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1 Einleitung

1.1 Akute myeloische Leukamie

Die akute myeloische Leukdmie (AML) ist eine maligne hdmatologische Erkrankung, die
durch die rapide klonale Expansion von myeloischen Vorldauferzellen charakterisiert ist.
Obwohl sich die Therapie in den letzten Jahrzehnten verbessert hat, ist die Prognose
weiterhin insgesamt schlecht. Fortschritte wurden primar in der supportiven Therapie erzielt,
wahrend es in der zytoreduktiven Therapie in den letzten Jahrzehnten wenige
Veranderungen gab. Die Inzidenz betragt etwa 4/100.000 (2016) und steigt mit dem
Lebensalter’; die Prognose verschlechtert sich mit steigendem Alter. Fast 80% der
Patient*innen mit Diagnosealter ber 65 Jahren sterben innerhalb eines Jahres nach
Diagnosestellung?, wobei das mittlere Erkrankungsalter bei 72 Jahren liegt®. Mit 24% hat
die AML die fiinftschlechteste 5-Jahres-Uberlebensrate aller Krebsarten (2016)2.

Bekannte  atiologische  Faktoren der AML sind unter anderem  eine
Knochenmarksschadigung durch Exposition mit ionisierender Strahlung, Benzol,
Zytostatika und Tabak. AulRerdem kann die AML sekundér aus Vorlaufererkrankungen der
hamatopoetischen Zellen wie dem myelodysplastischen Syndrom (MDS) oder
myeloproliferativen Neoplasien entstehen*>.

Leuk&mien werden je nach klinischem Verlauf in akute und chronische Formen eingeteilt.
Chronische Leukamien verlaufen langsam und sind anfangs oft lange Zeit subklinisch.
Akute Leukédmien hingegen sind durch einen rapiden klinischen Verlauf gekennzeichnet und
fiihren ohne Therapie nach wenigen Monaten zum Tod®. DefinitionsgemaR liegt bei ihnen
der Blastenanteil im Knochenmark oder peripheren Blut bei > 20%’. Die AML ist mit etwa
80% die haufigste der akuten Leukamien im Erwachsenenalter®.

Die Einteilung der AML erfolgte urspriinglich nach der 1976 verdffentlichten French-
American-British(FAB)—Klassifizierung anhand von zytomorphologischen Merkmalen in 8
Subgruppen M0-M78. Nachdem durch Weiterentwicklung molekulargenetischer Methoden
neue relevante Informationen fur Diagnosestellung, Therapie und Prognose verfugbar waren,
wurde 2008 durch die WHO eine durch weitere genetische, immunphéanotypische und
Klinische Kriterien erweiterte Klassifikation eingefuhrt, die 2016 nochmals aktualisiert
wurde””.

Klinisch manifestiert sich die AML vor allem durch die Verdrdngung der normalen
H&matopoese durch starke Vermehrung der abnormen Blasten im Knochenmark. Symptome

sind Zeichen der Andmie, wie Mudigkeit und verringerte Leistungsfahigkeit, der
1
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Leukopenie, vor allem Infektanféalligkeit, und der Thrombopenie, wie erhohte

Blutungsneigung.

1.1.1 Therapie der AML

Bei der Therapie der AML wird grundsatzlich zwischen der Induktionstherapie mit dem Ziel
einer kompletten Remission (CR) und der Konsolidierungstherapie zur Erhaltung der
Remission unterschieden. Die CR wird durch die Reduktion der Blasten im Knochenmark
auf < 5% und die Normalisierung des peripheren Blutbilds definiert. 70-80% der
Patient*innen < 60 Jahren bzw. 40-65% der Patient*innen > 60 Jahren erreichen eine CR.
Allerdings entwickelt sich trotz Konsolidierungstherapie entsprechend bei 50-55% bzw. 85%
dieser Patient*innen ein Rezidivi®. Dieses entsteht aus wenigen verbleibenden malignen
Zellen, der minimal residual disease (MRD), und ist oft resistenter gegen Chemotherapeutika,
was eine der groRten Herausforderungen in der AML-Therapie darstellt.

Die seit Langem eingesetzte Standard-Induktionstherapie ist das sogenannte 7+3-Schema,
bei dem Cytarabin (AraC, 100-200 mg/m?2) intravends kontinuierlich Uber 7 Tage und an 3
Tagen mit einem Anthrazyklin wie Daunorubicin (DNR, 60 mg/m?), Idarubicin (10-12
mg/m?2) oder Mitoxantron (10-12 mg/m?2) kombiniert verabreicht wird®. Beim TAD-Schema
kommt zusétzlich auch 6-Thioguanin (6-TG, 100-200 mg/m?) an 7 Tagen zur Anwendung,
das jedoch verglichen mit dem 7+3-Schema keinen nachgewiesenen therapeutischen Vorteil
fiir das Gesamtiiberleben erbringt®.

AraC ist ein Analogon des Nukleosids Desoxycytidin, das nach Aufnahme in die Zelle durch
drei verschiedene Kinasen zum aktiven Metaboliten Ara-CTP triphosphoryliert wird. Ara-
CTP wird wahrend der DNA-Synthese in proliferierenden Zellen féalschlicherweise statt
Desoxy-CTP in die DNA eingebaut und fiihrt dadurch zum Elongationsstopp, zur Blockade
der DNA-Synthese und zum Zelltod. 6-TG ist ein Analogon des Nukleosids Guanin, welches
nach dem gleichen Prinzip wie AraC wirkt und ebenfalls intrazelluldr triphosphoryliert und
in die DNA eingebaut wird'. DNR hingegen hemmt die DNA-Topoisomerase II, was mit
weiteren anderen molekularen Mechanismen zur Induktion der Apoptose fiihrt'? (Abbildung
1).
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Abbildung 1 Vereinfachtes Schema des Metabolismus von AraC, 6-TG und DNR. 6-TG, 6-Thioguanin;
6-TGDP, 6-Thioguanindiphosphat; 6-TGMP, 6-Thioguanosinmonophosphat; 6-TGTP, 6-
Thioguanintriphosphat; AraC, Cytarabin; Ara-CDP, Cytarabindiphosphat; Ara-CMP, Cytarabinmonophosphat;
Ara-CTP, Cytarabintriphosphat; DNR, Daunorubicin; ENT1, Equibrilative Nucleoside Transporter 1; NT5C2,
5’Nucleotidase; Trans, Transporter.

Adaptiert nach Lamba et al.*?, de Boer et al.**, Megias-Vericat et al.’5, Stief'¢,

Je nach individuellem Risiko- und genetischem Profil wird die Induktionstherapie angepasst,
indem bei unfitten Patient*innen weniger intensive Therapieprotokolle verwendet und bei
bestimmten Patient*innen-Subgruppen zielgerichtete Therapeutika eingesetzt werden
(Abbildung 2). Daher wird zu Therapiebeginn das Mutationsprofil der Patient*innen
bestimmt, die die Zuordnung in Subgruppen erlaubt. Konkret wird bei Patient*innen mit
bestimmten Mutationen der Rezeptortyrosinkinase FLT3 der FLT3-Inhibitor Midostaurin
von Tag 8 bis 21 zusatzlich zum 7+3-Schema gegeben. Bei MDS-assoziierter und
therapieassoziierter AML wird das 7+3-Schema durch CPX-351 ersetzt, welches eine

liposomal abgekapselte Kombination von Cytarabin und Daunorubicin ist. Beim Nachweis
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von CD33-Positivitdt soll der mit einem Zytotoxin gekoppelte CD33-Antikdrper
Gemtuzumab-Ozagamicin (GO) zum 7+3-Schema ergénzt werden, wenn bestimmte weitere
Faktoren vorliegen, bei denen ein durch GO verbessertes Therapieergebnis gezeigt werden
konnte. Die AML-Subgruppe der akute Promyelozytenleukdmie (APL) wird durch eine auf
All-Trans-Retinsaure und Arsentrioxid basierende Induktionstherapie behandelt.

Bei unfitten Patient*innen mit héherem Alter > 75 Jahren oder Komorbiditaten sind
Hydroxyurea, niedrigdosiertes Cytarabin oder die hypomethylierenden Nukleosidanaloga

Decitabin oder 5-Azacitidin mogliche Therapeutika*®.

AML
alle Subgruppen APL
auBer APL

I ] ATRA-basierte

™ unfit Chemotherapie
FLT3- cD33+ MDS-assoziierte alle anderen HL)S’L%xy;reaH(::r

Mutation AML / tAML Subgruppen s

7+3 + 7+3 + CPX-351 743

Midostaurin Gemtuzumab-
Ozagamicin

Abbildung 2 Vereinfachtes Schema der AML-Induktionstherapie. Darstellung verschiedener AML-
Subgruppen und deren Induktionstherapie. 7+3, 7+3-Schema; APL, akute Promyelozytenleukédmie; ATRA,
All-trans-Retinsdure; HMA, hypomethylierende Substanzen; LDAC, niedrigdosiertes AraC; tAML,
therapieassoziierte AML. Adaptiert nach Rollig et al ®.

Die Konsolidierungstherapie kann abhdngig von Konstitution und Rezidivrisiko der
Patient*innen mit hochdosiertem AraC oder einer allogenen Stammzelltransplantation

erfolgen®.

1.2 KDMGA

KDMBG6A, auch bekannt als ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat, X chromosome
(UTX), ist eine ubiquitdr exprimierte Histondemethylase. Sie entfernt mit der enzymatisch
aktiven JmjC-Doméne spezifisch Di- und Trimethylgruppen von Histon 3 an Lysin 27
(H3K27)Y1, Dies fithrt im Rahmen der epigenetischen Regulation zur transkriptionellen

Aktivierung®®2,
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KDM6A gehort mit KDM6B (JMJD3) und KDM6C (ubiquitously transcribed
tetratricopeptide repeat, Y chromosome, UTY), die starke Sequenzhomologie zeigen, zur
KDM6 Subfamilie der Jumonji C(JmjC)-Doménen enthaltenden Proteine??. KDMG6A hat
eine Lange von 1401 Aminosauren und besitzt wie UTY zusétzlich zur C-terminalen JmjC-
Doméne 6 N-terminale tetratricopeptide repeat(TPR)-Domanen, welche Protein-Protein-
Interaktionen vermitteln?*24, Die TPR-Domanen kommen bei KDM6B allerdings nicht vor?,
Das auf dem X-Chromosom lokalisierte KDM6A unterliegt anders als die meisten X-
chromosomalen Gene nicht der X-Inaktivierung, sodass bei weiblichen Individuen héhere
Expressionslevel nachgewiesen werden kénnen?>26,

Gemeinsam mit KMT2C (MLL3), KMT2D (MLL4) und weiteren Proteinen ist KDMG6A ein
Bestandteil des ,,complex of proteins associated with SET1“(COMPASS)-Komplexes.
Dieser mono-, di- und trimethyliert Lysin 4 von Histon 3 (H3K4) und fuhrt dadurch zur
transkriptionellen Aktivierung?’2°. KMT2C und KMT2D agieren vor allem als Mono- und
Dimethyltransferasen von H3K4 an Enhancern®®. Dies fiihrt durch weitere KMT2D-
vermittelte  Acetylierung von H3K27 durch die Acetyltransferase p300 zur
Enhanceraktivierung3=32,

Fur die Methyltransferasefunktion an H3K4 sind auch die weiteren Bestandteile des
COMPASS-Komplexes WDR5, RbBP5, ASH2L und DPY30, welche gemeinsam den
Subkomplex WRAD bilden, relevant®. Dabei ist die Anwesenheit von KMT2D wichtig fir
die Stabilisierung des Komplexes und von UTX in den Zellen. AufRerdem ist KMT2D
essentiell fiir die friihe embryonale Entwicklung von Mausen3°3®,

KDMG6A scheint in diesem Komplex durch die Entfernung der Trimethylierung an H3K27
die Interaktion zwischen Histon 3 und den COMPASS-Komponenten WDRS5 und RbBP5 zu
vermitteln und erklart moglicherweise die inverse Korrelation zwischen der Trimethylierung
von H3K4 und H3K27°%,

Darlber hinaus kontrolliert KDMG6A auch die Acetylierung von Histon 3, Lysin 27
(H3K27ac), wobei der Knockdown (KD) von KDMG6A zu verringerten H3K27ac-Leveln
fihrt®’,

[ ITPR | | [ImiC |

1 1401

Abbildung 3 Schematische Proteinstruktur von KDM6A. Aminosaurepositionen sind angegeben. TPR,
tetratricopeptide, JmjC, Jumonji C. Illustration mit der IBS Software®. Adaptiert nach Hong et al.*°.
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1.2.1 Rolle von KDMG6A  als epigenetischer  Regulator  und
Tumorsuppressorgen

KDMG6A hat eine Vielzahl von sowohl Katalyse-abhangigen als auch Katalyse-
unabhéngigen Funktionen. In verschiedenen Studien wurde die Relevanz von KDMG6A in
der embryonalen Differenzierung wie der kardialen Entwicklung und der Hamatopoese
gezeigt®>*. Diese geschieht unter anderem durch die Regulation von HOX-Genen mittels
Verringerung der H3K27me3-Level und Erhohung der H3K4me3-Level durch Rekrutierung
des MLL3/4-Komplexes an den entsprechenden Promotorent’#*. Als Histondemethylase
agiert KDMB6A als epigenetischer Regulator, welcher auf die Transkription verschiedener
Gene Einfluss nimmt. Die DNA in eukaryotischen Zellen ist um Histone aufgewickelt und
dadurch in Form von Chromatin komprimiert verpackt. Epigenetische Modifikationen an
den Histonen, zum Beispiel durch Methylierung oder Acetylierung, und an der DNA kénnen
die Konfiguration des Chromatins beeinflussen und dadurch die Transkription der DNA
regulieren.

2009 wurde erstmals die Rolle von KDM6A als Tumorsuppressorgen postuliert®.
Inaktivierende somatische Mutationen von KDM6A wurden in einer Reihe von
verschiedenen  Tumoren beobachtet, darunter das multiple Myelom, das
Plattenepithelkarzinom des Osophagus, das Kklarzellige Nierenzellkarzinom, das
Urothelkarzinom, das Medulloblastom und myeloische Leukamien*~8. Auch bei T-ALL-
Patient*innen wurden gehduft somatische Loss-of-function(LOF)-Mutationen gefunden, die
vor allem in der katalytischen JmjC-Domane vorkamen und damit die kritische Rolle der
Demethylase-Funktion von KDMG6A fiir die ALL-Leukdmogenese zeigten?®*°, In anderen
Tumorarten wie auch der AML kommen inaktivierende KDM6A-Mutationen auch an
anderen Positionen auRerhalb der JmjC-Doméne vor®®®!, was auf weitere, Demethylase-
unabhangige Mechanismen der Tumorsuppressorfunktion hindeutet. 2018 zeigten Gozdecka
et al.®?, dass LOF-KDM6A-Mutationen durch nicht-katalytische KDM6A-Funktionen wie

differenzielle bidirektionale H3K27-Acetylierung zur myeloischen Leukidmogenese filhren®?,

1.2.2 Rolle von KDMG6A in der Vermittlung der Zytostatikaresistenz bei AML-
Patient*innen

Greif et al.>® untersuchten 2018 in einer Exomsequenzierung 50 zytogenetisch normale (CN-)
AML-Patient*innen zum Zeitpunkt von Diagnose, Remission und Rezidiv. Dabei wurden
bei zwei Patientinnen somatische Mutationen von KDM6A, L1103R und V1113Sfs*38,

entdeckt. Bei beiden Patientinnen konnten die KDM6A-Mutationen bei Diagnose als
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subklonal (variant allele frequency (VAF) relativ zur Blastenzahl < 4,8%) detektiert werden,
wahrend sie im Rezidiv zum Hauptklon (VAF > 41%) herausgewachsen waren°3, Als
Induktionstherapie wurde bei den Patientinnen das TAD-Schema mit 6-TG, AraC, und DNR
eingesetzt. Eine weitere Mutation mit starker VAF-Erhéhung im Rezidiv (bei Diagnose 0,58%
VAF, im Rezidiv 68,2% VAF), KDM6A E1325X, wurde in einem von 8 PDX-
Mausmodellen von AML-Patient*innen®® gefunden. Die entsprechende Patientin mit
dieser KDM6A-Mutation erhielt AraC und DNR, gefolgt von hochdosiertem AraC und
Mitoxantron, als Induktionstherapie.

Daher wurde weiterhin untersucht, ob die Induktionstherapie mit den Chemotherapeutika
AraC, 6-TG und DNR zur Selektion von KDM6A-mutierten Klonen im Rezidiv gefihrt
haben konnte. Stief et al.®® aus der Arbeitsgruppe von Karsten Spiekermann zeigten in
KDMBG6A short hairpin RNA(ShRNA)-KD- und CRISPR/Cas9-Knockout(KO)-Zellen der
myeloischen Zelllinie K562 im Vergleich zur Kontrolle eine erhohte Resistenz gegen AraC
und DNR, nicht jedoch gegen 6-TG. Auch in der AML-Zelllinie MONO-MAC 1 (MM-1)
zeigte sich der Zusammenhang von KDM6A-KO und erhéhter AraC-Resistenz®!,

1.2.3 Potenzielle KDM6A-Zielgene

1.2.3.1 NT5C2

NT5C2 (5'-Nucleotidase, Cytosolic Il oder cN-Il) ist ein zytoplasmatisch ubiquitér
exprimiertes Enzym®®, das durch Dephosphorylierung von Nukleosidmonophosphaten,
bevorzugt GMP, IMP und XMP, am Purinabbau beteiligt ist>"°8. Dadurch nimmt NT5C2 an
der Aufrechterhaltung des Gleichgewichts zwischen intra- und extrazellularem
Nukleotidpool teil, welches fiir eine normale Zellfunktion relevant ist>*°. Durch
Dephosphorylierung von Ara-CMP® und 6-Thio-GMP®! ist NT5C2 auch im AraC- und 6-
TG-Metabolismus involviert (Abbildung 1).

Die prognostische Relevanz von NT5C2 in der AML-Therapie wurde erstmals 2001
beschrieben. Galmarini et al®*% konnten zeigen, dass eine hdhere NT5C2-mRNA-
Expression in AML-Blasten bei Diagnose mit einer schlechten Prognose korreliert®-,
AuRerdem wurde eine signifikante Korrelation zwischen hohen NT5C2 mRNA-Leveln in
AML-Blasten bei Diagnose und héheren in vitro-ICso-Werten fiir AraC festgestellt®*, was
darauf hindeuten kénnte, dass die Inhibition von NT5C2 den zytotoxischen Effekt von AraC
verstarkt®®,

Rezidiv-spezifische  Gain-of-function(GOF)-Mutationen von NT5C2 wurden in

verschiedenen Untersuchungen bei 20% der T-ALL-Rezidiv-Patient*innen, 3-10% der

7
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Vorldufer-B-ALL-Rezidiv-Patient*innen und 35-45% der ALL-Patient*innen mit friihem
Rezidiv nachgewiesen®. Durch Uberexpression der mutierten NT5C2-Konstrukte in ALL-
Zelllinien, welche eine erhohter Resistenz gegen 6-TG und 6-Mercaptopurin (6-MP), nicht
aber gegen AraC aufwiesen, wurden die NT5C2-Mutationen als GOF-Mutationen
charakterisiert’®’*, Die am haufigsten vorkommende rezidiv-assoziierte Mutation NT5C2
R367Q5% 72 wurde auch in dieser Arbeit untersucht.

Des Weiteren spielen Alterationen in der NT5C2-Expression eine Rolle bei der hereditaren

spastischen Paraplegie, der Schizophrenie und der Blutdruckregulation’®.

1.2.3.2 SPARC

Das Gen secreted protein acidic and rich in cysteine (SPARC) kodiert fir ein
hochkonserviertes matrizelluléres Protein. Matrizelluldre Proteine sind extrazellulare
Proteine, die nicht direkt strukturgebend sind, sondern Zell-Matrix-Interaktionen und
Zellfunktionen modulieren’. SPARC wirkt antiproliferativ’® und antiadhsiv’®, wird
vermehrt bei Gewebeentwicklung oder -umbau exprimiert” und ist relevant fir die
Zellmigration’®.

Untersuchungen von SPARC-KO-Mé&usen zeigen, dass SPARC ebenfalls eine wichtige
Rolle fur die Adipogenese’’, Wundheilung”® und das Wachstum von implantierten
Tumorzellen™ spielt. In  verschiedenen menschlichen Tumorgeweben und im
Tumorstromagewebe ist SPARC im Vergleich zum normalen Gewebe differenziell
exprimiert und scheint unterschiedliche tumorbiologische Funktionen zu haben8#8L, So sind
héhere Expressionslevel von SPARC in Brustkrebs®?, Melanomen® und Gliomen®* bekannt
und tragen dort moglicherweise zur Tumorprogression bei. Andererseits sind in Ovarial-%,
Kolorektal-2¢ und Pankreaskarzinomen®’ geringere SPARC-Expressionslevel nachweisbar,
die eine Rolle von SPARC als Tumorsuppressorgen vermuten lassen. SPARC-Expression im
Tumorstromagewebe von nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen®® und
Pankreaskarzinomen® ist mit einer schlechteren Prognose verbunden. 2014 wurde die
klinische Relevanz der SPARC-Expression auch in der AML beschrieben, wobei eine héhere
SPARC-Expression mit einem schlechteren Outcome bei CN-AML-Patient*innen assoziiert
ist®,

Interessant ist auch der Zusammenhang zwischen SPARC und dem MDS, einer
h&matologischen Erkrankung, die zur sekundéren AML fortschreiten kann. Die partielle
Deletion des langen Arms von Chromosom 5 (del(5q)) gehort mit 10-15% zu den hdufigsten
chromosomalen Aberrationen beim MDS und kommt auch bei der AML vor®t. Del(5q)-
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MDS-Patient*innen sprechen meist gut auf eine Therapie mit Lenalidomid an. Zwar ist der
genaue Mechanismus dafur noch nicht geklart, aber die antiproliferative Wirkung von
SPARC konnte dazu beitragen. SPARC ist namlich innerhalb der beim del(5q)-MDS
fehlenden Region von Chromosom 5 lokalisiert und wird unter Lenalidomid-Behandlung in
del(5g)-MDS-Patient*innen um mehr als 4-fach hochreguliert. Die Normalisierung der
SPARC-Expression konnte ursachlich sein fir die Proliferationshemmung der del(5q)-

Klone?2%3,

1.2.3.3 ENT1
Physiologische Nukleoside und die meisten in der Chemotherapie verwendeten
Nukleosidanaloga sind hydrophile Molekille und bendétigen daher membranstandige
Nukleosidtransporter, um durch die hydrophobe Zellmembran in die Zelle aufgenommen zu
werden®9. In humanen Zellen sind zwei Familien von Nukleosidtransportern bekannt, die
equibrilative  nucleoside transporter(ENT)- und die concentrative nucleoside
transporter(CNT)-Familie®. Die Nukleosidaufnahme fiir den Salvage-Pathway ist in
Leukozyten fur die zelluldare Biosynthese essentiell, da sie im Gegensatz zu Zellen anderer
Gewebe keine De-Novo-Purinnukleotidsynthese besitzen®.
Der Nukleosidtransporter human equilibrative nucleoside transporter 1 (ENT1), auch
bekannt als solute carrier family 29 member 1 (SLC29A1), gehort zur ENT-Proteinfamilie
mit den Mitgliedern ENT1-4 und ist ein Membrantransporter fir Purin- und
Pyrimidinnukleoside®’. Die Expression von ENT1 ist ubiquitar, hauptsichlich in der
Zellmembran, aber in geringerem Ausmal auch in den intrazellularen Membranen von
Mitochondrien, Nukleus und endoplasmatischem Retikulum®1%  ENT1 funktioniert
bidirektional  passiv, d.h. ENT1 transportiert  Nukleoside entlang ihrer
Konzentrationsgradienten'®*, Auch sorgt ENT1 fiir die zellulare Aufnahme von
synthetischen Nukleosidanaloga und macht als Haupttransporter von AraC einen Anteil von
etwa 80% der zellularen AraC-Aufnahme aus'®1%2. Daher spielt eine herunterregulierte
ENT1-Expression mit konsekutiv geringerem AraC-Transport in die Zelle auch als
Mechanismus fiir eine herabgesetzte ~AraC-Zytotoxizitit eine Rolle®. Der
Nukleosidtransport durch ENT1 wird selektiv und mit hoher Affinitat durch nanomolare
Konzentrationen des Nukleosidanalogons Nitrobenzylmercaptopurin  Ribonukleosid
(NBMPR) inhibiert03104,
Ein Zusammenhang zwischen der ENT1-Transportfunktion und der AraC-Sensitivitat von
AML-Patient*innen wurde bereits in verschiedenen Studien gezeigt. Geringe mRNA-
9
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Expressionslevel von ENT1 bei AML-Patient*innen korrelierten mit einem kirzeren
krankheitsfreien Uberleben®® und einem héheren Risiko fiir ein frithes Rezidiv®®. AuBerdem
wurde in in vitro-Zytotoxizitatsassays mit Blasten von AML-Patient*innen eine signifikant
inverse Korrelation zwischen ENT1 mRNA-Expression und mittlerer letaler Konzentration
(LCso) von AraC festgestellt’®?, Dies deutet auf eine durch geringe ENT1-Expression

vermittelte erhdhte AraC-Resistenz hin.
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Bei der akuten myeloischen Leukdmie (AML) handelt es sich um eine maligne klonale
Expansion myeloischer Vorlauferzellen mit insgesamt schlechter Prognose. Insbesondere
Rezidive aufgrund von Zytostatikaresistenz stellen eine Herausforderung in der AML-
Therapie dar. KDMG6A ist eine Histondemethylase und wurde als Tumorsuppressorgen in
verschiedenen Tumorarten identifiziert*. Auch in der AML konnte in Arbeiten aus der
Arbeitsgruppe von Karsten Spiekermann gezeigt werden, dass KDMG6A-inaktivierende
Mutationen zu einer erhdhten Resistenz gegen die in der AML-Therapie verwendeten
Zytostatika Cytarabin (AraC) und Daunorubicin (DNR) fiihren®. Moglicherweise filhrt dies
bei den entsprechenden Subklonen zum Selektionsvorteil und Herauswachsen im Rezidiv®?.
KDMBG6A reguliert zahlreiche Zielgene epigenetisch. Um einen genaueren Mechanismus fiir
die KDM6A-vermittelte erhdhte Zytostatikaresistenz aufzudecken, wurden in dieser Arbeit
drei potenziell durch KDMG6A regulierte Zielgene, NT5C2, SPARC und ENT1, untersucht.
Diese wurden in KDM6A-Knockdown oder -Knockout-Zellen differenziell reguliert.
Arbeitshypothese war dabei, dass die bekanntermafen im Zytostatikametabolismus oder in
der Tumorgenese involvierten Gene eine erhohte Resistenz gegen AraC und DNR in der
AML vermitteln kénnten. Die Gene wurden in verschiedenen myeloischen Zelllinien
hinsichtlich ihrer Regulation im KDM6A-Knockdown und -Knockout und des Effekts ihrer
Uberexpression oder Inhibition auf die Zytostatikasensitivitat getestet. AuRerdem wurde
KDM6A in KDM6A-Knockout-Zellen re-exprimiert und diese auf eine differenzielle
Regulation der Zielgene, die Wiederherstellung der Zytostatikaresistenz sowie die
diesbezugliche Relevanz der Demethylase-Aktivitat von KDMG6A untersucht. Schlie3lich
wurden mit der Massenspektrometrie Interaktionspartner von KDMG6A untersucht. Dadurch
sollten weitere moglicherweise im Zusammenhang mit der Zytostatikaresistenz stehende
Gene identifiziert und der Einfluss verschiedener KDM6A-Mutationen auf die Bindung der

Interaktionspartner untersucht werden.
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2 Material & Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 1 Verwendete Chemikalien und Reagenzien

Chemikalie / Reagenz

Hersteller

Verwendung

1 kb DNA ladder

Promega (Madison, WI, USA)

DNA-Leiter

1,4-Dithiothreit (DTT)

Carl Roth (Karlsruhe)

Massenspektrometrie

2-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA)

SDS-Gelelektrophorese, RNA-
Isolation

2-Propanol

AppliChem (Darmstadt)

RNA-Isolation

4'.6-Diamidin-2-Phenylindol-
Dihydrochlorid (DAPI)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA)

Immunfluoreszenz

Acetonitril

Carl Roth (Karlsruhe)

Massenspektrometrie

Acrylamid 30% + Bisacrylamid
0.8%

Carl Roth (Karlsruhe)

SDS-Gelelektrophorese

Agarose NEEO Ultra-Qualitat

Carl Roth (Karlsruhe)

Agarosegelelektrophorese

Ameisensaure

Carl Roth (Karlsruhe)

Massenspektrometrie

Ammoniaklésung 25%

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA)

Massenspektrometrie

Ammoniumhydrogencarbonat

Carl Roth (Karlsruhe)

Massenspektrometrie

Ammoniumperoxidisulfat (APS)

Serva Electrophoresis (Heidelberg)

SDS-Gelelektrophorese

Ampicillin-Natriumsalz

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA)

DNA-Plasmid-Préparation

Aprotinin

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA)

Zelllyse

Bio-Rad Protein Assay Dye
Reagent Concentrate

Bio-Rad Laboratories (Hercules,
CA, USA)

Bradford-Test

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA)

SDS-Gelelektrophorese

Calciumchlorid-Dihydrat

AppliChem (Darmstadt)

Transfektion

Chloracetamid

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA)

Massenspektrometrie

Coulter CLENZ Cleaning Agent

Beckman Coulter (Brea, CA, USA)

Zellzahlgerét

Coulter Isoton Il Diluent

Beckman Coulter (Brea, CA, USA)

Zellzéhlgerat

CutSmart® Buffer

New England BioLabs (Ipswich,
MA, USA)

Plasmidverdau

DEPC-treated water

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA, USA)

RNA-Isolation

DH5a kompetente Bakterien

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA, USA)

Retransformation

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA)

Einfrieren von Zellen, Losen
von wasserunloslichen
Substanzen

DMEM, high glucose

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA, USA)

Zellkulturmedium

D-PBS, ohne Calcium,

Magnesium PAN-Biotech GmbH (Aidenbach) Waschpuffer fur Zellen
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
Ethanol USA) Desinfektion
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Ethylendiamintetraessigséure
(EDTA)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA)

Western-Blot

Ethylenglykol-bis-(2-aminoethyl)-
N,N,N’,N'-tetraessigsaure
(EGTA)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA)

Zelllyse

Fetales Bovines Serum (FBS)

PAN-Biotech GmbhH (Aidenbach)

Zellkultur

Fluorescence Mounting Medium

Agilent Technologies (Santa Clara,
CA, USA)

Immunfluoreszenz

Formaldehyd-L&ésung 37%

AppliChem (Darmstadt)

Immunfluoreszenz

HEPES

AppliChem (Darmstadt)

Zelllyse

HEPES buffered saline 2x (HBS)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA)

Transfektion

HiMark™ Pre-Stained Protein
Standard

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA, USA)

Proteinleiter

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,

lodacetamid USA) Massenspektrometrie
Western-Blot,
Isopropanol AppliChem (Darmstadt) Massenspektrometrie

Kanamycinsulfat

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA)

Retransformation

LB-Agar (Lennox)

Carl Roth (Karlsruhe)

Retransformation

LB-Medium (Lennox)

Carl Roth (Karlsruhe)

Retransformation

Lysyl-Endopeptidase®

FUJIFILM Wako Pure Chemical
Corporation (Osaka, Japan)

Massenspektrometrie

Magermilchpulver

Carl Roth (Karlsruhe)

Western-Blot

Methanol

Carl Roth (Karlsruhe)

Massenspektrometrie

Natriumdodecylsulfat (SDS)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA)

SDS-Gelelektrophorese

Natriumorthovanadat

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA)

Zelllyse

Natriumpyruvat 100 mM

Biochrom GmbH (Berlin)

Zusatz fir Zellkulturmedium

NEBuffer™ 2.1

New England BioLabs (Ipswich,
MA, USA)

Plasmidverdau

NEBuffer™ 3.1

New England BioLabs (Ipswich,
MA, USA)

Plasmidverdau

Non-essential amino acids 10x

Biochrom GmbH (Berlin)

Zusatz fur Zellkulturmedium

Opti-MEM | Reduced Serum
Medium, GibcoTM

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA, USA)

Transfektion

PageRuler™ Prestained Protein
Ladder

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA, USA)

Proteinleiter

PBS w/o Mg?*, Ca?*

PAN-Biotech GmbH (Aidenbach)

Zellkultur, Immunfluoreszenz

Penicillin-Streptomycin

PAN-Biotech GmbH (Aidenbach)

Zusatz fir Zellkulturmedium

Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF)

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA)

Zelllyse

Pierce® Anti-HA Agarose

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA, USA)

Immunprazipitation

Pierce™ ECL Plus Western
Blotting Substrate

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA, USA)

Western-Blot

Plasmocin™ prophylactic

InvivoGen (San Diego, CA, USA)

Zusatz fir Zellkulturmedium

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,

Propidiumiodid USA) FACS
Quick-Load Purple 50 bp DNA New England BioLabs (Ipswich,
ladder MA, USA) DNA-Leiter

Recombinant Human IL-3 (rhIL3)

R&D Systems (Minneapolis, MN,
USA)

Zusatz fur Zellkulturmedium
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Recombinant Human Insulin (E.
coli-derived)

PromoCell (Heidelberg)

Zusatz fir Zellkulturmedium

Restriktionsenzyme

New England BioLabs (Ipswich,
MA, USA)

Plasmidverdau

RNAse away

Carl Roth (Karlsruhe)

RNA-Isolation

Thermo Fisher Scientific (Waltham,

RPMI 1640 + Glutamax, Gibco MA, USA) Zellkulturmedium
Thermo Fisher Scientific (Waltham,
S.0.C. Medium MA, USA) Transformation

SYBR™ Safe DNA gel stain

Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA, USA)

Agarosegelelektrophorese

Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Carl Roth (Karlsruhe)

SDS-Gelelektrophorese

Trifluoressigséure

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
USA)

Massenspektrometrie

Tris-(2-carboxyethyl)
phosphinhydrochlorid (TCEP)

Carl Roth (Karlsruhe)

Massenspektrometrie

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

(Tris)

Carl Roth (Karlsruhe)

SDS-Gelelektrophorese

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,

Triton-X-100 USA) Zelllyse
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,

Trypanblau USA) Zellzéhlgerat
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,

Trypsin USA) Massenspektrometrie
Thermo Fisher Scientific (Waltham, | Abldsung von adhérenten

Trypsin-EDTA (0.05%) MA, USA) Zellen
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,

Tween 20 USA) Western-Blot

Urea Carl Roth (Karlsruhe) Massenspektrometrie

2.1.2 Puffer und L6sungen

Tabelle 2 Verwendete Puffer und Ldsungen

Name

Zusammensetzung / Herkunft

Verwendung

Agarosegel 1-3%

1-3% Agarose in 1 x TAE Puffer + SYBR™ Safe
(1:10000)

Agarosegelelektrophorese

Elektrophoresepuffer
10x

51:151.4 g Tris, 720.65 g Glycin, 50 ¢
Natriumdodecylsulfat, gereinigtes Wasser

SDS-Gelelektrophorese

FACS-Puffer

50 ml: 48.5 ml PBS, 1.5 ml FBS, 50 pl Propidiumiodid

FACS

KCM 5x

13ml:5mI3MKCI 45ml1MCaCly, 7.5ml 1M
MgCly, gereinigtes Wasser

Transformation

Lammli-Puffer (4x)

10 ml: 1.33 ml 1.5 M Tris-HCI (pH 6.8), 0.8 g SDS, 4
ml Glycerol, 0.4 ml 14.3 M 2-Mercaptoethanol, 146 mg
EDTA, 8 mg Bromphenolblau

SDS-Gelelektrophorese

LB Agar (Lennox)

32 g in 1 | gereinigtem Wasser, autoklaviert**

Bakterienkultur

LBampicinin-Platten

Platten mit 20 ml LB-Agar mit 100 pg/ml Ampicillin

Bakterienkultur

500 ml: 25 ml 1 M HEPES, 75 ml 1 M NacCl, 10 ml 50
mM EGTA, 50 ml Glycerol 100%, 5 ml Triton X-100,

Lysispuffer* 2.1 g NaF, 2.23 g Na4P,0;x10H,0 Zelllyse
51: 242.3 g Tris, 18.61 g Natriumedetat, 57.1 ml

TAE-Puffer Essigsaure 100%, gereinigtes Wasser DNA-Gelelektrophorese
51:12.11 g Tris (pH 8.0), 87.66 g NaCl, gereinigtes

TBS 10x Wasser Western-Blot
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TBS-T

TBS 1x mit 0.1% Tween 20

Waschpuffer fur Western-
Blot Membranen

Transblotpuffer 1x | Wasser

51: Tris 15 g, Glycin 71 g, Methanol 790 g, gereinigtes

Western-Blot

Tris-HCI 1.5 M pH

51: 908.55 g Tris, gereinigtes Wasser, pH 6.8

6.8 SDS-Gelelektrophorese
Tris-HCI 1.5 M pH . . -
88 51: 908.55 g Tris, gereinigtes Wasser, pH 8.8 SDS-Gelelektrophorese

* wurde vor der Verwendung mit den Inhibitoren 5 mM PMSF, 25 pg/ml Aprotinin und 50

pg/ml Natriumorthovanadat versetzt

** wurde fiir 20 min autoklaviert bei 120°C und 2 bar

2.1.3

Inhibitoren und Zytostatika

Tabelle 3 Verwendete Inhibitoren und Zytostatika

Name Hersteller verwendete Konzentrationen | Stammldsung
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
6-Thioguanin | USA) 5nM - 1750 nM 20 mM in DMSO
Selleck Chemicals (Houston, TX,
Cytarabin USA) 8.3nM - 7290 nM 20 mM in DMSO
Daunorubicin | Apotheke LMU-KIinikum 0.5nM - 80 nM 3.8 mM in NaCl
NMBPR Tocris Bioscience (Bristol, UK) 0.1 uM - 10 uyM 750 uM in DMSO
2.1.4 Kitsysteme
Tabelle 4 Verwendete Kitsysteme
Katalog-

Kit Hersteller nummer Verwendung
Amaxa® Cell Line Nucleofector®
Kit V Lonza Group (Basel, CH) | VCA-1003 | Nukleofektion
EndoFree Plasmid Maxi Kit Qiagen (Hilden) 12362 Plasmid-Extraktion
In-Fusion® HD Cloning Kit Takara Bio (Kusatsu, JP) | 639648 Klonierung
Lipofectamine™ 3000 Transfection | Thermo Fisher Scientific
Reagent (Waltham, MA, USA) L.3000008 Transfektion
MycoAlert® Mycoplasma Detection
Kit Lonza (Basel, CH) LTO07-318 Mykoplasmentest
QIAprep Spin Miniprep Kit Qiagen (Hilden) 27106 Plasmid-Extraktion

DNA-Isolation aus
QlAquick Gel Extraction Kit Qiagen (Hilden) 28706 Agarosegelen
QuantiTect SYBR Green PCR Kit Qiagen (Hilden) 204141 gRT-PCR
QuikChange Il Site-Directed Agilent Technologies Ortsgerichtete
Mutagenesis Kit (Santa Clara, CA, USA) | 200523 Mutagenese
RNeasy Mini Kit Qiagen (Hilden) 74104 RNA-Isolation
SuperScript™ |V First-Strand Thermo Fisher Scientific
Synthesis System (Waltham, MA, USA) 18091050 cDNA-Synthese
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2.1.5 Antikorper

Tabelle 5 Verwendete Antikdrper

Hersteller-
Antikdrper Hersteller nummer Verdinnung | Inkubation
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
Anti B-Actin USA) A5441 1:20000 1h RT
St John's Laboratory (London, Uber Nacht,
Anti-ENT 1 UK) STJ96396 1:750 4°C
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, 1:10000 (WB),
Anti-FLAG USA) F3165-1MG | 1:1000 (IF) 1h, RT
Cell Signaling (Danvers, MA,
Anti-HA-TAG USA) 2367 1:600 1h, RT
Cell Signaling (Danvers, MA,
Anti-KDM6A USA) 335108 1:3000 1h, RT
Anti-mouse 1gG (H+L),
F(ab")2 Fragment
(Alexa Fluor® 488 Cell Signaling (Danvers, MA,
Conjugate) USA) 4408 1:500 1h, RT
Anti-Mouse-1gGK BP- | Santa Cruz Biotechnology
HRP, goat (Dallas, TX, USA) sc-516102 1:10000 1h, RT
H00022978-
Anti-NT5C2 Abnova (Taipeh, Taiwan) MO02 1:500 1h RT
Anti-Rabbit IgG-HRP, | Sigma-Aldrich (St. Louis, MO,
goat USA) A0545 1:10000 1h RT
ab207743/ Uber Nacht,
Anti-SPARC Abcam (Cambridge, UK) ERP20121 1:600* 4°C
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, | T6199-
Anti-a-Tubulin USA) 200UL 1:20000 1h, RT
* in Kombination mit Anti-Mouse-lgGK BP-HRP, goat
1:6000
2.1.6 Plasmide
Tabelle 6 Verwendete Plasmide
Bezeichnung Verwendung Herkunft
CMV 3x N-FLAG ENT1 Expressionsvektor AG I. Coe (Toronto, CA)
pcDNA 6 HA GFP Expressionsvektor AG K. Spiekermann
pcDNA 6 HA KDM6A 880-1401 Expressionsvektor AG K. Spiekermann
pcDNA 6 HA KDM6A E1325X Expressionsvektor AG K. Spiekermann
pcDNA 6 HA KDM6A H1146A Expressionsvektor AG K. Spiekermann
pcDNA 6 HA KDM6A L1103R Expressionsvektor AG K. Spiekermann
pcDNA 6 HA KDM6A Q880X Expressionsvektor AG K. Spiekermann
pcDNA 6 HA KDM6A
V1113Sfs*38 Expressionsvektor AG K. Spiekermann
pcDNA 6 HA KDM6A Expressionsvektor AG K. Spiekermann
PiggyBac Transposase Expressionsvektor AG S. Bultmann (Miinchen)
PiggyBac-KDM6A-H1146A Expressionsvektor Diese Arbeit
PiggyBac-KDM6A-WT Expressionsvektor Diese Arbeit
pMIY-ENT1-N48Q retroviraler Expressionsvektor | Diese Arbeit

17




Material & Methoden

pMIY-ENT1-WT retroviraler Expressionsvektor | Diese Arbeit
pMIY-NT5C2-R367Q retroviraler Expressionsvektor | Diese Arbeit
pMIY-NT5C2-WT retroviraler Expressionsvektor | Diese Arbeit
pMIY-SPARC retroviraler Expressionsvektor | Diese Arbeit
pMIY-ZCCHC7-ENT1 C-Flag retroviraler Expressionsvektor | Diese Arbeit
pMIY-ZCCHC7-ENT1 N-Flag retroviraler Expressionsvektor | Diese Arbeit

PMSCV-IRES-EYFP (pMIY)

retroviraler Expressionsvektor

R.K. Humphries (Vancouver, CA)

2.1.7 Oligonukleotide

Tabelle 7 Verwendete Oligonukleotide

Name Sequenz (5" - 3") Verwendung
ENT1 FOR AGCCAGGGAAAACCGAGA gRT-PCR ENT1
ENT1 REV ACCCAGCATGAAGAAGATAAGC gRT-PCR ENT1
GAPDH_FOR AATGAAGGGGTCATTGATGG gRT-PCR GAPDH
GAPDH_REV AAGGTGAAGGTCGGAGTCAA gRT-PCR GAPDH
InFus MIY CTAGGCGCCGGAATTGACTGGATCCGG | InFusion Klonierung NT5C2
NT5C2_FOR TACCGAGGAGATCTG bzw. SPARC in pMIY-Vektor
InFus MY TCGAGTTTTTCTCGAGGCCGTTTAAACC | InFusion Klonierung NT5C2
NT5C2 REV TTATCGTCGT bzw. SPARC in pMIY-Vektor
InFus_MIY CTAGGCGCCGGAATTCAACCATGGACT | InFusion Klonierung ENT1 in
ENT1.FOR ACAAAGACCATGAC pMIY-Vektor
InFus_MIY TCGAGTTTTTCTCGAGCGACTGGTACCT | InFusion Klonierung ENT1 in
ENT1.REV CACACAATTG pMIY-Vektor
InFus_PiggyBac CTCTGAGGCCACCCGCTAGCCACCATG | InFusion Klonierung KDM6A in
UTX.F AAATCCTGCGGAGT Piggybac Vektor
InFus_PiggyBac AGGCTTACCGCGGCCGCTCACTAAGAT | InFusion Klonierung KDMB6A in
UTX.R GAGGCGGATGGTAATGGA Piggybac Vektor
MIY ZCCHC7-ENT1 | TCGAGTTTTTCTCGAGGCATCTTAAACC | InFusion Klonierung ZCCHC7-
C-FLAG.R TTATCGTCGTCATC ENT1 C-FLAG in pMIY-Vektor
MIY ZCCHC7-ENT1 | TCGAGTTTTTCTCGAGACCTCCTGCATC | InFusion Klonierung ZCCHC7-
N-FLAG.R TCACACAAT ENT1 N-FLAG in pMIY-Vektor
MIY ZCCHC7- CTAGGCGCCGGAATTCATCGGTACCGA | InFusion Klonierung ZCCHC7-
ENT1.FOR GGAGATCTG ENT1 FLAG in pMIY-Vektor
GGAATCACCAAAAAAGTTTGCCACCCT
NT5C2 R367Q FOR | TGCCGTTTC NT5C2 R367Q Mutagenese
GAAACGGCAAGGGTGGCAAACTTTTTT
NT5C2 R367Q REV |GGTGATTCC NT5C2 R367Q Mutagenese
NT5C2 & NT5C2 R367Q
Seq_NT5C2 FOR1 |GATGGGGACCTCTTCATGTC Sequenzierung
Seq NT5C2 FOR2 |CACTTTTCGAAGAACTTCAGAGC NT5C2 Sequenzierung
NT5C2 & NT5C2 R367Q
Seq NT5C2 REV1 |GGGAGCCCTTGTAATGAACC Sequenzierung
Seq SLC29A1 FOR1 | GCTGGATGCTCTGCCCTTCT ENT1 Sequenzierung
Seq_SLC29A1 FOR2 | GGGAACGTTACTTCATTCCTG ENT1 Sequenzierung
ENT1 & ZCCHC7-ENT1
Seq SLC29A1 REV |CCAAATGAATTAATGAGCACGA Sequenzierung
Seq SPARC FOR1 |CCCTTGCCTGGACTCTGA SPARC Sequenzierung
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Seq_SPARC_REV

CTCTCATACAGGGTGACCAGG

SPARC Sequenzierung

Seq ZCCHC7_FOR1

GGTGATAATGTGGAAAGCTGG

ZCCHC7-ENT1 Sequenzierung

SPARC_FOR GTGCAGAGGAAACCGAAGAG gRT-PCR SPARC
SPARC_REV AAGTGGCAGGAAGAGTCGAA gRT-PCR SPARC
2.1.8 Zelllinien

Tabelle 8 Verwendete Zelllinien

Zelllinie Zelltyp Geschlecht
Ba/F3 murine Pro-B-Zellen nicht bekannt
HEK293T humane embryonale Niere weiblich
K562 humane CML in Blastenkrise weiblich
MONO-MAC-1 (MM-1) humane AML mannlich
MONO-MAC-6 (MM-6) humane AML maéannlich
THP-1 humane AML ménnlich
Phoenix-ECO humane embryonale Niere weiblich

Alle Zelllinien wurden von der DSMZ bezogen.

2.1.9 Verbrauchsmaterialien

Tabelle 9 Verwendete Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

3M™ Empore™ SDB-RPS PN 2241

Agilent Technologies

Axygen® PCR 8-Strip Tubes

Corning (Corning, NY, USA)

Brand™ Autoklavierbare Entsorgungsbeutel

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

Combitips advanced® 0.5 ml, 1.0 ml, 5.0 ml

Eppendorf (Hamburg)

Filterpipettenspitzen

Sorenson Multiguard, Biozym

Gel Blotting Papier

GE Healthcare (Chicago, IL, USA)

Glaswaren DWHK Life Sciences (Wertheim)
B. Braun (Melsungen), Halyard Health (Alpharetta, GA,
Handschuhe USA)

Kryoréhrchen Nunc™ Cryo Tube

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

Kichentticher

Tapira (Friedewald)

Lightcyclerplatten (96-Well)

Sarstedt (Nimbrecht)

Massenspektometrie Container

BGB (Rheinfelden)

Mr. Frosty™ Einfriercontainer

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

Multipipettenspitzen 0.1 ml

Eppendorf (Hamburg)

Nitrozellulosemembran 0.45 uM

GE Healthcare (Chicago, IL, USA)

Novex™ Gelkassetten 1.0 mm

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

PARAFILM® M

Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)

PCR-Reaktionsgefalie 0.2 ml

Biozym Scientific (Oldendorf)

Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml

Corning (Corning, NY, USA)

Pipettenspitzen Nachfillsystem Diamond
Tower Pack

Gilson (Madison, WI, USA)
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Pipettenspitzen zur Gelbeladung, 200 ul

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

QIlAshredder

Qiagen (Hilden)

Reagiergefale 1.5 ml, 2 mi

Sarstedt (Nimbrecht) & Eppendorf (Hamburg)

Sterilfilter 0.22 pm

Merck Millipore (Billerica, MA, USA)

WeilBe 96-Well-Feststoffplatten

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

Zellkulturflaschen, -platten, -schalen

Sarstedt (Niimbrecht)

Zellkulturplatten (48-Well)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

Zellkulturplatten, V-Bottom (96-Well)

Greiner Bio One (Kremsmiinster, AT)

Zentrifugenréhrchen 15 ml, 50 ml

Sarstedt (Nimbrecht)

Zentrifugenréhrchen mit Rundboden 5 ml,
14 ml

Corning (Corning, NY, USA)

2.1.10 Gerate

Tabelle 10 Verwendete Gerate

Gerat

Hersteller (Hauptsitz)

Agarosegelelektrophoresekammer

PEQLAB Biotechnologie (Erlangen)

Autoklaven VARIOKLAV® 500, Vertical
Autoclave VX-150

HP Medizintechnik (OberschleiBheim), Systec (Linden)

Bakterienbrutschrank

Infors (Bottmingen, CH)

COz-Inkubator 9040-0013

Binder (Tuttlingen)

DNA-Thermocycler

Peglab (Erlangen)

Drehrad

Kisker Biotech (Steinfurt)

Drucker / Kopierer / FAX

Konica Minolta (Chiyoda, JP)

Eismaschine FM-170AKE-SB

Hoshizaki (Toyoake, JP)

Entwicklermaschine fir DNA-
Gelelektrophorese

Vilber Lourmat (Eberhardzell)

Entwicklermaschine fiir Western-Blot Fusion
SL4

Vilber Lourmat (Eberhardzell)

Fluoreszenzmikroskop Leica DMi8

Leica (Wetzlar)

Flussigkeitschromatograph UltiMate™ 3000
RSLCnano

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

Flussigstickstofftank

Cryoson (Schéllkrippen)

Gefrierschrénke (-20°C)

Liebherr (Ochsenhausen), Bosch (Gerlingen
Schillerhdhe)

Gefrierschrénke (-80°C)

GFL (Burgwedel), Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA, USA)

Heizblock

Heap Labor Consult (Bovenden)

Kilhlschrénke (4°C)

Tritec (Hannover), Bosch (Stuttgart)

Kihlzentrifuge Centrifuge 5424R

Eppendorf (Hamburg)

Lebendzellzéhlgerét Vi-Cell XR

Beckman Coulter (Brea, CA, USA)

Luminometer GloMax discover

Promega (Madison, W1, USA)

Magnetrithrer MR3001

Heidolph (Schwabach)

Massenspektrometer Q Exactive™ HF Hybrid
Quadrupol-Orbitrap™

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

Mikroskop ID03

Carl Zeiss (Oberkochen)

Multipipette Xstream

Eppendorf (Hamburg)

Nukleofektor Amaxa Nucleofector™ 2b Device

Lonza Group (Basel, CH)
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pH-Meter inoLab® pH 7110

WTW (Weilheim)

Photometer BioPhotometer 6131

Eppendorf (Hamburg)

Pipetten 0.25-2.00 pl, 2.0-20.0 pl, 20-200 pl,
200-1000 pl

Gilson (Madison, WI, USA)

Pipettierhelfer accu-jet pro

Brand (Wertheim)

Prézisionswaage PCB2500-2

Kern (Balingen-Frommern)

Proteingelelektrophoresekammer Xcell
SureLock Mini Cell

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

Rollenmischer RS-TR05

Phoenix Intrument (Garbsen)

RT-PCR-Thermocycler LightCycler 480 1l

Roche (Basel, CH)

Schiittler Ika SA 260 basic

Merck (Darmstadt)

Sicherheitswerkbank FlowSafe B-[MaxPro]?-
130

Berner (EImshorn)

SpeedVac Konzentrator Eppendorf (Hamburg)

Spektralphotometer Nanodrop 1000 Peglab (Erlangen)

Thermomixer Eppendorf 5350 Eppendorf (Hamburg)

Tischzentrifuge 5430 Eppendorf (Hamburg)

Transblotkammer Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, USA)
Vortexer Cenco (Breda, NL)

Wasseraufbereitungssystem Milli-Q®
Reference Wasseraufbereitungssystem, Q-
POD® Reinstwasser-Entnahmeeinheit

Merck (Darmstadt)

Wasserbad Typ 1003, 1092

GFL (Burgwedel), Thermo Fisher Scientific (Waltham,
MA, USA)

Zentrifugen Heraeus™ Multifuge™ X1R

Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA)

2.1.11 Software

Tabelle 11 Verwendete Software

Software Hersteller

Verwendung

E-Capt 15.06

Vilber Lourmat (Eberhardzell)

Agarosegeldokumentation

FusionCapt Advance 16.11

Vilber Lourmat (Eberhardzell)

Western-Blot-Analyse

GraphPad Software (La Jolla, CA,

Datenvisualisierung & statistische

GraphPad Prism 6.07 USA) Analyse
IBS1.0.3 The CUCKOO Workgroup® Visualisierung von Proteinstrukturen
ImageJ ImageJ developers Western-Blot-Analyse

Mendeley Desktop 1.19.4

Mendeley Ltd., Elsevier

Literaturverwaltung

Microsoft Office 2010

Microsoft (Redmond, WA, USA)

Erstellung von Abbildungen und des
Manuskripts

Perseus 1.6.0.2

Cox et al.”®, MPI fir Biochemie

Massenspektrometrieanalyse

SnapGene 4.1 USA)

GSL Biotech LLC (Chicago, IL,

Visualisierung von DNA-
Vektorkarten
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2.2 Methoden

2.2.1 Molekularbiologische Methoden

2.2.1.1 Chemische Retransformation

Die Retransformation wurde durchgefihrt, um DNA-Plasmide in Bakterien zu vermehren
und aus diesen zu isolieren. Dafur wurden 14 ul steriles Wasser, 10 ul 5x KCM, 0.5-1 ul
Plasmid-DNA und 25 ul kompetente Escherichia coli(E.coli)-Bakterien vom Stamm DH5a
in ein 1.5 ml Reagiergefal pipettiert und fiir 20 min auf Eis und anschlieBend fiir 10 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschliefend wurden 250 pul SOC-Medium dazugegeben und
die kompetenten Bakterien fir 60 min bei 37°C mit 350 rpm in einem Thermomixer
geschdittelt. 110 pl der Bakterien wurden auf eine auf 37°C vorgewarmte LB ampicinin-Platte
gegeben. Die Platte wurde tber Nacht bei 37°C inkubiert und am nachsten Tag einzelne

Kolonien fir die Praparation von Plasmid-DNA gepickt und expandiert.

2.2.1.2 Préparation von Plasmid-DNA
Zur Isolation von Plasmid-DNA wurde die Methode der alkalischen Lyse verwendet.

2.2.1.2.1 Plasmid-Minipraparation

Fur die Vermehrung von Plasmid-DNA in geringem Umfang wurden Plasmid-
Minipréparationen durchgefihrt. Eine einzelne Kolonie transformierter Bakterien wurde
von der Agarplatte gepickt und tber Nacht in 2 ml LB ampicinin-Medium bei 37°C und 220
rpm geschuttelt. Am néchsten Morgen wurde die Plasmid-Minipraparation mit dem QIlAprep
Spin Miniprep Kit von Qiagen (Hilden) nach Herstellerprotokoll durchgefihrt. Die
gewonnene DNA wurde in 50 pl EB-Puffer geldst und die Ausbeute im Spektralphotometer
Nanodrop 1000 von Peglab (Erlangen) bestimmt.

2.2.1.2.2 Plasmid-Maxipraparation

Um DNA-Plasmide in groBem Umfang zu vermehren, wurde die Plasmid-Maxipréparation
durchgefiuihrt. Dazu wurde eine einzelne Kolonie transformierter Bakterien gepickt und fiir
6-8 h in 2 ml LBampicinin-Medium bei 220 rpm und 37°C geschdittelt. Anschliefend wurde
diese Bakteriensuspension in 200 ml LB-Medium uberfihrt und fir 16 h bei 220 rpm und
37°C geschdittelt.

Mit der entstandenen Bakterienkultur wurde eine endotoxinfreie Plasmidpréparation

mithilfe des EndoFree Plasmid Maxi Kit von Qiagen (Hilden) nach Herstellerangaben
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durchgefihrt. Die isolierte Plasmid-DNA wurde tber Nacht bei 4°C in 200 ul TE-Puffer
gel6st und die Konzentration im Spektralphotometer gemessen.
Plasmid-DNA wurde in Aliquots bei -20°C aufbewahrt.

2.2.1.3 DNA-Spaltung durch Restriktionsenzyme

Alle DNA-Plasmidkonstrukte wurden durch einen Restriktionsenzymverdau auf korrekte
GroRe des Vektors und Inserts, Orientierung des Inserts und ggf. korrekte Mutagenese
uberpruft. Daflr wurden je 30000 U der Restriktionsenzyme mit passendem
Restriktionspuffer und 3 ug der Plasmid-DNA, aufgefillt mit Wasser auf 50 ul Endvolumen,
fur mindestens 3 h bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurden die entstandenen DNA-

Fragmente durch eine DNA-Gelelektrophorese aufgetrennt.

2.2.1.4 DNA-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wurden nach ihrer GroRe in einem mit SYBR™ Safe DNA gel stain von
Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) geféarbten, je nach DNA-Lange 1-3%igen
Agarosegel aufgetrennt. Die Elektrophorese wurde in Agarosegelelektrophoresekammern
von PEQLAB Biotechnologie (Erlangen) bei einer Spannung von 100 V fur 30 — 60 min
durchgefihrt. Als Elektrophoresepuffer wurde 1x TAE-Puffer verwendet. Die DNA wurde
mit 6x Loading Dye vermischt und ein DNA-Leiter passender GréRe mit aufgetragen.
Nach der Elektrophorese konnten die DNA-Banden durch das SYBR™ Safe im UV-Licht

sichtbar gemacht werden.

2.2.1.5 DNA-Extraktion aus Agarosegelen

Nach der DNA-Gelelektrophorese wurde die gewiinschte DNA-Bande aus dem Agarosegel
ausgeschnitten und mithilfe des QIAquick Gel Extraction Kit von Qiagen (Hilden) nach
Herstellerangaben extrahiert und in 30—50 ul H2O eluiert.

2.2.1.6 RNA-Isolation aus Zellen
RNA wurde aus 5-10x10° Zellen mithilfe des RNeasy Mini Kits von Qiagen unter
Verwendung der optionalen QlAshredder nach Herstellerprotokoll isoliert. Dabei wurde

RNAse-frei gearbeitet. Die gewonnene RNA wurde bei -80°C aufbewahrt.
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2.2.1.7 cDNA-Synthese
cDNA wurde mithilfe des SuperScript™ 1V First-Strand Synthesis System Kits von Thermo
Fisher Scientific (Waltham, USA) nach Protokoll synthetisiert. Dabei wurde 1 ug Template-

RNA verwendet. Die synthetisierte cDNA wurde bei -20°C aufbewahrt.

2.2.1.8 Quantitative Real-Time-PCR

Die quantitative Real-Time-PCR (gQRT-PCR) zur Untersuchung der Genexpression auf
RNA-Level wurde mit dem LightCycler 480 Il von Roche und der entsprechenden Software
durchgefuhrt. Hierftr wurde das QuantiTect SYBR Green PCR Kit von Qiagen entsprechend
des Protokolls verwendet. Das enthaltene SYBR Green | bindet dabei an alle
doppelstrangigen DNA-Molekiile und emittiert dann ein Fluoreszenzsignal. Es wurden 500
ng cDNA eingesetzt.

Die relative Anderung (Fold Change) wurde mit der AAC+-Methode berechnet und auf die

GAPDH-Expression normalisiert. Die verwendeten Primer sind in Tabelle 7 aufgelistet.

2.2.1.9 DNA-Klonierung

Fur diese Arbeit wurden die untersuchten Gene KDM6A, KDM6A H1146A, NT5C2, SPARC
und ENT1 in die Expressionsvektoren pMIY (R.K. Humphries,Vancouver, CA) und
PiggyBac (AG Bultmann, Minchen) kloniert. Die Klonierungen wurden mit dem In-
Fusion® HD Cloning Kit von Takara Bio (Kusatsu, Prafektur Shiga, JP) nach
Herstellerprotokoll durchgefiihrt.

2.2.1.10 Ortsgerichtete Mutagenese

Mit der ortsgerichteten Mutagenese wurden Punktmutationen in DNA-Vektoren eingeflgt.
Sie wurde mithilfe des QuikChange 11 Site-Directed Mutagenesis Kits von Agilent
Technologies (Santa Clara, USA) nach Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Es wurden 10 ng
DNA-Template verwendet. Die Mutagenese wurde durch eine Sanger-Sequenzierung

bestéatigt.

2.2.1.11 DNA-Sequenzierung
DNA wurde nach der Sanger-Methode durch die Firma Sequiserve (Vaterstetten)

sequenziert.
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2.2.1.12 RNA-Sequenzierung

Die RNA-Sequenzierung wurde durchgefihrt, um im KDM6A-KD oder -KO differenziell
regulierte Gene festzustellen und darunter potenzielle KDM6A-Zielgene zu identifizieren,
die fur die erhohte Zytostatikaresistenz im KDM6A-KD verantwortlich sein kdnnten.

Fur die RNA-Sequenzierung wurde ein bereits beschriebenes Protokoll verwendet, das an
die SCRB-Methode angelehnt ist6:1%°,

2.2.2 Zellbiologische Methoden

2.2.2.1 Zellkultur

Die Zellkulturen wurden bei 37°C, 5% CO> und Wasserdampfsattigung im CO»-Inkubator
C 170 von Binder (Tuttlingen) und nach Herstellerangaben der DSMZ (Braunschweig)
inkubiert. Die gesamte Zellkulturarbeit wurde steril unter FlowSafe B-[MaxPro]?-130
Sicherheitswerkbénken von Berner (EImshorn) durchgefiihrt. Medium und Trypsin wurden
vor der Verwendung im Wasserbad auf 37°C erwéarmt.

Suspensionszellen wurden in RPMI-Medien unter Zusatz von 20% FBS, 60 U/ml Penicillin
und 60 pg/ml Streptomycin und adhérente Zellen in DMEM-Medien mit 10% FBS und 50
ug/ml Plasmocin™ prophylactic von InvivoGen (USA) kultiviert. Zusatzlich wurde das
RPMI-Medium fir die MM-1- und MM-6-Zellen mit 1 mM Natriumpyruvat und 1 x Nicht-
essenziellen Aminosduren und das fur die Ba/F3-Zellen mit 10% FBS und 10% WEHI-
Medium versetzt. Dem MM-6-Medium wurde auBerdem 10 pg/ml rekombinantes Insulin
hinzugefgt.

Das FBS wurde vor der Verwendung aufgetaut, im Wasserbad bei 56°C fur 30 min erhitzt,
um noch vorhandene hitzeempfindliche Bestandteile des Komplementsystems zu
inaktivieren, und anschlieBend steril filtriert. Es wurde bei -20°C gelagert.

Zur Herstellung von Medium fir die IL-3-abhéngigen Ba/F3-Zellen wurden IL-3-
produzierende WEHI-Zellen genutzt. Diese geben in Kultur IL-3 an ihr Medium ab, welches
zentrifugiert, steril filtriert und bei -20°C aufbewahrt wurde.

Alle 2-3 Tage wurden die Zellzahl und Zellkonzentration der Zellkulturen mit dem
Zellzahlgerat Vi-Cell XR von Beckman Coulter (USA) bestimmt und entsprechend der
Empfehlungen der DSMZ gesplittet. Beim Splitten wurde gegebenenfalls ein Teil der
Zellkultur verworfen und durch frisches Medium ersetzt.

Zum Splitten adh&renter Zellen wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit PBS
abgespult und mit 4 ml Trypsin abgel6st. Zur Inaktivierung des Trypsins wurde die doppelte
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Menge Medium hinzugegeben. Die Zellkonzentration wurde bestimmt, die Zellsuspension
bei 300 g fir 5 min zentrifugiert und das Zellpellet entsprechend der Zellzahl in frischem
Medium resuspendiert.

Einmal pro Woche wurden die Zellkulturen unter dem Lichtmikroskop D03 von Carl Zeiss
(Oberkochen) kontrolliert. Mindestens alle 2 Wochen wurden die Zellkulturflaschen

gewechselt.

2.2.2.2 Auftauen und Einfrieren von Zellen

Ein bei -80 oder langfristiger bei -260°C gelagertes Kryorohrchen mit gefrorenen Zellen
wurde rasch im 37°C Wasserbad aufgetaut und die Zellsuspension in 10 ml Medium
aufgenommen. Die Zellzahl wurde mithilfe des Vi-Cells bestimmt und die Zellen bei 300 g
5 min lang abzentrifugiert, um das Einfriermedium zu entfernen. AnschlieRend wurden die
Zellen entsprechend der Zellzahl in Medium resuspendiert und zunéchst in einer 48-Well-
Platte, dann in groReren Well-Platten und schliel3lich in Zellkulturflaschen expandiert.
Beim Einfrieren der Zellen wurden 4-5x108 Zellen in 1 ml Einfriermedium, bestehend aus
90% FBS und 10% DMSO, aufgenommen. Dieses wurde in einem Nunc™ Kryorohrchen
von Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) bei -80°C in einem mit Isopropanol befullten
Mr. Frosty™ Einfriercontainer von Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) eingefroren.
Fur die langfristige Aufbewahrung wurden die Zellen nach einigen Tagen in

Flussigstickstoff eingelagert.

2.2.2.3 Bestimmung der Lebenszellzahl
Die Lebendzellzahl und Viabilitéat der Zellkulturen wurde zum Splitten alle 2-3 Tage und fur
Ansétze von Experimenten mit definierter Zellzahl mit dem Vi-Cell bestimmt. Dazu wurden

600 pl der Zellkultur in die Probenbehalter gegeben. Das Gerédt misst die Zellzahl und

Viabilitat automatisiert mittels der Trypanblau-Ausschluss-Methode.

2.2.2.4 Mykoplasmentest

Alle 2 Wochen wurde mit den Zellkulturen ein Test auf Mykoplasmen mit dem MycoAlert®
Mycoplasma Detection Kit von Lonza (Basel, CH) durchgefiihrt. Dieser Test detektiert die
Aktivitdt von mykoplasmatischen Enzymen, welche nicht in eukaryotischen Zellen
vorkommen. Es wurde 1 ml der zu testenden Zellkultur entnommen und bei 100 g fur 5

Minuten zentrifugiert. 25 ul des Uberstands wurden zusammen mit 25 ul des Reagens in
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eine Corning™ Costar™ 96-Well-Feststoffplatte pipettiert und fur 5 min inkubiert.
AnschlieBend wurde die Lumineszenz A mit dem GloMax discover Luminometer von
Promega (USA) gemessen und die Zellsuspension mit 25 pl des Substrats fir 10 min
inkubiert. Wahrenddessen wandeln mykoplasmatische Enzyme ADP aus dem Substrat in
ATP um, welches durch eine im Reagens enthaltene Luciferase in ein Lichtsignal
umgewandelt wird und durch eine erneute Messung als Lumineszenz B erfasst wird. Der
Test war negativ, wenn der Quotient zwischen den beiden Lumineszenzmessungen B/A

kleiner 0.9 war. Im Falle eines positiven Tests wurde die Zellkultur entsorgt.

2.2.2.5 Durchflusszytometrie

Vor der Zellsortierung im Durchflusszytometer (fluorescence-activated cell sorting, FACS)
wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend in 0.5 ml FACS-Puffer
aufgenommen. Dieser enthalt Propidiumiodid, welches tote Zellen anfarbt und dadurch im
Zellsortierungsprozess erkennbar macht.

Die Durchflusszytometrie wurde angewandt, um transduzierte Zellen nach ihrem

Fluoreszenzmarker zu sortieren oder um Einzelzellklone herzustellen.

2.2.2.6 Proliferationsassays

2.2.2.6.1 72 und 96 h Proliferationsassay

Bei den Proliferationsassays mit Ba/F3-Zellen wurden je 5x10* Zellen in 1 ml Ba/F3-
Medium in die Wells einer 48-Well-Platte ausgesat. Dafir wurde die Zellkonzentration im
Vi-Cell bestimmt, anschlieend die Zellen fir 5 min bei 300 g abzentrifugiert und in einem
der Zellzahl angepassten VVolumen frischen Mediums aufgenommen. Die Zellen wurden zu
unterschiedlichen Konzentrationen der Zytostatika AraC (10-600 nM), 6-TG (5-600 nM)
und DNR (0.5-8 nM) gegeben. Mit dem lichtinstabilen DNR wurde im Dunklen gearbeitet.
Als Kontrollen wurden die Ba/F3-Zellen in reinem Medium und in Medium mit der hochsten
im Assay verwendeten DMSO-Konzentration angesetzt.

Bei den K562-Zellen wurden pro Well 2x10° Zellen in 1 ml Medium ausgesat und sonst wie
bei den Ba/F3-Zellen verfahren. Die verwendeten Zytostatikakonzentrationen lagen bei 8.3—
1350 nM AraC, 250-1750 nM 6-TG und 5-80 nM DNR.

Fur Versuche mit MONO-MAC-Zellen wurden pro Well 2x10° Zellen in 1 ml Medium
angesetzt und AraC-Konzentrationen von 30-7290 nM verwendet.
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Nach 72 oder 96 h Inkubationszeit bei 37°C und 5% CO> wurden die Zellen im Well durch
Auf- und Abpipettieren gut vermischt und anschlielend die Lebendzellzahl durch das Vi-
Cell bestimmt.

Die Versuche wurden jeweils in Duplikaten und mindestens dreimal unabhéngig

voneinander durchgefiihrt.

2.2.2.6.2 Langzeitproliferationsassay

Um die Proliferation von Ba/F3- und K562-Zellen unter Zytostatikabehandlung tber einen
ldngeren Zeitraum zu untersuchen, wurden Proliferationsassays Uber 8 bzw. 14 Tage
durchgefiihrt.

An Tag 0 wurden 5x10% Ba/F3- bzw. 2x10° K562-Zellen in 5 ml Medium unbehandelt oder
in mit unterschiedlichen Konzentrationen der Zytostatika AraC und DNR oder mit 0.5 ug/ml
Doxycyclin versetztem Medium ausgesat. Die Zellkonzentrationen wurden alle 2 Tage mit
dem Vi-Cell bestimmt und die Zellkulturen anschlieBend abhangig von der Zelldichte 1:1.33
bis 1:20 gesplittet und erneut mit der entsprechenden Zytostatika- oder

Doxycyclinkonzentrationen behandelt.

2.2.2.7 1L3-Entzug

Die IL-3-abhéngigen Ba/F3-Zelllinien wurden normalerweise in Medium kultiviert, das
durch den Zusatz von WEHI-Medium IL-3 enthélt. Zur Untersuchung des Effekts des IL-3-
Zusatzes auf die Proliferation verschiedener Ba/F3-Zelllinien wurde ein IL-3 Entzug
durchgefiihrt.

Dazu wurden 2x10° Ba/F3-Zellen pro ml in 5 ml RPMI-Medium ausgesét. Parallel dazu
wurde einem weiteren Ansatz 10 ng/ml rekombinantes IL-3 hinzugefiigt. Nach 72 h wurde

die Zellzahl und Viabilitat der beiden Ansatze mit dem Vi-Cell bestimmt.

2.2.2.8 Transiente Transfektion

Transfektionen wurden mit HEK293T-Zellen entweder in einem 6-Well oder in einer
Zellkulturschale mit 10 cm Durchmesser durchgefiihrt. Dazu wurden zunéchst nachmittags
2x10° Zellen in 2 ml Medium in ein 6-Well bzw. 6.5x10° Zellen in 10 ml Medium in eine
Zellkulturschale ausgesat. Am néchsten VVormittag wurde das Medium gewechselt und vier
Stunden spater die Transfektion durchgefihrt. Die Konfluenz der Zellen betrug dabei 70-
90%. Die Transfektion wurde entweder mit dem Lipofectamine™ 3000 Transfection
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Reagent Kit von Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) nach Protokoll oder mit der
Cas(PO4)2-DNA-Koprézipitationsmethode durchgefihrt. Fiir die Koprézipitation wurde 13
pg Plasmid zu 450 pl sterilem Wasser gegeben und anschlieBend 50 pl einer 2 M CaCl2-
Losung hinzugefigt und gemischt. Die vorbereitete DNA-LOsung wurde tropfchenweise zu
500 pl phosphathaltigem HBS-Puffer gegeben und fir 3-4 min bei Raumtemperatur
inkubiert, wodurch DNA-Kalziumphosphat-Komplexe ausfielen. Diese wurden tber die
HEK?293T-Zellen gegeben und konnten von ihnen auf diese Weise leichter durch
Endozytose in die Zellen aufgenommen werden.

Bei beiden Transfektionsmethoden wurde das Medium am nédchsten Vormittag erneut

gewechselt und die Zellen 48-96 h nach der Transfektion lysiert.

2.2.2.8.1 Nukleofektion
Die Nukleofektionen wurden mit dem Amaxa® Cell Line Nucleofector® Kit V und dem
NucleofectorTM 2b Device von Lonza Group (Basel, CH) nach Herstellerprotokoll

durchgefuhrt. Es wurden 0.5-2 ug DNA verwendet.

2.2.2.8.2 Stabile Nukleofektion mit PiggyBac-Vektor

Zur Herstellung eines weiteren Modells wurde in KDM6A-KO-Zelllinien stabil KDM6A-
Wildtyp (KDM6A-WT) sowie die Demethylase-tote Mutante KDM6A H1146A™*1° re-
exprimiert. Dazu wurde KDMG6A in einen PiggyBac(PB)-Vektor kloniert.

K562 und THP-1 wurden mit dem KDMG6A-PiggyBac-Vektor und der PiggyBac-
Transposase nukleofiziert und inkubiert. Die genauen Nukleofektionsbedingungen sind
Tabelle 12 zu entnehmen. Nach 72 h wurden die Zellen auf eine Konzentration von 0,3x10°
Zellen pro ml verdinnt und mit 3 pg/ml Puromycin behandelt. Der PiggyBac-Vektor enthélt
eine Puromycinresistenzkassette, mit der Zellen, die den Vektor aufgenommen haben,
selektiert werden konnen. 72 h nach der ersten Puromycinselektion wurde eine
Einzelzellsortierung mithilfe der Durchflusszytometrie in V-Bottom-96-Well Platten
durchgefiihrt.

In den einzelnen Wells wurden Zellklone herangezogen, die fiir weitere Experimente
verwendet wurden. Im weiteren Verlauf wurden die Zellen immer mit 2 ug/ml Puromycin
kultiviert. Zur Induktion der KDMG6A-Expression wurden 0.5-3 pg/ml Doxycyclin

verwendet.
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Tabelle 12 Stabile Nukleofektion mit PiggyBac-Vektor

Zelllinie | vorgelegtes Medium Zellzahl Nukleofektionsprogramm DNA-Menge
K562 1.5ml 1x10° T-16 2 ug
THP-1 1ml 1x10° U-001/V-001 0.5 ug

2.2.2.9 Stabile Transduktion von Ba/F3-Zellen

Um die potenziellen KDM6A-Zielgene SPARC, ENT1 und NT5C2 zu charakterisieren,
wurden stabile Ba/F3-Zelllinien generiert, die diese Gene als Wildtyp oder Mutanten
uberexprimieren. Dafur wurden retrovirale Transduktionen durchgeftihrt.

Als retroviraler Expressionsvektor wurde der Vektor MSCV-IRES-EYFP (pMIY)
verwendet, in den das gene of interest kloniert wurde. Durch den Vektor wurde der
Fluoreszenzmarker YFP exprimiert.

Zuné&chst wurden in Phoenix-ECO Zellen Retroviren produziert. Dazu wurden diese in einer
10 cm Zellkulturschale wie unter 2.2.2.8 beschrieben durch die Caz(POs)2-DNA-
Koprazipitationsmethode mit dem retroviralen Expressionsvektor transfiziert. 48 h nach der
Transfektion wurde die Transfektionseffizienz durch das YFP-Fluoreszenzsignal mit dem
Fluoreszenzmikroskop dMi8 von Leica (Wetzlar) Gberpriift. Der Uberstand, in dem sich die
produzierten Retroviren befanden, wurde abgenommen und mit einem 0,22 um Filter filtriert.
Das Filtrat wurde in einem 6-Well zu 1.5x10° frisch aufgetauten Ba/F3-Zellen gegeben. Es
wurden 10 pg/ml Protaminsulfat und 50 ng/ml I1L-3 hinzugefugt und die Zellkulturplatte bei
31°C und 2500 rpm fur 90 min zentrifugiert. AnschlieBend wurden die Zellen bei 37°C
inkubiert und unter Zugabe von Ba/F3-Medium expandiert. 4-5 Tage nach der Transduktion
wurden die Zellen nach YFP-Marker im Durchflusszytometer sortiert und erneut expandiert.
Die Zellsortierung wurde nach einer Woche wiederholt.

2.2.2.10 Generierung von KDM6A-Knockdown und -Knockout-Zelllinien

K562 wurden zweimal fir je 72 h mit einer SIRNA gegen KDM6A (siKDMG6A) bzw. der
Kontrolle scrRNA nukleofiziert. Stabile K562 KDM6A-Knockdown-Zelllinien wurden
durch lentivirale Transfektion mit ShARNA gegen KDMG6A wie zuvor beschrieben
generiert’®. Die K562 KDM6A-KO-Klone wurden wie bereits beschrieben CRISPR/Cas9-
vermittelt erzeugt'®. Die in dieser Arbeit untersuchten KDM6A-KD- und -KO-Zelllinien
wurden im Rahmen eines Projekts aus der Arbeitsgruppe von Karsten Spiekermann von
Stief, 2019 etabliert und freundlicherweise fiir diese Arbeit zur Verfiigung gestellt.
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2.2.2.11 Immunfluoreszenzfarbung

Die Methode der Immunfluoreszenzfarbung wurde in dieser Arbeit eingesetzt, um ENT1
mithilfe eines mit einem fluoreszierenden Farbstoff markierten Antikdrpers zu detektieren.
Dafur wurde der dreifach FLAG-getagte Vektor CMV 3x N-FLAG ENTL1 in Phoenix ECO-
Zellen transient tberexprimiert.

Zunachst wurden 6-Wells mit Deckglasern ausgestattet und darauf Phoenix ECO-Zellen bis
zu einer Konfluenz von 50% kultiviert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS wurden die
Deckglaser in 6-Wells mit 2% Formaldehyd in PBS als Fixationslosung transferiert und fiir
10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Fixationsldsung gegen PBS-T
ausgetauscht und die Zellen mit 0.5% TritonX-100 in PBS fiir 10 min bei Raumtemperatur
permeabilisiert.

AnschlieBend wurden die Zellen mit der Blockierlésung, 2% BSA in PBS-T, fiir 1 h bei
Raumtemperatur in einem 6-Well geblockt, um unspezifische Antikérperbindungen zu
vermeiden. Danach folgten Inkubationen von je 1 h bei Raumtemperatur mit dem priméren
Antikdrper gegen FLAG 1:1000 in Blockierlésung in einer dunklen und feuchten Kammer
und danach mit dem sekundaren Antikérper Anti-mouse IgG (H+L), F(ab")2 Fragment 1:500
in Blockierldsung. Des Weiteren wurde mit 1 pug/ml DAPI, einem DNA-Farbstoff, welcher
die Zellkerne blau anférbt, fir 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach den Inkubationen
wurde jeweils dreimal mit PBS-T gewaschen.

Zuletzt wurden die Zellen zwischen dem Deckglas und einem trockenen Objekttrager in
Fluorescence Mounting Medium von Agilent Technologies (Santa Clara, USA) mit
transparentem  Nagellack fixiert. Die gefarbten Zellen wurden unter dem

Fluoreszenzmikroskop dMi8 von Leica (Wetzlar) betrachtet.

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden
2.2.3.1 Herstellung von Zelllysaten
Um Proteine mit der SDS-PAGE auftrennen und im Western-Blot nachweisen zu kdnnen,
wurden von mindestens 3x10° Zellen Ganzzelllysate hergestellt. Die Proteinisolation fand
auf Eis statt, um den Proteinabbau durch Proteasen zu minimieren. Die Zellen wurden
zweimal mit PBS gewaschen und anschlieRend je nach GroRe des Zellpellets mit 30—150 pl
Lysispuffer fir mindestens 30 min bei 4°C auf einem Drehrad lysiert. Die unldslichen
Zellfragmente wurden anschlieend fur 30 min bei 4°C und 16000 g mit der Zentrifuge
5424R von Eppendorf (Hamburg) abzentrifugiert und die im Uberstand geldsten Proteine in
Aliquots bei —20°C aufbewahrt.
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2.2.3.2 Proteinkonzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Methode nach Bradford wurde verwendet, um die Proteinkonzentration der Zelllysate
zu bestimmen. Hierflr wurde entsprechend des Protokolls von Bio-Rad Laboratories (USA)
die Absorption der Bradford-L6sung Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate im
Photometer BioPhotometer 6131 von Eppendorf (Hamburg) bei einer Wellenlange von 595
nm gemessen. Die Lysate wurden 1:10 mit H>O auf 20 ul und anschlieBend 1:50 mit 980 ul
1:5 verdlnnter Bradford-Losung gemischt und in die Messkuvetten gegeben. Die Messung
der Extinktion fand gegen H>O als Leerwert statt. Die Proteinkonzentration wurde
automatisch errechnet durch Auftragen gegen eine zuvor mit unterschiedlich konzentrierten
BSA-Lo6sungen (200-1000 pg/ml) erstellte Eichkurve.

2.2.3.3 SDS-PAGE

Mit der Methode SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese)
kdonnen Proteine in einem elektrischen Spannungsfeld nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt werden. SDS dient dabei der Denaturierung der Proteine und der Abschirmung
ihrer Ladungen, die die Laufgeschwindigkeit beeinflussen und so verhindern wirden, dass
die Proteine ausschlieRlich nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden.

Die Gele wurden in Novex™ Gelkassetten von Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
gegossen. Je nach Molekulargewicht des untersuchten Proteins wurden 8-12%ige Trenngele
verwendet. Zunachst wurde das Trenngel in einem Falcon angesetzt, in die Kassette
gegossen und mit Isopropanol abgedeckt, um eine gerade Trennlinie zu schaffen und den
Kontakt zum Luftsauerstoff zu verhindern. Nach 30 min wurde das Isopropanol vom fest
gewordenen Trenngel abgegossen, das Sammelgel aufgegossen und ein Probenkamm
eingesetzt. Nach weiteren 30 min Trocknungszeit wurde das Gel in eine Xcell SureLock Mini
Cell Gelelektrophoresekammer von Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) eingesetzt
oder feucht bis zu einer Woche lang bei 4°C gelagert.

Von den Proteinlysaten wurde jeweils die gleiche Masse (20-150 pg) entsprechend der im
Bradford gemessenen Proteinkonzentration verwendet, mit H2O auf das gleiche Volumen
von 12-24 ul gebracht und mit 4xL&mmli vermischt. AnschlieRend wurden die Lysate bei
95°C fir 5 min im Thermomixer 5350 von Eppendorf (Hamburg) denaturiert.

Die Elektrophoresekammer wurde mit Gelelektrophorese-Puffer befullt und die Lysate
sowie ein Proteinleiter wurden in die Geltaschen geladen. Die Spannung wurde wéhrend der

Passage des Sammelgels auf 70 V und anschlieBend auf 110 V angelegt, bis die Proteine
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uber das gesamte Gel aufgetrennt waren und die L&mmli-Bande am unteren Rand des Gels
erkennbar war.
Trenngel (z.B. 12%):

H20 1.6 ml
Acrylamid-Mix 30% 2.0 ml
1.5 M Tris (pH 8.8) 1.3 ml
SDS 10% 0.05ml
Ammoniumpersulfat 10%  0.05 ml
TEMED 0.002 ml
Sammelgel:

H20 1.4 ml
Acrylamid-Mix 30% 0.33 ml
1.0 M Tris (pH 6.8) 0.25 ml
SDS 10% 0.02 ml
Ammoniumpersulfat 10%  0.02 ml
TEMED 0.002 ml

2.2.3.4 Western-Blot

Die mit der SDS-PAGE im Elektrophoresegel aufgetrennten Proteine wurden mittels Tank-
Blot-Elektrotransfer bei 4°C tber Nacht bei einer konstanten Stromstérke von 100 mA auf
eine Nitrozellulosemembran transferiert. Am folgenden Morgen wurde die Stromstarke fur
1 h auf 200 mA erhéht. Es wurden mit Transferpuffer gefullte Transblotkammern von Bio-
Rad Laboratories (Hercules, USA) verwendet. Das Gel wurde dazu auf die
Nitrozellulosemembran gebracht und zwischen je zwei Filterpapieren und je einem
Schwamm auf beiden Seiten in einen Western-Blot-Schlitten gepresst.

Nach dem Transfer wurde die Nitrozellulosemembran in 5-10 ml 5% Magermilch in TBS-
T fr 60-90 min bei Raumtemperatur in einem Falcon auf dem Rollenmischer RS-TR05 von
Phoenix Instrument (Garbsen) geblockt, um unspezifische Bindungsstellen auf der
Membran zu blockieren. AnschlieBend wurde die Membran mit dem primaren Antikorper
in entsprechender Verdinnung (siehe Tabelle 5) in 5% Milch in TBS-T fur 1 h bei
Raumtemperatur oder Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Danach wurde sie dreimal fur 10 min
auf einer Schttelplatte Ika SA 260 basic von Merck (Darmstadt) mit TBS-T gewaschen, um
die ungebundenen Antikorper zu entfernen, und nach der gleichen Methode mit dem
passenden sekundéren Antikorper inkubiert. Nach erneutem Waschen wurde die Membran
fir 2 min im Dunkeln mit der Entwicklerlésung Pierce™ ECL Plus Western Blotting
Substrate von Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) inkubiert und in der

Entwicklermaschine Fusion SL  von Vilber (Eberhardzell) belichtet. Das
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Chemilumineszenzsignal weist die Aktivitdt eines an die sekunddren Antikdrper
gekoppelten Enzyms und damit indirekt die daran gebundenen priméren Antikorper und
Proteine nach.

Nach dreimaligem Waschen wurde die Membran wie oben dargestellt mit einem Antikorper
flr eine Ladungskontrolle passender MolekulargroRe (B-Actin oder a-Tubulin) inkubiert.
Durch die Ladungskontrolle war ein relativer Vergleich der Proteinexpressionen maoglich.
Falls es die GrofRenunterschiede zwischen dem auf der Membran darzustellenden Protein
und der verwendeten Ladungskontrolle erlaubt haben, wurde die Membran geschnitten und
parallel mit den unterschiedlichen Antikdrpern inkubiert.

Zur Quantifizierung der Proteinexpression wurde die Software Image J verwendet.

2.2.3.5 Immunprazipitation & Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie wurde durchgefihrt, um Interaktionspartner von KDM6A zu
identifizieren und zu untersuchen, ob verschiedene KDM6A-Mutationen einen Einfluss auf
die Bindung zu den Interaktionspartnern haben.

Hierflr wurden zunéchst verschiedene pcDNAG6-Vektoren hergestellt, die unterschiedliche
Konstrukte von KDM6A und jeweils ein HA-Tag enthielten. Neben dem KDM6A-Wildtyp
wurden der N-terminale (Q880X) und der C-terminale Teil (880-1401) separat exprimiert,
um Hinweise auf die Bindungslokalisation der KDMG6A-Bindungspartner zu erhalten.
AuBerdem wurden drei in AML-Patientinnen identifizierte KDM6A-Mutanten E1325X,
L1103R und V1113Sfs*38°! in die Vektoren kloniert.

2.2.3.5.1 Immunprazipitation

HEK293T-Zellen wurden in 10 cm Zellkulturschalen mit den verschiedenen KDMG6A-
Konstrukten transfiziert und zelluldre Lysate hergestellt. Als Kontrolle diente ein HA-GFP-
Konstrukt.

Mit den Lysaten wurde zur Kontrolle der Proteinexpression zundchst eine SDS-
Gelelektrophorese durchgefiihrt. Nach Bestatigung einer ausreichenden Expression der
verschiedenen KDMG6A-Konstrukte wurde mit den Lysaten eine Immunprazipitation (IP)
mit 40 pl Pierce® Anti-HA Agarose von Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA) nach
Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Dabei handelt es sich um Beads, die an einen HA-
Antikorper gekoppelt sind und das tberexprimierte HA-getagte KDM6A binden. Auf diese
Weise sollte kein endogenes KDMG6A detektiert werden.
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Um Detergenzien und unspezifische Bindungspartner zu entfernen, wurde dreimal mit 800
ul 50 mM Tris (pH 8) gewaschen, zentrifugiert und maoglichst viel Uberstand verworfen.
Nach dem letzten Waschvorgang wurden die Beads in ein sauberes Eppendorfgefal
uberfuhrt und auf Eis transportiert.

Die Vorbereitung und Durchfuhrung der Massenspektrometrie fand im Zentrallabor fur
Proteinanalytik der LMU mit dort gestellten Reagenzien statt.

Dabei wurden zwei verschiedene Protokolle verwendet. Protokoll 1 wurde fir die Analyse
von KDM6A-WT vs. GFP-Kontrolle verwendet. Protokoll 2 wurde mit allen oben genannten
KDM6A-Kontrukten und GFP-Kontrolle durchgefiihrt.

2.2.3.5.2 Massenspektrometrie Protokoll 1:

Zunachst wurden 200 pl 8 M Urea zu 100 pl Proteineluat hinzugeftigt. AnschlieRend wurde
Tris(2-Carboxyethyl)phosphinhydrochlorid (TCEP) in 50 mM
Ammoniumhydrogencarbonat (NH4HCOg3) fiir eine Konzentration von 5 mM hinzugegeben
und zentrifugiert (20 min, 37 °C, 1000 rpm). Nach der Zugabe von 10 mM Chloracetamid
wurde erneut zentrifugiert (40 min, 37 °C, 1000 rpm). Lysyl-Endopeptidase 0.4 pg/ul in 50
mM NHsHCO3z wurde im Verhaltnis Enzym:Protein 1:50 hinzugegeben und zentrifugiert (2
h, 37 °C, 1000 rpm). AnschlieBend wurde 1400 pl 50 mM NHsHCOs3 bis zu einer finalen
Ureakonzentration unter 1 M und Trypsin im Verhaltnis Enzym:Protein 1:50 hinzugegeben.
Die Peptide wurden tber Nacht zentrifugiert (37 °C, 1000 rpm) und am nachsten Morgen
zur Beendung des Verdaus mit Trifluoressigsaure (TFA) versetzt, bis eine Endkonzentration
von 0.1% erreicht war. Die Pipettenspitzen wurden mit je 2 Schichten C18-Matrix gestopft
und durch Beladung und Zentrifugation (1000 g, 1-2 min) mit 50 pl Methanol, 50 pl Puffer
B und zweimal 50 pl Puffer A &quilibriert. Anschlielend wurden die Peptide durch Zugabe
von TFA bis zu einer Konzentration von 0.1 - 1% angesauert. Die C18-Sdulen wurden mit
den Peptiden beladen und diese langsam durch Zentrifugation (200 g, 15 min) filtriert.
AnschlieBend wurde mit 100 ul Puffer A gewaschen und die Peptide mit zweimal 30 pl
Puffer B eluiert. Zuletzt wurde eine Speedvac-Konzentrierung durchgefuhrt, bis das

Volumen auf 1 pl reduziert war, und dieses in Puffer C resuspendiert.

Verwendet wurden folgende Puffer:

Puffer A: 0.5% Ameisensaure (FA) in H20
Puffer B: 80% Acetonitril (ACN), 0.5% FA
Puffer C: 2% ACN, 0.1%TFA
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2.2.3.5.3 Massenspektrometrie Protokoll 2:

Zur Vorbereitung des Verdaus wurden zu den Beads zundchst 100 pl 2 ng/pl Trypsin in 1
M Urea 50mM NH4HCO3 gegeben und geschittelt (30 min, 25°C, 1400 rpm). AnschlieRend
wurden die Beads abzentrifugiert (1 min, 1000 rpm) und der Uberstand in ein frisches
Eppendorfgefdl? gegeben. Die Beads wurden zweimal mit 40 pul 50 mM NHsHCO3
gewaschen und der Uberstand jeweils im Eppendorf gesammelt. AnschlieRend wurde ein
entsprechendes VVolumen von 100 mM DTT hinzugegeben, um eine Endkonzentration von
1 mM DTT zu erreichen. Der Verdau wurde tber Nacht fortgefiihrt (25°C, 500 rpm).

Am néachsten Morgen wurden 3ul 130 mM lodacetamid hinzugegeben und im Dunkeln
inkubiert (30 min, 25°C). AnschlieRend wurden 2 ul 1M DTT hinzugefigt, erneut inkubiert
(10 min, 25°C) und 6 pl TFA hinzugegeben. StageTips wurden mit je 2 Schichten SDB-
RPS-Sdulen (3M Empore PN 2241) gestopft und die Schichten durch Zentrifugation
zusammengepresst (5 min, 14000 g). Danach wurden die Membranen entsalzt, indem sie mit
je 50 ul Puffer A, B und C nacheinander beladen und zentrifugiert (2 min, 3000 g) wurden.
AnschlieRend wurden die StageTips zweimal mit den Proben beladen und zentrifugiert (erst
50 min, dann 20 min lang, bei jeweils 1000 g und zum Schluss bei maximaler
Geschwindigkeit).

Die StageTips wurden mit je 100 pl SDB-RPS Waschpuffer 1 und 2 gewaschen und
zentrifugiert (5 min, 500 g). Die Eluation erfolgte mit 60 ul frisch hergestellten
Eluationspuffer in ein frisches Eppendorf-GefaR durch Zentrifugation (5 min, 500 g).
Danach wurde eine SpeedVac-Konzentrierung bei 42°C durchgefiihrt, bis die Peptide
komplett trocken waren. Diese wurden durch Sonifizierung mit 15 ul MS-Ladungspuffer fir
5 min im Wasserbad resuspendiert, in die Massenspektrometrie-Container Gberfihrt und bei
-20°C bis zur Flussigchromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung (LC-MS)

aufbewahrt.

Verwendete Puffer:

Puffer A 100 % Acetonitril (ACN)

Puffer B 30% Methanol

Puffer C 0.2% TFA

SDB-RPS Waschpuffer 1 (99% Isopropanol, 1% TFA)
SDB-RPS Waschpuffer 2 (0.2% TFA)

Eluationspuffer 80% ACN, 1.25% NHsOH (25%, HPLC grade)
MS-Ladungspuffer 2% ACN, 0.3% TFA
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2.2.4 Statistische Auswertung

Alle Ergebnisse sind, sofern nicht anders angegeben, Mittelwerte + Standardabweichung
von mindestens drei unabhdngigen Experimenten. Signifikanzen wurden mithilfe des
ungepaarten, zweiseitigen t-Tests und ICso-Werte mit der Software GraphPad Prism

berechnet.
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3 Ergebnisse

3.1 ldentifikation von potenziellen KDM6A-Zielgenen

Um die durch KDMB6A regulierten Zielgene zu identifizieren, die fir die KDM6A-
vermittelte Zytostatikaresistenz verantwortlich sein konnten, wurde eine genomweite RNA-
Expressionsanalyse (RNA-Seq) mit verschiedenen KDMG6A-KD und -KO-Verfahren
durchgefihrt®®,  Es wurden MM-1 mit MM-6 verglichen, wobei diese
Geschwisterzelllinien aus dem peripheren Blut eines Patienten mit rezidivierter AML
etabliert wurden'®. Interessanterweise exprimiert MM-6 im Vergleich zu MM-1 aufgrund
einer zusatzlichen KDMBA-Exondeletion kein KDM6A*3 bei einem sonst identischen
Mutationsprofil®®,

AuRerdem wurden K562-Zellen untersucht, die mit sSiRNA oder shRNA gegen KDM6A
transfiziert wurden. Die K562 shKDMG6A-Zellen wurden zusatzlich unter Behandlung mit
150 nM AraC 72 h vor der RNA-Seq untersucht.

Unter den im KDM6A-KD differenziell regulierten Genen wurden die beiden Gene ENT1
und NT5C2, welche bereits bekannte Funktionen im AraC-Metabolismus haben, zur n&heren
Untersuchung im Rahmen dieser Arbeit ausgewéhlt. ENT1 wurde durch KDM6A-KD und in
MM-6-KDM6A-KO-Zellen herunterreguliert, wéhrend NT5C2 hochreguliert wurde. Als
drittes potenzielles KDM6A-Zielgen wurde SPARC ausgewdhlt. SPARC wurde im KDMG6A-
KD und -KO herunterreguliert. Die AraC-Behandlung flhrte zu weiteren differenziell
regulierten Genen im Vergleich zu den unbehandelten K562 shkDMB6A #7¢, wobei die
Herunterregulation von SPARC und ENT1 bestehen blieb. NT5C2 wurde allerdings in den
Analysen von K562 siKDM6A und den AraC-behandelten K562 shKDMG6A #7 nicht

detektiert.
Tabelle 13 Differenzielle Regulation von potenziellen KDM6A-Zielgenen im KDM6A-Knockdown

MM-6 vs. | K562 siKkDM6A K562 shkDMG6A #7 K562 shKDMB6A #7+AraC
Gen MM-1 vs. SiSCR vs. sShGFP vs. shRenilla+AraC
NT5C2 1.17 - 1.20 -
SPARC -0.72 -0.79%1 -1.30%1 -0.98
ENT1 -0.76% -0.49%1 -0.75%1 -1.10

Log. fold change firr die drei ausgewahlten potenziellen KDM6A-Zielgene NT5C2, SPARC und ENT1 in
MM-6 (KDM6A-KO) verglichen mit MM-1 (KDM6A-WT), KDM6A siKDM6A und K562 shKDM6A
verglichen mit jeweiligen Kontrollzellen und fur mit 150 nM AraC 72 h lang behandelte K562 sShKDM6A #7
verglichen mit AraC-behandelten Kontrollzellen, letztere jeweils verglichen mit unbehandelten Zellen. Einige
der Ergebnisse wurden bereits veroffentlicht in Stief, 20196, n = 6, p<0,05.
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3.2 NT5C2

3.2.1 NT5C2-Expression in Abhangigkeit von der KDM6A-Expression

Bei vorausgegangenen RNA-Sequenzierungsanalysen konnte gezeigt werden, dass die
Nukleotidase NT5C2 in K562 shKkDM6A #7 im Vergleich zur Kontrolle K562 shGFP sowie
in MM-6 im Vergleich zu MM-1 auf RNA-Ebene hochreguliert wird.

Die starkere Expression von NT5C2 in MM-6 verglichen mit MM-1 konnte im Western-
Blot auf Proteinebene bestatigt werden (Abbildung 4a). Bei einer Western-Blot-Analyse der
NT5C2-Proteinexpression in verschiedenen K562 shkKkDM6A-KD-Zelllinien #3, #4, #7 und
dem K562 KDM6A-KO-Klon #2 wurde im Vergleich zu den Kontrollen K562 shRenilla,
shGFP und zu K562 nativ jedoch keine differenzielle Expression festgestellt (Abbildung 4b).
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Abbildung 4 NT5C2-Expression im KDM6A-Knockdown und -Knockout. a, NT5C2 ist starker exprimiert
in der KDM6A-KO-Zelllinie MM-6 als in der KDM6A-WT Schwesterzelllinie MM-1. a-Tubulin wurde im
Western-Blot als Ladungskontrolle verwendet. MG, Molekulargewicht. b, NT5C2-Expression in K562 im
Western-Blot; K562 nativ, ShGFP, shRenilla sowie drei verschiedene K562 ShKDMB6A #3, #4, #7 und ein K562
KDMB6A-KO-Klon wurden aufgetragen. K562 wurden lentiviral mit drei verschiedenen shKDMG6A #3, #4 und
#7 transduziert; shRenilla und shGFP dienten als Kontrollen MG, Molekulargewicht; o-Tubulin,
Ladungskontrolle.

3.2.2 Effekt von NT5C2-Uberexpression auf die Zytostatikaresistenz und
Proliferationsgeschwindigkeit

Um NT5C2 funktionell zu untersuchen, wurden NT5C2 WT und die Gain-of-
Function(GOF)-Mutante NT5C2 R367Q7%" in Ba/F3-Zellen durch retrovirale Transduktion
stabil Uberexprimiert. Dabei wurde NT5C2 WT etwa 3.4-mal so stark exprimiert wie NT5C2
R367Q (Abbildung 5a). Die endogene NT5C2-Expression in Ba/F3-Zellen wurde als
schwachere Bande detektiert.

Die Ba/F3-Zellen wurden fir 72 h mit unterschiedlichen Konzentrationen der Zytostatika
AraC und 6-TG behandelt. Abbildung 5b zeigt, dass die NT5C2-lberexprimierenden Zellen
unter AraC-Behandlung im Vergleich zu den Leervektor exprimierenden Kontrollzellen
Ba/F3 pMIY nicht signifikant unterschiedlich proliferierten. Die Behandlung mit 6-TG
bestatigte die bereits beschriebene erhohte Resistenz von NT5C2 R367Q-
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iiberexprimierenden Zellen gegeniiber 6-TG'®™* (Abbildung 5¢) und zeigte zusatzlich eine
geringer ausgepragte 6-TG-Resistenzerhéhung durch NT5C2 WT-Uberexpression.
Basierend auf diesen Proliferationsassays wurde die mittlere inhibitorische Konzentration
(ICs0) nach 72 h fir AraC und 6-TG berechnet. Die ICso ist bei den NT5C2-
uberexprimierenden Ba/F3 fiir AraC leicht und fur 6-TG stark erhoht: Ba/F3 NT5C2 WT ist
1.6-fach resistenter als Ba/F3 pMIY und Ba/F3 NT5C2 R367Q ist 9.1-fach resistenter als
Ba/F3 pMIY gegen 6-TG (Abbildung 6).
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Abbildung 5 Proliferationsassays mit NT5C2-Uberexprimierenden Ba/F3-Zellen zeigen erhohte
Resistenz gegen 6-TG, aber nicht gegen AraC. a, Western-Blot zeigt Uberexpression von NT5C2 WT und
der GOF-Mutante NT5C2 R367Q in Ba/F3 durch retrovirale Transduktion. Die schwache Bande zeigt die
endogene NT5C2-Expression auch in den Leervektor-Zellen (LV). Ladungskontrolle B-Actin; MG,
Molekulargewicht. b, ¢, Ba/F3 pMIY, NT5C2 WT und NT5C2 R367Q wurden mit unterschiedlichen
Konzentrationen AraC (b) und 6-TG (c) fir 72 h behandelt. Gezeigt werden Mittelwerte M +
Standardabweichung SD von fiinf (b) bzw. sechs (c) unabhangigen Versuchen. Ungepaarter, zweiseitiger t-
Test; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.
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Abbildung 6 1Cso-Werte von NT5C2-lberexprimierenden Ba/F3-Zellen fiir AraC und 6-TG nach 72 h.
a, b, Mittlere ICso-Werte zugehorig zu den Proliferationsassays in Abbildung 5b, ¢ werden gezeigt.
Ungepaarter, zweiseitiger t-Test; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.

AuBerdem wurde untersucht, ob die NT5C2-Uberexpression bei wiederholter AraC-
Behandlung Uber einen langeren Zeitraum einen Effekt auf die AraC-Sensitivitit hat. Da
AML-Induktionsbehandlungen normalerweise lber 7 (7+3-Schema) bzw. 8-10 Tage (TAD-
Schema)!?”1% durchgefiihrt werden, modellieren diese Langzeitproliferationsassays die
physiologische Situation bei der AML-Behandlung besser als die 72 h-Proliferationsassays.
Es wurden Proliferationsassays uber einen Zeitraum von 8 Tagen durchgefiihrt. Die Zellen
wurden alle 2 Tage gezéhlt, gesplittet und mit 100 nM AraC behandelt. Die NT5C2-
uberexprimierenden Zellen proliferierten unbehandelt langsamer als die Leervektor-
Kontrolle, wobei der Effekt fir die Mutante starker war und durch AraC-Behandlung
abgeschwacht wurde. Auch bei langerer Behandlung wurde bei Ba/F3 NT5C2 WT und
R367Q keine veranderte AraC-Resistenz festgestellt (Abbildung 7).
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Abbildung 7 NT5C2-lberexprimierende Ba/F3-Zellen zeigen verlangsamtes Wachstum {ber 8 Tage. a,
b, Langzeitproliferationsassays wurden tber einen Zeitraum von 8 Tagen durchgefihrt. Die Zellzahl wurde
alle 2 Tage unbehandelt (a) oder unter Zugabe von 100 nM AraC (b) bestimmt und dementsprechend gesplittet.
M = SD von drei unabhéngigen Versuchen. Ungepaarter, zweiseitiger t-Test; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.
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3.3 SPARC

3.3.1 SPARC-Expression in Abhangigkeit von der KDM6A-Expression

Die RNA-Sequenzierungsdaten zeigten, dass SPARC im KDM6A-KD (K562 shkKkDMG6A #7
vs. ShGFP und K562 siKDMG6A vs. siSCR) herunterreguliert wurde. Dies konnte auf RNA-
Ebene in der gRT-PCR-Analyse (Abbildung 8a) sowie auf Proteinebene im Western-Blot
fir K562 (Abbildung 8b) bestatigt werden. Die Starke der SPARC-Expression bei den
verschiedenen K562 shKDMG6A korrelierte mit der KDMG6A-Expression: Die starkste
SPARC-Herunterregulation auf RNA- und Proteinebene fand sich im KDM6A-KO-Klon #2
und bei K562 shkDMB6A #7. Bei K562 shKkDMG6A #7 wurde auch der starkste KDM6A-KD
um 90% erreicht®!. Interessanterweise wurde auch beobachtet, dass SPARC auf RNA-Ebene

unter Vorbehandlung mit 150 nM AraC fur 72 h hochreguliert wurde (Abbildung 8a).
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Abbildung 8 SPARC-Expression wird im KDM6A-Knockdown und -Knockout herunterreguliert. a, b,
Korrespondierende qRT-PCR- (a) und Western-Blot- (b) Daten zeigen herunterregulierte SPARC-Expression
auf RNA- (a) und Proteinlevel (b) in K562 shKDM6A-KD-Zellen. shRenilla und shGFP als Kontrollen sowie
drei verschiedene K562 shKDM6A-KD (#3, #4, #7) wurden untersucht. a, K562 shRenilla und shKDM6A #7
wurden zusétzlich fir 72 h mit 150 nM AraC behandelt. M + SD der SPARC-RNA relativ zur GAPDH-
Expression wird von zwei unabh&ngigen Versuchen dargestellt. Ungepaarter, zweiseitiger t-Test; *P<0.05;

**p<0.01; ***P<0.001. b, Ein K562 KDM6A-KO-Klon wurde mit aufgetragen. a-Tubulin dient als
Ladekontrolle; MG, Molekulargewicht.
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3.3.2 Effekt von SPARC-Uberexpression auf die Zytostatikaresistenz und
Proliferationsgeschwindigkeit

Zu NT5C2 korrespondierende funktionelle Untersuchungen wurden auch fiur SPARC
durchgefuhrt. In Ba/F3-Zellen wurde SPARC-WT durch retrovirale Transduktion
uberexprimiert. Im Western-Blot ist eine Doppelbande erkennbar (Abbildung 9a).

In den 72 h Proliferationsassays zeigte sich kein Effekt der SPARC-Uberexpression auf die
Resistenz gegen die Zytostatika AraC, 6-TG und DNR (Abbildung 9b-d).

Auch bei der Langzeitbehandlung mit AraC, DNR oder im unbehandelten Versuchsansatz
uber 14 Tage proliferierten Ba/F3 SPARC nicht signifikant unterschiedlich zu Leervektor-
Kontrollzellen (Abbildung 10).
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Abbildung 9 SPARC-Uberexpression in Ba/F3-Zellen fuhrt zu keinem veranderten Phéanotyp
hinsichtlich der AraC-, 6-TG- und DNR-Resistenz. a, Western-Blot zeigt SPARC-Expression in Ba/F3
Zellen, die mit Leervektor (LV) pMIY bzw. pMIY-SPARC retroviral transduziert wurden. Ladungskontrolle
B-Actin; MG, Molekulargewicht. b, c, d, Proliferationsassays tber 72 h; Ba/F3 pMIY und Ba/F3 pMIY-
SPARC wurden mit unterschiedlichen Konzentrationen AraC (b), 6-TG (c) und DNR (d) behandelt. M + SD
von drei unabhé&ngigen Versuchen. Ungepaarter, zweiseitiger t-Test; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.
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Abbildung 10 Langzeitproliferation von Ba/F3 pMIY und Ba/F3 SPARC Uber 14 Tage. a-c, Zellen
wurden Uber 14 Tage alle 2 Tage nicht behandelt (a), mit 200 nM AraC (b) oder 5 nM DNR (c) behandelt,
gezéhlt und entsprechend gesplittet. Gezeigt werden M £ SD von sechs (a) bzw. vier (b, ¢) unabhéngigen
Versuchen. Ungepaarter, zweiseitiger t-Test; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.

3.4 ENTI1

3.4.1 ENTI1-Expression in Abhangigkeit von der KDM6A-Expression

In den RNA-Sequenzierungsdaten war ENT1 im KDM6A-KD (K562 siKDMG6A vs. siSCR
und K562 shKDMG6A #7 vs. shGFP) sowie KDM6A-KO (MM-6 vs. MM-1)
herunterreguliert. gRT-PCR-Ergebnisse flr verschiedene shKDMG6A bestétigten geringere
RNA-Level fir ENT1 in KDM6A-KD K562-Zellen. AufRerdem konnte ein Trend zur
Hochregulation der ENT1-RNA nach 72 h Behandlung mit 150 nM AraC festgestellt werden,
der allerdings statistisch nicht signifikant war. (Abbildung 11a).

Des Weiteren konnte die geringere ENT1-Expression in K562 shKkDM6A-KD-Zellen auf
Proteinebene bestétigt werden. Auch bei ENT1 wurde der starkste KD auf RNA- und
Proteinebene mit dem starksten KDM6A-KD bei sShKkDMG6A #7 erreicht. Ebenfalls konnte
eine geringere ENT1-Proteinexpression in MM-6 (KDM6A-KO) als in MM-1 (KDM6A-WT)
gezeigt werden (Abbildung 11b).
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Eine weitere Western-Blot-Analyse zeigte eine herunterregulierte ENT1-Proteinexpression
in zwei K562 KDM6A-KO-Klonen #1 und #2 verglichen mit K562 nativ oder zwei KDM6A-
WT-Klonen #1 und #2 (Abbildung 11c).
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Insgesamt zeigen die Ergebnisse fur K562 und MONO-MAC eine konsistente Korrelation
der ENT1-Expression mit der KDM6A-Expression.
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Abbildung 11 ENT1-Expression wird im KDM6A-Knockdown und -Knockout herunterreguliert. a,
gRT-PCR fur ENT1 in K562 nativ, shRenilla und shGFP als Kontrollen sowie drei verschiedenen K562
shKDM6A-KD (#3, #4, #7). shRenilla, ShKkDM6A #3 und #7 wurden zusétzlich fiir 72 h mit 150 nM AraC
behandelt. M + SD der ENT1-RNA relativ zu GAPDH wird von drei unabhangigen Versuchen dargestellt.
Ungepaarter, zweiseitiger t-Test; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001. b, Western-Blot zeigt herunterregulierte
ENT1-Expression im K562 shKDM6A-KD und in MM-6 verglichen mit MM-1. KDM6A-Expression wird
ebenfalls mit zwei verschiedenen Belichtungsdauern gezeigt. Exp., Exposition; B-Actin als Ladungskontrolle;
MG, Molekulargewicht. ¢, Im Western-Blot herunterregulierte ENT1-Expression in zwei K562 KDM6A-KO-
Klonen im Vergleich zu K562 nativ und zwei KDM6A-WT-Klonen. Ladungskontrolle B-Actin; MG,
Molekulargewicht.

Das ENT1-Konstrukt mit dreifach N-FLAG, CMV-3xN-Flag ENT1, wurde mittels
transienter Transfektion in HEK293T (iberexprimiert und im Western-Blot durch einen Anti-
FLAG-AnNtikorper dargestellt. Dabei wurden trotz verstarkter Denaturierungsbedingungen
(10 Min bei 95°C) multiple Banden gefunden, die lber das gesamte Gel verteilt waren. Das
Konstrukt konnte mit keinem der getesteten Anti-ENT1-Antikorper sauber detektiert werden.
Es ist davon auszugehen, dass die zwei stérksten Banden im Bereich des 55 kDa-Markers
die unglykosylierte (50-55 kDa) und glycosylierte (55-65 kDa) Isoform von ENT1109110
darstellen (Abbildung 12a).

Weiterhin wurde das ENT1-Konstrukt ebenfalls transient in HEK293T exprimiert und
anschlieRend eine direkte Immunfluoreszenzanalyse mit griin fluoreszierendem sekundéaren

Antikorper an Anti-FLAG-Antikorper durchgefuhrt. Als Kontrolle wurde der DNA-
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Farbstoff DAPI verwendet, welcher die Zellkerne blau anfarbt. Das Transmembranprotein

ENT1 wurde membranstandig in einem Teil der Zellen Uberexprimiert (Abbildung 12b-¢e).

Abbildung 12 Uberexpression von ENT1in HEK293T. a, Anti-FLAG-Western-Blot zeigt ENT1 mit FLAG-
Tag. HEK293T wurden mit CMV-3xN-FLAG-ENT1 sowie mit GFP-Vektor als Kontrolle transfiziert. - Actin
dient als Ladungskontrolle; MG, Molekulargewicht. b-e, Immunfluoreszenz mit Anti-FLAG-Antikdrper von
mit CMV-3xN-FLAG-ENT1 transfizierten HEK293T. Griin: Anti-FLAG, blau: DAPI.

3.4.2 Effekt von ENT1-Inhibition auf die Zytostatikaresistenz

Fur funktionelle Analysen von ENT1 wurden Proliferationsassays mit dem selektiven
ENT1-Inhibitor NBMPR durchgefiihrt.

Abbildung 13 zeigt Proliferationsassays von K562-Zellen, die fir 72 h mit verschiedenen
AraC-, 6-TG- und DNR-Konzentrationen in Kombination mit NBMPR (0.1, 1 oder 10 uM)
behandelt wurden. Die mit NMBPR behandelten K562 waren resistenter gegen AraC, wobei
die Starke des Effekts abhangig von der NBMPR-Konzentration war und bei der hdchsten
eingesetzten Konzentration von 10 pM am grofiten war (Abbildung 13a, b). Fur die
Zytostatika 6-TG und DNR konnte kein Effekt des NBMPR-Einsatzes auf die Resistenz
beobachtet werden (Abbildung 13c, d).
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Abbildung 13 ENT1-Inhibition flhrt in K562 zu erhéhter Resistenz gegen AraC, aber nicht gegen 6-TG
und DNR. a-d, K562 wurden fur 72 h mit unterschiedlichen Konzentrationen AraC (a, b), 6-TG (c) und DNR
(d) zusammen mit NBMPR behandelt. Kontrolle ohne NBMPR-Behandlung. M + SD von drei unabhéngigen
Versuchen. Ungepaarter, zweiseitiger t-Test; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.

Die Untersuchungen mit verschiedenen Konzentrationen von AraC und NBMPR wurden
auch mit MM-1 und MM-6 durchgefuhrt. Abbildung 14 zeigt, dass die AraC-Resistenz
vergleichbar mit K562 auch fur MM-1 und MM-6 durch ENT1-Inhibition dosisabhangig
erhéht wurde.

In Abbildung 15 wurden fiir jede AraC-Konzentration die viable Zellzahl bei NBMPR-
Einsatz relativ zur Kontrolle aufgetragen. Dadurch wurde deutlich, dass die Effektstéarke
durch den NBMPR-Einsatz auf die AraC-Resistenz bei mittleren AraC-Konzentrationen
(810-2430 nM) fir MM-6 hoher war als fur MM-1.
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Abbildung 14 ENT1-Inhibition fuhrt in MM-1 und MM-6 zu erhéhter Resistenz gegen AraC. MM-1 (a)
und MM-6 (b) wurden mit verschiedenen AraC-Konzentrationen in Kombination mit verschiedenen NBMPR-
Konzentrationen flr 72 h behandelt. M + SD von drei unabh&ngigen Versuchen. Ungepaarter, zweiseitiger t-

Test; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.
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Abbildung 15 Die durch ENT1-Inhibition erhéhte AraC-Resistenz ist bei MM-6 tendenziell stérker als
bei MM-1. a-c, Daten aus Abbildung 14 (a) und (b) jeweils dargestellt fiir die verschiedenen NBMPR-
Konzentrationen (0.1, 1 oder 10 uM); viable Zellen relativ zur Kontrolle ohne NBMPR-Behandlung. M * SD
von drei unabhé&ngigen Versuchen. Ungepaarter, zweiseitiger t-Test; *P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.
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3.43 ZCCHCT7-ENT1

3.4.3.1 Expression des Fusionsgens ZCCHC7-ENT1 in Ba/F3 durch retrovirale
Transduktion

Interessanterweise wurde in den Blasten eines c-ALL-Patienten mit myeloischer Ko-
Expression das Fusionsgen ZCCHC7-ENT1 nachgewiesen. Bei der Mutation wurde das 4.
Exon des nukledren Proteins Zinc Finger CCHC-Type Containing 7 (ZCCHC7) mit dem 2.
Exon von ENT1 durch eine in-frame-Fusion verbunden. In der Annahme, dass die
Untersuchung dieses Fusionsgens weitere Kenntnisse tiber die funktionelle Rolle von ENT1
Im Rahmen der Zytostatikaresistenz bei akuten Leuk&mien liefern konnte, wurde das
Fusionsgen als Genblock hergestellt, in einen pMIY-Vektor kloniert und mittels retroviraler
Transduktion in Ba/F3-Zellen Gberexprimiert. Dabei wurden zwei Varianten des Konstrukts
mit N-terminalem und mit C-terminalem FLAG-Tag verwendet.

Abbildung 16 zeigt die Expression von ZCCHC7-ENTL1 in Ba/F3 auf mRNA-Ebene, wobei
die Expression des Konstrukts mit N-FLAG starker ist. Ba/F3 mit pMIY-Leervektor dient

dabei als Negativkontrolle.
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Abbildung 16 Uberexpression der ZCCHC7-ENT1-Fusion in Ba/F3 ist beim N-terminal getagten
Konstrukt starker. gRT-PCR fur die ENT1-RNA-Expression relativ zur GAPDH-Expression in retroviral mit
N- oder C-terminal getagtem pMIY-ZCCHC7-ENT1 transduzierten Ba/F3-Zellen und Leervektor pMIY als
Kontrolle.

3.4.3.2 Funktionelle Charakterisierung von ZCCHC7-ENT1

Zur funktionellen Charakterisierung des Fusionsproteins wurde ein IL-3-Entzug
durchgefiihrt, um zu untersuchen, ob die Uberexpression von ZCCHC7-ENT1 in den
normalerweise IL-3-abhangigen Ba/F3-Zellen einen Effekt auf die IL-3-Abhéngigkeit hat.
Wie bei der Leervektor-Kontrolle proliferierten auch die mit dem Fusionsprotein
transduzierten Ba/F3-Zellen ohne IL-3 im Medium kaum noch. Es lieR sich kein Unterschied
der IL-3-Abhéangigkeit zur Kontrolle feststellen; allerdings wurde dieser Versuch nur einmal
durchgefiihrt (Abbildung 17a).
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Nach AraC-Behandlung fur 72h konnte bei den Ba/F3 ZCCHC7-ENT1-Zellen ebenfalls
kein verénderter Phénotyp festgestellt werden (Abbildung 17b).
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Abbildung 17 Uberexpression der ZCCHC7-ENT1-Fusion in Ba/F3 filhrt zu keinem verdnderten
Phanotyp hinsichtlich IL-3-Abhéngigkeit und AraC-Resistenz. a, Ba/F3 nativ sowie Ba/F3 ZCCHC7-
ENT1 wurden fur 72 h mit und ohne Zusatz von 10 ng/ml IL-3 im Medium inkubiert und anschlieRend die
viable Zellzahl bestimmt. b, Behandlung von ZCCHC7-ENT1-0berexprimierenden Ba/F3-Zellen mit
verschiedenen Konzentrationen AraC fir 72 h. Gezeigt werden M £ SD von drei unabhangigen Versuchen.

3.5 PiggyBac KDM6A-Re-Expression

Im KDM6A-KD und -KO wurde fir verschiedene AML-Zelllinien eine erhohte Resistenz
gegen AraC beschrieben®!. AuRerdem wurde eine differenzielle Expression von in dieser
Arbeit beschriebenen potenziellen Zielgenen von KDMG6A festgestellt. Um einen weiteren
Hinweis dafiir zu erhalten, dass die im KDM6A-KO beobachteten VVeranderungen tatsachlich
KDMG6A-abhéngig und keine Off-Target-Effekte sind, wurde eine KDM6A-Re-Expression
in KDM6A-KO-Zelllinien mithilfe des PiggyBac-Systems durchgefiihrt. Dabei wurde
KDMBG6A als WT und als Demethylase-tote Mutante H1146A%%° re-exprimiert, um zu
untersuchen, ob beobachtete Effekte von der KDM6A-Demethylaseaktivitat abhéngig sind.
Fur die Re-Expression wurden die Zelllinien K562 KDM6A KO #1 und #2, zwei
CRISPR/Cas9-vermittelte homozygote KDM6A-KO-Klone®, und THP-1, eine von der
DSMZ bezogene AML-Zelllinie mit einem natiirlichen KDM6A-Verlust®!!!, ausgewahlt.
Die Western-Blots in Abbildung 18 zeigen die Doxycyclin-induzierbare KDMG6A-Re-
Expression in den verschiedenen KO-Klonen. Die nicht-induzierten Kontrollen wiesen kein
KDMG6A-Signal auf. Die KDM6A-Re-Expression des Klons K562 KDM6A KO #2 wird
genauer in Abbildung 19 gezeigt.
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Abbildung 18 Induzierbare KDM6A-Re-Expression in K562 KDM6A-KO-Klonen und THP-1. a-d,
Western-Blot fir KDMG6A zeigt Re-Expression von KDM6A-WT bzw. der Demethylase-toten Mutante
KDMB6A H1146A in den K562 KDM6A KO Klonen #1 und #2 sowie in der KDM6A-KO-AML-Zelllinie THP-
1. KDM6A wird nur unter Doxycyclininduktion mit 2 ug/ml Doxycyclin flr 48 h (+ Doxycyclin.) re-exprimiert,
nicht bei den unbehandelten Kontrollen (- Doxycyclin). Zum Vergleich der Expressionslevel wurde K562 nativ
aufgetragen. a- Tubulin, Ladungskontrolle; MG, Molekulargewicht.

3.5.1 SPARC-Expression unter KDM6A-Re-Expresssion

Um die Expression der potenziellen KDM6A-Zielgene SPARC und ENT1 unter KDM6A-
Re-Expression zu untersuchen, wurden zuné&chst je ein K562 KDM6A-KO- und ein THP-1-
Klon mit Doxycyclin induziert und nach 24, 48 und 72 h Lysate angefertigt, um die
KDMG6A-Re-Expression an verschiedenen Zeitpunkten nach Induktion zu untersuchen. Die
Diagramme in Abbildung 19 sind eine Quantifizierung der Western-Blot-Banden, welche
mit der Software Image J durchgefuhrt wurde. Bei beiden Klonen ist die KDMG6A-
Expression 24 h nach Induktion am stérksten und nimmt nach 72 h bereits deutlich ab.
AuBerdem wurde dieselbe geschnittene Membran parallel mit einem Anti-SPARC-
Antikorper inkubiert. Es fallt auf, dass die SPARC-Expression unter KDM6A-Re-
Expression im Vergleich zu den nicht-induzierten Kontrollen deutlich hochreguliert war.
Dabei war das SPARC-Proteinlevel bei K562 und THP-1 nach 48 h am hochsten und beim
KDMG6A re-exprimierenden K562 KDMG6A-KO-Klon vergleichbar mit der SPARC-
Expression von K562 nativ. Flr den K562-Klon wurden auflerdem zwei verschiedene
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Doxycyclinkonzentrationen (1.5 und 3 ug/ml) getestet, wobei zwischen diesen keine

signifikanten Unterschiede festgestellt wurden (Abbildung 19).
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Abbildung 19 Induzierbare KDM6A-Re-Expression in einem K562 KDM6A-KO-Klon und THP-1 fuhrt
zur Hochregulation von SPARC. a, b, Western-Blot flir KDM6A zeigt Re-Expression 24 h, 48 hund 72 h
nach Beginn der Induktion mit zwei verschiedenen Doxycyclinkonzentrationen 1.5 pg/ml und 3 pg/ml fur
K562 KDM6A KO #2 PB KDMB6A (a) und THP-1 PB KDM6A #1 (b). AuRerdem wird die SPARC-Expression
gezeigt. Die zugehorigen Séulendiagramme sind eine Quantifizierung der Western-Blots mit der Software
Image J, jeweils normalisiert auf die K562 nativ-KDM6A-Expression. MG, Molekulargewicht; a- Tubulin,
Ladungskontrolle.

3.5.2 ENT1-Expression unter KDM6A-Re-Expresssion

Abbildung 20 zeigt RNA-Level von ENT1 relativ zu GAPDH einer gRT-PCR-Analyse von
verschiedenen THP-1- und K562 KDMG6A-KO-Klonen mit und ohne KDMG6A-Re-
Expression. Die Klone mit PiggyBac-Vektorsystem wurden jeweils ohne Induktion und 48
h nach Induktion mit 0.5 ug/ml Doxycyclin verglichen.

Bei den K562 KDM6A-KO-Klonen #1lund #2 liegt auf RNA-Ebene eine geringere ENT1-
Expression als bei K562 nativ und dem KDM6A-WT-KIlon #1 vor. Sowohl beim KDM6A-
WT-re-exprimierenden Klon K562 KDM6A KO #1 als auch beim KDM6A H1146A re-
exprimierenden Klon von K562 KDM6A KO #2 wurde ENT1 im Vergleich zur nicht-

induzierten Kontrolle hochreguliert. Auch beim THP-1-Klon PB KDMG6A #2 ist dieser
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Trend erkennbar. Auffallig ist, dass die ENT1-Expression bei der nicht-induzierten Kontrolle
des THP-1 PiggyBac-Klons deutlich geringer als bei THP-1 nativ war. Der Klon K562
KDM6A KO #2 ohne PiggyBac-System wurde ebenfalls mit Doxycyclin behandelt. Dies
fihrte zu keiner ENT1-Hochregulation, was als Kontrolle daftr dient, dass die
Hochregulation von ENT1 unter KDMG6A-Re-Expression nicht durch die
Doxycyclinbehandlung allein bedingt wurde.

Diese Ergebnisse sind allerdings nicht statistisch signifikant, vermutlich bedingt durch die

geringe Zahl von Replikaten und die hohe Standardabweichung.
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Abbildung 20 Induzierbare KDM6A-Re-Expression in K562 KDM6A-KO-Klonen und THP-1 fihrt zur
Hochregulation von ENT1. gRT-PCR zeigt Hochregulation von ENT1 auf RNA-Ebene relativ zu GAPDH in
K562 KDM6A-KO-Klonen und THP-1, wenn KDM6A durch Doxycyclininduktion (0.5 pg/ml fiir 48 h) re-
exprimiert wird. Gezeigt werden M £ SD von zwei unabhangigen Versuchen, jeweils normalisiert auf K562.
MT, Mutante (KDM6A H1146A).

3.5.3 Effekt der KDMG6A-Re-Expression auf Zytostatikaresistenz und
Proliferationsgeschwindigkeit

Um zu analysieren, ob die KDM6A-Re-Expression zu einer Wiederherstellung der AraC-
Sensitivitat in den K562- und THP-1-Klonen flhrt, wurden die verschiedenen KDM6A-re-
exprimierenden Klone fur 72 h mit unterschiedlichen AraC-Konzentrationen behandelt,
nachdem die KDM6A-Expression bereits 48 h zuvor mit 0.5 pg/ml Doxycyclin induziert
wurde. Als Kontrollen dienten die unbehandelten Klone. Bei den KDMG6A-WT re-
exprimierenden K562- und THP-1-Klonen lieRen sich fir die meisten Konzentrationen
statistisch signifikante Erhéhungen der AraC-Sensitivitat feststellen (Abbildung 21a, c, e, f).
Bei den beiden Klonen K562 KDM6A KO #1 und #2 PB KDMG6A H1146A, die die

Demethylase-tote KDM6A-Mutante exprimieren, war nur ein leichter Trend in Richtung
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erhdhter AraC-Sensitivitat erkennbar (Abbildung 21b, d). Die Behandlung des K562
KDMG6A-WT Kilons #1 mit Doxycyclin als Kontrolle fuhrte zu keiner verénderten AraC-
Sensitivitat (Abbildung 21g).

Um zu untersuchen, ob die KDM6A-Re-Expression die Proliferation der KDM6A-KO-
Klone verdndert, wurden die verschiedenen Zellklone uber einen Zeitraum von 8 Tagen alle
2 Tage gezéhlt, gesplittet und mit 0.5 ug/ml Doxycyclin behandelt. Bei beiden KDM6A-
WT-Klonen K562 KDM6A KO #1 PB KDM6A und K562 KDM6A KO #2 PB KDM6A
sowie beiden KDM6A H1146A exprimierenden Klonen K562 KDM6A KO #1 PB KDM6A
H1146A und K562 KDM6A KO #2 PB KDM6A H1146A und dem Klon THP-1 PB KDM6A
#1 zeigte sich durch die Doxycyclin-induzierte KDMG6A-Re-Expression eine deutlich
geringere Proliferation verglichen mit den Kontrollen (Abbildung 22a-e). Beim Klon THP-
1 PB KDM6A #2 (Abbildung 22f) hingegen wurde unter Doxycyclininduktion keine
Veranderung in der Proliferation festgestellt. Um zu zeigen, dass der beobachtete Effekt auf
die doxycyclinabhédngige KDM6A-Re-Expression und nicht auf die Doxycyclinbehandlung
allein zurlckzufiihren ist, wurde der K562 KDM6A-KO-Klon #2 ohne PiggyBac-System
unter den gleichen Bedingungen mitgefiihrt (Abbildung 22g). Hier wurde kein
Proliferationsunterschied zwischen den Zellen mit und ohne Doxycyclinbehandlung
festgestellt.
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Abbildung 21 KDM6A-WT-, aber nicht KDM6A H1146A-Re-Expression in K562 KDM6A-KO und
THP-1 fuhrt zu erhohter Sensitivitat gegenuber AraC. a-g, K562 KDM6A KO #1 PB KDM6A (a), K562
KDM6A KO #1 PB KDM6A H1146A (b), K562 KDM6A KO #2 PB KDMG6A (c), K562 KDM6A KO #2 PB
KDMB6A H1146A (d), THP-1 PB KDM6A #1 (e) und #2 (f) sowie K562 KDM6A WT #1 (g) als Kontrolle
wurden fir 72 h mit verschiedenen Konzentrationen AraC behandelt, jeweils nicht-induziert und mit 0.5 pg/ml
Doxycyclin 48 h zuvor induziert. M £ SD von vier unabhéngigen Versuchen. Ungepaarter, zweiseitiger t-Test;

*P<0.05; **P<0.01; ***P<0.001.
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Abbildung 22 KDM6A-WT- und KDM6A H1146A-Re-Expression in K562 KDM6A-KO und THP-1
fihren in unterschiedlichem Ausmall zur Verlangsamung der Proliferation. a-g, Im
Langzeitproliferationsassay wurden uiber 8 Tage fur K562 KDM6A KO #1 PB KDM6A (a), K562 KDM6A KO
#1 PB KDM6A H1146A (b), K562 KDM6A KO #2 PB KDM6A (c), K562 KDM6A KO #2 PB KDM6A
H1146A (d), THP-1 PB KDMG6A #1 (e) und #2 (f) sowie K562 KDM6A KO #2 (g) als Kontrolle alle zwei
Tage die viable Zellzahl bestimmt und entsprechend gesplittet, jeweils nicht-induziert und mit 0.5 pg/ml
Doxycyclin induziert. M £ SD von drei unabhangigen Versuchen. Ungepaarter, zweiseitiger t-Test; *P<0.05;
**P<0.01; ***P<0.001.
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3.6 KDMG6A-Interaktionspartner

Um potenzielle Interaktionspartner von KDM6A und darunter gegebenenfalls weitere
KDMG6A-Zielgene zu identifizieren, wurden Massenspektrometrieanalysen mit KDMG6A-
transfizierten HEK293T Zellen durchgefuhrt. AuBerdem wurden verschiedene KDM6A-
Mutationen hinsichtlich ihres Einflusses auf die Bindung mit den Interaktionspartnern
untersucht.

In der ersten Analyse wurde HA-getagtes KDM6A im pcDNA 6-Vektor und als Kontrolle
pcDNA 6 HA-GFP in HEK293T transient Gberexprimiert. Anschlie}end wurde eine IP mit
HA-Beads durchgefihrt, diese mittels Massenspektrometrie untersucht und die differenziell
angereicherten Gene in den KDMG6A-Proben verglichen zur Kontrolle dargestellt
(Abbildung 23). Diese Gene kodieren fiir Proteine, die mit KDM6A durch die HA-Beads
angereichert wurden und sind mogliche Interaktionspartner von KDMG6A. In Tabelle 14 sind
die signifikanten Interaktionspartner aufgelistet. Als Positivkontrolle diente KDMGA,
welches am starksten in den Proben angereichert wurde. In dieser Analyse wurden einige
bereits bekannte KDM6A-Interaktionspartner detektiert: KMT2C (MLL3), KMT2D (MLL4)
und DPY30, welche gemeinsam einen Komplex mit H3K4-Methyltransferaseaktivitat

bilden?"%8,

UTX

o

Difference

Abbildung 23 Massenspektrometrie fir KDM6A-Interaktionspartner.Differenziell angereicherte Gene in
KDM®6A-Proben vs. Leervektorproben. HEK293T wurden mit pcDNA 6-HA-KDM6A bzw. pcDNA 6-HA-
GFP transfiziert, anschliefend eine IP mit HA-Beads und eine Massenspektrometrie der IP in drei
unabhéngigen Versuchen durchgefiihrt. Links: Angereichert in KDMB6A-Proben, rechts: angereichert in
Leervektorproben. Rot: signifikant, p <0.05.
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Tabelle 14 Liste der in der Massenspektrometrie signifikant angereicherten Gene. Zugehorig zu
Abbildung 23. p<0,05.

-logio(p- | LogzFold
Genname Vollstdndiger Name Wert) Change)
KDM6A Lysindemethylase 6A 8,1 -10,9
MYH14 Myosin-14 0,9 -4,2
KMT2D (MLL4)* | Lysinmethyltransferase 2D 5,0 -3,8
KMT2C (MLL3) | Lysinmethyltransferase 2C 55 -3,8
DPY30 Dpy-30 histone methyltransferase complex regulatory subunit 8,2 -3,8
TRAP1* TNF receptor associated protein 1 55 -3,7
MRPS23 Mitochondrial Ribosomal Protein S23 6,0 -3,7
PRDX3* Peroxiredoxin 3 45 -3,6
CCT8* Chaperonin containing TCP1 subunit 8 6,7 -3,5
RRBP1* Ribosome binding protein 1 4,0 -3,5
TARDBP TAR DNA-binding protein 43 45 -3,4
NDUFS6 NADH:ubiquinone oxidoreductase subunit S6 1,1 -3,4
RPS11 Ribosomal protein S11 1,1 -3,3
DDB1* Damage specific DNA binding protein 1 7,3 -3,2
HNRNPL Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L 1,1 -3,1
ILF2* Interleukin enhancer-binding factor 2 1,0 -2,9
SRP14 Signal recognition particle 14 1,2 -2,8
RPL35* Ribosomal protein L35 51 -2,7
MRPS35 Mitochondrial ribosomal protein S35 14 -2,6
PLRG1* Pleiotropic regulator 1 12 -2,5
MRPS18B* Mitochondrial ribosomal protein S18B 6,6 -2,1
RPL14* Ribosomal protein L14, pseudogene 4,5 -1,9

* signifikant durch Imputation mit konstantem Wert

Eine zweite Massenspektrometrieanalyse hatte zum Ziel, weitere Informationen Uber die
Lokalisation der Proteininteraktionen mit KDMG6A und den Einfluss verschiedener KDM6A-
Mutationen auf die Interaktion zu erhalten. Dafiir wurden neben KDM6A-WT der N-
terminale (KDM6A Q880X) und C-terminale (KDM6A 880-1401) Teil von KDM6A sowie
drei in AML-Patientinnen gefundene Mutanten, KDM6A E1325X, KDM6A L1103R und
KDMB6A V1113Sfs*38°%%, untersucht. Abbildung 24 zeigt die Struktur der verschiedenen
KDMG6A-Konstrukte schematisch.

In Abbildung 25 l&sst sich die unterschiedliche Expressionsstarke der Konstrukte in
HEK?293T sowie die verschieden starke Anreicherung in der IP erkennen. Die LOF-
KDMG6A-Mutanten E1325X, L1103R und V1113Sfs*38 wurden weniger stark exprimiert
und angereichert als KDM6A-WT und die beiden Fragmente KDM6A Q880X und 880-1401.
Exemplarisch wurde die Anreicherung eines der bekannten KDM6A-Interaktionspartner,
KMT2D, im KDMG6A-Pulldown der Massenspektrometrie mit den verschiedenen KDMG6A.-
Mutanten genauer analysiert. Interessanterweise wurde KMT2D bei den verschiedenen
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KDM6A-Konstrukten unterschiedlich stark angereichert. KMT2D wurde bei den KDM6A.-
Fragmenten KDM6A Q880X und 880-1401 im Vergleich zu KDM6A-WT insgesamt
schwécher angereichert, was aufgrund der geringeren Proteingrd3e und der damit geringeren
Interaktionsmdglichkeiten zu erwarten war. Auffallig ist allerdings, dass KMT2D im C-
terminalen KDM6A-Teil kaum angereichert wurde (Abbildung 26).

KDM6A e [ [Umic] |
KDM6A Q880X [ [wPR [ ]

KDM6A 880-1401 [JmiC]
KDM6A E1325X | [ IR [ ] [Umic ] |
KDM6A L1103R 7P [ ] mc

1401

KDM6A V1113Sfs*38 [ [TPR [ |

1151

Abbildung 24 Schematische Proteinstruktur der in der Massenspektrometrieanalyse untersuchten
KDM6A-Konstrukte. Aminosaurepositionen sind angegeben. TPR, tetratricopeptide, JmjC, Jumonji C.
Ilustration mit der IBS Software3.
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Abbildung 25 Expressionsstarke verschiedener KDM6A-Konstrukte in HEK293T im Ganzzelllysat und
in der Immunprazipitation. a, b, HA-getagte KDM6A-Konstrukte und eine HA-GFP Kontrolle wurden in
HEK293T exprimiert. Western-Blots mit anti-HA-Antikdrper zeigen die unterschiedliche Expressionsstéarke
der Konstrukte im Ganzzelllysat (a) und in der IP mit anti-HA-Beads (b). Die zugehdrigen Séulendiagramme
sind eine Quantifizierung der Western-Blots mit der Software Image J normalisiert auf KDM6A-WT. a-
Tubulin, Ladungskontrolle; MG, Molekulargewicht.
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Abbildung 26 Massenspektrometrieanalyse fir KDMG6A-Interaktionspartner mit unterschiedlichen
KDM6A-Konstrukten. KMT2D-Anreicherung im KDM®6A-Pulldown einer Massenspektrometrie mit
verschiedenen KDM6A-Mutanten, relativ zur HA-GFP-Kontrolle. HEK293T wurden mit pcDNA6-HA-GFP
sowie den KDM6A-Konstrukten pcDNA6-HA-KDM6A-WT, den KDM6A Bruchstiicken KDM6A Q880X und
880-1401 und drei in AML-Patientinnen aufgetretenen KDM6A-Mutanten E1325X, L1103R und VV1113Sfs*38
transfiziert. Anschliefend wurde eine Massenspektrometrie der IP mit HA-Beads durchgefiihrt. Drei
unabhangige Versuche, p >0.05.
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, einen molekularen Mechanismus fiir die zuvor beschriebene und
durch KDMG6A-Funktionsverlust vermittelte Zytostatikaresistenz in der akuten myeloischen
Leukamie (AML)! aufzudecken. Dazu wurden drei mogliche KDM6A-Zielgene, NT5C2,
SPARC und ENT1, untersucht. Sie werden im KDM6A-Knockdown differenziell reguliert
und stehen bekanntermallen mit der Leukdmogenese oder der Zytostatikaresistenz in

Verbindung.

4.1 NT5C2

NT5C2 ist eine Nukleotidase, welche Nukleosidmonophosphate dephosphoryliert und
dadurch auch an der Inaktivierung von in der AML-Therapie verwendeten Zytostatika wie
Cytarabin (AraC) und 6-Thioguanin (6-TG) beteiligt ist. Bei AML-Patient*innen ist eine
hohere NT5C2-mRNA-Expression in den Blasten bei Diagnose mit einer schlechteren
Prognose assoziiert®7, In dieser Arbeit wurde eine Hochregulation der mRNA-Expression
von NT5C2 in KDM6A-Knockdown-Zellen festgestellt. Unter der Annahme von NT5C2 als
potenzielles KDM6A-Zielgen wurde ein Zusammenhang zwischen einer hoheren NT5C2-
Aktivitdt und der KDM6A-vermittelten erhdhten AraC-Resistenz in AML-Patient*innen
vermutet.

Die in den RNA-Sequenzierungs-Daten beobachtete Hochregulation von NT5C2 im
KDM6A-Knockdown konnte im Western-Blot auf Proteinebene nur flir MONO-MAC-6
(MM-6, KDMG6A-Knockout) im Vergleich zu MONO-MAC-1 (MM-1, KDMG6A-
Wildtyp(WT)), nicht aber im shKDM6A-Knockdown in K562-Zellen bestatigt werden. Fir
die differenzielle NT5C2-Expression in den MM-Zellen ist daher vermutlich ein KDMG6A-
unabhdangiger Mechanismus verantwortlich. Eine Diskrepanz zeigte sich zwischen der in
K562 shKDMG6A #7 im Vergleich zur Kontrolle K562 shGFP hochregulierten NT5C2-
MRNA und der gleichbleibenden NT5C2-Proteinexpression. Diese konnte durch
Mechanismen der posttranskriptionellen Regulation wie mRNA-Abbau erklart werden.

Um den Zusammenhang zwischen der NT5C2-Expression und Zytostatikaresistenz néher zu
untersuchen, wurden NT5C2-WT und die Gain-of-function(GOF)-Mutante NT5C2 R367Q
in Ba/F3-Zellen Uberexprimiert und Zytotoxizitatsassays durchgefiihrt. Die Konstrukte
wurden deutlich oberhalb des endogenen NT5C2-Levels exprimiert, wobei NT5C2 R367Q
schwacher exprimiert wurde als NT5C2-WT. Tzoneva et al.!'? zeigten 2018 mit einem

konditionellen Knockin-T-ALL-Mausmodell mit induzierbarer Expression von NT5C2
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R367Q, dass das mutierte Allel im Vergleich zum Wild-Typ-Allel herunterreguliert
wurde?. Dies konnte auch eine mdgliche Erklarung fir die unterschiedliche
Expressionsstarke der NT5C2-Konstrukte in dieser Arbeit sein. Andererseits ist es auch
denkbar, dass NT5C2-WT nach dem Einbau bei der retroviralen Transduktion
zufalligerweise durch einen starkeren Promotor reguliert wurde als NT5C2 R367Q.
Interessanterweise hemmte die NT5C2-Uberexpression die Proliferationsgeschwindigkeit
der Ba/F3-Zellen. Grundsétzlich wird NT5C2 ubiquitér exprimiert und weist eine hohere
Aktivitat in Geweben mit hoher Proliferation auf''®. Mit dem Knockin-Mausmodell von
Tzoneva et al.**? wurde gezeigt, dass die NT5C2 R367Q-Expression zwar unter 6-MP-
Behandlung zu einem Selektionsvorteil gegeniiber NT5C2-WT-Zellen fiihrte, die mutierten
Zellen in Abwesenheit von 6-MP aber einen Loss-of-fitness-Phanotyp mit reduzierter
Proliferationsgeschwindigkeit in vivo und verzégerter Tumorprogression in vitro aufwiesen.
Als Mechanismus dafiir wurde die erhdhte NT5C2-Aktivitdt fur die verschiedenen
Nukleosidmonophosphate IMP, XMP und GMP angenommen, welche in einen erhdhten
extrazellularen Export der anfallenden Nukleoside resultierte!!2. Ein NT5C2-vermittelter
Loss-of-fitness-Phanotyp kdnnte eine Erklarung flr die geringere
Proliferationsgeschwindigkeit von Ba/F3 NT5C2 sein.

Gegensétzlich dazu korrelierte in einer anderen Studie mit Glioblastomzellen NT5C2-WT-
und NT5C2 R367Q-Uberexpression mit einer erhéhten Proliferationsgeschwindigkeit.
Alterierte Adenylat- oder Guanylat-Pools in den Zellen wurden aber nicht gefunden, sodass
vermutet wurde, dass NT5C2 mit anderen Pathways, die die Proliferation regulieren,
interferiert'*, Diese konnten Zelltyp-spezifisch sein und sich von denen in leukdmischen
Zellen unterscheiden.

Diese Arbeit konnte die durch die GOF-Mutante NT5C2 R367Q vermittelte erhohte
Resistenz gegen 6-TG, welche bereits in ALL-Zelllinien beschrieben wurde™ ™, in Ba/F3
bestitigen. Dabei hatte die alleinige Uberexpression von NT5C2-WT bereits einen
schwacheren resistenzerhdhenden Effekt, welcher in den bisherigen Studien nicht
beobachtet wurde’®’*. Bei AraC hingegen filhrte NT5C2-Uberexpression nur zu einer
geringen Erhéhung der ICsqo.

Hinsichtlich des Einflusses der NT5C2-Expression auf die AraC-Resistenz in AML-
Patient*innen gibt es unterschiedliche Studien. Verschiedene Arbeiten von Galmarini et
al.’2%" zeigten einen Zusammenhang zwischen NT5C2-mRNA-Expression bei AML-
Diagnose und schlechter Prognose®°’. In einer ihrer Studien tiber 77 AML-Patient*innen
wurde eine Korrelation zwischen hoherer NT5C2-mRNA-Expression und schlechterem
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Ansprechen auf Induktionstherapie mit AraC und kiirzerem erkrankungsfreien Uberleben
und Gesamtuberleben beobachtet®®. Eine andere Studie zeigte eine positive Korrelation von
hohen NT5C2-mRNA-Leveln in den Blasten bei AML-Diagnose mit schlechterer Prognose
und hoheren 1Cso-Werten fur AraC in in vitro-Zytotoxizitatsassays, aber keine Korrelation
mit dem Ansprechen auf AraC-Induktionstherapie®®. Unklar blieb in diesen Studien
allerdings, ob die Ursache fiir den Zusammenhang zwischen NT5C2-Expression und
Prognose in der Dephosphorylierung von Ara-CMP durch NT5C2 oder in einer Verénderung
des Nukleotidpools durch NT5C2 liegt, welche den Proliferationsstatus der Blastenzellen
und die Aggressivitit der Erkrankung widerspiegeln kénnte®2648587 In einer Arbeit von
Dumontet et al.**®, bei der eine resistentere Variante von K562 durch Selektion mit AraC
etabliert wurde, wurde bei dieser eine hohere NT5C2-Aktivitat im Vergleich zu K562-WT-
Zellen festgestellt. Dies fiihrten die Autoren auf eine NT5C2-Uberexpression in den AraC-
resistenteren K562 zuriick. Die AraC-resistenten K562 wiesen aullerdem eine niedrigere
intrazellulare Ara-CTP-Akkumulation auf!®®,

In einer weiteren Untersuchung wurde gezeigt, dass NT5C2 Ara-CMP in vitro nicht
dephosphoryliert''®, was auf einen anderen Mechanismus von NT5C2 im Rahmen einer
angenommenen AraC-Resistenz-Vermittlung hinweist als auf den direkten Abbau von Ara-
CMP, wie moglicherweise die Alteration des intrazellularen Nukleotidpools®!’,

Trotzdem belegen viele Studien einen Zusammenhang von NT5C2-Expression und
schlechterer Prognose bei AML-Patient*innen®%’ sodass NT5C2 als prognostischer
Marker fir die AML bewertet werden kann. In dieser Arbeit kann NT5C2 aber keine
Erklarung fur die im KDM6A-Knockdown beobachtete erhohte AraC-Resistenz liefern. Ob
NT5C2 in der Vermittlung von AraC-Resistenz mechanistisch wirkt, bleibt angesichts der
unzureichenden Studienlage ungeklart. Die Ergebnisse dieser Arbeit sprechen dagegen,

allerdings sind weitere Untersuchungen notwendig.

4.2 SPARC

SPARC ist ein matrizellul&res Protein mit diversen regulatorischen Funktionen und spielt
eine kontroverse Rolle in verschiedenen Tumorarten, in denen es unterschiedlich stark
exprimiert ist.

Im Western-Blot von SPARC-Uberexprimierenden Ba/F3-Zellen ist eine Doppelbande

erkennbar, obwohl nur eine Isoform von SPARC beschrieben ist. SPARC wird
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posttranslational durch Proteasen in Fragmente gespalten'!®11°, Maglicherweise handelt es
sich daher bei der kleineren Bande um ein Abbauprodukt des tberexprimierten Konstrukts.
Die RNA- und Protein-Expressionsdaten zeigten konsequent eine Herunterregulation von
SPARC in KDM6A-Knockdown-Zellen. Allerdings harmonieren die RNA- und Protein-
Expressionsdaten von SPARC in den K562 KDM6A-Knockdown-Zellen nur teilweise, da
die Herunterregulation von SPARC auf Proteinebene starker zum Ausdruck kommt als auf
RNA-Ebene und dort nur bei K562 shkKkDMG6A #7 signifikant ist. Moglicherweise wird die
SPARC-mRNA zusétzlich durch posttranskriptionelles Gen-Silencing vor der Translation
ins Protein abgebaut.

SPARC-Uberexpression in Ba/F3-Zellen veranderte die Resistenz gegen AraC, 6-TG und
Daunorubicin (DNR) nicht. Die Datenlage hinsichtlich des Zusammenhangs zwischen
SPARC-Expression und der Resistenz gegen die getesteten Zytostatika ist bislang
unzureichend.

Untersuchungen der Auswirkung verschiedener SPARC-Expressionslevel auf Proliferation
und Apoptose wurden in SKM1-Zellen unternommen, einer Zelllinie, die aus auf MDS
folgender sekundirer AML etabliert wurde?°. SPARC-Knockdown durch shRNA fiihrte zur
Proliferationshemmung und Apoptose®?'. Allerdings fiihrte SPARC-Uberexpression in
SKM1-Zellen in einer anderen Studie ebenfalls zu einer Proliferationshemmung und
Apoptoseinduktion, welche unter AraC-Behandlung verstarkt wurden. Interessanterweise
wurde in dieser Studie auch festgestellt, dass bei SPARC-Uberexprimierenden Zellen im
Vergleich zur Kontrolle unter AraC-Behandlung NT5C2 herunterreguliert wurde. Dies
wurde zusammen mit anderen differenziell regulierten Genen, die in der Proliferation und
Apoptose relevant sind, als mogliche Erklarung postuliert!??2, SPARC scheint damit in
SKM1-Zellen Proliferation und Apoptose zu regulieren, allerdings ist der genaue
Mechanismus daflr bislang unbekannt. Auch in Untersuchungen an weiteren Zelllinien
konnte die unterschiedliche Rolle von SPARC in der Proliferationsregulation gezeigt werden.
SPARC-Knockdown filhrte in Endometriumzellen zu erhohter Proliferation!?, dagegen in
einer Leberzelllinie zu einer Inhibition der Proliferation'?*. In unseren Untersuchungen an
der murinen Pro-B-Zelllinie Ba/F3 konnte aber kein Effekt von einer SPARC-
Uberexpression unter nativen Bedingungen oder AraC-Behandlung auf die Zellproliferation
festgestellt werden.

Unter AraC-Behandlung wurde die SPARC-Expression in K562 auf mRNA-Ebene
hochreguliert. Andere Studien demonstrierten eine SPARC-Hochregulation unter
Lenalidomid-Behandlung von MDS® oder Imatinib-Therapie bei CML-Zelllinien wie
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K5621251%  Allerdings ist eine AraC-bedingte Hochregulation von SPARC nach unserem
Kenntnisstand bisher in keiner anderen Studie beschrieben worden.

Die widersprichlichen Ergebnisse hinsichtlich der SPARC-Funktion in der Regulation von
Zellzyklus und Proliferation, Zytostatikaresistenz und Tumorgenese verdeutlichen die
komplexe Funktion, die SPARC in verschiedenen Zelltypen und regulatorischen Prozessen
besitzt. Eine direkte Modulation von SPARC im Rahmen einer Tumortherapie hétte
vermutlich viele Off-Target-Effekte, sodass genaue molekulare Mechanismen noch besser
verstanden werden mussen. Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass SPARC
durch KDMG6A reguliert wird. Allerdings konnte ein direkter Zusammenhang mit der

Zytostatikaresistenz in der AML nicht gezeigt werden.

4.3 ENT1

ENTL1 ist ein Membrantransporter, der Nukleoside und deren in der Chemotherapie
verwendeten Analoga durch die Zellmembran transportiert. Da ENT1 fiir den Grof3teil der
zelluldren Aufnahme von AraC verantwortlich ist®192 kann eine Alteration der ENT1-
Funktion mdoglicherweise eine veranderte AraC-Resistenz vermitteln. Die RNA-
Sequenzierungsdaten zeigten eine Herunterregulation von ENT1 im KDM6A-Knockdown.
Dazu passend konnte eine konsistente Korrelation der ENT1-Expression mit der KDM6A-
Expression in verschiedenen K562 und MM-1 KDM6A-Knockdown und -Knockout-Zellen
auf mMRNA- und Proteinebene gezeigt werden.

In dieser Arbeit ist es nicht gelungen, im Western-Blot eine saubere Proteinbande des in
HEK?293T-Zellen (berexprimierten ENT1-Konstrukts darzustellen. ENT1 ist ein
Membranprotein  mit 11 Transmembrandominen®°  AuRerdem wurde Kkiirzlich
beschrieben, dass ENT1 mit ENT2, einem weiteren Membrantransporter der gleichen
Proteinfamilie, Homo- und Heterooligomere bildet*?”. Mdglicherweise konnten diese trotz
der reduzierenden Bedingungen im Western-Blot nicht vollstandig aufgetrennt werden, oder
ENT1 war zum Teil noch mit anderen Membranbestandteilen verbunden. Die
Negativkontrolle mit dem GFP-Vektor ist allerdings sauber, was fir die Spezifitdt des
Antikorpers fur ENT1 spricht. Da das Konstrukt in den Immunfluoreszenzaufnahmen
membranstandig detektiert werden konnte, ist davon auszugehen, dass das Konstrukt korrekt
exprimiert wurde und die Ursache bei der Western-Blot-Analyse des Proteins lag.
ENT1-Inhibition durch NBMPR erhohte die Resistenz von K562 und MM-1 / MM-6 gegen
AraC, nicht jedoch gegen 6-TG und DNR. Diese Ergebnisse konnten sich dadurch erklaren
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lassen, dass ENT1 AraC in die Zelle transportiert, wahrend fir 6-TG und DNR andere
Transportmechanismen verantwortlich sein durften. Wird ENT1 inhibiert, wird vermutlich
weniger AraC in die Zelle transportiert und diese wird dadurch resistenter. Diese Ergebnisse
passen zu einer anderen Studie, bei der die mMRNA-Expression von ENT1 in den Blasten von
padiatrischen Patient*innen mit De-novo-AML signifikant invers mit der AraC-Resistenz
korrelierte!®2. Auch bei MLL-rearrangierter ALL im Vergleich zu anderer padiatrischer ALL
scheint eine hohere ENT1-mRNA-Expression zur Vermittlung von héherer Sensitivitat fur
AraC beizutragen?®. AuBerdem waren THP-1 Zellen und Zellen von AML-Patient*innen
nach Inkubation mit Uberstand von Knochenmarkstromazellen, welcher 16sliche Faktoren
enthélt, die die ENT1-Expression in den AML-Zellen signifikant herunterregulierten,
resistenter gegen AraC*?°. In der Studie von Dumontet et al.}*®> mit durch AraC-Selektion
etablierten resistenteren K562 wurde allerdings keine differenzielle Expression und
Transportaktivitat von ENT1 festgestellt, sondern die hdhere AraC-Resistenz vor allem auf
die NT5C2-Hochregulation zurtickgefiihrt!®,

In MM-1 und MM-6 war der Effekt der Erhohung der AraC-Resistenz bei mittleren
eingesetzten Konzentrationen (0.8-2.4 uM) fir MM-6 starker. Ein mdglicher
Erklarungsansatz dafir ist die geringere ENT1-Expression in MM-6, wodurch bei mittleren
AraC-Konzentrationen schon ein grofRerer Anteil der ENT1-Transporter inhibiert werden
konnte als bei MM-1. Bei niedrigen und hohen AraC-Konzentrationen scheint die
differenzielle ENT1-Expression keinen Unterschied zu machen. Es ist bekannt, dass bei
AraC-Plasmakonzentrationen von 0.5-1 uM, welche bei Low-Dose-AraC-Behandlung mit
100-200 mg/m? im FlieRgleichgewicht erreicht werden!3°, die Expressionslevel von ENT1
und der durch ENT1 vermittelte Transport entscheidend sind fiir die AraC-Aufnahme in die
Zelle®™13!, Dies entspricht in etwa dem Bereich, in dem in dieser Arbeit die ENT1-
Expression fir den Effekt der ENT1-Inhibition auf die AraC-Resistenz von MM-Zellen
relevant ist. Dahingegen Ubersteigt bei hoheren Plasmakonzentrationen > 10 uM wie bei
Hochdosistherapie mit AraC*? die Diffusionsrate von AraC den Pumpen-vermittelten
Transport und die Phosphorylierungskapazitat wird zum limitierenden Faktor flr die Rate
der intrazellularen Ara-CTP-Akkumulation'®3, Zwischen der Ara-CTP-Akkumulation und
dem Ansprechen auf AraC-Therapie konnte wiederum eine starke Korrelation gezeigt
werden®®3. Diese Erkenntnisse (ber die AraC-Aufnahme in die Zelle im Zusammenhang mit
ENT1-Transport konnten die Beobachtungen an den MM-Zellen erklaren.

Das Fusionsprotein ZCCHC7-ENT1, das in einem c-ALL-Patienten mit myeloischer
Koexpression und Therapieresistenz entdeckt wurde, konnte stabil in Ba/F3-Zellen
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exprimiert werden. Dabei zeigten sich hohere mMRNA-Expressionslevel fur das Konstrukt
mit N-FLAG als fur das mit C-FLAG. Hier sollte weiter untersucht werden, ob sich die
unterschiedliche Expression des Fusionsproteins mit den verschieden lokalisierten FLAG-
Tags auch auf Proteinebene im Western-Blot bestatigt. Weder hinsichtlich der AraC-
Resistenz noch im Hinblick auf die IL-3-Abhangigkeit der Ba/F3-Zellen anderte die
ZCCHC7-ENT1-Expression den Phéanotyp. Die Relevanz der Mutation fur das adverse
Outcome des Patienten mit dem beschriebenen Fusionsgen kann jedoch hinsichtlich anderer
nicht untersuchter Effekte nicht ausgeschlossen werden.

ZCCHCY ist ein Gen, Uber das bisher wenig bekannt ist. Es kodiert fir ein nukleoldres
Protein, von dem vermutet wird, dass es fiir die rRNA-Degradation relevant ist**, Daher
ware es interessant weiter zu prifen, in welchem zelluldren Kompartiment das
Fusionsprotein aus dem membranstandigen ENT1 und dem nukleolaren ZCCHC7
exprimiert wird.

Insgesamt konnte im Rahmen dieser Arbeit die Herunterregulation von ENT1, welche zu
einer geringeren AraC-Aufnahme in die Zelle fuhrt, als ein Mechanismus fur die
Vermittlung von AraC-Resistenz im KDM6A-Knockdown festgestellt werden (Abbildung
27). ENT1 konnte daher eine mdgliche therapeutische Zielstruktur bei KDM6A-mutierter
AML sein. Ob und inwiefern weitere KDM6A-Zielgene an der AraC-Resistenz beteiligt sind,
bleibt offen. Die im KDM6A-Knockdown festgestellte Resistenz gegen DNR kann jedoch
durch eine veranderte ENT1-Expression nicht erklart werden; die Daten sprechen dafir, dass
DNR nicht durch ENT1 transportiert wird. Mdglicherweise reguliert KDM6A weitere

Zielgene, die im DNR-Metabolismus involviert sind.
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Abbildung 27 Mdgliches Modell einer durch ENT1 vermittelten erhohten AraC-Resistenz bei KDM6A-
Funktionsverlust in AML-Zellen. In Zellen mit KDM6A-Funktionsverlust wird ENT1 herunterreguliert,
moglicherweise durch geringere Demethylierung und Acetylierung von H3K27. Die zellulare Aufnahme von
AraC erfolgt hauptsachlich durch ENT113'102, welches intrazelluldr zu Ara-CTP triphosphoryliert wird und bei
Einbau in die DNA zur Apoptose fihrt. In KDM6A-defizienten Zellen wird durch Herunterregulation von
ENT1 weniger AraC in die Zelle aufgenommen, sodass auch weniger Ara-CTP gebildet wird und es in
geringerem Ausmaf zur Apoptose kommt.

4.4 PiggyBac KDMG6A-Re-Expression

In dieser Arbeit wurde eine differenzielle Regulation der untersuchten Gene NT5C2, SPARC
und ENT1 bei Herunterregulation der KDM6A-Expression in verschiedenen myeloischen
Zelllinien festgestellt. Dies war phanotypisch mit einer erh6hten Resistenz gegen die in der
AML-Therapie verwendeten Zytostatika AraC und, abhéngig von der Starke des KDMG6A-
Knockdowns, auch gegen DNR verbunden®!

Den bisherigen Ergebnissen dieser Arbeit zufolge sollte der urspriingliche Phénotyp

hinsichtlich der Zytostatikaresistenz sowie die Regulation von SPARC und ENT1
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wiederhergestellt werden, wenn KDM6A in KDM6A-Knockout-Zellen re-exprimiert wird.
Dies ware ein wichtiger Anhaltspunkt dafiir, dass die untersuchten Gene, die nach unserer
Annahme durch KDMG6A reguliert werden, tatsdchlich von der KDMG6A-Expression
abhangig sind und ihre differenzielle Regulation im KDM6A-Knockdown kein Off-Target-
Effekt ist.

Mithilfe eines durch Doxycyclin induzierbaren PiggyBac-KDMG6A-Expressionssystems
konnten stabile KDMG6A-re-exprimierende Zelllinien aus zwei K562 KDM6A-Knockout-
Klonen #1 und #2 und THP-1, einer AML-Zelllinie mit einem naturlichen KDMG6A.-
Verlust,®!t! etabliert werden. Hierbei war die Expression von KDMGA abhingig von der
Doxycyclinbehandlung. Bei den unbehandelten Zellen wurde keine KDMG6A-Expression
detektiert und sie konnten somit als korrespondierende KDMG6A-Knockout-Kontrollen
verwendet werden. Um mdogliche von der Demethylase-Aktivitat abhdngige Effekte
festzustellen, wurden in den beiden K562 KDM6A-Knockout-Klonen #1 und #2 neben
KDMBA-WT auch die Demethylase-tote Mutante KDM6A H1146A1° exprimiert. Die
Starke der KDM6A-Re-Expression erreichte 24 bis 48 h nach Induktion in K562 KDM6A
KO #2 &hnliche Level wie bei den nativen Zellen (0.7-1.9-fach). Fur die an sich kein
KDMBG6A exprimierende Zelllinie THP-1 war kein Vergleichswert vorhanden.

In den untersuchten K562- und THP-1-Klonen wurde unter KDM6A-Re-Expression eine
deutliche Hochregulation von SPARC und ENT1 festgestellt. In K562 erreichten die
Expressionslevel von SPARC und ENT1 ahnliche Werte wie in den nativen Zellen. Dabei
war die ENT1-Re-Expression unabhéngig von der Demethylase-Aktivitat. Die SPARC-Re-
Expression wurde bislang nur in einem KDM6A-WT-re-exprimierenden Klon untersucht.
Fur die Beurteilung der Abhédngigkeit der SPARC-Re-Expression von der KDMG6A-
Demethylase-Aktivitat fehlt die Untersuchung von KDM6A H1146A-re-exprimierenden
Klonen. Aufféllig ist die in den nicht-induzierten THP-1 PB KDMG6A #2 im Vergleich zu
THP-1 nativ deutlich geringere ENT1-mRNA-Expression. Die alleinige Transduktion des
nicht-induzierten Vektors, welche wie gezeigt keine KDM6A-Expression zur Folge hatte,
sollte keine Anderung der Genregulation bewirken. Mdglicherweise handelt es sich hierbei
um eine ungenaue Messung in den nativen THP-1-Zellen, fur die nur ein Messwert
vorhanden war. Hier sind weitere Kontrollmessungen notwendig.

Die Re-Expression von KDM6A-WT in K562 und THP-1 flhrte zu einer Wiederherstellung
der AraC-Sensitivitadt. Dabei war die AraC-Sensitivitdt von K562 KDM6A KO #1 unter
KDMG6A-Re-Expression vergleichbar mit der von K562 KDM6A WT #1°%. Dahingegen
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bewirkte die KDM6A H1146A-Expression nur einen leichten Trend in Richtung hoherer
AraC-Sensitivitat.

Sowohl die KDM6A-WT- als auch die KDM6A H1146A-Re-Expression hatten eine
signifikante Verlangsamung der Proliferationsgeschwindigkeit in beiden K562 KDMG6A-
KO-Klonen und einem THP-1 PB KDMG6A Klon #1 zur Folge, wahrend bei THP-1 PB
KDMBG6A #2 die Proliferationsgeschwindigkeit durch die KDM6A-WT-Re-Expression nicht
beeinflusst wurde.

Die Funktion von KDMG6A hinsichtlich der AraC-Resistenz scheint den Ergebnissen dieser
Arbeit zufolge abhdngig von der Demethylase-Aktivitat zu sein. Allerdings deuten die
Ergebnisse einer ChIP-Sequenzierungsanalyse (ChIP-Seq) mit den induzierbaren Klonen
mit PiggyBac-System auf eine Regulation der ENT1-Expression durch H3K27-Acetylierung,
nicht aber durch H3K27-Methylierung, hin®*. Damit vereinbar wire die von der
Demethylase-Aktivitat unabhéngige ENT1-Expression in den in dieser Arbeit untersuchten
K562-Klonen. Der genaue Zusammenhang zwischen AraC-Resistenz, ENT1-Regulation
und KDMG6A-Demethylase-Aktivitat bleibt unklar. Es bleibt zu klaren, welche weiteren
Demethylase-abhangigen Regulationsmechanismen ursachlich daflr sind, dass die AraC-
Sensitivitat bei Re-Expression der Demethylase-toten KDM6A-Mutante trotz ENT1-
Hochregulation nicht wiederhergestellt wird.

Dahingegen deuten die Ergebnisse darauf hin, dass die Demethylase-Funktion fur die
Regulation der Wachstumsgeschwindigkeit nicht unbedingt relevant ist und durch andere
Mechanismen als die AraC-Resistenz reguliert ist. Die Rolle von KDMG6A in der Regulation
der Zellproliferation ist bisher nicht ausreichend verstanden und scheint dariiber hinaus
Zelltyp-spezifisch zu sein. Ahnlich zu den Ergebnissen dieser Arbeit filhrte die Re-
Expression von KDM6A in zwei KDMG6A-null Zelllinien von &6sophagealen
Plattenepithelkarzinomen zu einer signifikanten Verlangsamung der Proliferation®. Diese
Beobachtungen wiirden zur Funktion von KDMG6A als Tumorsuppressorgen passen.
Andere Studien zeigten gegensatzlich dazu, dass shRNA-vermittelter KDM6A-Knockdown
in Brustkrebszellen und in verschiedenen humanen leukdamischen Zelllinien wie K562 die
Zellproliferation inhibierte**'*, KDMB6A scheint eine kritische Rolle in der Regulation der
Zellproliferation zu spielen, bei der abhéngig vom zellulédren Kontext sowohl Inaktivierung
als auch erhdhte Expression von KDMG6A zu einer Dysregulation fiihren kann. Demethylase-
unabhéngige  Funktionen von KDMG6A  wie  Histonlysinacetylierung  und

Chromatinremodelling®®°? kénnten hier ursachlich sein.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit sollten durch die Untersuchung weiterer Zellklone verifiziert
werden. Die Betrachtung weiterer THP-1 Klone kénnte Aufschluss daruber geben, ob die
Re-Expression von KDM6A-WT in THP-1 die Wachstumsgeschwindigkeit beeinflusst, da
sich dies anhand der Ergebnisse der beiden in dieser Arbeit untersuchten Klone mit
diesbezuglich unterschiedlichem Verhalten nicht beurteilen lasst. AuRerdem sollten
Untersuchungen hinsichtlich der Mutante KDM6A H1146A in THP-1 und hinsichtlich der
Daunorubicin-Sensitivitat in den KDMG6A re-exprimierenden Klonen durchgefiihrt werden.
Des Weiteren waren Zytotoxizitatsassays mit PiggyBac ENTL1 re-exprimierenden K562
KDMG6A-Knockout-Zellen interessant.

4.5 KDMG6A-Interaktionspartner

Interaktionspartner von KDM6A wurden mithilfe der Massenspektrometrie analysiert, um
darunter weitere KDMG6A-Zielgene zu finden, die an der Vermittlung der
Zytostatikaresistenz beteiligt sein kénnten. Zundchst wurden einige bekannte KDMG6A-
Interaktionspartner wie KMT2C (MLL3), KMT2D (MLL4) und DPY30 sowie andere
mdogliche Interaktionspartner detektiert.

In einer weiteren Analyse mit verschiedenen KDM6A-Konstrukten wurde die Anreicherung
der Interaktionspartner zwischen KDMG6A-WT und den KDM6A-Mutanten E1325X,
L1103R und V1113Sfs*38 sowie dem N-terminalen (Q880X) und C-terminalen (880-1401)
Teil von KDMG6A verglichen. Es sollte dabei der Einfluss der KDM6A-Mutationen auf die
Interaktion mit anderen Proteinen untersucht werden.

KMT2D wurde in der IP des C-terminalen KDMG6A-Teils 880-1401 im Gegensatz zur IP
des N-terminalen Teils kaum detektiert, obwohl KDM6A 880-1401 in der IP sogar starker
angereichert war als KDM6A Q880X. Dies konnte dadurch erklart werden, dass KMT2D
am N-terminalen Teil von KDMG6A bindet. In einer Studie an humanen Brustkrebszellen
wurde gezeigt, dass der C-terminale Teil von KMT2D an KDM6A bindet'*®. Nach unseren
Erkenntnissen ist bisher aber nicht bekannt, mit welchem Teil von KDM6A KMT2D
interagiert. Im N-terminalen Teil von KDMG6A liegen sechs TPR-Doménen, die hoch
konserviert sind und bekanntermaRen Protein-Protein-Interaktionen mediieren®324,
Maoglicherweise interagiert auch KMT2D im Bereich der N-terminalen TPR-Domé&nen mit
KDMBG6A. Bei den drei KDM6A- Loss-of-function(LOF)-Mutanten E1325X, L1103R und
V1113Sfs*38 liegt die Alteration im Vergleich zu KDM6A-WT jeweils im C-terminalen Teil
von KDMG6A und der N-terminale Teil wurde durch die Mutationen nicht verandert. KMT2D
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wurde in der IP der verschiedenen KDM6A-Mutanten geringer detektiert als bei KDM6A.-
WT. Allerdings wurden die KDMG6A-Mutanten auch weniger stark angereichert als
KDM6A-WT. Man konnte also spekulieren, dass dies die Annahme, dass KMT2D im N-
terminalen KDM6A-Teil bindet, bestatigen kdnnte. Andererseits spricht es auch dagegen,
dass KMT2D mechanistisch im Zusammenhang mit der alterierten Zytostatikaresistenz bei
KDMG6A-LOF steht.

Da die Ergebnisse der Massenspektrometrieanalyse mit den verschiedenen KDM6A-
Konstrukten statistisch nicht signifikant sind, sind sie lediglich als Ausgangspunkt fur
weitere Analysen zu bewerten. Um die Ergebnisse zu verifizieren, ware eine Co-
Immunprazipitation der verschiedenen KDMG6A-Konstrukte mit KMT2D oder anderen
potenziellen KDMG6A-Interaktionspartnern sinnvoll. AuBerdem wurde nur ein bereits
bekannter Interaktionspartner von KDM6A exemplarisch genauer untersucht. Weitere
bekannte und neue Interaktionspartner sollten betrachtet werden, um weitere KDMG6A-

Zielgene, die eine Zytostatikaresistenz in der AML vermitteln kdnnten, zu identifizieren.
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5 Zusammenfassung

Die akute myeloische Leukamie (AML) ist eine maligne hdmatologische Erkrankung mit
insgesamt schlechter Prognose. Besonders Rezidive mit erhdhter Zytostatikaresistenz sind
eine Herausforderung in der Behandlung der AML. KDMG6A ist eine Histondemethylase, die
als Tumorsuppressorgen in einer Vielzahl verschiedener Malignome wie auch der AML eine
Rolle spielt. Vorherige Studien konnten unter anderem zeigen, dass die Repression der
KDMBG6A-Funktion zu einer erh6hten Resistenz gegen die in der AML-Therapie eingesetzten
Zytostatika Cytarabin  (AraC) und Daunorubicin (DNR) fuhrt. Die genauen
zugrundeliegenden Mechanismen dafur sind allerdings noch unbekannt.
Ziel dieses Projekts war es, Zielgene von KDMG6A hinsichtlich der Zytostatikaresistenz in
der AML zu charakterisieren. Dazu wurden drei in der RNA-Sequenzierungsanalyse von
KDM6A-Knockdown-Zellen differenziell regulierte und damit als potenzielle KDMG6A.-
Zielgene identifizierte Gene NT5C2, SPARC und ENT1 ausgewahlt. Diese Gene sind bereits
in  verschiedenen  Kontexten im Rahmen der Tumorgenese oder des
Zytostatikametabolismus bekannt.
Uberexpression von NT5C2 in der murinen Pro-B-Zelllinie Ba/F3 filhrte zur Verlangsamung
der Proliferation, mdglicherweise im Rahmen eines NT5C2-vermittelten Loss-of-fitness-
Phanotyps. Uberexpression der GOF-Mutante NT5C2 R367Q in derselben Zelllinie fiihrte
zu einer erhohten Resistenz gegen 6-Thioguanin (6-TG), aber nicht gegen AraC. Da
auBerdem kein konsistenter Zusammenhang zwischen KDMG6A- und NT5C2-Expression
festgestellt werden konnte, wird angenommen, dass die NT5C2-Expression keinen
Mechanismus fir die KDM6A-vermittelte erhdhte Resistenz gegen AraC und DNR in der
AML darstellt.
SPARC vermittelt diverse zellregulatorische Funktionen, unter anderem flr
Zellproliferation und Tumorgenese. In dieser Arbeit fiihrte eine SPARC-Uberexpression zu
keinem  verdnderten Phédnotyp hinsichtlich  Proliferationsgeschwindigkeit — oder
Zytostatikaresistenz. Allerdings konnte ein konsistenter Zusammenhang zwischen KDMG6A-
und SPARC-Expression gezeigt werden, sowohl in verschiedenen KDM6A-Knockdown und
-Knockout-Modellen als auch bei der KDM6A-Re-Expression. Die Ergebnisse deuten also
auf eine Regulation von SPARC als Zielgen von KDMG6A hin. Trotzdem kann eine erhohte
Zytostatikaresistenz von AML-Zelllinien unter KDMG6A-Herunterregulation nicht direkt
durch die differenzielle SPARC-Regulation erklart werden.
ENTL1 ist ein Nukleosidtransporter, der hauptverantwortlich fir die zellulare AraC-
Aufnahme ist. Inhibition von ENTL1 fuhrte zu einer erh6hten Resistenz gegen AraC in K562-
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und MONO-MAC-Zellen. Die ENT1-Expression in den untersuchten Zelllinien korrelierte
mit der KDMG6A-Expression, sowohl im KDM6A-Knockdown und -Knockout als auch bei
der KDMG6A-Re-Expression in KDM6A-Knockout-Zellen. Dahingegen konnte kein
Zusammenhang zwischen der Fusion von ENT1 mit dem Gen ZCCHC7 und einer
verénderten AraC-Resistenz festgestellt werden.

Re-Expression von KDMG6A in KDM6A-Knockout-Zellen bewirkte eine Wiederherstellung
der AraC-Sensitivitdat in Abhéngigkeit von der Demethylase-Aktivitat und eine
Verlangsamung der Proliferationsgeschwindigkeit unabhangig von der Demethylase-
Funktion. Insgesamt kdnnte eine herunterregulierte ENT1-Expression vermittelt durch
KDMG6A-Funktionsverlust eine hohere Resistenz gegen AraC und damit einen
Selektionsvorteil unter AML-Therapie erkléren.

AuBRerdem konnten im Rahmen von Massenspektrometrieanalysen KMT2D und einige
weitere bekannte Interaktionspartner von KDMG6A bestétigt werden. Die Ergebnisse dieser
Arbeit deuten darauf hin, dass KMT2D im N-terminalen KDM6A-Teil bindet.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass im Rahmen dieses Projekts unter den drei
untersuchten Genen NT5C2, SPARC und ENT1 die Herunterregulation des AraC-
Transporters ENT1 als moglicher Mechanismus fir die erhohte Resistenz gegen AraC bei
KDMG6A-Funktionsverlust aufgedeckt wurde. Damit ist ENT1 eine mogliche therapeutische
Zielstruktur bei KDM6A-mutierter AML.
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7 Anhang

7.1 Abkurzungsverzeichnis

%

°C

M

Mg

pl
6-MP
6-TG
A

ac
ACN
ADP
ALL
AML
APL
AraC
ASH2L
ATP
B-ALL
bp
BSA
c-ALL
cDNA
ChIP-Seq
CML
CMP
CN
CNT
COMPASS
CR
CTP
Da
DAPI
del
DMEM
DMSO
DNA
DNR
DPY30
DSMZ
DTT
E.coli
ECL
EDTA
ENT
FA
FAB

Prozent

Grad Celsius

mikro (1x107)

Mikrogramm

Mikroliter

6-Mercaptopurin

6-Thioguanin

Ampére

acetyliert

Acetonitril

Adenosindiphosphat

akute lymphatische Leukamie

akute myeloische Leukamie

akute Promyelozytenleukédmie

Cytarabin

engl. ASH2 Like, Histone Lysine Methyltransferase Complex Subunit
Adenosintriphosphat

B-Zell-ALL

Basenpaar(e)

bovines Serumalbumin

engl. common-ALL

engl. complementary DNA

engl. chromatin immunoprecipitation sequencing
chronische myeloische Leukamie
Cytosinmonophosphat

engl. cytogenetically normal

engl. concentrative nucleoside transporter

engl. Complex of Proteins Associated with Setl
engl. complete remission

Cytosintriphosphat

Dalton

4',6-Diamidin-2-Phenylindol

Deletion

engl. Dubecco’s Modified Eagle Medium
Dimethylsulfoxid

engl. deoxyribonucleic acid

Daunorubicin

engl. dpy-30 histone methyltransferase complex regulatory subunit
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
1,4-Dithiothreit

Escherichia coli

engl. enhanced chemoluminiscence
Ethylendiamintetraessigséure

engl. equibrilative nucleoside transporter
Ameisensdure

engl. French-American-British
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FACS engl. fluorescence-activated cell sorting
FBS fotales bovines Serum

FC engl. fold change

FLT3 engl. fms like tyrosine kinase 3
FOR engl. forward

g Erdbeschleunigung, Gramm
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
GFP engl. green fluorescent protein
GMP Guanosinmonophosphat

GO Gemtuzumab-Ozagamicin

GOF engl. gain of function

h Stunde(n)

H3K27 Lysin 27 von Histon 3

H3K4 Lysin 4 von Histon 3

HBS engl. HEPES buffered saline
HOX engl. homeobox

HRP engl. horseradish peroxidase

ICs0 mittlere inhibitorische Konzentration
IF Immunfluoreszenz

IL-3 Interleukin-3

IMP Inosinmonophosphat

IP Immunprazipitation

IRES engl. internal ribosomal entry site
JmjC Jumonji C

k kilo (1x10%)

kb Kilobasenpaar

KD Knockdown

KDM Lysindemethylase

Km Michaelis-Menten-Konstante
KMT Lysinmethyltransferase

KO Knockout

I Liter

LCso mittlere letale Konzentration

LOF engl. loss of function

m milli (1x107%)

M Molar (mol/l)

MDS myelodysplastisches Syndrom
me3 trimethyliert

min Minute(n)

MLL engl. mixed lineage leukemia
MM-1 MONO-MAC-1

MM-6 MONO-MAC-6

MRD engl. minimal residual disease
MRNA engl. messenger RNA

n nano (1x10°°)

MT Mutante

NBMPR Nitrobenzylmercaptopurin Ribonukleosid
NT5C2 engl. 5'-Nucleotidase, Cytosolic Il
PAGE engl. polyacrylamide gel electrophoresis
PB PiggyBac

PBS engl. phosphate buffer saline
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PBS-T
PCR
PDX

Pl
pMIY
gRT-PCR
RbBP5
REV
RNA
RNA-Seq
rpm
RPMI
rRNA

S

SDS
shRNA
SiRNA
SLC29A1
SPARC
TAD
T-ALL
TBS
TBS-T
TFA
TPR

U

uUTx
uTyY
uv

\%

VAF
VS,
WDR5
WGA
WHO
WRAD
WT
XMP
YFP
ZCCHC7
o

B

PBS mit 0,1% Tween 20

engl polymerase chain reaction

engl. patient-derived xenograft

Propidiumiodid

MSCV-IRES-EYFP

engl. quantitative Real-Time-Polymerase Chain Reaction
RB Binding Protein 5

engl. reverse

engl. ribonucleic acid
RNA-Sequenzierungsanalyse

engl. rounds per minute

Roswell Park Memorial Institute

ribosomale RNA

Sekunde(n)

engl. sodium dodecyl sulfate

engl. short hairpin RNA

engl. short interfering RNA

engl. solute carrier family 29 member 1

engl. secreted protein acidic and rich in cysteine
Therapieschema mit 6-TG, AraC und DNR
T-Zell-ALL

engl. Tris-buffered saline

TBS mit 0,1% Tween 20

Trifluoressigsdure

engl. tetratricopeptide repeat

engl. unit

ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat, X chromosome
ubiquitously transcribed tetratricopeptide repeat, Y chromosome
ultraviolett

Volt

engl. variant allele frequency

Versus

WD Repeat Domain 5

engl. Wheat Germ Agglutinin

engl. World Health Organization
COMPASS-Subkomplex aus WDR5, RbBP5, ASH2L, DPY 30
Wildtyp

Xanthosinmonophosphat

engl. yellow fluorescent protein

engl. Zinc Finger CCHC-Type Containing 7
Alpha

Beta

Einbuchstaben- und Dreibuchstabencodes der Aminosauren

OTMmmooO >

Alanin Ala
Cystein Cys
Asparaginsaure Asp
Glutaminséure Glu
Phenylalanin Phe
Glycin Gly
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Histidin
Isoleucin
Lysin
Leucin
Methionin
Asparagin
Prolin
Glutamin
Arginin
Serin
Threonin
Valin
Tryptophan
Tyrosin

His
lle

Lys
Leu
Met
Asn
Pro
Gln
Arg
Ser
Thr
Val
Trp
Tyr
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