmethoden
ausgetestet: ein Zwei-Komponenten-System (Quanta BioScience), die Priparation mit dem
DirectPCR Lysis-Zell-Reagenz (Viagen Biotech) oder das Erhitzen im initialen Schritt der PCR ohne
vorherige Lyse der Zellen. Die Effizienz der Methoden wurde anschlieBend in einer PCR

ausgetestet und miteinander verglichen.

Bei der Methode, in der Zellen ohne vorhergehenden Lyseschritt direkt in die PCR gegeben
werden, wurden DU145-Zellen direkt im Mastermix homogenisiert. Ein initialer Ho#start vor der
eigentlichen PCR bewirkt ein Bersten der Zellen, sodass die Proteine inaktiviert und die DNA im
Mastermix freigesetzt wird, wodurch auf die Verwendung einer Proteinase K verzichtet werden
kann. Der entscheidende Faktor bei dieser Methode ist die Menge der zugefiihrten Zellen, so dass
bei den Experimenten unterschiedliche Zellmengen der Zelllinie DU145 ausgetestet wurden, um
die unterste Nachweisgrenze in der PCR feststellen zu kénnen. Bei einer Konfluenz von unter 70
% in einer 96 Well-Zellkulturplatte konnte in den PCRs kein Signal detektiert werden. In der
Abbildung 3.4 wird ein PCR-Ergebnis von DU145-Zellen dargestellt, bei dem eine Konfluenz von
mindestens 70-90 % getestet wurde. Als Kontaminationskontrolle diente eine Negativkontrolle mit
Wasser. Die Positivkontrolle zur Uberpriifung der PCR-Konditionen wurde mit 10 ng DNA
(Affimetrix) durchgefthrt.

Bei der Methode, bei der die Zellen direkt in den PCR-Ansatz gegeben werden, kénnen nur dann
stabile Signale in der PCR erhalten werden, wenn die zu untersuchenden Zellen nahezu vollstindig

konfluent sind, wodurch diese Methode fiir eine Anwendung bei den CRISPR CAS9-

Screeningverfahren nicht weiterverfolgt wurde.

In den Experimenten mit dem Zwei-Komponenten-System konnten keine konsistenten
Ergebnisse in den PCRs erzielt werden (Daten der PCRs nicht gezeigt), sodass diese Methode fur

die Screeningverfahren nicht weiter nicht Betracht gezogen wurde.
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ladder
1 kb 100 bp

1000 bp

500 bp

Abb.3.4: DNA-Priparation ohne Lyse der Zellen. Das PCR-Produkt liegt bei 330 bp. Legende: 1: DU145-Zellen mit
einer Konfluenz von >85%, 2: 70-80 % konfluente Zellen, NK: Negativkontrolle; PCR-Ansatz ohne DNA, PK:
Positivkontrolle 10 ng Kontroll-DNA (Affimetrix).

Bei der Anwendung mit dem DirectPCR Lysis-Zell-Reagenz wurden zunichst die einzusetzenden
Volumina ausgetestet, um ein moglichst hoch konzentriertes DNA-Lysat zu erhalten. Des
Weiteren wurden zwei verschiedene Proteinase K- Priparationen ausgetestet, eine mit und eine
ohne zusitzliches Glycerol. Neben der Nachweisgrenze in der PCR wurde hierbei betrachtet, ob
bei zu hohen eingesetzten Mengen des DNA-Lysats eine Inhibierung der PCR erfolgte. Fur den
Versuch wurde Wi38 DNA mit dem Lyse-Reagenz aus 96 We/-Zellkulturplatten extrahiert. Als
Kontrolle bei der PCR diente eine Negativkontrolle, bei der an Stelle von DNA Wasser eingesetzt
wurde, um Kontaminationen auszuschlieBen. Zur Uberpriifung der PCR-Bedingungen wurden als
Positivkontrolle 50 ng/ul DNA von Wi38-Zellen eingesetzt. In der Abbildung 3.5 wird das
Ergebnis der PCR-Analyse nach der Anwendung von unterschiedlichen Volumina der DirectPCR
Lysis -Zell-Reagenz aufgefiihrt. Da mit dieser Methode repetitiv stabile Ergebnisse erzeugt werden
konnten, wurde diese fir die DNA-Priparation bei den nachfolgenden CRISPR CAS9
Screeningverfahren eingesetzt. Bei den Screenings wurden in der Regel 1-5 pl DNA-Lysat
verwendet, wobei fiir die Extraktion eine Proteinase K ohne Glycerol verwendet wurde. Die
Ergebnisse bei der Verwendung einer Proteinase K mit Glycerol lieferten im Vergleich weniger
starke Signale in der PCR. Fir die kiinftigen Priparationen wurden pro We// zur Lyse der Zellen

40 pl Lyse-Reagenz in einem Mischungsverhaltnis von 40 ul nukleasefreiem Wasser eingesetzt.
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100 bp

100 bp
Proteinase
DirectPCR Proteinase K Lysat pro DirectPCR K (mit Lysat pro
Lysis- H20/ (Stock) PCR- Lysis- H20/  Glycerol) PCR-
Reagenz/ Well Konz. (in Reaktion Reagenz/  Well Konz.(in  Reaktion
Nr. Well (inpl) (inpl)  mg/ml) (inpl) |Nr. Well (inpl) (inpl) mg/ml)  (inpl)
1 25 25 0,4 1 10 25 25 0,4 5
2 25 25 0,4 5 1n 40 40 0,4 1
3 40 40 0,4 1 12 40 40 0,4 5
4 40 40 0,4 5 13 50 50 0,4 1
5 50 50 0,4 1 14 50 50 0,4 5
6 50 50 0,4 5 15 70 70 0,4 1
7 70 70 0,4 1 16 70 70 0,4 5
8 70 70 0,4 5 PK Wi38 DNA
9 25 25 0,4 1 NK H20

Abb. 3.5: Nachweis der PCR-Effizienz nach der Anwendung der DirectPCR Lysis-Zell-Reagenz zur DNA-Extraktion
aus 96 Well-Zellkulturplatten. Die detaillierte Legende zur Beschreibung des PCR-Bildes ist in der Tabelle unter der
Abbildung aufgefihrt.

3.1.4 Screening und Validierung von CRISPR CAS9 induzierten Mutationen

Da nicht in jeder Zelle trotz der hohen Effektivitit von CRISPR CAS9 die Mutationen in den

Zielregionen der Kandidatengene eingefiihrt werden, ist es notwendig, CRISPR CAS9 positive

Zellen effizient zu identifizieren und zu verifizieren. Beim Kandidatengen KMT2D wurden zwei

Deletionen in die Adenokarzinom-Zelllinie HCC827 induziert.

Die erste Deletion erstreckt sich von Exon 31 bis 41 tber einen Bereich von 10737 bp, wobei das

Leseraster intakt bleibt. Die fur die Funktionalitit essentielle SET-Domine im C-terminalen
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Bereich des Gens bleibt dadurch weiterhin erhalten. Die zweite Deletion umfasst einen Bereich
von insgesamt 15163 bp, wobei die Region zwischen Exon 31 bis Exon 48 herausgeschnitten wird.
Diese Mutation fithrt zu einem Stop-Codon auf Grund einer Leserasterverschiebung, sodass der
Verlust der SET-Domiine erfolgt. In der Abbildung 3.6 wird zur Veranschaulichung eine Ubersicht
der CRISPR CAS9 induzierten Mutationen in KMT2D dargestellt.

Promotor

123 45/6/8 910 11 1214/ 1’5- 19 20-23 24-27-28-30) 31 32-34 35-38 39 4042 43-45 4648 A9-51 52754

%COOH

KMT2D NH, == = == mw - —@- L FYRN _ FYRC _J %COOH Deletion Exon 31-41

KMT2D Ny, @ N BN S .

KMI2D NH, su 5 == == 5 = —@ Deletion Exon 31-48

Abb.3.6: Ubersicht der CRISPR CAS9 induzierten Mutationen. Oben: genomische Struktur von KMT2D. Schwarze
Rechtecke stellen die insgesamt 54 codierenden Exons dar, die horizontalen Linien symbolisieren die Introns. Der 3°
UTR wird in Form eines grauen Rechtecks abgebildet. Das blaue Rechteck markiert den Bereich von Exon 31-41, in
dem die kleinere Deletion induziert wird. Das rote Rechteck markiert die Region der zweiten Deletion von Exon 31-
48. Unten: Ubersicht der unterschiedlichen Deletionen in der Dominenstruktur. Wihrend bei der Deletion von Exon
31-41 die funktionswichtige SET-Domine erhalten bleibt, fithrt die Deletion von Exon 31-48 zu einer verkiirzten
Form und einem Stop-Codon (Grafik modifiziert nach Micale et al., 2011).

Die Deletion im Kandidatengen BRD4 umfasst mit 42 000 bp die gesamte Linge des Gens. Die
Bindung der sgRNAs erfolgt dabei in der jeweiligen untranslatierten Region (UTR) von Exon 1
und Exon 20 (sieche Abbildung 3.7). Bei den BRD4-Klonen erfolgte die Isolierung der DNA mit
Hilfe der DirectPCR Lysis-Zell-Reagenz unter den 3.1.3 ermittelten Konditionen. Die
Screeningverfahren erfolgten unter der Verwendung der Q5-Polymerase, da diese eine héhere

Sensitivitit bei sehr geringen DNA-Mengen aufwies.

oo —H - JHIFHH-HHHE -

1 2 3 4 5 6 7 89 10 1 12 13 14 151617 18 19 20

Abb.3.7: Ubersicht der CRISPR CAS9 induzierten Mutation im Kandidatengen BRD4. Die Genomstruktur von BRD4
wird veranschaulicht durch die 20 codierenden Exons (tiirkise Quadrate), einschlieBlich der Introns (hotrizontale blaue
Linien). Die Mutation wird in den jeweiligen UTR-Bereichen der Exons 1 und 20 eingefihrt (hellblaues Rechteck).
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Die Testreihen der unterschiedlich induzierten Mutationen erhielten zur Ubersichtlichkeit
alphabetischte Kiirzel. Jeder untersuchte Klon aus der Versuchsreihe der KMT2D-Deletion
zwischen Exon 31-41 wurde mit einem A und einer fortlaufenden Nummer gekennzeichnet. Die
untersuchten Klone aus dem Screening der KMT2D-Deletion von Exon 31 bis 48 erhielten das
alphabetische Kiirzel B. Die untersuchten Klone der Versuchsreihe mit der induzierten Mutation
in BRD4 wurden mit dem Kiirzel E gekennzeichnet. Da die Deletionen in den Kandidatengenen
grof3ere genomische Regionen umfasste, erfolgten die PCR-basierten Screeningverfahren unter der
Verwendung von insgesamt drei Primersets. Ein Primerset bindet dabei um die Region der
Deletion, wobei nur im Fall einer induzierten Deletion ein PCR-Produkt amplifiziert wird. Bei den
anderen beiden Primersets bindet jeweils ein Primer in der Deletionsregion wihrend der andere
Primer stromabwirts bzw. -aufwirts um den Bereich der Zielregion bindet, sodass nur ein PCR-
Produkt bei einem unverinderten Wildtyp amplifiziert wird. In der Abbildung 3.8 wird zur
Veranschaulichung ein Schema fiir das Screeningverfahren der KMT2D-Mutanten mit einer
Mutation von Exon 31-41 dargestellt. Im Falle eines positiven Klons wurde eine Bande auf der
Héhe von 430 bp erwartet (siehe Abbildung 3.9). Pro Screening wurde zusitzlich eine Positiv-,
Negativ- und eine Deletionskontrolle durchgeftihrt. Als Positivkontrolle diente ein Primerpaar,
dass tiber einen der Bereiche band, in dem die Mutation induziert werden sollte. Bei KMT2D diente
als Positivkontrolle HCC827-DNA. Um Kontaminationen in der PCR auszuschlieBen diente als
Negativkontrolle ein Ansatz ohne DNA. Als eine weitere Negativkontrolle diente eine sogenannte
Deletionskontrolle, bei der die Wildtyp-DNA mit den Deletionsprimern getestet wurde, um
unerwinschte PCR-Produkte und Hintergrundreaktionen auszuschlieBen. Insgesamt wurden in
der Versuchsreihe A 98 Klone getestet, von denen ein Klon mit der erstrebten Mutation ermittelt
wurde. Prozentual entspricht dies einer Ausbeute von 1% der Gesamtanzahl der untersuchten

Klone, die eine CRISPR CAS9 induzierte Mutation tragen.

Promotor

1 2345678 9 10 11 121314 15-18 19 20-23 24-27

430 bp
FW RV
é b
KMT2D *
Exon 31 Exon 41
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Abb.3.8: Selektion von Klonen mit einer Mutation zwischen Exon 31 bis 41. Die Primer binden um den Bereich der
induzierten Deletionsregion, sodass im Falle einer Deletion im PCR-basierten Screeningverfahren eine Bande bei 430
bp amplifiziert wird. Legende: FW: Forward-Primer, RV: Reverse-Primer.

5 .6 .7 DK 8 9 10 11 12 13 14 PK 15 16 17 18 19 20 21 NK

ladder
1kb 100bp

laddes
100bp 1kb

Klon A67 A68 A69 A70 A71 A72 A73 A74 A75 A76 A77 A78 A79 A80 AS1 A82 A8B3A84 ABS5AS86 A87

ladder

100 bp ladder

100 bp
1000 bp

joaE 1000 bp 1000 bp

500 bp

500 bp 500 bp 500 bp

O
100 bp 100 bp

Abb.3.9: Gelbild des Screeningverfahrens der Versuchsreihe A-Deletion in KMT2D im Bereich von Exon 31-41. Der
Klon A76 weist eine erkennbar starke Bande auf der erwarteten Héhe von 430 bp auf (roter Pfeil). Legende: In den
Bahnen 1-21 werden die Klone A67-A87 analysiert. DK: Deletionskontrolle; Kontrolle der Deletionsprimer mit 10 ng
genomischer HCC827-DNA; PK: Positivkontrolle mit 10 ng HCC827-DNA; NK: Negativkontrolle;
Kontaminationskontrolle ohne genomische DNA.

Bei der Versuchsreihe B, in der nach der erfolgten Einfiihrung der Mutation ein Verlust der SET-
Domine von KMT2D erfolgt, wurden insgesamt 49 Klone Gberprift, von denen insgesamt drei
Klone die induzierte Deletion zwischen Exon 31-48 aufwiesen, was einem prozentualen Anteil von
insgesamt 6 % entspricht. In der Abbildung 3.10 zeigt das Schema der verwendeten
Screeningprimer, dass zur Detektion der Deletion ein PCR-Produkt auf der Hohe von 1500 bp
visualisiert werden kann. In der darunter befindlichen Abbildung 3.11 werden die positiv

identifizierten Klone der Testreihe B dargestellt.
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Promotor
123456789 10 11 21314 15-18 19 20-25 24-27 282930 31 3234  35-38 39 4041424345 4647 48] 950 51 5253 54

1500 bp
FW RV
—_— —
KMT2D ﬁ'ﬁlﬁ
Exon 31 Exon 48

Abb.3.10: Selektion von Klonen der Versuchsreihe B- Deletion in KMT2D im Bereich von Exon 31-48. Im Fall eines
positiven Klons wird eine Bande in der PCR bei 1500 bp erwartet. Legende: FW: Forward-Primer, RV: Reverse-Primer.

Klon B6 B11 B37

ladder
1kb 100bp

ladder
100 bp

Abb.3.11: Gelbild des Screeningverfahrens der KMT2D-Klone der Testreihe B. Im Gelbild zeigen die Klone B6, B11
und B37 ecine Bande von 1500 bp. Legende: PK: Positivkontrolle mit 10 ng genomischer HCC827-DNA; NK:
Negativkontrolle; Kontaminationskontrolle ohne genomische DNA.

Bei der Analyse von positiven Klonen mit einer Mutation im Kandidatengen BRD4, konnte in den
Screeningverfahren eine PCR-Bande bei 318 bp visualisiert werden. Das Schema der verwendeten
Selektionsprimer ist in der Abbildung 3.12 vereinfacht dargestellt. Wie zuvor beschrieben, wurden
die Screeningverfahren mit der Q5-Polymerase durchgefihrt und jeweils eine Negativ-, eine
Deletions- als auch eine Positivkontrolle verwendet. Bei der Positivkontrolle wurde Wi38-DNA
eingesetzt. Das Screening umfasste insgesamt 167 Klone, von denen 50 Klone die erwiinschte
Mutation aufwiesen. Die Ausbeute von den positiv ermittelten Klonen entspricht damit 30 %. In

der Abbildung 3.13 werden exemplarisch die untersuchten BRD4-Klone E106-126 dargestellt.
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BRD4
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318 bp
FW RV
— G
BRD4 ﬁ
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Abb.3.12: Analyse der Zielregion im Kandidatengen BRD4. Beim Screening von Klonen der Versuchsreihe E erfolgt
bei einer erfolgreichen Deletion zwischen Exon 1- 20 ein PCR-Produkt auf der Héhe von 318 bp.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 DK PK NK

ladder . ladder
1kb 100bp 100bp 1kb
- -
e
Emon E106 E108 E110 E112 En4 E16 Eus E120 E122 E124 E126 st
Klon E107 E109 Eim1 Eun3 Eus En7 En9 E121 E123  E125 e
- ;
-

-

- LR
g Fanwe Ses = - =
-

Abb.3.13: Gelbild des Screeningverfahrens zur CRISPR CAS9 ecingefithrten Deletion in BRD4. Legende: In den
Bahnen 1-21 werden die Klone E106-E126 dargestellt. DK: Deletionskontrolle mit 10 ng genomischer Wi38- DNA;
PK: Positivkontrolle mit 10 ng Wi38-DNA; NK: Negativkontrolle; Kontaminationskontrolle ohne genomische DNA.

Um den Mutationsstatus der positiv identifizierten Klone genotypisch als mono- oder biallelisch
definieren zu kénnen, wurden wie zuvor beschrieben fir die Analysen insgesamt drei Primersets
designt. Neben dem Primerset zur Identifizierung der Deletion, wurden die beiden zusitzlichen
Primersets fir die Bestimmung des Genotyps genutzt. Da bei diesen beiden Primersets jeweils ein
Primer in der Deletionsregion bindet, der andere im Bereich um die Deletionsregion, kénnen in
einer PCR-Analyse heterozygote Klone durch zusitzliche PCR-Banden identifiziert werden. Fur

die Analyse wurden neben einer zuvor beschriebenen Deletionskontrolle und Negativkontrolle,
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zwei Positivkontrollen mit den Primersets P2 und P3 unter Verwendung von HCC827- DNA
durchgefiihrt. In der Abbildung 3.14 wird eine Ubersicht der verwendeten Primer fiir die
Versuchsreihe A dargestellt. Wie in der Abbildung 3.15 deutlich zu erkennen ist, kann im Fall einer
heterozygoten Mutation fiir jedes Primerpaar eine Bande in der PCR nachgewiesen werden. Somit

kann in der Mutationsanalyse fiir den Klon A76 ein heterozygoter Genotyp festgestellt werden.

P2 P3
o —

FW lRV FW lRV

KMT2D ﬁlﬁlﬁ P2= 521 bp

P3= 660 bp

Exon 31 Exon 41
P1

Abb.3.14: Ubersicht der Primersets fiir die Mutationsanalyse in der Versuchsreihe A. Im Falle eines homozygoten
Klons wire nur eine Bande vom Primerset P1 in der PCR zu erwarten, das um den Bereich der Deletion bindet. Bei
einem heterozygoten Mutationsstatus konnen zusitzliche Primer im Bereich der Deletionsregion binden, wodurch in
der PCR zwei weitere Banden detektiert werden kénnen.

v  laddes,
100bp 1kb

1000 bp

500 bp

100 bp

Abb.3.15: Analyse des Mutationsstatus bei KMT2D-Klonen der Versuchsreihe A. Im Gelbild kann beim Klon A76
neben dem PCR-Produkt der Deletionsprimer (P1=430 bp), zusitzliche Banden in der Region von Exon 31 bei 521
bp (Primerset P2) als auch Exon 41 bei 660 bp (Primerset P3) visualisiert werden. Der Klon A76 weist demnach eine
heterozygote Mutation auf. Legende: DK: Deletionskontrolle mit 10 ng genomischer HCC827-DNA, PKI:
Positivkontrolle mit Primerset P2, PKII: Positivkontrolle mit Primerset P3, NK: Negativkontrolle;
Kontaminationskontrolle ohne genomische DNA.

Auf Grundlage des Schemas der verwendeten Primersets in Abbildung 3.16, weisen die Klone aus

der Versuchsreihe B ebenfalls eine heterozygote Mutation auf (siche Abbildung 3.17). Neben der
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Deletionsbande, kénnen in der PCR auch in der Region des Primerpaares um Exon 31 als auch

beim Primerset, dass in der Region von Exon 48 lokalisiert ist, Banden visualisiert werden.

P2 P3
i b
FW RV FW RV
> <€ > <€ P1= 1500 bp
KMT2D ﬁﬁlﬁ P2= 521 bp
P3= 1500 bp
Exon 31 Exon 48
P1

Abb.3.16: Schema Primersets zur Mutationsanalyse in der Versuchsreihe B. Neben dem Primerpaar zur Analyse der
Zielregion, binden zusitzliche Primerpaare in der Region um Exon 31 (Primerpaar P2) als auch Exon 48 (Primerpaar
P3).

Abb.3.17: Analyse des Genotyps der KMT2D-Mutanten der Versuchsreihe B mit der Deletion von Exon 31 bis Exon
48. Fur die Klone B6 und B11 konnte ein monoallelischer Mutationsstatus identifiziert werden. Legende: DK:
Deletionskontrolle mit 10 ng genomischer HCC827-DNA, PKI: Positivkontrolle mit Primerset P2, PKII:
Positivkontrolle mit Primerset P3, NK: Negativkontrolle; Kontaminationskontrolle ohne genomische DNA.

Im Fall der BRD4-positiven Klone, wurde der Mutationsstatus mit den im Schema der Abbildung
3.18 dargestellten Primer analysiert. Fiir 46 der insgesamt 50 getesteten BRD4-Mutanten konnte
ein heterozygoter Genotyp festgestellt werden. Bei den anderen vier Klonen konnte die Deletion
nicht bestitigt werden. In der Abbildung 3.19 werden exemplarisch fiir die gesamte Analyse die
Klone E82-E92 dargestellt.
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P2 P3
— i
FW . - RV FW RV

- I N . I . P1= 318 bp
BRD4 P2= 400 bp
P3= 553 bp

Exon 1 Exon 20

P1

Abb.3.18: Ubersicht Primersets zur Uberpriifung einer mono-oder biallelischen Mutation bei Klonen der
Versuchsreihe E. Im Falle einer monoallelischen Mutation kénnen in der PCR zusitzlich Banden bei 400 bp
(Primerpaar P2) und 553 bp (Primerpaar P3) visualisiert werden.
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| | | ol | |
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Abb.3.19: Ermittlung des Mutationstatus der CRISPR CAS9 Klone in der Versuchsreihe E mit einer Deletion des
gesamten BRD4-Gens. Exemplarisch fiir die gesamte Analyse konnte fir die hier aufgefithrten Klone E87, E89 und
E92 ein heterozygoter Genotyp ermittelt werden. Fir die anderen analysierten Klone konnte die zuvor ermittelte
Deletion nicht bestitigt werden. Legende: DK: Deletionskontrolle mit 10 ng genomischer Wi38- DNA, PKI:
Positivkontrolle mit Primerset P2, PKII: Positivkontrolle mit Primerset P3, NK: Negativkontrolle;
Kontaminationskontrolle ohne genomische DNA.

3.1.5 Validierung der generierten Mutationen mittels Sanger-Sequenzierung

Nach der Analyse des Mutationsstatus mittels PCR erfolgte die Sanger-Sequenzierung der positiv
getesteten Klone. In der Abbildung 3.20 wird exemplarisch anhand der BRD4-CRISPR-Mutante
E87 das Ergebnis der Sequenzierung mit der Wildtypform von BRD4 im UCSC Browser dargestellt.
Die Sanger-Sequenzierungen der analysierten KMT2D-Mutanten als auch der BRD4-Mutante E114
sind dem Anhang E zu entnehmen. Neben dieser Analyse wurde im Elektropherogramm des

sequenzierten Klons der Deletionspunkt ermittelt, d.h. der Bereich an der die Bindung der sgRNAs
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erfolgte und der CRISPR CAS9 Komplex die Doppelstrangbriiche eingefiihrt hat (sieche Abbildung
3.20). So konnte auf die Base genau festgestellt werden, ob die Mutation die fir den NHE]-
Reparatursignalweg typischen Indels aufwies. Weder bei der Analyse der BRD4-Klone noch bei

den KMT2D-Mutanten wurden an der Stelle der induzierten Mutationen Indels lokalisiert.

chr19:15,338,163-15,401,879 63,717 bp. | enter position, gene symbol or search terms ‘
||:!’|I"19 (p13.12)
scale 28 Kbf ] ha1s
chr19: | 15,358, 08| 15,368, 800| 15,370, 008| 15,380, 00| 15,399, a0l
- — > 2 Your Seguence from Blat Search
BRD4-Klon ES87 — ES7_KO }

S UCSC Genes (RefSeq, GenBank, CCDS, Rfam, tRNAs & Comparative Genomics)
BRD4WT 8RO+ mu-HH ¥ e Jr oy
EFFAS Qi BRO4 mu— HH

BRO4 mfi—-
ERD4 |

sgRNA E20
A

" 10 o«
FACGAGCAAGTGCCGOGC TGG A AAGCCCTGCATY

Abb. 3.20: Validierung der generierten Mutation im BRD4-Klon E87. Oben: Vergleich der Ursprungsform des
Kandidatengens BRD4 (griner Pfeil) mit der BRD4-CRISPR-Mutante E87 (blauer Pfeil) in BLAT des UCSC Browsers.
Bei der Mutante E87 ist die induzierte Deletion zwischen Exon 1 und Exon 20 deutlich zu erkennen. Unten:
Elektropherogramm der Sequenzierung des BRD4-Klons E87. Im dargestellten Elektropherogramm wurde die
Position markiert, an der die Deletion mit dem CRISPR CAS9-Komplex erfolgte (Deletionspunkt). Das blaue Quadrat
markiert die PAM-Domine der sgRNA von Exon 1. Nach drei Nukleotiden erfolgt der Schnitt von sgRNA E1. Die
nachfolgende gelbmarkierte Sequenz zeigt den Bereich, in dem die sgRNA E20 in Exon 20 bindet.

3.2 Expressionsanalyse von KMT2D und BRD4 in CRISPR CAS9

modifizierte Zelllinien

Nach der Etablierung der stabilen Zelllinien mit spezifisch eingefithrten Mutationen in die
Kandidatengene KMT2D und BRD4 erfolgte zunichst die Untersuchung ob diese mit einer

Verinderung in der Expression im Vergleich zu den jeweiligen Parental-Zelllinien einhergehen.
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3.2.1 Expressionsanalyse in KMT2D-Mutanten

Die KMT2D-Expression in den KMT2D-Mutanten A76 und B6 wurde mittels q-PCR-und
Western Blot Analysen mit der Expression der Parental-Zelllinie verglichen. Unterschiede zum
Wildtypen sind bei beiden Mutanten durch eine signifikante Herunterregulation in der RNA-
Expression festzustellen (Abbildung 3.21A; t-Test aus drei unabhingigen Experimenten im
Triplikat, zweiseitig gepaart; p<0,001). Die Proteinexpression ist im Vergleich zur Parental-Zelllinie
HCCB827 in den KMT2D-Mutanten deutlich verringert (Abbildung 3.21 B). Aufgrund der Grof3e
des KMT2D-Proteins von 564 kDa wurde zur Normalisierung der Proteinexpression der Spleif3-
Faktor Aquarius verwendet. Eine Quantifizierung von zwei unabhingigen Experimenten ergab
eine um 37 % (Mutante A76) bzw. um 42 % (Mutante B6) verminderte KMT2D-Proteinexpression
(Abbildung 3.21 C; t-Test aus zwei unabhingigen Versuchen, n.s.).
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Abb. 3.21: Untersuchung der KMT2D-Expression in den KMT2D-Mutanten A76 und B6 in Relation zur HCC827-
Parental-Zellinie. A: RNA-Expression. In beiden KMT2D-Mutanten kann im Vergleich zum Wildtyp eine signifikant
verringerte Expression in KMT2D festgestellt werden (t-Test aus drei unabhingigen Experimenten im Triplikat;
zweiseitig gepaart; p<0,001). In der Grafik werden die Mittelwerte dargestellt. B: Proteinexpression. In beiden
Mutanten ist eine reduzierte KMT2D-Expression festzustellen. Die Mutante A76 weist eine auf 33 % verminderte
Expression im Vergleich zum Expressionslevel des KMT2D-Wildtyps auf. Bei der Mutante B6 ist das
Expressionsniveau bis auf 26 % verringert. Reprisentatives Ergebnis von insgesamt drei unabhingig durchgefithrten
Experimenten. C: Relative Quantifizierung der Proteinexpression in %. Die Mutante A76 zeigt eine auf 37 % reduzierte
KMT2D-Expression, wihrend das Expressionsniveau bei der Mutante B6 auf 42 % verringert ist (t-Test aus zwei
unabhingigen Versuchen, zweiseitig gepaart, n.s.).

3.2.2 Expressionsanalyse in BRD4Mutanten

Zur Ermittlung ob eine monoallelische Deletion von BRD4 in den Mutanten E87 und E114, die
die gleiche Deletion in BRD4 aufweisen, zu Expressionsunterschieden im Vergleich zur Parental-
Zelllinie Wi38 fiihrt, wurde zunichst die RNA-Expression ermittelt. Diese ist in den BRD4-

Mutanten signifikant verringert (Abbildung 3.22 A; t-Test aus drei unabhingigen Experimenten im
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Triplikat, zweiseitig gepaart; p<0,001). Dieses Ergebnis spiegelt sich in der Analyse der
Proteinexpression wider, bei der eine Repression des Proteinlevels in den BRD<-Mutanten
beobachtet wurde (Abbildung 3.22 B). In der relativen Quantifizierung der Proteinexpression kann
fir die BRD4-Mutante E87 ein auf 47 % herunterreguliertes Expressionsniveau bestimmt werden,
wihrend die BRD4-Mutante E114 eine auf 34 % dezimierte Expression aufweist (Abbildung 3.22

C; t-Test aus zwei unabhingigen Experimenten, zweiseitig gepaart, n.s.).

A B 73 < C
sk 4;0-0 Y
= %o & &
) IS §
< *kK AN & & o e
1.2 & S S 8 = 150
2 8 il i L
S L & 9 8.8 120
— N L 7 og
£ 08 = Q 2 53
2 - £2 9%
S 0,6 252
2 04 ) 152 kDa BRD4 £ & 60
g } [S3>-§
& 0.2 l 5 a 30
Ra =
0 A\ 55 1Da e g g— o Thiblin. 22 e} o N B3
> A b3 &
& f(e‘c rel. \n:b F
B QQJ s, 100% 17% 25% &L o .94
& & Quantifizierung & g
> . X
Sl in % S &
L I o &
%
) Q%' S

Abb. 3.22: Expressionsanalyse der BRD4-Mutanten E87 und E114. A: q-PCR-Analyse. Im Vergleich zur Parental-
Zelllinie Wi38 kann bei den BRD4-Mutanten eine signifikant verminderte Expression ermittelt werden (t-Test aus drei
unabhingigen Experimenten im Triplikat; zweiseitig gepaart, p<0,001). In der Grafik werden Mittelwerte dargestellt.
B: Western Blot Analyse. Fir die BRD4-Mutanten kann eine reduzierte Proteinexpression gegeniiber der Parental-
Zelllinie ermittelt werden. Reprisentatives Ergebnis von insgesamt zwei unabhingig durchgefithrten Experimenten.
C: Analyse der relativen Quantifizierung in %. Die relative Proteinexpression ist bei der Mutante E87 um 47 %
gegentiber der Expression der Parental-Zelllinie vermindert. Bei der BRD4-Mutante E114 ist die Expression bis auf
34 % reduziert (t-Test aus zwei unabhingigen Versuchen, zweiseitig gepaart, n.s.).

3.3 Zellwachstum und Morphologie

3.3.1 Ermittlung von Unterschieden in der Morphologie bei Zelllinien mit monoallelischer

Deletion

Um die Ausprigung der induzierten Deletionen und deren Einfluss in unterschiedlichen
zellphysiologischen Prozessen niher definieren zu kénnen, wurde die Morphologie der CRISPR
CAS9-Mutanten untersucht. In der Abbildung 3.23 werden morphologische Unterschiede der
KMT2D-Mutanten mit der Parental-Zelllinie HCC827 dargestellt. Wihrend die Induktion einer
verkirzten Form in der KMT2D-Mutante A76 zu einer sehr starken morphologischen Verinderung

fuhrt, sind bei der KMT2D-Mutante B6 keine offensichtlichen Unterschiede feststellbar. Die
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typische Formierung des Zellverbandes ist bei der Mutante A76 fast nahezu véllig aufgehoben
(Abbildung 3.23 oberste Reihe). Anstatt eines planen, kompakten Zellverbandes, erfolgt das
Wachstum der Zellen diffus in unterschiedlichen Ebenen, so dass die Zellen spindelférmig
langezogen und zugespitzt in ihrer Zellform in lockeren Zellaggregaten mit einander vernetzt sind
(Abbildung 3.23 20fache VergroBerung von A76 im Vergleich zu HCC827). Die urspringliche
abgerundete Zellform der Parental-Zelllinie ist bei der Mutante A76 nicht mehr erkennbar. Bei der
KMT2D-Mutante B6, bei der durch die Deletion nur noch ein Allel funktionsfihig ist, sind die
morphologischen Unterschiede nicht stark ausgeprigt. Zwar ist der Zellverband beim Vergleich
der 5- und 10fache VergroBerung derart kompakt strukturiert wie bei der Parental-Zelllinie und die
Zellform nach wie vor abgerundet, dennoch wurde im Vergleich der 20fach Vergréflerungen in

der Mutante B6 eine erhéhte Anzahl vergroferter Zellen im Zellverband beobachtet.

Zelllinie Wildtyp Mutante A76 Mutante B6

Vergroferung

10 x

Abb. 3.23: Vergleich der Morphologie zwischen der Parental-Zelllinie HCC827 und den KMT2D-Mutanten A76 und
B6. Wihrend die Mutante B6 eine erhohte Anreicherung von vergroerten Zellen aufweist (20fache VergroBerung)
und sich morphologisch wenig von den parentalen Zellen unterscheidet (5fache VergroBerung), zeigt die Mutante A76
eine grundlegende Veridnderung in der Morphologie als auch in der Organisation des Zellverbandes. Die Aufnahmen
wurden mit dem Lichtmikroskop 72 h nach der Aussaat der Zellen bei einer 5-, 10- und 20- fachen VergroBerung
aufgenommen.
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Im Gegensatz dazu weisen die BRD4-Mutanten beim Vergleich der Zellmorphologie keinen
Unterschied zur Parental-Zelllinie Wi38 auf (Abbildung 3.24). Weder in der Zellform noch in der
Struktur des Zellverbandes koénnen Verdnderungen nach der Induktion der BRD<4-Mutation

festgestellt werden.

Zelllinte Wildtyp Mutante E87 Mutante E114

Vergroferung

10x

Abb. 3.24: Untersuchung der Morphologie der BRD4-Mutanten im Vergleich zur Parental-Zelllinie Wi38 72 h nach
der Aussaat der Zellen. Weder in der Form der Zellen noch in der Strukturierung des Zellverbandes kénnen
Unterschiede in der Morphologie der BRD4-Mutanten gegeniiber der Parental-Zelllinie Wi38 festgestellt werden.

3.3.2 Untersuchung der Zellproliferation bei KMTZD-Mutationen

In weiterfolgenden Experimenten erfolgte die Untersuchung von Unterschieden im Zellwachstum
in den KMT2D-mutierten Zelllinien. Der Versuchsaufbau gestaltete sich in der Form, dass nach
der Aussaat die Zellzahl durch eine Neubauer Zihlkammer und zeitlich parallel mit einem
automatisierten Zihlgerit (Casy von Roche) ermittelt wurde. Die Messung ersteckte sich tiber einen
Zeitraum von insgesamt 72 h, wobei nach jeweils 24 h die Zellzahl in Duplikaten bestimmt wurde.
Die Experimente wurden insgesamt im Quadruplikat durchgefiihrt. In der Abbildung 3.25 werden
die Unterschiede in der Zellproliferation nach der Ermittlung der Zellzahl mit einem
automatisierten Zellcounter und einer Neubauer Ziahlkammer zwischen den KMT2D-Mutanten

und der Parental-Zelllinie HCCB827 dargestellt. Beide KMT2D-Mutanten weisen in einer
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Zeitspanne von 72 h unabhingig von der angewandten Messmethode im Vergleich zur Parental-

Zelllinie HCCB827 ein signifikant dezimierteres Wachstum auf (2-weg ANOVA; p<0,001).

400000
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Totale Zellanzahl pro Well
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0 24h 48 h 72 h

=9=HCCS827_ Casy «=ll=A76_Casy «afe=BG6_Casy =9=HCCS27_ZK =llil=A76_ZK =f=B6_ZK

Abb. 3.25: Untersuchung der Zellproliferation in den KMT2D-Mutanten. Der Vergleich des Zellwachstums erfolgt
iber einen Zeitraum von insgesamt 72 h. Nach jeweils 24 h wurde die Zellzahl mit dem Casy-Zellcounter (Casy) oder
der Neubauerzihlkammer (ZK) ermittelt. Dargestellt ist ein reprisentatives Ergebnis von insgesamt vier
durchgefithrten Experimenten. Die KMT2D-Mutanten wachsen gegentiber der Ursprungszelllinie HCC827 signifikant
langsamer (2-weg ANOVA; p<0,001). Legende: blaue Rauten: Parental-Zelllinie HCC827, rote Quadrate: KMT2D-
Mutante A76, blaugriine Rechtecke: KMT2D-Mutante B6.

Betrachtet man das Zellwachstum der Versuchsgruppen nach 24 h, 48 h und 72 h prozentual,
werden bereits nach 24 h Proliferationsunterschiede der Mutanten-Zelllinien gegeniiber der
Parental-Zelllinie deutlich (Abbildung 3.26; t-Test aus vier unabhingigen Experimenten; zweiseitig
gepaart, p<0,05). Die Unterschiede im Wachstumsverhalten fihren nach 72 h zu einer um die
Hilfte verminderten Proliferation der KMT2D-Mutanten (t-Test aus vier unabhingigen
Experimenten; zweiseitig gepaart, 72 h: A76: p<0,001; B6: p<0,01). In der Abbildung 3.26 werden
die Proliferationsunterschiede der Versuchsreihe mit der automatisierten Zihlmethode dargestellt.

Unter Anhang F werden die Daten der Neubauer Zihlkammer aufgefiihrt.
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Abb. 3.26: Vergleich der Zellproliferation in %. Die Proliferation der Zellen wurde nach einem Zeitraum von 24 h, 48
h und 72 h mit einem Zellcounter ermittelt und zwischen den untersuchten Zelllinien verglichen. In der Grafik wird
die Zellproliferation in Relation zur Parental-Zelllinie HCC827 nach 24 h, 48 h und 72 h in % dargestellt. Es wurden
insgesamt vier unabhingige Experimente durchgefithrt. Nach einer Dauer von 72 h ist die Proliferation der KMT2D-
Mutanten bei A76 auf 62 % und bei B6 um 50 % signifikant vermindert (t-Test aus vier unabhingig durchgefiihrten
Experimenten, zweiseitig gepaart, A76: p<0,001, B6: p<0,01).

3.4 Signalweg-Analysen

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden H3K4me3-ChIP-Seq-Analysen von den Parental-
Zelllinien HCC827 und Wi38 als auch mit der Adenokarzinom-Zelllinie A549 durchgefithrt, um in
nachfolgenden in  silico-Analysen Uberreprisentierte  Signalwege zu identifizieren. In
weiterfiihrenden Experimenten sollten diese Signalwege in den CRISPR CAS9-Mutanten
eingehender betrachtet werden. Insgesamt wurden die Datensitze von zwei unterschiedlichen
ChIP-Seqs untersucht, wobei in einer ChIP-Seq-Analyse die differenzielle Methylierung von
H3K4me3 zwischen den Adenokarzinom-Zelllinien HCC827 und A549 betrachtet wurde. In der
zweiten ChIP-Seq erfolgten Untersuchungen in Bezug auf Verdnderungen der H3K4me3-
Methylierung von Wi38-Zellen gegentiber einem Wasserstoffperoxid-gestressten Zustand nach
einer Regenerationszeit von 24 h. Unterschiedliche Signalweg-Analyse-Programme bieten die
Mboglichkeit bei groflen Datensitzen wie die eben erwidhnten ChIP- oder beispielsweise RNA-Seqs
einen umfassenden Uberblick iiber Verbindungen als auch der Anreicherung bestimmter

Signalwege zu erlangen. In den Analysen wurden Gene mit unterschiedlichen H3K4me3-Level
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identifiziert und in den Signalweg-Analysen eingesetzt. Mit Hilfe der ConsensusPathDB Online-
Software wurden Nachbarschafts-basierte Analysen, GO-Analysen als auch Signalweg-
Datenbanken basierte Analysen fur die jeweilige ChIP-Seq durchgefiihrt. Durch die Verknipfung
der aus den ChIP-Seq-Analysen generierten differenziellen Genlisten ist es auf diese Weise moglich
Signalwege zu identifizieren, die beispielsweise im Bereich der molekularen Funktion, zelluliren
Komponenten oder in biologischen Prozessen signifikant angereicht sind. Aus dem generierten
Datenset der Wi38-ChIP-Seq konnten insgesamt 14696 Gene (61,4 %) in ConsensusPathDB
eindeutig zugeordnet werden. Im Vergleich zur HCC827 vs. A549 ChIP-Seq wurden von insgesamt
59,7 % der Gene aus der Eingabeliste (22278 Gene) zugeordnet. Bei der Analyse von Signalweg-
basierten Datensets erfolgte ein Abgleich auf Basis von Signalwegen aus insgesamt 13 Datenbanken
bei einem Grenzwert des p-Wertes von 0,001 und unter der Betrachtung einer Uberschneidung
von mindestens 5 Genen aus der Eingabeliste, wodurch 277 angereicherte Signalwege in der Wi38-
ChIP-Seq identifiziert wurden. Bei der Analyse betrug das Minimum der identifizierten Gene 7255
(49,4 %) in einem Signalweg, wobei das Maximum in einem Signalweg bei 112872 Genen lag. Bei
jedem Datenset erfolgt die Berechnung des p-Wertes anhand eines hypergeometrischen Tests, der
auf den Abgleich der Anzahl der gleichen physikalischen Objekte in den Gensets basiert
(Eingangsliste im Vergleich der Gene aus den 13 Datenbanken). Es konnte eine Anreicherung in
Signalwegen identifiziert werden, die beim Prozess des mRNA-SpleiBlens, der zelluliren
Stressreaktion und dem EGFR-Signalweg eine Rolle spielen (siche Tabelle 3.2.; Visualisierung der
Signalwege unter Anhang G).

Tabelle 3.2. Anreicherung der Signalwege der Wi38 vs. Wi38 H,O»-gestressten ChIP-Seq in ConsensusPathDB.

Signalweg p-Wert Quelle des Signalwegs
RNA-Metabolismus 2,330E-29 Reactome
Translation 1,890E-17 Reactome
Verarbeitung von verkappter Intron-

enthaltenderg Pré—mRst F 2,010E-15 Reactome
mRNA-Spleif3en 3,030E-15 Reactome
mRNA-Spleif3en - Hauptsignalweg 4,780E-15 Reactome
EGFR1-Signalweg 1,160E-14 NetPath
mRNA-Prozessierung 7,820E-13 Wikipathways
Zellulire Reaktionen auf dullere Reize 9,910E-09 Reactome
Regulation der Transkription durch TP53 1,710E-08 Reactome
mRNA-Uberwachungssignalweg 3,110E-08 KEGG
EGF-EGFR-Signalweg 5,850E-08 Wikipathways
Spliceosom 7,120E-08 KEGG
Posttranslationale Proteinmodifikation 7,470E-08 Reactome
Zellulire Antwort auf Hitzestress 7,660E-07 Reactome
Zellulire Reaktionen auf Stress 9,270E-07 Reactome
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Auf Grundlage dieser Ergebnisse wurden fur die Wi38 vs. Wi38 HyO;-gestressten ChIP-Seq
weitere Untersuchungen in GREAT durchgeftihrt. Von der Wi38 vs. Wi38 H,O»-gestressten ChIP-
Seq koénnen von 18041 Genen aus der Eingabeliste insgesamt 77 % (13924 Gene) in MSigDB
eindeutig zugeordnet werden, von denen 45 % (8117 Gene) mit einem GO-Term assoziiert wurden
(FDR, p-Wert<0,01). Das Ergebnis aus der ConsensuPathDB-Analyse mit einer signifikanten
Anreicherung von am Spleilprozess (p-Wert= 1,7730E-27) involvierten Signalwegen, kann
ebenfalls in den identifizierten Signalwegen der MSigDB-Analyse festgestellt werden (Abbildung
3.27).

MSigDB Signalweg
-log10 (binomialer p-Wert)
0 5 10 15 20 25 30 35
Gene, die am mRNA-SpleiBen beteiligt sind [ NG 35.76
Spliccosom IG5 122
Gene, dic an der Prozessicrung intronhaltigen pra-mRNA nach dem "Capping" beteiligt sind . 51.09
Gene, die an der Spaltung des wachsenden Transkripts in der Terminationsregion beteiligt sind I 1328
Gene, die an der 3'-Ende-Prozessierung beteiligt sind I 1190

Abb.3.27: MSigDB Signalweg-Analyse. Die Analyse resultiert in einer signifikanten Anreicherung unterschiedlicher
Splei3-Signalwege.

Wie zuvor bei der Wi38-ChIP-Seq konnte mit CosenusPathDB bei der Analyse der
tberreprisentierten Signalwege in der HCC827 vs. A549 ChIP-Seq insbesondere eine
Anreicherung in den Signalwegen der Genexpression, des Spleif3ens, der zelluliren Stressantwort
und dem EGFR-Signalweg festgestellt werden (Abbildung 3.28, Ubersicht der Signalwege in der
Tabelle unter Anhang H). Des Weiteren wurden Anreicherungen in Signalwegen ermittelt, die in
Prozessen der epigenetischen Modifikationen involviert sind. Als Parameter wurden, wie zuvor bei
der Wi38 ChIP-Seq, eine Uberlappung von mindestens 5 Genen aus der Eingabeliste und ein
Grenzwert des p-Wertes bei 0,001 gewihlt. Von 22277 eindeutig zugeordneten Genen erfolgte eine
Anreicherung in 360 Signalweg-basierten Datensets. 46,6 % der Gene aus der Eingabeliste konnten
in mindestens einem Signalweg determiniert werden. Die absolute Anzahl der identifizierten Gene

betrug hierbei in mindestens einem Signalweg 12872.
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Abb.3.28: Analyse der angereicherten Signalwege. Betrachtet wird in der Analyse die generierte Genliste der ChIP-Seq-
Analyse der differenziellen H3K4me3-Methylierung der Adenokarzinom-Zelllinien HCC827 im Vergleich zu der
Zelllinie A549. Bei insgesamt 360 identifizierten Signalwegen sind insbesondere Signalwege zur epigenetischen
Modifikationen (gelb markiert), Stressantwort (griin markiert) und dem Spleilen (violett markiert) involviert. Des
Weiteren ist der EGFR-Signalweg (pink markiert) angereichert. Legende: Die GroBle der Knotenpunkte spiegelt die
Anzahl der involvierten Gene wider, wobei der Farbcode die Signifikanz des p-Wertes darstellt. Die Linienstirke
zwischen den verkniipften Knotenpunkten zeigt den prozentualen Anteil der Gene, die in den detektieren Signalwegen
kongruent sind. Die Farbintensitdt der Linien verweist auf die Anzahl der Gene aus der Eingangsliste, die in den
jeweiligen Signalwegen vertreten sind.

Die Analyse zur Determinierung von angereicherten Signalwegen, die einer spezifischen GO-
Annotation zugeordnet werden koénnen ist im Anhang H aufgefithrt. Es konnten zusitzliche
Signalwege mit einer sehr starken Anreicherung identifiziert werden, die bei epigenetischen
Prozessen wie z.B. dem Proteinmodifikationsprozess (p-Wert: 3,230E-47), der Transferase-
Aktivitit (p-Wert: 8,790E-43) oder der Histonmodifikation (p-Wert: 3,530E-08) beteiligt sind
(Tabelle 3.3.). Insgesamt konnten 1717 Anreicherungen in GO-basierten Gensets identifiziert

werden (p-Wert <0,01).
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Tabelle 3.3. Ubersicht der Anreicherung in Signalwegen nach der GO-Analyse in ConsensusPathDB.

Kategorie und

GO-Begriff Level p-Wert

GO: 0010467 Genexpression BP 4 1,820E-66
GO: 0016070 RNA-Stoffwechselprozess BP 5 2,250E-62
GO: 0010468 Regulation der Genexpression BP 5 3,600E-51
GO: 0051252 Regulierung des RNA-Stoffwechselprozesses BP 5 1,300E-49
GO: 0036211 Proteinmodifikationsprozess BP 4 3,230E-47
GO: 0016740 Transferase-Aktivitit MF 2 8,790E-43
GO: 0019538 Proteinstoffwechselprozess BP3 1,880E-40
GO: 0033554 Zellreaktion auf Stress BP 3 8,050E-39
GO: 0048585 negative Regulierung der Reizantwort BP 4 4,600E-20
GO: 1990234 Transferasekomplex CC3 2,500E-19
GO: 0048583 Regulierung der Reaktion auf Stimulus BP 3 1,340E-18
GO: 0051338 Regulierung der Transferase-Aktivitit BP 4 3,020E-18
GO: 0042127 Regulierung der Zellproliferation BP 4 9,520E-17
GO: 0080135 Regulierung der zelluliren Reaktion auf Stress BP 4 1,390E-16

Legende: CC: Zellulires Kompartiment, BP: Biologischer Prozess, MF: Molekulare Funktion.

In den sogenannten NESTs-Analysen (Neswork neighborhood-based entity sefs) konnen Gene visualisiert
werden, die Uber eine oder mehrere funktionelle Interaktionen mit einander vernetzt sind. Fur die
Untersuchung der angereicherten NESTs wird die Distanz zwischen den Genen, die in
funktionalen Interaktionen ibereinstimmen gleich 1 gesetzt. Somit definiert ein Radius die
maximale Distanz von einer Anzahl von Genen mit der gleichen Interaktion und separiert diese
von den anderen Genen des Datensets. Als Parameter fiir eine NEST-Analyse wurde als Minimum
eine Grofle von mindestens 4 Genen als Gruppe bei einem Grenzwert des p-Wertes von 0,001
definiert. Von 22277 funktionell annotierten Genen konnte eine Anreicherung in 8254 NESTS
festgestellt werden. Von dem Datensatz der HCC827 vs. A549 ChIP-Seq sind 66,7 % der Gene
(insgesamt 14859 Gene aus der Eingabeliste) in mindestens einem NEST vorhanden. Aus den
Daten der HCC827 vs. A549 ChIP-Seq-Analyse, gehen aus den NESTs-Analysen insbesondere die
Interaktionen solcher Gene hervor, die eine tragende Rolle bei der H3K4- und H3K27-
Methylierung von Genen spielen als auch beim Splei3-Prozess beteiligt sind (siche Abbildung 3.29;
Genliste unter Anhang H).
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Abb.3.29: NESTs-Analyse der funktionellen Interaktion von Genen aus der ChIP-Seq der Adenokarzinom-Zelllinien.
Fir H3K4- (gelb markiert) und H3K27 (griin markiert) -methylierungsspezifische Gene wie z.B. KMT2D oder LSD1
aber auch Genen wie BRD4 kann eine funktionelle signifikante Interaktion mit Genen der spliceosomalen Untereinheit
U2 (violett markiert) festgestellt werden. Legende: Die GréB3e der Knotenpunkte spiegelt die Anzahl der involvierten
Gene wider, wobei die Farbintensitit die Signifikanz des p-Wertes darstellt. Die Linienstirke zwischen den verkniipften
Knotenpunkten zeigt den prozentualen Anteil der Gene, die in den detektieren Signalwegen kongruent sind. Die
Farbintensitit der Linien verweist auf die Anzahl der Gene aus der Eingangsliste, die in den jeweiligen Signalwegen
vertreten sind.

In den GREAT-Analysen wurden der HCC827 vs. A549 ChIP-Seq 94 % der Gene aus der
Eingangsliste (16,998 Gene) zugeordnet (FDR, p-Wert<0,01), wobei 84 % der Gene (insgesamt
15,090) mit einer GO-molekularen Funktion assoziiert wurden. Die hoch signifikante
Anreicherung der EGFR-aktivierten Rezeptoraktivitit (p-Wert: 7,4481E-266; Abbildung 3.30)
bestitigt das Ergebnis aus der ConsesusPathDB-Analyse, in der ebenfalls eine starke Anreicherung

im EGFR-Signalweg festgestellt werden konnte.
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Abb.3.30: Analyse der GO-molekularen Funktion in GREAT. Bei der Analyse der HCC827 vs. A549 ChIP-Seq kann
eine schr starke signifikante Anreicherung der EGFR-aktivierten Rezeptoraktivitit festgestellt werden.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die Signalweg-Analysen der ChIP-Seqs zwischen
HCCB827 und A549 als auch der von Wi38 mit Wi38 Wasserstoffperoxid-gestressten Zellen hoch
signifikante Anreicherungen in Signalwegen aufweisen, die in epigenetischen Prozessen wie der
H3K4 —oder H3K27-Methylierung, der zelluliren Stressantwort als auch dem Spleil3-Prozess eine
elementare Bedeutung einnehmen. Aus diesem Grund werden in den nachfolgenden
Experimenten diese Prozesse unter dem Gesichtspunkt betrachtet, ob in den CRISPR CAS9
modifizierten Zelllinien Verinderungen in der Methylierung, der Reaktion auf Stress oder beim
SpleiBen festgestellt werden kénnen. Zudem wird untersucht wie sich die Anwendungen von
Chemotherapeutika wie Cetuximab oder Ertlotinib, die in der Krebstherapie gegen den EGFR-
Rezeptor-Signalweg eingesetzt werden, auf die Zellviabilitit der in HCC827 induzierten KMT2D-

Mutationen auswirken.

3.5 Analyse der Methylierungsmodifikation von Histon H3 Lysin 4
(H3K4) und Histon H3 Lysin 27 (H3K27)

Um die molekularen Konsequenzen der induzierten CRISPR-Mutationen in KMT2D und BRD4
in Bezug auf den H3K4-Methylierungsprozess eingehender betrachten zu koénnen, wurde in
Western Blot Analysen die H3K4mel- und H3K4me3-Proteinexpression der Mutanten mit den
Wildtypen verglichen. Um die Proteinexpression der Probenmenge zu verifizieren, die auf das Gel
geladen wurde, dienen als Ladekontrollen zum einen das Housekeeping-Protein alpha(«)-Tubulin
und zum anderen H3pan, das zur Beurteilung der gesamten Histon-Menge genutzt wird. Trotz der
gleichmiBigen Beladung der a-Tubulin-Ladekontrolle ist in den Western Blot Analysen ein
asynchroner Effekt bei der Detektion des gesamten H3pan-Gehaltes festzustellen. Die
Verinderung der differenziellen Histon-Menge der H3pan-Kontrolle spiegelt sich in einer
aberranten delokalisierten H3K4-Methylierung der KMT2D- und BRD4-Mutanten wider
(Abbildung 3.31 A und B). Aufgrund dieser massiven Schwankungen in der gesamten Histon-
Menge kann keine Aussage beziiglich der Methylierungsunterschiede in den Mutanten-Zelllinien

im Vergleich zu den Parental-Zelllinien getroffen werden.
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Abb.3.31: Untersuchung der H3K4-Methylierung in der Western Blot Analyse. A: Proteinexpression der KMT2D-
Mutanten im Vergleich zur Parental-Zelllinie HCC827. B: Ausprigung der differenziellen H3K4-Methylierung in den
BRD4- Mutanten in Bezug auf die Parental-Zelllinie Wi38. In den Western Blots wird neben dem Housekeeping-
Protein a-Tubulin als Ladekontrolle zur Interpretation des gesamten Histon-Gehaltes H3pan verwendet. Die
dquivalente Probenbeladung wird durch die gleiche a-Tubulin-Intensitit iiber die Proben angezeigt. Reprisentative
Ergebnisse von insgesamt drei unabhingig durchgefithrten Experimenten. kDa=Kilodalton.

In weiteren Experimenten wurde untersucht, inwiefern induzierte Mutationen in KMT2D
Auswirkungen auf die Expression anderer H3K4- spezifischer Methyltransferasen als auch —
Demethylasen hat. Um den Einfluss einer verminderten KMT2D-Expression auf andere H3K4-
Methyltransferasen eingehender zu untersuchen, wurde die RNA-Expression der H3K4-
Methyltransferasen KMT2A, KMT2C, ASH2 und SMYD?3 untersucht (Abbildung 3.32 A). Es wird
deutlich, dass die RNA-Expression von KMT2C und SMYD3 durch die KMT2D-Modifikation
signifikant in den Mutanten beeintrachtigt ist. Im Fall der KMT2D-Mutante A76 erfolgt zusitzlich
eine signifikante Verminderung in der RNA-Expression von KMT2A. Zudem kann in den
KMT2D-Mutanten eine verstirkte Expression der H3K4-Demethylase LSD1 ermittelt werden
(Abbildung 3.32 B).
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Abb.3.32: RNA-Expressionsanalyse von H3K4- relevanten Methyltransferasen und der Demethylase LSD1. T-Test
aus drei unabhingigen Experimenten im Triplikat; zweiseitig gepaart. In den Grafiken werden jeweils die Mittelwerte
dargestellt. A: Untersuchung der RNA-Expression der H3K4- Methyltransferasen KMT2C, KMT2A, ASH2 und
SMYD3 im Vergleich zur KMT2D-Expression. B: Untersuchung der RNA-Expressionsunterschiede der H3K4-
Demethylase LSD1 im Vergleich zur KMT2D-Expression.

Eine weitere Histonmodifikation, die mit repressiven Verinderungen von Genen in Verbindung
steht und damit ebenfalls eine entscheidende Rolle bei der Expression von Genen spielt, ist die
Methylierung von Lysin 27 des Histons H3 (H3K27me). In den folgenden Experimenten sollte die
Auswirkung einer Mutation in KMT2D bzw. BRD4 in Bezug auf H3K27-relevante Gene wie die
H3K27me2/3 Methyltransferase EZH2 und die H3K27me3 Demethylase UTX betrachtet
werden. Zunichst sollten Verinderungen einer differentiellen Proteinexpression in der H3K27-
Methylierung zwischen den Mutanten und den Parental-Zelllinien in der Western Blot Analyse
untersucht werden. Wie zuvor bei der Untersuchung der H3K4-Methylierung ist aufgrund der
massiv ausgeprigten Schwankungen in der gesamten Histon-Menge trotz einer gleichmafigen
Beladung der a-Tubulin Ladekontrolle in den induzierten KMT2D- und BRD4- mutierten Zelllinien
keine Interpretation der Daten hinsichtlich der H3K27-Methylierung im Vergleich zu den Parental-
Zelllinien moglich (Western Blot Daten der H3K27me3-Methylierung nicht gezeigt). In der
anschlieBenden Analyse der RNA-Expression der H3K27me2/3-Demethylase UTX und der
H3K27me3- Methyltransferase EZH2, konnte in den KMT2D-Mutanten in beiden Genen ein hoch
signifikant reduzierter Effekt in der Expression festgestellt werden (Abbildung 3.33 A). Dieser
synergistische Effekt kann im Fall der BRD4-Mutanten nicht beobachtet werden. Wahrend bei der
Methyltransferase EZH2 eine schwach ausgeprigte Repression ermittelt werden kann, ist die RNA-
Expression der H3K27me2/3-Demethylase UTX in den BRD4-Mutanten erhoht. Fur die in der
Analyse untersuchten RNA-Expression von KMT2D kann eine signifikant ausgeprigte Steigerung
festgestellt werden (Abbildung 3.33 A). Bei der Untersuchung der Proteinexpression konnte in den
KMT2D-Mutanten gegentber der Parental-Zelllinie HCC827 eine drastische Verringerung im

UTX-Proteinniveau nachgewiesen werden (Abbildung 3.33 B). Die Analyse der Proteinniveaus in
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den BRD4-Mutanten ergab eine gesteigerte UTX-Expression, wihrend die Detektion von EZH2

in einer deutlichen Verringerung in der Proteinexpression resultierte.
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Abb.3.33: Expressionsanalyse detr H3K27me2/3-Methyltransferase EZH2 und —Demethylase UTX. A: qPCR-
Analyse. Durch die Repression von KMT2D kann in UTX als auch EZH2 eine verminderte RNA-Expression ermittelt
werden. In den BRD4-Mutanten bewirkt die reduzierte Expression von BRD4 eine gesteigerte RNA-Expression in
KMT2D und UTX, wihrend bei der RNA-Expression von EZH2 eine deutliche Verminderung festgestellt werden
kann. Dargestellt werden die Mittelwerte mit Standardabweichung aus drei unabhingigen Experimenten im Triplikat
(t-Test zweiseitig gepaart). B: Western Blot Analyse. Als Ladekontrolle wurden «-Tubulin und GAPDH als
Housekeeping-Proteine in den Analysen verwendet. Reprisentatives Ergebnis von insgesamt drei unabhingig
durchgefithrten Experimenten. kDa=Kilodalton.

3.6 Untersuchung der Stressantwort in KMT2D- und BRD4

mutierten Zelllinien

Im Rahmen dieser Versuchsreihe sollte untersucht werden, ob nach der Induktion von Stressoren
Verinderungen in der Zellviabilitit in KMT2D- und BRD4- modifizierten Zelllinien im Vergleich

zu den Parental-Zelllinien festgestellt werden kénnen.
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3.6.1 Verinderung der H3K4me3- und H3K27me3-Methylierung durch Hitzestress

In Hinblick auf das Ergebnis der Signalanreicherungen der ChIP-Seq-Analysen von HCC827 und
Wi38, bei denen Anreicherungen von Signalwegen der zelluliren Stressantwort identifiziert
wurden, wie z.B. die Stressantwort auf Hitze (siche 3.3 Signalweg-Analysen), wurde in
weiterfiihrenden Experimenten die Auswirkung kurzzeitig induzierter Hitzeschocks in Bezug auf
Verinderungen der Histon-Methylierung betrachtet als auch die Expression der beteiligten
Methyltransferasen und die Zellviabilitit untersucht. Die Auswirkung eines Hitzeschocks wurde in
den KMT2D-Mutanten hinsichtlich einer Verinderung der Methylierungsniveaus von H3K4 und
H3K27 analysiert. Durch die Induktion eines 2 h Hitzeschocks bei 42 °C und nach einer 72 h
Regenerationszeit sind die zuvor ermittelten stark ausgeprigten Unterschiede in der H3K4- und
H3K27- Methylierung als auch der differenziellen gesamten Histon-Menge der H3pan-Kontrolle
nicht mehr zu beobachten. Die Methylierungsniveaus sind in den KMT2D-Mutanten und der

Parental-Zelllinie angeglichen (Abbildung 3.34).
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Abb.3.34: Western-Blot Analyse zur Ermittlung von Hitzestress-bedingten Verdnderungen in der Methylierung von
H3K4me3 und H3K27me3. Die Stressinduktion bewirkt eine Angleichung im Methylierungsniveau in den KMT2D-
Mutanten im Vergleich zur Parental-Zelllinie HCC827. Als Ladekontrollen dienen das Housekeeping-Protein a-
Tubulin und zur Interpretation der Gesamthiston-Menge H3pan. Die gleichmiBige Beladung der Proben ist an der
Intensitit von a-Tubulin erkennbar. Dargestellt werden reprisentative Western Blots von insgesamt zwei unabhingig
durchgefithrten Experimenten. Der Hitzeschock erfolgte 2 h bei 42 °C und einer anschlieBenden Regenerationszeit
von 72 h. kDa=Kilodalton.

In nachfolgenden Experimenten wurde untersucht, in wie weit eine Induktion durch Hitzestress
eine Expressionsverinderung bei Methyltransferasen nach sich zieht, die elementar an der H3K4-
und H3K27-Methylierungen beteiligt sind. Im Falle der H3K4-Methylierung riicken dabei
Methyltransferasen in den Fokus, die teilweise eine funktionelle Redundanz zu KMT2D aufweisen.

Im Rahmen dieser Experimente sollte zudem ermittelt werden, ob bei KMT2D durch einen
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Hitzestress ein ,Rescue“-Effekt hervorgerufen und somit die verursachten Defizite der
heterozygoten CRISPR CAS9 induzierten Mutationen ausgeglichen werden.

In der Abbildung 3.35 A wird die Auswirkung auf die RNA-Expression von H3K4-
Methyltransferasen nach einem Hitzeschock dargestellt. Bei der KMT2D-Mutante A76 erfolgt nach
einem Hitzeschock im Vergleich zur hitzegeschockten Parental-Zelllinie ein signifikanter Anstieg
in der RNA-Expression der untersuchten H3K4-Methyltransferasen, wihrend die KMT2D-
Expression verglichen zum Wildtyp vermindert ist. Bei der KMT2D-Mutante B6 kann in den
H3K4-Methyltransferasen SMYD3 und ASH2 in Relation zur hitzegeschockten Parental-Zelllinie
eine erh6hte RNA-Expression festgestellt werden, wohingegen die RNA-Expression von KMT2D
und KMT2A deutlich nach einem Hitzeschock reduziert wird. Die RNA-Expression der
Methyltransferase KMT2C bleibt in dieser Mutante nach einem Hitzeschock nahezu unverindert.
Vergleicht man die Expressionsinderung in der Mutante B6 nach einem Hitzeschock mit der
unbehandelten Kontroll-Zelllinie bleibt das RNA-Expressionslevel deutlich unter dem Niveau der
nicht gestressten Mutante (Abbildung 3.35 B). In der Parental-Zelllinie HCC827 fiihrt ein
Hitzeschock verglichen zur unbehandelten Kontrollgruppe zu einer deutlichen Verminderung der
RNA-Expression der gesamten untersuchten H3K4-Methyltransferasen. Die KMT2D-Mutante
AT6 weist hingegen deutliche Unterschiede auf. Wahrend fiir die Methyltransferasen KMT2A und
KMT2C eine erhohte RNA-Expression im Vergleich zur unbehandelten A76-Kontrollgruppe
festgestellt werden kann, ist in den Methyltransferasen ASH2 und SMYD?3 eine Reduktion in der
RNA-Expression zu beobachten. Die KMT2D-Expression bleibt in Relation zur Hitze-

unbehandelten A76-Kontrollgruppe unverindert auf dem gleichen Niveau.
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Abb.3.35: RNA-Expressionsanalyse nach einem Hitzeschock. Der Hitzeschock erfolgte fiir 2 h bei 42 °C mit einer
anschlieBenden Regenerationszeit von 72 h. A: q-PCR-Analyse von H3K4- Methyltransferasen nach einem
Hitzeschock. Die KMT2D-Mutante A76 zeigt eine massive Hochregulation in der RNA-Expression von KMT2A und
KMT2C, aber auch in den Methyltransferasen SMYD3 und ASH2. Im Gegensatz zur KMT2D-Mutante B6, die nur
cinen Anstieg in der Expression der H3K4me2/3- Methyltransferasen SMYD3 und ASH2 aufweist. B:
Expressionsvergleich der H3K4- Methyltransferasen zwischen den nicht behandelten und den hitzegeschockten
Zelllinien. Die Expressionslevel bleiben nach einer Hitzeinduktion in der Parental-Zelllinie und der KMT2D-Mutante
B6 unter dem Hitze-unbehandelten Niveau der Kontrollgruppen. Bei der KMT2D-Mutante A76 ist ein Anstieg in der
RNA-Expression der Methyltransferasen KMT2C und —A festzustellen. Die RNA-Expression von KMT2D bleibt in
dieser Mutante nach einem Hitzeschock unverindert, wihrend fir die Methyltransferasen ASH2 und SMYD3 eine
verminderte RNA-Expression ermittelt werden kann. T-Test aus zwei unabhingigen Versuchen im Triplikat;
zweiseitig  gepaart; p<0,001. In der Grafik werden Mittelwerte dargestellt. Legende: nHS: ohne
Hitzeschockbehandlung, HS: Hitzeschock, R: Regenerationszeit.

Bei der Untersuchung der Expressionsinderungen nach einem Hitzeschock bei dem H3K27-
relevanten Histonmodifikatoren EZH2 und UTX, kann in der KMT2D-Muntante A76 im
Vergleich zur Hitzeschock-behandelten Parental-Zelllinie HCC827 eine starke Hochregulation der
RNA-Expression in der H3K27me3 Demethylase UTX beobachtet werden (Abbildung 3.36 A).
In beiden KMTZ2D-Mutanten ist nach einem Hitzeschock die RNA-Expression der H3K27-
Methyltransferase EZH2 im Vergleich zur hitzegestressten HCC827-Zelllinie signifikant
herunterreguliert. Im Gegensatz zur anderen Mutante ist bei B6 die RNA-Expression von UTX
verglichen zur Hitzeschock-behandelten Parental-Zelllinie signifikant vermindert. Vergleicht man
die Expressionslevel der KMT2D-Mutanten vor und nach einem Hitzeschock in Relation zur
Hitze-unbehandelten Parental-Zelllinie HCC827 wird offensichtlich, dass die RNA-Expression der
H3K27-Methyltransferase EZH2 beim Wildtyp nach einem Hitzeschock signifikant ansteigt,
wihrend diese in den KMTZ2D-Mutanten nahezu unverindert auf dem gleichen Niveau stagniert
(Abbildung 3.36 B). Im Vergleich zur Hitze-unbehandelten Parental-Zelllinie kann
interessanterweise unabhingig vom Behandlungszustand in beiden KMT2D-Mutanten eine
verminderte KMT2D- und UTX-Expression festgestellt werden. In der Analyse der
Expressionsinderungen innerhalb der Zelllinien kann in allen Versuchsgruppen nach einem

Hitzeschock im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe eine verminderte KMT2D-
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Expression ermittelt werden. In der Hitze-behandelten Mutante B6 wird eine reduzierte UTX- und

EZH2-Expression im Vergleich zur Hitze-unbehandelten Mutante beobachtet. Bei der Mutante

A76 ist nach einem Hitzestress die UTX- und EZH2
AT6-Kontrollgruppe unverindert (Abbildung 3.36 C).
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Abb.3.36: RNA-Expressionsanalyse der H3K27me3- Methyltransferasen EZH2 und —Demethylase UTX nach einem
Hitzeschock. A: Vergleich der RNA-Expression in den KMT2D-Mutanten gegeniiber der hitzegeschockten Parental-
Zelllinie HCC827. Die Mutante A76 weist nach einem Hitzeschock eine drastisch erhéhte Expression in der
H3K27me3-Demethylase UTX auf, wihrend die Expression bei der Mutante B6 radikal reduziert ist. Die H3K27-
Methyltransferase EZH2 ist in den KMT2D-Mutanten nach einem Hitzeschock im Vergleich zur Hitze-behandelten
Parental-Zelllinie signifikant in der Expression reduziert. B: Expressionsvergleich in Relation zur Hitze-unbehandelten
Parental-Zelllinie HCC827. Unabhingig von einem Hitzeschock ist das Expressionsniveau der analysierten Gene in
den KMTZ2D-Mutanten stets niedriger ausgeprigt als das HCC827-Niveau, wobei die Expressionsunterschiede in
beiden Mutanten in EZH2 nur schwach ausgeprigt sind. Die EZH2-Expression ist im Wildtyp signifikant erhoht. C:
Vergleich der Expressionsunterschiede nach einem Hitzeschock innerhalb der Zelllinien. Der Hitzeschock erfolgte fiir
2 h bei 42 °C mit einer anschlieBenden Regenerationszeit von 72 h. Die statistische Analyse der Mittelwerte wurde mit
einem zweiseitigen gepaarten t-Test aus insgesamt drei unabhingig Experimenten durchgefiihrt. Legende: nHS: ohne
Hitzeschockbehandlung, HS: Hitzeschock, R: Regenerationszeit.

3.6.2 Untersuchung des Einflusses von Hitzestress auf die Zellviabilitit

In den Hitzeschock-Experimenten wurde der Frage nachgegangen, ob eine CRISPR CAS9
induzierte Mutation in KMT2D bzw. BRD4 zu Verinderungen in der Zellviabilitat fihrt, die sich
in einer gesteigerten Widerstandfahigkeit oder einer erhéhten Sensitivitit gegeniiber der Parental-
Zelllinie widerspiegelt. Da nicht nur die Héhe der Temperatur, sondern auch die Exposition der
Dauer eine entscheide Rolle fiir die Viabilitit von Zellen spielt, erfolgte der Hitzeschock bei einer
Temperatur von 42 °C fiir 2 h. AnschlieBend wurde die Zellviabilitit nach unterschiedlich langen
Regenerationszeiten uberpriift. Die Regenerationszeiten variierten dabei in einer Spanne von 1 h
bis zu 72 h nach der erfolgten Stressinduktion. Betrachtet man das Ansprechen auf einen
Hitzestress innerhalb der Zelllinien HCC827 und den KMT2D-Mutanten A76 und B6, kann nach
einer Regerationszeit von bis zu 48 h kein signifikanter Unterschied innerhalb der Zelllinien beim
Ansprechen auf einen Hitze-bedingten Stimulus festgestellt werden (Abbildung 3.37 A). Die Zellen
sterben nahezu gleichmif3ig ab und regenerieren sich im gleichen Mal3e, wobei die Mutante A76
eine leicht erhohte Zellviabilitit aufweist. Erst nach einer Regenerationszeit von 72 h sind deutliche
Unterschiede zwischen der KM T2D-Mutante A76 im Verhiltnis zur Parental-Zelllinie zu erkennen
(t-Test, zweiseitig heteroskedatisch; p< 0,001). In Relation zur Zellviabilitit der Parental-Zelllinie
HCCB827 zeigt die Mutante A76 in der Abbindung 3.37 B nach 72 h eine massive um 77 % erhchte
Zellviabilitit und damit eine deutlich gesteigerte Regenerationsfihigkeit nach einem Hitzestress
(Abbildung 3.37 C). Im Kontrast dazu stehen die Ergebnisse der KMT2D-Mutante B6. Die
Zellviabilitit zeigt nach einer Regenerationsdauer von 72 h eine um 224 9% verminderte
Viabilititsrate gegeniiber der Parental-Zelllinie (t-Test, zweiseitig heteroskedatisch; p< 0,001;
Abbindung 3.37 B und C).
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Abb.3.37: Untersuchung der Zellviabilitit nach der Induktion von Hitzestress in den KMT2D-Mutanten im Vergleich
zur Parental-Zelllinie HCC827. Der Hitzeschock wurde iiber eine Dauer von 2 h bei 42 °C zugefiihrt. A: Vergleich der
Zellviabilitit nach einer Regenerationszeit von 1-72 h. Die groB3ten Unterschiede sind erst nach dem Verlauf einer
Regenerationszeit von 72 h zwischen den untersuchten Zelllinien zu erkennen (Zeitpunkt markiert durch ein rotes
Rechteck). Die KMT2D-Mutante A76 zeigt eine schnellere und gesteigerte Regenerationsfahigkeit bei einem kurzzeitig
induzierten Stress gegeniiber den anderen Versuchsgruppen (t-Test, zweiseitig heteroskedatisch, p<0,001), wihrend
die Mutante B6 selbst nach 72 h unter dem Viabilitdtsniveau der Parental-Zelllinie bleibt. B: Vergleich der Zellviabilitit
im Verhiltnis zur Parental-Zelllinie HCC827 nach 72 h. Die Zellviabilitit ist bei der Mutante A76 signifikant um 77%
gegeniiber HCC827 erhoht. Die Mutante B6 zeigt eine um 22,4 % signifikant reduzierte Zellviabilitit im Vergleich zu
HCC827 und somit eine deutlich verringerte Regenerationsfihigkeit nach einem kurzzeitig induzierten Hitzestress (t-
Test, zweiseitig gepaart). Unterschiede in der Zellviabilitit in Relation zur Patrental-Zelllinie nach 1 h bzw. 48 h
Regenerationszeit werden unter Anhang I aufgefithrt. C: Vergleich der Zellviabilitdt nach einem Hitzestress innerhalb
der Zelllinien HCC827 und den KMT2D-Mutanten A76 und B6. Nach der Induktion von Hitze kann im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollgruppe ein signifikanter Unterschied in der Zellviabilitit nach einer Regenerationszeit von 72
h festgestellt werden (t-Test, zweiseitig gepaart). Die Parental-Zelllinie HCC827 weist nach dieser Zeitspanne eine
Zellviabilitit von 36 % auf, wohingegen die Zellviabilitit der Mutante A76 mit 58 % deutlich erhoht ist. Die Mutante
B6 weist im Gegensatz dazu eine auf 27 % reduzierte Zellviabilitit im Vergleich zur unbehandelten Kontroll-Zelllinie
auf. Darstellung der Mediane im Triplikat. Die Zellviabilitit wurde mit einem Neutralrot-Test ermittelt. Legende: blau:
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Parental-Zelllinie HCC827, rot: KMT2D-Mutante A76; turkis: KMT2D-Mutante B6; UB: unbehandelt, HS: Hitzestress
bei 42 °C, R: Regenerationszeit.

In der Analyse von Unterschieden in der Zellviabilitit nach einem Hitzestress in den BRD4-
Mutanten im Vergleich zur Parental-Zelllinie Wi38, kann bei einer Regenerationszeit von 72 h in
allen Versuchsgruppen, einschlief3lich der Parental-Zelllinie, eine hoch signifikante Reduktion in
der Zellviabilitit in Bezug zu den nicht hitzegeschockten Kontrollgruppen ermittelt werden
(Abbildung 3.38; t-Test, zweiseitig gepaart; p<0,001). Aufgrund des starken Viabilititsverlustes
kénnen keine Unterschiede in der Reaktion auf einen Hitzestress zwischen den untersuchten

Versuchsgruppen beobachtet werden.

Zellviabilitat in % in Relation zur
unbehandelten Zelllinie
%
N B & 0 O
1. U
=y Iy

Abb.3.38: Untersuchung der Zellviabilitit nach einer Hitze-Induktion von 2 h und einer anschlieBenden 72 h
Regenerationszeit. Vergleich der Zellviabilitit innerhalb der Zelllinien Wi38, E87 und E114. Nach 72 h zeigen die
Hitzestress-behandelten Zellen aller Versuchsgruppen eine nahezu vollstindige Reduktion der Zellviabilitit gegentiber
der unbehandelten Versuchsgruppe (t-Test, zweiseitig gepaart). Legende: blau: Parental-Zelllinie HCC827, violett:
BRD4-Mutante E87, griin: BRD4-Mutante E114, UB: unbehandelt, HS: Hitzestress bei 42 °C, R: Regenerationszeit.

3.7 Aberrante Expression von U2 snRINP assoziierten Genen in

den KMT2D- und BRD4Mutanten

Aufgrund der Anreicherung von Signalwegen, die beim Spleilen eine wesentliche Rolle spielen,

wurde in den weitergehenden Experimenten untersucht, ob Mutationen von KMT2D und BRD4

(siche Abschnitt 3.3) einen Einfluss auf die Expression der U2 snRNP (szzall nuclear ribonucleic acid)

assoziierten Untereinheiten des Spliceosoms ausiiben. Zusammen mit der Ul snRNP bildet das

U2 snRNP den pri-spliceosomalen Komplex A, der den Spleilivorgang initiiert (Jurica et al., 2003).
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An U2 snRNP sind die so genannten Multi-Untereinheit Komplexe SF3A, der aus den drei
Untereinheiten SF3A1-3 besteht, und SF3B, mit den weiteren sechs Untereinheiten SF3B1, SF3B2,
SF3B3, SF3B4, SF3B5 und SF3B14, assoziiert (Dziembowski et al., 2004). Obwohl bisher noch
nicht im Detail bekannt ist, wie epigenetische Modifikationen in den Spleil3prozess eingreifen,
zeigen aktuelle Studien, dass CHD1 (Chromodomain DNA Helicase DNA Binding Protein 1), ein ATP-
abhingiger Chromatin modifizierender Faktor, durch die Erkennung von H3K4me3 am
koordinierten Ablauf des pra-mRNA-Splei3ens eine tragende Rolle spielt (Sims et al., 2008). Dabei
fungiert CHD1 als ,,Briickenprotein®, indem es tber seine Tandem-Chromodominen mit
H3K4me3 interagiert und eine Verbindung zur Untereinheit des U2 snRNP-Komplexes kntipft,
sodass durch diese spezifische Wechselwirkung die Effizienz des pra-mRNA-Spleilens moduliert
wird (Shilatifard, 2008; Sims et al., 2008).

Aus der NESTs-Analyse in ConsensupathDB konnte (siche Abbildung 3.29) eine funktionale
Interaktion zwischen U2 snRNP assoziierten Genen und H3K4- Methyltransferasen festgestellt
werden. Aus diesen Grund wurde in den folgenden Experimenten untersucht, ob Mutationen in
KMT2D einen Einfluss auf die U2 snRNP- Untereinheiten kodierten Gene als auch U2 snRNP-
assoziierter Gene haben. Zunichst wurde wie in der Abbildung 3.39 dargestellt, die RNA-
Expressionen der untersuchten Splei3-Faktoren in den KMT2D-Mutanten mit den der Parental-
Zelllinie HCC827 verglichen. Des Weiteren wurde die Expression von den Genen CHD7 und
BRD+4 in die Betrachtung mit einbezogen. Es wird dabei sehr deutlich ersichtlich, dass die in den
Mutanten reduzierte KMT2D-Expression zu repressiven Effekten in den untersuchten Genen fiihrt
(t-Test, zweiseitig gepaart). In der Analyse der Proteinexpression kann am Beispiel der Spleil3-
Faktoren von SF3B1 und SF3B4 eine reduzierte Proteinexpression festgestellt werden (Abbildung
3.40).
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Abb.3.39: RNA-Expressionsanalyse der U2 snRNP-kodierenden Gene und weiterer an U2 snRNP-assoziierter Gene. Untersuchung des Einflusses von KMT2D-bedingten Mutationen
bei Genen, die im Spleiiprozess involviert sind. Darstellung von Mittelwerten mit der Standardabweichung. T-Tests, zweiseitig gepaart aus drei unabhingigen Experimenten.
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Abb.3.40: Analyse der Proteinexpression der SpleiB3-Faktoren SF3B1 und SF3B4 in der Western Blot Analyse. A und B: Im Vergleich zur Parental-Zelllinie HCC827 kann in den
KMT2D-Mutanten eine verringerte Proteinexpression der Splei3-Faktoren SF3B1 und SF3B4 festgestellt werden. Die dquivalente Probenbeladung wird durch die gleiche Aktin-
Intensitdt iiber die Proben angezeigt. Reprisentatives Ergebnis von insgesamt drei unabhingig durchgefiithrten Experimenten. kDa=Kilodalton.
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In der Visualisierung der H3K4me3 ChIP-Seqs im UCSC Browser konnten Peaks und eine
H3K4me3-Anreicherung in den Promotorregionen der Splei3-Faktoren SF3B7 und SEF3B4
ermittelt werden (Abbildung 3.41; Visualisierung des Splei3-Faktor SF3B4 siche Anhang J), sodass
eine H3K4me3-methylierungspezifische Abhingigkeit der Promotorregion dieser Gene festgestellt

werden kann.
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Abb.3.41: Visualisierung der Promotorspezifischen H3K4me3-Aktivitit des Splei3-Faktors SF3B7 im UCSC Browser.
Im oberen Bereich der Abbildung werden die in der HCC827- und Wi38- ChIP-Seq detektierten Peaks (schwarze
Quadrate) in der SF3B7-Promotorregion dargestellt. Direkt unter dem Gen erfolgt die Darstellung der Uberlagerung
von H3K4mel und H3K4me3 aus insgesamt drei Zelllinien (layered H3K4mel und H3K4me3: GM12878, K562 und
NHLF). Jede der drei Zelllinien wird zur besseren Identifizierung folgende Farbe zugeordnet: GM12878=rot,
K562=violett und NHLF=rosa, die transparent Uberlagert dargestellt werden. In der Promotorregion von SF3B7 ist
eine starke Anreicherung von H3K4me3 gegeniiber einer Abschwichung des H3K4mel-Levels festzustellen. Im
unteren Bereich der Grafik werden zusitzlich die H3K4me3-, H3K4mel- und H3K27me3- ChIP-Seq-Analysen der
Zelllinien A549, Wi38 und K562 dargestellt (Daten aus dem ENCODE —Projekt vom Broad Institute und der
Universitdt Washington). Die methylierungsspezifische Anreicherung leitet sich dabei aus der Dichte der identifizierten
Peaks ab (Regionen mit einer statistisch signifikanten Signalanreicherung). Die Signalanreicherungen zeigen dabei die
Dichte der Uberlappungen dieser sequenzierten Position an. Die aufgefithrten Daten sind die Ergebnisse von jeweils
gepoolten Replikaten. Fir den Splei3-Faktor SF3B7 kann eine Anreicherung von H3K4me3 in der Promotorregion
festgestellt werden, was auf eine H3K4-methylierungsabhingige -Aktivitit des Promotors hinweist. Im Vergleich dazu
kénnen fir die H3K4mel- und H3K27me3-ChIP-Seqs keine Anreicherungen in der Promotoregion (A549 DEX
H3K27me3 bzw. H3K4mel) ermittelt werden. Die Visualisierung des Splei3-Faktors SF3B4 ist unter Anhang J zu
entnehmen.
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Ein weiterer Punkt ist die Betrachtung, welche Auswirkung ein zusatzlicher Hitzeschock auf das
SpleiBen hat. In Mahat et al, 2016 und 2017 wird von einer signifikanten Hochregulation von
Genen nach einem Hitzeschock berichtet, die im Translationsprozess als auch bei der RNA-
Prozessierung einen elementaren Stellenwert einnehmen, wahrend die Mehrheit (55 %) aller
aktiven Gene in ihrer Transkription massiv herunterreguliert werden. Bei einem Hitzeschock von
2 h mit einer anschlieBenden Regenerationszeit von 72 h wurde bei der KMT2D-Mutante A76 eine
stark verminderte Expression aller untersuchten Gene beobachtet, wohingegen bei der Mutante

B6 einige Gene das Expressionsniveau der Parental-Zelllinie erreichen (Abbildung 3.42).
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Abb.3.42: Analyse der RNA-Expression von Genen der U2 SpleiB3-Untereinheit und U2-assoziierten Genen nach
einem Hitzeschock. Untersuchung des Einflusses von KMT2D-bedingten Mutationen bei einem Hitzestress bei
SpleiBgenen. Durch einen Hitzeschock kann eine verminderte RNA-Expression der gesamten untersuchten Gene in
der KMT2D-Mutante A76 in Relation zur RNA-Expression der Parental-Zelllinie beobachtet werden. Die Expression
der Mutante B6 zeigt bei einigen Genen eine Angleichung in der Expression an das Niveau der Parental-Zelllinie
HCCB827. Der Hitzeschock wurde bei 42 °C fiir eine Dauer von 2 h mit einer anschlieBenden Regenerationszeit von
72 h durchgefithrt. Darstellung von Mittelwerten mit der Standardabweichung. T-Test, zweiseitig gepaart aus zwei
unabhingigen Versuchen. Legende HS: Hitzeschock, R: Regenerationszeit.

Interessanterweise ist bei den BRD4-Mutanten bei der Untersuchung der U2 Spleifigene und
weiteren mit diesem Komplex assoziierten Genen eine Hochregulation in der RNA-Expression
nahezu aller untersuchten Gene festzustellen. In der Analyse der Proteinexpression im Spleif3-
faktor SF3B1 kann im Vergleich zur Parental-Zelllinie Wi38 eine erhéhte Expression in den BRD4-
Mutanten ermittelt werden (Abbildung 3.43 A). Bei einer Herunterregulation von BRD4 ist in der
Analyse der RNA-Expression ohne einen zusitzlichen Hitzeschock eine erhéhte Expression von
KMT?2D als auch der U2 assoziierten Gene festzustellen (Abbildung 3.43 B). Durch die Induktion
eines Hitzestresses prigt sich die RNA-Expression von KMT2D trotz der gleichen induzierten
CRISPR CAS9 Mutation bei den BRD4-Mutanten unterschiedlich aus. Wahrend fiir die BRD4-
Mutante E87 eine hoch signifikante Steigerung in der KMT2D-Expression ermittelt werden kann
und dahingehend alle untersuchten UZ2-assoziierten Gene ebenfalls eine signifikant erhéhte

Expressionsrate ausweisen, ist die KMT2D-Expression der Mutante E114 im starken Kontrast
| 108



3 Ergebnisse

dazu deutlich reduziert, ebenso wie das Expressionsniveau der untersuchten Splei3-Gene.
Gleichzeitig ist die Expression von BRD4 nach einem Hitzeschock in beiden CRISPR-Mutanten
signifikant reduziert (Abbildung 3.43 C; t-Test zweiseitig gepaart).
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Abb.3.43: Expressionsanalyse der U2 snRNP-assoziierten Gene in den BRD4-Mutanten im Vergleich zur Parental-
Zelllinie Wi38. Untersuchung des Einflusses von BRD4-bedingten Mutationen auf die Expression von Spleif3-
Faktoren. A: Unterschiede der Proteinexpression des Splei3-Faktors SF3B1 in der Western Blot Analyse. In den BRD4-
Mutanten geht eine Repression von BRD4 einer gesteigerten Proteinexpression des Splei3-Faktors SF3B1 einher. Die
dquivalente Probenbeladung wird durch die gleiche a-Tubulin-Intensitit tber die Proben angezeigt. Reprisentatives
Ergebnis von insgesamt drei unabhingig durchgefihrten Experimenten. kDa=Kilodalton. B: q-PCR-Analyse der
RNA-Expression. T-Test zweiseitig homoskedatisch aus insgesamt drei unabhingig durchgefiihrten Experimenten. C:
Verinderung der RNA-Expression nach einem Hitzeschock. Bei der Mutante E87 ist nach einem Hitzeschock die
RNA-Expression von KMT2D stark hochreguliert. Eine erhéhte Expression ist in dieser Mutante ebenfalls in den
getesteten U2-assoziierten Genen festzustellen. Obwohl die Mutante E114 die exakt gleiche CRISPR CAS9 induzierte
Mutation in BRD4 aufweist, zeigt diese in der KMT2D- Expression nach der Induktion eines Hitzeschocks eine
deutliche Reduktion. Die RNA-Expression von CHD1 und vieler der untersuchten Spleiigene ist in dieser Mutante
ebenfalls vermindert. Der Hitzeschock wurde bei 42 °C fiir 2 h mit einer anschlieBenden Regenerationszeit von 72 h
durchgefithrt. T-Test zweiseitig gepaart aus zwei unabhingig durchgefithrten Experimenten. Legende HS:
Hitzeschock, R: Regenerationszeit.
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3.8 Bestimmung von Zellviabilititsunterschieden der KMT2D-

Mutanten nach der Applikation von Chemotherapeutika

Durch die signifikanten Anreicherungen im EGFR—Signalweg bei der Analyse der ChIP-Seq Daten
erfolgte in den nidchsten Schritten die Untersuchung hinsichtlich eines funktionellen
Zusammenhangs von Mutationen in KMT2D und einer moglichen Resistenz bei der Behandlung
von EGFR-gerichteten Chemotherapeutika wie Cetuximab und Erlotinib. EGFR ist hiufig bei
NSCLC iberexprimiert und geht mit einer schlechten Prognose einher (Brabender et al., 2001).
Dadurch steht EGER als vielversprechendes Angriffsziel im Fokus vieler Therapieansitze. Dabei
erfolgt die Inhibierung des Signalwegs entweder durch eine Ligandenbindung der extrazelluliren
Domine wie z.B. mit Cetuximab oder durch die Blockierung der Tyrosinkinase-Aktivitit wie durch
Erlotinib (Kurai et al., 2007, Mukohara et al., 2005). Eine Ubersicht, der in den Experimenten
verwendeten Chemotherapeutika ist der Tabelle 3.4. zu entnehmen. Parallel erfolgten
Kombinationsanwendungen  mit  einem  vorhergehenden  Hitzeschock  bevor  das

Chemotherapeutikum tber das Medium zu den Zellen gegeben wurde.

Tabelle 3.4. Ubersicht Chemotherapie-Experimente.

Zelllinie Chemotherapeutikum Konzentration Regenrationszeit Viabilititstest
HCC827 Cetuximab 1TuM, 10 uM, 24 h,48h,72h Neutralrot
150 uM
KMT2D- Etlotinib 0,5 uM, 1 uM, 72 h Neutralrot
Mutante A76 5uM
KMT2D-
Mutante B6

3.8.1 Einfluss von Cetuximab auf die Zellviabilitiat bei KM T2D-induzierten Mutationen

Beim Chemotherapeutikum Cetuximab handelt es sich um einen monoklonalen Antikérper, der
durch die Bindung an EGFR die Rezeptoraktivitit und damit die nachfolgende Signalkaskade
inhibiert (Kurai et al., 2007). Durch die GDSC- Datenbank (Genomics of Drug Sensitivity in Cancer) ist
es moglich Information tiber die Sensitivitdit von Medikamenten bei diversen Krebszelllinien zu
erhalten (Yang et al.,, 2013). Zur Identifikation von molekularen Markern bei der Reaktion von
Medikamenten werden Daten tber die Zellliniensensitivitit mit genomischen Datensitzen
integriert, die aus der Datenbank Somatic Mutations in Cancer stammen. Diese enthalten
Informationen tiber somatische Mutationen in Tumorgenen, Genamplifikationen und Deletionen
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als auch Transkriptionsdaten aus insgesamt 750000 Experimenten bei denen die Reaktionen von
138 Chemotherapeutika in insgesamt 900 Zelllinien beschrieben wurde. Fir die Parental-Zelllinie
HCCB827 konnte im Vergleich zu den anderen 897 getesteten Zelllinien gegentiber Cetuximab eine
relative Sensitivitit bei einem ICs-Wert von 720 und einem Z-Score von 0,56 ermittelt werden
(Abbildung 3.44). Als 1Cs-Wert wird die mittlere inhibitorische Konzentration eines Inhibitors
bezeichnet, bei der die halbmaximale Hemmung beobachtet werden kann (Yang et al., 2013). Der
Z-Score beschreibt den signifikanten Wert gegeniiber der Empfindlichkeit einer Zelllinie nach der
Applikation mit dem getesteten Medikament. Im Gegensatz zu anderen sensitiven
Adenokarzinom-Zelllinien wie NCI-H1568 (IC5=13.8) oder H3255 (IC5=06.7) ist HCC827
unempfindlich gegeniiber Cetuximab (Abbildung 3.44).
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Abb.3.44: Ermittlung der relativen Sensitivitit der HCC827 Parental-Zelllinien in GDSC (Genomics of Drug Sensitivity in
Cancer). In der Grafik werden die getesteten Zelllinien nach dem Ansprechen einer Cetuximab-Behandlung von sensitiv
bis resistent anhand des ermittelten ICso-Wertes geordnet. Fiir HCC827 konnte dabei ein ICso-Wert von 720 bei einem
Z-Score von 0,56 ermittelt werden. Der ICs-Wert stellt dabei die mittlere inhibitorische Konzentration dar, bei der die
halbmaximale Inhibition erfolgt. Der Z-Score gibt Auskunft tiber die Empfindlichkeit der verwendeten Medikamente
in der jeweiligen Zelllinie. Im Vergleich zu anderen Adenokarzinom-Zelllinien wie H3255 oder NCI-H1568, zeigen
A549 und HCCB827 nach der Behandlung mit Cetuximab keinen signifikanten Unterschied und sind damit
unempfindlich gegentiber Cetuximab (Grafik modifiziert nach Genomics of Drug Sensitivity in Cancer database
WWW.Cancerrxgene.org).

Die zu untersuchenden Zelllinien HCC827, A76 und B6 wurden mit drei verschiedenen

Konzentrationen Cetuximab zwischen 1 pM, 10 uM und 150 pM, fir eine Dauer von 72 h
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behandelt und anschlieSend die Viabilitit in einem Neutralrot-Test analysiert (Abbildung 3.45 A).
Der stirkste Unterschied in der Zellviabilitit kann dabei bei einer Konzentration von 1 pM
festgestellt werden (Abbildung 3.45 A). In der Abbildung 3.45 B wird das Ansprechen der Zellen
bei einer Behandlung von 1 pM Cetuximab in einem Zeitraum von 24 h -72 h dargestellt. Das
Zellwachstum der KMT2D-Mutante A76 wird bei einer Konzentration von 1 uM und einer
Applikationsdauer von 72 h deutlich inhibiert. Bei einer Verwendung von 1 pM Cetuximab weist
die Mutante A76 nach 72 h eine um 50 % signifikant reduzierte Zellviabilitit gegentiber der
Parental-Zelllinie HCC827 auf (Abbildung 3.45 A; t-Test zweiseitig gepaart). Dieser Effekt ist nach
einer Dauer von 24 h bzw. 48 h nicht festzustellen (Abbildung 3.45 B). Des Weiteren ist die
Zellviabilitit im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe um 39 % verringert. Damit spricht
die Mutante A76 wesentlich sensitiver auf eine Behandlung mit Cetuximab an als die Parental-
Zelllinie HCCB827, die mit 9 % nur unwesentlich von der Zellviabilitit der unbehandelten
Kontrollgruppe abweicht (Abbildung 5.45 C). Fir die Mutante B6 hingegen kann nach einer
Behandlungsdauer von 72 h kein signifikanter Unterschied in der Zellviabilitit im Vergleich zur

Parental-Zelllinie festgestellt werden.

>

180
160
140
120

100 =%
o~ T
60 N
40
20

UB 1 uM Cetumimab 10 uM 150 uM
72h Cetumimab 72h Cetumimab 72 h

Zellviabilitat in % in Relation zur
unbehandelten Zelllinie

=4=HCC827 «M=KMT2D-Mutante A76  =ge=KMT2D-Mutante B6

112



3 Ergebnisse

B
—
5
2 180
2.9 160
2.8
2 % 140
N 120
e
B 5 100 A
N
.3 ®
28 0 i
pufel
= 9 40
i
- 20
»
0 0 _
N UB 24h 48h 72h
=4=HCCS827 =E=KMT2D-Mutante A76 =A=KMT2D-Mutante B6
C
140 e
o A
E 120 B :
§ .2 100 ‘ ‘ l 2
'g .Lg‘. * ' =
o = i
g 80 3 ‘
2 g '
X £ 60 *
(5}
=1
£
g 8 40
28
o}
£ 8 20
3
N 0
P P AW N AT
AN CRS & s
RE & & &
& S oS (o o
S § » > >
Y @Of SN ) AN
&) e &€
W K
X \\\)
N 0
o k¢

Abb.3.45: Untersuchung der Zellviabilitit nach einer Behandlung mit Cetuximab. A: Vergleich der Sensitivitdt nach
einer Behandlung mit 1 uM, 10 uM und 150 uM Cetuximab nach einer Applikationsdauer von 72 h. Die Zellviabilitit
der KMTZ2D-Mutante A76 wird bei einer Cetuximab-Dosis von 1 uM inhibiert (t-Test zweiseitig heteroskedatisch, A76:
p<0,05). Dieser Effekt ist bei der Mutante B6, mit einem heterozygoten Verlust der funktionellen Domine, nicht
festzustellen. B: Vergleich der Zellviabilitit nach einer Applikation von 1 uM Cetuximab nach einer Zeitdauer von 24
-72 h (t-Test zweiseitig heteroskedatisch, A76 nach 72 h: p<0,001). A und B: Reprisentatives Ergebnis von insgesamt
drei unabhingig durchgefiihrten Experimenten. C: Untersuchung der Zellviabilitit im Vergleich zur unbehandelten
Kontroll-Zelllinie. Die Mutante A76 ist nach der Behandlung um 39 % in der Viabilitdt reduziert und spricht damit
signifikant sensitiver auf Cetuximab an als die Versuchsgruppen mit der Parental-Zelllinie HCC827 oder die Mutante
B6. Mediane werden als schwarze Balken dargestellt. Die Signifikanz wurde mit einem t-Test aus zwei unabhingig
durchgefithrten Experimenten ermittelt (zweiseitig heteroskedatisch).

Bei der Expressionsanalyse der H3K4-Methylierung wurde fiir die Western Blot Analysen
zusatzlich die Wildtyp-EGFR Adenokarzinom-Zelllinie A549 untersucht, die im Gegensatz zur
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Parental-Zelllinie HCC827 (EGFR-Mutation delE746-A750, Exon 19) keine Mutation in der
EGFR-Tyrosinkinase Domine trigt (Chen et al,, 2012). Anhand der Daten aus der GDSC-
Datenbank kann fur A549 bei einem ICs- Wert von 532 bei einem Z-Score von 0,27 eine
Unempfindlichkeit gegentiber Cetuximab festgestellt werden (Abbildung 3.44). In den Western
Blot Analysen der H3K4mel- als auch H3K4me3-Methylierung ist ein zusitzlicher asynchroner
Effekt in den Cetuximab-behandelten Versuchsgruppen festzustellen (Abbildung 3.46). Die starke
Delokalisierung der gesamten Histon-Menge (ersichtlich in der H3pan-Kontrolle) ist in allem
Versuchsgruppen insbesondere beim H3K4me3-Western Blot zu beobachten. Die differenziellen
Schwankungen sind deutlich stirker bei den KMT2D-mutierten Zelllinien A76 und B6 ausgepragt
als vergleichsweise bei der Adenokarzinom-Zelllinie A549 oder der Parental-Zelllinie HCC827.
Durch diese drastischen Abweichungen in der H3pan-Kontrolle, die sich dementsprechend auf das
H3K4mel- und H3K4me3-Niveau auswirken, kann hinsichtlich der Methylierungsunterschiede in

der Expressionsanalyse zwischen den untersuchten Versuchsgruppen keine Aussage erfolgen.
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Abb.3.46: Verifizierung der H3K4-Expression in der Western Blot Analyse nach der Behandlung mit 1 uM Cetuximab.
Die Cetuximab-behandelten Zellen weisen eine stirkere Delokalisierung in der gesamten Histon-Menge auf, wobei
diese bei den KMT2D-mutierten Zelllinien pragnanter ausgeprigt ist. A: Determinierung der Unterschiede in der
H3K4mel-Proteinexpression nach einer 72 h Cetuximab-Behandlung. Unter dem Western Blot wird die relative
Quantifizierung in Relation zur unbehandelten Zelllinie in % aufgefiihrt. B: Ermittlung der differenziellen H3K4me3-
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Proteinexpression nach einer 24 h Cetuximab-Behandlung. Unter dem Western Blot werden die Werte der relativen
Quantifizierung in Relation zur unbehandelten Zelllinie in % aufgefiihrt. In den Western Blots wird neben dem
Housekeeping-Protein «-Tubulin als Ladekontrolle zur Interpretation des gesamten Histon-Gehaltes H3pan
verwendet. Die dquivalente Probenbeladung wird durch die gleiche a-Tubulin-Intensitit tiber die Proben angezeigt.
Reprisentatives Ergebnis von insgesamt drei unabhingig durchgefiihrten Experimenten. kDa=Kilodalton.

In einem weiterfihrenden Experiment wurde die Auswirkung eines hitzeinduzierten Stresses auf
die H3K4-Methylierung betrachtet. Nach dem Hitzestress wurden die Versuchsgruppen mit einer
Dosis von 1 uM Cetuximab in einem Zeitraum von 72 h behandelt. Die zuvor deutlich
ausgepriagten Unterschiede in der differenziellen Histon-Menge und der damit verbundenen
Schwankungen in der H3K4-Methylierung sind nicht mehr zu beobachten. Die H3K4mel-
Methylierung ist nach der Kombinationsbehandlung in allen Versuchsgruppen angeglichen
(Abbildung 3.47 A). Dieses Ergebnis kann ebenfalls in der Analyse der Proteinexpression der
H3K4me3-Methylierung der KMT2D-Mutanten festgestellt werden. Die Expression der
H3K4me3-Methylierung ist in der Parental-Zelllinie HCC827 nach der Kombinationsbehandlung
auf 22 % verringert. Dieser Effekt zeigt sich ebenfalls in der Analyse des H3K4me3-Niveaus der
KMT2D-Mutanten. Der EGFR-Wildtyp A549 zeigt nach der Behandlung mit Cetuximab und
einem zusitzlichen Hitzeschock eine doppelt so hohe Proteinexpression der H3K4me3-
Methylierung (Vergleich unbehandelte A549 mit Cetuximab-behandelten A549-Zellen; Abbildung
3.47 B). Bei der H3K4mel-Methlyierung ist die Proteinexpression der Cetuximab-behandelten
A549-Zellen im Vergleich zur unbehandelten A549-Kontrollgruppe auf 32 % reduziert (Abbildung
3.47 A). Insgesamt bleibt die H3K4me3-Expression der untersuchten Zelllinien unter dem Niveau
der Cetuximab-unbehandelten Parental-Zelllinie HCC827. Zusitzlich wurde die differenzielle
RNA-Expression von H3K4-relevanten Methyltransferasen als auch der Demethylase LSD1 in der
g-PCR Analyse eingehender betrachtet (Abbildung 3.48 A). AuBBerdem erfolgten weitere Analysen,
um die Auswirkung auf die RNA-Expression nach einer Kombinationsbehandlung durch einen

zusatzlichen Hitzeschock in den Methyltransferasen zu untersuchen (Abbildung 3.48 B).
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Abb.3.47: Analyse der H3K4-Methylierung nach einer Kombinationsbehandlung mit 1 uM Cetuximab bei einem
vothergehenden Hitzeschock. Der Hitzeschock erfolgte fur 2 h bei 42 °C und einer anschlieBenden Regenerationszeit
von 72 h. A: Western Blot Analyse der H3K4mel-Expression. In den KMT2D-Mutanten und der Parental-Zelllinie
HCCB827 ist die Expression der H3K4mel-Methylierung auf dem gleichen Niveau. Die Versuchsgruppe des EGFR-
Wildtyps A549 zeigt nach der Behandlung mit Cetuximab im Vergleich zur Cetuximab-unbehandelten Kontrollgruppe
cine auf 32 % reduzierte H3K4mel-Expression. B: Western Blot Analyse der H3K4me3-Expression. Trotz des
deutlich herunterregulierten H3K4me3-Niveaus der KMT2D-Mutanten nach der Applikation von Cetuximab, bleibt
die H3K4me3-Expression unter dem Niveau der Cetuximab-unbehandelten Parental-Zelllinie HCC827 (A76: 47 %,
B6: 46 %). Bei einer Kombinationsbehandlung mit Hitze weist die Parental-Zelllinie eine stirker verminderte
H3K4me3-Expression auf (22 %). Demgegeniiber ist beim EGFR-Wildtyp A549 ecine doppelt so hohe
Proteinexpression in der Cetuximab-behandelten Versuchsgruppe festzustellen (206 %). Unter den Western Blots
erfolgt die Angabe der relativen Quantifizierung von H3Kmel bzw. —me3. Obere Zeile: Werte in Relation zur
unbehandelten HCC827-Kontrollgruppe. Untere Zeile: Werte in Relation zur unbehandelten Zelllinie. In den Western
Blots wird neben dem Housekeeping-Protein a-Tubulin als Ladekontrolle zur Interpretation des gesamten Histon-
Gehaltes H3pan verwendet. Die dquivalente Probenbeladung wird durch die gleiche a-Tubulin-Intensitit iber die
Proben angezeigt. Zur Ermittlung der Expressionsunterschiede wurde jeweils die obere Bande in der Analyse
betrachtet. Dargestellt werden reprisentative Ergebnisse von insgesamt drei unabhidngig durchgefithrten
Experimenten. kDa=Kilodalton.

Die RNA-Expression in der Parental-Zelllinie HCC827 ist gegeniiber der unbehandelten
Kontrollgruppe in der H3K4-Demethylase LSD1 signifikant gesteigert (t-Test, zweiseitig gepaart,
p<0,01). Bei allen analysierten H3K4-Methyltransferasen ist eine starke Hochregulation in der

RNA-Expression in der Cetuximab-behandelten Parental-Zelllinie festzustellen. Im Vergleich zur
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Parental-Zelllinie kann bei der Mutante A76 nach einer Cetuximab-Behandlung in den H3K4-
Methyltransferasen KMT2C, SMYD3 und KMT2D eine Erhohung in der RNA-Expression
beobachtet werden. Gleichzeitig ist die RNA-Expression der H3K4-Demethylase LSD1 signifikant
herabgesenkt. Im Kontrast dazu kann bei der KMT2D-Mutante B6 eine verminderte RNA-
Expression in KMT2C und eine zusitzliche Herunterregulation der vorab in der Zelllinie
reduzierten KMT2D-Expression festgestellt werden. Nach einer Cetuximab-Behandlung ist
ebenfalls eine Verminderung der LSD1-Expression zu beobachten. Die RNA-Expression der
H3K4-Methyltransferasen KMT2A, SMYD3 und ASH2 wird durch eine Cetuximab-Behandlung
bei der KMT2D-Mutante B6 nicht wesentlich verandert. Erfolgt vor der Cetuximab-Behandlung
ein Hitzeschock kann mit Ausnahme der Demethylase LSD1 eine Verminderung und damit eine
Angleichung in allen untersuchten H3K4-Methyltransferasen in der Parental-Zelllinie festgestellt
werden (Abbildung 3.48 B). Die RNA-Expression von KMT2D wird nach der
Kombinationsbehandlung in allen Versuchsgruppen gegentiber den Cetuximab-unbehandelten
Kontrollgruppen signifikant reduziert. Bei der Mutante A76 erfolgt zudem eine signifikante
Verminderung von KMT2C bei einer gleichzeitig signifikanten Hochregulation der LSD1-
Expression. Bei der Expressionsanalyse der Methyltransferasen KMT2A, ASH2 und SMYD?3 kann
keine Verinderung im Vergleich zur Cetuximab-unbehandelten Mutante A76 festgestellt werden.
Im Gegensatz dazu kann in der Mutante B6 nur in KMT2D eine signifikante Herunterregulation
der Expression nach einer Kombinationsbehandlung ermittelt werden, wihrend die anderen
untersuchten Methyltransferasen und die Demethylase I.SD1 eine nahezu unveranderte RNA-

Expression aufweisen.
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Abb.3.48: Untersuchung der differenziellen RNA-Expression von H3K4-Methyltransferasen und der H3K4-
Demethylase LSD1 nach der Behandlung mit Cetuximab. Vergleich der Expression im Verhiltnis zur unbehandelten
Kontrollgruppe. A: Analyse der RNA-Expression nach der Applikation von 1 pM Cetuximab (t-Test zweiseitig gepaart
aus zwei unabhinglg durchgefithrten Experimenten). B: Analyse der RNA-Expression nach einer
Kombinationsbehandlung mit einem zuvor erfolgten Hitzeschock und einer nachfolgenden Applikation von 1 uM
Cetuximab iber einen Zeitraum von 72 h (t-Test zweiseitig homoskedatisch). Legende: UB: unbehandelt, HS: mit
Hitzeschock behandelt.

3.8.2 Einfluss von Erlotinib auf die Zellviabilitit bei Deletionen in KMT2D

In weiterfiihrenden Experimenten wurde die Wirkungsweise des Chemotherapeutikums Erlotinib
auf die Zellviabilitit der KMT2D-Mutanten als auch der potentielle Einfluss bei der H3K4-
Methylierung untersucht und mit der Wildtyp-Zelllinie HCC827 verglichen. Erlotinib ist ein
Tyrosinkinase-Inhibitor, der die intrazellulire Tyrosinkinase-Domine des EGFR-Rezeptor
reversibel bindet und somit dessen Autophoshorylierung verhindert. Dadurch werden
nachfolgende Signalwege vollstindig unterdrickt (Tianhong et al., 2007). Es konnte bereits gezeigt
werden, dass HCC827-Zellen mit einer EGFR-Mutation in Exon 19 (delE746-A750) mit einem
ICs-Wert von 0.02 sensitiv gegentiber Erlotinib sind (Li et al., 2013; Sos et al., 2009). Als
Kontrollgruppe diente bei den Untersuchungen der Zellviabilitit die Erlotinib-resistente
Adenokarziom-Zelllinie A549 (ICs-Wert>20; Tianhong et al., 2007). Die KMT2D-Mutanten A76
und B0, deren EGFR-mutierte Parental-Zelllinie HCC827 als auch die EGFR-Wildtyp Zelllinie
A549 wurden mit Erlotinib-Konzentrationen von 0,5-5 uM behandelt und das Zellwachstum nach
einer Dauer von 72 h im Neutralrot-Test analysiert. Die Zellviabilitit der KMT2D-Mutanten war
im Vergleich zu den anderen beiden Versuchsgruppen deutlich verringert. Der grofite Unterschied
ist nach einer Applikationsdosis von 1 uM Erlotinib feststellbar. Beide KMT2D-Mutanten weisen
eine um ca. 25 % verminderte Zellviabilitit im Verhiltnis zur Parental-Zelllinie HCC827 auf, deren

Wachstum nach der Behandlung mit Erlotinib um 50 % reduziert ist. Im Vergleich zur Erlotinib-
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resistenten Zelllinie A549 ist das Wachstum in den KMT2D-Mutanten um iber 81,5 % minimiert
(Abbildung 3.49 A). In Relation zur Erlotinib-behandelten Parental-Zelllinie HCC827 zeigt die
KMT2D-Mutante A76 bei einer Dosis von 1 uM eine deutliche Hypersensitivitit. Das Wachstum
ist auf 47 % signifikant reduziert (Abbildung 3.49 C; t-Test, zweiseitig gepaart). Diese signifikanten
Unterschiede im Zellwachstum sind auch bei einer Dosis von 0,5 uM (um 26,5 % reduziert) bzw.
5 uM Erlotinib (um 36,8 % vermindert) festzustellen (sieche unter Anhang K). Das Wachstum von
B6 hingegen wird um 32 % stirker supprimiert als das der Parental-Zelllinie HCC827(Abbildung
3.49 C). Damit kann fiir beide KMT2D-Mutanten im Falle einer Behandlung bei einer Dosis von 1
uM eine Hypersensitivitit gegentiber FErlotinib festgestellt werden. Betrachtet man das
Wachstumsverhalten nach einem zusitzlichen Hitzeschock kristallisieren sich ebenfalls
Sensitivitidtsunterschiede bei einer Dosis von 5 uM Etlotinib zwischen der KMT2D-Mutante A76
und dem Wildtyp HCCB827 heraus. In Relation zur unbehandelten A76-Kontrollgruppe ist die
Zellviabilitit um 52 % reduziert (Abbildung 3.49 B). Betrachtet man die Viabilititsunterschiede
innerhalb der mit 5 uM Erlotinib-behandelten Versuchsgruppe, ist das Zellwachstum in der
Mutante A76 um 33 % stirker gehemmt als das Wachstum der Parental-Zelllinie
HCC827(Abbildung 3.49 D). Fiur die KMT2D-Mutante B6, die eine nahezu unveridnderte
Zellviabilitit aufweist, kann kein Unterschied im Verhiltnis zur Parental-Zelllinie nach einer
Kombinationsbehandlung mit einem zusitzlichen Hitzeschock festgestellt werden. Die
Versuchsgruppe der A549-Zelllinie weist unabhingig von einem Hitzeschock ein uneingeschrinkt

resistentes Zellwachstum auf.
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Abb.3.49: Untersuchung der Zellviabilitit nach einer 72 h Exlotinib- Behandlung. A: Darstellung der Zellviabilitit nach
einer Behandlungsdosis von 0,5-5 uM Erlotinib. Beide KMT2D-Mutanten zeigen ein hypersensitives Ansprechen auf
Erlotinib, wobei die gré3ten Unterschiede zur Parental-Zelllinie HCC827 bei einer Dosis von 1 uM festzustellen sind
(t-Test, zweiseitig gepaart, p<0,01). B: Untersuchung der Zellviabilitit nach einer Kombinationsbehandlung bestehend
aus einem vorhergehenden Hitzeschock und einer anschlieBenden Behandlung mit 0,5 -5 uM Erlotinib iber einen
Zeitraum von 72 h. Der Hitzeschock wurde fiir 2 h bei 42 °C durchgefithrt. A76 wird um 52,2 % stirker durch
Etlotinib inhibiert als der Wildtyp HCC827. Dieser Effekt kann fir die Mutante B6 nicht festgestellt werden (t-Test,
zweiseitig heteroskedatisch; A76- 1-5 uM Etlotinib: p<<0,001; B6: n.s.; HCC827-5 uM Exlotinib: p<<0,05). C: Vergleich
der Zellviabilitit in Relation zur Parental-Zelllinie HCC827 bei einer Konzentration von 1 puM Erlotinib. Die
Zellviabilitit der KMT2D-Mutante A76 ist signifikant auf 53 % gegeniiber der Parental-Zelllinie HCC827 reduziert.
Ein hypersensitiveres Ansprechen auf Erlotinib ist in der KMT2D-Mutante B6 ebenfalls durch eine auf 68% reduzierte
Zellviabilitit festzustellen (t-Test, zweiseitig gepaart). D: Zellviabilitit in Relation zur Parental-Zelllinie HCC827. Die
Mutante A76 reagiert um 33 % sensitiver bei einer Dosis von 5 uM Erlotinib in Relation zur Parental-Zelllinie HCC827.
Bei der Mutante B6 ist keine Verdnderung in der Viabilitit festzustellen (t-Test, zweiseitig gepaart). Die Kontroll-
Zelllinie A549 zeigt ein davon deutlich abgrenzt resistentes Wachstumsverhalten. A; C: Ergebnis aus drei unabhingig
durchgefithrten Experimenten. B; D: Ergebnis aus zwei unabhingig durchgefithrten Experimenten. Legende: UB:
unbehandelt, HS: mit Hitzeschock behandelt.

Um eine mogliche Auswirkung einer Erlotinib-Behandlung auf die H3K4-Methylierung
tberprifen zu kénnen, wurden die Versuchsgruppen fir 72 h mit 5 uM Erlotinib behandelt.
Parallel erfolgte in einem weiteren Experiment eine Kombinationsbehandlung der Zelllinien mit
einem vorhergehenden Hitzestress und einer unmittelbar darauffolgenden Applikation einer 5 uM
Erlotinib-Dosis tber einen Zeitraum von 72 h. Die differentielle Methylierung von H3K4- wurde
durch die Proteinexpression in der Western Blot Analyse ermittelt. In der Abbildung 3.50 werden
die beobachteten Unterschiede am Beispiel der H3K4mel-Methylierung dargestellt, die auf einer

differenziellen Histon-Menge in allen Versuchsgruppen basiert. Diese Unterschiede sind
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insbesondere bei den KMT2D-Mutanten zu beobachten, wobei in diesem Fall auch Schwankungen
in der Ladekontrolle des Housekeeping-Proteins vorliegen. Allerdings kann festgestellt werden,
dass der Effekt einer differenziellen Histon-Menge in den Versuchsgruppen, die mit Erlotinib
behandelt wurden zusitzlich verstirkt wird. Dieser Effekt ist insbesondere in der Parental-Zelllinie
HCC827 mit der EGFR-aktivierenden Mutationen (Exon 19; delE746-A750) und den KMT2D-
Mutanten zu beobachten und ist wesentlich stirker ausgeprigt als vergleichsweise bei den
Cetuximab-behandelten Zellen (Abbildung 3.47 A und B). Diese Verinderungen der
Histongesamt-Menge spiegeln sich in der aberrant divergierenden H3K4me1-Methylierung wider
(Abbildung 3.50 A). Selbst in der Erlotinib-resistenten A549- Zelllinie kann im Vergleich zu der
Erlotinib-unbehandelten Versuchsgruppe ein verstirkter Effekt in der Delokalisierung der
Histongesamt-Menge beobachtet werden. Erfolgt vor der Anwendung mit 5 pM Erlotinib ein
Hitzeschock (2 h bei 42 °C) kann nach einer Behandlungsdauer von 72 h in der Western Blot
Analyse wie zuvor bei der Anwendung von Cetuximab eine Angleichung der H3K4mel-
Expression beobachtet werden (Abbildung 3.50 B). Dieser Angleichungseffekt kann auch nach
einem Hitzeschock fiir die Proteinexpression der H3K4me3-Methylierung festgestellt werden
(Western Blot siche unter Anhang K). Die H3K4me1-Methylierung ist dabei nur unwesentlich in
den KMT2D-Mutanten erhoht (A76: 123 %; B6: 148% Vergleich zur unbehandelten Kontroll-
Zelllinie). Die H3K4mel-Expression ist in HCC827 fast um die Halfte in der Expression
vermindert (57 %), wihrend A549 nach der Erlotinib-Anwendung um mehr als das doppelte in

der H3K4mel-Proteinexpression ansteigt (258 %).
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55 kDa e D S e, T ST 4-Tubulin
15KD1 o iy GERGER  CE, - H3K4mel
15 kDa — fI— H3pan

100%

430%100%209%

4496%]100%)] 281%

rel. Quantifizierung in % |]00%

121



3 Ergebnisse

B KMT2D- KMT2D-
Mutante  Mutante

HCC827 A76 B6 A549

Etlotinib [5 pM] - + & + = + % +

2h HS 72h R + + + + o+ + + o+
S5 KD e o —— L din

15kDa g == o N S A, == e  3K4mel

15 kDa e /_-:\ — e H3pan
57% [100%]123%]100%[148%]100%]258%]

rel. Quantifizierung in % 1100%

Abb.3.50: Untersuchung der Expressionsunterschiede in der H3K4me1-Methylierung nach der Behandlung mit 5 pM
Erlotinib. A: Untersuchung der Proteinexpression in der Western Blot Analyse. B: Untersuchung der differentiellen
H3K4mel-Expression nach einer Kombinationsbehandlung mit einem vorhergehenden Hitzeschock. Nach einer
Kombinationsbehandlung kann eine Angleichung in der Proteinexpression aller untersuchten Versuchsgruppen
festgestellt werden. Der Hitzeschock erfolgte fiir 2 h bei 42 °C mit einer anschlieBenden Erlotinib-Behandlung (5 uM
Dosis) tber 72 h. Unter den Western Blots erfolgt die Angabe der relativen Quantifizierung in Relation zur
unbehandelten Zelllinie in %. In den Western Blots wird neben dem Housekeeping-Protein o-Tubulin als
Ladekontrolle zur Interpretation des gesamten Histon-Gehaltes H3pan verwendet. Dargestellt wird ein reprisentatives
Ergebnis von insgesamt zwei unabhingig durchgefithrten Experimenten. kDa=Kilodalton.

Bei der Analyse der RNA-Expression kann bei der Parental-Zelllinie HCC827 eine signifikante
Hochregulation der Demethylase LSD1 festgestellt werden (Abbildung 3.51 A; t-Test, zweiseitig
gepaart). Des Weiteren ist bei HCC827 eine signifikante Steigerung der KMT2A-, KMT2C- und
ASH2-Expression zu beobachten. Die Expression von KMT2D und SMYD3 wird in HCC827
durch eine Erlotinib-Behandlung nicht im Wesentlichen beeinflusst. Interessanterweise kann in der
RNA-Expression der Mutante A76 eine zusitzliche Reduktion der KMT2D-Expression ermittelt
werden. Die Expressionslevel der H3K4-Methyltransferasen KMT2A, SMYD3 und KMT2C und
der Demethylase LSD1 werden nach einer Erlotinib-Behandlung in der Mutante A76 verglichen
zur unbehandelten Kontrollgruppe nicht verindert. Fir die H3K4-Methyltransferase ASH2 kann
eine erthohte Expression in dieser Mutante ermittelt werden. Im Gegensatz dazu zeigt die Mutante
B6 eine signifikante Hochregulation der LSD1- und ASH2 -Expression (LSD1: p<0,001).
Verglichen zu diesen Methyltransferasen, ist die SMYD3-Expression signifikant vermindert,
wihrend die KMT2D-Expression keine Verdnderungen nach einer Erlotinib-Behandlung aufweist.
Erstaunlicherweise kann bei der Ertlotinib-resistenten Zelllinie A549 nur eine Hochregulation in
der H3K4-Methyltransferase ASH2 beobachtet werden. Bei der Untersuchung der anderen
Expressionslevel von KMT2D, KMT2A und LSD1 kénnen keine Verinderungen im Vergleich
zur unbehandelten Versuchsgruppe beobachtet werden. Betrachtet man die Verinderung der
Expressionsunterschiede nach einem Hitzeschock kann insbesondere bei LSD1- als auch SMYD3

eine Angleichung der RNA-Expression in allen Versuchsgruppen festgestellt werden. In der
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Parental-Zelllinie HCC827 ist nach einem Hitzeschock die RNA-Expression in den
Methyltransferasen KMT2A und KMT2C reprimiert, wihrend die ASH2-Expression hochreguliert
ist. Mit Ausnahme der verminderten KMT2C-Expression, sind in der KMT2D-Mutante A76 keine
Verinderungen in den untersuchten Methyltransferasen nach einer Kombinationsbehandlung
festzustellen. Im Vergleich dazu kann bei der KMT2D-Mutante B6 nur in der Methyltransferase
KMT2A eine Reduktion der RNA-Expression ermittelt werden, wihrend die anderen
Methyltransferasen in der Expression unveriandert bleiben. Im starken Kontrast zu den anderen
untersuchten Zelllinien kann bei der Erlotinib-resistenten Zelllinie A549 ein deutlich signifikanter
Anstieg in den KMT2D-, KMT2A- und KMT2C-Methyltransferasen ermittelt werden, wihrend

nach einer Kombinationsbehandlung die ASH2-Expression vermindert ist (t-Test, zweiseitig

heteroskedatisch).
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Abb.3.51: Untersuchung der RNA-Expression nach einer Behandlung mit Erlotinib. A: Untersuchung der
differenziellen RNA-Expression von 5 uM Erlotinib nach 72 h Inkubation. Beim Wildtyp HCC827 und der Mutante
B6 sind die Methyltransferasen ASH2, KMT2A und KMT2C hochreguliert (t-Test zweiseitig gepaart aus zwei
unabhingig durchgefiihrten Versuchen). Ebenso ist eine signifikante Hochregulation der LSD1-Expression in diesen
Zelllinien zu beobachten. Die bei der Mutante A76 sehr hohe LSD1-Expression wird nach einer Behandlung mit
Erlotinib nicht in der Expression beeinflusst, allerdings kann eine deutliche Repression in KMT2D festgestellt werden.
B: Verinderung der RNA-Expression nach einem zusitzlichen Hitzeschock (t-Test, zweiseitig heteroskedatisch). Der
Hitzeschock wurde 2 h bei 42 °C durchgefiihrt. AnschlieSend erfolgte die Applikation von 5 uM Etlotinib tiber einen
Zeitraum von 72 h. Legende: UB: unbehandelt; HS: mit Hitzeschock behandelt.

124
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4.1 Etablierung von stabilen NSCLC-Zelllinien mit Deletion in den

Genen KMT2D und BRD4

Durch die Entdeckung von CRISPR CAS9 und dessen groflem Potential der gezielten
Verinderung der genetischen Sequenz in Modellorganismen wie Mausen, Fischen oder auch in
diversen Zelllinien wurde eine neue Dimension der Gentechnologie erreicht (Jinek et al., 2012;
Zhang et al., 2013; Platt et al., 2014). Mit dieser Technologie ist es moglich Ursachen in der
Entstehung von diversen Tumoren durch die Generierung neuer definierter zellbasierter Modelle
niher zu ergrinden (Sanchez-Rivera et al., 2015; Zhan et al., 2018). Im Rahmen dieser Doktorarbeit
wurde CRISPR CAS9 angewandt, um Deletionen in unterschiedlichen Gré3enordnungen in die
Kandidatengene KMT2D und BRD4 zu induzieren. Als Modell dienten dabei die Adenokarzinom-
Zelllinie HCC827 als auch die Lungenfibroblasten-Zelllinie Wi38. Bei einer Deletionsgrofie von 42
kb und damit das gesamte BRD4-Gen umfassend, konnten insgesamt 30 % der Klone mit der
erwarteten Mutation identifiziert werden. Im Fall des Kandidatengens KMT2D betrug die Effizienz
bei einer Deletionsgréfe von 11 kb ca. 1 % der Klone, bei der Deletion von 15 kb wiesen insgesamt
6 % der Klone die erwartete Mutation auf. Die Wahrscheinlichkeit einen positiven Klon mit der
angestrebten Mutation zu erzeugen, ist dabei stark von der Transfektionseffizienz abhingig. Aus
der Tabelle 4.1 wird klar ersichtlich, dass eine héhere Transfektionseffizienz mit einer wesentlichen

hoheren Ausbeute an positiven Klonen korreliert.

Tabelle 4.1. Ubersicht der CRISPR CAS9 induzierten Deletionen.

Anzahl der Anzahl der Anzahl der

Transfektions analysierten  positiven positiven
Zelllinie Gen Mutation effizienz Klone Klone Klone in %
HCC827  KMT12D  delE31-E41 15% 98 1 1%
delE31-E48 15-20 % 49 3 6,13 %
Wi38 BRD4 delE1-E20 55-65 % 167 46 30 %

Die generierten Zelllinien wiesen in BRD4 und KMT2D ausschlieBlich heterozygote Deletionen
auf. Im Fall der untersuchten Kandidatengene zeigen mehrere Studien an Mausmodellen, dass

homozygote Deletionen in KMT2D als auch BRD4 bereits in der frithen Embryonalphase nach
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kurzer Zeit letal sind (Lee et al., 2013; Muller et al., 2011). Des Weiteren legt Ford et al., 2015 in
seinen Untersuchungen nahe, dass das Fehlen an homozygoten Inaktivierungen von KMT2D in
Krebs darin begrindet werden konnte, dass Krebszellen ein unverindertes Wildtyp-Allel
benotigen, um die Lebensfahigkeit bei einer gleichzeitigen progressiven Zellproliferation

gewihrleisten zu konnen.

Durch die Aktivitit des NHE]-Reparatursystems, das fir die Induktion von Deletionsmutationen
initiiert wird, treten haufig Indels auf. Diese konnen in ihrer Linge in der Zielregion variieren und
zu unerwinschten Leserasterverschiebungen und vorzeitigen Stop-Codons fihren (Lieber, 2010;
Sander et al.,, 2014; Rodger et al., 2017). Trotz der Haufigkeit des Auftretens konnten nach der
Sequenzierung in keinem identifizierten KMT2D- oder BRD4-Klon Indels ermittelt werden. Das
Design der sgRNAs wurde mit dem Online-Programm des Zhang Labs (http://tools.genome-
engineering.org) durchgefithrt, wodurch sgRNAs mit einem niedrigen Off-Targer-Effekt ermittelt
werden kénnen. Die fiir die Induktion der Deletion in KMT2D verwendeten sgRNAs weisen einen
sehr niedrigen Off-Target-Score bei einem maximalen Wert von 0.1-0.2 auf. Bei den BRD4-sgRNAs
lag dieser Wert mit 0.1-0.3 nur unwesentlich dariiber. Das Auftreten von Off-Targer-Effekten riickt
zunechmend in den Fokus der Forschung. So zeigt Kosicki et al, 2018 in seinen FLLEAR-
Experimenten, das durch CRISPR CAS9 zusitzliche Deletionen von mehreren kb Grofe,
Inversionen als auch Translokationen fern ab der Zielsequenz im Genom erfolgen, die
weitreichende pathogene Konsequenzen nach sich ziehen kénnen wie z.B. die Aktivierung von
Onkogenen. Durch Programme wie beispielsweise dem CAS-OFFinder, konnen potentielle Off
Targets im Genom durch Algorithmen identifiziert werden (Bae et al.,, 2014). Die genomweite
Spezifitit der CAS9-Nuklease wurde insbesondere durch die Anwendung von Guide-Segs als auch
durch gezielte NGS (next generation sequencing) deutlich. Bei der sogenannten Guide-Seq handelt es
sich um eine Methode, um genom-weite durch CRISPR-sgRNA gesteuerte Nukleasen induzierte,
Doppelstrangbriiche spezifisch zu identifizieren und damit ein Profil der spezifischen
Spaltungseffektivitit zu erhalten (Tsai et al, 2015). Dadurch wird es mdglich, vor einer
therapeutischen Anwendung von CRISPR CAS9 die Genauigkeit der verwendeten sgRNAs durch
das Auftreten von Off-Target-Effekten zu untersuchen. Der Erkennungsbereich von Off-Target-
Frequenzen liegt bei dieser Methode unter 0,12 % und ist damit deutlich priziser als
vergleichsweise die Anwendung von ChIP-Seqs (Tsai et al., 2015; Zhang et al., 2015). Ein neues
Verfahren zum Nachweis genomweiter Off-Targer-Effekte und zur spezifischen Validierung
diverser CRISPR CAS9 Applikationen in humanen Zellen stellt als neuer ,,Golden-Standard* die

Digenome-Seq (in vitro CAS9-digested whole genome sequencing) dar, mit der Off-Targets bis zu einer unteren
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Grenze von 0,1 % nahe dem Detektionslimit der gezielten Tiefensequenzierung ermittelt werden
konnen (Kim et al, 2015). Bei der Digenome-Seq werden Off-Target induzierte Nuklease-
Strangabbriiche in einer Zellpopulation durch die Sequenzierung des 7z vitro-verdauten Genoms
identifiziert. Die aus dem Verdau resultierenden DNA-Fragmente weisen identische 5'Enden an
den Spaltungsstellen auf, was zu Sequenzierungs-Reads fihrt, die mit dem Digenome-Programm
identifiziert werden kénnen. Eine prazisere DNA-Editierung mit einer héheren Ausbeute der
spezifisch modifizierten Klone soll mit einer neuen Generation CRISPR-Nukleasen wie
beispielsweise der Cpfl-Nuklease ermoglicht werden. Diese besitzt im Gegensatz zur CAS9-
Nuklease nur eine 23-24 nt spezifische ctRNA und orientiert sich im Zielgenom nach einer T-
reichen PAM-Domine. In der Zielsequenz erzeugt die Cpfl-Nuklease einen gestaffelten
Doppelstrangbruch mit einem fiinf Nukleotid-langen 5°-Uberhang, wodurch die Orientierung bei
der Verwendung von ss- oder dsODNs genau vorgegeben wird (Zetsche et al., 2015; Bin Moon et
al., 2018). Das Problem der CAS9-Nuklease, bei der es beim Einbau der ss- bzw. der dsODNs sehr
oft zu Inversionen kommt, soll damit vermieden und die Induktion von spezifischen Mutation
tber den NHE]-Reparatursignalweg prazisiert werden. Ein Grund fiir diese Weiterentwicklung ist,
das der NHEJ-Reparatursignalweg im Gegensatz zum unterreprisentierten HDR-
Reparatursignalweg in humanen Zellen wihrend des gesamten Zellzyklus aktiv ist und damit als
Hauptreparatursignalweg deutlich iberwiegt (G1<S<G2/M). HDR ist lediglich in der S-Phase und
in der G2-Phase vermehrt aktiv (Ford et al., 2019; Lieber et al., 2010). Die durch die fehleranfillige
NHE]J-Reparatur assoziierten kleineren Indel-Bildungen stellen gegentiber den gravierenden
Reparaturfehlern in Form von massiv abweichenden Rekombinationsereignissen durch die
Verwendung einer inkorrekten Matrize im HDR-Reparatursignalweg ein fir den Organismus
wesentlich weniger schidliches Ereignis dar. In Organismen kénnte dies zu einem guten Schutz

vor letalen genomischen Umlagerungen fithren (Mao et al., 2008).

Weitere Limitierungen bei der Induktion von spezifischen Mutationen in Zelllinien sind vielfaltig.
Wesentlich ist dabei die Funktionalitit der Reparatur-Signalwege, die im Falle eines defekten oder
eingeschrinkten NHE]J- oder HDR-Signalwegs die Integration von Mutationen unmdglich
machen. Die DNA-Reparaturwege kénnen in der jeweiligen zu editieren Zelllinie unterschiedlich
effektiv funktionieren, sodass die Produktivitit einer CRISPR CAS9 vermittelten Gen-Editierung
stark divergieren kann. Fir die als Zellkulturmodelle verwendeten Zelllinien HCC827 und Wi38 ist
kein defektives Reparatursystem bekannt. Weitere Punkte stellen die Kopienzahl des Zielgens, die
Klonierbarkeit, ineffiziente Primer beim PCR-Screening durch zu GC-reiche Sequenzen in der

Zielregion als auch das Auftreten von homologen Zielsequenzen dar, die die Effektivitit von
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CRISPR CAS9 massiv beeintrichtigen kénnen. Elementar ist dabei die effektive Zell-Selektion
kurz nach der erfolgten Transfektion. Da es sich hierbei um transiente Transfektionen handelt,
muss die Selektion innerhalb eines zeitlich gut abgestimmten Zeitfensters maximal 48 h nach der
Transfektion erfolgen. Die Selektion der positiv transfizierten Zellen erfolgte dabei mit dem
Antibiotikum Puromycin. Im Verlauf der Doktorarbeit wurde von Addgene bekannt gegeben, dass
das bei den Experimenten verwendete pSpCas9(BB)-2A-Puro Plasmid (Plasmid # 48139;
Addgene) eine Punktmutation im Resistenz-Gen aufwies und vom Markt genommen wurde.
Mittlerweile ist eine neue Version des Plasmids verfigbar (pSpCas9(BB)-2A-Puro, Plasmid#
62988), bei dem die Punktmutation korrigiert wurde und damit eine verbesserte Selektion
durchfihrbar ist. Andere verbreitete Formen der Zellseparation sind z.B. die Zellsortierung mit
einem fluoreszenzaktivierten Zellsortierer (FACS). Bei der Verwendung von fluoreszierenden
Plasmiden wie pSpCas9(BB)-2A-GFP werden positiv transfizierte Zellen im FACS erkannt, sortiert
und in 96 Wel-Zellkulturplatten separiert. In der Praxis zeigte sich allerdings in Pilot-
Experimenten, dass die verwendeten HCC827- und Wi38-Zellen kurz nach der FACS-Sortierung
abstarben, wodurch diese Methode bei der Etablierung von stabilen Zelllinien nicht weiterverfolgt

wurde.

Ein weiteres potentielles Problem stellt die teilweise oder vollstindig erfolgende Integration der
Plasmid-DNA an mehreren Bereichen des Genoms dar. Bei der Verwendung von Plasmiden kann
eine Limitierung durch die zufillige Integration im Zielgenom durch den Vorgang einer
ungewollten stabilen Transfektion nicht ausgeschlossen werden. Diese Insertionen von Plasmid-
Derivaten treten iiberwiegend in den Zielregionen auf, werden aber auch gehiuft in Off-Target-
Regionen festgestellt (Kim et al, 2014). Erstere konnen durch die Sequenzierungen der
Zielregionen effektiv und schnell nachgewiesen werden. Letztere sind komplizierter zu ermitteln
und ziechen damit einhergehend mehrere Probleme mit sich wie z.B. durch eine Integration
verursachte Immunreaktion oder auch die Inaktivierung von Genen mit weitreichenden negativen
Folgen. Eine Moglichkeit, um einen endgiiltigen Aufschluss auf eine potentiell zufillige Integration
der Plasmid-DNA in den etablietten BRD4 und KMT2D-Zelllinien zu erhalten, wire die
kostenintensivere Variante der Sequenzierung des gesamten Genoms. Da die Effizienz als auch die
Bandbreite der zu induzierenden Mutation sehr stark von der zu manipulierenden Zielsequenz
abhingt, konnte mit Hilfe von TIDE (Tracking of Indels by Decomposition) nach der Zell-Selektion eine
genaue Charakterisierung als auch die Quantifizierung der angestrebten Mutation in einer
Zellpopulation durchgefihrt werden (Brinkmann et al, 2014). In TIDE werden Sanger-
Sequenzierungen der CRISPR CAS9 editierten Zellen mit der Wildtyp-Sequenz unter Angabe der

| 128



4 Diskussion

verwendeten Nuklease und der sgRNA-Sequenz abgeglichen und die Anteile der aberranten
Nukleotid-Signale ermittelt. Dadurch ist es moglich in einer Zellpopulation vor dem eigentlichen
Screeningverfahren potentiell positive Klone und deren Haufigkeit festzustellen, was im Falle eines
negativen Befunds zeitintensive Arbeitsschritte vermeiden wiirde. Auch beim Screening ist die
Effizienz stark von der gewihlten Analysemethode abhingig. Die Selektion positiver Klone
erfolgte fir die CRISPR CAS9 editierten KMT2D- und BRD4- Klone in PCR-Analysen. Weitere
sehr populire Methoden, die zur Ermittlung von CRISPR-Mutanten genutzt werden sind z.B. das
T7-Endonuklease-Assay (T7E1) oder der auf dem gleichen Prinzip basierende Surveyor-Assay.
Hierbei erfolgt eine sogenannte Heteroduplex-Formation einer Chimaren-DNA, die zur Halfte aus
dem Wildtyp und der verinderten CRISPR-Mutante besteht. Die eingesetzte T7- oder Surveyor-
Nuklease ist im Stande bis auf das Nukleotid genaue Unterschiede in den erzeugten Heteroduplixes
zu erkennen und zu schneiden. Im Vergleich zur T7E1 ist die Surveyor-Nuklease wesentlich
storungsempfindlicher bei der Anwendung mit Deletionsheteroduplex-Substraten und bendtigt
nach der PCR-Amplifikation einen zusitzlichen zeitaufwendigen DNA-Aufreinigungsschritt
(Vouillot et al., 2015, Sentmanat et al., 2018). Eine andere ebenso robuste und zeiteffektive
Methode zur Selektion von potentiell positiven Klonen stellt z.B. die Verwendung von
Restriktionsenzymen dar. Bei groler induzierten Mutationen dndern sich durch die eingefiigten
Deletionen oder Insertionen die Restiktionsschnittstellen (Vincze et al., 2003). Beim Vergleich der
Wildtypsequenz mit der erwarteten modifizierten Sequenz der Zielregion kénnen somit die von
der urspriinglichen DNA-Sequenz differierenden Restriktionsschnittstellen identifiziert werden.
Ahnlich dem T7E1 oder Surveyor-Assay wird der zu untersuchende DNA-Abschnitt in der PCR
vervielfaltigt und im Anschluss mit dem Restriktionsenzym behandelt. Im Fall eines positiven
Klons, ist dieser in der Analyse bei einer definierten Bandenhohe identifizierbar, wihrend negative
Klone kein Signal in der PCR-erzeugen. Erweitert kann man dieses Restriktions-Assay ebenfalls

dazu verwenden, um den Mutationsstatus der identifizierten Klone zu untersuchen.

Weitere Anwendungsformen von CRISPR sind z.B. das Golden Gate-Assay oder das sogenannte
induzierbare CRISPR. Beim Golden Gate-Assay handelt es sich um ein spezifisches zweistufiges
Klonierungssystem mit dem eine Multiplex-Anwendung der CRISPR CAS9 Editierung von
mehreren Genen erfolgen kann. Im ersten Schritt werden die Oligonukleotide der jeweiligen
sgRNA der entsprechenden Zielsequenz in unterschiedliche Expressionsplasmide kloniert.
AnschlieBend werden diese nach der spezifischen Restriktion mit dem Enzym Bpd in den
flankierenden Uberhingen der einzelnen sgRNA-Expressions-Kassetten mit einander verbunden.

Die so geordnet aneinander gereihten sgRNA-Konstrukte werden in ein Zielplasmid kloniert, das

129 |



4 Diskussion

die CAS9-Nuklease exprimiert (Sakuma et al., 2014; Kabadi et al., 2014). Mit diesen Verfahren
koénnen bis zu zehn verschiedene genomische Loci zur gleichen Zeit in einem Organismus editiert
werden. Allerdings kann die Editiereffizienz von Gen zu Gen stark variieren, sodass Klone mit
mehreren unterschiedlichen homo-oder heterozygoten Mutationsstatus entstehen kénnen (Vad-
Nielsen et al., 2016). Im Bereich der Erkrankungen, in denen mehr als ein Gen beteiligt ist, kann
eine Multiplex-Anwendung von CRISPR sehr effizient genutzt werden. Da viele dieser
Erkrankungen erst nach dem Erreichen der Adoleszenz in einem hoheren Alter auftreten, verfolgt
die induzierbare CRISPR-Applikation die Strategie, das der CRISPR-Komplex gezielt zu einem
definierten Zeitpunkt aktiviert wird, um spezifische Loci in einem seneszenten Organismus gezielt
zu modifizieren. Die CAS9-Nuklease wird dabei in C- und N-terminale Fragmente gesplittet, die
wihrend der Entwicklung des Organismus in unterschiedlichen getrennten Kompartimenten
verweilen wie z.B. dem Zellkern und dem Cytosol. Erst durch die Induktion von spezifischen
Indikatoren wie Licht, der Anwendung von bestimmten Substanzen wie Rapamycin oder
Tamoxifen und Temperaturinderungen wie durch Hitze erfolgt die Dimerisierung der Dominen,
wobei der im Cytosol befindliche Teil in den Zellkern transportiert wird und die korrekte
Zusammensetzung des CRISPR-Komplexes erfolgt. AnschlieBend wird die Zielregion durch den
vervollstindigten CRISPR-Komplex modifiziert (Polstein et al., 2015; Zetsche et al., 2015; Chen et
al,, 2015).

Der Erfolg einer CRISPR CAS9 spezifisch modifizierten Mutante als auch die Ausbeute von
positiven  Klonen hingen von mehreren wesentlichen Faktoren ab. Neuere
Anwendungstechnologie fiir eine gezielte und verbesserte Verwendung von CRISPR als auch die
Analyse potentieller  Off-Targer-Effekte sowie die Bestimmung positiver Mutanten in
Analyseverfahren sind teilweise noch in der Entwicklung, um die Bandbreite der
Applikationsmoglichkeiten weiterhin zu verbessern und auszubauen. Dabei ist einer der
wichtigsten Faktoren zu einer nachhaltigen Bewertung die Spezifitit des CRISPR-Komplexes, die
im unmittelbaren Fokus der Forschung steht und entscheidend fiir eine zukiinftige patienten-

orientierte therapeutische Anwendung sein wird.

4.2 Untersuchung zum Methylierungsprofil bei KMT2D- und

BRD4-induzierten Mutationen

Nach der Induktion der definierten Mutationen in KMT2D konnten sowohl in der CRISPR-
Mutante A76, die eine Deletion zwischen dem Exon 31 und 41 als auch bei der CRISPR-Mutante

| 130



4 Diskussion

B6, bei der die Deletion zwischen Exon 31 bis Exon 48 zu einer Leserasterverschiebung und zu
einem Stop-Codon fihrt, eine deutlich herunterregulierte Expression in KMT2D festgestellt
werden. Zusammen mit KMT2C und ASH2 und weiteren Untereinheiten bildet KMT2D den
sogenannten COMPASS-dhnlichen Komplex (complex: of proteins associated with Set), der sich vom
COMPASS-Komplex aus Saccharomyces cerevisiae ableitet (Shilatifard, 2012). Die Funktion dieses
Komplexes gestaltet sich in Form der gezielten Regulation der Transkription durch Verinderungen
in der H3K4- und durch die Untereinheit UTX auch in der H3K27-Methylierung. Wahrend der
Komplex die H3K4mel-Methylierung an aktiven Ewbancern fordert, kann er ebenso die
Methylierung an Promotoren aktiv transkribierter Gene verindern (Hu et al., 2013). Dazu zahlen
niedrig-transkribierte bivalent markierte Promotoren, die eine gleichermallen repressive H3K27-
Markierung aufwiesen (Bernstein et. al, 2006). Ford et al. 2015 beschreibt eine signifikante Rolle
von KMT2C und —D Mutationen in soliden Tumoren als auch anderen diversen Krebsarten wie
z.B. NSCLC und SCLC (Yin et al., 2014; Ross et al., 2014; Rao et al., 2015). Des Weiteren stellt
Rabello et al., 2018 eine starke positive Korrelation in der verminderten Expression von KMT2D
und KMT2C in CML (chronische myeloische Leukidmie) fest und legt dies einen gemeinsamen
Regulationsmechanismus zu Grunde. Zudem stellt Rabello et al. Unterschiede in den H3K4me1-
Methylierungsprofilen von Enbancern im Krebs-Transkriptom im Vergleich zu Normalgewebe fest.
Studien in Prostata-Krebs legen die Rolle von KMT2D im Zusammenhang mit der
Zellproliferation, Zellmigration und — Inversion nahe, da in PC-3 und DU145-Zellen nach einem
Knock-down von KMT2D eine Suppression dieser Prozesse festgestellt werden konnte, wobei ein
Verlust von KMT2D das Tumorwachstum um 90 % reduzierte (Shidong et al., 2018). In mehreren
Studien konnte in unterschiedlichen Zelllinien eine Herunterregulation von KMT2D mit einem
reduzierten Zellwachstum und einer verminderten Zellmigration assoziiert werden (Issaeva et al.,
2007; Guo et al., 2013). Ardeshir-Larijani et al., 2018 zeigen in ihrer Studie, dass KMT2D mit einer
schlechten Prognose von NCSCL assoziiert ist. Dies wird auch in diversen anderen Krebsarten wie
z.B. Brust- oder Prostata-Krebs beschrieben, wo der Mutationsstatus von Genen betrachtet wurde,
die eine epigenetische Relevanz in der Kontrolle der Genregulation aufwiesen. So kann in dreifach
negativen  Brustkrebs-Tumoren, die durch einen Mangel des Ostrogenrezeptors,
Progesteronrezeptors und der HER2-Expression gekennzeichnet sind, ebenfalls eine niedrige
Expression von KMT2D identifiziert werden, die mit einer schlechten Prognose einhergeht
(Mortcillo Garcia et al., 2018; Dent et al., 2007). Zudem zeigen chinesische Studien, dass 11% der
NSCLC-Patienten eine Mutation in KMT2D aufweisen (Yin et al., 2014). Guo et al., 2013 verweisen
auf die Komplexitit von Funktionsverlusten in Form von Nonsens- oder Leseraster-Mutationen
in KMT2D und auf eine mégliche onkogene Abhingigkeit der KMT2D-Aktivitit aufgrund nicht
existenter homozygoter Mutationen in Medulloblastomen. Des Weiteren schliessen Guo et al. aus
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thren Ergebnissen auf eine divers komplexe Auswirkung von KMTZ2D in normalen Zellen im
Verhiltnis zu den Beobachtungen in Krebszellen hinsichtlich ihrer Pridisposition und ihrer
potentiellen Transformationsfihigkeit. KMT2D ist in der Nihe von Enhancer-Elementen lokalisiert
und reguliert diese durch die H3K4-Mono-Methylierung, sodass deren Regulationsmechanismen
in verschieden Krebsarten eine Rolle bei der zellspezifischen Genexpression spielen (Heyn et al.,
2016; Lee et al., 2013). In diesem Zusammenhang zeigen Lovén et al., 2013 hinsichtlich einer
BRD4-Hemmung und die damit einhergehende selektive Inhibierung von MYC im multiplen
Myelom, dass dabei ebenfalls Super-Enbancer blockiert werden. Eine Inhibierung von BRD4 durch
die Behandlung mit dem BET-Inhibitor JQ1 fiihrt dabei zu einer defekten Elongation der
betrachteten Enbancer. Ein hohes Expressionsniveau von BRD4 ist ebenfalls mit einer schlechten
Prognose von NSCLC-Patienten verbunden (Liao et al., 2016). Dabei besteht eine Verbindung
zwischen einer hohen BRD4-Expression in NSCLC-Geweben und —Zelllinien, die eine héhere
Invasion und ein verstirktes Potential der Metastasierung aufweisen. Bei einer Suppression von
BRD4 erfolgt eine verminderte Zellinvasion und eine inhibierte Zellproliferation (Liao et al., 20106).
Zudem wird in Lee et al., 2017 beschrieben, dass BRD4 verstirkt an aktiven Enbancern und
Promotoren vorzufinden ist, die wiederum ein durch KMT2D und KMT2C angereichertes
H3K4mel-Level aufweisen. Dabei ist die Aktivitit dieser H3K4-Methyltransferasen ebenfalls
wichtig fir die Bindung von BRD4 an Ewbancern. Eine Deletion von BRD4 verhindert eine
Anreicherung der Mediator- und RNA Polymerasell-abhingigen Transkriptions-Maschinerie als
auch die Zelldifferenzierung. Lee et al., 2017 kniipfen auBerdem eine direkte Verbindung zur
KMT2C- bzw. KMT2D-Aktivitit und BRD4, die im Wesentlichen die Bindung an Ewnbancern

beeinflussen kann.

Wihrend der Untersuchungen zu Verinderungen der H3K4- als auch der H3K27- Methylierung
wurde bei den KMT2D- und BRD4-Mutanten in den Western Blot Analysen eine differenzielle
Histon-Gesamtmenge in der H3pan-Kontrolle identifiziert. Diese Divergenz spielgelte sich in den
untersuchten CRISPR-Mutanten in der Proteinexpression der H3K4- und H3K27-Methylierung
wider. Eine Begrindung fiir diese auftretenden Unterschiede kénnte die Studie von Karnavas et
al., 2014 liefern, in dem die KMT2D- und BRD4-Mutanten-Zelllinien dhnlich wie embryonale
Stammzellen (ESCs) ein unterschiedlich stark kondensiertes Chromatin aufweisen, wodurch der
gesamte Histon-Gehalt sehr stark variieren kann. Des Weiteren zeigen die Untersuchungen von
Karnavas et al., dass die H3-Histon-Transkripte wihrend der Differenzierung der embryonalen
Stammzellen stirker schwanken als die H3-Histon-Proteinmenge, womit die mRNA-Abundanz

nicht die synthetisierte Proteinmenge widerspiegelt. Bis dato ist allerdings noch vo6llig unklar ob
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der gesamte Histon-Gehalt in Abhingigkeit von unterschiedlichen Entwicklungsstadien und
Differenzierungskapazititen gleichbleibt oder Verinderungen unterworfen ist. Ein anderer Punkt
stellt die Moglichkeit dar, dass die beobachteten Unterschiede der gesamten Histon-Menge auf die
durch CRISPR CAS9 verursachten DNA-Verinderungen basieren. Es konnte bereits in
seneszenten Zellen gezeigt werden, dass eine anhaltende DNA-Schidigung auf eine verminderte
Histon-Biosynthese zurtickzufiihren ist (O Sullivan et al., 2010). Es kann also nicht ausgeschlossen
werden, dass die durch CRISPR CAS9 verursachten Mutationen zu einer unterschiedlichen
Ausprigung der differenziellen Gesamthiston-Menge in den Klonen fihrt, die wiederum
Verinderungen der H3K4- bzw. H3K27-Methylierungsebenen nach sich ziehen. Diese
Feststellung unterstreichen Untersuchungen an Drosophila melanogaster, in denen die Einfithrung von
einer definierten Anzahl transgener Histon-Gene in einer Histon-Null-Mutante das Defizit zum
korrekten Zusammenbau des Chromatins und somit zur Koordinierung des Zellzyklusverlaufs
nicht ausgleichen konnte (Giinesdogan et al., 2014). Hodl et al., 2012 schlussfolgern aus ihren
Ergebnissen, dass die funktionelle Diversifizierung des Chromatins hauptsichlich durch
posttranslationale Modifikationen und den daran bindenen Proteinen (Readern) bestimmt wird.
Hinsichtlich ihrer Beobachtungen zu H3K4me3 stellen Hodl et al. fest, dass neu eingebaute
Histon-Proteine unabhingig von ihrer Identitit anhand des lokalen genomischen Kontextes
modifiziert werden. In wie fern ebenfalls eine funktionale Redundanz in humanen Zellen besteht,

muss noch in weiterfihrenden Analysen geprift werden.

Viele molekulare Ereignisse unterliegen der Reaktion auf dullere Verinderungen der unmittelbaren
Umwelt wie z.B. in Stresssituationen. Es stellte sich heraus, dass viele dieser Faktoren die
transkriptionale Genregulation beeinflussen wie z.B. nach der Reaktion auf einen Hitzeschock, der
zu Fehlern bei der Faltung von Proteinen und somit zu krankheitsauslosenden Proteinexpressionen
fihren kann (Qu et al., 2018). Nadal et al.,, 2011 beschreiben, dass ein Hitzeschock zu einem
Stillstand des Zellzyklus fithren kann, der von der Stirke der zugefiihrten Hitze als auch deren
Dauer abhingt und Anhidufungen der dabei entstehenden Defekte zu einer Reduktion der
Zellviabilitit fihren kénnen und damit das Zellwachstum beeintrichtigen. Diese Feststellung
konnte in dieser Arbeit auch durch die Untersuchung in Zellviabilitits-Assays nach einem 2 h
Hitzeschock beobachtet werden. Selbst nach einer Regerationszeit von 72 h ist die Zellviabilitdt
der Hitzeschock-behandelten Zellen im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollgruppen
signifikant reduziert. Dabei ist die Regenerationsfahigkeit der KMT2D-Mutante A76 deutlich
schneller, was sich im Vergleich zur HCC827-Kontrollgruppe durch eine signifikant héhere

Zellviabilitit dufert. Diese steht in Kontrast zur anderen KMT2D-Mutante B6 deren Regeneration
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signifikant gegeniiber der Parental-Zelllinie reduziert ist und damit eine wesentlich lingere
Regenrationszeit bendétigt, um die beigefihrten Defekte durch einen Hitzeschock wieder
auszugleichen. In genetischen Analysen im Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae, in dem die
Reste von Histon-Kern-Dominen hoch konserviert sind, wurde bei der Verinderung von
multiplen H3- und H4-Histone-Resten gezeigt, dass Modifikationen gestort und somit die Zellen
sensitiver gegeniiber unterschiedlichen zelluliren Stress reagieren (Huang et al., 2009). Dies weist
daraufhin, dass mehrere Chromatin-modifizierende Komplexe bzw. Histonmodifikationen
elementar bei der Stressinduktion sein kdnnen. Nadal et al., 2011 fihrt diese mit dem Hitzestress
einhergehenden Wachstumsdefizite auf die Aktivierung Zellzyklus spezifischer Kontrollpunkte
zuriick, bei der zur Protektion Energie von anderen zelluliren Prozessen in die Stressantwort
umgeleitet wird. Zusammen mit der Feststellung, dass der Zellzyklus durch einen Hitzeschock
stagniert, konnte dies eine Erklirung fur die Beobachtung einer Angleichung der
Methylierungsniveaus in den KMT2D-Mutanten an das H3K4- als auch H3K27- Niveau der
Parental-Zelllinie nach einer Hitzestressinduktion in den Western Blot Analysen liefern. Dabei
erfolgt nach einem Hitzeschock eine Angleichung in den Methylierungsniveaus, die sich vor allem
auch in einer vollig equilibrierten Gesamthiston-Menge in der H3pan-Kontrolle zeigt. Um
demzufolge einen Zellzyklus-Effekt in den nicht mit Hitze-behandelten Zellen auszuschlieB3en,
sollten weiterfihrende Experimente unter zusitzlicher Betrachtung der Zellzyklus-Aktivitit einen
niheren Aufschluss liefern. Allerdings zeigen Studien in denen die H3K4-Methyltransferase
KMT?2A herunterreguliert wurde, eine supprimierte Proliferation von Hela-Zellen in Verbindung
mit einer reduzierten Cyclin b-Expression. Diese wiederum fiihrt zu einem induzierten Zellzyklus-
Atrrest in der G2/M Phase (Ansari et al., 2013). Zu einem dhnlichen Ergebnis kommen Chen et al.,
2015 in ihren Untersuchungen an der H3K4-Methyltransferase WDR5, die die Proliferation in
Blasenkrebszellen durch die Regulierung des Zellzyklus beeinflusst. Durch eine Herunterregulation
von WDRS5 wird dabei ein Zellzyklus-Arrest in der GO/G1 Phase verursacht. Diese Daten legen
nahe, dass ein dhnlicher Effekt im Zellzyklus durch die Deletion von KMT2D bzw. BRD4
hervorgerufen werden koénnte. Dahingehend konnte basierend auf Micro-Array und Gen-Set
Anreicherungsanalysen eine Herunterregulation von Zell-Zyklus involvierten Genen bei einer

Reduktion von KMT2D und KMT2C nachgewiesen werden (Dawkins et al., 2016).

Es ist bekannt, dass Verinderungen der Histonmodifikation in einem engen Zusammenhang mit
der Entwicklung von Tumoren steht wie beispielsweise die Deregulierung von Histon-
Methyltransferasen, die beim Auftreten und der Entwicklung von Tumoren eine wesentliche Rolle

spielen (Morera et al, 2016). So zeigen Natarajan et al., 2010, dass eine Uberexpression von
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KMT?2D in Verbindung mit einer Tumorgenese in Brust-und Darmkrebs gebracht werden kann.
Betrachtet man andere H3K4-aktive Methyltransferasen wie KMT2A, -C, ASH2 und SMYD3 als
auch die Demethylase LSD1 eingehender in Zusammenhang einer KMT2D-Repression, so wird
deutlich, dass insbesondere bei der funktionell redundanten H3K4-Methyltransferase KMT2C eine
synergistisch signifikante Verminderung in der Expression in den KMT2D-Mutanten erfolgt. Diese
ist ebenso in der H3K4me2/me3-Methyltransferase SMYD3 festzustellen, die in diversen
Krebsarten wie Darmkrebs, Brustkrebs, Prostata- oder Bauchspeicheldriisenkrebs in einer stark
exprimierten Form vorliegt (Hamamotot et al., 2004 und 2006). Des Weiteren wird berichtet, das
eine SMYD3-bedingte Methylierung die Zellproliferation sowie die Metastasierung vorantreibt und
den Zellzyklus negativ beeinflusst (Kunizaki et al., 2007; Tsai et al., 2016). Chen et al., 2017 stellt
bei einer Herunterregulation von SMYD3 eine Beeintrichtigung der Expression von HDR-
assoziierten Genen und insgesamt eine beeintrichtigte HDR-vermittelte DBS-Reparatur fest.
AuBerdem verursacht ein Mangel an SMYD3 eine genomische Instabilitit. Im Gegensatz zu den
H3K4-methylierenden  Genen fithrt die KMT2D-Repression bei LSD1  zu einer
entgegenregulierten erhohten Expression in den KMT2D-Mutanten. LSD1 reichert damit durch
die gesteigerte Demethylierung von H3K4me2 das H3K4mel-Niveau an. Ein hoheres LSD1-
Expressionslevel ist in mehreren soliden Tumoren wie NSCLC, Darm- und Brustkrebs identifiziert
wotden und ist in Nierenkrebs und Mantelzell-Lyphomen mit einer schlechten Prognose der
Patienten assoziiert (Zhu et al., 2018; Zou et al., 2017; Lim et al., 2010; Hayami et al., 2010). Des
Weiteren zeigen mehrere Studien, dass die Inhibierung von LLSD7 eine vielversprechende Strategie
in verschiedenen Krebstherapien darstellt (Jin et al., 2015). So dokumentieren Kong et al., 2016,
dass eine Herunterregulation von LSD7 die Zellproliferation und die Migration in NSCLC

unterdrickt.

Betrachtet man die Auswirkung einer KMT2D-Repression in Bezug auf H3K27me3, zeigt sich eine
stark verminderte Expression der H3K27me3 Demethlyase UTX. Beobachtet man dahingegen die
Folgen einer BRD4-Deletion erfolgt eine verminderte Expression der Methyltransterase EZH2. In
den Fokus der Forschung gelangte UTX im Rahmen von Untersuchungen am Kabuki-Syndrom,
einer monogenetischen Erkrankung, in der neben KMT2D in UTX eine Ansammlung von
Mutationen und damit einhergehende synergistische Funktionsdefekte beobachteten werden
konnten (van der Meulen et al.,, 2014; Miyake et al., 2013). Zudem weisen Zellen mit einer
verminderten UTX-Expression als auch Zellen mit einem KMTZ2D-Defizit ahnliche Effekte im
Proliferations- und Inversionsverhalten auf. So kann in Brustkrebs fiir beide Gene eine kooperativ

regulierende Genexpression in der Zellinvasion und Proliferation festgestellt werden, wobei hohe
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Expressionslevel beider Gene mit einer schlechten Prognose in Brustkrebs einhergehen (Kim et
al., 2014). Trotz der kontriren Funktionsweise der H3K27me2/3 Methyltransferase EZH?2 und
der Demethylase UTX ist in den KMT2D-Mutanten in beiden Genen eine signifikante
Expressionsverminderung festzustellen. Ahnliche Beobachtungen macht Jankowska et al., 2011 in
einer Studie iber chronische myelomonozytire Leukimie (CMML), in der in beiden Genen ein
Funktionsverlust ermittelt werden konnte. Diese Ergebnisse unterstreichen den Stellenwert einer
funktionierenden Chromatinregulation, die ein haufig wiederkehrendes Mutationsziel in
verschiedenen Krebsarten darstellt. Des Weiteren beschreibt Makishima et al, 2010, dass
Mutationen in diesen Genen eine neue Klasse molekularer Lisionen darstellen, die einen
epigenetisch instabilen Phinotyp vermitteln. Beide Gene sind an der Regulation des
Methylierungsstatus des Histons H3, insbesondere von H3K27me3, beteiligt. Auch Hock (2012)
erliutert, dass es zu kliren bleibt, warum Funktionsverluste in beiden Genen trotz ihrer
gegensatzlichen Funktion zu einer malignen Pathogenese fihren, zumal die Zielgene in diesem
Zusammenhang von beiden vollig unterschiedlich sind. Interessanterweise beschreibt Ezponda et
al., 2017 in seinem Paper eine Studie tiber Multiple Myelom-Zellen, in denen UTX mit CRISPR
CAS9 zerstort wurde und in diesen Zellen daraufthin eine hohere Sensitivitit gegeniiber einer
EZH?2-Inhibierung bei einer Dosis-abhangigen GSK126 Applikation im Vergleich zu Kontroll-

Zellen festzustellen war.

Wu et al. 2018 zeigt ein vermindertes Wachstumsverhalten durch die Anwendung des EZH2-
Inhibitors JQEZ5 in UTX-defizielen-Lungentumormodellen. JQEZ5 wird in der Regel bei
Lungentumoren im Mausmodell mit einer erhéhten EZH2-Expression verwendet und férdert
dessen Riickbildung (Zhang et al, 2016). Neben den beschriebenen Defekten des
Zellproliferationsverhaltens, die durch Verminderung in der Expression in KMT2D und UTX
hervorgerufen werden, wird ebenso eine Inhibition von EZH?2 in Zusammenhang mit einer
Beeintrichtigung der Zellproliferation und —Invasion gebracht (Zingg et al., 2015). In Tumoren
wurde die Funktion von EZH?2 bereits mit dem Proliferationsverhalten und dem Tumorwachstum
assoziiert, sodass die Inhibition von EZH2 eine vielversprechende Anwendung in der Therapie
von Tumoren darstellt. So konnte Kikuchi et al., 2012 mit einer Anwendung des EZH2-Inhibitors
DZNep (3-Deazaneplanocin A) eine zellulire Verminderung des EZH2-Levels und eine damit
verbundene inhibierte H3K27me3-Methylierung nachweisen, die zu einer Verlangsamung des
Zellwachstums in NSCLC-Zelllinien fihrte. EZH2 ist hdufig in NSCLC tberexprimiert und
ebenfalls mit einer schlechten Prognose verbunden (Huqun et al., 2011; Kukuchi et al., 2010). Die

Wirkung von DZNep konnte zuvor auch in Studien bei anderen Tumorarten wie Prostata-,
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Brustkrebs oder akuter myeloische Leukimie (AML) festgestellt werden (Yang et al., 2013; Crea et
al., 2011; Hayden et al., 2011; Fiscus et al., 2009). Auflerdem verdeutlichen Serresi et al. 2018, dass
durch die Inhibierung von EZH?2 mit dem Histon-Methyltransferase-Blocker GSK126 NSCLC-
Tumore sensitiver auf eine Behandlung mit Nimesulid und Bortezomib ansprechen und was die

definierte Rolle einer EZHZ2-Inhibierung bei der Zellproliferation unterstricht.

Zusammenfassend fithren die Ergebnisse aus verschiedenen Studien zu dem Schluss, dass eine
Herunterregulation von KMT2D, UTX als auch EZH?2 zu einer Verminderung des Zellwachstums
fuhrt. Dies konnte die Ursache des deutlich reduzierten Proliferationsverhaltens in den KMTZ2D-
Mutaten begriinden, insbesondere da in den Zelllinien mit Deletionen in KMT2D eine Korrelation
zwischen der Repression von KMT2D, EZH2 und UTX und einer Wachstumsminderung

festgestellt werden konnte.

4.3 Expression U2 snRNP-assoziierter Gene wird durch eine

aberrante KM T2D- Funktion beeinflusst

Die ChIP-Seq basierten Analysen der H3K4me3-Methylierung der Parental-Zelllinien HCC827
und Wi38 dienten zur Identifikation spezifisch angereichter Signalwege. Diese wurden wiederum
als Grundlage fur weiterfiihrende Experimente genutzt, um potentielle Verinderung in den
generierten Mutanten-Zelllinien im Vergleich zu den Parental-Zelllinien zu determinieren. Vor
allem in den GO-und Signalweg-Analysen konnte eine starke Anreicherung in Splei3-und RNA-
metabolisch relevanter Prozesse festgestellt werden. AuBlerdem erfolgte in NESTs-basierten
Analysen die Identifizierung funktionaler Interaktionen zwischen methylierungsspezifisch
epigenetischen H3K4-Regulatorgenen und Genen der U2 snRNP assoziierten SF3-Subklassen.
Bernstein et al., 2005 stellen in ihren Untersuchungen fest, dass Gene mit einer Tri-Methylierung
an ihren 5 Ende signifikant aktiver sind. Eine andere Studie identifiziert ChIP-Seq Peaks am Ende
des ersten Exons an der Stelle der 5°Spleif3seite (Bieberstein et al,, 2012). Die H3K4me3-
Methylierung wird als ,,aktivierende Markierung® von bestimmten Promotoren wie z.B. CHD1,
BPTF oder JMJD2A wahrgenommen, die wiederum als Briickenproteine zur Rekrutierung von
spliceosomalen Genen dienen. Sims et al., 2005 indiziert, dass das ATP-abhingige CHD1 direkt
und selektiv Methylierungen an H3 erkennt und iber seine Tandem-Chromodominen an H3K4
bindet. In einer weiterfuhrenden Studie charakterisiert Sims, dass CHID1 an Prozessen wie der
mRNA-Reifung oder der Pri-mRNA-Prozessierung mal3geblich beteiligt ist, in dem es mit Genen

des Multi-Untereinheit Komplexes SF3A interagiert und es mit H3K4me3 verkniipft (Sim et al.,
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2007). Des Weiteren zeigt Sims, dass ein Verlust von CHD1 zu einer massiven Reduktion der
SpleiBeffizienz fihrt und diese ebenfalls in Zusammenhang mit einer Reduktion des H3K4me3-
Levels gebracht werden konnen. Seine Ergebnisse demonstrieren zudem eine reduziertere
Assoziation von U2 snRNP-Genen an Chromatin und miinden in Verinderungen beim effektiven
pri-mRNA-Spleilen, womit die Rolle von H3K4me3 im Zusammenhang mit einer Regulation im
SpleiBBprozess verdeutlicht wird. Die Ergebnisse der RNA-Expressionsanalysen der U2 snRNP
assoziierten Genen in den KMT2D-Mutanten legen nahe, dass Deletionen in KMT2D zu einer
Verinderung der Genexpression am Spleilprozess beteiligter Gene fithren. Die U2 snRNP-
Untereinheit bildet zusammen mit Ul snurp das Pra-Spliceosom (Komplex A), das fir die
Einleitung des gesamten Splei3prozesses verantwortlich ist (Will et al., 2011). Die Daten indizieren
zudem, dass KMT2D-Mutationen die Genexpression des Brickenproteins CHD1 beeinflussen.
Luco et al., 2010 zeigt beim Alternativen Spleif3en, dass epigenetische Histonmodifikationen die
SpleiBeffektivitit bei der Rekrutierung von Spleiiregulatoren durch Chromatin-bindende Proteine
modulieren. Zu diesem Schluss kommen auch Davie et al., 2015 in ihrer Studie, bei der sich die
Abschwichung des H3K4me3-Niveaus auf das pra-mRNA-Spleiflen auswirkt und vice versa eine
Minderung des pri-mRNA-Spleien die H3K4me3-Methylierung dimpft. Weiterfithrende
Experimente mit KMT2D-insuffzienten Zellen werden dahingehend einen klaren Aufschluss

liefern.

Mahat et al., 2016 und 2017 belegen in ihren Studien, dass die zelluliren Mechanismen nach einem
Hitzeschock einer genomweiten Regulation in der Transkription unterworfen sind. Die Studien
legen dabei keine einheitliche Reaktion in der Genexpression dar, sondern zeigen Induktionen von
Genen, die an der Translation sowie der RNA-Prozessierung beteiligt sind. Gleichzeitig erfolgt eine
Repression der Transkription von 55 % der aktiven Gene. In GO-Analysen konnten
herunterregulierte Gene identifiziert werden, die bei Metabolismusprozessen, der Mitose oder dem
Zellzyklus beteiligt sind. Mahat et al. 2017 indizieren daraus, dass diese Gene unmittelbar nach
einem Hitzeschock ausgeschaltet werden, um so Ressourcen in Prozessen wie dem mRNA-
SpleiBen, der mRNA-Prozessierung oder Transportprozessen aus dem Zellkern zu erméglichen.
Diese wurden in den Analysen im Vergleich zu anderen Signalwegen erst wesentlich spiter
reprimiert. Durch diese gestaffelte Anpassung der Genexpression wird es erméglicht einer Hitze-
bedingten Schidigung entgegen zu wirken (de Nadal et al., 2011). Des Weiteren impliziert Mahat
et al. die Repression der Transkription nach einem Hitzeschock als einen hoch komplexen
regulativen pervasiven Prozess, bei dem 10 % und damit eine Minderheit der aktiven Gene

hochreguliert werden. Interessanterweise werden die Expressionsunterschiede von U2 snRNP-
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assoziierten Genen nach der Induktion eines Hitzestresses in der KMT2D-Mutante A76 zusitzlich
reprimiert. Trotz der starken Hochregulation der H3K4-Methyltransferasen KMT2C und KMT2A
werden die Expressionsdefizite in Relation zum Expressionsniveau der Parental-Zelllinie in den
untersuchten Splei3-Faktoren nicht ausgeglichen. Bei der KMT2D-Mutante B6 erfolgt bei einigen
Genen ein tendenzieller Angleichungseffekt an das Expressionsniveau der Parental-Zelllinie, der
durch die Hochregulation der H3K4-Methyltransferasen ASH2 und SMYD3 begriindet werden
kann. Ein divergenter Effekt kann in der Expression der BRD4-Mutanten erkannt werden, die sich
nach einem Hitzeschock ausprigen. Trotz der gleichen Deletion von BRD4 in beiden Mutanten
kann in der BRD4-Mutante E87 ein Anstieg der KMT2D-Expression und der gesamten
untersuchten Splei3-Faktoren nach der Hitzeinduktion beobachtet werden. Bei der BRD4-Mutante
E114 ist in der RNA-Expressionsanalyse eine Reduktion der KMT2D-Expression und der U2
snRNP -assoziierten Gene zu beobachten. Die Divergenz der beiden BRD4-Mutanten nach einem
Hitzeschock konnte auf einen moglichen Off-Targer-Effekt in einem der beiden Mutanten
hinweisen. Der Einfluss auf die Genexpression der untersuchten U2 snRNP -assoziierten Gene
scheint dabei von Unterschieden in der KMT2D-Expression in den BRD4-Mutanten abhingig zu
sein. In Genanalysen wurde ermittelt, dass durch Mutationen in den Histon-Resten und den damit
verbundenen Modifikationsdefekten in Zellen eine hohere Anfilligkeit gegentber
unterschiedlichen zelluldren Stress erfolgt (Huang et al, 2009). Dies legt den Einfluss von
Chromatin-modifizierenden Komplexen als auch den Stellenwert von histonmodifizierenden
Genen bei einer Stressbelastung nahe. Dies spiegelt sich auch in der Stress-bedingten Modulation
der mRNA-Stabilitit wider, indem durch separierte Regulationsmechanismen selektiv mRNAs
stabilisiert oder abgebaut werden, abhingig von der Phase der Stressreaktion (de Nadal et al, 2011).
Allerdings fehlt derzeit ein detailliertes Verstindnis, das den tiefgreifenden funktionalen
Mechanismus der methylierungsbedingten Chromatinmodifikation durch KMT2D und einer
spliceosomalen Verbindung bei einem Hitzestress in Beziehung setzt. Ein Grund kénnte dabei in
der Anzahl der variablen Faktoren liegen, die mit der Aktivitit von Genen bei einer Stressantwort
in Zusammenhang stehen wie z.B. die koordinierte Regulation der Expression und die damit
verbundene  Feinabstimmung der Expressionsniveaus einzelner Gene, denen in
Regulationsprozessen in mehreren Schritten des mRNA-Spleilens und dartber hinaus dem

gesamten RNA-Metabolismus eine gewichtige Bedeutung zukommt.
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4.4 Aberrante KMT2D-Expressionen fiihren teilweise zu einer

erhohten Sensitivitit gegeniiber Cetuximab und Erlotinib

In den Analysen der ChIP-Seq Daten zur Bestimmung der differenziellen Methylierung von
H3K4me3 zwischen den Adenokarzinom-Zelllinien HCC827 und A549 wurde eine Anreicherung
in EGFR relevanten Reaktionsprozessen wie z.B. EGFR1 (p-Wert: 4,190E-15) und der EGF-
EGFR-Signalweg (p-Wert: 9,990E-09) identifiziert. Dieses Ergebnis ergibt sich ebenfalls aus der
GREAT-Analyse der GO molekularen Funktion, bei der die EGFR-aktivierte Rezeptoraktivitit
(p-Wert: 7,4481E-260) stark angereichert ist. In zahlreichen Studien wird tber die letzten Jahre
hinweg gehiuft tiber die Uberexpression von diversen Mutationen und eine damit verbundene
erhohte Aktivitit von EGFR berichtet (Selvaggi et al., 2004; Hirsch et al., 2003). In NSCLC ist
EGFR eines der am haufigsten mutierten Gene, das oft im Fokus vieler Therapieanwendungen
steht, da es die Zellproliferation reguliert und damit wesentlich zum Uberleben von Krebszellen
beitrigt (Dearden et al., 2013; Smits et al., 2012; Imielinski et al. 2012; Troiani et al., 2016; Wee et
al., 2017). In verschieden Krebsarten kann die deregulierende Aktivitit des EGFR-Signalwegs mit
der Tumorentwicklung, Progression, Metatasierung oder einer Resistenzentwicklung in
Verbindung gebracht werden (Dienstmann et al., 2012; Hopper-Borge et al., 2009; Hrustanovis et
al., 2013; Campoli et al., 2010). Die Ubetlebensrate der Patienten hingt dabei hiufig vom EGFR-
Mutationsstatus ab und ist insgesamt mit einer geringen Uberlebensrate assoziiert (Lynch et al.,
2004; Nicholson et al., 2001). Deregulierende Auswirkungen zeichnen sich durch eine erhéhte
EGFR-Stimulierung bedingt durch Ligandenbindung, detektierte Punktmutationen im Rezeptor
und Deletionsmutationen in EGFR aus (Gazdar et al., 2009; Tezel et al., 2017; Purba et al., 2017).
Eine der soweit am besten charakterisierten Mutationen in EGFR ist eine Deletion in Exon 19, die
das konservierte LREA-Motiv entfernt. Eine weitere gut bekannte Mutation ist eine in Exon 21
befindliche Substitution. Beide Mutationen machen insgesamt 80-90 % aller EGFR-Mutationen in
NSCLC aus und sind maf3geblich an der Onkogenese beteiligt (Russo et al., 2015). Zur Blockierung
von EGFR werden zwei unterschiedliche Hauptklassen verwendet: Tyrosinkinase-Inhibitoren, die
die intrazellulire Tyrosinkinsae-Domane des EGFR-Rezeptors binden wie z.B. Gefitinib, Erlotinib
oder Afatinib, oder es kommt zur Anwendung von Antikérpern gegen EGFR wie z.B. mit
Cetuximab, Panitumumab und Necitumumab (Takeda et al., 2015; Russo et al., 2015). Bei der
Anwendung von Cetuximab erfolgt die Inhibierung durch die Bindung an die extrazellulire
Domine, wodurch die EGFR-Dimerisierung verhindert und die EGFR-Degradation einleitet wird
(Li et al., 2005). Die Affinitit von Cetuximab ist dabei 10fach hoher als die des EGFR-Liganden

(Mazzarella et al., 2017). Des Weiteren erfolgt die Inhibierung von Signalwegen wie dem Zellzyklus,
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dem Zellwachstum als auch die Angiogenese, was zur Apoptose der Zellen fihrt und das
Tumorwachstum stoppt (Kurai et al., 2007; Liang et al. 2018). Ein weiterer Punkt, der bei der
Progression von Krebs zunehmend eine Rolle spielt, sind epigenetische Dysfunktionen der Histon-
Methylierung. Hierbei kann fur die Inhibierung von Methlytransferasen wie DOT7L und
Demethylasen wie EZHZ2 und L.SD7 eine Antitumoraktivitit in Lungenkrebs nachgewiesen werden
(Kim et al,, 2012; Xu et al., 2014; Zhang et al., 2013; Xia et al., 2014; Hayami et al., 2011). Durch
WES (whole-exome sequencing) konnten Yin et al., 2014 KMT2D als das hiufigste mutierte Gen in
einer chinesischen NSCLC-Kohorte identifizieren. Yin et al. beobachteten bei der Validierung der
somatischen Mutationen, eine hohe Anzahl von Nonsens-Mutationen, die zu einem vorzeitigen
Strangabbruch und einem Verlust der SET-Domine fihren und zeigen eine signifikant reduzierte
Expression sowie einen Gesamtverlust der KMT2D-Expression. Dabei weisen Patienten mit einer
KMT2D-Mutation eine schlechtere Uberlebenswahrscheinlichkeit als Patienten mit einem
normalen KMT2D-Status auf. Ein Zusammenhang von KMT2D-Mutationen und einer geringen
Uberlebenswahrscheinlichkeit in NSCLC wird ebenfalls von Ardeshir-Larijani et al., 2018 erbracht.
Dabei zeigt die Studie einen Unterschied zu SCLC auf, in dem KMT2D-Mutationen keinen Effekt
auf das Uberleben haben, obwohl in SCLC mehr Mutationen in KMT2D (32,8 %) detektiert werden
als in NSCLC (17,5 %). Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse der Zellviabilitit deuten darauf
hin, dass eine Verkiirzung des KMT2D-Proteins in Zellen mit einer EGFR-positiven Mutation
eine Sensitivierung gegentiber Cetuximab bewirkt. Die Auswirkungen einer Cetuximab-
Behandlung fihren in der KMT2D-Mutante A76 zu einer um 50 % gesteigerten Sensitivitit
gegentiber der Parental-Zelllinie HCC827 bei einer geringen Cetuximab-Dosis von 1 uM. Die
andere KMT2D-Mutante B6 zeigt eine unverinderte Zellviabilitit nach einer Behandlung mit
Cetuximab und reagiert im gleichen Mal3e resistent wie die Parental-Zelllinie. Mukohara et al., 2005
beschreiben in ihrer Studie zum Apoptoseverhalten von EGFR-mutierten und EGFR-Wildtyp
Zelllinien nach der Applikation von Cetuximab und Gefintinib eine Inhibierung des
Zellwachstums bei HCC827-Zellen, wobei der Effekt bei der Anwendung von Gefitinib signifikant
stirker ausgeprigt ist als bei Cetuximab. Daraus schlussfolgern Mukohara et al., dass EGFR-
Mutationen mit einer Gefitinib-Sensitivitit in NSCLC verbunden sind, dies aber nicht mit
Cetuximab assoziiert werden kann. Bei den Untersuchungen zur Zellviabilitit in dieser Arbeit,
konnte in der Parental-Zelllinie HCC827 keine ausgeprigte Inhibierung gegeniiber Cetuximab
festgestellt werden. Uber die GDSC-Datenbank verfiigbare Daten tiber die Parental-Zelllinie
HCCB827 indizieren keinen signifikanten Unterschied nach einer Behandlung mit Cetuximab (Z-
Score=0.56), wodurch HCCB827-Zellen insgesamt als resistent kategorisiert werden. Bei der
Herunterregulation der EGFR-Proteinexpression durch eine EGFR-spezifische siRNA wurde in
tinf getesteten NSCLC-Zelllinien das Wachstum inhibiert (Chen et al., 2012). Im Vergleich zu den
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anderen Zelllinien zeigte die Zelllinie HCC827 gegeniiber Tyrosinkinase-Inhibitoren eine 10fach
héhere Sensitivitit, wihrend bei der Anwendung von Cetuximab keine relevante iz vitro Aktivitit
festgestellt werden konnte. Aus diesem Grund werden HCC827 wie die anderen Zelllinien in der
Studie von Chen et al., 2012 als relativ resistent betrachtet. Keine der untersuchten Zelllinien zeigt
eine Empfindlichkeit gegentiber Cetuximab unter 10 %. Bei einer zusitzlichen EGFR-siRNA-
Herunterregulation kann unabhingig vom EGFR-Mutationsstatus der untersuchten Zelllinien ein
verstirkter Effekt in der Induktion der Apoptose oder einer Wachstumshemmung ermittelt
werden. Chen et al. fihren dies auf eine Abwesenheit der onkogenen Signifikanz des Rezeptors
bzw. einer Unempfindlichkeit des mutierten Rezeptors gegeniiber einer Inhibierung durch einen
monoklonalen  Antikérper  zurtick.  Aktivierende  Mutationen  bewirken  zwar eine
Uberempfindlichkeit gegentiber Tyrosinkinase-Inhibitoren, fithren aber nicht zwangsliufig zu einer
erhohten Sensitivitit bei der Anwendung von monoklonalen Antikérpern wie Cetuximab. Zu
einem dhnlichen Ergebnis kommen auch Rice et al., 2011, die in vier NSCLC-Zelllinien, darunter
HCCB827, die Sensitivitit gegeniiber Cetuximab untersuchen. Die Cetuximab-Sensitivitit war dabei
ebenfalls unabhingig vom EGIFR-Mutationsstatus der Zelllinien, wobei HCC827 in der Studie

intermedidr auf Cetuximab reagierte.

In den in dieser Arbeit gezeigten Western Blot Analysen kann auf Grund der differenziellen
Histon-Mengen, die sich in der H3K4mel — und H3K4me3 — Methylierung widerspiegeln, keine
eindeutige Interpretation der Daten erfolgen. Tendenziell sicht man eine Verdnderung der
gesamten Histon-Mengen in den KMT2D-Mutanten nach einer Cetuximab-Behandlung. Jhawer et
al., 2014 zeigen in ihrer Studie an Darmkrebszelllinien, das eine Behandlung mit Cetuximab in
Cetuximab-sensitive Zelllinien wie L.IM1215, GEO und SW403 den Zellzyklus in der G1/GO-
Phase stoppt, aber nicht zwangslaufig zu einer Induktion der Apoptose fihrt. Die Ergebnisse der
RNA-Expressionsanalysen legen nahe, dass eine Cetuximab-Behandlung in der Mutante A76 eine
gesteigerte Expression in den Methyltransferasen KMT2C, SMYD3 und KMT2D selbst
hervorruft. Zusitzlich scheint die H3K4me3-Methlierung durch die Herunterregulation der
H3K4me2/mel Demethylase LSD1 zusitzlich verstirkt zu werden. In der Parental-Zelllinie
HCCB827 scheint eine Cetuximab-Behandlung eine gesteigerte Expression der gesamten
untersuchten H3K4-Methyltransferasen nach sich zu ziehen, wobei der Effekt einer vermehrten
H3K4me3-Methylierung durch die ebenfalls signifikant hochregulierte Expression von LSDI1
relativiert wird. Eine mogliche Anreicherung der H3K4mel-Methylierung begriindet sich
wiederum in der KMT2D-Mutante B6 durch die Cetuximab-bedingte Repression der H3K4-
Methyltransferasen KMT2D und KMT2C, wobei die Verminderung von LSD1 diesem ebenfalls
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entgegenwirkt. Erfolgt eine Kombinationsbehandlung mit einem zusitzlichen Hitzeschock kann
in der Western Blot Analyse eine Angleichung der H3K4-Methylierung in allen Versuchsgruppen
beobachtet werden, der ebenfalls in der RNA-Expression der untersuchten H3K4-
Methyltransferasen und —Demethylase festgestellt werden kann. KMT2D scheint zudem nach der
Kombinationsbehandlung zusitzlich in der RNA-Expression sowohl in der Parental-Zelllinie als
auch den KMTZD-Mutanten reduziert zu werden. Bei der Mutante A76 erfolgt eine additive
signifikante Repression von KMT2C bei einer gleichzeitig signifikanten Hochregulation der LSD1-
Expression, was auf ein Einpendeln der H3K4mel-Expression auf das Niveau der unbehandelten
Kontroll-Zelllinien hinweisen kénnte und eine Reduktion der H3K4me3-Expression nach sich
zieht. Bis dato fehlen Vergleichsstudien, in denen die Auswirkung einer Cetuximab-Behandlung in
Bezug auf die H3K4-Methylierung und die in dem Prozess involvierten H3K4-Methyltransferasen

niher untersuchen, sodass zukiinftige Experimente einen niheren Ausschluss liefern werden.

Der EGFR-Signalweg spielt eine tragende Rolle in der Entwicklung von NSCLC und wird effektiv
in der zielgerichteten Therapie bei der Behandlung von Patienten mit einer Mutation in EGFR
angewandt. Das Anwendungsspektrum bei NSCLC wurde durch Tyrosinkinase-Inhibitoren wie
Erlotinib oder Gefitinib im Fall eines tUberexprimierten oder amplifizierten EGFR markant
erweitert. Mutationen in EGFR, die mit einer erhohten Sensitivitit gegeniiber Erlotinib oder
Gefintinib in Verbindung gebracht werden, sind vornehmlich in Exon 18-24 lokalisiert (Gridelli et
al., 2007). Diese Region kodiert die EGFR-Tyrosinkinase-Domaine. Die hiufigsten Mutationen
machen dabei Deletion in Exon 19 und die Substitutions-Mutation L858R in Exon 21 aus (Gazdar,
2009). Erlotinib als Erstbehandlung bewirkte bei Patienten mit diesen aktivierenden Mutationen in
EGFR eine starke Anti-Tumoraktivitit in NSCLC (Giaccone, 2006; Zhou et al., 2011). Die
Ergebnisse der Effizienz-Analyse von Zhou et al, 2011 zeigen bei der Erstbehandlung mit
Erlotinib im Vergleich zu anderen Chemotherapeutika ein lingeres progressionsfreies Uberleben
bei EGFR-positiv mutierten Patienten mit einem fortgeschrittenen NSCLC. Ein elementares
Problem stellt jedoch die Entwicklung einer Resistenz nach einer lingeren Behandlungsdauer mit
Tyrosinkinase-Inhibitoren dar (Yano et al., 2005). Abourbeh et al. 2015 dokumentieren in ihren
Untersuchungen, dass Zelllinien mit einer aktivierenden EGFR-Mutation wie z.B. HCC827 oder
NCI-H3255 100-1000fach signifikant sensitiver mit einem anti-proliferativen Effekt nach einer
Erlotinib-Behandlung in vitro reagierten als vergleichsweise andere Zelllinien. In einer Studie iiber
die Auswirkung einer Kombinationsanwendung des pan-HDAC-Inhibitors Panobinostat und
Erlotinib in NSCLC-Zelllinien, wird nach der Einzelapplikation des Tyrosinkinase-Inhibitors
Erlotinib eine induziert erhéhte H3K4-Methylierung in HCC827- und A549-Zellen festgestellt
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(Greve et al,, 2015). Dieser Effekt wird durch eine zusitzliche Behandlung mit Panobinostat
zusitzlich verstirkt. Greve et al., 2015 schlieBen daraus, dass Panobinostat in NSCLC-Zellen die
antiproliferative Erlotinib-Wirkung verstirkt, wobei eine Kombinationsanwendung beider
Wirkstoffe einen synergistischen Effekt auf die H3K4-Methylierung als auch der Histon-H3-
Acetylierung bewirken. Dabei stellte sich heraus, dass Verinderungen in der Kopienzahl von
Genen mit einer Relevanz in der H3K4-Methylierung, keine Rolle bei der H3K4-Regulation
spielen. Greve et al. vermuten, dass die Induktion der H3K4-Methyltransferase-Expression oder
eine Hemmung der Demethylase-Expression verantwortlich fur die Verdnderung der aktivierenden
H3K4-Markierung sein konnten. In den in dieser Arbeit dargestellten Ergebnissen konnte diese
Beobachtung hinsichtlich einer gesteigerten H3K4mel-Methylierung in den Western Blot
Analysen nach einer Erlotinib-Behandlung in den untersuchten NSCLC- und KMT2D-mutierten
Zelllinien durch die stark differenzielle Gesamthiston-Menge nicht geklart werden. Dieser Effekt
ist insbesondere bei den Erlotinib-behandelten Versuchsgruppen festzustellen, wo die divergente
Histon-Menge in den KMTZ2D-Mutanten aber auch der Erlotinib-sensitiven Parental-Zelllinie
HCCB827 zu beobachten ist. Bei einer Kombinationsbehandlung mit einem vorhergehenden
Hitzeschock verinderte sich der beobachtete Effekt, sodass eine Angleichung in der H3K4mel-
Methylierung und der gesamten Histon-Menge erfolgte. Lee et al., 2007 dokumentieren in ihrer
Studie an mehreren NSCLC-Zelllinien, dass eine Behandlung mit Erlotinib zu einem
Wachstumsstillstand in der G1-Phase (Gap7-Phase) fihrt und somit die Apoptose in den Zellen
induziert. Zu einem Zhnlichen Schluss kommen ebenfalls Huether et al., 2005 bei ihren
Untersuchungen an den hepatozelluliren Tumorzelllinien Huh-7 und HepG2, bei denen eine zeit—
und dosisabhingige Behandlung mit Erlotinib das Zellwachstum hemmt und zu einem Stillstand
der G1/S-Phase des Zellzyklus fiihrt. In weiterfihrenden Experimenten sollte dieser Effekt im
Zusammenhang mit einer siRNA oder Uberexpression von KMT2D eingehender betrachtet
werden. Bei der Analyse der Zellviabilitit zeigen die KMT2D-Mutanten eine starke verminderte
Zellproliferation nach einer Erlotinib-Behandlung bei einer Dosis von 1 pM und einer
Behandlungsdauer von 72 h. Die Zellviabilitit der KMT2D-Mutante A76 ist dabei auf 47 %
gegentiber der Parental-Zelllinie HCC827 reduziert, wohingegen bei der KMT2D-Mutante B6
ebenfalls eine Verinderung durch eine um 32 % reduzierte Zellviabilitit festgestellt werden konnte.
Nach einer Kombinationsbehandlung mit einem vorhergehenden Hitzeschock kann nur in der
Mutante A76 bei einer Behandlung mit 5 uM Erlotinib eine hohere Sensitivitit festgestellt werden.
Bei der Mutante A76 wird die Zellviabilitdt um 33 % stirker supprimiert als gegentiber der Parental-
Zelllinie. Das Wachstum von der Mutante B6 wird durch eine Kombinationsbehandlung nicht
wesentlich im Vergleich zur Parental-Zelllinie verdndert. Betrachtet man die Auswirkungen einer
Erlotinib-Behandlung hinsichtlich der am Prozess beteiligten H3K4-Methyltransferasen bzw.
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4 Diskussion

Demethylase in den KMT2D-mutierten Zelllinien kénnte sich die ethéhte LSD1-Expression in der
Mutante B6 als auch in der Parental-Zelllinie HCC827 (EGFR-Mutation delE746-A750) in einer
deutlich erh6hten H3K4mel-Methylierung widerspiegeln. Dieser Effekt kénnte durch die schwach
signifikant verminderte Expression von SMYD3 unterstiitzt werden. Die in der Mutante B6
ermittelte erhohte RNA-Expression von ASH2, KMT2A und KMT2C wirde den gesteigerten
Effekt der H3K4mel-Anreicherung dabei relativieren. Die ebenfalls erhohte Expression der
H3K4-Methyltransferasen KMT2A, KMT2C und ASH2 in der Parental-Zelllinie HCC827, kénnte
zudem dazu fithren, dass vermehrt H3K4mel in —me3 umgewandelt wird und zu einer starken
Anreicherung der H3K4me3-Expression fithren. Das in der Mutante A76 erhcht vorliegende
Expressionsniveau von LSD1 wird nach einer Erlotinib-Behandlung nicht beeinflusst, sodass
vermehrt H3K4me2 in H3K4mel umgewandelt werden konnte. Eine Erlotinib-Behandlung fithrt
hingegen in der resistenten Zelllinie A549 nur zu einer Hochregulation in der H3K4me2/3-

Methyltransferase ASH2.

Verinderungen im H3K4-Methylierungsstatus wurden bereits in fritheren Studien mit einer
verinderten Sensitivitit gegeniiber Chemotherapeutika in Verbindung gebracht. So zeigt Hou et
al., 2012 beispielsweise, dass eine Uberexpression von KDM5A mit einer Chemotherapie-Resistenz
in Brustkrebs verbunden ist und eine Verminderung der KDM5A-Expression die Proliferation der
Brustkrebszellen inhibiert. KDM5.4 wird ebenso mit einer Resistenzentwicklung in NSCLC in
Verbindung gebracht (Sharma at al., 2010). Durch die Anwendung des JmjC-Demethylase
Inhibitors YUKAT (4-([2-(Allyloxy) -3-methoxybenzyl] amino) -4H-1,2,4-triazole-3-thiol) wird die
H3K4me3-Methylierung erhoht und die Zellproliferation durch KDM5.A4 in EGFR-mutierten
NSCLC-Zelllinien selektiv inhibiert (Gale et al., 2016). Ji et al., 2018 zeigen in KMT2D- mutierten
Jurkat-Zellen (mit einer Missense-Mutation in V5486M) nach der Applikation der HDAC-
Inhibitoren Romidepsin und Chidamid eine Wiederherstellung der zuvor reduzierten H3K4me3-
Methylierung. In weiterfihrenden iz wivo Xenograft-Experimenten zeigen Ji et al, 2018
anschlieBend, dass die Tumore in Mausen von KMT2D V5486M -mutierten Jurkat-Zellen, die mit
Romidepsin und Chidamid behandelt wurden, signifikant kleiner ausfallen als die von
unbehandelten Tieren. Ji et al. schlieBen daraus eine klinische Relevanz von Histonmodifikatoren
als verwertbare Biomarker in der Therapieanwendung. Dariiber hinaus liefern Chen et al. 2015 den
Beweis, dass die Uberexpression der H3K4-Methyltransferase WDR5 die Zellproliferation und
Chemotherapie-Resistenz von Cisplatin und damit das Tumorwachstum in Blasenkrebszellen

fordert. Fruhere Studien weisen zudem auf ein reduziertes Zellwachstum in Brust-und

145 |



4 Diskussion

Prostatakrebs nach der Repression von WDR5 hin (Kim et al., 2014; Mungamuri et al., 2013). Der

genaue Mechanismus ist bis dato allerdings noch unbekannt.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass KMT2D mit einer Reihe von Prozessen, die in
der Tumorentwicklung in NSCLC beteiligt sind, in Verbindung gebracht werden kann. Damit stellt
KMT2D als potentieller Biomarker ein vielversprechendes Ziel fir Therapieanwendungen dar. So
konnte fir die KMT2D-Mutante A76 eine Inhibierung der Zellproliferation bei einer Behandlung
mit den Chemotherapeutika Cetuximab und Erlotinib ermittelt werden, wobei der
zugrundeliegende Mechanismus in weiterfihrenden Studien funktionell eingehender untersucht
werden sollte. Eine personalisierte Anwendung mit einer gezielten Therapie stellt dabei gegentiber
der konventionellen Therapie eine wesentliche Verbesserung dar, wie es bereits im Fall von
Patienten mit einer EGFR- positiven Mutation bei der Behandlung mit Erlotinib von NSCLC

bewiesen wurde (Zhou et al., 2011; Rosell et al., 2012).
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Zusammenfassung

Lungenkarzinome sind im Vergleich zu anderen Krebsarten die haufigste Todesursache weltweit.
Aufgrund der spiten Diagnose und einer hohen Rate an Therapieresistenzen liegt die 5-Jahres-
Uberlebensraten bei nur 13% und ist damit eine der niedrigsten tiberhaupt. Die Identifikation von
potentiellen Biomarkern fiir eine Verbesserung der Therapieansitze riickt dabei zunehmend in den
Vordergrund. Epigenetische Verinderungen spielen bei der Progression von Tumoren eine
elementare Rolle, wobei diese mit der Karzinogenese und der Ausprigung einer Therapiereistenz
in Verbindung stehen. Epigenetische Modifikatoren wie die H3K4-Methyltransferase KMT2D und
das Chromatin-Bindeprotein (Reader) BRD4 sind hdufig in verschiedenen Krebsarten wie z.B. in
NSCLC mutiert. Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollten in verschiedenen Lungenkrebszelllinien
unter Verwendung von CRISPR CAS9 definierte Mutationen in den Kandidatengenen KMT2D
und BRD4 induziert werden, um funktionelle Mechanismen eingehender zu untersuchen, die mit
einer Tumorprogression assoziiert werden. Die Deletionen im Kandidatengen KMT2D
unterscheiden sich dadurch, dass bei einer der Deletionen ein Verlust der SET-Domine erfolgt
(Zelllinie B6), wohingegen bei der anderen Deletion das Leseraster C-terminal und damit auch die
SET-Domine erhalten bleibt (Zelllinie A76). In BRD4 wird eine Deletion des gesamten Gens
eingefiigt. In ChIP-Seq —Analysen der Parental-Zelllinien erfolgte zunichst die Identifikation
spezifisch angereicherter Signalwege, die in Prozessen der zelluliren Stressantwort, dem
SpleiBprozess und der epigenetischen Regulation eine Rolle spielten. Zudem konnte eine starke
Anreicherung im EGFR-Signalweg festgestellt werden. Um die mogliche Auswirkung der
induzierten Mutationen in diesen identifizierten Signalwegen eingehender zu betrachten, wurden
diese in Expressions-, Proliferations- und methylierungsspezifischen Experimenten analysiert. Des
Weiteren wurde der Einfluss von KMT2D auf eine epigenetisch bedingte Therapieresistenz gegen
die EGFR-wirkenden Chemotherapeutika Cetuximab und Etlotinib untersucht. Die induzierten
Mutationen fithrten zu einer verminderten RNA- und Proteinexpression der Kandidatengene. Bei
der KMT2D-Zelllinie A76 konnten deutliche morphologische Verinderungen beobachtet werden.
Die Zellproliferation war in der Analyse verglichen zur Parental-Zelllinie HCC827 deutlich in den
KMT2D-mutierten Zelllinien vermindert. In den Western Blot Analysen fithrten die induzierten
KMT2D- und BRD4-Mutationen zu Verdnderung der gesamten Histon-Mengen, die sich in einer
differenziellen H3K4- und H3K27-Methylierung in den mutierten Zelllinien widerspiegelten.
Durch einen Hitzestress konnte eine Stabilisierung der methylierten Histon-Mengen beobachtet

werden. Zudem wurden Unterschiede in der Zellviabilitit nach der Induktion durch einen
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Zusammenfassung

Hitzestress ermittelt. In den BRD4-mutierten Zelllinien konnten hingegen keine Unterschiede in
der Zellviabilitit nach einem Hitzeschock im Vergleich zur parentalen Zelllinie Wi38 festgestellt
werden. Die KMT2D-Mutationen resultierten in einer verinderten RNA-Expression von H3K4-
und H3K27-relevanter Methyltransferasen und Demethylasen. Zudem konnten Verinderungen in
der Expressionsanalyse von U2 snRNP Spleil3-Faktoren in den KMT2D- und BRD4-mutierten
Zelllinien festgestellt werden. Bei der KMT2D-Mutante A76 konnte zudem in Zellviabilititsassays

eine erhohte Sensitivitit gegentiber Cetuximab und Erlotinib beobachtet werden.
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Summary

Lung cancer is the most common cause of cancer-related death worldwide. Due to late diagnosis
and a high rate of therapy resistance, the 5-year survival rate is with only 13% very low. The
identification of potential biomarkers for the improvement of therapeutic approaches is thus at the
focus of different research activities. Epigenetic changes play an elementary role in the progression
of tumors and are associated with carcinogenesis and the development of therapy resistance.
Epigenetic modifiers such as the H3K4 methyltransferase KMT2D and the chromatin reader
BRD4 are often mutated in various cancers including NSCLC. The aim of this Ph.D. thesis was to
induce defined deletions in the candidate genes KMT2D and BRD4 in various lung cancer cell lines
using CRISPR CAS9. In further experiments, it was the aim of the work to investigate functional
epigenetic mechanisms associated with tumor progression and therapy resistance. The introduced
deletions in the candidate gene KMT2D differ in that one of the deletions leads to a pre-terminal
stop codon and thus a loss of the SET domain (cell line B6), whereas in the other deletion the
reading frame is C-terminally retained (cell line A76). Subsequently, the influence of KMT2D on
the therapy response against the EGFR chemotherapeutic agents cetuximab and erlotinib was
investigated. For BRD4 the complete gene is deleted. ChIP-Seq analyzes of the parental cell lines
revealed enrichment of specific signaling pathways involved in the cellular stress response, splicing
and epigenetic regulation. In addition, a strong enrichment in the EGFR signaling pathway was
found. Based on this enrichment analysis differences between parental and modified cell lines were
determined in expression, proliferation, and methylation-specific experiments. KM12D and BRD4
mutations decreased RNA and protein expression levels of the candidate genes. The KMT2D
mutant A76 showed strong morphological changes compared to the appearance of the parental
cell line. Furthermore, cell proliferation was significantly reduced in the KMT2D mutated cell lines.
Western blot analysis showed that the entire global histone pattern was variable and was mirrored
in the differential levels of H3K4 and H3K27 methylation. After heat shock, the observed
differences in the H3K4 and H3K27 methylation levels seemed to be stabilized. In contrast to the
KMT?2D cell lines, no differences in cell viability after heat shock could be determined in the BRD4
mutant cell lines. The KMT2D mutations resulted in altered RNA expression of H3K4 and H3K27-
relevant methyltransferases and demethylases. In addition, changes in the expression of splice
factors of the U2 snRNP subunit in the KMT2D and BRD4 mutant cell lines could be detected.
Furthermore, increased sensitivity to the EGFR-directed chemotherapeutic agents' cetuximab and

erlotinib was observed in cell viability assays in the KMT2D mutant A76.
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A. Vektorkarte pSpCas9 (BB)-2A-GFP
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B. sgRNA-Designs der Kandidatengene BRD4und KMT12D

sgRNA Design fur Kandidatengen BRD4 Exon 1

all guides guide #1  quality score: 91

scored by inverse likelihood of offtarget binding guide sequence: AGTCATCCTACACGGGICIT TGG
3 on-target locus: unknown
number of offtarget sites: 47 (4 are in genes)

score sequence
Guide #1 91 AGTCATCCTACACGGGTCTT TGG l ¥i show all exonic
Guide #2 88  GCCAAGCCAAAGACCCGTGT AGG
n
Guide #3 &7  AMGACCCOTGTAGGATGACT GOG sequence score mismatches UCSC gene locus
AGTCACGTGACACGGGTCTTAARG 0.3 4MMs [6:7:8:9) NM_014883 chr4:+89978374
Guide #4 85  AAAGACCCGTGTAGGATGAC TGG -
AGTTACCCTACARGGGGCTTTGG 0.1 4MMs [4:6:1 NR_039975 chr4:+185815329
Guide #5 84 GTGCCATGTGGCCCATAAGC TGG -
GTCATCCACCACGGGTTTGAGG 0.1 4MMs [9:10:18:20) 1204425 chr13:-103524672
Guide #6 82  GAGGCCCAGTCATCCTACAC GGG
Guide #7 82 TCCTACACGGGTCTTTGGCT TGG
Guide #8 80 TGACTTAAGACCCAGCTTAT GG(
Guide #9 76  TGCCATGTGGCCCATAAGCT GO
Guide #10 74 AGAGGCCCAGTCATCCTACA CO(
Guide #11 71 CIGACTTAAGACCCAGCTTA TG&( ‘%
Guide #12 70  CACTTTGCTGTACCCATCAG TG g
Guide #13 85  ACAGTGGCAACACCCACAAG GO i —
Guide #14 64  GACCCAGCTTATGGGCCACA T
Guide#15 63  CTGATGGGTACAGCAAAGTG TG&( :@ﬁ §
Guide #16 62 CACAGTGGCAACACCCACAR GG( L
Guide #17 61 ACAGCAAAGTGTGGTGCTGC TG
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all guides
scored by inverse likelihood of offtarget binding

sgRNA Design fir Kandidatengen BRD4 Exon 20

score

sequence

Guide #2
Guide #3
Guide #4
Guide #5
Guide #6
Guide #7
Guide #8
Guide #9

Guide #1

Guide #1

all guides

Guide #10
Guide #11
Guide #12

3

Guide #14
Guide #15
Guide #16

T

Guide #18

97  CGTCTGTCCGACTGGCCGTA
97  TGGCGGGACGTCTGTCCGAC
95  ATCGTTGCTGCCGCCGTGAC
92  ATCACGAACGTCACGTTCIT
9 CATCACGAACGTCACGTTCT
87 GCCTTGTTACGAGCAAGTGC
86 CTGTCTGCCTTACGGCCAGT
86 CGACTGGCCGTARGGCAGAC
86  TCACGARCGTCACGTTCTIG
84  AGGGCCTCTGCCCCGCATGT
84  TGCTGAGCGGACGTCCTGIG
83  GCTGAGCGGACGTCCTGTGA
80  AAGGGCCTCTGCCCCGCATG
80  GGACAGARAACCAGTCACGG
79  AATGTCTACACAGTATACAC
77  CTGAGCGGACGTCCTGTGAG
76  AGCGGACGTCCTGIGAGGGG

SEEERERRRR R ER

guide #1  quality score:

97

guide sequence: GCCGGCACTTGCTCGTAACA AGG

on-target locus: unknown

number of offtarget sites: 27 (5 are in genes)

sequence

GCCGGCATCTGCTCGTGGCATG
GCCGGCACTTCCTCATGACGTGG
GCTGGGACTTGCTGGTACCAGGG
GCTGGCACTTGCTGGGAATACAG

[ show all exonic

score mismatches UCSC gene
0.1 4Ms [8:9:17:18) NM_002226
0.0 904s [11:15:17:20] NM_024887
0.0 4MMs [3:6:14:18) NM_182746
0.0 44s [3:14:16:19) NM_006059

5, =t

locus
chrl4:-105612000
chrl:-26758800
chr8:-48883164
chr9:-133945270

sgRINA Design fiir Kandidatengen KMT2D Exon 31

scored by inverse likelihood of offtarget binding

guide #1

quality score: 95

guide sequence: GGCCGGTCGGTCASTCITAC GGG
on-target locus: unknown
number of offtarget sites: 22 (5 are in genes)

mismatches

score sequence
Guide #1 %  cocccorceercacrermc o6 | 00 wp20geno
Guide #2 94  AGCCCGTAAGACIGACCGAC C€OG
Guide #8 87  ACGGGCTATGICGCCCACCT 166 sequence o)
Guide#9 87  TGCGGRGATGTAGIGCCGST €OG SecesEIeeTIEASIECRECERS
CGCGEGEACGTCACTCTTACEAS
Guide #10 85 GTCCGCAGAGGTAGACARGC CGG S ———
Guide #11 84 GRCAAGCCGGCGEGGETAGT GGG P ———
Guide #18 79 CCTTGGTCTGCTTGTTGATC TGG GGCCEETGEGACAGTCCTTCAGE
Guide #19 kel TCCGCRTTCCCCCGCRGCCA GGG CEECEETEAETEAGTCTGECCEE
Guide #20 74 AGACANGCCGGCGEGGETAS TGG GGAGGGTCGGTCAGTGTTTCAGE
Guide #21 73 GCGGGEEAATGCGGAGATGT ACG
Guide#22 70  CTCCGCATICCCCCGCAGSC AGG
Guide #23 70 GGAATGCGGAGRTGTRGEEC CGG
Guide #24 68 GGGCTGCCAATGARAATGGT GGG %
Guide #25 66 CCAGATCAACRRGCAGACCA AGG
Guide#26 66  GGCTGCCAATGARRATGSTS GGG
Guide #27 &4 ATCARCARGCAGACCRAGST GGG
Guide #28 63  GATCARCAAGCAGACCARGG TGG [
Guide#20 63  GGECAGCCCCACTACCCCCGE COG
Guide #32 58 CCCCTGGCTIGCGGEEGGARTG CGG
Guide#33 57  GCTGCCARTGRARATGGTGS GGG
sgRNA Design fiir Kandidatengen KMT2D Exon 48
all guides quality score: 98

scored by inverse likelihood of offtarget binding

guide sequence: ACCACCCCACGCGCATCTAT TGC
on-target locus: unknown
number of offtarget sites: 14 (4 are in genes)

mismatches

score sequence
Guide #1 98 ACGAGGCCACGCGCATCTAT TO0
Guide #2 97 GRGGCTCCARTAGATGCGCG TGG
Guide #3 86  AGCGACGATTGTTGOTGCGG AGG sequance score
KAGRGGCCACCCACATCTACCGS 0.1 ams [2:11:13:20)
Guide #4 85  ATAGCAGCAGCGACGATIGT T0G
ACGAGGCCCCGCCCCTGTATARG 0.0 0s [9:13:15:17)
Guide #5 92 CCTCGTAGCCCACGGGATAG MGG .
ACGAGGCCACCTGCCTCTCTGAS 0.0 f0es [11:12:15:19]
Guide #6 92 AGCAGCGACGATTGTTGGTG CGG
Guide #7 #  GCGCGTGGCCTCGTAGCCCA COG
Guide #8 80  CCTCTATCCCGTGGGCIACG MGG
Guide #9 90 CICOTAGCCCACGGGATAGR 00
Guide#10 88  TGGTGAGRACAACGGGCGEC €O E%
= =
Guide #12 87 CGCGTGGCCTCGTAGCCCAC GGG
Guide#13 87  GCCACTGCCCTCTATCCOCGT GGG
Guide#14 85  CTATTGGTGAGAACAACGSG COG — == &=
Guide #18 70 CACTATGRARGTCAGCCATC TGG
Guide #19 70 GTTCTATTGGTGAGAACAAC GGG "

Abb. B.: Ubersicht sgRNA-Design fiir die Kandidatengene KMT2D und BRD4.
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C. Zellviabilitits-Analysen

Messung der
Fluoreszenz bei 530-645 nm

—

80.000 Zellen/Well
96 Well-Zellkulturplatte

—

X

Neutralrot-Lésung
40 pg/ml

uuuuuu

in Alufolie wickeln

24h -

Inkubation

—

|
\
r
) =l

Waschen mit PBS
15-30 min.

Inkubation

‘ I}O

Entfirbungs-Lésung
500 ul /Well

Abb. C.: Versuchsaufbau Neutralrot-Test. Grafik modifiziert nach: Ripetto et al., 2008.

D. Software Programme

Tabelle D. Software-Programme.

Programm Version Anbieter
cbioportal Version 1.11.4-SNAPSHOT Center for Molecular
Oncology at MSK
CLC workbench 10.0.0 BxS Qiagen
ConsensusPathDB Release 32 (11.01.2017) MPI for Molecular Genetics
Excel 2016 Microsoft
GREAT Version 3.0.0 University of California, Santa
Cruz (UCSC)
IGV Viewer Version 2.3.72 Broad Institute
Image lab Version 5.2 build14 BioRad
(11.9.2014)
Leica application suite AF  Version 2.2.1 build 4842 Leica
(2005-2009 Leica
Microsystems)
Nano Drop Version 3.1.0 Thermofisher
Primer3Web Version 4.1.0 (1996-2017) Whitehead Institute for

Reverse complement
UCsC

Onlineversion
human GRCh37/hg19

Biomedical Research

Bioinformatics.org

University of California, Santa
Cruz (UCSC)

177


http://www.mskcc.org/research/molecular-oncology
http://www.mskcc.org/research/molecular-oncology

Anhang

E. Sequenzierung CRISPR CAS9-Mutanten

BLAT Search Results  Gge der Deletion von Exon 31-Exon 41 = 11000bp
Go back to chr12:49041364-49041745 on the Genome Browser.

ACTIONS QUERY SCORE START END QSIZE IDENTITY CHRO STRAND START END SPAN
browser details K1ON s 114 1 115 116 100.0% 12+ 49030668 49041519' 10852 |
browser details Klon 20 14 33 116 100.0% 4 - 48994176 48994195

>Seq A76

AGCTGGCTCTGCCCATTGACTGGGCAGCCACTGCCAAAGGGGGCAAAGAGGCTAAAATTG
GCGGTGATAGCAGGCTCCGTACGGGCTATGTCGCCCACCTTGGTCTGCTTGTTGAA

f

Exon 41 Exon 31
Scale AT ------s--'*= Lo ---= Pl [T
chria: 49, 830, 000| 49, 035, 00| 49, 040, 00| v
Your Sequence from Blat Search |
Kion b ']
n IGENCODE va2 Comprehensive Transcript St (only Basic displayed bu default)
K
RefSeq Genes 3
KMT2D
H OMIM Allelic Variant SNPs 4
602113, 0042 | }
. Human mRNAS from GenBank
Human mRNAS
186 _ H3K27AC Mark (Often Found Near Regulatory Elements) on 7 cell lines from

Abb.E.1: Sanger-Sequenzierung des KMT2D-Klons A76. Oben: Die Analyse der Sequenzierung erfolgte mit BLAT im
UCSC Browser. Mitte: In der Sequenz der FASTA-Datei sind die Region von Exon 31 (blau markiert) und Exon 41(rot
markiert), in der die Deletion induziert wurde farblich hervorgehoben. Unten: Beim Vergleich der Sequenz mit der
Wildtypform des KMT2D-Gens kann der Bereich der eingefithrten Mutation deutlich unterschieden werden.

Human BLAT Results

BLAT Search Results Grille der Deletion von Exon 31-Exon 48 = 15262b

ACTIONS QUERY SCORE START END QSIZE IDENTITY CHRO STRAND START END SPAN

browser details Seq = 103 10 232 607 97.3% 12 + 49026255 49041567 I 15313 I
browser details Seq 26 226 257 607 79.4% 10 - 113690108 113690136

> Seq B6
CATCATTCACCCGTTTGTTCACCCATAGAACAGCGATAGCAGCAGCGACGATTGTTGGTG
CGGAGGCTCCAATATACGGGCTATGTCGCCCACCTTGGTCTGCTTGTTGAACAATATTCT

ATCTCTAACTTATTTTTAGGGCAGTCAGACAAAAAT
AGGTGGGGATTTACCTCACCACATAAAAAACATCA

Exon 31

Exon 48 l

chri2: | 49,428, 008| 49,429, 050 4% 420, 100] | 49, ! ‘;J"“’“l g

STS Markers on Genetic (hlue) and Ralliation Hux 49,435,256| | 49, 439300 49,435, 3500
: : RH i STS Markers on Genetic (klue))and Rad
. Your Sequence from Blat Search [ Your Sequence) from B1

seq:_
UCSC_Genes (RefSeq, GenBank, CCDS, Rfam, tRNAs & C \UCSC Genes (RefSed, GenBank, CCDS), Rfan,
KMT20D K{ QPFSADTFVLDELGEE IVKI VFEFRGNNEG ISCRYCCRRNNTRLSHY IRTREYGVPIP QPP I RLHL APRD TKRATDGVKTAKNIGSEAQ

e e — "5 °°1%
Abb.E.2: Sanger-Sequenzierung des KMT2D-Klons B6 in BLAT des UCSC Browsers. Oben: Analyse der Sanger-
Sequenz in BLAT. Mitte: In der Sequenz der FAST'A-Datei ist der Deletionsbereich von Exon 31 (blau) und Exon 48
(rot) farblich markiert. Unten: Beim Vergleich der Sequenzen zwischen dem CRISPR CAS9 Klon und dem KMT2D-
Wildtyp in UCSC ist die deletierte Region in der Mutante deutlich zu erkennen.
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BLAT Search Results o ion v -Ex = b

Go back to chr19:15338167-15401853 on the Genome Browser.

ACTIONS QUERY SCORE START END QSIZE IDENTITY CHRO STRAND START END SEAN
browser details E87 ™=} 44 16 278 278 98.5% 19 - 15348781 15391238 [42458
browser details E87 20 71 90 278 100.0% 12+ 86520900 86520919 20

>Seq E87_premix -- unclipped
CAGGCAACATTTTCTAGTCTGACTTAGACCCTCTTATGGGCCACATG
GCACCCGCTGCTTCTGAATCAAGCAGGCCACTGATGGGTACAGCAA
ATGTGGTGCTGCTGGCCAACCCAAAGTACGAGCAAGTGCCGGCTG
GACCCAAGCCCTGCATCCCCHATGCGGGGCAAAG
GCCAAATGTCTACACAGTAZACACAGGACATCGTTGCTGC CGTG
ACTGGTTTTCTGTCCCCAAGAACGTGACGTTCGTGATGTCCTGC

Exon 20 Exon 1
Scale 26 Kb { hg19
chr1g: | 15,359, floe| 15,368, 808| 15,370, 800| 15,380, 000| 15,398, 888| 15,488, 800
STS Markers on Genetic (blue) and Radiation Hubrid (black) Maps
RH18S571 [, RH17348|  RH63363 || Bv106250 Il 1
: RH21446 | '
' Your Sequence from Blat Search 1
ES7} - - {
©  UCSC Genes (Refsoq, GenBank, CCDS, Rfam, tRNAS & ative Genomics)
EPHX3 §¥}-—oii4h BRO4 st {
EPHX3 §{————h- s BRD4 s
H BRD4 =} ! 1
[ BRD. 3 W

Abb.E.3: Sanger-Sequenzierung des BRD4-Klons E87. In der FASTA-Sequenz ist der [jbergang zwischen Exon 1
(blau) und 20 (rot) farblich hervorgehoben. Bei der Visualisierung im UCSC Brower kann die Deletion im Klon eindeutig
ermittelt werden.

Il
o

BLAT Search Results o r Deletion vo 1-Exo

Go back to chr19:15338166-15401860 on the Genome Browser.

ACTIONS QUERY SCORE START END QSIZE IDENTITY CHRO STRAND START END SPAN
browser details E114 =) 273 17 290 291 100.0% 19 - 15348783 15391245
browser details E114 22 77 1] 291 100.0% 6 - 39026928 39026949 22
browser details E114 22 23 45 291 100.0% 5 + 61789886 61789909 24
browser details E114 20 84 103 291 100.0% 12 + 86520900 86520919 20

> Seq E114_premix -- unclipped
GAAATTTTGTCTCTCGTGCTAGAAGTCTGACTTAAGACCCAGCTTATGGGCCACATGGCA
CCCAGCTGCTTCTGCAGAGAAGGCAGGCCACTGATGGGTACAGCAAAGTGTGGTGCTGCT
GGCCAAGCCAAAGTACGAGCAAGTGCCGGCTGGACCCAAGCCCTGCATCCCCACATGCGG
GGCAGAGGEECTTCTCTCCGCC TCTACACAGTATACACAGGACATCGTTGCTGCC
GCCGTGAA'GGTTTTCTGTCCCCAAGAA! GACGTTCGTGATGTCCTGCA

Exon 20 Exon 1
Scale 20 kb} | hg19
chrig9: | 15,350, ool 15,360, 000 15,3780, 08| 15,380, 8 ol 15,390, 04| 15,489, 000|
STS Markers on Genetic (blue) and Radiation Hubrid (black) Maps

RH10571 | RH17348 | RHE9303 [ Bv106256 [l 4

¢ RHI1446 | :

[ Your Seguence from Blat Search '

El14} 3 {

'

EPHX3 §f}———-{4f  BRO4 methi—— M {

EPHX3 $R————ti# ERO4 mummmy 1

.

’ 1 UCSC Genes (RefSeq, GenBank, CCDS, Rfam, tRNAs & ative Genomics)

. —t =
: ERO4 uf
:

44
BRDA 4

Abb.E.4: Sanger-Sequenzierung des BRD4-Klons FE114. In der FASTA-Sequenz ist der Ubergang zwischen Fxon 1
(blau) und 20 (rot) farblich markiert. Im UCSC Brower ist die Deletion im Klon gegentiber der Wildtypform des BRD4-
Gens deutlich zu etkennen.
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F. Proliferationsunterschiede der KMT2D-Mutanten in %

Zellproliferation nach

24 h 48 h 72 h
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Abb. F.: Vergleich der Zellproliferation zwischen den KMT2D-Mutanten und der Parental-Zelllinie HCC827 in %. Die
Proliferation der Zellen wurde iiber einen Zeitraum von 72 h untersucht. Die Ermittlung der Zellzahl erfolgte mit
einer Neubauer Zihlkammer. Die Versuchsreihe wurde im Quadruplikat durchgefithrt. Die Wachstumsunterschiede
sind in beiden Mutanten im Verhiltnis zur Parental-Zelllinie HCC827 in einer verlangsamten Proliferation festzustellen
(t-Test aus vier unabhingigen Versuchen, zweiseitig gepaart).

G. Wi38 vs. Wi38 H,0,-gestresste ChIP-Seq Annotations- und Signalweganalysen

Zcllulire Stressreaktion

mRNA-Spleifien

fej-i.‘si‘\rv

. P<10® — 1% — 237

P<i0™ — 50 % s 118

1383 Gene O e D —

Abb. G.: ConsensusPathDB-Analyse der ChIP-Seq generierten Genliste von H3K4me3 Wi38 vs. H3K4me3 Wi38 mit
einer H2O»-Behandlung nach einer Regenerationszeit von 24 h. Dargestelllt wird die Anlayse von Giberreprisentierten
Signalwegen. Es wurden Signalwege detektiert, die beim Spleiprozess (violett markiert), den EGFR-Signalweg (pink
markiert) als auch bei der zelluliren Stressantwort (griin markiert) und dem TP53-Signalweg (hellbalu markiert) eine
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Rolle spielen. Legende: Die GroBle der Knotenpunkte spiegelt die Anzahl der involvierten Gene wider, wobei der
Farbcode die Signifikanz des p-Wertes darstellt. Die Linienstirke zwischen den verkniipften Knotenpunkten zeigt den
prozentualen Anteil der Gene, die in den detektieren Signalwegen kongruent sind. Die Farbintensitit der Linien
verweist auf die Anzahl der Gene aus der Eingangsliste, die in den jeweiligen Signalwegen vertreten sind.

H. HCCB827 vs. A549 ChIP-Seq Annotations- und Signalweganalysen

Tabelle H.1. Anreicherung der Signalwege der HCC827 vs. A549 ChIP-Seq in ConsensusPathDB.

Signalweg p-Wert Quelle des Signalwegs
Genexpression 5,940E-28 Reactome
EGFR1 4.190E-15 NetPath
RNA-Metabolismus 1,900E-13 Reactome
Posttranslationale Proteinmodifikation 7,420E-12 Reactome
Signalwege bei Krebs 2,390E-11 KEGG
Regulation der Transkription durch TP53  2,350E-09 Reactome
Zellulire Reaktionen auf aullere Reize 5,750E-09 Reactome
EGF-EGFR-Signalweg 9,990E-09 Wikipathways
Verarbeitung von gecappter Intron-

enthzlltenderg Prﬁ—nglRNrj‘f) 2,690E-07 Reactome
Zellulire Reaktionen auf Stress 9,270E-07 Reactome
mRNA-Spleifien 2, 770E-06 Reactome
Translation 6,570E-06 Reactome
mRNA-Spleiflen - Hauptsignalweg 8,830E-06 Reactome
gifjf;ﬁ:scsffegulamn der 1,890E-05 Reactome
Regulierung der TP53-Aktivitit 9,360E-05 Reactome
Chromatin modifizierende Enzyme 9,380E-05 Reactome
Chromatin-Organisation 9,380E-05 Reactome
mRNA-Prozessierung 1,800E-04 Wikipathways
Zellulire Antwort auf Hitzestress 3,890E-04 Reactome
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Epigenetische
Modifikationen

759
Gene

5963
Gene Q P=1.0 100 %

Abb.H: GO-Analyse der HCC827 ChIP-Seq in ConsensusPathDB. Eine sehr starke Anreicherung ist in epigenetisch
relevanten Signalwegen (gelb markiert) festzustellen. Legende: Die GroBie der Knotenpunkte spiegelt die Anzahl der
involvierten Gene wider, wobei die Farbintensitit die Signifikanz des p-Wertes darstellt. Die Linienstirke zwischen
den verknipften Knotenpunkten zeigt den prozentualen Anteil der Gene, die in den detektierten Signalwegen
kongruent sind. Die Farbintensitdt der Linien verweist auf die Anzahl der Gene aus der Eingangsliste, die in den
jeweiligen Signalwegen vertreten sind. Identifizierte Signalwege der zelluliren Zellantwort sind griin markiert.

Tabelle H.2. Genliste der NESTs-Analyse aus dem Datenset der HCC827 vs. A549 ChIP-Seq.

Name des Gens p-Wert

TP53 2,750E-89
SF3A1 1,870E-59
SF3A3 2,420E-56
SF3B1 6,600E-55
LSD1 1,690E-52
SF3B2 1,900E-52
SF3B6 3,040E-52
SF3B3 5,480E-51
ASH2 4,140E-48
SF3B4 5,910E-44
KMT2D 1,570E-37
SF3A2 0,440E-34
CBP 0,840E-27
CHD1 1,990E-23
MDM2 5,470E-19
SF3B5 1,010E-18
KMT2A 1,490E-12
KMT2B 5,200E-12
EZH2 2,700E-10
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KMT2C 3,380E-07
UTxX 4.830E-07
SMYD3 6,930E-05
BRD4 8,070E-04
KMT2E 1,040E-03

I. Untersuchung der Zellviabilitit nach der Induktion von Hitzestress
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Abb.I: Zellviabilitit nach einer Hitzeschock-Dauer von 2 h. Dargestellt wird der Vergleich der Zellviabilitit zwischen
den KMT2D-Mutanten im Verhiltnis zur Zelllinie HCC827. Die KMT2D-Mutante A76 zeigt eine um 42 % signifikant
erhéhte Viabilitat. Die KMT2D-Mutante B6 weist keine signifikanten Verdnderungen in der Viabilitdt in Relation zur
Parental-Zelllinie auf. A: Vergleich der Zellviabilitit nach einer Regenerationszeit von 1 h. B: Vergleich der
Zellviabilitidt nach einer Regenerationszeit von 48 h (t-Test zweiseitig gepaart; Duplikat). Legende: HS: Hitzestress bei
42 °C, R: Regenerationszeit.
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J Visualisierung SF3B4 im UCSC —Browser
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Abb.J: Visualisierung der H3K4me3 ChIP-Seq Analysen am Beispiel des Splei3-Faktors SF3B4 im UCSC Browser. Fir

SF3B4 kann eine H3K4me3-abhingige Promotorspezifitit festgestellt werden.

K. Chemotherapie-Experimente
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Abb.K.1: Vergleich der Zellviabilidt nach einer Applikation des Chemotherapeutkiums Erlotinib. Die KMTZ2D-
Mutante A76 zeigt ein signifikant erhéhtes Absterben im Zellwachstum und weist damit eine wesentlich héhere
Sensitivitit gegeniiber einer Erlotinib-Behandlung auf. A: Vergleich der Zellviabilitit in Realation der Parental-Zelllinie
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HCC827 bei einer Konzentration von 0,5 pM Exlotinib (t-Test, zweiseitig gepaart). Darstellung eines Duplikats. B:
Vergleich der Zellviabilitit in Relation der Parental-Zelllinie HCC827 bei einer Konzentration von 5 uM Exlotinib (t-

Test zweiseitig gepaart). Darstellung eines Duplikats.

A
KMT2D  KMT2D
Mutante ~ Mutante
HCC827 A76 Bo6 A549
Erlotinib [5 uM] - + = + = + . i
2h HS 72h R b caey B o dbeiasi b, 0 o i el i
55 kDa =~ S GEED GHED D Semn o Gume semp
—— S — —
15 kDa chut -
e —— - .
15 kDa " — . -—-_— N
——
rel. Quantifizierung | 100% | 111% | 119% | 91% | 148% | 116% | 37% | 107%
n % 100% | 111% | 100% | 77% | 100% | 78% | 100% | 289%

o-Tubulin

H3K4me3

H3pan

Abb.K.2: Untersuchung der H3K4me3-Expression in der Western Blot Analyse. A: Untersuchung der
Proteinexpression des H3K4me3-Methylierung nach einer Kombinationsbehandlung mit einem Hitzestress und 5 pM
Erlotinib. Durch einen zusitzlichen Hitzeschock kann ein Angleichungeffekt in der H3K4me3-Expression festgestellt

werden.
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