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1 Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Reziproke chromosomale Translokationen sind haufig mit Leukamien und
Lymphomen assoziiert und gelten in vielen Fallen als Ursache der Erkrankung. Die
reziproke Translokation t(4;11) findet man hauptsachlich bei Kleinkindern, die an
einer akuten lymphatischen Leukamie erkrankt sind, aber auch bei alteren Patienten
mit einer Sekundarleukamie. Die leukadmischen Blasten dieser Patienten sind meist
gegen konventionelle Therapiekonzepte resistent, was zu einer ungewdhnlich

schlechten Prognose fuhrt.

Die Chromosomenbande 11923 ist an einer Vielzahl chromosomaler Translokationen
beteiligt. Die dadurch erzeugten reziproken MLL-Fusiongene sind alle mit der
Entstehung einer Hochrisikoleukamie korreliert. Fur einige der dabei entstehenden
Fusionsproteine konnte nach retroviraler Transduktion in hamatopoietische
Vorlauferzellen gezeigt werden, dass sie onkogenes Potential besitzen und eine
myeloische Leukamie in transgenen oder transienten Mausmodellen initiieren
konnen. Fur die Produkte einer Translokation t(4;11) konnte dies bislang nicht
erfolgreich untersucht werden. Bei der Translokation t(4;11) werden die beiden
Partnergene MLL und AF4 so miteinander verknUpft, dass auf den neu gebildeten
Derivatchromosomen zwei Fusionsgene (MLL*AF4 und AF4+-MLL) mit einem intakten
Leserahmen entstehen. Da man in den leukamischen Blasten im Regelfall beide
Fusionstranskripte findet, nehmen wir an, dass beide Genprodukte zur Fehlregulation
und Entartung der Zelle beitragen.

Um den potentiell onkogenen Wirkmechanismus der t(4;11) Translokation zu
untersuchen, wurde ein induzierbares Expressions-System in murinen embryonalen
Fibroblasten (MEF) etabliert. Anhand dieses Zellsystems gelang es das
potententielle onkogene Potential der Fusionsproteine MLL*AF4 und AF4+MLL, bzw.
des Wildtyp AF4 Proteins in Focus Formation Assays sichtbar zu machen. Dabei
konnte die Bildung zellularer Foci eindrucksvoll fur das Wildtyp AF4 Protein und das
AF4+<MLL Fusionsprotein dargestellt werden. Das MLL*AF4 Fusionsprotein war nicht
in der Lage den Verlust der Kontaktinhibition und damit Focus-Bildung in den Zellen
zu initiieren. Die anschlieRende Definition des AF4 Wildtyp- und AF4<MLL
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Fusionsproteins als Proto-/Onkoprotein, fuhrte zu der Arbeitshypothese, dass der N-
terminale Bereich des AF4 Proteins (AF4+N) Wachstums-transformierendes Potential

besitzt.

Aufgrund der vorliegenden Daten und zur genaueren Charakterisierung des AF4
Proteins wurden anschlieBend Interaktions-Studien mit dem AF4<N Protein
durchgefuhrt, wobei die beiden E3 Ubiquitin Ligasen SIAH1 und SIAH2 als
Interaktionspartner des AF4+N Proteins identifiziert wurden. E3 Ubiquitin Ligasen
sind wichtige Bestandteile der Ubiquitinylierungs-Maschinerie und der damit
verbundenen proteasomalen Degradation. Dabei sind die SIAH Proteine, wie alle E3
Ubiquitin Ligasen, fur die Spezifitat der Proteasom-abhangigen Degradation
verantwortlich, indem sie Uber ihre Substrat-Binde Domane im C-Terminus mit den
abzubauenden Targetproteinen interagieren.

Die spezifische Interaktion der SIAH Proteine mit dem AF4<N Protein konnte in
unabhangigen Experimenten sowohl in vitro als auch in vivo bestatigt werden. Durch
den Einsatz des Proteasom-Inhibitors MG132 konnte zudem der effiziente, SIAH1-
vermittelte und Proteasom-abhangige Abbau von AF4<N demonstriert werden. Mit
weiterfUhrenden Experimenten konnte auch fur das Wildtyp AF4 Protein und fur das
AF4-MLL Fusionsprotein eine Regulation der Proteinstabilitat tber das SIAH1
Protein festgestellt werden. Eine SIAH1-vermittelte Degradation ist jedoch nur auf
das AF4<MLL full-length Fusionsprotein beschrankt. Eine proteolytische Spaltung des
AF4-MLL Fusionsproteins durch die Protease Taspasel1 innerhalb des MLL
Fusionsanteils fuhrte zur Bildung eines stabilen der4*N/MLL+C Proteinkomplexes und
dessen Akkumulation in den Zellen.

Basierend auf diesen Ergebnissen konnte fur t(4;11) Translokationen ein erster
pathomolekularer Mechanismus zur Leukamie-Entstehung aufgezeigt werden. Dieser
beruht im wesentlichen auf der Akkumulation des der4*N/MLL+C Proteinkomplexes,
welcher sich der effizienten Kontrolle durch die E3 Ubiquitin Ligase SIAH1 entzieht.
Dadurch wird der Wachstums-transformierende AF4+N Proteinanteil in die Lage

versetzt sein onkogenes Potential zu vermitteln.
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2.1 Chromosomale Translokationen

Ein Kennzeichen der meisten menschlichen Leukamien und Lymphome sind
reziproke chromosomale Translokationen, die mit dem Erscheinungsbild der
Krankheit assoziiert sind. Die Tatsache, dass distinkte Translokationen mit
bestimmten Erkrankungen des hamatopoietischen Systems verbunden sind, ist eines
der Hauptargumente dafur, dass solche Chromosomenaberrationen sogar ursachlich
fur eine Tumorentstehung verantwortlich sind. Desweiteren weisen die von solchen
Ereignissen betroffenen Genorte beachtliche Gemeinsamkeiten auf. So werden in
der Regel Gene verandert und dereguliert, die an wichtigen zellularen
Differenzierungsprozessen beteiligt sind und deren Produkte in der Lage sind, mit
anderen zellularen Proteinen zu interagieren (Rabbitts, 1999). Fir solide Tumoren
ergibt sich dagegen ein viel heterogeneres Bild, wobei Translokationen und andere
chromosomale Veranderungen bei bestimmten Krankheitstypen verschieden
ausfallen. Die Frage, inwieweit die Verteilung chromosomaler Translokationen fur die
Enstehung der Krankheit eine ursachliche biologische Relevanz reflektiert, fuhrte
dazu, chromosomale Translokationen nach Art ihres molekularen
Erscheinungsbildes zu unterteilen. Danach sind balancierte Translokationen vor
allem ein Kennzeichen fur hamatologische Erkrankungen und Ursache der Krankheit,
wahrend unbalancierte Aberrationen erst sekundar in soliden Tumoren wahrend der
Progressionsphase auftreten (Johansson, 1996). Die Fragestellung bezuglich der
ursachlichen biologischen Relevanz ist wichtig, nicht zuletzt fir das Verstandnis wie
solche chromosomalen Translokationen zur Fehlregulation und Entartung einer Zelle
beitragen. In hamatologischen Erkrankungen konnen Translokationen durch zwei
verschiedene Prinzipien zur Aktivierung von Onkogenen und damit zur

Immortalisierung der Zellen fuhren.

Erste Daten, wie eine reziproke Translokation zu einer Fehlregulation fuhren kann,
resultierten aus der Untersuchung lymphoblastischer Leukamien. In den Zellen des
Immunsystems findet man haufig Translokationen unter Beteiligung der Gene fur die
Antigen-Rezeptoren TCRa und TCRd (14911), TCRp (7935), sowie IgH (14932), Ig-x
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(2p12) und Ig-A (8924). Durch die chromosomale Umlagerung werden zellulare
Proto-Onkogene wie c-MYC (1(14;18)(g32;921)) oder BCL-2 (1(8;14)(g24;q32)) in den
transkriptionellen Kontext eines immunzellspezifischen und effektiven Enhancers
gebracht und dadurch aktiviert (Typ | Translokationen). Die Bruchpunkte der
beteiligten Proto-Onkogene sind oft von Erkennungssequenzen fir die
Rekombinasen des Immunsystems flankiert, und es wird davon ausgegangen, dass
die Translokation Folge einer fehlgeleiteten Aktion der immunzellspezifischen
Rekombinations-Maschinerie ist (Garcia, 1991; Sanchez-Garcia und Rabbitts, 1993).
Damit kann sowohl aus dem Entstehungsmechanismus als auch aus der daraus
resultierenden Fehlregulation abgeleitet werden, dass diese Art der Translokation auf
bestimmte Zellen beschrankt ist.

Bei dem zweiten und weitaus haufigeren Typ der Translokationsentstehung werden
die an den betroffenen Chromosomenloci liegenden Gene fusioniert. Dadurch
entstehen neuartige Fusionsgene, die letztlich fur die Entartung der Zellen
verantwortlich sind (Typ Il Translokationen). Ein prominentes Beispiel daflr ist die
Translokation 1(9;22), bei der das sogenannte Philadelphia Chromosom als
Rekombinationsprodukt entsteht (Rowley, 1973; Bartram, 1985; Teyssier, 1985).
Durch die chromosomale Umlagerung, die in Intronbereichen stattfindet, werden die
N- bzw. C-terminalen Exons der beteiligten Gene BCR und ABL reziprok miteinander
verbunden. Bleibt der Leserahmen erhalten, entstehen zwei chimare Genvarianten
(BereAbl und Abl<Bcr) die zur Expression von tumorspezifischen Fusionsproteinen
fuhren.

Die Forschung der vergangenen Jahre hat gezeigt, dass durch die
translokationsbedingte Bildung von Fusionsgenen eine weitaus grofiere Anzahl von
Proto-Onkogenen aktiviert wird, als durch Positionseffekte infolge einer spezifischen
Translokation (Rabbitts, 1994; Sanchez-Garcia, 1997). Dementsprechend wurden in
myeloischen Leukamien und soliden Tumoren bisher nur Typ Il Translokationen
beschrieben. Obwohl an den Translokations-Bruchpunkten oft Gene gefunden
werden, die fur die Entwicklung und Differenzierung des jeweiligen Zelltyps
bedeutsam sind (Rabbitts, 1999), fehlen fur diesen Translokationstyp noch
weitgehend Vorstellungen Uber Mechanismen und Ursachen, die zur Translokation
als Endprodukt fuhren.
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2.2 Die Translokation t(4;11)(q21;923)

Die chromosomale Translokation t(4;11)(q21;923) ist ein Beispiel fur Typ Il
Translokationen und wurde 1979 zum ersten Mal fur einen padiatrischen Fall einer
akuten lymphoblastischen Leukamie beschrieben (Van den Berghe, 1979). EIf Jahre
spater konnte ein yeast artificial chromosome (YAC) identifiziert werden, welches den
Bruchbereich auf dem Chromosom 11 Uberspannte und in FISH Experimenten mit
beiden Derivatchromosomen hybridisierte (Rowley, 1990). Nachfolgende
Kartierungsexperimente und die Subklonierung des YAC fuhrten zur Isolierung des
beteiligten Gens, das im Bereich 11923 zwischen den Genen CD36 und Thy-1
kartierte und den Namen MLL (Mixed Lineage Leukemia) erhielt (Ziemin van der
Poel, 1991). Erste kodierende Sequenzen wurden 1992 publiziert, wobei das
zugehorige Gen wegen einer auffalligen Homologie zum Trithorax-Gen aus
Drosophila als Htrx-1 (Human trithorax gene 1) bezeichnet wurde (Djabali, 1992). Die
vollstandige cDNA-Sequenz dieses Gens wurde spater gleichzeitig von zwei
Arbeitsgruppen publiziert und mit ALL-1 (Acute Lymphoblastic Leukemia 1; (Gu,
1992)) bzw. HRX (human Trithorax; (Tkachuk, 1992)) benannt.

2.2.1 Kiinische Eigenschaften t(4;11)-assoziierter Leukamien

Die Chromosomenbande 11923 ist von einer Vielzahl chromosomaler
Translokationen betroffen, die vorwiegend bei Sauglingen und Kleinkindern gefunden
werden. Trotz einiger Gemeinsamkeiten sind diese Translokationen mit
unterschiedlichen Erkrankungen assoziiert. So ist eine t(4;11) Translokation
beispielsweise charakteristisch fur eine Erkrankung im lymphatischen Zweig des
blutbildenden Systems, wohingegen eine t(9;11) Translokation typischerweise in
myeloischen Zellen vorkommt und die Translokation t(11;19) beide Linien betreffen
kann. Insgesamt betrachtet, sind Leukamieerkrankungen im ersten Lebensjahr
allerdings sehr selten und kommen in den USA mit einer durchschnittlichen
Haufigkeit von 37 Fallen pro 1 Million Kleinkindern vor (Gurney, 1997). Etwa 2,5 bis
5% der padiatrischen akuten lymphoblastischen Leukamien (ALL) fallen auf

5
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Kleinkinder, der Anteil bei den akuten myeloischen Leukamien (AML) liegt zwischen
6 bis 14% (Felix, 1999). Dabei findet man in 80% der ALL-Falle und 50% der AML-
Falle eine chromosomale Aberration unter Beteiligung des MLL Gens (Ross, 1998;
Rowley, 1998). Bemerkenswert ist die relative Haufigkeit, mit der t(4;11)
Translokationen bei den wenigen Kleinkind-ALLs gefunden werden, obwohl diese
Translokation in absoluten Zahlen ebenso haufig bei Kleinkindern wie in alteren
Patientengruppen vorkommt (Johansson, 1998). So liegt der Anteil an t(4;11)-
positiven Leukamien im Kleinkindalter bei etwa 30 bis 40% (Heerema, 1999),
wahrend in hoheren Altersgruppen nur etwa 5% der diagnostizierten Leukamien
t(4;11)-assoziiert sind. Bei dieser Patientengruppe besteht in der Uberwiegenden
Zahl der Falle ein Zusammenhang mit einer vorausgegangenen Therapie
nichtverwandter Neoplasien (Felix, 1995; Johansson 1998). Dies gilt insbesondere
fur Patienten, die infolge einer Behandlung mit Topoisomerase |[I-Hemmstoffen an
einer Therapie-assoziierten Leukamie erkranken, wobei bei diesen Patienten meist
eine AML, seltener eine ALL vorliegt (Bigoni, 1999).

Klinische Merkmale von t(4;11) positiven Leukamien sind neben dem meist geringen
Alter zum Zeitpunkt der Diagnose, Hyperleukozytose (>50x10%I), Hepato-
splenomegalie, starke ZNS Infiltration, sowie insbesondere der schlechte Verlauf der
Therapie, verbunden mit einer schlechten Prognose (Chen, 1993b; Rubnitz, 1996;
Felix, 1999; Reaman, 1999). Obwohl die Zellen morphologisch als ALL klassifiziert
werden, zeigen sie bei molekulargenetischen und immunologischen Untersuchungen
eine Mischung von lymphoiden und myeloischen Markern. Die transformierten Zellen
stammen also vermutlich von frihen Vorlauferzellen ab, die noch Differenzierungs-
potential fir beide Linien des hamatopoietischen Systems aufweisen. Haufig
gefundene myeloische Marker sind CD15 und CDG65, sowie in einigen Fallen auch
CD13 und CD33. Kennzeichen von frihen B-Zellen sind die Umlagerung des IgH-
Locus, sowie die Expression von TdT, CD34 und CD19 (Cohen, 1991; Pui, 1991;
Thirman, 1993; Greil, 1994). Vor allem die fehlende Expression von CD10 bei
gleichzeitiger Anwesenheit von CD19 fuhrt zur Klassifizierung der leukamischen

Blasten als pro B-ALL.

Wahrend die Heilungschancen fur Kinder mit einer ALL in den letzten Jahren auf
annahernd 80% gestiegen sind und auch fur AMLs bei fast 40% liegen (Kersey,
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1997; Pui, 2000), so gilt diese erfreuliche Tendenz nicht fur solche Falle, die den
bestehenden Therapiekonzepten widerstehen. Das trifft, wie bereits ewahnt,
besonders auf t(4;11)-positive Leukamien zu, die nach einer ersten Remission haufig
ein Rezidiv bilden, das sich als resistent gegen weitere Behandlungsprotokolle
erweist. Diese Charakteristika fUhren dazu, dass solche Patienten in die Klasse der
Hochrisiko-Leukamien eingruppiert werden. Daraus ergibt sich die Notwendigkeit
einer Risiko-orientierten Therapie, die zwischen erfolgreicher Behandlung und dem
Auftreten von Nebenwirkungen abwagen muss. Aufgrund der geringen Fallzahlen
fallt es allerdings schwer, klare prognostische Faktoren zu definieren. Als signifikante
Charakteristika fur eine schlechte Prognose wurden, neben einem hohen
Leukozytentiter und ZNS-Infiltration, das geringe Alter sowie ein Rearrangement des
MLL Gens vorgeschlagen. Eine Studie der amerikanischen Children's Cancer Group
kommt jedoch zu dem Ergebnis, dass in Fallen von frihkindlicher ALL ausschlieflich
t(4;11) Translokationen, nicht jedoch andere MLL Translokationen, mit einer extrem
schlechten Prognose einhergehen. Die Diagnose einer Translokation t(4;11)
korreliert dabei mit einem Alter unter 6 Monaten und fehlender CD10 Expression
(Heerema, 1999; Reaman, 1999). Auch andere Untersuchungen zeigen, dass das
Alter der Patienten bei t(4;11)-positiven Leukamien eine entscheidende Rolle spielt.
So bestehen fur Patienten im Alter unter 2 Jahren und uber 40 Jahren nur geringe
Heilungschancen, wahrend die Uberlebenswahrscheinlichkeit fir Kinder zwischen 2
und 9 Jahren bei fast 75% liegt (Johansson, 1998). Ein weiterer diskutierter
prognostischer Faktor ist das fruhzeitige Ansprechen auf eine initiale Therapie.
Demnach ist eine Restkonzentration von mehr als 25% leukamischer Blasten nach 1-
bis 2-wochiger Prednison-Therapie bereits ein Anzeichen fur eine schlechte
Prognose (Dordelmann, 1999). Einige Arbeiten weisen zudem darauf hin, dass es
sich bei t(4;11)-positiven Leukdmien um eine heterogene Risikogruppe handelt.
Unklar ist allerdings, welche prognostische Bedeutung, wenn uberhaupt, das
gleichzeitige Auftreten von t(4;11) Translokationen und anderen Mutationen hat
(Johansson, 1996; Cimino, 1997a).

Da eine klare Prognose, und damit eine Einteilung in die Hochrisiko-Leukamie-
Gruppe, von der Art des 11923 Rearrangements abhangt, ist die Etablierung einer
effizienten molekularbiologischen Diagnostik unerlasslich. Herkommliche Methoden
zur Diagnose von MLL Rearrangements umfassen FISH und multiplex RT-PCR
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Analysen, welche durch ein geringes Auflosungsvermogen und durch die Qualitat der
zu untersuchenden RNA extrem limitiert sind. PCR Analysen, basierend auf der
Untersuchung genomischer DNA von Leukamie-Patienten, konnten erstmals fur die
Translokationen t(4;11) (Gillert, 1999; Reichel, 1999; Reichel, 2001) und t(9;11)
(Langer, 2003) etabliert werden. Diese Untersuchungen ermdglichen die genaue
Charakterisierung der genomischen Bruchpunkte und konnen zudem fur DNA
basierte MRD (minimale Resterkrankung; minimal residual disease) -Studien
eingesetzt werden, da die chromosomalen Fusions-Sequenzen fur jeden Patienten
spezifisch sind. Vor kurzem wurde, ebenfalls in unserer Arbeitsgruppe, eine neue
und optimierte DNA-basierte Methode etabliert. Die Methode beruht auf LDI-PCR
(long distance inverse PCR) Untersuchungen und gewahrleistet nicht nur eine
schnelle Identifikation von t(4;11) Rearrangements, sondern auch die Identifikation
aller und damit auch unbekannter MLL Translokationen (Meyer, 2004).

2.2.2 Molekulare Untersuchungen der Translokation t(4;11) - Die beteiligten
Gene

Die an der Translokation t(4;11) beteiligten Gene sind zum einen das MLL Gen auf
Chromosom 11, und zum anderen das AF4 Gen, welches auf Chromosom 4
lokalisiert wurde. Durch die Translokation werden die parentalen Chromosomen zu
neuen Derivatchromosomen fusioniert. An den Fusionsstellen der
Derivatchromosomen findet man das Derivat 11 Gen (der11), bestehend aus dem N-
terminalen Anteil des MLL Gens und dem C-terminalen Bereich des AF4 Gens
(MLL/AF4), und das reziproke Derivat 4 Gen (der4), bestehend aus dem N-
terminalen Teil des AF4 Gens und dem C-terminalen Bereich des MLL Gens
(AF4/MLL). Die Exon-Intron-Struktur der beiden Gene wurde bereits vor mehreren
Jahren in userer Arbeitsgruppe aufgeklart (Nilson, 1996; Nilson, 1997).

Das menschliche MLL Gen erstreckt sich Uber einen Bereich von 92 kb auf dem
Genlocus 11923 und seine mMRNA Sequenz stammt von 37 Exons (Nilson, 1996;
Marschalek, 1997). Neben dem am haufigsten vorkommenden mRNA Transkript mit
einer Lange von 15,5 kb kdnnen zwei weitere Spleiss-Varianten mit einer Lange von
13,5 kb und 5 kb detektiert werden, deren Funktion jedoch unbekannt ist (Tkachuk,

1992). Der offene Leserahmen des Gens umfasst 12.015 Nukleotide (Tkachuk, 1992;
8
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Nilson, 1996) und kodiert fur ein Protein mit einem Molekulargewicht von 435 kDa
(Abbildung 2-1).

Das menschliche AF4 Gen (ALL-1 fused gene on chromosome 4; (Gu, 1992)), auch
bezeichnet als FEL (four eleven leukemia; (Domer, 1993)), wurde erstmals in
Verbindung mit einer MLL-Fusion in der Translokation t(4;11) beschrieben und stellt
zudem einen der haufigsten Translokationspartner des MLL Gens dar. Anders als
beim MLL Gen sind allerdings fur das AF4 Gen keine weiteren chromosomalen
Translokationen bekannt. Die AF4 Genstruktur erstreckt sich Uber einen Bereich von
300 kb auf dem Chromosom 4, Bande gq21. Das 10,5 kb groRe mRNA Transkript wird
von 23 Exons kodiert, wobei 4 der Exons fur alternative erste Exons (1a1 -1a2, 1b
oder 1c) kodieren (Nilson, 1997; Werner, Diplomarbeit 1999). Der offene Lese-
rahmen der Transkripte FelA (Exons 1a) und FelB (Exon 1b) umfasst 1211 bzw.
1218 Aminosauren (Nakamura, 1993) und kodiert fur ein Protein mit einem
errechneten Molekulargewicht von etwa 130-140 kDa (Abbildung 2-1). Durch
Verwendung einer alternativen Polyadenylierungsstelle im Intron 3 entsteht ein 2,8
kb grofes Transkript, das in Anlehnung an die bestehende Nomenklatur als FelC
bezeichnet wurde (Nilson, 1997). Das entsprechende Transkript kodiert fur die AF4

Exons 1-3 und kann zum AF4+N Protein translatiert werden.

Die Lage von Translokationsbruchpunkten konnte fir 11923 Rearrangements
unabhangig vom beteiligten Partnergen zuverlassig in Southern Blot Analysen
bestimmt werden. Auf genomischer Ebene kartierten fast alle Bruchpunkte innerhalb
des MLL Gens in einem 8,3 kb grollen BamHI-Fragment. Diese sogenannte
"breakpoint cluster region" (bcr; (Gu, 1992)) wird von den Exons 8 und 14 flankiert
(Nomenklatur nach Nilson, 1996). Da die Kartierung durch Southern Blot Analysen
von vorhandenen Restriktionsstellen abhangt, war eine weitere Eingrenzung der
Bruchpunkte mit dieser Methode nicht mdglich. Durch die exakte Kartierung anhand
genomischer PCR-Analysen, konnte die Bruchregion auf einen 6,1 kb grof3en
Bereich zwischen den Exons 9 und 12 begrenzt werden (Reichel, 2001; Reichel,
Dissertation 2000). Fur das AF4 Gen wurde die Bruchregion vergleichsweise viel
spater kloniert und sequenziert. Die Bruchpunkte kartieren innerhalb des AF4 Gens
ebenfalls in einem relativ kleinen, ca. 44 kb gro3en genomischen Bereich, der von
den Exons 3 und 6 flankiert wird, wobei der Hauptanteil der Briche im Intron 3 liegt
(Reichel, 1999; Reichel, Dissertation 2000).
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Abbildung2-1: MLL und AF4 Genstrukturen und genauere Darstellung der beiden Bruch-

punktsregionen

Dargestellt ist jeweils die Exon-Intron Struktur der beiden Gene MLL und AF4. Die
Bruchpunktsregionen (bcr) sind als weisse Boxen unter dem entsprechenden Gen
markiert. Der Schaukasten unterhalb zeigt eine VergréRerung der jeweiligen
Bruchpunktsregion mit entsprechenden Strukturelementen. Die obere Skala gibt
den genomischen Bereich in kb an. Darunter ist die Verteilung der Bruchpunkte
und die Verteilung der repetitiven Alu-Elemente innerhalb der beiden
Bruchpunksregionen dargestellt. Unterhalb der Introns ist die Intron-Phase
angegeben. Schaukasten oben: Die Bruchpunkisregion des MLL Gens wird von
den Exons 8 und 14 flankiert. Die Verteilung der Bruchpunkte zeigt allerdings
deutlich eine engere Clusterung zwischen den Exons 9 und 12. Schaukasten
unten: Die Bruchpunktsregion im AF4 Gen wird von den Exons 3 und 6 flankiert.
Die Verteilung der Bruchpunkte im AF4 Gen zeigt in keinem Bereich eine mit dem
MLL Gen vergleichbare Clusterung.
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Wie in Abbildung 2-1 dargestellt, ist die relative Anhaufung der genomischen
Bruchpunkte auffallig und deutet darauf hin, dass bei reziproken Translokationen
zwischen MLL und AF4 die Chromosomen nicht beliebig miteinander fusionieren
konnen. Ein Grund dafur konnte die positive Selektion von funktionellen
Fusionsgenen sein, die eine spezifische Konstellation funktioneller Domanen der
Ursprungsgene benétigen. Da eine maligne Funktion der Fusionsproteine einen
entscheidenden Einfluss auf die Transformation der Zellen hat, |asst sich die
Verteilung von illegitimen Rekombinationsereignissen so am besten erklaren.
Wirden durch die Fusion essentielle Exons zerstort, konnte das
Transformationspotential der Fusionsproteine nicht mehr gewahrleistet sein. Mit der
Aufklarung der Exon-Intron-Struktur und der Sequenzanalyse der Bruchregionen der
beiden von der Translokation betroffenen Gene MLL und AF4 wurde von unserer
Arbeitsgruppe die Basis geschaffen, einige funktionelle Kriterien fur krankheits-
verursachende Translokationen zu definieren (vgl. auch 2.2.3). Ein Hauptkriterium
stellt die Aufrechterhaltung des Leserasters dar (Marschalek, 1997). Introns werden
je nach vorausgegangenem Exon unterteilt in Phase 0-, Phase 1- oder Phase 2-
Introns. Das Ende eines Exons fallt dabei entweder mit dem Ende eines Kodons
zusammen (Phase 0) oder kodiert noch fur 1 (Phase 1) oder 2 Nukleotide (Phase 2)
des nachsten Kodons. Das Triplett wird vervollstandigt durch die ersten Nukleotide
des folgenden Exons. Ein intaktes Leseraster der chimaren Genvarianten kommt nur
zustande, wenn gleichphasige Introns miteinander rekombinieren. Fusionieren
Introns unterschiedlicher Phase miteinander, so kommt es unweigerlich zu einer
Leserasterverschiebung und dadurch zu einem vorzeitigen Abbruch der
Fusionsproteine. Zudem haben Untersuchungen gezeigt, dass ein verkurztes MLL
Protein nicht ausreicht um Zellen zu transformieren und somit der in frame fusionierte
Anteil des Partnergens essentiell ist (Corral, 1996; Lavau, 1997; Slany, 1998).

Die Analyse der beiden Bruchregionen zeigte, dass fast alle Introns vom Typ 0 sind
und dementsprechend jeder Rekombinationsprozess in der Region zu funktionellen
Fusionsgenen fuhrt (Abbildung 2-1). Lediglich das MLL Intron 8 hat die Phase 1. In
diesem Fall sollte ein Bruchpunkt im AF4 Intron 6 liegen. Deutlich eingeschrankt ist
die Partnerwahl, wenn die Bruchpunkte aul3erhalb der Bruchregion liegen. Da die
Lokalisation von Bruchpunkten aufl3erhalb dieses Bereichs aber bislang nur durch
Southern Blot Analysen im MLL Gen erfolgte, ist nicht bekannt, welche Exons hier
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miteinander fusioniert sind. Bemerkenswert ist, dass bislang kein Bruchpunkt
innerhalb des AF4 Intron 2 gefunden wurde, obwohl es sich um ein Intron der Phase
0 handelt. Das Intron ist mit 408 bp zwar klein, aber doch grofl3er als das Intron 8 des
MLL Gens (330 bp). Damit besteht die Moglichkeit, dass ein funktionelles und fur die
Leukdmogenese wichtiges AF4/MLL Produkt die Anwesenheit des Exon 3 des AF4
Gens erfordert und damit von der ALF Domane im chimaren Protein abhangt
(Reichel, Dissertation 2000).

2.2.3 Entstehung einer Translokation t(4;11) - Hypothesen

Zur Klarung der erstaunlichen lokalen Haufung von Bruchpunkten innerhalb der
Translokationsgene MLL und AF4 wurden zwei extreme Hypothesen formuliert, die
das Spektrum der moglichen Erklarungen eingrenzen (Marschalek, 1997). Die
Selektionshypothese geht davon aus, dass Rearrangements im Prinzip beliebige
Partnergene miteinander fusionieren konnen, jedoch nur ein kleiner Teil zur klonalen
Expansion der betroffenen Zellen fuhrt. Die Uberwiegende Mehrzahl der
Translokationen, die sich moglicherweise ereignen, ist demnach pathologisch nicht
von Bedeutung, da sie nicht zu einer malignen Transformation der Zellen fuhren und
somit nie nachgewiesen werden. Die zweite Hypothese impliziert einen
Zusammenhang zwischen der lokalen Verteilung der Bruchpunkte und einem
moglichen Mechanismus der Translokationsentstehung. Diese Hot-Spot-Hypothese
schlagt demnach vor, dass bestimmte genomische Regionen nicht zufallig in
Translokationen verwickelt werden, sondern aufgrund ihrer strukturellen
Beschaffenheit besonders anfallig fur das Auftreten von illegitimen Rekombinationen
sind. Die Sequenzanalyse beider Bruchregionen bot daher die Moglichkeit einige der
"Hot Spot"-Theorien zur Entstehung der Translokation auf ihre Richtigkeit hin zu

Uberprifen.

Besonders auffallig ist die Haufung repetitiver Alu-Elemente innerhalb der bcr des
MLL Gens (Gu, 1994; Marschalek, 1995). Bei einer statistischen Verteilung solcher
Sequenzmotive (1 Alu-Element pro 5 kb) wirde man in dem 8,3 kb gro3en Bereich
nur ein bis zwei Alu-Elemente erwarten. Tatsachlich wurden in der Region zwischen

Exon 8 und 14 aber acht Alu-Elemente (Abbildung 2-1) identifiziert und einige der
12
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Bruchpunkte kartieren sogar innerhalb von Alu-Sequenzen, so dass eine Alu-Alu
vermittelte homologe Rekombination als Ursache der Translokation diskutiert wurde.
Zudem ist fur das MLL Gen eine Alu-vermittelte Rekombination als Ursache einer
internen Duplikation beschrieben (Strout, 1998; Wiedemann, 1999). In der
Bruchregion des AF4 Gens wurden insgesamt 17 vollstandige und 9 verklrzte Alu-
Elemente gefunden, wobei auch hier einige Bruche innerhalb von Alu-Sequenzen
identifiziert wurden (Abbildung 2-1). In keinem einzigen Fall aber lagen die
Bruchpunkte auf beiden Partnerchromosomen gleichzeitig innerhalb von Alu-
Elementen, wie es fur den Fall einer homologen Rekombination zwingend notwendig
ware (Reichel, 1999). Somit wird diese Hypothese der Translokationsentstehung,
zumindest fur die t(4;11) Translokation, nicht durch Daten gestutzt.

Ein weiterer diskutierter "Hot Spot"-Mechanismus beruht auf der Anwesenheit von
SAR-Elementen (scaffold attachment region) und Topoisomerase |II-
Konsensusbindestellen. Ausschlaggebend dafur war die klinische Beobachtung,
dass in den meisten Fallen einer Therapie-induzierten AML (t-AML) nach
Behandlung mit Topoisomerase Il-Hemmstoffen ein rearrangiertes MLL Gen
gefunden wurde. Der Zusammenhang zwischen der Einnahme von Topoisomerase
lI-Inhibitoren und dem Auftreten einer Translokation wurde durch die molekulare
Untersuchung einer Patientenprobe mit einer therapie-induzierten Leukamie erhartet.
Der genomische Bruchpunkt lag direkt neben einer Topoisomerase II-
Konsensusbindestelle (Domer, 1995). Auferdem konnten nach Teniposid-
Behandlung von Zellen innerhalb der MLL Bruchregion Bruche induziert werden, die
ebenfalls am Exon 12 des MLL Gens kartierten und mit der Topoisomerase |I-
Erkennungssequenz Uberlappten (Aplan, 1996). In weiterfUhrenden Arbeiten wurde
dies bestatigt, allerdings konnte ein Bruch in dieser Region auch dann erzeugt
werden, wenn statt spezifischer Topoisomerase II-Hemmstoffe andere genotoxische
Substanzen verwendet wurden (Stanulla, 1997). Die Autoren folgerten daraus, dass
DNA-Strangbriuche durch eine Fragmentierung von Ubergeordneten
Chromatinstrukturen nach Induktion der Apoptose auftreten kdnnen.

Vor diesem Hintergrund entstand die Vorstellung, dass die Verteilung von Bruch-
punkten in verschiedenen Patientengruppen etwas mit der lokalen Chromatinstruktur

zu tun haben konnte. Gestutzt wurde diese Annahme vor allem durch
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Untersuchungen aus der Arbeitsgruppe um Strissel-Broeker, die eine Korrelation
zwischen der Verteilung der Bruchpunkte und einer spezifischen Chromatinstruktur
innerhalb der MLL-bcr nahe legen. Southern Blot Analysen der Bruchpunkte von 31
ALL und AML Patienten und 8 Patienten mit einer t-AML ergaben, dass 74% der de
novo-Leukamien ihren Bruchpunkt in der &' liegenden Halfte der Bruchregion haben,
wahrend die Bruchpunkte der t-AML Patienten zu 75% in der 3' liegenden Halfte
kartieren (Strissel, 1996). In der telomer liegenden Region wurde zudem ein
hochaffines SAR-Element (Exon 12 bis 22) kartiert, wobei innerhalb dieses Elements
sechs Topoisomerase II-Bindestellen identifiziert wurden. Eine weitere
Topoisomerase |l-Stelle kartierte in der centromer liegenden Region, welche sich
zwischen dem hochaffinen SAR und einem schwacheren SAR (Exon 6 bis 8) vor der
Bruchregion befindet (Strissel, 1996). Nach der Kartierung weiterer 70 Bruchpunkte
wurde das Modell dahingehend erweitert, dass auch die Bruche bei Kleinkindern
unter einem Jahr praferenziell in der telomeren Region liegen (Cimino, 1997b).
Aufgrund der starken Evidenz, dass bei Kleinkindern die Translokation bereits in
utero auftritt (Gale, 1997) und der vergleichbaren Lage der Bruchpunkte in dieser
Patientengruppe mit Therapie-induzierten Fallen wurde postuliert, dass die
Exposition der Mutter mit Topoisomerae-Hemmstoffen wahrend der Schwangerschaft
mit einem erhohten Risiko einer frihkindlichen Leukamie assoziiert ist. In diesem
Zusammenhang wurde besonders die Gruppe der Bioflavonoide als Nahrungsmittel
diskutiert (Ross, 1998; 2000; Strick, 2000).

Nach diesem Modell lassen sich die mit einem MLL-Rearrangement assoziierten
Leukéamien in zwei groRe Gruppen unterteilen. Die eine Gruppe umfasst die
Kleinkinder unter einem Jahr (meist ALL mit t(4;11)) und die Erwachsenen mit einer
Therapie-induzierten Leukamie (meist t-AML mit t(4;11) oder (9;11)). Beide Gruppen
haben ihre Bruchpunkte gehauft im Intron 11 des MLL Gens und die Entstehung der
Translokation korreliert wahrscheinlich mit der Einnahme von Topoisomerase |I-
Hemmstoffen oder auch anderen genotoxischen Substanzen. Die zweite Gruppe
umfasst die Kinder Uber einem Jahr und die erwachsenen Falle ohne vergleichbare
Vorgeschichte. Hier liegen die Briche meist in der centromeren Halfte der MLL
Bruchregion und Hinweise auf mogliche Ursachen dieser Translokationen sind
bislang nicht gefunden worden.
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Speziell fur t(4;11) Translokationen hat dieses Modell allerdings nur eingeschrankt
Gultigkeit. Obwohl potentielle Erkennungsstellen fur die Topoisomerase Il auch in der
Bruchpunktsregion des AF4 Gens identifiziert wurden, ergab die Analyse der t(4;11)-
Fusionsstellen beider Derivatchromosomen aus 60 Patienten und 3 Zelllinien, keinen
konsistenten Zusammenhang mit Topoisomerase |lI-Erkennungsstellen. Aul3erdem
konnte fur die Bruchpunktsverteilung innerhalb des AF4 Gens keine signifikante
altersabhangige Korrelation festgestellt werden (Reichel, 1999; Reichel, 2001). Die
Verteilung der Fusionsstellen innerhalb der MLL Bruchregion zeigte jedoch eine
deutliche Haufung in den beiden zuvor beschriebenen Subregionen. Die
uberwiegende Mehrheit der bei Kleinkindern gefundenen Fusionsstellen fielen in das
telomer gelegene Cluster vor Exon 12. In das centomer gelegene Cluster, welches
die Exons 10 und 11 umfasst, fielen zumeist die bei alteren Kindern und
Erwachsenen gefundenen Fusionstellen (Abbildung 2-1). Demnach bleibt zumindest
far die MLL Bruchregion die "Hot Spot" Hypothese und die Annahme, dass die
Vorgeschichte der Patienten die Lage des Bruchpunktes beeinflussen kdnnte,
bestehen. Fur beide Bruchregionen konnte zudem eine Korrelation zwischen der
Verteilung der Bruchpunkte und der spezifischen Chromatinstruktur festgestellt
werden. Der Vergleich zwischen den kartierten SAR-Elementen und der Lage von
chromosomalen Bruchpunkten zeigte, dass DNA Bereiche mit einer starken SAR
Funktion weniger Bruchpunkte enthalten, wohingegen Bereiche mit schwacher oder
keiner SAR Funktion eine hdhere Dichte an chromosomalen Bruchpunkten
aufweisen. Daraus lasst sich ableiten, dass die spezifische Anordnung von
ausgedehnten, hochaffinen SAR Bereichen, die von kleineren SAR freien Regionen
flankiert werden, das Auftreten von lokal begrenzten DNA-Doppelstrangbrichen
begunstigt (Hensel, 2001).

Unabhangig von der Beteiligung bestimmter Sequenzmotive oder einer
ubergeordneten Chromatinstruktur an der Entstehung der Translokation, ergab die
vergleichende Analyse beider Derivatchromosomen, dass die Bruchpunkte in allen
untersuchten t(4;11) Fallen nicht kolokalisieren und damit zwar reziprok aber auf
Feinstruktur-Ebene nicht balanciert sind. An den Fusionsstellen wurden durch den
Vergleich mit der entsprechenden parentalen Sequenz Deletionen, Duplikationen,
Inversionen sowie kurze Insertionen unbekannter Herkunft (filler-DNA) und kurze

Bereiche Uberlappender Basen (mini-direct-repeats) zwischen den Genen MLL und
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AF4 gefunden (Reichel, 1998; Reichel, 1999; Reichel, 2001). Die Entstehung solch
komplexer Rearrangements schlie3t einen simplen Doppelstrangbruch auf beiden
Partnerchromosomen und die anschlieBende kreuzweise Wiederverknupfung nahezu
aus. Vielmehr macht die Anwesenheit von sogenannter filler DNA und mini direct
repeats an den chromosomalen Fusionsstellen die Beteiligung des "Nicht-homologen
End-Ligations Reparaturwegs" (non-homologous end joining, NHEJ) an der
Translokationsentstehung sehr wahrscheinlich (Roth, 1985; Roth und Wilson, 1986;
Roth, 1989). Die Formulierung des "DNA damage repair models" fur t(4;11)
Translokationen fordert daher als initiales Ereignis einen spezifischen DNA-Schaden,
wobei, mit Ausnahme der Patientengruppe mit einer Therapie-induzierten Leukamie,
die Ursache dafur weitgehend im Dunkeln liegt. In einem zweiten Schritt fuhrt der
Versuch den DNA-Schaden durch Komponenten des NHEJ-Reparatursystems zu
beheben zum Austausch der beteiligten Chromosomenenden (Reichel, 1998). Erste
Untersuchungen zur Integritdt des DNA End-Joining Reparatur-Systems in
leukamischen t(4;11)-Zelllinien wurden bereits unternommen, blieben aber bisher
ohne eindeutiges Ergebnis (Bursen, Diplomarbeit 1999; Reichel, Dissertation 2000).
Allerdings konnte dieses Modell in vivo im Maussystem bestatigt werden. Wird auf
zwei nicht-homologen Chromosomen der Maus ein ds-DNA Bruch induziert, so wird
in ca. 25% aller Reperaturfalle eine chromosomale Translokation induziert
(Richardson und Jasin, 2000).
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2.3 Die Wildtyp-Proteine MLL und AF4

2.3.1 Funktionelle Domanen des MLL Genprodukts

Das MLL Gen kodiert fur ein Protein von maximal 4.005 Aminosauren, welches eine
Vielzahl konservierter Domanen aufweist und modular aufgebaut ist. Die abgeleitete
Proteinsequenz zeigt eine hohe Homologie zu Trithorax (Trx) (Gu, 1992; Tkachuk,
1992), einem wichtigen Differenzierungsprotein aus Drosophila melanogaster. Die
Gesamthomologie zwischen Mensch und Drosophila betragt innerhalb des C-
Terminus 81% (Tkachuk, 1992). Zum MII-Protein der Maus bestehen ebenfalls
Homologien, wobei die Gesamtidentitat samtlicher Strukturmotive 90,8% betragt (Ma,
1993).

AT MT ZFDI ZFDII TAD SET

ST e o . .

ZFDI ZFDIl SET

Trithorax 1 m:. -I 3759

Abbildung2-2: Darstellung der Sequenz-abgeleiteten Proteinstrukturen von MLL und Tri-
thorax
Die beiden konservierten Bereiche mit der SET (Suppressor of variegation,
Enhancer of zeste und Trithorax) Doméne und den Zink-Finger Doméanen (ZFDI
und ZFDIl) sind dargestellt. AT: AT-Haken; MT: Methyltransferase Homologie
Domane; PHD (plant homeo domain): Zinkfinger-Motiv; TAD: Transaktivierungs-
domane.

Die am hochsten konservierte Domane zwischen MLL und Trx umfasst 210
Aminosauren und befindet sich am auRersten C-Terminus beider Proteine
(Abbildung 2-2). Diese Domane findet sich auch in den C-Termini der Genprodukte
von Suppressor of variegation su(var)3-9 und Enhancer of zeste. Die
Ubereinstimmung zwischen diesen Proteinen definiert die SET-Domane (Suppressor
of variegation, Enhancer of zeste und Trithorax). Su(var)3-9 gehort zu einer Gruppe
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von Gendosis-abhangigen Regulatoren der "position effect variegation", einem
Phanomen der Chromatinkondensation bei Polytanchromosomen. Enhancer of zeste
ist im Gegensatz zu Trithorax ein negativer Regulator von homootischen Genen in D.
melanogaster. Eine mogliche gemeinsame Funktion von Proteinen mit einer SET-
Doméane beschrankt sich demnach auf die Fahigkeit der transkriptionellen
Regulation, sei es als Repressor oder Aktivator (Tschiersch, 1994). Protein-
Interaktions-Studien mit der SET-Domane von MLL/Trx bestatigten dies insofern,
dass einer der identifizierten Interaktionspartner integraler Bestandteil des SWI/SNF
"Chromatin Remodelling Komplexes" ist (Rozenblatt-Rosen, 1998). Eine zweite
konservierte Region zwischen MLL und Trx umfasst zwei Zink-Finger Domanen. Im
Gegensatz zu klassischen Zink-Fingern, die zu den am haufigsten vorkommenden
DNA-Bindedomanen bei Transkriptionsfaktoren gehdren, handelt es sich hier um
sogenannte PHD-Finger (plant homeo domain). Die spezielle Faltung der cystidin-
und histidinreichen Sequenzabschnitte ermdglicht Protein-Protein Interaktionen,
wobei bislang jedoch unklar ist, welche Rolle diese Domane fur das MLL Protein
spielt.

Mit Ausnahme einer konservierten Lokalisations-Sequenz fur bestimmte funktionelle
Kernbereiche (sNLS) gibt es im N-terminalen Drittel des MLL Proteins keine weiteren
Homologien zu Trx. Allerdings weist das MLL Protein hier zwei weitere, distinkte
Domanen mit potentieller DNA-Bindungsfahigkeit auf. Am auferen Rand des N-
Terminus liegen drei AT-Haken Motive, fir die eine DNA-Bindeaktivitat auch
experimentell belegt ist (Zeleznik-Le, 1994). Ein cysteinreicher Sequenzabschnitt
besitzt Homologie zu der DNA-(Cytosin-5) Methyltransferase und wurde in
Anlehnung daran als MT Domane bezeichnet. Entsprechende Domanen sind in der
Lage zwischen methylierter und unmethylierter DNA zu unterscheiden und fur die MT
Domane des MLL Proteins konnte unspezifische DNA-Bindung bereits

nachgewiesen werden (Slany, 1998).

Neue experimentelle Daten belegen eine proteolytische Spaltung des MLL Proteins
(Abbildung 2-3), wobei zwei ungleich grofle Peptidfragmente entstehen, die als
MLL*N (p300) und als MLL+C (p180) bezeichnet wurden (Yokoyama, 2002; Hsieh,
2003b). Die Spaltung findet an zwei konservierten Protease-Erkennungssequenzen
(CS1: QXD/GADD; CS2: QXD/GVDD) statt und fuhrt zu einer Deletion von 52
Aminosauren (Position 2667-2718). Unmittelbar nach der Spaltung durch die bereits
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identifizierte Protease, Taspase1 (Hsieh, 2003a), wird das MLL+C Peptid hochgradig
phosphoryliert (Yokoyama, 2002).

proteolytische Spaltung (A52 AS)
durch Taspase1

2666 2718
AIT l\iT ZFDIl ZFDII TAD SET
FYRN FYRC
MLL-N (p300) MLL-C (p180)

\ 4

PHD FYRN

p300|2666
p180 2719

SET FYRC TAD

MT
I I

Abbildung 2-3:  Darstellung der proteolytischen Spaltung des MLL Proteins durch Taspase1
und anschlieBende Komplexierung der Proteinfragmente MLL*N und MLL-C

Die prozessierten Peptide MLL*N und MLL<C haben entgegengesetzte
transkriptionelle Aktivitat und assoziieren Uber N- und C-terminal liegende
intramolekulare Interaktions-Domanen. Die Dimerisierungsdomane des MLL*N
Peptids wird als FYRN-Region (AS 1979-2130) bezeichnet und interagiert mit der
FYRC/SET-Doméane (AS 3656-3969) des MLL<C Peptids (Hsieh, 2003b). Die
Interaktion der beiden Peptide fuhrt zu einer Stabilisierung und einer korrekten
subnuklearen Lokalisation des intramolekularen MLL Proteinkomplexes. Damit ist
gleichzeitig die Plattform far die Assemblierung eines MLL Multiprotein-
Superkomplexes (MLL-MPSC), unter der Beteiligung von mindestens 27 weiteren
Proteinen, geschaffen (Nakamura, 2002). Die identifizierten Proteine des MLL-MPSC
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gehoren Funktiongruppen an, die Einfluss auf transkriptionelle Aktivitaten wie
Genexpression, Replikation, DNA-Reparatur und Chromatin-Modifikation haben.
Dazu zahlen vor allem der schon erwahnte SWI/SNF-Komplex, der NuRD-Komplex,
der transkriptionsreprimierende Sin3A-Komplex und Mitglieder der TAFII-Familie, die
eine direkte Verbindung des MLL-MPSC zur basalen Transkriptionsmaschinerie
herstellen. Neben dem MLL+C Peptid befinden sich im MLL-MPSC weitere Faktoren
mit einer SET Domane, sowie Proteine die zur Promotorerkennung beitragen und an

der posttranskriptionellen RNA-Polyadenylierung beteiligt sind (Nakamura, 2002).

2.3.2 MLL als Kontrollprotein der Differenzierung

In D. melanogaster konnte gezeigt werden, dass das Trx-Protein eine wichtige Rolle
wahrend der Embryonalentwicklung spielt. Homootische Expressionsmuster, welche
fur eine prazise Segmentierung des Korperbauplans verantwortlich sind, werden in
Trx-Mutanten zwar etabliert, kbnnen aber nicht aufrechterhalten werden (Kuzin,
1994). Letztlich fuhrt dies zu einem ausgepragten homootischen Phanotyp mit
gestortem Korperbauplan. Basierend auf der Beobachtung, dass Trx-Proteine mit
spezifischen Orten auf den Polytanchromosomen assoziiert sind, konnte gezeigt
werden, dass Trx in Vorlauferzellen an transkriptionell aktive Chromosomen-
abschnitte bindet und dadurch eine stabile Vererbung des Expressionsmusters an
die Tochterzellen wahrend der Mitose gewahrleistet (Paro, 1993; Tschiersch, 1994).
Somit beeinflusst Trx die Expression bestimmter Gene nicht direkt, sondern
ermoglicht die Etablierung eines sogenannten "transkriptionellen Gedachtnises",
welches Uber spezifische Histon- und DNA-Methylierungsmuster definiert wird.
Bezeichnenderweise werden Proteine die einen transkriptionell aktiven Chromatin-
Status aufrechterhalten, in der Trithorax-Proteingruppe (TrxG) zusammengefasst.
Die antagonistisch agierenden Proteine der Polycomb-Gruppe (PcG) sind folglich fur
die stabile Vererbung von reprimierten Chromatinabschnitten verantwortlich.
Neuere Arbeiten ermdglichten Einblicke in die Funktion des Trx-Proteins aus D.
melanogaster. Die bis zu 2 MDa grof3en Trithorax-Proteinkomplexe sind aus vielen
Proteinen mit unterschiedlichen Funktionen zusammengesetzt. Darunter findet man
unter anderem DNA-bindende Komponenten, Histon-Acetyltransferasen und

chromatinmodifizierende Proteine, die der hoch konservierten SWI/SNF-Trans-
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kriptionsmaschinerie angehodren. Fur die spezifische Bindung an die unterschied-
lichen Chromatinabschnitte, sogenannte TREs (Trithorax Response Elements),
scheint zudem die Zusammensetzung der TrxG-Komplexe entscheidend zu sein
(Tillib, 1999). Die ersten Zielsequenzen konnten innerhalb des Ultrabithorax-
Promotor (Homolog des Hoxa7 Gens der Maus) identifiziert werden (Rozovskaia,
1999). Da in diesem Bereich Proteine der TrxG- und PcG-Komplexe zusammen mit
Trx ko-lokalisieren, wurde die Vermutung bestatigt, dass TrxG- und PcG-Proteine
uber koordinierte molekulare Mechanismen die Chromatinstruktur und damit die

Transkription der Zielgene beeinflussen.

In Anlehnung an den hohen Grad konservierter Sequenzmotive wurde lange Zeit
vermutet, dass MLL Proteine das funktionelle Homolog zu Trx in Sdugern darstellen.
Erste funktionelle Hinweise stammen aus Transfektionsexperimenten mit
Expressionskonstrukten fur Teildomanen des MLL Proteins. Dabei zeigte die PHD
Domane transaktivierende und die MT Domane Transkriptions-supprimierende
Aktivitat (Zeleznik-Le, 1994; Prasad, 1995). Eine konkrete Rolle des MLL Proteins als
positiver Regulator der homootischen Genexpression konnte im Mausmodell gezeigt
werden. Ein homozygoter MLL knock-out ist bereits am Tag 10 der
Embryonalentwicklung letal und die Embryonen zeigen zudem keine messbare HOX
Genexpression. Bei heterozygoten Tieren fuhrt die Dosisreduktion des MLL Proteins
zu einer raumlich veranderten Expression der HOX Gene. Dementsprechend weisen
die Tiere homootische Transformationen des Skeletts auf, wobei insbesondere die
thorakale Wirbelbildung verandert ist (Yu, 1995). Um zu klaren, ob MLL im murinen
System initial an der Aktivierung der Transkription oder deren Aufrechterhaltung
beteiligt ist, wurde exemplarisch das Hoxa7 Expressionsmuster untersucht (Yu,
1998). Dabei wurde bis zum Tag 9 der Embryonalentwicklung kein Unterschied in
der Expressionsstarke zwischen MII"* und MII”" Embryonen festgestellt. Ab diesem
Zeitpunkt konnte Hoxa7 in MIr" Zellen nicht mehr nachgewiesen werden, wahrend in
den Wildtyp-Embryonen das korrekte Hoxa7 Expressionsmuster manifestiert wurde.
Daraus lasst sich ableiten, dass ab diesem Zeitpunkt die Hoxa7 Expression absolut
von der Anwesenheit des MLL Proteins abhangig ist. Aktuelle Arbeiten zeigen
zudem, dass MLL in humanen Zellen direkt an verschiedene Hox Genpromotoren
(HoxA9 und HoxC8) bindet und innerhalb dieser Promotorabschnitte an der

Acetylierung der Histone H3 und H4, sowie der Methylierung von Histon H3 Protein
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an Position K4 (Lysin 4) beteiligt ist (Milne, 2002; Nakamura, 2002). Die
Methyltransferase-Aktivitat konnte der C-terminalen SET Doméane des MLL-C
Peptids zugeschrieben werden. Die H3-K4 Methylierung demonstriert zudem, dass
MLL in der Tat an der epigenetischen Programmierung von Chromatin beteiligt ist, da
eine gleichzeitige Methylierung durch die Polycomb Proteine Suv39H und E(z)
blockiert wird, was eine Heterochromatisierung zur Folge hatte.

Da die Regulation hamatopoietischer Differenzierungsprozesse wesentlich von einer
normalen Hox Genexpression abhangt (Look, 1997), kommt dem MLL Protein
ebenfalls eine wichtige Rolle wahrend der Proliferation hamatopoietischer Vorlaufer
zu (Fidanza, 1996; Hess, 1997). Ernst et al. konnten die Rolle des MLL Proteins fur
eine normale Hamatopoiese genauer definieren. Dazu wurden MIl-defiziente Zellen
aus chimaren Mauseembryonen und erwachsenen Tieren untersucht. In
Ubereinstimmung mit friiheren Beobachtungen, ist in erwachsenen Tieren die
Anwesenheit von MLL fur die Bildung lymphatischer und myeloischer Zell-
Populationen von entscheidender Bedeutung. Uberraschend hingegen ist die
Beobachtung, dass die Bildung fotaler, hamatopoietischer Stammzellen (HSC:
hematopietic stem cell) und fotaler Vorlaufer Populationen absolut von dem
Vorhandensein des MLL Proteins abhangt (Ernst, 2004). Diese Experimente
verdeutlichen einmal mehr, dass die Untersuchung der Zusammenhange zwischen
MLL, der Hox Gen-Regulation und der Hamatopoiese von entscheidender
Bedeutung ist, zumal Veranderungen der Hox Genexpression zunehmend far

menschliche Leukamien beschrieben werden.

2.3.3 Funktionelle Domanen des AF4 Genprodukts

Das AF4 Gen wird in hamatopoietischen Zellen sowie allen untersuchten Geweben
ubiquitar exprimiert (Chen, 1993a; Frestedt, 1996). Das AF4 Protein wurde im
Zellkern lokalisiert (Nilson, 1997) und ist ein Mitglied der ALF (AF4, LAF4 und EMR2)
Proteinfamilie. Ein viertes Mitglied reprasentiert das AF5q931 Gen. Unabhangig
voneinander wurden die Gene LAF4 und AF5q31 als Translokationspartner des MLL
Gens in pediatrischen pro-B ALLs indentifiziert (Taki, 1999; von Bergh, 2002). Mit

Ausnahme von FMR2, ist folglich eine Fusion zwischen MLL und ALF
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Familienmitgliedern mit der Entwicklung einer aggressiven pro-B ALL assoziiert. Die
Inaktivierung des FMRZ2 Gens (Chromosom X) durch einen Triplett-
Expansionsmechanismus, geht mit einem mehr oder weniger stark ausgepragten
Phanotyp von mentaler Retardation einher (Chakrabarti, 1996; Gecz, 1996; Gu,
1996).

Ein Vergleich der AF4 Proteinsequenz mit LAF4, FMR2 und AF5 fuhrte zur
Charakterisierung funf konservierter Domanen (NHD, ALF, pSer, NLS und CHD; vgl.
Abbildung 2-4), wobei die biologische Funktion der einzelnen Domanen ungeklart ist
(Gecz, 1996; Gu, 1996; Nilson, 1997; Taki, 1999). In funktionellen Studien zeigten
AF4 und LAF4 allerdings DNA-bindendes und transkriptionell aktivierendes Potential,
was eine Funktion als nuklearer Transkriptionsfaktor nahe legt (Prasad, 1995; Ma
und Staudt, 1996; Morrissey, 1997). Die transaktivierende Funktion konnte der
hochkonservierten pSer Domane zugeschrieben werden, welche nach einer t(4;11)
Translokation Bestandteil des chimaren MLL*AF4 Fusionsproteins ist. Desweiteren
konnte in einem AF4 "knock-out" Modell gezeigt werden, dass dem murinem AF4
Protein eine Rolle wahrend der Hamatopoiese zukommt (Isnard, 2000). Wahrend die
Mehrzahl der AF4-defizienten Mause symptomfrei Uberlebte, starben 20% der Mause
innerhalb der ersten 10 Tage nach der Geburt. Obwohl die Todesursache nicht
geklart werden konnte, zeigten diese Mause eine Stérung wahrend der frihen B- und
T-Zell Entwicklung. So war die Anzahl reifer B-Zellen im Knochenmark signifikant
reduziert und im Thymus belief sich die Population CD4/CD8-doppelpositiver Zellen
auf nur 30%. Die Ergebnisse fuhrten zu der Vermutung, dass AF4 im murinen
System fur die ausreichende Expression spezifischer Gene verantwortlich ist, die fur
eine korrekte lymphatische Entwicklung notig sind. In diesem Zusammenhang, sei
auch darauf hingewiesen, dass t(4;11) Translokationen in seltenen Fallen mit einer
T-ALL assoziiert sein konnen (Johansson, 1998).

In aktuellen Studien konnte dem AF4 Protein eine weitere Rolle fur das Zentral-
Nervensystem zugeschrieben werden (Isaacs, 2003). In einer grof3 angelegten
Mutagenese-Studie zur Untersuchung von Verhaltensmutanten wurde die
sogenannte robotic Mausmutante isoliert. Die Mutante zeichnet sich durch einen
gestorten Bewegungsablauf aus, der an die eingeschrankte Bewegungsmoglichkeit
eines Roboters erinnert. Das verantwortliche Gen fur den autosomal dominanten

Phanotyp, wurde durch positionelles Klonieren als das murine AF4 Gen identifiziert,
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welches eine Missense-Mutation (V294A) innerhalb der hoch konservierten ALF
Domane tragt. Als Resultat kommt es in den ersten Wochen nach der Geburt dieser
Mause zu einem dramatischen Verlust von Purkinje-Zellen im Kleinhirn, was letztlich

zu der stark eingeschrankten motorischen Funktion fuhrt.

In Drosophila melanogaster wurde das paired-rule (Paar-Regel) Gen lilliputian (lilli)
als einziges AF4 Homolog identifiziert (Tang, 2001; Wittwer, 2001). Das nukleare
Protein verfugt im zentralen und C-terminalen Bereich Uber die konservierten
Domanen der ALF Proteine, wohingegen im N-Terminus die Proteinsequenz von der
in Saugetieren konservierten Sequenz abweicht. Stattdessen verfugt Lilli in dem
ausgedehnten N-Terminus Uber multiple Glutamin-reiche Bereiche, ein DNA-
bindendes AT-Haken Motiv und eine potentiell transaktivierende Domane der POU
Klasse Ill Transkriptionsfaktoren (Wittwer, 2001). Interessanterweise hat das Lilli
Protein damit mehr Strukturmerkmale mit dem chimaren MLL+AF4 Fusionsprodukt
gemein, als mit dem Wildtyp AF4 Protein (Abbildung 2-4).

NHD pSer NLS
AF4 2 I A I T 1212
POU AT pSer NLS

Lilli 1 I I:l || (of 100 1673
AT MT pSer NLS
der11 1 | Di I CHD [Py

Abbildung 2-4: Homologievergleich der Proteine AF4, Lilli und MLL*AF4 (der11)

Die konservierten Doméanen zwischen dem AF4 Protein und dem Lilli Protein
beschranken sich auf die Serin-reiche Region (pSer), die NLS und die C-terminale
Homologie Domane (CHD). Mit dem AT-Haken Motiv (AT) und der POU Doméne
(Klasse Il Transkriptionsfaktor) weist das Lilli Protein gréoRere Ahnlichkeit zum
MLL+AF4 (der11) Fusionsprotein auf. NHD: N-terminale Homologie Doméane; ALF:
hochkonservierte Domane der AF4 Protein-Familienmitglieder; MT: Methyltrans-
ferase Homologie Domane.
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Eine genauere Charakterisierung zeigte, dass Lilli ein Target des Sevenless
Rezeptors ist und an zwei verschiedenen Signalubertragungs-Prozessen beteiligt ist,
bzw. einen konvergierenden Einfluss auf beide hat. Zum einen scheint Lilli als
potentieller Transkriptionsfaktor die Expression einiger Komponenten des Ras/MAPK
Signalweges zu regulieren, die ihrerseits die SignalUbertragungsrate kontrollieren.
Zum anderen steht Lilli als Zielprotein am Ende der PI3K/PKB Signal-Kaskade und
aktiviert auf diesem Weg Wachstums- und Differenzierungsgene (Wittwer, 2001). In
Saugetieren ist eine ahnliche Funktion des AF4 Proteins als Regulator von
Zellwachstums- und Differenzierungsprozessen sehr wahrscheinlich und
moglicherweise auch ein Grund fur das geringere Gewicht der AF4-defizienten
Mause bei der Geburt (Isnard, 2000). Aus diesen Ergebnissen lasst sich eine
mogliche Funktion des MLL*AF4 Fusionsproteins fur die Leukamogenese ableiten.
Im Gegensatz zu MLL assoziierten Leukamien, findet man in anderen Leukamien
und Lymphomen oftmals eine konstitutive Aktivierung des Ras/MAPK Signalweges
(Mahgoub, 1998). Im Falle einer t(4;11) Translokation konnte die Expression des
MLL+<AF4 Fusionsgens moglicherweise eine Ras-Aktivierung wahrend der

Transformation ersetzen.
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2.4 Pathomolekulare Mechanismen der Leukamieentstehung nach

einem 11923 Rearrangement

Der Mechanismus der Leukamogenese durch die zahlreichen Translokationen des
MLL Gens ist bislang nicht verstanden. In allen Fallen findet man allerdings ein
Fusionstranskript, bei dem der 5'-Teil des MLL Gens durch die Fusion mit einem der
vielen Partnergene von seinem 3'-Teil getrennt wird. Da die Fusionspartner zudem
keine strukturellen Gemeinsamkeiten aufweisen, formulierte J. Rowley hieraus 1992
die Hypothese, dass das der11-Fusionsprodukt das biologisch relevante Onkogen
darstellt. So wurde gezeigt, dass das der11 Chromosom in komplexen 3-Partner-
Translokationen identisch ist mit dem in gewohnlichen 2-Partner-Translokationen,
wahrend im reziproken Derivat Teile des entsprechenden Chromosoms mit dem 3.
Partner fusioniert sind (Rowley, 1992). Die Feststellung, dass fur manche MLL
Rearrangements die Expression des reziproken Fusionsgens nicht nachgewiesen
werden konnte, scheint diese Hypothese zu bestatigen. Allerdings konnte fur t(4;11)
Translokationen auf RNA und genomischer Ebene neben einem MLL<AF4
Fusionsprodukt in ca. 80% der untersuchten Falle ebenfalls ein funktionelles
AF4+MLL Fusionsprodukt nachgewiesen werden (Downing, 1994; Janssen, 1994;
Reichel, 2001). Dieser Anteil erscheint deutlich zu hoch, um ihn ohne eine
biologische Notwendigkeit zu erklaren. Im Umkehrschluss ist es sogar
wahrscheinlich, dass ein intaktes AF4<MLL Fusionsprotein den Zellen einen
Selektionsvorteil vermittelt und zur Entwicklung eines leukamischen Phanotyps
notwendig ist.

241 Bedeutung der MLL Fusionsproteine fiir die Transformation

Fur einige 11923 Rearrangements konnte das onkogene Potential der MLL
Fusionsproteine bereits im Tiermodell nachgewiesen und somit eine ursachliche
Beteiligung an der Leukamogenese bestatigt werden. Die Translokation t(9;11)
wurde im Mausmodell durch einen knock-in auf chromosomaler Ebene rekonstruiert.
Die Expression des Fusionsproduktes MLL<AF9 unter dem endogenen MLL

Promotor fuhrte nach 9 Monaten zur Ausbildung einer Leukamie, die mit einer
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humanen AML vergleichbar war. Ein verkurztes MLL Produkt und eine MLLsmyc
Fusion zeigten diesen Phanotyp nicht (Corral, 1996). Die retrovirale Transduktion
des MLL+-ENL Fusionskonstrukts der Translokation t(11;19) in Knochenmarkszellen
fuhrte zur Immortalisierung hamatopoietischer Vorlauferzellen. Wurden die Zellen
anschlieend in SCID Mause injiziert, entwickelten diese eine myeloische Leukamie.
Auch in diesem Experiment zeigten weder der N-Terminus des MLL Proteins noch
ENL allein diesen onkogenen Effekt (Lavau, 1997; Slany, 1998). In spateren Arbeiten
konnte auch fur die Fusionsproteine MLL+ELL (Lavau, 2000b), MLL+AF10 (DiMartino,
1999) und MLL<CBP (Lavau, 2000a) onkogenes Potential beschrieben werden.
Basierend auf diesen Arbeiten wurde fur MLL Rearrangements ein gain-of-function
Mechanismus angenommen, wobei dem Fusionspartner eine essentielle Funktion fur
die Transformation der Zellen zukommt. Dabei wurde angenommen, dass der MLL
Anteil der chimaren Proteine DNA-Bindung vermittelt, wahrend der fusionierte Anteil
fur die Aktivierung der entsprechenden Loci verantwortlich gemacht wird. Fur diese
Hypothese spricht auch der Befund, dass MLL Fusionsproteine innerhalb der
gleichen funktionellen Kernbereiche lokalisiert wurden wie das native MLL Protein
(Butler, 1997; Yano, 1997).

Erste Einblicke wie MLL Fusionsproteine auf molekularer Ebene zur
Leukamieentstehung beitragen, lieferten funktionelle Studien der fusionierten
Proteine. Fur die untersuchten Fusionsproteine AF9, ENL und ELL konnten jeweils
Interaktionen mit anderen nuklearen Proteinen festgestellt werden. Die identifizierten
Interaktionspartner sind erwartungsgemal’ in wichtige zellulare Prozesse, wie die
Kontrolle des Zellzyklus, die Transkription und die Signal-Transduktion eingebunden
und geben Aufschlul3 dariber, wie die entsprechenden Fusionsproteine MLL<AF9
(Hemenway, 2001), MLL-ENL (Garcia-Cuellar, 2000; Garcia-Cuellar, 2001) und
MLL<ELL (Shinobu, 1999; Simone, 2001) im Einzelnen zur Transformation beitragen.
Die Ergebnisse bestatigten die Hypothese, dass ein aktives MLL Onkoprotein von
den funktionellen Domanen beider fusionierter Proteine abhangt. In aktuellen
Arbeiten konnte erstmals ein gemeinsamer Mechanismus fur MLL Fusionen mit
nuklearen Proteinen demonstriert werden, wobei allein der biologische Prozess der
transkriptionellen Aktivierung fur das transformierende Potential zustandig ist. So ist
die artifizielle Fusion des MLL N-Terminus mit der Herpes simplex VP16

Aktivierungsdomane zur Immortalisierung von primaren Knochenmarkszellen
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ausreichend und induziert zudem einen Differenzierungsblock myeloischer Vorlaufer,
entsprechend einer authentischen MLL Fusion (So und Cleary, 2003; Zeisig, 2003).
Die Annahme, dass es dabei unter anderem zu einer Transaktivierung bekannter
MLL Zielgene kommt, wurde fur einige MLL Fusionsproteine (MLL*ENL; MLL-AF6;
MLL-ELL; MLL*AF10) bereits uberprift. In Anwesenheit dieser spezifischen MLL
Fusionsproteine konnte die Expression der MLL-abhangigen Gene Hoxa7, Hoxa9
und Meis1 nachgewiesen werden. Daraus folgerten die Autoren, dass die
Transformation myeloischer Vorlaufer durch MLL Onkoproteine von der Expression
der 3 genannten Faktoren abhangt (Ayton und Cleary, 2003; Zeisig, 2004).

Wie bereits angedeutet, kann dieses Modell zur Entstehung von Leukamien nur fur
MLL Fusionsproteine gelten, die transaktivierende Domanen bereitstellen. In der
Mehrzahl der 11923 Translokationen kommt es allerdings zu einem Rearrangement
zwischen dem MLL Gen und Genen, die fur cytoplasmatische Proteine kodieren. Da
diese Proteine naturgemald nicht Uber transaktivierende Domanen verfugen, muss
ein anderer molekularer Mechanismus zur malignen Entartung der Zellen beitragen.
Die Untersuchung einiger MLL Fusionen mit cytoplasmatischen Proteinen wie
MLL-GRAF, MLL<FBP17, MLL*ABI1 und MLL<LASP1 zeigte, dass allein die
Expression dieser Fusionskonstrukte nicht ausreicht um primare
Knochenmarkszellen zu transformieren (Strehl, 2003). Vor diesem Hintergrund wurde
ein alternativer Mechanismus postuliert, bei dem eine transaktivierende Funktion
durch die Di- oder Oligomerisierung der chimaren MLL Fusionsproteine ermoglicht
wird. Da die simple Verkurzung des MLL Proteins fur eine maligne Transformation
nicht ausreicht, geht man davon aus, dass die Dimerisierung durch entsprechende
Domanen des Fusionspartners vermittelt wird. Fir dieses Modell spricht
insbesondere der Befund, dass MLLe/acZ "knock-in" Kontrollmause, wenn auch
nach langer Latenzzeit, sowohl lymphatische als auch myeloische Leukamien
entwickelten (Dobson, 2000). Das p-Galaktosidase Protein, das selbst keine
Transkriptions-relevanten Domanen besitzt, bildet in seiner aktiven Form eine
tetramere Struktur aus. In aktuellen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass eine
induzierte Dimerisierung des verkurzten MLL Proteins fur die Immortalisierung von
Knochenmarkszellen ausreicht (Martin, 2003). Aul3erdem sind die von den
cytoplasmatischen Fusionspartnern AF1p und GAS7 kodierten Oligomerisierungs-

Doméanen sowohl notwendig als auch hinreichend fur eine Transformation durch die
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dazugehorigen MLL Fusionsproteine (So, 2003). Daraus wurde geschlossen, dass
eine erhohte Bindungs-Affinitat und -Spezifitat der dimerisierten MLL Fusionsproteine
ebenfalls zur Aktivierung spezifischer MLL Zielgene fuhrt. So konnte sowohl fir den
Fall der induzierten Dimerisierung des MLL N-Terminus als auch fur die dimeren MLL
Fusionsproteine eine Aktivierung der MLL-abhangigen Gene Hoxa7, Hoxa9 und
Meis1 nachgewiesen werden (Martin, 2003; So, 2003). Diese Daten stutzen die
Annahme, dass eine Transformation durch MLL Fusionsproteine in direktem
Zusammenhang mit der Etablierung eines aberranten Hox Genexpressions-Musters
steht.

akzessorische Proteine

A 4 ‘_>

nukleare Fusionspartner: cytoplasmatische Fusionspartner:
Transaktivierendes Potential wird Transaktivierendes Potential wird
direkt Uber monomeres MLL durch Dimerisierung der MLL
Fusionsprotein Ubertragen Fusionsproteine Ubertragen

Abbildung2-5: Schematische Darstellung der beiden Modelle zur Transaktivierung durch
MLL Fusionsproteine (So, 2003)
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2.4.2 Die t(4;11)-assoziierten Fusionsproteine MLL*AF4 und AF4-MLL

Abbildung 2-5 fasst die beiden derzeit gultigen Modelle zur Leukamieentstehung
nach einem 11923 Rearrangement zusammen. Allerdings besitzt keines der beiden
Modelle Gultigkeit fur t(4;11) Translokationen. Obwohl es sich bei dem fusionierten
Partnerprotein AF4 um einen Transkriptionsfaktor und damit ein nukleares Protein
handelt, konnte fur das MLL*AF4 Fusionsprotein in Soft Agar und Focus Formation
Assays kein transformierendes Potential festgestellt werden (Bangerter, Dissertation
2001). Der Einsatz des MLL+.AF4 Konstrukts in retroviralen Transduktions-
/Transplantations-Assays blieb ebenso erfolglos. Die Expression des MLL.AF4
Fusionsproteins reichte fur eine Immortalisierung primarer Knochenmarkszellen nicht
aus (Lavau, 2004). Eine Dimerisierung des MLL+AF4 Fusionsprodukts kann ebenfalls
ausgeschlossen werden, da entsprechende Doméanen im AF4 Protein fehlen. In einer
aktuellen Studie wurde aullerdem gezeigt, dass die Anwesenheit des MLL+-AF4
Fusionsproteins keinen Einfluss auf die Hox Genexpression hat (Bertrand, 2003).
Transfektions-Experimente mit einem induzierbaren MLL*AF4 Fusionskonstrukt
zeigten allerdings einen dosis-abhangigen Effekt auf das Fortschreiten des Zell-
Zyklus (Caslini, 2004). Die Erhohung der MLL+*AF4 Expression fuhrte dabei zu einer
abnehmenden Wachstumsrate und einer Akkumulation der Zellen in G1. Diese
Ergebnisse sprechen dafur, dass in t(4;11) Translokationen das transformierende
Potential nicht alleine von dem MLL+*AF4 Fusionsprotein ausgehen kann. Deshalb
muss im Falle der t(4;11) Translokation ein anderer molekularer Mechanismus zur
Leukamieentstehung postuliert werden, wobei die Beteiligung des reziproken
Fusionsproteins ebenfalls nicht auszuschliessen ist.
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2.5 Regulation wichtiger biologischer Prozesse uber Protein-

degradation

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit machen einen allgemeinen Uberblick Gber
die Ubiquitinylierung und den damit verbundenen Abbau dieser Proteine uUber das
26S Proteasom erforderlich. Im Speziellen wird in den folgenden Ausfuhrungen auf
die beiden humanen E3 Ubiqutin Ligasen SIAH1 und SIAH2Z eingegangen.

2.5.1 Regulation der Proteinstabilitat durch Ubiquitinylierung

Poly-Ubiquitinylierung spezifischer Zielproteine stellt in Eukaryonten eine post-
translationale Modifikation dar, welche fur die Erkennung und anschlieRende
Degradation der Proteine durch das 26S Proteasom verantwortlich ist. Das Ubiquitin-
abhangige, proteolytische System stellt einen generellen Mechanismus zur
Regulation der Proteinstabilitat dar und spielt damit auch eine wichtige Rolle als
Regulator fur eine Vielzahl zellularer Prozesse. Eine wesentliche Aufgabe kommt
dem Proteasom-abhangigen Abbau bei immunologischen und inflammatorischen
Reaktionsprozessen zu. Der spezifische Abbau von Zielproteinen hat allerdings auch
fur zellulare Prozesse wie Zellwachstum, Zellzyklus, Apoptose, Differenzierung und
Entwicklung regulatorische Bedeutung. So werden einige Transkriptionsfaktoren wie
p53 und c-Jun neben der transkriptionellen Kontrolle zusatzlich uber die
Proteinstabilitat kontrolliert.

Das 26S Proteasom ist ein grosser Multiprotein Komplex (1500-2000 kD), der aus
zwei Teilkomponenten besteht: dem katalytisch aktiven 20S Kernpartikel, sowie dem
regulatorischen 19S Cap-Partikel, der an die Enden der 20S Untereinheit andockt.
Die 20S katalytische Untereinheit besteht selbst wieder aus 28 Untereinheiten und
bildet eine zylindrische Struktur, welche sich aus vier Heptamer-Ringen
zusammensetzt. Dabei bestehen die beiden aulleren Ringe aus a-Untereinheiten,
wahrend die beiden inneren Ringe (enthalten die proteolytisch aktiven Zentren) von
B-Untereinheiten gebildet werden. Der heterodimere Komplex (a7p7a7p7) besitzt

mindestens drei unterschiedliche katalytische Aktivitaten, wobei fur die Trypsin-
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ahnliche, die Chymotrypsin-ahnliche und die Peptidylglutamylpeptid-spaltende
Aktivitat jeweils verschiedene pB-Untereinheiten verantwortlich sind. Die katalytisch
wirksame Aminosaure in allen drei p-Untereinheiten ist ein aminoterminales
Threonin, womit das Proteasom eine Threonin-Protease darstellt. Der 19S Cap-
Komplex ist fur die Erkennung, das Entfalten und das Einfuhren der Proteine in den
20S Zylinder des Proteasoms zustandig (Abbildung 2-6B). Die Erkennung
abzubauender Proteine beruht auf der Polyubiquitinierung, wobei das 76
Aminosauren lange Ubiquitin Uber mehrere Enzyme (Ubiquitin-System) auf das
abzubauende Protein Ubertragen wird (Ubersichtsartikel zur Funktion des 26S
Proteasoms und des Ubiquitin-Systems: (Baumeister, 1998; Ciechanover, 2000;
Almond und Cohen, 2002).

Die kovalente Verknupfung eines Ubiquitin Molekulls mit dem abzubauenden Protein
erfolgt Uber das Ubiquitin-System in drei Schritten: (1) Zunachst erfolgt eine
Aktivierung des Ubiquitin Monomers am C-terminalen Glycin Uber ein Ubiquitin-
aktivierendes Enzym (E1). (2) Aktiviertes Ubiquitin wird anschlie®end uber eines der
vielen Ubiquitin-konjugierenden Enzyme (Ubc oder E2), durch die Bildung eines E2-
Ubiquitin-Thiolester Intermediats, auf das potentielle Proteasom-Substrat Ubertragen.
(3) Dabei ist das abzubauende Substrat von E3 Ubiquitin-Ligase gebunden. E3
Enzyme sind in der Lage, sowohl mit den E2 Proteinen als auch mit dem Zielprotein
zu interagieren. Da die Zielproteine spezifisch von bestimmten E3 Ubiquitin-Ligasen
in deren C-Termini gebunden werden, vermitteln diese damit auch die Spezifitat der
Ubiquitinylierungs-Reaktion. Im N-Terminus weisen alle E3 Ligasen eine spezielle
RING Finger Domane auf, welche fur die Interaktion mit den E2 Proteinen
verantwortlich ist (Abbildung 2-6A). Ein prominentes Beispiel fur solch ein E3 RING
Finger Protein ist das Mdm-2 Protein, welches fur die Degradation von p53
verantwortlich ist (Honda, 1997; Fang, 2000). Die beiden Proteine SIAH1 und SIAHZ2,
die im Folgenden genauer beschrieben werden, gehoren ebenfalls zur Klasse der
Ubiquitin-Ligasen (E3).
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Abbildung 2-6: Schematische Zusammenfassung der spezifischen Ubiquitin-Modifikation (A)
und der anschlieBenden Proteindegradation tiber das 26S Proteasom (B)
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2.5.2 Die E3 Ubiquitin Ligasen SIAH1 und SIAH2

Die beiden Proteine SIAH1 und SIAH2 stellen die humanen Homologe des
Drosophila melanogaster Proteins Sina (seven in absentia) dar (Hu, 1997a). Sowohl
fur die humanen SIAH Proteine als auch fur das Drosophila Sina Protein wurde eine
Funktion als Ubiquitin-Ligase beschrieben, wobei dem Sina Protein eine wichtige
Rolle wahrend der Augenentwicklung zukommt. Die Entwicklung der R7
Photorezeptorzelle in den Ommatidien des Komplexauges hangt entscheidend von
der Anwesenheit des Sina Proteins ab (Carthew und Rubin, 1990). Zusammen mit
dem Phyllopod Protein bindet Sina dabei an den transkriptionellen Repressor
Tramtrack und bedingt dessen Ubiquitinylierung und Proteasom-abhangigen Abbau
(Li, 1997; Tang, 1997). Tramtrack unterdruckt normalerweise die Differenzierung des
R7 Photorezeptors, so dass die Degradation des transkriptionellen Repressors
notwendigerweise die R7-Entwicklung einleitet.

Siah-ahnliche Sequenzen sind Uber alle Speziesgrenzen hinweg konserviert. Die
SIAH Proteine der Saugetiere weisen untereinander eine hohe Homologie auf. So
unterscheiden sich die beiden humanen Proteine SIAH1 und SIAHZ2 nur innerhalb
ihrer N-Termini. Innerhalb des N-terminalen Bereichs verfugen beide Proteine Uber
die essentielle RING Finger Doméane. Der C-Terminus hingegen gilt als Substrat-
Binde Domane (SBD), welche fur die spezifische Interaktion und damit die Ubiquitin-
Markierung und Proteasom-abhangige Degradation der Zielproteine verantwortlich ist
(Hu, 1997a; Hu und Fearon, 1999). Derzeit bekannte SIAH1-interagierende Proteine
sind der Netrin-1 Rezeptor DCC (deleted in colorectal cancer; (Hu, 1997b)), der
transkriptionelle Aktivator OBF-1 (Boehm, 2001; Tiedt, 2001), der entwicklungs-
spezifische Regulator NUMB (Susini, 2001), der transkriptionelle Repressor TIEG-1
(Johnsen, 2002) und die Proteine c-Myb (Tanikawa, 2000) und Kid (Germani, 2000).
Spezifische SIAH2 Substrate sind der nukleare Rezeptor und Ko-Repressor N-CoR
(Zhang, 1998), der Neurotransmitter Synaptophysin (Wheeler, 2002), DCC (Hu,
1997b) und OBF-1 (Boehm, 2001). Auffallig ist hierbei, dass die Degradation
mancher Proteine (DCC, OBF-1) sowohl durch SIAH1 als auch durch SIAH2
induziert werden kann, wobei der Abbau anderer Substrate spezifisch von einem der
beiden Proteine abhangt. Kiurzlich wurde das Synphilin-1 Protein, welches eines der

Haupteinschlussproteine in den Lewy Korperchen bei Parkinson darstellt, als SIAH1
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und SIAH2 Targetprotein identifiziert. Ein gestorter SIAH-vermittelter Abbau von
Synphilin-1 ist demnach fur die Bildung der Einschlul3-Korperchen mit verantwortlich
(Liani, 2004). Interessant ist auch, dass nicht alle SIAH Interaktionspartner dem
proteasomalen Abbau zugefuhrt werden. So wird der GDP-Austausch-Faktor Vav-1
(Germani, 1999) von SIAH2 und das Hsp70/Hsc70 Bindeprotein BAG-1 (Matsuzawa,
1998) von SIAH1 zwar gebunden, aber nicht dem Abbau zugefuhrt. Die beiden
Proteine binden zudem nicht im C-terminalen Bereich der SIAH Proteine sondern im
Bereich der RING Finger Domane im N-Terminus und inhibieren somit die Funktion
der E3 Ubquitin Ligasen.

Dem SIAH1 Protein, welches transkriptionell Uber p53 aktiviert wird (Fiucci, 2004),
kommt zudem eine entscheidende Rolle innerhalb einer wichtigen Signal-
transduktions-Kaskade zu. Durch ein Netzwerk von Proteininteraktionen, unter
Beteiligung von SIAH1, SIP (Siah interacting protein), SKP1, Ebi und dem APC
(adenomatous poliposis coli) Protein, konnte ein alternativer Signalweg zur
Regulation der p-Catenin Proteinstabilitat beschrieben werden (Liu, 2001;
Matsuzawa und Reed, 2001). Da dieser Signalweg p53-induzierbar ist, wurde die (-
Catenin Degradation in Zusammenhang mit aufgetretenen genotoxischen Schaden
gestellt. AuBerdem ist eine SIAH1 Uberexpression mit einer p53-Aktivierung
vergleichbar und somit auch mit einer Arretierung des Zellzyklus und der Induktion
der Apoptose verbunden (Matsuzawa, 1998; Roperch, 1999; Relaix, 2000).
Desweiteren konnte, in einer sehr eindrucksvollen Arbeit, der maligne Phanotyp
verschiedener Tumor-Zellen durch die Expression eines SIAH1 Transgens
unterdruckt werden. Dabei wurde die beschriebene Tumor-Reversion dem SIAH1-
vermittelten und Proteasom-abhangigen Abbau von Onkoproteinen zugeschrieben
(Tuynder, 2002). Aufgrund der dargelegten Erkenntnisse wurden die beiden E3
Ubiquitin-Ligasen SIAH1 und SIAH2 als Tumor Suppressor Proteine klassifiziert.
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2.6 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, durch funktionelle Analysen das potentielle Wachstums-
transformierende Potential der chimaren Fusionsprodukte MLL/AF4 und AF4/MLL,
die durch eine Translokation t(4;11) entstehen, zu untersuchen. Dazu sollten
mogliche Funktionen der Derivatproteine experimentell erarbeitet werden, um eine
Modellvorstellung Uber den leukdmogenen Mechanismus der Leukamie zu

entwickeln.

1. Mit Hilfe des induzierbaren tet-off Expressions-Systems sollte das onkogene
Potential der Fusionsproteine MLL*AF4 und AF4-MLL, bzw. des Wildtyp AF4
Proteins, in murinen embryonalen Fibroblasten (MEF) untersucht werden. Die dazu
verwendete MEF Zell-Linie exprimierte das dazu notwendige Tetracyclin-abhangige
Transaktivatorprotein (tTA). Nach stabiler Transfektion der Tetracyclin-induzierbaren
Expressionskonstrukte fur AF4, AF4MLL, MLL*AF4 und H-ras* sollten die
erhaltenen Zell-Linien in An- und Abwesenheit von Tetracyclin im Focus Formation

Assay untersucht werden.

2. Aufgrund der im Focus Formation Assay erhaltenen Ergebnisse sollte die
biologische Relevanz des Wildtyp AF4 Proteins genauer charakterisiert werden.
Dazu sollte insbesondere der Wachstums-transformierende N-terminale Bereich des
AF4 Proteins (AF4+N) in Yeast-Two Hybrid Untersuchungen eingesetzt werden, um

mogliche Interaktionspartner zu identifizieren.

3. Die Interaktion identifizierter AF4*N Bindepartner sollte anschlief3end in
unabhangigen Experimenten verifiziert werden. Dazu sollten in vitro
Untersuchungen, wie FAR Western und GST Pulldown Analysen, durchgefuhrt
werden und in Saugerzellen sollte die Interaktion durch Immunoprazipitations
Experimente dargestellt werden. Desweiteren sollten die biologische Relevanz dieser
spezifischen Interaktionen durch biochemische und immunologische Experimente
darauf hin Uberpruft werden, ob und welchen Einfluss sie fur die Entstehung einer
Leukamie nach einer t(4;11) Translokation besitzen.
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3 Ergebnisse

3.1 Wachstums-transformierendes Potential von AF4 und AF4-MLL
in stabil transfizierten murinen embryonalen Fibroblasten
(MEF)

3.1.1 Tetracyclin-induzierbares Expressionssystem in MEF Zellen

Fur die Untersuchung des transformierenden Potentials der beiden Fusionsproteine
MLL.AF4 und AF4-MLL, einer Translokation t(4;11), wurde das von Gossen und
Bujard et al. entwickelte tet-off System eingesetzt (Gossen und Bujard, 1992).
Bestehend aus einem Vektor, der fur das Tetracyclin-abhangige Transaktivator-
protein (tTA) kodiert, und einem weiteren, induzierbaren Expressionsvektor, in den
das zu untersuchende Transgen kloniert wird, basiert das tet-off System in
Saugerzellen auf der Co-Transfektion dieser beiden Vektoren und erlaubt dadurch
eine regulierbare und spezifische Expression des Transgens in Abhangigkeit von
Tetracyclin oder Doxycyclin, ein stabileres Tetracyclin-Derivat. Das
Transaktivatorprotein ist ein Fusionsprotein bestehend aus dem N-terminalen
Bereich des prokaryontischen Tet Repressors (TetR) und dem C-Terminus der
Herpes simplex Virus VP16 Aktivierungsdomane. Die Fusion der VP16 Doméane
verleiht dem Tet Repressor Transkriptions-aktivierende Funktion. Der induzierbare
Vektor verfugt uber ein Tetracyclin Response Element (TRE), welches sich durch
sieben hintereinander geschaltete Tet Operator Sequenzen (tetO) auszeichnet. Der
verkurzte CMV Promotor (PminCMV) verfugt nicht uber die starken Enhancer
Elemente, die normalerweise mit dem immediate early CMV Promotor assoziiert
sind, so dass eine effiziente Expression des Transgens allein von der Bindung des
tTA Proteins an alle tetO Sequenzen abhangt. Tetracyclin bindet an den
Transaktivator und bewirkt eine Konformationsanderung, die eine Bindung an die Tet
Operatoren verhindert und damit die Transkription des Transgens inhibiert. Durch
den Verzicht auf eine Resistenzkassette und die damit verbundenen Enhancer
Elemente, ermoglicht der in der Arbeit verwendete, induzierbare TRE Vektor

pUHD10-3 eine absolut genau kontrollierte Expression des Transgens. Um trotzdem
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eine Selektion der transfizierten Zellen zu ermdglichen, wurden die entsprechenden
Expressionskonstrukte jeweils mit dem Vektor pHMR272-Hyg, welcher eine
Hygromycin-Resistenz (Hyg") vermittelt, co-transfiziert.

Die cDNA Konstrukte des Wildtyp AF4 Gens als auch der chimaren Fusionsgene
AF4-MLL und MLL+AF4 standen bereits als mobilisierbare Sfi-Kassetten in dem
Plasmid pBluescript (pBS) zur Verfugung (Bangerter, Dissertation 2001). Da die
multiple Klonierstelle (mcs) des Expressionsvektors pUHD10-3 keine Sfil-
Schnittstelle aufweist, musste diese erst verandert werden.

SFl-Linker
CCCG AATTCGGCCTCACTGGCCATCGATGGCCAGTGAGGCCG GATCCAGACA
|11 NERREREARRERRRRREREARRRRNEREEREEE ERERE
GGGCTTAA GCCGGAGTGACCGGTAGCTACCGGTCACTCCGGCCTAG GTCTGT
pUHD10-3 EcoRI Sfil Clal Sfil BamHI pUHD10-3

Abbildung 3-1:  Schematische Darstellung des Linkers SFI mit seinen Schnittstellen
Der ds Linker SFI ist in der Mitte der Abbildung dargestellt (SFI-3/SFI+5). Die
Uberhange erméglichten eine Klonierung tiber EcoR/ und BamHI in den Vektor
pUHD10-3. Durch Restriktionsverdau mit Clal liess sich eine erfolgreiche Insertion
des SFI-Linkers Uberprifen. Anschliessender Sfil-Verdau machte das gerichtete
Klonieren der Expressionskonstrukte moglich.

Dazu wurde in die mcs des pUHD10-3 Vektors uUber die EcoRI- und BamHI-
Schnittstellen ein Sfil-Linker eingebracht (pUHD10-3Sfi), der eine gerichtete
Subklonierung der cDNA-Kassetten fur AF4 (4,2 kb), AF4*MLL (9,1 kb) und MLL-AF4
(6,9 kb) ermoglichte. Die Expressionskassette fur H-ras* (0,7 kb) wurde Uber die
BamHlI-Schnittstelle in den ursprunglichen Verktor pUHD10-3 kloniert. AbschlieRend
wurden neben entsprechenden Restriktionsanalysen alle Klonierungen an den
Vektor-cDNA-Ubergéangen mit vektorspezifischen Oligonukleotiden auf eine korrekte
Insertion und Orientierung Uberpruft.
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— Vektor (3,1 kb)

0,7 kb ——

Abbildung3-2: Restriktionsanalyse der in die Expressionsvektoren pUHD10-3Sfi und
pUHD10-3 klonierten cDNA Kassetten
Auf dem 1%igen Agarosegel sind die umklonierten cDNAs von AF4, AF4-MLL und
MLL-AF4 nach Sfil-Verdau, sowie von H-ras* nach BamHI-Verdau dargestellt. M:
GroRenstandard A Clal; 1: AF4 (4,2 kb); 2: AF4<MLL (9,1 kb); 3: MLL*AF4 (6,9 kb);
4: H-ras™ (0,7 kb).

3.1.2 Transfektion der murinen Linie MEF/ATA

Die fur die Transfektions-Studien verwendete Zelllinie MEF/tTA wurde kauflich
erworben. Die Zelllinie verfugte bereits Uber eine stabile Integration des pTet-Off
Vektors, welcher die Expression des Tetracyclin-abhangigen Transaktivators
gewdhrleistete. Der Vektor verfiigt (iber eine Neomycin-Resistenz (Neo®), womit eine
stabile Propagierung wahrend der Zellteilung durch G418-Zugabe maoglich ist. Vor
der Co-Transfektion mit den induzierbaren Expressionskonstrukten und dem Hyg"-
Vektor wurde die Hygromycin-Toleranz der untransfizierten MEF/tTA Zellen
bestimmt. Dazu wurden anhand des MTT-Tests Wachstumskurven aufgenommen,
wobei die Uberlebensrate nicht-transfizierter Zellen bei steigender Hygromycin-
Konzentration gemessen wurde. Fur Hygromycin ergab sich daraus eine Selektions-
Konzentration von 300 pg/ml (Abbildung 3-3).
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Abbildung 3-3: Hygromycin B-Toleranz von MEF/tTA Zellen
Bestimmt wurde die Konzentration, bei der nicht-transfizierte MEF/tTA Zellen nach
8 Tagen komplett absterben.

Im Anschluss wurden die in Abbildung 3-4 dargestellten Expressionkonstrukte fur
AF4, AF4+MLL, MLL+*AF4 und H-ras* jeweils zusammen mit dem Hyg"-Vektor (iber
Lipid-vermittelten Gentransfer in die MEF/tTA Zellen eingebracht. Die Transfektionen
wurden in Gegenwart von 10 pg/ml Doxycyclin (Tetracyclin-Derivat) durchgefihrt, um
vorlaufig eine Expression der Transgene zu unterbinden. Nach drei Wochen wurden
fur jede Transfektion stabile Klone erhalten, welche unter Hygromycin-Selektion und
Doxycyclin-Zugabe weiter expandiert wurden. Fur jede transfizierte Zelllinie wurden
ca. 30 individuelle Klone auf die Anwesenheit des jeweiligen Expressionskonstrukts
hin untersucht, da eine Hygromycin-Resistenz auch durch die alleinige Anwesenheit
des pHMR272-Hyg Vektors moglich war.
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Schematische Darstellung der induzierbaren Expressionskonstrukte
Dargestellt sind die Sequenz-abgeleiteten Proteinstrukturen der Tetracyclin-
induzierbaren Transgene AF4, AF4<MLL (der4), MLL*AF4 (der11) und H-ras*. Das
der4 Fusionsprotein setzt sich zusammen aus dem N-Terminus des AF4 Proteins
mit N-terminaler Homologie Doméane (NHD) und ALF Domane, sowie dem C-
terminalen Bereich des MLL Proteins mit den Zinkfinger-Motiven (PHD), der
Transaktivatordomane (TAD) und der SET Domane. Das der11 Fusionsprotein
enthalt den N-terminalen Bereich des MLL Proteins mit AT-Haken (AT) und
Methyltransferase Homologie Doméane (MT), und den C-terminalen Bereich des
AF4 Proteins mit pSer, NLS und der C-terminalen Homologie Doméne (CHD).

Abbildung3-5:

MEF/tTA Zellen wurden mit den induzierbaren cDNA Konstrukten pUHD10-
3Sfi/AF4, pUHD10-3Sfi/AF4*MLL, pUHD10-3Sfi/MLL*AF4 und pUHD10-3/H-ras*
transfiziert. Die Bezeichnungen rechts neben den Signalen der 1%igen
Agarosegele geben die einzelnen Nachweisreaktionen an. Links der Abbildungen
sind die Groflen der einzelnen Reaktionen angegeben. In allen dargestellten
Reaktionen bedeuten die Spuren M: GréRenstandard A Clal; 1: genomische DNA
der verschiedenen MEF/tTA Linien; 2: Wasser-Kontrolle; 3: RNA der
Transfektanten +dox; 4: RNA der Transfektanten -dox; 5: cDNA der Transfektanten
+dox; 6: cDNA der Transfektanten -dox; 7: Wasser-Kontrolle fir RNA/cDNA. Fir
alle MEF/tTA Linien und PCR-Reaktionen diente GAPDH als positiv/negativ
Kontrolle. Primerkombinationen der jeweiligen Reaktionen: GAPDH: GAPDH+3 x
GAPDH?*5; AF4: AF4-N+3 x AF4-N+5; der4: AF4+324b x 12+5; der11: 8+3 x AF4e5;
H-ras*(gDNA): pUHD+3 x pUHD+5; H-ras*(RT-PCR): ras+3 x ras+5.
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3.1.3 Charakterisierung der stabil transfizierten MEF/tTA Linien

Alle stabilen Linien wurden zunachst durch genomische PCR auf die Integritat der
transfizierten Expressionskonstrukte pUHD10-3Sfi/AF4, pUHD10-3Sfi/AF4+MLL,
pUHD10-3Sfi/MLL+*AF4 und pUHD10-3/H-ras* Uberpruft. In Abbildung 3-5 sind die
spezifischen Reaktionen fur die einzelnen Transfektanten dargestellt. Die PCR-Daten

zeigten, dass alle Linien die entsprechenden Expressionsvektoren enthalten.

M12 3456 7

1024 bp —— AF4

4910p — [ L GAPDH
M12 345867

566 bp —— derd4
53

491 bp — a - GAPDH
M12345867

401 bp —— 8~ - deri1

491 bp — ’ - - GAPDH
M12345¢67

696 bp ——

557 bp —— ras*

491 bp — ﬁ GAPDH

Abbildung 3-5:  Charakterisierung der MEF/tTA Linien durch genomische und RT-PCR
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Da der Nachweis der Integration allein, keine Aussage Uber die Induktion und
Expression der transfizierten Konstrukte in dem Zellsystem zulasst, wurden RT-PCR
Analysen durchgefuhrt. Um eine Expression der Transgene AF4, AF4*MLL, MLL+-AF4
und H-ras* zu induzieren, wurden die entsprechenden Zelllinien ca. eine Woche
ohne Zugabe von Doxycyclin kultiviert. Gesamt-RNA wurde jeweils aus induzierten
und nicht-induzierten (+ dox) Ansatzen fur jede Zelllinie prapariert. Diese RNA-
Praparationen wurden anschlielfend fur cDNA Synthesen eingesetzt. Fir jedes
Expressionskonstrukt wurden spezifische PCR Analysen, wie in Abbildung 3-5
dargestellt, durchgefuhrt. Als Kontrolle fur die genomische DNA und die cDNA
Synthesen wurde eine PCR Reaktion fur das Haushaltsgen GAPDH durchgefuhrt.
Durch den Einsatz von RNA fur die PCR Experimente, konnte eine Verunreinigung
der RNA durch genomische DNA ausgeschlossen werden. Die RT-PCR
Untersuchungen zeigten zudem, dass die transfizierten Transgene H-ras*, AF4 und
MLL+AF4 nur in Abwesenheit von Doxycyclin exprimiert werden. Allein in der
AF4+<MLL transfizierten Linie ist das tet-off System leicht durchlassig. In den
anschlieBenden Experimenten wurde trotzdem mit diesem Klon weitergearbeitet, da
er unter allen anderen Klonen die beste Kontrolle des AF4+<MLL Transgens
gewahrleistete. Die Charakteristika der 4 etablierten, induzierbaren Zelllinien
MEF/ATA::AF4, MEF/tTA::der4, MEF/tTA::der11 und MEF/tTA::H-ras* sind in Tabelle
3-1 zusammengefasst.

MEFATA  pTet-Off pUHD10-3Sfi/AF4 MEF/tTA::AF4 + - +
(tTA) + pHMR272-Hyg

MEFATA  pTet-Off pUHD10-3Sfi/AF4-MLL MEF/TA::der4 + —I+ +
(tTA) + pHMR272-Hyg

MEFATA  pTet-Off pUHD10-3Sfi/MLL-AF4 MEF/tTA::der11 + - +
(tTA) + pHMR272-Hyg

MEFATA  pTet-Off pUHD10-3/H-ras* MEF/tTA::H-ras* + - +
(tTA) + pHMR272-Hyg

Tabelle 3-1: Induzierbare MEF/tTA Zell-Linien und deren Analyse

Alle MEF/tTA Linien weisen in RT-PCR Analysen ein funktionierendes tet-off
System (+ dox) auf. tTA: Transaktivator-Protein; dox: Doxycyclin; Hyg: Hygro-
mycin-Resistenz. Nur die MEF/tTA::der4 Zelllinie zeigte bereits eine schwache
Expression der cDNA Kassette auch in Anwesenheit von Doxycyclin.

43



3 Ergebnisse

3.1.4 Analyse transfizierter MEF/tTA Linien im Focus Formation Assay

Der Focus Formation Assay stellt einen Standardassay zur Untersuchung potentieller
Onkogene dar, bei dem der Verlust der Kontaktinhibition analysiert wird. Fibroblasten
proliferieren in den Kulturschalen nur bis zu einer bestimmten Zelldichte. Bekommen
sie Kontakt zu benachbarten Zellen und wird dieser Kontakt immer enger, wird die
Proliferation gestoppt (Kontakt-Inhibition). Tragen Fibroblasten onkogene
Mutationen, bzw. kodieren sie fur Transgene mit transformierender Wirkung, wird bei
Erreichen der entsprechenden Zelldichte die Proliferation nicht mehr gestoppt und
die Zellen teilen sich weiter. Dadurch entstehen sogenannte Foci auf den
Kulturplatten, die durch Anfarben makroskopisch sichtbar werden.

Anhand dieses Assays sollte das transformierende Potential der Transgene AF4,
AF4+MLL und MLL+*AF4 in murinen embryonalen Fibroblasten getestet werden. Dazu
wurden die entsprechend stabil transfizierten MEF/ATA Zelllinien in An- und
Abwesenheit von Doxycyclin untersucht. Die H-ras* transfizierte Zelllinie diente als
Positivkontrolle und die untransfizierte MEF/tTA Linie wurde als Negativkontrolle
mitgefuhrt.

Abbildung 3-6 zeigt exemplarisch die Ergebnisse mehrerer unabhangig voneinander
durchgefuhrter Experimente, wobei fur jede untersuchte Linie ganze Kulturplatten
und Ausschnitte in einer 100fachen Vergrofierung dargestellt sind. Wie sehr deutlich
zu sehen, fuhrten die Ansatze der Negativ- und Positivkontrollen zu dem erwarteten
Ergebnis: untransfizierte MEF/tTA Zellen zeigten keinen sichtbaren Phanotyp,
wahrend fur MEF/tTA::H-ras* Zellen Foci-Bildung in Abwesenheit von Doxycyclin
makroskopisch sichtbar wurde. Neben H-ras* exprimierenden Zellen, flihrte die
Expression des Wildtyp AF4 Proteins und des AF4+<MLL Fusionsproteins (- dox)
ebenfalls zum Verlust der Kontaktinhibition und damit zur Foci-Bildung. Im Gegen-
satz dazu verhielten sich MLL+*AF4 exprimierende Zellen (- dox) wie nicht-trans-
fizierte MEF/tTA Zellen. AF4-MLL transfizierte Zellen bildeten auch in Anwesenheit
von Doxycyclin Foci. Dies ist auf die geringe Expression von AF4+MLL, wie schon die
RT-PCR Analysen zeigten, zuruckzufuhren (Abbildung 3-5). In den H-ras™ trans-
fizierten Zellen kam es ebenfalls in Anwesenheit von Doxycyclin zu einer geringen

Foci-Bildung, obwohl in den RT-PCR Experimenten eine Expression von H-ras* nicht
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nachweisbar war. Dieser Befund zeigt deutlich, dass H-ras* ein sehr potentes
Onkoprotein ist.

+ dox

Abbildung 3-6:  MEF/tTA Linien im Focus Formation Assay

Die Ansatze mit transfizierten und nicht-transfizierten Zellen (xdox) wurden
kultiviert und nach 21 Tagen mit Methylenblau-Lésung gefarbt. Die Aufnahmen der
Kulturschalen mit der Digitalkamera geben einen reprasentativen Gesamteindruck
wieder, wahrend unter dem Lichtmikroskop (VergréRerung: 100fach) die
Morphologie der jeweiligen Zellen und einzelner Foci sichtbar wird. Die
Bezeichnungen der untersuchten MEF/tTA Linien sind jeweils den Abbildungen zu
entnehmen.
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Die Expression von AF4<MLL, AF4 und H-ras* (- dox) fuhrte in diesem Assay auch
zu einer morphologischen Veranderung der MEF/ATA Zellen. Wahrend bei der nicht-
transfizierten Kontroll-Linie und der MLL+*AF4 transfizierten Linie beobachtet werden
konnte, dass sich die Einzelzellen mit zunehmender Zelldichte immer mehr
abrundeten und dadurch einen dichten Zellrasen bildeten, zeigten vor allem die
AF4-MLL transfizierten Zellen einen ganz anderen Phanotyp. Diese Fibroblasten
entwickelten eine sehr langgestreckte Zellform und lagerten sich parallel zueinander
an, so dass sie eine Art Strang bildeten (Fischgraten-Muster: typisches Kennzeichen
von Fibroblasten). Im weiteren Verlauf der Focus-Bildung bekam man den Eindruck,
dass die Zellen regelrecht zu dem Zentrum des Focus hingezogen wurden (vgl. auch
Abbildung 3-6).

Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass schon eine geringe
Uberexpression des AF4 Proteins zur Transformation muriner embryonaler
Fibroblasten ausreicht. Damit sind die Voraussetzungen zur Definition des AF4
Proteins als Proto-Onkoprotein erfullt. Die Expression des AF4+sMLL Fusionsproteins
fuhrt ebenfalls zur Foci Bildung in MEF Zellen. Da sich der gemeinsame Bereich
zwischen AF4 und AF4+MLL auf den N-Terminus des AF4 Proteins beschrankt
(AF4-N; AS 1-346), wurde der Schwerpunkt dieser Arbeit auf die Untersuchung
funktioneller Eigenschaften des AF4 N-Terminus verlagert.
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3.2 ldentifikation der Proteine SIAH1 und SIAH2 als Interaktions-
partner von AF4

3.2.1 Analyse des AF4 Proteins in Yeast Two-Hybrid Experimenten

Yeast Two-Hybrid Experimente dienen dazu, potentielle Protein-Protein Interaktionen
in vivo nachzuweisen, sowie Interaktionspartner fur die zu untersuchenden Proteine
bzw. Proteindomanen zu identifizieren. Das Prinzip des Systems beruht auf der
Tatsache, dass eukaryontische Transkriptionsfaktoren separate Doméanen besitzen,
eine DNA-Bindedomane (DNA-BD) und eine Transkriptions-aktivierende Domane
(AD). Trennt man beide Domanen voneinander, so verlieren sie dabei nicht ihre
spezifischen Eigenschaften. Erneut in raumliche Nahe gebracht sind die beiden
Domanen in der Lage sowohl an eine spezifische Kontrollregion (UAS, upstream
activating sequences) zu binden als auch die Transkription eines nachfolgenden
(Reporter-) Gens zu aktivieren (vgl. auch Abbildung 3-7A). Fur alle durchgefihrten
Yeast Two-Hybrid Untersuchungen wurde das MATCHMAKER Two-Hybrid System 3
(Clontech) eingesetzt. Dieses System basiert auf dem modularen Aufbau des
Transkriptionsfaktors Gal4, welcher zusammen mit Gal80 die Gene fur den
Galactose-Metabolismus in Hefe kontrolliert. Der haploide Hefestamm AH109 (Mata)
erlaubt eine effiziente Untersuchung von Protein-Interaktionen. Das Wachstum
falsch-positiver Hefeklone wird nahezu ausgeschlossen, da der Hefestamm Uber drei
verschiedene Reportergene (ADE2, HIS3, und MEL1/lacZ) verfugt, die der
Transkriptions-Kontrolle durch Gal4 unterliegen. Zudem ist der AH109 Stamm
Tryptophan (TRP1) und Leucin (LEUZ2) defizient, womit eine Selektion der
transfizierten Expressionsvektoren ermoglicht wird. Die zur Verfugung gestellten
Fusionsvektoren pGBKT7 und pGADT7 ermoglichen die Expression der Gal4 DNA-
BD in Fusion mit dem c-Myc Epitop bzw. der Gal4 AD in Fusion mit dem HA
(Hemagglutinin) Epitop. Die beiden Vektoren werden auch als bait (pGBKT7)- bzw.
prey (pGADT7)-Vektor bezeichnet und die Expression der Gal4 Fusionen unterliegt
der Kontrolle des ADH (Alkohol-Dehydrogenase) Promotors. In den bait-Vektor wird
normalerweise die cDNA des zu untersuchenden, rekombinanten Proteins im
Leseraster zur Gal4 DNA-BD einkloniert. Der prey-Vektor ermdglicht dagegen eine
Fusion zwischen der Gal4 AD und potentiellen Bindungspartnern. In Tabelle 3-2 sind
die Eigenschaften aller verwendeten Shuttle-Vektoren und Kontrollplasmide
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zusammengefasst. Fur jedes Transfektions-Experiment wurden die Kontrollplasmide
mitgefuhrt und stellten sowohl die Positiv- als auch die Negativkontrollen fur die
Transkriptionsaktivierung und die Detektion des ADE2-, HIS3- und lacZ-Phanotyps

dar.

pGBKT7 DNA-BD/bait c-Myc TRP1 kan®
pGADT7 AD/prey HA LEU2 ampR
pACT2 ADl/library HA LEU2 amp”®
pGADT7-T AD/T-Antigen HA LEU2 amp”
pGBKT7-53 DNA-BD/p53 c-Myc TRP1 kan®
pGBKT7-Lam  DNA-BD/LaminC c-Myc TRP1 kan®

Tabelle 3-2: Uberblick iiber die verwendeten Klonierungs- und Kontrollplasmide

HA: Hemagglutinin; kan": Kanamycin-Resistenz; ampR: Ampicillin-Resistenz.

Um erste Hinweise zur Biologie des AF4 Proteins zu erhalten, wurde das Protein in
einem Yeast Two-Hybrid Screen eingesetzt werden. Da allerdings die Expression
des gesamten AF4 Proteins in Hefe nicht moglich war, wurde die AF4 cDNA in drei
Fragmente unterteilt. Die einzelnen cDNA Fragmente AF4<N (1-346), AF4-C1 (347-
887) und AF4+C2 (888-1212) wurden anhand von PCR Reaktionen generiert, wobei
die verwendeten Oligonukleotide Uber vektorkompatible Restriktionsschnittstellen
verfugten. Die Oligonukleotide wurden so konzipiert, dass jeweils der Forward-Primer
uber eine Ndel- und der Reverse-Primer Uber eine Sfil-Erkennungssequenz verfugte.
Nach Restriktionsverdau wurden die einzelnen AF4 cDNA-Fragmente uber die
Ndel/Sfil-Schnittstellen in den Gal4 DNA-BD Vektor pGBKT7 kloniert (Abbildung
3-7B). Nach anschlielfender Transfektion in den Hefestamm AH109 wurde die
Expression der drei Fragmente Uber Western Blot Analysen mit dem monoklonalen
anti-c-Myc Antikorper bestatigt. Da es sich bei dem AF4 Protein sehr wahrscheinlich
um einen Transkriptionsfaktor handelt, musste vor dem eigentlichen Yeast Two-
Hybrid Screen eine autonome Transaktivierung der Reportergene durch die
Fusionsproteine Gal4BD::AF4+N, Gal4BD::AF4-C1 und Gal4BD::AF4-C2
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ausgeschlossen werden. Keines der drei fusionierten AF4 Fragmente fuhrte zu einer

transkriptionellen Aktivierung der Reportergene im Hefestamm AH109.

o

A
UAS
B
< AF4eN > < AF4.C1 )(AF4°C2>
346 887
GaI4-BD/Mic E \ 4 1212
NHD pSer NLS CHD
C
110
Gal4-AD/HA 1 40 75 98 152 215 282
samt B T W
150
Gal4-AD/HA 1 324
siavz I T
A A
2 pCys NLS

fehlende Sequenz

Abbildung 3-7: Zusammenfassung der Yeast Two-Hybrid Screens mit Teildomanen des AF4
Proteins
A. Prinzip des Yeast Two-Hybrid Screens mit der Rekonstituierung des Gal4
Transkriptionsfaktors bei einer Interaktion von AF4+*N mit einem unbekannten
Interaktionspartner (X). BD: Gal4 DNA-BD; AD: Gal4 AD; UAS: upstream activating
sequences. B. Schematische Darstellung des AF4 Proteins. Doppel-Pfeile
reprasentieren die AF4 Fragmente in Fusion mit der Gal4 DNA-BD. Gal4-BD/Myc:
c-Myc Epitop fusioniert an die Gal4 DNA-BD. C. Schematische Darstellung der
identifizierten Interaktionspartner SIAH1 und SIAH2. Beide SIAH Proteine verfligen
Uber eine RING Finger Doméane im N-Terminus, Uber eine Cystidin-reiche Region
(pCys) und eine nukledre Lokalisations-Sequenz (NLS) im C-Terminus. Die C-
Termini (SIAH1: 110-283, SIAH2: 150-324) kodieren die Substrat-Binde Doméanen
(SBD). Gal4-AD/HA: HA (Hemagglutinin) Epitop fusioniert mit der Gal4 AD.
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Nach Abschluss dieser Vorversuche konnten die etablierten Hefe-Klone
(AH109/Gal4BD::AF4+N, AH109/Gal4BD::AF4-C1, AH109/Gal4BD::AF4+C2) fur den
Yeast Two-Hybrid Screen eingesetzt werden. Dazu wurden diese Hefe-Klone (Mata)
jeweils mit einer kauflich erworbenen, breits in den Hefestamm Y187 (Mata)
transfizierten humanen Knochenmark cDNA-Bank diploidisiert. Die cDNA Sequenzen
der Knochenmark-Bibliothek waren dazu in den Gal4 AD Vektor pATC2 kloniert.

Fur die Fusionsproteine Gal4BD::AF4.C1 und Gal4BD::AF4-C2 konnten in mehreren
unabhangigen Screens keine diploiden Hefe-Klone auf den entsprechenden
Selektionsplatten (SD -ADE, -HIS, -LEU, -TRP) erhalten werden. Das Screening
Experiment mit dem Gal4BD::AF4+N Fusionsprotein ergab allerdings bereits im
ersten Durchgang Uber 500 positive Hefe-Klone. Zur Identifikation der gefundenen
Interaktionspartner wurden 100 individuelle Hefe-Klone untersucht. Dazu wurden die
Gal4 DNA-BD und Gal4 AD Plasmide aus den Hefe-Klonen isoliert und in E.coli
transformiert. Da die beiden Plasmide in Bakterien unterschiedliche Antibiotika-

Resistenzen vermitteln, konnten sie somit getrennt und anschliessend sequenziert

werden.
SIAH1 21 +
SIAH2 31 +
TLS/FUS 3 -
PCDNA 2 n.u.
Titin 6 n.u.
unbekannte Gene 16 n.u.
artifiziell fusionierte ORFs 21 n.u.
Tabelle 3-3: Isolierte cDNA Sequenzen aus dem Yeast Two-Hybrid Screen mit dem AF4<N

Protein als bait

+: Wachstum auf SD -Ade,-His,-Leu,-Trp und positiver p-Galaktosidase Test; —:
kein Wachstum auf SD -Ade,-His,-Leu,-Trp und negativer p-Galaktosidase Test;
n.u.: nicht untersucht.

In 21 Fallen war an die Gal4 AD die komplette Kodiersequenz des humanen SIAH1

Gens fusioniert. Die gefischten cDNAs fur SIAH1 waren im richtigen Leseraster zur
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Gal4 AD, beinhalteten allerdings unterschiedlich lange 5'-NTR Bereiche (Abbildung
3-7C). 31 der isolierten cDNAs beinhalteten den offenen Leserahmen des humanen
SIAH2 Gens, wobei alle Klone im N-terminalen Kodierbereich eine Deletion von 49
Aminosauren (A23-71) aufwiesen. Ansonsten beinhalteten die SIAH2 cDNAs
ebenfalls 5'-NTR Sequenzen (Abbildung 3-7C). Alle anderen untersuchten Klone
wiesen Gal4 AD Fusionen mit artifiziellen Sequenzen (z.B. 3'-NTR) auf, oder die
cDNA Sequenzen wurden jeweils nur vereinzelt isoliert. Die Interaktion des AF4-N
Proteins mit einem dieser Klone (TLS/FUS) wurde experimentell Uberpruft und stellte

sich als falsch-positiv heraus (Tabelle 3-3).

3.2.2 Verifizierung der Interaktion zwischen dem AF4¢N Protein und den SIAH1
und SIAH2 Proteinen in Hefe

Obwohl die 5' nicht-translatierte Region der gefundenen SIAH1 und SIAH2 cDNAs
keine Stop-Kodons enthielten, sollte sichergestellt werden, dass die Interaktion des
AF4+N Proteins mit den kodierenden Bereichen beider SIAH Gene vermittelt wurde.
Dazu wurden die Leserahmen der SIAH1 und SIAH2 cDNA-Sequenzen amplifiziert
und gleichzeitig mit Ndel/Sfil-Schnittstellen versehen. Nach entsprechendem
Restriktionsverdau wurden die beiden cDNA-Konstrukte mit der Gal4 AD (pGADT7)
fusioniert und jeweils zusammen mit dem Gal4-BD/AF4+N Konstrukt in den
Hefestamm AH109 transfiziert. Fur die erhaltenen Hefe-Klone konnten alle
Fusionsproteine in Western Blot Experimenten mit den Antikérpern anti-c-Myc und
anti-HA nachgewiesen werden (Abbildung 3-8). AnschlieRend wurde sowohl das
Wachstum auf geeigneten Selektionsplatten (SD -ADE, -HIS, -LEU, -TRP) und damit
die Transaktivierung der Reportergene ADEZ2 und HIS3 (Abbildung 3-8B) als auch
die p-Galaktosidase Aktivitat (lacZ Reportergen; Abbildung 3-8C) der transfizierten
Hefe-Klone untersucht. Um die Interaktion zwischen AF4+N und SIAH1 bzw. SIAH2
unabhangig von der fusionierten Gal4 Domane zu Uberprifen, wurde die AF4<N
cDNA mit der Gal4 AD und umgekehrt die SIAH1 und SIAH2 cDNAs mit der Gal4
DNA-BD fusioniert. Ein positiver $-Galaktosidase Test bestatigte auch in diesem
Transfektionsexperiment die spezifische Interaktion zwischen dem AF4<N Protein
und den beiden SIAH Proteinen (Abbildung 3-8C).
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A anti-c-Myc
60 kD — | —AF4-N
—p53
anti-HA
—T-Antigen
50 kD — | —SIAH1/2
B SD -ADE,-HIS,-LEU,-TRP
C Gal4BD::p53 Gal4BD::LamC Gal4BD::AF4°N Gal4BD::AF4-N
Gal4AD::T-Ag Gal4AD::T-Ag Gal4AD::SIAH1 Gal4AD::SIAH2
Gal4BD::SIAH1  Gal4BD::SIAH2
Gal4AD::AF4°N  Gal4AD::AF4-N
Abbildung 3-8:  Protein-Interaktions Studien zwischen AF4+N und SIAH1 bzw. SIAH2 in Hefe

A. Western Blot Analysen transfizierter Hefe-Klone. Gal4 DNA-BD Fusionsproteine
wurden mit dem Antikérper anti-c-Myc und Gal4 AD Fusionsproteine mit dem
Antikérper anti-HA detektiert. Untersucht wurde jeweils Gesamtextrakt aus Hefe-
Klonen, transfiziert mit (1) Gal4-BD/p53, Gal4-AD/T-Antigen; (2) Gal4-BD/AF4+N,
Gal4-AD/SIAH1 und (3) Gal4-BD/AF4+N; Gal4-AD/SIAH2. B. Untersuchung des
Wachstums auf verschiedenen Selektionsplatten. A: Gal4-BD::p53 und Gal4-
AD::T-Antigen; B: Gal4-BD::LaminC und Gal4-AD::T-Antigen; C: Gal4-BD::AF4-N;
D: Gal4-AD::SIAH1; E: Gal4-AD::SIAH2; F: Gal4-BD::AF4+N und Gal4-AD::SIAH1;
G: Gal4-BD::AF4+N und Gal4-AD::SIAH2. C. Untersuchung der B-Galaktosidase
Aktivitat der wie in der Abbildung gekennzeichneten, transfizierten Hefe-Klone.
Blau: p-Galaktosidase aktiv; Weiss: g-Galaktosidase nicht aktiv.
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3.3 Interaktion des AF4¢N Proteins mit den SIAH1 und SIAH2

Proteinen in vitro

Die Interaktion zwischen dem AF4+N Protein und dem SIAH1 bzw. SIAH2 Protein
sollte in einem Hefe unabhangigen System bestatigt werden. Deshalb wurden zum
einen FAR Western Blot Analysen und zum anderen GST (Glutathion-S-Transferase)
Pulldown Experimente mit rekombinant hergestellten Proteinen durchgefihrt. Die
rekombinanten Proteine AF4+N, SIAH1 und SIAH2 wurden fur beide Experimente
entweder in E.coli als GST-Fusionsproteine exprimiert und anschliel3end aufgereinigt
oder, unter Verwendung von [*°S]-Methionin, in vitro transkribiert und translatiert. Zur
Herstellung der GST-Fusionskonstrukte wurden die cDNAs fur AF4+N, SIAH1 und
SIAH2 in den IPTG-induzierbaren, bakteriellen Expressionsvektor pGEX5T kloniert.
Dazu wurden die entsprechenden cDNAs mittels PCR amplifiziert und gleichzeitig mit
Vektor-kompatiblen Restriktionsschnittstellen versehen. Die Oligonukleotide wurden
so gewahlt, dass eine Klonierung der AF4+N und SIAH2 Konstrukte im richtigen
Leseraster uber die BamHI und EcoRI Schnittstellen ermdglicht wurde. Da sich
innerhalb der SIAH1 cDNA eine BamHI Schnittstelle befindet, wurde dieses
Konstrukt so konzipiert, dass eine Klonierung uber Hind!ll und EcoRI moglich war.
Far die in vitro Transkription und Translation wurden die SIAH1 und SIAH2
Konstrukte in dem Vektor pGBKT7 verwendet, da dieser Vektor uber einen T7
Promotor verfugt und eine Expression in Reticulozyten-Lysat ermdglicht.

Die FAR Western Blot Technik erlaubt die Darstellung einer Interaktion zwischen
zwei Proteinen, ahnlich der Bindung eines Antikorpers an sein Epitop. Dem-
entsprechend wurden die aufgereinigten GST-Fusionsproteine fur AF4+N, SIAH1 und
SIAH2, wie in Abbildung 3-9, dargestellt auf ein SDS-Gel aufgetragen, auf eine
Membran Ubertragen und in situ renaturiert. Um eine Interaktion mit dem GST-Anteil
der Fusionsproteine auszuschlie®en, wurde ebenfalls rekombinantes GST Protein
aufgetragen. Als weitere Negativkontrolle wurden auch nicht-induzierte Bakterien (-
IPTG) fur den Assay eigesetzt. AnschlieRend wurde die Membran mit den
potentiellen, radioaktiv markierten Interaktionspartnern SIAH1 und SIAHZ2 inkubiert.
Nach Exposition eines Rontgenfilms auf den entsprechend behandelten Membranen
konnte eine starke und spezifische Interaktion der beiden SIAH Proteine mit dem
GST::AF4-N Fusionsprotein festgestellt werden (Abbildung 3-9; Spuren 8).

53



IPTG

66 kD —
60 kD —

66 kD —
60 kD —

Abbildung 3-9:
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Zusammenfassung der FAR Western Blot Analysen

3 Ergebnisse

Zur Aufreinigung von rekombinantem GST Protein (Spuren 1 und 2) und der GST-
Fusionsproteine GST::SIAH1 (Spuren 3 und 4), GST::SIAH2 (Spuren 5 und 6) und
GST::AF4+N (Spuren 7 und 8) wurde Zell-Lysat nicht-induzierter und induzierter
Bakterienkulturen verwendet (+ IPTG). Die aufgereinigten GST-Fusionsproteine
wurden wie dargestellt auf eine Nitrocellulose-Membran transferriert und entweder
mit radioaktiv markiertem SIAH1 (**S-SIAH1) oder SIAH2 (**S-SIAH2) inkubiert.
Das genaue Molekulargewicht betragt fliir GST::AF4+N 66,61 kD, fir GST::SIAH1
59,4 kD und fir GST::SIAH2 59,0 kD.

In der Literatur war fur das SIAH1 Protein bereits eine Homodimerisierung uber seine

carboxy-terminale Substrat-Binde Domane beschrieben (Lorick, 1999), weshalb die
Interaktion des radioaktiv markierten SIAH1 Proteins mit dem GST::SIAH1

Fusionsprotein als Positivkontrolle fur den Assay eingesetzt wurde (Abbildung 3-9;

Spur 4, oberes Bild). Daruber hinaus, konnte mit diesen Experimenten zusatzlich

eine Homodimerisierung des SIAH2 Proteins (Abbildung 3-9; Spur 6, unteres Bild)
und eine Heterodimerisierung der SIAH1 und SIAHZ2 Proteine (Abbildung 3-9; Spur 4,

unten und Spur 6, oben) gezeigt werden.
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GST GST:: GST:: GST::
SIAH1 SIAH2 AF4«N

31,1 kD— <« SIAH2

Abbildung 3-10: GST Pulldown Experimente
Gleiche Proteinmengen an aufgereinigtem GST (Spur 1), GST::SIAH1 (Spur 2),
GST::SIAH2 (Spur 3) und GST::AF4:N (Spur 4) wurden in Lésung mit *S-
markiertem SIAH1 bzw. SIAH2 inkubiert. Die prazipitierten, radioaktiven Proteine
sind dargestellt. Das Molekulargewicht von SIAH1 betragt 31,4 kD und das von
SIAH2 betragt 31,1 kD.

Um die Bindung des SIAH1 bzw. SIAH2 Proteins an das AF4+N Protein auch in
Lésung zu untersuchen, wurden zusatzlich GST Pulldown Experimente durchgefluhrt.
Dazu wurden die aufgereinigten GST-Fusionsproteine GST::AF4+N, GST::SIAH1 und
GST::SIAH2 mit dem jeweils **S-markierten, in vitro translatierten SIAH1 oder SIAH2
Protein inkubiert und anschliellend prazipitiert (pulldown assay). Die erhaltenen
Prazipitate wurden Uber SDS-Gelelektrophorese aufgetrennt und radiologisch
untersucht. Wie die Ergebnisse der Interaktionstests in Hefe und der FAR Western
Analysen bereits vermuten lie3en, prazipitiert das GST::AF4+N Fusionsprotein
sowohl das SIAH1 als auch das SIAHZ2 Protein (Abbildung 3-10; Spuren 4). Die
Homo- und Heterodimerisierung der beiden SIAH Proteine konnte nochmals bestatigt
werden (Abbildung 3-10; Spuren 2 und 3) und eine Interaktion mit dem GST-Anteil
der Fusionsproteine konnte auch in diesem Experiment ausgeschlossen werden
(Abbildung 3-10; Spur 1).
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3.4 Interaktion des AF4+N Proteins mit dem SIAH1 Protein in vivo

Als nachstes sollte Uberpruft werden, ob das AF4+<N Protein auch in einer naturlichen
Umgebung, namlich in vivo und in Saugerzellen mit dem SIAH1 Protein interagiert.
Da die beiden humanen SIAH Proteine eine sehr hohe Homologie aufweisen und in
ihrem C-Terminus nahezu identisch sind (Hu, 1997a; Hu und Fearon, 1999) (siehe
auch Abbildung 3-7), wurde flur alle folgenden Experimente zumeist nur das SIAH1
Protein herangezogen. Um nun eine Interaktion zwischen AF4+N und SIAH1 in vivo
darzustellen, sollten Co-Immunoprazipitationsversuche in humanen 293T
Fibroblasten durchgefuhrt werden. Zu diesem Zweck musste zunachst die
Transfektions-Effizienz fur die 293T Zellen bestimmt werden und der offene
Leserahmen fur AF4+N und SIAH1 in einen geeigneten Expressionsvektor kloniert

werden.

Zur Bestimmung der Transfektions-Effizienz wurden die 293T Zellen ausgebracht
und mit steigenden Konzentrationen (1 pg, 5 pg, 10 pg und 20 ug) eines GFP (green
fluorescent protein) exprimierenden Vektor (pEGFP) transfiziert. Die Auswertung
mehrerer unabhangiger Ansatze ergab eine maximale Transfektions-Effizienz von
ca. 80%, wenn 10 pg Plasmid-DNA transfiziert wurden (Abbildung 3-11).

Um eine hochstmogliche Expression des AF4¢N und SIAH1 Proteins zu
gewahrleisten, wurden die entsprechenden cDNAs in den fur Saugerzellen
optimierten Vektor pTARGET kloniert. Dieser Vektor erlaubt eine starke, konstitutive
Expression, da er mit der CMV immediate-early Enhancer/Promotor Region und
einem chimaren Intron vor der mcs ausgestattet ist. Zudem verfugt der Vektor tUber
3'-Thymidin Uberhénge innerhalb der mcs, so dass die cDNAs fiir AF4sN und SIAH1,

nach Amplifikation, durch einfache Ligation in den Vektor kloniert werden konnten.
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Abbildung 3-11:
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transfizierte DNA-Menge in ug

Bestimmung der Transfektions-Effizienz von 293T Fibroblasten
Transfiziert wurden anhand der CaPO4-Methode je 1 ug, 5 ug, 10 pg und 20 ug
pEGFP Vektor-DNA.
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Nachdem die Transfektionseffizienz bestimmt und die cDNA Konstrukte kloniert
waren, wurden jeweils 10 pg der Expressionsvektoren (pTARTGET/AF4+N und
pTARGET/SIAH1) in 293T Zellen co-transfiziert. Die Expression von AF4+N und
SIAH1 wurde in Western Blot Analysen mit den monoklonalen Antikorpern anti-
AF4+N und anti-SIAH1 Uberpruft. Die Immunoprazipitationen wurden ebenfalls mit
beiden Antikdrpern durchgefuhrt. So wurde Lysat aus AF4+<N und SIAH1 co-
transfizierten 293T Zellen mit dem anti-AF4<N Antikdrper prazipitiert und das
erhaltene Prazipitat mit dem anti-SIAH1 Antikérper im Immunoblot untersucht
(Abbildung 3-12; Spur 2). Umgekehrt wurde entsprechendes Lysat auch mit dem
anti-SIAH1 Antikorper prazipitiert und dem mit anti-AF4<N Antikorper untersucht
(Abbildung 3-12; Spur 4). Wie Abbildung 3-12 zeigt, konnte die Interaktion zwischen
AF4+N und SIAH1 auch in vivo bestatigt werden, da mit dem AF4+N Protein das
SIAH1 Protein immunprazipitiert wurde, und umgekehrt. Um Kreuzreaktionen mit
anderen Proteinen auszuschlieBen, wurden untransfizierte 293T Zellen als
Negativkontrolle fur alle Immunprazipitationen mitgefuhrt (Abbildung 3-12; Spuren 1
und 3).

AF4N — + - +
SIAH1  — + ~ +

e . |I.J I < AF4N

SIAH1 > —
1 2 3 4
IP:  anti-AF4«N anti-SIAH1
Blot:  anti-SIAH1 anti-AF4sN

Abbildung 3-12: Co-Immunoprazipitations Experimente mit dem AF4+N und SIAH1 Protein
Lysat aus nicht-transfizierten (Spuren 1 und 3) und pTARGET/AF4+N sowie
pTARGET/SIAH1 co-transfizierten (Spuren 2 und 4) 293T Zellen wurde untersucht.
Prazipitiert (IP) wurde mit dem monoklonalen Antikérper anti-AF4+N (Spuren 1 und
2) bzw. anti-SIAH1 (Spuren 3 und 4) und anschlieRend im Immunoblot (Blot) mit
anti-SIAH1 bzw. anti-AF4+N Antikdrper geprobt. Das Molekulargewicht von SIAH1
betragt 31,4 kD und das von AF4<N betragt 39,6 kD.
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3.5 Regulation der AF4<N Proteinstabilitat durch SIAH1

Die beiden Proteine SIAH1 und SIAHZ2 stellen die humanen Homologe des aus
Drosophila melanogaster bekannten Proteins seven in absentia (Sina) dar (Hu,
1997a). DrSina und hSIAH1/2 zeichnen sich durch eine fur E3 Ubiquitin Ligasen
typische RING-Finger Doméane im N-terminalen Bereich und eine Substrat-Binde
Domaéane (SBD) im C-terminalen Bereich aus (vgl. 2.5.1 und 2.5.2). Die RING-Finger
Domane innerhalb des N-Terminus ermoglicht eine Interaktion mit E2 Ubiqitin
Enzymen, welche den Ubiquitin Transfer auf SBD-gebundene Proteine katalysieren
und dadurch ihren Abbau Uber den Proteasom-Komplex einleiten (Lorick, 1999). In
einer aktuelleren Studie konnte der molekulare Mechanismus dargestellt werden,
welcher fur die Bindung der unterschiedlichen Substratproteine an die SBD der
SIAH1 Ubiquitin Ligase verantwortlich ist (House, 2003). So konnte sowohl fur die
Interaktion des Drosophila Proteins Sina mit dem Phyllopod Protein als auch fur die
Interaktion des SIAH1 Proteins mit den bekannten Substraten DCC, OBF-1, SIP und
TIEG1 ein funktionell konserviertes Binde-Motiv fur die SBD identifiziert werden. Fur
einige andere SIAH1-interagierende Proteine wie Numb, Vav-1, Kid und N-CoR
wurden degenerierte Varianten der identifizierten Kernsequenz PxAxVxP gefunden.

Die Interaktion des AF4¢N Proteins mit dem SIAH1 Protein konnte in den
vorangegangenen Experimenten sowohl in vitro als auch in vivo belegt werden,
weshalb eine SIAH1-vermittelte Proteindegradation des AF4 Proteins als konsequent
erschien. Eine Sequenzanalyse des N-Terminus von AF4 zeigte zudem, dass die
hoch konservierte ALF Domane uber ein SIAH1 Binde-Motiv (PxAxVxP) verfugt
(Abbildung 3-13). Eine Bindung des SIAH1 Proteins an das Binde-Motiv innerhalb
des AF4 Proteins und auch der anderen ALF Proteine hatte demnach deren

proteasomalen Abbau zur Folge.
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NHD Ser NLS

AF4 --—--QQKPTAYVRPMDGQDQAP---

LAF4 ----QQKPTAYVRPMDGQDQAP---
FMR2 ----QQKPTAYVRPMDGQDQAP---
AF5 --—--QQKPTAYVRPMDGQDQAP---

Abbildung 3-13: SIAH1 Binde-Motiv PxAxVxP innerhalb der hochkonservierten ALF Doméane
des AF4 Proteins
Reprasentativ fur die ALF Familienmitglieder ist das Binde-Motiv innerhalb der AF4
Proteinsequenz rot dargestellt.

Um auch experimentell zu zeigen, dass eine Interaktion des AF4 Proteins mit der E3
Ubiquitin Ligase SIAH1 letztlich zum Abbau Uber den Proteasom-Komplex fuhrt,
wurden verschiedene Studien in transient transfizierten 293T Fibroblasten
durchgefuhrt. Dazu wurde entweder AF4+N (pTARGET/AF4+N) allein oder AF4-N in
Kombination mit SIAH1 (pTARGET/SIAH1) in 293T Zellen Uberexprimiert.
Anschlielend wurden die Transfektions-Ansatze geteilt und es wurde jeweils die
RNA- als auch die Proteinmenge von AF4+N und SIAH1 untersucht.

Zur Untersuchung der RNA-Konzentration in den transfizierten 293T Zellen wurden
semi-quantitative RT-PCR Untersuchungen durchgefuhrt, wobei auch untransfizierte
Zellen untersucht wurden. Um Kontaminationen der RNA mit genomischer DNA
auszuschlieen, wurde auch die isolierte RNA ohne cDNA Synthese fur PCR-
Reaktionen eingesetzt. Da die beiden Proteine AF4<N und SIAH1 in einfachen
Western Blot Untersuchungen mit Gesamtzell-Lysat nur schwer nachweisbar waren,
was bereits fur einen schnellen Abbau sprach, wurden die beiden Proteine jeweils
mit dem gleichen Antikorper immunoprazipitiert und im Western Blot untersucht.
Untransfizierte 293T Zellen wurden fur die Bestimmung der Proteinmenge als
Negativkontrolle eingesetzt.
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A RNA cDNA

1038 bp — AF4+N
849 bp — SIAH1
491 bp — GAPDH

1 2 3
39,6 kD—| = AF4-N
31,4kD— — SIAH1
42 KD —— | == s s | B-Aktin

SIAH1-vermittelte AF4+N Proteindegradation

Untersucht wurden die steady-state mRNA- (A) und Proteinmengen (B) des AF4+N
(jeweils oberes Bild) und SIAH1 (jeweils mittleres Bild) Proteins in AF4<N
transfizierten (Spuren 1), AF4<N und SIAH1 co-transfizierten (Spuren 2) und nicht-
transfizierten 293T Zellen. A. RT-PCR Experimente. M: Grélkenstandard \ Clal; N:
Wasser-Kontrolle. Die Untersuchung von GAPDH diente als positiv-Kontrolle fiir
die cDNA Synthesen. Primerkombinationen der jeweiligen Reaktionen: AF4-N:
AF4-N<3 x AF4-N-5; SIAH1: SIAH1(ATG)*3 x SIAH(ATG)*5; GAPDH: GAPDH-3 x
GAPDH?-5. B. Immunoprazipitations Experimente. Die Proteine AF4+N und SIAH1
wurden jeweils mit dem Antikérper anti-AF4+N bzw. anti-SIAH1 prazipitiert und
auch detektiert. Als Lade-Kontrolle wurde p-Aktin in dem eingesetzten Gesamtzell-
Lysat nachgewiesen.

Die Untersuchung der AF4+N Proteinmenge im Immunoblot (Abbildung 3-14B) ergab

eine Reduktion des AF4+N Proteins, wenn zusatzlich SIAH1 Protein Uberexprimiert

wurde (Abbildung 3-14B, Spur 2). Dagegen wurden, sowohl fir AF4+N transfizierte
als auch fur AF4-N und SIAH1 co-transfizierte Zellen, in den RT-PCR Unter-
suchungen gleiche mRNA-Mengen fur AF4+sN nachgewiesen (Abbildung 3-14A,

Spuren 1 und 2). Fur das SIAH1 Protein wurde erwartungsgemafl in den

entsprechend transfizierten Zellen eine Zunahme der RNA- und Proteinmenge
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festgestellt (Abbildung 3-14A und B, Spuren 2), womit eine SIAH1-abhangige

Reduktion der AF4+N Protein-Konzentration gezeigt werden konnte.

Um der Fragestellung nachzugehen, ob die durch SIAH1-vermittelte AF4+N Protein-

degradation auch tatsachlich Uber den Proteasom-Komplex passiert, wurde fur

Transfektions Experimente in 293T Zellen der Proteasom-Inhibitor MG132

verwendet. Dazu wurden gleiche Mengen des AF4+<N Expressionskonstrukts (10 ug)

mit steigenden Mengen des SIAH1 Expressionsvektors (5 - 15 ug) co-transfiziert. Die

transient transfizierten 293T Zellen wurden 12 Stunden vor der Lyse mit dem

Proteasom-Inhibitor MG132 behandelt. In anschlielenden Western Blot Analysen mit

den monoklonalen Antikdrpern anti-SIAH1 und anti AF4<N wurden auch co-trans-
fizierte, allerdings MG132 unbehandelte 293T Zellen mitgefuhrt (Abbildung 3-15).

MG132 £+ o+ - - -
pAF4.N + + + + + +

pSIAHT e

31,4 KD ——| - — | SIAHA

39,6 kD— ‘- —— AF4-N
42 KD —— | m—————— | A i

Abbildung3-15:

Darstellung des SIAH1-vermittelten AF4¢N Proteinabbaus iiber den
Proteasom-Komplex

Aufgetragen wurde Gesamtzell-Lysat von 293T Fibroblasten, die mit konstanten
Mengen des Expressionskonstruktes fir AF4+N und steigenden Mengen des
Expressionskonstruktes fir SIAH1 co-transfiziert wurden. Spuren 1 und 4: 10 ug
pTARGET/AF4+N und 5 pg pTARGET/SIAH1;Spuren 2 und 5: 10 uyg pTARGET
/AF4+N und 10 ug pTARGET/SIAH1;Spuren 3 und 6: 10 yg pTARGET/AF4+N und
15 ug pTARGET/SIAH1. Die transient transfizierten Zellen wurden entweder mit 10
MM MG132 inkubiert (Spuren 1-3) oder direkt (Spuren 4-6) lysiert und analysiert.
Untersucht wurden die Proteinmengen von SIAH1 und AF4+N im Western Blot mit
den monoklonalen Antikérpern anti-SIAH1 und anti-AF4+N. Der Nachweis des -
Aktin Proteins diente als Lade-Kontrolle.
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Wie in Abbildung 3-15 dargestellt, fuhrte die steigende Expression von SIAH1 Protein
zu einer entsprechenden Abnahme des AF4¢N Proteins. Die festgestellten
Proteinmengen von SIAH1 und AF4+<N waren allerdings nicht nur invers korreliert,
sondern durch die Inkubation mit dem Proteasom-Inhibitor lie3 sich zudem die
SIAH1-vermittelte Degradation von AF4+N um ein vielfaches verhindern (Abbildung
3-15, Spuren 1-3). Im Gegensatz dazu konnte in Abwesenheit von MG132 kaum
AF4-N Protein nachgewiesen werden (Abbildung 3-15, Spuren 4-6; mittleres Bild).
Auch SIAH1 Protein bildet Homodimere und wird ohne Bindung an Targetproteine
autokatalytisch dem Abbau Uber das Proteasom zugefuhrt. Dies war in den MG132-
unbehandelten Ansatzen nicht festzustellen (Abbildung 3-15, Spuren 4-6; oberes
Bild).
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3.6 Regulation der AF4 und AF4+<MLL Proteinstabilitat

Die bislang dargestellten Experimente zeigen, dass das AF4+N Protein nicht nur
spezifisch von der E3 Ubiquitin Ligase SIAH1 gebunden wird, sondern, dass die
Interaktion dieser beiden Proteine zu einer Ubiquitin-Markierung und damit zu einem
Proteasom-abhangigen Abbau des AF4+N Proteins fiinrt. Ahnliches war auch fiir das
AF4 Wildtyp-Protein anzunehmen. Das aus einer t(4;11) Translokation resultierende,
chiméare Fusionsprotein AF4<MLL beinhaltet ebenfalls den N-terminalen Bereich des
AF4 Proteins und damit auch das SIAH1 Binde-Motiv. Damit stellte sich die,
moglicherweise auch fur die Leukamogenese, sehr interessante Frage, ob das
SIAH1 Protein in der Lage ware das AF4+MLL Fusionsprotein zu binden und dessen
Abbau Uber das Proteasom zu vermitteln. Aufgrund dieser Uberlegungen sollten die
Sfi-mobilisierbaren cDNA Konstrukte fur AF4 und AF4-MLL in den Expressionsvektor
pTARGET kloniert und anschlielend in Transfektionsstudien untersucht werden.

3.6.1 Modifikation des pTARGET Expressionsvektors

Die Klonierung der Sfil mobilisierbaren AF4 und AF4-MLL cDNA Konstrukte
erforderte einige Anderungen innerhalb des Expressionsvektors. Der Vektor
pTARGET stellte innerhalb der mcs keine Sfil Schnittstelle zur Verfugung, wies
allerdings im Vektor-backbone eine Sfil Erkennungssequenz auf. Aus diesem Grund
musste zunachst die Sfil Erkennungssequenz innerhalb des Vektors zerstort werden.
Dazu wurde der zirkularisierte Vektor pTARGET mit der Restriktionsendonuklease
Sfil verdaut und die entstandenen 3'-Uberhadnge wurden durch eine spezielle
Klenow-Reaktion eliminiert. AnschlieRende Ligation der glatten Vektorenden fuhrte
zum Verlust von drei Nukleotiden und damit zu einer nicht mehr funktionsfahigen Sfil
Schnittstelle (P TARGETJSHi).
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Sfi-Linker
GCG AATTCGGCCTCACTGGCCTCTAGAGGCCAGTGAGGCCG AATTCCAAG
|11 ITEETET et et ettt el RER
CGCTTAA GCCGGAGTGACCGGAGATCTCCGGTCACTCCGGCTTAA GGTTC
pTARGETASfi EcoRI Sfil Xbal Sfil EcoRI pTARGETASfi

Abbildung 3-16: Schematische Darstellung des Sfi-Linkers mit seinen Schnittstellen
Der ds Sfi-Linker ist in der Mitte der Abbildung dargestellt und wurde durch eine
annealing-Reaktion des Sfiheidi Oligonukleotids erhalten. Die 5'-Uberhdnge
ermoglichten eine Klonierung Gber EcoRI in den Vektor pTARGETSfi.

Wie in Abbildung 3-16 dargestellt, konnte die mcs des pTARGETJSfi im Anschluss
uber die beiden EcoRI-Schnittstellen mit einem Sfil-Linker versehen werden
(P TARGET-Sfineu). Wahrend der Klonierung des Sfi-Linkers war allerdings zu
beachten, dass dieser in der richtigen Orientierung vorlag, um eine gerichtete
Klonierung der cDNA-Kassetten fur AF4 (4,2 kb) und AF4<MLL (9,1 kb) zu
ermoglichen. Alle am Vektor vorgenommenen Veranderungen, sowie die
anschlieende Klonierung der cDNA Konstrukte, wurden durch Restriktionsanalysen
und anschlielfende Sequenzanalysen Uberpruft.

3.6.2 Untersuchung der Proteasom-abhangigen Degradation des AF4 Wildtyp
und AF4-MLL Fusionsproteins

Eine Interaktion zwischen dem Wildtyp AF4 Protein und dem SIAH1 Protein
voraussetzend, wurde die mRNA- und Proteinmenge des AF4 Proteins in transient
transfizierten 293T Zellen untersucht. Dazu wurden die Fibroblasten mit 10 ug des
Expressionskonstruktes pTARGET-Sfineu/AF4 transfiziert. Die mit dem Proteasom-
Inhibitor MG132 behandelten und die unbehandelten Transfektionsansatze wurden
dann zusammen mit nicht-transfizierten 293T Zellen zur Praparation von mRNA und

Gesamtzell-Lysat herangezogen (Abbildung 3-17).
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A RNA cDNA

511 bp — AF4

131kD— | = . AF4

42 kD — [ ~Smmssse——— | 3-Aktin

Abbildung 3-17: Proteasom-abhéngiger Abbau von AF4

Untersucht wurde die mRNA- (A) und Proteinkonzentration (B) von AF4 in: Spuren
1: AF4 transfizierten 293T Zellen; Spuren 2: AF4 transfizierten und mit MG132
behandelten 293T Zellen; Spuren 3: nicht-transfizierten 293T Zellen. A. RT-PCR
Experimente. M: GréRenstandard A Clal; N: Wasser-Kontrolle. Als positiv-Kontrolle
fur die cDNA-Synthesen und als Ladekontrolle wurde die Untersuchung von
GAPDH herangezogen. Primerkombinationen fur die jeweiligen Reaktionen: AF4:
AF4+324b x AF4+52; GAPDH: GAPDH+3 x GAPDH+5. B. Western Blot
Untersuchungen. Aufgetragen wurde wie oben beschrieben Gesamtzell-Lysat und
das AF4 Protein wurde mit dem Antikérper anti-AF4*N nachgewiesen. Als
Ladekontrolle wurde p-Aktin in dem eingesetzten Lysat nachgewiesen.

In den RT-PCR Untersuchungen konnte eine leichte Erhdhung der mRNA-Menge in
den AF4 transfizierten 293T Zellen festgestellt werden (Abbildung 3-17A, Spuren 1
und 2). Allerdings wurde auf RNA-Ebene in nicht-transfizierten Zellen ebenfalls eine
starke Expression des endogenen AF4 Gens festgestellt (Abbildung 3-17A, Spur 3).
Im Gegensatz dazu konnte in den Western Blot Experimenten das AF4 Protein nur in
AF4 transfizierten Zellen detektiert werden, wobei die Inkubation der Zellen mit
MG132 zu einem dramatischen Anstieg der AF4 Proteinmenge fuhrte (Abbildung
3-17B, Spur 1 und 2). Damit wurde deutlich, dass Uberexprimiertes AF4 Protein
effizient von endogenem SIAH1 Protein gebunden und dem proteasomalen Abbau
zugefuhrt wurde. Endogenes AF4 Protein konnte im Western Blot nicht
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nachgewiesen werden (Abbildung 3-17B, Spur 3), was ebenfalls fur einen schnellen,
SIAH1-vermittelten Abbau des AF4 Proteins sprach.

Um der Fragestellung nachzugehen, ob das AF4+MLL Fusionsprotein ebenfalls ein
SIAH1 Substrat darstellt, wurden 293T Fibroblasten, wie oben fur AF4 beschrieben,
mit dem Expressionsvektor pTARGET-Sfineu/AF4+MLL transfiziert.

A

566 bp ——

RNA cDNA
M1 2 3 1 2 3 N

der4

s BB

B

p324 — | derd

P178 —— | M — der4«N

42 kD —— | " | R-Aktin

Abbildung 3-18:

Untersuchung der Proteinstabilitat des AF4+MLL Fusionsproteins

Untersucht wurde die mRNA- (A) und Proteinkonzentration (B) des AF4<MLL
Fusionsproteins in: Spuren 1: AF4<MLL transfizierten 293T Zellen; Spuren 2:
AF4<MLL transfizierten und mit MG132 behandelten 293T Zellen; Spuren 3: nicht-
transfizierten 293T Zellen. A. RT-PCR Experimente. M: Grélkenstandard \ Clal; N:
Wasser-Kontrolle. Als positiv-Kontrolle fiir die cDNA-Synthesen und als Lade-
kontrolle diente die Untersuchung von GAPDH. Primerkombinationen fir die
jeweiligen Reaktionen: AF4<MLL (derd): AF4+324b x 12+5; GAPDH: GAPDH-3 x
GAPDH-<5. B. Western Blot Untersuchungen. Aufgetragenes Gesamtzell-Lysat
wurde mit dem Antikérper anti-AF4+N untersucht. p324: AF4<MLL full-length
Fusionsprotein mit einem Molekulargewicht von 324 kD; p178: N-terminales
Peptidfragment (der4«N) des AF4<MLL Fusionsproteins, nach proteolytischer
Spaltung, mit einem Molekulargewicht von 178 kD. Als Ladekontrolle wurde (3-Aktin
in dem eingesetzten Lysat nachgewiesen.
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Wie in Abbildung 3-18A dargestellt, war die mRNA fur das AF4<MLL Fusionsprotein
naturlich nur nach Transfektion in 293T Zellen darstellbar (Abbildung 3-18A, Spuren
1 und 2). In den Western Blot Experimenten wurde das gesamte AF4-MLL
Fusionsprotein (p324) nur nach Inkubation der Zellen mit dem Proteasom-Inhibitor
MG132 deutlich sichtbar (Abbildung 3-18B, Spur 2), was ebenfalls fir eine
Interaktion mit dem endogenen SIAH1 Protein und einen raschen, Proteasom-
abhangigen Abbau des AF4<MLL Fusionsproteins sprach. Zusatzlich wurde mit dem
monoklonalen Antikorper anti-AF4+<N eine zweite spezifische Proteinbande detektiert,
die, unabhangig von einer Vorinkubation der 293T Zellen mit MG132, stabil
vorhanden war (Abbildung 3-18B, Spur 1 und 2). Der GroRe nach entsprach diese
zweite Proteinspezies (p178) dem N-terminalen Spaltprodukt (der4sN) des AF4-MLL
Fusionsproteins nach proteolytischer Spaltung durch Taspase1 (Hsieh, 2003a).
Taspasel1 scheint also das AF4<MLL Fusionsprotein ebenso wie das MLL
Wildtypprotein, an den konservierten Protease-Erkennungssequenzen CS1 und CS2,
zu hydrolysieren (Yokoyama, 2002; Hsieh, 2003b). Deshalb wurde die Hypothese
aufgestellt, dass die resultierenden Protein Fragmente derN (p178) und MLL-C
(p134) Uber die FYRN und FYRC/SET Domanen interagieren und dadurch zu einem
stabilen der4+N/MLL<C Protein-Komplex flihren.

3.6.3 Interaktion und Stabilisierung der proteolytischen Spaltprodukte der4+N
und MLL-C

Experimentell konnte die Interaktion, zwischen den Proteinfragmenten der4«N (p178)
und MLL-C (p134), und die damit verbundene Stabilisierung des intramolekularen
der4+N/MLLC Komplexes durch Immunprazipitations Untersuchungen bewiesen
werden. Dazu wurden 293T Zellen mit dem Expressionskonstrukt fur AF4«MLL und
SIAH1 co-transfiziert und in An- oder Abwesenheit des Proteasom-Inhibitors MG132
inkubiert (Abbildung 3-19). Gesamtzell-Lysat von untransfizierten und AF4-MLL- und
SIAH1 co-transfzierten (= MG132) Zellen wurde mit dem polyklonalen Antikorper
anti-MLL+C, welcher sein Epitop im C-Terminus des humanen MLL Proteins hat,
prazipitiert. Das erhaltene Praziptat wurde ebenfalls mit dem anti-MLL<C Antikorper

im Immunoblot untersucht.
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MG132 - - + - - +
AF4MLL - + + - + +
SIAH1 - + + - + +
p324 — ’ -1 1 derd
bt
p134 — H' MLLC
g ‘ -
1 2 3 1 2 3
IP: anti-MLL-C anti-AF4<N
Blot: anti-MLL-C anti-MLL-C

Abbildung 3-19: Darstellung des der4sN/MLL+C Komplex - Interaktion und Stabilisierung der
proteolytischen Spaltprodukte der4*N und MLL-C
In Immunoprazipitations Analysen wurden nicht-transfizierte (1) und AF4<MLL/
SIAH1 co-transfizierte 293T Zellen in Ab- (2) und Anwesenheit (3) von MG132
untersucht. Prazipitiert wurde mit dem Antikérper anti-MLL<C (linkes Bild) oder anti-
AF4-N (rechtes Bild) und im Immunoblot mit dem Antikérper anti-MLL+C geprobt.
p324: AF4+MLL full-length Fusionsprotein mit einem Molekulargewicht von 324 kD;
p134: C-terminales Peptidfragment (MLL+C) des AF4+MLL Fusionsproteins, nach
proteolytischer Spaltung, mit einem Molekulargewicht von 134 kD.

Wie in Abbildung 3-19 (linkes Bild) dargestellt, konnte das MLL+C Protein Fragment
prazipitiert und somit erneut die proteolytische Spaltung des AF4<MLL
Fusionsproteins nachgewiesen werden. Aulderdem konnte das MLL+C Protein, wie
bereits das der4+-N Protein, in MG132 unbehandelten Zellen stabil nachgewiesen
werden (Abbildung 3-19; linkes Bild, Spur 2). Das AF4+<MLL full-length Protein konnte
dagegen nur aus Lysat MG132 behandelter Zellen prazipitiert werden (Abbildung
3-19; linkes Bild, Spur 3). Desweiteren konnte in Immunoprazipitationen mit dem
anti-AF4+<N Antikorper (Abbildung 3-19, rechtes Bild), neben dem AF4<MLL full-length
Protein (Spur 3), das MLL+C Proteinfragment prazipitiert werden (Spuren 2 und 3),
womit letztendlich auch eine Interaktion zwischen den beiden Protein Fragmenten
der4+N und MLL+C belegt werden konnte. Auch in diesem Immunprazipitations
Experiment konnte in MG132 unbehandelten Zellen nur das MLL+C Protein, nicht
aber das AF4<MLL full-length Protein, nachgewiesen werden (Abbildung 3-19;
rechtes Bild, Spur 2).
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3.6.4 Verifizierung der intramolekularen der4+sN und MLL+C Proteininteraktion

In den folgenden Experimenten sollte zum einen geklart werden, ob die Interaktion

zwischen den beiden Spaltprodukten der4*N und MLL<C auch tatsachlich Uber
Sequenzmotive des MLL Proteins, namlich der FYRN- und FYRC/SET-Domane,
zustande kommt. Zum anderen sollten Interaktions Studien mit dem SIAH1 Protein
und dem AF4-MLL Fusionsprotein bzw. dem der4N/MLL-C Komplex durchgefuhrt
werden. 293T Zellen wurden dazu, wie in Abbildung 3-20 dargestellt, mit den
Expressionskonstrukten fur AF4<MLL bzw. AF4 und SIAH1 co-transfiziert und in

Immunoblot Analysen untersucht.

AF4 - + - - + -
AF4-MLL + - - + - -
SIAH1 + + - + + -
— + -
p324 — | S . der4 AF4
» + - — AF4-MLL
+ + — SIAH1
_ . ___ 31,4kD
p134 v il MLL-C : SIAH1
1 2 3 1 2 3 1 2 3
IP: anti-AF4<N anti-SIAH1 anti-AF4<N
Blot: anti-MLL-C anti-MLL<C anti-SIAH1

Abbildung 3-20:

Darstellung der SIAH1 Proteininteraktionen mit AF4, full-length AF4-MLL und
dem der4*sN/MLL-C Komplex

In Immunoprazipitations Analysen wurden AF4+MLL und SIAH1 (1) bzw. AF4 und
SIAH1 (2) co-transfizierte und nicht-transfizierte (3) 293T Zellen untersucht.
Prazipitiert wurde mit dem Antikérper anti-AF4+N (linkes Bild) oder anti-SIAH1
(mittleres Bild) und im Immunoblot mit dem Antikérper anti-MLL+C geprobt. p324:
AF4+MLL full-length Fusionsprotein mit einem Molekulargewicht von 324 kD; p134:
C-terminales Peptidfragment (MLL+C) des AF4+MLL Fusionsproteins, nach
proteolytischer Spaltung, mit einem Molekulargewicht von 134 kD. Umgekehrt
wurde in einem Kontrollexperiment Gesamtzell-Lysat entsprechend transfizierter
293T Zellen mit dem Antikérper anti-AF4+N immunprazipitiert und anschlieend mit
dem Antikérper anti-SIAH1 untersucht (rechtes Bild).

Dabei konnte gezeigt werden, dass die Interaktion zwischen den Protein Fragmenten

der4«N und MLL+C in jedem Fall auf Proteinsequenzen des MLL Proteins zuruck-

zufuhren ist, da Interaktionen des MLL+.C Peptids mit AF4 Protein Domanen
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ausgeschlossen werden konnten (Abbildung 3-20; linkes Bild, Spur 2). Interessanter-
weise konnte fur das SIAH1 Protein, neben der Bindung an das AF4+MLL full-length
Protein, auch eine Bindung an den der4*N/MLL<C Komplex festgestellt werden, da
mit dem anti-SIAH1 Antikorper nicht nur das ungespaltene AF4<MLL Fusionsprotein,
sondern auch das MLL+<C Spaltprodukt prazipitiert wurde (Abbildung 3-20; mittleres
Bild, Spur 1). Umgekehrt konnte in einem Kontrollexperiment das SIAH1 Protein mit
dem anti-AF4+N Antikorper sowohl in AF4<MLL und SIAH1 als auch in AF4 und
SIAH1 co-transfizierten 293T Zellen co-prazipitiert werden (Abbildung 3-20; rechtes
Bild, Spur 1 und 2).
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3.6.5 Stabilitat des der4sN/MLLC Komplex in t(4;11)-abgeleiteten Zell-Linien

Um einen ersten Eindruck zu erhalten, wie sich die Situation tatsachlich in t(4;11)-
assoziierten Leukamie-Zellen darstellt, wurden die drei t(4;11)-Zelllinien SEM,
MV4;11 und RS4;11 zur Untersuchung herangezogen. Dazu wurde Gesamtzell-Lysat
MG132 behandelter und unbehandelter Zellen im Western Blot mit dem anti-MLL-C
Antikorper untersucht. Aus dem Lysat MG132 behandelter Zellen konnte, wie in
Abbildung 3-21 dargestellt, sowohl das AF4<MLL full-length Protein als auch das
MLL-C Protein des der4*N/MLL-C Komplexes nachgewiesen werden (Spur 1, 3 und
5). Dagegen war in den unbehandelten Zellen nur das MLL+C Spaltprodukt
festzustellen (Spur 2, 4 und 6), womit auch in leukamischen t(4;11) Zellen eine
Akkumulation des intramolekularen der4sN/MLL+C Proteinkomplexes gezeigt werden
konnte, obwohl hier keine Uberexpression wie in den Transfektions-Experimenten

vorlag.

SEM MV4;11 RS4;11
MG132  + - + = + =
p324 — der4
p134 — MLL<C
42 kD — R-Aktin

Abbildung 3-21: Untersuchung des der4*N/MLL<C Komplex in t(4;11) Leukamie Zelllinien
Untersucht wurde Gesamtzell-Lysat der t(4;11)-Linien SEM (1:+MG132; 2:
-MG132), MV4;11 (3:+MG132; 4: -MG132) und RS4;11 (5:+MG132; 6: —-MG132)
in Western Blot Experimenten. Die Proteine AF4sMLL (der4, p324) und MLL-C
(p134) wurden mit dem Antikdrper anti-MLL+C detektiert. Die Untersuchung von -
Aktin diente als Ladekontrolle.
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3.7 Pathomolekulares Modell zur Entstehung einer t(4;11)-

assoziierten Leukamie

Basierend auf den Ergebnissen des Focus Formation Assays und den Interaktions-
Studien mit dem AF4+MLL Fusionsprotein konnte fir t(4;11) Translokationen ein
erster pathomolekularer Mechanismus fur diese Leukamie-Entitat erstellt werden.
Nach diesem Modell (Abbildung 3-22) kommt es analog dem humanen MLL Wildtyp
Protein, zu einer spezifischen, proteolytischen Spaltung des AF4<MLL
Fusionsproteins an den Taspase1-Konsensussequenzen CS1 und CS2. Die
resultierenden Peptidfragmente der4«N (p178) und MLL-C (p134) bilden im Anschluf®
uber die FYRN- und FYRC/SET-Domanen den der4sN/MLL-C Komplex; Dieser ist
gegenuber einer SIAH1-vermittelten Degradation durch das Proteasom stabil.
Aufgrund dieser Interaktion akkumuliert der der4«N/MLL-C Komplex und kann sein
onkogenes Potential, vermittelt Uber den N-Terminus des AF4 Proteins, entfalten.

Der Mechanismus der Wachstumstransformation ist noch abzuklaren, es ist jedoch
naheliegend, dass die Bildung des der4+N/MLLC Proteinkomplexes das SIAH-
System kompromitiert, und, dass die starke Akkumulation in Kompetition zum MLL-
MPSC Komplex tritt. Dies kame einem funktionellen knock-out des endogenen und
intakten MLL Proteins gleich. Zusammenfassend bedeutet das, dass die
Anwesenheit des der4+N/MLL+C Proteinkomplexes drei verschiedene genetische Hits

auslosen kann.

Abbildung3-1: A. Proteolytische Spaltung des MLL Wildtyp Proteins innerhalb der internen

Konsensus-Sequenzen CS1 und CS2 durch Taspase1. Die entstandenen Protein
Fragmente MLL*N (p290) und MLLC (p134) interagieren miteinander unter
Ausbildung des MLL*N/MLL+C Komplex. Dieser Proteinkomplex bildet seinerseits
die molekulare Plattform zur Assemblierung des MLL Multi-Protein Super-
Komplexes, welcher neben MLL*N und MLL<C aus mindestens 27 zusatzlichen
Proteinen besteht (Nakamura, 2002; Yokoyama, 2002; Hsieh, 2003a; Hsieh,
2003b).
B. Proteolytische Spaltung des AF4+MLL Fusionsproteins unter Bildung des
der4+sN/MLL-C Komplexes (dersN, p178; MLL+C, p134) und daraus resultierende
Konsequenzen. Das AF4<MLL Fusionsprotein (p324) interagiert mit SIAH1 und
wird dem Proteasom-abhangigen Abbau Uberfihrt, wahrend der der4sN/MLL-C
Proteinkomplex ebenfalls mit SIAH1 interagiert, aber gegen eine proteosomale
Degradation resistent ist. Durch die Stabilisierung kommt es zur Entfaltung des
onkogenen Potentials ber den der4«N/MLL+C Komplex.
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A CS1 CS2
2666 2718

AT PHD FYRN \ TAD FYRC SET

O 1 NN - B -

proteolytische
Spaltung und
Komplexbildung

AT
1 2666
p134 | 2718
YRC TAD
MLL
MPSC
Degradation iiber
das Proteasom
CS1 CS2
346::1407 2666 2718
V¥V PHD FYRN TAD FYRC SET

e2e [ [ e

proteolytische
Spaltung und
Komplexbildung

2666

| 2718

‘ YRC TAD

keine Degradation
onkogene Effekte

Abbildung 3-22: Schematische Darstellung der prozessierten Proteinkomplexe fiir MLL und
AF4<MLL
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4 Diskussion

4.1 Definition des Wildtyp AF4 Proteins und des AF4+MLL Fusions-

proteins als Proto- bzw. Onkoprotein

Die grol3e Vielzahl von chimaren Fusionsproteinen und die hohe Variabilitat der
Leukamien, die nach einem Rearrangement am Genlocus 11923 entstehen,
erschweren es, einen einheitlichen onkogenen Mechanismus fur die
Leukéamieentstehung zu formulieren. Der kleinste gemeinsame Nenner der
resultierenden Fusionsproteine ist der N-terminale Bereich des MLL Gens, der fur die
AT-Haken und die MT Domane kodiert und mit den unterschiedlichen C-terminalen
Bereichen der Translokationspartner fusioniert. Die Diversitat der MLL
Fusionspartner und das Auftreten von Leukamie-assoziierten, partiellen
Duplikationen und Deletionen des MLL Gens fuhrten zu der Hypothese, dass
ausschliesslich Fusionsproteine, die Uber den N-Terminus des MLL Proteins
verfugen (der11), das biologisch relevante Onkogen darstellen (Rowley, 1992).
Anhand von knock-out Modellen konnte gezeigt werden, dass sich der Verlust der
SET und PHD Domanen eines MLL Allels auf die normale Hamatopoiese auswirkt
und damit ein Zusammenhang mit den Deletionen bei MLL-assoziierter MDS besteht
(Harbott, 1998). Ein dominant-negativer Aktivierungsmodus, bei dem das verkurzte
MLL Protein die Funktion des normalen Proteins storen wurde, ist jedoch nicht
ausreichend fur die Transformation. Corral et al. tauschten in murinen ES Zellen ein
intaktes MLL Allel gegen ein verklrztes MLL bzw. ein MLL-AF9 Fusionskonstrukt
aus, wobei diese rearrangierten MLL Gene unter den eigenen, endogenen Promotor
des MLL platziert wurden. Chimare Mause mit dem MLL-AF9 Fusionskonstrukt
entwickelten nach einer Latenzzeit von acht Monaten eine akute myeloische
Leukamie, wahrend chimare Mause mit dem lediglich verklirzten MLL keine
hamatologischen Abnormitaten zeigten (Corral, 1996). Auch in weiteren Publika-
tionen konnte durch funktionelle Experimente gezeigt werden, dass sowohl der MLL-
Anteil als auch der jeweilige Translokationspartner wichtig und notwendig fur die
Leukdmogenese ist (Lavau, 1997; Slany, 1998). Fur eine Reihe weiterer MLL-

Fusionen konnte nach retroviraler Transduktion in hamatopoietische Vorlauferzellen
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gezeigt werden, dass sie onkogenes Potential besitzen und eine Leukamogenese in
Mausmodellen initiieren und aufrechterhalten kénnen (DiMartino, 1999; Lavau,
2000a; Lavau, 2000b). Dagegen konnte fur einige andere MLL
Translokationsprodukte, unter anderem auch fur das AF4<MLL Fusionsprotein,
bislang kein transformierendes Potential in den verwendeten Zell- oder Maus-

Systemen gezeigt werden (Strehl, 2003; Lavau, 2004; Bangerter, Dissertation 2001).

Da der N-terminale Bereich des MLL Proteins DNA-Bindung vermittelt, wird zudem
angenommen, dass dadurch der fusionierte C-Terminus der Partnerproteine in die
Nahe der MLL Zielgene gelangt. Diese Annahme wird durch den Befund unterstutzt,
dass die subnukleare Lokalisation der MLL Fusionsproteine identisch ist mit der des
Wildtypproteins (Yano, 1997). Die Vermutung liegt daher nahe, dass die
Translokationspartner nicht nur einen Einfluss auf die maligne Transformation haben,
sondern auch die unterschiedlichen Auspragungen der resultierenden Leukamien
bedingen. Dies konnte auch der Grund daflur sein, dass t(4;11) Translokationen
immer mit akuten lymphatischen Leukamien verbunden sind, die zu einem sehr
frihen Zeitpunkt auftreten. In einem Mausmodell wurde gezeigt, dass die Expression
von mAF4 im hamatopoietischen System eine wichtige Stellung einnimmt. So hatte
die Inaktivierung des mAF4 Gens eine starke Reduktion von B- und T-Zellen in den
Mausen zur Folge. Daraus wurde die Schlul3folgerung gezogen, dass die Funktion
des murinen AF4 Proteins fur die Entwicklung der Lymphozyten kritisch ist (Isnard,
2000). Die Vermutung, dass die Assoziation von AF4 mit funktionellen Bereichen des
MLL Proteins durch die Translokation den onkogenen Prozel3 in Richtung der
lymphoiden Linie orientieren konnte, wurde dadurch zusatzlich bestarkt.

In der vorliegenden Arbeit konnte ein Zellsystem etabliert werden, welches die
Untersuchung der potentiell onkogenen Wirkung der Fusionsproteine MLL*AF4 und
AF4-MLL bzw. des AF4 Wildtypproteins ermoglichte. Dazu wurde ein Tetracyclin-
induzierbares Expressions-System in Maus embryonalen Fibroblasten (MEF)
verwendet. Die Expression der Transgene MLL+*AF4, AF4*MLL, AF4 und H-ras*
wurde in An- und Abwesenheit von Tetracyclin getestet. Das Wachstums-
transformierende Potential wurde im Focus Formation Assay untersucht. In dem
verwendeten biologischen System fluhrte die Expression des AF4 Wildtypproteins
und des AF4<MLL Fusionsproteins zum Verlust der Kontakt-Inhibition und damit zu
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einem Wachstums-transformierten Phanotyp der Zellen. Dagegen hatte die
Expression des MLL*AF4 Fusionsproteins keinen Einflul3 auf das Wachstum und die
Morphologie der transfizierten MEF Zellen. Die Bildung zellularer Foci, die sowohl in
der Auspragung als auch in der Anzahl der Positivkontrolle mit H-ras* entsprach,
zeigte eindrucksvoll, dass es sich bei dem AF4 Protein um ein Proto-Onkoprotein
und bei dem AF4+<MLL Fusionsprotein um ein Onkoprotein handelt. Der gemeinsame
Bereich zwischen den beiden Proteinen beschrankt sich auf die ersten 360
Aminosauren des AF4 Proteins (AF4+N) und wird von den ersten drei Exons des AF4
Gens kodiert. Deshalb wurde die Hypothese abgeleitet, dass der N-terminale Bereich
des AF4 Proteins (AF4+N) flir das onkogene Potential in murinen embryonalen
Fibroblasten verantwortlich ist. Ubertragt man die aufgestellte Arbeitshypothese auf
eine t(4;11)-assoziierte Leukamie, so ware fur dieses MLL Rearrangement die
Leukamogenese von dem reziproken Fusionsprotein AF4+sMLL abhangig. Damit hatte
der MLL Translokationspartner AF4 nicht nur akzessorischen Einfluss auf die
Auswirkung der Translokation und die Auspragung der Leukamieform, sondern ware
durch den AF4+N Anteil direkt fur die Transformation und damit die Leukamogenese

verantwortlich.

4.2 Regulation der AF4 und AF4+MLL Proteinstabilitat uber die E3
Ubiquitin Ligase SIAH1

Die Translokation t(4;11), die mit einer aggressiven pro-B ALL im Kindesalter
assoziiert ist, stellt das am haufigsten vorkommende MLL Rearrangement dar. So
wird in annahernd 40% aller untersuchten MLL Translokationen das AF4 Gen als
Translokationspartner identifiziert (Johansson, 1998). Neben dem AF4 Protein
gehoren die Proteine FMR2, LAF4 und AF5g31 zu der ALF Proteinfamilie, die sich
durch funf hochkonservierte Proteindomanen auszeichnet (Gecz, 1996; Gu, 1996;
Nilson, 1997; Taki, 1999). Aufgrund der fur das AF4 und LAF4 Protein
beschriebenen transkriptionellen Aktivierung, wurde angenommen, dass es sich bei
dieser Proteinfamilie um Transkriptionfaktoren handelt (Prasad, 1995; Ma und
Staudt, 1996; Morrissey, 1997). Die genaue biologische Funktion des AF4 Proteins
ist allerdings bislang nicht geklart. Aus diesem Grund und aufgrund der Ergebnisse
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im Focus Formation Assay wurden Teile des AF4 Proteins fur Yeast Two-Hybrid
Experimente verwendet. Interaktionspartner konnten dabei mit dem N-terminalen
Bereich des AF4 Proteins (AF4+N) identifiziert werden. Die Mehrzahl der
untersuchten Interaktionsklone kodierte fur die offenen Leserahmen der beiden
Proteine SIAH1 (24%) und SIAH2 (27%). Die Interaktion des AF4+N Proteins mit den
beiden SIAH Proteinen wurde durch verschiedene in vitro und in vivo Experimente
verifiziert und ist daher absolut spezifisch. Die identifizierten Interaktionspartner
SIAH1 und SIAH2 stellen beide E3 Ubiquitin Ligasen dar und wurden erst vor
wenigen Jahren entdeckt (Hu, 1997a). Die beiden als Tumor Suppressor Proteine
klassifizierten SIAH Proteine binden spezifisch an Zielproteine, um diese nach
erfolgter Ubiquitinylierung der proteolytischen Degradation am Proteasom

zuzufuhren.

Als Kontaktdomane fur die Interaktion des AF4+N Proteins mit dem SIAH1 Protein
kann die hochkonservierte ALF Domane innerhalb des AF4 Wildtyp Proteins
angesehen werden. Diese verfugt namlich uber das konservierte Bindemotiv
PxAxVxP, welches fur die Bindung des SIAH1 Proteins beschrieben wurde (House,
2003). Unterstutzt wird diese Annahme durch Daten einer erst karzlich publizierten
AF4 Mutation in Mausen (Isaacs, 2003). Die sogenannte robotic Mausmutante weist
eine Missense-Mutation (V294A) innerhalb des PxAxVxP Bindemotives des murinen
AF4 Proteins auf. Von House et al. wurde gezeigt, dass der Austausch des Valins
durch eine andere Aminosaure eine verminderte Bindungs-Effizienz des SIAH1
Proteins um 70% zur Folge hat (House, 2003). Die stark eingeschrankte motorische
Funktion, die mit einem dramatischen Verlust an Purkinje-Zellen im Kleinhirn
zusammenhangt, konnte daher auf eine erhdhte Konzentration an mutiertem AF4

Protein zuriickzufuhren sein.

In Proteasom-Inhibitor Experimenten konnten die dramatischen Unterschiede in der
zellularen Abundanz des AF4<N Proteins, aber auch des AF4 Wildtypproteins,
deutlich gezeigt werden. Der starke Anstieg der AF4+N und AF4 Proteinmenge bei
einer Inhibition des Proteasoms zeigte, dass sowohl AF4+N als auch AF4 strikt der
Kontrolle durch das SIAH1 Protein unterliegen. Somit hat eine Interaktion des AF4 N-
Terminus mit dem SIAH1 Protein die Ubiquitinylierung und anschlieRende
Degradation Uber das Proteasom zur Folge. Aufgrund der vorliegenden Daten kann
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fur das AF4 Wildtypprotein zusammengefasst werden, dass es sich hierbei um ein
Proto-Onkoprotein handelt, dessen zellulare Abundanz auf Proteinebene durch die
spezifische Interaktion mit dem SIAH1 Protein strikt kontrolliert wird.

Fur das AF4+-MLL Fusionsprotein, welches Uber den N-terminalen Bereich des AF4
Wildtypproteins und damit Uber das SIAH1 Bindemotiv verfugt, konnte ebenfalls eine
Interaktion mit der E3 Ubiquitin Ligase SIAH1 demonstriert werden. Die
Untersuchung der SIAH1-vermittelten Degradation zeigte allerdings, dass der
proteasomale Abbau des AF4+MLL Fusionsproteins nur mit Einschrankungen
moglich ist. So zeigten die Experimente unter Einsatz des Proteasom-Inhibitors
MG132 sehr deutlich, dass ein effizienter, SIAH1-vermittelter Abbau nur fur das
ungespaltene AF4<MLL full-length Protein (der4) stattfindet. Dagegen fuhrt die
spezifische Proteolyse des AF4+<MLL Fusionsproteins zu den beiden
Proteinfragmenten der4+N (p324) und MLL-C (p134). Die Interaktion dieser beiden
Proteinfragmente fuhrt zur Bildung des der4N/MLL-C Proteinkomplexes, der
gegenuber einer SIAH1-vermittelten Degradation resistent ist. Die proteolytische
Spaltung und anschlieBende Komplexierung der Proteinfragmente der4sN und
MLL-C ist analog zum Mechanismus der Spaltung des Wildtyp MLL Proteins. Dabei
spaltet die Endopeptidase Taspase1 das humane MLL Protein innerhalb der zwei
konservierten Erkennungssequenzen (CS1 und CS2). Die resultierenden
Peptidfragmente MLL*N und MLL-C interagieren anschlielfend uber die FYRN- und
FYRC/SET-Domanen zu dem MLL*N/MLL*C Proteinkomplex. Dieser wiederum bildet
die Plattform fur die Bildung des MLL Multiprotein Superkomplexes (MLL MPSC),

wobei mindestens 27 weitere Proteine assemblieren.

Die proteolytische Spaltung des AF4<MLL Fusionsproteins und die anschliefiende
Komplexierung der Proteinfragmente der4«N und MLL+C konnte auch experimentell
bestatigt werden. Durch Immunoprazipitations-Experimente in An- und Abwesenheit
des Proteasom-Inhibitors MG132 konnte gezeigt werden, dass die beiden Proteine
der4sN und MLL-C spezifisch miteinander interagieren und dabei auch in
Abwesenheit von MG132 stabil in der Zelle vorliegen. Interessanterweise kann der
Komplex aus der4«N und MLL+C nach wie vor an das SIAH1 Protein binden, ist aber
vom proteolytischen Abbau uUber das Proteasom ausgeschlossen. Da der
der4+N/MLL-C Proteinkomplex die effiziente Kontrolle der Zelle unterlauft, kommt es
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zur Akkummulation des prozessierten und komplexierten AF4<MLL Fusionsproteins
in der Zelle. Damit konnen fur das AF4*MLL Fusionsprotein mehrere Charakteristika
zusammengefasst werden, die sehr wahrscheinlich fur das transformierende
Potential des AF4<MLL Fusionsproteins verantwortlich sind. Zum einen verfugt das
AF4-MLL Fusionsprotein uber den N-terminalen Bereich (AF4+N) des AF4 Proteins,
welcher das Wachstums-transformierende Prinzip darstellt und zudem fur den
SIAH1-abhangigen Kontroll-Mechanismus zur strikten Regulation der AF4
Proteinmenge verantwortlich ist. Zum anderen ermoglicht der MLL Fusionsanteil den
proteolytischen Spaltmechanismus durch Taspase1 und stellt die
Interaktionsdomanen FYRN und FYRC/SET zur Verfugung. Die Kombination dieser
Charakteristika innerhalb des AF4<MLL Fusionsproteins fuhrt durch die
Komplexierung der Spaltprodukte zu einer Blockade des SIAH1-abhangigen
Degradations-Systems, wodurch verschiedene genetische Ereignisse zur malignen
Transformation der Zellen beitragen.

4.3 Diskussion des pathomolekularen Modells zur Entstehung

einer t(4;11)-assoziierten Leukamie

Das MLL Gen auf dem Genlocus 11g23 ist von einer Vielzahl an verschiedenen
chromosomalen Translokationen betroffen. Zum jetzigen Zeitpunkt sind tber 50
unterschiedliche Translokationspartner fur das MLL Gen beschrieben, die in zwei
Gruppen zusammengefasst werden konnen. Die erste Gruppe an Translokations-
genen kodiert hauptsachlich fur cytoplasmatische Proteine. Obwohl diese Gruppe
eine hohe Diversitat an Fusionspartnern aufweist, findet man die entsprechenden
Translokationen nur selten in Leukamie-Patienten. Die zweite Gruppe stellt den
Hauptanteil der MLL Translokationen und die betroffenen Translokationsgene
kodieren fur nukledre Transkriptionsfaktoren oder Co-Faktoren. Innerhalb dieser
Gruppe machen drei Translokationen, namlich t(4;11), t(9;11) und t(11;19), 75% aller
diagnostizierten Falle aus.

In aktuelleren Arbeiten konnten fur einige MLL Fusionen dieser beiden Gruppen
Modellvorstellungen zur Transformation abgeleitet werden. So wurde fur die Gruppe
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der nuklearen Translokationspartner ein molekularer Mechanismus demonstriert, bei
dem allein der biologische Prozess der transkriptionellen Aktivierung fur das
transformierende Potential zustandig ist. So konnte unabhéangig von zwei
Arbeitsgruppen gezeigt werden, dass die artifizielle Fusion des MLL N-Terminus mit
einer starken Transaktivator-Domane, wie der Herpes simplex VP16
Aktivierungsdomane, zur Immortalisierung von primaren Knochenmarkszellen
ausreicht (So und Cleary, 2003; Zeisig, 2003).

Ein zweiter Mechanismus basiert auf der Di- oder Oligomerisierung der chimaren
MLL Fusionsproteine. Dieser Mechanismus gilt hauptsachlich fur cytoplasmatische
Translokationspartner, die entsprechende Dimerisierungs-Domanen zur Verfigung
stellen. Fur die Oligomerisierungs-Domanen der Fusionspartner AF1p und GAS7
konnte gezeigt werden, dass sie sowohl notwendig als auch hinreichend fur eine
maligne Transformation durch die entsprechenden MLL Fusionsproteine sind (So,
2003). Ausserdem fuhrte eine kunstlich induzierte Dimerisierung des verkurzten MLL
Proteins zur Immortalisierung von Knochenmarkszellen (Martin, 2003). Unabhangig
vom Mechanismus der zur transkriptionellen Aktivierung fuhrt, verdichten sich die
Hinweise dafur, dass die maligne Transformation von der Transaktivierung der MLL-
Zielgene Hoxa7, Hoxa9 und Meis1 abhangt (Martin, 2003; So und Cleary, 2003; So,
2003; Zeisig, 2003).

FUr eine Translokation t(4;11) besitzt keines der beiden Modelle Guligkeit, zumal in
einer aktuellen Studie gezeigt wurde, dass das MLL+*AF4 Fusionsprotein keinen
Einfluss auf die Hox Genexpression hat (Bertrand, 2003). Transfektions-Experimente
mit dem MLL-AF4 Protein zeigten ausserdem, dass die MLL*AF4 Uberexpression zu
einem Wachstums-Stopp und einer Akkumulation der Zellen in G1 fuhrte (Caslini,
2004). Deshalb ist es sehr unwahrscheinlich, dass infolge einer t(4;11) Translokation
das transformierende Potential alleine vom MLL*AF4 Fusionsprotein ausgeht.

Basierend auf den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit kann nun fur die
Translokation t(4;11) und die daraus resultierende Leukamie-Entitat ein erster
pathomolekularer Mechanismus postuliert werden. Er beruht auf der Akkumulation
des AF4-MLL Fusionsproteins. Die Beobachtung, dass ein schneller und effizienter
Abbau des der4N/MLL+C Proteinkomplexes durch das SIAH1 Protein nicht mehr
moglich ist, kdnnte verschiedene biologische Prozesse beeinfussen, die letztlich alle
zur malignen Transformation der Zelle beitragen. Das AF4<MLL Fusionsprotein
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kodiert im N-Terminus fur eine DNA-Bindungs Domane, die zwischen den Domanen
NHD und ALF lokalisiert wurde (Nilson, 1997). Die biologische Aktivitat dieser DNA-
Bindungs-Domane konnte zudem durch die fusionierten MLL Proteinsequenzen
gefordert werden. Der C-Terminus des MLL Proteins vermittelt namlich die
Assemblierung Chromatin-modulierender Proteinkomplexe, die innerhalb des MLL
Multiprotein Superkomplexes fur die Modifizierung und Reorganisation von
Chromatin verantwortlich sind. Deshalb konnte eine Fusion von Teilen des AF4 und
MLL Proteins die Etablierung von ektopen Expressionsmustern zur Folge haben. Die
Aktivierung von AF4 Zielgenen konnte dabei wesentlich fur die Transformation der
Zellen verantwortlich sein. Um ein besseres Verstandnis uber die molekularen
Ereignisse zu erhalten, ist in zukunftigen Experimenten die Untersuchung der

resultierenden Genexpressionsmuster unerlasslich.

Zwei weitere genetische Ereignisse, die zur Transformation der Zellen beitragen
konnten, ergeben sich durch die kompetitive Situation innerhalb der Zellen. Zum
einen ist es moglich, dass der akkumulierte der4*N/MLL+C Proteinkomplex um
Faktoren des MLL MPSC Komplexes kompetitiert. Wenn dadurch die Assemblierung
eines intakten MLL MPSC Komplexes unmaoglich wird, kdme dies einem funktionellen
knock-out des endogenen MLL Proteins gleich. Da das SIAH1 Protein zwar vom
der4+N/MLL-C Proteinkomplex gebunden wird, jedoch nicht mehr in der Lage ist
dessen Abbau zu vermitteln, ware es zum anderen denkbar, dass das SIAH1 Protein
in diesem Proteinkomplex zurickgehalten wird. Dies konnte die enzymatische
Funktion des SIAH1 Proteins massiv beeintrachtigen, so dass es fur die Bindung
anderer Zielproteine und deren Abbau nicht mehr zur Verfugung steht. Dies
wiederum wurde einer funktionellen Inaktivierung des SIAH1 Proteins entsprechen.
Die Inaktivierung von SIAH1 fuhrt in SIAH1 knock-out Mausen zu einem gestorten
Zellzyklus und einer erhohten Proliferationsrate. Damit einher geht der Verlust der
Tumor Suppression und der Fahigkeit Apoptose zu induzieren (Bruzzoni-Giovanelli,
1999; Roperch, 1999). Interessanterweise konnte bei SIAH2 knock-out Mausen
sogar eine Erhohung der myeloischen Vorlauferzellen im Knochenmark festgestellt
werden (Frew, 2003).

Obwohl die prasentierten Daten zum grof3ten Teil durch Transfektions-Experimente

in murinen Fibroblasten erhalten wurden, konnte fur drei t(4;11)-Leukamie-Zelllinien

82



4 Diskussion

ebenfalls eine Akkumulation des der4*N/MLL<C Proteinkomplexes demonstriert
werden. Es ist daher anzunehmen, dass die diskutierten Mechanismen fur die
Leukdmogenese durch eine t(4;11) Translokation wichtig sind. Abgesehen von der
Bedeutung des AF4+-MLL Fusionsproteins fur eine t(4;11)-assoziierte Leukamie,
kdnnte der hier beschriebene pathomolekulare Mechanismus auch fur die
Fusionsproteine LAF4MLL und AF5q31-MLL, die aus den chromosomalen
Translokationen t(2;11)(q11,923) bzw. t(5;11)(q31,923) resultieren, Gultigkeit haben.
Da die beiden MLL Fusionsproteine LAF4 und AF5q31 Mitglieder der ALF-Familie
darstellen, verfugen sie wie das AF4 Protein auch Uber das konservierte Binde-Motiv
fur SIAH1. Eine proteolytische Spaltung der Fusionsproteine und anschlielende
Komplexierung der Spaltprodukte ware uber die C-terminalen MLL Proteinsequenzen
moglich. Somit ware fur diese beiden anderen MLL Translokationen ein analoger
Mechanismus denkbar. Damit ist aber auch der Grundstein gelegt, um Uber erste
therapeutische Moglichkeiten nachzudenken. Der hier skizzierte pathomolekulare
Mechanismus zeigt deutlich auf, dass die Proteolyse durch Taspase1 und die
anschlielende Komplexierung der resultierenden Proteinfragmente die molekulare
Grundlage des malignen Mechanismus darstellen. Interferenz mit diesen beiden
Vorgangen sollte nach dem vorliegenden Konzept den malignen Mechanismus
unterbinden. Deshalb werden diese beiden Teilreaktionen derzeit intensiv untersucht

um eine therapeutische Option auszuloten.
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5.1 Material

5.1.1 Chemikalien, Gerate und ihre Bezugsquellen

Substanzen

Bezugsquelle (Firma)

A-DNA (fur DNA-Marker)

MBI Fermentas

-Mercaptoethanol Roth
Acrylamid Roth
Agar Sigma
Agarose Invitrogen
Aminosauremix (-Ade; -His; -Leu; -Trp) Clontech
Ampicillin Roth
APOD Roth
Aprotinin Sigma
Bacto-Pepton Difco
Bacto-Trypton Difco
Benzamidin Sigma
Bisacrylamid Roth
BSA Roth
CPRG Boehringer
DMSO Sigma
dNTPs Peqglab
DTBP Pierce
DTT Roth
EDTA Roth
Ethidiumbromid Sigma
Gelatine Merck
Glutathion-Sepharose Beads Sigma
Glycerin 86% Roth
Glycin Roth
GSH (Glutathione, reduced) Fluka
HEPES Roth
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Hybond™-P
IPTG

L-[%*S] - Methionin (1000 Ci/mMol)

Leupeptin
Lysozym
MG 132

Molekulargewichtsmarker fur SDS-PAGE

MTT

NaszVO4

PEG 1000

PEG 3550/6000/8000
Pepstatin A

PMSF

Ponceau S

Protein A-Agarose/G-Agarose

RNAsin
Rontgen-Fixierlosung
Rontgen-Rapid-Entwickler
Salmon Sperm Carrier DNA
Sarkosyl

SDS

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

Tetracyclin
Triton-X100
Trockenmilch (non-fat)
Tween 20

X-Gal

Yeast Extract

Yeast Nitrogen Base w/o amino acids

Nahrmedien und Zusatzstoffe

5 Material und Methoden

Amersham
Saxon
Amersham
Sigma
Sigma
Calbiochem
NEB New England Biolabs
Merck
Sigma
Merck
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Promega
Tetenal
Tetenal
Clontech
Sigma
Biomol
Sigma
Sigma
Sigma

USA (TOPS)
Sigma

Roth

Difco

Difco

Bezugsquelle

-Mercaptoethanol (100 mM)

DMEM
FCS

Invitrogen
Invitrogen

Invitrogen
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Glutamin (30 mg/ml)

Hygromycin B

Natriumpyruvat (100 mM)

nicht essentielle Aminosauren

PBS

Penicillin/Streptomycin (10000 U/ml)
RPMI 1640

Trypan Blue Stain

Gerate

5 Material und Methoden

Invitrogen
Roche

Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen
Invitrogen

Invitrogen

Hersteller

Abi Prism 310 Genetic Analyzer
Blotting-Apparatur fur Western Blots
Brutschranke

Elisa-Reader MR5000

Geltrockner

Gene Pulser™

Gene Quant RNA/DNA-Calculator
Mikroskop

PCR-Gerate

pH-Meter

Rotationsschuttler

Speed Vac Concentrator
Spektralphotometer Hitachi U 2000
SterilGard Hood (LaminAir HB2427)
Ultraschallgerat Sonoplus HD-70
UV-Schirm (TFX-20M)

Votrex-2 Genie

PE Applied Biosystems
Frobel

Heraeus

Dynatech

Frobel

Bio Rad

Pharmacia

Nikon

PE Applied Biosystems
Inolab

Infors

Heraeus

Colora

Heraeus

Bandelin

Life Technologies
Scientific Industries

Wasserbad Julabo
Zahlkammer Brand Neubauer
Zell-Kulturinkubatoren Heraeus
Zentrifugen Hersteller
J2-HS Beckmann
J6-HC Beckmann
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Rotixa/P
Tischzentrifuge 5414C
Tischzentrifuge 5702

Sonstiges Material
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Hettich
Eppendorf
Eppendorf

Bezugsquelle

3MM Chromatographiepapier

BCA Protein Assay Kit

Big Dye Terminator Cycle Sequencing Kit
ECL-Kit

FuGene (Transfektionsreagenz)
MATCHMAKER GAL4 Two-Hybrid System 3
Pretransformed MATCHMAKER Libraries
pTARGET™ Mammalian Expression System
Qiagen Gel Extraction Kit

Qiagen PCR Purification Kit

Qiagen Spin Plasmid Kit

Rontgenfilme

TNT®T7 Coupled Reticulocyte Lysate System
Wizard® Plus DNA Purification System

Enzyme

Whatman
Pierce
Perkin Elmer
Amersham
Roche
Clontech
Clontech
Promega
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Fujifilm
Promega

Promega

Bezugsquelle

Restriktionsendonukleasen (und Puffer)

Polymerasen

DNA-Ligase
T4-Polynukleotidkinase
alkalische Phosphatase
RNAse

Lyticase
Klenow-Fragment

tTM

Superscript' ™ Reverse Transkriptase

NEB New England Biolabs

EuroGentech
Eppendorf
Roche

NEB New England Biolabs

Roche
Sigma
Fluka

NEB New England Biolabs

Invitrogen
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5.1.2 Aligemeine Puffer und Losungen

Wo nicht anders beschrieben sind Puffer und Lo6sungen bekannten
Protokollsammlungen entnommen (Molecular Cloning von Sambrook et al, 2.
Auflage, 1989).

5.1.3 Verwendete Organismen

JM109 rec A1, supE44, endA1, hsdR17, gyrA96, relA1, thi, A(lac-
pro AB), F' (traD36, proAB”, lac%lacZAM15)
Top10 mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC), ®80AlacZAM15, AlacX74,

deoR, recA1, AraD139, A(ara,leu), 7697, ga/U, ga/K, A\,
rspL, (strep®), endA1, nupG

SureTM recB, recJ, sbcC201, uvrC, Tn5, (kan®), mcrA, mcrB, mrr
lac, A(hsdRMS), endA1, gyrA96, thi, relA1, supE44 [F',
proAB, laqlZAM15, Tn10 (tetR)]

w3110 F"IN (rrnD-rrnE)1 lambda™; (ATCC 27325)

Medien fir E.coli Zusammensetzung

YT-Medium 1 % Bacto Tryptone
0,5 % Yeast Extract
0,5 % NaCl

YT-Agar 1,2 % Agar

Y Tamp-Medium 100 pg/ml Ampicillin

Y Tkan-Medium 25 pg/ml Kanamycin
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AH109 MATa, trp1-901, leu2-3, 112, ura3-52, (James, 1996)
his3-200, gal4A, gal80A,
LYS2::GAL 1UAs-GAL 1 TATA-HIS3,
GAL2yas-GAL271a1a-ADE2,
URA3::MEL 1UA3-MEL 1TATA-IacZ

Y187 MATa, ura3-52, his3-200, ade2-101, (Harper, 1993)
trp1-901, leu2-3, 112, gal4A, met,
gal80A, URA3.'.'GAL1UAs-GAL1TATA-IaCZ

Medien fiir S.cerevisiae Zusammensetzung

YPD 20 g/l Difco Peptone
10 g/l Yeast Extract
2 % Glukose
20 g/l Agar (nur fur Platten)

YPDA 0,003 % Adenin
YPDAan 15 pg/ml Kanamycin
SD-Medium 6,7 g/l Yeast nitrogen base w/o amino acids
2 % Glukose

20 g/l Agar
spteuwTre 0,63 g/l DO Supplement -LEU, -TRP
gD AdeHis-Leu-Trp 0,6 g/l DO Supplement

-ADE, -HIS, -LEU, -TRP

SD-LBU SD -Leu-Trp

0,1 g/l Tryptophan
SD-Trp SD -Leu-Trp

0,1 g/l Leucin
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MEF/TA pTet-Off stabil transfizierte murine DMEM Clontech
embryonale Fibroblasten; Regulator-
Plasmid kodiert fur Tetracyclin-
abhangigen Transaktivator

HEK-293T humane Nierenkarzinom-Zelllinie DMEM ATCC CRL11268

SEM humane lymphoblastische Leukamie RPMI1640 (Greil, 1994)
mit einer Translokation t(4;11)
CD13*, CD15", CD19", CD20", CD22",
CD24°, CD33", CDw65", CDwW75"

MV4;11 humane myeloische Leukamie mit RPMI1640 (Lange, 1987)
einer Translokation t(4;11)
CD3", CD4", CD5, CD8&, CD10, ATCC CRL9591
CD13*, CD14, CD15", CD19, CD21",
CD25, CD33", CD37, DR"

RS4;11 humane myeloische Leukamie mit RPMI1640 ATCC CRL1873
einer Translokation t(4;11)
K562 humane Erythroleukamie-Zelllinie RPMI1640 ATCC CCL243
6E9/5 Antikorper-sezernierende Hybridoma- RPMI1640 (Moritz,
Zellinie Diplomarbeit 2002)

Die Kultivierung aller Saugerzelllinien erfolgte bei 5% CO,;, 95% relativer
Luftfeuchtigkeit und einer Temperatur von 37°C. Alle Nahrmedien wurden mit 10%
(viv) FCS, 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin und 2 mM L-Glutamin supplementiert.
Das Medium fur die Zelllinie MEF/ATA enthielt zusatzlich 100 pg/ml G418. Das
Medium fur die Zellinie 6E9/5 wurde mit 5% FCS, 1% (v/v) Penicillin/Streptomycin, 10
mM L-Glutamin, 50 yM p-Mercaptoethanol, 2 mM Natriumpyruvat und 1% (v/v) nicht-

essentielle Aminosauren supplementiert.
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5.1.4 Synthetische Oligonukleotide

Die far Klonierungen und Sequenzierungen benétigten und verwendeten

Oligonukleotide sind im Folgenden aufgelistet. Alle Oligonukleotide wurden in

Auftragssynthese von den Firmen Pharmacia oder Biospring hergestellt.

Als Linker verwendete Oligonukleotide

SFl-3 5'-AATTCGGCCTCACTGGCCATCGATGGCCAGTGAGGCCG-3'
SF1+5 5'-GCCGGAGTGACCGGTAGCTACCGGTCACTCCGGCCTAG-3'
Sfiheidi 5'-AATTCGGCCTCACTGGCCTCTAGAGGCCAGTGAGGCCG-3'

Oligonukleotide fiir Klonierungen, Sequenzierungen und PCR-Analysen

pUHD-3 5'-CCTGGAGACGCCATCCACG-3'
pUHD-<5 5-TTCACTGCATTCTAGTTGTGG-3'
GAPDH-3 5'-CTTCACCACCATGGAGAAGG-3'
GAPDH-5 5'-CCTGCTTCACCACCTTCTTG-3'
AF4-N+3 5'-ATGGCAGCCCAGTCAATGTTGTAC-3'
AF4-N+5 5'-CTCAACTGACTGAGAAGGCATCTT-3'
AF4+324b 5'-GACAGATTCGGCTCCAGAG-3'
AF4+52 5'-GAATCTCTTCAACACAATGGAC-3'
125 5'-GGAAGGGCTCACAACAGAC-3'

83 5'-CCCAAAACCACTCCTAGTGAG-3'
AF4+5 5'- ACTGTCACTGTCCTCACTGTCA-3'
rase3 5'-ATGACAGAATACAAGCTTGTGG-3'
ras+5 5'-CACTTGCAGCTCATGCAGCC-3'

T7 5'-AATACGACTCACTATAGG-3'

AD+5 5'-AGATGGTGCACGATGCACAG-3'
BD-5 5-TTTTCGTTTTAAAACCTAAGAGT-3'
pACT<3 5'-CTATTCGATGATGAAGATACC-3'
pACT<5 5'-GCACAGTTGAAGTGAACTTGC-3'

AF4-N+3(Nde) 5-CGAATTCCATATGGCAGCCCAGTCAAGTTTGTAC-3'
AF4-N<5(Sfi) 5'-GGAATTCGGCCTCCATGGCCTCAACTGACTGAGAAGGCATCTT-3'
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AF4-C+3(Nde)
AF4-C+5(Sfi)

AF4-1+5(Sfi)

AF4-11+3(Nde)
AF4-11+5(Sfi)
AF4-111-3(Nde)
AF4-111+5(Sfi)

AF4-1V+3(Nde)

S1-N3(Nde)

S1-C+5(Sfi)

S2-N+3(Nde)

S2-C+5(Sfi)

AF4-N+3(Bam)

S1+3(Hind)
S2-3(Bam)
SIAH1(ATG
SIAH1(ATG
SIAH2(ATG
SIAH2(ATG
pTargete3
pTAR-5

)3
)*d
)3
)*d
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5'-CGAATTCCATATGCAGACCTACTCCAATGAAGTCCATT-3'
5'-GGAATTCGGCCTCCATGGCCATTAAGGTGTTTTGGTTAATTCTTG-3'
5'-GGAATTCGGCCTCCATGGCCGGTCTCTTTATCATGGACTTTC-3'
5'-CGAATTCCATATGCCTCAAGACAGTTTGGTGGC-3'
5'-GGAATTCGGCCTCCATGGCCCTGGCTGACTTTGGTCAGCC-3'
5'-CGAATTCCATATGCCACGTGCGCCACCAGAG-3'
5'-GGAATTCGGCCTCCATGGCCCCGCCTTGACCTCTTAAGTGC-3'
5'-CGAATTCCATATGGAAGCAGACACCTGTGGCCA-3'
5'-CGAATTCCATATGAGCCGTCAGACTGCTACAGC-3'
5'-GGAATTCGGCCTCCATGGCCTCAACACATGGAAATAGTTACATT-3'
5'-CGAATTCCATATGAGCCGCCCGTCCTCCACCG-3'
5'-GGAATTCGGCCTCCATGGCCTCATGGACAACATGTAGAAATAGT-3'
5'-GCGGATCCGCAGCCCAGTCAATGTTGTAC-3'
5'-GCAAGCTTCGAGCCGTCAGACTGCTACAGCA-3'
5'-GCGGATCCAGCCGCCCGTCCTCCACCGGC-3'
5'-ATGAGCCGTCAGACTGCTACAGCATTA-3'
5'-TCAACACATGGAAATAGTTACATTGAT-3'
5'-ATGAGCCGCCCGTCCTCCACCGGCCCCA-3'
5'-TCATGGACAACATGTAGAAATAGTAAC-3'
5'-ATTCTCCGCCCCATGGCTGAC-3'
5'-TGATTACGCCAAGTTATTTA-3'
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5.1.5 Vektoren und Plasmide

Name
PGEXS5T

pTet-Off

pUHD10-3

pUHD10-3

Beschreibung

bakterieller, IPTG-induzierbarer Expressionsvektor; ermoglicht
die Herstellung GST-markierter rekombinanter Proteine.

Regulatorischer Expressionsvektor des tet-off Systems;
exprimiert den Tetracyclin-abhangigen Transaktivator (tTA)
unter dem starken immediate early CMV Promotor;

Xhol
(2)

oo Fomv

Xhol
(4461
Scal Bsal
{3949) (3545)

Tetracyclin-induzierbarer Response Vektor des tet-off
Systems; Expression des Transgens wird Uber Bindung des
tTA Proteins an die tet Operator Sequenzen reguliert;

Xhol
2

Sac a3
P EcoR | 50)
.min CMV [E A
Py BamH | a71)-
Xba ljam)

fo\i{-ﬂ T ™\ BamH | sz
¥

pUHD10-3
3,1kb

Hind 1l
{941)

modifizierter pUHD10-3 Vektor (Abbildung 3-1);
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pHMR272-Hyg

pGBKT7

pGADT7
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Hng-vermitteInder Vektor zur Co-Transfektion mit dem
pUHD10-3 Plasmid um eine Selektion transfizierter Zellen zu
ermoglichen;

EcoR |
(5040)

EcoR |
(1017)

Amp"

pHMR272
HSW TK
5’1 kb poly & L

EcoR | EceR |
(2718) (2330)

Shuttle-Vektor fur das Yeast Two-Hybrid System; tragt die
Sequenz fur die DNA-bindende Domane von Gal4 (DNA-BD)

vor der mces.

A c-Myc epitope tag

Shuttle-Vektor fur das Yeast Two-Hybrid System; tragt die
Sequenz fur die Transkriptions-aktivierende Domane von Gal4

(GAL4 AD) vor der mcs.

Hind 111
(1480)

g

Amp"  pGADT7
8,0 kb

" Hind NI
(2280)

= HA epitope tag
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pACT2

pGBKT7-53

pGBKT7-Lam

pGADT7-T

pTARGET
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Yeast Two-Hybrid Library Vektor; generiert eine Fusion mit der

GAL4 AD.

Ndfe |
(235)

Xbal
(538)

)

Ampr
MCS
(5082-4981)

* Byl ll

HA epitope
Nae |

Sfil

Ncol

Smal
Xmal
BamH |
EcoR |
Sac|

Xhol

* Bafll

Col E1
ori

pACT2
8,1 kb

FPaom A

AL AD LEU2
"HA
- 1
. ADHI o
*
Hind MMl

(4739)

Clal
(2626)

Not 114183
Not | a345)

Kontroll-Vektor fur das Yeast Two-Hybrid System; kodiert fur
ein Fusionsprotein bestehend aus dem Tumorsuppressor-
Protein p53 und der DNA-BD.

Kontroll-Vektor fur das Yeast Two-Hybrid System; kodiert fur
ein Fusionsprotein bestehend aus dem humanen Lamin C
Protein und der DNA-BD.

Kontroll-Vektor fur das Yeast Two-Hybrid System; kodiert fur
ein Fusionsprotein bestehend aus dem grof3en T-Antigen des
SV40 und der GAL4 AD.

Klonierungsvektor mit terminalem Uberhang einer Thymin-
Base zur Ligation von PCR Produkten; gewahrleistet zudem
eine effiziente Expression in Saugerzellen.

Egl |l 5665
. Sgf 1664
o lacZ
CMV sepo!
Enhancer/Promoter 17 ]
EcoR | 1250
Ampr Intron BamH 1 | 1256
T MNhe | 1264
Xho | 1270
pTARGET™ I Ml | 1276
5670 bp SV40 Lat T overhangs
ate
poly [A) Sma | 1293
f_(pﬂ | 1301
Synthetic fl ari i‘g’! | 1%84?’
poly(A) SV40 Enhancer/ : / Not| 1311
Neo EarlyPromoter EcoR| | 1318
“/ lacZ
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5.1.6 Antikorper

5 Material und Methoden

Beschreibung

Maus monoklonaler Antikorper gegen ein
synthetisches Peptid (AS 408-439) des humanen
p62-c-Myc Proteins (Clontech)

Kaninchen polyklonaler AntikOrper gegen das
Hemagglutinin (HA) Epitop des humanen Influenza
A Virus (Clontech)

Maus monoklonaler Antikorper gegen den N-
Terminus des humanen AF4 Proteins; Hybridoma-
Klon 6E9/5

Ziege polyklonaler Antikorper gegen eine N-ter-
minale Region des humanen SIAH1 Protein; (P-
18):s5¢-5506 (Santa Cruz Biotechnology)

Ziege polyklonaler Antikorper gegen eine N-ter-
minale Region des humanen SIAH2 Protein; (N-
14):s5¢-5507 (Santa Cruz Biotechnology)

Kaninchen polyklonaler Antikdrper gegen den C-
Terminus des humanen MLL Proteins; (zur
Verfugung gestellt von Dr. T. Nakamura und Dr. E.
Canaani, Philadelphia, USA)

Kaninchen polyklonaler Antikdrper gegen ein C-
terminales Aktin-Fragment (Sigma)

Beschreibung

Primére Antikérper:

Name Verdinnung
anti-c-Myc 1:1000
anti-HA 1:1000
anti-AF4-N Uberstand
anti-SIAH1 1:1000
anti-SIAH2 1:1000
anti-MLL-C 1:500

(173)

anti-Actin 1:1000
Sekundére Antikérper:

Name Verdinnung
anti-Mouse 1:10000
anti-Rabbit 1:10000
anti-Goat 1:10000

anti Maus Ig (Amersham)
anti Kaninchen Ig (Amersham)
anti Ziege Ig (Vector Laboratories)
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5.2 Molekularbiologische Methoden

5.2.1 Standardmethoden

Die folgenden Standard-Methoden sind, wo nicht anders gekennzeichnet, den bereits
genannten Protokollsammlungen entnommen (Molecular Cloning von Sambrook et

al, 2. Auflage, 1989) und werden nicht ausfuhrlich vorgestellt.

* Gelelektrophoresen (DNA und Protein)

* Isolierung von Gesamtzell-Extrakt

* Isolierung von Gesamt-RNA mit Trizol (GibcoBRL)

* Isolierung von genomischer DNA mit Triton X-100

* Isolierung von Plasmid DNA aus E.coli (Qiagen, Promega)

* Minilysat Praparation von Plasmid DNA nach der Methode der alkalischen
Lyse

* Fallungsmethoden fur Nukleinsauren

* Dephosphorilierung von DNA 5' Enden mit alkalischer Phosphatase

* Auffullreaktionen von uberhangenden DNA Enden (fill-in)

* Kinasierungsreaktion von DNA &' Enden mit T4 Polynukleotidkinase

* Ligations Reaktionen

* Phenol/Chlorophorm Extraktion von Nukleinsauren

* Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleinsduren

* Photometrische Konzentrationsbestimmung von Proteinen (Bradford, oder
BCA)

* Spaltung von DNA mit Restriktionsendonukleasen

* PCR Analysen

* Herstellung von CaClz- und Elektroporations-kompetenten E.coli Bakterien

* Transformation von E.coli mit CaCl,

* Elektroporation von E.coli

* Protein-Induktionskinetik in E.coli

* Western Blot
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5.2.2 Sequenzanalysen

DNA-Sequenzierungen wurden mit dem ABI Prism® BigDye™ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction Kit durchgefuhrt. Die Reaktion erfolgte entsprechend
der Hersteller-Anleitung nach der Kettenterminationsmethode. Sie ermoglicht eine
auf unterschiedlichen Fluoreszenz-Signalen basierende Sequenzierung von Einzel-

oder Doppelstrang-DNA im ABI Prism™ 310 Genetic Analyzer.

5.3 Expression und Aufreinigung rekombinanter Proteine

5.3.1 Glutathion-S-Transferase (GST) fusionierte Proteine

Losungen Zusammensetzung
STE Puffer 10 mM Tris-HCI pH 8,0
1mM EDTA
150 mM NaCl
Lysozym 10 mg/ml Lysozym in MQ
Elution Puffer 50 mM Tris-HCI pH 9,0

20 mM GSH (Glutathion, reduziert)

10% Sarkosyl 10 g Sarkosyl
ad 100 ml STE Puffer

10% Triton X-100 10 ml Triton X-100
ad 100 ml STE Puffer

Fur die Expression rekombinanter Proteine mit GST-Markierung wurden die
entsprechenden Konstrukte in den IPTG-induzierbaren, bakteriellen Vektor pGEXS5T
kloniert und anschlieRend in den Bakterienstamm W3110 transformiert. Von den
transformierten Bakterien wurde eine 20 ml Ubernachtkultur in Y Tamp-Medium bei
30°C hergestellt. 10 ml dieser Kultur wurden danach zum Animpfen einer 50 ml
Y Tamp Kultur verwendet. Nach 2 stindiger Inkubation bei 30°C und einer OD von 0,6
wurde mit 2 mM IPTG die Expression der GST-Fusionsproteine induziert. Fur jeden
Ansatz wurde jeweils auch eine nicht-induzierte Kultur mitgefuhrt. Die

Bakterienkulturen wurden fur weitere 3 h bei 30°C inkubiert, bevor sie bei 5.000 rpm
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(JA10 Rotor Beckman) und 4°C abzentrifugiert wurden. Nach einmaligem Waschen
mit eiskaltem 1x PBS und erneuter Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen
und die Zellpellets bei -80°C Uber Nacht eingefroren. Auf Eis wurden die Pellets
aufgetaut und in 1 ml (pro 50 ml Kultur) STE Puffer resuspendiert. Nach Zugabe von
10 pl frisch hergestellter Lysozym-LOsung, wurden die Ansatze fir 15 min auf Eis
inkubiert und dann mit 10 yl 1M DTT und 140 pl 10%iger Sarkosyl-Losung versetzt.
Unter diesen Bedingungen wurden die Bakterien sonifiziert und im Anschlul® bei
14.000 rpm und 4°C fiir 20 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches 2
ml Cap uberfuhrt und nach Zugabe von 400 pl 10%igem Triton X-100 wurde mit STE
Puffer auf ein Gesamtvolumen von 2 ml aufgefullt. Nach 30 min Inkubation bei
Raumtemperatur wurden 100 ul Glutathion-Sepharose beads (50% slurry) zuge-
geben und es wurde fur eine weitere Stunde bei RT inkubiert. Die Glutathion-
Sepharose beads wurden dann bei 700 rpm fir 5 min abzentrifugiert und
anschliel3end noch dreimal mit 1x PBS gewaschen. Aufgenommen wurden die beads
dann entweder in Elutions Puffer (FAR Western Analysen) oder in Wasch Puffer
(GST Pulldown Assay).

5.3.2 In vitro Transkription und Translation

Die Expression von Proteinen in vitro wurde anhand des TNT® T7 Coupled Reticulo-

cyte Lysate System von Promega nach Angaben des Herstellers durchgefuhrt.

5.3.3 GST Pulldown Assay

Losungen Zusammensetzung

Wasch Puffer 20 mM Tris-HCI pH 7,5
300 mM NacCl
2mM DTT
0,2 % Triton X-100
0,25% BSA
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Die prazipitierten GST-Fusionsproteine (Glutathion-Sepharose beads) wurden in 1 ml
Wasch Puffer aufgenommen und zusammen mit in vitro translatiertem, radioaktiv
markiertem Protein fur 2 h auf Eis inkubiert. Eingesetzt wurden daftr 20 ul einer 50 pl
in vitro Transkription/Translations- und Markierungs-Reaktion. Nach mehrmaligem
Waschen mit Wasch Puffer, wobei der letzte Waschdurchgang mit Wasch Puffer
ohne BSA erfolgte, wurde die Glutathion-Sepharose abzentrifugiert und in 40 pl
LowTE und 2x Lammli aufgenommen. Die Analyse der co-prazipitierten Proteine
erfolgte, nach kurzem Aufkochen, uber SDS-Gelelektrophorese und anschlieRender
radiologischer Untersuchung.

5.3.4 FAR Western Blot Analyse

Losungen Zusammensetzung

AC 10% Glycerol
100 mM NacCl
20 mM Tris-HCI pH 7,6
0,5mM EDTA

AC-T AC
0,1% Tween-20

Blocking Puffer 2 g nonfat Trockenmilch
ad 100 ml AC-T

Fur die FAR Western Experimente wurden die GST-Fusionsproteine zunachst von
der Glutathion-Sepharose eluiert. Dazu wurden die beads in 50 pl Elutions Puffer
(siehe 5.3.1) aufgenommen, mit 2x Lammli versetzt und auf ein 12%iges SDS-Gel
aufgetragen. Die aufgetrennten Proteine wurden dann auf eine Nitrocellulose-
Membran transferiert und anschlielend wurde die Membran zweimal mit 1x PBS und
einmal mit kaltem AC-T Puffer gespult. Blockiert und gleichzeitig renaturiert wurde
uber Nacht bei 4°C in Blocking Puffer mit 1 mM DTT. Danach wurde die Membran
mit den gesamten 50 pl einer in vitro Transkription/Translations- und Markierungs-
Reaktion in 10 ml Blocking Puffer fur 4h bei 4°C inkubiert. Gewaschen wurde die
Membran einmal fur 15 min in Blocking Puffer und weitere dreimal fur 20 min in AC-T
Puffer. Abschlieend wurde die Membran kurz bei RT getrocknet und zur Exposition

eines Rontgenfilms herangezogen.
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5.4 Arbeiten mit Hefen

5.4.1 LiAc-Transfektion von Hefezellen

Losungen Zusammensetzung
100% DMSO Sigma
50% PEG 3350 50 g PEG 3350
ad 100 ml MQ
10x TE (pH 7,5) 0,1 M Tris-HCI
10 mM EDTA
10x LiAc (pH 7,5) 1M LiAc
pH mit Essigsaure einstellen;
1x TE/LiAc-Lésung (10 ml) 1ml 10x TE
1 ml 10x LiAc
8 ml MQ
PEG/LiAc-Lésung (10 ml) 8 ml 50% PEG
1ml 10x TE
1 ml 10x LiAc

5.4.1.1 Herstellung LiAc-kompetenter Hefezellen
Eine 20 ml YPD-Kultur des Hefestammes AH109 wurde Uber Nacht (14-18 h) bei

30°C und 250 rpm bis zu einer ODgoo von ungefahr 1,5 angezogen. Von dieser
Ubernachtkultur wurden 50 ml YPD-Medium so beimpft, dass eine ODggo von 0,2-0,3
erreicht wurde. Anschlie3end wurde die Kultur fur weitere 3 h bei 30°C und 250 rpm
inkubiert, um eine ODggo von 0,5 + 0,1 zu erreichen. Das Ernten der Zellen erfolgte
durch 5 minatige Zentrifugation bei 1.000 x g und Raumtemperatur (sterile 50 ml
Sarstedt-Réhrchen). Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet mit 50 ml
sterilem MilliQ-Wasser (MQ) gewaschen. Nach erneuter Zentrifugation und
Verwerfen des Uberstandes wurde das Pellet in 1,5 ml frisch zubereiteter, steriler 1x
TE/LiAc-Losung aufgenommen und auf Eis gestellt.
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5.4.1.2 Transfektion der kompetenten Hefezellen

Zur Einfach- oder Doppeltransfektion wurden folgende DNA-Mengen vorgelegt:

1 pg Gal4 DNA-BD Konstrukt; 1 ug Gal4 AD Konstrukt; 0,1 mg salmon sperm carrier
DNA (vor Gebrauch 20 min aufgekocht). Dazu wurden dann 100 pl kompetente
Hefezellen gegeben und gut gemischt. Nach Zugabe von 0,6 ml steriler, frisch
angesetzter PEG/LiAc-Losung wurden die Transfektionsansatze gevortext und
anschlieRend fur 30 min bei 30°C unter Schutteln (200 rpm) inkubiert. Danach
wurden die Zellen mit 70 pl DMSO versetzt, gemischt und einem 15 minutigen
Hitzeschock (42°C) unterzogen. AnschlieRend wurden die Zellen fur 2 min auf Eis
gekuhlt und dann fur 5 sec bei 14.000 rpm in der Tischzentrifuge pelletiert. Der
Uberstand wurde abgezogen und verworfen, wahrend die transfizierten Hefezellen in
0,5 ml 1x TE Puffer resuspendiert wurden. Die kompletten Transfektionsansatze
wurde dann auf SD-dropout Platten mit dem notwendigen Selektionsdruck
ausplattiert. Die Selektionsplatten wurden im 30°C Kulturraum bis zum Auftreten von
Kolonien (3-5 Tage) inkubiert.

5.4.2 Yeast Two-Hybrid Screen und MATCHMAKER Library

Zur Durchfuhrung der Yeast Two-Hybrid Screens wurde der Hefestamm AH109, wie
in 5.4.1 beschrieben, mit dem entsprechenden Gal4 DNA-BD Konstrukt transfiziert.
Die erhaltenen, transfizierten Hefezellen (Mata) wurden dann mit einer bereits in den
Hefestamm Y187 (Mata) transfizierten cDNA Knochenmark-Bank inkubiert und
diploidisiert. Die Pretransformed MATCHMAKER Library wurde kauflich erworben
und die Diploidisierung der beiden Hefestamme wurde nach Angeben des Herstellers
(Clontech) durchgefuhrt. Die Bank besteht aus cDNA Fragmenten aus menschlichem
Knochenmark mit einer durchschnittlichen Grof3e von 1,8 kb (0,6 - 4,0 kb), wobei
nach der Zweitstrangsynthese alle cDNAs, die kleiner als 400 bp waren, entfernt
wurden. Die Fragmente wurden durch reverse Transkription mit Oligo dT- und
Random-Primern hergestellt und uber EcoR/ in den Vektor pACT2 (siehe 5.1.5)
kloniert. Eine gerichtete Klonierung wurde gewahrleistet durch die Verwendung von
Oligo(dT)-Primern, die Uber eine vektorkompatible Restriktionsschnittstelle verfugen.

Eine zweite Schnittstelle (bereits mit kohasiven Enden) wird durch Ligation eines
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EcoRI-Adapters bereitgestellt. Die Anzahl der unabhangigen Klone wurde, vor einer
einmaligen Amplifikation der Bank in E.coli, getestet und betragt 3,0 x 10°.

Die Zellsuspension der diploiden Hefen wurde auf 50 grof3e (15 cm) SD -Ade,-His,-
Leu,-Trp Selektionsplatten ausgebracht. Zur Bestimmung der Mating-Effizienz
wurden je 100 pl verschiedener Verdunnungsreihen (1:10.000; 1:1.000; 1:100; 1:10)
auf entsprechende Selektionsplatten (SD -Leu; SD -Trp; SD -Leu,-Trp) ausgebracht.
Die erhaltenen Mating-Effizienzen lagen zwischen 5 - 30%, was den Angaben des
Herstellers entsprach.

5.4.3 Urea/SDS-Methode zur Preparation von Hefeextrakt

Losungen Zusammensetzung

Cracking Buffer (CB) 8 M Urea
5% (w/v) SDS
40 mM Tris-HCI pH 6,8
0,1 mM EDTA
0,4 mg/ml Bromphenol-Blau

PMSF (100x) 0,1742 g PMSF
10 ml Isopropanol

Protease-Inhibitor-Losung 0,1 mg/ml Pepstatin A
0,03 mM Leupeptin

145 mM Benzamidin
0,37 mg/ml Aprotinin

Cracking Buffer, komplett 1 ml Cracking Buffer

(CBK) 10 pl B-Mercaptoethanol
70 pl Protease-Inhibitor-Losung
50 pl PMSF (100x)

Eine Ubernachtkultur wurde mit dem entsprechenden Selektionsmedium auf eine
ODsggp von 0,15 - 0,2 verdunnt (Gesamtvolumen 50 ml) und anschlielend 4 h bei
30°C und 250 rpm bis zu einer ODgg von 0,4 - 0,6 inkubiert. Nach Bestimmung der
ODggo-Gesamteinheiten (ODgop mit dem Gesamtvolumen der Kultur multiplizieren),
wurden die Zellen bei 1.000 x g und 4°C fiir 5 min pelletiert. Der Uberstand wurde
verworfen und die Zellen in 50 ml eiskaltem Wasser resuspendiert und erneut

zentrifugiert. Danach wurde das Pellet in flissigem Stickstoff eingefroren und konnte
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dann bei -80°C aufbewahrt werden. Zum Zellaufschluss wurde der Cracking Buffer,
komplett hergestellt und zunachst auf 60°C erwarmt, bevor 100 ul pro 7,5 ODsggo-
Einheiten auf die tiefgefrorenen Zellen pipettiert und die Pellets darin resuspendiert
wurden. Nach Zugabe von 80 pl Glasbeads (Durchmesser 0,25-0,5 mm) auf 7,5
ODsggo-Einheiten wurde die Zellsuspension fur 10 min bei 70°C inkubiert und
anschlielend fur 1 min gevortext. Dann wurden die Zellen fur 5 min im Wasserbad
gekocht und erneut fur 1 min gevortext. Die Glasbeads wurden mittels Zentrifugation
bei 4°C, 14.000 rpm und fur 5 min abgetrennt. Der erhaltene Proteinextrakt wurde in
ein frisches Cap Uberfuhrt und bei -20°C gelagert. Da PMSF in wassriger Losung
instabil ist, wurde wahrend der gesamten Prozedur alle 15 min erneut 1 pl PMSF

(100x) zu der Zellsuspension gegeben.

5.4.4 Plasmidisolierung aus Hefe

Losungen Zusammensetzung

Lyticase-Losung 20 mg Lyticase
1ml LowTE pH 7,5

Lysepuffer 20% SDS

Im Reagenzglas wurden 2 ml Selektionsmedium mit dem gewunschten Klon
angeimpft und Uber Nacht bei 30°C und 250 rpm inkubiert. Die Zellen wurden dann
bei 6000 rpm fur 5 min bei Raumtemperatur pelletiert und nach Abkippen des
Uberstandes im Riicklauf resuspendiert. Nach Zugabe von 15 pl Lyticase-Lésung
wurde der Ansatz bei 37°C und 200 rpm fur 90 min zur Ausbildung von
Hefespharoblasten inkubiert. AnschlieRend wurden diese mit 20 pl 20% SDS lysiert
und fr 1 min gevortext. Die erhaltene Zellsuspension wurde fur 20 min bei -20°C
eingefroren und anschlieRend wieder fur 1 min gevortext. Nach Zugabe von 200 ul
TE-Puffer pH 7,0 wurde mit 300 pl Phenol extrahiert. Dazu wurde der Zellaufschluss
5 min lang stark gevortext und dann bei 14.000 rpm und RT fur 10 min zentrifugiert.
Aus der abgezogenen, wassrigen Phase wurde dann die DNA bei -20°C fir 1 h
durch Zugabe von 1/10 Volumen NaOAc, pH 4,8 und 750 pl 96% EtOH gefallt. Nach
Zentrifugation fur 20 min bei 14000 rpm wurde das Pellet mit 300 pl 70% EtOH

gewaschen, in 20 pl MQ aufgenommen und in CaClyx-kompetente Bakterienzellen
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transformiert. Je eine Halfte des Transformationsansatzes wurde dabei auf die

entsprechenden Selektionsplatten (Y Tamp bzw. YTkan) ausgebracht.

5.4.5 p-Galaktosidase Test (Filter Lift Assay)

Losungen Zusammensetzung
Z-Puffer 60 mM NazHPO4+2H,0
40 mM NaH;PQO4¢H>0
10 mM KCiI
10 MM MgSQO47H,0
X-Gal Stocklosung 20 mg/ml X-Gal in DMF
Z-Puffer/X-Gal-Losung 100 ml Z-Puffer

0,27 ml B-Mercaptoethanol
1,67 ml X-Gal Stocklésung

Mit Hilfe des p-Galaktosidase Tests lasst sich eine Transkriptionsaktivierung des
lacZ-Reporter Gens nachweisen. In den Hefezellen gebildete p-Galaktosidase spaltet
dabei zugegebenes X-Gal. Nach Hydrolyse mittels Luftsauerstoff entsteht ein schwer
I6slicher blauer Indigofarbstoff, der die jeweilige Hefezelle blau farbt. Um das Enzym
aus den Hefezellen freizusetzen, ist es notwendig diese aufzuschlieRen. Dazu
wurden potentiell positive Hefeklone (Wachstum auf SD -Ade,-His,-Leu,-Trp) auf
sogenannte Masterplatten Uberimpft und 3 - 5 Tage bei 30°C inkubiert. Von den
hochgewachsenen Klonen wurden "Filter gezogen" auf denen die Hefen durch
Behandlung mit flissigem Stickstoff (freeze and thaw) aufgeschlossen und dann mit
X-Gal behandelt wurden. Dazu wurden die an den Nitrocellulosefiltern haftenden
Hefen 4-5mal in flussigem Stickstoff eingefroren. Die Filter wurden dann, die Hefen
kommen dabei oben zu liegen, in Petrischalen gelegt, die mit 3MM Papier ausgelegt
waren. Das 3 MM Papier wurde anschliel3end mit 2-5 ml Z-Puffer/X-Gal-Losung
getrankt und die Platten bei 30°C inkubiert, wobei eine Blaufarbung nach 10-30 min

zu beobachten war.
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5.5 Arbeiten mit Saugerzellen

5.5.1 Transfektion der murinen Linie MEF/tTA und anschlieBende Selektion

Die Transfektion der MEF/tTA Zellen wurde mittels FuGENE'™6 Transfection
Reagent durchgefuhrt. Nach Angaben des Herstellers fur stabile Transfektionen
adharenter Zellen, wurden einen Tag vor der Transfektion 1x10° (60 mm Platte) oder
1x10° (10 cm Platte) Zellen ausgebracht. Fiir die Transfektion wurden 96 pl (60 mm)
bzw. 282 ul (10 cm) Serum-freies Medium vorgelegt. Entsprechend dem
Transfektionsansatz wurden dann 6 pl bzw. 18 ul FUGENE™6 Transfection Reagent
dazu pipettiert. Nach 5 min Inkubation bei RT wurden diese Ansatze zu den
entsprechend vorgelegten DNA-Konzentrationen von 2 ug bzw. 6 ug pipettiert
(FUGENE/DNA-Verhaltnis 3:1). Der Expressionsvektor pUHD10-3(Sfi)/ Transgen und
der pHMR272-Hyg Vektor wurden dabei in einem Verhaltnis von 20:1 eingesetzt.
Nach weiteren 15 min Inkubation bei RT wurden die Losungen tropfchenweise auf
die vorher mit frischem Medium versehenen Zellen gegeben. Anschlielend wurden
die Transfektionsansatze fur 48h im Inkubator kultiviert, bevor mit der Selektion
begonnen wurde. Zur Selektion wurden 300 ug/ml Hygromycin fur alle transfizierten
Zellen eingesetzt. Nach 3wochiger Selektion konnten Einzelklone isoliert und

expandiert werden.

5.5.2 MTT-Assay

Losungen Zusammensetzung
MTT-LOsung 25mg MTT
10 ml PBS pH 7,4
Isoprop/HCI 96 ml Isopropanol
4 ml 1M HCI

Der MTT-Test ermoglicht die kolorimetrische Bestimmung der Zellzahl, wobei die
Aktivitat mitochondrialer Dehydrogenasen gemessen wird, die den wasserloslichen
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gelben Farbstoff MTT zu einem wasserunldslichen blauen Formazan umsetzen. Da
die Aktivitat dieser Enzyme von dem physiologischen Zustand der Zellen abhangt,
kann zudem eine Aussage Uber die Zellvitalitat getroffen werden.

Fur den eigentlichen MTT-Test wurden 1x10° MEF/tTA Zellen in 96-Well-Platten
ausgebracht, mit zunehmenden Konzentrationen an Hygromycin B versehen und fur
die gewulnschte Zeitdauer inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 pl
MTT-L6sung zu den Zellen gestartet. Nach Inkubation fur 2 h bei 37°C wurde das
Medium abgezogen und die Zellen mit 100 pl Isoprop/HCI lysiert. Nach Auflosen der
Formazankristalle erfolgte die Messung am ELISA-Reader bei 550 nm gegen eine

Referenzwellenlange von 630 nm.

5.5.3 Focus Formation Assay

Nicht-transfizierte und stabil transfizierte MEF/tTA Zellen wurden durch
Trypsinisierung geerntet, mit 1x PBS gewaschen, in der Neubauer-Zahlkammer
ausgezahlt und in einer Dichte von 1x10* Zellen in 60 mm Zellkulturschalen
ausgebracht. Zur Kultivierung wurde DMEM mit 5% CS, 5% FCS, 2 mM L-Glutamin,
1% Penicillin/Streptomycin, 100 pg/ml G418 und 300 pug/ml Hygromycin B (stabil
transfizierte MEF/tTA Linien) supplementiert. Fur jede Linie wurden jeweils 3 Ansatze
mit und ohne Doxycyclin (10 pg/ml) ausgesaht. Das Kulturmedium wurde jeden
dritten bzw. vierten Tag gewechselt.

Nach einer Inkubationszeit von 14-21 Tagen wurden die Ansatze mit 1x PBS
gewaschen, mit 3 ml einer 2%igen Formaldehyd-LAosung fur 2 min bei RT fixiert, mit
MQ gespult und mit 0,5 ml Methylenblau-Losung (1 mg/ml) fur 15 min bei RT gefarbt.

5.5.4 Transiente Transfektion der 293T Zell-Linie mit der CaPO,-Methode

Losungen Zusammensetzung

2x HBS 281 mM NacCl
100 mM HEPES
1,5 mM Na;HPO,
pH 7,10 - 7,13 einstellen;
sterilfiltrieren
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Da 239T Zellen sehr empfindlich sind gegen Erschuitterung, mussten die Zellen vor
der eigentlichen Transfektion auf gelatinisierten Platten ausgebracht werden. Dazu
wurden die Platten mit ca. 6 ml einer 0,1%igen Gelatine-Losung fur mindestens 20
min behandelt. Die Gelatine-Lésung wurde dann abgezogen und die Zellen wie
gewohnt ausgebracht. Am Tag vor der Transfektion, wenn die Zellen eine Konfluenz
von 60 - 80% erreicht hatten, wurden sie einmal mit 1x PBS gewaschen und mit
frischem Medium versorgt. Das CaPO4/DNA-Prazipitat wurde in 15 ml Sarstedt-
Rohrchen vorbereitet. Dazu wurden die gewunschte DNA-Menge und 50 ul CaCl,
(2,5 M) in MQ aufgenommen, so dass ein Gesamtvolumen von 500 pl erreicht wurde.
Anschlielend wurden 500 pyl 2x HBS tropfenweise zu der CaCl,/DNA-LOsung
gegeben, wahrend gleichzeitig mit einer 2 ml Pipette in dem Ansatz "geblubbert"
wurde. Nach ca. 20 sec "blubbern" wurde das Prazipitat tropfenweise zu den 293T
Zellen pipettiert. Kurz vor Zugabe des Prazipitats wurden die Zellen mit 10 pl
Chloroquin (25 mM) versehen. Inkubiert wurden die Zellen mit dem Prazipitat uber
Nacht im Brutschrank, bevor das Medium gewechselt wurde und die Zellen fur
weitere 24 oder 48 h im Brutschrank inkubiert wurden. Wahrend dieser Zeit er-
forderten manche Experimente zudem eine Inkubation mit 10 yM MG132 fur 6 - 24 h,

bevor die Zellen geerntet und Proteinextrakte hergestellt wurden.

5.5.5 Herstellung von Gesamtextrakt aus 293T Zellen

Losungen Zusammensetzung

IP-Lyse Puffer 150 mM NacCl
20 mM HEPESpH7,2-7,5
1% Triton X-100
0,4 mM EDTA

Protease Inhibitoren 100 mM PMSF
1 mg/ml Pepstatin A
5 mg/ml Leupeptin
2,1 mg/ml Aprotinin

Phosphatase Inhibitor 50 mM Na3zVO,
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IP-Lyse Puffer, komplett 100 pl PMSF
10 pl Pepstatin A
2 yl Leupeptin
4,76 pl Aprotinin
125 |J| Na3VO4
ad 10 ml IP-Lyse Puffer

Fur die Herstellung der Proteinextrake wurden die transient transfizierten 293T Zellen
pelletiert, mit 1 ml 1x PBS gewaschen und dabei in ein Eppendorf-Cap uberflhrt.
Sollten die Zellextrakte fur Co-Immunoprazipitationen eingesetzt werden, so wurden
die Zellen, zur Kreuzvernetzung interagierender Proteine, noch fur mindestens 40
min auf Eis in 1 ml DTBP-L6sung (10 mM in PBS) inkubiert und anschlielfend mit 1x
PBS gewaschen. Der Zellaufschlul® erfolgte dann in frisch hergestelltem IP-Lyse
Puffer (komplett), wobei 100 ul Puffer pro 1 x 10° Zellen eingesetzt wurden. Nach
einer Inkubation von 15 min auf dem Orbitalschuttler bei 4°C wurden die Extrakte fur
20 min bei 14.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein frisches
Cap uberfuhrt, bei -80°C gelagert und stand fur anschlieRende Western Blots oder

Immunprazipitations Experimente zur Verfugung.

5.5.6 Immunoprazipitation

Fur die Immunprazipitations Experimente wurden 300 - 500 ug Gesamtprotein (wie
oben beschrieben) eigesetzt. In der Regel wurden die Lysate mit 1x PBS auf ein
Gesamtvolumen von 500 pl gebracht und mit je 1 yg des entsprechenden
Antikorpers uber Nacht bei 4°C auf dem Orbitalschuttler inkubiert. FUr Prazipitationen
mit dem murinen, monoklonalen Antikorper gegen den N-Terminus von AF4 wurden
jeweils 500 pl des 6E9/5-Uberstandes eingesetzt. AnschlieBend wurden 100 pl
Protein A oder Protein G Agarose (bereits in LOsung, Sigma) zugegeben und fur
weitere 4 h bei 4°C unter leichtem Schatteln inkubiert. Durch kurze (10 sec)
Zentrifugation bei 14.000 rpm und 4°C wurden die Agarose beads gesammelt und
noch dreimal mit 1x PBS gewaschen. Zur Auflosung der Kreuzvernetzungen wurden
die Prazipitate in Lammli-Puffer aufgekocht und standen dann fur Immunoblot
Untersuchungen zur Verfugung.
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6 Abkilrzungen

6 Abkirzungen

%(v/v)
Y% (W/v)
B-ME
°C

Mg

Ml

UM
Amp
ADH
AF4
ALL
AML
APOD
AS

bcr

bp
BSA
der11
der4
DMSO
dNTPs
ds
DTT
EDTA
FCS

g
Gal4-AD
Gal4-BD
GAPDH
GFP

h

Volumenprozent pro Volumen
Massenprozent pro Volumen
-Mercaptoethanol

Grad Celsius

Mikrogramm

Mikroliter

Mikromolar

Ampicillin

Alkohol-Dehydrogenase

ALL-1 fused gene on chromosome 1

Akute lymphoblastische Leukamie

Akute myeloische Leukamie
Ammoniumperoxodisulfat

Aminosauren

Bruchpunksregion

Basenpaar(e)

Bovine Serum Albumin

Derivatchromosom 11

Derivatchromosom 4

Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleosidtriphosphate (A, T, G, C)
double stranded (doppelstrangige DNA)
Dithiothreitol

Ethylendiamintetraacetat

fotales Kalberserum

Erdbeschleunigung

Aktivierungsdomane des Gal4 Transkriptionsfaktors
DNA-bindende Domane des Gal4 Transkriptionsfaktors
Glyzerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Green Fluorescent Protein

Stunde
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HA
HEPES
IPTG
kb

kDa

Mb
MCS
min

mi
MLL
mM
MTT
MW
NLS
nm
oD
ORF
PAA
PAGE
PBS
PEG
PMSF
rem
RT
RT-PCR
SDS
sec
TBS
TEMED

Tris

us
X-Gal

6 Abkilrzungen

Hamagglutinin
Hydroxyethylpiperazinethansulfonsaure
Isopropyl-p-D-Thiogalaktopyranosid
Kilobase(n)

Kilodalton

Molar

Mega-Basenpaare

Multiple Cloning Site

Minute(n)

Milliliter

Mixed lineage leukemia Gen

Millimolar
(3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
Molecular Weight (Molekulargewicht)

Nuclear Localization Signal (Kernlokalisierungssignal)
Nanometer

Optische Dichte (Absorption)

Open Reading Frame (Offener Leserahmen)
Polyacrylamid

Polyacrylamid Gelelektrophorese

Phosphate Buffered Saline

Polyethylenglykol

Phenylmethylsulfonylfluorid

rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
Raumtemperatur

Reverse Transkriptase PCR
Sodiumdodecylsulfat

Sekunde(n)

Tris Buffered Saline
N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Unit (Einheit)

Uberstand
5-Bromo-4-chloro-3-indolyl-3-D-galaktopyranosid
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