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Symbol- und Abkiirzungsverzeichnis

Symbol- und Abkiurzungsverzeichnis

ALL akute lymphoblastische Leukamie
ALL-BFM Therapieoptimierungsstudie zur Behandlung von Kindern und Jugendli-
chen mit ALL der Berlin-Frankfurt-Munster Studiengruppe

AML akute myeloische Leukamie

APS Ammoniumpersulfat

AS Aminosaure

BCA Bicinchoninsé&ure bicinchoninic acid
BSA bovine serum albumin

BVZ B-Vorlauferzellen

BVZ-ALL B-Vorlauferzell-ALL

CBF core-binding factor

CD cluster of differentiation

cDNA komplementare DNA

CFU colony forming unit

CGH Comparative Genomic Hybridization
ChiP Chromatin Immunprazipitation

CLP common lymphoid progenitor

CML chronische myeloische Leukamie
cy zytoplasmatisch

DMSO Dimethylsulfoxid

DNA desoxyribonucleic acid

DSMz Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH
DTT 1,4-Dithio-D,L-threitol

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure
EFS ereignisfreies Uberleben (event-free survival)

EGTA Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N,N,N’,N'-tetraessigsaure

FACS fluorescence activated cell sorting
fdr false discovery rate

FISH Fluoreszenz in situ Hybridisierung
FKS Fotales Kalberserum

gDNA genomische DNA

GO Gene Ontology

HEPES  2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsaure
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HLH helix-loop-helix

HPC hamatopoetische Vorlauferzelle (hematopoietic progenitor cell)
HSC hamatopoetische Stammzelle (hematopoietic stem cell)

HSPC hamatopoetischen Stamm- bzw. Progenitorzelle

IL-3 Interleukin 3

IMDM Iscove's Modified Dulbecco's Medium

KM Knochenmark

mAB monoklonaler Antikorper

MLPA multiplex ligation-dependent probe amplification

MOl (multiplicity of infection) Anzahl der Viruspartikel pro Zielzelle
MRD minimal residual disease

NP-40 Nonidet P-40

ORF open reading frame

pAB polyklonaler Antikorper

PBS phosphate buffered saline

PCR Polymerase Chain Reaction

pEFS probability of event-free survival

PIC Protease Inhibitor Complete

PLL Poly-L-Lysin

PNT pointed-domain

RHD runt homology domain

RNA ribonucleic acid

rpm revolutions per minute

RPMI Roswell Park Memorial Institute

RT Raumtemperatur

RT- realtime quantitative PCR

gPCR

SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl! sulfate)
SILAC Stable Isotope Labelling by Amino acids
slg Oberflachen (surface)-lg

SKY spectral karyotyping

SNP single nucleotide polymorphism

TEMED  Tetramethylethylendiamin

TetR Tetrazyklin-Repressor

Tris Tris-hydroxymethyl-aminomethan
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WHO World Health Organisation
z.B. zum Beispiel
ZNS zentrales Nervensystem

In dieser Liste sind keine Gensymbole aufgeflhrt. Eine Beschreibung der Gene er-

folgt jeweils dem Kontext entsprechend.



Einleitung

1 Einleitung

Die Bezeichnung Leukamie umfasst verschiedene Erkrankungen, die durch maligne
Transformation und klonale Proliferation unreifer hamatopoetischer Stamm- und Pro-
genitorzellen im Knochenmark (KM) entstehen. Leukamien sind mit etwa 600 Neuer-
krankungen im Jahr und einem Anteil von etwa 34% die haufigsten Krebserkrankun-
gen im Kindes- und Jugendalter in Deutschland. Die Unterteilung erfolgt je nach kli-
nischem Verlauf in akute und chronische Leukamien sowie entsprechend des Zell-
typs in lymphatische und myeloische Leukamien. Die Ursachen fir die Entstehung
von Leukamien sind zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht hinreichend geklart. Von Peter
Nowell wurde 1976 ein Modell veroffentlicht, welches die Entstehung von malignen
Erkrankungen, entsprechend der Theorien nach Darwin Uber die Entstehung der Ar-
ten, als Evolution erklart. Danach beruht die Entstehung von Tumoren, ebenso wie
die Entwicklung neuer Arten, auf drei Einzelschritten: zufallige Mutation, gerichtete

Selektion und (voriibergehende) raumliche Isolierung’.

| Natiirliche Selektion ]7{?‘

Okosystem 1 Okosystem 4

Okosystem 2 __<

Rezidiv

e

Begrenzt Ausbreitung B

o

Stamm-
oder
Progenitorzelle

O..Subklone mit spezifischen

Genotypen (driver mutations) Okosystem 3

Metastasen

Abbildung 1.1: Klonale Evolution'?
Die klonale Expansion, ausgehend von einem pramalignen Klon mit einem Wachstumsvorteil gegentber norma-
len Zellen, fiihrt zur Herausbildung eines oder mehrerer Klone mir gleichem Ursprung.

Auf die Entwicklung von Tumoren angewandt, besagt diese Theorie, dass eine vor-
her normale Zelle durch ein initiales genetisches Ereignis (Punktmutation, Insertion,
Deletion etc.) einen Wachstumsvorteil gegentiber den benachbarten Zellen erfahrt,
was dazu fuhrt, dass diese Zelle zu einem Klon identischer Zellen expandiert

(Abbildung 1.1). Erfahrt eine Zelle dieses Klons eine weitere Mutation, kann sich der
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Prozess der klonalen Expansion wiederholen. Diese initialen, oft zu genetischer In-
stabilitdt und weiteren sekundaren Mutationen flihrenden Veranderungen kdénnen
u.a. durch genetische Pradispositionen oder durch Umwelteinflusse hervorgerufen
werden. Sie umfassen Mutationen, die zu Defekten der DNA-Reparatur, zu chromo-
somaler Instabilitdt oder zu Veranderung ,kritischer Gene® fihren kénnen, welche
z.B. die Expression von Protoonkogenen steuern’?. In der akuten Phase der Erkran-
kung fuhrt dieses Krankheitsbild unbehandelt innerhalb weniger Monate zum Tod der
Patienten®.

Die vorliegende Dissertation befasst sich mit der Analyse ETV6/RUNX1 (E/R) positi-
ver akuter lymphoblastischer Leukamie- (ALL) Zelllinien und primaren Leukamiezell-
proben von Patienten mit ETV6/RUNXT positiver rezidivierter B-Vorlauferzell-(BVZ)
ALL. Die ETV6/RUNX1 positive ALL ist mit ca. 25% die haufigste leukamische Er-
krankung mit involvierter chromosomaler Translokation im Kindesalter. In den fol-

genden Abschnitten wird diese ALL-Subentitat ausfuhrlicher beschrieben.

1.1 Akute lymphoblastische Leukamie (ALL) im Kindesalter

Die haufigste Leukamieform im Kindesalter, mit einem Anteil von ca. 80%, ist die
akute lymphoblastische Leukamie (ALL), gefolgt von der akuten myeloischen Leu-
kamie (AML) mit ca. 20%. Die chronische Form beider Formen ist im Kindesalter sel-
ten (Deutsches Kinderkrebsregister Mainz: http://www.kinderkrebsregister.de/). Die
ALL tritt vor allem im Alter zwischen zwei und funf Jahren auf. Die ALL sind klinisch
und biologisch sehr heterogene Erkrankungen. Man unterscheidet bei der ALL im
Kindes-/Jugendalter zwischen der BVZ-ALL, von der 85% der erkrankten Kinder
(pro-B- (5%), common- (65%) und pra-B-ALL (15%)) betroffen sind, und der pra-T-
bzw. T-ALL (12%). Bei den restlichen 3% der Kinder hat die ALL ihren Ursprung in
der reifen B-Zelle. Mehr als zwei Drittel aller BVZ-ALL weisen genetische Verande-

rungen auf, die sich auf die normale B-Zelldifferenzierung auswirken.
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Abbildung 1.2: Die normale B-Zelldifferenzierung

Die hdmatopoetischen Stammzellen (HSCs) differenzieren zu lymphatischen Vorlauferzellen (Common Lymphoid
Progenitors, CLPs), aus denen die Pro-/Pra-B-Zellen entstehen. Die B-Zelldifferenzierung verlauft Gber das Pra-
B-Zellstadium (zytoplasmatische Expression einer schweren Kette vom p-Isotyp und Surrogat-Leichtkette), das
unreife B-Zellstadium (Expression von IgM an der Zelloberflache) und das reife B-Zellstadium (Expression von
IgM und IgD an der Zelloberflache). Gezeigt werden die wichtigsten phanotypischen Merkmale dieser Zellen. In
den Lymphorganen kdnnen die B-Zellen in Plasmazellen differenzieren und IgM produzieren, oder (in den Keim-
zentren) einen Klassenwechsel und eine somatische Mutation der variablen Region der V-Gene (SHM) durchlau-
fen, wodurch die Vielfalt hoch selektiver Antikbrg)er moglich wird. Diese B-Zellen sowie Gedachtnis-B-Zellen pro-
duzieren Antikdrper mit verschiedenen Isotypen®.

Die einzelnen Stadien der B-Zellentwicklung werden durch Expression unterschiedli-
cher differenzierungsrelevanter Antigene (CD; cluster of differentiation) sowie der
Bildung funktionierender B-Zellrezeptoren gekennzeichnet, deren Antigenspezifitat
durch die VDJ-Umlagerung der Immunglobulin-Gene bestimmt wird (Abbildung 1.2).
Far die Klassifikation und Diagnose der Leukdmie werden immer mehrere antigen-
spezifische Antikdrper verwendet, die in 99% der Falle eine Diagnose durch durch-
flusszytometrische Analysen zulassen”®. Dariiber hinaus erlaubt die Immunphanoty-
pisierung der malignen Zellen deren Zuordnung zu bestimmten Differenzierungssta-
dien der B-Zellentwicklung. In Tabelle 1.1 sind die wichtigsten diagnostischen Mar-
ker, die eine Einordnung der Zellen zu den einzelnen Entwicklungsstufen der B-

Zellentwicklung erlauben, aufgefuhrt.
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Tabelle 1.1: Diagnostische Zellmarker®

TdT HLA-DR CD10 CD19 cylgM slg
pro-B-ALL + + - + - -
common-ALL + + + + - -
pra-B-ALL + + +/- i+ + -
B-ALL +/- + +/- + +/- +

TdT = Terminale-Desoxyribonucleotidyl-Transferase, CD = Cluster of differentiation, cy = zytoplasmatisch, slg =
Oberflachen (surface)-Ig

In den letzten vier Jahrzehnten konnten durch zunehmende Verbesserung der ALL-
Therapieprotokolle und verbesserte risikoadaptierte Behandlung die Uberlebens-
chancen der erkrankten Kinder und Jugendlichen verbessert werden. Annahernd
80% der an ALL erkrankten Kinder kdnnen mit den gegenwartig angewandten risiko-
adaptierten ALL-Therapieprotokollen in den Industrielandern geheilt werden. Das
bedeutet jedoch auch, dass ungefahr ein Viertel aller Patienten ein Rezidiv erleidet
und/oder stirbt. Um die Wahrscheinlichkeit des ereignisfreien Uberlebens (probability
of event-free survival, pEFS) zu steigern, ist es deshalb wichtig, die Ursachen der
leukamischen Transformation besser zu verstehen, und es ist langfristig noétig, die
Therapie so zu individualisieren, dass jeder Patient eine optimierte Therapie entspre-
chend der genetischen Veranderung in den ALL-Zellen erhalt. Die Leukamie ist eine
sehr heterogene Erkrankung mit vielen unterschiedlichen Krankheitsbildern und Ver-
laufen. Die molekulargenetische Charakterisierung der Leukamiezellen und die Zu-
ordnung der in ihrer Funktion veranderten Gene und Proteine zu differenziell veran-
derten Signalwegen werden helfen, nicht nur die Ursachen der leukamischen Trans-
formation besser zu verstehen sondern dementsprechend auch die Therapie indivi-

duell anzupassen.

1.1.1 Zytogenetische und molekulargenetische Veranderungen
Bei ungefahr 75% der ALL im Kindes-/Jugendalter werden chromosomale Aberratio-
nen numerischer oder struktureller Art, wie Translokationen, Inversionen oder Deleti-
onen (Abbildung 1.3) nachgewiesen. In der aktuellen WHO (World Health Organi-
sation) Klassifikation wird die B-Zellreihen ALL in sieben rekurrente genetische Sub-
typen unterteilt, die mit unterschiedlichen klinischen und prognostischen Eigenschaf-
ten assoziiert sind: ALL mit dem Fusionsgen BCR/ABL1 (Translokation
1(9;22)(q34;911.2)), MLL/11923.3 Translokationen, ETV6/RUNX1 (Synonym:
TEL/AML1; mit der kryptischen Translokation t(12;21)(p13;922)), TCF3/PBX1
(t(1;19)(023;p13.3)), IL3/ILH (1(5;14)(931;932)) sowie mit hyperdiploiden und hypo-

10
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diploiden Karyotypen”. Wegen ihrer hohen Frequenz bei der ALL kdnnen diese spe-
zifischen Aberrationen fir eine umfassendere und genauere Diagnose genutzt wer-

den.

Hyperdiploid
(50 Chromosomen) Hypodiploid
— 25% (<44

CRLF2
Rearrangement
6%

\ Chromosomen)
\ 2%
ERG Deletion

7%

IAMP21 __
2%

ETV6/RUNX1
1{12;21)
25%
Andere
(z.B. PAXS5) __ |
7%

MYC
Rearrangment

BCR/ABL __—
1(9:22)

3% 1(8:14). t(2:8),
— 1(8,22)
MLL p 2%,
Rearrangements _~~ - —_
8% HOX11L2—~" LyL1/  TAL1 HOX11 ™ T _TCF3/PBX1
5p35 19p13  1p32 10g24 “-MLL/ENL 1(1;19)
2,5% 1,5% 7% 0,3% 0,3% 5%,

Abbildung 1.3: Haufigkeit genetischer Aberrationen in der ALL im Kindes und Jugend-

alter
Gezeigt werden die haufigsten numerischen und strukturellen genetischen Aberrationen in BVZ- und T-ALL. Die
T-Zell-spezifischen Veranderungen sind im Diagramm in Rot dargestellt

Die haufigsten chromosomalen Aberrationen sind in Abbildung 1.3 dargestellt. Die
am haufigsten vorkommende chromosomale Translokation t(12;21) (ca. 25%) resul-
tiert in der Bildung des Fusionsgens ETV6/RUNX1, die haufigste numerische Veran-
derung ist die Hyperdiploidie (25%), mit 54 bis 55 Chromosomen im Mittel (DNA-
Index > 1,16). Beide genetischen Veranderungen sind mit einer guten Prognose as-
soziiert. Im Gegensatz hierzu zahlen eine Hypodiploidie (<44 Chromosomen), eine
BCR/ABL1 Positivitdt und MLL-Veranderungen zu den ungunstigen prognostischen
Parametern”'2"3,

Wegen der groflien Diversitat an genetischen Veranderungen bei ALL ist eine einzige
Nachweismethode unzureichend, um alle genetischen Aberrationen zu erfassen und
eine korrekte Zuordnung zu den Risikogruppen zu gewahrleisten. Zur Zeit stehen
verschiedene Techniken zur genomweiten Diagnostik wie z.B. SNP (single nucleoti-
de polymorphism) - Arrays und Array — CGH (comparative genomic hybridization)
zur Verfiigung™. Sinnvolle Ergénzungen zu diesen das gesamte Genom abdecken-
den Methoden konnen die realtime quantitative PCR (RT-gPCR) zur Bestimmung
bekannter chromosomaler Bruchpunkte, die multiplex ligation-dependent probe
amplification (MLPA), zur Charakterisierung bestimmter Schlisselgene sowie die

Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) zur ldentifizierung chromosomaler Veran-

11
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derungen, sein.

Der zurzeit jedoch wichtigste unabhangige Prognosefaktor ist die Beurteilung des
Ansprechens auf die Therapie durch die sensitive und spezifische Erfassung der leu-
kamischen Resterkrankung (minimal residual disease, MRD) an bestimmten Thera-
piezeitpunkten mit Hilfe von RT-qPCR und/oder FACS. Die Intensitat der Behandlung
kann basierend auf den Ergebnissen dieser Analysen entsprechend angepasst und
sowohl die Heilungsraten erhoht als auch die durch die Chemotherapeutika hervor-

gerufene Toxizitat minimiert werden'®8,

1.2 Die Transkriptionsfaktoren ETV6 und RUNX1

1.2.1 Der Transkriptionsfaktor ETV6

Die ETS-Proteine (E26 transformation-specific sequence)’”®

, zu denen der Tran-
skriptionsfaktor ETV6 (ETS-variant 6; Synonym: TEL, translocation ETS leukemia)
gehort, stellen eine der groften Gruppen signalabhangiger Transkriptionsregulatoren
dar, die sowohl in die normale Proliferation und Differenzierung von Zellen als auch
in die Tumorgenese eingreifen. Der Transkriptionsfaktor ETV6 zeichnet sich durch
zwei Besonderheiten aus: Er ist haufig an der Entstehung von Neoplasien beteiligt
und besitzt meist eine transkriptionelle Repressoraktivitat'®. Untersuchungen am
Mausmodell haben gezeigt, dass ETV6 fur die Embryonalentwicklung und Hamato-
poese der Maus essenziell ist. Knockout-Versuche zeigten, dass es zu Fehlentwick-
lungen in der Angiogenese des Dottersacks kommt, welche letztendlich zum embry-

onalen Tod fiihrten®%?",

Genstruktur

Das fur ETV6 codierende Gen ist auf Chromosom 12 im Lokus 12p13 lokalisiert und
besteht aus sechs (Isoform 1b) bzw. acht (Isoform 1a) Exons. Die Initialisierung der
ETV6-Transkription kann von zwei Startcodons erfolgen, und resultiert in eine der
beiden Isoformen dieses kernlokalisierten Proteins (452 AS und 409 AS). Beide Isof-
ormen enthalten die evolutionar konservierte N-terminale SAM (sterile alpha motif) -
Domane (Synonyme: helix-loop-helix, HLH, oder pointed, PNT), die zentrale Repres-
sionsdomane sowie die C-terminale ebenfalls konservierte ETS, DNA-bindende Do-

mane. Der kiirzeren Isoform fehlt die N-terminale MAPK-Konsensussequenz?2.

12



Einleitung

Proteinstruktur und Funktion

Eine Besonderheit von ETV6 ist dessen SAM-Doméne. Die SAM-Domane besteht
aus einer hochkonservierten Aminoduresequenz, uber die Co-Repressoren wie
mSin3A, SMRT und N-CoR gebunden werden. Des Weiteren erfolgt Uber die SAM-
Domaéne die Polymerisierung mit ETV6 bzw. dem ETV6/RUNX1 Fusionsprotein. Die-
se wiederum rekrutieren Histondeacetylasen (HDAC), was zu einer Kondensation
des Chromatins fiihrt, so dass keine Transkription stattfinden kann®>*%°. Uber die sehr
haufig vorkommende DNA-Sequenz C/AGGAA/T konnen ETS-Proteine, einschliel3-
lich ETV6, mit sehr hoher Affinitdt an die DNA binden und Uber die durch Polymeri-
sierung des ETV6 verstarkten repressorischen Eigenschaften die Transkription in
den betroffenen DNA-Regionen stark reprimieren®. Die posttranslationale Aktivie-
rung, die Interaktion mit anderen Proteinen sowie die Spezifitat gegeniber den Ziel-
genen (z.B. Fli1?” und Stromelysin-1?"?%) wird bei vielen ETS-Proteinen, einschlieR-
lich ETV6, Uber die Phosphorylierung durch MAP-Kinasen gesteuert?*?°**°. Durch
Genexpressionsstudien von Zellen mit induzierter ETV6-Expression konnten 87 diffe-
renziell regulierte Gene identifiziert werden, u.a. das Tumorsupressorgen p53, des-

sen Expression durch ETV6 wahrscheinlich indirekt hochreguliert wird>".

Beteiligung von ETV6 bei Neoplasien

Der Genort des Transkriptionsfaktors ETV6 ist haufig an chromosomalen Transloka-
tionen in hamatologischen Neoplasien beteiligt, die zur Bildung von chimaren ETV6-
Fusionsgenen filhren, wie z.B. ETV6/PDGFRRB, -/ABL, -/JAK2, -/SYK, -/NTR3**3*
oder ETV6/RUNX1** und MN1/ETV6%. Die durch die repressorischen Eigenschaften
des ETV6 in ihrer Funktion beeintrachtigten Partnerproteine kdnnten einen Mecha-
nismus darstellen, der fur die Entstehung von Neoplasien verantwortlich ist.

In Leukamien mit ETV6-Translokation, wie z.B. in ETV6/RUNX1 positiven ALL, ist
das zweite ETV6-Allel, das nicht an der Translokation involviert ist, haufig
deletiert®®*"°. Diese Beobachtung lasst die Schlussfolgerung zu, dass der Verlust
der normalen ETV6-Funktion die Pathogenese der Erkrankung fordert bzw. dass das
Wildtyp-ETV6 mit den onkogenen Eigenschaften des ETV6-Fusionsproteins interfe-

riert.
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Abbildung 1.4: Bruchpunkte im ETV6-Gen und Fusionspartner von ETV6*

1.2.2 Der Transkriptionsfaktor RUNX1
Zur RUNX-Familie gehoren die drei Transkriptionsfaktoren RUNX1, RUNX2 und
RUNX3, welche von unterschiedlichen Genen codiert werden: RUNX1/CBF2a ist auf
Chromosom 21922, RUNX2/CBFa3 auf Chromosom 1p36 und RUNX3/CBFa1 auf
Chromosom 6p21 lokalisiert*'. Synonyme Bezeichnungen fur RUNX1 (Runt-related
transcription factor1) sind AML1 (acute myeloid leukemia1), CBF2a-subunit (core-
binding factor-2a) und PEBPZ2a (polyoma virus enhancer-binding protein-2a subunit).
Knockout-Versuche in Mausmodellen haben gezeigt, dass der Transkriptionsfaktor
RUNX1 essenziell fur die normale fotale Hamatopoese ist und in der adulten Hama-
topoese ebenfalls eine wichtige regulatorische Funktion innehat*?*°. Weitere Experi-
mente wiesen darauf hin, dass die Proteinisoformen RUNX1a und RUNX1c wichtig
fur die fruhe (embryonale) und RUNX1b fur die spatere (adulte) Hamatopoese sein
konnten*”*®, RUNX1 hat offenbar vor allem eine Schliisselfunktion in der Generie-
rung von hamatopoetischen Stammzellen aus vaskularendothelialen (embryonalen)
Zellen®, bei der die transkriptionelle Hochregulation von RUNX1 durch den Notch-

Signalweg von Bedeutung ist*°.

Genstruktur

RUNX1 ist Teil des heterodimeren core-binding factor (CBF)-Komplexes, bestehend
aus den Untereinheiten CBFa und CBFR. Die CBFa-Untereinheit kann durch ver-

schiedenen Gene codiert werden, die alle zur RUNX- Familie gehoren.
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Abbildung 1.5: RUNX1: Struktur und DNA-Interaktion®
Die RUNT Doméane bindet mit dem C-Terminus (ail) in die grofie Furche der DNA und mit dem wing in die kleine
der DNA. Die RUNT-Doméne interagiert mit einem 134 Aminosauren langen Bereich mit der CBFR-Untereinheit.

RUNXT1 codiert fUr verschiedene, durch alternative Transkriptionsstartunkte und al-
ternatives splicing gebildete Protein-Isoformen, von diesen sind drei in Abbildung 1.5
gezeigt. Am haufigsten wird die RUNX1-b Isoform, mit zusatzlichen funf N-terminal
lokalisierten Aminosauren vom proximalen Promotor (P2) ausgehend, transkribiert.
Die RUNX1-c Isoform wird nur in einigen Veréffentlichungen erwahnt®'®®. Die
RUNX1-c Isoform wird vom distalen Promotor (P1) aus transkribiert, was dazu fihrt,
dass das Transkript flr zusatzlich 32 Aminosauren codiert, die die anderen Isofor-
men nicht besitzen. Die Expression der RUNX1-a Isoform wird ebenso wie die der
RUNX1-b Isoform Uber den P, Promotor reguliert und besitzt die RHD. Nach heuti-
gem Wissensstand zeigen die RUNX1 Isoformen keinen deutlichen funktionellen Un-

terschied in den hamatopoetischen Stamm- bzw. Progenitorzellen (HSPCs).*%%*

1 60 177 250
RUNX1-a | | RHD |

1 60 177 453
RUNX1-b | [ RHD | VWRPY]

1 87 177 480
RUNX1-c [ ] | RHD | VWRPY |

Abbildung 1.6: Die wichtigsten RUNX1-Isoformen®®
RHD:  Runt-homology-domain; VWRPY: repression domain®

Die Aktivitat von RUNX1 kann z.B. durch posttranslationale Modifizierungen, wie z.B.
Methylierung®’, Phosphorylierung®*®°, Acetylierung, durch Bindung von RUNX3®

oder Zyklin D3% sowie durch Ubiquitinierung®® reguliert werden.
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Proteinstruktur und Funktion

Allen RUNX-Proteinen ist die hochkonservierte RHD gemeinsam, die ihren Namen
der strukturellen Homologie zum Drosophila Segmentierungsgen runt verdankt®*©°.
Die RHD ist fur die DNA-Bindung sowie fur die Heterodimerisierung mit der CBFR3-
Untereinheit verantwortlich® (Abbildung 1.5). Die CBFR-Untereinheit, die selber nicht
an die DNA bindet, stabilisiert die CBFa-Untereinheit und verstarkt die DNA-
Bindungsaffinitit der CBFa-Untereinheit um das 10 bis 20-fache®®. Uber die Konsen-
sussequenz YGYGGT (Y= Pyrimidin-Base; T oder C) erkennt und bindet die RHD
aller RUNX-Proteine an die entsprechenden Promotor- und Enhancer-Regionen und
fuhrt, je nachdem welche Co-Faktoren involviert sind, zu einer Aktivierung bzw. Re-
pression der RUNX Zielgene®?. Bisher bekannte RUNX1 Zielgene sind u.a. IL-3,
CDKN1A, GM-CSF, M-CSFR, FLT3, c-kit, CD36, MDR1, TCR, IGFBP-3, p21, Bcl2,
STAT3, PU.1, c-myb/fos und MPO®*"-",

Im Folgenden wird nur der Transkriptionsfaktor RUNX1 eingehender erlautert, da
sich die vorliegende Dissertation nicht mit den Transkriptionsfaktoren RUNX2 und
RUNXS3 beschaftigt. RUNX1 ist flr die normale Hamatopoese und flr die B- und T-
Zell-Differenzierung von essenzieller Bedeutung®®. Mausversuche haben zeigen
konnen, dass die Inaktivierung von RUNX1 zu einem fruhen Differenzierungsstopp in
der Hamatopoese und letztendlich zum embryonalen Tod durch starke Blutungen im
zentralen Nervensystem (ZNS) sowie im sich entwickelnden Riickenmark fiihrt®°.
Weitere Veroffentlichungen zeigten, dass das aus funf Aminosauren bestehende
VWRPY Motiv am C-terminus des RUNX1 durch seine Wechselwirkung mit dem
Transkriptions- Co-Repressor Groucho/transducin-like enhancer of split (TLE) wahr-
scheinlich an der Repression von RUNX1 und beteiligt ist®®®!. Versuche am Maus-
modell zeigten, dass transkriptionell aktives RUNX1 eine entscheidende Rolle bei der
frihen Hamatopoese spielt®"®2. Der heterozygote RUNX1-knockout resultiert in einer
Abnahme von B-Vorlauferzellen und deren verminderter Fahigkeit, zu

differenzieren*>%3,

Beteiligung von RUNX1 an Neoplasien
RUNX1 und CBFR sind die am haufigsten deregulierten Gene in Leukamien. Sie sind

hauptsachlich in chromosomale Translokationen involviert, welche in die Bildung von
chimaren Proteinen resultieren®. Die funktionelle Bedeutung von RUNX1 als Tran-
skriptionsfaktor wurde erstmals bei der AML durch seine Beteiligung an der Translo-
kation t(8;12) mit dem resultierendem Fusionsgen RUNX1/ETO entdeckt®. Spatere
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Studien zeigten, dass RUNX1 ebenfalls sehr haufig in chromosomale Translokatio-
nen bei BVZ-ALL involviert ist®®®’,

1.2.3 Die Translokation t(12;21)
Die grofte durch ein Fusionsgen charakterisierte ALL-Subgruppe im Kindesalter (ca.
25%) zeigt die chromosomale Translokation t(12;21)(p13;922) mit dem resultieren-
den chimaren Transkriptionsfaktor ETV6/RUNX 1368889,

Gen- und Proteinstruktur

ETV6/RUNX1 enthalt in seiner haufigsten Variante die 336 Aminosauren (AS) um-
fassende aminoterminale Region des ETV6 Proteins (Exone 1-5) und den AS-
Bereich 20-479 von RUNX1 (Exone 2-8)®. Das ca. 95 kDa (796 AS) groRe Fusions-
protein enthalt die proteinbindende Region (pointed domain; PD) und die central re-
pression domain des ETV6 sowie die RHD des RUNX1 (Abbildung 1.7a)%.
ETV6/RUNX1 besitzt somit alle Eigenschaften eines funktionsfahigen Transkriptions-

91-93

faktors® ™, allerdings in einer besonderen, aberranten Kombination.
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Abbildung 1.7: ETV6/RUNX1 und dessen Wirkungsmechanismus

a) Schematische Darstellung von RUNX1, ETV6 und dem resultierenden Fusionsprotein E/R nach Zelent et al®.
b) und ¢ )zeigen ein hypothetisches Modell fiir den molekularen Wirkmechanismus von E/R%

b) Je nachdem, welche weiteren Co-Faktoren durch RUNX1 rekrutiert werden, wird entweder eine Aktivierung
oder eine Repression der Transkription initiiert.

c) Durch die Fahigkeit von E/R, Homo-/Heterodimere zu bilden, und durch Rekrutierung von Co-Repressoren,
wie N-CoR und mSin3A, bildet sich ein stabiler Repressorkomplex, der die Transkription von E/R Zielgenen
hemmt.

Charakterisierung und Funktionsweise des Fusionsproteins

Wie in den vorherigen Abschnitten erlautert, sind die Transkriptionsfaktoren ETV6

und RUNX1 elementare Regulatoren der Hamatopoese**">%%_ Deren Fusionspro-
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dukt ETV6/RUNX1 interferiert entscheidend mit dieser Regulation und bewirkt eine
veranderte Funktion der hamatopoetischen Transkriptionsfaktoren ETV6 und
RUNX1"997%8 " die in der Struktur des Fusionsproteins begriindet ist. Zum jetzigen
Zeitpunkt geht man davon aus, dass ETV6/RUNX1 mit dem endogenen RUNX1 um
dieselben Promotorbereiche ihrer Zielgene konkurriert und dass das N-terminal im
Fusionsprotein gelegene ETV6 Co-Repressoren wie z.B. N-CoR, mSin3A und Histo-
ndeacetylasen (HDAC) rekrutiert'®. Dies filhrt zu einer Kondensation der Chromatin-
struktur und somit zu einer Repression der Zielgene. Dies bedeutet, dass die Ex-
pression von ETV6/RUNX1 v.a. eine Inaktivierung von Genen bewirkt, die normaler-
weise durch RUNX1 aktiviert werden (Abbildung 1.7b und c)*.

Untersuchungen an verschiedenen Tiermodellen haben in den letzten Jahren ge-
zeigt, dass diese fehlregulatorische Eigenschaft von ETV6/RUNX1 letztlich die Ent-
stehung multipotenter Progenitorzellen und praleukamischer Zellpopulationen mit
einer Differenzierungsblockade im Ubergang vom Pro-B- in das Pra-B-Stadium for-
dert, aus denen sich nach Erwerb zusatzlicher Mutationen B-Vorlauferzell-ALL (BVZ-
ALL) entwickeln kénnen’"%". Wie das Fusionsprotein diesen praleukdmischen Pha-
notyp induziert und welche molekularen Zielstrukturen fehlreguliert werden, ist weit-
gehend unbekannt. Zum jetzigen Zeitpunkt geht man davon aus, dass ETV6/RUNX1
nicht ausschlieBlich fur die maligne Transformation verantwortlich ist. Entsprechend
der ,Greaves-Hypothese® stellt die Bildung des Fusionsgens ETV6/RUNXT den initia-
len Schritt in der Pathogenese ETV6/RUNX1-positiver ALL dar (first hit)*. Das Fusi-
onsgen entsteht wahrend der fotalen Hamatopoese in einer BVZ, die zu einem pra-
leukamischen Klon expandieren kann'®,

Zwillingsstudien und retrospektive Studien mit Nabelschnurblut von Neugeborenen
zeigten zum einen, dass die ETV6/RUNX1-exprimierenden fotalen Zellklone expan-
dieren und fur mehr als ein Jahrzehnt in einem Ruhestadium verharren kénnen, be-
vor es zum Ausbruch der Erkrankung kommt'®'. Zum anderen ergaben diese Stu-
dien, dass weitere postnatale genetische Ereignisse, sogenannte second hits not-
wendig sind, damit sich eine klinisch manifeste Leukamie ausbildet. Ein solcher se-
cond hit kdnnte die Deletion des zweiten endogenen ETV6-Allels sein, die besonders
haufig in ETV6/RUNX1 positiven ALL gefunden wird**°%1%%1% Neben dem bereits

>107.108 ynd eigenen'®® genomweiten

genannten ETV6 wurden in veroffentlichten
hochauflosenden aCGH-Analysen von primaren ETV6/RUNX1-positiven ALL weitere
Gene mit rekurrenten, moglicherweise kooperierenden sekundaren Mutationen iden-

tifiziert (z.B. CDKN2A, RUNX1, PAX5, CD200, BTLA, TBL1XR1, TROVEZ2, GLRX2,
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CDC73, B3GALT2, NR3C2, NR3C1, EBF1, CCNC, ARMC2, SESN1 und BTGT).
Diese Gene beeinflussen unterschiedliche Signalwege, die biologische Prozesse wie
z.B. Apoptose, Zellzyklus, lymphoide Entwicklung und Tumorsuppression kontrollie-
ren. Weitere moglicherweise kooperierende second hits wurden mit Hilfe von Exom-
Sequenzierungen''® und mit einem Mausmodell gefunden, das die Leukdmogenese
ETV6/RUNX1-positiver ALL weitgehend wiedergibt'''. Ein genereller Effekt leuka-
miespezifischer aberranter Fusionsproteine mit Beteiligung von Transkriptionsfakto-
ren ist die fehlregulierte Veranderung der Chromatinstruktur im Bereich ihrer Zielge-

ne112,113-

Klinische Relevanz der ETV6/RUNX1-positivitat bei ALL-Rezidiven im

Kindesalter

Die Wahrscheinlichkeit des EFS (pEFS, probability of EFS) von Kindern mit einer
ETV6/RUNXT-positiven ALL ist signifikant besser als von Kindern mit einer
ETV6/RUNX1-negativen ALL'*"11° " patienten mit ETV6/RUNX1-Translokation
rezidivieren jedoch zu einem spateren Zeitpunkt als Patienten mit ETV6/RUNX1-
negativer ALL. Folglich, obwohl die Translokation mit einer eher giinstigen Prognose
assoziiert ist'"*""® (Abbildung 1.8), bildet v. a. der dhnlich hohe Anteil bei initialer Er-
krankung und beim Rezidiv die Grundlage weiterer klinisch-biologischer Analysen

und Diskussionen.

pEFS

—— E/R* n=166, cens. n=117, pEFS (18 years) =63% +4%
E/R n=673, cens. n=279, pEFS (18 years) = 38% £ 2%

0,24

000 3 % é§ & i 12 i4 16 18 20
Beobachtungszeit (Jahre)

Abbildung 1.8: pEFS bei rezidivierter ETV6/RUNX1 positiver ALL
Kaplan-Maier-Uberlebenskurve von Patienten mit E/R positivem (n=166) vs. E/R negativem ALL-Erstrezidiv
(n=673), die in der Studie ALL-REZ BFM 96 und 2002 eingeschlossen waren. Die pEFS unterschieden sich nach
18 Jahren signifikant (p<0,01)

(unverdffentlichte Daten, PD Dr. C. Eckert, Studie ALL-REZ BFM, Charité Berlin))

Die Wirkung des Fusionsonkoproteins ETV6/RUNX1 ist letztlich wenig geklart. Uber
die ETS-Domane des ETV6-Anteils kann es Polymere mit sich selbst bzw., wenn das
2. Allel nicht deletiert ist, mit dem ETV6-Wildtyp-Protein bilden. Durch Rekrutierung

von Co-Faktoren (N-CoR, mSin3A) und Co-Repressoren, wie HDAC, hemmt dieser
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Komplex die Transkription bestimmter eigentlich durch RUNX1 regulierter/aktivierter
Gene®'?. Noch ist unklar, weshalb die Fusion von ETV6 und RUNXT alleine nicht
ausreicht und immer ein second hit notwendig ist, um eine maligne Transformation
der Zellen zu bewirken. Die Bedeutung von ETV6/RUNX1 in der Leukdmogenese
kann sich jedoch moglicherweise durch das durch ETV6/RUNX1 verursachte veran-

derte Genexpressionsmuster in den hamatopoetischen Zellen erklaren.

1.3 ETV6/RUNX1 positive ALL im Kindesalter

Studien haben ergeben, dass die Bildung des Fusionsonkoproteins ETV6/RUNX1 ein
wichtiges leukamieauslosendes Ereignis (first-hit) sein kann. Die Expression von
ETV6/RUNX1 fuhrt zu einem Arrest in der B-Zellentwicklung, einer verstarkten Re-
generation der Vorlauferzellen und verandert die Regulation der Apoptose®. Es wird
daher angenommen, dass die Expression von ETV6/RUNX1 wahrscheinlich die Ent-
stehung eines langsam wachsenden préleukamischen Klons begiinstigt'?'. Erst nach
dem Auftreten von mindestens einer weiteren Mutation (second hit), kommt es zur
klinischen Manifestation der Leukamie®'?2. Wahrend bisher erschienene Veréffentli-
chungen zeigten, dass Microarray-Analysen ein fir die ETV6/RUNX1 positive ALL
spezifisches Genexpressionsprofil ergeben, ist uber die molekularen Mechanismen

der Leukamieentstehung bisher nur wenig bekannt.

1.3.1 Genomweite Genexpressionssignaturen
Genomweite Genexpressionsstudien belegen einerseits die Heterogenitat leukami-
scher Blasten und zeigen andererseits, dass die ETV6/RUNX1 positive ALL charak-
teristische Expressionsprofile aufweist, die sich deutlich von den Profilen anderer
Leukamiegruppen unterscheiden'®'?®. In unserer Arbeitsgruppe konnte durch pros-
pektive Analysen der Genexpressionsprofile (Affymetrix-HG-133A Oligonukleotid-
Chip) primarer ALL-Zellen von 60 Kindern zum Zeitpunkt des Rezidivs nachgewiesen
werden, dass ETV6/RUNX1 positive ALL-Rezidive sich klar im Expressionsmuster
von der ETV6/RUNX1 negativen Gruppe abheben'®. Dariiber hinaus konnte gezeigt
werden, dass Lymphoblasten von Patienten mit sehr frithem ALL-Erstrezidiv durch
ein distinktes Genexpressionsmuster, insbesondere durch die Uberexpression von
Genen des spaten Zellzyklus und eine erhdhte Zellproliferationsrate gekennzeichnet
sind'®. Diese Studien erbrachten den Nachweis, dass Microarray-
Genexpressionsanalysen sich durch eine hohe Genauigkeit auszeichnen und eine

robuste Technologie flr die Diagnose von malignen hamatologischen Erkrankungen
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darstellen. Sie legen aulerdem nahe, dass in ETV6/RUNX1T positiven ALL das Fusi-
onsgen zusammen mit weiteren genetischen Veranderungen die Aktivitat spezifi-
scher Gene/Signalwege entscheidend beeinflusst. So konnten Hong et al. mit
Microarray-Genexpressionsanalysen zeigen, dass ETV6/RUNX1 positive hamatopo-
etische Progenitorzellen mit dem Phanotyp CD34* CD38"°" CD19", die wahrschein-
lichen praleukamischen Vorlauferzellen der ETV6/RUNX1 positiven Leukamie, Profi-
le einer Mischung aus Pro-B-Zell- und menschlichen Stammzell-assoziierten Genen

127

aufweisen “". Weiterhin haben Andersson et al. mittels Gene Set Enrichment Analy-

Sis gezeigt, dass sich die transkriptionellen Aktivitaten ETV6/RUNX1 positiver ALL

und normaler Pro-B-Zellen &hneln'%.

Vergleiche der Genexpressionsprofile
ETV6/RUNX1 positiver ALL mit normalen Pro-B-Zellen sollten dementsprechend leu-
kamierelevante Veranderungen besonders deutlich zeigen. Auffallend ist, dass bis-
herigen Genexpressionsstudien von Leukamien nur selten Vergleiche mit normalen

hamatopoetischen Zellen einschlieRen'?"'°.

1.3.2 Bisher identifizierte ETV6/RUNX1 Zielgene
Es existieren mehrere Studien in denen mittels Microarray-Technologie differenziell
regulierte Gene in primaren ETV6/RUNX1 positiven ALL bzw. ALL-Zelllinien im Ver-
gleich zu anderen Zellen identifiziert worden sind"**'%®. So konnte z.B. gezeigt wer-
den, dass die Expression von Survivin, einem wichtigen Apoptose-Regulator, durch
ETV6/RUNX1 beeinflusst wird"*®. Mittels ChIP-chip (microRNA-chip) konnte miRNA-
494 als ein Zielgen von ETV6/RUNX1 identifiziert werden. Die Expression von Survi-
vin wird normalerweise durch miRNA-494 reprimiert. Wird die Expression von miRN-
A-494 durch ETV6/RUNX1 gehemmt, kann anti-apoptotisch wirkendes Survivin ex-
primiert werden'®®. Eine seit einiger Zeit diskutierte Rolle von ETV6/RUNX1 in der

13132137 \wurde bereits funk-

ektopischen Erythropoetin-Rezeptor (EPOR)-Expression
tionell belegt. Torrano et al. haben gezeigt, dass ETV6/RUNX1 offenbar den EPOR
hochreguliert und so zu einem EPO-induzierten, Uber den JAK2-STAT5 Signalweg
vermittelten Zellwachstum in pramalignen Klonen und etablierten ALL fiihren kann'.
Ein weiteres in seiner Expression durch ETV6/RUNX1 beeinflusstes Zielgen ist
GranzymeB (GZMB)™°. Durch stabile Transfektion von ETV6/RUNX1 und einen
GZMB exprimierenden Vektor (pGZMB-luc) konnte in HelLa-Zellen gezeigt werden,
dass die Expression von GZMB in Anwesenheit von ETVG6/RUNX1 herunterreguliert
wird. Als Vergleich dienten stabil ETV6/RUNX1 exprimierende HelLa-Zellen ohne den

pGZMB-luc-Vektor. In einer weiteren Studie wurde anhand von Knochenmarkzellen

21



Einleitung

von vier Patienten mit ETV6/RUNX1 positiver BVZ Leukdmie sowie mit der murinen
BA/F3ER Zelllinie direkte und indirekte durch ETV6/RUNX1 in ihrer Expression beein-
flusste Gene bzw. Proteine mittels verschiedener Methoden identifiziert: Durch die
Verwendung der Chromatin-Immunoprazipitation in Kombination mit Maus-Promotor-
Array Analysen (Chip-on-Chip) wurden ETV6/RUNX1 Bindungsbereiche identifiziert.
Weiterhin wurden direkte und indirekte, von der ETV6/RUNX1-Bindung an den Pro-
motor unabhangige, regulatorische Effekte der ETV6/RUNX1 Expression mittels
stable isotope labelling by amino acids in cell culture (SILAC) untersucht'®®, dabei
wurden 56 durch ETV6/RUNX1 in Expression beinflusste Gene identifiziert. Diese
hatten u.a. negative Effekte auf die Zellproliferation und positive Auswirkungen auf

die Zellmigration.
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2 Ziel dieser Arbeit

Die ALL ist eine akut auftretende, klinisch und biologisch heterogene Erkrankung und
die haufigste Neoplasie im Kindes-/Jugendalter. Trotz der sequenziellen Verbesse-
rung risikoadaptierter ALL-Therapieprotokolle erleiden 20 - 25% aller Patienten ein
Rezidiv und/oder sterben an ihrer Erkrankung. Um die Heilungsraten weiter zu ver-
bessern, ist es deshalb essenziell, die Ursachen der leukdmischen Transformation
besser zu verstehen und neue therapeutische Angriffspunkte zu identifizieren. Aktu-
ellen Forschungserkenntnissen zufolge kann ein praleukamischer Zellklon bereits
pranatal aus einer hamatopoetischen Stamm- bzw. Vorlauferzelle durch leukamie-
spezifische Fusionsproteine entstehen, wie z.B. ETV6/RUNX1, die das Resultat
chromosomaler Translokationen darstellen’®'*!. Erst durch die Akquisition weiterer,
sekundarer genetischer Veranderungen, wie z.B. Deletion des zweiten ETV6-Allels,
erfolgt die vollstandige leukamische Transformation.

Umfangreiche Forschungen in den letzten Jahren haben sich u.a. mit der Fragestel-
lung beschaftigt, wie der chimare Transkriptionsfaktor ETV6/RUNX1 zu der Leuka-
mogenese beitragt bzw. wie die komplexen Prozesse, die fur die Transformation ei-
ner normalen Zellen in eine ,entartete Zelle“ verantwortlich sind, reguliert werden und
welche Einflisse diese Fehlregulationen auf die genotypische und phanotypische
Auspragung des Krankheitsbildes haben. Diese Fragestellung ist bisher nur in An-

satzen geklart worden.

Ziel dieser Promotionsarbeit ist die Identifizierung von DNA-Bindungsstellen und da-
mit von Zielgenen des leukamiespezifischen chimaren Transkriptionsfaktors
ETV6/RUNX1 und deren Einordnung in zellulare Prozesse, die letztendlich zur Aus-
pragung der Leukamie fihren. Um diese Fragestellungen zu untersuchen, wurden
folgende Versuche und Analysen durchgeflhrt:

1. ETV6/RUNX1 ChlIP-Seq Analysen von den ETV6/RUNX1 positiven humanen
Pra-B Leukamie-Zelllinien REH und UoC-B6 sowie von primaren ALL-Blasten
aus Knochenmarkproben von Kindern mit ETV6/RUNX1 positiver ALL unter
Verwendung von spezifischen ETV6- und RUNX1-Antikorpern.

2. ldentifizierung potenzieller ETV6/RUNX1 Zielgene

3. Zuordnung der identifizierten ETV6/RUNX1- Zielgene zu Signalwegen und
biologischen Prozessen.

4. Etablierung eines gezielt gesteuerten, shRNA vermittelten ETV6/RUNX1
knockdown in REH und UoC-B6-Zellen
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Medien und Zusatze

Bezeichnung

Ampicillin

Blasticidin S Hydrochlorid
Fotales Bovines Serum (FBS)
IMDM

Interleukin-3, Mouse, Recombinant
PBS

Penicillin/Streptomycin
Puromycin Dihydrochlorid

RPMI

SOC-Medium

Tetracyclin Hydrochlorid; 500 mg
Trypsin/EDTA

Firma; #Artikelnummer

Carl Roth; #K029.1

Carl Roth; #CP14.2

Biochrom; #S0115

Life Technologies; #21980065
Merck; #407631-10UG
Biochrom; #L1825

Biochrom; #A2213
Sigma-Aldrich; #P8833-10MG
Biochrom; #FG1385

Life Technologies; #15544-034
Thermo Fisher Scientific; #10695272
Biochrom; #L2143

3.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung

0.5 M EDTA.pH8.0

0.5 M EGTA (pH 8.0)

0.5 M Natriumfluorid (NaF)

1 kb DNA-Leiter

1 M Hepes (pH 4,5)

1 M Tris-HCI.pH8.0

1 M Tris-HCI pH8.0 (UltraPure™ )
10 mM dNTPs

10x Tris-Glycine-SDS PAGE
2-Mercaptoethanol
2-Propanol

5 M Natriumchlorid

Agarose

Firma; #Artikelnummer

Life Technologies; #15575-038
VWR; # 437013D

Merck; #1064500025

Peglab; #25-2030

Life Technologies; #15630-080
Life Technologies; #15568025
Life Technologies; #15568-025
Life Technologies; #18427013
National Diagnostics; #902702
Sigma-Aldrich; #M-6250

Carl Roth; #618944
Sigma-Aldrich; #56546-1L
Serva; #11404
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Bezeichnung

Agencourt CleanSEQ-Dye Terminator Removal
Ammoniumpersulfat (APS)

AmpliTaq Gold® DNA Polymerase

Antarctic Phosphatase

Betaine monohydrate

BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
Biocoll-Trennldsung

Bovines Serum Albumine (BSA)
Bromphenolblau

Calciumchlorid

cOmplete Protease Inhibitor Cocktail (PIC)
cOmpleteMini Protease Inhibitor Cocktail (PIC)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dynabeads® Protein G

Essigsaure

Ethanol (Absolut)

Exonuclease |

Formaldehyd (37%)

Formaldehyd (w/v) Methanol-frei (16%)

Fotales Kalberserum (FKS)
Glycerol

Glycine

Glykogen (20mg/ ml)
Lithiumchlorid (LiCl)

Methanol
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Natriumacid

Natrium-Deoxycholat
Natrium-Orthovanadate (Na3VO4)
N-Lauroylsarcosine

NP-40 (IGEPAL® CA-630)
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Firma; #Artikelnummer
Beckman Coulter; #A29151

Carl Roth; #9592.3

Life Technologies; #4311820

New England Biolabs; #M0289S
Sigma-Aldrich; #B2754-500G

Life Technologies; #4337456
Biochrom; #L6113

Sigma-Aldrich; #A9418

Merck; #1.00165.0500
Sigma-Aldrich; #C5080

Roche; #1697498

Roche; #11836153001
Sigma-Aldrich; #D5879

Life Technologies; #100-03D
Merck; #1.0006325.11
Sigma-Aldrich; #32205-1L

New England Biolabs; #M0293S
Thermo Fisher Scientific; #14-
650-250
Thermo
#614128
Sigma-Aldrich; #A-7906
Sigma-Aldrich; #G5516
Serva; #23390.04
Roche; #10901393001
Sigma-Aldrich; #L7026
Merck; #1.0600925.11
Sigma-Aldrich; #T7024

Fisher Scientific;

Sigma-Aldrich; #S-8032
Sigma-Aldrich; #D5670
Merck; #567540-5GM
AppliChem; #A1163
Sigma-Aldrich; #18896
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Bezeichnung

Orange G

Page Blue Protein Staining Solution

Paraformaldehyd
PBS Lésung
Pefabloc®

peqGOLD 100 bp DNA-Leiter

Phenol: Chloroform: Isoamylalkohol

Phenylmethanesulfonylfluoride (PMSF)

Platinum® Taq DNA Polymerase
poly-L-lysine

PonceauS

Power SYBR® Green PCR Master Mix

Proteinase K

Protein-Marker VI

Random Primers

RNaseA (10 mg/ml )
Roti®-Block (10x Konz.)
Rotiphorese®Gel30 (37.5:1)
Sodium Acetat

Sodium Dodecylsulfat (SDS)10%
Sodium Dodecylsulfat (SDS)

SuperScript® Il Reverse Transcriptase
SuperSignal West DURA Extended Duration

Substrate

TagMan® Gene Expression Master Mix

Thermo Scientific Shandon™ Immu-Mount™

Triton X-100
Trizma® base
Trypanblau
Trypsin/EDTA

UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water

Vectashield® mounting medium
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Firma; #Artikelnummer
Sigma-Aldrich; #0-1625

Thermo Fisher Scientific; #R0571
Fluka; #76240

Biochrom; #L1825

Carl Roth; #A154 .1

Peglab; #25-2010

Sigma-Aldrich; #77617

Carl Roth; #6367.2

Life Technologies; #10966-026
Sigma-Aldrich; # P-8920
Sigma-Aldrich; #P2395-25G

Life Technologies; #4367659
Merck; #107393

Peqlab; #27-2310

Life Technologies; #48190011
Sigma-Aldrich; #R6513

Carl Roth; #A151.1

Carl Roth; #3029.1
Sigma-Aldrich; # S-7899

Life Technologies; #15553-035
Carl Roth; #2326,2

Life Technologies; #18080044
Thermo Fisher Scientific; #1044-
5345

Life Technologies; #4369016
Thermo Fisher
#9990402
Sigma-Aldrich; #T-8787
Sigma-Aldrich; #18524
Biochrom; #L6323
Biochrom; #L.2143

Life Technologies; #10977035
Vector Laboratories; #H-1200

Scientific;
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3.1.3 Antikorper
Bezeichnung
Rabbit mAB to RUNX1, clone EPR3099
Mouse mAB to ETV6, clone 3B10
Goat pAB to ETV6 (TELN-19)
Goat pAB to RUNX1 (RUNX1(C-19))
Rabbit pAB to RUNX1 (RUNX1( H-65X))
Rabbit pAB to ETV6 (TEL(H-214)X)
Rabbit pAb to ETV6
Rabbit pAB to Actin
Rabbit mAB to ETV6, clone EPR7604
Rabbit pAb to RUNX1
Mouse mAB to GAPDH
Rabbit pAB to Histon H3
rabbit pAB to Ki-67
CD3-PE
CD 10-PE
CD19-PE
CD20-PE
CD22-PE
CD34-FITC

CD45-PerCP

Rabbit pAb Anti-ETV6 IgG
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Firma; #Artikelnummer
Epitomics; #2593-1

Sigma-Aldrich;  #WH0002120M1-
100UG

Santa Cruz Biotechnology; #sc-
8546

Santa Cruz Biotechnology; #sc-
8564

Santa Cruz Biotechnology; #sc-
28679 X

Santa Cruz Biotechnology; #sc-
11382 X

Atlas Antibodies; #HPA000264
Abcam; #ab1801

Abcam; #ab151698 [EPR7604]
Calbiochem; #PC284-100uG
GeneTex; #GTX627408

Cell Signaling; #3638S

Life Technologies; #18-0191
Becton Dickinson GmbH; #345765;
Klon SK7

Becton Dickinson GmbH; #332776;
Klon HI10a

Becton Dickinson GmbH; #345789;
Klon J25CA1

Becton Dickinson GmbH; #345793;
Klon L-27

Becton Dickinson GmbH; #337899;
Klon S-HCL-1

Becton Dickinson GmbH; #345801;
Klon 8G12

Becton Dickinson GmbH; #345801;
Klon 8G12

Atlas; #HPA000264-100U
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Bezeichnung Firma; #Artikelnummer

Rabbit pAb Anti-ETV6 IgG blocking peptide ; #HPA000264-Antigen

Rhodamine Red™-X-conjugated* AffiniPure Jackson ImmunoResearch; #711-

Donkey Anti-Rabbit IgG 295-152

Normal donkey serum Jackson ImmunoResearch; #017-
000-121

3.1.4 Primer und Sonden

3.1.41 Humane genomische DNA
CD150hgen2 Forward 5-GTTTTGGCCGAGGTGACTAC-3'
Reverse 5-ACCCGCTTCCTGTATCACTG-3'
Tagman
5'-6FAM-CATGGGAGATGAGCAATCCT--BBQ-3'
-Sonde
IGLL1hgen1 Forward 5-TCTGGCTAAACCCAAACCTG-3'
Reverse 5-TCTGTGGAGCATCTCACTGG-3'
Tagman
5'-6FAM-CCACACCTCCCTCTAGGACC--BBQ-3'
-Sonde
IGLLhgen2 Forward 5'-GGAAAGGAGGGAATGAGGAG-3'
Reverse 5-TGAGAGATGGCAGAGGGAGT-3'
Tagman 5-6FAM-TAGACAGAGAGAGGCGCTCC--BBQ-3'
-Sonde
LMBR1hgen1 Forward 5-AGTGCGGTACTGAGTGCTGA-3'
Reverse 5-TCGGAGTTCCTGTTCCTCAC-3'
Tagman
5'-6FAM-TACTCAGTGCTTGGCACTCG--BBQ-3'
-Sonde
LMBR1hgen2 Forward 5-CTTCTCGCCCATTCTGTAGG-3'
Reverse 5-GTTGGTGATGATGCCAGTTG-3'
Tagman
5-6FAM-TTGCTAGTGTCCTTTGATGCA--BBQ-3'
-Sonde
CFPhgen Forward 5-CTGCCACTTCCCTTTCTCAC-3'
Reverse 5-TTCCACCCTCCCTTAACCTC-3'
Tagman
Sond 5'-FAM6-ACAAGCTGACCACAGGGAAC--BBQ-3'
-Sonde

EPORhgen Forward 5-GCCAGGCTAGATTTTACAAGATGA-3'
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CDC5Lhgen

ACTgen

HPRTgen

GAPDHhgen1

ITGA4hgen1

RASGRP2hgen1

GZMBgen1

Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Forward
Reverse
Tagman
-Sonde

Forward
Reverse
Tagman
-Sonde

Forward

Reverse

5-GTTCTGGCTTCAGACACACG-3'
5'-AAATAGGGCATTTCCCAACC-3'
5'-GAACATCTCTGGCTCCATCC-3'
5'-CGACAACGGCTCCGGCATGT-3'
5'-AACCGGGAGGCTTCCTGTGCA-3'
5'-ACGAGCCCTCAGGCGAACCT-3'
5'-CAGGCCGAGCTGCTCACCAC-3'
5'-CCGAACCGCGTCTACGAGCC-3'
5'-AGGAGGCTCCGGGCAGATGG-3'
5-TGGTTGCCTACACCTGAAAA-3'
5'-GAGCTGTGTGACCCCAAACT-3'

5'-FAM6-ACGAAAGAACTGGACGGCT--BBQ-3'

5'-GCATCCAGGTCTCCAGTCTC-3'
5'-CAGTTCACACAGGAGGAACG-3!

5'-FAM6-CCTTTCCATTCGACCCTGT--BBQ-3'

5-CCCTCTGGTTTTGTGGTGTC-3'
5'-TCTCACACAAGCACCCAGAG-3'

3.1.4.2 Murine genomische DNA

CFPmgen1

CDC5Lmgen1

CD150mgen1

DMPKmgen1

Forward
Reverse
Tagman-
Sonde
Forward
Reverse
Tagman-
Sonde
Forward
Reverse
Tagman-
Sonde
Forward

Reverse

5-AATGCCACTTCCCTTTTTCA-3'
5'-GCCCTTTCCTAAAAGTGAGGTT-3'

5'-6FAM-TTGCATTGACCTCACACACA--BBQ-3'

5-TCACCCTAGTCTCGGACCTG-3'
5'-CCAGGCTGCAACCTTAAGAC-3'

5'-6FAM-ACTAATCAAACCGCAGGTGC--BBQ-3'

5'-AAGCCAGGGTTTGACTGATG-3'
5-TGAGAAGCCAAAGTCAGGTG-3'

5'-6FAM-ATTACAGCCCCTTTCCCAAC--BBQ-3'

5-AGCTACTTTGGGGGTCTGCT-3'
5'-CGTGAAGGACCACACAGTGA-3'
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Tagman-
Sonde
CSF1Rmgen1 Forward
Reverse
Tagman-
Sonde
ELAZ2mgen1 Forward
Reverse
Tagman-
Sonde
EPORmgen1  Forward

Reverse

5'-6FAM-CTCCTGTCACCACGTAGCGGC--BBQ-3'

5'-CCTAAGTCTCTCAAACTCCATCAT-3'
5'-ACACACCACACACCAGAGGA-3'
5'-6FAM-CCTTCAGGATCAGTTGAGCCTGGC--
BBQ-3'

5-TGCCATGTGCTGTCTAGTCC-3'
5'-GCTGGGACTAAGGGTGTGAA-3'

5'-6FAM-CCCACTGTCCTGGGAATAGA--BBQ-3'

5'-GATACTGGCTGGAGCGAGAG-3'
5'-ACAGCCACTGCCTAAACCAG-3'

3.1.4.3 Humane cDNA

ETV6/RUNX Forward

1
Reverse
Tagman-
Sonde

ABL Forward
Reverse
Tagman-
Sonde

3.1.4.4 Plasmid-DNA
shRNA_ETV6 Forward
Reverse

3.1.5 Verbrauchsmittel

Bezeichnung
Blot Paper Extra Thick
Cryordhrchen

5'-GAAGGGAAGCCCATCAACCTC-3'

5'-TGAAGCGGCGGCTCGT-3'
5'-6FAM-TCTCCCCGCCTGAAGAGCACCCAXT--PH-
3
5-TGGAGATAACACTCTAAGCATAACTAAAGGT-3'
5'-GATGTAGTTGCTTGGGACCCA-3'
5'-6FAM-CCATTTTTGGTTTGGGCTTCACACCATXT--
PH-3'

5-TCTGGGAAATCACCATAAACG-3'
5'-CCACATAGCGTAAAAGGAGCA-3'

Firma; #Artikelnummer
BioRad; #170-3966
Carl Roth; #41264

Falcon® 100mm TC-Treated Cell Culture Dish Corning; #353003
Falcon® 12 Well Clear Flat Bottom TC-Treated Multi- Corning; #353043

30



Material und Methoden

Bezeichnung

well Cell Culture Plate

Falcon® 150 mm TC-Treated Cell Culture Dish with
20mm Grid

Falcon® 15mL High Clarity PP Centrifuge Tube
Falcon® 175cm? Rectangular Straight Neck Cell Cul-
ture Flask

Falcon® 24 Well Clear Flat Bottom TC-Treated Multi-
well Cell Culture Plate

Falcon® 24 Well Polystyrene Clear Flat Bottom Not
Treated Cell Culture Plate

Falcon® 25cm? Rectangular Canted Neck Cell Culture
Flask

Falcon® 50mL High Clarity PP Centrifuge Tube
Falcon® 75cm? Rectangular Straight Neck Cell Culture
Flask

Falcon® 96 Well Clear Flat Bottom TC-Treated Micro-
test Cell Culture Plate

Farbeklvette ‘Hellendahl’, PMP

Haemacytometer Deckglaser, 22x22 mm, opt. planpa-
ral. geschl.

Heavy Paselock tube

Immobilon-P Membrane, PVDF, 0.45 pym, 26.5 cm

x 3.75 m roll

Multiply PCR Platte 96well

Optical adhesive Covers

Prazisions-Deckglaser (LxB; 24x50 mm Borosilikat-
glas)

Safe-Seal Reagiergefaly (1,5 ml)

Safe-Seal Reagiergefaly (2,0 ml)

serolog. Pipetten 1 ml steril einzeln

serolog. Pipetten 10 ml steril einzeln

serolog. Pipetten 2 ml steril einzeln

serolog. Pipetten 25 ml steril einzeln
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Firma; #Artikelnummer

Corning; #353025

Corning; #352096
Corning; #353112

Corning; #353047

Corning; #351147

Corning; #353108

Corning; #352070
Corning; #353110

Corning; #353936

Vitlab; #500817

Thermo Fisher Scientific;
#EA022022A4

VWR; #713-2535

Merck Millipore;
#IPVHO00010

Sarstedt; #721981202
Applied Biosystems;
#512274

Hecht; #10145024

Sarstedt; #72.706
Sarstedt; #72.695.500
Sarstedt; #86.1251.001
Sarstedt; #86.1254.001
Sarstedt; #86.1252.001
Sarstedt; #861685001
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Bezeichnung
serolog. Pipetten 5 ml steril einzeln
Zahlkammer nach Neubauer IMPROVED

3.1.6 Gerate

Bezeichnung
ChemiDoc™ MP Imaging System
Holten Laminair

Step One Plus
Agilent 2100 Bioanalyzer

NanoDropTM 1000 Spectrophotometer
Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic Transfer
Cell” System

BD FACSCaliburTM

Thermomixer comfort

Biomek NXp

3730 DNA Analyzer

Bandelin HD2070

BZ-9000E (BIOREVO)
Agilent 2100 Bioanalyzer

Heraeus® Megafuge® 1.0R
Multiskan Ascent 96/384 Plate Reader

Cytospin™ 4 Cytocentrifuge

Hettich Mikro 220R

BBD 6220 CO2 Incubator

Wasserbad
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Firma; #Artikelnummer
Sarstedt; #86.1171.001
Carl Roth; #7729.1

Firma; #ArtikeInummer
Bio-Rad; #170-8280

Thermo Fisher Scientific; #MS-
20101.2

Life Technologies; #4376600
Agilent Technologies;
#G2939AA

Thermo Fisher Scientific; #
Bio-Rad; #170-3940

Beckton Dickinson; #4CS
Eppendorf; #2050-120-04
Beckman Coulter; #A31841
Life Technologies; #3730S
Bandelin Electronic Berlin;
#HD2070

Keyence; #BZ-9000E
Agilent Technologies;
#G2940CA

Thermo Fisher Scientific; #
Thermo Fisher Scientific;
#P97263

Thermo Fisher Scientific;
#A78300003

Hettich Lab Technology; #MIK-
RO 220R

Thermo Fisher Scientific;
#50049176

GFL; #1003
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3.1.7 Kits

Bezeichnung Firma; #Artikelnummer

5x HOT FIREPol® EvaGreen® qPCR Mix Plus (ROX) SolisBioDyne; #08-24-00020

BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher Scientific;
#23225

DNA-free™ Kit Life Technologies; #AM1906

NucleoSpinTissue® Machery & Nagel;
#740952.50

mirVana™ miRNA lIsolation Kit* Life Technologies; #AM1560

NEBNext® ChIP-Seq Library Prep Master Mix Set for New England Biolabs;

lllumina #E6240L

Nuclear Extract Kit Active Motif; #40010

PCR Mycoplasmen - Testkit AppliChem; #A3744.0020

RNeasy Plus Mini Kit Qiagen; #74134

SimpleChlIP® Enzymatic Chromatin IP Kit Cell Signaling; #9003

GeneJET Plasmid Miniprep Kit Thermo Fisher Scientific;
#K0502

NEBNext® ChIP-Seq Library Prep Master Mix Set for New England Biolabs;

lllumina #E6240L

3.1.8 Software

Bezeichnung Anwendung Firma

StepOne Software RT-gPCR-Auswertung Life Technolo-

v2.1 gies

ImageJ Geleelektrophorese-Auswertung Frei verfugbar

ImagelLab Westernblot-Analyse BioRad

Flowing Software FACS-Analyse Frei verfugbar

FV10-ASW 4.1 Viewer Auswertung der konfokal mikroskopierten Olympus

Praparate
Primer3Plus Primer- und Sondendesign Frei verflugbar

Dartber hinaus wurden fur die Berechnung und Auswertung der ChIP-Seg-
Datensatze mit dem Excel basiertem Visual Basic (VBA) verschiedene Programme

entwickelt und geschrieben.
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3.1.9 Zelllinien

REH

Aligemein  Die Zelllinie REH wurde aus Blasten einer ETV6/RUNX1 positiven hu-
manen B-Vorlauferzell-ALL (BVZ-ALL) etabliert, die von einem 15-jahrigem Madchen
mit erstrezidivierter ALL stammen. Die Zelllinie tragt die Translokation
t(12;21)(p13;921) und exprimiert das Fusionstranskript ETV6/RUNX1. Das zweite
ETV6 Allel ist deletiert."?

Immunologie CD3’, CD10%, CD13,, CD19", CD34, CD37°, CD38", cyCD79a",
CD80", CD138", HLA-DR", sm/cylgG", sm/cylgM", sm/cykappa’, sm/cylambda"4>144
Zytogenetik Pseudodiploid 46(44-47)<2n>X,-X,+16,del(3)(p22),
t(4;12;21;16)(q32;p13;922;924.3)-inv(12)(p13922), t(5;12)(q31-932;p12),
der(16)t(16;21)(924.3;922) — Klon mit inv(5)der(5)(p15q31),+18 mit t(12;21) und
del(12), ETV6-RUNX1 Fusion und Deletion des 2. ETV6 Genlocus '%4"2°

UoC-B6

Allgemein Die Zelllinie wurde von Dr. Hanno Hock (Harvard Medical School,
Massachusetts General Hospital) zur Verfigung gestellt und wurden aus Blasten ei-
nes 8-jahrigen Madchens mit rezidivierter BVZ-ALL etabliert. Sie zeigt wie REH Zel-
len die Translokation t(12;21)(p13;921) mit der Genfusion ETV6/RUNX1'.
Immunologie HLA-DR", CD34", CD19", CD24", CD38", CD20", CD19" *°

HT1080

Allgemein Die humane Fibrosarkom-Zelllinie stammt von einem 35-jahrigen
kaukasischen Mann'*’.

Immunologie Cytokeratin7", Cytokeratin8", Cytokeratin17", Cytokeratin18*, Cy-
tokeratin19", Desmin’, Endothel’, EpCAM", GFAP", Neurofilament’, Vimentin*'*
Zytogenetik Pseudodiploid 46(44- 48), zirka 40% der Zellen zeigen Karyotypen
mit Rekombinationen, einem zusatzlichen E-Gruppen Chromosom und einem dele-

tierten C-Gruppen Chromosom (wahrscheinlich Chromosom 11)™.

HT10805R

Allgemein Die Zelllinie basiert auf dem Wildtyp der humanen Fibrosarkom-
Zelllinie HT1080, die lentiviral mit dem ETV6/RUNX1 Fusionsgen transduziert wurde.
Der Ubertragene Vektor enthalt neben der ETV6/RUNX1 Sequenz Uber eine interne
Ribosomen-Eintrittsstelle (IRES) gekoppeltes eGFP. Die HT1080%F Zellen wurden
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von Dr. Stephan Lobitz (Charité- Universitatsmedizin Berlin; Klinik fir Padiatrie m. S.

Onkologie und Hamatologie) zur Verfiigung gestellt'*®.
Ba/F3
Allgemein Bei dieser Zelllinie handelt es sich um eine IL-3 abhangige murine

Pra-B ALL-Zelllinie (BVZ-ALL) mit unklarer Herkunft'*°.
Immunologie CD11b", F4/80"
Zytogenetik Weitgehend diploider Karyotyp mit 33% Polyploidie

Ba/F3R

Allgemein  Die Zelllinie basiert auf dem Wildtyp der Zelllinie Ba/F3. Sie wurde ret-
roviral mit dem ETV6/RUNX1 Fusionsgen (Sequenz nach Zelent et al.?%; Abbildung

1.7) transduziert'®. Die Zellen wurden von Dr. Kerstin Hasse zur Verfiigung gestellt.

3.1.10 Patientenproben

ALL_#1

Allgemein  Knochenmark (KM) eines 7-jahrigen Jungens mit rezidivierter
ETV6/RUNX1 positiver ALL. Zum Zeitpunkt der ALL-Rezidivdiagnose wies der Pati-
ent einen Lymphoblastenanteil von >90% im KM auf (vor Ficoll-Separation).
Zytogenetik

Ersterkrankung: 46,XY,t(3;13)(q277;9271)[1]/47 ,idem.+21[3]/46,XY[21/47]

FISH: 40% der Kerne und 8/25 Metaphasen mit zwei ETV6/RUNX1 Fusionen
(t(12;21), zusatzlichem der(21)) und Deletion des wildtyp ETV6-Lokus.

Rezidiv: Molekular-zytogenetisch waren die aus dem Ausgangsbefund bekannte
ETV6/RUNX1-Fusion und Deletion des zweiten ETV6 Lokus in 91% der Kerne und in

6 von 8 Metaphasen wieder nachweisbar. Fur einen Klon mit einem zweiten der(21)

mit ETV6/RUNX1-Fusion, wie er im Ausgangsbefund nachgewiesen worden war,

gab es in diesem KM keinen Anhalt.

ALL_#2

Allgemein  Knochenmark eines 13-jahrigen Madchens mit zweitrezidivierter
ETV6/RUNX1 positiver BVZ-ALL. Zum Zeitpunkt der ALL-Rezidivdiagnose wies die
Patientin einen Lymphoblastenanteil von 73% im KM auf (vor Ficoll-Separation).

Zytogenetik
Ersterkrankung: t(12;21)
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Rezidiv: 46,XX; konventionell zytogenetisch waren keine klonalen Chromosomenab-
errationen nachweisbar.

Molekular-zytogenetisch wurde in 73% der Kerne und in 17 von 23 analysierten Me-
taphasen eine ETV6/RUNX1 Fusion (1(12;21)) nachgewiesen. Es wurde keine Dele-

tion des zweiten ETV6 Lokus nachgewiesen.

3.2 Methoden

3.2.1 Zellkultur Methoden

3.2.1.1  Kultivierung der Zellen
Die in der Tabelle 3.1 aufgefuhrten Zellen wurden nach dem Auftauen im entspre-
chenden Kulturmedium bei 37°C und 5% CO, mindestens einmal passagiert, bevor

Versuche mit ihnen durchgeflhrt wurden.

Tabelle 3.1 Zellkulturbedingungen

Zelllinie Kulturmedium

REH RPMI; 20% FKS; 1% Penicillin/Streptomycin
UoC-B6 RPMI; 20% FKS; 1% Penicillin/Streptomycin
Ba/F3 RPMI; 10% FKS; 1% Penicillin/Streptomycin; 10ng/ml murines IL3

HT1080 IMDM; 10% FKS; 1% Penicillin/Streptomycin

Die adhérent wachsenden HT1080- und HT1080%"-Zellen wurden, je nachdem, wel-
che nachfolgenden Versuche durchgefuhrt wurden entweder einmal mit PBS gewa-
schen, mit Trypsin/EDTA abgeldst und Zellkulturmedium aufgenommen (Einfrieren
und Passagieren) oder ohne vorheriges Waschen mit einem Zellschaber geerntet
und nach dem Uberfiihren in ein 50 ml Reaktionsgefal bei 500g fir 5 Minuten einmal
mit PBS gewaschen (ChIP).

Suspensionszellen wurden zentrifugiert (500g, 5 Minuten) und in Zellkulturmedium
resuspendiert. Die Anzahl und Viabilitat der Zellen wurde im Hamocytometer (Zahl-
kammer nach Neubauer IMPROVED) mit Trypanblau bestimmt. Der Farbstoff dringt
in geschadigte bzw. tote Zellen ein und farbt diese blau, vitale Zellen bleiben hinge-
gen ungefarbt und erscheinen lichtmikroskopisch hellleuchtend. Die Viabilitat wurde
aus dem Verhaltnis der intakten, ungefarbten Zellen gegenuber der Gesamtzellzahl

berechnet.
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3.2.1.2 Kryokonservierung von Zellen
Nach dem Zahlen der Zellen und Bestimmung der Viabilitat wurden diese entspre-
chend Tabelle 3.2 mit einer Mischung aus 90%FKS und 10% DMSO versetzt und
jeweils 1 ml der Zellsuspension in die Einfrierrdhrchen Uberflhrt. Der Anteil toter Zel-
len sollte beim Einfrieren nicht héher als 10% sein. Je hdher die Verdopplungszeit
der Zellen, desto hoher konzentriert wurden sie eingefroren. Die Zellen wurden zu-
nachst fur mindestens 24h in ein mit Isopropanol gefullten Kihlcontainern bei -80°C
aufbewahrt, um eine schonende Abklhlung der Zellen mit einer Kuhlrate von ca. 1°C
pro Minute zu gewabhrleisten. Die langerfristige Aufbewahrung erfolgte anschlief3end

in flissigem Stickstoff.

Tabelle 3.2: Zellkonzentrationen bei der Kryokonservierung

Zelllinie REH UoC-B6 HT1080 HT1080°% BalF3 Ba/F3%F

Zellzahl/ml 1 x 10’ 1x 107 1x 10° 1x 10° 5x 10° 5x 10°

3.2.1.3 Praparation mononuklearer Zellen mittels Ficoll

Puffer und Lésungen

10x Erylysepuffer: 1,55 M NH4CI; 0,M KHCO3; 10 mM Nas-EDTA
1 x Erylysepuffer: 1 ml 10x Erylysepuffer; 9 ml Wasser

Durch Ficoll-Separation wurden mononukleare Zellen aus dem KM separiert. Um
diese Zellen anzureichern und zu isolieren, wurde zunachst die Zellzahl in den KM-
Proben der Patienten bestimmt und die Proben, wie in Tabelle 3.3 aufgefihrt mit
RPMI (37°C) verdunnt. Pro Ansatz wurden 4 ml Biocoll-Trennlésung (Biochrom,
#L6113) in ein 10 ml R6hrchen gegeben und vorsichtig mit 5 ml des verdinnten Ma-
terials Uberschichtet. Nach dem Zentrifugieren (RT; 20 min; 500g; ohne Bremse)
sammelten sich die mononukledren Zellen in der Interphase und die Erythrozyten
und Granulozyten sedimentierten durch den Gradienten. Nachdem die Interphase
vorsichtig abgenommen wurde, wurden die Zellen in ein neues Roéhrchen Uberfihrt
und mit ca. dem doppelten Volumen RPMI gewaschen (10 min; 750g), anschlie3end

erfolgte die Erylyse.
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Tabelle 3.3: Verdiinnung der KM-Proben vor der Ficoll-Separation

Zellzahl Verdiinnung

bis ca. 20.000 1:3
30.000 bis 40.000 1:4
50.000 1:5
bis max. 100.000 1:10

Bei der Erylyse wurden die Erythrozyten, die an der blutig roten Farbe der Interphase
erkennbar sind, durch eine funfminutige Inkubation mit 10 ml 1x Erylyse-Puffer ly-
siert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 2 Volumen RPMI (10% FKS) inaktiviert,
anschliellend wurden die Zellen fur 10 min bei 750g abzentrifugiert, in 10 ml PBS
resuspendiert und die Zellzahl erneut bestimmt.

Fur die ChIP und ChIP-Seq Analysen wurden 2,5x 108 Zellen pro Probe fixiert, in
flussigem Stickstoff schockgefroren und bis zur weiteren Anwendung bei -80°C auf-
bewahrt. Waren mehr als 2,5x 10° Zellen vorhanden, wurden die restlichen Zellen

kryokonserviert.

3.2.1.4 Mykoplasmentest

Mykoplasmen sind sehr kleine (< 0,2 um @) parasitierende Bakterien der Klasse Mol-
licutes. Durch chronische Infektion mit Mykoplasmen kdnnen Funktionstichtigkeit,
Stoffwechsel und Wachstum sowie immunologische und biochemische Eigenschaf-
ten von Zellkulturen beeintrachtigt werden. Aus diesem Grund ist eine regelmaRige
Kontrolle aller sich in Kultur befindlichen Zelllinien notwendig. Der Nachweis von My-
koplasmen erfolgte durch PCR mit dem ,PCR Mycoplasmen-Testkit* von AppliChem
(#A3744.0020) nach Herstellerangaben.

3.2.2 Mikrobiologische Methoden

3.2.21 Transformation in E-coli XL1-Blue

Die Klonierung bzw. Transformation der Plasmid-DNA in die chemikompetenten E-
coli XL1-Blue erfolgte nach Standardprotokoll:

Nach dem Auftauen der XL1-Blue-Zellen (100 pl) auf Eis wurde 1 ul der Plasmid-
DNA (150 ng/ul) zu den Zellen gegeben und durch vorsichtiges Auf-und Abpipettie-
ren gemischt. Der Reaktionsansatz wurde fur 30 Minuten auf Eis inkubiert, anschlie-
Rend erfolgte der Hitzeschock bei 42°C im Wasserbad fur 45 Sekunden. Nach zwei
Minuten Inkubation auf Eis wurden 300 pl SOC-Medium (Life Technologies; #15544-
034) zu dem Ansatz gegeben und bei 37°C fur eine Stunde waagerecht bei 200 rpm
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geschuttelt. Pro Reaktionsansatz wurden 50 ul auf eine vorgewarmte LB-Ampicillin-
Platte (50 pg/ml Ampicillin) ausplattiert, der Rest des Ansatzes wurde bei 2000 rpm
fur drei Minuten herunter zentrifugiert und das Zellpellet mit 100 pl Medium auf eine
weitere LB-Ampicillin-Platte gegeben. Die Platten wurden Uber Nacht bei 37°C im
Brutschrank inkubiert. Von jeder Platte wurden drei Klone gepickt, in ein Bakterien-
anzuchtréhrchen mit 3 ml LB-Medium tUberfuhrt und bei 37°C Gber Nacht bei 200 rpm
geschuttelt.

Von den gewachsenen Kulturen wurden Glycerin-Kulturen angelegt und eine Plas-

mid-Praparation durchgefuhrt.

3.2.2.2 Plasmidpraparation
Fir die DNA-Plasmid-Praparation wurden 2 ml einer Ubernachtkultur verwendet. Die
Praparation erfolgte mit dem GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scienti-
fic; #K0502) nach Herstellerangaben.

3.2.2.3 Glycerin-Kulturen
Ein Teil der gewachsenen XL1-Blue wurde eingefroren. Dazu wurden pro Ansatz
250 pl Glycerin in ein 2 ml Reaktionsgefal vorgelegt, mit 750 pl der Ubernachtkultur
uberschichtet, anschlieRend kraftig gevortext und in flissigem Stickstoff schockgefro-
ren. Die Glycerin-Stocks wurden bei -80°C aufbewahrt. Dieser Bakterienstock kann

fur weitere Kultivierungen verwendet werden.

3.2.3 Molekularbiologische Methoden

3.2.3.1 DNA Isolation
Die DNA lIsolation erfolgte mit dem Kit ,NucleoSpinTissue®™ (Machery & Nagel;
#740952.50) entsprechend dem Protokoll des Herstellers.
Eine zweite verwendete Methode der DNA-Isolation, die Phenol-Chloroform-

Extraktion nach Chomczynski und Sacchi'’

. Diese wurde bei der Etablierung der
ChIP angewandt. Dazu wurden 200 ul geloste DNA mit 200 pl Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol versetzt und in ein 2 ml ,Heavy Phaselock tube“ (vwr; #713-2535)
uberfuhrt. Die Phasen wurden bei 14.000g fiur 5 Minuten separiert. Die sich in der
wassrigen Phase uber dem Gel befindliche DNA wurde in ein neues 1,5 ml Reakti-
onsgefald Uberfuhrt. Durch Zugabe von 200 mM NaCl, 30 ug Glykogen und 800 pl
100% Ethanol wurde die DNA flr mindestens 30 Minuten bei -20°C prazipitiert und

durch Zentrifugation bei 14.000g fur 5 Minuten und 4°C pelletiert. Anschlielend wur-
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de das Pellet einmal mit 500 ml 80% Ethanol gewaschen und erneut zentrifugiert.
Vor dem Resuspendieren des Pellets mit 70 yl Wasser (oder 10 mM Tris-HCI, pH
8,0) muss das Ethanol vollstandig entfernt werden.

Die Konzentrations-und Qualitatsbestimmung der DNA erfolgte mit dem NanoDrop

1000 Spectrophotometer.

3.2.3.2 RNA Isolation
Die RNA Isolation erfolgte mit zwei verschiedenen Kits nach Herstellerangaben. Zu-
nachst wurde das ,mirVana™ miRNA Isolation Kit* (Life Technologies; #AM1560)
verwendet. Da bei dieser Methode jedoch fur die RNA Extraktion Phenol-Chloroform
verwendet wird, welches gesundheitsschadlich ist, wurde auf das ,RNeasy Plus Mini
Kit* (Qiagen; #74134) umgestellt. Beide Kits ermoglichten eine Isolation der RNA mit
hoher Qualitat (2:1-Verhaltnis der 28S-und 18S-rRNA-Bande im Agarosegel). Die
Bestimmung der Konzentration und der Qualitat der eluierten RNA erfolgte mit dem

NanoDrop 1000 Spectrophotometer und durch Agarosegelelektrophorese.

3.2.3.3 Reverse Transkription

Die Reverse Transkription (RT) beschreibt den Vorgang des Umschreibens von RNA
in komplementare DNA (cDNA). Zur Umschreibung der RNA in cDNA wurde die Su-
perScriptT'VI Il Reverse Transkriptase (SuperScriptT'\’I Il RT; Life Technologies;
#18080044) verwendet. Dieses Enzym zeichnet sich durch eine reduzierte RNase H-
Aktivitat und eine erhdhte thermische Stabilitat aus.

Fiar einen Transkriptionsansatz wurden 1 uyg RNA mit 1 yl ,Random Primers® (Life
Technologies; #48190011) und 1 yl 10mM dNTPs (Life Technologies; #18427-013)
in 14 yl Reaktionsvolumen gemischt und fur 5 Minuten bei 65°C erhitzt, um die Bin-
dung der Primer zu gewahrleisten. AnschlieRend wurden die Proben schnell auf 4°C
abgekuhlt. Zu diesem Ansatz wurden 4 pl ,5x First-Strand Buffer” ,1 pl 0.1M DTT und
1 ul SuperScript™ [II RT (200 Units/ul) gegeben. Die Probe wurde durch vorsichtiges
Auf- und Abpipettieren gemischt, kurz zentrifugiert, fir 5 Minuten bei 25°C und 60
Minuten bei 50°C inkubiert. Die Inaktivierung der Reaktion erfolgte fir 15 Minuten bei
70°C. Bei einer vollstandigen Umschreibung der RNA in cDNA liegt diese in einer
Konzentration von 50 ng/ul vor. Die cDNA kann bis zur weiteren Verwendung bei -

20°C gelagert werden.
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3.2.3.4 Primer-und Sondendesign
Im ersten Schritt wurde die Sequenz der zu amplifizierenden gDNA- bzw. cDNA Be-
reiche mit Hilfe des UCSC Genome Browser (http://genome.ucsc.edu/) ermittelt. Auf
Grundlage dieser Sequenzen wurden mit dem Programm Primer3Plus Primer und
Tagman-Sonden designt. Um einen optimierten Ablauf der realtime quantitativen
PCR (RT-gPCR) zu gewahrleisten, wurden alle Primer und Sonden fur eine anneal-

ing-Temperatur von 60°C designt.

3.2.3.5 Realtime quantitative PCR
Die RT-qPCR ist eine Methode zur Vervielfaltigung und Quantifizierung von RNA
(cDNA) und DNA. Im Gegensatz zu der klassischen Endpunkt-PCR (PCR), bei der
die Amplifikate auf ein Agarosegel aufgetragen und der GroRe nach aufgeteilt wer-
den, wird bei der RT-qPCR wahrend der Amplifikation der PCR-Produkte, die qualita-
tive Zunahme des PCR-Produktes gemessen, wodurch eine genaue bzw. relative
Quantifizierung der DNA moglich ist. Bei der genauen Quantifizierung wird eine
Standardreihe mit exakt definierter DNA-Menge unter den gleichen Bedingungen
amplifiziert wie die zu quantifizierende DNA. Fir die meisten Fragestellungen ist eine
relative Quantifizierung, bei der neben der Zielgen-PCR fur alle Proben eine RT-
gPCR fur ein konstitutiv exprimiertes Referenzgen (z.B. ABL oder GAPDH) durchge-
fuhrt wird, ausreichend. Die Normalisierung der Ziel-DNA findet Uber folgende Formel

statt'®?:

ACT(Zielgen)

Relative Expression des Zielgens = Ac, (Referenzgen)

Qualitatskontrolle der Primer

Die RT-gPCR mit DNA-interkalierenden Farbstoffen (5x HOT FIREPol® EvaGreen®)
wurde durchgefuhrt, um die Spezifitat der designten Primer zu testen. Gegenuber der
Quantifizierung mit TagMan®-Sonden bietet diese Methode den Vorteil, dass im An-
schluss an die RT-qPCR eine Schmelzkurvenanalyse durchgeflihrt werden kann, bei
der die Schmelzpunkte, welche u.a. durch den GC-Gehalt und die Fragmentlange
der Amplifikate beeinflusst werden, der PCR Produkte bestimmt wurden. Waren bei
der Schmelzkurvenanalyse zwei oder mehr Produkte erkennbar, waren die Primer
nicht fur die Quantifizierung geeignet, ansonsten wurden die entsprechenden

TagMan®-Sonden mit dem Programm Primer3Plus designt. Die Quantifizierungen
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spezifischer Sequenzen von genomischer DNA (gDNA) und cDNA geschahen nur

mittels TagMan® -Sonden.

Tabelle 3.4: Zusammensetzung des EvaGreen® RT-qPCR Ansatzes

Komponente  Stammkonz. Volumen
Wasser* 10,2 ul
Master Mix 5x 3,0
Primer_F 10 uM 0,4 pl
Primer_R 10 uM 0,4 pl
DNA 10-50 ng 1,0 ul
Summe 15,0 ul

*Ultrapure DNase/RNase-Free distilled water

Tabelle 3.5: RT-qPCR Programm zur Quantifizierung mit EvaGreen®

Temp. Zeit Zyklen
Vordenaturierung  95°C 00:15:00 1
Annealing 60°C 00:00:20 40x
Denaturierung 95°C 00:00:15

DNA-Quantifizierung durch TagMan®

Die Quantifizierung von cDNA und gDNA wurde mit dem TagMan® Gene Expression
Master Mix (Life Technologies; #4369016) nach Protokoll durchgefihrt. Alle Primer

und Sonden wurden so designt, dass die optimale annealing Temperatur bei 60°C

lag.

Tabelle 3.6: Zusammensetzung des TagMan™ PCR Ansatzes

Komponente Stammkonz. Volumen
Wasser* 2,30 ul
Master Mix 2X 7,50 pl
Primer_F 10uM 0,40 pl
Primer_R 10uM 0,40 pl
Sonde_S 5uM 0,40 pl
DNA 10-50ng 4,00 pl
Summe 15,0 ul

*Ultrapure DNase/RNase-Free distilled water

Tabelle 3.7: RT-qPCR Programm fiir TagMan®

Temp. Zeit Zyklen
Aktivierung 50°C 00:02:00 1
Vordenaturieren 95°C 00:10:00 1
Denaturierung 95°C 00:00:15 45x
Annealing/Elongation 60°C 00:01:00
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3.2.3.6 Agarose-Gelelektrophorese

Puffer und Losungen

DNA Ladepuffer (6x): 60 mM EDTA; 10 mM Tris-HCI (pH8,0); 0,1% (w/v) Orange G;
60% Glycerin (v/v)

Tris-Acetat-EDTA-Puffer: 2 M Tris-Base; 0,05 M EDTA (pH8,0); 2 M Essigsaure

(TAE; 50x)

Agarosegel (2%) 2 g Agarose/ 100 ml 1x TAE-Puffer; 2 ug/ml Ethidiumbromid

Die Agarose-Gelelektrophorese erlaubt die Auftrennung von RNA und DNA aufgrund
ihrer GroRe. Die Bestimmung der FragmentgroRe erfolgte anhand eines Molekul-
massenstandards (peqGOLD 100 bp DNA-Leiter; Peglab; #25-2010).

Die Gelelektrophorese wurde verwendet, um die GrolRenverteilung der DNA Frag-
mente nach dem Nukleaseverdau und vor Chromatin-Immunprazipitation (ChlP) zu
uberprufen (Abschnitt 3.2.7). Dazu wurde ein 2% (w/v) Agarosegel (2 g Agaro-
se/100 ml 1x TAE-Puffer, 2 pg/ml Ethidiumbromid) verwendet. Die DNA Proben wur-
den vor dem Auftragen mit '/ Volumen 6x DNA Ladepuffer versetzt. Die elektropho-
retische Auftrennung erfolgte mit 1x TAE als Laufpuffer. Durch die Interkalation des
dem Agarosegels zugesetzten Ethidiumbromid mit der DNA kénnen die DNA Frag-

mente unter UV-Licht sichtbar gemacht werden.

3.2.3.7 Sequenzierung von Plasmid-DNA
Die Sequenzierung erfolgte nach der Methode von Sanger'®® mit dem BigDye® cycle
sequencing Kit (Life Technologies; #4337456). Fur die Sequenzierung wurden Pri-
mer mit dem Programm Primer3Plus designt, welche die zu analysierende Sequenz
mit einem Abstand von mind. 20 bp flankierten. Aufgrund des hohen GC-Gehaltes
von template und Amplifikat wurden alternative PCRs und Sequenzier-PCRs getes-

tet. Zwei der Methoden fuhrten zum Erfolg:

1.1.Direkte Plasmid Sequenzierung
Bei der direkten Plasmid Sequenzierung wurde die Sequenzier-PCR direkt mit dem
Plasmid, ohne vorherige Anreicherung des Amplifikats durch eine PCR, durchge-
fuhrt. Dazu wurden dem Sequenzier-PCR-Ansatz DMSO (4%) und Betain (1 M) zu-
gesetzt. Beide Chemikalien unterbinden die Ausbildung von Sekundarstrukturen im
Plasmid, senken die annealing Temperatur und erleichtern damit besonders die
Amplifikation von GC-reichen DNA Abschnitten'>.
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Tabelle 3.8 Reaktionsansatz fiir die Plasmidsequenzierung

Komponenten Endkonz. Volumina

Puffer (5x) 1x 2,2 ul
Primer 2pM 0,6 pl
BigDye® 2 ul
DMSO 4% 0,8 ul
Betain (5M) ™ 4 ul
Plasmid-DNA 500 ng 500 ng
Wasser* ad 20 ul
Summe 20 ul

*Ultrapure DNase/RNase-Free distilled water

Tabelle 3.9 Sequenzier-PCR Programm fiir Plasmid DNA

Temp. Zeit Zyklen
Vordenaturierung  95°C 00:01:00 1
Annealing 50°C 00:00:15
Elongation 60°C 00:04:00 25x
Denaturierung 95°C 00:00:30
Pause 4°C Pause 1

Die Sequenzier-PCR wurde am Pipettierroboter Biomek NXp (Beckman Coulter) mit
dem Agencourt CleanSEQ-Dye Terminator Removal (Beckman Coulter, #A29151)
aufgereinigt. Die einzelnen Schritte der Aufreinigung sind in Abbildung 3.1 darge-

stellt.

[ Agencourt

AMPure XP Binding Separation Ethanol YWash Elution Buffer  Transfer
P37 g .°d E
p- Re-om & 2 AXRITE -~
.-:": : _;:_F ' ‘;... > L q:’ t:-:“"“.': h H:'-}' i
- - £ ¥ 1y
Magnet Magret Magni —
| 1 3 4 5 b

Abbildung 3.1: Aufreinigung der Sequenzier-PCR
Ablauf nach Beckman Coulter

1. Zugabe des Agencourt CleanSEQ Reagenz und Ethanol
Bindung der Sequenzier-Produkte an die magnetischen Beads
Trennen der Sequenzierprodukte von Kontaminationen
Waschen mit Ethanol

Elution der Sequenzier-Produkte von den magnetischen Beads
Uberfihren der Sequenzierprodukte in eine neue 96-well-Platte

2

Die Sequenzierung erfolgte nach Herstellerangaben am 3730 DNA Analyzer (Life
Technologies, #3730S).
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1.2.Indirekte Plasmid Sequenzierung

1.3. Amplifikation des zu sequenzierenden Bereiches
Dem Reaktionsansatz (Tabelle 3.10) wurde DMSO in einer Endkonzentration von 4%
zugesetzt. Als Polymerase wurde die AmpliTag Gold® DNA Polymerase (Life Tech-
nologies; #4311820) verwendet. Nach der Amplifikation (Tabelle 3.11) wurden 10 ul
des PCR Produktes auf ein 2% Agarosegel aufgetragen (Abschnitt 3.2.3.6) und

uberprift ob die tatsachliche Grolie mit der erwarteten GrolRe Ubereinstimmt.

Tabelle 3.10: Reaktionsansatz fiir eine PCR mit Plasmid-DNA

Komponenten Endkonz. Volumina
Wasser* 15,88 ul
10x Buffer (mit MgCl,) 1x 2,50 pl
dNTP 0,2 mM 2,50 pl
DMSO 4% 1,00 pl
Primer Forward 0,2 mM 0,50 pl
Primer Reverse 0,2 mM 0,50 pl
DNA 10 ng/pl 2,00 pl
AmpliTaq Gold® 0,125 yl
Summe 25,00 pl

*Ultrapure DNase/RNase-Free distilled water

1.4. Aufreinigung der PCR Produkte
Die Aufreinigung der PCR Produkte erfolgte durch die Enzyme Exonuclease | (NEB;
#M0293S) und Antarctic Phosphatase (NEB; #M0289S). Zu dem Reaktionsansatz
(4,2 ul Wasser; 2,5 yl Exonuclease | Puffer; 2,7 ul Antarctic Phosphatase Puffer;
0,2 yl Exonuclease | und 0,4 ul Antarctic Phosphatase) wurden 10 pyl PCR-Produkt
gegeben und der Ansatz fur 15 Minuten bei 37°C inkubiert. Die Hitzeinaktivierung der
Enzyme fand fur 20 Minuten bei 80°C statt.

1.5.Sequenzier PCR
Wahrend der Amplifizierung (Tabelle 3.11) erfolgte der Einbau der im Reaktionsan-
satz (6 yl Wasser; 2 pl Puffer; 0,5 pl Primer [10 yM], 0,5 ul BigDye® und 1 yl aufge-
reinigtes PCR Produkt) enthaltenen Didesoxy-Nukleotide (dNTPs), die dNTPs sind
mit verschiedenen Farben fluoreszenzmarkiert, so dass nach Anregung mit einem

Laser die Nukleotidsequenz ermittelt werden konnte.
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Tabelle 3.11: PCR-und Sequenzier-PCR Programm fiir Plasmid DNA

Temp. Zeit Zyklen
Vordenaturierung 95°C  00:15:00 1
Annealing 60°C  00:01:00 40x
Elongation 72°C  00:01:00
Denaturierung 95°C  00:00:30
Pause 4°C Pause 1

Die Aufreinigung und Sequenzierung wurde wie bereits bei der Plasmid Sequenzie-

rung beschrieben durchgefuhrt.

3.2.4 Proteinbiochemische Methoden

Puffer und Lésungen

SDN Lysepuffer 0,1M Tris-HCI; 0,15M NaCl; 0,5% (w/v) Na-
Deoxycholat; 0,5% (v/v) SDS; 0,5% (v/v) NPA40;
5mM EDTA; 10 mM NaF; 1mM Pefablock + 1%
(v/iv) 10x  Protease-Inhibitor-Cocktail; 50 uM
Na3VvO4

5x Lammli Probenpuffer 60 mM Tris-HCI (pH6,8); 0,02% (v/v) SDS; 50%
(v/v) Glycerin; 10% (v/v) B-Mercaptoethanol; 12,5%
(w/v) Bromphenolblau

Trenngelpuffer 1,5 M Tris-HCI; 0,4% (v/v) SDS

Sammelgelpuffer 0,5 M Tris-HCI; 0,4% (v/v) SDS

Trenngel (12%) 7,2 ml Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1); 4,5 ml Tren-
ngelpuffer; 6,2 ml Wasser; 90 yl APS (10%); 20 pl
TEMED

Sammelgel (4%) 1,3 ml Rotiphorese® Gel 30 (37,5:1); 2,5 ml Sam-
melgelpuffer; 6,1 ml Wasser; 40 pl APS (10%); 20 pl
TEMED

10x Transferpuffer (pH 8.1-8.4) 0,25 M Tris-Base; 1,92 M Glycin

1x Transferpuffer 10% (v/v) Transferpuffer (10x); 10% (v/v) Methanol;
0,04% (v/v) SDS

Ponceau S 0,1% (w/v) Ponceau S; 5% (v/v) Essigsaure

3.24.1 Gewinnung von Zellkernextrakten
Die Gewinnung der Zellkern- und der zytoplasmatischen Fraktionen erfolgte mit dem
»Nuclear Extract Kit* von Active Motif (#40010) nach Angaben des Herstellers. Die

gewonnenen Fraktionen wurden bis zur weiteren Verarbeitung bei -80°C aufbewahrt.

3.24.2 Gewinnung von Gesamtzellextrakten

Die Gesamtzellextraktion der Proteine basiert auf der Methode von Poirel'?. NazVO,
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und der Protease-Inhibitor-Cocktail (PIC) wurden dem Puffer direkt vor dem Ge-
brauch zugesetzt. Fur den Protease-Inhibitor-Cocktail wurde eine cOmplete Mini-
Tablette (Roche; #11836153001) in 1 ml H,O geldst und 0,1 Volumen dieser Losung
fur den Lysepuffer verwendet.

Fir die Proteinextraktion wurden je 1x 10" Zellen einmal mit PBS gewaschen und in
einem 1,5 ml Reaktionsgefald in 100 ul SDN Lysepuffer resuspendiert, kraftig gevor-
text und 2 min auf Eis inkubiert. Im Anschluss wurde das Lysat mit Ultraschall homo-
genisiert (Bandelin Electronic Berlin; Bandelin HD2070, Sonotrode MS73, Stufen-
/Boosterhorn SH70G), dazu wurden die folgenden Einstellungen gewahlt: 5 Zyklen,
mit je 90% Power flr 25 Sekunden, 20 Sekunden Pause. Nach dem Ultraschall sollte
das Lysat klar und nicht mehr viskds sein. War dies nicht der Fall, wurde die Ultra-
schallbehandlung wiederholt. Die beim Ultraschall entstandenen Zelltrimmer wurden
durch Zentrifugation (14.000g; 10 min; 4°C) abgetrennt. Der Uberstand enthalt die
Proteine und wurde bis zur weiteren Bearbeitung aliquotiert und bei -80°C aufbe-

wabhrt.

3.2.4.3 Proteinbestimmung

BCA (Bicinchoninsaure Assay): Diese Methode zur Bestimmung der Proteinkonzent-
ration basiert auf der Reduktion von Cu?* zu Cu' lonen in einem alkalischen Reakti-
onsmilieu. Dabei reagieren Cu®* lonen quantitativ mit Protein zu Cu'*. Die Reduktion
ergibt einen violetten Kupferkomplex, dessen Absorption bei einer Wellenlange von
562 nm photometrisch ausgewertet werden kann. Die Farbentwicklung der Reaktion
ist direkt proportional zu der Konzentration des anwesenden Proteins.

Fir die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde der ,BCA Protein Assay Kit“ von
Thermo Fisher Scientific (#23225) nach Anleitung des Herstellers verwendet. Um die
mit der Farbreaktion interferierenden Effekte zu minimieren, wurden die Proben vor
der Messung 1:10 verdunnt. Die Proteinkonzentration der Proben wurde anhand der
mitgeflihrten BSA-Standardreihe ermittelt.

UV Absorption bei 280nm: Die meisten Proteine haben ihr Absorptionsmaximum
bei 280nm. Da jedoch auch andere Substanzen bei 280nm absorbieren, Iasst diese

Methode nur eine grobe Schatzung der Proteinkonzentration zu.

3.2.4.4 SDS Gelelektrophorese und Western Blot
Der Western Blot ist ein molekularbiologisches Verfahren zum Nachweis von Protei-

nen nach Ubertragung (Blotting) auf eine Tragermembran. Dafiir wurden die Proteine
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zunachst mit Wasser und 5x Lammli-Probenpuffer auf eine Gesamtproteinmenge
von 25 ug bis 100 ug in 20 pl eingestellt und fur 3 Minuten auf 95°C erhitzt. Die so
vorbereiteten Proben wurden auf ein 12%iges Acrylamid Gel aufgetragen und die
Proteine fur 20 Minuten bei 80V und 45 Minuten bei 180 V ihrer GroRe nach aufge-
trennt. Bei dem Immunoblot wurden die Proteine fur 1,5 Stunden bei 12 V auf eine
mit Methanol aquilibrierte PVDF Membran transferiert, anschlieRend wurde die
Membran fur 1 h mit 1x Roti-Block (Carl Roth; #A151.1) blockiert, um unspezifische
Wechselwirkungen zu minimieren. Die Immundetektion der nachzuweisenden Prote-
ine erfolgte mit dem entsprechenden in Blockierldsung nach Herstellerangaben ver-
dinnten primaren Antikdrper bei 4°C Uber Nacht. Nach mehrmaligen Waschen mit
PBS-T (PBS; 0,1% Tween) wurde die Membran mit dem entsprechenden HRP (hor-
seradish peroxidase) gekoppelten sekundaren Antikdrper fur 1 Stunde bei Raum-
temperatur (RT) inkubiert. Die Detektion der Proteine erfolgte durch Verwendung des
~SuperSignal West DURA Extended Duration Substrate“ (Thermo Fisher Scientific;
#1044-5345) mit dem ,ChemiDoc™ MP Imaging System® (BioRad). Die quantitative

Auswertung des Western Blots wurde mit ImageJ'®® gemacht.
3.2.5 Immunzytochemie

Puffer und Lésungen

Reinigungslésung 2,5 M NaOH; 60% Ethanol (absolut)

10x TBS 1,4 M NaCl; 30 mM KCI; 80mM Tris-HCI (pH 7,4)

0,3x PBS 0,3% PBS in Wasser

PBS-T 0,5% TritonX-100 in PBS

poly-L-lysine-Losung 0,1% poly-L-lysine in Wasser

Fixierlosung 4% Paraformaldehyd in 0,3x PBS

Stabilisierungslosung 1% BSA, 0,05% NaNs3 in PBS

DAPI (1mM) 10 uM in PBS

Das Protokoll fir die Immunzytochemische (IZC) Farbung von ETV6/RUNX1 bzw.

ETV6 in den Zelllinien HT1080, HT1080F, REH, Ba/F3 und Ba/F3FF basierte auf

dem Protokoll von Solovei et al."®.

Jede IZC erfolgte in vier Ansatzen:

Ansatz 1 mit primarem und sekundarem Antikorper
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Ansatz 2 mit blockiertem primarem Antikdrper und mit dem sekundaren Antikor-
per
Ansatz 3 nur mit dem sekundaren Antikorper

Ansatz 3 Kontrolle ohne Antikdrper

3.2.5.1 Saubern der Deckglaser (1. Tag)
Vor der Immunfarbung wurden die verwendeten Deckglaser von moéglichen Verun-
reinigungen, wie z.B. Fettrickstanden gesaubert und sterilisiert, dazu wurden 100 ml
Reinigungslosung zu den in einer Farbekuvette (Hellendahl) stehenden Deckglasern
gegeben und zwei Stunden unter schitteln bei RT inkubiert. Nach dem Entfernen der
Reinigungslosung wurden die Deckglaser viermal fur funf Minuten bei RT gewa-

schen.

3.2.5.2 Aussaen adharent wachsender Zellen (1. Tag)
Fir jeden Ansatz wurden die adharent wachsenden HT1080 und HT10805% im Ver-
haltnis 1:1 (50:50) auf die gesauberten Deckglaser ausgesat und Uber Nacht bei
37°C und 5% CO; inkubiert. Fur optimale Ergebnisse sollte die Konfluenz der Zellen

zwischen 80 und 90% liegen.

3.2.5.3 Beschichten der Deckglaser 1. Tag)
Um eine Adhasion der Suspensionszellen an das Deckglas zu ermdglichen, wurden
die gesauberten Deckglaser mit Poly-L-Lysin (PLL) beschichtet. Dazu wurden 300 pl
der 0,1 mg/ml PLL-L6ésung auf die Mitte der gesauberten Deckglaser gegeben und
fur eine Stunde bei RT in einer feuchten Kammer inkubiert. Anschlieend wurde das
PLL ablaufen gelassen, die Deckglaser einmal mit ddH,O gewaschen und an der Luft

trocknen lassen.

3.2.5.4 Ansetzen Blockierungslosung (1. Tag)
Durch die Behandlung des primaren Antikdrpers mit dem entsprechenden Antigen
(blocking peptide; BP) kann die Spezifitat des Antikdrpers gegenuber dem entspre-
chenden Epitop getestet werden. Je spezifischer der Antikdrper bindet desto grofder
ist die Hemmung durch das Antigen und desto geringer ist das detektierte Signal
nach Behandlung mit dem sekundaren Antikorper. Um den Antikorper zu blockieren,
wurden 0,1 pg Antikorper mit 20 ug BP in 120 pl Stabilisierungslosung bei 4°C fur 1h

unter Rotieren inkubiert.
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3.2.5.5 Aussaen der Suspensionszellen (2. Tag)
Fiir jeden Ansatz (1 bis 4) und jede Zelllinie wurden 4x 10° Zellen zentrifugiert (700 g;
5 Minuten) und das Sediment in 1,2 ml RPMI (50% FKS) aufgenommen. Je 0,3 ml
dieser Suspensionen wurden auf je ein beschichtetes Deckglas in einer feuchten
Kammer geben und fir eine Stunde bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Wahrend dieser

Zeit setzten sich die Zellen auf der Glasoberflache ab und hefteten sich an.

3.2.5.6 Immunfarbung
Nach dem Anheften der Zellen auf die Deckglaser wurde das Medium ablaufen ge-
lassen und die Deckglaser fur eine Minute mit 300 yl 0,3x PBS in einer feuchten
Kammer inkubiert. Anschlielend wurden die Zellen mit 300 pl Fixierlésung fur 10
Minuten bei Raumtemperatur behandelt. Die fixierten Zellen wurden jeweils in fol-
gender Reihenfolge dreimal fur funf Minuten mit PBS, TBS und PBS-T in Farbekuvet-
ten (nach Hellendahl) gewaschen. Die unspezifischen Bindungen wurden durch Zu-
gabe von normal donkey serum (1:20 in Stabilisierungslésung verdinnt) und Inkuba-
tion fur 30 Minuten in einer feuchten Kammer blockiert. Die Behandlung der Zellen

mit den Antikdrpern erfolgte nach dem in Tabelle 3.12 aufgefuhrten Schema.

Tabelle 3.12: Ablauf der Imnmunfarbung

Ansatz1 Ansatz2 Ansatz3 Ansatz4

Priméarer Antikorper Ja

Primarer Antikérper+ BP Ja

Waschen Ja Ja

2. Antikorper Ja Ja Ja

Waschen Ja Ja Ja

DAPI Ja Ja Ja Ja

Die Inkubation mit 0,1 ug primarem Antikorper in 120 ul Stabilisierungsldésung sowie
mit dem sekundaren Antikorper (0,025 ug in 120 pl Stabilisierungslésung) erfolgte
jeweils fur eine Stunde bei RT in einer feuchten dunklen Kammer. Nach jeder Inku-
bation wurden die Deckglaser mit reichlich PBS fur dreimal zwei Minuten gewaschen.
Vor dem Einbetten der Zellen in Vectashield® mounting medium wurden die Zellkerne
durch eine zweiminlitige Behandlung mit dem DNA-interkalierenden Farbstoff DAPI
(10 uM in PBS; 120 pl) angefarbt. Die gefarbten Praparate konnen im Dunkeln kurz-
fristig bei 4°C und langerfristig bei -20° aufbewahrt werden. Die Fluoreszenzmikro-
skopischen Aufnahmen wurden mit dem Keyence BZ-9000E (40x Objektiv, Phasen-
kontrastmikroskop) und dem konfokalen Laser Scanning Mikroskop (Olympus
FV1000 MPE; Dr. Korte; Group of Molecular Biophysics; HU Berlin) durchgefuhrt.
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3.2.6 Durchflusszytometrie

Puffer und Losungen

Stabilisierungslosung 1% BSA, 0,05% NaNs3 in PBS

3.2.6.1 Bestimmung des Zelltyps und des Differenzierungsstadiums

Da der Immunphanotyp der UoC-B6 Zellen bis zum Zeitpunkt dieser Dissertation
noch weitgehend unbekannt war, wurde die Expression verschiedener lymphatischer
und myeloischer Oberflachenmarker (CD; Cluster of differentiation) zur Bestimmung
des Zelltyps und des Differenzierungsstadiums mittels Durchflusszytometrie (FACS;
Fluorescence activated cell sorting) bestimmt.

Pro Ansatz wurden 0,5x 10° Zellen in FACS-R&hrchen (berfiihrt, einmal mit PBS
gewaschen und anschlieRend in der Stabilisierungslésung resuspendiert. Zu jedem
Ansatz wurde jeweils die in Tabelle 3.13 aufgefihrten Mengen des fluoreszenzge-
koppelten CD-Antikdrpers gegeben, fur 30 Minuten bei 4 °C im Dunkeln inkubiert und
anschlie3end erneut zweimal mit PBS gewaschen. Die FACS-Analyse wurde am BD
FACSCalibur™ (Becton Dickinson; #4CS) durchgefiihrt. Die Auswertung der Daten

erfolgte direkt am Gerat bzw. mit dem Programm Flowing Software.

Tabelle 3.13: Reaktionsansatze und verwendete FACS-Antikorper

Antikorper Volumen Firma; Artikelnummer

FITC-CD3 5ul ImmunoTools, #21620033S T-Zellmarker
PE-CD10 (2) 5l DAKO; #R0848, B-Zellmarker
FITC-CD19 2 ul ImmunoTools, #21270193S B-Zellmarker
FITC-CD20 (2) 20 pl Immunotech, #PN IM1455(U), Klon BOE9 B-Zellmarker
FITC-CD22 (2) 20 pl Becton Dickinson; 347573; Klon S-HCL-1 B-Zellmarker
PE -CD34 20 pl Becton Dickinson; 560941; Klon 581 B-Zellmarker
FITC-CD45 5ul ImmunoTools, #21270454S B-Zellmarker
FITC-IgG1 Kontrolle 5 pl ImmunoTools, #21275513S

FITC-lgG2 Kontrolle 5 pl ImmunoTools, #21275523S

PE-IgG1 Kontrolle 5ul ImmunoTools, #21275514S

(2) Als Isotypkontrolle wurde die FITC-IgG (2) Kontrolle verwendet

Um die unspezifische Bindung der zur Analyse verwendeten Antikdrper bestimmen
zu konnen, wurden Kontrollansatze mit den entsprechenden Isotypkontrollen mar-

kiert.

3.2.7 Chromatin-Immunprazipitation und Sequenzierung

Ziel der Arbeit war, Zielgene des Fusionsonkoproteins ETV6/RUNX1 zu identifizie-

ren. Dazu wurde die ChIP, wie im Abschnitt 4.2 beschrieben, etabliert und optimiert.
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Die ersten ChIP-Experimente wurden nach dem Protokoll von Lee et al.”’, die spate-
ren mit dem ,SimpleChIP® Enzymatic Chromatin IP Kit (Magnetic Beads)“ von Cell
Signalling Technologies (CST) durchgefuhrt. Die Protokolle von Lee et al. und CST
unterschieden sich in einem Punkt voneinander. Im Protokoll nach Lee et al. wurden
die Dynabeads® Protein G zunachst mit den IP-Antikdrpern inkubiert und die belade-
nen Beads zu den Zelllysaten gegeben. Im CST-Protokoll wurden die Lysate erst mit
dem IP-Antikorper inkubiert, bevor die Beads dazugegeben wurden. Es ist unklar,
welche dieser beiden Varianten die besseren Ergebnisse erzielt. Abweichend von
beiden Protokollen wurde ein preclearing zur Reduktion des unspezifischen Hinter-
grundes eingefiihrt. Bei dem preclearing wurden je 4x 107 Zellen/1 ml Lysat mit 12 pl
Beads fur 1,5 Stunden bei 4°C behandelt und unspezifisch an Beads gebundenen

Proteine durch magnetische Separation entfernt.

Puffer und Lésungen nach CST

4x Puffer A (4x NP-40 Lysis Puffer) 0,4 M Tris-HCI (pH 8,0); 0,6 M NaCl; 4% (v/v)
NP40

1x Puffer A (1x NP-40 Lysis Puffer) 25% (v/v) 4x Puffer A; 0,5 M DTT; 10% 10x
Protease-Inhibitor-Cocktail; 0,1 mM PMSF

4x Puffer B (pH 7,9) 0,05 M Tris-HCI (pH 8,0); 5 mM CacCl,

1x Puffer B (pH 7,9) 25% (vi/v) 4x Puffer B; 0,5 mM DTT

10x ChIP Puffer 160 mM Tris-HCI (pH 8,0); 160 mM NaCl; 10%
(v/v) Triton X-100; 1 mM EDTA; 1% (v/v) SDS

1x ChIP Puffer 10% (v/v) 10xChIP Puffer; 10% (v/v) 10x Pro-

tease-Inhibitor-Cocktail; 1TmM PMSF

Protokoll
Die ChIP mit dem ,SimpleChIP® Enzymatic Chromatin IP Kit (Magnetic Beads)“ er-

folgte im Wesentlichen nach Herstellerangaben:
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1. Ernten und fixieren der Zellen 3. Chromatin-Immunpréazipitation 4. Aufreinigung der DNA
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Hochdurchsatz DNA-Sequenzierung / 5. Kontrolle der ChIP

Abbildung 3.2: Ablauf eines ChIP-Experiments
Die ChIP erfolgt in 5 Schritten, an deren Ende die Hochdurchsatz DNA-Sequenzierung (ChIP-Seq) steht. Die
einzelnen Schritte werden im folgenden Text néher erlautert (modifiziert nach R&D Systems).

1. Ernten und Fixieren der Zellen

Die KM-Leukamiezellen der Patienten wurden, wie in Abschnitt 3.2.1.3 beschrieben,
aufgearbeitet, fixiert und bis zur weiteren Verarbeitung eingefroren. Die Zelllinien
wurden nach dem Zahlen mit je 1x 107 Zellen in 20 ml Zellkulturmedium (10% FKS)
aufgenommen und mit 1% Formaldehyd (Thermo Fisher Scientific; #614128) fur 10
Minuten bei RT fixiert. Nach Beenden der Reaktion durch Zugabe von 1/10 Volumen
2,5 M Glycin wurden die Zellen zweimal mit eiskaltem PBS fur 5 Minuten bei 4°C und

700 g gewaschen.

2. Zelllyse und Fragmentierung der DNA

Fir die Zelllyse wurden je 1x 10 Zellen bzw. die gefrorenen Pellets der Patienten-
proben mit 10 ml Lysepuffer A versetzt, durch Invertieren geldst, fur 10 Minuten bei
4°C unter Rotieren inkubiert und fir 5 Minuten bei 4°C und 1000 g herunter zentrifu-
giert. AnschlieBend wurden die Zellen in 10 ml Puffer B resuspendiert und erneut
herunter zentrifugiert.

Die Fragmentierung der DNA erfolgte mit der im Kit enthaltenen Micrococcal Nuclea-
se (MN). Die MN schneidet jeweils zwischen zwei Nukleosomen. Je nach gewahlter
Inkubationsdauer und Konzentration der eingesetzten MN entstehen Fragmente mit
einer Lange die ein Vielfaches von 150 bp betragen. Fur die ChIP mussten die
Fragmentlangen der DNA zwischen ca. 150 bp und 900 bp liegen, dazu wurden je
4x 107 Zellen mit 1 ml Puffer B verdiinnt und mit 1 pl MN bei 37°C fiir 30 Minuten im
Thermomixer comfort bei 1200 rpom inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von
0,1 Volumen 0,5 M EDTA gestoppt. Im Anschluss wurden die Zellen bei 14.000 g fur
1 Minute und 4°C herunter zentrifugiert, der Uberstand vollstandig entfernt und das

Pellet in 1 ml 1x ChIP Puffer resuspendiert. Um die Protein-Chromatin-Komplexe aus
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der Zelle freizusetzen, wurden die Lysate mit Ultraschall behandelt (Branson So-
nopuls: 25 s Puls, 20 s Pause, 90% Cycle, 60% Power, 5x), die durch die Ultra-
schallbehandlung entstandenen Zelltrammer wurden durch Zentrifugation (10 Minu-
ten, 14.000 g und 4°C) abgetrennt und der Uberstand, mit dem fragmentierten
Chromatin in ein neues Reaktionsgefal’ Uberfuhrt.

Um den Grad der Fragmentierung sowie die DNA- und Proteinkonzentration zu be-
stimmen, wurden von jedem Ansatz 30 ul Lysat abgenommen und zunachst einer
RNase Behandlung unterzogen, dazu wurden zu den 30 pl Lysat 60 yl DNase- und
RNase freies Wasser, '/»5 Volumen 5M NaCl und '/7s Volumen RNaseA gegeben.
Der Ansatz wurde gut gemischt und fir 20 Minuten bei 37°C im Thermomixer comfort
bei 1200rpm inkubiert.

Fur den anschlielienden Proteinase K- bzw. DNase-Verdau wurde der Ansatz geteilt.
Der DNase-Verdau wurde mit dem ,DNA-free™ Kit* (Life Technologies; #AM1906)
nach Herstellerangaben durchgefuhrt, anschlieend wurde die Proteinkonzentration
mit dem NanoDrop 1000 Spectrophotometer bestimmt. Der Proteinase K Verdau er-
folgte mit dem im ,SimpleChIP® Enzymatic Chromatin IP Kit“ enthaltenen Enzym
nach Herstellerangaben. AnschlieRend wurde die DNA-Konzentration mit dem Na-
noDrop 1000 Spectrophotometer bestimmt und 20 pl des Eluats mit 0,6 Volumen 6x
DNA-Ladepuffer versetzt und auf ein 2% Agarosegel aufgetragen (Abschnitt 3.2.3.6).

3. Chromatin-Immunprazipitation (ChiP)

Um unspezifische Wechselwirkungen der Antikorper mit anderen Molekulen zu redu-
zieren, wurde vor der ChIP ein sogenannter preclearing Schritt eingefuhrt. Bei die-
sem Vorgang wurden je 4x 107 Zellen/ 1 ml 1x ChIP-Puffer mit 12 ul ChIP Grade Pro-
tein G Magnetic Beads versetzt und fur 90 Minuten bei 4°C unter Rotieren inkubiert.
Nach magnetischer Separation wurden alle Ansatze gepoolt und 60 ul fur den ChlP-
Input abgenommen. Diese Probe wurde bei -20°C bis zur weiteren Verwendung auf-
bewahrt. Das restliche Lysat wurde aufgeteilt, wie in Tabelle 3.14 ausgeflihrt, mit den
entsprechenden Antikérpern versetzt und Uber Nacht bei 4°C unter Rotieren inku-
biert. Bei der Probe ALL_#2 war nicht genugend Zellmaterial vorhanden, bei dieser

Probe wurde mit entsprechend weniger Zellen gearbeitet.

Tabelle 3.14: Antikorpermengen und Zellkonzentrationen der ChlP-Ansatze

Zellzahl Zellzahl Antikorper-Bezeichnung Volumen bzw.
typisch  ALL_#2 Menge

1x 10° 0,5x 10°  Rabbit mAb to RUNX1, clone EPR3099* 10 ug
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Zellzahl  Zellzahl Antikérper-Bezeichnung Volumen bzw.
typisch  ALL_#2 Menge

1x 10° 0,5x 10° Rabbit pAb to ETV6* 10 ug

0,25x 10’ 0,2x 10® Rabbit pAb to Histone H3** 10 i

0,25x 10’ 0,2x 10° Normal Rabbit IgG** 2 ul

* Abschnitt 3.1.3 Antikorper; ** im SimpIeChIP® Enzymatic Chromatin IP Kit enthaltenen

Nach der Bindung der Antikorper an die Protein-DNA-Fragmenten, wurden zu jedem
Ansatz 30 ul ChIP Grade Protein G Magnetic Beads gegeben und bei 4°C flr min-
destens 2h unter Rotieren inkubiert. Anschlieffend wurden die Beads fur je 5 Minuten
bei 4°C unter Rotieren dreimal mit 1 ml Waschpuffer A (300 pl 10x ChIP Buffer +
2,7 ml Wasser) und einmal mit 1 ml Waschpuffer B (100 ul 10x ChIP Buffer + 900 pl
Wasser + 70 yl 5 M NaCl) gewaschen. Um die Protein-DNA-Komplexe von den Be-
ads zu eluieren und die Quervernetzungen zwischen Proteinen und DNA aufzuhe-
ben, wurden 150 pl 7x ChlIP Elution Buffer zu den Beads gegeben und fur 30 Minu-
ten bei 65°C und 1200rpm im Thermomixer comfort inkubiert, danach wurden die
Beads kurz herunter zentrifugiert, der Uberstand abgenommen und in ein neues Re-
aktionsgefald Uberfuhrt. Die Inputprobe wurde auf 150 pl mit 7x ChIP Elution Buffer
aufgefullt und zu allen Proben '/,5 Volumen 5 M NaCl und '/75 Volumen Proteinase K
(im ,SimpleChIP® Enzymatic Chromatin IP Kit* enthalten) gegeben und erneut bei
65°C und 1200rpm fur 2h inkubiert.

4. Aufreinigung der DNA

Zu jeder Probe wurden 5 Volumen DNA Binding Reagent A gegeben und kurz gevor-
text. Anschlielend wurden die Probe in das entsprechende Spin Column/ Collection
Tube pipettiert und zentrifugiert (30 Sekunden bei 14.000g). Der Durchlauf wurde
verworfen, die gebundene DNA durch Zugabe von 700 yl DNA Wash Reagent B und
Zentrifugieren bei 14.000g fur 30 Sekunden gewaschen, um Ethanol Reste zu ent-
fernen, wurde die DNA fur 30 Sekunden bei 14.000g getrocknet. Anschlieend wur-
de das Spin Column in ein neues Reaktionsgefaly dberfuhrt und die DNA durch Zu-
gabe von 50 ul Elution Buffer eluiert (14.000g; 30 Sekunden). Die DNA Konzentration
wurde mit dem NanoDrop 1000 Spectrophotometer ermittelt und die Proben bis zur
weiteren Verwendung bei -80°C aufbewahrt.

Bevor die in der ChIP gewonnenen DNA Fragmente sequenziert wurden, wurde die
Anreicherung von ETV6/RUNX1 zunachst mit Western Blot und RT-gPCR und spater
nur mittels RT-qPCR gemessen, da die Qualitat des ETV6/RUNX1 Nachweises mit-
tels Western Blot aufgrund der sehr niedrigen Expression des Fusionsproteins nicht
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konstant war. Fir die Western-Blot-Kontrolle wurde nach der IP (vor dem Proteinase
K Verdau) ein Teil des Lysates abgenommen (Output), mit 5x Lammli-Probenpuffer
versetzt und auf ein 12% SDS Gel aufgetragen. Als Kontrolle dienten ein Teil des
Lysates vor IP (Input) und mit dem SDN Puffer extrahiertes Protein aus derselben
Zelllinie bzw. Patientenprobe mit der die ChIP durchgeflihrt worden ist.

Die Detektion von ETV6/RUNX1 erfolgte mit dem monoklonalen RUNX1 Antikoérper
(Epitomics; EPR3099; #2593-1), der auch fur die ChIP verwendet wurde. Als Refe-
renzproteine dienten sowohl R-Aktin als auch Histon H3. Histon H3 kommt im Ge-
gensatz zu R-Actin, welches im Zytoplasma lokalisiert ist, vorwiegend im Zellkern vor
und diente als Kontrolle, dass nur die im Zellkern lokalisierten Proteine, welche die
Protein-Chromatin-Komplexe bilden kdnnen, prazipitiert worden sind. Nach IP sollte
in den Proben im Idealfall nur Histon H3 und kein 3-Aktin Signal zu detektieren sein.
Mit der RT-qPCR wurde die spezifische Anreicherung von bekannten Zielgenen nach
ChIP nachgewiesen: Als positive Kontrollen dienten fir die murine Zelllinie Ba/F3
und Ba/F3¥F zunachst CFP und EPOR und als negative Kontrolle CD750. Nach
Auswertung der ersten ChIP-Seq Daten von UoC-B6 zeigte sich, dass diese Kontrol-
len fur humane Zelllinien nicht geeignet waren, deshalb wurden, basierend auf den
ChIP-Seg-Daten der UoC-B6-Zellen LMBR1, IGLL1 und CD150 als Kontrollen ver-
wendet. Die Quantifizierung der DNA wurde mit dem TagMan® Gene Expression
Master Mix nach Protokoll durchgefuhrt (Abschnitt 3.2.3.5).

Tabelle 3.15: Primer fiir die ChIP-Kontrollen

Name ChiP-Kontrolle Zelllinien*

CFPhgent positiv UoC-B6

EPORhgen1 positiv UoC-B6

GZMBgen1 positiv Ba/F3

CD150hgen2 negativ UoC-B6, REH, ALL #1, ALL #2
IGLL1hgen1** positiv REH, ALL #1, ALL #2

IGLL1hgen2 negativ REH, ALL #1, ALL #2

LMBR1hgen1** positiv REH, ALL #1, ALL #2

LMBR1hgen2 negativ REH, ALL #1, ALL #2

hgen:  Primer fir humane gDNA getestet, mgen:  Primer fur murine gDNA getestet; gen: Primer sowohl

fur humane als murine gDNA getestet; * Zelllinien in denen die entsprechenden Kontrollen verwendet wurden; **
Alle Amplifikate innerhalb eines Peaks (basierend auf den ChlP-Seq Daten von UoC-B6 Zellen) sind positive
Kontrollen

3.2.71 Hochdurchsatz DNA-Sequenzierung
Die Hochdurchsatz DNA-Sequenzierung der aufgereinigten DNA aus Input-
Chromatin der ChIP und aus den Outputs der anti-ETV6 und anti-RUNX1 Fallungen
sowie die bioinformatische Auswertung der Ergebnisse wurde in der Next-Generation

Sequencing Core Unit des Berlin-Brandenburger Centrums fur Regenerative Thera-
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pien (BCRT) an der Charité durchgefihrt.

Von den zu sequenzierenden DNA-Proben wurden zunachst Sequenzierlibraries mit
Hilfe des NEBNext® ChIP-Seq Library Prep Master Mix Set for lllumina (New England
Biolabs; #E6240L) nach Herstellerangaben hergestellt. Nach einer Qualitatskontrolle
mit dem Agilent 2100 Bioanalyzer wurde die Konzentration der fertigen Libraries
mittels RT-gPCR (Power SYBR® Green PCR Master Mix, #4367659) nach dem
Protokoll von Quail et al'®®. bestimmt. Die Sequenzierung der Ba/F3¥ -und UoC-
B65" ChIPs erfolgte mit Hilfe des Genome Analyzer lix (GAIlIx) von lllumina als sin-
gle reads mit einer Leseweite von 36 bp. Alle anderen Proben wurden mit dem
HiSeq1500 von lllumina mit einer Leseweite von 50 bp ebenfalls als single reads
sequenziert. Der Ablauf der Sequenzierung erfolgte nach Herstellerangaben. Eine

ausfuhrliche Beschreibung befindet sich im Anhang.

3.2.7.2 Auswertung der ChiP-Seq Datensatze
Alle Auswertungen der Sequenzdaten wurden mit Hilfe der Galaxy-Oberflache
(http://galaxyproject.org/) am BCRT durchgefuhrt, in die die unten genannten Pro-

gramme und Algorithmen integriert wurden.

1. Qualitatskontrolle der Sequenzdaten

Die generierten Sequenzen wurden zunachst mit der Software FastQC
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) einer Qualitatskontrolle
unterzogen. Anschlielend wurden reads mit einer durchschnittlichen Qualitatswert
von weniger als Q28 ausgefiltert und verworfen (FastQ Quality Filter,
http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/).

2. Read Mapping
Zum Mapping der Sequenzen gegen das jeweilige Referenzgenom (mm10 bzw.

hg19) wurde der BWA-Algorithmus verwendet'*®

, wobei jeweils maximal zwei falsche
Basenpaarungen fur einen read zugelassen wurden. Anschlieend wurden aus den
gemappten reads die Duplikate entfernt, sodass nur noch nicht-redundante Sequen-
zen weiter verwendet wurden, um den Einfluss von PCR-Artefakten auf das Ergebnis

ZU minimieren.

3. Peak Calling

Werden DNA-Bereiche von ETV6, RUNX1 bzw. dem ETV6/RUNX1-Fusionsprotein
gebunden, so sollten in den erhaltenen Sequenzen gehauft Fragmente aus den ge-
bundenen Regionen zu finden sein. Durch das peak calling werden solche Regionen
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identifiziert, in denen mehr Sequenzen erhalten werden, als statistisch zu erwarten
ware und die daher potenziell durch ETV6, RUNX1 bzw. das Fusionsprotein gebun-

2'%% verwendet. Es wurden

den werden. Fir diese Analyse wurde die Software MACS
dabei die Standard-Parameter verwendet und die Effective genome size fur hg19 mit
3,0x 10° bzw. 2,5x 10? fiir mm10 sowie die Tag size mit 36 bzw. 50 je nach verwen-

deter Leseweite angegeben.

4. De novo Motivanalyse

FiUr die Ermittlung Uberreprasentierter DNA-Motive wurden zunachst fur alle potenzi-
ellen peaks die Sequenzen jeweils +/- 150 bp rund um den summit (den Punkt mit
der héchsten Sequenzanreicherung) eines peaks aus der Sequenz des Referenzge-
noms extrahiert. Diese Sequenzen wurden dann als Ausgangsdaten fur die Mo-
tivanalyse verwendet. Hierzu wurde das Programm DREME'®" mit den Standardein-

stellungen verwendet und die Analyse auf die jeweils 10 besten Motive beschrankt.

3.2.7.3 Identifizierung von ETV6/RUNX1 Zielgenen
Fir die Identifizierung von ETV6/RUNX1 Zielgenen wurde vom UCSC table-browser
eine Liste aller bekannten Gene (ca. 34.000, hg19; RefSeqGenes) mit den entspre-
chenden Daten heruntergeladen. Diese Daten beinhalten von allen bekannten
Spleillvarianten u.a. die Transkriptionsstartpunkte (TSS), die Genbezeichnung, Gen-
beschreibung und die Lage und Anzahl der Exons. Anhand der Daten wurde flr je-
des Gen ein Promotorbereich von 10.000 bp upstream und 2.500 bp downstream
vom TSS festgelegt, fur Gene die grof3er als 2500 bp waren, wurden zusatzlich alle

Peaks innerhalb des Gens bestimmt.

-10kb -7,4kb TSS Genende +2 5kb

Abbildung 3.3: Promotordefinition
Die Promotordefinition basiert auf dem GeneChIP Human Promotor 1.0R Array von Affymetrix, nach der jede
Promotorregion einen Bereich zwischen 10 kb upstream und 2,5 kb downstream zur TSS umfasst.

Far die Ermittlung potenzieller ETV6/RUNX1 DNA-Bindungsregionen wurden, basie-
rend auf den ETV6- und RUNX1- Peaklisten jeder Probe, die Uberlappenden Peaks
(intersect) berechnet. Diese ETV6/RUNX1 Peaks wurden den definierten Promotor-

bereichen von Genen zugeordnet. Analog dazu, wurden die nicht Uberlappenden
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ETV6 und RUNX1 Peaks unabhangig voneinander den Promotorbereichen zugeord-
net. Dies ermdglichte die Identifizierung von RUNX1 Zielgenen. Da ETV6 im Fusion-
sonkogen ETV6/RUNX1 keine DNA-bindende Region besitzt, sind alle ETV6 Peaks,
die nicht mit ETV6/RUNX1 Peaks Uberlappen, nach heutigem Kenntnisstand entwe-
der falsch positive Peaks oder Peaks einer besonderen ETV6/RUNX1 Variante. Eine
Ursache flr die Entstehung dieser Peaks kdénnen eventuell blockierte Bindungsstel-
len im ETV6/RUNX1-Fusionsprotein sein. So dient beispielsweise das VWRPY-Motiv
im RUNX1 sowohl als Bindungsstelle fur einen RUNX1 Antikorper (Epitomics; #2593-
1) als auch als Erkennungsmotiv fur verschiedene Proteine (Abbildung 4.6; Groucho,
TLE, HDAC).

3.2.7.4 Signalweganalysen

162,163 erwendet. Als

Fur die Signalweganalysen wurde das Programm Genecodis
Input dienten die durch ChIP-Seqg-Analysen identifizierten potenziellen RUNX1-,

ETV6- und ETV6/RUNX1 Zielgene.

3.2.8 shRNA vermittelter knockdown von ETV6/RUNX1 in Zellmo-

dellen

Der induzierbare shRNA vermittelte knockdown von ETV6/RUNX1 in den BVZ-
Zelllinien REH und UoC-B6 sollte etabliert werden, um Unterschiede im Genexpres-
sionsverhalten zwischen ETV6/RUNX1 positiven und negativen Zellen zu bestimmen
sowie um eine Korrelation zwischen diesen Daten und den durch die ChIP-Seq Ana-
lyse gefundenen ETV6/RUNX1 Zielgenen herzustellen. Aus diesem Grund wurden in
Zusammenarbeit mit der Firma Amsbio (http://www.amsbio.com/) drei unterschiedli-
che gegen den ETV6 Bereich der ETV6/RUNX1 Fusions-mRNA gerichtete shRNAs
sowie eine Kontroll-shRNA, deren Sequenz an keinen bekannten DNA Bereich bin-
det, konzipiert und hergestellt (Abbildung 3.4).

Da die Repression des ETV6/RUNX1 zur Einleitung des Zelltodes filhren kann'®,
wurde ein induzierbares System gewahlt, bei dem die Expression der shRNAs durch
einen Tet-Repressor (TetR) und durch die Zugabe von Tetracyclin gesteuert wurde.
Die entsprechenden Lentiviren wurden von Amsbio (#LVP459-GFP-BSD) bezogen.
Der lentivirale Gentransfer erfolgte in zwei Schritten. Im ersten Schritt wurde der Tet-

Repressor und im zweiten Schritt die ShRNAs lentiviral in die Zellen geschleust.
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shRNA(ETVE_#1) shRNA(ETV6_#2)

Lokalisation: Exon 3 der ETV6bzw. ETVE/RUNXT-mRNA  Lokalisation: Exon 5 der ETV6bzw. ETVE/RUNX1T- mRNA

hairpin- Sequenz: hairpin- Sequenz:

. sense __|°°P o ___apl_i«?t%_nS% I sense loop anti-sens:
GAAATGAATGGCAAAGCTCTcgagAGAGCTTTGCCATTCATTTCA GTCTCCCATGGAGAATAATCACgagTGATTATTCTCCATGGGAGAC

shRNA(ETVE_#2) shRNA({Ko)

Lokalisation: Exon 4 der ETV6bzw. ETVE/RUNXT-mRNA  Lokalisation: keine

hairpin- Sequenz: hairpin- Sequenz:

i, ,osense o loop  antisense sense loop anti-sense

GGAGGTCATACTGCATCAGAACgagT TCTGATGCAGTATGACCTC GTCTCCACGCGCAGTACATT TegagAAATGTACTGCGCGTGGAGAC

Abbildung 3.4: Erkennungsmotive der shRNAs
Die Abbildung zeigt die Sequenzen der gegen ETV6 gerichteten shRNAs sowie deren Lokalisation in der ETV6
bzw. E/R-mRNA

1. Berechnung der einzusetzenden Virusmenge

Fiir eine MOI von 5 und bei einer IFU von 1x 10* Viren/ul mussten 100 pl Virus zu 2x
10° Zellen gegeben werden. Das bedeutet, es wurden 5x mehr Viren als Zellen zum
Ansatz gegeben (Tabelle 3.16). Fur jeden Ansatz wurde eine negative Kontrolle, oh-

ne Viruszugabe mitgefuhrt.

Tabelle 3.16: Berechnung der einzusetzenden Virusmenge

IFU/ul Zellen MOI Virus
TetR 1,00E+04 2,00E+05 5 100 pl
TetR 1,00E+04 1,00E+06 1 100 pl
Ohne TetR 2,00E+05
Ohne TetR 1,00E+06
shRNA(ETV6_#1) 1,00E+04 1,00E+06 2 200 pl
shRNA(ETV6_#2) 1,00E+04 1,00E+06 2 200 pl
shRNA(ETV6_#3) 1,00E+04 1,00E+06 2 200 pl
shRNA(ETV6_#1-2-3) 1,00E+04 1,00E+06 2 200 pl
shRNA(_Ko) 1,00E+04 1,00E+06 2 200 pl
Leekontrolle 1,00E+06

MOI (Multiplicity of infection)
IFU (infectious unit)

2. Beschichten von 24-well Platten mit Retronectin

Die Effektivitat der Transduktion bei Suspensionszellen wird durch das Anheften der
Zellen an eine Oberflache gesteigert. Aus diesem Grund wurden unbeschichtete 24-
well Platten mit 4 ug Retronectin/0,2 ml PBS pro well fur 2 Stunden bei RT inkubiert

und anschlielend einmal mit PBS gewaschen.

3. Lentivirale Transduktion mit TetR bzw. der shRNA

Pro Well wurden 10 pl Virustberstand und 90 ul Komplettmedium (RPMI, 20°FKS;
1% Penicillin/Streptomycin) gegeben und fur 30 Minuten bei 37°C inkubiert und der
Uberstand vorsichtig abpipettiert. Dieser Schritt wurde zweimal wiederholt, so dass

jedes Well mit 30 ul Virus vorbeladen worden ist. AnschlieRend wurden in jedes Well
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1x 10° Zellen mit 70 pl Virus in 2 ml (MOI 1) bzw. 2x 10° Zellen mit 70 pl Virusiiber-
stand in 2 ml (MOI 5). Als Kontrollen wurden Zellen ohne Zugabe von Virusuberstand

ausgesat.

4. Antibiotikaselektion

Alle Ansatze wurden fur 48 Stunden bei 37°C und 5% CO2 inkubiert, anschliefend in
eine 50 ml Zellkulturflasche mit 10 ml Komplettmedium und 20 ug/ml Blasticidin bei
den mit TetR transduzierten Zellen (bzw. 8 pyg/ml Puromycin bei den mit shRNA
transduzierten Zellen) uberfuhrt. Die Selektion erfolgte fur mind. 4 Wochen, wobei

das Medium und das Antibiotikum alle 72h gewechselt wurde.

5. Kontrolle der Effizienz
Die Effizienz der lentiviralen TetR und shRNA Transduktion wurde durch den Anteil

GFP-positiver Zellen mittels FACS und Fluoreszenzmikroskopie bestimmt.
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4 Ergebnisse

4.1 Charakterisierung der ETV6/RUNX1 positiven Zelllinien und
primaren KM-ALL-Proben

Die Zelllinie REH ist bereits weitgehend zytogenetisch charakterisiert worden'®. Im
Gegensatz dazu wurde die ebenfalls ETV6/RUNX1 positive BV-Zelllinie UoC-B6 in
der Literatur bisher nur sehr unzureichend beschrieben. In den verdéffentlichten Daten

wurden die Zellen zwar der BVZ-ALL zugeordnet'*

, jedoch wurden in keiner weite-
ren Publikation die erhobenen Daten validiert. Aus diesem Grund erfolgte im Rah-
men der vorliegenden Arbeit zunachst die zytogenetische Charakterisierung und im-
munphanotypische Einordnung der UoC-B6-Zellen durch FACS-Analysen. Des Wei-
teren wurde fir alle Proben die Expression des ETV6/RUNX1-Fusionsgens bzw. Pro-
teins durch RT-gPCR und Western Blot-Analysen nachgewiesen. In den Zelllinien
REH, UoC-B6 und HT1080F erfolgte der Nachweis der ETV6/RUNX1-Expression

zusatzlich durch die immunzytochemische (IZC) Detektion des Fusionsproteins.

4.1.1 Zytogenetische Charakterisierung der UoC-B6-Zellen
Die zytogenetische Charakterisierung und die FISH-Analysen der UoC-B6-Zellen
erfolgte in Zusammenarbeit mit dem Institut fr Medizinische Genetik und Humange-

netik, Charité-Universitatsklinikum Berlin (Frau Dr. S. Turkmen).

Zytogenetik 48~49,X,-X or -, t(2;14)(p11;932),del(6)(q2?1),add(7)(q36) or
t(7;15)(q36 ;q2?1),?der(8),add(13)(q34),2der(16),+1~2x21,+22,+mar

FISH In 86% der Zellkerne und in 17 von 24 Metaphasen wurden je zwei
ETV6/RUNX1-Fusionen und 2 bzw. 3 RUNX1 Allele, in 7% der Zellkerne und in 6
von 24 Metaphasen wurde je eine ETV6/RUNXT Fusion und 3 RUNXT Allele und in
4% der Kerne und einer Metaphase wurden je zwei ETV6/RUNX1 Fusionen und 2
bzw. 3 RUNX1-Gene und ein ETV6-Allel detektiert. In einem kleinen Anteil der Zellen

war demnach das zweite, nicht in die Fusion integrierte ETV6-Allel vorhanden.

Die konventionelle Karyotypisierung ist eine relativ ungenaue Analyse zur Bestim-
mung aberranter genomischer Veranderungen. Sie eignet sich daher nur als erster
Anhaltspunkt zum Nachweis von chromosomalen Veranderungen in der Zelle. So

konnen z.B. kryptische Translokationen, bei denen es nur zu einer geringfugigen
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bzw. keiner Anderung der ChromosomengréRe und des Chromosomenbandenmus-
ters kommt, durch diese Analyse kaum nachgewiesen werden.

Die Translokation t(2;14)(p11;q32) wurde bereits in Proben von Patienten mit CLL-"®
bzw. mit Ataxia telangiectasia (AT; Louis-Bar-Syndrom) beschrieben. Diese Translo-
kation entsteht durch Fusion der leichten Immunglobulinkette-k (Igk) auf Chromosom
2p11 mit Sequenzen aus der VH-Gen-Cluster-Region auf Chromosom 14q32'®’. Das
Vorliegen dieser Translokation in den UoC-B6-Zellen konnte eventuell durch moleku-
lar zytogenetische oder PCR-Methoden gezeigt werden.

Eine genaue Charakterisierung der Translokation t(7;15)(q36;92 ?1) ist aufgrund des
nicht identifizierten, involvierten zweiten Lokus auf Chromosom 15 schwierig. Die
kryptische Translokation t(12;21) mit dem resultierendem Fusionsgen ETV6/RUNX1
wurde konventionell zytogenetisch nicht nachgewiesen. Aus diesem Grund erfolgte
der Nachweis der ETV6/RUNX1 Fusion mittels FISH. Des Weiteren wurde die
ETV6/RUNX1 Expression mit RT-gPCR und Western Blot nachgewiesen.

FiUr eine schlussigere Karyotypisierung und Validierung der genomischen Verande-

rungen sind SKY- (spectral karyotyping) und weitere FISH Analysen notwendig.

4.1.2 Immunphanotypisierung der UoC-B6-Zellen
Fir die Immunphanotypisierung der UoC-B6-Zellen wurde die Expression der typi-
schen B-Zellmarker CD10, CD19, CD20 und CD22, des Leukozytenmarkers CD45
sowie des Stammzellmarkers CD34 und des T-Zellmarkers CD3 durch FACS ge-
messen. Als Vergleichszelllinien dienten die ETV6/RUNX1 positive Zelllinie REH, die
ETV6/RUNX1-negative T-Zelllinie Loucy und die ebenfalls ETV6/RUNX1 negativen
Zelllinien Nalm-6 (BVZ-ALL), Raiji (Burkitt Lymphom) und KG-1 (AML).

Tabelle 4.1: Ergebnisse der FACS Analyse

FITC- PE- FITC- FITC- FITC- PE- FITC-

CD3 CD10 CD19 CD20 CD22 CD34 CD45
REH 0,45%  97,84% 95,77% 3,51% 13,40%  0,19% 81,67%
UoC-B6 0,32%  99,97% 99,15% 87,00%  7,34% 0,28% 7,81%
Loucy 87,27% 0,21% 0,39% 0,28% 0,26% 99,96%
Nalm-6 0,11%  99,59% 0,16%
Raji 0,40% 98,88% 93,83%  38,19%
KG-1 99,73%

Die Immunphanotypisierung ergibt die Einordnung der UoC-B6-Zellen zu den B-

Vorlauferzellen (pro-B-Phanotyp).
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4.1.3 Nachweis der ETV6/RUNX1 Expression

Die chromosomale Translokation t(12;21)(p13;922) mit resultierendem Fusionsgen
ETV6/RUNX1 wurde fir die Zelllinie UoC-B6 in der Literatur bereits beschrieben'
und im Rahmen dieser Dissertation am Institut fir Medizinische Genetik und Human-
genetik (Charité - Universitatsmedizin Berlin; Campus CVK) durch FISH-Analyse be-
statigt. Die FISH-Analyse zeigte, dass die UoC-B6-Zellen zwei Kopien des Fusions-
gens ETV6/RUNX1 besitzen.

Die zytogenetische Charakterisierung der KM-ALL-Proben beider Patienten (ALL #1
und ALL #2) wurde ebenfalls am Institut fir Medizinische Genetik und Humangenetik
durchgefuhrt. Die Ergebnisse dieser Analysen sind im Abschnitt 3.1.10 aufgefuhrt. In
den ALL-Proben beider Patienten konnte die Translokation t(12;21)(p13;922) zyto-
genetisch nachgewiesen werden. Die Expressionsstarke des Fusionstranskripts (RT-
gPCR) und des Fusionsproteins (WB) in den UoC-B6-Zellen und in den primaren
Blasten (KM-Proben) wurde im Vergleich zu den ETV6/RUNX1 positiven Zellen
REH-, Ba/F3¥®- und HT1080F sowie den ETV6/RUNX? negativen Zelllinien
HT1080 und Ba/F3 bestimmt.

41.3.1 ETV6/RUNX1 Nachweis durch RT-qPCR

Die Etablierung der RT-qPCR zum Nachweis und Bestimmung der Expressionsstar-
ke des ETV6/RUNX1-Transkripts fand im Rahmen der Berlin-Frankfurt-Munster
(BFM) Studiengruppe zur routinemafdigen ALL-Diagnostik statt®. Die fluoreszenz-
markierte Sonde bindet spezifisch an Exon 5 von ETV6 bzw. von ETV6/RUNX1 und
liegt somit aulRerhalb des ETV6/RUNX1 Fusionsbereiches. Damit wird gewahrleistet,
dass die haufigsten ETV6/RUNX1 Fusionsvarianten sicher diagnostiziert werden
konnen. Der Vorwarts-Primer bindet an Exon 5 von ETV6 und der Ruckwarts-Primer
an Exon 4 von RUNX1.

Zum Nachweis der ETV6/RUNX1-Expression wurde Gesamt-RNA aus den Zellen
extrahiert, in cODNA umgeschrieben und 50 ng in die RT-gPCR eingesetzt. Fur die
Amplifikation wurden die im Abschnitt 3.1.4 aufgefuhrten ETV6/RUNX1 und ABL
Primer und Sonden verwendet. Die Ergebnisse der Expressionsanalyse sind im Bal-
kendiagramm (Abbildung 4.1) dargestellt und zeigen in allen untersuchten
ETV6/RUNX1 positiven Proben eine Expression des Fusionstranskripts. Auffallig ist,
dass in den ETV6/RUNX1 transduzierten Zelllinien HT1080%F und Ba/F37* die Ex-
pression von ETV6/RUNX1 wesentlich hoher als in den Zellen mit ,Wildtyp-
ETV6/RUNX1“ ist. Diese Unterschiede werden u.a. dadurch verursacht, dass in pri-
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maren ETV6/RUNX1-positiven Zellen nur eine Kopie bzw. zwei Kopien des Fusions-
gens vorkommen, wahrend die virale Transduktion dazu fuhrt, dass in den HT10805F

und Ba/F3-Zellen mehrere Kopien des Fusionsgens enthalten sind.
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Abbildung 4.1: E/R Expression
Nachweis der E/R Expression durch RT-qPCR in den E/R positiven Zellen UoC-B6, BA/F35R, HT10805%, den
BVZ-ALL Zelllinien REH- und UoC-B6, den KM-ALL-Proben von ALL_#1 und #2 sowie den negativen Kontrollen

Ba/F3, HT1080, Nalm6, CCRF-SB und MHH-CALL-2. Die E/R-Expression wurde sowohl auf ABL als auch auf die
Expression von E/R in den REH Zellen normiert. Die Messungen erfolgten in Triplikaten.

Eine weitere Ursache fur die unterschiedliche ETV6/RUNX1-Expression liegt in der
unterschiedlichen Starke der Promotoren: In REH- und UoC-B6-Zellen sowie in den
primaren Patientenproben wird die Transkription durch den endogenen ETV6-
Promotor reguliert. Im Gegensatz dazu steht die Expression von ETV6/RUNX1 in
den lentiviralen Vektoren der Zelllinien HT10805% und Ba/F35® unter der Kontrolle
von sehr potenten Promotoren. In den HT1080%R-Zellen ist dies der SFFV-U3-
Promotor und in den Ba/F35F
testeten ETV6/RUNXT-negativen BVZ-ALL Zelllinien MHH-CALL-2 (DSMZ; #ACC-
341), Nalmé (DSMZ; #ACC-128) und CCRF-SB (ATCC®; #CCL-120™) zeigten kein

nachweisbares ETV6/RUNX1-Transkript (Abbildung 4.1).

-Zellen ein minimaler CMV-Promotor. Die ebenfalls ge-

4.1.3.2 ETV6/RUNX1 Nachweis durch Western Blot Analysen
Uber die Korrelation zwischen ETV6/RUNX71-RNA-Expression und ETV6/RUNX1-
Proteinspiegel ist bisher wenig bekannt, da viele posttranskriptionelle Faktoren wie
z.B. RNA-Prozessierung, RNA-Stabilitat, Translation und die Stabilitat des Proteins
unzureichend erforscht sind. Je nach Gewebe bzw. Zelltyp kénnen Anderungen auf
mMRNA- und Protein-Ebene zeitlich verzogert oder aber bemerkenswert stabil korre-

lieren'®®. Aus diesem Grund war es fiir die nachfolgenden ChIP-Versuche notwendig,
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die Starke der ETV6/RUNX1-Expression unabhangig von der Expressionsstarke der
MRNA in den verwendeten Zelllinien REH und UoC-B6 sowie dem KM-Material der
Patienten zu bestimmen. Die dafur verwendete Methode, der Western Blot, erlaubte
eine semiquantitative Auswertung der detektierten Proteine gegenuber einem Refe-
renzprotein (Histon H3 bzw. GAPDH) und den mitgefihrten Vergleichsproben. In Ab-

bildung 4.2 sind die Ergebnisse der Western Blot Analyse zusammengefasst.
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Abbildung 4.2: E/R Expression in Zelllinien und Patientenproben

a) WB-Analyse von HT1080, HT1080%%, BA/F3 und BA/F3¥%Zellen. Es wurden 5 pg Gesamtprotein aufgetra-
gen. Es wurde der primare TEL(N-19) Antikorper der Firma Santa Cruz Biotechnology (SCBT) mit einem Ver-
diinnungsfaktor von 1:500 verwendet.

b) WB-Analyse von REH, UoC-B6, ALL_#1, ALL_#2, BA/F3, BA/F3¥R und MOLT 4 Zellen. Es wurde je 75 ug
Gesamtprotein aufgetragen und der primare gegen RUNX1 gerichtete monoklonale Antikérper von Epitomics
(2593-1) mit einem Verdunnungsfaktor von 1:2500 verwendet. Die T-Zelllinie Molt 4 diente als negative Kon-
trolle.

Im Vergleich zu allen anderen getesteten Proben exprimieren die HT10805"-Zellen
ETV6/RUNX1 in extrem hoher Menge (Abbildung 4.2a). Bei annahernd identischer
Proteinmenge und gleicher Belichtungszeit ist das ETV6/RUNX1-Signal der
HT1080%% wesentlich starker, als das der Zelllinie Ba/F3F, das fast an der Nach-
weisgrenze ist. Im Vergleich zu den HT1080%%-Zellen exprimieren die anderen
ETV6/RUNX1 positiven Zellen, insbesondere die REH-Zellen das ETV6/RUNX1-
Fusionsprotein sehr niedrig, so dass bei den REH-Zellen flr eine Quantifizierung
mindestens 70 ug Gesamtprotein eingesetzt werden musste. Im Vergleich dazu rei-
chen bei den HT1080"-Zellen 5 ug Gesamtprotein um ein starkes Signal bei glei-
cher Belichtungszeit zu erhalten. Bei den beiden Patientenproben fallt im Vergleich
zu den REH-und UoC-B6-Zellen auf, dass RNA- und Proteinexpression nicht korre-
lieren. Wahrend die mRNA-Mengen bei diesen vier Proben annahernd gleich sind,
unterscheiden sich die Proteinmengen stark: Nach Normalisierung auf die GAPDH-
Expression zeigte sich fir ETV6/RUNX1 in den REH- und UoC-B6-Zellen ungefahr

das 2,5fache Expressionsniveau im Vergleich zu den beiden Patientenproben.
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4.1.3.3 Immunzytochemischer Nachweis der ETV6/RUNX1-
Expression

Der Nachweis der ETV6/RUNX1-Expression wurde in den Zelllinien REH, UoC-B6,
HT1080 sowie HT10805" nach dem im Abschnitt 3.2.5 ausfiihrlich beschriebenen
Protokoll mit dem anti-human ETV6-Antikdrper von Atlas (#HPA000264-100U), der
auch in den ChlIP-Experimenten verwendet wurde, durchgefuhrt. Als sekundarer An-
tikorper wurde Rhodamine Red™-X-conjugated AffiniPure Donkey Anti-Rabbit IgG
(Jackson ImmunoResearch; # 711-295-152) verwendet, die unspezifischen Bindun-
gen wurden mit normal donkey serum (Jackson ImmunoResearch, # 017-000-121)
blockiert (Abbildung 4.3 und Abbildung 4.4; Ansatz 1).

UoC-B6

Ansatz 1

Ansatz 2

Ansatz 3

Ansatz 4

Abbildung 4.3: Immunfarbung von E/R in REH und UoC-B6-Zellen

Konfokal-mikroskopische Analysen der Zelllinien REH und UoC-B6 (optischer Schnitt in der Aquatorialebene der
Zellen). In allen Ansatzen wurde der Zellkern durch den DNA-interkalierenden Farbstoff DAPI sichtbar gemacht
(linke Spalten). Da in beiden Zelllinien das zweite, nicht in die E/R-Translokation involvierte ETV6-Allel deletiert
ist, wird nur das Fusionsprotein E/R durch den anti-human ETV6-Antikérper detektiert (jeweils mittlere Spalte).
Die rechten Spalten zeigen den overlay der Zellkern- und der E/R-Farbung.

Ansatz 1: Primarer Antikorper, 2. Antikorper, DAPI

Ansatz 2: mit blockiertem primarem Antikorper, 2. Antikdrper, DAPI

Ansatz 3: 2. Antikorper, DAPI

Ansatz 4: DAPI (nahere Erlauterung s. Text bzw. Abschnitt 3.2.5.6 Immunfarbung)

Als Kontrollen fur die Spezifitat der Bindung des ETV6-Antikrpers an ETV6 bzw.
ETV6/RUNX1 wurde der primare Antikorper mit dem entsprechenden Immunogen
(Atlas; #HPA000264-100U) behandelt (Ansatz 2). Bei weiteren Kontrollen erfolgte

keine Behandlung mit dem primaren Antikdrper (Ansatz 3) bzw. sowohl ohne pri-
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maren und sekundaren Antikorper (Ansatz 4).

In den Zelllinien REH und UoC-B6 konnte die Expression des ETV6/RUNX1 Fusi-
onsproteins durch Immunzytochemie (1ZC) spezifisch nachgewiesen werden. Die
Zelllinien UoC-B6 und REH besitzen, wie alle lymphatischen Zellen, im Verhaltnis
zum Zellkern wenig Zytoplasma, trotzdem ist eine genaue Lokalisation von
ETV6/RUNX1 mit zweidimensionalen Bildaufnahmeverfahren in diesen Zellen
schwierig. Aus diesem Grund wurden zusatzlich konfokale Aufnahmen gemacht. Die
Aufnahmen in Abbildung 4.3 zeigen jeweils den die aquatorialen optischen Schnitte
durch die Zellen. Es ist deutlich zu erkennen, dass ETV6/RUNX1 vorwiegend im
Zellkern lokalisiert ist. Des Weiteren zeigen die Kontrollen, dass die Bindung des
primaren und sekundaren Antikorpers spezifisch war. Da das zweite, nicht in die
Translokation t(12;21) involvierte ETV6-Allel deletiert ist, wurde nach Farbung mit
dem ETV6-Antikorper nur das ETV6/RUNX1-Fusionsprotein im Zellkern spezifisch
detektiert.

DAPI eGFP Rhodamin Red merge eGFP Rhodamin Red merge

Ansatz 1 y / v . jll Ansatz 3
w v
Ansatz 2 . Ansatz 4

/ / / K /

Abbildung 4.4: E/R Expression in HT1080-Zellen

Konfokale Aufnahmen der Zelllinien HT1080 und HT1080%%. Von links nach rechts: Detektion des Zellkerns durch
DAPI, Detektion des mit der ETV6/RUNX1 Expression gekoppelten eGFP; Detektion von ETV6 und
ETV6/RUNX1, overlay aller Aufnahmen.

Die weil3en Pfeile markieren Positionen der HT1080- W|Idtypzellen die weder ETV6/RUNX1 noch eGFP expri-
mieren. Die orangenen Pfeile kennzeichnen HT1080%R-Zellen mit eGFP- und sehr starker E/R- Expression
(griin/rot; s. Ansatz 1).

Ansatz 1: Primarer Antikorper, 2. Antikorper, DAPI

Ansatz 2: mit blockiertem primarem Antikorper, 2. Antikdrper, DAPI

Ansatz 3: 2. Antikorper, DAPI

Ansatz 4: DAPI

(n&here Erlauterung im Text bzw. Abschnitt 3.2.5.6 Immunfarbung)

In den HT10805F Zellen ist aufgrund der gleichzeitigen Expression von Wildtyp-
ETV6 und ETV6/RUNX1 kein spezifischer Nachweis von ETV6/RUNX1 durch einen
ETV6-Antikorper moglich. Aus diesem Grund wurde die relative Expression von
ETV6/RUNX1 der HT10805R-Zellen im direkten Vergleich mit der ETV6-Expression
des untransduzierten Wildtyps bestimmt. Dazu wurden beide Zelllinien, wie in Ab-
schnitt 3.2.5 erlautert, zusammen Kkultiviert und anschlielend die ETV6 und die
ETV6/RUNX1-Expression immunzytochemisch vergleichend bestimmt. Die Ergeb-

nisse dieser Analyse sind in Abbildung 4.4 dargestellt. Ansatz 1 zeigt die spezifische
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Detektion von ETV6 und ETV6/RUNX1. Es ist deutlich erkennbar, dass beim un-
transduzierten Wildtyp (Abschnitt 3.1.9; erkennbar am Fehlen der EGFP-Expression,
weiler Pfeil) ETV6 nur im Zellkern detektiert wurde. Bei den HT1080%"-Zellen wurde
vor allem eine zusatzlich starke ETV6/RUNX1-Expression im Zytoplasma nachge-
wiesen (orangener Pfeil). Diese Ergebnisse bestatigen die mit WB und der RT-qPCR
gezeigten Ergebnisse (Abbildung 4.1 und Abbildung 4.2), dass in den HT10805"-
Zellen die Expression des Fusionsproteins sehr stark ist. Zusatzlich zeigen diese Ex-
perimente, dass ETV6/RUNX1 vorwiegend im Zytoplasma und ETV6 im Zellkern lo-
kalisiert ist. Die Spezifitat der Detektion von ETV6 und ETV6/RUNX1 durch den pri-

maren Antikorper wurde durch die Kontrollen (Ansatz 2 bis Ansatz 4) bestatigt.

4.2 Etablierung und Optimierung der ChIP

Die Chromatin-Immunprazipitation (ChlP) ist eine sensitive und spezifische Methode
zur Untersuchung der Interaktionen zwischen Proteinen und DNA. Durch die Anwen-
dung spezifischer Antikdrper und anschlieBender Hochdurchsatz-Sequenzierung
(ChlP-Seq) kénnen regulatorische Elemente der DNA, wie z.B. Promotoren, unter-
sucht und Zielregionen bzw. potenzielle Zielgene von Transktiptionsfaktoren identifi-
ziert werden.

Far die ChiP-Analyse wurden zwei Ansatze getestet, den Versuchsbedingungen an-
gepasst und optimiert. Fur die weiteren Versuche wurde das Protokoll verwendet, mit
dem die besten Resultate erzielt wurden. Die ersten ChlP-Experimente wurden ge-
maR dem Protokoll von Lee et al.’’, die spateren Experimente mit dem SimpleChIP®
Enzymatic Chromatin IP Kit (Magnetic Beads) von Cell Signalling Technologies
(CST), welches die besseren Resultate ergab, durchgeflhrt. Beide Protokolle unter-
schieden sich in einigen wesentlichen Punkten, welche in den folgenden Abschnitten

naher erlautert werden, voneinander.

4.2.1 Bestimmung der optimalen Zellzahl

Die Zellernte erfolgte, wie im Abschnitt 3.2.1.1 beschrieben. Fur jede Immunprazipi-

."%" angegeben, 1x 10® Zellen verwendet. Im Protokoll

tation wurden, wie bei Lee et a
von CST wurde pro IP eine Zellzahl von 4x 10° Zellen vorgegeben. Nach ersten Ver-
suchen zeigte sich jedoch, dass die eingesetzte Zellzahl von 4x 10° Zellen pro IP
nicht ausreichend fir eine parallele ChIP mit anti-ETV6- (ETV6-ChIP) und anti-
RUNX1-Antikérpern (RUNX1-ChIP) war, da die DNA Konzentrationen im Input zu

niedrig fur die Kontroll-PCR und somit auch fir die ChlP-Seq waren. Aus diesem
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Grund wurden alle nachfolgenden Versuche, mit Ausnahme der KM-ALL-Probe von
Patient #2, mit 1x 10® Zellen pro Immunoprézipitation (IP) durchgefiihrt. In der ALL
#2 Probe waren nicht geniigend Zellen vorhanden, so dass fiir jede IP ca. 5x 107 Zel-

len eingesetzt wurden.

4.2.2 Optimierung der Fixierung

Entscheidend fiir die erfolgreiche Durchfliihrung einer ChlIP ist unter anderem eine
gleichmalige, in ihrer Starke angemessene Fixierung der Zellen. Fur die Fixierung
wurde Formaldehyd in einer Endkonzentration von 1% verwendet. Bei der Fixierung
der Zellen mit Formaldehyd werden u.a. kovalente Protein-Protein und Protein-DNA-
Komplexe gebildet. Ausschlaggebend flur die Starke der Fixierung sind vor allem die
Dauer der Fixierung, die Temperatur wahrend der Fixierung sowie die verwendete
Zellkonzentration, der FKS-Gehalt im Zellkulturmedium und die Art des Formalde-
hyds. Eine optimale Fixierung der Zellen ist fir die spatere Fragmentierung der DNA
ausschlaggebend. Bei zu starker Fixierung der Zellen konnen die Zellkerne nicht
vollstandig aufgeschlossen und die Protein-Chromatin-Komplexe nicht ausreichend
fragmentiert werden.

Standardmafig wird in den meisten Protokollen 37%iges Formaldehyd verwendet,
welches mit ca. 10% Methanol versetzt ist. Diese Ldésung neigt jedoch schon bei ei-
ner geringen Verunreinigung zur Polymerisation und ist dann nicht mehr fur die Zell-
fixierung geeignet. Nachdem anfanglich 37%iges Formaldehyd verwendet wurde,
jedoch keine konstanten reproduzierbaren Ergebnisse erzielt werden konnten, wur-
den alle folgenden Versuche mit dem methanolfreien 16%igen Formaldehyd (Thermo
Fisher Scientific) durchgefuhrt. Dieses befindet sich unter Sauerstoffausschluss in
Glasampullen, so dass eine Stabilisierung durch Methanol nicht erforderlich ist.

1.'57 als auch von CST wurden die Zellen fir zehn

Sowohl im Protokoll nach Lee et a
Minuten bei RT mit Formaldehyd fixiert. In vielen Protokollen wird fir die Fixierung
Kulturmedium verwendet. Die Zusammensetzung und Art des Kulturmediums kann je
nach verwendeter Zelllinie variieren. Den meisten Kulturmedien wird Fotales Kalber-
serum (FKS) in unterschiedlicher Konzentration beigesetzt. FKS enthalt eine Vielzahl
von Proteinen, die durch die Formaldehydbehandlung kovalente Bindungen bilden
und die Effizienz der Zellfixierung und somit die Bildung von nuklearen Protein-
Protein und Protein-DNA-Komplexen beeinflussen konnen. Aus diesem Grund und
um die Reproduzierbarkeit zwischen den einzelnen Versuchen gewahrleisten zu

kénnen, wurden jeweils 4x 10 Zellen in 20 ml RPMI und 10% FKS fiir 10 Minuten bei
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RT mit dem 1% methanolfreien Formaldehyd fixiert.

4.2.3 Zelllyse und Fragmentierung der DNA

17 und von CST werden die Zellen zunachst mit ei-

In den Protokollen von Lee et a
nem NP-40-Lysepuffer behandelt, wodurch die Zellmembran aufgelost und der Zell-
kern pords wurde. Im Protokoll nach CST wurden die Zellen anschliel3end, in Vorbe-
reitung auf den Micrococcal-Nuclease (MN) Verdau, mit einem CaCl,-haltigen Puffer
gewaschen, in dem der MN-Verdau dann durchgefuhrt wurde (Abschnitt 3.2.7). Nach
dem Herunterzentrifugieren der Zellkerne wurden diese in den ChlP-Puffer Uberfuhrt,
in dem der Ultraschallaufschluss der Zellkerne erfolgte. Die Bedingungen flr die
DNA-Fragmentierung sind in hohem Mal} von der Starke der Fixierung abhangig. Je
starker die Fixierung, desto stringenter muss die Fragmentierung der DNA durchge-

fuhrt werden.

10 20 30 35 40 45 50 55
-

a)

Abbildung 4.5: DNA-Profile nach Ultraschall-Fragmentierung

a) Fragmentierung von 4x 10" REH-Zellen nach Zugabe unterschiedlicher Volumina MN (0; 1; 1,25; 5 und
10 pL). Die Lysate wurden fir 20 min bei 37°C inkubiert und die Zellkerne anschlieRend kurz mit Ultraschall (2
Ultraschallzyklen) aufgeschlossen (Bandelin Sonopuls Homogenisator?3

b) Ultraschallfragmentierung von 1x 10® und (Spalten 1 und 2) und 3x 10
Bioruptor (Diagenode). Ohne vorherige Behandlung mit einer MN.

c) Ultraschallfragmentierung von 5x 10° REH-Zellen/3,5 ml mit dem Bandelin Sonopuls Homogenisator, ophne
vorherige Behandlung mit einer MN. Nach je 1, 10, 20, 30, 35, 40, 45, 50 und 55 Zyklen wurde die Fragmen-
tierung kontrolliert.

REH-Zellen (Spalten 3 und 4) mit dem

Die optimale DNA-Fragmentlange fur ChlP-Untersuchungen liegt zwischen 100 bis
900 bp. Bei DNA-Fragmentlangen kleiner als 100 bp ist es nahezu unmdglich, die
Sequenz eindeutig zu bestimmen, bei zu groRen Fragmenten wird die Effizienz der
ChIP gesenkt, da die DNA-Fragmente bei den einzelnen Waschschritten leichter von
den Beads gelost werden als kleinere Fragmente. Desweiteren wird durch die Bil-
dung von Sekundarstrukturen die RT-qPCR und die Sequenzierung erschwert. Im
Protokoll nach Lee et al'® erfolgte nach der Zelllyse das mechanische Aufbrechen
der Zellkerne und die Fragmentierung der DNA durch Ultraschall. Dazu wurden je 5x
107 Zellen in 3,5 ml Lysepuffer B resuspendiert und anschlieRend mit Ultraschall be-
handelt. Fur die Ultraschallbehandlung wurden mehrere verschiedene Gerate ausge-

testet: Zwei Beispiele sind in Abbildung 4.5b und c aufgeflhrt. Um die Effizienz der
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Ultraschallbehandlung zu prifen und die Bedingungen zu optimieren, wurde nach
mehreren Ultraschall-Zyklen 50 ul Lysat abgenommen, die DNA durch Zugabe von
Ethanol prazipitiert und die Fragmentlange mit einem 2%igen Agarosegel bestimmt
(Abbildung 4.5c).

Die DNA-Fragmentierung durch Ultraschall erwies sich in mehr als einer Hinsicht als
unpraktisch. Zum einen wurde die Sonotrode direkt in die Probe gehalten, so dass
trotz vorheriger intensiver Reinigung eine Verunreinigung der Lysate nicht ausge-
schlossen werden konnte. Ein weiterer entscheidender Punkt gegen die Ultraschall-
behandlung war zum anderen die Dauer der Behandlung: pro 5x 10” Zellen/ 3,5 ml
dauerte die Ultraschallbehandlung ca. eine Stunde. Da fiir jede ChIP 2,5x 10 Zellen
bendtigt wurden, bedeutete dies eine Behandlung von ca. 2,5 Stunden pro Probe.
Uber diesen Zeitraum konnte trotz Kiihlung mit Eis nicht gewahrleistet werden, dass
sich die Proben durch die Ultraschallbehandlung nicht erwarmten, was eine Denatu-
rierung der Proteine zu Folge gehabt und die Effizienz der Bindung durch ChIP-
Antikorper beeintrachtigt hatte. Die enzymatische DNA-Fragmentierung mit MN
(Abbildung 4.5a) nach dem Protokoll von CST stellte eine gute Alternative zur Ultra-
schallbehandlung dar. Der Verdau mit einer Nuklease ist offenbar deutlich milder als
die Fragmentierung mit Ultraschall, so dass die Chromatinstruktur und Antikorper-
Epitope geschont werden und die Effizienz der ChIP erhéht wird. Ein weiterer Vortell
dieser Methode war die hohe Reproduzierbarkeit der DNA-Fragmentierung, die den

Nachteil der ungleichmafigeren DNA-Fragmentverteilung aufwog.

4.2.4 Evaluation geeigneter IP-Antikorper
Die Wahl geeigneter Antikorper war entscheidend fur das Gelingen der ChlP. Diese
mussten mit hoher Spezifitat und Affinitat an die entsprechenden Chromatinfragmen-
te binden und so die Fusionsprotein-Chromatin-Komplexe in der ChIP anreichern. Da
die meisten kommerziell erhaltlichen ETV6- und RUNX1-Antikdrper offenbar nicht auf
ihre Eignung fir die ChIP untersucht worden sind, wurden alle in Frage kommenden
Antikorper dahingehend getestet. Fur ChlP-Analysen geeignete Antikorper mussen
spezifisch und mit hoher Affinitat an das in situ mit Formaldehyd fixierte Fusionspro-
tein, das an DNA gebunden und mit multiplen Proteinbindungspartnern besetzt ist,

binden und dessen Prazipitation ermoglichen.
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Abbildung 4.6: E/R Domanen und Antigenbindungsbereiche einiger getesteter Anti-
korper

TEL(N-19) von SCBT, #sc-8546
TEL von Atlas; #HPA000264
TEL(H-214) von SCBT; #sc11382
RUNX1(D33G6) von CST; #4336
RUNX1 von Abcam; #ab23980

RUNX1 von Abcam; #ab50541
RUNX1 von Abcam; #ab54869
RUNX1 von SCT; #sc28679
RUNX1 von Epitomics; #2593-1
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Die Bindung unterschiedlicher anti-ETV6 und -RUNX1 Antikorper an das Fusionspro-
tein wurde mittels IZC und WB getestet. Es zeigte sich deutlich, dass das Fusions-
protein in den HT10805F Zellen, im Vergleich mit anderen Zelllinien, am starksten
exprimiert wird (Abbildung 3.3). Um die Eignung der Antikérper fir die ChlIP zu tes-
ten, wurde daher zunachst diese Zelllinie verwendet. Die Immunfarbung von ETV6
und ETV6/RUNX1 zeigte jedoch, dass in diesen Zellen, anders als in den ubrigen
getesteten Zellmodellen ein hoher Uberschuss von ETV6/RUNX1 im Zytoplasma lo-
kalisiert ist (Abbildung 4.4).

Ba/F3

Ba/F3£R

Abbildung 4.7: ETV6/RUNX1 Expression in Zelllinien

Die konfokalen Aufnahmen Ba/F3 und Ba/F3® nach Immunfarbung mit einem ETV6-Antikdrper zeigen in den
Ba/F3R-Zellen eine insgesamt etwas starkere Fluoreszenz im Zellkern und im Zytoplasma als in den Ba/F3-
Zellen.

Fir ChlIP-Versuche erwies sich dies als grof3er Nachteil. Da die Protein-Chromatin-

Komplexe nur im Zellkern vorliegen, wurde in einem ChIP Experiment von
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HT10805R-Zellen ein GroRteil der Antikdrperbindungsstellen durch ETV6/RUNX1
ohne gebundenes Chromatin besetzt. Im Gegensatz dazu zeigten die Ba/F35F Zel-
len eine gleichmaligere Verteilung von ETVG6/RUNX1 in Zellkern und Zytoplasma
(Abbildung 4.7). Aus diesem Grund wurde die Eignung verschiedener Antikorper fur
die ChIP mit REH-, UoC-B6 und zusétzlich mit Ba/F3R-Zellen in Western Blot-
Analysen getestet. In Abbildung 4.8 sind einige Western Blot Analysen exemplarisch
dargestellt.

Bei der Etablierung der ChIP-Antikdrper mit HT10805F und Ba/F35"-Zellen zur Kon-
trolle der ChlIP-Effizienz mit Western Blot zeigte sich, dass die gegen ETV6 gerichte-
ten polyklonalen Antikérper von Atlas (HPA000264) und SCBT (#sc-11382) sowie
der monoklonale RUNX1-Antikbrper von Epitomics (EPR3099) am geeignetsten
schienen fur die ChlP-Versuche mit den ETV6/RUNX1 positiven Zelllinien REH und

UoC-B6 sowie dem Patientenmaterial.
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Abbildung 4.8: Etablibierung von ChIP

Antikorpern mittels WB

WB mit

a) HT1080%R-Zellen vor (Input) und nach CHIP mit
einem ETV6-Antikérper (TEL(N-19)) und einem
RUNX1-Antikérper (RUNX1 von Epitomics)
HT1080%R-Zellen vor (Input) und nach CHIP mit
einem ETV6-Antikorper (Atlas; #HPA000264) und
‘ einem RUNX1-Antikorper (Atlas; # HPA004176)
Ba/F3R-Zellen vor (Input) und nach CHIP mit
ETV6-Antikorpern (TEL(N-19); TEL(H-214)) und
RUNX1-Antikérpern (RUNX1 von Epitomics bzw.
von CalBiochem)

RUNX1(PC284)

Ba/F3&FR
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Detektiert mit RUNX1 (EPR3099)

Die Eignung dieser Antikorper fur die ChlP-Analyse zeigte sich zum einen in dem
starkeren ETV6/RUNX1 Signal nach ChIP im Vergleich zum Input, bei gleicher Men-
ge an Gesamtprotein. Zum anderen konnte die Qualitat der ChIP anhand der Histon
H3 und R-Aktin (ACTB) WB-Kontrollen bestimmt werden. Histon H3 ist ein Protein,
welches vorwiegend im Zellkern lokalisiert ist. Aufgrund seiner Funktion als Bestand-

teil des Chromatins sollte Histon H3 nach erfolgreicher ChIP in allen Proben im WB
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detektiert werden. ACTB ist ein wesentlicher Bestandteil des im Zytoplasma der Zel-
len lokalisierten Zytoskeletts. Das ACTB-Signal sollte dementsprechend nach ChIP
wesentlich schwacher sein als das im Input (vor der ChlIP) detektierte Signal
(Abbildung 4.8c).

Die Chromatin-Immunprazipitation, der Proteinase-K Verdau und die Elution der DNA
erfolgten wie im Abschnitt 3.2.7 Chromatin-Immunprazipitation und Sequenzierung

beschrieben.

4.2.5 Kontrolle der ChiIP-Effizienz

Western Blot
Die Kontrolle der ChIP-Effizienz anhand der Anreicherung des ETV6/RUNX1 Fusi-

onsproteins nach ChIP erfolgte zunachst durch Detektion der Anreicherung von
ETV6/RUNX1 im WB. Fur den ETV6/RUNX1 Nachweis wurde ein Teil des Inputs
und ein Teil des Lysats nach der IP (vor Proteinase K-Verdau) durch SDS-
Gelelektrophorese aufgetrennt und nach dem Blotten auf eine PVDF-Membran durch
einen RUNX1- bzw. ETV6-Antikdrper detektiert. Das Fusionsprotein sollte nach ChIP
gegenuber allen anderen Proteinen (auller ETV6 nach ETV6-ChIP und RUNX1 nach
RUNX1-ChlP) angereichert ein. Der Western Blot erwies sich als ChlP-Kontrolle fur
die REH- und Uo-B6 Zellen als ungeeignet, da beide Zelllinien im Gegensatz zu den
Ba/F3¥F und HT1080R-Zellen das ETV6/RUNX1 Fusionsprotein sehr niedrig expri-
mieren und sowohl in der Input Probe als auch in den Proben nach IP (Output) im
Western Blot nicht nachgewiesen werden konnte. Aus diesem Grund und weil fur die
geplanten ChIP-Seg-Analysen die Anreicherung von ETV6/RUNX1-DNA-
Zielbereichen und deren Nachweis essenziell waren, wurde die Kontrolle der ChIP in
allen folgenden Versuchen mit Hilfe von ETV6/RUNX1 Zielgenen mittels RT-gPCR
durchgefuhrt.

Evaluierung der Primer und Kontrollen

Wie bereits in Abschnitt 1.3.2 ausfuhrlich erlautert sind bisher nur sehr wenige Daten
uber die durch ETV6/RUNX1 in ihrer transkriptionellen Regulation beeintrachtigten
Gene veroffentlicht worden. Fur alle getesteten und aus der Literatur bekannten
DNA-Regionen, einschliel3lich der Promotorregionen von ATM, ATR, [-Globin,
CD150, GAPDH, miRNA-494 und MPO (Tabelle 4.2) konnte keine Anreicherung

nach ChlP gezeigt werden. Erst die Promotorregion von complement factor properdin
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(CFP) zeigte mit RT-qPCR in den Ba/F35%-Zellen im Vergleich zu den Ba/F3 erste
signifikante Anreicherungen mit optimiertem ChIP-Protokoll. Dieses Gen wurde in der
in unserer Arbeitsgruppe angefertigten Doktorarbeit von K. Hasse als durch
ETV6/RUNX1 signifikant herunter reguliert gezeigt'*®. Nach ChIP-Seg-Analyse konn-
te in den Ba/F3¥R-Zellen im Promotorbereich von CFP eine klare Bindung von
ETV6/RUNX1 bestatigt (Abbildung 4.9) und das ETV6/RUNX1-Bindungsmotiv nach-
gewiesen werden. Anhand dieser Ergebnisse wurde die Optimierung des ChIP-
Protokolls abgeschlossen und die erste erfolgreiche ChlP-Seg-Analyse mit den UoC-
B6-Zellen durchgefuhrt. Alle weiteren ChIP-Experimente wurden anhand dieses

Standardprotokolls durchgeftihrt.

Tabelle 4.2 Fliir ChIP-Kontrollen getestete Promotorbereiche

Gen Design Bemerkung Gen Design Bemerkung
ACT1 human PCR-Kontrolle GZMB human/murin  Literatur™®
ATM human Literatur'®® HPRT1 human PCR-Kontrolle
ATR human Literatur'®® IGLL1 human UoC-B6**
R-Globin  human PCR-Kontrolle IL3 human/murin = K.H.*
CD150  human/murin  Literatur'® ITGA4 human UoC-B6
CDC5L human/murin  K.H.* LMBR1 human UoC-B6**
CFP human/murin K.H.* MGATA1 human UoC-B6**
CR1 human/murin ~ K.H. MiRNA-494 human Literatur'®
CSF1R  human/murin  K.H.* MPO human Literatur'”"
DMPK human/murin  K.H.* PR5803 human/murin  K.H.*

ELA2 human/murin  K.H.* RASGRP2  human UoC-B6**
EPOR human/murin  Literatur™'""""2  RPL13A human K.H.*

GAPDH human/murin PCR Kontrolle

* aus der Dissertation von K. Hasse >
** Gene, deren Promotorbereiche nach ChIP-Seq von UoC-B6 Zellen angereichert wurden

Die Analyse und Auswertung der RUNX1-ChIP-Seq Daten der Ba/F3%%-Zellen und
der UoC-B6-Zellen zeigte nur in den Ba/F35R-Zellen eine Bindung von ETV6/RUNX1
an GZMB. Bei EPOR wurde im Bereich von Exon 2 nach RUNX1- und ETV6-ChIP in
beiden Zelllinien ein signifikantes Signal (p-value: 2.74x 10°°) detektiert. Eine Bindung
von ETV6/RUNX1 an CFP konnte im Gegensatz zu den Ba/F37R-Zellen in den UoC-
B6-Zellen nicht nachgewiesen werden (Abbildung 4.9), das bedeutete, dass eventu-
ell nur der Exon 2-Bereich von EPOR in den UoC-B6-Zellen und somit wahrschein-
lich auch in anderen ETV6/RUNX1-positiven Zellen als positive ChlP-Kontrolle ge-
eignet ist. In Tabelle 4.2 sind alle fur ihre Eignung getesteten Gene aufgefuhrt. Die
grun unterlegten Gene erwiesen sich als positive (und negative) ChiP-Kontrollen fur
die nachfolgenden ChIP-Seg-Analysen in den REH-Zellen und den beiden Patien-
tenproben als besonders geeignet.
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Abbildung 4.9: Position der gDNA Bereiche anfangs gewahlter ChIP-Kontrollen

Die Ergebnisse der ETV6- und RUNX1-ChlIP in a) UoC-B6 und b) Ba/F3F* -Zellen sind exemplarisch anhand der
Gene EPOR, GZMB und CFP dargestellt. Die Gene EPOR und GZMB wurden anhand von Literaturdaten als
Kontrollregionen gewahlt, CFP wurde in der Doktorarbelt von K. Hasse als E/R-reguliertes Gen (mit E/R-
Bindungsmotiv) identifiziert. Epor wurde in den Ba/F3"-Zellen nicht angereichert, im Gegensatz zu den UoC-B6-
Zellen, bei denen ein gDNA Bereich im Exon 2 von EPOR angereichert wurde. In den Ba/F3*R-Zellen zeigt Gzmb
im Promotorbereich eine E/R-Bindungsstelle, in den UoC-B6-Zellen konnte keine Anrelcherung von GZMB-
Regionen nachgewiesen werden. Die Anreicherung der CFP-Promotorregion in den Ba/F3"-Zellen ist deutlich
erkennbar, in den UoC-B6-Zellen wurde im Gen und im Promotorbereich keine E/R-Bindungsstelle identifiziert.
Die roten Pfeile symbolisieren die Lage der Primer.

Basierend auf den ChlIP-Seq Daten der UoC-B6-Zellen wurden einige potenzielle
ETV6/RUNX1 Zielgene als positive Kontrollen flr die ChlP gewahlt. Diese zeigten im
Promotorbereich (bis zu 10000 bp upstream vom Transkriptionsstartpunkt) eine sig-
nifikante Bindung von ETV6/RUNX1 (p-value <1x10%), das ETV6/RUNX1-
Bindungsmotiv und keine Mutationen in der Sequenz. Die Bindung der Primer und
die Qualitat des Amplifikats wurden mit gDNA von UoC-B6 und REH-Zellen getestet.
Die RT-qgPCR Bedingungen sind im Abschnitt 3.2.3.5 aufgeflhrt. Als positive Kontrol-
len wurden die Peakbereiche in den Promotorregionen der Gene mannosyl! (alpha-
1,3-)-glycoprotein beta-1,2-N-acetylglucosaminyltransferase (MGAT1), RAS guanyl
releasing protein 2 (RASGRPZ2), immunoglobulin lambda-like polypeptide 1 (IGLL1),
Integrin alpha4 (ITGA4) und limb development membrane protein 1 (LMBR1) gewahlt
und entsprechende Primer getestet. Als negative RT-qPCR-Kontrolle wurden CFP
und signaling lymphocytic activation molecule family member 1 (CD150, SLAMF1)
getestet. CD150 wurde bereits in anderen Veroffentlichungen als negative ChlP-

Kontrolle verwendet'"°.
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Abbildung 4.10: Schmelzkurvenanalyse weiterer ChlP-Kontrollbereiche fiir RT-qPCR
Analysen

Schmelzkurvenanalyse von Promotorbereichen, die basierend auf der ChlP-Seg-Analyse der UoC-B6-Zellen
ausgewahlt wurden. Die Analyse der Promotorbereiche von ITGA4 und MGAT1 zeigte multiple T, Peaks, was auf
mind. zwei Amplifikate nach RT-gPCR hinweist. Die Primer beider Bereiche waren somit ebenso wie RASGRP2
als PCR-Kontrollen ungeeignet.

Die Schmelzkurvenanalysen in Abbildung 4.11 zeigen, dass die Primer fir MGAT1
und /ITGA4 aufgrund multipler Schmelzkurvenpeaks nicht fir die RT-gPCR und somit
als ChlP-Kontrollen ungeeignet waren. Die Primer fur RASGRPZ2 waren ebenfalls
nicht geeignet, da das Amplifikat erst nach RT-qPCR-Zyklus 30 detektiert wurde und
aufgrund der geringen DNA-Ausgangskonzentration keine Reproduzierbarkeit der
RT-gPCR gewahrleistet werden konnte. Somit waren nur die Promotorbereiche der
Gene LMBR1 und IGLL1 als positive ChlP-Kontrolle geeignet.

ETV6 coverage
RUNX1 coverage
Input coverage
ETV6/RUNXT Peaks |

CTTeter T

ETV6 coverage

RUNX1 coverage
Input coverage
| ETV6/RUNXT Peaks

IGLLT

Abbildung 4.11 Position der letztlich gewéahiten RT-qPCR-Primer

a) zeigt die Lage der Primer im Promotorbereich der Gene LMBR1 und IGLL1, sowie die Anreicherung der DNA
in UoC-B6 Zellen nach ETV6-ChIP-Seq (ETV6 coverage), nach RUNX1-ChlP-Seq (RUNX1 coverage) und vor
IP (Input coverage)

b) zeigt die Lage der Primer fir die negativen ChlP-Kontrollen LMBR1 und IGLL1 im ersten Intron (LMBR1) bzw.
im zweiten Intron (IGLL1) der Gene sowie die Anreicherung der DNA nach ETV6-ChlIP-Seq (ETV6 coverage),
nach RUNX1-ChlIP-Seq (RUNX1 coverage) und vor IP (Input coverage)

Die roten Pfeile markieren die Lage der Primer.

Die Lage der ChlP-Kontrollregionen ist in Abbildung 4.11 sowohl fur LMBR1 als auch
fur IGLL1 dargestellt. Die roten Pfeile stellen die Lage der Primer im Promotorbereich
der Gene dar. Die DNA-Bereiche flur die negativen ChIP-Kontrollen wurden so ge-
wahlt, dass sie innerhalb der Gene LMBR1 (Intron 1) und IGLL1 (Intron 2), jedoch
ETV6/RUNX1 (Peaks)

ETV6/RUNX1 Bindungsmotiv aufwiesen. Nachdem die Primer fur die negativen und

aulderhalb der Bindungsregionen lagen und kein

78



Ergebnisse

positiven Kontrollen erfolgreich getestet worden sind, wurden die entsprechenden
Sonden fur LMBR1+/- und IGLL1+/- designt.

4.3 ChIP- und ChIP-Seq Analysen in Zelllinien und primaren
KM-Proben

4.3.1 Berechnung der ChiP-Effizienz

Wie bereits im vorherigen Abschnitt beschrieben, wurde die ChIP-Effizienz mit RT-
gPCR Analysen bestimmter Regionen von /GLL1 und LMBR1 sowie der negativen
Kontrolle CD150"°, die auf Basis der ChIP-Seq Analyse der UoC-B6-Zellen gewahit
wurden, bestimmt. In Abbildung 4.12 ist die ChlIP-Effizienz nach IP mit den verschie-
denen Antikoérpern als Signal relativ zum Input dargestellt. Das ,Signal relativ zum
Input” ist ein MaR fur die ChlP-Anreicherung und zeigt im Vergleich zwischen positi-
ven (IGLL1(+), LMBR1(+)) und negativen (LMBR(-), IGLL(-), CD150) Kontrollen die
Effizienz der ChIP. Es berechnet sich aus dem Verhaltnis der im Output und Input
gemessenen Ct-Werte fur ein spezifisches Amplifikat, multipliziert mit dem ,%Input-
Wert"3:

ACT =Cr (Input) — Cy(Output)

S input= Inputkontrolle[ul] < 100
oiput= Gesamtinput{ul]

Signal relativ zum Input = 28CT X %lnput

Die RT-gPCR wurde in Triplikaten durchgefuhrt, daraus ergibt sich ein aus neun ra-

tios berechneter ACT-Mittelwert.

Tabelle 4.3: Kontrolle der ChiIP-Effizienz in UOC-B6-Zellen

ETV6 (Atlas) IgG Histon H3

CD150(-) 0,01% 0,01% 1,15%
IGLL1(-) 0,01% 0,01% 1,67%
IGLL1(+) 1,05% 0,07% 0,76%
LMBR1(+) 0,37% n.a. 0,64%
LMBR1(-) 0,01% n.a. 1,39%

n.a. Der Ct lag auRBerhalb des messbaren Bereiches (>40 PCR-Zyklen), eine Berechnung war daher nicht még-
lich.

Die Anreicherungen der Promotoregionen nach ETV6-CHIP und RUNX1-ChIP von
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IGLL1(+) und LMBR1(+) gegenuber den negativen Kontrollen IGLL7(-) und LMBR1(-)

waren signifikant (Tabelle 4.3).

a) b)
10! =CD150()  mIGLL1(-) IGLL1(+)  wLMBR1(+) LMBRA(-)
1,80%
10 e
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Abbildung 4.12: Kontrolle der ChiP-Effizienz in UoC-B6 Zellen

a) RT-qPCR Amplification Plot nach ETV6-ChIP (Atlas; #HPA000264) von IGLL1(+).

b) Fir die PCR-Produkte von CD150, CFP, IGLL1+/- und LMBR1+/- ist jeweils das “Signal relativ zum Input’
nach ChIP im Balkendiagramm angegeben. Es wird deutlich, dass die Signale der positive Kontrollen
IGLL1+ und LMBR1+ wesentlich starker sind, als die Signale der negativen ChlP-Kontrollen. Dieser Test
zeigt deutlich, dass IGLL7+ und LMBR1+ fur die humanen Zelllinien als positive ChIP-Kontrollen geeignet
sind.

Im Folgenden wird die Berechnung der ChlP-Effizienz am Beispiel der IGLL1(+) Ana-
lyse nach ETV6-ChIP-Seq mit dem ETV6-Antikorper von Atlas in UoC-B6-Zellen na-
her erlautert:

Das Ausgangsvolumen fir die Inputkontrolle und das DNA-Elutionsvolumen nach
ETV6-ChIP betrugen je 60 pl. In die ETV6-ChIP wurden 2200 ul Lysat (kovalent ver-
netzte Protein/DNA-Komplexe) eingesetzt (Input), nach IP wurde die DNA in einem
Volumen von 50 pl eluiert (Output). Fur den Input wurden Ct-Werte von 27,65, 27,54
und 27,56 gemessen, fur den /IGLL7(+) Output nach ETV6-ChIP betrugen die Cr-
Werte 28,96; 28,97 und 28,93. Daraus ergeben sich folgende Formeln:

ACT =Cr (Input) — Cy (Output) = (—1,37)

60/ul, 60
l X100 ==—==2,73

g =
omput= o 22

Signal relativ zum Input = 2°¢T x % Input

Signal relativ zum Input = 1,055%

Das bedeutet fur diesen IGLL1(+)-Promotorbereich, dass 1,055 % der Kopien des

Inputs im Eluat des ChIP-Outputs enthalten waren, das sind mehr Kopien als bei der
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zweiten positiven Kontrolle LMBR1 (0,137%) und signifikant mehr Kopien als bei den
negativen Kontrollen: LMBR1(-) mit 0,0095% und IGLL1(-) mit 0,0088%.

Dieses Ergebnis bestatigt die Daten der ETV6-ChIP und RUNX1-ChIP-Seq der UoC-
B6-Zellen (Abbildung 4.11): Nach Bindung von ETV6/RUNX1 an die Promotorregion
der Gene IGLL1 und LMBR1 erfolgt eine Anreicherung dieser Bindungsstelle (Peak).
Bindet ETV6/RUNX1 nicht an die DNA (kein Peak) erfolgt keine Anreicherung dieser
Region nach ChIP. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde diese Probe zusammen
mit dem Output nach RUNX1-ChIP und dem Input zur Hochdurchsatz DNA-
Sequenzierung und anschlielienden ersten Auswertung der ChlP-Seq Datensatze an

das BCRT (Sequenzierungs-Core Unit; Dr. J. Hecht) gegeben.

4.3.2 Kontrolle der ChlIP-Effizienz

Die Auswahl der Zielregionen fur die Kontrolle der ChlP-Effizienz in den REH-Zellen
sowie den primaren KM-Proben der beiden Patienten basierte wie bereits im Ab-
schnitt 4.2.5 ausfuhrlich beschrieben auf den Daten der ChIP-Seqg-Analyse der UoC-
B6-Zellen. Fur die Bestimmung der ChlP-Effizienz mittels RT-gPCR wurden zwi-
schen 10ng und 12ng der Input-DNA eingesetzt. Dazu wurde die DNA-
Konzentration des Inputs bestimmt und die gewlnschte Konzentration eingestellt.
Die DNA des Outputs wurde in gleicher Weise wie die Input-DNA verdinnt und in die
RT-gPCR zur Bestimmung der ChIP-Effizienz eingesetzt.

In Abbildung 4.13a sind die Ergebnisse der RUNX1-ChIP und in Abbildung 4.13b die
der ETV6-ChIP dargestellt. Die Daten der positiven Kontrollen (LMBR1(+) und
IGLL1(+)) wurden auf die der jeweiligen negativen Kontrollen (LMBR1(-) und
IGLL1(-)) normiert. Sowohl nach ETV6-ChIP als auch nach RUNX1-ChIP ist die Effi-
zienz in den REH-Zellen wesentlich hoher als in beiden KM-Proben der Patienten.
Ein Indiz fur die gute ChlIP-Effizienz ist die im Verhaltnis zu den positiven Kontrollen
sehr niedrige Anreicherung der negativen Kontrollen: In der RUNX1-ChIP liegen die
ratios zwischen 7,03 und 180,64, in der ETV6-ChIP zwischen 5,53 und 80,46. So-
wohl die REH-Zellen als auch die KM-Proben beider Patienten exprimieren neben
dem ETV6/RUNX1 Fusionsprotein RUNX1 jedoch kein ETV6, wodurch eventuell die
im Durchschnitt bessere Effizienz der RUNX1-ChIP gegenuber der ETV6-ChIP er-
klarbar ist. Eine weitere Mdglichkeit konnten die unterschiedlichen Affinitaten des

RUNX1 und des ETV6-Antikorpers gegenuber den Proteinbindungsstellen sein.
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Abbildung 4.13 Kontrolle der ChiP-Effizienz in REH-Zellen sowie den beiden

Patientenproben
a) Effizienz nach RUNX1-ChIP, normiert auf die negativen Kontrollen
b) Effizienz nach ETV6-ChIP, normiert auf die negativen Kontrollen

Histon H3 ist Bestandteil des Histon-Protein-Komplexes und ist somit in wichtige zel-
lulare Prozesse, wie der Transkription und des Chromosomenrearrangements wah-
rend Mitose und Meiose beteiligt'*. Aufgrund dieser wichtigen Funktionen ist Histon
H3 in besonderer Weise als ChIP-Kontrolle pradestiniert. Nach der Histon H3-ChIP
muss in allen DNA-Bereichen eine starke Anreicherung gemessen werden
(Abbildung 4.12b), ist dies nicht der Fall hat die ChlIP grundsatzlich nicht funktioniert.

4.3.3 ldentifizierung potenzieller ETV6/RUNX1 Zielgene

Die mit dem peak calling erstellten Peaklisten enthielten jeweils den Sequenzbereich
der einzelnen Peaks und die summits. Der Peaksummit umfasst eine 1 Basenpaar-
Position innerhalb des Peaks mit der hdochsten Peak-Anreicherung. In der Nahe die-
ser Position liegt mit hoher Wahrscheinlichkeit die Bindungsstelle eines Transkripti-
onsfaktors. Fur die ldentifizierung potenzieller ETV6/RUNX1 Zielgene wurden die
Peaklisten mit der Liste aller bekannten Transkriptionsstartpunkte (TSS; Assembly:
Refgene hg19) abgeglichen. Diese Liste wurde vom UCSC Table Browser herunter-
geladen und enthielt ca. 34000 TSS fur alle bekannten Gene, inklusive hypotheti-

scher Gene und Gene mit unklarer Funktion.

UoC-B6-Zellen

Basierend auf den Datensets der ChlP-Seq-Analyse wurden fur die ETV6-ChIP 8758
Peaks (ETV6 Peaks) und fur die RUNX1-ChIP 10115 Peaks (RUNX1 Peaks) identifi-
ziert. Die Dichte der Peaks war in einigen Genombereichen relativ hoch, so dass bei
der Berechnung der gemeinsamen ETV6/RUNX1 Peaks in diesen Bereichen, mehre-
re ETV6 und RUNX1 Peaks zu einem gemeinsamen ETV6/RUNX1 Peak zusam-
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mengefasst wurden (Abbildung 4.14).

ETV6 Peaks #1 #2 #3 #4 #5
RUNX1 Peaks #1 #2 #3 ﬂ
E/R Peaks #1 #2 #3

Abbildung 4.14: Berechnung gemeinsamer E/R Peaks (schematisch)
Uberlappende ETV6 und RUNX1 Peaks wurden zu gemeinsamen E/R Peaks zusammengefasst.

Die Berechnung der gemeinsamen Peakregionen des ETV6 und RUNX1 Datensat-
zes ergab 5594 ETV6/RUNX1 Peaks (Abbildung 4.15). Diese Peaks sowie die ETV6
Peaks ohne Uberlappung mit RUNX1 Peaks (ETV6-unique: 2834) und die RUNX1
Peaks ohne Uberlappung mit ETV6 Peaks (RUNX1-unique: 4449) wurden den Pro-
motorbereichen aller bekannter Gene (inklusive der Spleildvarianten, hypothetischen
Gene und Gene mit unbekannter Funktion) zugeordnet: Nach der ETV6 Chip-Seq
Analyse wurden 801 Gene identifiziert, die keine Ubereinstimmung mit Genen nach
RUNX1 ChIP haben. Es wurden 1872 potenzielle RUNX1 Zielgene und 1695 poten-
zielle ETV6/RUNX1 Zielgene identifiziert (Abbildung 4.15d).

Der Median ist im Gegensatz zu dem Mittelwert (Mean) unempfindlicher gegenlber
Extremwerten. Der Median bedeutet in diesem Fall aus, dass die Halfte der
ETV6/RUNX1 Peakregionen 208 Basenpaare vor dem nachstgelegenen Transkripti-
onsstartpunkt (TSS) lag, wobei die maximale Entfernung 1,44x 10° vor TSS und 1,4x
10° Basenpaare nach TSS lag (Abbildung 4.15a). In Abbildung 4.15b ist die Vertei-
lung von 5594 (das entspricht der Zahl der ETV6/RUNX1 Peaks) zufallig generierten
Peaks um den TSS dargestellt. Im Vergleich zu den ,echten® ETV6/RUNX1 Peaks
sind hier sowohl der Mittelwert (-78463 bp) als auch der Median (3793 bp) wesentlich
weiter vom TSS entfernt. Dieses Ergebnis zeigt, dass eine spezifische Anreicherung
von DNA-Bereichen stattgefunden hat und dass diese Anreicherung im direkten Zu-
sammenhang mit der Interaktion von ETV6/RUNX1 und RUNX1 bzw. deren Co-
Faktoren mit diesen DNA-Bereichen steht.

Die in Abbildung 4.15c gezeigte Verteilung der ETV6/RUNX1 Peaks im Genom zeigt,
dass die meisten ETV6/RUNX1 Peaks innerhalb eines Genes (davon 392 Peaks im
Bereich zwischen TSS und 2500 Basenpaare), 1014 Peaks im Promotorbereich
(-10 kb bis TSS) und 1738 Peaks aul3erhalb von Genen liegen.
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Abbildung 4.15: Identifizierung potenzieller E/R Zielgene in UoC-B6

a) Genomische Verteilung der E/R1 Peakregionen bezogen auf den nachstgelegenen TSS

b) Genomische Verteilung zuféllig generierter Peakregionen bezogen auf den nachstgelegenen TSS

¢) Zuordnung der ChlP-Seq Peaks zu unterschiedlichen Genombereichen nach Sanda et al'’®. Als Promotor
wurde der Bereich zwischen -10 kb und 2,5 kb um die jeweiligen TSS festgelegt.

d) Die Venn-Diagramme zeigen die Anzahl der identifizierten Peaks (bzw. Gene) nach ETV6-ChIP und RUNX-
ChIP. Die E/R Peaks wurden anhand des in Abbildung 4.14 gezeigten Schemas ermittelt. Aus diesem Grund
entsprechen die Summen der ETV6/RUNX1 Peaks und der ETV6 inique bzw. RUNX1 unique Peaks nicht mit
der entsprechenden Gesamtsumme (berein. Gleiches gilt fir die .Ermittlung der jeweiligen Zielgene.

REH-Zellen
Fir die REH-Zellen wurden nach ChIP-Seqg-Analyse 22554 ETV6 Peaks und 31312

RUNX1 Peaks identifiziert. Die Berechnung der gemeinsamen Peakregionen beider
Datensatze ergab einen uberlappenden Bereich von 18548 gemeinsamen ETV6 und
RUNX1 Peaks (ETV6/RUNX1 Peaks). Die gemeinsamen ETV6 und RUNX1 Peaks
sowie die ETV6 Peaks ohne Uberlappung mit RUNX1 Peaks (ETV6-unique: 5074)
und die RUNX1 Peaks ohne Uberlappung mit ETV6 Peaks (RUNX1-unique: 13821)
wurden den Promotorbereichen aller bekannter Gene zugeordnet: Es wurden 6836
potenzielle RUNX1 Zielgene, 4127 potenzielle ETV6 Zielgene und 3627 potenzielle
ETV6/RUNX1 Zielgene identifiziert.

Im Median lagen die ETV6/RUNX1 Peakregionen 252 Basenpaare vor dem nachst-
gelegenen TSS, wobei die maximale Entfernung 1,44x 10° vor TSS und 1,4x 10° Ba-
senpaare nach TSS lag (Abbildung 4.16a). Die meisten ETV6/RUNX1 Peaks lagen
im Bereich um einen TSS (685 Peaks). Im Gegensatz hierzu wiesen die zufallig ge-
nerierten Peaks einen wesentlich groReren Abstand des Medians zu den TSS auf
(Median: 3345; Abbildung 4.16b). Die prozentuale Verteilung der ETV6/RUNX1

Peaks zeigt, dass 6581 Peaks keinem Gen zugeordnet werden konnten, 9218 Peaks
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in einem Gen lagen, wovon 1073 Peaks im Bereich zwischen TSS und 2500 Basen-
paare lagen, 2749 Peaks waren im Promotorbereich vor TSS (-10 kb bis TSS) lokali-
siert (Abbildung 4.16c¢).
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Abbildung 4.16:ldentifizierung potenzieller ETV6/RUNX1 Zielgene in REH-Zellen

a) Genomische Verteilung der ETV6/RUNX1 Peakregionen bezogen auf die TSS.

b) Genomische Verteilung zufallig regenerierter Peakregionen bezogen auf die TSS.

c) Zuordnung der ChlP-Seq Peaks zu unterschiedlichen Genombereichen nach Sanda et al
wurde der Bereich zwischen -10 kb und 2,5 kb um die jeweiligen TSS festgelegt.

d) Die Venn-Diagramme zeigen die Anzahl der identifizierten Peaks (bzw. Gene) nach ETV6-ChIP und RUNX-
ChIP. Die ETV6/RUNX1 Peaks wurden anhand des in Abbildung 4.14 gezeigten Schemas ermittelt. Aus die-
sem Grund entsprechen die Summen der ETV6/RUNX1 Peaks und der ETV6 inique bzw. RUNX1 unique
Peaks nicht mit der entsprechenden Gesamtsumme Uberein. Gleiches gilt fur die .Ermittlung der jeweiligen
Zielgene.

75 Als Promotor

ALL_#1

Far die KM-Zellen von Patient 1 ergab die durchgefuhrte ChiP-Seqg-Analyse nach
ETV6-ChIP 36577 Peaks und nach RUNX1-ChIP 69420 Peaks. Die Berechnung der
gemeinsamen Peakregionen nach ETV6- und RUNX1-ChIP ergab einen Uberlap-
penden Bereich von 34084 gemeinsamen Peaks (ETV6/RUNX1 Peaks). Die Zuord-
nung der 36577 (69420) ETV6 (RUNX1) Peaks zu den Promotorbereichen aller be-
kannter Genen ergab 10881 (13548) potenzielle ETV6 (RUNX1) Zielgene. Die Zu-
ordnung der ETV6-unique Peaks (2332 Peaks) ergab 452 potenzielle ETV6 Zielge-
ne, fir die RUNX1-unique Peaks 3381 potenzielle RUNX1 Zielgene und 10434 po-
tenzielle ETV6/RUNX1 Zielgene fur die ETV6/RUNX1 Peaks. Die Zahl der potenziel-
len ETV6/RUNX1 Zielgene erscheint mit 10434 Genen sehr hoch, demnach mussten
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ca. '/3 aller Gene potenzielle ETV6/RUNX1 Zielgene sein. Wahrscheinlicher ist es,
dass ein Fehler bei der ChlP-Seq Analyse am BCRT aufgetreten ist. Da das primare
KM Material fur die Analyse verbraucht worden ist, ist eine Verifizierung des Versu-

ches mit der Gleichen Probe nicht mdglich.
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Abbildung 4.17: Identifizierung potenzieller Zielgene in ALL_#1

a) Genomische Verteilung der ETV6/RUNX1 -Peakregionen bezogen auf die TSS.

b) Genomische Verteilung zufallig regenerierter Peakregionen bezogen auf die TSS.

c) Zuordnung der ChlP-Seq Peaks zu unterschiedlichen Genombereichen nach Sanda et al'’®. Als Promotor
wurde der Bereich zwischen -10 kb und 2,5 kb um die jeweiligen TSS festgelegt.

d) Die Venn-Diagramme zeigen die Anzahl der identifizierten Peaks (bzw. Gene) nach ETV6-ChIP und RUNX-
ChIP. Die ETV6/RUNX1 Peaks wurden anhand des in Abbildung 4.14 gezeigten Schemas ermittelt. Aus die-
sem Grund entsprechen die Summen der ETV6/RUNX1 Peaks und der ETV6 inique bzw. RUNX1 unique
Peaks nicht mit der entsprechenden Gesamtsumme Uberein. Gleiches gilt fir die .Ermittlung der jeweiligen
Zielgene.

Die Berechnung der Verteilung der ETV6/RUNX1 Peaks um die TSS zeigte im Medi-
an, dass die ETV6/RUNX1 Peaks 160 bp nach dem nachstgelegenen TSS lagen,
wobei die maximale Entfernung 1,57x 10° vor TSS und 1,57x 10° Basenpaare nach
TSS betrug (Abbildung 4.17a). Im Vergleich dazu lag der Median der 34084 zufallig
generierten Peaks bei 2920 bp nach dem nachstgelegenen TSS.

Die prozentuale Verteilung der ETV6/RUNX1 Peaks zeigte, dass 8010 Peaks dem
distalen Promotor (-10 kb bis TSS) und 3624 Peaks dem proximalen Promotor (TSS
bis 2,5 kb) zugeordnet werden konnten. 9264 Peaks lagen aul3erhalb von Genen und

Promotorbereichen.
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ALL_#2

Die ChlIP-Seqg-Analyse der KM-Zellen des zweiten Patienten zeigte fur die ETV6-
ChIP 17801 Peaks und fir die RUNX1-ChlIP 33012 Peaks. Die Berechnung der ge-
meinsamen ETV6 und RUNX1-Peakbereiche ergab 14460 ETV6/RUNX1 Peaks. Die
Zuordnung dieser Peaks zu den TSS aller bekannten Gene erbrachte 4991 potenzi-
elle ETV6-, 9372 potenzielle RUNX1- und 3951 ETV6/RUNX1-DNA-

Bindungsbereiche von diesen codierten 3117 Gene fir Proteine.
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Abbildung 4.18: Identifizierung potenzieller Zielgene in ALL_#2

a) Genomische Verteilung der ETV6/RUNX1 -Peakregionen bezogen auf die TSS.

b) Genomische Verteilung zufallig regenerierter Peakregionen bezogen auf die TSS.

¢) Zuordnung der ChIP-Seq Peaks zu unterschiedlichen Genombereichen nach Sanda et al'”. Als Promotor
wurde der Bereich zwischen -10 kb und 2,5 kb um die jeweiligen TSS festgelegt.

d) Die Venn-Diagramme zeigen die Anzahl der identifizierten Peaks (bzw. Gene) nach ETV6-ChIP und RUNX-
ChIP. Die ETV6/RUNX1 Peaks wurden anhand des in Abbildung 4.14 gezeigten Schemas ermittelt. Aus die-
sem Grund entsprechen die Summen der ETV6/RUNX1 Peaks und der ETV6 inique bzw. RUNX1 unique
Peaks nicht mit der entsprechenden Gesamtsumme (berein. Gleiches gilt fir die .Ermittlung der jeweiligen
Zielgene.

Die ETV6/RUNX1 Peaks waren im Median 479 bp nach dem nachstgelegenen TSS
lokalisiert. Im Vergleich dazu lag der Median der zufallig generierten 14460 Peaks
bei 2647 bp nach TSS. Die prozentuale Verteilung der ETV6/RUNX1 Peaks im Ge-
nom zeigt, dass im Promotorbereich 3772 Peaks (distal: 2713; proximal: 1059) loka-

lisiert sind. 4632 Peaks liegen aulerhalb eines Gens.
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Zusammenfassung: Identifizierung potenzieller ETV6/RUNX1 Zielgene

(Kerngenset)

Als Kerngenset wurden die Ubereinstimmenden ETV6/RUNX1 Zielgene der vier ana-
lysierten Proben (UoC-B6-Zellen, REH-Zellen, ALL_#1 und ALL_#2) definiert. Fur die
Ermittlung dieses Kerngensets wurden die Gene verwendet, die in ihrem Promotor-
bereich (-10 kb bis 2,5 kb) ETV6/RUNX1 mindestens einen Peaks besitzen. Das
Kerngenset umfasst 1221 codierende DNA-Bereiche (Abbildung 4.19a). Von diesen
codieren 935 fur annotierte proteincodierende Gene. Der Rest (286 Gene) umfasst

Gene mit unklarer Funktion bzw. hypothetische Gene.
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Abbildung 4.19: Kerngenset

a) Venn-Diagramm mit der Anzahl der gemeinsamen Gene der vier untersuchten Proben. Das Kerngenset um-
fasst 1221 codierende Bereiche.

b) Die Anzahl der Gemeinsamen Gene von UoC-B6-Zellen und REH-Zellen

c) Die Anzahl der gemeinsamen Gene von ALL_#1 und ALL_#2

Bei den beiden Patientenproben wurden 3836, bei den Zelllinien UoC-B6 und REH
wurden 1407 gemeinsame Gene identifiziert. (Abbildung 4.19b und c).

4.3.4 Reprasentative Signalweganalysen
Fir die Signalweganalysen wurden sowohl die potenziellen ETV6/RUNX1 Zielgene
als auch die nur durch ETV6 (ETV6-unique) bzw. nur durch RUNX1 (RUNX1-unique)
maoglicherweise regulierten potenziellen Zielgene verschiedenen Signalwegen zuge-
ordnet. Der cutoff lag bei einem p-value < 0,05. Fur die Analysen wurde das von der

162,163,176 verwendet.

Universitat Madrid zur Verfigung gestellte Programm GeneCodis
Dargestellt sind jeweils die 10 am signifikantesten Uberreprasentierten Signalwege.
Der p-value basiert auf der Summe der fur die Analyse verwendeten Gene, der in
den entsprechenden Signalwegen lokalisierten Gene und der Gesamtzahl bekannter

Gene (ca. 34000 Gene).
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UoC-B6-Zellen

In die Signalweganalysen wurden 1695 potenzielle ETV6/RUNX1 Zielgene, 801
ETV6-unique Zielgene und 1872 RUNX1-unique Zielgene eingesetzt. Von 1695 po-
tenziellen ETV6/RUNX1 Zielgenen waren 1301 annotierte proteincodierende Gene.
In Abbildung 4.20 sind jeweils die zehn Signalwege aufgelistet, welche fur die einzel-

nen Gengruppen Uberreprasentiert waren.
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Abbildung 4.20: Signifikant Giberreprasentierte Signalwege in UoC-B6-Zellen

Dargestellt sind jeweils die durch E/R Zielgene (a), ETV6-unique Zielgene (b) und RUNX1-uique Zielgene (c) am
signifikantesten Uberreprasentierte Signalwege. Die Zahlen im Kreisdiagramm bzw. den Balkendiagrammen ge-
ben die Zahl der entsprechenden Zielgene in diesen Signalwegen an.

254 potenziell durch ETV6/RUNX1 in ihrer Expression beeinflusste Proteine sind in
insgesamt 30 Signalwegen involviert. Am signifikantesten Uberreprasentiert ist der
Signalweg Transendotheliale Migration der Leukozyten (p-value: 1,18 x 10™). In die-
sem Signalweg sind insgesamt 113 Proteine involviert, davon sind 34 potenzielle
ETV6/RUNX1 Zielgene.

Tabelle 4.4: Der Signalweg Transendotheliale Migration der Leukozyten in UoC-
B6-Zellen

Signalweg Transendotheliale Migration der Leukozyten

Gene_Gruppe 34

Gene_Referenz 113

Gene_Gesamt 34208

p-value 1,18E-04

Gene MMP9, VAV1, ACTN1, CLDN9, ITGB2, ITGA4, ACTG1, PLCG2, ROCK2,
RAC2, RHOH, ESAM, MYL12B, RHOA, SIPA1, CLDN5, ICAM1, ITGAL,
GNAI2, VASP, NCF4, PTK2, MYL12A, CDH5

Gene_Gruppe: umfasst die in diesen Signalweg involvierten, potenziellen durch ETV6/RUNX1 in ihrer Expres-
sion beeinflussten Proteine

Gene_Referenz: umfasst die Anzahl der in diesen Signalweg involvierten Proteine

Gene_Gesamt: umfasst die Gesamtzahl aller bekannten Gene (Feb. 2009 (GRCh37/hg19)

Insgesamt sind 198 unterschiedliche potenziell durch ETV6/RUNX1 regulierte Prote-
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ine in den zehn am signifikantesten Uberreprasentiertesten Signalwege involviert,
von diesen kommen 56 Gene in mind. zwei Signalwegen vor. Eine Liste der in den
Signalweg Transendotheliale Migration der Leukozyten genannten Gene ist in Tabel-
le 4.4 aufgefuhrt. Die ETV6/RUNX1 Zielgene sind an 154 unterschiedliche biologi-
sche Prozesse mit einem p-value < 0,05 beteiligt. Zu diesen gehoéren u.a. die DNA-
abhédngige Regulation der Transkription (126/1609 Gene; p-value: 1,49 x 10™"), die
Signaltransduktion (102/1176 Gene; p-value: 2,24 x 10'”) und die Blutgerinnung
(54/457 Gene; p-value 1,67 x 107°).

REH-Zellen
Von den in den REH-Zellen ermittelten 3627 potenziellen ETV6/RUNX1 Zielgenen

(davon codieren 2794 Gene flr Proteine) konnten 635 Proteine zu 100 Signalwegen
(p-value < 0,05) zugeordnet werden, von diesen waren 310 in mind. zwei Signalwe-
gen involviert. Die zehn Signalwege mit der signifikantesten Anzahl an, durch
ETV6/RUNX1 regulierten Proteinen sind in Abbildung 4.21a dargestellt. Fir die
RUNX1-unique bzw. ETV6-unique Proteine entsprechend in Abbildung 4.21b und c.
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Abbildung 4.21: Signifikant Giberreprasentierte Signalwege in REH-Zellen

Dargestellt sind jeweils die durch E/R Zielgene (a), ETV6-unique Zielgene (b) und RUNX1-uique Zielgene (c) am
signifikantesten Uberreprasentierte Signalwege. Die Zahlen im Kreisdiagramm bzw. den Balkendiagrammen ge-
ben die Zahl der entsprechenden Zielgene in diesen Signalwegen an.

Bei REH-Zellen ist genau wie bei UoC-B6-Zellen der Signalweg Transendotheliale
Migration der Leukozyten (p-value: 6,54 x10™'%) der am signifikantesten (iberrepra-

sentierte Signalweg (Tabelle 4.5).
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Tabelle 4.5: Der Signalweg Transendotheliale Migration der Leukozyten in REH-
Zellen

Signalweg Transendotheliale Migration der Leukozyten

Gene_Gruppe 46

Gene_Referenz 113

Gene_Gesamt 34208

p-value 6,54E-14

Gene MMP9, CXCR4, VAV1, ACTN1, PIK3R5, CLDN9, ITGB2, ITGA4, PRKCB,
PIK3CA, ACTG1, MLLT4, PLCG2, PRKCG, ITGAM, RAC2, RHOH,
PIK3R2, ESAM, MYL12B, RHOA, PXN, RASSF5, SIPA1, GNAI3, ACTB,
VCL, RAPGEF3, CYBB, CYBA, CLDNS5, PLCG1, ICAM1, ITGAL, GNAI2,
VASP, NCF4, PTK2, ROCK1, CLDNG6, PIK3CG, MYL12A, MYL5,
CLDN14, CDH5, CLDN4

Gene_Gruppe: umfasst die in diesen Signalweg involvierten, potenziellen durch ETV6/RUNX1 in ihrer Expres-
sion beeinflussten Proteine

Gene_Referenz: umfasst die Anzahl der in diesen Signalweg involvierten Proteine

Gene_Gesamt: umfasst die Gesamtzahl aller bekannten Gene (Feb. 2009 (GRCh37/hg19)

In die zehn am signifikantesten Unerreprasentierten Signalwege, mit exprimierten
ETV6/RUNX1 Zielgenen sind 252 verschiedene Proteine involviert, von diesen sind
84 Proteine in mind. zwei Signalwegen lokalisiert.

Von den 2794 potenziellen ETV6/RUNX1 proteincodierende Zielgenen konnten 819
Proteine zu 154 unterschiedlichen biologische Prozessen (p-value<0,05) zugeordnet
werden. Zu diesen gehdren u.a. die DNA-abhéngige Regulation der Transkription
(126/1609 Gene; p-value: 1,49 x10™"), die Signaltransduktion (102/1176 Gene; p-
value: 2,24 x 10", und die Blutgerinnung (54/457 Gene; p-value: 1,67 x10°™'°)

ALL_#1
In der primaren KM-Probe ALL_#1 konnten durch die ChIP-Seqg-Analyse 10434 po-

tenzielle ETV6/RUNX1 Bindungsstellen identifiziert werden, von diesen befinden sich
8432 Bindungsstellen im Promotorbereich proteincodierender Gene. Die zehn Sig-
nalwege, in welche die signifikanteste Anzahl von durch ETV6/RUNX1 bzw. ETV6-
unique und RUNX1-unique Proteinen involviert ist, sind in Abbildung 4.22a aufge-
fuhrt. In diese zehn Signalwege sind 873 unterschiedliche durch ETV6/RUNX1 in
ihrer Expression beeinflusste Proteine involviert, davon sind 157 Proteine in mind.
zwei Signalwegen involviert.

Der am signifikantesten Uberreprasentierte Signalweg ist der Spliceosomen-
Signalweg.
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Abbildung 4.22: Signifikant Uiberreprasentierte Signalwege in ALL_#1

Dargestellt sind jeweils die durch E/R Zielgene (a), ETV6-unique Zielgene (b) und RUNX1-unique Zielgene (c) am
signifikantesten Uberreprasentierte Signalwege. Die Zahlen im Kreisdiagramm bzw. den Balkendiagrammen ge-
ben die Zahl der entsprechenden Zielgene in diesen Signalwegen an.

In die Regulation der Spliceosomen sind 118 Proteine involviert, von diesen sind 106
durch potenzielle ETV6/RUNX1 Zielgene in ihrer Expression moglicherweise regu-

lierte Proteine. Diese Gene sind in Tabelle 4.6 aufgefuhrt.

Tabelle 4.6: Der Signalweg Spliceosomen in ALL_#1

Signalweg Spliceosomen

Gene_Gruppe 106

Gene_Referenz 118

Gene_Gesamt 34208

p-value 1,45E-48

Gene SNRPC, SRSF9, SNRPA, DDX42, SF3A1, SF3A3, LSM7, SRSF2,
TCERG1, SRSF6, PRPF19, SNRPA1, XAB2, SRSF1, LSM4, DHX15,
SNRNP27, PPIH, PRPF38A, SF3B5, SF3B1, HNRNPA1, WBP11,
PRPF6, SRSF7, SF3A2, SNRNP200, PRPF18, RBM17, HNRNPK,
PRPF8, PUF60, SF3B3, DHX38, DDX46, HNRNPA3, SLU7, AQR,
RBMX, SNRNP70, U2AF1, PLRG1, NCBP1, ISY1, HSPA6, SMNDC1,
MAGOHB, CHERP, SNRPB, PCBP1, MAGOH, DDX23, THOC2, CDC40,
CTNNBL1, NAA38, PRPF38B, RBM22, LSM5, EIF4A3, PRPF3, RBM?25,
PRPF31, BUD31, ZMAT2, SNRPF, SNRPG, THOC1, PRPF4, SART1,
HSPA2, SYF2, RBM8A, HNRNPC, EFTUD2, BCAS2, HNRNPU,
NHP2L1, SRSF3, CDC5L, CCDC12, SNW1, U2SURP, TRAZ2A,
PRPF40A, CRNKL1, PRPF40B, SNRPE, NCBP2, PHF5A, ACIN1,
SF3B4, U2AF2, USP39, RBMXL1, TRA2B, LSM3, SNRNP40, SRSFS5,
SNRPB2, HSPA8, HNRNPA1L2, SNRPD1, DHX8, SNRPD2, SF3B2

Gene_Gruppe: umfasst die in diesen Signalweg involvierten, potenziellen durch ETV6/RUNX1 in ihrer Expres-
sion beeinflussten Proteine

Gene_Referenz: umfasst die Anzahl der in diesen Signalweg involvierten Proteine

Gene_Gesamt: umfasst die Gesamtzahl aller bekannten Gene (Feb. 2009 (GRCh37/hg19)

Die 8432 potenziellen proteincodierenden ETV6/RUNX1 Zielgene konnten 735 un-
terschiedlichen biologischen Prozessen (p-value < 0,05) zugeordnet werden. Zu die-
sen zahlen u.a. die DNA-abhangige Regulation der Transkription (879/1609 Genen,
p-value: 2,54E-141), die Genexpression (320/408 Genen, p-value: 9,97E-113) und
die virale Reproduktion (251/329 Genen, p-value: 5,94E-83)
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ALL_#2
Von den 3951 identifizierten potenziellen ETV6/RUNX1 Zielgenen codierten 3117

Gene fir Proteine, diese Gene wurden mit diversen Signalwegen abgeglichen Insge-
samt 825 ETV6/RUNX1 Zielgene konnten 109 Signalwegen zugeordnet werden, wo-
bei 372 Gene in mindestens zwei Signalwegen involviert sind. In Abbildung 4.23a
sind die zehn Signalwege (p-value < 2E-13) aufgefihrt, in die die signifikanteste An-
zahl potenzieller ETV6/RUNX1 Zielgene involviert ist. In diese zehn Signalwege sind
insgesamt 255 unterschiedliche Gene involviert und von diesen sind 90 Gene an
mind. zwei Signalwegen beteiligt. In Abbildung 4.23b und c sind die durch ETV6-

unique und RUNX1-unique am starksten beeinflussten Signalwege dargestellt.

b) ETV6-unique Zielgene
a) ETV6/RUNX1 Zielgene
P im ER
Regulierung des Aktin-Zytoskelets I—————
NK-Zell Cytotoxitat
B Migration der Leukozyten E—Zel\—li;,ezzpltor
B Differenzierung der Osteoklasten e ——
B Regulierung des Aktin-Zytoskelets Migration der Leukozyten s—)zo
W Pathways in cancer C) RUNX1-unique Zielgene
W B-Zell-Rezeptor Signalweg
B NK-Zell vermittelte Cytotoxitat e amtons .
T-Zell-Rezeptor Signalweg Di der O
. L
Spllcosomen Pathways in cancer ——
Apoptose Zelizyklus

RNA Transport i—
Huntigton-Erkrankung —
i i im ER

Chemokin Signalweg

Abbildung 4.23: Signifikant Uberreprasentierte Signalwege in ALL_#2

Dargestellt sind jeweils die durch E/R Zielgene (a), ETV6-unique Zielgene (b) und RUNX1-unique Zielgene (c) am
signifikantesten Uberreprasentierte Signalwege. Die Zahlen im Kreisdiagramm bzw. den Balkendiagrammen ge-
ben die Zahl der entsprechenden Zielgene in diesen Signalwegen an.

In den ALL_#2 Zellen ist der Signalweg Transendotheliale Migration der Leukozyten,
ebenso wie in den UoC-B6- und REH-Zellen, der Signalweg, der moglicherweise am
meisten durch die Proteinprodukte potenzieller ETV6/RUNX1 Zielgene beeinflusst

wird.
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Tabelle 4.7: Signalweg Transendotheliale Migration der Leukozyten in ALL_#2

Signalweg Transendotheliale Migration der Leukozyten

Gene_Gruppe 45

Gene_Referenz 113

Gene_Gesamt 34208

p-value 3,66E-16

Gene MMP9, CXCR4, VAV1, ACTN1, PIK3R5, CLDN9, ITGB2, ITGA4, NCF1,
PRKCB, PIK3CA, ACTG1, PLCG2, PRKCG, MYLPF, ITGAM, RAC?2,
RHOH, PIK3R2, MSN, MYL12B, RHOA, PXN, RASSF5, SIPA1, GNAI3,
PRKCA, VCL, RAPGEF3, CYBB, CYBA, PLCG1, ICAM1, ITGAL, GNAI2,
PIK3CD, NCF4, NCF2, PTK2, ROCK1, PIK3CG, MYL12A, CLDN14,
CDH5, CLDN4

Gene_Gruppe: umfasst die in diesen Signalweg involvierten, potenziellen durch ETV6/RUNX1 in ihrer Expres-
sion beeinflussten Proteine

Gene_Referenz: umfasst die Anzahl der in diesen Signalweg involvierten Proteine

Gene_Gesamt: umfasst die Gesamtzahl aller bekannten Gene (Feb. 2009 (GRCh37/hg19)

Alle identifizierten proteincodierenden potenziellen ETV6/RUNX1 Zielgene konnten
295 biologischen Prozessen (p-value < 0,05) zugeordnet werden. Zu diesen zahlen
u.a. die Signaltransduktion (241/1176 Gene, p-value: 2,01E-30), die DNA-abhangige
Regulation der Transkription (277/1609 Gene, p-value: 1,20E-22) und die Genex-
pression (107/408 Gene, p-value: 4,56E-21).

Zusammenfassung: Signalweganalysen (Kerngenset)

Das 1221 ETV6/RUNX1 Zielgene umfassende Kerngenset beinhaltet 935 annotierte
proteincodierende Gene, von diesen konnten 161 Proteine insgesamt 23 Signalwe-
gen (p-value < 0,05) zugeordnet werden. Diese durch die proteincodierenden Gene
des Kerngensets beeinflussten Signalwege sind entsprechend ihrer Signifikanz in

Tabelle 4.8 aufgelistet.

Tabelle 4.8: Signifikant Uberreprasentierte Signalwege des Kerngensets

Signalweg Gene_ Gene_ p-value
Gruppe Referenz

1. Transendotheliale Migration der Leuko- 20 113 6,15E-09

zyten
2 Regulierung des Aktin-Zytoskelets 24 209 3,57E-07
3 Chemokin Signalweg 21 186 2,99E-06
4, Hamatopoetische Zelllinie 13 83 1,90E-05
5. B-Zellrezeptor Signalweg 12 75 3,34E-05
6 Lysosomen 13 121 9,06E-04
7 NK-Zell vermittelte Zytotoxitat 13 125 1,10E-03
8 Neurale Entwicklung 13 128 1,23E-03
9. Endozytose 16 193 1,89E-03
10. MAPK Signalweg 19 262 1,96E-03
11.  Fokale Adhasion 16 197 1,97E-03
12.  Adhéarenzverbindung 9 71 1,98E-03
13.  Zellzyklus 12 123 1,99E-03
14.  Zytoxin-Zytokin Rezeptor Interaktion 19 259 2,02E-03
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Signalweg Gene_ Gene_ p-value
Gruppe Referenz

15. Pathways in cancer 21 324 3,37E-03
16.  Virale Herzmuskelentzindung 8 63 3,72E-03
17.  Zelladhasionsmolekile (CAMs) 11 125 7,42E-03
18.  Staphylococcus-aureus-Infektion 6 46 1,53E-02
19. Dickdarmkrebs 7 62 1,58E-02
20. Primare Immunschwéache 5 33 1,82E-02
21.  Neutrophin Signalweg 10 124 2,01E-02
22. p53 Signalweg 7 67 2,04E-02
23. Differenzierung der Osteoklasten 10 126 2,06E-02

Gene_Gruppe: umfasst die in diesen Signalweg involvierten, potenziellen durch ETV6/RUNX1 in ihrer Expres-
sion beeinflussten Proteine

Gene_Referenz: umfasst die Anzahl der in diesen Signalweg involvierten Proteine

Gene_Gesamt: umfasst die Gesamtzahl aller bekannten Gene (Feb. 2009 (GRCh37/hg19)

Die proteincodierenden Gene, die zu den in Tabelle 4.8 aufgeflhrten Signalwegen
zugeordnet werden konnten, sind im folgenden Abschnitt aufgefihrt. Die griin unter-

legten Gene sind in mind. zwei Signalwegen involviert:

ABCA2, ABLIM1, ACAP1, ACAP2, ACTG1, ACTN1, ADCY7, AP1M2, AP1S2,
AP2B1, AP4B1, ARHGEF1, ARHGEF7, ARSG, ASAP1, ATP6VOA1, BIRCZ2, BUBT,
BUB3, C5AR1, CACNA2D4, CCL1, CCL3, CCND3, CCR2, CD19, CD1A, CD1C,
CD28, CD38, CD55, CD72, CD79A, CDC27, CDHS5, CDKN1B, CLDN9, CLN3,
CREB1, CRK, CSK, CTSW, CX3CR1, CXCR3, CYFIP2, DCLRE1C, DNTT, DUSP1,
DUSPS, DUSP6, E2F2, EFNA4, EHD4, EIF4G3, ENTPD4, EPHA2, EPOR, FGFRI1,
FGR, FLT3, FLT3LG, FOS, FZR1, GAB2, GGA1, GNAI2, GNB1, GNG12, GNG2,
GNG7, GP1BA, GSK3A, GSK3B, GTSE1, HSPAS, ICAM1, ICAM2, ICOSLG, IGLL1,
IL21R, IL2RA, IL6R, IQGAP2, ITGA4, ITGAL, ITGB2, JUND, KLRK1, LAPTMS,
LEF1, LILRA1, LILRA2, LILRB2, MALT1, MAPK?7, MDM2, MDM4, MEF2C, MMP?9,
MYL12A, MYL12B, NAPSA, NCF4, NCKAP1, NFATC3, NGFR, OSM, PARVB,
PFEN3, PIK3AP1, PIKFYVE, PIP4K2A, PLCG2, PLXNC1, PPP1CA, PPP5C, PSD4,
PTAFR, PTK2, PTPN6, PTPN7, PTTG1, RAB22A, RAC2, RALGDS, RASA1, RA-
SA2, RASGRPZ2, RHOA, RHOH, RPS6KA1, RRM2B, RUNX1, RXRA, SELPLG, SE-
MA3G, SEMASB, SERPINE1, SGSH, SH2B3, SH3BP2, SHISAS, SIPA1, SMAD?2,
SMAD7, SMAP2, SPN, SPP1, TNFRSF10A, TNFRSF13B, TNFRSF14, TNFRSF18,
TNFRSF4, TNFSF14, TRAF4, TSG101, TYROBP, VAV1, YES1, YWHAZ, ZFYVE20

Der Signalweg Transendotheliale Migration der Leukozyten ist mit einem p-value von
6,15 x 10 der Signalweg, in dem im Verhaltnis zu den in den Signalweg involvierten
113 Genen die meisten potenziellen ETV6/RUNX1 Zielgene (20 Gene) beteiligt sind.

Von den 935 annotierten proteincodierenden potenziellen ETV6/RUNX1 Zielgenen
konnten 529 Gene 115 biologischen Prozessen (p-value < 0,05) zugeordnet werden.
Von diesen Genen waren 305 Gene an mindestens zwei biologischen Prozessen
beteiligt. Die moglicherweise am starksten beeinflussten biologischen Prozesse sind:
Die Signaltransduktion (85/1176 Genen; p-value: 9,16 x 107"°), die GTPase vermittel-
te Regulation der Signal Transduktion (25/172 Genen; p-value: 1,06 x 10®) und die
DNA-abhéngige Regulation der Transkription (89/303 Genen; p-value: 1,75 x 107).
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Gemeinsame potenzielle ETV6/RUNX1 Zielgene der KM-Proben ALL_#1
und ALL_#2

Von den 3836 gemeinsamen ETV6/RUNX1 Zielgenen der beiden Patientenproben
ALL_#1 und ALL_#2 codierten 3028 Gene fur annotierte proteincodierende Gene.
Von diesen proteincodierenden Genen konnten 801 Gene insgesamt 107 Signalwe-
gen zugeordnet werden. Die Zuordnung der gemeinsamen ETV6/RUNX1 Gene bei-
der Patientenproben zu biologischen Prozessen, zeigte eine starke Signifikanz fur
die Signaltransduktion (236/1176 Genen; p-value: 3,31 x 107°), fir die DNA-
abhangige Regulation der Transkription (270/1609 Genen; p-value: 3,42 x 10?) und
fir die Genexpression (106/408 Genen; p-value: 1,69 x 10?"). Insgesamt konnten
2050 der 3028 proteincodierenden Gene 306 biologischen Prozessen (p-value <

0,05) zugeordnet werden.

Gemeinsame ETV6/RUNX1 Zielgene der Zelllinien UoC-B6 und REH

Die beiden Zelllinien REH und UoC-B6 hatten 1407 gemeinsame potenzielle
ETV6/RUNX1 Zielgene, von diesen Genen codierten 1073 fir Proteine. 193 der pro-
teincodierenden Gene waren signifikant in 28 Signalwegen vertreten. 632 potenzielle
ETV6/RUNX1 Zielgene konnten152 biologischen Prozessen (p-value < 0,05) zuge-
ordnet werden. Die am starksten reprasentierten Signalwege waren: Die Signal
Transduktion (92/1176 Genen; p-value: 2,23 x 107'?), die DNA-abhangige Regulation
der Transkription (111/1609 Genen; p-value: 6,29 x 107"?) und die Blutgerinnung
(45/457 Genen; p-value: 1,25 x 10°8).

4.3.5 Motivanalysen
Biologische Prozesse in der Zelle, wie z.B. die transkriptionelle Regulation, das Spli-
cing oder die DNA-Reparatur, werden oft tUber die Bindung bestimmter Strukturele-
mente (z.B. helix loop helix; Zinc finger etc.) von Proteinen an spezifische DNA-
Sequenzmotive reguliert. Uber die Zuordnung der in dieser Arbeit in den ChIP-Seq
Peaks gefundenen Sequenzen zu Transkriptionsfaktoren (Bindungsstellen) kann die
Spezifitat der ChlP-Seq geprift und andere in den identifizierten Peakbereichen evitl.
ebenfalls bindende Transkriptionsfaktoren (Co-Faktoren) identifiziert werden. Bei ei-
ner direkten Bindung von ETV6/RUNX1 an die DNA wird bei der Motivanalyse das
RUNX1-Motiv, bei einer durch einen ETV6/RUNX1-Bindungspartner vermittelten indi-
rekten Bindung wird nur das DNA-Bindungsmotiv dieses Transkriptionsfaktors/Co-

Faktors in einem Peak identifiziert. Fir die Motivanalysen wurden die 150 bp langen
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Sequenzen um den Peak-summit verwendet (75bp upstream und 75 bp
downstream). Der summit ist die Position im Peak mit der héchsten Anreicherung
und somit die wahrscheinlichste Position der Protein-DNA-Interaktion. Fur die Identi-
fizierung von moglichen DNA-Bindungs-Motiven in den Peak summits wurde das

Programm DREME verwendet'®’

. Fur die Analyse wurde ein E-wert (e-value) von
<0,05 festgelegt. Die Zuordnung der identifizierten Motive zu mdglichen Transkripti-
onsfaktoren geschah durch das MEME Tool TOMTOM (Motif comparison Tool)'"".
TOMTOM ermittelt Ahnlichkeiten zu bekannten Motiven, die in verschiedenen Da-

tenbanken (z.B. JASPAR CORE (2014)_vertebrates) zur Verfligung stehen'’®.

UoC-B6-Zellen

Nach Auswertung der Daten konnten nach ETV6-ChIP in 4540 von den 8758 identifi-
zierten ETV6 Peaks durch die DREME-Analyse 17 unterschiedliche Bindungsmotive
identifiziert und in sieben IUPAC-Motive (eine Auflistung der IUPAC Motive findet
sich im Anhang) zusammengefasst werden. Viele der 4540 ETV6 Peaks besallen
mehrere unterschiedliche Bindungsmotive. In 2689 ETV6 Peaks wurde mindestens
eines der bekannten RUNX1-Motive identifiziert. Von diesen wurde in 2096 ETV6
Peaks ausschlie3lich ein RUNX1 Motiv identifiziert. In 1851 ETV6 Peaks wurden an-
dere Bindungsmotive und kein RUNX1-DNA-Bindungsmotiv identifiziert.

Nach RUNX1-ChIP wurden in 6158 der 10115 RUNX1 Peaks insgesamt 25 unter-
schiedliche Bindungsmotive (entspricht 6 IUPAC Motiven) identifiziert. Von den 3011
Peaks mit RUNX1-Bindungsmotiv, konnte nur in 1153 RUNX1 Peaks keine DNA-
Bindungsmotive fur weitere Transkriptionsfaktoren gefunden werden, d.h. in diesen
Peaks konnte die DNA-Bindung von RUNX1 direkt Gber die RUNX1-Bindungsstelle
erfolgen. In den Ubrigen 3147 RUNX1 Peaks wurden demzufolge kein RUNX1 DNA-
Bindungsmotiv identifiziert.

Tabelle 4.9 Uberrepriasentierte Motive in UoC-B6-Zellen nach ChIP-Seq-
Analyse und Zuordnung moglicher Transkriptionsfaktoren

ETV6-CHIP RUNX1-ChIP TF

IUPAC Logo e-Value IUPAC Logo e-Value TF_1 TF_2
RACCRCA ]AACCACA 2,5x10°*  DACCRCA LACCACA 3,7x10°**  RUNX1 RUNX2

ST T e T CELIT T e T

AGGAARY ‘]A AA 3,6x10%”  AGGAARY ‘M AA 2,6x10"*  FEV ERG
AF ad

ASMCACA gjm CCACA 5,7x10""°  FOXH1 RUNX1
cAVIIVI]

CAGMTGB | T 2,5x10™" ATOH1  TALY:
CAKCTGY o} pre 14107 MYOG TCF12
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ETV6-CHIP RUNX1-ChiP TF
CYCCDCCC ;Bgcc ccc 3,3x10™° CYCCDCCC ‘:BQCC CCC 1,2x107%  KLF5 SP1
GYGGTTW ] I ‘ TTI 1,3x107% o RUNX1 RUNX2
CTGCGGB im' C B7x10%® MYOG  RUNX1

CCACNTCC BCAC CC 1,5x10"%®  ETS1 FLI1

AGRGAAR ]A AAA 2,4x10 GATA3 E2F6

Die RUNX1-Bindungsmotive codieren fir sechs verschiedene RUNX1-Konsensussequenzen (AAACCAC, AAC-
CACA, AGCCACA, GTGGTTT, TGTGGCT, TGTGGTT) bzw. funf IUPAC-Motive (ASMCACA, DACCRCA,
GYGGTTW, RACCRCA, TGTGGB).

In Tabelle 4.9 sind fur alle identifizierten IUPAC-Motive die Ergebnisse der Motivana-
lyse nach ETV6-ChIP-Seq und RUNX1-ChIP-Seq der UoC-B6-Zellen zusammenge-
fasst, da die Zellen kein ETV6 exprimieren und die Bindung von ETV6/RUNX1 an die
DNA Uber die RHD des RUNX1 vermittelt wird, zeigten beide Analysen, wie erwartet,

eine hohe Ubereinstimmung.
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Abbildung 4.24: Moégliche Protein-Protein Interaktionen in UoC-B6 Zellen

Gezeigt werden mogliche Protein-Protein-Interaktionen zwischen den Transkriptionsfaktoren, deren Bindungsmo-
tiv in einem ETV6 bzw. RUNX1 Peak nachgewiesen werden konnte.

Erstellt mit der Software String 10"

String 10" ist eine der Softwares mit der mdgliche Protein-Protein Interaktionen er-
mittelt werden konnen. Fur die Analyse wurden alle Transkriptionsfaktoren verwen-
det, die durch die Motivanalyse als mdgliche Bindungspartner von ETVG6/RUNX1
bzw. RUNX1 identifiziert wurden. Das Resultat dieser Analyse ist in Abbildung 4.24

gezeigt: So kdnnen z.B. die Uber die Motivanalyse identifizierten Transkriptionsfakto-
ren specificity protein 1 (SP1), v-ets avian erythroblastosis virus E26 oncogene ho-
molog 1 (ETS1) und hepatocyte nuclear factor 1-beta (HNF-1B; Synonym: variant
hepatic nuclear factor (VHNF); TCF2) mit RUNX1 und somit mit auch mit
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ETV6/RUNX1 interagieren. Der Transkriptionsfaktor ETS1 kann dartber hinaus die
Expression von GATA3, welcher tUber SP1 ebenfalls mit RUNX1 interagieren kann,

beeinflussen.

REH-Zellen
Nach ETV6-ChIP-Seq Analyse konnten 13578 von 22554 ETV6-Peaks insgesamt 23

unterschiedliche bekannte DNA-Bindungsmotive fir Transkriptionsfaktoren zugeord-
net werden (das entspricht sieben IUPAC Motiven). In ungefahr der Halfte der ETV6
Peaks (7489), wurde neben Bindungsmotiven fur andere Transkriptionsfaktoren
mind. eines der RUNX1-Bindungsmotive identifiziert. Nur 1761 aller Peaks besalien
das RUNX1 Motiv ohne weitere Motive fur andere Transkriptionsfaktoren. In den
restlichen ETV6 Peaks (7503 Peaks) wurden keine RUNX1-Bindungsmotive gefun-
den. Nach RUNX1-ChIP-Seq Analyse wurden in 18901 der insgesamt 31312 RUNX1
Peaks 29 unterschiedliche DNA-Bindungsmotive (acht IUPAC Motive) gefunden. Die
meisten der RUNX1 Peaks enthielten neben dem RUNX1 Bindungsmotiv noch weite-
re Bindungsmotive flr andere Transkriptionsfaktoren (9285 Peaks), nur 2460 dieser
Peaks konnte nur eines der bekannten RUNX1 DNA-Bindungsmotive gefunden wer-
den. In 4416 Peaks wurde kein RUNX1 Bindungsmotiv gefunden, die Bindung von
ETV6/RUNX1 bzw. RUNX1 an die DNA findet hier wahrscheinlich Gber Co-Faktoren
statt. Die Ergebnisse der Motivanalyse in den REH-Zellen sind in Tabelle 4.10 zu-

sammengefasst.

Tabelle 4.10 Uberreprisentierte Motive in REH-Zellen nach DREME Analyse

ETV6-ChIP RUNX1-ChIP TF
IUPAC-Code Logo e-value IUPAC-Code Logo e-value TF_1 TF_2
AGGAARY Ejm AA 3,1x10°°  AGGAARY Ejm AA 3,3x107'%"  FEV ERG
DACCRCA ]AACCACA 17x10-796 DACCRCA LACCACA 17x10™  RUNX1 RUNX2
CAKCTGY mc-l- 15x10%*  CAKCTGY BACTQ 14x10° MYOG ~ TCF12
ASMCACA ]ACECACA 1,0x10%*  ASMCACA ]ACQCACA 1,1x10%* FOXH1 RUNX1
CTTCCKS mchT 50x10%% EHF  ELF1
"""""" CTTCCKB *LTTCCT 1,0x10%%  ELF1 FLI1

CCACNKCC BCAC CC 2,0x10™" CCACNKCC '!BCAC CCV 1,0x10-"*" FLI ETS1

cyccDbece B@CC CCC 7,0x10™ cyccbccce B@CC CCC 9,1x10?%® KLF5 SP1

AAANRAAA  12x107%%  STAT2: FOXP1
MAAAA STAT1
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In insgesamt 12379 von 18548 ETV6/RUNX1 Peaks konnten 29 unterschiedliche
DNA-Bindungsmotive (entspricht 9 IUPAC Motiven) identifiziert werden. Ungefahr in
der Halfte der Peaks (6740) konnte kein RUNX1 Bindungsmotiv nachgewiesen wer-
den. In 1428 ETV6/RUNX1 Peaks wurde nur das RUNX1-Motiv nachgewiesen, in
den ubrigen 4211 Peaks wurden neben den RUNX1 Bindungsmotiv, weitere Bin-
dungsstellen flr andere Transkriptionsfaktoren identifiziert werden.

Far die Bestimmung der Protein-Protein Interaktionen mit dem Programm String
10'"® wurden alle Transkriptionsfaktoren, die durch die Motivanalyse als mdgliche
Bindungspartner von ETV6/RUNX1 bzw. RUNX1 identifiziert wurden (Tabelle 4.10)
verwendet. Das Resultat der Analyse ist in Abbildung 4.25 dargestellt.

EHF
8) FOXP1
STAT2 ELF1 (5)
RUNX2
Mf{) E‘jP'l
STAT1 ETS1 (0 FEV
( RUNX1 (E’)
MYOG( )\ )
KLF5
TC
® ‘g«) -
®
FOXH1 FU( )

»

Abbildung 4.25: Mégliche Protein-Protein Interaktionen in REH Zellen

Gezeigt werden mdgliche Protein-Protein-Interaktionen zwischen den Transkriptionsfaktoren, deren Bindungsmo-
tiv in einem ETV6 bzw. RUNX1 Peak nachgewiesen werden konnte.

Zu diesen potenziellen Bindungspartnern von ETV6/RUNX1 bzw. RUNX1 gehdren
z.B. SP1, ETS1, friend leukemia integration 1 transcription factor (FLI1; Synonym:
transcription factor (ERGB)) und transcription factor 12 (TCF12). Da RUNX1 und
RUNX2 das identische DNA-Bindungsmotiv haben, ist Uber das Bindungsmotiv eine
Unterscheidung, welches der beiden Proteine an die DNA bindet nicht mdglich. Wie
in Abbildung 4.25 erkennbar, kann RUNX2 tber ETS1 eine Bindung mit RUNX1 ein-
gehen. Die mit dem Programm String 10 gezeigte Interaktion zwischen den Tran-
skriptionsfaktoren zeigt darlber hinaus, dass eine direkte Regulation zwischen den
Transkriptionsfaktoren signal transducer and activator of transcription 2 und 1
(STAT1 und STAT2) durch eine posttranslationale Modifikation von STAT1 durch
STATZ2 und somit eine indirekte Regulation von RUNX1 erfolgen kann.
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All_#1
Nach RUNX1-ChlIP-Seq Analyse konnten 35737 der 69420 RUNX1 Peaks 30 unter-

schiedlichen DNA-Bindungsmotiven von Transkriptionsfaktoren zugeordnet werden
(entspricht sechs IUPAC-Motiven), keines dieser Motive war ein RUNX1-DNA Bin-
dungsmotiv. Nach ETV6-ChlIP-seq-Analyse konnten 33 unterschiedliche Bindungs-
motive (entspricht acht IUPAC Motiven) in 20779 (von 36577) ETV6 Peaks identifi-
ziert werden. Eines dieser Bindungsmotive war ein RUNX1 Bindungsmotiv
(AVMCACA).

Tabelle 4.11 Uberreprisentierte Motive bei All_#1 nach DREME Analyse

ETV6-ChIP RUNX1-ChIP TF
IUPAC-Code Logo e-value IUPAC-Code Logo e-value TF_1 TF_2
AGGAARY ]A AA 7,9x10™°*  AGGAARY ]A AA 1,4x10%"%"  FEV ERG

AJUAARE AJUARRT
CTTCCBB ‘ C1,9x10°% E EHF SPI1
1T
AVMCACA ; | 2,1x10°%° RUNX1 RUNX2
. 0ACA
- 717
CTTCCBS ITTCC‘;C 1,6x10 EHF ELF1

cYccDCCC ETBCCCTCCC 3,9x10%* cyccbcce ijBCCCvCCC 1,9x10°%  KLF5 SP1

CABCTGY m CT - 5,4x10* CABCTGY IA CT ¢ 6,8x10** MYOG MYOD1

ACGTSAY m TCAQ- 8,9x10™"° USF1 CREB1

CCDCCKCC ;m (0 TCC 1,1x10™" CCDCCKCC ;m (L 3,9x10%° ZNF263 SP1

RDAAACA L\ AAACA 3,3x10%° FOXO1 FOXO3

Die RUNX1-Bindungsmotive codieren fiir sechs verschiedene RUNX1-Konsensussequenzen (AAACCAC, AAC-
CACA, AGCCACA, GTGGTTT, TGTGGCT, TGTGGTT) bzw. funf IUPAC-Motive (ASMCACA, DACCRCA,
GYGGTTW, RACCRCA, TGTGGB).

Von den insgesamt 34077 ETV6/RUNX1 Peaks enthielten 22087 mindestens ein
DNA-Bindungsmotiv. Insgesamt wurden 29 unterschiedliche DNA-Bindungsmotive
(entspricht vier IUPAC Motiven) identifiziert. Keines dieser Motive war einem der be-
kannten RUNX1 DNA-Bindungsmotive zuzuordnen. Die Ergebnisse der Motivanalyse
sind in Tabelle 4.11 zusammengefasst. Insgesamt konnten 16 Transkriptionsfaktoren
identifiziert werden, die ein mindestens ein DNA-Bindungsmotiv in ETV6 und RUNX1
Peaks aufweisen. Erstaunlicherweise konnte nach RUNX1-ChIP-Seq Analyse keines
der bekannten RUNX1 Motive festgestellt werden. Das spricht, ebenso wie die grol3e
Zahl der gefundenen potenziellen ETV6/RUNX1 Zielgene (Abschnitt 4.3.4; ALL_#1)

daflr, dass eventuell ein Fehler bei der computergestitzten Analyse der ChIP-Seq
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Analyse aufgetreten ist.

®
ELF1
RUNX2
SP1 ) woxoz
RUNX1
gf? ol \ \
/ \ \\\ \
L
e \ MYOG ==
( SPI1 MYOD \ Fox01
ERG N KLF5
y
CREB1
@
“FEV
( ZNF263
( USF1

Abbildung 4.26: Protein-Protein Interaktionen in ALL_#1
Gezeigt sind die Interaktionen zwischen den Transkriptionsfaktoren, die ein DNA-Bindungsmotiv in RUNX1 und
ETV6 Peaks besitzen.

In Abbildung 4.26 sind die Protein-Protein Interaktionen zwischen diesen 16 Tran-
skriptionsfaktoren gezeigt. So kénnen z.B. MYOD1 und SP1 als direkte Bindungs-
partner von RUNX1 interagieren. RUNX1 wiederum kann die Expression von SPI1
beeinflussen. Fur die Transkriptionsfaktoren KLF5, ZNF263, USF1, EHF, ELF1, FEV

und ERG wurden keine Interaktionen gefunden.

ALL_#2

Die Ergebnisse der Motivanalyse sind in Tabelle 4.12 dargestellt. Von den 17801
nach ChIP-Seq Analyse identifizierten ETV6 Peaks, wurden in 10103 ETV6 Peaks,
DNA-Bindungsmotive fur 25 unterschiedliche Transkriptionsfaktoren (entspricht sie-
ben IUPAC Motiven) gefunden. Eines der Motive entspricht dem DNA-Bindungsmotiv
fur RUNX1 (ARCCRCA: AACCACA bzw. das reverse complement. TGTGGTT).
Nach RUNX1-ChlIP-Seg-Analyse konnten 33007 RUNX1-Peaks identifiziert werden.
Von diesen besallen 17441 Peaks mindestens ein DNA-Bindungsmotiv. In 861
Peaks konnte nur das RUNX1 Bindungsmotiv nachgewiesen werden. Dieses war in
allen Peaks identisch: TGTGGCT (reverse complement. AGCCACA; IUPAC-Motiv:
ASMCACA)

Tabelle 4.12 Uberreprisentierte Motive bei ALL_#2 nach DREME Analyse

ETV6-ChIP RUNX1-ChIP TF

IUPAC-Code Logo e-value IUPAC-Code Logo e-value TF_1 TF_2

AGGAARY i% AA 1,1x10"*  AGGAARY ;]A AA 5,3x10"""  FEV ERG
AF AT
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ETV6-ChIP RUNX1-ChIP TF
IUPAC-Code Logo e-value IUPAC-Code Logo e-value TF 1 TF_2
ARCCRCA EMACCACA 6,9x10™"" RUNX1  RUNX2
CTTCCKB mchT 1,1x107%° ELF1  FLI
CTTCCBB 7L 1,210 EHF SPI1
CAKCTGY | (T 3.1x10™ CAKCTGY EACT‘% 38x10% MYOG  TCF12
cycepece BQCCCCC 74x10%° KLF5  SP1
ceocHTee e 290 ' ETS1  ELK4
Nv=bs W
ASMCACA m CACA 4,5x10%*" FOXH1 RUNX1
GGGYGGGR ] . 1,6x107°% T KLF5 EGR1
s = 132
CCDCMTCC BCCQTCC 1,3x10"  ZNF263 SP1
RDAAACA 3,3x107"° FOXO1 FOX03

Die RUNX1-Bindungsmotive codieren fir sechs verschiedene RUNX1-Konsensussequenzen (AAACCAC, AAC-
CACA, AGCCACA, GTGGTTT, TGTGGCT, TGTGGTT) bzw. funf IUPAC-Motive (ASMCACA, DACCRCA,
GYGGTTW, RACCRCA, TGTGGB).

Von den gemeinsamen ETV6 und RUNX1 Peaks enthielten 10427 ein DNA-

Bindungsmotiv. Von diesen war keines ein RUNX1 DNA-Bindungsmotiv, das ist ein

Indiz daflr, dass die Bindung von ETV6/RUNX1 an die Promotorbereiche in den

ALL_#2 Zellen ausschlieRlich tUber Co-Faktoren geschehen kdnnte. Einige der mog-
lichen RUNX1-Co-Faktoren sind in Tabelle 4.12 und in Abbildung 4.27 aufgefuhrt.

ERG

Abbildung 4.27: Moégliche Protein-Protein Interaktion in ALL_#2

Gezeigt sind die Interaktionen zwischen den Transkriptionsfaktoren, die ein DNA-Bindungsmotiv in RUNX1 und

ETV6 Peaks besitzen

In Abbildung 4.27 sind mdgliche Interaktionen zwischen den einzelnen, mittels des

MEME  Tool

TOMTOM'63.164

identifizierten Transkriptionsfaktoren
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Bindungsmotiv in den RUNX1 und ETV6 Peaks dargestellt. So kbnnen z.B. TCF12,
SP1, ETS1 und FLI1 direkte Bindungspartner von RUNX1 sein. Wogegen die Bin-
dung von z.B. FOXH1 an RUNX1 uber TCF12 geschehen muss.

Zusammenfassung: Motivanalyse

Nach heutigem Kenntnisstand erfolgt die Interaktion des ETV6/RUNX1 Fusionspro-
teins mit der DNA Uber die RHD (runt homology domain) des RUNX1 und die Inter-
aktion mit anderen Proteinen v.a Uber die PD (pointed domain) und die central re-
pression domain des ETV6 (Abbildung 1.7a)®. Bei der Motivanalyse wurden zum
einem mit DREME'®" alle méglichen (bekannten) DNA-Bindungsmotive identifiziert
und zum anderen wurden mit dem MEME Tool TOMTOM'"'"® diese Motive den
entsprechenden Transkriptionsfaktoren zugeordnet. Alle Transkriptionsfaktoren be-
sitzen DNA-Erkennungsmotive, Uuber die sie mit der DNA interagieren. Bei RUNX1
sind diese Bindungsmotive: AAACCAC, AACCACA, AGCCACA, GTGGTTT,
TGTGGCT, TGTGGTT und TGTGGTT bzw. funf IUPAC-Motive ASMCACA, DAC-
CRCA, GYGGTTW, RACCRCA und TGTGGB.

In ca. 50% bis 60% aller ETV6 bzw. RUNX1 Peaks konnten in allen untersuchten
und analysierten Proben DNA-Bindungsmotive fur Transkriptionsfaktoren identifiziert
werden (Tabelle 4.13).

Tabelle 4.13: Zusammenfassung Motivanalyse

ChIP-Seq Peaks alle Peaks RUNX1-Motiv RUNX1 ohne
Gesamt mit Motiv Motiv-unique RUNX1-Motiv
UoC-B6 RUNX1 10115 6158 (61%) 49% 33% 51%
ETV6 8758 4540 (52%) 59% 46% 41%
REH RUNX1 31312 18901 (60%) 42% 29% 58%
ETV6 22554 13578 (60%) 45% 30% 55%
ALL #1 RUNX1 69420 35737 (51%) 0% 0% 100%
ETV6 36577 20776 (57%) 20% 9% 80%
ALL_#2 RUNX1 33012 17441 (53%) 16% 5% 84%
ETV6 17801 10103 (57%) 25% 8% 75%

Mit Ausnahme der Probe ALL #1 wurden in den ETV6 Peaks und RUNX1 Peaks
jeweils ungefahr der gleiche prozentuale Anteil an Bindungsstellen identifiziert. Bei
den primaren KM-Zellen der Probe ALL_#1 konnte nach RUNX1-Chip keines der
bekannten RUNX1 DNA-Bindungsmotive identifiziert werden. Auffallig ist, dass der
prozentuale Anteil der Peaks mit einem RUNX1 Bindungsmotiv in den BVZ REH und
UoC-B6 ahnlich hoch ist und dartber hinaus mehr als doppelt so hoch wie in den

beiden Patientenproben ALL_#1 und ALL_#2. Eine mogliche Ursache hierfur ist,

104



Ergebnisse

dass in beiden Patientenproben ETV6 exprimiert wird, wohingegen in den REH Zel-
len das zweite ETV6 Allel vollstandig in den UoC-B6 Zellen in fast allen Zellen dele-
tiert ist. Bei dem Patienten ALL_#1 ist in ca. 9% der Blasten der zweite ETV6 Lokus
nicht deletiert, bei der Patientin ALL_#2 wurde keine Deletion des zweiten ETV6 Lo-
kus nachgewiesen. Neben RUNX1 als Bindungspartner fir ETV6/RUNX1 Zielgene

konnten DNA-Bindungsmotive flr weitere Transkriptionsfaktoren identifiziert werden.

Tabelle 4.14: Potenzielle Interaktionspartner von ETV6/RUNX1 Zielgenen

Zelllinien bzw. Transkriptionsfaktoren
KM-Proben

UoC-B6 ATOH1, E2F6, ERG, ETS1, FEV, FLI1, FOXH1, GATAS, KLF5, MY-
OG, RUNX1, RUNX2, SP1, TAL1::TCF3, TCF12

REH EHF, ELF1, ERG, ETS1, FEV, FLI1, FOXH1, FOXP1, KLF5, MYOG,
RUNX1, RUNX2, SP1, STAT1, STAT2:;, TCF12

ALL #1 CREB1, EHF, ELF1, ERG, FEV, FOXO1, FOXO3, KLF5, MYOD1,
MYOG, RUNX1, RUNX2, SP1, SPI1, USF1, ZNF263

ALL #2 EGR1, EHF, ELF1, ELK4, ERG, ETS1, FEV, FLI1, FOXH1, FOXO1,

FOXO3, KLF5, MYOG, RUNX1, RUNX2, SP1, SPI1, TCF12, ZNF263

Gemeinsame TF ERG, FEV, KLF5, MYOG, RUNX1, RUNX2, SP1

In Tabelle 4.14 sind alle Transkriptionsfaktoren aufgelistet, die ein DNA-
Bindungsmotiv in den ETV6 und RUNX1 Peaks besitzen und somit direkt oder indi-
rekt mit RUNX1 bzw. ETV6/RUNX1 interagieren konnen. Die Transkriptionsfaktoren
ERG, FEV, KLF5, MYOG, RUNX1, RUNX2 und SP1 wurden in allen Zelllinien bzw.
KM-Proben als mdgliche Bindungspartner von RUNX1 bzw. ETV6 Peaks gefunden

und sind somit die aussichtsreichsten Kandidaten fur weitere Untersuchungen.

4.4 Lentiviraler shRNA vermittelter ETV6/RUNX1 knockdown

Da bisher nur wenig uber die Rolle von ETV6/RUNX1 in der Leukdmogenese be-
kannt ist, sollte zunachst der gezielte ETV6/RUNX1 knockdown in REH-und UoC-B6-
Zellen etabliert werden. Da sowohl in den REH- als auch in den UoC-B6-Zellen das
zweite, nicht in die Translokation involvierte ETV6-Allel deletiert ist, wurden die shR-
NAs so konzipiert, dass sie komplementar zu den in die ETV6/RUNX1 Translokation
involvierten ETV6 Exons 1 bis 5 sind, um einen spezifischen knockdown von
ETV6/RUNX1 zu erreichen. Uber die direkten Auswirkungen eines stabilen
ETV6/RUNX1 knockdowns in leukamischen Zellen ist wenig bekannt, daher wurde
fur den shRNA vermittelten ETV6/RUNX1 knockdown ein durch Tetrazyklin induzier-

bares System gewahlt (Tet-on). Basierend auf diesen Vorgaben wurden von der Fir-
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ma Amsbio drei induzierbare gegen den ETV6-Teil des Fusionsgens gerichtete shR-
NAs entworfen und hergestellt. Die Lentiviren mit dem TetR-Vektor wurden ebenfalls

von Amsbio bezogen.

Die induzierbaren Promotoren besitzen 2 Kopien
der Tetracyclin (Tef) Operator-Sequenz. Das hat
keine Auswirkung auf die Effektivitat der
Promotoren. Ohne Hemmung dieser Operator-
Sequenzen wird die shRNA(ETV6) dauerhaft
hoch exprimiert.

RMA Transkription

Induzierbarer Promotor

Tet Operator Sequenz

Nach Expression des transduzierten TeiR

TetR Protein Keine Transkription (Repressor) wird die Transkription der shRNA
durch Bindung von TetR an die Tet-Operator-
... Sequenzen des shRNA Promotors reprimiert.
5 . [ ] Wenn eine Expression der shRNA gewinscht
RNA Transkripti ; . ;
Tetracyelin . . a ranskription  ywird, kar‘m Tetracyclin |r.1 das Medium der
2 ,—J'/ transduzierten Zellen hinzugefiigt werden.

i Tetracyclin hemmt die Expression von TetR und
... fuhrt zur Expression der shRNA.
Abbildung 4.28: Wirkungsweise des Tet-on Systems (nach Amsbio)

Das in Abbildung 4.28 dargestellte System der durch Tetrazyklin kontrollierten tran-
skriptionellen Aktivierung (Tet-on) erlaubt eine wirksame, prazise und reversible Kon-
trolle sowohl iiber den Zeitpunkt als auch iber den Grad der Genexpression'®. Len-
tiviral transduzierte Tet-Repressoren binden an die Tet-Operatorsequenzen im Pro-
motorbereich der ebenfalls lentiviral transduzierten shRNas und inhibieren so deren
Transkription. Durch Zugabe von Tetrazyklin wird der TetR gehemmt, er kann nicht
an die Tet-Operatorsequenzen binden und die Transkription der shRNAs wird akti-
viert. Nach Absetzen von Tetrazyklin und somit Aktivierung der Tet-Repressoren,

kann die Transkription erneut gehemmt werden.
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Schematische Darstellung der lentiviralen TetR- Vektoren
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Schematische Darstellung der lentiviralen shRNA- Vektoren
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Abbildung 4.29: Schematische Darstellung der lentiviralen Vektoren und Position der
shRNAs
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Um eine effiziente Selektion zu gewahrleisten, besitzen die Vektoren fur den TetR
und fur die shRNAs jeweils zwei Selektionsmarker. In Abbildung 4.29 ist der Aufbau
dieser lentiviralen Vektoren schematisch dargestellt. Die Expression des Tet-
Repressorgens wurde durch einen EF1a (elongation factor 1 alpha) Promoter ge-
steuert. Die gekoppelte Expression des Fluoreszenzmarkers GFP (green fluorescent
protein) und des Selektionsmarkers Blasticidin wurde durch einen RSV (Rous Sar-
coma Virus) Promoter reguliert. Die Expression der shRNAs stand unter der Kontrol-
le eines induzierbaren humanen H7 Promoters (Abbildung 4.29), die dazugehorigen
Selektionsmarker RFP (red fluorescent protein) und Puromycin wurden ebenfalls
durch einen RSV-Promotor kontrolliert. Das verwendete Selektionssystem, beste-
hend aus zwei Markern (Fluoreszenz und Antibiotikaresistenz) erlaubte eine zeitlich
abhangige positive Selektion der transduzierten Zellen. Mit Fluoreszenzmikroskopie
und FACS-Analysen wurde die Effizienz der lentiviralen shRNA-Transduktion ermit-
telt. Durch den durch die Antibiotika ausgelosten Selektionsdruck sollte in nicht

transduzierten Zellen der Zelltod ausgeldst werden.

4.4.1 Vorversuche
Um einen erfolgreichen lentiviralen shRNA-Transfer gewahrleisten zu konnen, wur-
den in Vorversuchen geeignete Transduktionsbedingungen und Antibiotikakonzentra-
tionen fur die Selektion der transduzierten Zellen ausgetestet. Die Bedingungen flr
eine optimale Transduktion sind stark vom Zelltyp und verwendetem Virus abhangig.
Aufgrund der niedrigen Verdopplungszeit der REH und UoC-B6-Zelllinien (50 bis 70
Stunden) erschien die Nutzung von Lentiviren am geeignetsten fur die stabile In-
tegration der gegen den ETV6-Teil (Exon 1 bis 5) der ETV6/RUNX1-mRNA gerichte-
ten shRNAs. Lentiviren kdnnen im Gegensatz zu anderen Viren nicht-teilende Zellen
infizieren und ihr Genom stabil in das Genom der Wirtszelle integrieren, was ein Vor-

teil fir die Transduktion von sich langsam teilenden Zelllinien wie REH- und UoC-B6-
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Zellen ist.

Transduktionsbedingungen

Die Transduktionseffizienz von Suspensionszellen, zu denen REH und UoC-B6-
Zellen gehoren, kann unter anderem durch Zugabe von Polybrene und durch Anhef-
ten der Zellen an die Oberflache der Zellkulturschale erhdht werden''. Die Firma
Amsbio empfahl, die Zellen nach der Infektion mit dem Virus bei 37°C und 5% CO,
zu schwenken, damit die Zellen gleichmaRig dem Virus ausgesetzt sind. Vorversu-
che mit den untransduzierten UoC-B6-Wildtyp-Zellen zeigten, dass die Zellen unter
Schwenken ihre Wachstumsrate um ca. 50% reduzierten. Des Weiteren zeigten die
Versuche, dass die Zellen auf die Behandlung mit Polybrene mit einer reduzierten
Vitalitat reagierten. Basierend auf diesen Ergebnissen wurden sowohl die REH- als
auch die UoC-B6-Zellen ohne die Behandlung von Polybrene anhand des im Ab-
schnitt 3.2.8 ausfuhrlich erlauterten Protokolls mit den von der Firma Amsbio herge-

stellten Lentiviren transduziert.

Antibiotikatitration

Die Titration der Antibiotika Blasticidin und Puromycin war notwendig, um die Resis-
tenz der Zelllinien gegenuber diesen Antibiotika zu testen bzw. Arbeitskonzentratio-
nen fur die Selektion zu ermitteln. Beide Antibiotika wurden fur die Selektion nach
lentiviraler Transduktion mit dem TetR-System (enthdlt das Blasticidin S-
Resistenzgen) und mit verschiedenen gegen ETV6 bzw. ETV6/RUNX1 shRNAs (die
Vektoren enthalten das Puromycin-Resistenzgen) bendtigt. Der Translationsinhibitor
Blasticidin S hemmt die Proteinsynthese in Prokaryoten und Eukaryoten. Die Ar-
beitskonzentration hangt von den gewahlten Organismen bzw. Zelllinien ab, fur Sau-
gerzellen werden 3 bis 10 pg/ml, in einigen Fallen auch bis 30 pug/ml eingesetzt.
Puromycin hemmt ebenfalls die Proteinsynthese durch Abbruch des Peptidyltrans-
fers an den Ribosomen in Prokaryoten und Eukaryoten. Die Arbeitskonzentration
liegt bei Saugerzellen je nach Zelllinie zwischen 1 und 50 pg/ml. Die Resistenzeigen-
schaften und Vitalitdt der untransduzierten UoC-B6-Zellen wurden durch Bestim-
mung der Zellzahl nach Trypanblaufarbung zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach
Zugabe von 0 bis 40 ug/ml Antibiotika bestimmt.

Abbildung 4.30 zeigt die Ergebnisse der Antibiotikatitration in den UoC-B6-Zellen zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Behandlung mit Blasticidin bzw. Puromycin. Die

Trypanblaufarbung zeigte, dass Puromycin wesentlich effektiver wirkt als Blasticidin,
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nach 48 Stunden Behandlung mit 2 ug/ml Puromycin waren bereits mehr als 90% der
Zellen tot. Die Behandlung mit Blasticidin zeigte erst nach 72 Stunden, mit einer we-
sentlich hoheren Antibiotikakonzentration (14 ug/ml) einen ahnlichen Effekt. Basie-
rend auf diesen Daten wurden Antibiotikakonzentrationen von 10 ug/ml (Puromycin)

bzw. 20 ug/ml Blasticidin gewahlt.
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Abbildung 4.30: Titration von Blasticidin und Puromycin

Die UoC-B6-Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 72h mit verschiedenen Konzentrationen Blasticidin bzw.
Puromycin behandelt. Zum Zeitpunkt Oh wurden die 1,5 x 10° Zellen in 0,5 ml Kulturmedium ausgeséat und die
jeweiligen Antibiotikakonzentrationen (zwischen Opg/pL und 40pg/pL) zugegeben. Jeweils nach 24h wurde die
Zellzahl und Viabilitat der Zellen nach Trypanblau-Farbung bestimmt.

Die Gesamtzellzahl ist Uiber die y-Achse aufgetragen und entspricht der Gesamtlange der jeweiligen Saule. Die
Zahl der toten Zellen sind jeweils rot, die der vitalen Zellen blau dargestellt.

Um toxische Effekte in den Zellen durch eine zu hohe Konzentration von Tetrazyklin
ausschlieRen zu konnen, wurden die UoC-B6-Zellen Uber einem Zeitraum von 72
Stunden einem Selektionsdruck zwischen 0 pg/pl und 40 ug/ml Tetrazyklin ausge-
setzt. Dazu wurden pro Ansatz 5x 10° Zellen in 12-well-Platten ausgesat und analog
zur Blasticidintitration nach je 24 Stunden der Anteil lebender und toter Zellen be-
stimmt. Die in Abbildung 4.31 dargestellten Resultate zeigen deutlich, dass die Zellen
nach 72 Stunden eine gute Vertraglichkeit von Tetrazyklin bis Konzentrationen von

10 pg/ml aufweisen.
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Abbildung 4.31: Titration von Tetrazyklin

Dargestellt sind die Ergebnisse der Tetrazyklintitration in den UoC-B6-Zellen Uber einen Zeitraum von 72 Stun-
den. Die Zellzahl und der Anteil an toten Zellen nach Farbung mit Trypanblau bestimmt. Die Gesamtzellzahl ist
Uber die y-Achse aufgetragen und entspricht der Gesamtlange der jeweiligen Saule. Die Zahl der toten Zellen
sind jeweils rot, die der vitalen Zellen blau dargestellt.

Die Zellen hielten tber 72 Stunden dem Selektionsdruck mit 10 pg/ml gut stand.

4.4.2 Transduktion

Die Transduktion der REH- und UoC-B6-Zellen erfolgte in zwei Schritten: Im ersten
Schritt wurde der TetR-Vektor (Abbildung 4.29) in die Zellen integriert und die TetR-
positiven Zellen durch Antibiotikaselektion mit. Durch diesen initialen Schritt sollte
eine sofortige Expression der shRNAs nach deren Transduktion und somit
ETV6/RUNX1 knockdown, der zur Apoptose der Zellen fuhren kdnnte, verhindert
werden.

a) 512 b)512
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Abbildung 4.32: FACS-Analyse nach TetR-Transduktion in REH- und UoC-B6-Zellen

a) REH-Zellen: Die GFP-Fluoreszenz ist deutlich hoher als die Eigenfluoreszenz des untransduzierten Wildtyps
und in nahezu 100% der Zellen war die stabile Transduktion in die Zellen erfolgreich.

b) UoC-B6-Zellen: Nur ca. 50% der Zellen weisen gegenuber dem untransduzierten Wildtyp eine GFP-
Fluoreszenz auf

Die erfolgreiche Transduktion wurde uUber die GFP-Fluoreszenz des Vektors mittels
FACS-Analyse (Abbildung 4.32) wund fluoreszenzmikroskopisch kontrolliert
(Abbildung 4.33 und Abbildung 4.34). Fur die fluoreszenzmikroskopischen Analysen

wurde jeweils dieselbe Belichtungszeit gewahlt.
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Abbildung 4.33: REH-Zellen nach Transduktion mit den TetR und shRNA-Vektoren

Gezeigt sind fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen der Transduktions- und Selektionseffizienzen nach Trans-
fer des TetR und der gegen den ETV6-Part des Fusionsgens gerichteten shRNA-Vektoren bzw. des shRNA-
Kontrollvektors (shRNA_Ko) in REH-Zellen. Die Vektoren shRNA_#1 bis shRNA_#3 enthalten in ihrer Sequenz
unterschiedliche gegen ETV6 gerichtete shRNAs, die Bezeichnung shRNA_#123 kennzeichnet ein Gemisch der
drei Vektoren.  Die Bilder zeigen a) Phasenkontrast; b)GFP- und ¢) RFP- Analysen der Zellen.

Die Effizienz der TetR-Transduktion lag nach 72 Stunden (ohne Antibiotikaselektion)
in beiden Zelllinien bei ca. 10% (Daten nicht gezeigt). Obwohl die Vorversuche zeig-
ten, dass bei den UoC-B6-Zellen ein Selektionsdruck Uber 72 Stunden mit 20 pg/ml
Blasticidin ausreichte damit nahezu 100% der Zellen ohne TetR und somit ohne
Blasticidinresistenz starben, zeigten auch nach einer vierwdchigen Blasticidinselekti-
on nur max. 50% der Zellen die GFP-Fluoreszenz, die mit der Expression des TetR
gekoppelt war. Dieses Resultat konnte auch nach langerer und starkerer (40 pg/mi
Blasticidin) Selektion sowie erneuter TefR-Transduktion nicht verbessert werden.
Eine mdgliche Ursache hierfur kdnnte eine hohe Mutagenitat der Zelllinie sein, die es
ihr erlaubt sich schnell an die veranderten Bedingungen (Selektionsdruck) anzupas-
sen. Im Gegensatz dazu wurde bei den REH-Zellen bereits nach einer Woche Blasti-
cidinbehandlung (20 ug/ml) eine Steigerung des Anteils GFP-positiver Zellen auf
uber 90% erreicht. Um Resistenzen zu vermeiden, wurde der Selektionsdruck jedoch
weitere vier Wochen aufrechterhalten. In Abbildung 4.34 ist aullerdem deutlich zu
erkennen, dass die UoC-B6-Zellen GFP-TetR wesentlich schwacher exprimieren als
REH-Zellen. Die Ursache hierfur ist unklar, konnte aber auf genetischen Unterschie-
den zwischen beiden Zelllinien, die zu einer differenziellen Genexpression fuhrt, be-

ruhen.
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C) -----

Abbildung 4.34 UoC-B6-Zellen nach Transduktion mit den TefR und shRNA Vektoren
Gezeigt sind die Transduktions- und Selektionseffizienzen UoC-B6-Zellen. Nur ca. 50% der Zellen weisen gegen-
Uber dem untransduzierten Wildtyp eine erhdhte GFP-Fluoreszenz auf und 50 bis 60% der Zellen eine erhéhte
RFP-Fluoreszenz. Die Analysen zeigen, dass max. 60% der Zellen sowohl den TetR als auch eines der shRNA-
Konstrukte exprimieren.  Die Bilder zeigen a) Phasenkontrast; b)GFP- und c) RFP- Analysen der Zellen.

Trotz der nur 40% bis 50%igen Transduktions- und Selektionseffizienz der UoC-B6-
Zellen mit dem TetR, wurden nach Ablauf der vier Wochen beide Zelllinien mit den
drei shRNA-Konstrukten (einzeln und kombiniert) sowie dem Kontrollvektor transdu-
ziert. Alle Zellen wurden mit 10 ug/ml Puromycin Uber einen Zeitraum von vier Wo-
chen behandelt und die Effizienz der Transduktion mittels FACS und fluoreszenzmik-
roskopisch durch die Detektion von RFP kontrolliert. Die Resultate sind in Abbildung
4.33 und Abbildung 4.34 dargestellt. Nach einer anfanglichen Transduktionseffizienz
von 10% (72 Stunden nach Transduktion, ohne Antibiotikum), nahm die Fraktion der
RFP-positiven Zellen nach vier Wochen Selektionsdruck bei den REH-Zellen auf
uber 90% und bei den UoC-B6-Zellen, trotz erfolgreicher Vorversuche auf nur auf ca.
60% bis 70%. Aufgrund der etwas hoheren Effizienz der shRNA-Transduktion ge-
genuber der TetR-Effizienz in den UoC-B6-Zellen, exprimieren einige Zellen die
ShRNAs ohne Inhibierung durch den TetR, das sollte in diesen Zellen zu einem
knockdown von ETV6/RUNX1 fuhren. Das ist entweder ein Indiz dafur, dass die Zel-
len nach ETV6/RUNX1 knockdown Uberlebensfahig sind oder dass der knockdown

nicht funktionierte.

4.4.3 ETV6/RUNX1 knockdown in REH und UoC-B6-Zellen

Wie in Abbildung 4.28 bereits gezeigt, basiert das hier verwendete Tet-on-System

auf der Zugabe einer bestimmten Konzentration von Tetrazyklin zu den Zellen, was
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zu einer Aktivierung der Expression der gegen ETV6 bzw. ETV6/RUNX1 gerichteten
shRNAs und somit zum knockdown von ETV6/RUNX1 fuhren soll. Die Titration von
Tetrazyklin in den Vorversuchen zeigte, dass die Zellen Konzentrationen von bis zu
10 pg/ml Tetrazyklin Uber einen Zeitraum von 72 Stunden gut vertragen. Basierend
auf den Empfehlungen der Firma Amsbio, von der die shRNA und TetR-Konstrukte
bezogen wurden, wurden die REH und UoC-B6-Zellen zunachst Gber einen Zeitraum
von sieben Tagen mit 0,1 pg/ml Tetrazyklin behandelt. Die Effizienz des
ETV6/RUNX1 knockdowns wurde durch RT-qPCR und WB durch Bestimmung der
ETV6/RUNX1-Expression nachgewiesen. Weder in der Expression der
ETV6/RUNX1-mRNA noch des Fusionsproteins konnte eine Abnahme beobachtet

werden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 4.35 REH: Expressionsstarken nach Induktion des Knockdowns (mMRNA

und Protein)

Die Expression des Fusionstranskripts wurde durch RT-gPCR (oben) und Western Blot (unten) zu verschiedenen
Zeitpunkten nach Zugabe von Tetrazyklin (10 ug/ml) gemessen. Die Werte der reaktiven ETV6/RUNX1 Expressi-
on (normiert auf ABL) wurden auf die unbehandelten Zellen (0d) bezogen. Da beim Western Blot nicht alle Pro-
ben zusammen analysiert werden konnten, wurde er zweimal durchgefiihrt, jeweils mit dem untransduzierten
Wildttyp als Kontrolle.

In der Folge wurden weitere Inkubationsbedingungen mit einer erhohten Tetrazyklin-
konzentration (10 ug/ml), sowie einer langeren Behandlung Uber einem Zeitraum von
15 Tagen ausgetestet. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.35 exemplarisch fur die
REH-Zellen dargestellt. Die oberen Balkendiagramme zeigen die Ergebnisse der RT-
gPCR relativ zu dem Referenzgen ABL und normiert auf den untransduzierten Wild-
typ. Im unteren Teil der Abbildungen sind die Ergebnisse des WB dargestellt. Die
Ergebnisse beider Analysen zeigen deutlich, dass sowohl auf mMRNA-Ebene als auch
Proteinebene kein spezifischer knockdown des ETV6/RUNX1 erfolgte. In den REH-
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Zellen ist nach 15 Tagen Behandlung mit 10 ug/ml Tetrazyklin im Western Blot eine
sehr starke Abnahme der ETV6-RUNX1-Expression sowohl in den transduzierten
Zellen als auch im untransduzierten Wildtyp zu beobachten. Die Ursache hierfur ist
nicht bekannt, kdnnte aber mit der Hohe der verwendeten Tetrazyklinkonzentration
zusammenhangen, die Uber diesen Zeitraum eventuell toxische Veranderungen mit
gestorten Genexpressionsmustern zeigt. Die mit den verschiedenen shRNA-
Konstrukten transduzierten UoC-B6-Zellen zeigten nach Tetrazyklin-Behandlung
uber einen Zeitraum von 15 Tagen in der RT-gPCR Analyse eine Abnahme der
ETV6/RUNX1-Expression von mindestens 50%. Diese Abnahme war allerdings auch
in den Kontrollen (shRNA Ko, shRNA_TetR) zuerkennen. Bei Vergleich der
ETV6/RUNX1-Expression mit dem untransduzierten Wildtyp zeigte sich, dass die
ETV6/RUNX1-Expression in den transduzierten Zellen nie niedriger als im untrans-
duzierten Wildtyp war. Die Ergebnisse der RT-qPCR konnten durch die WB-
Analysen nicht reproduziert werden. Die Detektion des Fusionsproteins zeigte Uber
einen Zeitraum von 15 Tagen sowohl im untransduzierten Wildtyp als auch in den
transduzierten UoC-B6-Zellen eine gleichbleibende ETV6/RUNX1-Expression (bezo-
gen auf das Referenzprotein GAPDH).

Fazit: Trotz der hohen Transduktionseffizienz von Uber 90% in den REH-Zellen und
der ca. 50%igen Transduktionseffizienz in den UoC-B6-Zellen war der indu-
zierte ETV6/RUNX1 knockdown in beiden Zelllinien nicht erfolgreich.

4.4.4 Fehleranalyse

4441 Sequenzierung
Um Mutationen in den shRNA-Sequenzen ausschliellen zu kdnnen, wurden sowohl
die von der Firma Amsbio gelieferten Plasmid-DNAs als auch die stabil in die beiden
Zelllinien REH und UoC-B6 transduzierten shRNAs sequenziert. Dazu wurden Pri-
mer designt, welche die 46 bp lange shRNA-Sequenz so flankierten, dass ein 234 bp
grolles PCR Fragment entstand. Der Abgleich der Sequenzen erfolgte mit dem Pro-
gramm Blast® (Basic Local Alignment Search Tool) von NCBI (National Center for

Biotechnology Information).

Sequenzierung der Plasmid-DNA

Aufgrund der im Aufbau der shRNA begrindeten Sekundarstruktur, die zur Bildung
der sogenannten Haarnadelstruktur fihrt, und dem hohen GC-Gehalt der shRNA-
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Plasmide war die Sequenzierung der Plasmid-DNA relativ schwierig. Eine ausfuhrli-
che Beschreibung der verwendeten Methoden, die die Sequenzierung der Plasmide
ermoglichten befindet sich im Abschnitt 3.2.3.7. Die Ergebnisse der Plasmid-DNA-
Sequenzierung zeigten fur alle shRNA-Konstrukte keine Auffalligkeiten (Daten nicht
gezeigt). Im nachsten Schritt wurde ermittelt, ob die lentiviral transduzierten Zelllinien

REH und UoC-B6 die erwarteten Sequenzen zeigten.

Sequenzierung der stabil in das Genom integrierten shRNAs

Fiar die Sequenzanalyse der stabil in das Genom integrierten shRNAs wurde zu-
nachst DNA aus den Zellen isoliert (Abschnitt 3.2.3.1). Die anschlieBende Sequen-
zierung der DNA erfolgte nach den gleichen Protokollen wie fur die Plasmidsequen-
zierung. Die Ergebnisse der Sequenzanalyse der stabil integrierten shRNAs sind in
Abbildung 4.36 exemplarisch fur die REH-Zellen dargestellt. Die Sequenzdaten fir
die UoC-B6-Zellen zeigten ahnliche Mutationen in den Selben Sequenzbereichen.

ol L \ . A | i f\

\ IRIRIAR' TATAYRTIYR A ALY ATAVA'ATY IRVATATYA! \ VY
FVALV.Y Y Y 1V VY IV Y / VIV Y YYTVAY (Y 11 ! [ 1
LY A Lt il Val

RN NI VATV PNA TR AR ANAN Lol adoind Yook BERA! rYvVYvVLY

Abbildung 4.36: Sequenzanalyse der shRNA in REH-Zellen
Gezeigt sind die Sequenzen der drei gegen ETV6 bzw. ETV6/RUNX1 gerichteten shRNA-Sequenzen.
Die rot unterlegten Positionen markieren die Unterschiede zur Originalsequenz

a) shRNA_#1: Die Mutation befindet sich an Position 36 der Sequenz.

b) shRNA_#2: weist mehrere genetische Veranderungen sowohl im fiir die shRNA codierenden als auch
im nichtcodierenden Bereich nagegentber der Origiginalsequenz auf.

cundd) sRNA_3 und shRNA_Ko: keine genetischen Veranderungen sichtbar

Die Sequenzprofile wurden mit FINCHTV dargestellt.

Ein wichtiger Schritt wahrend der Prozessierung der doppelstrangigen shRNA zu ei-
nem einzelstrangigen Molekul findet am RISC (RNA induced silencing complex) statt.
Hier wird einer der beiden komplementaren Strange der shRNA abgebaut (passen-
ger), der andere Strang (leader oder guide) bindet komplementar an die Ziel-mRNA
und schneidet diese (perfekte Bindung) bzw. verhindert die Translation der mRNA
(unvollstandige Komplementaritat). In beiden Fallen wird die Expression des Zielpro-
teins verhindert'®*'%. Zum jetzigen Zeitpunkt ist noch nicht vollstandig geklart, wel-

cher der beiden komplementaren Strange als leader und welcher als passenger fun-
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giert. Aufgrund der Mutationen der shRNA_#1 und shRNA_#2 kann sich die Effektivi-
tat des ETV6/RUNX1 silencing verringern und die Wahrscheinlichkeit, unter den drei
shRNA-Vektoren einen guten silencer zu finden, deutlich abnehmen.
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5 Diskussion

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Identifizierung von ETV6/RUNX1 Zielge-
nen mittels ChlIP-Seq und deren Zuordnung zu Signalwegen, um Dysregulationen
aufzudecken und somit potenziell pathogenetische Mechanismen, die zur klinischen
Manifestation der ALL beitragen kdnnen, zu identifizieren.

Zu Beginn der Dissertation gab es nur wenige Veroffentlichungen Uber ChIP-Seq
Analysen im Allgemeinen und keine Uber ChIP-Seq-Daten von ETV6/RUNX1 positi-
ven Zellen. Die wenigen bisher bekannten ETV6/RUNX1 Zielgene sind vorwiegend
durch ChIP-on-Chip (Alternativ. ChIP-Chip;, Chromatin-Immunoprecipitation Chip)
identifiziert worden®. Im Gegensatz dazu ist die ChIP-Seq-Analyse zur Identifizie-
rung von DNA-Bindungsregionen des immunprazipitierten Proteins wesentlich sensi-
tiver und spezifischer. Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist die Unabhangigkeit von
fur die einzelnen Spezies (Organismen) spezifischen Microarrays. Die in dieser Dis-
sertation durchgefuhrten ChIP‘s und anschlieenden ChIP-Seq Analysen mit den
ETV6/RUNX1 positiven Zelllinien REH und UoC-B6 sowie den primaren KM-
Leukamiezellproben von Patienten (ALL_#1 und ALL_#2) erfolgte durch parallele IP
mit einem im Bereich der SAM-Domane bindenden ETV6-Antikdrper sowie einem C-
Terminal bindenden RUNX1-Antikérper. Die anschlieRende Identifizierung von
ETV6/RUNX1 Zielgenen durch DNA-Hochdurchsatzsequenzierung sowie die ersten
bioinformatische Auswertungen wurden am BCRT durchgefuhrt. Mit der ChlP-Seq-
Analyse kann keine direkte Aussage uber die Art der Genregulation getroffen wer-
den, daher ist ein Vergleich mit genomweiten Genexpressionsdaten erforderlich, um
umfassende Informationen Uber den Einfluss von ETV6/RUNX1 auf die Genexpres-
sion und die Auswirkungen dieser Fehlregulation erfassen zu konnen. Im Gegensatz
zu den UoC-B6-Zellen existieren fur die REH-Zellen bereits zahlreiche Genexpressi-
ons-Datensatze. Um die Auswirkungen der ETV6/RUNX1-Fusion auf die Genexpres-
sion in REH- und UoC-B6-Zellen bestimmen zu konnen, sind genomweite Genex-
pressionsanalysen mit herunter reguliertem ETV6/RUNX1 nétig. Aus diesem Grund
sollte im Rahmen dieser Arbeit ein lentiviral transduziertes, induzierbares shRNA
vermitteltes System etabliert werden, um die Expression von ETV6/RUNX1 zeitge-

steuert herunterregulieren zu kdnnen.

Durch Motivanalysen in den immunprazipitierten und sequenzierten DNA-Bereichen
war es moglich, potenzielle Bindungspartner (Transkriptionsfaktoren) von

ETV6/RUNX1 in den prazipitierten Promotorbereichen der Zielgene zu identifizieren.
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ETV6/RUNX1 kann die regulatorischen Eigenschaften dieser Co-Faktoren mdglich-
erweise so verandern, dass es je nach Bindungspartner zu einer Repression bzw.
Aktivierung von ETV6/RUNX1 Zielgenen kommt und ETV6/RUNX1 indirekt die tran-
skriptionelle Aktivitat der Gene beeinflusst. Bisher sind nur wenige ETV6/RUNX1 Co-
Faktoren und deren Einfluss auf die Genregulation bekannt. Durch die Zuordnung
dieser Zielgene zu Signalwegen kann der Einfluss der Expression des Fusionspro-
teins auf die Signalkaskade, die letztendlich zur klinischen Manifestation der ALL

fuhrt, untersucht und interpretiert werden.

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse
ETV6/RUNX1 ist ein aberranter Transkriptionsfaktor, dessen Funktion bei der Klini-

schen Manifestation einer ALL bisher weitestgehend ungeklart ist. Aus diesem Grund
wurde in der vorliegenden Arbeit die genomweite transkriptionelle Aktivitat von
ETV6/RUNX1 mittels ChIP-Sequenzierung untersucht. Die Analysen der
ETV6/RUNX1 positiven primaren ALL-Blasten und der Zelllinien ergaben zusammen-

fassend folgende Ergebnisse:

» Es wurden 1221 potenzielle ETV6/RUNX1 Zielgene identifiziert (Kerngenset),
von diesen codieren 935 Bereiche fur annotierte proteincodierende Gene.

» Von diesen 935 Proteinen konnten 161 Proteine insgesamt 23 Signalwegen
(zugeordnet werden. Der Signalweg Transendotheliale Migration der Leukozy-
ten war mit 20 involvierten potenziellen ETV6/RUNX1 Zielgenen der am signi-
fikantesten hervortretende Signalweg.

» Es wurden insgesamt 110 unterschiedliche DNA-Bindungsmotive (entspricht
28 IUPAC Motiven) identifiziert. Von diesen DNA-Bindungsmotiven entspra-
chen sechs Motive einem der bekannten RUNX1 DNA-Bindungsmotive:
AAACCAC, AACCACA, AGCCACA, GTGGTTT, TGTGGCT, TGTGGTT und
TGTGGTT bzw. funf IUPAC-Motive: ASMCACA, DACCRCA, GYGGTTW,
RACCRCA und TGTGGB.

» Diesen 110 DNA-Bindungsmotiven konnten 29 Transkriptionsfaktoren zuge-
ordnet werden, von diesen wurden sieben Transkriptionsfaktoren (ERG, FEV,
KLF5, MYOG, RUNX1, RUNX2 und SP1) in allen vier untersuchten Proben
gefunden.

» Die Transduktion der TetR regulierten shRNA-Plasmide fur den knockdown
von ETV6/RUNX1 war in REH-Zellen zu 90% und in UoC-B6-Zellen zu 60 bis
70%. erfolgreich.
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> Der knockdown von ETV6/RUNX1 funktionierte in beiden Zelllinien nicht. Die

Fehleranalyse zeigte in zwei der verwendeten shRNAs Mutationen.

Die kryptische Translokation t(12;21)(p13;922) fuhrt bereits pranatal zur Fusion der
beiden Transkriptionsfaktoren ETV6 und RUNX1. Beide Faktoren sind fur die embry-
onale Hamatopoese essenziell, Mutationen und Fehlregulationen kénnen zu Missbil-
dungen und/oder Tod fuhren. Fir RUNX1 sind bereits zahlreiche Zielgene beschrie-

ben worden’'"®

, wahrend bisher sehr wenige, durch ETV6 regulierte Gene identifi-
ziert und untersucht worden sind®'. Durch die Fusion der beiden Transkriptionsfakto-
ren fehlt die DNA-bindende Domane des ETV6, so dass die DNA-Bindung des Fusi-
onsonkogens wahrscheinlich ausschlieldlich Uber die DNA-Bindungsdomane von
RUNX1 erfolgt. Es gibt bereits Publikationen, die zeigen, dass uber die SAM-
Domane des ETV6 weitere Transkriptionsfaktoren und Co-Faktoren gebunden wer-
den, welche die Regulation der ETV6/RUNX1 Zielgene beeinflussen kdnnen (Aktivie-
rung, Repression)'®2°.

Nach heutigem Kenntnisstand reicht die alleinige Expression von ETV6/RUNX1 je-
doch nicht aus, um eine Leukadmie auszuldsen. Vielmehr ist dessen Expression als
initiales Ereignis (first hit) anzusehen, welches zusammen mit weiteren, sekundaren
Ereignissen (z.B. die Deletion des zweiten ETV6 Allels) zur Transformation eines
praleukamischen Klons und zur klinischen Manifestation der Leukamie fihrt. Bisher
sind nur wenige Uber die durch ETV6/RUNX1 in ihrer transkriptionellen Regulation
beeintrachtigten Gene veroffentlicht worden.

Es sind verschiedene Szenarien vorstellbar, wie ETV6/RUNX1 die Expression bzw.
Regulation anderer Gene beeinflussen und somit die Leukdmogenese in den prama-
lignen Zellen fordern kann:

1. ETV6/RUNX1 kdnnte als chimarer Transkriptionsfaktor die Expression indivi-
dueller Zielgene regulieren.

2. ETV6/RUNX1 und RUNX1 besitzen das identische DNA-Bindungsmotiv und
konnen somit an die gleichen regulatorischen Elemente eines Gens binden.
Somit besteht eine direkte Konkurrenz um die gleichen Bindungsstellen, das
konnte in eine veranderte Expression von RUNX1-Zielgenen resultieren.

3. Durch Wechselwirkungen von ETV6/RUNX1 mit anderen Transkriptionsfakto-
ren konnten deren Bindungseigenschaften und Fuktion verandert werden, so
dass vormals aktivierende Transkriptionsfaktoren reprimierend wirken, oder
umgekehrt.

4. Durch die ETV6/RUNX1 Fusion andert sich die Gendosis der Wildtypallele
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von RUNX1 und ETV6. Dieser Effekt kdnnte durch die Deletion des zweiten
ETV6 Lokus in den REH- und UoC-B6 Zellen sowie bei der primaren KM Pro-
be ALL_#1 verstarkt werden.

Obwohl das Fusiononkoprotein ETV6/RUNX1 die haufigste chromosomale Translo-
kation bei ALL im Kindesalter reprasentiert, sind bisher nur sehr wenige Daten Uber
die von ETV6/RUNX1 (direkt und indirekt) beeinflusste Genexpression veroéffentlicht.
Zu diesen Veréffentlichungen zahlt die von Fuka et al'®. Die Autoren haben in den
ETV6/RUNX1 positiven BVZ-ALL-Zelllinien REH und AT2 einen shRNA vermittelten
knockdown durchgeflhrt und anschlieRend die daraus resultierenden Veranderun-
gen der Genexpressionsmuster und ableitbaren regulatorischen Funktionen in den
beiden Zelllinien untersucht. Von jedem Gen wurden funf biologische Replikate
(REH, n=3; AT2, n=2) analysiert. Das probeset umfasste 2126 Gene. Die gemein-
same Analyse der REH- und AT2-Zellen identifizierte 777 signifikant regulierte Gene
(p-value < 0,05). Der Vergleich dieser Daten, mit den in der vorliegenden Arbeit iden-
tifizierten 1221 potenziellen, durch ETV6/RUNX1 in ihrer Expression beeinflussten

Zielgene, zeigte eine Ubereinstimmung von 100 Genen:

ABLIM1, ADCY7, AFF3, AGTRAP, AKAP12, ALOX5AP, AMPD3, ARHGAP24, AR-
HGAP25, ARHGAP4, ATP2A3, BTF3L4, CD19, CD72, CD79A, CHST12, CORO1A,
CRLS1, CSK, DENND2D, DENND3, DGKA, DYNLT1, EMP3, ENG, ERO1LB, ETFB,
EXOSC4, FAM129C, FCHO1, FGFR1, FKBPS, FLJ10038, GNA15, GPAA1, GSK3B,
GTF2A2, HELQ, HS3ST3B1, ICAM1, IGFBP7, ITGA4, ITGB2, JUND, LEF1, LPXN,
LYL1, MDM2, MICAL1, NFKBID, NINJ1, NLRC3, NPY, P2RX1, PDE4B, PLP2,
PPP1R16B, PSD4, RAB24, RAB37, RAB4B, RABEP2, RAC2, RAP1GAP2, RA-
SAL3, RASGRP2, RASSF2, RBM38, RGS19, RMND5B, RPS6KA1, RRMZ2B,
S100A4, SAMD4B, SFT2D1, SGSH, SH2B3, SIGLEC15, SIPA1, SLC39AS,
SLC44A2, SMAD7, SPIB, SPP1, STK17B, SUCLG2, SYPL1, TMC6, TNFAIPS8L2,
TNFRSF10A, TNFRSF14, TRIB1, TRIM38, TSC22D3, USP15, VAV1, VOPP1,
VPREB3, WIBG, ZNF561

Die Zuordnung dieser Gene zu Siganalwegen (mit dem Programm
GeneCodis'®%"9%178) zeigt fiir den B-Zell-Rezeptor Signalweg eine signifikante Anrei-
cherung von durch ETV6/RUNX1 in ihrer Expression beeinflussten Proteine (p-value:
8,26 x 10®). Die in der obigen Auflistung giin und in Abbildung 5.1 rot unterlegten
potenziellen ETV6/RUNX1 Zielgene konnten dem B-Zell-Rezeptor Signalweg zuge-

ordnet werden.
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Abbildung 5.1: Zuordnung der gemeinsamen Gene des Kerngensets und der ,,Fuka-
Gene'®*“ zum B-Zell-Rezeptor Signalweg

B-Zellen sind ein wichtiger Bestandteil der adaptiven Immunitat. Der B-Zellrezeptor
(BCR) ist ein Transmembranprotein und Rezeptor auf B-Zellen. Die Aktivierung des
BCR bewirkt zum einen das Ausldsen der intrazellularen Signalkaskade, zum ande-
ren spielen der B-Zellrezeptor und dessen unreife Form, der Vorlaufer (Pra-BCR)
eine wichtige Rolle bei der Kontrolle der B-Zellentwicklung'®®. Eine kurze Beschrei-
bung der in den Signalweg involvierten potenziellen ETV6/RUNX1 Zielgene folgt in
Abschnitt 5.2.2.

In Tabelle 5.1 sind die zehn Uberreprasentierten Signalwege des gemeinsamen Ge-
sets der durch die Genexpressionsanalysen von Fuka et al.'® bestimmten Gene und

des in der vorliegenden Arbeit bestimmten Kerngensets aufgelistet.

Tabelle 5.1: Uberreprisentierte Signalwege des gemeinsamen Gensets

Signalweg Gene_ Gene_ p-value
Gruppe Referenz
1. B-Zell-Rezeptor Signalweg 6 75 8,64E-08
2. Migration der Leukozyten 6 113 9,92E-07
3. Chemokin Signalweg 6 186 1.76E-05
4. NK-Zell vermittelte Zytotoxitat 5 125 3.27E-05
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Signalweg Gene_ Gene_ p-value
Gruppe Referenz
5. Regulierung des Aktin-Zytoskelets 6 209 3,38E-05
6. Prostatakrebs 4 88 1,28E-04
7. Fokale Adhasion 5 197 2,78E-04
8. Neutrophin Signalweg 4 124 4,75E-04
9. Dickdarmkrebs 3 62 7,86E-04
10.  Virale Herzmuskelentzindung 3 63 8,23E-04

Gene_Gruppe: umfasst die in diesen Signalweg involvierten, potenziellen durch ETV6/RUNX1 in ihrer Expres-
sion beeinflussten Proteine

Gene_Referenz: umfasst die Anzahl der in diesen Signalweg involvierten Proteine

Gene_Gesamt: umfasst die Gesamtzahl aller bekannten Gene (Feb. 2009 (GRCh37/hg19)

Die hohe Ubereinstimmung zwischen den in der vorliegenden Arbeit bestimmten Ge-

nen des Kerngensets und den Genexpressionsdaten von Fuka et al.'®

untermauert,
die korrekte Identifizierung der durch ChlP-Seq Analysen gefundenen 1221 potenzi-

ellen ETV6/RUNX1 Zielgene des Kerngensets.

5.2 Identifizierung potenzieller ETV6/RUNX1 Zielgene

FUr das ETV6/RUNX1 Fusionsprotein stand zum Zeitpunkt der Arbeit kein geeigneter
ETV6/RUNX1 Antikorper, der am Bruchpunkt zwischen ETV6 und RUNX1 bindet, zur
Verfligung. Aus diesem Grund wurden die ChIP und anschlielende ChIP-Seq Analy-
sen flr jede Probe in zwei parallelen Ansatzen durchgefihrt. Im ersten Ansatz wurde
die DNA mit dem gebundenen ETV6/RUNX1 Fusionsprotein mit einem an die SAM
Domane bindenden ETV6 Antikdrper prazipitiert, im zweiten Ansatz mit einem C-
terminal an RUNX1 bindenden RUNX1 Antikorper. Die nach ChIP-Seq Analyse iden-
tifizierten gemeinsamen ETV6 und RUNX1 Gene stellen die potenziellen, durch
ETV6/RUNX1 regulierten Zielgene dar Diese Analyse wurde fur die ETV6/RUNX1
positiven Zelllinien UoC-B6 und REH sowie fur die aus dem KM gewonnenen
ETV6/RUNX1 positiver ALL-Zellen von zwei Patienten durchgefuhrt.

5.2.1 Die ETV6/RUNX1 Zielgene des Kerngensets
Als Kerngenset wurden die gemeinsamen ETV6/RUNX1 Zielgene der vier analysier-
ten Proben (UoC-B6-Zellen, REH-Zellen, ALL_#1 und ALL_#2) definiert. Fur die Er-
mittlung dieses Kerngensets wurden die Gene verwendet, die in ihrem Promotorbe-
reich (-10 kb bis 2,5 kb) nach ChIP-Seq sowohl RUNX1- als auch ETV6-Peaks zeig-
ten. Das Kerngenset umfasst 1221 codierende DNA-Bereiche (Abbildung 4.19a).
Von diesen codieren 935 fur annotierte proteincodierende Gene. Der Rest (286 Ge-
ne) umfasst Gene mit unklarer Funktion bzw. hypothetische Gene. Eine Zusammen-

fassung der Anzahl aller identifizierten Gene ist in Tabelle 5.2 aufgeflhrt.
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Tabelle 5.2: Zahl der identifizierten ETV6/RUNX1 Zielgene in allen untersuchten

Proben
UoC-B6 REH ALL_#1 ALL #2 Kerngenset
ETV6-ChIP gesamt 2484 4127 10881 4991
ETV6-CHIP unique 801 508 452 495
RUNX1-ChIP gesamt 3554 6836 13548 9372
RUNX1-ChIP unique 1872 3238 3381 4796
ETV6/RUNX1 Zielgene 1695 3627 10434 3951 1221

Weder REH- noch UoC-B6-Zellen exprimieren ETV6 aufgrund der Deletion des zwe-
ten, nicht in die Translokation t(12,21) involvierten ETV6-Allels. Trotzdem zeigten die
Analysen nach ETV6-ChIP in beiden Zelllinien ETV6-Peaks (ETV6-ChIP unique), die
nicht mit RUNX1-Peaks Uberlappten. Hierflr sind mehrere Erklarungsansatze mog-
lich:

1. Trotz vorheriger Evaluation des ETV6-Antikorpers, ist nicht auszuschliel3en,
dass aufgrund von nicht kalkulierbaren Schwankungen der Versuchsbedin-
gungen es zu unspezifischen Bindungen des ETV6-Antikorpers kommt.

2. Eine exemplarische Kontrolle ETV6-ChIP unique zeigte ein vermehrtes Auftre-

ten falsch positiver Peaks v.a. in den Centromer- und Telomerregionen.

5.2.2 Zuordnung der Gene des Kerngensets zu Signalwegen
Von den 935 proteincodierenen potenziellen ETV6/RUNX1 Zielgenen konnten 161
Gene insgesamt 23 Signalwegen (p-value < 0,05) zugeordnet werden. Der Signal-
weg Transendotheliale Migration der Leukozyten (p-value: 6,15 x 10°) war mit 20
involvierten potenziellen ETV6/RUNX1 Zielgenen der am signifikantesten hervortre-
tende Signalweg. Der Signalweg Transendotheliale Migration der Leukozyten ist
durch Interaktionen zwischen Epithelzellen und Blasten gekennzeichnet. Fur die Ent-
stehung einer ETV6/RUNX1 positiven Leukamie sind vor allem die vorwiegend den
Leukozyten lokalisierten, durch ETV6/RUNX1 in ihrer Expression beeinflussten Pro-
teine interessant. Eine reprasentative Signalweganalyse mit den identifizierten Ge-
nen des Kerngensets nach Ausschluss der in den Epithelzellen lokalisierten Proteine
ergab jedoch, dass im Gegensatz zu der im Abschnitt 4.3.4 beschriebenen Signal-
weganalyse, bei der der Signalweg Transendotheliale Migration der Leukozyten am
signifikantesten Uberreprasentiert ist, jetzt der B-Zellrezeptor-Signalweg mit einem p-

value von 3,27 x 10 signifikant iberreprasentiert ist (Tabelle 5.3).
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Tabelle 5.3: Reprasentative Signalweganalyse (ohne Endothelzellproteine)

Signalweg Gene_Gruppe Gene_Referenz p-value

B-Zell-Rezeptor Signalweg 11 75 3,27E-04
Regulierung des Aktin-Zytoskelets 18 209 7,71E-04
Lysosomen 13 121 9,20E-04
Zytoxin-Zytokin Rezeptor Interaktion 19 259  2,35E-03
Endozytose 16 193 2,36E-03
MAPK Signalweg 19 262  2,40E-03
Zellzyklus 12 123  2,66E-03
Neurale Entwicklung 11 128 1,35E-02
Dickdarmkrebs 7 62 2,35E-02
Primare Immunschwéache 5 33 2,81E-02

Gene_Gruppe: umfasst die in diesen Signalweg involvierten, potenziellen durch ETV6/RUNX1 in ihrer Expres-
sion beeinflussten Proteine

Gene_Referenz: umfasst die Anzahl der in diesen Signalweg involvierten Proteine

Gene_Gesamt: umfasst die Gesamtzahl aller bekannten Gene (Feb. 2009 (GRCh37/hg19)

Im Folgenden werden der Signalweg Transendotheliale Migration der Leukozyten

und der B-Zellrezeptor-Signalweg kurz erlautert.

Der Signalweq Transendotheliale Migration der Leukozyten

Die transendotheliale Migration der Leukozyten aus dem peripheren Blut in das Zell-
gewebe ist eine der Grundvoraussetzungen fur die Erkennung und Bekampfung von
entzindlichen und infektidsen Prozessen. Wahrend dieses Prozesses binden die
Leukozyten an Zelladhasionsmolekule (cell adhesion molecules; CAM) und migrieren
in das vasculdre Endothelium'. Neben der durch unterschiedliche Integrine ermdg-
lichten Mobilitat der Leukozyten kdnnen diese sich auch unabhangig von der moleku-

laren Zusammensetzung der Umgebung (iber das Aktin-Cytoskelett fortbewegen'®’.

Im Folgenden ist eine kurze Beschreibung der in den Signalweg involvierten Proteine
aufgefuhrt, deren Expression durch ETV6/RUNX1 beeinflusst sein kdnnte:

Symbol Position Beschreibung
ACTG1 chr17:79476996-79479892  Homo sapiens actin, gamma 1 (ACTG1), transcript
variant 1

ACTN1 chr14:69340839-69446083  Homo sapiens actinin, alpha 1 (ACTN1), transcript
variant 1, 2 & 3

CDH5 chr16:66400524-66438689  Homo sapiens cadherin 5, type 2 (vascular endothe-
lium) (CDH5)

CLDN9  chr16:3062456-3064506 Homo sapiens claudin 9 (CLDN9)

GNAI2 chr3:50273588-50296786 Homo sapiens guanine nucleotide binding protein (G
protein), alpha inhibiting activity polypeptide 2
(GNAI2), transcript variant 1

ICAM1 chr19:10381516-10397291 Homo sapiens intercellular adhesion molecule 1 (I-
CAM1)

ITGA4 chr2:182321618-182402468 Homo sapiens integrin, alpha 4 (antigen CD49D,
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Symbol Position

ITGAL chr16:30483982-30534506

ITGB2 chr21:46305868-46348788

MMP9 chr20:44637546-44645200

MYL12A  chr18:3247527-3256235

MYL12B chr18:3262610-3278282

NCF4 chr22:37257029-37274059

PLCG2  chr16:81812862-81996298

PTK2 chr8:141668480-142011412

RAC2 chr22:37621300-37640339

RHOA chr3:49396578-49449526

RHOH chr4:40198526-40246384

SIPA1 chr11:65405577-65418391

VAV1 chr19:6772678-6857377

Beschreibung
alpha 4 subunit of VLA-4 receptor) (ITGA4)

Homo sapiens integrin, alpha L (antigen CD11A
(p180), lymphocyte function-associated antigen 1;
alpha polypeptide) (ITGAL), transcript variant 1 & 2

Homo sapiens integrin, beta 2 (complement compo-
nent 3 receptor 3 and 4 subunit) (ITGB2), transcript
variant 1 & 2

Homo sapiens matrix metallopeptidase 9 (gelatinase
B, 92kDa gelatinase, 92kDa type 1V collagenase)
(MMP9)

Homo sapiens myosin, light chain 12A, regulatory,
non-sarcomeric (MYL12A),

Homo sapiens myosin, light chain 12B, regulatory
(MYL12B), transcript variant 1, 2 & 3

Homo sapiens neutrophil cytosolic factor 4, 40kDa
(NCF4), transcript variant 1

Homo sapiens phospholipase C, gamma 2 (phos-
phatidylinositol-specific) (PLCG2)

Homo sapiens protein tyrosine kinase 2 (PTK2),
transcript variant 1, 2 & 3

Homo sapiens ras-related C3 botulinum toxin sub-
strate 2 (rho family, small GTP binding protein Rac2)
(RAC2)

Homo sapiens ras homolog family member A (RHO-
A)

Homo sapiens ras homolog family member H
(RHOH), transcript variant 6,

Homo sapiens signal-induced proliferation-
associated 1 (SIPA1), transcript variant 1 & 2

Homo sapiens vav 1 guanine nucleotide exchange
factor (VAV1), transcript variant 1, 2 & 3

Durch den Signalweg Transendotheliale Migration der Leukozyten wird unter ande-

ren die Metastasierung, d.h. die Migration von Tumorzellen aus dem Blut in das Ge-

webe gesteuert. Dieser Prozess der Metastasierung erfordert dynamische Verande-

rungen der Interaktionen zwischen den einzelnen Tumorzellen, zwischen Tumorzel-

len und anderen Zellen bzw. der extrazellularen Matrix. Daher ist u.a. die Kenntnis

uber die Expression der an diesen Interaktionen beteiligten Rezeptoren (Selektine,

Cadherine, IgCAMSs, Integrine etc.) wichtig. Eine Ubersicht tiber die Adhésion und

Emigration von neutrophilen Granulozyten nach Aktivierung der Leukozyten ist in

Abbildung 5.2 dargestellt.
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Abbildung 5.2: Interaktion zwischen Endothel und Neutrophilen

Gezeigt wird die Expression der Adhassionsmolekiile nach Aktivierung der Leukozyten-Adhasions-Kaskade
Schlisselmolekiile sind in den hellblauen Boxen dargestellt: ESAM, endothelial cell-selective adhesion mo/ecule;
ICAM1, intercellular adhesion molecule 1; JAM, junctional adhesion molecule; LFA1, lymphocyte function-
associated antigen 1; MAC1, macrophage antigen 1, MADCAM1, mucosal vascular addressin cell-adhesion
molecule 1; PSGL1, P-selectin glycoprotein ligand 1; PECAM1, platelet/endothelial-cell adhesion molecule 17;
PI3K, phosphoinositide 3-kinase; VCAMA, vascular cell-adhesion molecule 1; VLA4, very late antigen 4.

Die potenziellen durch ETV6/RUNX1 in ihrer Expression regulierten Proteine sind rot dargestellt.

188

Die in Abbildung 5.2 rot unterlegt dargestellten Proteine sind potenziell durch
ETV6/RUNX1 in ihrer Expression reguliert.

VLAA4 (Integrin alpha4betal (Very Late Antigen-4)) besteht aus den beiden Unterein-
heiten ITGA4 (CD49D) und ITGB1 (CD29). Die Ergebnisse der vorliegenden Arbei-
ten zeigen, dass die Expression beider Proteine durch ETV6/RUNX1 reguliert wer-
den kann. VLA4 ist ein Oberflachenrezeptor, der von den meisten Leukozyten (Lym-
phozyten, Monozyten etc.) gebildet wird. Die normale Hamatopoese wird durch eine
adhasive Interaktion von hamatopoetischen Zellen mit dem microenvironment des
Knochenmarks, welches sich aus Stromazellen und extrazellularen Matrixproteinen,
wie Fibronektin, Kollagen und Laminin zusammensetzt, reguliert'®® Dariiber hinaus
konnen die auf Tumorzellen exprimierten Integrine, zu denen VLA4 zahlt, die Adha-
sion der Zellen an das vaskulare Endothel vermitteln und so eine Metastasierung

190.191 " \Weiterhin zeigen publizierte Daten, dass bei der rezidivierten

begunstigen
BVZ-ALL im Kindesalter Patienten mit einer erhdohten VLA4 Expression in den leu-
kamischen Zellen eine signifikant schlechtere ereignisfreie und Gesamtlberlebens-

192 In

wahrscheinlichkeit haben, als Patienten mit einer niedrigen VLA4 Expression
diese Studie sind u.a. Patienten mit ETV6/RUNX1 positiver ALL eingeschlossen
(13% der untersuchten Proben), sie befasst sich jedoch auch mit anderen Tumorer-

krankungen. Obwohl sich diese Studie nicht explizit mit Patienten mit ETV6/RUNX1
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positiver ALL befasst, sind diese Daten zusammen mit den in der vorliegenden Arbeit
erhobenen Ergebnissen ein guter Ansatz fur weiterfihrende Untersuchungen von
VLA4, insbesondere der Einfluss der ETV6/RUNX1 Expression auf die Regulation
der VLA4-Untereinheiten ITGA4 und ITGB1.

Ein weiteres potenzielles durch ETV6/RUNX1 in seiner Expression reguliertes Pro-
tein ist ICAM-1 (ICAM1, CD54). ICAM-1 ist ein Adhasionsmolekdl, welches bei ent-
zundlichen Prozessen (bei Zell-Zell-Wechselwirkungen bei der Antigenprasentation)
eine wichtige Rolle spielt'®. Die gegenwartig verfiigbaren Literaturdaten sind nicht
konsistent in der Beantwortung der Fragestellung, ob sich die Hochregulierung oder
die Inhibition der ICAM-1 Expression positiv oder auch negativ auf die Tumorpro-
gression und Metastasierung auswirken. Eine wachsende Zahl an Daten legt jedoch
nahe, dass ein erhohtes ICAM-1 Niveau einen positiven Effekt auf die Tumorsupp-
ression hat'®*"%°. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass durch die Zugabe von Can-
nabidiol (CBD) es zu einer erhdhten Expression von ICAM-1 und zu einer Verringe-
rung der Tumorzellinvasion und der Metastasierung kommt'*®. Cannabidiol ist ein
nicht-psychoaktives Cannabinoid, das die Fahigkeit der Adhasion von Tumorzellen
verstarkt. Umgekehrt belegen andere Daten, dass eine Herabregulierung von ICAM-
1 durch TGFR1 zu einer Zunahme der Lymphozytenadhassion und der Zellzytotoxitat
fuhrt'". ICAM-1 spielt eine wichtige Rolle bei der Tumorgenese und Metastasierung.
Die differenzierte Analyse der widerspruchlichen Literaturdaten zeigt, dass ICAM-1 je
nach Interaktionspartner und Tumorart entweder einen positiven oder einen negati-
ven Effekt auf das Fortschreiten des Tumorwachstums haben kann. Die Literatur-
recherche uber einen mdglichen Zusammenhang zwischen der Expression von I-
CAM-1 und der ETV6/RUNX1 positiven ALL brachte keine Ergebnisse. Die in der
vorliegenden Arbeit gezeigten Ergebnisse weisen jedoch stark auf eine Rolle von
ICAM-1 bei der klinischen Manifestation der ETV6/RUNX1 positiven ALL hin. Weiter-

fuhrende Studien sind aus diesem Grund sinnvoll.

Alle mittels ChlP-Seq identifizierten und dem Signalweg Transendotheliale Migration
der Leukozyten zugeordneten, moglicherweise durch ETV6/RUNX1 in ihrer Expres-
sion beeinflussten Proteine beeinflussen die Entstehung von Tumoren, je nach Inter-
aktionspartner und Krebsart entweder positiv oder negativ'®*'%’. Die gezielte Unter-
suchung dieser Proteine auf allen Ebenen der Expression (DNA, RNA und Protein)
im Vergleich mit unterschiedlichen Interaktionspartnern und Zelltypen ist daher sinn-
voll und kann zu Resultaten fihren, welche zur weitergehenden Aufklarung von Me-

chanismen der Tumorgenese flihren kénnen.
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Der B-Zellrezeptor-Signalweq

Im Folgenden sind die durch die in dieser Arbeit identifizierten, potenziell durch
ETV6/RUNX1 regulierten Proteine, die am BCR-Signalweg involviert sind, kurz be-

schrieben:

Symbol Position Beschreibung
B-lymphocyte antigen CD19 (Cluster of Differenti-

CD19 chr16:28943259-28950668  ation 19)
CD72 chr9:35609975-35618424 CD72 molecule

CD79a molecule, immunoglobulin-associated al-
CD79A chr19:42381189-42385439  pha

FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homo-
FOS chr14:75745480-75748937  log
GSK3B chr3:119540801-119813264 glycogen synthase kinase 3 beta

mucosa associated lymphoid tissue lymphoma
MALT1 chr18:56338617-56417371  translocation gene 1

nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic,
NFATC3 chr16:68119268-68263162  calcineurin-dependent 3
PIK3AP1 chr10:98353068-98480279  phosphoinositide-3-kinase adaptor protein 1
PTPN6 chr12:7055739-7070479 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 6

ras-related C3 botulinum toxin substrate 2 (rho
RAC2 chr22:37621300-37640339  family, small GTP binding protein Rac2)
VAV1 chr19:6772678-6857377 vav 1 guanine nucleotide exchange factor

CD19 ist ein B-Zell spezifischer Co-Rezeptor, der in den frihen Stadien der B-
Zellentwicklung exprimiert wird. CD19 ist in der Plasmamembran der B-Zellen lokali-
siert und ist Teil eines Proteinkomplexes, bestehend aus CD21 (CR2), CD81 (TAPA-
1) und Leu-13"%°. Der CD19/CD21 Komplex spielt eine entscheidene Rolle bei der T-
Zell-abhangigen B-Zellantwort?®. Dieser Komplex funktioniert synergistisch mit dem
B-Zell-Antigen-Rezeptor und bewirkt die Senkung der Schwelle fiur die B-Zell-
Aktivierung®'. Diese Co-Ligation erméglicht es, dass CD19 Signalmolekiile wie z.B.
VAV, Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) und Lyn rekrutiert werden'®. Obwohl CD19
eine wichtige Rolle bei der Signallubertragung und Weiterleitung spielt, sind B-
Lymphozyten mit fehlendem CD19 in der Lage Signale durch den BCR, nach Stimu-

lierung mit I&slichen Antigenen zu (ibertragen®*%2%,
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Abbildung 5.3: B-Zell-Rezeptor Signalweg

Schematische Darstellung des B-Zell-Rezeptor-Signalweges. Die potenziellen durch ETV6/RUNX1 in ihrer Ex-
pression regulierten Proteine sind rot dargestellt

Modifiziert nach Mackay et al. (2010)

Ein weiteres in seiner Expression moglicherweise durch ETV6/RUNX1 beeinflusstes
Gen ist VAV. Die VAV Familie besteht aus drei Mitgliedern: Vavim Vav2 und Vav3.
Trotz identischer funktioneller Domanen und ahnlichen Phosphorylierungsmecha-
nismen, betragt die Ahnlichkeit der Sequenzmotive zwischen diesen drei Isoformen

nur ca. 65%2%*

. Wahrend die Expression von Vav1 nur auf hamatopoetischen Zellen
beschrankt ist, werden Vav2 und Vav3 in unterschiedlichen Geweben z.T. sehr stark
exprimiert?®. Die Mitglieder der VAV-Familie kontrollieren eine Vielzahl von anderen,
durch den BCR induzierten Signalwege regulierten Transkriptionsfaktoren. So ist z.B.
Vav1 unverzichtbar fir den BCR induzierten CA?* Influx*®

Das potenzielle Zielgen CD79 ist ein Transmembranprotein, welches einen Komplex
mit dem BCR bildet und nach Erkennung des Antigens durch den BCR ein Signal
erzeugt. CD79 besteht aus zwei Untereinheiten: CD79A (Iga) und CD79B (IgR), die-
se bilden auf der Oberflache des B-Lymphozyten ein durch eine Disulfidbindung sta-
bilisiertes Heterodimer®®’. Der zytoplasmatische Teil von CD79 bewirkt, nach Erken-
nung des Antigens durch den BCR, eine erhdhte Protein-Tyrosin-Phosphorylierung
an einer Vielzahl unterschiedlicher Substrate (Abbildung 5.3) und flhrt somit zu einer
Aktivierung diverser biochemischer Stoffwechselwege®®®. Die zytoplasmatische Ex-
pression von CD79A und CD79B beginnt im Pro-B-Zellstadium, in dem die lg-Gen-
Umlagerung noch nicht abgeschlossen ist. Aus diesem Grund kann CD79 als Zell-

marker fiir das Pro-B-Zellstadium verwendet werden?°%2'°.

Obwohl keine Literaturdaten gefunden wurden, die explizit einen Zusammenhang

129



Diskussion

zwischen der ETV6/RUNX1 Positivitat und den in dieser Arbeit gefundenen durch
ETV6/RUNX1 in ihrer Expression beeinflussten Proteine herstellen, kann davon aus-
gegangen werden, dass eine Veranderung des Expressionmusters der in den BCR-
Signalweg involvierten Proteine weitreichende Auswirkungen auf die Entstehung von
BVZ-ALL haben kann. Die gezielte Untersuchung der durch ETV6/RUNX1 in ihrer
Expression beinflussten Proteine ist daher sinnvoll und kann zur Aufklarung von Me-

chanismen der leukamischen Transformation fuhren.
5.3 Motivanalysen

5.3.1 Identifizierung von Transkriptionsfaktoren

Unter dem Begriff Transkriptionsfaktoren werden zahlreiche an der Transkriptions-
kontrolle von Genen beteiligte regulatorische Proteine zusammengefasst. Man unter-
scheidet allgemeine und spezifische (regulatorische) Transkriptionsfaktoren. Zu den
allgemeinen Transkriptionsfaktoren zahlen die Proteine, die zusammen mit Coaktiva-
toren oder Coexpressoren und Regulatoren der Chromatinstruktur zur Bildung eines
Initiationskomplexes werden. Die Interaktion (z.B. Aktivierung, Repression) mit spezi-
fischen Genen wird durch regulatorische Transkriptionsfaktoren, die an bestimmte
DNA-Sequenzen binden bewirkt?'"?'?. Die Identifizierung dieser regulatorischen
Transkriptionsfaktoren kann somit einen grof3en Beitrag zum Verstandnis von regula-
torischen Prozessen leisten. In der Regel gibt es fur jeden Transkriptionsfaktor meh-
rere DNA-Bindungssequenzen, die erkannt und gebunden werden konnen. Diese
Sequenzen unterscheiden sich im Normalfall jedoch nur geringflgig durch den Aus-
tausch weniger Basen voneinander und konnen somit auf das sogenannte IUPAC
Motiv zusammengefasst werden.

Uber die Zuordnung der in dieser Arbeit in den ChlP-Seq Peaks gefundenen Se-
quenzen zu Transkriptionsfaktoren wurde die Spezifitat der ChlIP-Seq gepruft und
andere in den identifizierten Peakbereichen evtl. ebenfalls bindende Transkriptions-
faktoren (Co-Faktoren) identifiziert. Fur die ldentifizierung von mdglichen DNA-
Bindungs-Motiven wurde das Programm DREME verwendet'®'. Fiir die Analyse wur-
de ein E-wert (e-value) von <0,05 festgelegt. Die Zuordnung der identifizierten Motive
zu mdoglichen Transkriptionsfaktoren geschah durch das MEME Tool TOMTOM (Motif
comparison Tool)'". Mit der Software String 10""® wurden mégliche Protein-Protein-
Interaktion zwischen den identifizierten Transkriptionsfaktoren bestimmt.

Uber die Motivanalyse wurden sieben Promotorregionen ermittelt, die in allen unter-
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suchten Proben jeweils ETV6/RUNX1 Bindungsmotive aufweisen. Diese Transkripti-
onsfaktoren sind ERG, FEV, KLF5, MYOG, RUNX1, RUNX2 und SP1. Im Folgenden

werden die einzelnen Transkriptionsfaktoren kurz erlautert:

Der Transkriptionsfaktor ERG (ETS related gene)
Das Gen ist auf Chromosom 21922.3 lokalisiert und gehért zu der ETS-

Transkriptionsfaktor-Gen-Familie, zu der auch FLI1 und ETS gehéren®'*%'*. Alle Mit-
glieder dieser Familie sind wichtige Regulatoren der embryonalen Entwicklung, Zell-
proliferation, Differenzierung, Angiogenese, Entzindungen und Apoptose. Das durch
dieses Gen codierte Protein wird vor allem im Zellkern exprimiert.

Das Gen kann in unterschiedliche chromosomale Translokationen involviert sein:
TMPSSR2-ERG und NDRG1-ERG bei Prostatakrebs, EWSR-ERG beim Ewing-

Sarkom und FUS-ERG bei der akuten myeloischen Leukamie.

Der Transkriptionsfaktor FEV (fifth Ewing variant)

Das Gen ist auf Chromosom 2q36 lokalisiert und gehort zu der ETS-
Transkriptionsfaktor-Gen-Familie. Im Gegensatz zu den meisten Mitgliedern der
ETS-Familie, die als Transkriptionsaktivatoren charakterisiert sind, zeigt FEV (wie
auch ETV6) eine Repressor-Aktivitat. FEV kann sowohl die basale als auch die ekto-
pisch ETS-aktivierte Transkription unterdriicken®'®. Im Ewing Sarkom wurde die
Chromosomenaberration t(2;21;22) (923;922;q12), die das EWSR1-FEV Fusionspro-

tein bildet, welches eine potenzielle onkogene Aktivitat besitzt gefunden?'®.

Der Transkriptionsfaktor KLF5 (Krueppel-like factor 5)

Das Gen ist auf Chromosom 13g22.1 lokalisiert und gehort zu der Gruppe der Zink-
fingerproteine. Das codierte Protein ist ein Transkriptionsaktivator. Die Bindung an
die Promotoren von Zielgenen wird durch posttranslationelle Modifikationen reguliert.
Die aberrante Expression dieses Gens kann in einer Vielzahl von verschiedenen

Krebsarten (z.B. Darmkrebs) und in kardiovaskularen Erkrankungen resultieren®'’.

Der Transkriptionsfaktor MYOG

Das fur den Transkriptionsfaktor MYOG codierende Gen ist auf Chromosom 1q31-

g41 lokalisiert. MYOG wirkt als Transkriptionsaktivator, der die Transkription Muskel-
spezifische Zielgene férdert und spielt eine wesentliche Rolle bei der Muskeldifferen-
zierung. MYOG st darlUber hinaus an der Entwicklung funktioneller der embryonalen
Skelettmuskelfaserdifferenzierung beteiligt. Die Rekrutierung der Transkriptionsfakto-
ren SMARCA4, BRG1, BAF190A und SWI/SNF fuhrt zu Initiation der Transkription
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im sich entwickelnden Embryo?'82'°,

Der Transkriptionsfaktor RUNX1 (Runt-related transcription factor 1)
Der Transkriptionsfaktor RUNX1 wurde bereits ausfuhrlich im Abschnitt 1.2.2 be-

schrieben.

Der Transkriptionsfaktor RUNX2 (Runt-related transcription factor 2)

Das Gen ist auf Chromosom 6p21 lokalisiert. RUNX2 gehort zu der aus drei Mitglie-
dern bestehenden Familie der runt-related Transkriptionsfaktoren. Eine alternative
Bezeichnung ist u.a. Core-binding factor subunit alpha-1 (CBF-alpha-1). Das Protein
ist an der Osteoblastendifferenzierung und Skelett Morphogenese beteiligt. Mutatio-
nen in dem Gen wurden mit Knochenentwicklungsstérungen (cleidocraniale Dyspla-
sie (CCD)) in Verbindung gebracht. Desweitern ist RUNX1 in mehreren Entwick-

lungsstadien der Prostatakrebsentwicklung beteiligt??°%2",

Der Transkriptionsfaktor SP1 (specificity protein 1)

Das Gen ist auf Chromosom 12q13.1 lokalisiert. Das von diesem Gen codierte Pro-
tein gehort ebenso wie KLFS zur Gruppe der Zinkfingerproteine. SP1 ist in vielen zel-
lularen Prozessen (einschlieBlich der Zelldifferenzierung, Zellwachstum, Apoptose,
Immunreaktionen, als Antwort auf DNA-Schadigung und Chromatin-Remodeling) be-
teiligt. Desweitern spielt SP1 eine bedeutende Rolle in der embryonalen und der fri-
hen postnatalen Entwicklung. Post-translationale Modifikationen wie Phosphorylie-
rung, Acetylierung, Glykosylierung und proteolytische Prozessierung haben einen
signifikanten Einfluss auf die Aktivitat von SP1, welches je nach Art der posttranslati-
onellen Modifikation als Aktivator oder Repressor der Transkription wirken kann®?*
224.

Die String 10'° Analyse zeigte fiir die Transkriptionsfaktoren SP1 und RUNX1 sowie
fiir SP1 und MYOG eine direkte Interaktion (Bindung) (Abbildung 5.4a) %% Die
Auswertung der ChIP-Seq Daten zeigte dartber hinaus flr den Promotorbereich von
SP1 (-10 kb bis 2,5 kb um den TSS) in allen vier untersuchten Proben (REH- und
UoC-B6 Zellen; ALL_#1 und ALL_#2 KM-Proben) mindestens einen RUNX1- und
einen ETV6-Peak. Das weist darauf hin, dass RUNX1 bzw. ETV6/RUNX1, als Tran-
skriptionsaktivator bzw. Repressor von SP1 wirken konnten.

RUNX1 zeigt Uber den gesamten Promotor und Genbereich (sowohl in den Introns
als auch in den Exons) multiple RUNX1 und ETV6/RUNX1 Peaks, was auf die be-
sondere Rolle von RUNX1 und somit auch von ETV6/RUNX1 in der Genregulation
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hinweist. Eine Verdrangung von RUNX1 als Transkriptionsaktivator durch den Tran-
skriptionsrepressor ETV6/RUNX1 kann zusammen mit weiteren genetischen Veran-
derungen, wie z.B. der Deletion des zweiten ETV6-Allels, starke Auswirkungen auf
die Expression der direkt und indirekt durch RUNX1 regulierten Gene haben. Die in-
direkte Regulation der RUNX1 bzw. ETV6/RUNX1 Zielgene kann Uber diverse Co-
Faktoren, wie z.B. HDAC1, HDAC2, SUV39H1?*" etc. (Abbildung 5.4b) gesteuert

werden.
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Abbildung 5.4: Die String 10'"° Analyse zeigt die Interaktion zwischen:

a) den durch die Motivanalyse identifizierten TF: ERG, FEV, KLF5, MYOG, RUNX1, RUNX2 und SP1
b) RUNX1 mit einigen seiner bekanntesten Interaktionspartner

c) ETV6 mit einigen seiner bekanntesten Interaktionspartner

Obwohl in der vorliegenden Arbeit zahlreiche potenzielle ETV6/RUNX1 Zielgene
identifiziert wurden, kdnnen anhand von bereits veroffentlichten Daten nur Hypothe-
sen daruber erhoben werden, wie das Genexpressionsmuster dieser Gene und der

in der Signalkaskade downstream gelegenen Gene aussieht.

5.4 ETV6/RUNX1 knockdown in REH und UoC-B6- Zellen

Die Translokation ETV6/RUNX1 besitzt eine besondere Relevanz bei der kindlichen
ALL. Trotz grolden Fortschritten in den letzten Jahren bei der Erforschung des Wir-
kungsmechanismus dieser Translokation, besteht weiterhin die Notwendigkeit die
biologischen Folgen dieser Translokation sowie die physiologischen Funktionen der
beiden involvierten Gene RUNX1 und ETV6 vollstandig zu verstehen.

Zusammen mit den in der vorliegenden Arbeit ermittelten ChlP-Seqg-Daten sollte der
ETV6/RUNX1 knockdown in den REH und UoC-B6-Zellen zu einem besseren Ver-
standnis Uber die Funktionsweise der Translokation und deren Auswirkungen auf die
Entstehung von malignen Zellen beitragen. Daflir waren im Anschluss an den erfolg-

reichen knockdown u.a. Genexpressions- und Proteinexpressionsanalysen geplant.
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Da fur die Fragestellung eine stabiles System und eine gro3e Anzahl von Zellen be-
notigt wurden, erschien der shRNA vermittelte knockdown von ETV6/RUNX1 sinn-
voll. Die Bedingungen fur eine optimale Transduktion sind stark von Zelltyp und ver-
wendetem Virus abhangig. Aufgrund der niedrigen Verdopplungszeit der REH und
UoC-B6-Zelllinien (50 bis 70 Stunden) wurden Lentiviren flr die stabile Integration in
das Wirtsgenom genutzt.

Das fur den knockdown benutzten Tet-on Systems hat gegenuber anderen Syste-
men mehrere Vorteile:

1. Der knockdown kann zeitlich durch Zugabe von Tetracyclin induziert werden,
dadurch ist anhand von Genexpressionsanalysen eine Unterscheidung zwi-
schen frihen und spaten in ihrer Expression durch ETV6/RUNX1 regulierten
Gene maoglich.

2. ETV6/RUNX1 konkurriert mit RUNX1 um dieselben DNA-Bindungsstellen und
kann je nach Co-Faktor zu einer Transkriptionsaktivierung bzw. Repression
der Zielgene fuhren. Bisher ist noch nicht bekannt ob der knockdown von
ETV6/RUNX1 letal fur die Zellen ist. Sollte dies so sein, wirden die Zellen

schon wahrend der Transduktion sterben.

Trotz intensiver Vorversuche und trotz der hohen Transduktionseffizienz von Uber
90% in den REH-Zellen und der ca. 50%igen Transduktionseffizienz in den UoC-B6-
Zellen war der induzierte ETV6/RUNX1 knockdown in beiden Zelllinien nicht erfolg-
reich. Eine wahrscheinliche Erklarung hierfur ist zeigt eine Sequenzierung der
shRNA’s. Die Sequenzierung der stabil in das Genom integrierten shRNA_1 und
shRNA_2 sowohl in den REH-Zellen als auch in den UoC-B6-Zellen in den gleichen
Sequenzabschnitten ahnliche Mutationen. Diese Mutationen konnten eine effiziente
Bindung an die Zielsequenz unterbinden, so dass es zu keinem ETV6/RUNX1

knockdown kommt.

Obwohl unterschiedliche Versuchsbedingungen getestet worden sind, war der
knockdown des ETV6/RUNX1 in den REH- und UoC-B6-Zellen nicht erfolgreich. Ei-
ne Alternative fur den knockdown auf mMRNA-Ebene ist der sogenannte
CRISPR/Cas9 knockout, bei dem in der DNA durch das Enzym Cas9 an bestimmten
Stellen ein Teil des Genoms herausgeschnitten wird, so dass das entsprechende

Gen nicht exprimiert werden kann?22%°.
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6 Ausblick

Obwohl der chimare Transkriptionsfaktor und Fusionsonkoprotein ETV6/RUNX1
durch die haufigste chromosomale Translokationen (t(12;21)) bei ALL im Kindesalter
gebildet wird, ist bis heute nur sehr wenig tUber durch ETV6/RUNX1 in ihrer Expres-
sion beeinflusste Gene bekannt und validiert. Die im Rahmen dieser Arbeit identifi-
zierten ETV6/RUNX1 Zielgene tragen dazu bei, die komplexen genetischen Veran-
derungen, die die Entstehung dieser besonderen Korm der Leukamie besser zu ver-
stehen. Dasselbe gilt auch fir die durch RUNX1 in ihrer Expression regulierten Ge-
ne, uber deren Funktion schon wesentlich mehr bekannt ist.

Die in dieser Arbeit durchgefuhrten ChlP-Seq Analysen identifizierten einige durch
ETV6/RUNX1 in ihrer Expression beeinflusste Kandidatengene, deren Expression
mit der Malignitat und Tumorgenese in der ALL korreliert. Diese Daten tragen zu ei-
nem besseren Verstandnis der Auswirkungen der Translokation t(12;21) und somit
zur Pathogenese der ETV6/RUNX1 positiven ALL bei Kindern bei. Sie kdnnen lan-
gerfristig helfen neue prognostische Marker zu identifizieren um bessere Therapie-
ansatze zu entwickeln. Daruber hinaus stellen diese Daten die Grundlage fur wis-
senschaftliche Folgeprojekte dar. Zu diesen kdnnen im ersten Schritt der knockdown
bzw. knockout der ETV6/RUNX1 Expression in verschiedenen Zellsystemen, gefolgt
von Genexpressionsanalysen auf RNA- und Proteinebene zahlen.

Es ist bekannt, dass neben der Bildung des ETV6/RUNXT Transkripts weitere gene-
tische Veranderungen, wie z.B. die Deletion des zweiten ETV6 Lokus notwendig
sind, damit es zur Auspragung einer klinisch manifesten Erkrankung kommt. Ein
wichtige Methode fur die ldentifizierung bisher unbekannter genetischer Aberratio-
nen, die zusatzlich (oder stattdessen) zur Deletion des nicht in die Translokation in-

volvierten ETV6 Allels auftreten kdnnen, kdnnte das whole genome sequencing sein.
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7 Zusammenfassung

Die haufigste Leukamieform im Kindesalter, mit einem Anteil von ca. 80% ist die aku-
te lymphoblastische Leukamie (ALL). Bei ca.75% der ALL im Kindes- und Jugendal-
ter werden chromosomale Aberrationen numerischer oder struktureller Art, wie z.B.
Translokationen, Inversionen oder Deletionen nachgewiesen. Die am haufigsten vor-
kommende Translokation t(12;21)(p13;922) mit einem Anteil von ca. 25% resultiert in
der Bildung des chimaren Transkriptionsfaktors ETV6/RUNX1.

Die Transkriptionsfaktoren ETV6 und RUNX1 sind elementare Regulatoren der Ha-
matopoese. Deren Fusionsprodukt ETV6/RUNX1 interferiert entscheidend mit dieser
Regulation und bewirkt eine veranderte Funktion der hamatopoetischen Transkripti-
onsfaktoren ETV6 und RUNX1, die in der Struktur des Fusionsproteins begrindet ist.
Zum jetzigen Zeitpunkt geht man davon aus, dass ETV6/RUNX1 mit dem endogenen
RUNX1 um dieselben Promotorbereiche ihrer Zielgene konkurriert und dass das N-
terminal im Fusionsprotein gelegene ETV6 Co-Repressoren wie z.B. N-CoR, mSin3A
und Histondeacetylasen (HDAC) rekrutiert. Die Rekrutierung dieser Co-Repressoren
fuhrt zu einer Kondensation der Chromatinstruktur und somit zu einer Repression der
Zielgene. Dies bedeutet, dass die Expression von ETV6/RUNX1 v.a. eine Inaktivie-
rung von Genen bewirkt, die normalerweise durch RUNX1 aktiviert werden.

Verschiedene Studien im Mausmodell, mit eineiigen Zwillingen und retrospektive
Studien mit Nabelschnurblut von Neugeborenen zeigten u.a. dass die Bildung des
Fusionsgens ETV6/RUNX1 den initialen Schritt in der Pathogenese ETV6/RUNX1-
positiver ALL dar (first hit) darstellt (,Greaves-Hypothese®). Fir die Ausbildung einer
klinisch manifesten Leukamie sind jedoch weitere genetische Veranderungen, soge-
nannte second hits notwendig. Ein solcher second hit kann z.B. die Deletion des
zweiten endogenen ETV6-Allels sein, die besonders haufig in ETV6/RUNXT positi-

ven ALL gefunden wird.

Ziel dieser Promotionsarbeit war es, zur Aufklarung dieser molekularen Mechanis-
men durch die genomweite ldentifizierung von DNA-Bindungsstellen und damit von
Zielgenen des chimaren Transkriptionsfaktors ETV6/RUNX1 und deren Einordnung
in die zellularen Prozesse beizutragen, die letztendlich zur Auspragung der Leukamie
fuhren. Um diese Fragestellung zu bearbeiten, wurden ChlP-Seqg-Analysen von etab-
lierten ETV6/RUNX1 positiven humanen Pra-B Leukamie-Zelllinien REH und UoC-B6

sowie von primaren ALL-Blasten aus Knochenmarkproben von Kindern (ALL_#1 und
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ALL_#2) mit ETV6/RUNX1 positiven ALL durchgefuhrt um potenzielle ETV6/RUNX1
Zielgene zu identifizieren. Die Chromatin-Immunprazipitation ist eine sensitive und
spezifische Methode zur Untersuchung der Interaktionen zwischen Proteinen und
DNA. Gegenuber herkdommlichen Genexpressionsanalysen hat die ChIP den ent-
scheidenden Vorteil, dass durch die Anwendung spezifischer Antikérper und an-
schlielender Sequenzierung regulatorische Elemente der DNA, wie z.B. Promotoren,
direkt untersucht und Zielregionen bzw. potenzielle Zielgene von Transkriptionsfakto-

ren identifiziert werden konnen.

Fir das Gelingen der ChlP wurden die Versuchsbedingungen optimiert. Dazu gehor-
ten die Bestimmung der optimalen Zellzahl pro Ansatz, der Art und Dauer der Fixie-
rung sowie die Evaluation geeigneter ETV6 und RUNX1 Antikorper. Unter diesen fur
die ChIP-Seq optimierten Bedingungen wurden mit den ETV6/RUNX1 positiven hu-
manen Pra-B Leukamie-Zelllinien REH und UoC-B6 sowie mit den ETV6/RUNX1
positiven ALL-Blasten aus dem KM von Kindern (ALL_#1 und ALL_#2) 935 potenzi-
elle proteincodierende ETV6/RUNX1 Zielgene (Kerngenset), identifiziert. Durch die
Zuordnung dieses Kerngensets zu biologischen Prozessen bzw. Signalwegen wur-
den 23 Signalwege identifiziert, die statistisch signifikant Uberreprasentiert sind (p-
value<0,05) und moglicherweise durch ETV6/RUNX1 fehlreguliert werden. Neben
dem Signalweg Transendotheliale Migration der Leukozyten waren u.a der Signal-
weg, der das Aktin-Zytoskeletts reguliert und der B-Zell-Rezeptor Signalweg die am
signifikantesten hervortretenden Signalwege (Tabelle 4.8. und Tabelle 5.3). Ein Ver-
gleich des Kerngensets mit differenziell regulierten Genen, die von Fuka et al.'®
durch Genexpressionsanlysen nach ETV6/RUNX1 knockdown in den Zelllinien REH
und AT2 ermittelt wurden, ergab eine hohe Ubereinstimmung an Genen (= 100 durch
ETV6/RUNX1 in ihrer Expression beeinflusste Gene). Die Zuordnung dieser Gene zu
Signalwegen zeigte ebenfalls den B-Zellrezeptor-Signalweg signifikant GUberreprasen-
tiert. Uber die Identifizierung von DNA-Bindungsmotiven in den ETV6/RUNX1-
Bindungsregionen (Peaks) des Kerngensets und der anschlieBenden Zuordnung
dieser Motive zu Transkriptionsfaktoren wurden 110 DNA-Bindungsmotive, die 29
Transkriptionsfaktoren zugeordnet werden konnten, ermittelt. Von diesen wurden
sieben Transkriptionsfaktoren (ERG, FEV, KLF5, MYOG, RUNX1, RUNX2 und SP1)
sowohl in den ETV6/RUNX1 positiven Zelllinien REH und UoC-B6, als auch den den
primaren ALL-Blasten aus Knochenmarkproben von Kindern (ALL_#1 und ALL_#2)
gefunden.

Fir ein zuklnftig besseres Verstandnis Uber die biologischen Folgen der chromoso-
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malen Translokation (t12;21) sowie deren Auswirkungen auf die Entstehung von ma-

'8 verdffentlichten und in der vorliegenden

lignen Zellen sollten die von Fuka et a
Arbeit gezeigten Ergebnisse durch einen effektiven ETV6/RUNX1 knockdown in
REH- und UoC-B6 Zellen validiert werden. Uber die direkten Auswirkungen eines
stabilen ETV6/RUNX1 knockdowns in leukamischen Zellen ist wenig bekannt, daher
wurde fir den shRNA vermittelten ETV6/RUNX1 knockdown ein durch Tetrazyklin
induzierbares System gewahlt (Tet-on). Die Effizienz der Transduktion wurde mittels
FACS und fluoreszenzmikroskopisch bestimmt: In den REH-Zellen war die Transduk-
tion des TetR und der shRNAs zu 90%, in den UoC-B6-Zellen zu 60% bis 70% er-
folgreich. Auf Proteinebene konnte jedoch kein knockdown von ETV6/RUNX1 fest-
gestellt werden. Fir die Fehleranalyse wurde die genomische DNA aus den transdu-
zierten Zellen zunachst isoliert und anschliefend sequenziert. In allen shRNAs zeig-
ten sich Mutationen. Die Ursache fur die Entstehung dieser Mutationen ist nicht be-

kannt.

Nichtdestotrotz ist die Identifizierung von Zielgenen des chimaren Transkriptionsfak-
tors ETV6/RUNX1 und die Zuordnung dieser Gene zu Signalwegen ein wichtiger
Schritt fir das Verstandnis der biologischen Prozesse die die Entwicklung einer kli-
nisch manifesten Leukamie begunstigen kénnen. Basierend auf den in der vorliegen-
den Arbeit gewonnenen Ergebnisse kdnnen weitere Forschungen durchgeflihrt wer-
den, die es ermoglichen konnten direkt in betroffene Signalwege einzugreifen bzw.
die Expression bestimmter Gene so zu manipulieren (z.B. durch CRISPR/CAS9),
dass die Manifestation der Leukamie abgeschwacht oder sogar unterbunden werden

kann.
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The most common form of leukemia in childhood, accounting for about 80% of all
forms, is acute lymphoblastic leukemia (ALL). Chromosomal aberrations of a numeri-
cal or structural type, e.g. translocations, inversions or deletions, are found in around
75% of cases of ALL in childhood and adolescence. The most common translocation
t(12;21)(p13;922), with a share of around 25%, results in the formation of the chime-
ric transcription factor ETV6/RUNX1.

The transcription factors ETV6 and RUNX1 are elementary regulators of hemato-
poiesis. Their fusion product ETV6/RUNX1 interferes decisively with this regulation
and the structure of the fusion protein leads to a change in the function of the hema-
topoietic transcription factors ETV6 and RUNX1. It is currently assumed that
ETV6/RUNX1 competes with the endogenous RUNX1 for the same promoter regions
of their target genes and that the N-terminal recruits ETV6 co-repressors located in
the fusion protein such as N-CoR, mSin3A, and histone deacetylases (HDAC). The
recruitment of these co-repressors leads to condensation of the chromatin structure
and thus to repression of the target genes. This means that ETV6/RUNX1 expression

chiefly causes the inactivation of genes that are normally activated by RUNX.

Different studies of a mouse model, with monozygotic twins, and retrospective stu-
dies with umbilical cord blood of newborns show among other things that the formati-
on of the fusion gene ETV6/RUNX1 is the initial step (first hit) in the pathogenesis of
ETV6/RUNX1-positive ALL (“Greave’s hypothesis”). However, additional genetic
changes, known as second hits, are necessary for the development of clinically mani-
fest leukemia. One of these second hits can be the deletion of the second endo-
genous ETV6 allele, for example, which is found particularly frequently in
ETV6/RUNX1-positive ALL.

The objective of this doctoral thesis was to contribute to the explanation of these
molecular mechanisms through the genome-wide identification of DNA binding sites
and thus of target genes of the chimeric transcription factor ETV6/RUNX1 and its in-
tegration into cellular processes that ultimately lead to the manifestation of leukemia.
To address this question, ChlP-Seq analyses of established ETV6/RUNX1-positive
human pre-B leukemia cell lines REH and UoC-B6 and of primary ALL blasts from
bone marrow samples from children (ALL _#1 and ALL_ #2) with ETV6/RUNX1-
positive ALL were conducted to identify potential ETV6/RUNX1 target genes. Chro-
matin immunoprecipitation is a sensitive and specific method for examining the inter-

actions between proteins and DNA. Compared with conventional gene expression
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analyses, ChIP has the decisive advantage that by using specific antibodies and
subsequent sequencing, regulatory elements of DNA such as promoters are exa-
mined directly and target regions and potential target genes of transcription factors

can be identified.

The test conditions were optimized to ensure the success of ChlP, including determi-
nation of the optimized cell count per batch, the type and duration of fixation, and the
evaluation of suitable ETV6 and RUNX1 antibodies. Under these conditions opti-
mized for ChIP-Seq, 935 potential protein-coding ETV6/RUNX1 target genes (core
gene set) were identified with the ETV6/RUNX1 positive human pre-B leukemia cell
lines REH and UoC-B6 and with the ETV6/RUNX1 positive ALL blasts from the bone
marrow of children (ALL_#1 and ALL_#2). By allocating this core gene set to biologi-
cal processes or signaling pathways, 23 signaling pathways were identified that are
statistically significantly over-represented (p<0.05) and possibly dysregulated by
ETV6/RUNX1. In addition to the leukocyte transendothelial migration signaling pa-
thway, the signaling pathway that regulates the actin cytoskeleton and the B-cell re-
ceptor signaling pathway were the most significant signaling pathways occurring
(Table 4.8 and Table 5.3). A comparison of the core gene set with differentially regu-
lated genes detected by Fuka et al.184 in gene expression analyses using
ETV6/RUNX1 knockdown in the REH and AT2 cell lines showed a high correspon-
dence of genes (= 100 genes whose expression was influenced by ETV6/RUNX1).
The allocation of these genes to signaling pathways also showed that the B-cell re-
ceptor signaling pathway was significantly over-represented. By identifying DNA-
binding motifs in the ETV6/RUNX1 binding regions (peaks) of the core gene set and
subsequently allocating these motifs to transcription factors, 110 DNA-binding motifs
were identified that could be assigned to 29 transcription factors. Of these, seven
transcription factors (ERG, FEV, KLF5, MYOG, RUNX1, RUNX2 and SP1) were
found both in the ETV6/RUNX1 positive cell lines REH and UoC-B6 and in the prima-
ry ALL blasts from bone marrow samples from children (ALL_#1 and ALL_#2).

In order to achieve a better understanding of the biological consequences of chromo-
somal translocation (t12;21) and the impact on the development of malignant cells in
the future, the results published by Fuka et al.184 and presented in this study were to
be validated by an effective ETV6/RUNX1 knockdown in REH and UoC-B6 cells. As
little is known about the direct impact of a stable ETV6/RUNX1 knockdown in leu-

kemia cells, a system that can be induced by tetracycline (Tet-on) was selected for
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the shRNA-mediated ETV6/RUNX1 knockdown. The effectiveness of transduction
was determined using FACS and fluorescence microscopy: In the REH cells, trans-
duction of TetR and shRNAs was 90% successful and 60% to 70% successful in the
UoC-B6 cells. However, no knockdown of ETV6/RUNX1 was found at the protein
level. For the error analysis, genomic DNA from transduced cells was first isolated
and then sequenced. Mutations were found in all shRNAs. The cause of these muta-

tions is not known.

Nevertheless, the identification of target genes and the chimeric transcription factor
ETV6/RUNX1 and the allocation of these genes to signaling pathways is an im-
portant step toward understanding the biological processes that can lead to the deve-
lopment of clinically manifest leukemia. Based on the results of this study, additional
research can be conducted that could allow the direct intervention in affected sig-
naling pathways or manipulation of the expression of certain genes (e.g. by
CRISPR/CAS9) so that the manifestation of leukemia can be attenuated or even pre-

vented.
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Anhang

9 Anhang

9.1 IUPAC - DNA-Code

Im Rahmen der ublichen IUPAC-System werden Nucleobasen durch den ersten
Buchstaben ihres chemischen Namen vertreten: [G]uanine, [C]ytosine, [A]denine und
[T]hymine. Diese Kurzschrift enthalt dartber hinaus elf Zeichen, welche flir jede mog-
liche Kombination der vier DNA-Basen stehen. Diese Mehrdeutigkeit der Zeichen

wurde entwickelt, um Variationen bei Familien verwandter Gene zu erfassen.

Tabelle 9.1: Der IUPAC-Code

Symbol Beschreibung

C, T, U, oder G (nicht A)
A, T, U, oder G (nicht C)
A, T, U, oder C (nicht G)
A, C, oder G (nicht T, nicht U)
jede Base (A, C, G, T, oder U)

A Adenine

C Cytosine

G Guanine

T Thymine

U Uracil

R Purine (A oder G)
Y Pyrimidine (C, T, oder U)
M C oder A

K T, U, oder G

W T, U, oder A

S C oder G

B

D

H

V

N
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9.2 Das Kerngenset
Das Kerngenset umfasst 1221 codierende DNA-Bereiche (Abbildung 4.19a). Von

diesen codieren 935 flr annotierte proteincodierende Gene. Der Rest (286 Gene)

umfasst Gene mit unklarer Funktion bzw. hypothetische Gene. In der folgenden Auf-

listung sind alle potenziellen ETVG6/RUNX1 Zielgene aufgelistet, exklusive eventuell

vorhandener Spleilvarianten:

Symbol
AAK1

ABCA2
ABCA7
ABLIM1
ACAP1
ACAP2
ACOT7
ACTGT1

ACTL9
ACTN1
ACY3

ADAMTS15

ADAP1
ADAT3

ADCY7
ADD1

ADIPOR2
ADORAZ2A
AFF3
AGTRAP

AHNAK

Position
chr2:69709671-69870406

chr9:139901685-139922740

chr19:1040101-1042743

chr10:116190868-116251637

chr17:7239847-7254793

chr3:194995464-195163817

chr1:6324331-6419004

chr17:79476996-79479892

chr19:8807750-8809172
chr14:69345095-69352292
chr11:67410025-67418130

chr11:130318868-130346539

chr7:937536-1015235

chr19:1905370-1913446

chr16:50300461-50338870

chr4:2845583-2901504

chr12:1800246-1897845

chr22:24813708-24838325

chr2:100199259-100721159

chr1:11796141-11810828

chr11:62201013-62314332

Beschreibung

Homo sapiens AP2 associated kinase 1 (AAK1),
mMRNA.

Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family
A (ABC1), member 2 (ABCA2), mRNA.

Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family
A (ABC1), member 7 (ABCA7), mRNA.

Homo sapiens actin binding LIM protein 1 (AB-
LIM1), mRNA.

Homo sapiens ArfGAP with coiled-coil, ankyrin
repeat and PH domains 1 (ACAP1), mRNA.

Homo sapiens ArfGAP with coiled-coil, ankyrin
repeat and PH domains 2 (ACAP2), mRNA.

Homo sapiens acyl-CoA thioesterase 7 (A-
COT7), mRNA.

Homo sapiens actin, gamma 1 (ACTG1), non-
coding RNA.

Homo sapiens actin-like 9 (ACTL9), mRNA.
Homo sapiens actinin, alpha 1 (ACTN1), mRNA.

Homo sapiens aspartoacylase (aminocyclase) 3
(ACY3), mRNA.

Homo sapiens ADAM metallopeptidase with
thrombospondin type 1 motif, 15 (ADAMTS15),
mRNA.

Homo sapiens ArfGAP with dual PH domains 1
(ADAP1), mRNA.

Homo sapiens adenosine deaminase, tRNA-
specific 3 (ADAT3), mRNA.

Homo sapiens adenylate cyclase 7 (ADCY7),
mRNA.

Homo sapiens adducin 1 (alpha) (ADD1),
mRNA.

Homo sapiens adiponectin receptor 2 (ADI-
POR2), mRNA.

Homo sapiens adenosine A2a receptor (ADO-
RA2A), mRNA.

Homo sapiens AF4/FMR2 family, member 3
(AFF3), mRNA.

Homo sapiens angiotensin Il receptor-associated
protein (AGTRAP), mRNA.

Homo sapiens AHNAK nucleoprotein (AHNAK),
mMRNA.
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Symbol
AHRR

AK1
AKAP12

AKAP13
AKAP2
AKAPSL

AKR1A1

AKRT7A2

ALDH?2

ALOX5AP
AMPD3

AMZ2P1

ANKLE2
ANKMY1
ANKRD13D
ANKRD29
AP1M2
AP1S2
AP2B1
AP4B1

APBB1

APOBECS3A

APOBEC3A_B
APOBR

APOH

Position
chr5:304291-438405

chr9:130628758-130640022
chr6:151561133-151679694

chr15:85923846-86080227

chr9:112810877-112934791

chr19:15490858-15529833

chr1:46016454-46035723

chr1:19629201-19638640

chr12:112204690-112247789

chr13:31287614-31338565

chr11:10472246-10506586

chr17:62962667-62971168

chr12:133302253-133311275

chr2:241418838-241497405

chr11:67056761-67069955

chr18:21179977-21242849

chr19:10683346-10697991

chrX:15843928-15870647

chr17:33914281-34053436

chr1:114437681-114439764

chr11:6416354-6417804

chr22:39353526-39359188

chr22:39353526-39388784

chr16:28505969-28510291

chr17:64208146-64225556

Beschreibung

Homo sapiens aryl-hydrocarbon receptor repres-
sor (AHRR), mRNA.

Homo sapiens adenylate kinase 1 (AK1), mRNA.

Homo sapiens A kinase (PRKA) anchor protein
12 (AKAP12), mRNA.

Homo sapiens A kinase (PRKA) anchor protein
13 (AKAP13), mRNA.

Homo sapiens A kinase (PRKA) anchor protein 2
(AKAP2), mRNA.

Homo sapiens A kinase (PRKA) anchor protein
8-like (AKAPSL), mRNA.

Homo sapiens aldo-keto reductase family 1,
member A1 (aldehyde reductase) (AKR1A1),
mRNA.

Homo sapiens aldo-keto reductase family 7,
member A2 (aflatoxin aldehyde reductase)
(AKR7A2), mRNA.

Homo sapiens aldehyde dehydrogenase 2 family
(mitochondrial) (ALDH2), nuclear gene encoding
mitochondrial protein, mRNA.

Homo sapiens arachidonate 5-lipoxygenase-
activating protein (ALOX5AP), mRNA.

Homo sapiens adenosine monophosphate de-
aminase 3 (AMPD3), mRNA.

Homo sapiens archaelysin family metallopep-
tidase 2 pseudogene 1 (AMZ2P1), non-coding
RNA.

Homo sapiens ankyrin repeat and LEM domain
containing 2 (ANKLEZ2), mRNA.

Homo sapiens ankyrin repeat and MYND domain
containing 1 (ANKMY1), mRNA.

Homo sapiens ankyrin repeat domain 13 family,
member D (ANKRD13D), non-coding RNA.

Homo sapiens ankyrin repeat domain 29
(ANKRD29), mRNA.

Homo sapiens adaptor-related protein complex
1, mu 2 subunit (AP1M2), mRNA.

Homo sapiens adaptor-related protein complex
1, sigma 2 subunit (AP1S2), mRNA.

Homo sapiens adaptor-related protein complex
2, beta 1 subunit (AP2B1), mRNA.

Homo sapiens adaptor-related protein complex
4, beta 1 subunit (AP4B1), mRNA.

Homo sapiens amyloid beta (A4) precursor pro-
tein-binding, family B, member 1 (Fe65)
(APBB1), mRNA.

Homo sapiens apolipoprotein B mRNA editing
enzyme, -catalytic polypeptide-like 3A (APO-
BEC3A), mRNA.

Homo sapiens APOBEC3A and APOBEC3B
deletion hybrid (APOBEC3A_B), mRNA.

Homo sapiens apolipoprotein B receptor
(APOBR), mRNA.
Homo sapiens apolipoprotein H (beta-2-

glycoprotein I) (APOH), mRNA.
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Symbol
ARFIP1

ARHGAP19
ARHGAP24
ARHGAP25
ARHGAP30
ARHGAP31
ARHGAP4
ARHGEF1
ARHGEF2
ARHGEF7
ARID5A
ARLS5C
ARMCS
ARRDC2
ARRDCS

ARSG
ASAP1

ASB1
ASB10
ASB2

ATP13A1
ATP13A2

ATP1A4
ATP2A3
ATP2B4
ATP6VOA1

ATXN7L1

AURKAIP1

Position
chr4:153701111-153833063

chr10:98981929-99030447

chr4:86396283-86643538

chr2:68906745-69043443

chr1:161016731-161039760

chr3:119013219-119138323

chrX:153172829-153187626

chr19:42387266-42400870

chr1:1565916629-155921063

chr13:111767623-111947542

chr2:97202463-97218371

chr17:37313146-37322414

chr16:31470788-31478487

chr19:18111943-18124911

chr19:4890448-4902879

chr17:66255322-66417000
chr8:131064350-131193126

chr2:239335625-239360891

chr7:150872784-150884478

chr14:94400498-94406841

chr19:19756009-19762606

chr1:17321981-17326807

chr1:160121351-160156767

chr17:3827162-3833728

chr1:203651869-203702757

chr17:40610861-40622984

chr7:105245220-105319609

chr1:1309109-1310246

Beschreibung

Homo sapiens ADP-ribosylation factor interac-
ting protein 1 (ARFIP1), mRNA.

Homo sapiens Rho GTPase activating protein 19
(ARHGAP19), mRNA.

Homo sapiens Rho GTPase activating protein 24
(ARHGAP24), mRNA.

Homo sapiens Rho GTPase activating protein 25
(ARHGAP25), mRNA.

Homo sapiens Rho GTPase activating protein 30
(ARHGAP30), mRNA.
Homo sapiens Rho GTPase activating protein 31
(ARHGAP31), mRNA.

Homo sapiens Rho GTPase activating protein 4
(ARHGAP4), mRNA.

Homo sapiens Rho guanine nucleotide exchan-
ge factor (GEF) 1 (ARHGEF1), mRNA.

Homo sapiens Rho/Rac guanine nucleotide
exchange factor (GEF) 2 (ARHGEF2), mRNA.

Homo sapiens Rho guanine nucleotide exchan-
ge factor (GEF) 7 (ARHGEF7), mRNA.

Homo sapiens AT rich interactive domain 5A
(MRF1-like) (ARID5A), mRNA.

Homo sapiens ADP-ribosylation factor-like 5C
(ARL5C), mRNA.

Homo sapiens armadillo repeat containing 5
(ARMCS5), mRNA.

Homo sapiens arrestin domain containing 2
(ARRDC2), mRNA.
Homo sapiens arrestin domain containing 5
(ARRDC5), mRNA.

Homo sapiens arylsulfatase G (ARSG), mRNA.

Homo sapiens ArfGAP with SH3 domain, ankyrin
repeat and PH domain 1 (ASAP1), mRNA.

Homo sapiens ankyrin repeat and SOCS box
containing 1 (ASB1), mRNA.

Homo sapiens ankyrin repeat and SOCS box
containing 10 (ASB10), mRNA.

Homo sapiens ankyrin repeat and SOCS box
containing 2 (ASB2), mRNA.

Homo sapiens ATPase type 13A1 (ATP13A1),
mRNA.

Homo sapiens ATPase type 13A2 (ATP13A2),
mRNA.

Homo sapiens ATPase, Na+/K+ transporting,
alpha 4 polypeptide (ATP1A4), mRNA.

Homo sapiens ATPase, Ca++ transporting,
ubiquitous (ATP2A3), mRNA.

Homo sapiens ATPase, Ca++ transporting,
plasma membrane 4 (ATP2B4), mRNA.

Homo sapiens ATPase, H+ transporting, lyso-
somal VO subunit a1 (ATP6VOA1), mRNA.

Homo sapiens ataxin 7-like 1 (ATXN7L1),
mRNA.

Homo sapiens aurora kinase A interacting pro-
tein 1 (AURKAIP1), mRNA.
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Symbol
AURKC

B4GALT3

BID1

BANK1

BCAN
BCAS1

BCL6

BCOR

BHLHA15
BHLHEZ23

BIN2

BIRC2

BPI

BRD8

BRF1

BRI3BP

BTF3L4
BTRC
BUB1
BUB3
BZRAP1
C100rf25
C100rf55
Ct11orf21
C15orf27

C150rf62

Position
chr19:57742376-57746916

chr1:161141100-161145018

chr17:19240866-19281495

chr4:102341117-102995969

chr1:156611739-156623264
chr20:52560078-52612736

chr3:187439164-187452695

chrX:39910498-39922324

chr7:97840777-97842271

chr20:61637330-61638387

chr12:51674821-51717938

chr11:102217912-102249401

chr20:36888576-36922294

chr5:137475458-137514358

chr14:105677458-105688251

chr12:125478193-125510349

chr1:52521856-52556388

chr10:103113789-103239214

chr2:111395408-111435684

chr10:124913759-124921929

chr17:56378587-56383747

chr10:45493145-45496470

chr10:75669726-75682535

chr11:2317506-2323143

chr15:76352298-76497304

chr15:41062158-41064648

Beschreibung

Homo sapiens aurora kinase C (AURKC),
mRNA.
Homo sapiens UDP-Gal:betaGIcNAc beta 1, 4-
galactosyltransferase, polypeptide 3 (B4GALT3),
mRNA.

Homo sapiens B9 protein domain 1 (B9D1),
mRNA.

Homo sapiens B-cell scaffold protein with anky-
rin repeats 1 (BANK1), mRNA.

Homo sapiens brevican (BCAN), mRNA.

Homo sapiens breast carcinoma amplified se-
quence 1 (BCAS1), mRNA.

Homo sapiens B-cell CLL/lymphoma 6 (BCL6),
mMRNA.

Homo sapiens BCL6 corepressor (BCOR),
mMRNA.

Homo sapiens basic helix-loop-helix family,
member a15 (BHLHA15), mRNA.

Homo sapiens basic helix-loop-helix family,
member €23 (BHLHE23), mRNA.

Homo sapiens bridging integrator 2 (BIN2),
mRNA.

Homo sapiens baculoviral IAP repeat containing
2 (BIRC2), mRNA.

SubName: Full=Bactericidal permeability-
increasing protein; SubName:
Full=Bactericidal/permeability-increasing pro-
tein;, , ,

Homo sapiens bromodomain containing 8
(BRD8), mRNA.

Homo sapiens BRF1, RNA polymerase Il
transcription initiation factor 90 kDa subunit
(BRF1), mRNA.

Homo sapiens BRI3 binding protein (BRI3BP),
mRNA.

Homo sapiens basic transcription factor 3-like 4
(BTF3L4), mRNA.

Homo sapiens beta-transducin repeat containing
E3 ubiquitin protein ligase (BTRC), mRNA.

Homo sapiens BUBT1 mitotic checkpoint seri-
ne/threonine kinase (BUB1), mRNA.

Homo sapiens BUB3 mitotic checkpoint protein
(BUB3), mRNA.

Homo sapiens benzodiazapine receptor (peri-
pheral) associated protein 1 (BZRAP1), mRNA.

Homo sapiens chromosome 10 open reading
frame 25 (C100rf25), mRNA.

Homo sapiens chromosome 10 open reading
frame 55 (C100rf55), mRNA.

Homo sapiens chromosome 11 open reading
frame 21 (C110rf21), mRNA.

Homo sapiens chromosome 15 open reading
frame 27 (C150rf27), mRNA.

Homo sapiens chromosome 15 open reading
frame 62 (C150rf62), mRNA.
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Symbol
C160rf54

C16orf70
C170rf62
C190rf35
C19orf70
Clorf228
C200rf195
C2orf44
C20rf48
C3orf58
C5AR1
Cborf28
Cborf34
C9o0rf139
C9orf171
C9orf50
C90rf89

CACNA2D4

CAMK1
CAPG
CARHSP1
CASC1

CBFA2T3

CBLL1

CBX3

CCDC102A

Position
chr16:29753785-29757340

chr16:67153997-67170211

chr17:80400462-80403062

chr19:2274630-2282181

chr19:5678432-5680911

chr1:45140393-45191263

chr20:62187016-62187973

chr2:24252205-24270296

chr2:10281980-10350942

chr3:143690639-143711210

chr19:47813103-47825327

chr5:43444353-43483992

chr5:43486802-43515273

chr9:139921915-139931234

chr9:135285610-135448675

chr9:132374503-132383055

chr9:95858449-95875565

chr12:1901122-2027870

chr3:9799028-9811668

chr2:85622434-85628806

chr16:8946798-8955667

chr12:25261222-25348094

chr16:88941262-88947565

chr7:107384278-107402083

chr7:26240830-26253227

chr16:57546089-57570477

Beschreibung

Homo sapiens chromosome 16 open reading
frame 54 (C160rf54), mRNA.

Homo sapiens chromosome 16 open reading
frame 70 (C160rf70), mRNA.

Homo sapiens chromosome 17 open reading
frame 62 (C170rf62), non-coding RNA.

Homo sapiens chromosome 19 open reading
frame 35 (C190rf35), mRNA.

Homo sapiens chromosome 19 open reading
frame 70 (C190rf70), mRNA.

Homo sapiens chromosome 1 open reading
frame 228 (C1orf228), mRNA.

Homo sapiens chromosome 20 open reading
frame 195 (C200rf195), mRNA.

Homo sapiens chromosome 2 open reading
frame 44 (C20rf44), mRNA.

Homo sapiens chromosome 2 open reading
frame 48 (C20rf48), mRNA.

Homo sapiens chromosome 3 open reading
frame 58 (C30rf58), mRNA.

Homo sapiens complement component 5a re-
ceptor 1 (C5AR1), mRNA.

Homo sapiens chromosome 5 open reading
frame 28 (Cborf28), mRNA.

Homo sapiens chromosome & open reading
frame 34 (C50rf34), mRNA.

Homo sapiens chromosome 9 open reading
frame 139 (C90rf139), mRNA.

Homo sapiens chromosome 9 open reading
frame 171 (C9orf171), mRNA.

Homo sapiens chromosome 9 open reading
frame 50 (C90rf50), mRNA.

Homo sapiens chromosome 9 open reading
frame 89 (C90rf89), mRNA.

Homo sapiens calcium channel, voltage-
dependent, alpha 2/delta subunit 4
(CACNA2D4), mRNA.

Homo sapiens calcium/calmodulin-dependent
protein kinase | (CAMK1), mRNA.

Homo sapiens capping protein (actin filament),
gelsolin-like (CAPG), mRNA.

Homo sapiens calcium regulated heat stable
protein 1, 24kDa (CARHSP1), mRNA.

Homo sapiens cancer susceptibility candidate 1
(CASC1), mRNA.

Homo sapiens core-binding factor, runt domain,
alpha subunit 2; translocated to, 3 (CBFA2T3),
mRNA.

Homo sapiens Cbl proto-oncogene, E3 ubiquitin
protein ligase-like 1 (CBLL1), non-coding RNA.
Homo sapiens chromobox homolog 3 (CBX3),
mRNA.

Homo sapiens coiled-coil domain containing
102A (CCDC102A), mRNA.
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Symbol
CCDC114

ccDC12
CCDC97
CCL1
CCL3
CCM2

CCND3
CCNT1
CCR2

CCT8

CD19
CD1A
CD1C
CD28
CD300A

CD38
CDb55

CD69
CD72
CD79A

cDbc27

CDC42EP5
CDH5
CDHR?2
CDHR5
CDK13
CDK5RAP2
CDKN1B
CELF2
CEP19

CEP57

Position
chr19:48799708-48807432

chr3:46963219-47017991

chr19:41816093-41830788

chr17:32687398-32690252

chr17:34415602-34417506

chr7:45039344-45116069

chr6:41902670-41909144
chr12:49082240-49110781
chr3:46395234-46400868

chr21:30428647-30445672

chr16:28943259-28950668
chr1:158223926-158228058
chr1:158259562-158264564
chr2:204571197-204594495
chr17:72462521-72480937

chr4:15779930-15850706
chr1:207497903-207511004

chr12:9905081-9913497
chr9:35609975-35618410
chr19:42381189-42385439

chr17:45195310-45266665

chr19:54976209-54984422

chr16:66413206-66426888

chr5:175969511-176022769

chr11:619415-624732

chr7:39989958-40136733

chr9:123151146-123210404

chr12:12870301-12875305

chr10:11047258-11356752

chr3:196433147-196439123

chr11:95523624-95556379

Beschreibung

Homo sapiens coiled-coil domain containing 114
(CCDC114), mRNA.

Homo sapiens coiled-coil domain containing 12
(CCDC12), non-coding RNA.

Homo sapiens coiled-coil domain containing 97
(CCDC97), mRNA.

Homo sapiens chemokine (C-C motif) ligand 1
(CCL1), mRNA.

Homo sapiens chemokine (C-C motif) ligand 3
(CCL3), mRNA.

Homo sapiens cerebral cavernous malformation
2 (CCM2), non-coding RNA.

Homo sapiens cyclin D3 (CCND3), mRNA.
Homo sapiens cyclin T1 (CCNT1), mRNA.

Homo sapiens chemokine (C-C motif) receptor 2
(CCR2), mRNA.

Homo sapiens chaperonin containing TCP1,
subunit 8 (theta) (CCT8), mRNA.

Homo sapiens CD19 molecule (CD19), mRNA.
Homo sapiens CD1a molecule (CD1A), mRNA.
Homo sapiens CD1c molecule (CD1C), mRNA.
Homo sapiens CD28 molecule (CD28), mRNA.

Homo sapiens CD300a molecule (CD300A),
mRNA.
Homo sapiens CD38 molecule (CD38), mRNA.

Homo sapiens CD55 molecule, decay accelera-
ting factor for complement (Cromer blood group)
(CD55), mRNA.

Homo sapiens CD69 molecule (CD69), mRNA.
Homo sapiens CD72 molecule (CD72), mRNA.

Homo sapiens CD79a molecule, immunoglobu-
lin-associated alpha (CD79A), mRNA.

Homo sapiens cell division cycle 27 (CDC27),
mRNA.

Homo sapiens CDC42 effector protein (Rho
GTPase binding) 5 (CDC42EP5), mRNA.

Homo sapiens cadherin 5, type 2 (vascular en-
dothelium) (CDH5), mRNA.

Homo sapiens cadherin-related family member 2
(CDHR2), mRNA.

Homo sapiens cadherin-related family member 5
(CDHR5), mRNA.

Homo sapiens cyclin-dependent kinase 13
(CDK13), mRNA.

Homo sapiens CDKS5 regulatory subunit associa-
ted protein 2 (CDK5RAP2), mRNA.

Homo sapiens cyclin-dependent kinase inhibitor
1B (p27, Kip1) (CDKN1B), mRNA.

Homo sapiens CUGBP, Elav-like family member
2 (CELF2), mRNA.

Homo sapiens centrosomal protein 19kDa
(CEP19), mRNA.

Homo sapiens centrosomal protein 57kDa
(CEP57), mRNA.
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Symbol
CFLAR

CHCHD3
CHST12
CHST13
cic
CIDEB
CISD3
CKAP2L
cLCC1
CLCN3

CLDN12
CLDN9
CLDND2

CLN3
CMTM7
CNIH2
CNR2
COAS5
COL9A1
CcomMT
COPS4
COPZ2
CORO1A

coxs8cC

CPT1A

CREB1

CRIM1

Position
chr2:201980876-202004600

chr7:132469622-132766828

chr7:2443194-2474216

chr3:126243130-126262134

chr19:42788816-42799949

chr14:24774392-24777188

chr17:36886509-36891858

chr2:113495443-113522254

chr1:109472129-109493070

chr4:170541671-170644338

chr7:90013034-90045268
chr16:3062456-3064506
chr19:51870351-51872257

chr16:28488784-28500707

chr3:32433162-32496333

chr11:66045671-66051685

chr1:24201024-24202107

chr2:99215785-99224981

chr6:70925742-70990180

chr22:19929262-19957498

chr4:83956238-83996971

chr17:46103532-46115152

chr16:30194730-30198544

chr14:93813536-93814700

chr11:68522087-68609399

chr2:208394615-208441649

chr2:36583369-36778278

Beschreibung

Homo sapiens CASP8 and FADD-like apoptosis
regulator (CFLAR), mRNA.

Homo sapiens coiled-coil-helix-coiled-coil-helix
domain containing 3 (CHCHD3), mRNA.

Homo sapiens carbohydrate (chondroitin 4) sul-
fotransferase 12 (CHST12), mRNA.

Homo sapiens carbohydrate (chondroitin 4) sul-
fotransferase 13 (CHST13), mRNA.

Homo sapiens capicua transcriptional repressor
(CIC), mRNA.

Homo sapiens cell death-inducing DFFA-like
effector b (CIDEB), mRNA.

Homo sapiens CDGSH iron sulfur domain 3
(CISD3), mRNA.

Homo sapiens cytoskeleton associated protein
2-like (CKAP2L), mRNA.

Homo sapiens chloride channel CLIC-like 1
(CLCC1), mRNA.

Homo sapiens chloride channel, voltage-
sensitive 3 (CLCN3), mRNA.

Homo sapiens claudin 12 (CLDN12), mRNA.
Homo sapiens claudin 9 (CLDN9), mRNA.

Homo sapiens claudin domain containing 2
(CLDND2), mRNA.

Homo sapiens ceroid-lipofuscinosis, neuronal 3
(CLN3), mRNA.

Homo sapiens CKLF-like MARVEL transmemb-
rane domain containing 7 (CMTM?7), mRNA.
Homo sapiens cornichon homolog 2 (Drosophila)
(CNIH2), non-coding RNA.

Homo sapiens cannabinoid receptor 2 (macro-
phage) (CNR2), mRNA.

Homo sapiens cytochrome c oxidase assembly
factor 5 (COA5), mRNA.

Homo sapiens collagen, type IX, alpha 1
(COL9A1), mRNA.

Homo sapiens catechol-O-methylfransferase
(COMT), mRNA.

Homo sapiens COP9 signalosome subunit 4
(COPS4), mRNA.

Homo sapiens coatomer protein complex, subu-
nit zeta 2 (COPZ2), mRNA.

Homo sapiens coronin, actin binding protein, 1A
(CORO1A), mRNA.

Homo sapiens cytochrome c¢ oxidase subunit
VIIIC (COX8C), nuclear gene encoding mito-
chondrial protein, mRNA.

Homo sapiens carnitine palmitoyltransferase 1A
(liver) (CPT1A), nuclear gene encoding mito-
chondrial protein, mRNA.

Homo sapiens cAMP responsive element bin-
ding protein 1 (CREB1), mRNA.

Homo sapiens cysteine rich transmembrane
BMP regulator 1 (chordin-like) (CRIM1), mRNA.

159



Das Kerngenset

Symbol
CRISPLD2

CRK
CRLS1

CRNDE

CRYBB3
CSK

CSNK1G2
CST7

CSTF2T

CTDP1

CTPS2
CTR9

CTSw
CTu2

CUEDC1
cuzD1
CX3CR1
CXCR3
CXorf40B
CYFIP2

CYGB
CYP2E1

CYP51A1

D2HGDH

DAB2IP
DANDS

DBN1

Position
chr16:84853586-84873626

chr17:1324646-1359561

chr20:5986738-6020697

chr16:54952776-54962690

chr22:25595816-25603326

chr15:75074424-75091392

chr19:1941160-1981336

chr20:24929865-24940564

chr10:53455245-53459355

chr18:77439800-77514510

chrX:16606121-16730340
chr11:10772810-10801290

chr11:65647283-65651212
chr16:88772890-88781786

chr17:55938603-55980750

chr10:124591670-124597611

chr3:39304984-39321527

chrX:70835765-70838367

chrX:149097722-149103202

chr5:156693090-156822606

chr17:74523429-74533987

chr10:135340866-135352620

chr7:91741462-91763840

chr2:242674029-242695429

chr9:124329398-124547809

chr19:13075972-13085567

chr5:176883613-176889390

Beschreibung

Homo sapiens cysteine-rich secretory protein
LCCL domain containing 2 (CRISPLD2), mRNA.

Homo sapiens v-crk sarcoma virus CT10 on-
cogene homolog (avian) (CRK), mRNA.

Homo sapiens cardiolipin synthase 1 (CRLS1),
mMRNA.

Homo sapiens colorectal neoplasia differentially
expressed (non-protein coding) (CRNDE), non-
coding RNA.

Homo sapiens crystallin, beta B3 (CRYBBS3),
mRNA.

Homo sapiens c-src tyrosine kinase (CSK),
mRNA.

Homo sapiens casein kinase 1, gamma 2
(CSNK1G2), mRNA.

Homo sapiens cystatin F (leukocystatin) (CST7),
mRNA.

Homo sapiens cleavage stimulation factor, 3'
pre-RNA, subunit 2, 64kDa, tau variant
(CSTF2T), mRNA.

Homo sapiens CTD (carboxy-terminal domain,
RNA polymerase Il, polypeptide A) phosphatase,
subunit 1 (CTDP1), mRNA.

Homo sapiens CTP synthase 2 (CTPS2), mRNA.

Homo sapiens Ctr9, Paf1/RNA polymerase Il
complex component, homolog (S.cerevisiae)
(CTR9), mRNA.

Homo sapiens cathepsin W (CTSW), mRNA.

Homo sapiens cytosolic thiouridylase subunit 2
homolog (S.pombe) (CTUZ2), mRNA.

Homo sapiens CUE domain containing 1
(CUEDC1), non-coding RNA.

Homo sapiens CUB and zona pellucida-like do-
mains 1 (CUZD1), non-coding RNA.

Homo sapiens chemokine (C-X3-C motif) recep-
tor 1 (CX3CR1), mRNA.

Homo sapiens chemokine (C-X-C motif) receptor
3 (CXCR3), mRNA.

Homo sapiens chromosome X open reading
frame 40B (CXorf40B), mRNA.

Homo sapiens cytoplasmic FMR1 interacting
protein 2 (CYFIP2), mRNA.

Homo sapiens cytoglobin (CYGB), mRNA.

Homo sapiens cytochrome P450, family 2, sub-
family E, polypeptide 1 (CYP2E1), mRNA.

Homo sapiens cytochrome P450, family 51, sub-
family A, polypeptide 1 (CYP51A1), mRNA.
Homo sapiens D-2-hydroxyglutarate dehydro-
genase (D2HGDH), nuclear gene encoding mi-
tochondrial protein, mRNA.

Homo sapiens DAB2 interacting protein
(DAB2IP), mRNA.

Homo sapiens DAN domain family member 5,
BMP antagonist (DANDS5), mRNA.

Homo sapiens drebrin 1 (DBN1), mRNA.
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Symbol
DBNDD1

DCLRE1B
DCLRE1C

DCP1B

DCUN1D3

DDO

DDX3X
DEAF1
DEF6
DEFA6
DENND2D
DENND3

DERL3
DGKA

DHRS3
DHX37
DIABLO

DLX2

DMPK
DMWD
DNAJC1
DNTT
DOCK10
DPEP1
DPF3
DRDA4

DUSP1

Position
chr16:90071278-90076529

chr1:114447914-114456694

chr10:14940227-14996094

chr12:2050756-2113677

chr16:20869395-20911561

chr6:110713382-110736753

chrX:41192650-41197822

chr11:644224-695740

chr6:35265594-35289548

chr8:6782215-6783598

chr1:111728590-111743325

chr8:142138719-142152610

chr22:24176689-24181199
chr12:56324945-56334682

chr1:12640550-12656106

chr12:125431369-125473667

chr12:122692208-122712068

chr2:172964165-172967478

chr19:46272975-46274923

chr19:46286263-46290129

chr10:22045476-22292650

chr10:98064084-98098321

chr2:225629806-225670219

chr16:89679715-89704839

chr14:73128567-73190813

chr11:637304-640705

chr5:172195092-172197634

161

Beschreibung

Homo sapiens dysbindin (dystrobrevin binding
protein 1) domain containing 1 (DBNDD1),
mRNA.

Homo sapiens DNA cross-link repair 1B (DCL-
RE1B), mRNA.

Homo sapiens DNA cross-link repair 1C (DCL-
RE1C), mRNA.

Homo sapiens decapping mRNA 1B (DCP1B),
mRNA.

Homo sapiens DCN1, defective in cullin neddyla-

tion 1, domain containing 3 (S.cerevisiae)
(DCUN1D3), mRNA.

Homo sapiens D-aspartate oxidase (DDO),
mRNA.

Homo sapiens DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box
polypeptide 3, X-linked (DDX3X), mRNA.

Homo sapiens DEAF1 transcription factor
(DEAF1), mRNA.

Homo sapiens differentially expressed in FDCP
6 homolog (mouse) (DEF6), mRNA.

Homo sapiens defensin, alpha 6, Paneth cell-
specific (DEFAG6), mRNA.

Homo sapiens DENN/MADD domain containing
2D (DENND2D), mRNA.

Homo sapiens DENN/MADD domain containing
3 (DENND3), mRNA.

Homo sapiens derlin 3 (DERL3), mRNA.

Homo sapiens diacylglycerol kinase, alpha
80kDa (DGKA), mRNA.

Homo sapiens dehydrogenase/reductase (SDR
family) member 3 (DHRS3), mRNA.

Homo sapiens DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box
polypeptide 37 (DHX37), mRNA.

Homo sapiens diablo, IAP-binding mitochondrial
protein (DIABLO), non-coding RNA.

Homo sapiens distal-less homeobox 2 (DLX2),
mRNA.

Homo sapiens dystrophia myotonica-protein
kinase (DMPK), mRNA.

Homo sapiens dystrophia myotonica, WD repeat
containing (DMWD), mRNA.

Homo sapiens DnadJ (Hsp40) homolog, subfamily
C, member 1 (DNAJC1), mRNA.

Homo sapiens DNA nucleotidylexotransferase
(DNTT), mRNA.

Homo sapiens dedicator of cytokinesis 10
(DOCK10), mRNA.

Homo sapiens dipeptidase 1 (renal) (DPEP1),
mRNA.

Homo sapiens D4, zinc and double PHD fingers,
family 3 (DPF3), mRNA.

Homo sapiens dopamine receptor D4 (DRD4),
mRNA.

Homo sapiens dual specificity phosphatase 1
(DUSP1), mRNA.
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Symbol
DUSP5

DUSP6
DYNLT1

DYRK1B

E2F2

EEF1D

EFEMP2

EFHD2

EFNA4
EHBP1L1

EHD4

EIF2B2

EIF4G3
ELF2
ELK3
ELL3
EMID1
EMP3
EMR2

ENG
ENTPD4

ENTPDS8

EPHA2

EPOR
ERAP1

ERG

Position
chr10:112257624-112271302

chr12:89741836-89746296

chr6:159057506-159065804

chr19:40315989-40324841

chr1:23832919-23857712

chr8:144661866-144672251

chr11:65633911-65640405

chr1:15736390-15756839

chr1:155036212-155042029
chr11:65343508-65360116

chr15:42191638-42264755

chr14:75469611-75476294

chr1:21132784-21299592

chr4:139978870-139983374

chr12:96588206-96661606

chr15:44064797-44068605

chr22:29601900-29655586

chr19:48828628-48833810

chr19:14843508-14876382

chr9:130577290-130579336
chr8:23243441-23315244

chr9:140328815-140335901

chr1:16450831-16482582

chr19:11487880-11495018

chr5:96096513-96143892

chr21:39739182-40033704

Beschreibung

Homo sapiens dual specificity phosphatase 5
(DUSP5), mRNA.

Homo sapiens dual specificity phosphatase 6
(DUSP6), mRNA.

Homo sapiens dynein, light chain, Tctex-type 1
(DYNLT1), mRNA.

Homo sapiens dual-specificity tyrosine-(Y)-
phosphorylation regulated kinase 1B (DYRK1B),
mRNA.

Homo sapiens E2F transcription factor 2 (E2F2),
mRNA.

Homo sapiens eukaryotic translation elongation
factor 1 delta (guanine nucleotide exchange
protein) (EEF1D), mRNA.

Homo sapiens EGF containing fibulin-like
extracellular matrix protein 2 (EFEMP2), non-
coding RNA.

Homo sapiens EF-hand domain family, member
D2 (EFHD2), mRNA.

Homo sapiens ephrin-A4 (EFNA4), mRNA.

Homo sapiens EH domain binding protein 1-like
1 (EHBP1L1), mRNA.

Homo sapiens EH-domain containing 4 (EHD4),
mRNA.

Homo sapiens eukaryotic translation initiation
factor 2B, subunit 2 beta, 39kDa (EIF2B2),
mRNA.

Homo sapiens eukaryotic translation initiation
factor 4 gamma, 3 (EIF4G3), mRNA.

Homo sapiens E74-like factor 2 (ets domain
transcription factor) (ELF2), mRNA.

Homo sapiens ELK3, ETS-domain protein (SRF
accessory protein 2) (ELK3), mRNA.

Homo sapiens elongation factor RNA polymera-
se ll-like 3 (ELL3), mRNA.

Homo sapiens EMI domain containing 1
(EMID1), mRNA.

Homo sapiens epithelial membrane protein 3
(EMP3), mRNA.

Homo sapiens egf-like module containing, mu-
cin-like, hormone receptor-like 2 (EMR2), mRNA.

Homo sapiens endoglin (ENG), mRNA.

Homo sapiens ectonucleoside triphosphate
diphosphohydrolase 4 (ENTPD4), mRNA.

Homo sapiens ectonucleoside triphosphate
diphosphohydrolase 8 (ENTPDS8), mRNA.

Homo sapiens EPH receptor A2 (EPHA2),
mRNA.

Homo sapiens erythropoietin receptor (EPOR),
non-coding RNA.

Homo sapiens endoplasmic reticulum aminopep-
tidase 1 (ERAP1), mRNA.

Homo sapiens v-ets erythroblastosis virus E26
oncogene homolog (avian) (ERG), mRNA.
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Symbol
ERMP1

ERO1LB
ETFB

EVL
EVPLL
EXOSC4

F2RL3

FAF2

FAM129C
FAM151B
FAM204A
FAM24B-CUZD1
FAM69B
FAM768B
FAM89B
FAMB8A1

FBX024

FCGBP

FCHO1

FCHSD2
FGFR1
FGR
FHAD1
FKBP1B
FKBP5
FLT3
FLT3LG

FOS

Position
chr9:5784571-5831028

chr1:236378421-236445339

chr19:51848408-51858096

chr14:100485718-100606454

chr17:18281078-18292960
chr8:145133521-145135551

chr19:16999825-17002830

chr5:175875355-175937075

chr19:17634109-17662835

chr5:79783799-79838382

chr10:120068571-120101839

chr10:124591670-124605736

chr9:139607023-139619170

chr11:95502105-95522954

chr11:65339819-65341669

chr6:17600517-17611950

chr7:100183955-100190640

chr19:40353962-40440533

chr19:17858526-17899377

chr11:72553998-72851173

chr8:38268655-38275891

chr1:27938800-27942174

chr1:15573767-15672019

chr2:24272583-24286550

chr6:35541361-35656692

chr13:28577410-28674729

chr19:49977465-49989488

chr14:75745480-75748937

Beschreibung

Homo sapiens endoplasmic reticulum me-
tallopeptidase 1 (ERMP1), mRNA.

Homo sapiens ERO1-like beta (S.cerevisiae)
(ERO1LB), mRNA.

Homo sapiens electron-transfer-flavoprotein,
beta polypeptide (ETFB), mRNA.

Homo sapiens Enah/Vasp-like (EVL), mRNA.
Homo sapiens envoplakin-like (EVPLL), mRNA.

Homo  sapiens component 4
(EXOSC4), mRNA.

Homo sapiens coagulation factor Il (thrombin)
receptor-like 3 (F2RL3), mRNA.

Homo sapiens Fas associated factor family
member 2 (FAF2), mRNA.

Homo sapiens family with sequence similarity
129, member C (FAM129C), mRNA.

Homo sapiens family with sequence similarity
151, member B (FAM151B), mRNA.

Homo sapiens family with sequence similarity
204, member A (FAM204A), mRNA.

Homo sapiens FAMZ24B-CUZD1 readthrough
(FAM24B-CUZD1), non-coding RNA.

Homo sapiens family with sequence similarity
69, member B (FAM69B), mRNA.

Homo sapiens family with sequence similarity
76, member B (FAM76B), mRNA.

Homo sapiens family with sequence similarity
89, member B (FAM89B), mRNA.

Homo sapiens family with sequence similarity 8,
member A1 (FAM8A1), mRNA.

Homo sapiens F-box protein 24 (FBX024),
mRNA.

Homo sapiens Fc fragment of IgG binding pro-
tein (FCGBP), mRNA.

Homo sapiens FCH domain only 1 (FCHO1),
mRNA.

Homo sapiens FCH and double SH3 domains 2
(FCHSD2), mRNA.

Homo sapiens fibroblast growth factor receptor 1
(FGFR1), mRNA.

Homo sapiens Gardner-Rasheed feline sarcoma
viral (v-fgr) oncogene homolog (FGR), mRNA.
Homo sapiens forkhead-associated (FHA) phos-
phopeptide binding domain 1 (FHAD1), mRNA.
Homo sapiens FK506 binding protein 1B, 12.6
kDa (FKBP1B), mRNA.

Homo sapiens FK506 binding protein 5 (FKBP5),
mRNA.

Homo sapiens fms-related tyrosine kinase 3
(FLT3), mRNA.

Homo sapiens fms-related tyrosine kinase 3
ligand (FLT3LG), mRNA.

Homo sapiens FBJ murine osteosarcoma viral
oncogene homolog (FOS), mRNA.

exosome
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Symbol
FOXN1

FPGS

FRMD1

FSCN1

FTSJ2
FUS
FUT7
FXN
FZR1
G3BP1
GAB2
GABPB1
GADL1

GALNT14

GALNT7

GFI1

GGA1

GHRL
GLB1L
GLRX5
GMEB2
GMFG

GNA15

Position
chr17:26833277-26865175

chr9:130556875-130566692

chr6:168456463-168466658

chr7:5632435-5646287

chr7:2273925-2281833

chr16:31191430-31194671

chr9:139924625-139927292

chr9:71650478-71693993

chr19:3506294-3536755

chr5:1511561475-151171311

chr11:77926335-78052926

chr15:50569388-50647605

chr3:30767691-30936153

chr2:31133330-31352506

chr4:174089903-174245118

chr1:92940317-92949356

chr22:38004480-38014127

chr3:10327433-10331559

chr2:220101502-220105007

chr14:96001322-96011055

chr20:62218954-62236256

chr19:39818998-39826726

chr19:3136190-3150538

Beschreibung

Homo sapiens forkhead box N1 (FOXN1),
mRNA.

Homo sapiens folylpolyglutamate synthase
(FPGS), nuclear gene encoding mitochondrial
protein, mRNA.

Homo sapiens FERM domain containing 1
(FRMD1), mRNA.

Homo sapiens fascin homolog 1, actin-bundling
protein (Strongylocentrotus purpuratus)
(FSCN1), mRNA.

Homo sapiens FtsJ RNA methyltransferase ho-
molog 2 (E.coli) (FTSJ2), mRNA.

Homo sapiens fused in sarcoma (FUS), non-
coding RNA.

Homo sapiens fucosyltransferase 7 (alpha (1, 3)
fucosyltransferase) (FUT7), mRNA.

Homo sapiens frataxin (FXN), nuclear gene en-
coding mitochondrial protein, mRNA.

Homo sapiens fizzy/cell division cycle 20 related
1 (Drosophila) (FZR1), mRNA.

Homo sapiens GTPase activating protein (SH3
domain) binding protein 1 (G3BP1), mRNA.

Homo sapiens GRB2-associated binding protein
2 (GAB2), mRNA.

Homo sapiens GA binding protein transcription
factor, beta subunit 1 (GABPB1), mRNA.

Homo sapiens glutamate decarboxylase-like 1
(GADL1), mRNA.

Homo sapiens UDP-N-acetyl-alpha-D-
galactosamine:polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 14 (GalNAc-
T14) (GALNT14), mRNA.

Homo sapiens UDP-N-acetyl-alpha-D-
galactosamine:polypeptide N-
acetylgalactosaminyltransferase 7 (GalNAc-T7)
(GALNT7), mRNA.

Homo sapiens growth factor independent 1
transcription repressor (GFI1), mRNA.

Homo sapiens golgi-associated, gamma adaptin
ear containing, ARF binding protein 1 (GGA1),
mRNA.

Homo sapiens ghrelin/obestatin prepropeptide
(GHRL), mRNA.

Homo sapiens galactosidase, beta 1-like
(GLB1L), mRNA.

Homo sapiens glutaredoxin 5 (GLRXS5), nuclear
gene encoding mitochondrial protein, mRNA.
Homo sapiens glucocorticoid modulatory ele-
ment binding protein 2 (GMEB2), mRNA.

Homo sapiens glia maturation factor, gamma
(GMFG), mRNA.

Homo sapiens guanine nucleotide binding pro-
tein (G protein), alpha 15 (Gq class) (GNA15),
mRNA.
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Symbol
GNAI2

GNB1

GNG12
GNG2
GNG7
GNPDA1
GORASP1
GP1BA
GPAA1
GPR114
GPR132
GPR143
GPR17
GPR18
GPR68
GPT2
GRHL3
GSK3A
GSK3B
GTF2A2
GTPBP2
GTSE1

H6PD

HCRT
HECTD1

HELQ

Position
chr3:50263723-50296786

chr1:1716724-1822526

chr1:68167148-68299155

chr14:52327021-52434014

chr19:2511217-2702746

chr5:141380233-141392359

chr3:39138090-39148827

chr17:4835591-4838325

chr8:145137523-145139778

chr16:57576566-57611100

chr14:105515736-105522503

chrX:9693452-9734005

chr2:128403438-128410213

chr13:99906966-99910840

chr14:91700296-91701394

chr16:46918307-46965201

chr1:24645811-24681808

chr19:42734337-42746045

chr3:119540801-119582452

chr15:59930260-59949737

chr6:43588217-43595090

chr22:46692637-46726707

chr1:9294862-9331394

chr17:40336077-40337470

chr14:31569323-31592876

chr4:84374304-84376944

Beschreibung

Homo sapiens guanine nucleotide binding pro-
tein (G protein), alpha inhibiting activity polypep-
tide 2 (GNAI2), mRNA.

Homo sapiens guanine nucleotide binding pro-
tein (G protein), beta polypeptide 1 (GNB1),
mRNA.

Homo sapiens guanine nucleotide binding pro-
tein (G protein), gamma 12 (GNG12), mRNA.

Homo sapiens guanine nucleotide binding pro-
tein (G protein), gamma 2 (GNG2), mRNA.

Homo sapiens guanine nucleotide binding pro-
tein (G protein), gamma 7 (GNG7), mRNA.

Homo sapiens glucosamine-6-phosphate de-
aminase 1 (GNPDA1), mRNA.

Homo sapiens golgi reassembly stacking protein
1, 65kDa (GORASP1), mRNA.

Homo sapiens glycoprotein Ib (platelet), alpha
polypeptide (GP1BA), mRNA.

Homo sapiens glycosylphosphatidylinositol an-
chor attachment 1 (GPAA1), mRNA.

Homo sapiens G protein-coupled receptor 114
(GPR114), mRNA.

Homo sapiens G protein-coupled receptor 132
(GPR132), mRNA.

Homo sapiens G protein-coupled receptor 143
(GPR143), mRNA.

Homo sapiens G protein-coupled receptor 17
(GPR17), mRNA.

Homo sapiens G protein-coupled receptor 18
(GPR18), mRNA.

Homo sapiens G protein-coupled receptor 68
(GPR68), mRNA.

Homo sapiens glutamic pyruvate transaminase
(alanine aminotransferase) 2 (GPT2), mRNA.

Homo sapiens grainyhead-like 3 (Drosophila)
(GRHL3), mRNA.

Homo sapiens glycogen synthase kinase 3 alpha
(GSK3A), mRNA.

Homo sapiens glycogen synthase kinase 3 beta
(GSK3B), mRNA.

Homo sapiens general transcription factor IIA, 2,
12kDa (GTF2A2), mRNA.

Homo sapiens GTP binding protein 2 (GTPBP2),
mRNA.

Homo sapiens G-2 and S-phase expressed 1
(GTSE1), mRNA.

Homo sapiens hexose-6-phosphate dehydro-
genase (glucose 1-dehydrogenase) (H6PD),
mRNA.

Homo sapiens hypocretin (orexin) neuropeptide
precursor (HCRT), mRNA.

Homo sapiens HECT domain containing E3
ubiquitin protein ligase 1 (HECTD1), mRNA.

Homo sapiens helicase, POLQ-like (HELQ),
mRNA.
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Symbol
HENMT1

HHEX
HIF1AN

HIVEP2

HMHA1
HMHB1
HNRNPAO
HNRNPA2B1
HNRNPF

HOXC12

HPS4

HPSE
HRH2

HS3ST3B1
HSD11B1L
HSPAS
HYLS1
ICAM1
ICAM2
ICOSLG
IFITM3
IGF2BP1
IGF2BP3
IGFBP7
IGLL1

IL17C
IL21R

IL2RA

Position
chr1:109190909-109203744

chr10:94449680-94455408

chr10:102295640-102313681

chr6:143072603-143266338

chr19:1065921-1086627

chr5:143191725-143200284

chr5:137087072-137090039

chr7:26229555-26240413

chr10:43881064-43892279

chr12:54348713-54350350

chr22:26846848-26868384

chr4:84213613-84255966
chr5:175085039-175113245

chr17:14204505-14249492

chr19:5680775-5685596

chr11:122928199-122931094

chr11:125769263-125770163

chr19:10381516-10397291

chr17:62079954-62084283

chr21:45646721-45660834

chr11:319672-320914

chr17:47074773-47133507

chr7:23349827-23387353

chr4:57897236-57976551

chr22:23915312-23922495

chr16:88705000-88706882
chr16:27413482-27463363

chr10:6052656-6104333

Beschreibung

Homo sapiens HEN1 methyltransferase homolog
1 (Arabidopsis) (HENMT1), mRNA.

Homo sapiens hematopoietically expressed
homeobox (HHEX), mRNA.

Homo sapiens hypoxia inducible factor 1, alpha
subunit inhibitor (HIF1AN), mRNA.

Homo sapiens human immunodeficiency virus
type | enhancer binding protein 2 (HIVEP2),
mRNA.

Homo sapiens histocompatibility (minor) HA-1
(HMHA1), mRNA.

Homo sapiens histocompatibility (minor) HB-1
(HMHB1), mRNA.

Homo sapiens heterogeneous nuclear ribonu-
cleoprotein AO (HNRNPAO), mRNA.

Homo sapiens heterogeneous nuclear ribonu-
cleoprotein A2/B1 (HNRNPA2B1), mRNA.

Homo sapiens heterogeneous nuclear ribonu-
cleoprotein F (HNRNPF), mRNA.

Homo sapiens homeobox C12 (HOXC12),
mRNA.

Homo sapiens Hermansky-Pudlak syndrome 4
(HPS4), non-coding RNA.

Homo sapiens heparanase (HPSE), mRNA.
Homo sapiens histamine receptor H2 (HRH2),
mRNA.

Homo sapiens heparan sulfate (glucosamine) 3-
O-sulfotransferase 3B1 (HS3ST3B1), mRNA.

Homo sapiens hydroxysteroid (11-beta) dehyd-
rogenase 1-like (HSD11B1L), mRNA.

Homo sapiens heat shock 70kDa protein 8
(HSPAS8), mRNA.

Homo sapiens hydrolethalus syndrome 1
(HYLS1), mRNA.

Homo sapiens intercellular adhesion molecule 1
(ICAM1), mRNA.

Homo sapiens intercellular adhesion molecule 2
(ICAM2), mRNA.

Homo sapiens inducible T-cell co-stimulator lig-
and (ICOSLG), mRNA.

Homo sapiens interferon induced transmembra-
ne protein 3 (IFITM3), mRNA.

Homo sapiens insulin-like growth factor 2 mRNA
binding protein 1 (IGF2BP1), mRNA.

Homo sapiens insulin-like growth factor 2 mRNA
binding protein 3 (IGF2BP3), mRNA.

Homo sapiens insulin-like growth factor binding
protein 7 (IGFBP7), mRNA.

Homo sapiens immunoglobulin lambda-like po-
lypeptide 1 (IGLL1), mRNA.

Homo sapiens interleukin 17C (IL17C), mRNA.

Homo sapiens interleukin 21 receptor (IL21R),
mRNA.

Homo sapiens interleukin 2 receptor, alpha
(IL2RA), mRNA.
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Symbol
IL6R

IMP3
INSC
INTS1

IPO4
IQGAP2

IRGM

ITGA4

ITGAL

ITGB2

ITPRIPLA1

IVD

1ZUMOA4

JAG2
JMJDE

JUND

KANK2
KAT6B
KAT7
KAZALD1

KCNA2

KCNAB2

KCNH2

KCNH4

Position
chr1:154377668-154410561

chr15:75931425-75932664

chr11:15133969-15268756

chr7:1509912-1544018

chr14:24649424-24653969
chr5:75699148-76003957

chr5:150226084-150228231

chr2:182321618-182351128

chr16:30483982-30495584

chr21:46305867-46330741

chr2:96991061-96994091

chr15:40697685-40713512

chr19:2096867-2099583

chr14:105607317-105617740
chr17:74708913-74722881

chr19:18390562-18392432

chr19:11274942-11305266

chr10:76586170-76792380

chr17:47865980-47906458

chr10:102820998-102825351

chr1:111145904-111147404

chr1:6086072-6158621

chr7:150642043-150652917

chr17:40308909-40333296

Beschreibung

Homo sapiens interleukin 6 receptor (IL6R),
MRNA.

Homo sapiens IMP3, U3 small nucleolar ribonu-
cleoprotein, homolog (yeast) (IMP3), mRNA.

Homo sapiens inscuteable homolog (Drosophila)
(INSC), mRNA.

Homo sapiens integrator complex subunit 1
(INTS1), mRNA.

Homo sapiens importin 4 (IPO4), mRNA.

Homo sapiens 1Q motif containing GTPase acti-
vating protein 2 (IQGAP2), mRNA.

Homo sapiens immunity-related GTPase family,
M (IRGM), mRNA.

Homo sapiens integrin, alpha 4 (antigen CD49D,
alpha 4 subunit of VLA-4 receptor) (ITGA4),
mRNA.

Homo sapiens integrin, alpha L (antigen CD11A
(p180), lymphocyte function-associated antigen
1, alpha polypeptide) (ITGAL), mRNA.

Homo sapiens integrin, beta 2 (complement
component 3 receptor 3 and 4 subunit) (ITGB2),
mRNA.

Homo sapiens inositol 1, 4, 5-trisphosphate re-
ceptor interacting protein-like 1 (ITPRIPL1),
mRNA.

Homo sapiens isovaleryl-CoA dehydrogenase
(IVD), nuclear gene encoding mitochondrial pro-
tein, mRNA.

Homo sapiens IZUMO family member 4 (IZU-
MO4), mRNA.

Homo sapiens jagged 2 (JAG2), mRNA.

Homo sapiens jumonji domain containing 6
(JMJD6), mRNA.

Homo sapiens jun D proto-oncogene (JUND),
mRNA.

Homo sapiens KN motif and ankyrin repeat do-
mains 2 (KANK2), mRNA.

Homo sapiens K(lysine) acetyltransferase 6B
(KAT6B), mRNA.

Homo sapiens K(lysine) acetyltransferase 7
(KAT7), mRNA.

Homo sapiens Kazal-type serine peptidase inhi-
bitor domain 1 (KAZALD1), mRNA.

Homo sapiens potassium voltage-gated channel,
shaker-related subfamily, member 2 (KCNA2),
mRNA.

Homo sapiens potassium voltage-gated channel,
Shaker-related subfamily, beta member 2
(KCNAB2), mRNA.

Homo sapiens potassium voltage-gated channel,
subfamily H (eag-related), member 2 (KCNH2),
mRNA.
Homo sapiens potassium voltage-gated channel,
subfamily H (eag-related), member 4 (KCNH4),
mRNA.
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Symbol
KCNK17

KCNN1

KCTD2
KDMS3A
KHNYN

KIAA0226L

KIAA1257
KLC1

KLF11

KLF7
KLHDC7A
KLHL23
KLRC4-KLRK1
KLRK1
KPTN

KRI1
KRTAP16-1
KRTAP29-1
KRTAP5-3
KRTAPS-7
KRTAP5-9
LAIR1
LAIR2
LAPTMS
LARGE
LAX1

LCN10
LCN15
LCN6

Position
chr6:39266776-39282237

chr19:18062110-18109930

chr17:73028694-73045423

chr2:86668270-86719839

chr14:24898491-24910547

chr13:46916136-46925160

chr3:128628708-128712919
chr14:104095524-104151653

chr2:10183681-10194963

chr2:207938861-207998861

chr1:18807423-18812480

chr2:170590355-170608396

chr12:10524951-10560388

chr12:10524951-10542653

chr19:47978399-47987521

chr19:10663760-10671124

chr17:39463951-39465505

chr17:39458077-39459103

chr11:1628794-1629693

chr11:71238312-71239210

chr11:71259465-71260653

chr19:54865234-54876721

chr19:55009099-55019399

chr1:31205314-31230683

chr22:33669061-33968248

chr1:203734283-203745480

chr9:139632618-139637414
chr9:139654085-139658965
chr9:139638468-139640474

Beschreibung

Homo sapiens potassium channel, subfamily K,
member 17 (KCNK17), mRNA.

Homo sapiens potassium intermediate/small

conductance calcium-activated channel, subfa-
mily N, member 1 (KCNN1), mRNA.

Homo sapiens potassium channel tetramerisati-
on domain containing 2 (KCTD2), mRNA.

Homo sapiens lysine (K)-specific demethylase
3A (KDM3A), mRNA.

Homo sapiens KH and NYN domain containing
(KHNYN), mRNA.

Homo sapiens KIAA0226-like (KIAAO226L),
mRNA.

Homo sapiens KIAA1257 (KIAA1257), mRNA.
Homo sapiens kinesin light chain 1 (KLC1),
mRNA.

Homo sapiens Kruppel-like factor 11 (KLF11),
mRNA.

Homo sapiens Kruppel-like factor 7 (ubiquitous)
(KLF7), mRNA.

Homo sapiens kelch domain containing 7A
(KLHDC7A), mRNA.

Homo sapiens kelch-like family member 23
(KLHL23), mRNA.

Homo sapiens KLRC4-KLRK1
(KLRC4-KLRK1), mRNA.

Homo sapiens killer cell lectin-like receptor sub-
family K, member 1 (KLRK1), mRNA.

Homo sapiens kaptin (actin binding protein)
(KPTN), mRNA.

Homo sapiens KRI1 homolog (S.cerevisiae)
(KRI1), mRNA.

Homo sapiens keratin associated protein 16-1
(KRTAP16-1), mRNA.

Homo sapiens keratin associated protein 29-1
(KRTAP29-1), mRNA.

Homo sapiens keratin associated protein 5-3
(KRTAP5-3), mRNA.

Homo sapiens keratin associated protein 5-7
(KRTAP5-7), mRNA.

Homo sapiens keratin associated protein 5-9
(KRTAP5-9), mRNA.

Homo sapiens leukocyte-associated immunoglo-
bulin-like receptor 1 (LAIR1), mRNA.

Homo sapiens leukocyte-associated immunoglo-
bulin-like receptor 2 (LAIR2), mRNA.

Homo sapiens lysosomal protein transmembrane
5 (LAPTM5), mRNA.

Homo sapiens like-glycosyltransferase (LARGE),
mRNA.

Homo sapiens Ilymphocyte
adaptor 1 (LAX1), mRNA.

Homo sapiens lipocalin 10 (LCN10), mRNA.
Homo sapiens lipocalin 15 (LCN15), mRNA.
Homo sapiens lipocalin 6 (LCN6), mRNA.

readthrough

transmembrane
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Symbol
LCN8
LEF1

LENG9
LEPROTL1
LFNG
LGALS13
LGALS2
LGRS
LHX6
LILRA1
LILRA2

LILRB2

LIMD2
LIME1

LIPT1

LMANZ2
LMBR1

LMNA

LMO2
LNPEP

LOC653513

LPXN
LRCHA4

LRPSL
LRRC14

LRRC29

Position
chr9:139648839-139650253
chr4:108991818-109000770

chr19:54972978-54974894

chr8:29952921-29965587

chr7:2552162-2568063

chr19:40093168-40098114

chr22:37966252-37976024

chr12:71833549-71980086

chr9:124964855-124984019

chr19:55105040-55113687

chr19:55084481-55099027

chr19:54777674-54784399

chr17:61773248-61777519

chr20:62367052-62370460

chr2:99778420-99779542

chr5:176758562-176778885

chr7:156473569-156589186

chr1:156104903-156107058

chr11:33880122-33886697

chr5:96271345-96365115

chr1:144676436-144995033

chr11:58294343-58343390
chr7:100171633-100180082

chr22:25747384-25758524

chr8:145743348-145750559

chr16:67241041-67244988

Beschreibung
Homo sapiens lipocalin 8 (LCN8), mRNA.

Homo sapiens lymphoid enhancer-binding factor
1 (LEF1), mRNA.

Homo sapiens leukocyte receptor cluster (LRC)
member 9 (LENG9), mRNA.

Homo sapiens leptin receptor overlapping
transcript-like 1 (LEPROTL1), mRNA.

Homo sapiens LFNG O-fucosylpeptide 3-beta-N-
acetylglucosaminyltransferase (LFNG), mRNA.

Homo sapiens lectin, galactoside-binding, solub-
le, 13 (LGALS13), mRNA.

Homo sapiens lectin, galactoside-binding, solub-
le, 2 (LGALS2), mRNA.

Homo sapiens leucine-rich repeat containing G
protein-coupled receptor 5 (LGR5), mRNA.

Homo sapiens LIM homeobox 6 (LHX6), mRNA.

Homo sapiens leukocyte immunoglobulin-like
receptor, subfamily A (with TM domain), member
1 (LILRA1), mRNA.

Homo sapiens leukocyte immunoglobulin-like
receptor, subfamily A (with TM domain), member
2 (LILRA2), mRNA.

Homo sapiens leukocyte immunoglobulin-like
receptor, subfamily B (with TM and ITIM do-
mains), member 2 (LILRB2), mRNA.

Homo sapiens LIM domain containing 2 (LIMD?2),
mMRNA.

Homo sapiens Lck interacting transmembrane
adaptor 1 (LIME1), mRNA.

Homo sapiens lipoyltransferase 1 (LIPT1), nu-
clear gene encoding mitochondrial protein,
mRNA.

Homo sapiens lectin, mannose-binding 2
(LMAN2), mRNA.

Homo sapiens limb region 1 homolog (mouse)
(LMBR1), mRNA.

Homo sapiens lamin A/C (LMNA), non-coding
RNA.

Homo sapiens LIM domain only 2 (rhombotin-like
1) (LMO2), mRNA.

Homo sapiens leucyl/cystinyl aminopeptidase
(LNPEP), mRNA.

Homo sapiens phosphodiesterase 4D interacting
protein pseudogene (LOC653513), non-coding
RNA.

Homo sapiens leupaxin (LPXN), mRNA.

Homo sapiens leucine-rich repeats and calponin
homology (CH) domain containing 4 (LRCH4),
mRNA.

Homo sapiens low density lipoprotein receptor-
related protein 5-like (LRP5L), mRNA.

Homo sapiens leucine rich repeat containing 14
(LRRC14), mRNA.

Homo sapiens leucine rich repeat containing 29
(LRRC29), mRNA.
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Symbol
LRRC32

LSM3
LSM7
LSP1
LTB4R
LTBP2
LTC4S
LTK

LY9

LYL1
LYRMS
MAD2L1BP

MAFF

MAGEF1

MALAT1

MALT1

MAML3
MAP1LC3B2
MAPK7
MB21D1

MBP

MC1R

MCFD2
MCM8

MDM2

Position
chr11:76368567-76381044

chr3:14220227-14239869

chr19:2321519-2328614

chr11:1874199-1913493

chr14:24784857-24785916

chr14:74964885-75079034

chr5:179220985-179223513

chr15:41795839-41806085

chr1:160765863-160772536

chr19:13209841-13213974

chr12:25348149-25357949

chr6:43597278-43608688

chr22:38597938-38612517

chr3:184428154-184429836

chr11:65265232-65273939

chr18:56338617-56417370

chr4:140637545-141075233

chr12:116997185-117014425

chr17:19281033-19286857

chr6:74134855-74162043

chr18:74690788-74699912

chr16:89984286-89987385

chr2:47129008-47143007

chr20:5931297-5975831

chr12:69201970-69239320

Beschreibung

Homo sapiens leucine rich repeat containing 32
(LRRC32), mRNA.

Homo sapiens LSM3 homolog, U6 small nuclear
RNA associated (S.cerevisiae) (LSM3), mRNA.

Homo sapiens LSM7 homolog, U6 small nuclear
RNA associated (S.cerevisiae) (LSM7), mRNA.
Homo sapiens lymphocyte-specific protein 1
(LSP1), mRNA.

Homo sapiens leukotriene B4 receptor (LTB4R),
mRNA.

Homo sapiens latent transforming growth factor
beta binding protein 2 (LTBP2), mRNA.

Homo sapiens leukotriene C4 synthase (LTC4S),
mRNA.

Homo sapiens leukocyte receptor tyrosine kina-
se (LTK), mRNA.

Homo sapiens lymphocyte antigen 9 (LY9),
mRNA.

Homo sapiens lymphoblastic leukemia derived
sequence 1 (LYL1), mRNA.

Homo sapiens LYR motif containing 5 (LYRMS),
mRNA.

Homo sapiens MAD2L1
(MAD2L1BP), mRNA.

Homo sapiens v-maf musculoaponeurotic fibro-
sarcoma oncogene homolog F (avian) (MAFF),
mRNA.

Homo sapiens melanoma antigen family F, 1
(MAGEF1), mRNA.

Homo sapiens metastasis associated lung a-
denocarcinoma transcript 1 (non-protein coding)
(MALAT1), non-coding RNA.

Homo sapiens mucosa associated lymphoid
tissue lymphoma translocation gene 1 (MALT1),
mRNA.

Homo sapiens mastermind-like 3 (Drosophila)
(MAML3), mRNA.

Homo sapiens microtubule-associated protein 1
light chain 3 beta 2 (MAP1LC3B2), mRNA.

Homo sapiens mitogen-activated protein kinase
7 (MAPK7), mRNA.

Homo sapiens Mab-21 domain containing 1
(MB21D1), mRNA.

Homo sapiens myelin basic protein (MBP),
mRNA.

Homo sapiens melanocortin 1 receptor (alpha
melanocyte stimulating hormone  receptor)
(MC1R), mRNA.

Homo sapiens multiple coagulation factor defi-
ciency 2 (MCFD2), mRNA.

Homo sapiens minichromosome maintenance
complex component 8 (MCM8), mRNA.

Homo sapiens MDMZ2 oncogene, E3 ubiquitin
protein ligase (MDM2), mRNA.

binding  protein
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Symbol
MDM4

MEF2C
MEF2D
MEGF6
MEIG1
MEN1

MFF

MFSD10
MFSD3

MGAT1

MGAT3

MICAL1

MIR1238
MIR1307
MIR142
MIR150
MIR155
MIR1976
MIR200C
MIR22
MIR223
MIR320E
MIR326
MIR550A1
MIR589
MIR595

MIR634

Position
chr1:204485506-204518786

chr5:88014057-88119744
chr1:156433512-156460391
chr1:3404505-3448012
chr10:15001437-15014850
chr11:64570985-64578035

chr2:228189866-228222552

chr4:2932287-2935390
chr8:145734551-145736589

chr5:180217540-180230048

chr22:39853324-39888199

chr6:109765265-109775653

chr19:10662797-10662880
chr10:105154009-105154158
chr17:56408592-56408679
chr19:50004041-50004125
chr21:26946291-26946356
chr1:26881032-26881084
chr12:7072861-7072929
chr17:1617196-1617281
chrX:65238711-65238821
chr19:47212549-47212602
chr11:75046135-75046230

chr7:30329409-30329506

chr7:5535449-5535548
chr7:158325409-158325505

chr17:64783189-64783286

171

Beschreibung

Homo sapiens Mdm4 p53 binding protein homo-
log (mouse) (MDM4), mRNA.

Homo sapiens myocyte enhancer factor 2C
(MEF2C), mRNA.

Homo sapiens myocyte enhancer factor 2D
(MEF2D), mRNA.

Homo sapiens multiple EGF-like-domains 6
(MEGF6), mRNA.

Homo sapiens meiosis expressed gene 1 homo-
log (mouse) (MEIG1), mRNA.

Homo sapiens multiple endocrine neoplasia |
(MEN1), mRNA.

Homo sapiens mitochondrial fission factor
(MFF), nuclear gene encoding mitochondrial
protein, mRNA.

Homo sapiens major facilitator superfamily do-
main containing 10 (MFSD10), mRNA.

Homo sapiens major facilitator superfamily do-
main containing 3 (MFSD3), mRNA.

Homo sapiens mannosyl (alpha-1, 3-)-
glycoprotein beta-1, 2-N-
acetylglucosaminyltransferase (MGAT1), mRNA.

Homo  sapiens mannosyl (beta-1, 4-)-
glycoprotein beta-1, 4-N-
acetylglucosaminyltransferase (MGAT3), mRNA.

Homo sapiens microtubule associated mo-
nooxygenase, calponin and LIM domain contai-
ning 1 (MICAL1), mRNA.

Homo sapiens microRNA 1238 (MIR1238),
microRNA.
Homo sapiens microRNA 1307 (MIR1307),
microRNA.
Homo sapiens microRNA 142 (MIR142),
microRNA.
Homo sapiens microRNA 150 (MIR150),
microRNA.
Homo sapiens microRNA 155 (MIR155),
microRNA.
Homo sapiens microRNA 1976 (MIR1976),
microRNA.
Homo sapiens microRNA 200c (MIR200C),
microRNA.
Homo  sapiens microRNA 22 (MIR22),
microRNA.
Homo sapiens microRNA 223 (MIR223),
microRNA.
Homo sapiens microRNA 320e (MIR320E),
microRNA.
Homo sapiens microRNA 326 (MIR326),
microRNA.
Homo sapiens microRNA 550a-1 (MIR550A1),
microRNA.

Homo sapiens microRNA 589 (MIR589),
microRNA.
Homo sapiens microRNA 595 (MIR595),
microRNA.
Homo sapiens microRNA 634 (MIR634),
microRNA.



Das Kerngenset

Symbol
MIR661

MKKS

MMP9

MPG
MRGPRD
MRGPRG

MRPS18C

MRPS23

MSGN1

MSL2

MTMR1

MTMR12

MTMR4

MTO1

MTTP

MX1

MX2
MXD3
MXRA8
MYBPC2
MYBPC3
MYCBP2
MYL12A
MYL12B
MYL4

MYO18B

Position
chr8:145019358-145019447

chr20:10385427-10412573

chr20:44637546-44645200

chr16:128168-133681

chr11:68747489-68748455

chr11:3239173-3240043

chr4:84377117-84382929

chr17:55916286-55927433

chr2:17997785-17998367

chr3:135867759-135913310

chrX:149861434-149933397

chr5:32227110-32313114

chr17:56566892-56595251

chr6:74171453-74211179

chr4:100495965-100505343

chr21:42792519-42831141

chr21:42733949-42739233

chr5:176732500-176735063

chr1:1288070-1293915

chr19:50936159-50969583

chr11:47357128-47364696

chr13:77618791-77667467

chr18:3247527-3256234

chr18:3262110-3278282

chr17:45286427-45301045

chr22:26138119-26427007

Beschreibung

Homo sapiens microRNA 661 (MIR661),
microRNA.

Homo sapiens McKusick-Kaufman syndrome
(MKKS), mRNA.

Homo sapiens matrix metallopeptidase 9 (gela-
tinase B, 92kDa gelatinase, 92kDa type IV colla-
genase) (MMP9), mRNA.

Homo sapiens N-methylpurine-DNA glycosylase
(MPG), mRNA.

Homo sapiens MAS-related GPR, member D
(MRGPRD), mRNA.

Homo sapiens MAS-related GPR, member G
(MRGPRG), mRNA.

Homo sapiens mitochondrial ribosomal protein
S§18C (MRPS18C), nuclear gene encoding mito-
chondrial protein, mRNA.

Homo sapiens mitochondrial ribosomal protein
S§23 (MRPS23), nuclear gene encoding mito-
chondrial protein, mRNA.

Homo sapiens mesogenin 1 (MSGN1), mRNA.

Homo sapiens male-specific lethal 2 homolog
(Drosophila) (MSL2), mRNA.

Homo sapiens myotubularin related protein 1
(MTMR1), mRNA.

Homo sapiens myotubularin related protein 12
(MTMR12), mRNA.

Homo sapiens myotubularin related protein 4
(MTMR4), mRNA.

Homo sapiens mitochondrial tRNA translation
optimization 1 (MTO1), nuclear gene encoding
mitochondrial protein, mRNA.

Homo sapiens microsomal triglyceride transfer
protein (MTTP), mRNA.

Homo sapiens myxovirus (influenza virus) re-
sistance 1, interferon-inducible protein p78
(mouse) (MX1), mRNA.

Homo sapiens myxovirus (influenza virus) re-
sistance 2 (mouse) (MX2), mRNA.

Homo sapiens MAX dimerization protein 3
(MXD3), mRNA.

Homo sapiens matrix-remodelling associated 8
(MXRA8), mRNA.

Homo sapiens myosin binding protein C, fast
type (MYBPC2), mRNA.

Homo sapiens myosin binding protein C, cardiac
(MYBPC3), mRNA.

Homo sapiens MYC binding protein 2, E3
ubiquitin protein ligase (MYCBP2), mRNA.

Homo sapiens myosin, light chain 12A, regulato-
ry, non-sarcomeric (MYL12A), mRNA.

Homo sapiens myosin, light chain 12B, regulato-
ry (MYL12B), mRNA.

Homo sapiens myosin, light chain 4, alkali; atrial,
embryonic (MYL4), mRNA.

Homo sapiens myosin XVIIIB (MYO18B), mRNA.
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Symbol
MZF1

N4BP2

NAPA

NAPSA
NARF
NAT9
NBPF15
NBR1
NCAPD3
NCAPG
NCF4
NCKAP1
NCOR?2

NDUFB8

NEDD9

NEIL1

NEK1

NEURL4

NFATC3

NFE2
NFE2L1

NFKBID

NGFR
NIF3L1

NINJ1

Position
chr19:59073283-59084942

chr4:40058523-40159872

chr19:47990890-48018515

chr19:50861733-50868931

chr17:80416059-80446143

chr17:72766685-72772470

chr1:148558187-148596267

chr17:41322497-41363707

chr11:134022336-134094426

chr4:17812435-17846487

chr22:37257029-37274059

chr2:183789578-183903586

chr12:124808956-124824750

chr10:102283496-102289636

chr6:11183530-11232915

chr15:75639330-75647592

chr4:170475193-170520348

chr17:7215977-7222527

chr16:68118653-68226115

chr12:54685890-54689542

chr17:46125685-46138907

chr19:36379142-36387440

chr17:47572654-47592382

chr2:201754049-201768655

chr9:95883770-95896570

Beschreibung

Homo sapiens myeloid zinc finger 1 (MZF1),
mRNA.

Homo sapiens NEDD4 binding protein 2
(N4BP2), mRNA.

Homo sapiens N-ethylmaleimide-sensitive factor
attachment protein, alpha (NAPA), non-coding
RNA.

Homo sapiens napsin A aspartic peptidase
(NAPSA), mRNA.

Homo sapiens nuclear prelamin A recognition
factor (NARF), mRNA.

Homo sapiens N-acetyltransferase 9 (GCN5-
related, putative) (NAT9), mRNA.

Homo sapiens neuroblastoma breakpoint family,
member 15 (NBPF15), mRNA.

Homo sapiens neighbor of BRCA1 gene 1
(NBR1), mRNA.

Homo sapiens non-SMC condensin Il complex,
subunit D3 (NCAPD3), mRNA.

Homo sapiens non-SMC condensin | complex,
subunit G (NCAPG), mRNA.

Homo sapiens neutrophil cytosolic factor 4,
40kDa (NCF4), mRNA.

Homo sapiens NCK-associated protein 1 (NCK-
AP1), mRNA.

Homo sapiens nuclear receptor corepressor 2
(NCOR2), mRNA.

Homo sapiens NADH dehydrogenase (ubiquino-
ne) 1 beta subcomplex, 8, 19kDa (NDUFBS),
nuclear gene encoding mitochondrial protein,
mRNA.

Homo sapiens neural precursor cell expressed,
developmentally down-regulated 9 (NEDD9),
mRNA.

Homo sapiens nei endonuclease Vlli-like 1
(E.coli) (NEIL1), mRNA.

Homo sapiens NIMA-related kinase 1 (NEK1),
mRNA.

Homo sapiens neuralized homolog 4 (Drosophi-
la) (NEURL4), mRNA.

Homo sapiens nuclear factor of activated T-cells,
cytoplasmic, calcineurin-dependent 3 (NFATCS3),
mRNA.

Homo sapiens nuclear factor (erythroid-derived
2), 45kDa (NFE2), mRNA.

Homo sapiens nuclear factor (erythroid-derived
2)-like 1 (NFE2L1), mRNA.

Homo sapiens nuclear factor of kappa light po-
lypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, del-
ta (NFKBID), mRNA.

Homo sapiens nerve growth factor receptor
(NGFR), mRNA.

Homo sapiens NIF3 NGG1 interacting factor 3-
like 1 (S.cerevisiae) (NIF3L1), mRNA.

Homo sapiens ninjurin 1 (NINJ1), mRNA.

173



Das Kerngenset

Symbol
NKD1

NKX2-1

NLRC3
NLRP3
NOTUM

NPPC

NPY
NR4A2

NR4A3
NT5C

NUP153

Nup88
OFD1

OGFRL1

OGG1

OPRL1

OR2C1
OR4D1
OSBPL8
OSBPL9
OSCP1

OSM
P2RX1

PACS2
PADI1
PALM2-AKAP2

PARL

PARVB

Position
chr16:50582240-50674771

chr14:36985603-36988903

chr16:3598134-3606995

chr1:247581354-247589094

chr17:79910382-79919057

chr2:232786804-232791038

chr7:24323806-24331484

chr2:157182686-157184526

chr9:102584136-102596341

chr17:73126319-73127890

chr6:17615265-17707065

chr17:5264265-5289528
chrX:13752831-13787480

chr6:71998476-72012230

chr3:9791627-9799089

chr20:62711470-62731996

chr16:3405888-3406924

chr17:56232514-56233447

chr12:76745577-76953589

chr1:52042850-52254891

chr1:36883506-36916086

chr22:30658818-30662829
chr17:3799884-3819960

chr14:105767169-105864484

chr1:17531620-17572501

chr9:112542576-112900819

chr3:183547172-183602693

chr22:44395090-44565112

Beschreibung

Homo sapiens naked cuticle homolog 1 (Droso-
phila) (NKD1), mRNA.

Homo sapiens NK2 homeobox 1 (NKX2-1),
mRNA.

Homo sapiens NLR family, CARD domain con-
taining 3 (NLRC3), non-coding RNA.

Homo sapiens NLR family, pyrin domain contai-
ning 3 (NLRP3), mRNA.

Homo sapiens notum pectinacetylesterase ho-
molog (Drosophila) (NOTUM), mRNA.

Homo sapiens natriuretic peptide C (NPPC),
mRNA.

Homo sapiens neuropeptide Y (NPY), mRNA.

Homo sapiens nuclear receptor subfamily 4,
group A, member 2 (NR4A2), mRNA.

Homo sapiens nuclear receptor subfamily 4,
group A, member 3 (NR4A3), mRNA.

Homo sapiens 5’ "“nucleotidase,
(NT5C), mRNA.

Homo sapiens nucleoporin 153kDa (NUP153),
mRNA.

H.sapiens alternative 3' UTR of Nup88 mRNA.
Homo sapiens oral-facial-digital syndrome 1
(OFD1), mRNA.

Homo sapiens opioid growth factor receptor-like
1 (OGFRL1), mRNA.

Homo sapiens 8-oxoguanine DNA glycosylase
(OGG1), nuclear gene encoding mitochondrial
protein, mRNA.

cytosolic

Homo sapiens opiate receptor-like 1 (OPRL1),
mRNA.

Homo sapiens olfactory receptor, family 2, sub-
family C, member 1 (OR2C1), mRNA.

Homo sapiens olfactory receptor, family 4, sub-
family D, member 1 (OR4D1), mRNA.

Homo sapiens oxysterol binding protein-like 8
(OSBPLS8), mRNA.

Homo sapiens oxysterol binding protein-like 9
(OSBPLY), mRNA.

Homo sapiens organic solute carrier partner 1
(OSCP1), mRNA.

Homo sapiens oncostatin M (OSM), mRNA.

Homo sapiens purinergic receptor P2X, ligand-
gated ion channel, 1 (P2RX1), mRNA.

Homo sapiens phosphofurin acidic cluster sort-
ing protein 2 (PACS2), mRNA.

Homo sapiens peptidyl arginine deiminase, type
I (PADI1), mRNA.

Homo sapiens PALM2-AKAP2
(PALM2-AKAP2), mRNA.

Homo sapiens presenilin associated, rhomboid-
like (PARL), nuclear gene encoding mitochondri-
al protein, mRNA.

Homo sapiens parvin, beta (PARVB), mRNA.

readthrough
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Symbol
PATZ1

PBXIP1
PCSK4
PDCD11
PDE3B
PDE4A
PDE4B
PDE4DIP
PDLIM1

PEMT

PEX12

PFKFB3

PFN3
PHACTR3

PHF19
PHF20

PHOSPHO2-
KLHL23
PHTF2

PI16

PIGX
PIK3AP1
PIKFYVE
PILRA
PIP4K2A
PISD
PJA2

PLACS

Position
chr22:31721789-31742249

chr1:154923707-154927803

chr19:1481426-1483940

chr10:105156411-105206019

chr11:14665268-14798209

chr19:10527448-10580307

chr1:66258192-66840262

chr1:144862707-144868172

chr10:96997324-97050905

chr17:17408876-17480779

chr17:33901813-33905656

chr10:6186842-6277507

chr5:176827107-176827637
chr20:58152563-58422766

chr9:123617930-123631159

chr20:34359922-34411399

chr2:170550963-170608396

chr7:77428108-77553500

chr6:36916038-36932613

chr3:196439244-196462876

chr10:98353068-98392998

chr2:209130990-209170271

chr7:99971067-99972365

chr10:22823765-22880710

chr22:32014476-32026810

chr5:108670409-108745675

chr4:84011210-84031012

Beschreibung

Homo sapiens POZ (BTB) and AT hook contai-
ning zinc finger 1 (PATZ1), mRNA.

Homo sapiens pre-B-cell leukemia homeobox
interacting protein 1 (PBXIP1), mRNA.

Homo sapiens proprotein convertase subtili-
sin/kexin type 4 (PCSK4), mRNA.

Homo sapiens programmed cell death 11
(PDCD11), mRNA.

Homo sapiens phosphodiesterase 3B, cGMP-
inhibited (PDE3B), mRNA.

Homo sapiens phosphodiesterase 4A, cAMP-
specific (PDE4A), mRNA.

Homo sapiens phosphodiesterase 4B, cAMP-
specific (PDE4B), mRNA.

Homo sapiens phosphodiesterase 4D interacting
protein (PDE4DIP), mRNA.

Homo sapiens PDZ and LIM domain 1
(PDLIM1), mRNA.

Homo sapiens phosphatidylethanolamine N-
methyltransferase (PEMT), nuclear gene en-
coding mitochondrial protein, mRNA.

Homo sapiens peroxisomal biogenesis factor 12
(PEX12), mRNA.

Homo sapiens 6-phosphofructo-2-
kinase/fructose-2, 6-biphosphatase 3 (PFKFB3),
mRNA.

Homo sapiens profilin 3 (PFN3), mRNA.

Homo sapiens phosphatase and actin regulator
3 (PHACTR3), mRNA.

Homo sapiens PHD finger protein 19 (PHF19),
mRNA.

Homo sapiens PHD finger protein 20 (PHF20),
mRNA.

Homo sapiens PHOSPHO2-KLHL23
readthrough (PHOSPHOZ2-KLHL23), mRNA.
Homo sapiens putative homeodomain transcrip-
tion factor 2 (PHTF2), mRNA.

Homo sapiens peptidase inhibitor 16 (PI16),
mRNA.

Homo sapiens phosphatidylinositol glycan an-
chor biosynthesis, class X (PIGX), mRNA.

Homo sapiens phosphoinositide-3-kinase adap-
tor protein 1 (PIK3AP1), mRNA.

Homo sapiens phosphoinositide kinase, FYVE
finger containing (PIKFYVE), mRNA.

Homo sapiens paired immunoglobin-like type 2
receptor alpha (PILRA), mRNA.

Homo sapiens phosphatidylinositol-5-phosphate
4-kinase, type I, alpha (PIP4K2A), mRNA.
Homo sapiens phosphatidylserine decarboxylase
(PISD), mRNA.

Homo sapiens praja ring finger 2, E3 ubiquitin
protein ligase (PJA2), mRNA.

Homo sapiens placenta-specific 8 (PLACS),
mRNA.
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Symbol
PLCG2

PLCXD2
PLEC
PLP2

PLXNC1
PNMT

POFUT2
POLDIP3
POLG
POLI
POU2AF1
PPIL2
PPIL3
PPIP5K2
PPP1CA
PPP1R16B
PPP5C
PRCD

PRELID1

PRG2

PRKAG1

PRKD2

PRMT3

PRPF40B

PRPF4B

PRR5

Position
chr16:81819350-81955215

chr3:111393522-111565294

chr8:144989320-145013758

chrX:49028183-49031468

chr12:94542498-94701451
chr17:37824233-37826728

chr21:46683842-46697325

chr22:42979726-42999166

chr15:89859535-89878026

chr18:51795848-51824604

chr11:111222980-111250157

chr22:22020272-22050349

chr2:201735678-201752548

chr5:102455957-102494017

chr11:67165651-67169376

chr20:37434347-37459230

chr19:46850250-46894232

chr17:74523667-74541458

chr5:176730762-176733960

chr11:57154833-57158130

chr12:49396054-49412531

chr19:47177572-47193963

chr11:20409075-20530879

chr12:50017196-50038452

chr6:4021568-4065217

chr22:45064426-45133561

Beschreibung

Homo sapiens phospholipase C, gamma 2
(phosphatidylinositol-specific) (PLCG2), mRNA.
Homo  sapiens  phosphatidylinositol-specific
phospholipase C, X domain containing 2
(PLCXD2), mRNA.

Homo sapiens plectin (PLEC), mRNA.

Homo sapiens proteolipid protein 2 (colonic
epithelium-enriched) (PLP2), mRNA.

Homo sapiens plexin C1 (PLXNC1), mRNA.

Homo sapiens phenylethanolamine N-
methyltransferase (PNMT), non-coding RNA.

Homo sapiens protein O-fucosyltransferase 2
(POFUT2), non-coding RNA.

Homo sapiens polymerase (DNA-directed), delta
interacting protein 3 (POLDIP3), mRNA.

Homo sapiens polymerase (DNA directed),
gamma (POLG), mRNA.

Homo sapiens polymerase (DNA directed) iota
(POLI), mRNA.

Homo sapiens POU class 2 associating factor 1
(POU2AF1), mRNA.

Homo sapiens peptidylprolyl isomerase (cyclo-
philin)-like 2 (PPIL2), mRNA.

Homo sapiens peptidylprolyl isomerase (cyclo-
philin)-like 3 (PPIL3), mRNA.

Homo sapiens diphosphoinositol pentakisphos-
phate kinase 2 (PPIP5K2), mRNA.

Homo sapiens protein phosphatase 1, catalytic
subunit, alpha isozyme (PPP1CA), mRNA.

Homo sapiens protein phosphatase 1, regulatory
subunit 16B (PPP1R16B), mRNA.

Homo sapiens protein phosphatase 5, catalytic
subunit (PPP5C), mRNA.

Homo sapiens progressive rod-cone degenerati-
on (PRCD), non-coding RNA.

Homo sapiens PRELI domain containing 1
(PRELID1), nuclear gene encoding mitochondrial
protein, mRNA.

Homo sapiens proteoglycan 2, bone marrow
(natural kKiller cell activator, eosinophil granule
major basic protein) (PRG2), mRNA.

Homo sapiens protein kinase, AMP-activated,
gamma 1 non-catalytic subunit (PRKAG1),
mRNA.

Homo sapiens protein kinase D2 (PRKD?2),
mRNA.

Homo sapiens protein arginine methyltransfera-
se 3 (PRMT3), mRNA.

Homo sapiens PRP40 pre-mRNA processing
factor 40 homolog B (S.cerevisiae) (PRPF40B),
mRNA.

Homo sapiens PRP4 pre-mRNA processing
factor 4 homolog B (yeast) (PRPF4B), mRNA.

Homo sapiens proline rich 5 (renal) (PRRS5),
mRNA.
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Symbol
PSD4

PSIP1

PSMA6

PTAFR
PTCRA
PTENP1
PTGER4

PTH2

PTK2

PTPN22

PTPN3
PTPN6
PTPN7

PTRH2

PTTG1
PTTG1IP
PYGM
RAB22A
RAB24
RAB36
RAB37
RAB3GAP1
RABA43
RABA4B
RABEP2

RAC2

Position
chr2:113931559-113960677

chr9:15464064-15511003

chr14:35761573-35786682

chr1:28476503-28477532

chr6:42883726-42891085

chr9:33673501-33677418

chr5:40680031-40693837

chr19:49925670-49926698

chr8:141668480-141728460

chr1:114356432-114414375

chr9:112137973-112180063

chr12:7055739-7070479

chr1:202118978-202127577

chr17:57774666-57784856

chr5:159848864-159855746

chr21:46269499-46293818

chr11:64513860-64528187

chr20:56884770-56942563

chr5:176728198-176730744

chr22:23487512-23506531

chr17:72667255-72742799

chr2:135809834-135928279

chr3:128806411-128840647

chr19:41284123-41302849

chr16:28915741-28936532

chr22:37621309-37640305

Beschreibung

Homo sapiens pleckstrin and Sec7 domain con-
taining 4 (PSD4), mRNA.

Homo sapiens PC4 and SFRS1 interacting pro-
tein 1 (PSIP1), mRNA.

Homo sapiens proteasome (prosome,
macropain) subunit, alpha type, 6 (PSMAG6),
mRNA.

Homo sapiens platelet-activating factor receptor
(PTAFR), mRNA.

Homo sapiens pre T-cell antigen receptor alpha
(PTCRA), mRNA.

Homo sapiens phosphatase and tensin homolog
pseudogene 1 (PTENP1), non-coding RNA.

Homo sapiens prostaglandin E receptor 4 (sub-
type EP4) (PTGER4), mRNA.

Homo sapiens parathyroid hormone 2 (PTH2),
mRNA.
Homo sapiens protein tyrosine kinase 2 (PTK2),
mRNA.

Homo sapiens protein tyrosine phosphatase,
non-receptor type 22 (lymphoid) (PTPN22),
mRNA.

Homo sapiens protein tyrosine phosphatase,
non-receptor type 3 (PTPN3), non-coding RNA.

Homo sapiens protein tyrosine phosphatase,
non-receptor type 6 (PTPN6), mRNA.

Homo sapiens protein tyrosine phosphatase,
non-receptor type 7 (PTPN7), mRNA.

Homo sapiens peptidyl-tRNA hydrolase 2
(PTRH2), nuclear gene encoding mitochondrial
protein, mRNA.

Homo sapiens pituitary tumor-transforming 1
(PTTG1), mRNA.

Homo sapiens pituitary tumor-transforming 1
interacting protein (PTTG1IP), mRNA.

Homo sapiens phosphorylase, glycogen, muscle
(PYGM), mRNA.

Homo sapiens RAB22A, member RAS oncogene
family (RAB22A), mRNA.

Homo sapiens RAB24, member RAS oncogene
family (RAB24), mRNA.

Homo sapiens RAB36, member RAS oncogene
family (RAB36), mRNA.

Homo sapiens RAB37, member RAS oncogene
family (RAB37), mRNA.

Homo sapiens RAB3 GTPase activating protein
subunit 1 (catalytic) (RAB3GAP1), mRNA.

Homo sapiens RAB43, member RAS oncogene
family (RAB43), mRNA.

Homo sapiens RAB4B, member RAS oncogene
family (RAB4B), mRNA.

Homo sapiens rabaptin, RAB GTPase binding
effector protein 2 (RABEP2), mRNA.

Homo sapiens ras-related C3 botulinum toxin
substrate 2 (rho family, small GTP binding pro-
tein Rac2) (RAC2), mRNA.

177



Das Kerngenset

Symbol
RAD52

RALGDS
RAP1GAP2
RAPGEF6

RAPH1

RASA1
RASA2
RASAL3
RASGEF1A

RASGRP2

RASSF2
RBM38
RBMS
RBM6
RCAN1
REEPS
REEP6

REPIN1

RERE
REXO1
RFC2
RFESD
RFTN1
RGL3
RGS14

RGS19

Position
chr12:1021254-1042242

chr9:135973106-135977304

chr17:2699731-2941035

chr5:130759613-130783094

chr2:204298538-204400058

chr5:86564069-86687743

chr3:141205925-141331197

chr19:15562435-15565373

chr10:43689983-43725187

chr11:64494382-64508355

chr20:4760668-4776150

chr20:55966453-55984386

chr3:50126340-50139616

chr3:49977476-50095436

chr21:35888783-35899261

chr5:112212080-112257211

chr19:1491164-1496180

chr7:150065360-150071133

chr1:8412463-8483747

chr19:1815244-1822043

chr7:73645831-73668738

chr5:94982480-94992849

chr3:16357351-16524372

chr19:11493772-11530018

chr5:176784843-176799599

chr20:62704534-62710845

Beschreibung

Homo sapiens RAD52 homolog (S.cerevisiae)
(RAD52), mRNA.

Homo sapiens ral guanine nucleotide dissociati-
on stimulator (RALGDS), mRNA.

Homo sapiens RAP1 GTPase activating protein
2 (RAP1GAP2), mRNA.

Homo sapiens Rap guanine nucleotide exchan-
ge factor (GEF) 6 (RAPGEF6), mRNA.

Homo sapiens Ras association (RalGDS/AF-6)
and pleckstrin homology domains 1 (RAPH1),
mRNA.

Homo sapiens RAS p21 protein activator
(GTPase activating protein) 1 (RASA1), mRNA.

Homo sapiens RAS p21 protein activator 2 (RA-
SA2), mRNA.

Homo sapiens RAS protein activator like 3 (RA-
SAL3), mRNA.

Homo sapiens RasGEF domain family, member
1A (RASGEF1A), mRNA.

Homo sapiens RAS guanyl releasing protein 2
(calcium and DAG-regulated) (RASGRP2),
mRNA.

Homo sapiens Ras association (RalGDS/AF-6)
domain family member 2 (RASSF2), mRNA.

Homo sapiens RNA binding motif protein 38
(RBM38), mRNA.

Homo sapiens RNA binding motif protein 5
(RBMS5), mRNA.

Homo sapiens RNA binding motif protein 6
(RBM6), mRNA.

Homo sapiens regulator of calcineurin 1
(RCAN1), mRNA.

Homo sapiens receptor accessory protein 5
(REEP5), mRNA.

Homo sapiens receptor accessory protein 6
(REEP6), mRNA.

Homo sapiens replication initiator 1 (REPIN1T),
mRNA.

Homo sapiens arginine-glutamic acid dipeptide
(RE) repeats (RERE), mRNA.

Homo sapiens REX1, RNA exonuclease 1 ho-
molog (S.cerevisiae) (REXO1), mRNA.

Homo sapiens replication factor C (activator 1) 2,
40kDa (RFC2), mRNA.

Homo sapiens Rieske (Fe-S) domain containing
(RFESD), mRNA.

Homo sapiens raftlin, lipid raft linker 1 (RFTN1),
mMRNA.

Homo sapiens ral guanine nucleotide dissociati-
on stimulator-like 3 (RGL3), mRNA.

Homo sapiens regulator of G-protein signaling
14 (RGS14), mRNA.

Homo sapiens regulator of G-protein signaling
19 (RGS19), mRNA.
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Symbol
RGS9

RHBDF1
RHOA
RHOH
RIMS3
RINT

RIOK2
RMNDS5B

RNF125
RNF138
RNF166
RNF167

RNF44

RNMTL1
RNPEPL1
RPAIN

RPL36

RPS3A
RPS6KA1
RRM2B
RSPH9
RUNX1
RXRA
RYK
S100A4
S100A5

S100A6

Position
chr17:63133455-63206780

chr16:108057-122629

chr3:49396578-49449428

chr4:40245006-40245582

chr1:41086351-41131324

chr11:66099541-66103162

chr5:96496570-96519005
chr5:177558027-177575479

chr18:29598444-29653154

chr18:29671817-29711524

chr16:88762902-88770025

chr17:4843629-4848517

chr5:175953699-175964421

chr17:685512-695741

chr2:241508003-241518149

chr17:5322960-5332985

chr19:5690271-5691678

chr4:152020724-152025357

chr1:26869652-26898724

chr8:103216728-103251059

chr6:43612766-43638748

chr21:36160097-36260987

chr9:137208943-137298240

chr3:133875977-133969586

chr1:153516094-153518282

chr1:153509622-153514241

chr1:1563507075-153508717

Beschreibung

Homo sapiens regulator of G-protein signaling 9
(RGS9), mRNA.

Homo sapiens rhomboid 5 homolog 1 (Drosophi-
la) (RHBDF1), mRNA.

Homo sapiens ras homolog family member A
(RHOA), mRNA.

Homo sapiens ras homolog family member H
(RHOH), mRNA.

Homo sapiens regulating synaptic membrane
exocytosis 3 (RIMS3), mRNA.

Homo sapiens Ras and Rab interactor 1 (RIN1),
mMRNA.

Homo sapiens RIO kinase 2 (RIOK2), mRNA.

Homo sapiens required for meiotic nuclear divi-
sion 5 homolog B (S.cerevisiae) (RMND5B),
mRNA.

Homo sapiens ring finger protein 125, E3
ubiquitin protein ligase (RNF125), mRNA.

Homo sapiens ring finger protein 138, E3
ubiquitin protein ligase (RNF138), mRNA.

Homo sapiens ring finger protein 166 (RNF166),
mRNA.

Homo sapiens ring finger protein 167 (RNF167),
mRNA.

Homo sapiens ring finger protein 44 (RNF44),
mRNA.

Homo sapiens RNA methyltransferase like 1
(RNMTL1), mRNA.

Homo sapiens arginyl aminopeptidase (amin-
opeptidase B)-like 1 (RNPEPL1), mRNA.

Homo sapiens RPA interacting protein (RPAIN),
mRNA.

Homo sapiens ribosomal protein L36 (RPL36),
mRNA.

Homo sapiens ribosomal protein S3A (RPS3A),
mRNA.

Homo sapiens ribosomal protein S6 kinase,
90kDa, polypeptide 1 (RPS6KA1), mRNA.

Homo sapiens ribonucleotide reductase M2 B
(TP53 inducible) (RRM2B), mRNA.

Homo sapiens radial spoke head 9 homolog
(Chlamydomonas) (RSPH9), mRNA.

Homo sapiens runt-related transcription factor 1
(RUNX1), mRNA.

Homo sapiens retinoid X receptor, alpha
(RXRA), mRNA.

Homo sapiens receptor-like tyrosine kinase
(RYK), mRNA.

Homo sapiens S100 calcium binding protein A4
(S100A4), mRNA.

Homo sapiens S100 calcium binding protein A5
(S100A5), mRNA.

Homo sapiens S100 calcium binding protein A6
(S100A6), mRNA.
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Symbol
S100B

SAMD14
SAMD4B
SAMHD1
SART3
SASH3
SBNO2
SCAMP4
SCARNA16
SCML4
SCNM1

SCT
SDK1

SEC14L1

SELPLG

SEMA3G

SEMASB

SEPT1
SEPT9
SERF2

SERPINE1

SFT2D1

SFXN1
SGSH

SH2B3
SH2D3A

SH2D3C

Position
chr21:48018530-48025035

chr17:48188672-48201522

chr19:39833107-39875488

chr20:35520226-35533906

chr12:108915990-108935773

chrX:128913891-128929176

chr19:1107632-1132273

chr19:1905370-1920327

chr11:12926363-12926535

chr6:108023363-108053599

chr1:151138497-151140384

chr11:626312-627173
chr7:3341079-4308631

chr17:75084724-75202482

chr12:109015679-109025854

chr3:52467267-52479043

chr3:122628039-122631114

chr16:30389453-30394171
chr17:75277491-75496678
chr15:44069293-44088287

chr7:100770369-100782547

chr6:166733516-166755991

chr5:174905513-174955621
chr17:78183078-78194199

chr12:111843751-111889427

chr19:6752172-6767523

chr9:130500595-130517561

Beschreibung

Homo sapiens S100 calcium binding protein B
(S100B), mRNA.

Homo sapiens sterile alpha motif domain contai-
ning 14 (SAMD14), mRNA.

Homo sapiens sterile alpha motif domain contai-
ning 4B (SAMD4B), mRNA.

Homo sapiens SAM domain and HD domain 1
(SAMHD1), mRNA.

Homo sapiens squamous cell carcinoma antigen
recognized by T cells 3 (SART3), mRNA.

Homo sapiens SAM and SH3 domain containing
3 (SASH3), mRNA.

Homo sapiens strawberry notch homolog 2 (Dro-
sophila) (SBNO2), mRNA.

Homo sapiens secretory carrier membrane pro-
tein 4 (SCAMP4), mRNA.

Rfam model RF00424 hit found at contig region
AC013549.9/25583-25754, , ,

Homo sapiens sex comb on midleg-like 4 (Dro-
sophila) (SCML4), mRNA.

Homo sapiens sodium channel modifier 1
(SCNM1), non-coding RNA.

Homo sapiens secretin (SCT), mRNA.

Homo sapiens sidekick cell adhesion molecule 1
(SDK1), mRNA.

Homo sapiens SEC14-like 1 (S.cerevisiae)
(SEC14L1), mRNA.

Homo sapiens selectin P ligand (SELPLG),
mRNA.

Homo sapiens sema domain, immunoglobulin
domain (Ig), short basic domain, secreted, (se-
maphorin) 3G (SEMA3G), mRNA.

Homo sapiens sema domain, seven thrombos-
pondin repeats (type 1 and type 1-like), trans-
membrane domain (TM) and short cytoplasmic
domain, (semaphorin) 5B (SEMAS5B), mRNA.

Homo sapiens septin 1 (SEPT1), mRNA.
Homo sapiens septin 9 (SEPT9), mRNA.

Homo sapiens small EDRK-rich factor 2
(SERF2), mRNA.

Homo sapiens serpin peptidase inhibitor, clade E
(nexin, plasminogen activator inhibitor type 1),
member 1 (SERPINE1), mRNA.

Homo sapiens SFT2 domain containing 1
(SFT2D1), mRNA.
Homo sapiens sideroflexin 1 (SFXN1), mRNA.

Homo sapiens N-sulfoglucosamine sulfohydrola-
se (SGSH), mRNA.

Homo sapiens SH2B adaptor protein 3 (SH2B3),
mRNA.

Homo sapiens SH2 domain containing 3A
(SH2D3A), mRNA.

Homo sapiens SHZ2 domain containing 3C
(SH2D3C), mRNA.
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Symbol
SH3BP1

SH3BP2
SH3TC1
SHISAS
SHQ1
SIGLEC15

SIK1

SIPA1

SLA
SLBP

SLC16A6

SLC19A1

SLC1A4

SLC22A18AS

SLC23A1

SLC23A2

SLC26A11
SLC27A5
SLC2A4RG

SLC2A8

SLC32A1

SLC39A13
SLC39A8

SLC44A2

Position
chr22:38030660-38052049

chr4:2794749-2826923

chr4:8201059-8242830

chr3:48509196-48514742

chr3:72798427-72897598

chr18:43405544-43422521

chr21:44834397-44847002

chr11:65405577-65418391

chr8:134048972-134072603
chr4:1694526-1714030

chr17:66263166-66287405

chr21:46918114-46964325

chr2:65215578-65251000

chr11:2909326-2925175

chr5:138702884-138719039

chr20:4833001-4982145

chr17:78194199-78227308

chr19:58990878-59010630

chr20:62371210-62375403

chr9:130159416-130170170

chr20:37353104-37358015

chr11:47377000-47438045

chr4:103182820-103245469

chr19:10713120-10755235
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Beschreibung

Homo sapiens SH3-domain binding protein 1
(SH3BP1), mRNA.

Homo sapiens SH3-domain binding protein 2
(SH3BP2), mRNA.

Homo sapiens SH3 domain and tetratricopeptide
repeats 1 (SH3TC1), mRNA.

Homo sapiens shisa homolog 5 (Xenopus laevis)
(SHISAS5), mRNA.

Homo sapiens SHQ1, H/ACA ribonucleoprotein
assembly factor (SHQ1), mRNA.

Homo sapiens sialic acid binding Ig-like lectin 15
(SIGLEC15), mRNA.

Homo sapiens salt-inducible kinase 1 (SIK1),
MRNA.

Homo sapiens signal-induced proliferation-
associated 1 (SIPA1), mRNA.

Homo sapiens Src-like-adaptor (SLA), mRNA.

Homo sapiens stem-loop binding protein (SLBP),
mRNA.

Homo sapiens solute carrier family 16, member
6 (monocarboxylic acid transporter 7)
(SLC16A6), mRNA.

Homo sapiens solute carrier family 19 (folate
transporter), member 1 (SLC19A1), mRNA.

Homo sapiens solute carrier family 1 (glutama-
te/neutral amino acid transporter), member 4
(SLC1A4), mRNA.

Homo sapiens solute carrier family 22 (organic
cation transporter)) member 18 antisense
(SLC22A18AS), mRNA.

Homo sapiens solute carrier family 23 (nucle-
obase transporters), member 1 (SLC23A1),
mRNA.

Homo sapiens solute carrier family 23 (nucle-
obase transporters), member 2 (SLC23A2),
mRNA.

Homo sapiens solute carrier family 26, member
11 (SLC26A11), mRNA.

Homo sapiens solute carrier family 27 (fatty acid
transporter), member 5 (SLC27A5), mRNA.

Homo sapiens SLC2A4 requlator (SLC2A4RG),
mRNA.

Homo sapiens solute carrier family 2 (facilitated
glucose transporter), member 8 (SLC2AS8),
mRNA.

Homo sapiens solute carrier family 32 (GABA
vesicular transporter), member 1 (SLC32A1),
mRNA.

Homo sapiens solute carrier family 39 (zinc
transporter), member 13 (SLC39A13), mRNA.

Homo sapiens solute carrier family 39 (zinc
transporter), member 8 (SLC39A8), mRNA.

Homo sapiens solute carrier family 44, member
2 (SLC44A2), mRNA.
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Symbol
SLCY9A3R1

SLCO2B1

SLU7

SLX1A

SMAD2
SMAD7
SMAP2
SMCRb
SMOC2

SNAPC3

SNHG1

SNHG10

SNORD17
SNORD22
SNORD23
SNORD25
SNORD26
SNORD27
SNORD28
SNORD29
SNORD30
SNORD31
SNORD73A

SNTB2

SNX20

Position
chr17:72744750-72765499

chr11:74811539-74875145

chr5:159828647-159846168

chr16:29465821-29469545

chr18:45359465-45456970

chr18:46446222-46469177

chr1:40839377-40882027

chr17:17679999-17682843

chr6:168841830-169068674

chr9:15422781-15453203

chr11:62619459-62623217

chr14:95999248-96001209

chr20:17943352-17943589

chr11:62620381-62620507

chr19:48259109-48259219

chr11:62623036-62623103

chr11:62622763-62622838

chr9:8888135-8888207

chr11:62622092-62622167

chr11:62621375-62621440

chr11:62621134-62621204

chr11:62620797-62620865

chr4:152024978-152025043

chr16:69221049-69342955

chr16:50700210-50715264

Beschreibung

Homo sapiens solute carrier family 9, subfamily
A (NHES3, cation proton antiporter 3), member 3
regulator 1 (SLC9A3R1), mRNA.

Homo sapiens solute carrier organic anion
transporter family, member 2B1 (SLCO2B1),
mRNA.

Homo sapiens SLU7 splicing factor homolog
(S.cerevisiae) (SLU7), mRNA.

Homo sapiens SLX1 structure-specific endonu-
clease subunit homolog A (S.cerevisiae)
(SLX1A), mRNA.
Homo sapiens SMAD family member 2
(SMAD2), mRNA.

Homo sapiens SMAD family member 7
(SMAD?7), mRNA.

Homo sapiens small ArfGAP2 (SMAP2), mRNA.

Homo sapiens Smith-Magenis syndrome chro-
mosome region, candidate 5 (non-protein
coding) (SMCR5), non-coding RNA.

Homo sapiens SPARC related modular calcium
binding 2 (SMOC2), mRNA.

Homo sapiens small nuclear RNA activating
complex, polypeptide 3, 50kDa (SNAPC3),
mRNA.

Homo sapiens small nucleolar RNA host gene 1
(non-protein coding) (SNHG1), non-coding RNA.

Homo sapiens small nucleolar RNA host gene
10 (non-protein coding) (SNHG10), non-coding
RNA.

Homo sapiens small nucleolar RNA, C/D box 17
(SNORD17), small nucleolar RNA.

Homo sapiens small nucleolar RNA, C/D box 22
(SNORDZ22), small nucleolar RNA.

Homo sapiens small nucleolar RNA, C/D box 23
(SNORDZ23), small nucleolar RNA.

Homo sapiens small nucleolar RNA, C/D box 25
(SNORDZ25), small nucleolar RNA.

Homo sapiens small nucleolar RNA, C/D box 26
(SNORDZ26), small nucleolar RNA.

Rfam model RF00086 hit found at contig region
AL596451.4/34979-35050, , ,

Homo sapiens small nucleolar RNA, C/D box 28
(SNORDZ28), small nucleolar RNA.

Homo sapiens small nucleolar RNA, C/D box 29
(SNORDZ29), small nucleolar RNA.

Homo sapiens small nucleolar RNA, C/D box 30
(SNORD30), small nucleolar RNA.

Homo sapiens small nucleolar RNA, C/D box 31
(SNORD31), small nucleolar RNA.

Homo sapiens small nucleolar RNA, C/D box
73A (SNORD73A), small nucleolar RNA.

Homo sapiens syntrophin, beta 2 (dystrophin-
associated protein A1, 59kDa, basic component
2) (SNTB2), mRNA.

Homo sapiens sorting nexin 20 (SNX20), mRNA.
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Symbol
SNX33
SNX5
SNX9
SOX17

SP1

SP140L
SPAG4
SPAGS
SPIB

SPN
SPP1

SPPL2A

SRMS

SRSF5
SSR1
ST3GAL1
ST8SIA4
STIL
STK11IP
STK16
STK17B
STK32B

STX10
STX1A

STYK1

SUCLG2

SUN1

SviP

Position
chr15:75941347-75950968
chr20:17922243-17942638
chr6:158244293-158366109
chr8:55370494-55373456

chr12:53773978-53810226

chr2:231206784-231237441

chr20:34203808-34208965

chr9:35807781-35812259

chr19:50922194-50934309

chr16:29675049-29676252
chr4:88896801-88904563

chr15:50999736-51057910

chr20:62172162-62178857

chr14:70232830-70236553

chr6:7281287-7313541

chr8:134467090-134584183

chr5:100142638-100238987

chr1:47725960-47749745

chr2:220462595-220466770

chr2:220110200-220112548

chr2:196998306-197036336

chr4:5053526-5502725

chr19:13254871-13261188
chr7:73113534-73134017

chr12:10771537-10826891

chr3:67410883-67705038

chr7:855193-883509

chr11:22843597-22851382

Beschreibung

Homo sapiens sorting nexin 33 (SNX33), mRNA.
Homo sapiens sorting nexin 5 (SNX5), mRNA.
Homo sapiens sorting nexin 9 (SNX9), mRNA.
Homo sapiens SRY (sex determining region Y)-
box 17 (SOX17), mRNA.

Homo sapiens Sp1 transcription factor (SP1),
mRNA.

Homo sapiens SP140 nuclear body protein-like
(SP140L), mRNA.

Homo sapiens sperm associated antigen 4
(SPAG4), mRNA.

Homo sapiens sperm associated antigen 8
(SPAGS8), mRNA.

Homo sapiens Spi-B transcription factor (Spi-
1/PU.1 related) (SPIB), mRNA.

Homo sapiens sialophorin (SPN), mRNA.

Homo sapiens secreted phosphoprotein 1
(SPP1), mRNA.

Homo sapiens signal peptide peptidase like 2A
(SPPL2A), mRNA.

Homo sapiens src-related kinase lacking C-
terminal regulatory tyrosine and N-terminal my-
ristylation sites (SRMS), mRNA.

Homo sapiens serine/arginine-rich splicing factor
5 (SRSF5), mRNA.

Homo sapiens signal sequence receptor, alpha
(SSR1), mRNA.

Homo sapiens ST3 beta-galactoside alpha-2, 3-
sialyltransferase 1 (ST3GAL1), mRNA.

Homo sapiens ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide
alpha-2, 8-sialyltransferase 4 (ST8SIA4), mRNA.

Homo sapiens SCL/TAL1 interrupting locus
(STIL), mRNA.

Homo sapiens serine/threonine kinase 11 inter-
acting protein (STK11IP), mRNA.

Homo sapiens serine/threonine kinase 16
(STK16), non-coding RNA.

Homo sapiens serine/threonine kinase 17b
(STK17B), mRNA.

Homo sapiens serine/threonine kinase 32B
(STK32B), mRNA.

Homo sapiens syntaxin 10 (STX10), mRNA.
Homo sapiens syntaxin 1A (brain) (STX1A),
mRNA.

Homo sapiens serine/threonine/tyrosine kinase 1
(STYK1), mRNA.

Homo sapiens succinate-CoA ligase, GDP-
forming, beta subunit (SUCLG2), nuclear gene
encoding mitochondrial protein, mRNA.

Homo sapiens Sad1 and UNC84 domain contai-
ning 1 (SUN1), mRNA.

Homo sapiens small VCP/p97-interacting protein
(SVIP), mRNA.
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Symbol
SYAP1

SYCP3

SYNGR1

SYNPO2L

SYPL1
SYT12

SYT5
SYTL3

TAC4
TACC3

TAF1B

TAF8

TARSL2
TBKBP1

TBX10
TBXA2R

TC2N

TCAP
TES

TEX19

TFAM
TGFBR3

TGM6

THUMPD3
TIGD4
TIGD7
TIMP1

TIPARP

Position
chrX:16737706-16780807

chr12:102122425-102133250

chr22:39745953-39774394

chr10:75404643-75410787

chr7:105730813-105752791

chr11:66790189-66818334

chr19:55684468-55691469
chr6:159071045-159185908

chr17:47915670-47925379

chr4:1723216-1740077

chr2:9983570-10053714

chr6:42018250-42025516

chr15:102193954-102242588

chr17:45772629-45789429

chr11:67398773-67407031
chr19:3594503-3606831

chr14:92246266-92302849

chr17:37821598-37822807
chr7:115850546-115890086

chr17:80317122-80321652

chr10:60144902-60158990

chr1:92145899-92327603

chr20:2361553-2413399

chr3:9404716-9428475

chr4:153690617-153692156

chr16:3348964-3350614

chrX:47441689-47445482

chr3:156392204-156424557

Beschreibung

Homo sapiens synapse associated protein 1
(SYAP1), non-coding RNA.

Homo sapiens synaptonemal complex protein 3
(SYCP3), mRNA.

Homo sapiens synaptogyrin 1 (SYNGR1),
mRNA.

Homo sapiens synaptopodin 2-like (SYNPOZ2L),
mRNA.

Homo sapiens synaptophysin-like 1 (SYPL1),
mRNA.

Homo sapiens synaptotagmin XlIl (SYT12),
mRNA.

Homo sapiens synaptotagmin V (SYT5), mRNA.
Homo sapiens synaptotagmin-like 3 (SYTL3),
mRNA.

Homo sapiens tachykinin 4 (hemokinin) (TAC4),
mRNA.

Homo sapiens transforming, acidic coiled-coil
containing protein 3 (TACC3), mRNA.

Homo sapiens TATA box binding protein (TBP)-
associated factor, RNA polymerase I, B, 63kDa
(TAF1B), mRNA.

Homo sapiens TAF8 RNA polymerase I, TATA
box binding protein (TBP)-associated factor,
43kDa (TAF8), mRNA.

Homo sapiens threonyl-tRNA synthetase-like 2
(TARSL2), mRNA.

Homo sapiens TBK1 binding protein 1
(TBKBP1), mRNA.

Homo sapiens T-box 10 (TBX10), mRNA.

Homo sapiens thromboxane A2 receptor
(TBXA2R), mRNA.

Homo sapiens tandem C2 domains, nuclear
(TC2N), mRNA.

Homo sapiens titin-cap (TCAP), mRNA.

Homo sapiens testis derived transcript (3 LIM
domains) (TES), mRNA.

Homo sapiens testis expressed 19 (TEX19),
mRNA.

Homo sapiens transcription factor A, mitochond-
rial (TFAM), non-coding RNA.

Homo sapiens transforming growth factor, beta
receptor Ill (TGFBR3), mRNA.

Homo sapiens transglutaminase 6 (TGM6),
mRNA.

Homo sapiens THUMP domain containing 3
(THUMPD3), mRNA.

Homo sapiens tigger transposable element deri-
ved 4 (TIGD4), mRNA.

Homo sapiens tigger transposable element deri-
ved 7 (TIGD7), mRNA.

Homo sapiens TIMP metallopeptidase inhibitor 1
(TIMP1), mRNA.

Homo sapiens TCDD-inducible poly(ADP-ribose)
polymerase (TIPARP), mRNA.
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Symbol
TM9SF3

TMBIM4

TMC6

T™MC8

TMED7
TMED7-TICAM2
TMEM123

TMEM173

TMEM183A
TMEMZ208
TMEMS53
TMEMG60
TMX4

TNFAIP8L2

TNFAIP8L2-SCNM1

TNFRSF10A

TNFRSF13B

TNFRSF14

TNFRSF18

TNFRSF4

TNFSF14

TNK2

TNNI2

TNRC18

TOB1

TOMMA40L

Position
chr10:98277866-98346809

chr12:66530716-66563807

chr17:76108998-76118830

chr17:76126858-76128589

chr5:114948904-114961733

chr5:114914338-114961876

chr11:102267055-102323775

chr5:138855112-138862343

chr1:202976533-202985383

chr16:67261015-67263182

chr1:45119908-45125967

chr7:77423044-77427747

chr20:7961715-8000393

chr1:151131173-151131728

chr1:151129104-151142773

chr8:23048969-23082680

chr17:16832848-16875402

chr1:2487804-2490438

chr1:1138887-1141060

chr1:1146705-1149548

chr19:6663147-6670599

chr3:195590235-195596561

chr11:1860232-1862910

chr7:5346422-5463177

chr17:48939586-48943715

chr1:161195832-161197779

Beschreibung

Homo sapiens transmembrane 9 superfamily
member 3 (TM9SF3), mRNA.

Homo sapiens transmembrane BAX inhibitor
motif containing 4 (TMBIM4), mRNA.

Homo sapiens transmembrane channel-like 6
(TMC6), mRNA.

Homo sapiens transmembrane channel-like 8
(TMC8), mRNA.

Homo sapiens transmembrane emp24 protein
transport domain containing 7 (TMED7), mRNA.

Homo sapiens TMED7-TICAM2 readthrough
(TMED7-TICAMZ2), mRNA.

Homo sapiens transmembrane protein 123
(TMEM123), mRNA.

Homo sapiens transmembrane protein 173
(TMEM173), nuclear gene encoding mitochond-
rial protein, mRNA.

Homo sapiens transmembrane protein 183A
(TMEM183A), mRNA.

Homo sapiens transmembrane protein 208
(TMEMZ208), mRNA.

Homo sapiens transmembrane protein 53
(TMEMS53), mRNA.

Homo sapiens
(TMEM®60), mRNA.

Homo sapiens thioredoxin-related transmembra-
ne protein 4 (TMX4), mRNA.

Homo sapiens tumor necrosis factor, alpha-
induced protein 8-like 2 (TNFAIP8L2), mRNA.

Homo sapiens TNFAIP8L2-SCNM1 readthrough
(TNFAIP8L2-SCNM1), mRNA.

Homo sapiens tumor necrosis factor receptor
superfamily, member 10a (TNFRSF10A), mRNA.

Homo sapiens tumor necrosis factor receptor
superfamily, ~member 13B (TNFRSF13B),
mRNA.

Homo sapiens tumor necrosis factor receptor
superfamily, member 14 (TNFRSF14), mRNA.

Homo sapiens tumor necrosis factor receptor
superfamily, member 18 (TNFRSF18), mRNA.
Homo sapiens tumor necrosis factor receptor
superfamily, member 4 (TNFRSF4), mRNA.
Homo sapiens tumor necrosis factor (ligand)
superfamily, member 14 (TNFSF14), mRNA.
Homo sapiens tyrosine kinase, non-receptor, 2
(TNK2), mRNA.

Homo sapiens troponin | type 2 (skeletal, fast)
(TNNI2), mRNA.

Homo sapiens trinucleotide repeat containing 18
(TNRC18), mRNA.

Homo sapiens transducer of ERBB2, 1 (TOB1),
mRNA.

Homo sapiens translocase of outer mitochondrial
membrane 40 homolog (yeast)-like (TOMM40L),
nuclear gene encoding mitochondrial protein,

transmembrane protein 60
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Symbol

TOP2B
TPST2
TRAF4
TRAPPC2
TRAPPC3
TRAPPCS5
TRIB1
TRIM38
TRIM41
TRIM46
TRIM8
TRMT6

TRPM2

TSC22D3
TSG101

TSGA10

TSNAX

TSPAN32

TSSC4
TTC16
TTC21A
TTC39C
TTF1
TUBB3

TXNDC12

Position

chr3:25639395-25661553

chr22:26921713-26961370

chr17:27071022-27076662

chrX:13730360-13752754

chr1:36602169-36615115

chr19:7745706-7747748

chr8:126442562-126450644

chr6:25962916-25987557

chr5:180650262-180662803

chr1:155147076-155148927

chr10:104404251-104418076

chr20:5918485-5931173

chr21:45770045-45862964

chrX:106956451-106959711

chr11:18501857-18548503

chr2:99613723-99735242

chr1:231664398-231702269

chr11:2323242-2336264

chr11:2423863-2424853

chr9:130478357-130493879

chr3:39149151-39161124

chr18:21572736-21715574

chr9:135250936-135282238

chr16:89989686-90000546

chr1:52485803-52521843

Beschreibung
mRNA.

Homo sapiens topoisomerase (DNA) Il beta
180kDa (TOP2B), mRNA.

Homo sapiens tyrosylprotein sulfotransferase 2
(TPST2), mRNA.

Homo sapiens TNF receptor-associated factor 4
(TRAF4), mRNA.

Homo sapiens trafficking protein particle com-
plex 2 (TRAPPC2), mRNA.

Homo sapiens trafficking protein particle com-
plex 3 (TRAPPC3), mRNA.

Homo sapiens trafficking protein particle com-
plex 5 (TRAPPCS5), mRNA.

Homo sapiens tribbles homolog 1 (Drosophila)
(TRIB1), mRNA.

Homo sapiens tripartite motif containing 38
(TRIM38), mRNA.

Homo sapiens tripartite motif containing 41
(TRIM41), mRNA.

Homo sapiens tripartite motif containing 46
(TRIM46), mRNA.

Homo sapiens tripartite motif containing 8
(TRIM8), mRNA.

Homo sapiens tRNA methyltransferase 6 homo-
log (S.cerevisiae) (TRMT6), mRNA.

Homo sapiens transient receptor potential cation
channel, subfamily M, member 2 (TRPM2),
mRNA.

Homo sapiens TSC22 domain family, member 3
(TSC22D3), mRNA.

Homo sapiens tumor susceptibility gene 101
(TSG101), mRNA.

Homo sapiens testis specific, 10 (TSGA10),
mRNA.

Homo sapiens translin-associated factor X
(TSNAX), mRNA.

Homo sapiens tetraspanin 32 (TSPAN32),
mRNA.

Homo sapiens tumor suppressing subtransferab-
le candidate 4 (TSSC4), mRNA.

Homo sapiens tetratricopeptide repeat domain
16 (TTC16), mRNA.

Homo sapiens tetratricopeptide repeat domain
21A (TTC21A), mRNA.

Homo sapiens tetratricopeptide repeat domain
39C (TTC39C), mRNA.

Homo sapiens transcription termination factor,
RNA polymerase | (TTF1), mRNA.

Homo sapiens tubulin, beta 3 class Ill (TUBB3),
mRNA.

Homo sapiens thioredoxin domain containing 12
(endoplasmic reticulum) (TXNDC12), mRNA.
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Symbol
TXNRD2

TYROBP
UBAP1
UBE2L6
UBE2W

UBQLN1
UBXN4

UHRF1

UHRF2

ULK4

UMODL1

UNC50
UPF3A
UROC1

USMG5

USP15
USP3
VAV1

VIM
VOPP1

VPREB3

VSX1
WBP2
WDR81
WIBG

YES1

Position
chr22:19863039-19920076

chr19:36395302-36399211

chr9:34179002-34251097

chr11:57319127-57335180

chr8:74692331-74791145

chr9:86274877-86323168
chr2:136499188-136542633

chr19:4909509-4962165

chr9:6413150-6507051

chr3:41288089-41319625

chr21:43483067-43563105

chr2:99225041-99234977

chr13:115047058-115049204

chr3:126200007-126236616

chr10:105148808-105156270

chr12:62654120-62697367

chr15:63796709-63866602

chr19:6772678-6857377

chr10:17270257-17279592
chr7:55538305-55605387

chr22:24094929-24096630

chr20:25051520-25063015

chr17:73841779-73851501

chr17:1619816-1641893

chr12:56295196-56321051

chr18:721591-812327

Beschreibung

Homo  sapiens thioredoxin reductase 2
(TXNRD2), nuclear gene encoding mitochondrial
protein, mRNA.

Homo sapiens TYRO protein tyrosine kinase
binding protein (TYROBP), mRNA.

Homo sapiens ubiquitin associated protein 1
(UBAP1), mRNA.

Homo sapiens ubiquitin-conjugating enzyme E2L
6 (UBE2L6), mRNA.

Homo sapiens ubiquitin-conjugating enzyme
E2W (putative) (UBE2W), mRNA.

Homo sapiens ubiquilin 1 (UBQLN1), mRNA.

Homo sapiens UBX domain protein 4 (UBXN4),
mMRNA.

Homo sapiens ubiquitin-like with PHD and ring
finger domains 1 (UHRF1), mRNA.

Homo sapiens ubiquitin-like with PHD and ring
finger domains 2, E3 ubiquitin protein ligase
(UHRF2), non-coding RNA.

Homo sapiens unc-51-like kinase 4 (C.elegans)
(ULK4), mRNA.

Homo sapiens uromodulin-like 1 (UMODL1),
mRNA.

Homo sapiens unc-50 homolog (C.elegans)
(UNC50), mRNA.

Homo sapiens UPF3 regulator of nonsense
transcripts homolog A (yeast) (UPF3A), mRNA.
Homo sapiens urocanate hydratase 1 (UROC1),
mRNA.

Homo sapiens up-regulated during skeletal
muscle growth 5 homolog (mouse) (USMGS),
mRNA.

Homo sapiens ubiquitin specific peptidase 15
(USP15), mRNA.

Homo sapiens ubiquitin specific peptidase 3
(USP3), mRNA.

Homo sapiens vav 1 guanine nucleotide
exchange factor (VAV1), mRNA.

Homo sapiens vimentin (VIM), mRNA.

Homo sapiens vesicular, overexpressed in
cancer, prosurvival protein 1 (VOPP1), mRNA.
Homo sapiens pre-B lymphocyte 3 (VPREBS3),
mRNA.

Homo sapiens visual system homeobox 1
(VSX1), non-coding RNA.

Homo sapiens WW domain binding protein 2
(WBP2), mRNA.

Homo sapiens WD repeat domain 81 (WDR81),
mRNA.

Homo sapiens within bgcn homolog (Drosophila)
(WIBG), mRNA.

Homo sapiens v-yes-1 Yamaguchi sarcoma viral
oncogene homolog 1 (YES1), mRNA.
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Symbol
YWHAZ

ZBP1
ZBTB45
ZBTB7B
ZCCHC24
ZDHHC19
ZFP36L1
ZFP91
ZFYVE20
ZNF101

ZNF22

ZNF276
ZNF302
ZNF384
ZNF397
ZNF446
ZNF484
ZNF490
ZNF512
ZNF561
ZNF595
ZNF627
ZNF652
ZNF670
ZNF692

ZNF70

Position
chr8:101930803-101962799

chr20:56178901-56195632

chr19:59024896-59030921

chr1:154975105-154991001

chr10:81142082-81203928

chr3:195924322-195938300

chr14:69254371-69260631

chr11:58346586-58389023

chr3:15111579-15140655

chr19:19779662-19791138

chr10:45496272-45500777

chr16:89789544-89804654

chr19:35168566-35175076

chr12:6775642-6798541

chr18:32820993-32824064

chr19:58987794-58992597

chr9:95607312-95640320

chr19:12686919-12721623

chr2:27805835-27846082

chr19:9718001-9731916

chr4:53226-68380

chr19:11708234-11729974

chr17:47366567-47439476

chr1:247197939-247242115

chr1:249144202-249150234

chr22:24083771-24093279

Beschreibung

Homo sapiens tyrosine 3-
monooxygenase/tryptophan  5-monooxygenase
activation protein, zeta polypeptide (YWHAZ),
mRNA.
Homo sapiens Z-DNA binding protein 1 (ZBP1),
mRNA.

Homo sapiens zinc finger and BTB domain con-
taining 45 (ZBTB45), mRNA.

Homo sapiens zinc finger and BTB domain con-
taining 7B (ZBTB7B), non-coding RNA.

Homo sapiens zinc finger, CCHC domain contai-
ning 24 (ZCCHC24), mRNA.

Homo sapiens zinc finger, DHHC-type containing
19 (ZDHHC19), mRNA.

Homo sapiens ZFP36 ring finger protein-like 1
(ZFP36L1), mRNA.

Homo sapiens ZFP91 zinc finger protein
(ZFP91), mRNA.

Homo sapiens zinc finger, FYVE domain contai-
ning 20 (ZFYVEZ20), mRNA.

Homo sapiens zinc finger protein 101 (ZNF101),
mRNA.
Homo sapiens zinc finger protein 22 (ZNF22),
mRNA.
Homo sapiens zinc finger protein 276 (ZNF276),
mRNA.

Homo sapiens zinc finger protein 302 (ZNF302),
mRNA.

Homo sapiens zinc finger protein 384 (ZNF384),
mRNA.

Homo sapiens zinc finger protein 397 (ZNF397),
mRNA.

Homo sapiens zinc finger protein 446 (ZNF446),
mRNA.

Homo sapiens zinc finger protein 484 (ZNF484),
mRNA.

Homo sapiens zinc finger protein 490 (ZNF490),
mRNA.

Homo sapiens zinc finger protein 512 (ZNF512),
mRNA.

Homo sapiens zinc finger protein 561 (ZNF561),
mRNA.

Homo sapiens zinc finger protein 5695 (ZNF595),
mRNA.

Homo sapiens zinc finger protein 627 (ZNF627),
mRNA.

Homo sapiens zinc finger protein 652 (ZNF652),
mRNA.

Homo sapiens zinc finger protein 670 (ZNF670),
mRNA.

Homo sapiens zinc finger protein 692 (ZNF692),
mRNA.

Homo sapiens zinc finger protein 70 (ZNF70),
mRNA.
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Das Kerngenset

Symbol
ZNF704

ZNF718
ZNF75A
ZNF771
ZNF787
ZNF791
ZNF805
ZNF821

ZNRF2

ZSCAN10

72773

Position
chr8:81540685-81787016

chr4:53226-156490

chr16:3355432-3368576

chr16:30418734-30425930

chr19:56598731-56632649

chr19:12721731-12740676

chr19:57752052-57774106

chr16:71893582-71914379

chr7:30323922-30407308

chr16:3138894-3142861

chr1:78030189-78099090
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Beschreibung

Homo sapiens zinc finger protein 704 (ZNF704),
mRNA.

Homo sapiens zinc finger protein 718 (ZNF718),
mRNA.

Homo sapiens zinc finger protein 75a (ZNF75A),
mRNA.

Homo sapiens zinc finger protein 771 (ZNF771),
mRNA.

Homo sapiens zinc finger protein 787 (ZNF787),
mRNA.

Homo sapiens zinc finger protein 791 (ZNF791),
mRNA.

Homo sapiens zinc finger protein 805 (ZNF805),
mRNA.

Homo sapiens zinc finger protein 821 (ZNF821),
mRNA.

Homo sapiens zinc and ring finger 2 (ZNRF2),
mRNA.

Homo sapiens zinc finger and SCAN domain
containing 10 (ZSCAN10), mRNA.

Homo sapiens zinc finger, ZZ-type containing 3
(ZZZ3), mRNA.
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