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ABSTRACT (Deutsch)

Die bei etwa 25% der B-Vorlauferzell akuten lymphoblastischen Leukamien (BVZ-ALL) im
Kindesalter zu findende Chromosomentranslokation t(12;21) resultiert in der Bildung des
chimaren Fusionsproteins ETV6-RUNX1. Trotz des hohen Forschungsinteresses der
vergangenen Jahre, basierend auf der hohen Pravalenz der chromosomalen Veranderung, ist
diese zur Leukdmieentstehung essenziell beitragende Fusion zweier Transkriptionsfaktoren auf
molekularer Ebene noch weitestgehend unerforscht. Mit dieser Arbeit soll durch die Etablierung
eines Modells zur induzierbaren Repression von ETV6-RUNX1 in BVZ-ALL Zelllinien sowie der
systematischen Analyse des JAK-STAT Signalwegs zum besseren Verstandnis des

Fusionsproteins beigetragen werden.

Hierfir wurden zunachst Rezeptoren des JAK-STAT Signalwegs mittels in silico Analysen,
Durchflusszytometrie sowie XTT-Viabilitdtsassays untersucht. Anschlielend erfolgte nach
Klonierung von mehreren shRNA Zielsequenzen gegen ETV6 in ein Plasmid mit einem miR-E
enhanced backbone die Auswahl der effektivsten Sequenzen mithilfe eines Reporterzellmodells.
Die ausgewahlten Plasmide wurden lentiviral in die BVZ-ALL Zelllinien REH, UoC-B6 und AT-2
transduziert. Der knockdown von ETV6-RUNX1 wurde durchflusszytometrisch sowie
konfokalmikroskopisch quantifiziert, anschliellend erfolgten Wachstumsanalysen, Analysen zur
Apoptose sowie immunzytometrische Untersuchungen von Differenzierungsmarkern und

Rezeptoren des JAK-STAT Signalwegs.

Es konnten in silico neun verschiedene Rezeptoren des JAK-STAT Signalwegs identifiziert
werden, die in ihrer vollen funktionellen Form in den ETV6-RUNX1 positiven Zelllinien REH, UoC-
B6, AT-2 sowie in primaren ETV6-RUNX1 positiven Blasten exprimiert werden. In den folgenden
Analysen bestatigte sich insbesondere fur den Interleukin 7 (IL-7) Rezeptor, der aus den
Untereinheiten IL-7Ra (CD127) sowie IL2-Ry (CD132) besteht, die starke Expression und die
volle Funktionalitdt des Rezeptors. Drei Zielsequenzen konnten im Reporterzellmodell fir das
effektivste silencing von ETV6-RUNX1 identifiziert und erfolgreich in die BVZ-ALL Zelllinie REH
transduziert werden. Nach 30 Tagen induzierter shRNA Expression konnte ein intranuklearer
knockdown des Fusionsproteins ETV6-RUNX1 auf etwa 8 - 26% nachgewiesen werden. Nach
erfolgtem knockdown konnten eine gesteigerte Apoptoserate sowie eine abnehmende
Wachstumsgeschwindigkeit beobachtet werden. Ferner wurde nach 38 Tagen induzierter shRNA
Expression eine starke Herunterregulation der Untereinheit IL-7Ra (CD127) auf 10 - 14%

gemessen.

11



In dieser Arbeit konnte somit ein vielversprechendes Modell zum kontrollierten und effizienten
knockdown des Fusionsproteins ETV6-RUNX1 in REH etabliert werden. Die anhand dieses
Modells nachgewiesene verstarkte Apoptoserate sowie die Reduktion der zelluldren
Wachstumsgeschwindigkeit unterstreichen die wichtige Rolle von ETV6-RUNX1 in der
Leukdmogenese. Die Effizienz des Modells konnte durch die Abnahme der Expression des IL-7
Rezeptors belegt werden. Die Bedeutung und Mechanismen der Hochregulation von IL-7Ra in
ETV6-RUNX1 positiven BVZ-ALL Zelllinien und die Implikationen des IL-7 Rezeptors in der

Leukdmogenese von ETV6-RUNXT positiver ALL gilt es nun weiter zu erforschen.

12



ABSTRACT (English)

The chromosomal translocation t(12;21), found in approximately 25% of childhood B-cell
precursor acute lymphoblastic leukemia (BVZ-ALL), results in the formation of the chimeric fusion
protein ETV6-RUNX1. Many questions remain surrounding this leukemia initiating gene fusion
despite great research interest due to its high prevalence rate. This thesis aimed to better
understand the effect of the fusion protein by systematically analyzing JAK-STAT signaling in
ETV6-RUNXT positive BVZ-ALL cells and by establishing a model for the inducible silencing of
ETV6-RUNX1 in BVZ-ALL cell lines.

Receptors of the JAK-STAT signaling pathway were examined using in silico, flow cytometry and
XTT viability analyses. After several shRNA target sequences against ETV6 were cloned into
miR-E enhanced backbone plasmids, the most effective sequences were identified using a
reporter cell model. The chosen plasmids were lentivirally transduced into the BVZ-ALL cell lines
REH, UoC-B6 and AT-2. Protein knockdown of ETV6-RUNX1 was quantified through flow
cytometry and confocal microscopy, subsequently analyses of cell growth, apoptosis, cell

differentiation and expression of receptors of the JAK-STAT signaling pathway were performed.

Nine different receptors of the JAK-STAT signaling pathway that are expressed in their complete
functional form in ETV6-RUNX1 positive cell lines REH, UoC-B6 and AT-2 as well as in primary
ETV6-RUNXT1 positive blasts were identified. For the interleukin 7 (IL-7) receptor, which consists
of the two subunits IL-7Ra (CD127) and IL2-Ry (CD132), high expression rate and full
functionality were observed. Three target sequences for the most effective silencing of ETV6-
RUNX1 were identified and successfully transduced into REH cells. After 30 days of induced
shRNA expression, an intranuclear knockdown of the fusion protein ETV6-RUNX1 to 8 - 26% was
detected. After protein knockdown, an increased apoptosis rate and a decreased growth rate
were observed. In addition, downregulation of the subunit IL-7Ra (CD127) to 10 - 14% was

detected.

This thesis established a promising model for the controlled and efficient knockdown of the fusion
protein ETV6-RUNX1 in REH. The enhanced apoptosis rate and reduction of the cellular growth
rate, demonstrated by this model, underline the important role of ETV6-RUNX1 in
leukemogenesis. The efficiency of the model was demonstrated by the reduced expression of the
IL-7 receptor. The importance and mechanisms of IL-7Ra upregulation in ETV6-RUNX1 positive
BVZ-ALL cell lines and the implications of the IL-7 receptor in the leukemogenesis of ETV6-
RUNXT1 positive ALL need to be further investigated.
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1. EINLEITUNG

1.1 Akute lymphoblastische Leukamie im Kindesalter

Die akute lymphoblastische Leukamie (ALL) ist die haufigste der malignen Erkrankungen im
Kindesalter. Allein in Deutschland erkranken jahrlich durchschnittlich 441 Kinder unter 15 Jahren
an einer ALL, wobei insbesondere Kinder im Alter von 2 - 5 Jahren betroffen sind (1). Somit macht

die ALL einen Anteil von 24,9% an den malignen Neuerkrankungen im Kindesalter aus (1).

Durch einheitliche Therapieprotokolle sowie den konsequenten Einschluss in Studien haben sich
die Heilungschancen in der padiatrischen Onkologie in den vergangenen Jahrzehnten erheblich
verbessert. Wahrend die kumulativen 5-Jahres-Uberlebensraten aller malignen Erkrankungen im
Kindesalter in den 50er und 60er Jahren noch unter 20% betrugen (2, 3), sind es heute in
Deutschland mittlerweile 85% (1). In der Therapie der ALL werden sogar 15-Jahres-
Uberlebensraten von 90% erreicht (1), jedoch geht die erforderliche Hochdosischemotherapie mit
erheblichen Nebenwirkungen, sowie einem deutlich erhohten Risiko fur Zweitmalignome einher
(4-7).

Die ALL im Kindesalter lasst sich anhand des Immunphanotyps der entarteten Ursprungszelle in
folgende Unterformen unterscheiden: die am haufigsten vorkommende B-Vorlauferzell-ALL
(BVZ-ALL), die nochmal in die Untergruppen Pro-B-, Common- sowie Pra-B-ALL unterteilt
werden kann, die reife B-ALL, sowie die T-ALL. Es wird von einer multifaktoriellen
Leukdmogenese ausgegangen. Der folgende Erkldrungsansatz bezieht sich hier insbesondere
auf die Common-ALL sowie die Pra-B-ALL, die den Grofteil der kindlichen ALL ausmachen (1,
8).

Zur Leukamieentstehung scheinen zwei Schritte notwendig zu sein. Zunachst kommt es in utero,
meist durch chromosomale Translokationen oder Hyperdiploidien, zur Entstehung eines
praleukdmischen Zellklons (8-11). AnschlieBend bedarf es jedoch weiterer genetischer
Veranderungen des Klons zur Ausbildung einer Leukamie. Es wird angenommen, dass diese
postnatal durch fehlregulierte Immunantworten auf Infektionen ausgelést werden (8, 11-13), die
wiederum vor allem zu Kopienzahlveranderungen (copy number alterations, CNA) von Genen
fihren (14). Nur die Kombination beider Schritte, in Ubereinstimmung mit Knudsons Two-Hit-
Theorie zur Tumorentstehung (15), fuhrt anschliel3end zur Ausbildung einer manifesten ALL. Die
genauen Mechanismen der leukamischen Transformation, insbesondere die Ursachen und
Folgen der fehlregulierten Immunantworten, sind jedoch noch nicht endgultig verstanden und

Gegenstand heutiger Forschung (16). Fiir einen aktuellen Uberblick vgl. Greaves, 2018 (8).
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1.2 ETV6-RUNX1 positive ALL

Eine haufige in utero entstehende chromosomale Translokation ist die t(12;21)(p13;g22). Diese
fuhrt zur Genfusion ETV6-RUNX1, synonym auch TEL-AML1 genannt, und ist in etwa 25% der
ALL im Kindesalter nachweisbar (17, 18).

Wie bereits fur die allgemeine Leukamogenese beschrieben, finden auch hier die chromosomalen
Veranderungen in utero statt. Ford et al. konnten 1998 anhand von Untersuchungen an
monozygoten, monochorialen Zwillingen, die spater beide an einer ETV6-RUNX1 positiven ALL
erkrankten, den pranatalen Ursprung der chromosomalen Translokation aufzeigen (9). Die
Gensequenz der chromosomalen Bruchstelle ist in der Regel einzigartig, begrindet durch die
grol3e Varianz von mdglichen Bruchpunkten. Fiur die haufigste ETV6-RUNX1 Variante bricht das
Chromosom 12 meist innerhalb des 5. Introns von ETV6 in einem Bereich von circa 12.000
Basenpaaren, Chromosom 21 innerhalb des etwa 150.000 Basenpaaren langen 1. Intron von
RUNX1 (19, 20). Bei den von Ford et al. beschriebenen Zwillingen konnte jedoch dieselbe
Gensequenz der Fusionsstelle nachgewiesen werden. Ford et al. schlussfolgerten einen
gemeinsamen Ursprung aus einem ETV6-RUNXT1 positiven praleukdmischen Klon, welcher Gber

Anastomosen in der Plazenta in den anderen Zwilling metastasierte.

Der Nachweis fur das postnatale Auftreten der sekundaren Veranderungen konnte
folgendermafen erbracht werden: trotz identischer Gensequenz der Bruchstelle unterschieden
sich die sekundaren CNA bei den Geschwistern, mussten also nach Metastasierung des Klons
aufgetreten sein (21). Auch die geringen Konkordanzraten sprechen fir eine erst postnatale
Entstehung der Leukamie, lediglich 5 - 10% der monozygoten Zwillingsgeschwister von Kindern
mit einer ETV6-RUNXT1 positiven ALL erkrankten ebenfalls (22, 23).

Untersuchungen zur Haufigkeit von ETV6-RUNX1 im Blut von gesunden Neugeborenen zeigten
die Translokation bei 1% der Neugeborenen, ein etwa 100-fach erhdhtes Auftreten, als es die
Inzidenz der ETV6-RUNXT1 positiven ALL vermuten lieBe. Uber die genauen Zahlen ist man sich
in der Literatur noch uneins (23-27). Neuere Daten von Schéafer et al. (27) zeigen jedoch, dass
sogar bei bis zu 5% der Neugeborenen die ETV6-RUNXT Translokation im Blut nachweisbar ist.
Da allerdings lediglich etwa 0,01% der Kinder auch an der ALL erkranken, scheint das onkogene

bzw. leukdmogene Potenzial des alleinigen Fusionsproteins ETV6-RUNX1 gering zu sein (23).

Bei den Proteinen ETV6 und RUNX1 handelt es sich jeweils um essenzielle
Transkriptionsfaktoren und Regulatoren der physiologischen Hamatopoese. ETV6 (synonym
TEL) gehort zur Familie der ETS-Transkriptionsfaktoren und bindet Gber seine desoxyribonucleic

acid (DNA)-bindende Domane an zumeist regulatorische Elemente von Genen in
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hamatopoetischen Vorlauferzellen (28). Durch die Rekrutierung von Histondeacetylasen (HDAC)
durch verschiedene Korepressoren wie N-CoR, mSin3 und SMRT werden die Histone
deacetyliert und das Chromatin kondensiert, es kann nicht mehr transkribiert werden. Die
Wirkung von ETV6 kann also als repressorisch auf die Transkription bezeichnet werden und gilt
als tumorsuppressiv (29-31). Die Bindung des Korepressors mSin3 an ETV6 findet Uber eine
sogenannte SAM-Domane (sterile alpha motif) statt, auch als pointed domain bezeichnet, tUber
die das Protein auch mit anderen ETS-Transkriptionsfaktoren homo- oder heterodimerisieren
kann (32, 33).

RUNX1 (synonym AML1) bindet tber seine DNA-bindende Doméane Runt vor allem an Gene der
Hamatopoese. Es gehort zur Gruppe der core binding factors (CBF) und dimerisiert mit dem
Protein CBFf3, welches die DNA-Bindungsaffinitat von RUNX1 erhdht sowie dessen Proteasom-
vermittelten Abbau verhindert (34). Es kann sowohl Histonacetyltransferasen (HAT) durch
Koaktivatoren p300/CBP rekrutieren, so eine Dekondensation des Chromatins durch Acetylierung
der Histone bewirken und zur Aktivierung der Transkription von Genen beitragen (35). Durch
Bindung von mSin3 und darauffolgender Bindung von HDAC kann jedoch auch eine Repression
der Transkription stattfinden (36). Die letztendliche Funktion von RUNX1, ob es aktivierend oder
reprimierend wirkt, wird durch verschiedene Faktoren reguliert, hier seien vor allem
posttranslationale Modifikationen wie z.B. Methylierungen, Phosphorylierungen und
Acetylierungen, sowie die Bindungen von Koaktivatoren und Korepressoren genannt (37-39).
Zelent et al. skizzierten 2004 die Funktion von RUNX1, wie sie in Abbildung 1 zu sehen ist (20).
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Abbildung 1: Wirkmechanismus des Transkriptionsfaktors RUNX1: RUNX1 (AML1) Wildtyp dimerisiert mit CBFf3
und bindet Uber seine Runt-Domane an die DNA-Zielsequenz. Durch Rekrutierung von Korepressoren wie mSin3
binden Histondeacetylasen (HDAC), die (iber die Kondensation des Chromatins zur Repression der Transkription
fuhren. Alternativ kann durch Rekrutierung von Koaktivatoren wie p300/CBP eine Acetylierung der Histone durch
Histonacetyltransferasen (HAT) und dadurch die Auflockerung des Chromatins erfolgen, wodurch der RNA-
Polymerase Il Multiproteinkomplex ansetzen und die mRNA-Synthese beginnen kann. Abbildung modifiziert aus (20).
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Durch die Genfusion wird die Funktion der jeweiligen Transkriptionsfaktoren deutlich verandert.
Wie oben beschrieben, befinden sich die Bruchpunkte der Chromosomen 12 und 21
typischerweise in den gleichen Introns der jeweiligen Gene. Das flhrt dazu, dass ein meist
gleiches Fusionsprotein EVT6-RUNX1 entsteht (19, 20). Dabei wird die DNA-bindende Domane
von ETV6, die nach dem 5. Intron kodiert wird, nicht Gbertragen, wahrend auf der anderen Seite
jedoch alle funktional bekannten Bestandteile von RUNX1 Ubertragen werden. Uber die Runt-
Doméne bindet das Fusionsprotein nun an die genomischen Zielsequenzen von RUNX1,
wahrend Uber den ETV6-Teil die Korepressoren mSin3, N-CoR und SMRT, sowie HDAC
rekrutiert werden. Es resultiert so eine verstarkte Kondensation des Chromatins, ETV6-RUNX1
wirkt demnach als stabiler epigenetischer Repressor der RUNX1-Zielgene, wie Abbildung 2 zu
entnehmen ist (20, 40, 41).
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Abbildung 2: Wirkmechanismus des leukdmogenen Fusionsproteins ETV6-RUNX1: Das ETV6-RUNX1 (TEL-
AML1) Fusionsprotein dimerisiert mit CBFB und bindet (iber Runt an die RUNX1 Zielgene. Uber die SAM-Doméne von
ETV6 binden die Korepressoren wie N-CoR und mSin3 an das Fusionsprotein und rekrutieren Histondeacetylasen
(HDAC). Es kommt zur dauerhaften Repression der Transkription. Abbildung modifiziert aus (20).

Die Wirkung des ETV6-RUNX1 Fusionsproteins ist allerdings nicht alleinig auf die Repression
der RUNX1-Zielgene beschrankt. Vielfaltige weitere Effekte wurden bereits beschrieben und

nachfolgend dargestellit.

Uber die beschriebene SAM-Doméne kann das Fusionsprotein mit ETV6 heterodimerisieren (31,
42, 43). Die physiologische und ebenfalls tumorsuppressive Funktion des Wildtyp ETV6 wird
dabei unterbrochen (31). Eine Deletion oder Inaktivierung des ETV6-Wildtyp Allels im Sinne einer
sekundaren Veranderung ist jedoch bei vielen leukdmischen Blasten von Patient/-innen zu
beobachten (17, 44) und spricht daflr, dass die Funktion des Wildtyp ETV6 vom Fusionsprotein
nicht vollstandig unterdruckt wird (42).
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Per ChIP-Seq (chromatin immunoprecipitation plus DNA sequencing) sowie ChIP-on-Chip
(chromatin immunoprecipitation plus DNA microarray) konnte nachgewiesen werden, dass ETV6-
RUNX1 auch als Transkriptionsfaktor flir zahlreiche Gene wirken kann, die physiologischerweise
nicht von RUNX1 oder ETV6 reguliert werden (45, 46).

Einzelne Gene und Proteine wurden diesbeziiglich schon genauer beschrieben. So konnte der
Erythropoietin Rezeptor (EPO Rezeptor) schon frih als hochreguliert identifiziert werden (47, 48).
Torrano et al. lieferten 2011 schlieRlich den Nachweis, dass EPOR ein direktes Zielgen von
ETV6-RUNX1 als Transkriptionsfaktor darstellt, welches daraufhin vermehrt exprimiert wird und

es zu einer starkeren Aktivierung des JAK2-STATS Signalwegs kommt (49).

Des Weiteren zeigten Diakos et al. 2010, dass ETV6-RUNX1 die Expression der miRNA 494
sowie 320a herunterreguliert, die wiederum die mRNA des Proteins Survivin negativ regulieren
(50). Durch das Fusionsprotein kommt es so zu erhéhten Spiegeln von Survivin. In vorherigen
Versuchen konnte nach ETV6-RUNX1 silencing mittels siRNA Transfektion in REH Zellen, einer
ETV6-RUNX1 positiven BVZ-ALL Zelllinie, aullerdem eine vermehrte Apoptose beobachtet
werden (51), was Zaliova et al. 2011 in einem ahnlichen Ansatz so jedoch nicht bestatigen
konnten (52).

Nach Transduktion von shRNA gegen den Ubergangsbereich von ETV6-RUNX1 zeigten Fuka et
al. 2011 in Zelllinien mithilfe von Affymetrix Genexpressionsanalysen den Einfluss des
Fusionsproteins auf zahlreiche Signalwege auf (53). Insbesondere den PI3K/AKT/mTOR
Signalweg identifizierten Fuka et al. 2012 als interessantes Ziel neuer Therapieansatze (54),
nachdem nachgewiesen werden konnte, dass der Signalweg durch das Fusionsprotein
hochreguliert wird und die pharmakologische Inhibition ebendiesen zur Apoptose der Zellen
fuhrte.

Auch STATS3 erscheint als pharmakotherapeutisches Ziel in ETV6-RUNX1 positiver ALL als sehr
interessant. Mangolini et al. konnten 2013 zeigen, wie ETV6-RUNX1 zur Phosphorylierung von
STAT3 fuhrt, welches so wiederum unter anderem die Transkription von MYC induziert (55).
Durch spezifische Hemmung von STAT3 sowohl durch ein Pharmakon als auch durch shRNA
vermitteltes silencing, liel sich eine verminderte Proliferation sowie eine verstarkte Apoptose

nachweisen.
Ein weiteres direktes aktivierendes Transkriptionsziel von ETV6-RUNX1 konnten Kaindl et al.

2014 in MDM2 nachweisen (56), welches als negativer Regulator des Tumorsuppressors p53
fungiert. ETV6-RUNX1 fuhrt somit zum Abbau und zur Inaktivierung von p53.
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Zusammenfassend Iasst sich sagen, dass sich die Wirkungen von ETV6-RUNX1 sehr heterogen
prasentieren und noch nicht erschépfend beschrieben wurden. Es konnten bereits mehrere
potenzielle Ansatze flr Therapien identifiziert werden, die Wirkung des Fusionsproteins wirft

jedoch noch weiter Fragen auf und bedarf weiterer Forschung.

1.3 JAK-STAT Signalweg

Der JAK-STAT Signalweg stellt einen der zentralen Signalwege von Zytokinrezeptoren dar.
Neben den Rezeptoren sind die wichtigsten Komponenten die Proteine der Januskinasen (JAK)
sowie der signal transducers and activators of transcription (STAT). Im menschlichen Genom wird
fur vier verschiedene Varianten von JAK kodiert (JAK1, JAK2, JAK3 und TYK2) sowie fur sieben
Varianten von STAT (STAT1, STAT2, STAT3, STAT4, STAT5A, STAT5B und STAT6), welche

die Signaltransduktion von Uber 40 Zytokinrezeptoren vermitteln (57, 58).

Der Signalweg beginnt mit der Bindung eines Zytokins an den entsprechenden Rezeptor. Ein Teil
dieser Rezeptoren weist die Besonderheit auf, dass sie mit einer spezifischen und fir mehrere
Zytokine gleichen Untereinheit heterodimerisieren mussen. Dadurch entstehen drei gro3ere
Familien von Zytokinrezeptoren, entsprechend ihrer spezifischen Untereinheiten common-£,
common-y sowie gp130. Eine Folge dieser fur unterschiedliche Zytokine gemeinsamen
Rezeptoruntereinheiten ist eine gewisse Redundanz in ihrer intrazellularen Wirkung (59).
Gleichzeitig wird mit besserem Verstandnis des Signalwegs eine immer grofere Heterogenitat
und Spezifitat in der Wirkung der Zytokine erkannt, was aufgrund der genannten Redundanzen

noch nicht endgultig erklart werden kann (60, 61).

An die intrazellulare Doméane der Rezeptoren binden JAKs, welche in der Regel schon vor dem
Einbau in die Zellmembran miteinander assoziieren und fir die Stabilitdt des Rezeptors
notwendig sind (62, 63). Da die Rezeptoren des JAK-STAT Signalwegs keine eigene
Tyrosinkinaseaktivitat besitzen, wird diese Funktion von den JAKs Ubernommen. Nach
Ligandbindung kommt es je nach Rezeptor zu einer Dimerisierung oder Oligomerisierung der
Untereinheiten, die JAKs werden aktiviert und phosphorylieren sowohl sich selbst als auch die

zytoplasmatischen Bereiche der Rezeptoren.

An diese phosphorylisierten Tyrosinresten kdnnen anschlieBend STATs binden, die ihrerseits
auch wieder phosphorylisiert werden. Diese phosphorylisierten STATs kénnen so homo- oder
heterodimerisieren und werden in dieser Form in den Zellkern transloziert, wo sie schlie3lich als
Transkriptionsfaktor wirken und die Expression bestimmter Gene ermdglichen. Zusatzlich zur
Aktivierung von STAT kann es durch JAK auch zur Aktivierung anderer Signalwege wie
Ras/Raf/MAPK oder PISK/AKT/mTOR kommen (64).
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Der JAK-STAT Signalweg spielt in den Zellen von Menschen eine zentrale Rolle durch Regulation
von Funktionen wie Proliferation, Uberleben, Differenzierung sowie Immunreaktion.
Insbesondere in der myeloischen und lymphatischen Zellentwicklung spielt der Signalweg eine
bedeutende Rolle. Dementsprechend naheliegend ist auch das onkogene Potenzial von JAK-
STAT. Als Beispiel sei die Mutation V617F in JAK2 genannt, die zu einer konstitutiven Aktivierung
des Proteins fuhrt und sehr haufig in myeloproliferativen Neoplasien wie der Polycythaemia vera
oder der Essenziellen Thrombozythamie gefunden wird. Es wurden jedoch auch vielfaltige
weitere Mutationen in JAK und STAT Proteinen in Zusammenhang mit malignen Erkrankungen
gebracht (57, 64) und die spezifische Inhibition des Signalwegs bleibt weiterhin ein

vielversprechender therapeutischer Ansatz (65).

1.4 Induzierbare Genexpression mittels Tet-On System

Das weitverbreitetste System fur eine experimentelle Regulation der Genexpression in
Eukaryoten ist das Tet-System, welches auf den Tetracyclin-Resistenzmechanismen in
Escherichia coli (E. coli) basiert. Dabei sind die wichtigsten Bestandteile des Systems der Tet
Repressor (TetR) sowie der Tet Operator (tetO). Der Tet Repressor bindet hochspezifisch an die
DNA-Sequenz von tefO und inhibiert so die Expression des dahinter liegenden bakteriellen
Tetracyclinresistenzgens. Kommt es nun zu einem intrazelluldaren Anstieg des Antibiotikums
Doxycyclin, bindet dieses an den TetR, dieser I6st sich vom tetO auf der DNA und die Repression
des dahinterliegenden Resistenzgens wird aufgehoben. 1992 konnten Gossen und Bujard dieses
System erstmals von E. coli in eine humane Zelllinie Ubertragen (66). Sie entwickelten hier
zunachst das sogenannte Tet-Off System, wobei der Tet Repressor mit einer hochaktiven die
Transkription aktivierenden Domane, vp16 aus dem Herpes Simplex Virus, zu einem
Fusionsprotein gekoppelt wurde, welches sie als tetracycline-induced transactivator ({TA)
bezeichneten. Aulerdem integrierten sie in die DNA ein sogenanntes tet responsive element
(TRE), welches aus multiplen tetO Sequenzen sowie einem minimalen CMV Promotor besteht,
und keine Bindungsstelle fir humane Transkriptionsfaktoren darstellt. tTA bindet nun
physiologisch an die tetO Sequenzen im TRE und die Transkription wird initiiert. Nach Zugabe
von Doxycyclin dissoziiert der Tet Repressor, und damit auch die Aktivierungsdomane, von der

DNA ab und die Transkription wird unterbunden.

Das Tet-On System wurde einige Jahre spater etabliert und aktiviert die Transkription,
gegensatzlich zum Tet-Off System, erst nach Zugabe von Doxycyclin (67). Hierbei wurde eine
Mutation im TetR genutzt, die die Bindung an tetO ohne Doxycyclin verhindert. Bindet Doxycyclin,
kann der Tet Repressor an die tetO Sequenzen binden und die Genexpression wird induziert. In
Fusion mit VP16 wird es als reverse tetracyclin-induced transactivator (rtTA) bezeichnet und

bindet an das gleiche TRE wie im Tet-Off System, wie in Abbildung 3 zu erkennen ist.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung des Tet-On Systems: a) Das tet responsive element (TRE), bestehend
aus sieben tetO Sequenzen und einem minimal CMV Promotor, wird von keinem endogenen Transkriptionsfaktor
erkannt. rtTA kann ohne Doxycyclin nicht binden, die Transkription des dahinterliegenden Gens findet nicht statt. b)
Nach Doxycyclinzugabe kann rtTA an das TRE binden, die Transkription findet statt.

1.5 Gene silencing mittels RNA Interferenz

Die Ribonukleinsaure, englisch ribonucleic acid (RNA), genauer in Form der messenger RNA
(mRNA) als transkriptionelles Produkt der DNA, kann durch verschiedene Wege reguliert werden.
Eine Mdoglichkeit ist die der auch naturlich vorkommenden RNA Interferenz, die durch Fire und
Mello 1998 im Fadenwurm Caenorhabditis elegans erstmals als Methode des genetischen
silencings mittels doppelstrangiger RNA beschrieben werden konnte (68). Die am besten
charakterisierten regulatorischen RNAs in Sdugetieren sind die short interfering RNAs (siRNAs)
sowie micro RNAs (miRNAs) (69, 70). Dabei finden die siRNAs ihren Ursprung in
doppelstrangiger RNA, wahrend die miRNAs aus einzelstrangiger RNA bestehen, die einen
sogenannten hairpin loop (eine Haarnadelstruktur) formen. Diese miRNAs kodieren meist in
Introns und sind haufig evolutionar hochkonservierte Konstrukte, die auch in anderen Spezies zu
finden sind. Nach ihrer Transkription und Weiterverarbeitung in reife miRNA (siehe Abbildung 4)
fungiert der in den RNA-induced silencing complex (RISC) eingebettete miRNA-Strang

schliel3lich als Wegweiser zur komplementaren mRNA, die daraufhin herunterreguliert wird.
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Abbildung 4: RNA Interferenz mittels miRNA: 1) Die von der RNA-Polymerase Il transkribierte RNA bildet einen
Doppelstrang in Form einer pri-miRNA aus, welcher anschlieRend vom Enzymkomplex Drosha / Pasha (DGCRS8) zu
einer etwa 70 Nukleotide langen pre-miRNA prozessiert wird. 2) Nach Transport der pre-miRNA in das Zytoplasma
schneidet der Komplex Dicer / TRBP weitere Nukleotide heraus, sodass ein miRNA-Duplex mit einer Lange von etwa
21 Basenpaaren entsteht. Eine Helicase trennt den Doppelstrang anschlieRend in zwei komplementare Einzelstrange
auf. 3) Der Fihrungsstrang bildet zusammen mit dem Protein Argonaut den RISC-Komplex aus. 4) Nach Bindung des
RISC-Komplexes an die komplementare mRNA kann bei perfekter Komplementaritat die mMRNA abgebaut werden. Bei
nur teilweise bestehender Komplementaritat erfolgt lediglich die Repression der Translation (nicht gezeigt). Abbildung
erstellt mithilfe von BioRender.

Mit der Entdeckung des Mechanismus der RNA Interferenz wurden in der Forschergemeinschaft
zahlreiche Wege beschritten, sich diese Mechanismen zu Nutze zu machen. So konnte mittels
siRNA schon sehr frih ein gene silencing durchgefuhrt werden, dies ist jedoch auf transiente
Transfektionen beschrankt und fuhrt somit nicht zu einem stabilen knockdown. Alternativ
etablierten sich die short hairpin RNAs (shRNAs), die am ehesten der miRNA Vorstufe pre-miRNA
ahneln. Sie kdnnen mittels Transduktion stabil in das Genom integriert werden und bilden nach
der Transkription Uber ihren hairpin loop anschliellend einen Doppelstrang aus. Im Anschluss
werden sie dann ahnlich der miRNA prozessiert und kdnnen tber den RISC-Komplex ihre

komplementare mRNA reprimieren und abbauen.

1.6 pLT3GEPIR mit miR-E enhanced backbone

Eine Variante von shRNAs ist die Integration der Zielsequenzen in bestehende, endogene miRNA
Sequenzen in Form von sogenannten "shRNAmirs". Beispiele solcher verwendeter miRNA

backbones sind miR-30 sowie miR-155 (71, 72). Durch Integration in diese backbones kann
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verhindert werden, dass der miRNA Reaktionsweg durch zu viel shRNA Ubersattigt und gestoppt
wird, was wiederum zu einer erhohten Toxizitat aufgrund mangelnder miRNAs fuhrt, die fur
zentrale regulatorische Prozesse essenziell sind (73, 74). Es ist jedoch ein haufiges Problem der

"shRNAmirs", einen zuverlassigen knockdown zu erreichen.

Fellmann und Zuber adressierten dieses Problem 2013 in einem systematischen Ansatz, indem
sie den miR-30 backbone optimierten, welches sie anschlieend als miR-E bezeichneten (75).
Es zeigte sich unter anderem nach Insertion eines evolutionar konservierten Elements am 3' Ende
der Haarnadelstruktur eine 10- bis 30-fach erh6hte Konzentration maturer small RNA durch eine

verbesserte pri-miRNA Prozessierung.

Im Rahmen der Arbeiten von Fellmann und Zuber wurden schlieRlich mehrere Plasmide erstellt,
unter anderem das Plasmid pLT3GEPIR, dessen wichtigste Elemente in Abbildung 5 dargestellt
werden und dessen shRNA Expression mittels Tet-On System reguliert werden kann. Elementar
sind hier insbesondere die shRNA im verbesserten miR-E backbone sowie das grine

Fluoreszenzprotein EGFP.

E)EE Ste

A Tet-ON all-in-one |

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Tet-regulierten Vektors LT3GEPIR (75): Der lentivirale Vektor enthalt
nach einem optimierten TRE der 3. Generation (T3G) das Fluoreszenzprotein EGFP sowie die shRNA, eingebettet im

verbesserten miR-E backbone. Hinter dem PGK Promotor werden die Elemente fiir die Puromycinresistenz, sowie das
hinter einem IRES-Element gelegene reverse tetracyclin-induced transactivator (rtTA3), welches in Abwesenheit von
Doxycyclin T3G hemmt, kodiert.

1.7 Zielsetzung

Die ETV6-RUNX1 positive ALL ist die haufigste durch ein Fusionsgen definierten Leukamie im
Kindesalter. Doch trotz enormer Behandlungsfortschritte in den vergangenen 50 Jahren zeigen
die grole Haufigkeit von Rezidiven sowie die sehr nebenwirkungsreiche intensive
Chemotherapie den weiterhin groen therapeutischen sowie forschenden Handlungsbedarf auf.
In der Forschungsgemeinschaft wird ein grof3er Aufwand betrieben, um insbesondere die Rolle
des Fusionsproteins ETV6-RUNX1 nadher zu verstehen sowie zu prazisieren, wie es zur
Leukdmogenese beitragt. Diese Fragen sind jedoch bislang nur teilweise beantwortet worden,
entsprechend war die Entwicklung neuer, effektiver und zielgerichteter Therapieansatze, wie

auch bei anderen onkogenen Fusionstranskriptionsfaktoren, nur bedingt moglich.
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Bisher wurde noch kein induzierbarer und stabiler knockdown des Fusionsproteins ETV6-RUNX1
beschrieben, dieser Ansatz stellt jedoch eine interessante Moglichkeit dar. In bisherigen
Publikationen wurden die Auswirkungen eines silencings stets in direktem Anschluss an eine
lediglich transiente Transfektion, beziehungsweise direkt nach erfolgter lentiviraler Transduktion
untersucht (50, 52, 54, 55). Frihere Projekte in der Arbeitsgruppe konnten mittels Hammerhead-
Ribozym sowie konventioneller shRNA die Expression von ETV6-RUNX1 nicht erfolgreich
verringern (46, 76). Eine Moglichkeit fir die induzierbare stabile Expression von shRNA bietet
das sogenannte Tet-On System. Auflerdem soll zum sicheren ETV6-RUNX1 knockdown in dieser
Arbeit auf eine shRNA mit dem miR-E enhanced backbone zuriickgegriffen werden, die durch
einen verbesserten Algorithmus fur die Vorhersage effektiver shRNAs erstellt wurde (75, 77).
AnschlieRend kénnen mit diesem Modell kontrolliert Fragen zu verschiedenen Zeitpunkten des

silencings untersucht werden.

In friheren Projekten der Arbeitsgruppe wurde aulRerdem JAK-STAT als potenziell interessanter
Signalweg der ETV6-RUNXT1 positiven ALL identifiziert (78). Auch weitere Gruppen beleuchteten
Teilaspekte des Signalwegs, wie z.B. das EPO Rezeptor sighaling Uber JAK2-STATS sowie einer
STATS3 Inhibition (49, 55). Anhand des beschriebenen Modells des induzierbaren ETV6-RUNX1
knockdowns soll dieser nun noch naher untersucht werden. Dazu wurde zunachst eine
systematische Untersuchung der Expression aller Rezeptoren des JAK-STAT Signalwegs
durchgeflhrt.

Ziel dieser Promotionsarbeit ist es, ein besseres Verstandnis des Fusionsproteins ETV6-RUNX1
insbesondere in Hinblick auf den JAK-STAT Signalweg zu erwerben. Hierfir wurde das Projekt
in folgende Teilaspekte unterteilt:
1. Biologische und molekulargenetische Charakterisierung der humanen ETV6-RUNXT
positiven BVZ-ALL Zelllinien REH, UoC-B6 und AT-2
2. Durchfiihrung von in silico und funktionellen in vitro Analysen des JAK-STAT Signalwegs
in ETV6-RUNX1 positiver ALL in Hinblick auf dessen Funktion sowie der
Rezeptorexpression
3. Etablierung eines stabilen induzierbaren knockdowns von ETV6-RUNX1 in den Zelllinien
REH, UoC-B6 sowie AT-2 mittels miR-E enhanced backbone shRNA
4. Analysen der Auswirkungen des ETV6-RUNX1 knockdowns auf Zellwachstum, Apoptose
sowie im Speziellen auf den JAK-STAT Signalweg.

24



2, METHODIK

21 Material

211 Medien und Zusatze

Bezeichnung Hersteller
Advanced DMEM Thermo Fisher
Ampicillin Sigma-Aldrich
Ampicillin/Streptomycin Biochrom
Blasticidin InvivoGen
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) Thermo Fisher
Doxycyclin SF Ratiopharm
Erythropoietin Peprotech
FKS (Fetales Kalberserum) Sigma-Aldrich
IMDM (/scove's Modified Dulbecco’s Medium) Thermo Fisher
IMDM ohne Phenolrot Thermo Fisher
Insulin-Transferrin-Selenium (ITS) Sigma-Aldrich
Interleukin-7 Peprotech
Interleukin-9 Peprotech
LB-Agar (Luria Broth Agar) Sigma-Aldrich
LB-Medium (Luria Broth Miller's Modification)  Sigma-Aldrich
Puromycin InvivoGen
RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute)  Biochrom
RPMI-1640 ohne Phenolrot Thermo Fisher
Trypsin/Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Biochrom

21.2 Chemikalien und Enzyme

Bezeichnung Hersteller
2,3-Bis-(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-  AppliChem

tetrazolium-5-carboxanilid (XTT)

4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Sigma-Aldrich
Agarose Carl Roth

Annexin V Phycoerythrin (PE) Biolegend

Bovines Serumalbumin (BSA) Carl Roth
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich

EcoRlI New England BioLabs
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Life Technologies
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Artikelnummer
#12491015
#A9518
#A2212
#ant-bl-1
#41966029

#100-64
#F7524
#12440053
#21056023
#13146
#200-07
#200-09
#L2897
#3522
#ant-pr-1
#FG385
#11835030
#2143

Artikelnummer
#A2240

#D9542
#1846.3
#540907
#8076.2
#D4540
#R3101S
#15575020



Essigsaure

Ethanol absolut
Ethidiumbromid
Formaldehyd 16%
Hyperladder

NaOH pellets
Natriumazid (NaNs)
Natriumchlorid (NaCl)

Normal Donkey Serum

Phenazinmethosulfat (PMS)
Phosphate-buffered saline (PBS)

Poly-L-Lysin
Polybrene
Polyethylenimin (PEI)

Primer DNA Seq miRseq5
(5-TGTTTGAATGAGGCTTCAGTAC-3)

Saponin Quillaja sp.
T4 Quick DNA Ligase
Tris-Base
Tris-Hydrochlorid (HCI)
TritonX

Trypanblau

Ultrapure DNase-Free Water

Vectashield
Xhol

213 Puffer und Losungen

Puffer

Merck #1000632511
Merck #1009832500
AppliChem #A1152
Thermo Fisher #28906
Bioline #Bl10-33026
Carl Roth #P031.2
Sigma-Aldrich #71289
Sigma-Aldrich #S7653
Jackson ImmunoResearch #017000121
Sigma-Aldrich #P9625
Thermo Fisher #10010015
Sigma-Aldrich #P8920
Sigma-Aldrich #TR-1003-G
Polysciences #23966
TIB MOLBIOL

Sigma-Aldrich #54521
New England BioLabs #M2200L
Sigma-Aldrich #18524
Carl Roth #9090.3
Sigma-Aldrich #T1-8787
Sigma-Aldrich #93595
Invitrogen #10977035
VectorLaboratories #H-1400
New England BioLabs #RO146S

Zusammensetzung

Elutionspuffer AE
CutSmart Puffer

DNA Gel Ladepuffer
Fixierlésung 0,3x
Fixierlosung 1x

PBS Saponin
Poly-L-Lysin Losung
Quick DNA Ligase Puffer

5 mM Tris-HCI (pH 8.5)

New England BioLabs #B7204S

New England BioLabs #B7024S

4% Formaldehyd in 0,3x PBS

4% Formaldehyd in 1x PBS

1x PBS, 1% BSA, 0,1% Saponin, 0,09% NaN3
0,1% Poly-L-Lysin in H20

New England BioLabs #M2200L
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Reinigungslosung
Stabilisierungs-Puffer
TAE Puffer 50x

TBS 10x (Tris Buffered Saline)
TBS Saponin
TritonX TBS

214 Verbrauchsmittel
Bezeichnung

12-Well Platten

6-Well Platten

96-Well Platten

Deckglaser

Eppendorf Réhrchen

FACS Rdhrchen

Falcon Réhrchen 15 ml
Falcon Réhrchen 50 mi
Feuchte Kammer StainTray
Hellendahl Kuvetten (Farbekasten)
Kryorohrchen

Liquid Blocker

Mr. Frosty Freezing Container
Neubauer Zahlkammer
Petrischale 15 cm
Serologische Pipette 10 ml
Serologische Pipette 25 ml
Serologische Pipette 5 mi
Sterilfilter 0,45 ym
Zellkulturflaschen 25 cm?
Zellkulturflaschen 75 cm?

21.5 Kits

Bezeichnung

NucleoBond Xtra Midi Plus
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up

2,5 M NaOH in 60% Ethanol
1x PBS, 1% BSA, 0,09% NaN3;

2 M Tris-Base, 0,05 M EDTA (pH 8,0), 2 M

Essigsaure

1,4 M NaCl, 30 mM KCI, 80 mM Tris-HCI (pH 7,4)
1x TBS, 0,1% Saponin, 0,09% NaN3

0,5% TritonX-100 in 1x PBS

Hersteller
Falcon

Greiner Bio-One
Falcon

Carl Roth
Sarstedt
Corning Falcon
Corning Falcon
Corning Falcon
Thermo Fisher
Vitlab

Sarstedt
Science Services
Thermo Fisher
Carl Roth
Corning Falcon
Corning Falcon
Corning Falcon
Corning Falcon
Sarstedt

TPP

Corning Falcon

Artikelnummer
#353043
#657160

#82.1581.001
#LH25.1
#72.706
#352054
#352096
#352070
#44-0404-10
#80355
#72.380.004
#SCI171310
#5100-0001
#T728.1
#353025
#357551
#357525
#357543
#83.1826
#90026
#353136

Hersteller Artikelnummer
Macherey-Nagel #740412.50
Macherey-Nagel #740609.50
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NucleoSpin Plasmid
PCR Mycoplasma Test Kit
Quick Ligation Kit

2.1.6

Bezeichnung

Gerate

Brutschrank
Durchflusszytometer
Durchflusszytometer
Fluoreszenzmikroskop
Konfokales Mikroskop
Lichtmikroskop
Fotometer
Spectrofotometer
Sterilbank
Thermocycler
Thermomix
Wasserbad

Wipptisch

Zentrifuge

Zentrifuge Eppis

21.7
Bezeichnung

Adobe Photoshop CC 2017
Ascent Software 2.6
AxioVision 4.5.0.0

BioRender

Software

Expression Console Software 1.4.1
FCS Express 6.06

FlowJo 10.6.1

ImagedJ 1.51

MACSQuantify 2.11.1907
NanoDrop 1000 3.8.1

Office 365

Prism 8.4

Macherey-Nagel
AppliChem
New England BioLabs

Hersteller
Thermo Fisher

Miltenyi Biotec

Becton Dickinson

Zeiss

Leica

Zeiss

Thermo Fisher
Thermo Fisher
Holsten
Eppendorf
Eppendorf
GFL

Biometra
Hettich

Hettich
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#740588.50
#A3744,0020
# M2200L

Modell

Cytoperm 2

MACSQuant VYB

FACSAria lll

Axiovert 200

DM 2500 TCS SPE

Telaval 31

Multiskan Ascent 96/384 Plate Reader
NanoDrop 1000 Spectrofotometer
Sicherheitswerkbank LaminAir
Mastercycler EP Gradient
Thermomixer comfort

Typ: 1003

WT15 rocking platform
Rontanta/R (3501)

Mikro 22R

Hersteller

Adobe

Thermo Fisher

Carl Zeiss Imaging Solutions
BioRender
Affymetrix

De Novo Software
Becton Dickinson
Fiji

Miltenyi Biotec
Thermo Fisher
Microsoft
GraphPad Software



Snapgene Viewer 5.07
SPSS statistics v25

21.8 Antikorper

GSL Biotech
IBM

Bezeichnung Hersteller Artikelnummer
CD132 (IL2-Ry) PE Becton Dickinson #561699
CD127 (IL-7Ra) PE Becton Dickinson #561028
CD129 (IL-9Ra) PE Biolegend #310403
EPO R PE R&D Systems #FAB3072P
CD19 PE ImmunoTools #21270194S
CD21 PE ImmunoTools #21270214S
CD38 PE Becton Dickinson #555460
CD40 APC-H7 Becton Dickinson #561211
CD72 PE ImmunoTools #21270724S
Isotypkontrolle-lgG1k-PE Becton Dickinson #555749
Isotypkontrolle-lgG2k-PE ImmunoTools #21275534S
Rat anti ETV6-RUNX1 (TEL6F2) Sigma-Aldrich #MABE1007
Rabbit anti ETV6 Atlas Antibodies #HPA000264

#712-175-153
#712-296-150
#711-546-152
#711-295-152

Donkey anti Rat Cy5 Jackson Immunoresearch
Donkey anti Rat Rhodamine Red
Donkey anti Rabbit Alexa 488

Donkey anti Rabbit Rhodamine Red

Jackson Immunoresearch
Jackson Immunoresearch

Jackson Immunoresearch

Der Antikorper Rat anti ETV6-RUNX1 (TEL6F2) wurde freundlicherweise von Andrew Flatley
(Helmholtz Zentrum Munchen, Bayern) zur Verfigung gestellt. Mittlerweile wurde der gleiche
Antikérper von der Firma Sigma-Aldrich zum Erwerb freigegeben und kann unter der
Bestellnummer #MABE1007 erworben werden. Er bindet den typischen Ubergangsbereich des
Fusionsproteins ETV6-RUNX1, weder aber an Wildtyp ETV6 oder Wildtyp RUNX1 (45). Vor den
Versuchen wurde der Antikorper bereits in der Arbeitsgruppe validiert (79, 80).

21.9 Plasmide

In dieser Arbeit wurden flr die lentivirale Transduktion Plasmide der zweiten Generation benutzt,
das in Kapitel 1.6 beschriebene pLT3GEPIR Transferplasmid, ein Kontrolltransferplasmid fir die
lentivirale Transduktion sowie ein ETV6-RUNX1 enthaltendes Transferplasmid zur Erstellung
einer Reporterzelllinie, das mithilfe einer piggyBac Transposase, die in mPB enthalten ist, stabil

in HAP1 Zellen transfiziert wurde.
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2191 pMD2.G

pMD2.G ist ein lentivirales Hulllplasmid (envelope) der zweiten Generation, welches das G-
Protein vom vesicular stomatitis virus exprimiert. Es wurde uns freundlicherweise von Prof. D.
Trono (Lausanne, Schweiz) Uber die Firma Addgene (Cambridge, USA) unter der Artikelnummer
#12259 zur Verfugung gestellt.

21.9.2 psPAX2

psPAX2 ist ein lentivirales Verpackungsplasmid (packaging) der zweiten Generation, welches die
HIV-1 Elemente gag, pol, tat und rev exprimiert. Es wurde uns freundlicherweise von Prof. D.
Trono (Lausanne, Schweiz) Uber die Firma Addgene (Cambridge, USA) unter der Artikelnummer

#12260 zur Verfugung gestellt.

2193 mPB

Das Plasmid mPB enthalt die Elemente fur die optimierte piggyBac Transposase (81), die in
dieser Arbeit fUr eine stabile Transfektion benutzt wurde. Es wurde uns freundlicherweise von Dr.

M. Gossen (BCRT, Berlin) zur Verfugung gestellt.

2194 mPB-SM

Das Plasmid mPB enthalt die Elemente fur eine durch eine silencing mutation funktionsunfahig
gemachte piggyBac Transposase, die in dieser Arbeit als Kontrolle fiir eine stabile Transfektion
benutzt wurde. Es wurde uns freundlicherweise von Dr. M. Gossen (BCRT, Berlin) zur Verfigung

gestellt.

21.9.5 PpRRLSIN.cPPT.PGK-GFP.WPRE

pRRLSIN.cPPT.PGK-GFP.WPRE fungiert als Transferplasmid zur positiven Kontrolle. Uber die
dauerhafte enhanced green fluorescent protein (EGFP)-Expression kann so der Erfolg der
lentiviralen Transduktion zeitnah bestatigt werden. Es wurde uns freundlicherweise von Prof. D.
Trono (Lausanne, Schweiz) Uber die Firma Addgene (Cambridge, USA) unter der Artikelnummer

#12252 zur Verfugung gestellt.

2.1.9.6 pPB.tetR.ETV6-RUNX1.1-796.mC

pPB.tetR.ETV6-RUNX1.1-796.mC ist ein Transferplasmid, welches in HAP1 Zellen zur Erstellung
eines Reporterzellmodells eingebracht werden soll. Es kodiert fur das ETV6-RUNX1
Fusionsprotein. Andere wichtige Elemente sind das hinter demselben Promotor liegende, und
durch eine T2A Peptidsequenz verbundene mCherry, ein Blasticidin-Resistenzgen fir die spatere

Selektion sowie die Erkennungssequenzen flir die piggyBac Transposase. Das Plasmid wurde
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durch Veranderung eines von Werner et al. 2015 entwickelten Plasmids, dessen KRAB silencing
Domane durch humanes ETV6-RUNX1 ausgetauscht wurde, hergestellt (82). Sequenzierungen
sowie Validierungen des Plasmids fanden als Vorarbeiten innerhalb der Arbeitsgruppe statt

(unveroffentlichte Arbeiten).

(LacZ alpha ‘ PB 5 TR

EF-Promotor-Rest

Vﬁ/\NTSw
~[KRAB)

pPB.tetR.ETV6-RUNX1.1-796.mC
10.303 bp

Abbildung 6: Transferplasmid pPB.tetR.ETV6-RUNX1.1-796.mC: Die Abbildung zeigt das Plasmid, welches fur das
Fusionsprotein ETV6-RUNX1 sowie das Fluorochrom mCherry kodiert, die jeweils Uber den selben Promotor
transkribiert werden und Uber eine T2A Peptidsequenz miteinander verbunden sind.

21.9.7 pLT3GEPIR
Das Plasmid pLT3GEPIR kann Uber die Firma Mirimus (NY, USA) oder Uber Addgene

(Cambridge, USA) unter der Artikelnummer #111177 erworben werden und basiert auf der mittels
Tet-On induzierten Expression von shRNA mit dem miR-E enhanced backbone aus den Arbeiten
von Fellmann und Zuber (75). Nahere Informationen zum Plasmid und der Funktion in Kapitel
1.6.

31



CAP binding site lac promoter

T3 promoter

I RSV promoter
” ; .~ 5" TR (truncated)
. HIV-1 @

AmpR promoter

‘ cPPT/CTS

M13 fwd TRE3G promoter
T7 promoter pLT3GEPIR
10.272 bp

SV40 ori

%‘

J0je49d0 w2
\
1

SV40 poly(A) signal

i
3'LTR (AU3) ‘ 3
%

+

7 %
P
/ miR-30a loop

X ‘sﬁ’ e | Ecor |
y
rtTA-Advanced m

Abbildung 7: Transferplasmid pLT3GEPIR: Das Plasmid beinhaltet ein Tet-On System der dritten Generation sowie
die von diesem gesteuerten Elemente fiir das Fluorochrom EGFP, den miR-E enhanced backbone sowie einem
Puromycin-Resistenzgen. Markiert sind die Schnittstellen fiir die Restriktionsenzyme EcoRI sowie Xhol.

21.10 Oligonukleotide
Die folgenden Oligonukleotide wurden zum Einbau in pLT3GEPIR von der Firma Integrated DNA

Technologies (Coralville, USA) erworben. Es handelt sich um Sequenzen im Haarnadelformat,
die zur RNA Interferenz mit dem humanen ETV6 (im Bereich der Exons 1-5) fuhren. Die
Sequenzen wurden durch einen verbesserten Algorithmus fur die Vorhersage effektiver sShRNAs
der Firma Mirimus ermittelt und vertrieben, welcher von Fellmann und Zuber (Research Institute
for Molecular Pathology, Wien) entwickelt wurde (75, 77).

ETV6_Exon_1-5_159

5'-GAAGGCTCGAGAAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGATGGAAGAAACTTCTTAAATG

ATAGTGAAGCCACAGATGTATCATTTAAGAAGTTTCTTCCAGTGCCTACTGCCTCGGACTT
CAAGGGGCTAGAATTCGAGCA-3'

ETV6_Exon_1-5 530

5'-GAAGGCTCGAGAAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGAACGTTTGAAATGAATGGCA

AATAGTGAAGCCACAGATGTATTTGCCATTCATTTCAAACGTGTGCCTACTGCCTCGGACT
T CAAGGGGCTAGAATTCGAGCA-3'
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ETV6_Exon_1-5_581
5-GAAGGCTCGAGAAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGCCGCTATCGATCTCCTCATTC
ATAGTGAAGCCACAGATGTATGAATGAGGAGATCGATAGCGATGCCTACTGCCTCGGACT
TCAAGGGGCTAGAATTCGAGCA-3'

ETV6_Exon_1-5 678

5 -GAAGGCTCGAGAAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGAACCCTGGAAACTCTATACA
CATAGTGAAGCCACAGATGTATGTGTATAGAGTTTCCAGGGTGTGCCTACTGCCTCGGAC
TTCAAGGGGCTAGAATTCGAGCA-3'

ETV6_Exon_1-5_721
5 -GAAGGCTCGAGAAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGCTCAGAACCATGAAGAAGAT
AATAGTGAAGCCACAGATGTATTATCTTCTTCATGGTTCTGATTGCCTACTGCCTCGGACTT
CAAGGGGCTAGAATTCGAGCA-3'

ETV6_Exon_1-5_768
5-GAAGGCTCGAGAAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGCCCGTGGATAATGTGCACCA
TATAGTGAAGCCACAGATGTATATGGTGCACATTATCCACGGATGCCTACTGCCTCGGACT
TCAAGGGGCTAGAATTCGAGCA-3'

ETV6_Exon_1-5_769
5-GAAGGCTCGAGAAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACGTGGATAATGTGCACCAT
AATAGTGAAGCCACAGATGTATTATGGTGCACATTATCCACGGTGCCTACTGCCTCGGACT
TCAAGGGGCTAGAATTCGAGCA-3'

ETV6_Exon_1-5_819
5'-GAAGGCTCGAGAAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGCCCAGGTCACCTATCACGAC
AATAGTGAAGCCACAGATGTATTGTCGTGATAGGTGACCTGGATGCCTACTGCCTCGGAC
TTCAAGGGGCTAGAATTCGAGCA-3'

Die folgenden Sequenzen sind nach Einbau in pLT3GEPIR zur Benutzung als Kontrollplasmide
fur das silencing gedacht und interferieren mit der RNA des humanen MYB, des humanen MYC
beziehungsweise der nichthumanen Renilla Luciferase. Die Sequenzen wurden durch einen
verbesserten Algorithmus fur die Vorhersage effektiver shRNAs erstellt (75, 77) und uns
freundlicherweise von Johannes Zuber (Research Institute for Molecular Pathology, Wien) zur
Verfugung gestellt. Die Oligonukleotide wurden von der Firma Integrated DNA Technologies
(Coralville, USA) hergestellt.

33



MYB_721
5-GAAGGCTCGAGAAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGACTGGACGAACTGATAATGC
TATAGTGAAGCCACAGATGTATAGCATTATCAGTTCGTCCAGGTGCCTACTGCCTCGGACT
TCAAGGGGCTAGAATTCGAGCA-3'

MYC_1834
5-GAAGGCTCGAGAAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGCACGACGAGAACAGTTGAAA
CATAGTGAAGCCACAGATGTATGTTTCAACTGTTCTCGTCGTTTGCCTACTGCCTCGGACT
TCAAGGGGCTAGAATTCGAGCA-3'

REN_713 Control
5'-GAAGGCTCGAGAAGGTATATTGCTGTTGACAGTGAGCGCAGGAATTATAATGCTTATCT
ATAGTGAAGCCACAGATGTATAGATAAGCATTATAATTCCTATGCCTACTGCCTCGGACTT
CAAGGGGCTAGAATTCGAGCA-3'

21.11 Zelllinien und Mikroorganismen
2.1.11.1 Escherichia coli NEB5a

Der E. coli Stamm NEB5a diente zur Amplifikation rekombinanter Plasmide und kann von der

New England BioLabs GmbH unter der Nummer #C2987 kauflich erworben werden.

21.11.2 HEK 293T

HEK 293T ist eine Zelllinie aus humanen embryonalen Nierenzellen, die das SV40 T-Antigen
enthalten (83). Die Zelllinie wird zur Produktion von Lentiviren benutzt, das SV40-Antigen sorgt
dabei fur besonders hohe Virustiter. Die Zellen konnen unter der Nummer #ACC635 von der

Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH bestellt werden.

21.11.3 HAP1

HAP1 wurde 2011 als nahezu haploide Zelllinie (ein Bruchstick von Chromosom 15 existiert in
diploider Form) aus der Zelllinie KBM7 gewonnen, welche von einem Patienten mit chronischer
myeloischer Leukdmie (CML) gewonnen wurde (84, 85). Durch den haploiden sowie adharenten
Charakter, der Empfanglichkeit fur Transfektionen, die kurze Verdopplungszeit sowie einem
guten Wachstum bei Einzelzellverdinnungen eignete sie sich in dieser Arbeit sehr gut fur die
Vortestungen sowie fur die Auswahl der effektivsten Plasmide vor der lentiviralen Transduktion
der ETV6-RUNX1 positiven BVZ-ALL Zelllinien.
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21.11.4 SEM

SEM wurde als Zelllinie 1990 aus dem peripheren Blut eines 5-jahrigen Madchens mit einem
Rezidiv einer ALL etabliert. Die Zellen exprimieren einen funktionalen IL-7 Rezeptor an der
Zelloberflache und dienen so als positive Kontrolle in der Durchflusszytometrie und im XTT-
Viabilitdtsassay (86). SEM kann unter der Nummer #ACC546 von der Deutschen Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH erworben werden.

21.11.5 KG-1

Die Zelllinie KG-1 wurde 1977 aus dem Knochenmark eines 59-jahrigen Patienten im Rezidiv
seiner akuten myeloischen Leukamie (AML) gewonnen. Sie exprimiert den IL-9 Rezeptor an der
Oberflache und dient so als positive Kontrolle in der Durchflusszytometrie sowie im XTT-
Viabilitatsassay (87). KG-1 kann unter der Nummer #ACC14 von der Deutschen Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH erworben werden.

21.11.6 HEL

HEL wurde 1980 aus dem peripheren Blut eines 30-jahrigen Patienten mit einer AML gewonnen.
Die Zelllinie exprimiert den EPO Rezeptor an der Oberflache und dient so als positive Kontrolle
in der Durchflusszytometrie (88). HEL kann unter der Nummer #ACC11 von der Deutschen

Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH erworben werden.

21.11.7 THP-1

THP-1 ist eine Zelllinie aus dem peripheren Blut eines 1-jahrigen Jungen mit einer AML, die im
Jahre 1978 etabliert wurde. Sie dient als negative Kontrolle fur die Farbungen der IL-7 und IL-9
Rezeptoren (89). Unter der Nummer #ACC16 kann THP-1 von der Deutschen Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH erworben werden.

21.11.8 REH

Die Zelllinie REH ist eine humane B-Vorlauferzell-Leukdmie-Zelllinie, die 1973 von einem 15-
jahrigen Madchen im ersten Rezidiv einer ALL gewonnen wurde (90). Das Besondere an der
Zelllinie ist die vorhandene ETV6-RUNX1 Genfusion sowie eine Deletion des ETV6-Wildtyp
Allels. Die Zelllinie kann unter der Nummer #ACC22 von der Deutschen Sammlung von

Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH erworben werden.

21.11.9 UoC-B6

Die B-Vorlauferzell-Leukamie-Zelllinie UoC-B6 stammt von Blasten aus dem Knochenmark eines

8-jahrigen Madchens im wiederholten Rezidiv ihrer ALL ab (44). Sie wurde uns freundlicherweise
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von Prof. H. Hock (Massachusetts General Hospital, MA) Uberlassen. Die Zelllinie weist eine
t(12;21) Translokation mit ETV6-RUNX1 Genfusion auf, sowie eine Deletion des ETV6-Wildtyp
Allels.

2.1.11.10 AT-2

Die Zelllinie AT-2 ist ebenfalls eine humane B-Vorlauferzell-Leukamie-Zelllinie und wurde von
einem Jungen wahrend des zweiten Rezidivs seiner ALL gewonnen (91). Die Zelllinie wurde uns
freundlicherweise von Prof. J. Rowley (University of Chicago, IL) via Dr. C. Miller (University of
Washington, WA) zur Verfugung gestellt. Auch diese Zelllinie weist die ETV6-RUNX1 Genfusion
sowie eine Deletion des ETV6-Wildtyp Allels auf.

2.2 Methoden
2.21 Zellkulturmethoden

In der folgenden Tabelle 1 werden die verwendeten Zellkulturmedien und Zusatze je Zelllinie

zusammengefasst.

Tabelle 1: Zellkulturbedingungen

Zelllinie Kulturmedium
HEK 293T Advanced DMEM, 5% FKS, 1% Penicillin/Streptomycin

HAP1 IMDM, 10% FKS, 1% Penicillin/Streptomycin
SEM IMDM, 10% FKS, 1% Penicillin/Streptomycin
KG-1 RPMI, 10% FKS, 1% Penicillin/Streptomycin
HEL RPMI, 10% FKS, 1% Penicillin/Streptomycin
THP-1 RPMI, 10% FKS, 1% Penicillin/Streptomycin
REH RPMI, 10% FKS, 1% Penicillin/Streptomycin
UoC-B6 RPMI, 10% FKS, 1% Penicillin/Streptomycin
AT-2 RPMI, 10% FKS, 1% Penicillin/Streptomycin, ITS 1x

2.21.1 Kultivierung von adharenten Zellen

Die Zelllinien HAP1 und HEK 293T sind adharent wachsend und wurden unter Bedingungen von
37°C und 5% CO: in den jeweils in Tabelle 1 genannten Medien inkubiert. Die Zelllinien wurden
entsprechend der Zelldichte etwa zweimal wdchentlich passagiert. Hierzu wurde das Medium
durch Absaugen komplett entnommen, anschlieffend die Zellen mit PBS gewaschen und mittels
Trypsin/EDTA Lésung vom Boden der Kulturflaschen geldst. Die geldsten Zellen wurden, je nach
weiterer Versuchsplanung, im Verhaltnis von etwa 1:10 enthommen und in frisches Medium
uberfuhrt.
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2.21.2 Kultivierung von Suspensionszellen

Bei den B-Vorlauferzell-Leukamie Zelllinien REH, UoC-B6 und AT-2 sowie den Zellinien SEM,
KG-1, HEL und THP-1 handelt es sich um Suspensionszellen. Mit Ausnahme von SEM wurden
sie bei 37°C und 5% CO; in RPMI-1640 mit 10% FKS und 1% Penicillin/Streptomycin inkubiert.
Die Zelllinie AT-2 bendtigte fur ein stabiles Wachstum die zusatzliche Gabe von ITS 1x (entspricht
1 mg/ml Insulin, 0,5mg/ml Transferrin, 0,5 pg/ml Natriumselenit). SEM wurde bei 37°C und 5%
CO2 in IMDM mit 10% FKS und 1% Penicillin/Streptomycin inkubiert. Wegen der eher langsamen
Teilungsraten wurden die Zellen nur etwa 1 bis 2 mal wochentlich passagiert, wozu sie
zentrifugiert (500 x g, 5 Minuten), und anschlief3end in einem Verhaltnis von etwa 1:10 in frisches

Medium aufgenommen wurden.

2.21.3 Kultivierung von Bakterien

Die Bakterien E. coli vom Stamm NEB5a wurden in 300 ml LB-Medium bei 200 Umdrehungen
pro Minute bei 37°C Uber Nacht oder vor der Selektion einzelner Kolonien in 250 pl LB Medium
fur eine Stunde bei 37°C unter Schutteln inkubiert. Fur die Kultivierung auf LB-Agar-Platten
wurden die Bakterien auf den Platten ausgestrichen und bei 37°C Gber Nacht kultiviert. Bei Bedarf
wurde dem Medium bzw. dem LB-Agar zusatzlich Ampicillin (100 pg/ml) zur Selektion der

transformierten Bakterien hinzugefugt.

2.21.4 Bestimmung der Zellzahl

Die Anzahl und Viabilitat der Zellen konnten mittels einer Neubauer Zahlkammer ermittelt werden.
Hierfur wurden die Zellen mit Trypanblau versetzt, die Adhasionszellen mussten vorher mit Hilfe
von Trypsin/EDTA in Suspension Uberfihrt werden. Aufgrund der Fahigkeit von Trypanblau, die
Zytoplasmamembran abgestorbener Zellen, nicht aber die Membran lebender Zellen zu
permeieren, konnten die Zellen anschlielend lichtmikroskopisch gut in tot oder lebendig

differenziert und gezahlt sowie die jeweiligen Konzentrationen errechnet werden.

2.21.5 Kryokonservierung und Rekultivierung von Zellen

Vor dem Einfrieren der Zellen wurden diese zundchst gezahlt, sowie eine ausreichende Viabilitat
sichergestellt. AnschlieRend wurden sie in einer Konzentration von 1x10® - 1x10” / ml in ein
Medium aus 90% FKS und 10% DMSO Uberfuhrt. Die mit einem Volumen von 1 ml gefillten
Kryordhrchen wurden anschlieRend langsam bei -80°C in mit Isopropanol geflllten
Kihlcontainern eingefroren und flr mindestens 48 Stunden gelagert. Fur die langfristige
Aufbewahrung wurden sie anschlielfend in einem Tank mit flissigem Stickstoff und einer

Temperatur von etwa -196°C gelagert.
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Zum Auftauen der Zellen wurden die gefrorenen Kryoréhrchen im Wasserbad auf 37°C rasch
erwarmt und deren Inhalt im Verhaltnis 1:10 in vorgewarmtes Medium entsprechend der Tabelle
1 Gberflhrt und zentrifugiert (500 x g, 5 Minuten). Anschliefend wurden sie in Zellkulturmedium
resuspendiert und bei 37°C und 5% CO: inkubiert. Vor Versuchsbeginn wurde immer ein gutes

und gleichmaRiges Zellwachstum abgewartet, mindestens aber eine Passage.

2.21.6 Transfektion von adharenten Zellen

Die Transfektion der adharenten Zellen HEK 293T und HAP1 erfolgte mittels des kationischen
Polymers Polyethylenimin (PEI). Hierfur wurden zunachst 9 ul 7,5 mM PEI Lésung in 91 pl 150
mM NaCl Lésung verdunnt sowie in einem zweiten Ansatz 3 pg des zu transfizierenden Plasmids
in 100 pl 150 mM NaCl Lésung aufgenommen. Anschliefend wurden beide Ansatze vermischt
und far 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde der Reaktionsmix
tropfchenweise in das frisch gewechselte Medium von etwa 50% konfluenten Zellen in einer 6-

Well Platte gegeben, welches nach 16 Stunden Inkubation schlieRlich ausgetauscht wurde.

Um eine dauerhafte, stabile Transfektion des pPB.tetR.ETV6-RUNX1.1-796.mC in HAP1 Zellen
zu gewahrleisten wurde die Transposition mittels piggyBac gewahlt. Die hierfur bendtigten 3' und
5' piggyBac terminal repeats auf dem Plasmid pPB.tetR.ETV6-RUNX1.1-796.mC kénnen von der
piggyBac Transposase erkannt werden, die wiederum durch das Plasmid mPB transkribiert
werden. Wahrend der Transfektion wurde hier das oben genannte Protokoll verwendet, das
Transferplasmid pPB.tetR.ETV6-RUNX1.1-796.mC jedoch im Verhaltnis von 9:1 mit dem Plasmid

fur die Transposase mPB gemischt.

2.21.7 Produktion von Lentiviren
Zur Produktion der Viren diente die Zelllinie HEK 293T. Es wurde ein lentivirales System der
zweiten Generation verwendet, das aus den Hilfsplasmiden pMD2.G sowie psPAX2 besteht,

welche fur die Produktion von infektidsen Viruspartikeln essenziell sind.

Zunachst wurden etwa 2 x 10° HEK 293T Zellen in einer 15 cm Petrischale ausgeséat, sodass
eine Konfluenz von etwa 50% bestand. Am Folgetag wurde die Transfektion mittels PEI
durchgefuhrt. Daftr wurden 90 pl 7,5 mM PEI Losung in 910 pyl 150 mM NaCl Lésung verdinnt
sowie in einem zweiten Ansatz 10 g des zu transfizierenden Plasmids, 3,3 ug des Hullplasmids
pMD2.G sowie 6,7 pg des Verpackungsplasmids psPAX2 in 1 ml 150 mM NaCl Ldsung
aufgenommen. Die beiden Ansatze wurden vermischt und tropfchenweise auf die Zellen
gegeben. Nach 12 Stunden folgte der Mediumwechsel, anschliefend wurden nach 24, 48 und 72

Stunden die virushaltigen Uberstdnde abgenommen und mit frischem Medium ersetzt, die
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Uberstande durch einen Filter mit einer PorengréRe von 0,45 um sterilfiltriert und anschlieRend

bei 4°C fur wenige Tage gelagert oder sofort verwendet.

2.21.8 Lentivirale Transduktion von Suspensionszellen

Far die lentivirale Transduktion der BVZ-ALL Zelllinien REH, UoC-B6 und AT-2 wurden diese
zunachst in einer Konzentration von 2 x 10° Zellen pro Well in 6-Well Platten ausgeséat. Pro Well
wurden 8 pug/ml Polybrene sowie der Virusuberstand hinzugegeben. Nach 24 Stunden erfolgte
der Mediumwechsel. Fir einen Einbau von nur einer einzelnen Kopie des Vektors in die Zielzellen

wird von Fellmann und Zuber eine Infektionsrate von unter 20% empfohlen (75).

2.2.1.9 Selektieren von Klonen

Die Selektion von Klonen erfolgte entweder mittels fluorescence activated cell sorting mit dem

Gerat FACSAria Il der Firma Becton Dickinson oder per limiting dilution.

Bei der durchflusszytometrischen Selektion kdnnen nach vorher definierten Parametern wie der
Fluoreszenzintensitat einzelne Zellen heraussortiert und beispielsweise in 96-Well Platten
transferiert werden. Vor der Sortierung wurden die Zellen durch ein 35 um grof3en Filter vereinzelt

und in die BIH Cytometry Core Facility transportiert.

Fur die limiting dilution wurden die Zellen in Medium auf eine Konzentration von 5 Zellen / ml
verdinnt und anschlielRend in eine 96-Well Platte mit 200 ul pro Well pipettiert. Am Folgetag
wurde die 96-Well Platte lichtmikroskopisch kontrolliert und Wells mit nur einer enthaltenen Zelle

markiert.

2.2.1.10 Regulation des Tet-On Systems mittels Doxycyclin
Das Tet-On System reguliert die hinter dem tet responsive element liegenden Gene und reprimiert
sie in Abwesenheit von Doxycyclin. Zur Aktivierung der Genexpression wurde dem Medium 1

pg/ml Doxycyclin zugesetzt.

2.2.1.11 Wachstumsanalyse

Zur Erstellung der Wachstumsanalysen wurden die das transduzierte pLT3GEPIR tragende
Zellen in je zweifacher Ausflihrung in Kulturflaschen mit 5 ml Medium in einer Konzentration von
2 x 10° / ml ausgesat und inkubiert. Zweimal wochentlich wurde ein Teil der Zellen entnommen
und verworfen, vorher wurden durch Verdunstungen entstandene Ungleichheiten im Volumen
gewogen und ausgeglichen. Etwa einmal wéchentlich fand eine durchflusszytometrische

Bestimmung der Zellzahl eines definierten Volumens im Zellkulturmedium statt. Nach etwa zwei
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Wochen wurde bei der Halfte der Zellen das Tet-On System mittels Doxycyclin aktiviert. Unter
Berucksichtigung der gemessenen Konzentrationen sowie der verworfenen Zellen konnten so die
Zellzahlen extrapoliert und graphisch dargestellt werden. Hierflr wurde der Verdinnungsfaktor in
Bezug zur Ursprungsprobe bestimmt, um die Zellzahl zu bestimmen, die bei fiktiv nie

stattgefundener Passage vorhanden ware.

2.21.12 Mykoplasmen-PCR

Kontaminationen von Zellkulturen mit Mykoplasmen fihren zu zahlreichen Veranderungen der
Zellen. Unter anderem kdnnen biochemische und genetische Veranderungen in den Zellen
hervorgerufen werden, die sich auf Stoffwechsel, Morphologie und das Wachstumsverhalten
auswirken. Aufgrund der naturlichen Resistenz von Mykoplasmen gegen Penicilline und
Aminoglykoside schitzt die Penicillin/Streptomycin-Prophylaxe in den Kulturmedien nicht vor
Kontaminationen. Deshalb wurde in regelmaRigen Abstanden ein Mycoplasmentest auf
Grundlage einer polymerase chain reaction (PCR) zum Ausschluss einer Besiedlung
durchgefuhrt. Die PCR hat den Vorteil einer sehr hohen Sensitivitat. Hierfir wurden das "PCR
Mycoplasmen-Testkit" von AppliChem verwendet und die Versuche entsprechend der

Herstellerangaben durchgefuhrt.

2.2.2 Klonierungen

Die folgenden Schritte beschreiben die Herstellung sowie die Amplifikation der Plasmide, die in

den darauffolgenden Schritten in die BVZ-ALL Zelllinien eingebaut werden sollen.

2221 Annealing

Das Annealing beschreibt die Hybridisierung zweier komplementarer DNA-Abschnitte. Die von
uns bestellten und in Kapitel 2.1.10 beschriebenen Oligonukleotide wurden in Einzelstrangform
geliefert und von uns zunachst in AE-Puffer in einer Endkonzentration von 20 yMol gel6st. Die
Ansatze der komplementaren Oligonukleotide wurden gemischt und der Reaktionsmix
anschlieBend fir 5 Minuten auf 96°C im Thermomixer erhitzt und auf Raumtemperatur

herunterkuhlen gelassen.

2.2.2.2 Restriktionsverdau

Restriktionsendonukleasen sind Proteine, die meist palindromische DNA-Sequenzen erkennen
und an definierten Stellen trennen. Zum Zerschneiden der DNA-Doppelstrange der
Oligonukleotide sowie des pLT3GEPIR wurden die Restriktionsendonukleasen Xhol und EcoRI
eingesetzt, welche von New England BiolLabs erworben wurden. Fir den Reaktionsansatz
wurden 1 ug der zu schneidenden DNA, 0,5 ul Xhol, 0,5 ul EcoRI sowie 2 ul 10x CutSmart Puffer
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des Herstellers mit nukleasefreiem Wasser auf 20 ul verdlinnt. Der Ansatz wurde fiir 12 Stunden

auf 37°C erwarmt.

2.2.2.3 Gelelektrophorese

Zur lIsolation der gewlnschten Fragmente aus dem geschnittenen pLT3GEPIR wurde eine
Gelelektrophorese in einem 0,8% Agarosegel durchgeflhrt. Daflr wurde zunachst die Agarose
in der entsprechenden Konzentration in TAE-Puffer zum Kochen gebracht bis sie sich vollstandig
geldst hatte. Ethidiumbromid, welches an die DNA bindet und unter UV-Licht fluoresziert, wurde
zur Darstellung der Fragmente in einer Endkonzentration von 5 pug / 100 ml hinzugegeben, das
Gel wurde anschlieRend zum Harten auf Raumtemperatur abgekinhlt. Als Referenz wurden 5 pl
der Hyperladder in eine Geltasche pipettiert. Die DNA-Fragmente wurden mit 6x Ladepuffer
vermischt und in das Gel inseriert. Bei 100V Spannung, die Uber eine Stunde angelegt wurde,
migrierten die Fragmente entsprechend ihrer GroRe unterschiedlich weit zur Anode. Das
gewunschte Fragment konnte so mit Hilfe der Referenz identifiziert und der erfolgreiche

Restriktionsverdau kontrolliert werden.

2.2.2.4 DNA Purifikation aus Agarosegel

Um die gewilnschten Fragmente aus dem Gel zu isolieren, wurden diese zunachst mit einem
Skalpell aus dem Gel getrennt und anschlieRend mit Hilfe des "NucleoSpin Gel and PCR Clean-
up" Kits von Macherey-Nagel nach Herstellerangaben aufgereinigt. Das Verfahren basiert darauf,
das Gel zunachst bei 50°C in einem Puffer zu 16sen und die DNA-Fragmente Uber einer Silica

Membran mehrmals zu waschen, um sie schlieRlich aus dieser herauszulosen.

2.2.2.5 Ligation

Fur die Ligation des mit Restriktionsendonukleasen linearisierten pLT3GEPIR mit dem neuen
Oligonukleotid musste zunachst die jeweilige DNA-Konzentration bestimmt werden. Fur eine
moglichst erfolgreiche Ligation empfiehlt sich ein Stoffmengenverhaltnis von etwa 1:3 zugunsten

des zu inserierenden Fragmentes. Somit ergibt sich die folgende Formel:

Genfragment (bp)
linearisiertes Plasmid (bp)

Genfragment (ng) = Masse des Vektors (ng) x 3 x

Der Ligationsansatz setzt sich schlieRlich aus den Genfragmenten und dem geldsten und
linearisierten pLT3GEPIR, 10 ul 2x Quick DNA Ligase Puffer sowie 1 yl T4 Quick DNA Ligase
zusammen, aufgefullt auf 20 yl mit DNAse freiem Wasser. Darauf folgte eine Inkubation von 5
Minuten bei Raumtemperatur. Der Puffer und das Enzym sind Bestandteil des "Quick Ligation

Kits" der Firma New England BioLabs.

41



2.2.2.6 Transformation

Um die DNA zu amplifizieren muss sie zunachst in transformationskompetente Bakterien
eingeschleust werden. Als Bakterienstamm wurde der Stamm NEBSa gewahlt, welcher aus E.
coli Bakterien besteht und sich als sehr effektiv fur die Plasmidpraparation erwiesen hat (92). Als
Transformationsmethode wurde die sogenannte Hitzeschock Methode gewahlt. Hierzu wurden
die Bakterien zunachst langsam auf Eis von -80°C auf etwa 0°C aufgetaut und 50 pl der Bakterien
mit 2 pl Ligationsansatz vorsichtig vermischt. Nach 30 Minuten Inkubation auf Eis erfolgte ein 45
sekundiges Erwarmen im Wasserbad bei 42°C, anschlieRend erneut die 2-minitige Abkuhlung
auf Eis. Nach Zugabe von 250 pl LB-Medium wurden die Zellen flir eine Stunde schuttelnd bei
37°C inkubiert, bevor sie auf LB-Agar-Platten mit 100 ug/ml Ampicillin, welches der Selektion der
erfolgreichen Transformanden diente, ausgestrichen wurden. Es folgte die Inkubation Gber Nacht
bei 37°C.

2.2.2.7 DNA-Amplifikation und Purifikation aus E. coli

Zur Amplifikation der DNA wurden E. coli Kolonien, die unter dem Selektionsdruck von Ampicillin
auf der LB-Agar-Platte wuchsen, gepickt. Anschlielend wurden sie in 300 ml LB-Medium mit
einem Zusatz von 100 pg/ml Ampicillin Gberfuhrt und tGber 12 bis 16 Stunden bei 37°C in einer
Schuttelkultur bei 200 Umdrehungen pro Minute inkubiert. Darauf folgte die Isolation der DNA
aus den Bakterien mit dem "NucleoBond Xtra Midi Plus® Kit der Firma Macherey-Nagel nach
Herstellerangaben. Hierbei werden die Bakterien zunachst lysiert und der Ansatz danach
neutralisiert. Anschlielend wird die DNA an eine Silica Membran gebunden und mehrmals

gewaschen, bevor sie aus dieser geldst und in Elutionspuffer AE aufgenommen wird.

2.2.2.8 Bestimmung der DNA-Konzentration

Um die anschlieRende Bestimmung der DNA-Konzentration durchzufiihren wurden die
gewonnenen Plasmide, die nach der Purifikation in Elutionspuffer AE aufgenommen wurden,
spektralfotometrisch untersucht. Hierflir wurde das Gerat NanoDrop 1000 von Thermo Fisher mit
der Software NanoDrop 1000 Version 3.8.1 verwendet. Zur Konzentrationsbestimmung wird
hierbei die optische Dichte bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt, bei der es zur maximalen
Absorption von UV-Licht durch Nukleinsauren kommt, und mittels Lambert-Beer'schen Gesetz

auf die vorliegende Konzentration geschlossen.

2.2.29 Sequenzierung der DNA

Zur Kontrolle der erfolgreichen Klonierungen wurden Sanger-Sequenzierungen der DNA
vorgenommen. Diese wurden bei der Firma Seqlab in Gottingen durchgefuhrt und die DNA von

uns nach Firmenvorgaben prapariert. Der nach Fellmann et al. (75) ausgewahlte Primer miRseq5
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(5-TGTTTGAATGAGGCTTCAGTAC-3’) wurde von der Firma TIB MOLBIOL in Berlin bezogen.

Die Auswertung erfolgte schlieBlich mit der Software Snapgene Viewer 5.07.

223 Analyse von Genexpressionsdaten

Zur ldentifizierung von Rezeptoren des JAK-STAT Signalwegs, die in ETV6-RUNX1 positiven
ALL eine besondere Rolle spielen, wurden Genexpressionsdaten der Plattform Affymetrix Human
Genome U133 Plus 2.0 herangezogen, die in der Literatur besonders haufig benutzt wurde. Mit
Hilfe von Dr. U. Ungethum (BIH, Genomik Core Facility) wurden mit dieser Plattform Analysen
der Zelllinien REH und UoC-B6 durchgefiihrt. Des Weiteren wurden bereits veréffentlichte
Datensatze von REH (53, 89, 93-96) (GSE13313, GSE20011, GSE20115, GSE29639,
GSE34880, GSE36133), AT-2 (53) (GSE29639), von ETV6-RUNX1 positiven Blasten aus dem
Knochenmark von 219 Patient/-innen (97-102) (GSE11877, GSE13159, GSE13351, GSE17459,
GSE47051, GSE73578, GSE79533) sowie von 19 gesunden Kindern im Alter von unter 15
Jahren (103) (GSE11504), herangezogen. Dabei wurden die Daten sowohl nach dem RMA-, als
auch nach dem MASS-Algorithmus normalisiert und zusammengeflihrt. Die Probesets wurden
mittels MASS5 in present, marginal und absent unterteilt, Gber den RMA Algorithmus hingegen
konnte die Expressionsstarke besser eingeschatzt werden, dies entspricht auch dem Vorgehen
der Cancer Cell Line Encyclopedia. Die Rezeptoren und Gene des Signalwegs wurden der
Literatur entnommen (57, 58). Fur gleiche Probesets gleicher Zelllinien aus unterschiedlichen
Datensatzen wurden schlie3lich Durchschnittswerte der Genexpression (RMA) ermittelt, hierfur
wurde aufgrund des logarithmischen Charakters des vom Algorithmus ermittelten Wertes
zunachst der Numerus zur Basis 2 gebildet, der Durchschnitt ermittelt und daraus wieder der
Logarithmus errechnet. SchlieRlich wurde fur die im Anhang dieser Arbeit dargestellte Tabelle 6
der verbesserten Ubersichtlichkeit halber fiir jedes Gen, bei dem mehrere probesets zur

Verfligung standen, nur jeweils das probeset mit dem starksten Signal ausgewahlt.

Interessante Rezeptoren wurden durch starke Expression aller funktional relevanten Gene eines
Rezeptors oder deutlich verringerte Expression eines oder mehrerer funktional relevanter Gene

im Vergleich zur gesunden Vergleichspopulation identifiziert.

Weiterhin wurden RNA-Sequenzierungsdaten der Zelllinie REH in die tabellarische Darstellung
mitaufgenommen. Diese konnten aus den Verdffentlichungen des Human Protein Atlas Projekt

entnommen werden (104).

Die Cancer Cell Line Encyclopedia wurde 2020 mit Proteomdaten aus der Verdffentlichung von
Nusinow et al. erganzt, die mittels liquid chromatography - mass spectometry Verfahren aus unter

anderem der Zelllinie REH gewonnen wurden (105). Auch diese Daten wurden in den Vergleich
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der JAK-STAT Rezeptorgene mit einbezogen, da jedoch fir nur 7 der 63 untersuchten Gene
Proteomdaten vorlagen, wurden diese nicht in die im Anhang dieser Arbeit befindliche Tabelle 6

mit aufgenommen.

Mithilfe von SPSS statistics (v25) wurden schlieBlich die Affymetrix Genexpressionsdaten mit den
RNA-Sequenzierungsdaten sowie mit den Proteomdaten nach Pearson korreliert. Hierfur wurden
die Proteomdaten nach Rucksprache mit David P. Nusinow (Harvard Medical School, MA) Uber

die Erstellung einer Rangabfolge der Expressionsstarke vergleichbar gemacht.

224 Durchflusszytometrie

Messungen der Expression des intrazellularen Fusionsproteins, der Oberflachenexpression von
Proteinen, der Expression von Fluoreszenzproteinen sowie des Zellwachstums wurden
durchflusszytometrisch durchgefihrt. Hierbei werden die Zellen in hoher Geschwindigkeit
nacheinander durch eine Klvette gelenkt, in welcher sie von Lasern mit unterschiedlichen
Wellenlangen angeregt werden und das emittierende Streulicht oder Fluoreszenzsignal von
Detektoren aufgefangen wird. Anhand des Streulichts kann auf die GroRe und Granularitat der
Zellen geschlossen werden, anhand der Fluoreszenzsignale konnen Fluoreszenzintensitat sowie
gleichzeitiges Vorliegen von fluoreszierenden Proteinen in unterschiedlichen Farbspektren
wahrgenommen werden. Zur Vermeidung von Verstopfungen der Messkuvette wurden alle
Suspensionen mit Ausnahme der Messungen wahrend der Wachstumsanalysen vor der
Messung durch ein Sieb mit einer PorengrofRe von 35 pm gefiltert. Die Messungen erfolgten an
einem MACSQuant VYB der Firma Miltenyi Biotec, welches mit einem Laser im violetten
Spektrum (405 nm), einem Laser im blauen Spektrum (488 nm) sowie einem Laser im gelben
Spektrum (561 nm) ausgestattet ist. Die Auswertungen erfolgten mittels FlowJo (Version 10.6.1)
oder FCS Express (Version 6). Wurde zum besseren Vergleich der Signalintensitat die relative
Fluoreszenzintensitat (FI) bendtigt, wurde die gemessene Probe mithilfe der folgenden Formel in

Relation zur entsprechenden Kontrolle bzw. Referenz gesetzt:

FI (Referenz) - FI (Isotyp)
FI (Probe) - FI (Isotyp)

relative Fluoreszenzintensitdt =

2.2.41 Farbung von Oberflachenproteinen

Far die Immunfarbungen der Oberflachenantigene wurden primar fluoreszenzmarkierte,
monoklonale Antikdrper verwendet. Pro Ansatz wurden 0,5 x 10° Zellen in FACS-R6hrchen
uberfuhrt, zentrifugiert (500 x g, 5 Minuten) und mit PBS gewaschen. AnschlieRend wurden die
Zellen in 200 pl Stabilisierungs-Puffer aus 1x PBS, 1% BSA und 0,09% NaNs aufgenommen und
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mit dem primaren Antikdrper bzw. der Isotypkontrolle lichtgeschitzt fur 30 Minuten bei 4°C
inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen zweimal zentrifugiert (500 x g, 5 Minuten), mit je 1 ml
PBS gewaschen und erneut in 200 ul Stabilisierungs-Puffer aufgenommen, um anschliefend am
MACSQuant VYB analysiert zu werden.

2.2.4.2 Farbung von intrazellularen Proteinen

Fir die intrazelluldren Farbungen von ETV6-RUNX1 wurden 5 x 10° Zellen zunachst zweimal in
PBS gewaschen und anschlief3end fur 10 Minuten in 500 pl 4% Formaldehyd in 1x PBS Lésung
fixiert. In TBS Saponin Puffer (1x TBS, 0,1% Saponin, 0,09% NaN3) wurden die Zellen zweimalig
gewaschen und die Membran gleichzeitig fur Proteine permeabel gemacht. Bei 4°C erfolgte fur
30 Minuten das Blockieren unspezifischer Bindungsstellen des sekundaren Antikorpers mit 1:20
normal donkey serum in PBS Saponin Puffer (1x PBS, 1% BSA, 0,1% Saponin, 0,09% NaN3).
Nach einmaligem Waschen erfolgte fir 60 Minuten bei 4°C die Inkubation des primaren
Antikoérpers in 200 yl PBS Saponin Puffer (Rabbit anti ETV6 1:100 verdinnt). AnschlieRend
wurden die Zellen zweimalig in 3 ml TBS Saponin gewaschen, lichtgeschutzt und bei 4°C in 200
pl PBS Saponin Puffer folgte nun die Inkubation mit dem fluoreszenzmarkierten sekundaren
Antikorper (Donkey anti Rabbit Rhodamine Red 1:400 verdunnt). Zuletzt wurden die Zellen erneut
zweimalig in TBS Saponin Losung gewaschen, in 400 pl Stabilisierungs-Puffer aufgenommen

und 10 Minuten vor der durchflusszytometrischen Analyse mit 10 uM DAPI gefarbt.

Es erfolgten zusatzlich jeweils Farbungen von Kontrollansatzen entsprechend dem oben

beschriebenen Protokoll ohne primaren Antikdrper jedoch mit sekundarem Antikdrper.

2.2.4.3 Praparation fiir Fluoreszenzproteinanalysen

Far die Messung der transduzierten und transfizierten Zellen, die EGFP bzw. mCherry
exprimierten, wurden diese zunachst zentrifugiert (500 x g, 5 Minuten) und anschlielend in
Stabilisierungs-Puffer resuspendiert. Vor der Messung wurden die Zellen bei Bedarf mit 1 yM
DAPI versetzt.

2.2.5 XTT-Viabilitatsassay

Zum Erstellen der kill-curves sowie der Viabilitdtsassays nach Zytokingaben wurde das
Tetrazoliumsalz XTT verwendet. Der Versuch basiert darauf, dass das gelbe XTT in Anwesenheit
metabolisch aktiver Zellen zu einem rétlichen Formazan-Farbstoff reduziert wird. Metabolisch
aktivere Zellen und eine hohere Zellzahl fihren so zu einer starkeren Absorption in der
anschlieRenden fotometrischen Untersuchung. Bei gleicher Ausgangszellzahl kann so auf die

Vitalitat der Zellen geschlossen werden.
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Die Messungen erfolgten mit dem Fotometer Multiskan Ascent 96/384 Plate Reader der Firma
Thermo Fisher in den Wellenlangen 492 nm und 630 nm. Um Stérgroflen zu verringern, die
beispielsweise durch Fingerabdriicke zustande kommen kdénnen, wurde die optische Dichte bei

630 nm anschlieRend immer von der optischen Dichte bei 492 nm subtrahiert.

2.2.51 Puromycin kill-curves

Die BVZ-ALL Zelllinien REH, UoC-B6 und AT-2 wurden jeweils in RPMI ohne Phenolrot mit 10%
FKS in einer Konzentration von 100.000 Zellen / ml aufgenommen und auf 96-Well Platten mit je
200 pl pro Well verteilt. Fur die spatere Berechnung wurden auf’erdem einige Wells nur mit
Medium ohne Zellen beflllt. Anschlie3end wurden die verschiedenen Reihen mit Konzentrationen
von 0, 0,25, 0,5, 1, 2 und 3 ug/ml Puromycin beimpft. Nach 24, 48 und 72 Stunden Inkubationszeit
bei 37°C wurden jeweils 100 pl des XTT-Reaktionsansatzes, bestehend aus 1 mg/ml XTT gelost
in RPMI ohne Phenolrot sowie 1,25 mM PMS im Verhaltnis 50:1, hinzugegeben. Nach drei
weiteren Stunden Inkubation wurde die Platte wie oben beschrieben fotometrisch untersucht.
Nach Subtraktion der optischen Dichte des Mediums ohne Zellen von den weiteren Ansatzen

wurden flur jeweils gleiche Ansatze Durchschnittswerte gebildet.

2.25.2 Zytokin-Viabilitatsassays

Fiar den Versuch wurden die Zelllinien REH, UoC-B6 und AT-2 sowie die jeweiligen positiven
Kontrollzelllinien KG-1 und SEM in RPMI bzw. IMDM ohne Phenolrot sowie ohne FKS
aufgenommen und auf 96-Well Platten in einer Konzentration von 20.000 Zellen pro 190 ul pro
Well verteilt. Einige Wells wurden auRerdem mit den jeweiligen Medien aber ohne Zellen befulit.
Die zu testenden Zytokine wurden in verschiedenen Konzentrationen verdinnt und jeweils in 10
bl Medium verdunnt den jeweiligen Ansatzen hinzugefugt. Es wurden pro Ansatz immer
mindestens 3 Wells verwendet. Nach 24 Stunden Inkubation bei 37°C und 5% CO:2 wurden
jeweils 100 pl des XTT-Reaktionsansatzes, bestehend aus 1 mg/ml XTT gel6st in RPMI ohne
Phenolrot sowie 1,25 mM PMS im Verhaltnis 50:1, hinzugegeben. Weitere drei Stunden
Inkubation spater wurde die fotometrische Untersuchung durchgefiihrt. Die optische Dichte des
Mediums ohne Zellen wurde von den anderen Ansatzen subtrahiert, anschliefend wurden
Durchschnittswerte gebildet. Eine weitere fotometrische Messung in einem jeweils gesonderten
Ansatz fand bereits direkt nach Aussaen der Zellen und Inkubation mit XTT zu einem Zeitpunkt
t0 statt.
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2.2.6 Immunzytochemie fur die Fluoreszenzmikroskopie
Das folgende Protokoll zur Anfertigung geschichteter Aufnahmen von Immunfarbungen basiert
auf den Arbeiten von Solovei et al. 2002 (106, 107). Das Besondere ist hier die Erhaltung der

dreidimensionalen Struktur des Zellkerns wahrend der Farbung.

Vor dem Aufbringen der Zellen auf Deckglaser erfolgte die Reinigung dieser, indem sie in
Hellendahl Kuvetten fur zwei Stunden auf dem Wipptisch in Reinigungslésung (2,5 M NaOH in
60% Ethanol) aufbewahrt wurden, anschlieend erfolgte das viermalige Waschen fur je 5 Minuten
in Hellendahlklvetten mit reinem, entionisiertem Wasser. Mit einem Liquid-Blocker Fettstift wurde
eine Begrenzung auf den Deckglasern aufgetragen und fir 45 Minuten getrocknet. Fur die
verbesserte Adhasion der Suspensionszellen auf den Deckglasern folgte die Beschichtung mit
200 pl Poly-L-Lysin Lésung (0,1% Poly-L-Lysin in H2O) innerhalb der Liquid-Blocker Begrenzung,
eine einstindige Inkubation in einer feuchten Kammer (StainTray) und ein einmaliges Spulen mit
reinem, entionisiertem Wasser. Nach der Lufttrocknung folgte das Auftragen von 1 x 10° Zellen
in 200 pl Medium auf das Deckglas und die Inkubation fir 60 Minuten in der feuchten Kammer
im Inkubator bei 37°C und 5% CO..

Nach Inkubation und Anheftung der Zellen an die Deckglaser wurde das Medium vorsichtig
ablaufen gelassen und die Zellen fir 60 Sekunden in 300 yl 0,3x PBS in der feuchten Kammer
inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Fixierung der Zellen fur 10 Minuten mit 200 pl 4%
Formaldehyd in 0,3x PBS Lésung. Das Formaldehyd wurde zunachst dreimal fir 5 Minuten in 1x
TBS herausgewaschen, anschlieBend wurde die Zellmembran permeabilisiert, indem die

Deckglaser dreimal fur 5 Minuten in 1x TBS mit 0,5% TritonX gewaschen wurden.

Im nachsten Schritt wurden zunachst die unspezifischen Bindungsstellen flr den sekundaren
Antikérper blockiert, indem 200 ul 1:20 normal donkey serum in Stabilisierungs-Puffer (1x PBS
1% BSA und 0,09% NaNs3) auf die Zellen gegeben wurden, es folgte die 30-minttige Inkubation

in der feuchten Kammer.

Die Blockierungsldsung wurde vorsichtig ablaufen gelassen, danach erfolgte zunachst fur den
primaren Antikorper (in 200 pl Stabilisierungs-Puffer geloster Antikbrper gemald Tabelle 2) und
anschlielRend fur den sekundaren Antikdrper (in 200 ul Stabilisierungs-Puffer geldster Antikdrper
gemal Tabelle 2) die Inkubation fir je eine Stunde in der feuchten Kammer, danach wurden die
nicht gebundenen Antikorper jeweils dreimalig fur 2 Minuten mit 1x TBS herausgewaschen. Ab
dem Auftragen des sekundaren Antikorpers erfolgten alle weiteren Schritte lichtgeschutzt im

abgedunkelten Raum.
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Tabelle 2: Verwendete Antikrperkonzentrationen fir ETV6-RUNX1 Farbungen

Primare Antikorper Verdiinnung
Rabbit anti ETV6 1:100

Rat anti ETV6-RUNX1 (TEL6F2) 1:100
Sekundare Antikorper Verdiinnung
Donkey anti Rabbit Alexa 488 1:100
Donkey anti Rabbit Rhodamine Red 1:400
Donkey anti Rat Cy5 1:50

Donkey anti Rat Rhodamine Red 1:100

Zur Darstellung der DNA erfolgte dann die Farbung mit 10 uM DAPI gel6st in 200 yl 1x PBS,
welches nach 10 Minuten Inkubation entfernt wurde. Die Deckglaser wurden schlie8lich in 1x
TBS getaucht und zum Schutz der fotosensiblen Fluorochrome in 50 yl Vectashield Medium
eingebettet. Nach 10-minutiger Trocknung wurden die Deckglaser kurzzeitig bei 4°C aufbewahrt,
bis sie am konfokalen Mikroskop (Leica DM 2500 TCS SPE) oder am konventionellen

Fluoreszenzmikroskop (Zeiss Axiovert 200) analysiert werden konnten.

Es erfolgten jeweils zusatzliche Immunfarbungen von Kontrollansdtzen nach dem oben

beschriebenen Protokoll ohne primaren Antikdrper jedoch mit sekundarem Antikdrper.

2.2.7 Auswertung der immunzytochemischen Analysen

Die Auswertung der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurde mithilfe der Programme
Imaged, Adobe Photoshop sowie Microsoft Excel durchgefiihrt. Um die intranukleare
Signalintensitat in allen Ebenen des Zellkerns zu beurteilen wurden die Praparate mit einem
konventionellen  Fluoreszenzmikroskop untersucht und unter gleichen Bedingungen
aufgenommen. AnschlieRend wurden anhand der DAPI Aufnahmen die Zellkerne identifiziert,
umrundet und mit den Aufnahmen der EGFP und Rhodamine Red Signale zusammengefugt.
Somit konnten mittels Imaged die Signalintensitaten innerhalb des Zellkerns gemessen und
einander zugeordnet werden. Dies erfolgte im Mittel fir etwa 150 Zellen. Ein spillover der
Fluoreszenzen in den jeweils anderen Farbkanal konnte schlieBlich optisch anhand des

Streudiagramms kompensiert werden.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Charakterisierung ETV6-RUNX1 positiver BVZ-ALL Zelllinien
3.1.1 REH

Far die Zellinie REH existieren bereits zahlreiche verdffentlichte zytogenetische
Charakterisierungen (108-110). Die vorgenommenen Untersuchungen wie die short tandem
repeat Analyse (STR), ein Karyogramm (siehe Abbildung 8) sowie die Fluoreszenz-in-situ-
Hybridisierung (FISH) entsprechen den in der Literatur beschriebenen Charakteristika und
werden im Folgenden aufgefuhrt (78). Die Charakterisierung von REH erfolgte in
Zusammenarbeit mit K. Schelling sowie dem Institut fir Medizinische Genetik und Humangenetik,

Charité - Universitatsmedizin Berlin (Prof. M. Digweed).

Konventionelle Chromosomenanalyse:
46,X,-X,del(3)(p21p22-4),del(4)(q32),del(5)(q31),der(12)inv(12)t(12;?),der(12)t(12;7?),
add(16)(q24),+add(16)(q24)
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Abbildung 8: Karyogramm von REH. In Zusammenarbeit mit K. Schelling.

Molekularzytogenetik mittels FISH:
nuc ish 12p13(ETV6x1),21q22(RUNX1x4)(ETV6 con RUNX1x1)

STR-Analyse:
vWA: 14, 15; HUMTHO01: 7, 9; D16S539: 9, 13; D7S820: 9, 12; CSF1PO: 12, 13; D5S818: 11,

12; TPOX: 8, 8; D13S317: 11, 14; DXS101: 25; HUMARA: 21
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Immunzytochemie
In REH Zellen konnte das Fusionsprotein ETV6-RUNX1 aufgrund der ETV6-Wildtyp Deletion
sowohl durch einen ETV6-Antikdrper als auch durch den spezifischen ETV6-RUNX1 Antikorper

TEL6F2, der an den klassischen Ubergangsbereich bindet, nachgewiesen werden (siehe
Abbildung 9). Dessen Verteilungsmuster ist, wie vorbeschrieben, intranuklear und eher granular
(79, 80).

ETV6-RUNX1 DAPI merge

10um

Rabbit anti
ETV6

Rat anti
ETV6-RUNX1
(TEL6F2)

Abbildung 9: Immunzytochemischer Nachweis der ETV6-RUNX1 Expression in REH Zellen: Konfokale,
Uberwiegend &quatoriale Aufnahmen von REH Zellen mit typischem (granuldr, vor allem intranuklear)
Verteilungsmuster von ETV6-RUNX1 a) Anti ETV6 mit Rhodamine Red-Fluorochrom im linken Bild, DAPI-Kernfarbung
im mittleren Bild, overfay im rechten Bild b) Anti ETV6-RUNX1 (TEL6F2) mit Cy5-Fluorochrom im linken Bild, DAPI-
Kernfarbung im mittleren Bild, overfay im rechten Bild. In Zusammenarbeit mit Dr. K. Kaulful.

Puromycin kill-curve

Als Vorversuch zur spateren lentiviralen Transduktion und anschlieRender Selektion mit
Puromycin wurde ein XTT-Assay zur Ermittlung der Toxizitat durchgefuhrt. Eine Konzentration

von etwa 1 pg/ml fur REH erscheint als ausreichend toxisch (siehe Abbildung 10).
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Abbildung 10: Puromycin kill-curve in REH Zellen: XTT-Assay von REH Zellen in Abhangigkeit der Puromycin-

Konzentration nach 24, 48 und 72 Stunden. In Zusammenarbeit mit P. Buder und P. Deichmann.

3.1.2 UoC-B6

Die UoC-B6 Zelllinie wurde innerhalb der Arbeitsgruppe bereits von Dr. Kaulfull 2016

zytogenetisch charakterisiert, das ETV6-RUNX1 Fusionsprotein konnte hier nachgewiesen

werden (46). In dieser Arbeit werden ergdnzend die bislang unverdffentlichte STR-Analyse von

UoC-B6 sowie weitere immunzytochemische Analysen der Zelllinie dargestellt. Die Erstellung des

Karyogramms (siehe Abbildung 11) sowie der STR-Analyse erfolgte in Zusammenarbeit mit dem

Institut fur Medizinische Genetik und Humangenetik, Charité - Universitatsmedizin Berlin (Dr. V.

Boldt, Dr. H. Pimentel).

Konventionelle Chromosomenanalyse:

47~49 X,-X[20],t(2;14)(p11.2;932)[20],del(6)(q15G22)[20],1(7;15)(g36:921)[20],
der(8)del(8)(p21)add(8)(g24)x2[20],add(13)(q34)[7],add(16)(p13.2),+1~2x21[20]
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Abbildung 11: Karyogramm von UoC-B6. In Zusammenarbeit mit Dr. V. Boldt.
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Molekularzytogenetik mittels FISH:

nuc ish 12p13(ETV6x2),21q22(RUNX1x4~5)(ETV6 con RUNX1x2)[172/200}/
12p13(ETV6x1),21922(RUNX1x4)(ETV6 con RUNX1x1)[14/200}/
12p13(ETV6x3),21922(RUNX1x4~5)(ETV6 con RUNX1x2)[8/200]

STR-Analyse:
vWA: 17, 18; HUMTHO1: 7, 8; D16S539: 11, 13; D7S820: 8, 10; CSF1PO: 10, 11; D5S818: 12,
12; TPOX: 8, 11; D13S317: 10, 12; DXS101: 28; HUMARA: 19

Immunzytochemie

Sowohl mit einem ETV6-Antikdrper als auch mit einem spezifischen ETV6-RUNX1-Antikorper,
der an den klassischen Ubergangsbereich bindet, konnte das ETV6-RUNX1 Fusionsprotein
immunzytochemisch nachgewiesen werden (siehe Abbildung 12). Dessen Verteilung ist, wie

vorbeschrieben, vor allem im Zellkern und granular angeordnet (79, 80).

ETV6-RUNX1 DAPI merge

Rabbit anti
ETV6

Rat anti
ETV6-RUNX1
(TEL6F2)

Abbildung 12: Immunzytochemischer Nachweis der ETV6-RUNX1 Expression in UoC-B6 Zellen: Konfokale,
Uberwiegend &aquatoriale Aufnahmen von UoC-B6 Zellen mit typischem (granuldr, (berwiegend intranuklear)
Verteilungsmuster von ETV6-RUNX1 a) Anti ETV6 mit Alexa 488-Fluorochrom im linken Bild, DAPI-Kernfarbung im
mittleren Bild, overlay im rechten Bild b) Anti ETV6-RUNX1 (TEL6F2) mit Rhodamine Red-Fluorochrom im linken Bild,
DAPI-Kernfarbung im mittleren Bild, overlay im rechten Bild. In Zusammenarbeit mit P. Buder und P. Deichmann.
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Puromycin kill-curve

Als Vorversuch zur spateren lentiviralen Transduktion und anschlieBender Selektion mit
Puromycin wurde ein XTT-Assay zur Ermittlung der Toxizitat durchgefuhrt. Eine Konzentration

von etwa 1 pg/ml fur UoC-B6 erscheint als ausreichend toxisch (siehe Abbildung 13).

UoC-B6 24h UoC-B6 48h UoC-B6 72h
1.0+ 1.0-4 1.0
- i
g i
E 0.5+ 0.5-_ 0.5
0.0 0.0 0.0
I 1 1 I 1 1 I T 1 1
0 1 2 3 0 1 2 3 0 1 2 3
Puromycin in pug/ml Puromycin in pg/ml Puromycin in pg/ml

Abbildung 13: Puromycin kill-curve in UoC-B6 Zellen: XTT-Assay von UoC-B6 Zellen in Abhangigkeit der
Puromycin Konzentration nach 24, 48 und 72 Stunden. In Zusammenarbeit mit P. Buder und P. Deichmann.

3.1.3 AT-2

Die zunachst von uns erhaltenen AT-2 Zellen prasentierten sich nach STR-Analyse als REH
Zellen und konnten dementsprechend zunéchst nicht in unsere Versuche mit einflieRen. Uber Dr.
C. Miller (University of Washington, WA) konnten schlie3lich AT-2 Zellen bezogen werden, die
sich als die von Prof. J. Rowley (University of Chicago, IL) urspriinglich etablierten darstellten.
Mittels konventioneller Chromosomenanalyse (siehe Abbildung 14) wurde der von Fears et al.
(91) beschriebene Karyotyp bestédtigt, auRerdem zeigte sich in 10 von 20 analysierten
Metaphasen eine zusatzliche Deletion im langen Arm (g-Arm) eines Chromosoms 6. Des
Weiteren konnte mittels FISH die ETV6-RUNX1 Fusion sowie die ETV6-Wildtyp Deletion bestatigt
werden. In dieser Arbeit wird auRerdem erstmals die STR-Analyse von AT-2 gezeigt, anhand
derer die Zelllinie gut identifiziert werden kann. Die zytogenetische Charakterisierung, die FISH
sowie die STR-Analyse der AT-2-Zellen erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut fir
Medizinische Genetik und Humangenetik, Charité - Universitatsmedizin Berlin (Dr. V. Boldt, Prof.
M. Digweed).

Konventionelle Chromosomenanalyse:
48,XY,ins(5;8)(q375;9272924),der(12)t(X,12)(?p22;p13),t1(12;21)(p13;922),+21,+21[10]/48,idem,
del(6)(q13)[10]
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Abbildung 14: Karyogramm von AT-2. In Zusammenarbeit mit Dr. V. Boldt.

Molekularzytogenetik mittels FISH:
nuc ish 12p13(ETV6x1),21q22(RUNX1x4~5)(ETV6 con RUNX1x1) [99/100]

STR-Analyse:
VvWA: 17, 17; HUMTHO1: 9, 9.3; D16S539: 9, 9; D7S820: 10, 10; CSF1PO: 11, 12; D5S818: 10,

12; TPOX: 8, 11; D13S317: 10, 10; DXS101: 24; HUMARA: 20

Immunzytochemie

Immunzytochemisch liefl3 sich das Fusionsprotein ETV6-RUNX1 wegen der vorhandenen ETV6-
Wildtyp Deletion durch einen ETV6-Antikdrper nachweisen und zeigt das typische granulare und
intranukleare Verteilungsmuster (79, 80). Der fir den spezifischen Ubergangsbereich konstruierte
Antikorper ETV6-RUNX1 (TELGF2) zeigt kein Signal (siehe Abbildung 15). Dies weist darauf hin,

dass in AT-2 Zellen eine atypische Form des Fusionsproteins vorliegt.
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ETV6-RUNX1 DAPI merge

Rabbit anti
ETV6

Rat anti
ETV6-RUNX1
(TEL6F2)

Abbildung 15: Immunzytochemischer Nachweis der ETV6-RUNX1 Expression in AT-2 Zellen: Konfokale,
Uiberwiegend aquatoriale Aufnahmen von AT-2, das Fusionsprotein wird vom ETV6-Antikorper gebunden, nicht aber
vom ETV6-RUNX1 (TEL6F2) Antikérper gegen den Ubergangsbereich a) Anti ETV6 und Alexa 488-Fluorochrom im
linken Bild, DAPI Kernfarbung im mittleren Bild, overlay im rechten Bild b) Anti ETV6-RUNX1 (TEL6F2) und Rhodamine
Red-Fluorochrom im linken Bild, DAPI Kernfarbung im mittleren Bild, overlay im rechten Bild. In Zusammenarbeit mit
P. Buder und P. Deichmann.

Puromycin kill-curve

Als Vorversuch zur spateren lentiviralen Transduktion und anschlieRender Selektion mit
Puromycin wurde ein XTT-Assay zur Ermittlung der Toxizitat durchgefuhrt. Eine Konzentration

von etwa 1 pg/ml fur AT-2 erscheint als ausreichend toxisch (siehe Abbildung 16).
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Abbildung 16: Puromycin kill-curve in AT-2 Zellen: XTT-Assay von AT-2 Zellen in Abhangigkeit der Puromycin
Konzentration nach 24, 48 und 72 Stunden. In Zusammenarbeit mit P. Buder und P. Deichmann.
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3.2 JAK-STAT in ETV6-RUNX1 positiven BVZ-ALL Zelllinien

Um den JAK-STAT Signalweg in ETV6-RUNX1 positiver ALL ndher zu charakterisieren, wurde
zunachst ein systematischer Ansatz gewahlt, um in silico interessante Rezeptoren des JAK-STAT
Signalwegs zu identifizieren. Hierfir wurden 63 Gene betrachtet, die fir Rezeptoren des JAK-
STAT Signalwegs kodieren (57, 58). Im nachsten Schritt wurden ausgewahlte Rezeptoren davon

naher untersucht.

3.21 Expression von Rezeptoren des JAK-STAT Signalwegs

Zur Identifizierung von zellularen Zytokinrezeptoren des JAK-STAT Signalwegs, die in ETV6-
RUNXT1 positiver ALL exprimiert werden, wurden insbesondere microarray Genexpressionsdaten
der BVZ-ALL Zelllinien REH, UoC-B6 und AT-2 sowie von ETV6-RUNXT positiven Blasten von

219 Patient/-innen analysiert, aber auch RNA-Sequenzierungsdaten sowie Proteomdaten der
Zelllinie REH.

Um die Reliabilitdt der microarray Genexpressionsdaten besser einzuschatzen, wurden die
ermittelten Durchschnittswerte des RMA-Algorithmus der Affymetrix microarray Genexpression
der Rezeptoren des JAK-STAT Signalwegs von REH sowohl mit den verdffentlichten RNA-
Sequenzierungsdaten aus den Arbeiten von Thul et al. (104) im Rahmen des Human Protein
Atlas Projektes, als auch mit den erst kirzlich publizierten Proteomdaten aus den Arbeiten von
Nusinow et al. im Rahmen des Cancer Cell Line Encyclopedia Projektes (105) korreliert. Es lagen
jedoch lediglich fur 7 der 63 betrachteten Gene flr Zytokinrezeptoren von JAK-STAT
Proteomdaten vor, die in Austausch mit David P. Nusinow (Harvard Medical School, MA) mit den

Affymetrix microarray Genexpressionsdaten vergleichbar gemacht wurden.
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Abbildung 17: Streudiagramme der Expressionsdaten von JAK-STAT Genen in REH. Rote Markierung: Gene des
IL-7 Rezeptors. a) Gene der JAK-STAT Rezeptoren (n = 63) in Affymetrix microarray (RMA-Algorithmus) Daten vs.
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RNA-Sequenzierungsdaten aus den Arbeiten von Thul et al. (104). b) Gene der JAK-STAT Rezeptoren aus den RNA-

Sequenzierungsdaten der Arbeiten von Thul et al. vs. Proteomdaten (n = 7) aus den Arbeiten von Nusinow et al. (105).

Der Vergleich der Affymetrix microarray Genexpression mit den RNA-Sequenzierungsdaten in
REH ergibt eine klare Korrelation (r = 0,958 p < 0,001). Auch die Proteomdaten der 7
Zytokinrezeptoren des JAK-STAT Signalwegs korrelieren stark mit den Affymetrix microarray

Genexpressionsdaten (r = 0,9994 p < 0,001). Die graphische Darstellung erfolgt in Abbildung 17.

Nach Uberpriifung der Genexpressionsdaten von 63 unterschiedlichen Genen von Rezeptoren
des JAK-STAT Signalwegs konnten 19 Gene, die die funktional relevanten Bestandteile fir 13
verschiedene Rezeptoren darstellen, als interessant identifiziert werden. Sie sind in den Tabellen
3 und 4 dargestellt, die zum einen die Rezeptoren mit einer Expression aller funktional relevanten
Gene in ETV6-RUNX1 positiver ALL und zum anderen die Rezeptoren, die auf RNA-Ebene im

Vergleich zu gesunden Kontrollprobanden herunterreguliert sind, zeigen.

Tabelle 3: Zytokinrezeptoren des JAK-STAT Signalwegs mit Genexpression aller funktional relevanten
Untereinheiten in ETV6-RUNX1 positiver ALL

Rezeptor Ligand GenelD*

CXCR4 Rezeptor CXCL12 CXCR4

EPO Rezeptor EPO EPOR

Interferon o/ Rezeptor Interferon o/ IFNAR1 + IFNAR2
Interferon y Rezeptor Interferon y IFNGR1 + IFNGR2
Interleukin 7 Rezeptor IL-7 IL7TR + IL2RG
Interleukin 9 Rezeptor IL-9 IL9R + IL2RG
Interleukin 11 Rezeptor IL-11 ILT1RA + IL6ST
Interleukin 27 Rezeptor IL-27, IL-35 IL27RA + IL6ST
Thrombin Rezeptor Thrombin F2R

* Fur Rezeptoren, die fir die korrekte Funktion heterodimerisieren
mussen, wurden die Gene beider Heterodimere angegeben.

Tabelle 4: Zytokinrezeptoren des JAK-STAT Signalwegs mit herunterregulierter Genexpression in ETV6-
RUNXT1 positiver ALL

Rezeptor Ligand GenelD*

GM-CSF Rezeptor GM-CSF CSF2RA + CSF2RB
Interleukin 6 Rezeptor IL-6 IL6R + IL6ST
Interleukin 13 Rezeptor IL-13 IL13RA1 + IL4R
Leptin Rezeptor Leptin LEPR

* Fur Rezeptoren, die fir die korrekte Funktion heterodimerisieren
mussen, wurden die Gene beider Heterodimere angegeben.
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Von den genannten Rezeptoren sind insbesondere die Gene fir den Rezeptor fir Interleukin 7
(IL-7), IL7R und IL2RG, auffallig stark exprimiert und wurden in Abbildung 17 rot hervorgehoben.

Die Gene der folgenden Liganden von Zytokinrezeptoren im JAK-STAT Signalweg werden in
ETV6-RUNXT positiven ALL-Blasten nicht signifikant exprimiert: Angiotensin, CNTF, EGF, G-
CSF, GH, GM-CSF, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-10, IL-12, IL-13, IL-15, IL-19, IL-20, IL-21, IL-22, IL-
23, IL-24, IL-26, IL-28, IL-29, IL-31, LIF, OSM, PDGF, Prolactin, Serotonin, TPO, TSLP.

Eine Auflistung der Expressionsdaten aller Gene von Rezeptoren des JAK-STAT Signalwegs in
ETV6-RUNXT positiver ALL befindet sich mit Tabelle 6 im Anhang (siehe Kapitel 6.1).

3.2.2 Oberflachenexpression der Zytokinrezeptoren fir IL-7, IL-9, EPO

Von den in Kapitel 3.2.1 genannten, exprimierten Rezeptoren des Signalwegs JAK-STAT in
ETV6-RUNXT1 positiver ALL wurden die Rezeptoren fur IL-7, IL-9 und EPO ausgewahlt, um sie
immunzytochemisch anzufarben und die Proteinexpression durchflusszytometrisch zu
bestimmen. Hierfur wurden monoklonale, direkt konjugierte Antikdrper verwendet, die im Kapitel
2.1.8 aufgefiihrt werden. Da die Rezeptoren fir IL-7 sowie IL-9 fUr die korrekte Signaltransduktion
mit der gemeinsamen Untereinheit IL-2Ry (CD132, GenelD IL2RG) heterodimerisieren mussen,
ist die Expression dieses weiteren Proteins Voraussetzung fir die Funktion. Der EPO Rezeptor
homodimerisiert wiederum, weshalb kein weiteres Protein flir die Funktionalitat exprimiert werden

muss.

Far den verwendeten IL-9 Rezeptor a (CD129) Antikorper zeigte sich sowohl fur die ETV6-
RUNXT1 positiven BVZ-ALL Zelllinien als auch fir Kontrollproben kein spezifisches Signal (Daten
nicht gezeigt), die Funktionalitdt des Antikorpers konnte daher so nicht validiert werden. Die
Proteinexpression des IL-9 Rezeptors an der Zelloberfliche konnte auf immunzytochemische Art

hier nicht bestatigt werden.

Fur die Untereinheit common-y chain (CD132, IL-2Ry) sowie fur die IL-7 Rezeptorkette a (CD127,
IL-7Ra) konnte die Expression der Oberflachenproteine immunzytochemisch nachgewiesen
werden, die Expression der IL-7 Rezeptorkette a in AT-2 Zellen fallt im Vergleich eher gering aus
(siehe Abbildung 18). Es sind somit alle funktional relevanten Rezeptorkettenanteile der IL-7
Signaltransduktion an der Zelloberflache von BVZ-ALL Zelllinien vorhanden. Als negative

Kontrolle dienten THP-1 Zellen (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 18: Immunzytochemische Analysen der IL-7 Rezeptorexpression: in REH, UoC-B6, AT-2 und HEL
bzw. SEM. a) Die Expression der common-y chain Untereinheit kann in allen drei Zelllinien nachgewiesen werden. b)
Die IL-7 Rezeptorkette a wird in REH und UoC-B6 exprimiert, in AT-2 schwach. Schwarz gepunktet: Ansatz ohne
Antikorper, rot gepunktet: Isotypkontrolle IgG1k mit rotem Fluorochrom (PE), rote Kurve: Antikdrper mit rotem
Fluorochrom (PE). Gating fir alle Zellen: Scatter vital / SSC Singlets / FSC Singlets / DAPI negativ.

Auch fur den EPO Rezeptor konnte die Expression in allen BVZ-ALL Zelllinien gezeigt werden,

die Signale sind im Vergleich zur positiven Kontrollzelllinie HEL jedoch eher gering (siehe

Abbildung 19).
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Abbildung 19: Immunzytochemische Analyse der EPO Rezeptorexpression: in REH, UoC-B6, AT-2 und HEL.
Eine geringe Expression des Proteins an der Zelloberflache kann in allen BVZ-ALL Zelllinien nachgewiesen werden.
Schwarz gepunktet: Ansatz ohne Antikdrper, rot gepunktet: Isotypkontrolle IgG1k mit rotem Fluorochrom (PE), rote
Kurve: Antikérper mit rotem Fluorochrom (PE). Gating fur alle Zellen: Scatter vital / SSC Singlets / FSC Singlets / DAPI

negativ.
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3.2.3 XTT-Viabilitatsassay von IL-7, IL-9 und EPO

Um die Funktionalitdt der jeweiligen Signaltransduktionskaskade zu erfassen, wurden XTT-
Viabilitatsassays erstellt. Hiermit kann in Abhangigkeit von steigender Zytokinkonzentration im
Medium der Unterschied in der metabolischen Aktivitat der Zelllinien dargestellt werden, eine

hohe metabolische Aktivitat ist hier dquivalent zur Zellvitalitdt anzusehen.

Bei steigenden Konzentrationen von IL-7 zeigte sich bei allen drei ETV6-RUNXT positiven BVZ-
ALL Zelllinien ein deutlich starker werdendes XTT-Signal (siehe Abbildung 20). Es ist somit davon
auszugehen, dass neben beiden notwendigen Untereinheiten des IL-7 Rezeptors an der
Zelloberflache auch die intrazelluldren Bestandteile des Signalwegs exprimiert werden und einen
Wachstumsreiz in den Zellen auslésen. Im Vergleich zwischen den BVZ-ALL Zelllinien zeigte sich

das XTT-Signal in AT-2 absolut als eher gering.
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Abbildung 20: XTT Assay nach Inkubation mit IL-7: Die ETV6-RUNX1 positiven BVZ-ALL Zelllinien REH, UoC-B6
und AT-2 zeigen in Abhangigkeit von steigenden IL-7 Konzentrationen ein steigendes XTT-Signal. Die Zelllinie SEM
dient als positive Kontrolle (86). Rot: Messung zum Zeitpunkt t0, schwarz: Messung zum Zeitpunkt t24.

Im XTT-Viabilitadtsassay von IL-9 kann auch ein starker werdendes XTT-Signal in REH, UoC-B6
sowie der positiven Kontrollzelllinie KG-1 beobachtet werden (siehe Abbildung 21). In AT-2 ist die
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Zunahme eher schwach ausgepragt. Ein Vorliegen aller relevanten Bestandteile des IL-9

Rezeptor Signalwegs scheint in REH, UoC-B6 sowie AT-2 gegeben zu sein.
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Abbildung 21: XTT Assay nach Inkubation mit IL-9: Die ETV6-RUNX1 positiven BVZ-ALL Zelllinien REH und UoC-
B6 zeigen in Abhangigkeit von steigenden IL-9 Konzentrationen ein steigendes XTT-Signal, bei AT-2 jedoch nur in
geringem Mafe zu beobachten ist. Die Zelllinie KG-1 dient als positive Kontrolle (87). Rot: Messung zum Zeitpunkt t0.

Schwarz: Messung zum Zeitpunkt t24.

Die XTT-Viabilitatsassays von EPO lieferten inkonsistente Ergebnisse und werden nicht gezeigt.
Die in der Literatur vorbeschriebene Expression eines funktionellen EPO Rezeptors konnte in

dieser Arbeit nicht bestatigt werden.

3.3 Induzierbares ETV6-RUNX1 silencing in BVZ-ALL Zelllinien
Um einen induzierbaren knockdown des Fusionsproteins in ETV6-RUNXT positiven BVZ-ALL
Zelllinien zu erreichen, wurde das in Kapitel 1.6 beschriebene Plasmid pLT3GEPIR mit dem miR-
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E enhanced backbone fur die shRNA genutzt. Dies sollte ermoglichen, ein Modell zu schaffen, in
dem unter kontrollierten Bedingungen die Effekte des Fusionsproteins ETV6-RUNX1 untersucht
werden konnen.

Um dies zu erreichen, wurde zunachst das Plasmid mit den in Kapitel 2.1.10 gelisteten
Sequenzen fiur die shRNA versehen. Die nun klonierten Plasmide wurden auf ihre Effektivitat in
einem Reporterzellmodell getestet und die Plasmide mit dem effizientesten silencing ausgewahit.
Mit diesen ausgewahlten Plasmiden sollten schliel3lich Lentiviren hergestellt werden, um sie in
die Zelllinien REH, UoC-B6 und AT-2 zu transduzieren.

3.31 Herstellung des Plasmids LT3GEPIR
Im ersten Schritt wurden, wie in Abbildung 22 schematisch dargestellt, folgende Oligonukleotide
in das Plasmid LT3GEPIR kloniert:
- die 8 verschiedenen ETV6-Oligonukleotide ETV6_Exon_1-5_159, ETV6_Exon_1-5_530,
ETV6_Exon_1-5 581, ETV6_Exon_1-5 678, ETV6_Exon_1-5_ 721, ETV6_Exon_1-
5 768, ETV6 Exon_1-5 769 und ETV6_Exon_1-5 819,
- die Kontrollen MYB_721 und MYC_1834 sowie
- die negative Kontrolle REN_713.
Die Sequenzen fur die Oligonukleotide wurden in Zusammenarbeit mit der Firma Mirimus (NY,
USA) bestimmt. Sie wurden auf Basis eines verbesserten Algorithmus flr die Vorhersage
effektiver shRNAs erstellt (Fellmann und Zuber (75, 77)).

®

Hybridisierung Xhol EcoRI

Oligo shRNA-fw | |
Oligo shRNA-rev

shRNA_annealed

Einfligen

Ausschneiden
XhoI EcoRI

LT3GEPIR LT3GEPIR-shRNA
10.272 bp 10.272 bp

Abbildung 22: Schematische Darstellung der Plasmidherstellung von pLT3GEPIR mit den jeweiligen shRNA
Zielsequenzen: 1) Hybridisierung (annealing) der neuen komplementaren Oligonukleotide. 2) Herausschneiden der
alten Zielsequenz aus dem urspriinglichen Plasmid mittels Restriktionsendonukleasen Xhol und EcoRI 3) Einfligen
und Ligation der neuen Oligonukleotidsequenz in das Plasmid.
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Im Anschluss wurde die Korrektheit aller hergestellten Plasmide durch 1.) einen
Restriktionsverdau mit gelelektrophoretischer Uberpriifung der Fragmentlange sowie 2.) durch

eine Sequenzierung kontrolliert (Seqglab, Gottingen).

3.3.2 Herstellung des Reporterzellmodells HAP1 ER1+ mCh+

Fur die weitere Testung und Auswahl der besten shRNA Zielsequenzen erfolgte nun zunachst
die Herstellung eines ETV6-RUNX1T positiven Reporterzellmodells in HAP1 Zellen, in dem das
Fusionsprotein sowie das Fluorochrom mCherry aufgrund der Lage hinter demselben Promotor
im Verhaltnis 1:1 koexprimiert werden. Hierflir wurde das Plasmid PB.tetR.ETV6-RUNX1.1-
796.mC mithilfe einer piggybac Transposase stabil in HAP1 Zellen transfiziert. AnschlieRend
erfolgte die durchflusszytometrische Selektion einzelner Klone. In einem ersten Versuch wurde
hierbei der Klon HAP1 ER1+ mCh+ Klon A5 hergestellt. Zur noch besseren Differenzierung der
effektivsten shRNA Sequenzen wurde ein Klon mit noch starkerer ETV6-RUNX1 Expression
bendtigt. In einer erneuten Transfektion konnte der Klon HAP1 ER1+ mCh+ Klon F8 hergestellt
werden, die Signalintensitaten beider Klone werden in Abbildung 23 dargestellt. Es kann eine
etwa 1,5-fach starkere Signalintensitat von HAP1 ER1+ mCh+ Klon F8 gegentuber HAP1 ER1+
mCh+ Klon A5 erkannt werden, was mit einer 1,5-fach erhdhten ETV6-RUNX1 Expression
einhergehen sollte.

800 HAP1

ER1+ mCh+

Klon A5 HAP1

ER1+ mCh+
Klon F8

600 =

400 =

Zellzahl

200 =

mCherry (log)
(& ETV6-RUNX1 Expression)
Abbildung 23: HAP1 ETV6-RUNX1 positive Reporterzellmodelle mit mCherry Fluoreszenz im Vergleich. Der
Klon F8 besitzt eine 1,5-fach intensivere mCherry Fluoreszenz und damit einhergehende ETV6-RUNX1 Expression im
Gegensatz zum Klon A5. Rot: HAP1 ER1+ mCh+ Klon F8, grau: native HAP1 Zellen, blau: HAP1 ER1+ mCh+ Klon
A5. Gating fur alle Zellen: Scatter vital / SSC Singlets / FSC Singlets / DAPI negativ.
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3.3.3 ETV6-RUNX1 silencing im Reporterzellmodell

In einem ersten Versuchsansatz erfolgte die Transfektion von 6 verschiedenen Plasmiden mit
den shRNA Zielsequenzen gegen ETV6 in den Zellen HAP1 ER1+ mCh+ Klon A5. Nach 24
Tagen Doxycyclin-Inkubation zeigte sich noch immer ein EGFP Signal in den transfizierten Zellen.
Die mCherry Fluoreszenz nahm in den EGFP positiven Zellen deutlich ab, wie in Abbildung 24
dargestellt ist. Die shRNA shETV6_159 richtet sich gegen die Splicevariante franscription variant
X5, die in dieser Form im Reporterzellmodell nicht vorkommt und so als negative Kontrolle
verwendet wurde. Aufgrund des sehr starken Signalverlusts von mCherry lasst sich die Effizienz
der weiteren shRNA Zielsequenzen nicht ausreichend vergleichen, weshalb ein signalintensiverer
Klon mit starkerer ETV6-RUNX1 Expression bendtigt wurde (siehe Kapitel 3.3.2).
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Abbildung 24: ETV6-RUNX1 silencing im Reporterzellmodell HAP1 ER1+ mCh+ Klon A5. Ein Teil der
verschiedenen shRNA Zielsequenzen werden verglichen und zeigen unterschiedliche Effektivitat im silencing von
ETV6-RUNXT1 bis hin zur nahezu vollstandigen Unterdriickung des mCherry Signals. Rot: HAP1 ER1+ mCh+ Klon A5
Reporterzellen mit mCherry Fluoreszenz ohne Transfektion von pLT3GEPIR, grau: native HAP1 Zellen, blau: HAP1
ER1+ mCh+ Klon A5 Reporterzellen nach Transfektion und Doxycyclin-Aktivierung von pLT3GEPIR mit verschiedenen
shRNA Zielsequenzen, gating zusatzlich auf EGFP positive Zellen, griin: 293T EGFP+ positive Kontrolle ohne mCherry
Expression. Gating fur alle Zellen: Scatter vital / SSC Singlets / FSC Singlets / DAPI negativ.

Nach Herstellung dieses neuen Reporterzell-Klons HAP1 ER1+ mCh+ Klon F8 mit starkerer
ETV6-RUNX1 Expression erfolgte die Transfektion mit allen 8 zu vergleichenden shRNA
Zielsequenzen gegen ETV6 sowie der shRNA gegen REN, das fur die nichthumane Renilla
Luciferase kodiert und als weitere negative Kontrolle dient. Nach 8 Tagen Doxycyclin-Inkubation
mit konsekutiver shRNA Expression zeigte sich eine deutliche Reduktion der mCherry
Signalintensitat in allen Zielsequenzen (siehe Abbildung 25). Da beim neuen, signalintensiveren
Klon das mCherry Signal jedoch nicht auf 0 sank, lieRen sich die verschiedenen Zielsequenzen

besser voneinander differenzieren. Zum Vergleich wurde die relative Fluoreszenzintensitat (Fl)
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des medianen mCherry Signals herangezogen und in Tabelle 5 dargestellt. Die Zielsequenzen
shETV6 678, shETV6_768 sowie shETV6_819 erwiesen sich als am effektivsten und wurden flr

die lentivirale Transduktion der BVZ-ALL Zelllinien ausgewahilt.
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Abbildung 25: ETV6-RUNX1 silencing im Reporterzellmodell HAP1 ER1+ mCh+ Klon F8. Die verschiedenen
shRNA Zielsequenzen zeigen eine unterschiedliche Effektivitat im silencing von ETV6-RUNX1, shREN ist gegen die
nichthumane Renilla Luciferase gerichtet und dient als Kontrolle. Rot: HAP1 ER1+ mCh+ Klon F8 Reporterzellen mit
mCherry Fluoreszenz ohne Transfektion von pLT3GEPIR, grau: native HAP1 Zellen, blau: HAP1 ER1+ mCh+ Klon F8
Reporterzellen nach Transfektion und Doxycyclin-Aktivierung von pLT3GEPIR mit verschiedenen shRNA
Zielsequenzen, gating zusatzlich auf EGFP positive Zellen, griin: 293T EGFP+ positive Kontrolle ohne mCherry
Expression. Gating fur alle Zellen: Scatter vital / SSC Singlets / FSC Singlets / DAPI negativ.

Tabelle 5: Relative Fluoreszenzintensitat (FI) nach 8 Tagen shRNA Expression im Reporterzellmodell
HAP1 ER1+ mCh+ Klon F8

shETV6_ shETV6_ shETV6_ shETV6_ shETV6_ shETV6_ shETV6_  shETV6_
159 530 581 678 721 768 769 819

Fl 0,92 0,9 0,14 0,09 0,04 0,12 0,08 0,18 0,07
Anmerkungen: Ausgewahlte Zielsequenzen gegen ETV6 fett gedruckt.

shREN

3.34 Lentivirale Transduktion der BVZ-ALL Zelllinien

Die lentivirale Transduktion der BVZ-ALL Zelllinien erfolgte in Ubereinstimmung mit den Auflagen
des Landesamts fur Gesundheit und Soziales Berlin zum Projekt "Induzierbare ETV6/RUNX1
Repression in Zelllinien mit Hilfe von optimierten microRNAs (Mirimus)". Fur die Transduktion
wurde ein lentivirales System der zweiten Generation gewahlt. Aus Sicherheitsgriinden werden
die fur die Virusreplikation bendtigten Gene in der zweiten sowie in der dritten Generation auf
mehrere Plasmide aufgeteilt. Des Weiteren besteht ein Vorteil bei der Wahl von lentiviralen

Systemen darin, dass auch nicht-teilende Zellen infiziert werden kénnen. Da die Zelllinien REH,
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UoC-B6 und AT-2 eine Verdopplungszeit von etwa 50 bis 70 Stunden aufweisen erscheint dieses

System hier als sinnvoll.

Die Virusproduktion sowie Transduktion erfolgte nach den in den Kapiteln 2.2.1.7 sowie 2.2.1.8
beschriebenen Protokollen. Auf die Kontrollen der Virustiter sowie die Einhaltung einer
bestimmten multiplicity of infection konnte hier verzichtet werden, da die Anzahl der Kopien des
Vektors, die integriert werden, flr die vorgesehenen Versuche von nachrangiger Bedeutung
waren. Der Hersteller empfiehlt flr eine single copy integration eine Infektionsrate von unter 20%.
Deshalb erfolgte die quantitative Kontrolle des Transduktionserfolges fluoreszenzmikroskopisch
durch naherungsweise Uberprifung der Griinfluoreszenz. Es konnten nach der Transduktion
sowohl die GFP Expression des Kontrollvektors pRRLSIN.cPPT.PGK-GFP.WPRE, als auch die
EGFP Expression nach Doxycyclin-Behandlung in den Zellen mit integrietem pLT3GEPIR
erkannt werden. Die transduzierten Zellen wurden mittels Puromycin mit der in den Vorversuchen
bestimmten Konzentration von 1 pg/ml selektiert, um den Anteil der erfolgreich transduzierten
Zellen zu erhéhen. Auch in mehreren Versuchen Uberlebten die BVZ-ALL Zelllinien UoC-B6

sowie AT-2 die lentivirale Transduktion mit anschlieBender Puromycin-Selektion nicht.

Erfolgreich transduziert werden konnte somit nur die Zelllinie REH, welche anschliellend in den
Varianten REH LT3GEPIR shETV6_678, shETV6_768, shETV6_819 sowie der Kontrollen
shREN, shMYB und shMYC vorlag. Fir die Zielsequenzen shETV6_678, shETV6_768,
shETV6_819 sowie shREN wurden anschlieRend jeweils ein bis zwei Klone selektiert. Eine
exemplarische durchflusszytometrische Kontrolle der EGFP Expression von REH LT3GEPIR
shREN nach 24 Stunden Inkubation mit Doxycyclin ist in Abbildung 26 zu sehen. Innerhalb von
24 Stunden konnte bereits in Uber 80% der Zellen eine Grunfluoreszenz beobachtet werden, das

Plasmid pLT3GEPIR kommt demnach in mindestens 80% der Zellen vor.
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Abbildung 26: EGFP Signal nach 24 Stunden Doxycyclin-Gabe in REH LT3GEPIR shREN Zellen. Nach
Doxycyclin-Gabe fluoreszieren 83,8% der transduzierten REH Zellen griin und zeigen somit die erfolgreiche lentivirale
Transduktion mit Einbau des Plasmids in das Genom auf. Gating: Scatter vital / SSC Singlets / FSC Singlets / DAPI

negativ.

3.3.5 ETV6-RUNX1 Fusionsprotein nach genetischem silencing

Die Kontrolle eines erfolgreichen silencings der eingebrachten Zielsequenzen sollte auf
Proteinebene durch Nachweis des ETV6-RUNX1 Fusionsproteins erfolgen. Hierfur erfolgten
immunzytochemische  Farbungen, die sowohl durchflusszytometrisch als auch
fluoreszenzmikroskopisch kontrolliert werden sollten. Da in der BVZ-ALL Zelllinie REH auf Grund
einer Deletion das ETV6-Wildtyp Allel nicht exprimiert wird, konnte hier ein Antikdrper genutzt
werden, der gegen ETV6 gerichtet ist.

3.3.5.1  Durchflusszytometrische Analysen von ETV6-RUNX1
Die durchflusszytometrischen Analysen der REH LT3GEPIR shRNA Zellen erfolgte nach 35

tagiger Aktivierung des Tet-On Systems, damit Auswirkungen des genetischen silencings auch
auf Proteinebene sicher messbar sind. Diese erfolgten an den heterogenen Pools von
transduzierten REH Zellen sowie an den Klonen shETV6_819 D5 sowie F10, bei denen sich in
Vorversuchen an transduzierten REH Zellen der effektivste knockdown zeigte. Als negative
Kontrolle wurden REH shREN Zellen mit aktiviertem silencing der nichthumanen Renilla

Luciferase verwendet.

Bei der Analyse der Wirksamkeit der verschiedenen shRNAs in transduzierten REH Zellen fiel
eine unterschiedliche Effektivitdt im ETV6-RUNX1 knockdown flr die verschiedenen
Zielsequenzen auf. Zunachst wurde die FI fur ETV6-RUNX1 der verschiedenen Pools und Klone
nach ETV6-RUNX1 knockdown nach 35 tagiger Doxycyclin-Behandlung im Vergleich zu den

jeweiligen Kontrollen ohne induziertes silencing ermittelt. Hier zeigte sich in shETV6_678 Pool
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eine Fl von 0,82, in shETV6_768 Pool eine Fl von 0,98, in shETV6_819 Pool eine Fl von 0,69, in
shETV6_819 Klon D5 eine FI von 0,66, in shETV6_819 Klon F10 eine Fl von 0,57 und in der

negativen Kontrolle shREN eine Fl von 0,97.

Als nachstes wurde als interne Kontrolle die relative FI fur ETV6-RUNX1 der EGFP positiven
Zellpopulationen innerhalb der jeweiligen mit Doxycyclin behandelten Zellen mit den EGFP
negativen Zellpopulationen verglichen und in Abbildung 27 dargestellt. Insbesondere die
heterogenen Pools wiesen hier groliere Fraktionen EGFP negativer Zellen auf. In allen Zellen
wurde eine 10 - 40%ige Abnahme des Signals von ETV6-RUNX1 in den shRNA exprimierenden
Zellen gemessen. Dabei zeigten die Zellen mit der Zielsequenz shETV6_819 die starkste
Abnahme.
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Abbildung 27: Immunzytochemische Analysen von ETV6-RUNX1 nach genetischem silencing. Zu sehen sind
REH Zellen, die die drei unterschiedlichen shETV6 Zielsequenzen exprimieren (a bis c), zwei Klone der Zielsequenz
shETV6_819 (d und e) sowie die negative Kontrolle shREN (f), die gegen die nichthumane Renilla Luciferase gerichtet
ist. Nach 35-tdgiger Behandlung mit Doxycyclin und Aktivierung des Tet-On Systems zeigte sich in der Zellpopulation,
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die shRNA exprimiert (blau) eine verringerte Signalintensitat (FI) von ETV6-RUNX1 im Vergleich zu der Zellpopulation,
die keine shRNA exprimiert (rot). Gating fir alle Zellen: Scatter vital / SSC Singlets / FSC Singlets / DAPI negativ.

3.3.5.2 Fluoreszenzmikroskopische Analysen von ETV6-RUNX1

Das Fusionsprotein ETV6-RUNX1 weist, wie bereits in Kapitel 3.1.1 beschrieben, in REH Zellen
eine vor allem intranukleare, granulare Verteilung auf und kommt kaum im Zytoplasma vor. In
dieser Arbeit wurde jedoch beobachtet, dass Zellen mit aktiviertem ETV6-RUNX1 silencing haufig
zytoplasmatische, sich dem Zellkern anschmiegende Signale fur ETV6-RUNX1 zeigten, die
Signale im Zellkern jedoch gleichzeitig stark verringert waren (siehe Abbildung 28). Da diese
Unterschiede durchflusszytometrisch nicht hinreichend erfasst werden konnten, wurden
nachfolgend fluoreszenzmikroskopische Analysen von ETV6-RUNX1 nach genetischem
silencing durchgefihrt. So konnten auch Veranderungen in einzelnen Zellkompartimenten wie

dem Zellkern erfasst werden.

Abbildung 28: Zelluldres Verteilungsmuster des ETV6-RUNX1 Signals nach genetischem silencing:
Exemplarisches Bild von REH LT3GEPIR shETV6_678 Pool Zellen. Nach shRNA Expression zeigt sich haufig ein
extranukleares Signal fir ETV6-RUNX1 in der immunzytochemischen Farbung, welches sich dem Zellkern anschmiegt
(weilRe Pfeile). Blau: DAPI Farbung der DNA, entspricht dem Zellkern, rot: ETV6-RUNX1 Signal.

Anhand von hochaufldsenden und konfokalen Aufnahmen von Zellen des shETV6_819 Pools
konnte eine deutliche Abnahme des intranuklearen und granuldren ETV6-RUNX1 Signals nach
silencing der mRNA gezeigt werden (siehe Abbildung 29). EGFP negative Zellen in denen das
silencing nicht stattfindet weisen weiterhin das typische granulare Signal auf. Zusatzlich ist auch
eine EGFP negative Zellpopulation in shETV6_819 zu beobachten, die kein ETV6-RUNX1 Signal
zeigt und praapoptotischen Zellen entspricht. In der negativen Kontrolle shREN werden die
shRNA und das Fusionsprotein ETV6-RUNX1 weiterhin koexprimiert.
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DAPI EGFP Rhodamine Red merge
(2 shRNA Expression) (2 ETV6-RUNX1)
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Abbildung 29: Exemplarische konfokalmikroskopische Aufnahmen durch die Aquatorialebene nach shRNA
Expression fiir 30 Tage in den einzelnen Farbkandlen. Der Zellkern wurde anhand der DAPI Farbung identifiziert,
umrundet und in allen Abbildungen dargestellt. Es ist in den Aufnahmen der REH LT3GEPIR shETV6_819 Pool Zellen
zu erkennen, dass jene Zellen mit shRNA Expression gegen ETV6 (griine Fluoreszenz) weniger ETV6-RUNX1 Protein
exprimieren (rote Fluoreszenz), insbesondere die typischen granularen Signale im Zellkern nehmen ab. Die Kontrolle
REH LT3GEPIR shREN mit einer Zielsequenz gegen die nichthumane Renilla Luciferase zeigt diesen Effekt nicht.
Weile Pfeile: EGFP negative Zellen, die entweder ETV6-RUNX1 exprimieren oder ehemals EGFP positive Zellen ohne
ETV6-RUNX1 Expression, die im Prozess der Apoptose bereits die EGFP Fluoreszenz verloren haben.

Im nachsten Schritt wurden konventionelle fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen der REH
LT3GEPIR Zellen mit den verschiedenen Zielsequenzen angefertigt, um die intranukleare
Signalintensitat objektiv zu quantifizieren und die Effektivitat des knockdowns wiederzugeben.

Die konfokalen Aufnahmen in lediglich einer Ebene boten sich hierfur nicht an.

Als technische Kontrollen wurden Farbungen der Zellen REH LT3GEPIR shREN genutzt. Die
Grunfluoreszenz wurde mithilfe von shREN Zellen nach Doxycyclin-Behandlung sowie ohne
Einsatz eines primaren Antikorpers gegen ETV6-RUNX1 udberpruft. Als Kontrolle fur die
Rotfluoreszenz wurden shREN Zellen ohne Doxycyclin-Behandlung jedoch mit primaren und
sekundaren Antikorpern verwendet und als Kontrolle fur die Hintergrundfluoreszenz wurden
shREN Zellen ohne Doxycyclin-Behandlung und ohne primare Antikdrper jedoch mit sekundaren
Antikérpern verwendet. In hier nicht gezeigten Voruntersuchungen wurde diesbezlglich eine
Verstarkung der Rotfluoreszenz von REH Zellen ohne primarem Antikdrper jedoch mit
sekundarem Antikérper gegenuber autofluoreszierenden REH Zellen um den Faktor 1,78
beobachtet, nach Verwendung des primaren Antikdrpers gegen ETV6 verstarkte sich das Signal

gegenuber den REH Zellen mit nur sekundarem Antikérper um den Faktor 10,76.
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Bei Beurteilung der intranukledren Signalintensitat ergab sich eine deutliche Abschwachung in
Zellen mit induzierten silencing von ETV6-RUNX1, wie in Abbildung 30 zu erkennen ist. In
shETV6_678 Pool Zellen ergab sich eine Fl in der internen Kontrolle zu den EGFP negativen
Zellen von 0,09. In shETV6_768 Pool zeigte sich eine Fl von 0,26, in shETV6_819 Pool Zellen
eine Fl von 0,08 sowie in den Kontrollzellen shREN eine FI von 1,02. Die Auswertung konnte
nicht auf die Klone D5 und F10 von shETV6_819 angewendet werden, da sie zu wenige EGFP

negative und Rhodamine Red positive Zellen fur die Berechnung aufwiesen.
Insbesondere in den Pools der Zellen REH LT3GEPIR shETV6_678 und shETV6_768 konnten

bei dieser Untersuchung zytoplasmatische Signale von ETV6-RUNX1 erkannt werden (siehe

Abbildung 30). In shETV6_819 Pool Zellen war dies weniger ausgepragt der Fall.

71



shETV6_678 Pool shETV6_768 Pool

W .

» FI: 1,0 FI: 0,09 FI: 1,0 Fl: 0,26
{ L]

P : x

4 ‘ % °

ﬂDF- ra o .:

© ©

E o"..:.. E .o . .. .
g |0 -

shRNA Expression shRNA Expression

shREN (negative Kontrolle)

N/ N

FI: 1,0 FI: 0,08 FI: 1,0 FI: 1,02

- - 1
x x oo O ° o
= 4 2° S8 0 "o
=) $ =) o, o 008% e o 0
o + © < o ° .-? . e
i1} 3| §
u : o %0 -.. -. Se, L
Y o] .
T 1 T T 1
shRNA Expression shRNA Expression

shETV6_819 Klon D5 shETV6_819 Klon F10
- o -

ETV6-RUNX1
1
ETV6-RUNX1
1 1 1

.

shRNA Expression shRNA Expression

Hintergrund _ Rhodamine Red _ EGFP
.
p L]
technische 2 Z ﬂDF |
Kontrollen S g 5 S
w w > w
s @0 gl AW A e
T T 1 T T T 1 T T T 1
shRNA Expression shRNA Expression shRNA Expression

Abbildung 30: Fluoreszenzmikroskopische Analysen von ETV6-RUNX1 im Zellkern nach 30-tagiger shRNA
Expression. Links: Zusammengefihrte EGFP (2 shRNA Expression) und Rhodamine Red (2 ETV6-RUNX1
Expression) Signale, der Zellkern wurde mittels DAPI Signal identifiziert, die Kontur berechnet und umrundet und
ebenfalls in allen Abbildungen dargestellt. Die Signalintensitaten wurden fiir die verbesserte Darstellung angepasst.
Rechts: Streudiagramme intranuklearer Fluoreszenzintensitaten der Zellen. In den EGFP positiven Zellen mit stabiler
shRNA Expression gegen ETV6-RUNX1 ist intranuklear eine starke Verringerung des ETV6-RUNX1 Signals zu
erkennen. In den Kontrollzellen shREN ist dies nicht der Fall, das ETV6-RUNX1 Signal bleibt stabil. Rot: EGFP negative
Zellen ohne shRNA Expression, blau: EGFP positive Zellen mit shRNA Expression, grau: entsprechende Proben ohne

Doxycyclin-Behandlung und ohne shRNA Expression zur verbesserten Darstellung in Proben mit geringem Anteil
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EGFP negativer Zellen. Die relative Fluoreszenzintensitat (FI) von ETV6-RUNX1 berechnet sich aus der medianen
Signalintensitat fur ETV6-RUNX1 der EGFP positiven Zellen abziglich des Hintergrundsignals der Kontrolle geteilt
durch die mediane Signalintensitat fur ETV6-RUNX1 der EGFP negativen Zellen abzuglich des Hintergrundsignals der
Kontrolle.

3.4 Auswirkungen des ETV6-RUNX1 knockdowns in REH

Nach dem Nachweis des erfolgreichen ETV6-RUNX1 knockdowns sollten die Auswirkungen
dessen untersucht werden. Hierfur sollten insbesondere allgemeine Eigenschaften wie das
Zellwachstum betrachtet werden, als auch die zuvor als interessant identifizierten

Zytokinrezeptoren des JAK-STAT Signalwegs naher betrachtet werden.

3.41 Zellwachstum und Zellmorphologie nach ETV6-RUNX1 knockdown

Um in einem systematischen Ansatz die Auswirkungen des ETV6-RUNX1 knockdowns auf die
Uberlebensfahigkeit der REH Zellen zu tberprifen, wurde zunachst eine Wachstumsanalyse
Uber einen langeren Zeitraum durchgefuhrt. Als positive Kontrolle wurden hier die Zellen REH
LT3GEPIR shMYB sowie REH LT3GEPIR shMYC verwendet, deren Plasmide analog zu den
Plasmiden mit shRNA Zielsequenzen gegen ETV6 kloniert und in REH Zellen transduziert
wurden. Durch genetisches silencing der Gene MYB und MYC ist mit einem raschen Einsetzen

der Apoptose zu rechnen (75).

Nach einer Inkubation der Zellen von 55 Tagen, davon fanden 38 Tage der Inkubation mit
Doxycyclin  und konsekutiver Expression der shRNA statt, sowie regelmaRigen
durchflusszytometrischen Messungen, zeigte sich keine relevante Anderung der

Wachstumsgeschwindigkeit gegeniiber den Kontrollzellen (siehe Abbildung 31).

Bei genauerer Betrachtung der EGFP positiven und EGFP negativen Zellpopulationen der mit
Doxycyclin behandelten Zellen zeigte sich in shETV6_678 Pool sowie shETV6_819 Pool jedoch
eine reduzierte Wachstumsgeschwindigkeit der EGFP positiven Zellpopulationen gegentber den
EGFP negativen Zellpopulationen. In den Zellen shETV6_768 Pool sowie der Kontrolle shREN

blieb das Zellwachstum gleich.
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Abbildung 31: Zellwachstum nach induziertem ETV6-RUNX1 silencing: a) Die Zellen zeigen auch nach
Doxycyclin-Behandlung eine anndhernd gleiche Wachstumsgeschwindigkeit, unabhangig von einer Induktion des
ETV6-RUNXT1 silencings. Bei Betrachtung der Fraktionen aus EGFP positiven Zellen (aktiviertes silencing, blau) sowie
EGFP negativen Zellen (kein silencing, rot) zeigen sich bei den Zielsequenzen shETV6_678 sowie shETV6_819 jeweils
ein unterschiedlich starkes Wachstum, die Zellen ohne silencing zeigen einen steileren Anstieg. b) Getrennte
Darstellung der EGFP positiven und EGFP negativen Fraktionen der einzelnen Zellen. Schwarz: Zellen mit durch
Doxycyclin induziertem ETV6-RUNX1 silencing, grau: Kontrollzellen ohne ETV6-RUNX1 silencing.

Bei Betrachtung der prozentualen Verteilung von EGFP positiven sowie EGFP negativen
Zellpopulationen innerhalb der einzelnen transduzierten Zellen im Sinne eines kompetitiven
Proliferationsassays zeigte sich nach Aktivierung des ETV6-RUNX1 silencings in shETV6_678
Pool und shETV6_819 Pool eine Abnahme des Anteils EGFP positiver Zellen (siehe Abbildung
32). Dieser Effekt zeigte sich erstmals zwischen 16 und 23 Tagen nach Beginn der Doxycyclin-
Behandlung. In den positiven Kontrollen shMYB sowie shMYC zeigte sich dieser Abfall starker
und friher. In der Zelllinie shETV6_768 Pool sowie den negativen Kontrollzellen shREN blieb der
Anteil der EGFP positiven Zellen auch nach 38 Tagen Doxycyclin-Behandlung konstant.
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Abbildung 32: Kompetitiver Proliferationsassay nach induziertem ETV6-RUNX1 silencing. Es ist zu erkennen,
dass der Anteil der REH LT3GEPIR Zellen mit den Zielsequenzen shETV6_678 sowie shETV6_819 nach Aktivierung
des Tet-On Systems mit konsekutiver shRNA Expression abnimmt und die Population der EGFP negativen Zellen der
jeweiligen Probe, die die shRNA nicht exprimieren, zunimmt. In den positiven Kontrollen shMYB sowie shMYC ist
dieser Effekt noch starker zu beobachten. In der negativen Kontrolle shREN sowie den REH LT3GEPIR Zellen mit der
Zielsequenz shETV6_768 bleibt der Anteil der EGFP positiven Zellen mit Expression der shRNA stabil.

Wahrend der Messungen konnte festgestellt werden, dass in den REH Zellen mit den
Zielsequenzen shETV6_768 Pool, shETV6_819 (Pool, Klon D5, Klon F10) sowie den
Kontrollzellen fir eine induzierte Apoptose shMYB und shMYC nach aktiviertem ETV6-RUNX1
silencing vermehrt Zelldebris anfallt. Dies kann gut im Streudiagramm der Durchflusszytometrie
dargestellt werden und ist in Abbildung 33 zu sehen. In den REH Zellen mit der Zielsequenz
shETV6_678 sowie der negativen Kontrolle shREN war dies nicht der Fall, es kam umgekehrt zu

einem geringeren Anteil von Zelldebris.
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Abbildung 33: Anteil an Zelldebris nach shRNA Expression fir 34 Tage (shETV6_678, shETV6_768,
shETV6_819, shREN) bzw. fiir 11 Tage (shMYB, shMYC). a) exemplarische Streudiagramme von REH LT3GEPIR
shETV6_819 Pool, einer negativen Kontrolle (ShREN) und einer positiven Kontrolle (shMYB) nach Aktivierung der
shRNA Expression durch Doxycyclin im Vergleich zu den Kontrollen ohne Doxycyclin. b) Balkendiagramm mit dem
Anteil des Zelldebris am Streudiagramm nach ETV6-RUNX1 silencing in den jeweiligen Zellen. Fur die Zellen
shETV6_768, shETV6_819 Pool, shETV6_819 Klon D5, shETV6_819 Klon F10 sowie den positiven Kontrollzellen fiir
eine induzierte Apoptose shMYB und shMYC ist ein deutlich erhéhter Anteil an Zelldebris im Vergleich zu den jeweiligen
Kontrollzellen ohne Doxycyclin-Behandlung zu erkennen. Fuir die Zellen shETV6_678 kann ein verringerter Anteil an
Zelldebris festgestellt werden, die negative Kontrollzellen weist nach Doxycyclin-aktivierung ebenfalls einen gering
verminderten Anteil an Zelldebris auf.

Um zu erkennen, ob die Abnahme des Anteils an EGFP positiven Zellen sowie der vermehrte
Anfall von Zelldebris ein Zeichen fir eine vermehrt stattfindende Apoptose sind, wurde eine
Farbung mit Annexin V vorgenommen, welches in dem verwendeten Assay externalisiertes
Phosphatidylserin in der Zellmembran anfarbt. In vitalen Zellen findet sich Phosphatidylserin nur
auf der Innenseite der Zytoplasmamembran. Die Umlagerung zur AulRenseite findet schon zu
Beginn der Apoptose statt, wodurch somit frihapoptotische Zellen erkannt werden kénnen.
Mittels DNA-Farbungen z.B. mit DAPI kdnnen diese Zellen zusatzlich von bereits toten Zellen mit

durchlassiger Zytoplasmamembran unterschieden werden.

Die Farbung von Annexin V wurde an Tag 31 der Doxycyclin-Behandlung der Zellen shREN,
shETV6 678 Pool, shETV6 768 Pool, shETV6 819 Pool, shETV6 819 Klon D5 sowie
shETV6_819 Klon F10 sowie an Tag 8 der Doxycyclin-Behandlung der Zellen shMYB
durchgefihrt. Wie in Abbildung 34 zu sehen, konnten dabei fiur die Zellen shETV6_768,
shETV6_819, shETV6_819 Klon D5, shETV6_Klon F10 sowie der positiven Kontrolle shMYB
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deutlich erhdohte Raten an friher Apoptose sowie Zelltod gegenuber den Kontrollen ohne
Doxycyclin festgestellt werden. In shETV6_678 Pool lie} sich nach Doxycyclin-Behandlung eine
geringere Rate des Zelltods sowie der frihen Apoptose feststellen und in der negativen Kontrolle

shREN zeigte sich kein signifikanter Unterschied nach Doxycyclin-Behandlung.
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Abbildung 34: Apoptose nach ETV6-RUNX1 silencing in REH. a) Annexin V-Farbung in REH LT3GEPIR
shETV6_819 Pool Zellen mit 31 Tagen shRNA Expression im Vergleich zu Kontrollzellen, in denen das pLT3GEPIR
nicht durch Doxycyclin aktiviert wurde. Es sind deutlich erhdhte Fraktionen friihapoptotischer (rechter unterer Quadrant)
sowie apoptotischer Zellen (rechter oberer Quadrant) zu erkennen. b) Prozentuale Verteilung apoptotischer Zellen
(Annexin V positiv) in REH Zellen unterschiedlicher shRNA Sequenzen mit aktiviertem pLT3GEPIR (blau) im Vergleich
zu nicht aktiviertem pLT3GEPIR (rot). shREN fungiert als negative Kontrolle durch silencing der nichthumanen Renilla

Luciferase, shMYB fungiert als positive Kontrolle fiir eine durch silencing von MYB induzierte Apoptose. ¢) Annexin V-
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Farbung (Kontrolle) in REH LT3GEPIR shREN Zellen mit 31 Tagen shRNA Expression im Vergleich zu Kontrollzellen,
in denen das pLT3GEPIR nicht durch Doxycyclin aktiviert wurde. d) Annexin V-Farbung (Kontrolle) in REH LT3GEPIR
shMYB Zellen nach 8 Tagen shRNA Expression im Vergleich zu Kontrollzellen, in denen das pLT3GEPIR nicht durch

Doxycyclin aktiviert wurde. Gating aller Zellen: Scatter Cells.

Um das Wachstum durch Zellzyklusanalysen weiter zu charakterisieren wurden ebendiese
durchgeflhrt. Dabei zeigte sich in allen Zellen mit der Zielsequenz shETV6_819 nach induziertem
silencing eine deutliche Zunahme der S-Phase sowie der G2/M-Phase gegeniber den
Kontrollzellen. Aufgrund widerspruchlicher Ergebnisse in den weiteren shRNA Sequenzen sind

diese Beobachtungen jedoch noch zu Uberprifen und werden hier nicht gezeigt.

Wahrend der regelmaligen Messungen der Wachstumsanalyse konnte weiterhin beobachtet
werden, dass die Zellen mit den Zielsequenzen shETV6_819 Pool, shETV6_819 Klon D5 sowie
shETV6_819 Klon F10 nach induziertem ETV6-RUNX1 silencing eine deutliche Veranderung in
der Zellmorphologie aufweisen. Wie in Abbildung 35 exemplarisch zu sehen ist, verlieren die

Zellen an Granularitat.

shETV6_819 Pool shETV6_819 Pool
(vor Doxycyclin-Behandlung) (nach 23 Tagen Doxycyclin)

A 600 = 600 =

400 = 400 =
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Abbildung 35: Streudiagramm von shETV6_819 Pool Zellen nach ETV6-RUNX1 silencing. Side Scatter gibt
Informationen Uber die Granularitat der Zellen, Forward Scatter (iber die Zellgrée. Links: Zellen vor der Behandlung
mit Doxycyclin und konsekutivem ETV6-RUNXT1 silencing, rechts: Zellen nach 23 Tagen Doxycyclin-Behandlung. Es
ist zu erkennen, dass es nach ETV6-RUNXT1 silencing in shETV6_819 Zellen zu einer deutlichen Abnahme der
Granularitat der Zellen kommt. Rot: shETV6_819 Pool Kontrollzellen ohne Doxycyclin, blau: shETV6_819 Pool Zellen
mit Doxycyclin. Gating: Scatter vital / SSC Singlets / FSC Singlets / DAPI negativ.

3.4.2 Differenzierungsmarker nach ETV6-RUNX1 knockdown

In Anlehnung an die veranderte Zellmorphologie, wie sie in Kapitel 3.4.1 beschrieben wurde,

wurden in einem nachsten Schritt Untersuchungen des B-lymphatischen Differenzierungsstatus
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nach ETV6-RUNX1 silencing durchgefuhrt. Hierfur dienten uns sowohl Oberflachenmarker, auch
cluster of differentiation (CD) genannt, die in B-Vorlaufer-Zellen im Pro-B- / Pra-B-Stadium
typischerweise exprimiert werden und in kommenden Entwicklungsstadien verloren gehen
(CD19, CD38, CD72), als auch Oberflachenmarker, die erst in zuklnftigen B-Zell
Entwicklungsstadien exprimiert werden (CD21, CD40). Es zeigte sich jedoch keine signifikante
Anderung der Expression der Oberflaichenmarker CD19, CD21, CD38 sowie CD40, wie
exemplarisch an den Zellen REH LT3GEPIR shETV6_819 Pool in Abbildung 36 dargestellt.

4 ShETV6_819 Pool ShETV6_819 Pool ShETV6_819 Pool ShETV6_819 Pool
CD19 3 cD21 D38 CD40
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Abbildung 36: Expression der B-Zell-Differenzierungsmarker CD19 (nach 38 Tagen shRNA Expression), CD21,
CD38 und CD40 (nach 29 Tagen shRNA Expression), exemplarisch gezeigt an den Zellen REH LT3GEPIR
SshETV6_819 Pool. Auch nach langerem silencing von ETV6-RUNX1 ist keine signifikante Anderung der dargestellten
Oberflachenmolekiilen zu beobachten. Grau: ungeférbte Kontrolle von shETV6_819 Pool mit Doxycyclin-Behandlung,
rot: shETV6_819 Pool ohne Doxycyclin-Behandlung zur Kontrolle, blau: shETV6_819 Pool mit Doxycyclin-Behandlung.
Gating fur alle Zellen: Scatter vital / SSC Singlets / FSC Singlets / DAPI negativ.

In der Expression von CD72, fir dessen Gen im Promotorbereich eine Bindung des
transkriptionellen Repressors ETV6-RUNX1 nachgewiesen wurde und dessen Transkription
demnach direkt durch das Fusionsprotein reprimiert werden kann wie Kaulfulz 2016 zeigen
konnte (46), zeigte sich nach ETV6-RUNX1 knockdown eine Hochregulation um das etwa 2- bis
3-fache (siehe Abbildung 37).
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Abbildung 37: Expression von CD72 nach 38 Tagen shRNA Expression in REH Zellen mit verschiedenen
Zielsequenzen der shRNA gegen ETV6. Nach der Expression der shRNA und konsekutivem silencing von ETV6-
RUNX1 kann eine erhdhte Expression des Oberflachenmolekiils CD72 beobachtet werden. Grau: ungefarbte Kontrolle
der jeweiligen Zellen, rot: Kontrolle ohne Doxycyclin-Behandlung der jeweiligen Zellen, blau: REH Zellen mit
unterschiedlichen shRNA Zielsequenzen gegen ETV6 sowie der negativen Kontrolle shREN mit einer Zielsequenz
gegen die nichthumane Renilla Luciferase. Gating fiir alle Zellen: Scatter vital / SSC Singlets / FSC Singlets / DAPI
negativ.

3.4.3 Oberflachenexpression von IL-7Ra nach ETV6-RUNX1 knockdown
Um die Effekte des ETV6-RUNXT silencings auf die IL-7 Rezeptorketten (IL-7Ra und IL-2Ry)

sowie den EPO Rezeptor darzustellen, wurden diese analog zu Kapitel 3.2.2 immunzytochemisch
gefarbt. Hierflr wurden die REH Zellen shETV6_819 Pool, shETV6_819 Klon D5 und shETV6
Klon F10 ausgewahlt, sowie zur negativen Kontrolle die Zellen mit der Zielsequenz shREN. Fir
alle Ansatze wurden jeweils die Zellen mit induziertem silencing von ETV6-RUNX1 sowie die

Zellen ohne Doxycyclin zur Kontrolle gefarbt.

Es zeigte sich eine verminderte Expression der IL-7 Rezeptorkette a in den Zellen mit der
Zielsequenz shETV6_819 nach induziertem ETV6-RUNXT1 silencing. In den Zellen shETV6_819
Pool kam es nach 28 Tagen induziertem silencing zu einer Reduktion der IL-7Ra Expression auf
30%, in shETV6_819 Klon D5 auf 18% sowie in shETV6 819 Klon F10 auf 17%, wie in Abbildung
38 gezeigt. Die Kontrolle shREN zeigte die Reduktion nicht.
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Abbildung 38: IL-7Ra Expression in REH LT3GEPIR shETV6_819 Zellen nach 28 Tagen Inkubation mit

Doxycyclin im Vergleich zu den Kontrollzellen. Eine Expression von EGFP bedeutet die Anschaltung des Tet-On

Systems mit konsekutivem silencing von ETV6-RUNX1. Es ist zu erkennen, dass die EGFP positiven Zellen die IL-7

Rezeptorkette a weniger stark exprimieren. In der negativen Kontrolle shREN kann dies nicht beobachtet werden. Rot:
REH LT3GEPIR Zellen ohne Doxycyclin und mit IL-7Ra Antikorper als Kontrollzellen, blau: REH LT3GEPIR Zellen mit
Doxycyclin und mit IL-7Ra Antikdrper, grau: REH LT3GEPIR mit Doxycyclin und mit Isotypkontrolle IgG1k. Gating fur
alle Zellen: Scatter vital / SSC Singlets / FSC Singlets / DAPI negativ.

In weiteren Untersuchungen nach fortgefUhrtem ETV6-RUNX1 silencing konnte beobachtet

werden, dass die Expression von IL-7Ra fortschreitend abnimmt (siehe Abbildung 39). Die

Veranderungen in der Expression der Proteine IL-2Ry sowie EPO-R erschien in allen

untersuchten Zellen nicht signifikant (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 39: Relative Fluoreszenzintensitat (FI) von IL-7Ra in Bezug auf die jeweilige Kontrolle ohne

Doxycyclin. Mit fortschreitender Inkubationszeit mit Doxycyclin und konsekutivem ETV6-RUNX1 silencing nimmt die

Expression von IL-7Ra zunehmend ab.
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4, DISKUSSION

4.1 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Untersuchung des JAK-STAT Signalwegs in ETV6-
RUNXT1 positiver ALL und der Etablierung eines Modells zum induzierten knockdown des
Fusionsproteins in Zelllinien. Mit RNA-basierten in silico Analysen konnte gezeigt werden, dass
nach gegenwartigen Erkenntnissen 9 verschiedene Rezeptoren des JAK-STAT Signalwegs in
ihrer vollen funktionellen Form mit allen Untereinheiten in den ETV6-RUNXT positiven BVZ-ALL
Zelllinien REH, UoC-B6, AT-2 sowie in Blasten von Patient/-innen exprimiert werden.
Insbesondere der IL-7 Rezeptor erscheint in REH Zellen stark exprimiert. Des Weiteren konnte
durchflusszytometrisch die Proteinexpression aller Rezeptoruntereinheiten des IL-7 Rezeptors
und des EPO Rezeptors aufgezeigt werden. Mittels XTT-Viabilitatsassays konnte zudem der
funktionelle Nachweis erbracht werden, dass die Zytokine IL-7 und IL-9 in den BVZ-ALL Zelllinien
REH, UoC-B6 sowie AT-2 einen Effekt auf die Anzahl vitaler Zellen haben, die jeweiligen

Signhalwege demnach intakt sind.

Als nachstes wurden anhand eines Reporterzellmodells drei shRNA Sequenzen gegen ETV6
identifiziert, die ein effektives silencing des Fusionsgens ETV6-RUNX1 in Zellen ohne ETV6-
Wildtyp erreichen. AnschlieRend wurden diese Sequenzen in einem induzierbaren Tet-On miR-
E enhanced backbone System erfolgreich in die Zelllinie REH transduziert und nach 30 Tagen
shRNA Expression ein intranukledrer knockdown des Fusionsproteins je nach Zielsequenz auf

etwa 8 - 26% des Ausgangswertes nachgewiesen.

Nach Induktion der shRNA Expression konnte in den Zellen REH LT3GEPIR shETV6_678 Pool
sowie REH LT3GEPIR shETV6_819 Pool eine leichte Abnahme der Wachstumsgeschwindigkeit
festgestellt werden, die erstmals zwischen den Tagen 16 - 23 nach shRNA Expression sichtbar
wurde. In den Zellen mit den shRNA Zielsequenzen shETV6_768 sowie shETV6_819 ging die
shRNA Expression aulierdem mit einer erhéhten Rate an Apoptose sowie einem vermehrten
Anfallen von Zelldebris einher. In Zellen mit der Zielsequenz shETV6_819 wurde dies aullerdem
von einer deutlichen Abnahme der Granularitat der Zellen begleitet, die durchflusszytometrisch

mittels side scatter Analysen objektiviert wurde.

Eine signifikante Anderung der Expression von Zelldifferenzierungsmarkern lieR sich dabei durch
Analysen von IL-7Ra (CD127) sowie des Oberflachenmarkers CD72 nach ETV6-RUNX
knockdown zeigen. Vor allem konnte fur die IL-7 spezifische Oberflachenrezeptorkette IL-7Ra,

der Untereinheit des IL-7 Rezeptors, die in REH Zellen als stark exprimiert identifiziert wurde,
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nach ETV6-RUNX1 knockdown eine deutliche Herunterregulation auf Proteinebene gezeigt

werden.

4.2 Charakterisierung der BVZ-ALL Zelllinien REH, UoC-B6 und AT-2

Fir die Charakterisierung sowie Identifizierung der Identitat der ETV6-RUNXT positiven BVZ-ALL
Zelllinien wurden Karyogramme, FISH-Analysen und STR-Analysen durchgefuhrt. Des Weiteren
wurde der jeweilige immunzytochemische Nachweis des ETV6-RUNX1 Fusionsproteins erbracht.
Zusatzlich erfolgte mit einem XTT-Viabilitdtsassay die Bestimmung der optimalen Puromycin-
Konzentration fur folgende Einsatze des Antibiotikums zur Selektion von molekularbiologisch
veranderten Zellen. Die Untersuchungen dienten in erster Linie der zweifelsfreien Identifikation
der Zelllinien sowie dem Nachweis der jeweiligen ETV6-Wildtyp Deletion der Zellen. Letztere ist
Voraussetzung dafir, dass in den spateren Versuchen ein Anti ETV6 Antikdrper verwendet
werden kann, der sowohl ein sehr gutes Signal-Rausch-Verhaltnis aufweist als auch unabhangig
vom jeweiligen Ubergangsbereich des Fusionsproteins ist. Die Verwendung des alternativen Anti
ETV6-RUNX1 (TEL6F2) Antikdrpers setzt die spezifische Aminosauresequenz "PIGRIAECILGM"
im Ubergangsbereich der haufigsten Variante des Fusionsproteins voraus (45). Weiterhin weist
TELGF2 ein etwas geringeres Signal-Rausch-Verhaltnis als der verwendete Anti ETV6 Antikdrper

auf (Daten nicht gezeigt).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die verwendete Zelllinie REH der von
Uphoff et al. 1997 erstmals vollstandig karyotypisierten Zelllinie mit der komplexen Translokation
t(4;12;21;16) entspricht (109). AulRerdem wurde durch konfokalmikroskopische Aufnahmen der
immunzytochemischen Farbung die Expression des Fusionsproteins nachgewiesen. Auch flr
UoC-B6 wurde 1.) mittels FISH das Vorliegen der Chromosomentranslokation t(12;21) sowie 2.)
mittels immunzytochemischer Farbung die daraus resultierende Expression des aberranten
Fusionsproteins ETV6-RUNX1 nachgewiesen. Erstmals wurde aullerdem das STR-Profil fur
UoC-B6 ermittelt. Fur die Zelllinie AT-2 wurde der Karyotyp anhand bereits publizierter Daten
verifiziert (91) und die Deletion des ETV6-Wildtyp Allels bestatigt. Interessanterweise lieR sich
immunzytochemisch das Fusionsprotein lediglich mit dem Anti ETV6 Antikorper darstellen, was
darauf hinweist, dass in AT-2 ein atypischer Bruchpunkt der Chromosomen 12 und 21, bzw. eine
atypische Spleillvariante des Fusionstranskripts vorliegt. Dadurch kommt es zu einem
untypischen Ubergangsbereich des Hybridproteins, der nicht die haufige "PIGRIAECILGM"

Sequenz aufweist.

Das ETV6-RUNX1 Fusionsprotein zeigte sich in den immunzytochemischen Farbungen der
Zelllinien REH, UoC-B6 sowie AT-2 fast ausschlielich intranukledr in Granula angeordnet, wie

bereits von Buder 2017 (80) und Deichmann 2018 (79) in ihren Bachelorarbeiten vorbeschrieben.
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Uber den Grund der granuldren Anordnung ist bislang nichts bekannt. Eine Kolokalisation mit
nuclear speckles kann diskutiert und sollte in zukunftigen Arbeiten Uberprift werden,
beispielsweise mittels Doppelfarbung von ETV6-RUNX1 sowie SC-35 oder SRSF1. Nuclear
speckles sind intranukledre Domanen, in der Regel 20 - 50 Stiick pro Zellkern, die die integrierte
Regulierung der Genexpression ermdéglichen (111, 112) und fluoreszenzmikroskopisch am
ehesten der Formation von ETV6-RUNX1 &hneln.

In diesem Teil der Arbeit konnten so demnach die Richtigkeit der Zelllinien verifiziert sowie bislang
unveroffentlichte Charakteristika zur weiteren zweifelsfreien Identifizierung dargestellt werden.
AuRerdem konnte die fur die kommenden Versuche wichtige ETV6-Wildtyp Deletion sowie das

Vorhandensein des Fusionsproteins nachgewiesen werden.

4.3 Analysen des JAK-STAT Signalwegs in ETV6-RUNX1 positiver ALL
Um den JAK-STAT Signalweg in ETV6-RUNXT1 positiver ALL zu analysieren, wurde zunachst in

einem breiten Ansatz eine in silico Analyse von Affymetrix Genexpressionsdaten angefertigt.
Dafur wurde im Rahmen dieser Arbeit eine genomweite mMRNA-Analyse von REH und UoC-B6
Zellen mit Oligonukleotid microarrays (Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 Plattform)
durchgefihrt. AuBerdem standen multiple mit derselben Plattform erstellte Datensatze der ETV6-
RUNXT1 positiven Zelllinien REH und AT-2 zur Verfugung, die Datensatze von 219 primaren
ETV6-RUNX positiven ALL-Blasten sowie die Datensatze von 19 Proben von gesunden Kindern
(Alter < 15 Jahre). Fur die Zelllinie REH lagen auflerdem RNA-Sequenzierungsdaten sowie
Proteomdaten vor. Um die Validitat der Affymetrix Plattform zu Uberprifen und die angefertigten
Auswertungen zu kontrollieren, wurden fir die Zytokinrezeptoren des JAK-STAT Signalwegs die
untersuchten Affymetrix Genexpressionsdaten der Zelllinie REH mit verdffentlichten RNA-
Sequenzierungsdaten, sowie mit kirzlich veréffentlichten Proteomdaten korreliert. Flr
ausgewahlte, als interessant identifizierte, Rezeptoren wurden in den nachsten Schritten
Antikérperfarbungen sowie XTT-Viabilitdtsassays durchgefuhrt, um die Proteinexpression sowie
die Funktionalitdt des gesamten Signalwegs weiter zu untersuchen. Letztere erscheinen
notwendig aufgrund der breiten Beeinflussung intrazellularer Signalwege durch ETV6-RUNX1
(46, 49, 53, 55), woraus sich die Fragestellung nach der Intaktheit sowie therapeutischen

Beeinflussbarkeit spezifischer JAK-STAT Signalwege ergibt.

In den vergangenen Jahren hat die RNA-Sequenzierung in vielen Bereichen der
Transkriptomanalysen begonnen, die vorher weit verbreiteten microarray
Genexpressionsanalysen abzulésen. Die gute Reproduzierbarkeit, ein sehr geringes
Hintergrundsignal sowie die Mdoglichkeit, auch Mutationen und alternative Splicevarianten zu

detektieren sind nur einige der Vorteile, die die RNA-Sequenzierung bietet (113). Allerdings gibt
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es nach wie vor viele Griinde fur die Nutzung von microarray Genexpressionsdaten wie die grol3e
Zahl von bereits veroffentlichten Datensatzen, die gute Vergleichbarkeit zwischen Analysen der
gleichen Plattform, die im Vergleich Uberschaubaren Kosten sowie die Handhabbarkeit der
Daten. Deshalb wurde entschieden, die vielen verfigbaren microarray Genexpressionsdaten der
Plattform Affymetrix Human Genome U133 Plus 2.0 zu nutzen und sie mit veroffentlichten RNA-
Sequenzierungsdaten von REH zu vergleichen. Dadurch wird es jedoch nicht moglich sein,

Mutationen in den untersuchten Genen zu identifizieren.

Die in dieser Arbeit im Anschluss an die Genexpressionsanalysen durchgefihrten
Antikorperfarbungen wurden mit direkt konjugierten monoklonalen Antikbrpern gegen die
jeweiligen Rezeptoruntereinheiten erstellt. Alternativ sieht man in der Literatur auch haufiger den
Einsatz von biotinylieten Zytokinen, die anschlieRend fluoreszenzmarkiert werden,
beispielsweise in den Arbeiten von Torrano et al. 2011 zum Nachweis des EPO Rezeptors (49).
Dies hat den Vorteil, dass nur vollstandig exprimierte Rezeptoren sowie funktionelle
Spleillvarianten nachgewiesen werden kdnnen, die auch in der Lage sind, das entsprechende
Zytokin zu binden (114). Allerdings fuhren Zytokine, die von mehreren Rezeptoren gebunden
werden kdnnen, zu einer schlechteren Spezifitat der Untersuchung. Auf der anderen Seite hat die
Nutzung von direkt konjugierten monoklonalen Antikorpern wiederum den Vorteil, den Besatz der
einzelnen Rezeptoruntereinheiten besser differenzieren zu kénnen. Da der verwendete IL-9
Rezeptor a Antikérper zu keiner erfolgreichen Immunfarbung fuhrte, empfiehlt sich hier die
Testung eines alternativen monoklonalen Antikorpers oder die Nutzung eines Systems mit

biotinyliertem IL-9.

Die durchgeflhrten Viabilitatsassays mittels XTT dienten dazu, die getesteten Liganden bzw.
Rezeptoren auf eine erfolgreiche Signaltransduktion hin zu untersuchen. Durch die Reduktion
des Redoxfarbstoffes XTT in Formazan lasst sich in diesen Assays auf die Zahl metabolisch
aktiver Zellen schlielen. Da in dieser Arbeit den Zellen 24 Stunden vor Zytokingabe alle
Wachstumsfaktoren entzogen wurden, konnte so auf eine mdgliche antiapoptotische oder
proliferationsférdernde Wirkung der Zytokine geschlossen werden. XTT-Assays stellen damit
eine relativ einfache Moglichkeit dar, die Wirkung der Zytokine zu uberprifen. Weil die Zellvitalitat
so jedoch nur indirekt Uber die metabolische Aktivitat bestimmt werden kann, Iadt diese Methode
zu Verfalschungen durch unspezifische und off-farget Effekte ein. Beispiele sind hier
unterschiedliche Zusammensetzungen des Kulturmediums oder die Testung bestimmter
Inhibitoren, die sich direkt auf die metabolische Aktivitdt der Zellen auswirken (115). Zur
Validierung und spezifischeren Untersuchung des Signalwegs koénnten neutralisierende
Rezeptorantikérper oder Inhibitoren gegeniber JAK oder STAT eingesetzt werden, eine gute

Ubersicht bieten hier Bousoik et al. (64). Hier sollte jedoch aufgrund der off-target Effekte nicht
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auf die alleinige Auswertung von XTT-Assays gesetzt werden. Haufig genutzte Assays, die
erganzend Verwendung finden kdnnten, sind beispielsweise LDH-Assays oder ATP-Assays (116,
117).

Die mittels microarray Genexpressionsdaten untersuchten 63 Gene fir Rezeptoren im JAK-STAT
Signalweg korrelierten in der Zelllinie REH positiv mit den RNA-Sequenzierungsdaten des Human
Protein Atlas Projektes. Ebenfalls positiv korrelierten die microarray Genexpressionsdaten mit
den Proteomdaten des Cancer Cell Line Encyclopedia Projektes, allerdings konnten hier nur 7
verschiedene Gene im JAK-STAT Signalweg untersucht werden, da fur alle weiteren keine
Proteomdaten vorlagen. Die Vergleiche bestdtigen die Validitdt der microarray
Genexpressionsdaten der gewahlten Plattform sowie der durchgefihrten Normalisierungen der
Daten. Es konnten schlieRlich 19 Gene identifiziert werden, die fur 13 verschiedene interessante
Zytokinrezeptoren des JAK-STAT Signalwegs kodieren. Dabei wurde unterschieden in
Rezeptoren, die generell in ETV6-RUNXT positiver ALL exprimiert werden (CXCR4 Rezeptor,
EPO Rezeptor, Interferon a/f Rezeptor, Interferon y Rezeptor, IL-7 Rezeptor, IL-9 Rezeptor, IL-
11 Rezeptor, IL-27 Rezeptor, Thrombin Rezeptor) sowie in Rezeptoren, die im Vergleich zu den
19 gesunden Kontrollprobanden herunterreguliert sind (GM-CSF Rezeptor, IL-6 Rezeptor, IL-13
Rezeptor, Leptin Rezeptor). Insbesondere der IL-7 Rezeptor wird in den ETV6-RUNX1 positiven
Zelllinien auffallend stark exprimiert. Eine starke Genexpression konnte in einigen der Blasten
der Patient/-innen zwar ebenfalls nachgewiesen werden, hier prasentiert sich die Expression
jedoch insgesamt eher heterogen. Hierbei ist zu bedenken, dass alle verwendeten ETV6-RUNX1
positiven Zelllinien im Rezidiv der Erkrankung gewonnen worden sind, wahrend die Patient/-

innenproben ausschliel3lich aus dem Stadium der Ersterkrankung stammen.

In  einem nachsten  Schritt konnte die  Proteinexpression der common-y
Zytokinrezeptoruntereinheit (CD132), der IL-7 Rezeptorkette a (CD127) sowie des EPO
Rezeptors auf der Zelloberflache nachgewiesen werden. Hierbei zeigte sich die
Expressionsstarke des EPO Rezeptors im Vergleich zur positiven Kontrolle HEL als eher gering.
Von den Bestandteilen des IL-7 Rezeptors wurde insbesondere die Rezeptorkette a (CD127)
sehr stark an der Zelloberfliche exprimiert und prasentiert sich damit dhnlich wie in den
microarray Genexpressionsdaten. Fur AT-2 konnte nur ein deutlich geringerer Rezeptorbesatz

festgestellt werden, als es die microarray Genexpressiondaten erwarten lieen.

In den durchgefuhrten XTT-Analysen zeigte sich fur IL-7 und IL-9 ein starker werdendes Signal
mit steigenden Zytokinkonzentrationen. Hier ist zu erwahnen, dass im verwendeten Protokoll den
Zellen zuvor die Wachstumsfaktoren entzogen wurden, worauf es zu einer kontinuierlichen

Abnahme der Zellzahl kam. Es kann demnach geschlussfolgert werden, dass IL-7 und IL-9 in
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steigenden Konzentrationen verstarkt das Wachstum férdern und die Rezeptoren sowie die
anschlieBende Signaltransduktion funktional aktiv sind. Fir den EPO Rezeptor konnte dies

aufgrund von fehlender Reproduzierbarkeit bedauerlicherweise nicht gezeigt werden.

Damit wurden in dieser Arbeit nur einige der Literaturdaten Uber die Expression des EPO
Rezeptors bestatigt. Inthal et al. wiesen die Expression von EPOR per real-time quantitative PCR
(qPCR) nach und konnten zusétzlich in einem *H-Thymidin Assay eine verstérkte Proliferation
nach Inkubation mit EPO in REH Zellen zeigen (48). Im MTT Assay, der auf ahnlichen Prinzipien
wie der hier angewandte XTT Assay basiert, zeigten sich bei Inthal et al. eine EPO Wirkung
lediglich nach induzierter Apoptose mittels Prednison. Torrano et al. wiederum zeigten mit einer
Antikérperfarbung die Proteinexpression des EPO Rezeptors, die hier bestatigt werden konnte
(49). Anders als in dieser Arbeit wurde von Torrano et al. auf ein System basierend auf

biotinyliertem EPO eingesetzt.

Die Expression des IL-7 Rezeptors auf REH Zellen konnte auch schon von Gonzalez-Garcia et
al. per Antikorperfarbung gezeigt werden (118). Da das IL-7 Signal eine kritische Rolle in der
Entwicklung von Lymphozyten spielt (119) und zu einem verstarkten Uberleben und
Zellwachstum unter anderem durch die Expression von BCL2 fiihrt (120), kdnnte dieses Ergebnis
von gréRerer Bedeutung in Zusammenhang mit der Tumorgenese von ETV6-RUNXT positiver
ALL sein. Im XTT Viabilitatsassay konnte ein Wachstumseffekt bei steigenden IL-7
Konzentrationen beobachtet werden. Eine vermehrte Expression des IL-7 Rezeptors in ETV6-
RUNX1 positiven Blasten kénnte somit einen Uberlebens- und Wachstumsvorteil bedeuten.
Schon Korte et al. sowie Kebelmann-Betzing et al. beschreiben jeweils die Expression der IL-7
Rezeptorkette a im Grofteil der von ihnen analysierten primaren Blasten padiatrischer B-ALL
(121, 122). Zusatzlich konnten Kovac et al. nachwiesen, dass die Konzentration von IL-7 im
Knochenmark von Kindern mit BVZ-ALL erhoht ist (123). Vilchis-Ordofiez et al. wiesen sogar ein
proinflammatorisches Milieu im Knochenmark von Kindern mit einer ALL nach, hierbei wurde
explizit auch die Erhdhung von IL-7 genannt (124). Von Gonzalez-Garcia et al. konnte schliel3lich
in einem B-ALL Xenograft Modell gezeigt werden, dass ein silencing des IL-7 Rezeptors zu einem
massiv gestorten engraftment der Tumorzellen in die Organe fuhrt und schlussfolgerten so die

essenzielle Rolle von IL-7R in der Leukédmogenese (118).

Unklar bleibt, wie die IL-7 Rezeptor Expression in ETV6-RUNX1 positiver BVZ-ALL reguliert wird.
Fur T-Zellen konnte nachgewiesen werden, dass die Oberflachenexpression des IL-7 Rezeptor
a (CD127) nach IL-7 Stimulation stark herunterreguliert wird (125, 126). Es konnte spekuliert
werden, dass die erhdhte Expression in ETV6-RUNXT positiver ALL moglicherweise auf eine

gestorte Regulation des Rezeptors zurlckzufuhren ist. In weiteren Untersuchen sollte hier
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zunachst funktional untersucht werden, was die Unterdrickung des IL-7 Signals in den
leukdmischen Zelllinien bewirkt. Hier wirden sich beispielsweise Experimente mit dem
neutralisierende monoklonale Anti IL7R Antikdrper A7R34, der gegen die IL-7 Rezeptor a
Untereinheit gerichtet ist, anbieten (127). Ebenso kdnnte entsprechend der Untersuchungen von
Park et al. die Proteinexpression sowie die mMRNA Expression vor und kurz nach IL-7 Inkubation

bestimmt werden, um eine mogliche Herunterregulation zu untersuchen (125).

Durch die IL-7 Stimulation werden sowohl STAT3 als auch STATS aktiviert, beide
Transkriptionsfaktoren wurden in Zusammenhang mit IL-7 als essenziell fur die B-Zell
Entwicklung identifiziert (128, 129). Mangolini et al. entdeckten STAT3 in ETV6-RUNX1 positiver
ALL als vielversprechendes Ziel einer Pharmakotherapie, nachdem sie zeigten, dass ein ETV6-
RUNXT1 silencing zu verringerten Spiegeln von phosphoryliertem STATS3 fuhrt und die Inhibierung
ebendiesen eine vermehrte Apoptose in REH und AT-2 Zellen auslést (55). Ob die hohe
Expression des IL-7 Rezeptors fir diese Effekte mitursachlich ist, sollte zukinftig in weiteren

Versuchen getestet werden.

Der IL-9 Rezeptor a gehort der gleichen Rezeptorfamilie wie der IL-7 Rezeptor an und
heterodimerisiert ebenfalls wie der IL-7 Rezeptor a mit der gemeinsamen Untereinheit common-
y. Auch fur diesen Rezeptor wurden bereits JAK-STAT vermittelte antiapoptotische Effekte
beschrieben (130-132). Diese bezogen sich jedoch nur zum Teil auf B-Zellen und stattdessen
meist auf Untersuchungen an T-Zellen. Der Nachweis der antiapoptotischen Wirkung von IL-9 in

den XTT-Viabilitdtsassays unterstutzt dies jedoch.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass 9 verschiedene Rezeptoren des JAK-STAT
Signalwegs in ETV6-RUNX1 positiver ALL mit allen fUr die Funktion relevanten Untereinheiten
exprimiert werden, wovon neben dem EPO Rezeptor und dem IL-9 Rezeptor insbesondere der
IL-7 Rezeptor als interessant ausgemacht wurde und durch antiapoptotische sowie

wachstumsférdernde Effekte in der Leukdmogenese eine grofere Rolle spielen kénnte.

4.4 Induzierbarer ETV6-RUNX1 knockdown in BVZ-ALL Zelllinien

Fir den induzierbaren ETV6-RUNX1 knockdown in BVZ-ALL Zelllinien wurde das in Kapitel 1.6
beschriebene Plasmid pLT3GEPIR verwendet, welches eine mittels Tet-On System aktivierte
Expression von shRNA in einem miR-E enhanced backbone ermoglicht. Dieses System wurde
zunachst in einem Reporterzellmodell getestet, in welches zuvor das Fusionsgen ETV6-RUNX1
stabil transfiziert wurde. Mit diesem Modellsystem wurden die drei effektivsten shRNA Sequenzen
gegen ETV6 ausgewahlt. Die Auswahl erfolgte Uber die Messungen der Fluoreszenz von

mCherry, das mit dem Fusionsprotein in diesem Reporterzellmodell koexprimiert wurde.
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AnschlieRend erfolgte die lentivirale Transduktion des Plasmids in die ETV6-RUNX1 positiven
BVZ-ALL Zelllinien REH, UoC-B6 sowie AT-2. Um die Effektivitdt des knockdowns zu testen,
wurden schlieBlich immunzytochemische Farbungen des Fusionsproteins durchgeflhrt, welche
sowohl durchflusszytometrisch als auch fluoreszenzmikroskopisch ausgewertet wurden, um die

Effektivitat des knockdowns zu bestimmen.

Das verwendete Tet-On System zur induzierten shRNA-Expression bringt den Vorteil mit sich,
dass dabei die Effekte der shRNA kontrolliert analysiert werden kdnnen und so die Auswirkungen
des silencings nicht von den Effekten der viralen Transduktion Uberlagert werden. Off-target
Effekte und Mutationen durch lentivirale Transduktionen sind bekannt und wurden bereits
beschrieben (133, 134). Auch Polybrene, ein kationisches Polymer das zur Verbesserung des
lentiviralen Transduktionserfolges genutzt wird, kann unter Umstanden zytotoxisch wirken (135,
136). Da durch das Tet-On System die shRNA Expression erst nach dessen Aktivierung erfolgt,
kann so die Uberlagerung dieser Effekte verhindert werden. Das Tet-On System wird allerdings
durch das Antibiotikum Doxycyclin aktiviert, fur Tetracycline wurden konzentrationsabhangige off-
target Effekte auf die Funktion der Mitochondrien beschrieben (137, 138).

Auch die Verwendung von shRNA selbst kann zu unerwlnschten Wirkungen wie der
Ubersattigung des miRNA Reaktionsweges fiihren (73, 74), wahrend wiederum siRNA, eine
alternative Moglichkeit zur RNA Interferenz, oft zur Aktivierung des Interferon Signalwegs fuhrt
(139). Deshalb wurde auf ein System gesetzt, welches die shRNA Zielsequenz in einem
bestehenden, optimierten endogenen backbone einbettet und diese Probleme somit umgehen
soll (74, 75). Um dennoch mogliche off-target Effekte beispielsweise durch die Verwendung von
Doxycyclin aufzudecken, wurde zusatzlich eine shRNA Zielsequenz gegen die nichthumane
Renilla Luciferase transduziert, die keinen spezifischen Effekt in den transduzierten BVZ-ALL
Zellen haben sollte. Effekte, die in diesen Kontrollzellen auftreten, waren dementsprechend am
ehesten auf off-farget Effekte durch Doxycyclin oder die Expression des gesamten Plasmids

zurickzufuhren.

Ein weiteres Problem neben den unspezifischen Effekten von Doxycyclin sowie der shRNA-
Epression stellt die sogenannte insertional mutagenesis durch die Verwendung von Lentiviren
dar. Durch die stabile Integration der viralen DNA in das Genom der Zielzellen kann es zu
zufalligen Mutationen und Veranderungen kommen. Um diese zufélligen Effekte auszuschlielRen
und zu minimieren, hilft es, heterogene Pools von transduzierten Zellen anstatt einzelner Klone

zu untersuchen.
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Das Reporterzellmodell HAP1 ER1+ mCh+ wurde mittels PEIl Transfektion generiert und
anschlielRend nach starkster mCherry Fluoreszenz selektiert, welche aufgrund der Koexpression
mit dem Fusionsgen ebenfalls mit der starksten ETV6-RUNX1 Expression einhergeht (siehe
Abbildung 6). Da in diesem Modell potenziell auch mehrere Kopien des Plasmids in das Genom
integriert wurden und weiterhin mCherry sowie ETV6-RUNX1 durch den potenten Promotor
hEF1a kontrolliert werden, liegt die ETV6-RUNX1 Expression in diesem Modell um ein Vielfaches
Uber der in primar ETV6-RUNX1 positiven Zellen, wie von Kaulfu® in einem ahnlichen Modell
gezeigt werden konnte (46). Dies hat den Vorteil, dass die Effektivitat der shRNA Zielsequenzen
besser eingeschatzt und voneinander differenziert werden kann. Allerdings entspricht die

Expression hier duf3erst unphysiologisch hohen Werten.

Die Zielsequenzen der von uns verwendeten shRNA liegen im Bereich der Exons 1-5 im ETV6
Gen. Dadurch ist die Wirkung des silencings nicht spezifisch gegen das Fusionsgen gerichtet. Es
wurde sich gegen Zielsequenzen im spezifischen Ubergangsbereich von ETV6-RUNX1
entschieden, wodurch zwar eine hohe Spezifitat erreicht werden konnte, allerdings durch
atypische Genfusionen oder SpleiRvarianten und konsekutiv atypische Ubergangsbereiche eine
schlechtere Sensitivitat in Kauf genommen werden musste. Aufgrund der Deletionen des ETV6-
Wildtyp Allels in den verwendeten ETV6-RUNXT positiven BVZ-ALL Zelllinien kann dennoch von

einem spezifischen silencing ausgegangen werden.

Auch der quantitative Nachweis des Fusionsproteins durch immunzytochemische Farbungen
basiert auf einem spezifischen Antikbrper gegen ETV6. Dieser konnte ebenso aufgrund der
Deletionen des ETV6-Wildtyp Allels in den in dieser Arbeit verwendeten ETV6-RUNX1 positiven
BVZ-ALL Zelllinien zum spezifischen Nachweis von ETV6-RUNX1 verwendet werden. Uber den
quantitativen Nachweis des Proteins sollte so der funktionierende knockdown nachgewiesen
werden. Alternativ hatte der Nachweis auch per ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay),
Immunoblot oder auf transkriptioneller Ebene per qPCR stattfinden kdnnen. Diese
Nachweismethoden stellen jedoch breitere Ansatze dar und lassen keinen Ruckschluss auf
einzelne Zellen zu, wie es die Durchflusszytometrie sowie Mikroskopie ermdglichen. Eine
Kombination von immunzytochemischen Farbungen sowie gPCRs lieRe besser auf die Stabilitat
und Halbwertszeit des Fusionsproteins schliel3en, da diese Nachweise auf unterschiedlichen
Ebenen der Proteinbiosynthese stattfinden. Ein Vorteil der hier gewahlten Methoden ist die
gleichzeitig zum Signal des Antikorpers beurteilbare EGFP Expression. So ist es moglich, den
knockdown nur in den Zellen zu beurteilen, in denen auch die shRNA exprimiert wird. AuRerdem
I&sst sich die Messung, wie in dieser Arbeit durchgefiihrt, auf bestimmte Zellkompartimente wie
den Zellkern beschranken. Hierfur wurden im vorliegenden Fall konventionelle

fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen angefertigt und anhand des DAPI Signals das Profil des
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Zellkerns identifiziert und markiert. Die Messung fand schlieBlich innerhalb dieser Markierung
statt. Ubersetzt man dies jedoch in ein dreidimensionales Bild, wurden die Messungen innerhalb
eines Zylinders getatigt, wahrend der Zellkern eher einer Kugel entsprechen wuirde. Ein Signal,
das in der Betrachtungsebene uber oder unter dem Zellkern liegt, wirde in dieser Weitfeld-
Konfiguration mitgemessen werden. Daraus folgt limitierend, dass hier zu einem gewissen Teil

auch extranukleare Signale gemessen wurden.

Nach erfolgreicher Klonierung der Plasmide mit den jeweiligen Zielsequenzen und der
Herstellung eines Reporterzellmodelles HAP1 ER1+ mCh+ wurden die Plasmide mittels PEI
Transfektion in das Reporterzellmodell transfiziert. Dabei konnte die Uberlegenheit der shRNA
Zielsequenzen shETV6_678, shETV6_768 sowie shETV6_819 (silencing Effizienz von 96%, 92%
sowie 93%) erkannt werden, die dann ebenso wie die Kontrollzielsequenzen shREN, shMYB und
shMYC in die BVZ-ALL Zelllinien REH, UoC-B6 sowie AT-2 transduziert wurden.
Bedauerlicherweise Uberlebten die Zelllinien UoC-B6 sowie die AT-2 Zellen die lentivirale
Transduktion auch in mehreren Versuchen nicht. Hierfur kdnnen die Grinde auch in den
zytotoxischen Eigenschaften von Polybrene sowie der lentiviralen Transduktion selbst gesucht
werden. Da sich an die Transduktion immer eine Puromycinselektion anschloss, kénnte der
massive Zelluntergang auch damit zu erklaren sein, dass das Plasmid mit dem enthaltenden
Puromycinresistenzgen erst gar nicht eingebaut wurde. Um das Plasmid auch noch in UoC-B6
sowie AT-2 einzubringen, sollte in einem systematischen Ansatz versucht werden, die
Transduktionsbedingungen weiter zu verbessern. Die Lange von pLT3GEPIR mit 10.272
Basenpaaren ist eher durchschnittlich lang und spricht daher nicht gegen eine erfolgreiche
Transduktion (140). Eine Bestimmung des Virustiters und der multiplicity of infection fur die
Zelllinien sowie die Verwendung unterschiedlicher Konzentrationen von Polybrene bzw. der
Austausch dessen mit alternativen Reagenzien wie Retronectin kdonnten jedoch sinnvolle
Ansatzpunkte zur Verbesserung darstellen. Sowohl Fuka et al. als auch Mangolini et al. nutzten
jedoch eine lentivirale Transduktion zum silencing von ETV6-RUNX1 in REH und AT-2, jeweils
mit Polybrene Konzentrationen von 5 bzw. 6 pg/ml (54, 55). In dieser Arbeit wurden
Endkonzentrationen von 8 ug/ml Polybrene verwendet, eine mogliche Verringerung ist also

ebenfalls denkbar.

Ein silencing von ETV6-RUNX1 in BVZ-ALL Zelllinien wurde bisher von vier weiteren
Arbeitsgruppen durchgefiihrt und beschrieben. Dabei wurden jeweils unterschiedliche Ansatze
genutzt. Diakos et al. wahlten eine transiente zweifache Transfektion von siRNA gegen die
Ubergangsregion von ETV6-RUNX1 in REH mittels Lipofectamin, den erfolgreichen knockdown
zeigten sie im Western Blot ohne nahere Quantifizierung (50, 51). Zaliova et al. wahlten ebenfalls

einen Ansatz mit siRNA, als Transfektionsmethode nutzten sie eine Elektroporation, den
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knockdown quantifizierten sie mithilfe eines Western Blots und kamen auf Werte zwischen 68
und 81% in REH (52). Besonders ist hier, dass sie die einzige Gruppe sind, die bisher auch ein
silencing von ETV6-RUNX1 in UoC-B6 beschrieben haben, der knockdown betrug hier zwischen
75 - 93%. Fuka et al. wahlten erstmals einen lentiviralen Ansatz, mit dem sie shRNA gegen den
ETV6-RUNX1 Ubergangsbereich in REH und AT-2 transduzierten und einen knockdown von
etwa 50 bis 80% beschrieben, welcher sowohl per qPCR als auch per Western Blot
nachgewiesen wurde (53, 54). Mangolini et al. nutzten schliellich einen Ansatz mit shRNA gegen
ETV6, welche sie lentiviral per Spinokulation in REH und AT-2 transduzierten und per Western
Blot eine ETV6-RUNX1 Konzentration in REH von 13% gegeniber einer Kontrolle sowie per
gPCR eine Transkriptmenge in REH von etwa 40% gegenlber einer Kontrolle zeigten (55).
Betrachtet man die Ergebnisse des intranukledren knockdowns, zeigt sich in der Literatur somit
ein ahnlich starker knockdown wie in dieser Arbeit. Wahrend flir shETV6_678 sowie shETV6_ 819
sogar eine geringere Expression des Fusionsproteins gezeigt werden kann, sind die Werte jedoch
aufgrund der methodischen Unterschiede nur bedingt vergleichbar. In allen anderen
beschriebenen Versuchen wurde zum Nachweis des knockdowns ein Western Blot erstellt, dieser

bote sich zum besseren Vergleich an.

Eine weitere Moglichkeit der besseren Vergleichbarkeit mit den Ergebnissen anderer
Arbeitsgruppen ware beispielsweise die Klonierung des Plasmids pLT3GEPIR mit der shRNA
Zielsequenz gegen den spezifischen Ubergangsbereich von ETV6-RUNX1, wie sie auch Diakos
et al. sowie Fuka et al. verwendeten. Durch den in dieser Arbeit verwendeten miR-E enhanced

backbone ist allerdings ein noch effektiverer knockdown vorstellbar (75).

Alternativ zum silencing stellt der genetische knockout mittels CRISPR/Cas9 gene editing eine
weitere vielversprechende Option zur Untersuchung des Fusionsproteins dar. Montano et al.
waren 2020 die erste Gruppe, die mit dieser Methode einen knockout von ETV6-RUNX1 zeigten
(141). Hier berichteten sie von einer vollstandig fehlenden Genexpression, welche mittels gPCR
nachgewiesen wurde. Ein Nachweis des Fusionsproteins erfolgte jedoch nicht. Das Ausschalten
des Fusionsgens mittels CRISPR/Cas9 stellt somit eine weitere Alternative zum in dieser Arbeit
verwendeten silencing dar, bringt allerdings den Nachteil der Irreversibilitat mit sich, den das Tet-

On System umgeht.

Nach dem erfolgreichen silencing von ETV6-RUNX1 in dieser Arbeit konnte nicht nur eine
Abnahme des intranukledren und granularen Signals des Fusionsproteins erkannt werden, es
wurden auch in vielen Zellen zytoplasmatische Signale fur ETV6-RUNX1 beobachtet, die den
Zellkern von aufien halbmondférmig umgeben. Eine Erklarung fir dieses Phanomen kann mithilfe

der aktuellen Literatur nicht geliefert werden. Es kann hypothetisiert werden, dass es sich

93



mdglicherweise um unldsliche Komplexe mit erhdhter Halbwertszeit handelt, gebildet durch die
Polymerisierung von ETV6-RUNX1 mit sich selbst oder anderen ETS-Faktoren Uber die SAM-
Domane (43). Eine weitere Hypothese flur das zytoplasmatische ETV6-RUNX1 Signal wére, dass
es wahrend der RNA Interferenz im RISC Komplex nicht zu einem perfect match der shRNA mit
der mRNA von ETV6-RUNX1 kommt. Aufgrund des in diesem Fall nicht stattfindenden Abbaus
der mRNA kdnnte es zur beginnenden Synthese der Aminosaureketten bis zum Bindungsbereich
des RISC Komplexes kommen. Dieser liegt flr die Zielsequenzen shETV6_678, shETV6_768
und shETV6_819 in den Exons 4 bzw. 5 von ETV6. Der Bindungsbereich des verwendeten Rabbit
anti ETV6 wiederum liegt vor dem Bindungsbereich der shRNA in Richtung 5-Ende im Bereich
der SAM-Domaéne, die sich Uber die Exons 2 - 4 erstreckt (46). Damit ist denkbar, dass es zu
einer teilweisen und beginnenden Translation des Fusionsproteins kommt (142), an dessen
Produkt der Antikdrper bereits binden kann. Dies bleibt jedoch in Zukunft zu Uberprifen,
beispielsweise durch Farbungen mit dem Antikdrper gegen den spezifischen Ubergangsbereich
von ETV6-RUNX1, welcher in Richtung 3‘-Ende, bzw. N-Terminal hinter dem Bindungsbereich
der shRNA bindet.

In den immunzytochemischen Farbungen des Fusionsproteins konnte ein starker Verlust an
EGFP Fluoreszenz festgestellt werden. Dies kann durch die im Protokoll vorkommende hypotone
Behandlung der Zellen vor der Fixierung durch Formaldehyd zu erklaren sein und wurde fir
niedermolekulare Verbindungen bereits beobachtet (79, 107). Da nicht davon ausgegangen
werden kann, dass durch den Verlust von EGFP das Verhaltnis der Grin-Fluoreszenzintensitat
zwischen den unterschiedlichen untersuchten Proben gewahrt wird, stellte dies ein Problem bei
der quantitativen Bestimmung des intranuklearen knockdowns dar. Die unterschiedlichen EGFP
Fluoreszenzintensitaten flihrten somit zu unterschiedlich starken Kompensationen des spillovers
zwischen den Proben. Fir eine noch bessere Vergleichbarkeit sollte demnach das Protokoll
verbessert werden hin zu einem Erhalt der nativen EGFP Fluoreszenz, beispielsweise durch

Verzicht der hypotonen Behandlung.

Zusammenfassend konnte in diesem Abschnitt der Arbeit erstmalig ein Modell zum induzierbaren
ETV6-RUNX1 silencing etabliert werden, welches anschlielend in REH Zellen erfolgreich
transduziert werden konnte. Die Transduktion in die weiteren ETV6-RUNX1 positiven Zelllinien
UoC-B6 und AT-2 gelang bedauerlicherweise nicht. Es konnte schlieRlich den Nachweis des

effektiven und stabilen knockdowns von ETV6-RUNX1 in REH auf Proteinebene erbracht wrrden.

4.5 Zellwachstum und Zellmorphologie nach ETV6-RUNX1 knockdown

Zur Analyse des Wachstums wurden die Zellen zunachst systematisch sowohl mit als auch ohne

aktiviertes silencing Gber mehrere Wochen in der Zellkultur unter gleichen Bedingungen inkubiert
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und regelmaRig durchflusszytometrisch in Bezug auf EGFP-Fluoreszenz sowie Zellzahl
untersucht. Zusatzlich wurden DAPI/Annexin V-Farbungen durchgefuhrt, um die Apoptoseraten
zu bestimmen. Mdgliche Anderungen der Zelldifferenzierung  wurden — mittels
Oberflachenfarbungen durch direkt konjugierte monoklonale Antikérper gegen bekannte

Differenzierungsmarker bestimmt.

Die verwendete Zahimethode per Durchflusszytometer bringt den Vorteil einer hohen
statistischen Robustheit mit sich. Zusatzlich Iasst sich der Anteil der EGFP positiven Zellen in den
Proben bestimmen, wodurch ein kompetitiver Proliferationsassay erstellt werden konnte. Mit
diesem kdénnen auch subtile Anderungen der Wachstumsgeschwindigkeit sensitiv und intern
kontrolliert erfasst werden (143). Des Weiteren konnen mithilfe der Durchflusszytometrie auch
Ruckschlisse auf Zelldebris sowie ZellgroRe und -granularitat gezogen werden, welche Hinweise
auf eine eventuell stattfindende Apoptose liefern kdnnen (144). Alternative Methoden, die hier
nicht verwendet wurden, sind beispielsweise die einfache Zellzdhlung mittels Neubauer-
Zahlkammer und Trypanblau-Farbung, welche im Vergleich zur durchflusszytometrischen
Messung statistisch weitaus weniger robust ist und keine Hinweise auf die Expression der
Fluoreszenzproteine zuldsst. Ein Viabilitatsassay mit z.B. dem schon zuvor verwendeten XTT
lasst eine Aussage Uber die metabolische Aktivitat der Zelle sowie einen Ruckschluss auf das
Wachstumsverhalten zu. Aufgrund der fehlenden Mdoglichkeit, bei solchen breiten Analysen
zwischen EGFP-positiven und -negativen Zellen zu unterscheiden, sowie der Einflisse von
Doxycyclin auf die Mitochondrien, ist dieser Ansatz jedoch nicht zu bevorzugen und wurde hier
nicht verwendet (137, 138).

Das verwendete Protokoll zur Farbung des intrazelluldren Fusionsproteins, welches in Kapitel
2.2.6 beschrieben wird, lIasst durch die sattigende Farbung der DNA mittels DAPI eine Darstellung
des Zellzyklus zu. Die Verwendung von DAPI gegeniber Propidiumiodid hat den Vorteil, dass
spezifisch nur die DNA angefarbt wird, und keine Ribonuklease zur Entfernung der RNA
verwendet werden muss, zusatzlich kommt es durch DAPI mit den im Rahmen der in dieser Arbeit
gewahlten Fluorochromen zu weniger Uberlappungen des Farbspektrums. Durch die quantitative
Darstellung der DAPI Fluoreszenz kann ein Ruckschluss auf die Anzahl der Chromatiden der
Zelle erfolgen und demnach eine Differenzierung in Sub-G0, GO/G1-Phase, S-Phase sowie
G2/M-Phase erfolgen. Uber den Vergleich der prozentuellen Verteilung des Zellzyklus innerhalb
einer Population kdbnnen Ruckschlisse auf die Teilungsgeschwindigkeiten der Zellen gezogen
werden. Allerdings wurden in dieser Arbeit keine ausreichenden Kontrollen des Zellzyklus erstellt,
eine valide Aussage ist so kaum mdglich. Um bessere Aussagen Uber den Zellzyklus zu treffen
sollten mehrere parallele Messungen des Zellzyklus in Reihe zu verschiedenen Zeitpunkten des
ETV6-RUNXT silencings erfolgen.
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Fur den Nachweis einer stattfindenden Apoptose sowie des Anteils der friihapoptotischen Zellen
wurde eine Farbung mittels DAPI/Annexin V gewahlt. Hiermit wird Phosphatidylserin in der
aulleren Zytoplasmamembran dargestellt, ein Phospholipid der Zellmembran welches
physiologisch nach innen gerichtet ist und wahrend des programmierten Zelltods friihzeitig auch
in die &uRere Schicht der Membran gelangt. Durch die DAPI Farbung konnten die
frihapoptotischen Zellen anschlieRend von den toten Zellen differenziert werden. Aufgrund der
verschiedenen Mdglichkeiten, wie die Zellen den programmierten Zelltod durchlaufen kdénnen
sowie der nicht ausreichenden Spezifitdt von Phosphatidylserin, empfiehlt es sich jedoch weitere
Methoden zur genaueren Differenzierung des Zelltodes heranzuziehen (144-146). Die
Darstellung aktivierter Caspasen oder das Aufzeigen von DNA Fragmentierung mittels TUNEL

Assay seien hier beispielsweise genannt (147).

Uberraschenderweise konnte in den Analysen des Zellwachstums selbst nach 38 Tagen shRNA
Expression keine klare Veranderung der Wachstumsraten der REH Zellen mit den Zielsequenzen
shETV6_678, shETV6_768, shETV6_819 und shREN erkannt werden. Bei genauerer
Betrachtung der EGFP positiven Fraktionen mit aktiviertem silencing sowie der EGFP negativen
Fraktionen ohne silencing des Fusionsproteins zeigten sich flr die Zielsequenzen shETV6_678
sowie shETV6_819 eine langsamere Wachstumsgeschwindigkeit der Fraktionen mit aktiviertem
silencing. In einer Analyse im Sinne eines kompetitiven Proliferationsassays liel3 sich dieser
Effekt besser erkennen, die Fraktion der EGFP positiven Zellen mit silencing nahm aufgrund des
langsameren Wachstums an Anteil ab. In den Zellen mit der Zielsequenz shETV6G_768 liel3 sich
interessanterweise, ebenso wie in der negativen Kontrolle shREN, keine Veranderung in der
Wachstumsgeschwindigkeit erkennen. In den positiven Kontrollzellen mit den Zielsequenzen
shMYB sowie shMYC konnte die Abnahme der Wachstumsgeschwindigkeit schon deutlich eher

und deutlich starker ausgepragt beobachtet werden.

Gleichzeitig kam es unter der Doxycyclin-Behandlung und dem ETV6-RUNX1 silencing zu einem
verstarkten Anfallen von Zelldebris im Sinne eines kleiner werdenden forward scatters sowie
gréler werdenden side scatters, was einen Hinweis auf einen verstarkt stattfindenden Zelltod
innerhalb der Population darstellen kann (144). Dies konnte mittels DAPI/Annexin V-Farbung
bestatigen werden, es zeigten sich nach Doxycyclin-Behandlung deutlich gesteigerte Anteile
frGhapoptotischer Zellen sowie toter Zellen im Vergleich zu den Kontrollen ohne Doxycyclin.
Interessant ist, dass sich die REH Zellen mit der shRNA Zielsequenz shETV6_678 bezuglich des
Zelldebris und der Annexin V-Farbung genau gegensatzlich zu den Zellen shETV6_768 sowie
shETV6_819 verhielten. So lieRen sich nach Doxycyclin-Behandlung in shETV6_678 sowohl eine

geringere Menge an Zelldebris als auch geringere Apoptoseraten beobachten.
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In der Literatur zeigen Diakos et al. nur 8 Tage nach silencing von ETV6-RUNX1 in REH Zellen
mittels Annexin V-Farbung die gestartete Apoptose in nahezu allen Zellen (51). Mangolini et al.
zeigten wiederum fir REH Zellen einen Zellzyklusarrest in der G0/G1-Phase 6 Tage nach
silencing von ETV6-RUNX1 (55). Gegensatzlich berichteten Fuka et al. davon, dass die
transduzierten Zellen mit ETV6-RUNX1 silencing auch nach 20 - 30 Tagen noch lebten (53). Auch
Zaliova et al. berichteten nach erfolgtem ETV6-RUNX1 silencing von einer gleichbleibenden
Apoptoserate nach Annexin V-Farbung sowie einer dezent erhéhten Proliferationsrate mit Anstieg
der Fraktion der sich in der S-Phase befindlichen Zellen (52). Schlief3lich konnten Montano et al.
im MTT-Proliferationsassay ebenfalls kein verringertes Zellwachstum nach ETV6-RUNX1

knockout im Vergleich zu den Kontrollen feststellen (141).

Diese heterogenen Ergebnisse decken den Bedarf an weiteren Analysen des Zellwachstums
nach silencing von ETV6-RUNX1 auf. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass nach ETV6-
RUNXT1 silencing das Zellwachstum geringflgig verringert wird, bei gleichzeitig erhdhten
Apoptoseraten, die in der Quantitat jedoch nicht denen von Diakos et al. entsprechen. Zusatzlich
geben die widersprichlichen Daten von REH LT3GEPIR shETV6_678 Ratsel auf. Wichtig ware
deshalb, den Nachweis von Phosphatidylserin in der duf3eren Zellmembran Uber die Annexin V-
Farbung sequenziell auch zu friheren Zeitpunkten des silencings von ETV6-RUNX1 zu
erbringen. Eine zu einem friiheren Moment des silencings veranderte Apoptoserate ist vorstellbar
und gqilt es dementsprechend nachzuweisen bzw. auszuschlieBen. Im kompetitiven
Proliferationsassay zeigte sich der Abfall der EGFP positiven Zellen erstmals im Zeitraum von 16
- 23 Tagen des silencings. Die gezeigten Annexin V-Farbungen fanden nach 31 Tagen statt.
Demnach waren weitere Messungen nach weniger als 16 Tagen, sowie im Zeitraum von 16 - 23

Tagen als sinnvoll zu erachten.

Fur die REH Zellen mit der shRNA Zielsequenz shETV6_819 konnte nach shRNA Expression
aulerdem beobachtet werden, dass die Granularitat der Zellen im Sinne eines kleiner werdenden
side scatter Signals im Durchflusszytometer abnahm. Die Ursache hierflr ist nicht bekannt. Man
kann jedoch spekulieren, dass der Grund in einer veranderten Organisation des Zellkerns zu
suchen ist (148). Die Hauptwirkung des Fusionsproteins ETV6-RUNX1 besteht in einer stabilen
epigenetischen Repression mittels Deacetylierung der Histone. Durch den knockdown von ETV6-
RUNX1 und den dadurch verringerten Deacetylierungen kénnte es dazu kommen, dass es zu
einer verringerten Kondensation des Chromatins kommt. Gibson et al. zeigten 2019, dass es
durch vermehrte Acetylierungen von Histonen und konsekutiver verringerten Kondensation von
Chromatin zu einer Verminderung der liquid-liquid phase separation und der intranukledren
Kompartimentierung kommt (149). Der Mechanismus der intranuklearen liquid-liquid phase

separation konnte demnach einen Erklarungsansatz fir den Ruckgang an Granularitat nach
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ETV6-RUNX1 knockdown in REH LT3GEPIR shETV6_819 Zellen darstellen. Hierbei bleibt
allerdings unklar, wieso die Zellen mit den anderen Zielsequenzen gegen ETV6 diese

morphologische Veranderung nicht zeigen.

Im nachsten Schritt folgte die Untersuchung ausgewahlter Oberflachenproteine der Zellen, um
eine Aussage Uber ihren Differenzierungsstatus zu machen. Hierbei lieRen sich fir die Proteine
CD19, CD21, CD38 sowie CD40 keine signifikanten Veranderungen nach ETV6-RUNXT
silencing darstellen. Allerdings konnte eine Hochregulation von CD72 um das 2- 3-fache
beobachtet werden. CD72 gilt als negativer Regulator der B-Zell Entwicklung und wird
typischerweise in allen Entwicklungsstadien ab dem Pro-B Stadium exprimiert und erst in
entdifferenzierten Plasmazellen herunterreguliert (150, 151). Kaulful® konnte in ihren Arbeiten
zeigen, dass ETV6-RUNX1 im Promotorbereich von CD72 binden kann, was eine epigenetische
Repression des Gens durch das Fusionsprotein ermdglicht (46). Die verstarkte Expression des
Proteins nach ETV6-RUNX1 knockdown scheint dies zu bestatigen. Montano et al. konnten 2020
in ihrem ETV6-RUNX1 knockout Modell ebenfalls eine Hochregulation von CD72 auf RNA Ebene
zeigen (141).

Es konnte zusammenfassend gezeigt werden, dass ein silencing von ETV6-RUNX1 zu einer,
wenn auch marginal, verringerten Wachstumsgeschwindigkeit der Zellen fuhrt. Gleichzeitig
ergaben sich Hinweise flr eine erhdhte Apoptoserate der Zellen mit ETV6-RUNX1 knockdown.
Insgesamt prasentierten sich die Ergebnisse zwischen den verschiedenen Zielsequenzen des

silencings von ETV6-RUNX1 zum Teil heterogen.

4.6 JAK-STAT Signalweg nach ETV6-RUNX1 knockdown

Die im vorherigen Teil der Arbeit dargestellten Analysen des JAK-STAT Signalwegs sollten auch
nach dem erfolgreichen knockdown von ETV6-RUNX1 fortgefuhrt werden. Hierfur wurden die
schon zuvor durchgefiihrten Farbungen der Oberflachenproteine flr den IL-7 Rezeptor (IL-7Ra
und IL-2Ry) sowie den EPO Rezeptor wiederholt. Auf die Wiederholung der XTT-
Viabilitatsassays nach erfolgtem ETV6-RUNX1 knockdown wurde aufgrund der bereits in Kapitel
4.3 diskutierten Einflisse von Doxycyclin auf die Mitochondrien und der dadurch nicht
auszuschliel3enden verfalschten Ergebnisse verzichtet (137, 138). Durch einen Vergleich mit der
Kontrolle shREN kénnte jedoch dennoch ein Informationsgewinn aus einem XTT-Viabilitdtsassay
resultieren, weshalb eine Durchfihrung in Zukunft in Erwagung gezogen werden sollte. Da die
Kontrolle REH LT3GEPIR shREN ebenso den Einflussen der Doxycyclin-Behandlung unterliegt,
gleichzeitig jedoch kein silencing eines Genes erfahrt, kdnnte sie hier als Referenz bzw. Nullpunkt
der Messung dienen. Auch eine Analyse der Genexpressionsdaten nach dem silencing von

ETV6-RUNXT1 ist denkbar, hier béte sich eine erneute Analyse mithilfe der Affymetrix Human
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Genome U133 Plus 2.0 Plattform an. Allerdings wurde dies bereits von Fuka et al. mit REH und
AT-2 Zellen durchgefihrt und eine systematische Analyse aller veranderter
Genexpressionsdaten erstellt, die allerdings nicht auf einem induzierbaren knockdown basiert
(53). Sollte eine solche Analyse mithilfe des hier verwendeten REH LT3GEPIR Modells
durchgeflhrt werden, ware der optimale Zeitpunkt der Analyse entscheidend um die Gene zu
identifizieren, die primar von ETV6-RUNX1 beeinflusst werden. Hierflr sollte zunachst ermittelt
werden, ab welchem Zeitpunkt der knockdown des Fusionsproteins ausreichend stark ware.
FUhrt man die microarray Analysen zu spat durch, wirden sich auch sekundare Effekte des
silencings zeigen und eine Zuordnung zur direkten Wirkung des Fusionsproteins ware erschwert.
Aquivalent zu den miroarray Analysen boéte sich auch die Durchfilhrung einer RNA-
Sequenzierung an. Eine weitere interessante Untersuchung ware der quantitative Nachweis von
Transkripten der Gene im JAK-STAT Signalweg mittels gPCR mit und ohne erfolgtem silencing,
um den JAK-STAT Signalweg in ETV6-RUNX1 positiver ALL weiter systematisch zu analysieren.

Fir die Expression der IL-7Ra Untereinheit des IL-7 Rezeptors nach ETV6-RUNX1 silencing
zeigte sich eine deutliche Herunterregulation, in den REH Zellen mit der Zielsequenz
shETV6_819 sogar um das 3- bis 5-fache. Die Bedeutung des IL-7 Rezeptors wurde bereits in
Kapitel 4.3 ausfihrlich diskutiert. Die Grinde fur die Herunterregulation des IL-7 Rezeptors
kdnnten einerseits in einer verminderten Genexpression oder in einem verstarkten Abbau des
Rezeptors zu finden sein. Dies sollte, dhnlich wie fur die nativen ETV6-RUNX1 positiven BVZ-
ALL Zelllinien vorgeschlagen, untersucht werden. So sollten beispielsweise sowohl die Protein
als auch mRNA Expression untersucht werden, jeweils in Zellen mit verschiedenen
Kombinationen aus IL-7 Stimulation, neutralisierender Rezeptor-Antikdrper sowie ETV6-RUNX1
silencing. Danach lief3e sich in Verbindung mit weiteren Wachstumsanalysen auch eine bessere
Aussage Uber die antiapoptotischen oder wachstumsstimulierenden Eigenschaften einer IL-7
Stimulation in ETV6-RUNX1 positiven BVZ-ALL Zelllinien treffen sowie die Frage klaren, ob diese

Eigenschaften durch ein silencing von ETV-RUNX1 aufgehoben werden.

Der wachstumsstimulierende Effekt von IL-7 auf die in dieser Arbeit verwendeten ETV6-RUNX1
positiven BVZ-ALL Zelllinien in Kombination mit der Herunterregulation der IL-7Ra Untereinheit
nach ETV6-RUNX1 silencing lassen eine groRere Rolle des IL-7 Rezeptors in der
Leukamogenese von ETV6-RUNXT positiver ALL vermuten. Zusammen mit den Ergebnissen von
Gonzalez-Garcia et al., die den IL-7 Rezeptor als essenziell in der Leukamieinitierung im
Xenograft-Modell identifizierten, riickt der IL-7 Rezeptor als generelles interessantes Therapieziel
in den Fokus (118). Seine Implikationen in Zusammenhang mit der ETV6-RUNX1 positiven ALL

sollten kunftig néher erforscht werden.
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Die Expression des EPO Rezeptors sowie der IL-2Ry Untereinheit zeigte sich nach dem ETV6-
RUNXT1 silencing nicht signifikant verandert, diese Beobachtung muss jedoch durch erneute
Farbungen sowie die bereits angesprochene qPCR validiert werden. Ergénzend zu den bereits
genannten Untersuchungen des IL-7 Rezeptors bietet sich an, die intrazellulare Aktivierung bzw.
Phosphorylierung von JAK1 sowie JAK3 darzustellen, welche die intrazellularen Bindungspartner
der jeweiligen Untereinheiten IL-7Ra sowie IL-2Ry sind (152). Hierbei wirde sich zeigen, ob es
durch die Herunterregulation von IL-7Ra Uberhaupt zu einer verminderten Aktivierung des JAK-

STAT Signalwegs kame.

In diesem Abschnitt konnte demnach gezeigt werden, erganzend zu den vorherigen JAK-STAT
Analysen, die eine starke Expression des entsprechenden Gens identifizierten, dass nach
erfolgten ETV6-RUNX1 knockdown die IL-7 Rezeptorkette a herunterreguliert wird.

4.7 Schlussfolgerungen

Die ETV6-RUNX1 positive ALL ist bis heute in ihrer komplexen molekularen Dysregulation
unverstanden. Trotz im Allgemeinen guter Heilungschancen von Kindern mit ETV6-RUNX1
positiver ALL sind Rezidive sowie die Nebenwirkungen und Spatfolgen konventioneller
Chemotherapie ungeldste Probleme. Bislang gibt es nur wenige zielgerichtete Therapieansatze
bei Neoplasien im Kindesalter, insbesondere keine, die sich an den molekularen Auswirkungen
der Genfusion ETV6-RUNXT1 orientieren.

In dieser Arbeit konnten nun neue Hinweise fur die Bedeutung des JAK-STAT Signalwegs in
ETV6-RUNX1 positiver ALL geliefert werden, welcher fiir Proliferation, Uberleben,
Differenzierung sowie Immunreaktion der Zellen von essenzieller Bedeutung ist. Hierbei erscheint
insbesondere der IL-7 Rezeptor als interessant, da er sowohl in den untersuchten ETV6-RUNX1
positiven BVZ-ALL Zelllinien stark exprimiert wird als auch nach erfolgtem knockdown des
Fusionsproteins deutlich herunterreguliert wird. Inwiefern der Rezeptor an der Leukdmogenese
der ETV6-RUNXT positiven ALL involviert ist, und ob er sogar therapeutisch beeinflussbar ist, gilt

es nun weiter zu ergrunden.

Es ist auRerdem gelungen, erstmalig ein Modell mit einem induzierbaren silencing des
Fusionsgens im REH Zellmodell zu etablieren und den effizienten knockdown des nukledren
Fusionsproteins nachzuweisen. Dieses Modell wird es in Zukunft ermoglichen, die Mechanismen
der ETV6-RUNX1 Genfusion besser untersuchen und verstehen zu kdnnen. Im Rahmen dieser
Arbeit wurde zundchst die Wachstumsgeschwindigkeit nach erfolgtem knockdown des

Fusionsproteins in REH Zellen analysiert, hier konnte eine relativ spat einsetzende und langsame
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Reduktion der Wachstumsgeschwindigkeit, verbunden mit einer erhohten Apoptoserate,

nachgewiesen werden.

Da die etablierten Zelllinien ETV6-RUNX1 positiver BVZ-ALL (REH, UoC-B6 sowie AT-2) alle aus
einem spaten Krankheitsstadium abgeleitet worden sind und zuséatzlich noch zahlreiche in vitro
erworbene Veranderungen aufweisen missen, bleibt zu Uberprifen, ob sich die beobachteten

Anderungen auch auf primare Erkrankungen der ETV6-RUNX1 positiven ALL Ubertragen lassen.

Ob das Ausschalten des Fusionsproteins, eventuell in Kombination mit weiteren moglicherweise
synergistisch wirkenden Therapeutika, einen vielversprechenden Therapieansatz darstellt, oder
ob man sich besser auf die von ETV6-RUNX1 dysregulierten Zielgene konzentriert, gilt es nun in

Zukunft ebenfalls zu erforschen.
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Rezeptor im Vergleich zu

Vollstandiger funktioneller Rezeptor wird exprimiert; Gelb =

Grin =

Anmerkungen

Durchschnittlicher RMA-Wert unterschiedlicher Datensatze der gleichen

Kontrollprobanden herunterreguliert; RMA &

Zelllinie und des gleichen Probesets.
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