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Kapitel 1
Einfiihrung

Seit demn 01.02.2015 férdert die Hamburger Krebsgesellschaft das Projekt "An
Interaction between Additional Sex Comb Like Transcriptional Regulators and
CCAAT/Enhancer-Binding Protein Alpha in Myeloid Malignancies”. Dieses Pro-
jekt wird in der Arbeitsgruppe PD Dr. med. Christopeit als Promotionsarbeit
des medizinischen Doktoranden Piet Sonnemann bearbeitet.

Das Ziel des Projekts ist, bisher unbekanute Entstehungswege fiir Leukimien
aufzuschliisseln. Es soll hierbei ein spezieller Folcus auf Falktoren gelegh werden,
die in epigenetische Regulationsmechanismen eingebunden sind.

Neben vielen anderen sind fiir diese epigenetischen Regulationsprozesse zwel
Gruppen von Proteinen verantwortlich: Die Trithorax-Gruppe, die Gene akti-
viert und die Polycomb-Gruppe, die Gene hemmt. Beide dieser Gruppen in-
teragieren mit einer Familie von Proteinen, die als ASXL Familie bekannt ist.
Mitglieder der ASXL Familie sind in frithen Stadien der Tranformation von
gesunden zu. leukamischen Zellen mutiert.

Da bisher wenig liber diese Proteinfamilie bekannt ist, wollen wir sie genauer
untersuchen und ihre jeweiligen Aufgaben mit molelularbiologischen Techniken
entschliisseln.

Des Weiteren wollen wir untersuchen, inwieweit CEBPw, ein fir die nor-
male Entwicklung von blutbildenden Zellen notwendiger Transkriptionsfaktor,
regulatorischen Einfluss auf die Mitglieder der ASXL Familie und damit auf die
Balance der Trithorax- und der Polycombgruppe nimmt.

1.1 Uberblick: C/EBPaund ASXL Proteine
1.1.1 ASXL1, ASXL2 und ASXL3

Das Protein asg wurde zunéchst in Drosophile melanogaster beschrieben. In die-
sem Organismus interagiert es mit Komponenten der aktivierenden Trithorax-
und der reprimierenden Polycombgruppe, die Genexpression regulieren, indem
sie Histone chemisch modifizieren. [1] In Siugetieren existieren drel konservierte
homologe Proteine zu asz, ASXL1, ASXT.2 und ASXL3.

Von diesen Proteinen sind ASXL1 und ASXL2 bereits als mutierte Prote-
ine in Leukfmie beschrieben. Mufationen in beiden Proteinen korrelieren mit
einem adversen Survival in Patienten. [2] [3] [3] [4] [5] Auf molekularer Ebene
ist inshesondere die Rolle von ASXL1 in der Leukimogenese ist verhéltnismafig



gut erforscht. Mutationen in diesem Protein fithren zu einen Verlust von Genre-

pression durch Verringerung der Polycomb-Repressive Complex 2-Alktivitit [6],

sowie ein Anstieg der Aktivitét des PR-DUB Komplexes. [7)
ASXL3-Mutationen wurden in Melanomen identifiziert. (8]

1.1.2 C/EBPa

C/EBPa ist ein hervorragend erforschter Magter-Regulator der Differenzierung
von multipotenten myeloischen Vorlauferzellen und ist unabdingbar fiir die Ent-
stehung von GMPs {granulocyte macrophage progenitor) aus CMPs (common
myeloid progenitors).[9) Desweiteren ist C/EBPa notwendig fiir die Selbster-
nenernngsfihigkeit von hiimatopoetischen Stammezellen, aber auch fiir einen Ar-
rest des Zellzyklus und somit der Proliferation. [10]{11]

CEBPu tritt in zwel Isoformen auf, einer trunkierten p30 Form und einer p42
Isoform. In M#usen konnte gezeigt werden, dass die p30-Isoform ausreichend far
die Differenzierung zu GMPs ist, allerdings nicht in der Lage ist, die Prolifera-
tion zu kontrollieren. Diese Miuse entwickelten akute myeloische Leukimie mit
vollstindiger Penetranz.[12]

Es existieren einige Studien, die eine Rolle von C/EBPu fir die epigene-
tische Regulation in h#matopoetischen Zellen postulieren.[11] [13] In unserem
Arbeitsmodell bindet C/EBPa Mitglieder der ASXL Familie und reguliert so,
iiber Trithorax- und/oder Polycorb-Gruppe die epigenetische Konfiguration
von Stammezellen.




Kapitel 2
Zusammenfassung

ASXL Proteine sind differenticll zwischen verschiedenen Zellreihen exprimiert.

Im Rahmen unserer Foschung konnten wir zeigen, dass ASXL1 und C/EBPu
interagieren. Diese Interaktion wurde unabhéngig von uns bereits in einer an-
deren Gruppe in sinem massenspeldrometrischem Screen gefunden, jedoch noch
nicht weiter charakterisiert. Desweiteren zeigt sich, dass ASXL Proteine wilhrend
Differenzierungsprozessen von Stammstellen hierarchisch expriraiert sind.

Induktion von C/EBPa hat lediglich einen geringen Einfluss auf die Ex-
pression von ASXL1 und ASXL2. Die Expression von ASXL3 wird durch p30
C/EBPu supprimiert. Weiterhin scheint p42-C/EBPu eine alternative Isoform
ader eine posttranslationale Modifikation von ASXL3J zu induzieren.

Es stehen weiterhin Experimente aus, die von ASXL Proteinen und vom
ASXL1-C/EBPa Komplex regulierte Gene identifizieren soilen (Chromatin-Tmmunpréazipitation),
eine genauere massenspektrometrische Analyse des ASXL1-C/EBPu-Komplexes
und ein Knockdown von ASXL1, ASXL2 und ASXL3 in leukémischen Zellrei-
hen.

Weiterhin soll, angestofien durch unabhingige Microarray-Daten, die Ex-
pression. von ASXL Proteinen wihrend der physiologischen Hamatopoese un-
tersucht werden.



Kapitel 3

Progress Report

3.1 Interaktion zwischen C/EBPound ASXL1

Wir konnten eine Interaktion zwischen C/EBPa und ASXL]1 mittels Tmmun-
prézipitation im endogenen Kontext einer humanen Zelllinie (UKE-1) nach-
weisen. Hierfiir wurden Protein-G gekoppelte Agarose Beads mit Antikérpern
gegen ASXL1, C/EBPq, und einem Kontrollimmunglobulin gekoppelt, gefolgt
von einer vierstiindigen Inkubation mit Zelllysaten. Gebundene Proteine wur-
den durch Erhitzung bei 70°C fiir 10min von den Beads. eluiers, gefolgt von 1D
SDS-Gelelektrophorese und Westernblot nach C/EBPo und ASXLI.

Wir konnten diese Interaktion mit C/EBPu bis dato nicht fiiv die Protei-
ne ASXL2 und ASXI3 nachweisen. Tm Westerablot nach Immunprizipitation
zeigte sich kein Signal.
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Abbildung 3.1: Immunprézipitation wurde mit Protein G-Agarose Beads und entsprechen-
den Antikérpern gegen ASXL1 wnd C/EBPa durchgefihrt, gefolgt von Westernblot nach
C/EBPa und ASXLI1. Als Negoiivkontrolle dient eine IgG-Konirolle (Kaninchen). Als In-
put wurden 10pl des in der Immunprézipiction verwendelen Lysates benutzi.

Zu sehen ist, dass C/EBPa« mit ASXL1 co-immunprizipiert wurde. Auch
ASXL1 wiederum scheint mit C/EBPa co-prizipitiert zu sein, aufgrund von




schwachen Signalen ist aber eine definitive Aussage schwer zu treffen. Weitere
Optimierung ist hier vonnten.

Diese Interaktion soll weiterhin untersucht werden, ok die Expression von
ASXL1 notwendig fiir die Differenzierung von leukimischen Zellen ist. Hierfir
soll ASXL1 in C/EBPo-induzierbaren K562 Zellen mittels shRNA antagonisiert
werden.

3.2 Differentielle Expression von ASXL Protei-
nen

Mittels Westernblot konnten wir zeigen, dass die Expression von ASXL1, ASXL2
und ASXL3, sowie die von C/EBPu zwischen verschiedenen AML Zelllinien
stark variiert. Wahrend bei C/EBP« hierr@ber bereits viele Daten vorhanden
sind, sind die meisten dieser Zelireihen noch nicht nach ibhrer Expression von
ASXLE] untersucht worden. Es liegen in der Literatur diesbeziiglich keine Daten
fiir ASXL2 und. ASXL3 vor.
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Abbildung 3.2: Pro Zelllysot wurden f0ug Vollprotein pro Lane eingesetzt. Nach 1D Gel-
elektrophorese und Transfer auf Nitrozellulosemembranen wurde mittels den entsprechenden
Antikérpern gegen ASXLI, ASXLE, ASXLS, und C/EBPa geblottet. GAPDH dient als Kon-
trollprotein.

Durch Auswertung unabhéngiger Studien konnten wir die Expression von



ASXT Proteinen auf verschiedenen Ebenen der gingigen Stammzellhierachrie
zeigen. Die unserer Analyse zugrundeliegenden Daten wurden von anderen For-
schungsgruppen erhoben und sind Sffentlich zuginglich. [14]

Auffsllig bei dieser Untersuchung ist, dass ASXT1, ASXT.2 und ASXLS von
unspezialisierten Zellen mit hoben Stammzelleipenschaften zu spezialisierteran
Zellen (LTHSC — STHSC — Progenitor) stark differentiell exprimiert sind
{siehe Abbildung 3.3). Dies legt unterschiedliche Funktionen nahe, die nun weiter
charakterisiert werden sollen. '

Als Arbeitshypothese postulieren wir, dass ASXTL2 ein Differenzierungsfak-
tor, da die Expression von undifferenzierten zu differenzierteren Stammzellen
hin zunimmt, wihrend ASXL3 auf Grund seiner gegenldufigen Expression ein
Stammzellfaktor zu sein scheint.
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Abbildung 3.3: Espression von ASXL Profeinen @m hdmatopoetischen Kompartment.
LTHS=long term hematopoietic stem cell (Lin- CD&4+, CD38-, CD90+)

STHSC=short term hematopoietic stem cell (Lin-, CD84{+, CD38-, CD90-)
GMP=granylocyte monocyte progenitor (Lin-, CD3{+, D38+, CD45RA+, CDI23+)

Da diese Daten Microarray-basiert sind, planen wir, diese per qPCR zu veri-
fizieren. Hierzu sollen primire humane Proben mittels fluorescence-assisted cell
sorting und geeigneten Oberflichenmarkern gewonnen werden (siehe Abbildung
3.2), mRNA extrahiert, in cDNA umgeschrieben und schiussendlich. amplifiziert
werden.
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Abbildung 3.4: Sorting Schema: Primires Knochenmark wird zunichst mitiels magneti-
scher Zellseporation nach CD34 aufgereinigi, gefolgt von der Buclusion von Zellen, die Marker
des Lineage Commitments ezprimieren.

CD84-+ Zellen stellen den Stammzellpool des Knochenmarks dor, die nach CDO0 und CD38 in
long term hematopoietic stem cell (LTHSC) mit einem hohen Longzeitregenerationspotentiol,
short term hematopoictic stem cells (STHSC) mil einem geringeren Regenerotionspotentiol
wnd Progenitoraellen, die bereits nicht mehr in der lage sind sémiliche Zellen des Blutes zu
bilden, eufgeteilt werden konnen. Progenitorzellen kénnen weiterhin in verschiedene Gruppen
durch CD45RA und CD123 eingeteilt werden.

Das Sorting der entsprechenden Proben konnte bereits erfolgreich etabliert
werden, allerdings ist bei der Transkriptom-Amplifikation noch Optimierung
von niten. Es wird angestrebt zunichst zehn individuelle Proben zu sorten und
zu untersuchen.

3.3 Regulation von ASXL Proteinen durch CEBP«

Prof. Behre aus Leipzig stellte und freundlicherweise ER-CEBPa-K562 Zellen
zur Verfigung. Diese Zellen exprimieren ein Fusionsprodukt aus Estrogenrezep-
tor und der P42 bzw. der P30 Isoform CEBPus. Durch Behandlung dieser Zellen
mit Estradiol, wird CEBPw aktiv, und die Zellen differenzieren.
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Abbildung 3.5: ASXLi, ASXLE und ASXLY Proteinespression nach CEBPa Induktion.
Estrogenrezpetor-CEBPa-Fusionsprotein exprimierende Zellen wurden 24 Stunden mit SuM
B-Estradiol behandelt, gefolgt von Zelllyse wnd 1D SDS Gelelektrophorese. Immunoblot wurde
mit gegen ASXLI, ASXL2, ASXL3 und GAPDH als Kontrollprotein durchgefihrt. Anzurner-
ken ist der Abfall von ASXL3 nach p30-CEBPa-Induktion und das oufttreten einer weileren
Bande ém Blot nach ASXLE nach Induktion von P42-CEBPa. Der Erfolg der Indukiion von
C/EBPa wurde mittels Flowcytometrie nach CDI1b und CD14 verifiziert.

Wir vermuten, dass es sich bei der zusitzlichen Bande um eine Isoform
des Proteins ASXL3 oder eine posttranslationalmodifizierte Version handelt.
Zur Untersuchung mittels Massenspektrometrie wollen wir das fragliche Prote-
in durch Immunprizipitation mit einem ASXL3-Antikorper isolieren, durch 1D
Gelelektrophorese und Coomassie-Staining dargestellen und die Bande exzisie-
ren.
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Kapitel 4

Experimenteller Ausblick

4.1 Identifikation der mit ASXL-Proteinen as-
soziierten Gene

Die Gene, die mit ASXE1, ASXL2, und ASXL3 assoziiert sind, sollen mittels
Chromatin-Immunprizipitation identifiziert werden. Zun#chst werden Protein/DNA-
Interaktionen durch Formaldehyde-Crosslinking fixiert, gefolgt von einer Im-
munprézipitation. Mittels gPCR sollen danu bestimmte genomische Regionen
amplifiziert werden. Diege Regionen gtellen bekannte Regionen, an denen ASXL-
Proteine binden dar, und sollen als Positivkontrolle dienen. Als Negativkontrolle
dient der Promoter des Gens RRP1, ein TRNA-prozessierendes Protein, das kei-
ne Regulation durch ASXT, Proteine zeigen sollte.

Nach Validierung der Ergebnisse soll schlussendlich die prizipitierte DNA
sequenziert werden. So wird ein grofler Datensatz mit genomweiten ASXT1-
, ASXL2- und ASXL3-Bindungstellen entwickelt, der weiterhin bicinformatisch
analysiert werden muss. Die dafiir nétigen Kenntnisse bestizt der Betreuer dieser
Arbeit, PD Dr. med. Christopeis.

4.2 Bindungsstellen des ASXL1-C/EBPa-Komplexes

In einem vergleichbaren Experiment sollen die genomischen Bindungsstellen des
Proteinkomplexes von ASXE1 und C/EBPo gefunden werden. Hierfiir wird ei-
ne sequentielle Chromatinimmunprizipitation durchgefihrt, bei der, nach einer
initialen Immunprizipitation nach C/EBPg, gefolgt von Eluierung und einer
Immunprézipitation nach ASXT1 folgt.

Somit werden Loet isoliert, die sowohl von C/EBP« als auch von ASXL1
belegt sind, die wiederum sequenziert werden kénnen,

4.3 Bestimmung von ASXL-Interaktionspartnern
durch Massenspektrometrie

Die durch Immunyprizipitation angereicherte ASXL-Proteinkomplexe sollen durch
Masgsenspektrometrie weiter characterisiert werden. Hierfiir sollen die individuel-
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len Protein durch 1D-Gelelektrophorese und Coomassie-Staining isoliert werden,
gefolgt von Trypsin-Verdauung und der Analyse der Massenspektrometrischen
Core Facility des UKE.

Die Resuitate sollen Aufschluass dariiber geben, in welchen Proteinkomplexen
ASXL Proteine vorliegen und wie Sie ihre Wirkung entfalten. Thre Interaktions-
partner sind von entscheidender Bedeutung, da ASXL Proteine keine eigene
engymatische Aktivitit aufweisen und Histonmodifikationen iiber andere Fak-
toren gesetzt werden.

4.4 Knockdown von ASXL, ASXL2 und ASXL3
n vitro

Die Rolle von ASXL2 und ASXL3 in der Leukamogenese ist kaum bekannt. Um
diese genauer zu charakterisieren soll miftels shRNA Interferenz die Expres-
sion von ASXL Proteinen zundchst herrunterreguliert werden, und diese Zel-
len daraufthin auf ihr Proliferationsverhalten und ihr Differenzierungsvermdgen
untersucht werden. Aufgrund der Expressionsdaten aus anderen Studien wird
vermutet, dass ASXL2 als Differenzierungsfaktor agiert, wihrend ASXL3 als
Stammezellfaltor fungiert.

Die fraglichen shRNA-Konstrukte wurden bereits von Sigma Aldrich er-
worben. Expreimentell sollen diese mittels lentiviralen Vektoren in Zielzellli-
nien integriert werden. Geeignete Zellinien wiren HL60, eine promyelozytire
Leukidmiezelllinie, die in der Lage ist, sowohl monozytar-macrophagoid, als auch
granulozytir zu differenzieren, und UKE-1, die eine hohe Expression der fragli-
chen Proteine aufweist.

Nach chemischer Selektion der transduzierten Zellen. soll zundchst die Knockdown-
Effizienz mittels Westernblot qualitativ, und mittels gPCR quantitativ verifi-
ziert werden. In weiteren Eperimenten sollen folgendende Eigentschaften der
Knockdown-Zellreihen ermittels werden:

Zellwachstum Das Zellwachstum soll durch manuelle Zellzghlung von vitalen Zellen durch
Trypan-Blau-Exklusion bestimmt werden.

Morphologie Zunichst werden die resultierenden Knockdown-Zellen durch May-Giemsa-
Grinwald-Farbung untersucht. Grofiere Verinderungen, wie etwa Diffe-
renzierungen der unreifen Leukimiezellen lassen sich so bestimmen.

Differenzierungsfihigheit Einige Zellreihen lagsen sich durch Chemikalien, wie all-trans-Retinolsiure
(ATRA) und Tetradecanoylphorbolacetat {TPA} ausdifferenzieren. Es ist
mdglich, dass diese Fihigkeit nach Knockdown reduziert oder gesteigert
ist. Die Differenzierung ldsst sich Kennzeichnen durch eine verringerte
Zellteilungsrate, erhdhte Expression von. bestimmten Oberflichenmarkern
(bei HL60 z.B. CD11b) und morphelogische Verdnderungen.

Genexpression Verlust der Expression von ASXLI fiihrt zu einer erhdhten Expression
von HOXA Proteinen, die wiederwm ein hohes onkogenes Potential besit-
zen. Mittels gPCR. soll untersucht werden, ob ein Knockdown von ASXL2
und ASXL3 ebenfalls zu diesem Effelet fithrt. Dies ist denkbar, da ASXT
Proteine ein hohes MaB an strukturellen Ubereinstimmungen zeigen.[15]
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Ein weiteres Experiment stelli der Knockdown von ASXL1 in C/EBPu-
Induzierbaren Zellen dar. Nach ASXT.1-Knockdown sollen Tsoformen C/EBPus
mit Fstradiol induziert werden. So kann die physiologische Rolle des C/EBPo-
ASXT1 Komplexes untersucht werden.
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