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Referat

Ziel dieser Arbeit ist die erstmalige Charakterisierung der langen nicht-kodierenden
Ribonukleinsdure (IncRNA) HOXA10-AS im Kontext der Hamatopoese und
Leukdmogenese. Dazu wurden mittels qRT-PCR Expressionsprofile der IncRNA und ihrer
Nachbargene in unterschiedlichen hamatopoetischen Zellpopulationen und in AML-
Zelllinien erstellt. Des Weiteren wurden mittels lentiviraler Vektoren unterschiedliche gain-
und loss of function Experimente in hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen, in AML-
Zellinien und humanen Patientenblasten durchgefihrt und infolgedessen die
Differenzierung und die Proliferation untersucht. In Hinblick auf eine klinische Anwendung
der Erkenntnisse wurde die Herunterregulierung von HOXA10-AS in Patientenblasten im
nachsten Schritt in vivo im Mausmodell erprobt. Neben der funktionellen Charakterisierung
erfolgten Untersuchungen zum Funktionsmechanismus der IncRNA mittels gRT-PCR,
Microarray-Genexpressionsanalyse und Signaltransduktionsassays.

Diese Arbeit konnte zeigen, dass HOXA10-AS in hamatopoetischen Stammzellen (HSCs)
und in akuter myeloischer Leukdmie mit KMT2A-Rearrangements (KMT2A-r AML) hoch
exprimiert wird. Die ektope Uberexpression von HOXA10-AS beeintrachtigte die
physiologische monozytare Differenzierung in hamatopoetischen Stamm- und
Vorlauferzellen. Mittels shRNA- und LNA-GapmeR-vermittelter Herunterregulierung und
CRISPR/Cas9-vermittelter Exzision sowie lentiviraler Uberexpression konnte zudem
gezeigt werden, dass HOXA10-AS eine onkogene Rolle in der Pathogenese von KMT2A-r
AML ausibt. Im Mausmodell filhrte die Behandlung von humanen KMT2A-r
Patientenblasten mit shRNAs gegen HOXA10-AS zu einer deutlichen Reduktion der
leukamischen Proliferation. Als Funktionsmechanismus der zytoplasmatisch lokalisierten
IncRNA konnte eine Wirkung auf die Nachbargene HOXA10 und mir-196b ausgeschlossen
und eine Aktivierung des NF-kB-Signalwegs nachgewiesen werden.

Insgesamt deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass die IncRNA HOXA10-AS
eine wichtige Rolle in der Homdostase der gesunden Hamatopoese spielt und eine
onkogene Funktion in der Aufrechterhaltung von KMT2A-r AML ausubt. Daher stellt
HOXAZ10-AS eine potentielle Zielstruktur fir die Entwicklung neuer zielgerichteter Therapien
fur die Behandlung von KMT2A-r AML dar.

Al-Kershi, Sina: Funktionelle Bedeutung und Kklinische Relevanz der langen nicht-
kodierenden RNA HOXA10-AS in Akuten Myeloischen Leukamien, Halle (Saale), Univ.,
Med. Fak., Diss., 79 Seiten, 2020
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Nomenklatur

Den gangigen Konventionen entsprechend wird in der vorliegenden Arbeit folgende

Formatierung fur die jeweiligen Gen- bzw. Transkriptnamen verwendet:

proteinkodierende Gene:

o Gen: HOXA10

e Protein: HOXA10
lange nicht-kodierende RNA (IncRNA):

o Gen: HOXA10-AS

¢ IncRNA: HOXA10-AS
microRNA:

e Gen: mir-196b

e miRNA: miR-196b

Inanspruchnahme von experimentellen Daten

Experimente dieser Arbeit sind zu groRen Teilen in der Originalpublikation ,The stem cell-
specific long noncoding RNA HOXA10-AS in the pathogenesis of KMT2A-rearranged
leukemia. Blood Adv 2019 Dec 23;3(24):4252-4263" [1] veroffentlicht (s. Anlage).

In dieser Dissertation werden ausschlie3lich Daten von Experimenten verwendet, an deren
Planung, Durchfuhrung, Auswertung und Interpretation ich direkt beteiligt war. Folgende
Abbildungen enthalten Daten von Experimenten, bei denen ich zusatzliche Unterstitzung
aus meiner Arbeitsgruppe erhalten habe: In Abb. 18 und 21 ist jeweils eins der Replikate
durch Dr. Raj Bhayadia durchgefihrt worden. In Abb. 25-26 sind jeweils eines der Replikate
sowie alle gRT-PCRs fir HOXA9 durch Michelle Ng durchgefiihrt worden. Die
Einzellzellklone fur Abb. 26 wurden von Lonneke Verboon gewonnen. Die bioinformatische
Analyse der Microarray-Rohdaten (s. Abbildung 28) wurde von Dr. Adrian Schwarzer
durchgefihrt. Die experimentelle Ausfithrung fir Abb. 29 erfolgte durch Dr. Raj Bhayadia.
Fur Abb. 31 wurden die Versuche mit BMS-345541 von Lonneke Verboon durchgefihrt.



1. Einleitung

1.1 Thema der Dissertation

In Deutschland erkranken jahrlich tber 4000 Menschen an Akuter Myeloischer Leukéamie
(AML), womit die AML ca. 20% aller Leukamieneuerkrankungen ausmacht [2]. Trotz der
kontinuierlichen Weiterentwicklung der Therapieschemata sind die Uberlebensraten von
AML-Patienten weiterhin gering: Bei an AML erkrankten Kindern werden 5-
Jahreslberlebensraten von ca. 70% erzielt, [3] wahrend erwachsene AML-Patienten
lediglich eine durchschnittliche 5-Jahrestiberlebenrate von ca. 20% erreichen [4]. Ein Grund
fur die weiterhin schlechten Therapieergebnisse bei AML ist der bislang unzureichende
Transfer neuer Erkenntnisse Uber die ursachlichen molekulargenetischen Veranderungen
in zielgerichtete therapeutische Verfahren.

Thema dieser Arbeit ist die erstmalige Charakterisierung der langen nicht-kodierenden RNA
(IncRNA) HOXA10-AS im Kontext der Hamatopoese und der Pathogenese der AML.

1.2 Akute Myeloische Leukamie

AML entsteht durch Mutationen auf Ebene der hamatopoetischen Stamm- und
Vorlauferzellen. Bei diesen Mutationen kann es sich sowohl um numerische oder strukturelle
zytogenetische Aberrationen als auch um Punktmutationen handeln. Die genetischen
Veranderungen resultieren in einer dysregulierten, gesteigerten Proliferation der
hamatopoetischen Progenitoren und in einem Block der weiteren Differenzierung. Durch die
massive Ausbreitung der Blasten kommt es zur Verdrangung der normalen Hamatopoese
im Knochenmark, was schwere Defizite der Immunabwehr, der Blutgerinnung und des

Sauerstofftransports zur Folge hat. [5]

Die individuellen Charakteristika der AML-Blasten, bestehend aus (zyto-) genetischen und
morphologischen Merkmalen, beeinflussen maf3geblich das klinische Erscheinungsbild der
AML und damit die Prognose der Patienten. Dementsprechend ist es sinnvoll, die Gruppe
der AML-Erkrankungen anhand bestimmter Kriterien zu unterteilen und damit eine
risikoadaptierte Therapieentscheidung zu treffen. Zur Klassifikation der AML werden im
klinischen Kontext sowohl die French-American-British -(FAB-) Klassifikation als auch die
World Health Organization- (WHO-) Klassifikation herangezogen. Die FAB-Klassifikation,
die bereits 1976 eingefuhrt wurde, teilt die AML anhand der Morphologie der AML-Blasten
in die Subtypen MO-M7 ein [6]. Die WHO-KIassifikation hingegen berlcksichtigt zur
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Einteilung der AML zytogenetische und molekulargenetische Kriterien [7]. Das
Expertengremium European LeukemiaNet (ELN) empfiehlt basierend auf der WHO-
Klassifikation eine prognostische Risikostratifizierung in drei Gruppen (gunstige/

intermediare/ ungiinstige Prognose), die anhand genetischer Kriterien getroffen wird [8].

Im Gegensatz zu vielen anderen malignen Erkrankungen tritt die AML in allen Altersklassen
auf [2,9]. Das Spektrum der genetischen Veranderungen der padiatrischen AML weicht
dabei deutlich vom Mutationsspektrum der adulten AML ab [10]. Bei Kindern mit AML finden
sich haufiger chromosomale Aberrationen und seltener ein normaler Karyotyp als bei
Erwachsenen [11-13]. Zudem sind die bei der adulten AML h&ufig mutierten Gene (NPM1,
DNMT3A, IDH1, IDH2, RUNX1, TP53) bei Kindern wesentlich seltener betroffen. Andere
Gene, wie z.B. FLT3 oder GATAZ2 unterscheiden sich hinsichtlich der genauen Lokalisation
und Frequenz der Mutationen in padiatrischer und adulter AML. [10]

1.3 AML mit KMT2A-Rearrangements

Ein Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit liegt auf der Rolle von HOXAL10-AS in der
Entstehung der AML mit KMT2A-Rearrangements (KMT2A-r AML).

Der frihere Name des KMT2A Gens — Mixed lineage leukemia (MLL) — leitet sich aus der
Tatsache ab, dass Aberrationen dieses Gens sowohl bei Patienten mit AML als auch bei
Patienten mit ALL haufig vorhanden sind [14]. Mit einer Frequenz von 16-18% sind KMT2A-
Rearrangements die haufigste zytogenetische Aberration bei padiatrischer AML [10-12,15].
Besonders oft finden sich KMT2A-Aberrationen bei AML und ALL im Sauglingsalter
[11,16,17]. Bei Erwachsenen stellt die KMT2A-r AML mit unter 5% aller AML-Erkrankungen
einen selteneren Subtyp dar [18].

Sowohl bei Kindern als auch bei Erwachsenen sind KMT2A-Aberrationen mit einer
vergleichsweise schlechten Prognose assoziiert. Padiatrische Patienten mit KMT2A-r AML
erreichen je nach Fusionspartner des KMT2A Gens ein Finfjahresuberleben von nur 33 bis
61% (unginstige bis intermediare Prognose) [12,15,19]. Erwachsene AML-Patienten mit
dem haufigsten KMT2A-Rearrangement t(9;11) haben eine intermediare Prognose,
wohingegen alle anderen KMT2A-Aberrationen bei adulter AML einen ungunstigen

Prognosefaktor darstellen [8].

KMT2A-Rearrangements treten bei Sduglingen, die an AML erkranken, bereits zuvor in

utero auf [20,21]. Bei erwachsenen Patienten finden sich KMT2A-Rearrangements haufig
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bei therapie-assoziierter AML (t-AML) nach vorheriger Chemotherapie mit DNA-
Topoisomerase-lI-Inhibitoren, wie z.B. Etoposid [22]. Der Verzehr von Flavonoiden, die als
natirliche DNA-Topoisomerase-IlI-Inhibitoren wirken, wahrend der Schwangerschatft gilt als
Risikofaktor fur die Entstehung von KMT2A-r AML bei Sauglingen [23].

KMT2A-r AML manifestiert sich bei Kindern in einem signifikant jingeren Alter als andere
AML-Formen und auch die t-AML mit KMT2A-Rearrangements bei Erwachsenen tritt mit
wesentlich kirzerer Latenzzeit auf, als t-AML mit anderen genetischen Charakteristika
[12,22]. Der Grund fir diese kurze Entstehungszeit ist die auf3ergewdhnlich niedrige Rate
an zusatzlichen kooperierenden Mutationen, die in der Leukdmogenese der KMT2A-r
Leukamien bendtigt werden [13,24].

Das Gen KMT2A liegt auf Chromosom 11923 und kodiert fur die Methyltransferase KMT2A,
die zur Gruppe der Trithoraxproteine zahlt. Im physiologischen Zustand fuhrt das Protein
KMT2A mittels Histonmethylierung an Histon 3 Lysin 4 (H3K4) zur gezielten Aktivierung der
Expression bestimmter Gene wahrend der Entwicklung. [25,26] KMT2A besteht aus zwei
funktionellen Untereinheiten: Das N-terminale Fragment erkennt und bindet spezifische
DNA-Sequenzen, wohingegen das C-terminale Fragment die SET-Doméane (Su(var)3-9,
Enhancer-of-zeste and Trithorax-Domane) enthélt, die als Methyltransferase wirkt [25].

Die fur diese Arbeit relevanten KMT2A-Aberrationen im Zusammenhang mit AML sind
Translokationen und partielle Tandemduplikationen (PTD) des KMT2A Gens. KMT2A-PTD
entstehen durch eine in-frame Wiederholung von Exonen und filhren zu einer verstarkten
Aktivitat des Gens (gain of function). Die bei padiatrischer AML haufigeren KMT2A-
Translokationen entstehen durch eine fehlerhafte DNA-Reparatur ~ von
Doppelstrangbriichen. [27] Dabei kommt es zur Fusion des N-Terminus des KMT2A Gens
mit einem Translokationspartner. Derzeit sind tGber 90 verschiedene Fusionspartner in der
Genese der KMT2A-r AML bekannt. [28] Obwohl die KMT2A Fusionsgene aufgrund der
zahlreichen unterschiedlichen Fusionspartner eine sehr heterogene Gruppe darstellen,
fihren die meisten der bislang bekannten KMT2A Translokationen zu einem identischen
dysregulierten Expressionsprogramm bestimmter Zielgene und damit zur leukdmischen
Transformation [29]. Eine Gruppe von Genen, deren Transkription besonders stark durch
Wildtyp-KMT2A und KMT2A-Fusionen beeinflusst wird, ist die Familie der HOX-Gene [30].



14 HOX-Gene

Die hochkonservierten Homeobox- (HOX-) Gene kodieren fur eine Gruppe von 39
Transkriptionsfaktoren und sind in vier verschiedenen Clustern (HOXA-D) auf vier
unterschiedlichen Chromosomen lokalisiert [31]. Mittels eines komplexen, streng
kontrollierten Expressionsprogramms innerhalb eines Clusters regulieren die HOX-Gene
den zeitlichen und raumlichen Ablauf der Extremitatenentwicklung und die Entwicklung der

Organe entlang der anterior-posterior Achse wahrend der Embryogenese [32,33].

In der Hamatopoese werden die HOX-Gene analog zur Embryonalentwicklung in einem
hochspezifischen Muster exprimiert. Die Expressionslevel der HOX-Gene sind in CD34*
hamatopoetischen Stammzellen (HSC) und friihen Vorlauferzellen am héchsten und sinken
wahrend der hamatopoetischen Differenzierung, bis in den differenzierten CD34" Zellen des
Knochenmarks praktisch keine Expression der HOX-Gene mehr nachweisbar ist. (s.
Abbildung 1) [34]

Innerhalb der Population der friihen CD34* hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen
(HSPC) werden die anterioren 3" HOX-Gene (HOX1-6) besonders hoch in den primitiven
HSC exprimiert und im Verlauf herunterreguliert, wahrend die posterioren 5° HOX-Gene
(HOX7-13) erst in den etwas weiter differenzierten, friihen Vorlauferzellen hoch exprimiert
werden [35]. Die Uberexpression von HOX-Genen in Mausmodellen fiihrt zur Proliferation
von HSPC und zu einem Block der hamatopoetischen Differenzierung [36,37].

Zusatzlich zu dieser zeitlichen Spezifitat findet auch eine Linien-spezifische Expression der
HOX-Gene statt: Die verschiedenen HOX-Cluster werden jeweils in unterschiedlichen
hamatopoetischen Reihen exprimiert. So findet sich eine hohe Expression der HOXA-Gene
in myeloischen Vorlauferzellen, wohingegen die HOXB-Gene hauptsachlich in der
erythroiden Reihe und die HOXC-Gene vorwiegend in der lymphatischen Reihe exprimiert
werden [38].

Die Anordnung der HOX-Gene in Clustern ermdglicht die gezielte Koordination ihrer
Expression durch Chromatinmodifikationen. Als wichtiger chromatinmodifizierender
Regulator der regelrechten HOX Expression wahrend der Embryogenese und
Hamatopoese gilt KMT2A. Ein Kmt2a-Knockout fuhrt in Mausmodellen zu einer stark
verminderten Expression der Hox-Gene und infolgedessen zu einer drastischen Reduktion
der Anzahl an hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen [39,40]. Die strenge Kontrolle

der HOX Expression durch KMT2A ist folglich essentiell fir die normale hAmatopoetische
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Differenzierung. Demgegeniber filhren KMT2A-Aberrationen zu Stoérungen der HOX
Regulation und damit zu schweren Defekten der Hamatopoese. Im physiologischen Zustand
bindet KMT2A an die Promotoren der HOX-Gene und aktiviert mittels H3K4-Methylierung
die HOX Transkription in den friihen Stadien der Hamatopoese [41]. (s. Abbildung 1)
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Abbildung 1: Physiologische Expression der HOX-Gene in der Hamatopoese durch
KMT2A

Im Rahmen von KMT2A-Fusionen bleibt das N-terminale KMT2A Fragment, das fir die
Erkennung und Bindung von DNA-Sequenzen verantwortlich ist, erhalten, wohingegen die
C-terminale SET-Domane, die die physiologische Methyltransferaseaktivitat ausulbt,
verloren geht [26,42]. Daflir rekrutieren die Fusionspartner Proteinkomplexe wie z.B. DOT1L
oder PRMT1, die ihrerseits als Methyltransferasen wirken [43,44]. DOTLL fihrt dabei zu
einer H3K79 Histonmethylierung und PRMT1 bewirkt eine H4R3 Histonmethylierung
[44,45]. Infolge dieser abnormen Chromatinmodifikationen durch die KMT2A-
Fusionspartner kommt es zur verstarkten und veranderten transkriptionellen Aktivierung der
HOX-Gene [43,44].

Eine weitere Art von KMT2A-Aberrationen, die zur Leukdmogenese fuhren, sind KMT2A-
PTD. Bei KMT2A-PTD bleibt die C-terminale SET-Domane erhalten. Die Verdopplung von
Exonen im Rahmen der PTD bewirkt jedoch eine erhthte Aktivitdt der Methyltransferase
KMT2A (gain of function) und damit eine gesteigerte H3K4 Methylierung von HOX-
Promotoren [46].

Die Dysregulation der HOX-Gene durch KMT2A-Fusionen oder KMT2A-PTD fiihrt zu einer

gesteigerten Proliferation von unreifen hAmatopoetischen Zellen und zu einem Block der



Differenzierung und tréagt damit zur Leukdmogenese bei [47,48]. (s. Abbildung 2)
Demzufolge handelt es sich bei den HOX-Genen um Onkogene.
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Abbildung 2: Ektope Expression der HOX-Gene infolge KMT2A-Aberrationen bei AML

Die Expression von HOX-Genen gilt zudem als wichtiger prognostischer Faktor der AML.
Sowohl hohe globale Expressionslevel der HOX-Gene, als auch eine Uberexpression
bestimmter einzelner HOX-Gene, wie z.B. HOXA9 und HOXAA4, sind mit einer schlechten
klinischen Prognose assoziiert [49-51]. Eine verminderte HOX Expression findet sich

hingegen bei AML-Patienten mit einer gtinstigen Prognose [52].

Innerhalb der HOX-Cluster befinden sich zahlreiche Gensequenzen, die fur lange nicht-
kodierende RNAs (IncRNAs) und microRNAs kodieren. Diese RNAs Uben vielfaltige
Funktionen aus und tragen damit zum komplexen Regulationsmechanismus der HOX-Gene

wahrend der Hamatopoese und Leukdmogenese bei.

1.5 IncRNASs

Uber viele Jahrzehnte standen lediglich Proteine im Fokus der Genetik und es galt das
Paradigma: DNA wird zu RNA transkribiert, RNA wird in ein Protein translatiert und das
Protein fuhrt zellulare Funktionen aus. Allerdings kodieren lediglich 2% des menschlichen
Genoms fur Proteine [53]. Die restlichen, nicht-kodierenden Abschnitte des Genoms wurden
lange Zeit als ,evolutionarer Mull“ betrachtet. Die Entdeckung, dass rund Dreiviertel des
Genoms, also ein wesentlich groRerer Anteil als nur die proteinkodierenden Sequenzen,
transkribiert werden, hat zu einer grundlegenden wissenschaftlichen Revolution gefihrt.

Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass ein Grol3teil des menschlichen Genoms in nicht-



kodierende RNAs Ubersetzt wird, die selbst wichtige biologische Funktionen innerhalb der
Zelle austben [54]. Die heterogene Klasse der nicht-kodierenden RNA umfasst u.a.
IncRNAs und kurze nicht-kodierende RNAs wie microRNAs [55].

LncRNAs bilden die groRte Gruppe aller nicht-kodierenden RNAs und machen rund zwei
Drittel des gesamten menschlichen Transkriptoms aus [56]. Als IncRNAs werden alle nicht-
kodierenden RNAs definiert, die langer als 200 Basenpaare sind. LhcRNAs kommen in allen
Spezies vor, sind jedoch in geringerem Ausmald konserviert als proteinkodierende Gene.
Viele IncRNAs werden zudem spezifisch in Primaten exprimiert [57]. Es wird daher
postuliert, dass sich komplexe Organismen eher aufgrund der Menge und Vielfalt der nicht-
kodierenden RNAs entwickeln konnten, als aufgrund von unterschiedlichen
proteinkodierenden Genen [58]. Ebenso wie mRNAs werden IncRNAs von der RNA
Polymerase Il transkribiert und in den meisten Fallen am 5° Ende gecappt, gespleil3t und
polyadenyliert [59]. Die Transkription von IncRNAs wird dabei ebenso durch
Histonmodifikationen reguliert [57]. Im Vergleich zu proteinkodierenden Genen sind die
Expressionslevel von IncRNAs insgesamt niedriger, jedoch spezifischer fir unterschiedliche

Differenzierungsstufen und unterschiedliche Gewebetypen [57].

LncRNAs sind in zahlreiche essentielle zellulare Prozesse involviert: So sind IncRNAs an
der genomischen Pragung (genomic imprinting) von Genen [60] und an der Inaktivierung
des X-Chromosoms in weiblichen Zellen [61] beteiligt und regulieren zudem die
Genexpression auf der Ebene der Chromatinkonfiguration [62-64], der Transkription [65]
und der post-transkriptionellen Prozessierung [66]. Dadurch spielen IncRNAs nicht nur in
physiologischen Vorgangen, wie der Entwicklung und Differenzierung, eine entscheidende
Rolle, sondern auch in der Entstehung von Krankheiten [67,68]. Uberexpression,
Mutationen und Herunterregulation von IncRNAs finden sich bei zahlreichen malignen
Erkrankungen [69], aber auch bei neurodegenerativen Erkrankungen [70], kongenitalen
Syndromen [71] und Stoffwechselerkrankungen [72].

Von besonderer Relevanz fir die vorliegende Arbeit sind die Prozesse der Hamatopoese
und der Leukdmogenese. Diesbeziiglich konnte gezeigt werden, dass in unterschiedlichen
physiologischen hamatopoetischen Differenzierungsstufen und Zellreihen und in
verschiedenen zytogenetischen AML-Subgruppen jeweils spezifische IncRNA-Muster

exprimiert werden [73].



1.6 IncRNAs innerhalb der HOX-Cluster

In den HOX-Clustern sind neben den proteinkodierenden Genen auch Gene fir hunderte
IncRNAs lokalisiert. Diese HOX-IncRNAs werden wahrend der Differenzierung im selben
raumlich und zeitlich spezifischen Muster exprimiert, wie die benachbarten
proteinkodierenden Gene. [74] Die ungewdhnlich hohe Dichte an IncRNAs innerhalb der
HOX-Cluster und die Tatsache, dass die sequentielle HOX Genexpression prazise mittels
epigenetischer Modifikationen koordiniert wird, legen nahe, dass HOX-IncRNAs
moglicherweise als wichtige Regulatoren der Expression der proteinkodierenden HOX-
Gene agieren. Seit ihrer erstmaligen Beschreibung 2007 wurden mehrere HOX-IncRNAs
funktionell charakterisiert, insbesondere HOTAIR, HOTTIP und HOTAIRM1 [63,74-76].
Dabei konnte gezeigt werden, dass HOX-IncRNAs nicht nur die Expression von
benachbarten und weiter entfernten HOX-Genen beeinflussen [63,74], sondern dass sie
daruber hinaus auch wichtige Signalwege unabhangig von den HOX-Genen regulieren [77].
Eine aberrante Expression von HOX-IncRNAs konnte zudem in zahlreichen Tumorentitaten
nachgewiesen werden [78].

1.7 Genomischer Locus der IncRNA HOXA10-AS

Thema dieser Arbeit ist die erstmalige Charakterisierung der IncRNA HOXA10-AS im
Kontext der Hamatopoese und der Leukdmogenese. Das INncRNA Gen HOXAL10-AS ist auf
Chromosom 7p15.2 am posterioren Ende des HOXA-Clusters lokalisiert und liegt auf dem
Antisense-Strang gegenltber dem proteinkodierenden Gen HOXA10 und gegenliber dem
Gen der microRNA miR-196b [79] (s. Abbildung 3). Dabei Uberlappt die Sequenz des 3
Endes von HOXA10 mit dem 3‘ Ende von HOXA10-AS, wahrend die komplette Sequenz
von mir-196b komplementéar zu einem Teil der HOXA10-AS Sequenz ist (s. Abbildung 3).
Das Gen HOXA10-AS kann in drei verschiedene IncRNA-Isoformen transkribiert und
prozessiert werden. Die in diesem Projekt untersuchte Isoform HOXA10-AS-202, bestehend

aus drei Exonen, hat eine Gesamtlange von 1161 Basenpaaren [79].
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Abbildung 3: Genomischer Locus der IncRNA HOXA10-AS gegenliber der Onkogene
HOXA10 und mir-196b

Die der IncRNA gegenuberliegenden Gene, HOXA10 und mir-196b, sind als wichtige
Regulatoren der Hamatopoese bekannt und entscheidend an der Pathogenese von KMT2A-
r AML beteiligt.

HOXA10 wird wie alle anderen HOX-Gene im physiologischen Zustand in
hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen hoch exprimiert und wéahrend der
Differenzierung herunterreguliert [80]. In akuten Leukamien wird HOXA10 durch KMT2A-
Aberrationen Uberexprimiert [30] und ist mit einer schlechten Prognose assoziiert [49,81].

Analog zu den benachbarten proteinkodierenden Genen ist auch die Expression von miR-
196b in HSC am héchsten und sinkt wahrend der hdmatopoetischen Differenzierung [82,83].
Die Uberexpression in HSPC in vitro fiihrt ebenfalls zu einer gesteigerten Proliferation und
einem partiellen Block der Differenzierung [82]. In akuten Leuk&mien findet sich eine miR-
196b Uberexpression in Subtypen mit KMT2A-Aberrationen [84] und in anderen Subtypen
mit einer gesteigerten HOX Expression [85]. In Patienten mit AML ist die Uberexpression
von miR-196b als unabhangiger prognostischer Faktor mit einem schlechteren Outcome
assoziiert [86,87].



2. Zielstellung

Die zeitlich und raumlich differentielle Expression der HOX-Gene ist essentiell fir die

regelrechte Hamatopoese. Dementsprechend tragt die Dysregulation der HOX-

Genexpression durch KMT2A-Aberrationen zur Entstehung von akuten Leukamien bei.

Innerhalb der HOX-Cluster befinden sich Gene fiur zahlreiche IncRNAs, die wahrend der

Differenzierung im gleichen spezifischen Muster exprimiert werden, wie die benachbarten

proteinkodierenden Gene. Die Untersuchung einzelner HOX-IncRNAs hat gezeigt, dass

diese nicht nur die Expression benachbarter oder weiter entfernter HOX-Gene regulieren,

sondern auch einen unabhéangigen Effekt auf andere Signalwege haben kdénnen. Somit

wirken HOX-IncRNAs selbst als wichtige Faktoren in der Differenzierung und Onkogenese.

Der genomische Locus der IncRNA HOXA10-AS ist im Rahmen der Hamatopoese und

Leukdmogenese bereits gut untersucht: Sowohl das proteinkodierende Gen HOXA10 als

auch die microRNA miR-196b sind entscheidend an der hamatopoetischen Differenzierung

beteiligt und im Rahmen von KMT2A-r AML uberexprimiert.

Basierend auf diesen Vorkenntnissen ist es Ziel dieser Arbeit, die folgenden

Fragestellungen zu beantworten:

1. Welchen Einfluss hat HOXA10-AS auf die physiologische Hamatopoese?

2. Welche Rolle spielt HOXA10-AS in der Pathogenese der AML, insbesondere der
KMT2A-r AML?

3. Uber welchen Mechanismus (bt die INcRNA HOXA10-AS ihre Wirkung aus? Ist ein
Effekt auf die benachbarten Onkogene HOXA10 und mir-196b nachzuweisen?

4. Wie lassen sich die molekularbiologischen Erkenntnisse Uber HOXAL10-AS in die

klinische Anwendung transferieren?
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3. Material und Methodik

3.1 Zellkultur

3.1.1 Zelllinien

Die AML-Zelllinien ML-2, EOL-1, MOLM-13, MV4-11 und NB-4 sowie die Zelllinie HEK293T
wurden vom Leibniz-Institut Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
GmbH (DSMZ) erworben und in der empfohlenen Zelldichte und den empfohlenen Medien
kultiviert (s. Tabelle 1). HEK293T Zellen wurden in DMEM (Biochrom) + 10% FCS (Thermo
Fisher Scientific, Gibco) + 1% PenStrep + 1% Natriumpyruvat + 1% Glutamin + 1% MEM-
NEAA (alle Sigma Aldrich) kultiviert. Bei jeder Passage der adharenten HEK293t-Zellen
wurde Trypsin (Thermo Fisher Scientific (Gibco)) 1:10-fach verdinnt zum Ablésen der
Zellen verwendet. Zellzahlungen wurden mittels Neubauer-Zahlkammer (Paul Marienfeld

GmbH) nach Anfarbung mit Trypanblau (Biochrom) durchgefiihrt.

Tabelle 1: Genutzte Zelllinien und ihre Charakteristika

Zelllinie FAB-Klassifikation Zytogenetik Kulturmedium
ML-2 AML M4 t(6;11)(q27;923)
: : RPMI 1640 (Lonza)
EOL-1 eosinophile AML KMT2A-PTD
: +10% FCS + 1%
MOLM-13 AML M5a ins(11;9)(q23;p22p23)
PenStrep + 1%
MV4-11 AML M5 t(4;11)(q21;923) _
Natriumpyruvat
NB-4 AML M3 (APL) t(15;17)(g22;911-12.1)

3.1.2 Hamatopoetische Zellen

HSPCs aus dem Nabelschnurblut, HSPCs aus dem peripheren Blut und alle anderen
mononuklearen Zellen wurden von anonymen gesunden Probanden gespendet. Die
mononuklearen Zellen wurden aus den peripheren Blutproben oder dem Nabelschnurblut
mithilfe des Dichtegradienten Uber eine Ficoll-Losung (GE HealthcarelLife Sciences)
selektiert. Die verschiedenen h&matopoetischen Zellpopulationen wurden in Vorarbeiten
unserer Gruppe [73] anhand von Oberflachenmarkern durchflusszytometrisch sortiert (s.

Tabelle 2). HSPCs aus peripherem Blut und aus Nabelschnurblut wurden durch Markieren
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von CD34-positiven Zellen mit magnetischen Beads (MicroBead Kit, Miltenyi Biotech)

geman den Anweisungen des Herstellers isoliert.

Tabelle 2: Durchflusszytometrische Sortierung der einzelnen hamatopoetischen

Zellpopulationen

Zelltyp Oberflachenmarker
HSCs Lin-/ CD34*/ CD38-
CMPs Lin-/ CD34 */ CD38 */ CD123 * / CD45RA™Me!
GMPs Lin-/ CD34 */ CD38 */ CD123*/ CD45RAMc
Granulozyten FShoch SShoch  CD15 *, CD66 *
Monozyten FShoch  gGniedrigmittel C14 +
NK-Zellen FgQniedig - ggniedig  CD56 *, CD3"
CDA4-T-Zellen FgSniedig  ggniedis CD3 *, CD4 *, CD8 -
CD8-T-Zellen FgSniedig  ggniedis CD3 *, CD4~, CD8 *
B-Zellen FgSniedig - ggniedis  CD19 *, CD3-, CD56~

3.1.3 AML-Patientenblasten

AML-Patientenproben wurden von der AML-Studiengruppe Berlin-Frankfurt-Munster (AML-
BFM-SG, Essen, Deutschland) zur Verfigung gestellt. Die Patientenblasten (PDX) wurden
durch serielle in vivo Transplantationen in transgene Mause im Rahmen von Vorarbeiten
unserer Gruppe expandiert. Die in vitro Kultivierung der PDX erfolgte in StemSpan SFEM
(StemCell Technologies) mit 1% PenStrep (Sigma-Aldrich), 50 ng/mL SCF, 50 ng/mL FLT3,
20 ng/mL TPO, 10 ng/mL IL6, 2,5 ng/mL IL3 (alle Peprotech), StemRegenin 1 (SR1, 750nM;
Stemcell Technologies) und UM171 (350nM; Stemcell Technologies). [88] Die Herkunft und
genetischen Merkmale der verwendeten Patientenblasten sind in Tabelle 3

zusammengefasst:

Tabelle 3: Charakteristika der verwendeten AML-Patientenblasten

PDX#1 PDX#2
Patientenalter bei 10 Jahre 8 Jahre
Diagnose
FAB-Klassifikation AML M5 AML M4
Zytogenetik t(9;11)(p22;923) 1(9;11)(p22;923)
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Die informierte Einwilligung wurde von allen Studienteilnehmern oder Betreuern eingeholt.
Alle Untersuchungen wurden von der 0rtlichen Ethikkommission der Medizinischen
Hochschule Hannover und der Martin-Luther-Universitat Halle-Wittenberg genehmigt und in
Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki und den ortlichen Gesetzen und

Vorschriften durchgefihrt.

3.2 Hamatopoetischer Differenzierungsassay
Die Zusammensetzung des Kultivierungsmediums zur Expansion der HSPCs vor der
Transduktion sowie der monozytaren Differenzierungsmedien [89] sind im Folgenden

dargestellt:

Tabelle 4: Zusammensetzung der Differenzierungsmedien fir HSPCs

Expansionsmedium StemSpan SFEM?, PenStrep? 1%, Ciprobay*
0,10%, SCF3100 ng/ml, FLT3® 100 ng/ml, IL-6% 20 ng/ml,
TPO350 ng/ml

SR-1!' 0,75 uM, UM-1711 0,1 uM

Monozytares RPMI 16402, PenStrep? 1%, Ciprobay* 0,10%, FCS?
Differenzierungsmedium 10,00%, L-Glutamin? 1,00%, FLT3® 50 ng/ml, GM-CSF?
Woche 1 10 ng/ml, M-CSF?® 50 ng/ml, IL-3% 10 ng/ml, IL-62 10ng/ml
Monozytares RPMI 16402, PenStrep? 1%, Ciprobay* 0,10%, FCS?
Differenzierungsmedium 10,00%, L-Glutamin? 1,00%, GM-CSF® 10 ng/ml, M-CSF?
Woche 2 50 ng/ml, IL-6% 10ng/ml

1 - StemCell Technologies, ? - Thermo Fisher Scientific (Gibco), * — Immunotools, * -

Fresenius Kabi

Fur die koloniebildenden-Assays auf Basis von Methylcellulosegel (MethoCult™, Human
Methylcellulose Complete Medium HSCO003, R & D Systems) wurden initial 10 000 Zellen
pro Platte verwendet. Die Zellen wurden fur die anfangliche Plattierung in
Resuspensionslésung (50% IMDM, 50% FCS (beide Thermo Fisher Scientific, Gibco))
aufgenommen und in jeweils 1ml Methocult-Medium mit Zusatz von Pen/Strep, Ciprobay
und Amphotericin B gegeben. Die Auszéhlung der verschiedenen hamatopoetischen
Kolonietypen erfolgte lichtmikroskopisch.

Fur die Zytospins wurden 100 000 Zellen in 100ul FACS-Puffer aufgenommen und bei

300rpm fir 5 Minuten zentrifugiert. Anschlieend erfolgte die Farbung mittels May-
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Grunwald-Giemsa-Farbung. Die Ausstriche wurden mit dem elektronischen Lichtmikroskop
BZ-9000 (Keyence) untersucht.

3.3 Molekularbiologische Verfahren

3.3.1 RNA-Isolation, cDNA-Synthese und quantitative real time-PCR

Die RNA-Extraktion erfolgte mit dem Quick RNA Microprep Kit oder dem Quick RNA
Miniprep Kit (beide Zymo Research). Die RNA-Konzentration wurde mittels Nanodrop2000
(Thermo Fisher Scientific) gemessen. Die cDNA-Synthese wurde entweder mit dem High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems) mit 1000ng bis 2000ng
RNA-Input oder fiir die Messung von microRNA-Expressionsleveln mit dem Tagman
microRNA reverse transcription kit (Applied Biosystems) mit 10ng RNA-Input durchgefuhrt.
Fur gRT-PCRs wurde als fluoreszierendes Reportermolekil der SYBR Select Mastermix
(Applied Biosystems) und fir die Messung der microRNA-Expression der Tagman Universal
PCR Master Mix (Applied Biosystems) genutzt. Als Housekeeping-Gene kamen Beta-2-
Microglobulin (B2M) bzw. RNU48 und U6 fur die tagman-PCR zum Einsatz. Als
Negativkontrolle wurde ein Ansatz mit DNAse-freiem Wasser anstelle von cDNA verwendet.
Die Proben wurden in Duplikaten gemessen. Die Sequenzen der Primer sind in Abschnitt
3.13 aufgefiihrt. Alle Messungen wurden an einem StepOnePlus Cycler (Applied
Biosystems) vorgenommen und mit der StepOne Software v.2.3 ausgewertet. Folgende

Parameter wurden fir die qRT-PCR verwendet (s. Tabelle 5):

Tabelle 5: Verwendete Temperatur- und Zeitparameter bei der gRT-PCR
gRT-PCR-Parameter

Denaturierung 95°C fir 15 Sek.
Primerhybridisierung 58,5°C fir 15 Sek.
Elongation 72°C fur 30 Sek.

Im Anschluss an den PCR-Prozess folgte eine Schmelzkurve von 56-95°C zur Detektion
unspezifischer Doppelstrang-DNA oder Primer-Dimere.
Fur die Messung der Expression des Zielgens wurde die Differenz der threshold cycle-Werte

(ACt) des Housekeeping-Gens und des Zielgens bestimmt. ACt wurde folgendermalien

—(Ct(Probe)-Ct(Housekeeper)). . . . . . .
berechnet: 2 Fir die Ermittlung der Anderung der Genexpression im
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Rahmen der Uberexpressions- bzw. Knockdown-Experimente wurde die geNORM AACt
Berechnung genutzt [90]: AACt=ACt(Probe)-ACt(Kontrolle).

3.3.2 Zellulare Fraktionierung

Die Fraktionierung der zellularen Kompartimente in zytosolisch, nuklear-l6slich und nuklear-
chromatin-assoziiert erfolgte wie bereits beschrieben [91]. Zur Auftrennung der Bestandteile
in zytosolisch und nukledr-gesamt wurde Lésung RLN1 verwendet, zur Auftrennung der
nuklearen Bestandteile Losung RLN2 (s. Tabelle 6). Im Anschluss erfolgte die RNA-
Isolierung, cDNA-Synthese und gRT-PCR (s. Abschnitt 3.3.1).

Tabelle 6: Zusammensetzung der Lésungen, die zur zellularen Fraktionierung genutzt

wurden

RLN1 RLN2
H.O (Thermo Fisher Scientific) H.O (Thermo Fisher Scientific)
50 mM TrisHCI pH 8,0 (Bio-Rad) 50 mM TrisHCI pH 8,0 (Bio-Rad)
140mM NacCl (Sigma-Aldrich) 500mM NacCl (Sigma-Aldrich)
1,5mM MgCl. (Sigma-Aldrich) 1,5mM MgCl; (Sigma-Aldrich)
0,5% NP40 (Invitrogen) 0,5% NP40 (Invitrogen)
2mM VRC (Sigma-Aldrich) 2mM VRC (Sigma-Aldrich)

3.4 Klonierung

3.4.1 Klonierung LBid-HOXA10-AS:GFP

Fur die Klonierung des Uberexpressionsvektors LBid-HOXA10-AS:GFP wurde die
HOXA10-AS-Sequenz als Insert in den in unserer Arbeitsgruppe entwickelten LncRNA-
Vektor LBid-Inc-GFP [92] eingefiigt (s. Abbildung 4). Dazu wurde die Gensequenz flr
HOXA10-AS (Isoform 202) aus einem pMA-Vektor (Life Technologies) mit den
Restriktionsenzymen Agel und Xhol (beide Thermo Fisher Scientific) herausgeschnitten und
das Vektor-Backbone LBid-Inc:GFP mit den gleichen Restriktionsenzymen verdaut. Der
Restriktionsansatz fur das Insertfragment enthielt jeweils 2ul der Dbeiden
Restriktionsenzyme, 4ul Tango Puffer (Thermo Fisher Scientific), 10ug des Vektors pMA-
HOXA10-AS und H>O. Der Verdau erfolgte fur 120 Minuten bei 37°C. Zur Selektion des

Fragments wurde das Inkubationsprodukt in ein 1,5%-iges Agarosegel (TE-Puffer
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(AppliChem), Agarose (Invitrogen) und Midori Green (Nippon Genetics)) gegeben. Dazu
wurde der Probe 6xTriTrack DNA Loading Dye (Thermo Scientific) hinzugefligt. Eine DNA-
Leiter (GeneRuler 100 oder 1000bp DNA Ladder (Thermo Scientific)) diente als
GroRenvergleich. Es erfolgte eine Fotoaufnahme des Gels mittels ChemiDoc XRS (Bio-Rad)
und anschlieRend das Ausschneiden der erwarteten Bande auf einem UV Transilluminator
(peglab). Die Aufreinigung wurde mittels GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Scientific)
durchgefuhrt.

Der Restriktionsansatz fur den Vektor LBid-Inc:GFP setzte sich aus 2000ng des Vektors,
jeweils 2l der Enzyme Agel und Xhol, 5ul Tango Puffer und H.O (Thermo Fisher Scientific)
zusammen. Die Inkubation erfolgte fir 120 Minuten bei 37°C. Zur Dephosphorylierung
wurde anschlieRend 1ul FastAP Alkaline Phosphatase (Thermo Fisher Scientific)
hinzugefligt und der Ansatz fur weitere 15 Minuten inkubiert. Der linearisierte Vektor wurde
in ein Agarosegel gegeben und daraufhin mittels GeneJET Gel Extraction Kit aufgereinigt.

Fur die Ligation wurden der Vektor und das Fragment in einem Volumenverhaltnis von 1:3
gemischt und zusammen mit den Komponenten des Rapid DNA Ligation Kit (Roche) fir
mindestens 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Ein Ansatz mit DNAse-freiem

Wasser anstelle des Inserts diente als Negativkontrolle.

LBid-HOXA10-AS

9517 bp

Abbildung 4: Schematischer Aufbau des Uberexpressionsvektors LBid-HOXA10-AS:GFP
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Es wurden 2-5ul des Ligationsprodukts mit 50ul XL-1 Blue E. coli-Bakterien
zusammengegeben. Zunachst wurde die Reaktion fir 5 Minuten auf Eis gestellt, dann
erfolgte fur 40 Sekunden die Transformation im Hitzeschock bei 42°C und schlie3lich die
erneute Ruhephase auf Eis fir 5 Minuten. Nach Hinzuftigen von 200ul SOC-Medium (SOB-
Medium (Carl Roth) mit MgCl. (Carl Roth), MgSO4 (Carl Roth) und Glucose (Merck)) wurde
der Ansatz bei 37°C fur mindestens 30 Minuten in einem Schittler inkubiert. Die
Bakteriensuspension wurde auf LB-Platten (1% Trypton, 1% NacCl, 0,3% Hefeextrakt, 1,5%
Agar mit Ampicillin (alle Applichem)) zur Selektion der Kolonien gegeben und tber Nacht
bei 37°C inkubiert. Daraufhin wurden die Kolonien von den LB-Platten jeweils einzeln in LB-
Medium (H.O (Thermo Fisher Scientific) mit 0,5% Hefeextrakt, 1% Trypton, 1%
Natriumchlorid (alle Applichem)) mit Ampicillin transferiert und erneut tGber Nacht bei 37°C
inkubiert. Die Plasmidpraparation erfolgte mittels GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo
Fisher Scientific) gemafr Herstellerangaben. Zur Kontrolle des Ligationserfolgs wurde ein

Kontrollverdau mit Agel und Xhol (Thermo Fisher Scientific) durchgeftihrt.

Zur Sequenzierung wurden 1200ng des klonierten Vektors, 3ul des Sequenzierprimers (s.
Abschnitt 3.13) und H.O zusammengegeben und von Microsynth Seglab in Goéttingen
verarbeitet. Es erfolgte ein Abgleich der klonierten Sequenz mit der Zielsequenz mit Hilfe
des ClustalW-Blast. Anschliel3end wurde das Plasmid mittels Plasmid Maxi Kit (Quiagen)
prapariert.

3.4.2 Klonierung pLKO5d.SFFV.eGFP.miR30n-shHOXA10-AS

Die shRNAs (Sequenzen s. Abschnitt 3.13) wurden als DNA-Oligonukleotide (Integrated
DNA Technologies) produziert. Die Phosphorylierung von Sense- und Antisense-
Oligonukleotiden erfolgte mittels T4 Polynukleotidkinase und T4 DNA Ligase Puffer (beide
Thermo Fisher Scientific). Die Annealing-PCR der Oligonukleotide lief folgendermaf3en ab:
37°C flr 45 Minuten, 95°C fir 2,5 Minuten, schrittweises Herunterkiihlen mit 0,1°C/Sekunde
bis auf 22°C. Der Restriktionsansatz des Vektors pLKO5d.SFFV.eGFP.miR30n (Addgene
#90333) [73] enthielt das Restriktionsenzym BsmBI, sowie den Puffer 3.1 (beide NEB) und
H20. Nach der Dephaosphorylierung mit FastAP und der Gelaufreinigung des linearisierten
Vektors mittels GeneJET Gel Extraction Kit erfolgte die Ligation des Oligonukleotid-Duplex
mit 30-50ug des Vektors durch T4 DNA Ligase und T4 DNA Ligase Puffer (beide Thermo

Fisher Scientific).
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Fur den shRNA-Reporterassay wurde ein gBlock (Integrated DNA Technologies) mit den
shRNA-Bindungsstellen entworfen und mithilfe der Restriktionsenzyme Xhol und EcoRI
(Thermo Fisher Scientific) in einen pTtNPT-Vektor kloniert [93]. HEL-Zellen (DSMZ) wurden
zur Durchfiihrung des Reporterassays mit dem gBlock-Vektor und den shRNA-Vektoren
transduziert. Die shRNA-Effizienz wurde mittels des durchflusszytometrisch ermittelten
Anteils der Fluoreszenz-positiven Zellen im Vergleich zu einer nicht-bindenden shRNA 6

Tage post-Transduktion berechnet.

3.4.3 Klonierung SGL40C.CRISPR.EFS.GFP-dual-sgHOXA10-AS

AML-Zelllinien wurden mit dem Vektor pLKO5d.SFFV.Cas9.P2A.BSD transduziert, um
stabile Cas9-exprimierende Zelllinien zu generieren. Zur Selektion der mit Cas9-
transduzierten Zellen wurde Blasticidin (Applichem) eingesetzt.

Die sgRNAs wurden mithilfe des CCTop-Online-Tools entworfen und als DNA-
Oligonukleotide (Integrated DNA Technologies) hergestellt. Die Klonierung der sgRNA-
Paare in den dual-sgRNA-Vektor SGL40C.CRISPR.EFS.GFP [94,95] erfolgte analog zur
Klonierung des shRNA-Vektors (s. Abschnitt 3.4.2).

Fur die Untersuchung der Effizienz der sgRNAs im Rahmen eines Reporterassays wurden
die sgRNA-Bindungsstellen in unseren SIN40C.SFFV.sfGFP-Rep.iPAC-Vektor eingefiigt.
[94] HEL-Zellen wurden daraufhin mit dem Reportervektor und den sgRNA transduziert. Die
SgRNA-Effizienz wurde anhand der Reduktion des Anteils der Fluoreszenz-positiven Zellen
im Vergleich zu einer nicht-bindenden sgRNA 6 Tage post-Transduktion

durchflusszsytometrisch untersucht.

35 Herstellung lentiviraler Partikel

Zur Herstellung lentiviraler Partikel wurden HEK293t-Zellen mit den Vektoren mittels
Polyethylenimin-Losung (PEI) (Polysciences) im Verhaltnis 3:1 (PEI:DNA) transfiziert. Als
Verpackungsplasmide wurden psPAX2 (Addgene, Plasmid #12260) und pMD2.G
(Addgene, Plasmid #12259) genutzt. Der Transduktionsansatz fir eine Petrischale mit
einem Durchmesser von 10 Zentimetern setzte sich wie folgt zusammen: 18ug DNA
insgesamt (6pg Vektor, 10pg psPAX2, 2ug MD2.g), 200ul OptiMEM (Thermo Fisher
Scientific, Gibco), 200ul PEI-Ldsung. 6-8 Stunden post-Transfektion erfolgte im Rahmen
eines Mediumwechsels das Hinzufigen von 2mM Koffein zum DMEM. Fiur die
Aufkonzentration wurden die lentiviralen Partikel im Mediumuberstand zweimalig (32 und

56 Stunden post-Transfektion) gesammelt, durch 0,45um-Filter (Sarstedt) filtiert und
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anschliel3end bei 12000rpm und 4°C Uber Nacht ultrazentrifugiert (Beckman L-70 Ultra
Centrifuge). Die Resuspension des Virus erfolgte in IMDM (Thermo Fisher Scientific, Gibco).
Im Anschluss wurden die Viruspartikel mit dem Lenti-X-Concentrator-Kit (TaKaRa) in einem
Verhaltnis von 3:1 (Virus: Concentrator) gemafll den Angaben des Herstellers weiter
aufkonzentriert. Der Virus wurde in StemSpan SFEM (StemCell Technologies)
resuspendiert und bei -80°C gelagert. Fir die Virustitration wurden HEL-Zellen mit
unterschiedlichen Konzentrationen des 1:10 mit PBS verdiinnten Virus in Anwesenheit von
1mg/ml Polybrene (Sigma Aldrich) transduziert. Die nach 72h gemessene Fluoreszenz
diente der Berechnung der Viruskonzentration.

3.6 Transduktion

Fur die Transduktion der HSPCs, ML-2 Zellen und PDX mit dem Uberexpressionsvektor
LBid-HOXA10-AS:GFP wurden aufkonzentrierte Viruspartikel verwendet. Zur Steigerung
der Transduktionseffizienz wurde 2pg/ml Hexadimethrinbromid (Polybrene (Sigma Aldrich))
hinzugefligt. HSPCs wurden auf mit Retronectin (TaKaRa) benetzten Zellkulturplatten mit
einer MOI (Multiplizitat der Infektion) von 50 transduziert. Die Selektion der transduzierten
HSPCs erfolgte mittels Durchflusszytometrie. Zur Transduktion der Zelllinien mit den
shRNA- und sgRNA-Vektoren wurde der Virustiberstand der transfizierten HEK293t-Zellen

genutzt.

3.7 LNA-GapmeRs

LNA-GapmeRs gegen HOXA10-AS wurden von Exigon entworfen und bereitgestellt (s.
Abschnitt 3.13). Negativkontrolle B (Exigon) wurde als nicht-bindende Kontrolle verwendet.
Die Proliferation der Zelllinien wurden nach Hinzugugabe von 2,5uM LNA-GapmeRs an Tag
0 und Tag 5 zum Kulturmedium (unassistierte Aufnahme) durch durchflusszytometrische

Zellz&hlung analysiert.

3.8 NF-kB-Signaltransduktionsassays

Fur die NF-xB-Signaltransduktionsassays wurden 1 x 10° transduzierte GFP* ML-2-Zellen
in 2% Paraformaldehyd fixiert und unter Verwendung von eiskaltem Methanol
permeabilisiert. Phosphoryliertes p65 (pSer529) wurde mittels Durchflusszytometrie unter
Verwendung eines PE-Maus-Anti-NF-kB-p65-(pS529)-Antikdrpers (Klon K10-895.12.50;

BD Biosciences) nachgewiesen. Fir die NF-kB-Inhibitionsexperimente in ML-2 Zellen und
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HSPCs wurden die Zellen 72 Stunden vor der FACS-Messung mit 1uM BMS-345541 (Sigma
Aldrich) behandelt. Als Kontrolle wurden den Zellen DMSO (Sigma Aldrich) hinzugefuigt. Im
Rahmen des ML-2-Zell-Proliferationsassays wurde BMS-345541 in Konzentrationen von

0,5 uM, 1 uM und 2,5 uM bei jedem Mediumwechsel alle 2-3 Tage hinzugefugt.

3.9 Mausexperimente

Primare humane AML-Zellen (PDX) wurden mittels OKT3 (BioXCell) CD3-depletiert und
nach serieller Transplantation fir den in vivo shRNA-Knockdown-Versuch im
Xenotransplantat-Mausmodell verwendet [88]. Dazu wurden AML-Zellen 2 Tage post-
Transduktion in mit 2,5Gy bestrahlte immundefiziente NOD.Cg-Prkdcscd12rg™™Wi/SzJ-
Empfangertiere (NSG Mause, Charles River) intravends transplantiert. Zum Endpunkt des
Experiments wurden die Versuchstiere mittels CO; narkotisiert und mit einer zervikalen
Dislokation euthanasiert. Es erfolgte die Praparation der Femur- und Tibiaknochen beidseits
sowie der Leber und der Milz. Nach Filterung der Zellen durch ein Zellsieb (BD Biosciences)
folgten mehrere Wasch- und Zentrifugationsschritte. Zur Lyse der Erythrozyten wurde RBC-
Lysis-Puffer (PBS (Sigma Aldrich) mit NH4ClI (Sigma Aldrich), KHCO3 (Sigma Aldrich) und
EDTA (Applichem)) verwendet. Die isolierten Zellen wurden per FACS-Analyse untersucht.
Alle Tierversuche wurden von den zusténdigen Behdrden genehmigt.

3.10 Microarray-Genexpressionsanalyse

Die Genexpressionsanalysen wurden in der Core-Facility des Helmholtz-Zentrums fir
Infektionsforschung in Braunschweig unter Verwendung des Gene-Expression Affymetrix
Microarray Clariom™ S Pico Assay als Array-Plattform durchgefihrt. Die Daten wurden
mittels R verarbeitet und analysiert. Die Uberpriifung der Array-Qualitat erfolgte mittels
Sondenintensitatsverteilung und Hauptkomponentenanalyse von log2-transformierten
Rohdaten. Die Daten wurden log2-transformiert, quantiinormalisiert und mit dem LIMMA.-
Paket auf differentielle Expression getestet. Die Arrays wurden mithilfe der Clariom ™ S
Array-Clusterannotationen fur humane Transkripte, Version 36 (Affymetrix NetAffx-
Webportal) annotiert. Mit Hilfe der BROAD GSEA-Software wurde eine Gene Set
Enrichment Analyse der differentiell exprimierten Gene durchgefiihrt. Die Gen-Sets fur die
GSEA wurden der Datenbank MSigDB.v6.2 ™ enthommen (C2, C3, C5, C6, hallmark gene
sets). Fir die Genontologie (GO) -Analyse signifikant hochregulierter Gene wurde g: Profiler

verwendet.
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3.11 Durchflusszytometrie

Durchflusszytometrische  Analysen der transduzierten HSPCs, Zelllinien und
Patientenexplosionen wurden mit einem FACS Canto Durchflusszytometer (BD
Biosciences) oder einem CytoFLEX B5-R3-V5 (Beckman Coulter) durchgefiihrt. Die
Sortierung erfolgte an einem FACSAria Il (SORP) oder FACSAria Fusion (BD Biosciences)
in der Core Facility der Medizinischen Hochschule Hannover. Fir die Datenanalyse wurde
die Software Kaluza 1.3/ 1.5 (Beckman Coulter) verwendet. Vor der FACS-Analyse wurden
die Zellen in FACS-Puffer (PBS + 2% FCS + 2mM EDTA) resuspendiert. Fir die Farbung
der hamatopoetischen Oberflachenmarker kamen folgende Antikorper zum Einsatz: CD163-
PE (BD Biosciences), CD11b-PeCy7 (Beckman Coulter), CD14-APC (Beckman Coulter),
CD45-Vv500 (BD Biosciences), CD163-APC-Cy7 (Biolegend), CD45-APC (BD Biosciences),
CD15-BV605 (BD Biosciences) und CD66b-PE (BD Biosciences).

3.12 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte mittels GraphPad Prism Version 6 und
7 (STATCON). Je nach experimentellem Design wurde dazu die zweifaktorieller
Varianzanalyse (2-Way-ANOVA) oder der ungepaarte t-Test verwendet. Aus Replikaten
wurden die Mittelwerte berechnet und in den Grafiken + Standardabweichung (SD) oder
Standardfehler (SEM) gezeigt. Dabei wurde ein Signifikanzniveau von 0,05 gewahlt. Fur alle
Abbildungen gilt: ns = nicht-signifikant; * = p < 0,05; ** = p < 0,01.

3.13 Weitere Materialien

3.13.1 Ubersicht der qRT-PCR Primer

HOXA10-AS fwd AGGAGAGAACCCTGCCATCG
HOXA10-AS rev TGGCAAACGGGCTTGACTTT
HOXA10 fwd TTCCGAGAGCAGCAAAGC
HOXA10 rev CAGTTGGCTGCGTTTTCAC
HOXA9 fwd AAAAACAACCCAGCGAAGGC
HOXA9 rev AGTTGGCTGCTGGGTTATTG

B2M fwd TGTGTCTGGGTTTCATCCATCCGA
B2M rev CACACGGCAGGCATACTCATCTTT
miR-196b tagman Primer Applied Biosystems ID-Nr #002215
U6 tagman Primer Applied Biosystems ID-Nr #001973
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RNU48 tagman Primer

Applied Biosystems ID-Nr #001006

3.13.2 Ubersicht der Sequenzierungsprimer

LBid-Inc-Vektor Seq fwd
LBid-Inc-Vektor Seq Mitte
LBid-Inc-Vektor Seq rev
shRNA-Vektor Seq fwd
sgRNA-Vektor Seq fwd

GAGCTCACAACCCCTCACTC

GGGGGAAAAAGCCATATCAT

AGGCCCGAAGGAATAGAAGA
GTTTGAATGAGGCTTCAGTACTTT
AGTACAAAATACGTGACGTAG

3.13.3 Ubersicht der Zielsequenzen der loss of function-Versuche

ShRNA-HOXA10-AS#1
ShRNA-HOXA10-AS#2
ShRNA-HOXA10-AS#3
SgRNA-HOXA10-AS-Pair#1 fwd
SgRNA-HOXA10-AS-Pair#l rev
SgRNA-HOXA10-AS-Pair#2 fwd
SgRNA-HOXA10-AS-Pair#2 rev
SgRNA-HOXA10-AS-Pair#3 fwd
SgRNA-HOXA10-AS-Pair#3 rev
SgRNA-HOXA10-AS-Pair#4 fwd
SgRNA-HOXA10-AS-Pair#4 rev
LNA-GapmeR#1
LNA-GapmeR#2

3.13.4 Weitere Labormaterialien
Accu-jet pro Pipettierhelfer
Falcon-Rohrchen (15ml, 50ml)
FACS-RoOhrchen

Spritzenfilter Filtropur S 0,2pum ,0,45um
Gefrierréhrchen

MicroAmp optische 96-Well- gPCR Platten
MicroAmp optische qCR 8-Rdéhrchen-
Streifen

MicroAmp gqPRC Folien

AGGACAATATCTATCTCT
AGGACAATATCTATCTCTAT
GAGACGATTTCAACTGAAGTA
TCCGGTCGTGATCATAACCGAGG
CACGCCCCCGGCGTCCGCGAAGG
TCCGGTCGTGATCATAACCGAGG
CCGCGAAGGAGCAGCCAACCTAA
GGCCTCCCTGCCCTCGATATGGG
CACGCCCCCGGCGTCCGCGAAGG
GGCCTCCCTGCCCTCGATATGGG
CCGCGAAGGAGCAGCCAACCTAA
CAAAGTCAAGCCCGTT
GCACCATTGACCTCAG

Brand Tech Scientific

Greiner Bio-one

Sarstedt

Sarstedt

Thermo Fisher Scientific, Nunc
Applied Biosystems

Applied Biosystems

Applied Biosystems
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PCR-Gefal3e 8-Rdhrchen-Streifen

PCR-Gefalle Deckel
Pipettenspitzen mit Filter, steril,
(2,5ul, 10ul, 100pl, 1000ul)
SafeSeal Reaktionsgefalie steril
0,5ml, 1,5ml, 2ml

Serologische Pipetten

2ml, 5ml, 10ml, 25ml, 50ml

Zellkulturplatten und Zellkulturflaschen,

Suspension/adharent
Nunclon Petrischale 10x35 mm
Zellsieb 40 um

3.13.5 Gerate

Axiovert 40CFL Mikroskop
BBD 6220 CO2 Inkubator
Beckman L-70 Ultrazentrifuge
Binder Inkubator

BZ-9000 Fluoreszenzmikroskop
ChemiDoc XRS

CO2 incubator C200
CytoFLEX B5-R3-V5
Cytospin 2 Zentrifuge
Eppendorf 5424 Zentrifuge
Eppendorf 5418 Zentrifuge
FACS Canto

Gel Doc XR+

GFL Wasserbad

Heraeus Fresco 17 Zentrifuge

Heraeus Megafuge 1.0R Zentrifuge

Heraeus Megafuge 16 Zentrifuge
Heraeus Multifuge X3 Zentrifuge
Labcycler 96

Lab Dancer Vortexer

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

Sarstedt

Thermo Fisher Scientific, Nunc

BD Biosciences

Carl Zeiss

Thermo Fisher Scientific
Beckman Coulter
Binder

Keyence

Bio-Rad

Labotect

Beckman Coulter
Shandon

Eppendorf

Eppendorf

BD Biosciences
Bio-Rad

Omnilab

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Sensoquest

IKA



Liebherr Premium NoFrost, 4°C und -20°C Liebherr

Mini-SUB® Cell GT Gelkammer

MS 3 basic Vortexer

Multitron Standard Inkubator
NanoDrop 2000 Spectrophotometer
Olympus CKX 41 Mikrsoskop
PeqStar 96 Universal Gradient Cycler
PowerPac Basic Power Supply

RM5 Shaker

Sharp Inverter Mikrowelle

Sanyo MDF-U73V Gefrierschrank
Sartorius CPA64 Waage

Sorvall RC6+ Superspeed Zentrifuge
Sprout® Mini-Centrifuge
StepOnePlus Real-Time PCR system
TFX-20-ML UV-Geréat

Thermomixer comfort

Vortex Genie 2

Bio-Rad

IKA

Infors-HAT

Thermo Fisher Scientific
Olympus

Peqglab

Bio-Rad

Karl Hecht

Sharp

Sanyo

Sartorius

Thermo Fisher Scientific
Heathrow Scientific
Applied Biosystems
Peglab

Eppendorf

Scientific Industries
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4. Ergebnisse

4.1 HOXA10-AS in der Hamatopoese

4.1.1 Expressionsprofil der Gene des HOXA10-AS Locus wéahrend der Hamatopoese
Im ersten Schritt dieser Arbeit wurde untersucht, in welchem Mal3e die IncRNA HOXA10-
AS wahrend der unterschiedlichen Stadien der physiologische Hamatopoese exprimiert
wird. Im Rahmen von Vorarbeiten unserer Gruppe wurden unterschiedliche
hamatopoetische Zellpopulationen aus dem peripheren Blut gesunder Spender mittels
durchflusszytometrischer Sortierung anhand von Zelltyp-spezifischen
Oberflachenmerkmalen gewonnen. Folgende Zellpopulationen  wurden verwendet:
Hamatopoetische Stammzellen (HSC), gemeinsame myeloische Progenitoren (CMP),
Megakaryozyten-Erythrozyten-Progenitoren (MEP), Granulozyten-Makrophagen-
Progenitoren (GMP), erythroide Zellen (Ery), Natirlichen Killerzellen (NKC), Monozyten
(Mono), CD8-T-Lymphozyten (CD8-TC), CD4-T-Lymphozyten (CD4-TC), Megakaryozyten
(MK) und Granulozyten (GC). Die Expression von HOXA10-AS und der benachbarten Gene
HOXA10 und mir-196b wurde mittels quantitativer Real-Time Polymerase-Kettenreaktion
(QRT-PCR) bzw. TagMan®PCR in den unterschiedlichen hamatopoetischen
Zellpopulationen bestimmt. Die Genexpression wurde in Relation zu dem Housekeeping-
Gen (HK) Beta-2-Mikroglobulin (fir HOXA10-AS und HOXA10) bzw. zu den Housekeeping-
Genen RNU48 und U6 (fir mir-196b) ermittelt. Dabei zeigte sich, dass HOXA10-AS
ausschlief3lich in HSCs hoch exprimiert wird und im Verlauf der weiteren Himatopoese stark
herunterreguliert wird, sodass in differenzierten hamatologischen Zellen, wie Erythrozyten,
Lymphozyten und Granulozyten nahezu keine Expression dieser IncRNA mehr nachweisbar
ist (s. Abbildung 5).
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Abbildung 5: HOXA10-AS Expressionsprofil in der Hamatopoese

(Mittelwerte + SEM (n > 3))

Die benachbarten Gene HOXA10 und mir-196b werden, wie bereits beschrieben [35,83],
ebenfalls hoch in HSCs exprimiert, im Gegensatz zu HOXA10-AS bleibt ihre Expression
jedoch auch in den hamatopoetischen Vorlauferzellpopulationen, wie den CMPs und GMPs
noch relativ hoch und sinkt erst im Laufe der weiteren Differenzierung stark ab (s.
Abbildung 6).
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Abbildung 6: HOXA10 & miR-196b Expressionsprofil in der Hamatopoese
(Mittelwerte + SEM (n > 3))
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4.1.2 Einfluss der HOXA10-AS Uberexpression auf die monozytare Differenzierung
Das spezifische Expressionsmuster von HOXAL10-AS deutet auf eine wichtige
regulatorische Funktion der IncRNA in der Hamatopoese hin. Um den Einfluss von HOXA10-
AS auf die myeloide Differenzierung zu untersuchen, wurden CD34*" hamatopoetische
Stamm- und Vorlauferzellen aus dem peripheren Blut gesunder Probanden (HSPCs)
lentiviral mit HOXA10-AS  transduziert und daraufhin in  monozytarem
Differenzierungsmedium kultiviert.

Fur die virale Uberexpression von IncRNAs wurde in unserer Arbeitsgruppe ein lentiviraler
Vektor (LBid-Inc) mit bidirektionalem Promotorsystem generiert, der eine Expression der
jeweiligen IncRNA ohne angrenzende virale Sequenzelemente ermoglicht [92]. Dabei
befindet sich der SFFV-Promotor in antisense-Richtung vor der IncRNA-Kassette, gefolgt
von einer downstream poly- A-Sequenz, welche die Transkription der IncRNA terminiert.
Dabei bleiben die Sequenz und Sekundarstruktur der IncRNA erhalten, ohne dass virale
Sequenzen mit transkribiert werden. Der sense-CMV-Promotor steht vor der Sequenz fur
ein Fluoreszenzprotein - in diesem Fall eGFP oder dTomato - das als Selektionsmarker fiir
die transduzierten Zellen dient. Dieses bidirektionale Promotorsystem ermdglicht somit eine
zuverlassige Kontrolle der Transduktionseffizienz mittels Detektion der Fluoreszenz und

gleichzeitig eine konstante Uberexpression der IncRNA (s. Abbildung 7).

svioss  ANREE S RGN o

Abbildung 7: Schematische Darstellung des lentiviralen LBid-Inc Uberexpressionsvektors

Im Anschluss an die Klonierung von HOXA10-AS in den LBid-Inc Vektor, die lentivirale
Transduktion von HSPCs und die durchflusszytometrische Sortierung der fluoreszierenden
Zellen wurden die Effekte der HOXA10-AS Uberexpression auf die monozytare
Differenzierung anhand von Proliferationsanalysen, Durchflusszytometrie, Lichtmikroskopie

und Koloniebildungsassays genauer charakterisiert (s. Abbildung 8).
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus

Die HOXA10-AS Expressionslevel, die im Rahmen der lentiviralen Uberexpression erzielt

werden konnten, wurden mittels gRT-PCR quantifiziert (s. Abbildung 9). Als Kontrolle

dienten dabei HSPCs, die mit dem leeren LBid-Inc Vektor transduziert wurden.
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Abbildung 9: HOXA10-AS Expression in transduzierten HSPCs an Tag 5 der

Differenzierung
(Mittelwerte + SD (n=6))
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Im in vitro Differenzierungsassay wurde die monozytare Differenzierungskapazitat der
Zellen an Tag 11 mittels durchflusszytometrischer Detektion der Oberflachenantigene
CD11b, CD14 und CD163 analysiert. Dabei ergab sich jeweils eine signifikante Reduktion
der monozytaren CD11b*/CD14* (1,7-fache Reduktion, p<0,0001) und CD14*/CD163* (2,1-
fache Reduktion, p<0,0001) Zellpopulationen (s. Abbildung 10).

P<.0001 P<.0001

| 1.0 |

1.0+

0.54 0.5

CD11b*/ CD14*
Zellen/Kontrolle
CD14%/ CD163"
Zellen/Kontrolle

0.0 0.0-
Kontrolle HOXA10-AS Kontrolle HOXA10-AS

Abbildung 10: FACS-Analyse der monozytaren Differenzierung
(Mittelwerte + SD (n=3), ungepaarter t-Test)

Dieser partielle Differenzierungsblock konnte auch auf zytomorphologischer Ebene verifziert
werden: In der lichtmikroskopischen Untersuchung der mit May-Grinwald-Giemsa-Féarbung
behandelten transduzierten Zellen an Tag 10 der monozytaren Differenzierung zeigte sich,
dass die HOXA10-AS Uberexprimierenden Zellen im Vergleich zu den unauffélligen
Monozyten der Kontrollgruppe deutlich kleiner waren, starker kondensierte Nuklei und

weniger Zytoplasma aufwiesen und damit morphologisch am ehesten unreifen monozytéren

B

‘.

Vorlauferzellen ahnelten (s. Abbildung 11).
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Abbildung 11: Morphologie der transduzierten Zellen an Tag 10 der monozytaren
Differenzierung
(400-fache VergrofRerung)
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Die generelle  hamatopoetische  Differenzierungskapazitat der HOXAL10-AS
Uberexprimierenden HSPCs wurde mittels Koloniebildungsassays untersucht. Dazu wurden
10 000 transduzierte Zellen unmittelbar nach der FACS-Sortierung in ein Medium auf
Methylzellulosebasis transferiert und tGber eine Dauer von 14 Tagen kultiviert. Dabei zeigte
sich eine deutliche Reduktion der Anzahl der granulozytaren und monozytaren Kolonien
(CFU-G/M), wohingegen die Anzahl der erythrozytaren Kolonietypen (CFU-E, BFU-E)
unverandert blieb (s. Abbildung 12).
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Abbildung 12: Koloniebildungsassay der transduzierten HSPCs
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(Mittelwert — SD (n=4); zweifaktorielle Varianzanalyse, **p<0.01, ns= nicht signifikant)

4.2 HOXA10-AS in der Leukdmogenese

4.2.1 Expressionsprofil der Gene des HOXA10-AS Locus in zytogenetischen AML-
Subtypen

Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit liegt auf der Charakterisierung der Rolle der IncRNA
HOXA10-AS in der Entstehung und Aufrechterhaltung der Akuten Myeloischen Leukamie.
Dazu wurden zunachst die Expressionslevel von HOXA10-AS und den benachbarten
Onkogenen HOXA10 und mir-196b in unterschiedlichen AML-Zelllinien verschiedener
zytogenetischer Subgruppen mittels qRT-PCR bestimmt. Die Genexpression wurde in
Relation zu dem Housekeeping-Gen (HK) Beta-2-Mikroglobulin (fir HOXA10-AS und
HOXA10) bzw. zu den Housekeeping-Genen RNU48 und U6 (fur miR-196b) bestimmt.
Dabei zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der HOXAL10-AS Expression zwischen
verschiedenen zytogenetischen AML-Subgruppen: In Zelllinien mit KMT2A-r Aberrationen
(Translokation t(4;11): MV4-11; Translokation t(9;11); NOMO-1, THP-1; Translokation
t(6;11): SHI-1, ML-2; Insertion ins(11;9): MOLM-13; partielle Tandemduplikation: EOL-1)
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wurde HOXAL10-AS hoher exprimiert als in AML-Zelllinien anderer zytogenetischer
Subgruppen (s. Abbildung 13).
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Abbildung 13: Expressionsprofil von HOXAL10-AS in AML-Zelllinien

(links: Mittelwerte + SEM (n > 2), rechts: Gegeniberstellung mittels t-Test)

Im Gegensatz zu HOXA10-AS zeigte die Expression der benachbarten Gene HOXA10 und
mir-196b keinen solchen Unterschied zwischen den entsprechenden KMT2A-r und non-
KMT2A-r Zelllinien (s. Abbildung 14).
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Abbildung 14: Expressionsprofil von HOXA10 und miR-196b in AML-Zelllinien

(links: Mittelwerte + SEM (n > 2), rechts: Gegentberstellungen mittels t-Test)
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In Vorarbeiten unserer Gruppe wurde ein IncRNA-Atlas fir die Hamatopoese und
Leukamien erstellt [73]. Fur die vorliegende Arbeit wurde in den Microarray-Datenséatzen
des IncRNA-Atlas die Expression von HOXAL0-AS in primaren Blasten padiatrischer AML-
Patienten untersucht. Im Vergleich zu anderen zytogenetischen Subgruppen wurde
HOXA10-AS in den KMT2A-translozierten Patientenblasten (t(9;11) und t(10;11)) am
hdchsten exprimiert. Ein signifikanter Unterschied in der HOXA10-AS Expression bestand
jeweils zwischen den Patientenkohorten mit t(15;17) und t(9;11) (2,5-fach erhohte
Expression, p=0,0101) sowie t(8;21) und t(9;11) (1,9-fach erhdhte Expression, p=0,0109)
(s. Abbildung 15).
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Abbildung 15: Microarray-Expressionsprofil in padiatrischen AML-Patientenkohorten

(einfaktorielle Varianzanalyse)

4.2.2 Einfluss der HOXA10-AS Uberexpression auf die Leukdmogenese

Im nachsten Schritt erfolgte mit Hilfe von gain- und loss of function Experimenten eine
funktionelle Charakterisierung der Rolle von HOXA10-AS in der Leukamogenese.

Fur die gain-of-function Untersuchung wurden zwei verschiedene AML-Zelllinien lentiviral
transduziert und mittels in vitro Proliferationsassays analysiert. Fur die lentivirale HOXA10-
AS Uberexpression wurden die gleichen Vektoren (LBid-HOXA10-AS:GFP bzw. LBid-
Inc:GFP als Kontrolle) genutzt wie fir die Uberexpression in HSPCs (s. Kapitel 4.1.2). Da
die vorherigen Expressionsprofile auf eine hohe Relevanz von HOXA10-AS in KMT2A-r
AML-Zellen hindeuten, wurden fir die Uberexpression ML-2 Zellen sowie laboreigene

KMT2A-r-Patientenblasten (im Folgenden PDX#1 genannt) verwendet.
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ML-2 wurde als etablierte Zelllinie mit KMT2A-Translokation aufgrund der vergleichsweise
geringen endogenen HOXAL10-AS Expression (vgl. Abbildung 13) ausgewahlt. In der in
vitro Proliferationsanalyse zeigte sich ein signifikant verstarktes Wachstum der ML-2 Zellen
mit HOXA10-AS Uberexpression im Vergleich zu den Kontrolizellen (s. Abbildung 16).

GFP+ Zellen /[Kontrolle
/Tag 2

Tage in Kultur

Abbildung 16: Proliferation der transduzierten (=GFP-positiven) ML-2 Zellen

(Mittelwerte + SD (n=3), zweifaktorielle Varianzanalyse, **p<0.01)

Die Patientenblasten PDX#1 stammen von einem zehnjahrigen AML-Patienten und tragen
eine t(9;11)-Translokation. Durch serielle in vivo-Transplantationen in transgene Mause im
Rahmen von Vorarbeiten unserer Gruppe konnten die Patientenblasten kultiviert und
vermehrt werden. Auch die PDX#1-Zellen prasentierten bei HOXA10-AS Uberexpression

eine signifikant verstarkte leukédmische Proliferation (s. Abbildung 17).

GFP+ Zellen /Kontrolle
/Tag 2
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Abbildung 17: Proliferation der transduzierten (=GFP-positiven) PDX#1 Zellen

(Mittelwerte + SD (n=3), zweifaktorielle Varianzanalyse, **p<0.01)
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4.2.3 Einfluss der HOXA10-AS Herunterregulierung auf die Leukéamogenese

Im Rahmen der loss of function Experimente wurden drei unterschiedliche Methoden
verwendet: shRNA-vermittelte Herunterregulierung, CRISPR/Cas9-vermittelte Exzision und
LNA-GapmeRs.

Fur den shRNA-vermittelten Knockdown wurden zunachst mehrere shRNAs gegen
HOXA10-AS entsprechend den SENSOR Design Regeln [96] entworfen und in den shRNA-
Vektor pLKOS5d.SFFV.eGFP.miR30n kloniert. Als Kontrolle (sh-Kontrolle) wurde eine
shRNA gegen die Renilla-Luciferase, die in menschlichen Zellen nicht bindet, genutzt. In
Anschluss an den shRNA-Reporterassay, in dem die Knockdown-Effizienz der entworfenen
ShRNAs getestet wurde, wurden drei HOXA10-AS-shRNAs fur die weiteren
Untersuchungen ausgewahlt. Es erfolgte die lentivirale Transduktion von drei
verschiedenen KMT2A-r Zelllinien sowie einer non-KMT2A-r Zelllinie mit den shRNAs. Als
KMT2A-r Zelllinien wurden die drei Zelllinien mit der hdochsten endogenen HOXA10-AS
Expression ausgewdahlt: EOL-1, MOLM-13, MV4-11 (s. Abbildung 13). Die verwendete
non-KMT2A-r Zelllinie NB4 zeigte hingegen eine niedrige endogene HOXA10-AS
Expression (s. Abbildung 13).

Der funktionelle Einfluss der HOXA10-AS Herunterregulierung wurde daraufhin in
Proliferationsassays untersucht. Nach 21 Tagen der in vitro Kultivierung zeigten die KMT2A-
r Blasten, die mit shRNAs gegen HOXA10-AS transduziert worden waren, ein signifikant
vermindertes Wachstum im Vergleich zu den entsprechenden non-KMT2A-r Zellen
(p<0,0001; s. Abbildung 18).
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Abbildung 18: Anzahl der mit shRNAs transduzierten Zellen an Tag 21 des
Proliferationsassays

(ungepaarter t-Test, Mittelwert + SEM (n>2)
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Der HOXA10-AS Knockdown in den KMT2A-r-Zelllinien konnte mittels gRT-PCR validiert
werden (s. Abbildung 19). Aufgrund der &auRerst geringen endogenen HOXAL10-AS
Expression lieRen sich nach der Transduktion der shRNAs keine messbaren Level von
HOXA10-AS in der non-KMT2A-r Kontrollzelllinie NB-4 detektieren.
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Abbildung 19: Expression von HOXA10-AS in den transduzierten Zellen an Tag 5 des
Proliferationsassays
(Mittelwerte + SD (n=3))

Um eine loss of function von HOXA10-AS auch auf genomischer Ebene zu untersuchen,
wurde die CRISPR/Cas9-vermittelte Exzision genutzt. Dazu wurden vier verschiedene
sgRNA Paare gegen die Promotorregion und den Transkriptionsstartpunkt von HOXA10-AS
entworfen (s. Abbildung 20) und in unseren etablierten lentiviralen dual-sgRNA Vektor
SGL40C.CRISPR.EFS.GFP kloniert. Ein nicht-bindendes sgRNA-Paar gegen Luciferase
fungierte als Kontrolle.
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Abbildung 20: Schematische Darstellung der vier CRISPR/Cas9-vermittelten

Exzsisionsstellen
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Vier Zelllinien (KMT2A-r: EOL-1, MOLM-13, MV4-11; non-KMT2A-r: NB-4) wurden mit Cas9
transduziert. Die Transduktion und der Proliferationsassay der Zelllinien erfolgten analog zu
dem shRNA-Knockdown-Experiment.

Auch hierbei ergab sich fur die mit HOXA10-AS-sgRNAs transduzierten KMT2A-r Zelllinien
in Relation zu den entsprechenden non-KMT2A-r Zellen an Tag 21 der in vitro Kultivierung

ein verringertes Wachstum (p=0,04; s. Abbildung 21).
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Abbildung 21: Anzahl der mit sgRNAs transduzierten Zellen an Tag 21 des
Proliferationsassays
(ungepaarter t-Test, Mittelwert + SEM (n=3)

Aus den vorherigen gain- und loss of function Untersuchungen ergibt sich die Hypothese,
dass die Expression von HOXA10-AS fiur die Aufrechterhaltung des Wachstums von
KMT2A-r Leukamiezellen notwendig ist. Zur Verifzierung dieser Hypothese wurde mit LNA-
GapmeRs ein weiteres Knockdown-Instrument genutzt: LNA-GapmeRs sind Einzelstrang-
Antisense-Oligonukleotide (ASOs), die aus zwei unterschiedlichen Komponenten bestehen
(s. Abbildung 22). Die Locked-Nucleid-Acids (LNAs), die die Oligonukleotide seitlich
begrenzen, binden komplementar an die Ziel-RNA und vermitteln zudem eine Resistenz
gegen den Abbau der LNA-GapmeRs durch intrazellulare Endo- und Exonukleasen. Der in
der Mitte zwischen den Oligonukleotiden gelegene DNA-Strang (,Gap“) dient der
Aktivierung der RNAse H-vermittelten Degradation der Komplexe aus Ziel-RNA und LNA-
GapmeR. Zu den Vorteilen der LNA-GapmerRs z&hlt, dass ein Strang-spezifischer

Knockdown erzielt wird und dass die Methode ohne lentivirale Vektoren auskommt.

36



IncRNA

T

LNA LNA

LNA-GapmeR

RNAse H

Abbildung 22: Schematische Darstellung der Funktionsweise von LNA-GapmeRs

In eigenen Vorversuchen wurden die LNA-GapmeRs hinsichtlich der

Abbau

optimalen

Konzentration, des Zeitpunkts der maximalen zellularen Aufnahme, der Lokalisation der

intrazellularen Anreicherung und einer moglichen Toxizitat untersucht (Ergebnisse hier nicht

dargestellt). Nach unassistierter Aufnahme der LNA-GapmeRs in die Zelllinien (EOL-1,

MOLM-13, MV4-11, NB4) wurden in vitro Proliferationsassays durchgefiihrt. Diese ergaben
fir den LNA-GapmeR-vermittelten HOXAL10-AS Knockdown ebenfalls ein signifikant

verringertes Wachstum von KMT2A-r Zelllinien gegeniber non-KMT2A-r Zelllinien an Tag

21 (p=0,023; s. Abbildung 23).
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Abbildung 23: Anzahl der LNA-GapmeR behandelten Zellen an Tag 21 des

Proliferationsassays

(ungepaarter t-Test, Mittelwert + SEM (n=2)
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4.3 Funktionsmechanismus der IncRNA HOXA10-AS

Um erste Hinweise auf den Funktionsmechanismus von HOXAL10-AS zu erlangen, wurde
die intrazellulare Lokalisation der IncRNA analysiert. Dazu wurden die beiden AML-Zelllinien
mit der hochsten intrinsischen HOXAL10-AS Expression, EOL-1 und MOLM-13, in ihre
zellularen Kompartimente ,Nukledr Chromatin-assoziiert’, ,Nuklear I6slich“ und
LZytoplasma® fraktioniert, aus denen daraufhin die RNA isoliert und die Expression von
HOXA10-AS und den Kontrollgenen (B2M, TERC, XIST) mittels gRT-PCR bestimmt wurde.
Dabei zeigte sich, dass die INCRNA innerhalb der Zelle Giberwiegend im Zytoplasma vorliegt
(s. Abbildung 24).

B2M

TERC

EEE Chromatin-assoziiert
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nuklear 16slich

EmE 7ytoplasma
HOXA10-AS

1 (Zyt) 0 1 (Nuk)

Abbildung 24: Intrazellulare Lokalisation von HOXA10-AS und den Kontrollgenen
(n=2)

Um zu untersuchen, inwieweit die INcCRNA HOXA10-AS mechanistisch einen Einfluss auf
die Expression der benachbarten onkogenen HOX-Clustergene austibt, wurden im Rahmen
der Knockdown-Experimente die Expressionslevel von HOXA10, HOXA9 und miR-196b
mittels gRT-PCR bestimmt.

Es konnte gezeigt werden, dass die shRNA-vermittelte Herunterregulierung von HOXA10-
AS (vgl. Abbildung 18) die Expressionslevel der Nachbargene im Vergleich zu den
Kontrollzellen in der Zelllinie EOL-1 nicht signifikant beeinflusst (s. Abbildung 25). In den
Zelllinien MOLM-13 und MV4-11 fihrte der HOXA10-AS Knockdown mittels shRNAs
lediglich zu inkonsistenten Alterationen der HOXA9 Expression, wohingegen die Expression
von HOXA10 und miR-196b ebenfalls nicht signifikant beeinflusst wurde. In NB-4 Zellen, die
eine geringe endogene HOXA10-AS Expression aufweisen (n.d.= nicht detektierbar), waren
infolge des HOXA10-AS shRNA-Knockdown ebenfalls keine Veranderungen in der

Expression der benachbarten Gene nachweisbar (s. Abbildung 25).
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Abbildung 25: Expression der Clustergene in Zelllinien nach shRNA-Knockdown von
HOXA10-AS
(n>2, n.d. = nicht detektierbar)

Um den Effekt von HOXA10-AS auf die benachbarten Gene genauer zu untersuchen,
wurden infolge der genomischen Exzision der Promotorregion von HOXA10-AS mittels
sgRNAs (vgl. Abbildung 21) Einzelzellklone der Zelllinien MOLM-13, MV4-11 und NB-4
gewonnen. Von der Zelllinie EOL-1 konnten keine Einzelzellklone erhalten werden. Die
Exzision der entsprechenden Genregion wurde mit Sangersequenzierung nachgewiesen.
In der Genexpressionsanalyse der mittels CRISPR/Cas9-Exzision modifizierten Zelllinien
zeigte sich ebenfalls kein Effekt auf die Expression von HOXA10 und HOXA9. Lediglich die
Expression von miR-196b war infolge der HOXA10-AS-Exzision im Gegensatz zu den
Ergebnissen des shRNA-Knockdowns vermindert (s. Abbildung 26).

Da ein Effekt auf die miR-196b-Expression jedoch weder infolge der HOXA10-AS-
Uberexpression in HSPCs noch infolge der shRNA-vermittelten HOXA10-AS-
Herunterregulierung in  Zelllinien nachgewiesen werden konnte, lasst sich
zusammenfassend feststellen, dass eine Modulation der HOXA10-AS Expression keinen

konsistenten Einfluss auf die Genexpression der benachbarten HOXA-Clustergene hat.
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Abbildung 26: Expression der Clustergene in Zelllinien nach CRISPR/Cas9-Exzision von
HOXA10-AS
(n=2)

Sowohl die zytoplasmatische Lokalisation von HOXAL10-AS als auch die Tatsache, dass die
IncRNA keinen Effekt auf die Expression der benachbarten Gene hat, flihrten zu der
Hypothese, dass HOXA10-AS mechanistisch weiter entfernte Gene in trans reguliert. Um
die molekularen Mechanismen infolge einer hohen HOXA10-AS Expression zu
entschlisseln, wurde ein globales Genexpressionsprofi  im Rahmen des
Differenzierungsassays von HOXAL10-AS Uberexprimierenden HSPCs erstellt. Die
lentivirale Uberexpression von HOXA10-AS in HSPCs verminderte signifikant die
monozytare Differenzierung (vgl. Abbildung 10-12). Zur Analyse der HOXA10-AS-
induzierten transkriptionellen  Verénderungen, die diesen Differenzierungsblock
verursachen, wurde das Genexpressionsprofil friher monozytérer Vorlauferzellen mittels
Microarray untersucht. Dazu wurden CD34*-HSPCs mit LBid-HOXA10-AS:GFP bzw. dem
Kontrollvektor LBid-Inc:GFP transduziert. An Tag 5 der myelo-monozytaren in vitro
Differenzierung erfolgte die durchflusszytometrische Sortierung der GFP-positiven
monozytaren Progenitoren. Die frihen monozytaren Vorlauferzellen wurden durch Gating
der hohen CD11b-, niedrigen CD14- und niedrigen CD117-Expression selektiert. Daraufhin
wurde die gesamte RNA dieser Zellen isoliert und das Genexpressionsprofil mittels

Microarray bestimmt (s. Abbildung 27).
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Abbildung 27: Schematischer Versuchsaufbau fir die Microarray-Genexpressionsanalyse

Es konnten 42 Gene identifiziert werden, deren Expression sich zwischen HOXA10-AS
Uberexprimierenden Zellen und Kontrollzellen signifikant unterschied. Davon waren 40
Gene in den HOXA10-AS uberexprimierenden Zellen heraufreguliert und 2 Gene
herunterreguliert. Auch in der Microarray-Genexpressionsanalyse gehoérten die
Nachbargene HOXA9 und HOXA10 nicht zu denjenigen Genen, deren Expression durch
HOXA10-AS beeinflusst wurde. In der Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) der signifikant
unterschiedlich exprimierten Gene, wurde die Gruppe der NF-kB-Zielgene als die Gruppe
der am starksten heraufregulierten Gene identifiziert (s. Abbildung 28). Der
Transkriptionsfaktor NF-«xB  ist oftmals in  AML-Zellen, insbesondere in
monozytischen/monaoblastaren Leukamieformen, konstitutiv aktiviert und wird daher bereits

als potenzieller therapeutischer Angriffspunkt untersucht. [97-99]
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Abbildung 28: Enrichment plot von NF-kB-Zielgenen bei HOXA10-AS Uberexpression
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Zur weiteren Validierung von NF-xB als Zielgen des HOXA10-AS Funktionsmechanismus
wurde die Phosphorylierung der NF-kB-Untereinheit p65 an Serin 529 (pSer529) als Marker
der NF-xB Aktivierung in transduzierten ML-2 Zellen bestimmt. In HOXAL10-AS
Uberexprimierenden Zellen zeigte sich ein signifikanter Anstieg der p65-Phosphorylierung
im Vergleich zu den Kontrollzellen (2,6-facher Anstieg, p=0,0028; s. Abbildung 29). In
einem weiteren Schritt wurden die transduzierten ML-2 Zellen mit BMS-345541 behandelt.
BMS-345541 ist ein Inhibitor der IkB Kinase (IKK), welche tber eine Phosphorylierung des
inhibitorischen Proteins IkBa die Aktivierung des NF-xB Signalstransduktionsweges bewirkt.
Somit flhrt BMS-345541 zu einer verminderten Aktivitdt des NF-kB Signalwegs. Nach
Behandlung der ML-2 Zellen mit BMS-345541 konnte eine deutliche Reduktion der p65-
Phosphorylierung als Marker der NF-xB Aktivierung sowohl in den HOXA10-AS
exprimierenden Zellen als auch in den Kontrollzellen nachgewiesen werden (Kontrolle: 30,3-
fache Reduktion, p=0,02; LBid-HOXA10-AS: 20,6-fache Reduktion, p=0,0005; s.
Abbildung 31).
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Abbildung 29: Prozentsatz der phosphorylierten p65-positiven (pSer529) ML-2-Zellen

Zudem wurde die Proliferation der transduzierten ML-2 Zellen infolge der Behandlung mit
BMS-345541 untersucht. Wahrend sich ohne BMS-345541 fur die HOXA10-AS
Uberexprimierenden ML-2 Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen ein signifikant
gesteigertes Wachstum ergab (vergl. Abbildung 16), hob die Behandlung mit BMS-345541

diesen Proliferationsvorteil auf (s. Abbildung 30).
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Abbildung 30: Proliferation der transduzierten ML-2 Zellen mit/ohne BMS-345541

(Mittelwerte £+ SEM (n=3), zweifaktorielle Varianzanalyse)

Auch im monozytéren Differenzierungsassay bestatigte sich der Effekt von BMS-345541 auf
die HOXA10-AS Wirkung: Der Anteil der differenzierten CD11b*/CD14%- bzw.
CD14%/CD163*-HOXA10-AS-transduzierten Zellen stieg infolge der Behandlung mit BMS-
345541 signifikant, sodass der HOXA10-AS-induzierte monozytare Differenzierungsblock
vollstdndig aufgehoben wurde (CD11b*/CD14*: 1,8-facher Anstieg, p=0,0113;
CD14*/CD163": 2,1-facher Anstieg; p= 0,0001; s. Abbildung 31).

Zusammenfassend stitzen diese Ergebnisse die Hypothese, dass eine gesteigerte

Expression des NF-kB-Signalwegs in den Funktionsmechanismus der IncRNA HOXA10-AS

involviert ist.
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Abbildung 31: FACS-Analyse der monozytaren Differenzierung mit/ohne BMS-345541

(Mittelwerte £ SD (n>3), zweifaktorielle Varianzanalyse)
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4.4 In vivo Anwendung der HOXA10-AS Herunterregulierung

In Hinblick auf einen moglichen therapeutischen Nutzen wurde im nachsten Schritt der
Effekt eines HOXAL10-AS Knockdown im Mausmodell in vivo getestet. Dazu wurden humane
KMT2A-r-AML-Patientenblasten (PDX#2), die zuvor aus tertidren Xenotransplant-Mausen
isoliert worden waren, mit einer shRNA gegen HOXA10-AS bzw. mit einer nicht-bindenden
Kontroll-shRNA transduziert. Die transduzierten Zellen wurden in einem 1:1-Verhaltnis
gemischt, in subletal bestrahlte quaterndre NSG-Mause transplantiert und in einem
kompetitiven Proliferationsassay untersucht (s. Abbildung 32).

sh-HOXA10-AS
(GFP*)

sh-Kontrolle
(dTomato*)

Abbildung 32: Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus des in vivo Knockdown

Dafir wurde der Anteil der mit der HOXA10-AS-shRNA (GFP) bzw. der Kontroll-shRNA -
transduzierten (dTomato*) Blasten mittels FACS zu Beginn des Versuchs in der Zellkultur
(Tag 2 post-Transduktion) sowie zum Endpunkt im Knochenmark, in der Milz und in der
Leber der NSG-Mause gemessen (s. Abbildung 33-35).

post-Transduktion (Tag 2)

10°

dTomato

Abbildung 33: FACS-Plot der transduzierten PDX zu Beginn des Proliferationsassays
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Am Endpunkt des Experiments war der Anteil der AML-Blasten, die die shRNA gegen
HOXA10-AS enthielten, sowohl im Knochenmark (P<0,0001) als auch in der Milz
(P<0,0001) und Leber (P<0,0001) im Vergleich zu den Blasten mit der Kontroll-shRNA
signifikant vermindert (s. Abbildung 34-35).

Diese Ergebnisse unterstreichen die Abhangigkeit des Wachstums von KMT2A-r-AMLs von
der HOXA10-AS Expression.
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Abbildung 34: Reprasentative FACS-Plots am Endpunkt des Versuchs
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5. Diskussion

Innerhalb der letzten Jahrzehnte konnten deutliche Fortschritte hinsichtlich der genetischen
Klassifikation und der individuellen Risikostratifizierung der AML erzielt werden, wohingegen
sich die Behandlungsstrategie der Erkrankung kaum weiterentwickelt hat. Es besteht folglich
die dringende Notwendigkeit, molekularbiologische Erkenntnisse in neue Therapieansatze
umzusetzen.

Umfangreiche genomische Studien wie das ,Cancer Genome Atlas Project” konnten zeigen,
dass sich AML-Zellen verschiedener Patienten bezlglich ihrer molekulargenetischen
Merkmale stark unterscheiden [13]. Die molekulargenetische Heterogenitat der AML betrifft
dabei neben den onkogenen Mutationen und deren nachgeschalteten Signalwegen auch
globale Genexpressionsmuster und DNA-Methylierungsprofile der AML-Zellen [100-102].
Dabei wird ersichtlich, dass nicht nur die veranderte Expression bestimmter Proteine einen
wichtigen Faktor in der komplexen Entstehung von AML darstellt, sondern dass auch
Alterationen der Expression von langen nicht-kodierenden RNAs (IncRNAs) zur
Leukamogenese beitragen kdnnen [73]. Von den zahlreichen INcCRNAs, die in den letzten
Jahren mittels moderner Hochdurchsatzsequenzierungsverfahren identifiziert werden
konnten, wurde bislang lediglich ein geringer Anteil funktionell untersucht.

Inhalt der vorliegenden Arbeit ist die erstmalige Charakterisierung der IncRNA HOXA10-AS

im Kontext der Leukdamogenese und Hamatopoese.

5.1 HOXA10-AS in der Hamatopoese

Die prazise kontrollierte Expression der HOX-Gene spielt eine entscheidende Rolle fiir die
physiologische Embryogenese und Hamatopoese [38,103]. Seitdem vor einigen Jahren
zahlreiche IncRNAs innerhalb der HOX-Gencluster beschrieben wurden, wird vermutet,
dass diese IncRNAs an der Regulation des streng kontrollierten zeitlichen und raumlichen
Expressionsmusters der proteinkodierenden HOX-Gene beteiligt sind [104]. Ein Beispiel fur
eine HOX-IncRNA, die zur Koordination der HOX-Gene wahrend der Hamatopoese beitragt,
ist IcRNA HOTAIRM1. HOTAIRM1 wird wahrend der Hamatopoese unabhangig von
seinem benachbarten Antisense-Gen HOXA1 reguliert und koordiniert wéahrend der
granulozytaren Differenzierung die Expression verschiedener HOX-Gene, wie
beispielsweise HOXA1, HOXA4 und HOXD13. [76]

Der genomische Locus der hier untersuchten IncRNA HOXA10-AS liegt am 3‘ Ende des
HOXA Clusters. Die benachbarten proteinkodierenden Gene HOXA9 und HOXA10 werden
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in hadmatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen hoch exprimiert und im Verlauf der
weiteren myeloiden Differenzierung stark herunterreguliert [80]. In dieser Arbeit konnte fir
HOXAL10-AS ein ahnliches Muster in der Expressionsanalyse mittels qRT-PCR gezeigt
werden. Dabei wurden fir die Genexpressionsanalyse mittels gRT-PCR die PCR-Primer so
ausgewahlt, dass die zu detektierende Sequenz eindeutig HOXA10-AS zugeordnet werden
kann, ohne dabei auch unbeabsichtigt die Expression der Antisense-Gene HOXA10 oder
mir-196b zu messen. Im Unterschied zu den Antisense-Genen HOXA10 und mir-196b, die
auch in frihen myeloischen Progenitorzellpopulationen noch hoch exprimiert werden, zeigte
HOXA10-AS eine streng Stammzell-spezifische Expression. Dies ist moglicherweise ein
Hinweis auf die von den benachbarten Genen unabhéngige Regulation und Funktion der
InNcRNA wéahrend der Hamatopoese. Um die funktionelle Bedeutung der hohen HOXA10-AS
Expression in hamatopoetischen Stammzellen genauer zu untersuchen, wurde die INcRNA
in humanen HSCs lentiviral Uberexprimiert. Im anschlieBenden Differenzierungsassay
zeigte sich mittels Durchflusszytometrie, lichtmikroskopischer Untersuchung und
Koloniebildungsassay eine signifikant eingeschréankte monozytare Differenzierung der
HOXA10-AS uberexprimierenden Zellen. Die Tatsache, dass die Uberexpression von
HOXA10-AS in HSCs die physiologische monozytare Differenzierung beeintrachtigt und
gleichzeitig in KMT2A-r AML Uberexprimiert wird, steht im Einklang mit der Beobachtung,
dass sich KMT2A-r AML in Patienten Uberwiegend als monoblastische Leukamie (AML
WHO Grad M5) prasentiert [12].

Dieser Zusammenhang ist ein erster Hinweis darauf, dass die Uberexpression von
HOXA10-AS an der Pathogenese der KMT2A-r AML beteiligt ist. Zudem zeigen die
Ergebnisse dieser Arbeit, dass die IncRNA in der Himatopoese streng stammzell-spezifisch
exprimiert wird und identifizieren damit HOXA10-AS als einen neuen Faktor in der

Homoostase von HSCs und in der Regulation der hAmatopoetischen Differenzierung.

5.2 HOXA10-AS in der Leukdmogenese

KMT2A-r AML stellt den haufigsten zytogenetischen Subtyp bei Kindern mit AML dar [15].
Eine entscheidende Gemeinsamkeit der zahlreichen unterschiedlichen KMT2A-
Rearrangements ist, dass die KMT2A-Fusionsproteine die Expression der HOX-Gene, die
physiologischerweise durch den Wildtyp des KMT2A-Proteins reguliert werden, abnorm
steigern [41,105]. Fur die Untersuchung der Rolle der im HOXA-Cluster lokalisierten IncRNA
HOXA10-AS in der Leukdmogenese wurde zunachst ein Expressionsprofil der IncRNA in

unterschiedlichen AML-Subtypen mittels qRT-PCR erstellt. Die Expressionsanalyse ergab
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eine signifikant hohere HOXA10-AS Expression in AML-Zellinien mit KMT2A-
Rearrangements oder KMT2A-PTD als in AML-Zelllinien anderer zytogenetischer
Subgruppen. Um auszuschlieBen, dass die zufallige Auswahl der KMT2A-r und non-
KMT2A-r Zelllinien zu einem nicht-reprasentativen Ergebnis gefihrt hat, wurde die
HOXA10-AS Expression zusatzlich in einem Microarraydatensatz von Blasten padiatrischer
AML-Patienten validiert. Dabei bestatigte sich, dass HOXA10-AS signifikant héher in AML-
Blasten mit KMT2A-Rearrangements exprimiert wird, als in Patientenblasten anderer
zytogenetischer Subgruppen. Die spezifische Hochregulation von HOXA10-AS in KMT2A-r
AML weist auf einen moglichen kontextabh&ngigen onkogenen Effekt der IncRNA hin. Um
dieser Hypothese nachzugehen, wurde die Funktion von HOXA10-AS in KMT2A-r AML-
Blasten genauer untersucht. Ein klassischer Ansatz zur funktionellen Untersuchung eines
Gens ist die experimentelle Verstarkung (gain of function) bzw. Verminderung (loss of
function) der Expression dieses Gens. Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene
komplementére gain- und loss of function Ansatze genutzt. In einem ersten Schritt wurde
HOXA10-AS mittels eines lentiviralen Vektorsystems in einer KMT2A-r Zelllinie und KMT2A-
r Patientenblasten (beide mit moderatem endogenen HOXA10-AS Expressionslevel)
Uberexprimiert. Die folgenden Wachstumsanalyse zeigte, dass die HOXA10-AS
Uberexpression zu einem signifikant gesteigerten leukamischen Wachstum fiihrt. Fur die
loss of function Untersuchung kamen drei unterschiedliche Methoden mit dem Ziel der
Herunterregulierung der HOXA10-AS Expression zum Einsatz: Knockdown mittels shRNAS,
Exzision des HOXA10-AS Promotors mittels CRISPR/Cas9 sowie LNA-GapmeR
vermittelter Knockdown. Dabei filhrte der HOXA10-AS Knockdown unabhangig von dem
verwendeten Ansatz zu einem verminderten Wachstum von KMT2A-r AML-Zelllinien mit
hoher endogener HOXA10-AS Expression.

Diese Arbeit identifiziert somit die IncRNA HOXA10-AS als wichtigen onkogenen Faktor in
der Aufrechterhaltung von KMT2A-r AML.

5.3 Funktionsmechanismus von HOXA10-AS

Die funktionellen Untersuchungen in dieser Arbeit konnten zeigen, dass Alterationen der
HOXA10-AS Expression zu phéanotypischen Effekten in der Hamatopoese und
Leukdmogenese fuhren. Daher wurde im né&chsten Schritt der vorliegenden Arbeit der
Funktionsmechanismus der IncCRNA untersucht. Dabei bestand eine Besonderheit darin,
dass HOXAL10-AS als antisense IncRNA in einem fir die Hamatopoese und

Leukdmogenese bereits bekannten, hochrelevanten genomischen Locus lokalisiert ist.
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Wahrend lange Zeit davon ausgegangen wurde, dass antisense Transkripte lediglich als
Nebenprodukte im Rahmen der Transkription des proteinkodierenden sense Gens
entstehen und damit ,transkriptionellen Abfall“ darstellen, sind mittlerweile zahlreiche
Beispiele von antisense IncRNAs bekannt, die weit dartber hinaus eigenstandige
Funktionen ausuben [106]. Dabei lassen sich Effekte, die durch den Akt der antisense
Transkription an sich ausgeldst werden, von Effekten, die durch eigenstandige Interaktionen
der antisense IncRNAs vermittelt werden, abgrenzen [106,107]. Zusétzlich lassen sich die
funktionellen Effekte von antisense INcRNAs in Wirkungen auf lokal benachbarte Gene (in
cis) und in Wirkungen auf weiter entfernte Gene (in trans) unterteilen. Genau wie andere
IncRNAs sind antisense INcCRNAs aufgrund ihrer unterschiedlichen strukturellen Doméanen
in der Lage, mit DNA, RNA und Proteinen zu interagieren [107,108]. Dies ermdglicht es
ihnen grundsatzlich, alle Stadien der Genexpression proteinkodierender Gene zu
beeinflussen - von der préa-transkriptionellen Chromatinmodifikation (ber die direkte
Regulation der Transkription bis hin zur Wirkung auf die post-transkiptionelle mRNA-
Stabilitat oder die Translation [106].

Zwei Beispiele flir antisense INcRNAs mit gut untersuchten Funktionsmechanismen die die
Genexpression auf unterschiedlichen Ebenen beeinflussen, sind die HOX-IncRNAs
HOTAIR und HOTTIP. HOTAIR ist eine antisense IncRNA des HOXC Locus, die einerseits
selbst an unterschiedlichen Loci im Genom bindet und andererseits zusétzlich den
chromatinmodifizierenden Faktor PRC2 rekrutiert, was zu einer verminderten Expression
von HOXD Genen in trans filhrt [74,109]. HOTTIP ist als antisense IncRNA im HOXA Cluster
lokalisiert und aktiviert durch Veranderung der lokalen dreidimensionalen Chromatinstruktur
und Aktivierung des WDR5/MLL-Komplexes die Transkription der benachbarten HOXA

Gene in cis [63].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zunachst eine magliche Wirkung der antisense IncCRNA
HOXA10-AS auf die benachbarten sense Gene HOXA9, HOXA10 und mir-196b untersucht.
Fur alle dieser genannten Gene konnte bereits eine essentielle Rolle in der physiologischen
Hamatopoese und in der Entstehung von AML gezeigt werden [35,110,111]. Die Onkogene
HOXA9 und HOXA10 werden in der frihesten Subpopulation von CD34*-HSC hoch
exprimiert und wahrend der weitere hamatopoetischen Differenzierung stark
herunterreguliert [35]. Die Uberexpression von Hoxal0 in HSPCs fiihrt in Mausmodellen zu
einer Vermehrung von unreifen Blasten und einer Steigerung der monozytaren

Differenzierung, wahrend die Erythropoese, Lymphopoese und Megakaryopoese gehemmt
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werden [36,112-114]. Bereits die alleinige Uberexpression von Hoxal0 initiiert dadurch die
Leukamogenese [114]. Auch die Uberexpression von Hoxa9 zusammen mit dem Kofaktor
Meisl fuhrt in primdren Knochenmarkzellen im Mausmodell zur leukamischen
Transformation [115]. Die onkogene microRNA miR-196b wird wahrend der Hamatopoese
analog zu HOXA10 exprimiert [83]. Zudem findet sich in akuten Leukdmien eine miR-196b-
Uberexpression in Subtypen mit KMT2A-Aberrationen [84] und in anderen Subtypen mit
einer gesteigerten HOX Expression [85]. KMT2A-Fusionsproteine aktivieren dabei die
Transkription von mir-196b direkt mittels H3K79 Methylierung [86].

In Hinblick auf einen moglichen Funktionsmechanismus der IncRNA HOXA10-AS in cis
wurde zunachst der Effekt der verdnderten HOXA10-AS Expression auf die benachbarten
HOX-Gene und miR-196b untersucht. Weder der shRNA-vermittelte Knockdown von
HOXA10-AS noch die CRISPR/Cas9-induzierte Exzision des HOXA10-AS Promotors
hatten eine veré&nderte Expression von HOXA9 und HOXA10 zur Folge. Wahrend der
shRNA-vermittelte Knockdown auch auf die Expression von miR-196b keinen Effekt hatte,
war infolge der sgRNA-induzierten Exzision eine verminderte Expression der microRNA zu
beobachten. Als Erklarung daflr ist wahrscheinlich, dass im Rahmen der Exzision des
HOXA10-AS Promotors auch regulatorische Elemente von miR-196b mit herausgeschnitten
wurden. Auch die experimentelle Uberexpression von HOXA10-AS in HSPCs bzw. ML-2
Zellen hatte keine signifikante Anderung der Expression der sense Gene HOXA10 und mir-
196b zur Folge. Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass Alterationen der HOXA10-AS
Expression keinen bzw. keinen konsistenten Effekt auf die Expression der benachbarten
Onkogene haben und deuten damit auf einen alternativen Funktionsmechanismus der
IncRNA hin, der unabhéngig von einer regulatorischen Funktion in cis ist.

Einen weiteren Hinweis auf den Funktionsmechanismus von IncRNAs liefert die Analyse
ihrer subzellularen Lokalisation. Dabei zeigte sich, dass HOXA10-AS Uberwiegend im
Zytoplasma vorliegt. Dies unterstitzt die Hypothese, dass HOXA10-AS keinen direkten
Effekt auf transkriptionelle Prozesse in cis, die im Zellkern stattfinden, hat, sondern auf post-
transkriptioneller Ebene wirkt und damit eine von den benachbarten HOX-Genen
unabhangige Funktion ausibt.

Um dieser Hypothese weiter nachzugehen und mogliche Signalwege, die in den
Funktionsmechanismus von HOXAL10-AS involviert sind, aufzudecken, wurde ein
Expressionsprofil von HOXA10-AS uberexprimierenden Zellen mittels Microarray erstellt.
Da die HOXA10-AS Uberexpression in den phanotypischen Untersuchungen zu einem

deutlichen Block der monozytéren Differenzierung gefihrt hat, wurde die Population der
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monozytaren Progenitorzellen aus der Gesamtheit der transduzierten HSPCs selektiert. In
diesen Zellen wurden mittels Microarray-Genexpressionsanalyse Veradnderungen im
Expressionsmuster tausender globaler Gene untersucht, die infolge der HOXA10-AS
Uberexpression entstehen und die daher moglicherweise im Zusammenhang mit dem
Funktionsmechanismus der IncRNA stehen. Dabei konnte gezeigt werden, dass in den
HOXAL10-AS Uberexprimierenden Zellen zahlreiche Gene heraufreguliert werden, die eine
Rolle in der Immunantwort und der hamatopoetischen Differenzierung spielen. Die Gruppe
der am starksten durch die HOXA10-AS Uberexpression heraufregulierten Gene war dabei
die Gruppe der NF-kB-Zielgene.

NF-«B ist ein dimerer, aus zwei Transkriptionsfaktoren bestehender Proteinkomplex, der
Uber nachgeschaltete Signalwege die Expression zahlreicher Gene aktiviert. NF-xB ist als
wichtiger Regulator der Immunantwort, der Entziindungsreaktion und der Differenzierung
bekannt und induziert die Expression proliferativer und anti-apoptotischer Gene [116-118].
Auch ein Einfluss der NF-«B Expression auf die Himatopoese und Leukédmogenese konnte
bereits gezeigt werden. Primitive CD34*-HSCs exprimieren NF-xB lediglich auf einem
basalen Level [119]. Die regelrechte Regulation des NF-xB-Signalwegs spielt zudem eine
entscheidende Rolle fur die monozytare und granulozytare Differenzierung [119]. In AML
Zellen liegt eine konstitutive Aktivierung von NF-xB vor [97,99]. Interessanterweise zeigen
die AML-Subtypen FAB M4 und M5, also die monozytaren AML-Subtypen, eine starkere
NF-xB Aktivierung als die weniger differenzierten AML-Subtypen M1 und M2 [97]. Der
Proteasom-Inhibitor MG-132, ein bekannter NF-xB-Inhibitor, fihrt in primaren AML-Zellen
zu einer Induktion der Apoptose, wohingegen das Wachstum normaler HSCs nicht
beeintrachtigt wird [99]. Damit wurde NF-kB bereits frih als mdgliche Zielstruktur in der
Entwicklung neuer Therapeutika zur Behandlung der AML identifiziert. Insbesondere fur
AML mit KMT2A-Rearrangements konnte gezeigt werden, dass der aktivierte NF-kB-
Signalweg entscheidend zur Proliferation und zum Differenzierungsblock der Blasten
beitragt. So bewirkt der Knockdown von verschiedenen Kinasen oder Phosphatasen, die
Teil des NF-xB-Signalwegs sind, eine substantielle Wachstumshemmung von humanen und
murinen KMT2A-r AML-Zellen [98]. Entgegengesetzt fiihrt die Uberexpression eines der
Hauptkomponenten des NF-kB-Proteinkomplexes, RelA, zu einer verstarkten Proliferation
von KMT2A-r AML-Zellen [98]. Die mechanistische Ursache dieser phanotypischen Effekte
ist eine direkte epigenetische Regulation der KMT2A-Zielgene durch den NF-xB-Signalweg.

Beispielsweise fuhrt die Inhibition des NF-kB-Signalwegs durch einen IxK-Inhibitor zu einer

51



Verminderung der epigenetischen Modifikationen an den Promotoren der primaren KMT2A-
Zielgene Hoxa9 und Meisl1 und resultiert damit in einer verminderten Expression von Hoxa9
und Meisl [98].

Zusammenfassend ist NF-kB ein Transkriptionsfaktor, der wahrend der Hamatopoese die
monozytare und granulozytare Differenzierung reguliert und im Rahmen der
Leukamogenese die Proliferation von AML, insbesondere der AML M4 und M5, steigert. In
KMT2A-r AML tragt die gesteigerte NF-kB-Aktivitat mittels epigenetischer Aktivierung der
KMT2A-Zielgene zur Pathogenese der Erkrankung bei.

Die Ergebnisse der Microarray-Genexpressionsanalyse, die zeigen, dass INcRNA HOXA10-
AS die Zielgene des NF-kB-Signalwegs aktiviert, stehen demnach im Einklang mit den
vorherigen Ergebnissen dieser Arbeit, die eine Assoziation der IncRNA mit der
Aufrechterhaltung von KMT2A-r AML und mit der Regulation der monozytaren
Differenzierung herstellen.

Zur weiteren Bestatigung von NF-xB als Teil des HOXA10-AS Funktionsmechanismus
wurde zunéchst in ML-2 Zellen die Phosphorylierung der NF-kB-Untereinheit p65 am Serin
529 gemessen. Die NF-xB p65 Ser529-Phosphorylierung dient dabei als Marker der NF-«xB-
Aktivierung [120]. In ML-2 Zellen, in denen HOXAL10-AS lentiviral Gberexprimiert wurde,
konnte eine signifikant gesteigerte p65-Phosphorylierung und damit eine gesteigerte NF-
kB-Aktivitat gezeigt werden. In einem nachsten Schritt wurde in der vorliegenden Arbeit
untersucht, inwiefern sich die Inhibition des NF-kB-Signalwegs auf die funktionellen Effekte
der HOXA10-AS Uberexpression auswirkt. Dazu wurden Zellen mit bzw. ohne lentiviraler
HOXA10-AS Uberexpression mit dem IlkB-Kinase-Inhibitor BMS-345541 behandelt. In
HOXA10-AS Uberexprimierenden HSPCs fiihrte die Inhibition des NF-kB-Signhalwegs dazu,
dass der durch die IncRNA induzierte monozytare Differenzierungsblock wieder aufgehoben
wurde. In ML-2 Zellen zeigte sich infolge der IkB-Kinase-Inhibition eine Aufhebung des
Proliferationsvorteils von HOXA10-AS Uberexprimierenden Zellen.

Insgesamt konnte in dieser Arbeit mittels Microarray-Genexpressionsanalyse und p65-
Phosphorylierungsanalyse gezeigt werden, dass die Aktivierung des NF-kB-Signalwegs
eine wichtige Komponente des HOXA10-AS Funktionsmechanismus ist. Die Tatsache, dass
eine Inhibition des NF-kB-Signalwegs die funktionellen Effekte von HOXA10-AS wieder
rickgdngig macht, bestatigt NF-«B als wichtige Zielstruktur des HOXA10-AS
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Funktionsmechanismus sowohl im Kontext der Hamatopoese als auch in der
Leukdmogenese.

Zur genaueren Entschlisselung des Funktionsmechanismus der IncRNA sind kinftig
weitere Untersuchungen hinsichtlich der HOXA10-AS Bindungspartner und hinsichtlich der
Interaktionen mit einzelnen Komponenten des NF-kB-Signalwegs notwendig,
beispielsweise mittels ChIRP (chromatin isolation by RNA purification), RIP (RNA
immunoprecitpitation) oder CLIP (crosslinked immunoprecipitation) [121-123].

5.4 Klinische Relevanz von HOXA10-AS

LncRNAs wirken als wichtige Faktoren in der Regulation der Genexpression und sind in
zahlreiche zellulare Prozesse, in die physiologische Differenzierung und die Pathogenese
unterschiedlicher Krankheiten involviert. Die vorliegende Arbeit konnte zeigen, dass die
INcRNA HOXA10-AS entscheidend fur die regelrechte Hamatopoese ist und an der
Aufrechterhaltung von KMT2A-r AML beteiligt ist. Ziel dieser Arbeit ist es dartber hinaus,
die funktionellen und mechanistischen Erkenntnisse in die klinische Praxis zu transferieren.
Dazu wurde mit einem in vivo Mausmodell untersucht, welchen Effekt ein HOXA10-AS
shRNA-Knockdown in humanen AML-Patientenblasten hat, um die IncCRNA als mdgliches
therapeutisches Ziel zu implementieren. Dabei konnte infolge der HOXAL10-AS
Herunterregulierung eine deutliche Reduktion der Blasten im Knochenmark, in der Leber
und in der Milz erzielt werden. Dies bestatigt die Relevanz von HOXAL10-AS in der
Pathogenese der KMT2A-r AML und zeigt, dass die IncRNA einen mdglichen
therapeutischen Angriffspunkt fur die Entwicklung neuer zielgerichteter Therapien darstellt.
In den vorherigen in vitro Untersuchungen dieser Arbeit konnte mit drei unterschiedlichen
Ansatzen der HOXA10-AS Herunterregulierung das Wachstum vom KMT2A-r AML-Blasten
vermindert werden. Einer dieser Ansatze ist die Applikation von LNA-GapmeRs gegen
HOXA10-AS. LNA-GapmeRs sind einzelstrangige modifizierte Antisense-Oligonukleotide
(ASOs), die eine strangspezifische Herunterregulierung ermdglichen. Die Locked-Nucleid-
Acids (LNAs), die die Oligonukleotide seitlich begrenzen, binden den Zielstrang mittels
komplementarer Basenpaarung und vermitteln zudem eine Resistenz gegen intrazellulare
Endo- und Exonukleasen. Der in der Mitte des Oligonukleotids gelegene DNA-Strang
(,Gap®) dient der Aktivierung der RNAse H-vermittelten Degradation der DNA-RNA-
Komplexe. LNA-GapmeRs werden Uber eine unassistierte Aufnahme (Gymnosis) ohne die

Notwendigkeit von viralen Vektorsystemen, von Verpackungsmolekilen oder von
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Transfektionsmedien in die Zellen eingebracht [124]. Somit stellen LNA-GapmeRs eine
vielversprechende Methode flir die direkte therapeutische Herunterregulation von nicht-
kodierenden RNAs dar. In verschiedenen Mausmodellen wurde ein therapeutischer Effekt
von LNA-GapmeRs bzw. ASOs bereits untersucht: So flhrte der Knockdown der IncCRNA
Malatl in einem Mamma-Karzinom-Mausmodel zu einem verringerten Tumorwachstum,
einer verstarkten Differenzierung in zystische Tumoren und einer verminderten
Tumormetastasierung [125]. Des Weiteren resultierte die Behandlung von Mausen mit
Neuroblastom mit ASOs gegen die IncRNA IncUSMycN ebenfalls in einem signifikant
reduzierten Tumorwachstum [126]. Verschiedene ASOs bzw. LNA-GapmeRs gegen
einzelne mRNAs und microRNAs werden bereits in klinischen Studien getestet oder sind
bereits fur die klinische Anwendung zugelassen: So wurde Mipomirsen, ein modifiziertes
ASO, das die mRNA fir ApoB-100 bindet, bereits fur die Behandlung von homozygoter
familidrer Hypercholesterindmie zugelassen [127]. Ein weiteres ASO, das schon in der
klinischen Praxis genutzt wird, ist Eteplirsen, das die pra-mRNA von Dystrophin bindet und
fur die Behandlung der Muskeldystrophie Duchenne eingesetzt wird [128]. Beispiele fir
LNA-GapmeR-basierte Wirkstoffe, die an nicht-kodierende RNAs binden, sind Miravirsen
und Cobomarsen. Miravirsen reguliert die microRNA miR-122 herunter und wird aktuell in
klinischen Phase Il Studien zur Behandlung von Hepatitis C getestet [129]. Cobomarsen
bindet miR-155 und wird derzeit in klinischen Phase Il Studien zur Therapie von Patienten
mit Kutanem T-Zell-Lymphom geprft (#{NCT03713320, #NCT03837457).

Auch wenn aktuell noch keine klinischen Studien mit ASOs bzw. LNA-GapmeRs gegen
IncRNAs zur Verfligung stehen, bestatigen die hier beispielhaft aufgefiihrten Wirkstoffe, die
bereits zugelassen sind oder in klinischen Studien erprobt werden, das therapeutische
Potential von Antisense-Molekiilen gegen RNAs. Da die Rolle der gesteigerten Expression
der IncRNA HOXAL10-AS fir die Pathogenese von KMT2A-r AML in dieser Arbeit gezeigt
werden konnte, stellen LNA-GapmeRs gegen HOXA10-AS eine neue potentielle
Therapiestrategie in der Behandlung von AML bei Kindern dar.
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6. Zusammenfassung

Die zeitlich und raumlich hochspezifische Expression der HOX-Gene ist essentiell fur die
regelrechte Hamatopoese. Dementsprechend tragt die Deregulation der HOX
Genexpression durch KMT2A-Aberrationen zur Entstehung von akuten Leukdmien bei.
Innerhalb der HOX-Cluster befinden sich Gene flr zahlreiche lange nicht-kodierende RNAs
(IncRNAs), die wahrend der Differenzierung im gleichen spezifischen Muster exprimiert
werden, wie die benachbarten proteinkodierenden Gene. Die Rolle der HOX-IncRNASs ist
bislang nicht vollstandig geklart.

Thema dieser Arbeit ist die erstmalige Charakterisierung der IncRNA HOXA10-AS im
Kontext der Hamatopoese und Leukdamogenese. Die IncRNA, die antisense zu den
Onkogenen HOXA10 und mir-196b im HOXA-Cluster lokalisiert ist, wird in
hamatopoetischen Stammzellen (HSCs) und in akuter myeloischer Leukéamie mit KMT2A-
Rearrangements (KMT2A-r AML) hoch exprimiert. Die experimentelle ektope
Uberexpression von HOXA10-AS beeintrachtigt die normale monozytare Differenzierung in
hamatopoetischen Stamm- und Vorlauferzellen.

Mittels shRNA- und LNA-GapmeR-vermittelter Herunterregulierung und CRISPR/Cas9-
vermittelter Exzision sowie lentiviraler Uberexpression konnte zudem gezeigt werden, dass
HOXA10-AS eine onkogene Rolle in der Pathogenese von KMT2A-r AML ausibt. Im
Mausmodell fiihrt die Behandlung von humanen KMT2A-r Patientenblasten mit shRNAs
gegen HOXAL0-AS zu einer deutlichen Reduktion der leukdmischen Proliferation.

Als Funktionsmechanismus der zytoplasmatisch lokalisierten IncRNA wurde eine Wirkung
auf die Nachbargene HOXA10 und mir-196b ausgeschlossen und eine Aktivierung des NF-

kB-Signalwegs nachgewiesen.

Insgesamt deuten die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass die IncRNA HOXA10-AS
eine wichtige Rolle in der Homdostase von HSCs spielt und eine onkogene Funktion in der
Aufrechterhaltung von KMT2A-r AML ausiubt. Daher stellt HOXA10-AS eine potentielle
Zielstruktur fur die Entwicklung neuer zielgerichteter Therapien fir die Behandlung von
KMT2A-r AML dar.
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Thesen

10.

Die lange nicht-kodierende RNA (IncRNA) HOXA10-AS wird in hamatopoetischen
Stammzellen hoch exprimiert und wéahrend der weiteren Differenzierung

herunterreguliert.

Die ektope Uberexpression von HOXA10-AS beeintrachtigt die physiologische

monozytare Differenzierung.

HOXA10-AS wird in KMT2A-r AML deutlich hther exprimiert als in anderen
zytogenetischen padiatrischen AML-Subgruppen.

Durch eine lentivirale HOXA10-AS Uberexpression wird die leukamische
Proliferation von KMT2A-r AML Blasten gesteigert.

Die Herunterregulation von HOXA10-AS mittels shRNAs, CRISPR/Cas9 oder LNA-
GapmeRs reduziert die Proliferation von KMT2A-r AML Zellen.

HOXA10-AS ist innerhalb der Zelle hauptsachlich im Zytoplasma lokalisiert.

Alterationen der HOXAL10-AS Expression haben keinen Einfluss auf die
Nachbargene HOXA10 und miR-196b.

HOXAZ10-AS fiihrt mechanistisch zur Aktivierung des NF-kB Signalwegs.

Eine shRNA-vermittelte Herunterregulierung von HOXA10-AS fihrt zur

verminderten Proliferation von humanen Patientenblasten im Mausmodell.
Die IncRNA HOXA10-AS bt insgesamt eine onkogene Rolle in der

Aufrechterhaltung von KMT2A-r AML aus und stellt eine potentielle Zielstruktur fur

neue Therapieanséatze dar.
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Key Points HOX genes are highly conserved, and their precisely controlled expression is crucial for §
normal hematopoiesis. Accordingly, deregulation of HOX genes can cause leukemia. 2

* The IncRNA HOXA10-
AS is highly expressed
in KMT2A-rearranged

However, despite of intensive research on the coding HOX genes, the role of the numerous
long noncoding RNAs (IncRNAs) within the HOX clusters during hematopoiesis and their
A contribution to leukemogenesis are incompletely understood. Here, we show that the
AMLs and exerts its ) ) ) )
. IncRNA HOXA10-AS, located antisense to HOXA10 and mir-196b in the HOXA cluster, is
oncogenic effects by . : L .
inducing NF-kB highly expressed in hematopoietic stem cells (HSCs) as well as in KMT2A-rearranged and
NPM1 mutated acute myeloid leukemias (AMLs). Using short hairpin RNA—and locked
nucleic acid-conjugated chimeric antisense oligonucleotide (LNA-GapmeR)-mediated
HOXA10-AS-knockdown and CRISPR/Cas9-mediated excision in vitro, we demonstrate
HOXA10-AS reduces -

. that HOXA10-AS acts as an oncogene in KMT2A-rearranged AML. Moreover, HOXA10-AS
the leukemic growth of knockd ly i irs the leukemi th of KMT2A d patient-derived
KMT2A-rearranged noc own_sev_ere y HT\pal_rs e leukemic grow _0 -rearranged patient-derive
xenografts in vivo, while high HOXA10-AS expression can serve as a marker of poor

B10'suor

target genes.

* Knockdown of

AML blasts in vivo.
prognosis in AML patients. Lentiviral expression of HOXA10-AS blocks normal monocytic
differentiation of human CD34' hematopoietic stem and progenitor cells. Mechanistically,
we show that HOXA10-ASlocalizes in the cytoplasm and acts in trans to induce NF-kB target
genes. In total, our data imply that the normally HSC-specific HOXA10-AS is an oncogenic
IncRNA in KMT2A-r AML. Thus, it may also represent a potential therapeutic target in
KMT2A-rearranged AML.

Introduction

The discovery of noncoding RNAs as important regulators of cell biology, differentiation, and disease
pathogenesis has led to a paradigm shift in molecular biology. In fact, it has been proposed that the
complexity of mammalian development results from the diversity of noncoding RNA expression rather
than from protein-coding genes.* Long noncoding RNAs (IncRNAs), defined as noncoding transcripts
. 200 nt? have on average a more tissue-specific and developmental stage—specific expression
pattern than protein-coding genes, suggesting a crucial role in pathophysiological processes.®*
However, only a small fraction of IncRNAs have been functionally characterized, and even fewer have
been studied in the context of hematopoiesis and leukemogenesis.
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The most frequent structural cytogenetic aberration in pediatric
acute myeloid leukemia (AML) is KMT2A (formerly known as mixed
lineage leukemia [MLL]) rearrangement (KMT2A-r), which is present
in ~20% of all patients with childhood AML® and is strongly
associated with a monocytic/monoblastic phenotype.® Among
the various forms of KMT2A-r, a common theme is that KMT2A
fusion proteins aberrantly upregulate the expression of HOX genes,
which are normally modulated by wild-type KMT2A.”® HOX genes
play an essential role in the regulation of hematopoiesis through
lineage- and differentiation stage-specific expression. They are
highly expressed in hematopoietic stem cells (HSCs) and early
progenitors and are downregulated during differentiation.® Ec-
topic expression of several HOX genes was shown to be sufficient
for the initiation of leukemic transformation. Accordingly, in
KMT2A-r AMLs, the fusion protein-mediated overexpression of
HOX genes is at least partially responsible for leukemic trans-
formation.'® Notably, numerous IncRNAs are located within the
HOX clusters. Many are highly conserved and differentially expressed
during development, suggesting their biological importance.'’ Al-
though a handful of HOX IncRNAs, such as HOTAIR, HOTAIRM1,
and HOTTIP, have been characterized,"’® the contribution of
other HOX cluster IncRNAs to the pathogenesis of AML remains
unknown.

Our study focused on characterizing HOXA70-AS and its role
during hematopoiesis and leukemogenesis. HOXA10-AS is
a IncRNA situated in the 3’ region of the HOXA cluster and
transcribed antisense to HOXA 10 and the intronic mir-196b, both
of which are highly expressed in KMT2A-r AMLs and play crucial
roles during leukemogenesis.'* '8

Using short hairpin RNA (shRNA)- and locked nucleic acid-
conjugated chimeric antisense oligonucleotide (LNA-GapmeR)-
mediated knockdown and CRSIPR/Cas9-mediated excision, we
demonstrate that KMT2A-r AML cell lines and patient derived-
xenografts are dependent on high HOXA10-AS expression, an
effect that was independent of changes in nearby HOXA coding
gene expression. We further demonstrate that HOXA70-AS is
HSC specific and that its overexpression blocks normal mono-
cytic differentiation and enhances leukemic growth by inducing
NF-kB target genes. Thus, our data implicate HOXA70-AS as an
oncogenic IncRNA and a potential therapeutic target.

Materials and methods

For detailed descriptions, see supplemental Methods.

Patient samples

Hematopoietic stem and progenitor cells (HSPCs) were isolated
by labeling CD34 " cells with magnetic cell-sorting beads (Miltenyi
Biotech), according to the manufacturer's instructions. AML patient
samples were provided by the AML Berlin-Frankfurt-Miinster Study
Group (AML-BFM-SG, Essen, Germany). Informed consent was
obtained from all human participants or custodians. All investiga-
tions were approved by the local ethics committees of the Hannover
Medical School and the Martin Luther University Halle-Wittenberg
and performed in accordance with the declaration of Helsinki and
local laws and regulations.

Lentiviral vector construction and transduction

shRNAs against HOXA10-AS were designed, cloned into a
pLKO5d.SFFV.eGFP.miR30N backbone, and tested with a reporter
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assay as previously described."® For shRNA reporter assays, gBlocks
(Integrated DNA Technologies) with shRNA-binding sites were
inserted into pTtNPT and used to generate stable reporter cell lines,
which were then transduced with shRNA constructs to perform the
reporter assay.2° Pairs of single guide RNAs (sgRNAs) targeting the
promotor and transcription start site of HOXA710-AS or firefly
luciferase (nontargeting control) were cloned into the lentiviral dual-
sgRNA SGL40C.EFS.GFP vector, as previously described.?'2?
The design of the LBid-Inc vector for the ectopic expression of
IncRNAs has been previously described.?® Transduction, culture,
and sorting of AML blasts and CD34 " HSPCs were performed as
previously described.?*2°

LNA-GapmeRs

LNA-GapmeRs against HOXA10-AS were designed and provided
by Exigon. Negative control B was used as a nontargeting control
(Exiqon). Cell lines were analyzed after the addition of 2.5 wM LNA-
GapmeRs to the culture medium (unassisted uptake).?®

Flow cytometry and cell sorting

Flow cytometry analyses of the transduced HSPCs, cell lines, and
patient blasts were performed on a fluorescence-activated cell
sorter (FACS) Canto flow cytometer (BD Biosciences) or a Cyto-
FLEX B5-R3-V5 (Beckman Coulter). Sorting was performed on
a FACSAria Il (SORP) or FACSAria Fusion (BD Biosciences).
Kaluza 1.3/1.5 (Beckman Coulter) was used for data analysis.
Staining and measurement were performed according to standard
protocols as previously described for human cells®’ using the
antibodies CD163-PE (BD Biosciences), CD11b-PeCy7 (Beck-
man Coulter), CD14-APC (Beckman Coulter), CD45-V500 (BD
Biosciences), CD163-APC-Cy7 (BioLegend), CD45-APC (BD
Biosciences), CD15-BV605 (BD Biosciences), and CD66b-PE
(BD Biosciences). Cell cycle analysis and apoptosis analysis
were performed using the BrdU Flow Kit (BD Biosciences) and
the Annexin V Apoptosis Detection Kit (BD Biosciences),
respectively, according to the manufacturer’s instructions. Single-
cell clones were derived by directly sorting transduced cells into
96-well plates.

Mice and transplantation experiments

Primary human AML cells were CD3 depleted using OKT3 (BioXCell)
and used after serial transplantation into xenograft mouse models
as previously described.?® For shRNA-mediated knockdown of
HOXA10-AS, AML cells were isolated, lentivirally transduced, and
transplanted into 2.5-Gy~irradiated NOD.Cg-Prkdc®* ll2rg™ " "i/Sz)
recipients. All animal experiments protocols were approved by the
state authorities.

Gene expression data collection and analysis

Gene expression analyses were performed by the core facility of
the Helmholtz Center for Infection Research in Braunschweig,
Germany, using the Gene-Expression Affymetrix Microarray Clariom
S Pico Assay as the array platform. The data were preprocessed
and analyzed using R and Bioconductor as previously described.'®

Statistical analyses and definitions

Complete remission was defined as fulfillment of the Cancer and
Leukemia Group B criteria,?® and early death was defined as death
before or within the first 6 weeks of treatment. Event-free survival
(EFS) was defined as time from diagnosis to the first event or last

HOXA10-AS IN AML 4253

dyse//:sdpy wouy papeojumoq

066vS1/252y/ve/c/pd-alon.

020z Asenuer |0 uo jsenb £q jpd-620Z€0!

69



follow-up. Events were death from any cause, failure to achieve
remission, relapse, and secondary malignancy. Failure to achieve
remission was considered as an event on day 0. Overall survival was
defined as the time between diagnosis and death from any cause or
last follow-up. The Kaplan-Meier method was used to estimate
survival rates.?® Differences were compared using the 2-sided
logrrank test,* and standard errors were obtained using the Greenwood
formula. The DESeq2 package was used to normalize and
variance-stabilize RNA-sequencing read count data.®" The pedi-
atric AML data set further required batch correction, for which
we used the sva package.32 Normalized (and batch-corrected)
expression of HOXA10-AS was taken as a continuous variable
in the survival model. For patient stratification, the optimal cutoff
point was determined using maximally selected log-rank statistics
as implemented in the maxstat R package (http://cran.r-project.
org/web/packages/maxstat/index.html). The calculated cutoff for
EFS was used for both overall survival and EFS analyses. We
relied on R Version 3.3 (http://www.r-project.org/) for all of the
above computations.

Statistical evaluations of experimental data were carried out using
2-way analysis of variance or Student t test for multiple
comparisons. The level of significance was set at P < .05. All data
are presented as mean * standard deviation (SD) or standard
error of the mean (SEM) as indicated. Calculations were performed
using GraphPad Prism 6/7 (STATCON).

Results

HOXA10-AS is highly expressed in HSCs and
KMT2A-r AML blasts

The IncRNA gene HOXA10-AS is located on human chromosome
7 antisense to the HOXA protein-coding genes (Figure 1A). The 3’
end of HOXA710-AS overlaps the 3" end of HOXA10. The entire
mir-196b gene is antisense and overlapping to HOXA10-AS. Our
microarray-based IncRNA expression atlas of the hematopoietic
system'® revealed that the IncRNA HOXA70-AS is highly and
specifically expressed in HSCs and downregulated during differ-
entiation (data not shown), which was verified via quantitative
real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR; Figure 1B). As
previously described,”'” HOXA 10 and miR-196b were also highly
expressed in HSCs, but in contrast to HOXA10-AS, their expression
remained high in hematopoietic progenitor populations (Figure 1C).
To expand our insights into HOXA710-AS expression patterns in
leukemia, we performed gRT-PCR on AML cell lines, revealing
significantly higher HOXA10-AS levels in KMT2A-r (t[4;11]: MV4-11;
t[9;11]: NOMO-1, THP-1; t[6;11]: SHI-1, ML-2; ins[11;9]: MOLM-
13; partial tandem duplication: EOL-1) compared with non-KMT2A-r
leukemia cell lines (37-fold; P =.0085; Figure 1D). Notably, no
difference of HOXA70 and miR-196b expression was observed
between KMT2A-r and non-KMT2A-r cell lines (HOXA10: P =.776;
miR-196b: P = .0645; Figure 1E). Deeper analysis of our microarray
expression atlas data'® affirmed high HOXA10-AS expression
also in primary AMLs with KMT2A-r compared with cases with
other cytogenetic aberrations. HOXA70-AS expression was
significantly higher in KMT2A-r AMLs with t(9;11) than in AMLs
with t(8;21) (P =.0101) and t(15;17) (P =.0109) (Figure 1F).

Thus, HOXA10-AS is an HSC-specific IncRNA that is highly expressed
in KMT2A-r AMLs.

4254 AL-KERSHI et al.

HOXA10-AS is required for maintenance of
KMT2A-rearranged AMLs

The specific upregulation of HOXA710-AS in KMT2A-r AMLs
prompted us to hypothesize that this IncRNA may exert context-
dependent oncogenic effects. Aiming to functionally verify our
hypothesis, we performed loss-of-function experiments using
shRNAs, LNA-GapmeRs, and CRISPR/Cas9-mediated excision.
HOXA10-AS downregulation using 3 different shRNAs reduced
the growth of 3 KMT2A-r cell lines with high endogenous HOXA10-
AS-expression (EOL-1, MOLM-13, and MV4-11) compared with the
nonsilencing shRNA control (against Renilla luciferase; Figure 2A).
The growth defect induced by HOXA10-AS knockdown in
KMT2A-r cells was verified using LNA-GapmeRs that enable
strand-specific silencing of RNA transcripts (Figure 2B; supple-
mental Figure 1). In the EOL-1 cell line, which shows high
endogenous HOXA10-AS expression, shRNA-mediated down-
regulation caused a reduction of S-phase cells accompanied by
an accumulation of G1-phase cells and an increase in Annexin
V* apoptotic cells (Figure 2C-D). In contrast, a non-KMT2A-r
cell line with low HOXA 10-AS expression (NB-4) was insensitive
to HOXA10-AS knockdown (Figure 2A-D).

To further validate these findings, we excised the promoter and
transcription start site of HOXA70-AS using 4 pairs of sgRNA, in
a dual-sgRNA lentiviral vector®? per pair (Figure 2E). Transduction
of these sgRNA vectors into Cas9-expressing EOL-1, MOLM-13,
MV4-11, and NB-4 cell lines and subsequent growth assays
confirmed that the loss of HOXA10-AS impairs the proliferative
potential of KMT2A-r cells (Figure 2F). Even though the reduction of
cells in S-phase was not significant, we observed, similar to the
knockdown experiments, an induction of apoptosis in EOL-1 cells,
but not in NB-4 cells (Figure 2G-H).

Our data indicate that HOXA10-AS is essential for the maintenance of
KMT2A-r AMLs, which are dependent on high levels of this transcript.

Overexpression of HOXA10-AS promotes leukemic
growth and perturbs monocytic differentiation

To evaluate the oncogenic consequences of high HOXA710-AS
levels, we lentivirally expressed HOXA710-AS in ML-2 cells and
KMT2A-r patient blasts (supplemental Table 1 and supplemental
Figure 2A), both of which are KMT2A-r and show a moderate
endogenous HOXA10-AS expression. We leveraged a bidirectional
vector system that was particularly developed for the expression of
IncRNAs without adjacent viral sequences and features a poly(A)
signal downstream of the INcRNA cassette.>® Subsequent proliferation
assays revealed that overexpression of HOXA 10-AS significantly increased
the growth of ML-2 cells and KMT2A-r patient blasts compared with
the cells transduced with the empty vector control (Figure 3A-B).

The high expression of HOXA70-AS in HSCs further suggests an
important regulatory role for this IncRNA during hematopoietic
differentiation. To investigate this role, we lentivirally expressed
HOXA10-AS in CD34" HSPCs (supplemental Figure 2A-B).
HOXA10-AS overexpression significantly impaired differentiation
under monocytic culture conditions (Figure 3C-D). Flow cytometry
on day 11 of differentiation showed a reduction of CD11b*/CD14™
(1.7-fold reduction; P = .0039) and CD14*/CD163" monocytic
cells (2.1-fold reduction; P = .0001), compared with the empty
vector control (Figure 3C). This differentiation block was verified
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Figure 1. HOXA10-AS is highly expressed in HSPCs and KMT2A-rearranged

leukemic cells. (A) Schematic of the genomic locus around HOXA10-AS, which is

antisense to HOXA 10 and miR-196b. (B-C) Mean expression of HOXA10-AS (B) and HOXA10 and miR-196b (C) in defined blood cell populations from healthy individuals as
a percentage of the housekeeping (HK) gene -2 microglobulin or RNU48 and U6 as measured by qRT-PCR (n = 2; presented as mean *= SEM). HSCs, common myeloid

progenitor cells (CMP), granulocyte-monocyte progenitor cells (GMP), megakaryocyte-erythroid progenitor cells (MEP), megakaryocytes (MK), erythroid precursors (Ery),
granulocytes (GC), monocytes (Mono), CD4 and CD8 T cells, and natural killer cells (NKC). (D-E) Mean expression of HOXA10-AS (D) and HOXA10 and miR-196b (E) in
AML cell lines as a percentage of the housekeeping genes -2 microglobulin or RNU48 and U6 as measured by qRT-PCR (n = 2; presented as mean = SEM). On the right,
HOXA10-AS, HOXA10, and miR-196b expression in KMT2A-rearranged and non-KMT2A-rearranged cell lines (unpaired Student ¢ test). (F) Normalized expression of
HOXA10-AS in cytogenetically defined pediatric patient cohorts (1-way variance analysis). ns, not significant.

morphologically; HOXA70-AS-expressing cells were smaller, with
condensed nuclei and less cytoplasm, making them resemble
immature monocytic progenitors compared with the typical monocytes
observed in the control (Figure 3D). Corroborating these findings,
colony-forming unit (CFU) assays showed a reduction of granulocytic
and monocytic (CFU-G/M) CFUs in HOXA10-AS-expressing cells
compared with the control (2-fold reduction; P < .0001; Figure 3E).
Similar effects on differentiation were observed in conditions support-
ing granulocytic differentiation (supplementary Figure 2C-D).

HOXA10-AS does not act as a local regulator of
nearby genes
Next, we sought to understand how HOXA70-AS exerts its

oncogenic effects on a molecular level. Many IncRNAs have been
shown to act as local regulators influencing the expression of

€ blood advances 23 pEcemBer 2019 - VOLUME 3, NUMBER 24

nearby genes.®® Therefore, we first evaluated the effect of HOXA10-AS
perturbation on antisense HOX genes and miR-196b. shRNA-
mediated knockdown of HOXA10-AS did not significantly alter the
expression of HOXA10, HOXA9, and miR-196b in the EOL-1 cells
(Figure 4A), which were most sensitive to HOXA70-AS knockdown
(Figure 2A). Inconsistent changes in HOXA9 expression were
observed in MOLM-13 and MV4-11 KMT2A-r cells (Figure 4A),
which were also sensitive to HOXA 10-AS knockdown (Figure 2A).
No changes were observed in NB-4 cells, which have low endogenous
HOXA10-AS expression (Figure 4A).

To further study the effect of HOXA70-AS on nearby genes, we
excised the promoter and transcription start site of HOXA710-AS
using the CRISPR/Cas9 system (Figure 2D) and derived single-cell
clones of the MOLM-13, MV4-11, and NB-4 cell lines. No single-cell
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21 days in culture compared with day 5 and a nontargeting shRNA (ctrl; n = 3; unpaired Student ¢ test; presented as mean + SEM). (B) Cell counts on day 21 following
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4256 AL-KERSHI et al. 23 DECEMBER 2019 - VOLUME 3, NUMBER 24 & blood advances

JSe//:sdpy woy papeojumoq

10°Suof

020z Auenuer 1 uo 1sanb Aq pd'6Z0ZE0SIOUBAPE/B0B6YS L/ZSTY/YZ/EAPd-0l01

72



A
1.8 4 1.4
o~
5 1.6 1.3
= ” T a -e- LBid-ctrl
E 1.4 4 1.2 -o- HOXA10-AS
% 124 14 - LBid-ctrl + BMS
+ HOXA10-AS + BMS
2 1.04¢ 1.0 1 F=T——F——v—0
=
0.8 T T T T 0.9 T T
5 10 15 20 9 21
Time in culture (days) Day
C D E
== CFU-G/M
ns P=0113 ns  P=.0001 CFU-E
— —
P=.0039 P=.0001 _ == BFU-E
= 20 £ 15 B 100
5 8
Z 45 Z 2
? 8 1.0 K]
= & = *x
= 10 £ " 2 s0 .
2 S 05 g 2 ns
= 05 = =) =}
B = = ns
< 00 < 00 2 0
-+ + BMS -+ + BMS & 2
1 L L v@
ctl  HOXA10-AS ctl  HOXA10-AS \2\0"\'

Figure 3. Overexpression of HOXA10-AS promotes leukemic growth and perturbs differentiation. (A) Percentage of LBid-HOXA70-AS-transduced GFP™" patient-

derived blasts normalized to day 2 and to LBid-ctrl-transduced cells (n = 3; 2-way variance analysis; presented as mean * SD; **P < .01). (B) Percentage of LBid-HOXA10-

AS-transduced GFP* ML-2 cells normalized to day 2 and to LBid-control-transduced cells in the presence of 1 .M BMS-345541 or dimethyl sulfoxide (n = 3; 2-way variance
analysis; presented as mean + SD; **P < .01). (C) FACS analysis of CD11b*/CD14" and CD14"/CD163" cells on day 11 of in vitro monocytic differentiation in the

presence or absence of 1 pM BMS-345541 (n = 3-9; 2-way variance analysis; presented as
tion (original magnification X400). (E) Number of CFUs in methylcellulose-based colony-formi

clones could be derived from EOL-1 (data not shown). Excision of
the intended region was verified by Sanger sequencing (supple-
mental Figure 3). Again, the expression of HOXA10 and HOXA9
was not significantly altered in the single-cell-derived clones
(Figure 4B). In contrast to the results we obtained with shRNAs,
variable depletion of miR-196b was observed in MOLM-13 and
MV4-11 HOXA10-AS excision cells (Figure 4B), which may be
due to regulatory elements of miR-196b being excised along with
the HOXA10-AS promoter. These data argue against the possibility
that the effects of HOXA10-AS repression or loss are mediated by
the control of the antisense HOX genes or miR-196b. This
conclusion is further supported by the notion that HOXA710-AS is
primarily located in the cytoplasm, as shown by RNA isolation from
the individual compartments and subsequent gRT-PCR (Figure 4C).

HOXA10-AS exerts its effects by inducing NF-«xB
target genes

The cytoplasmatic enrichment of the transcript and the inability to
proof a local regulatory function led us to suppose that HOXA710-AS

mean * SD). (D) May-Griinwald-Giemsa staining on day 10 of monocytic differentia-
ng assays (n = 4; 2-way variance analysis; presented as mean * SD; **P < .01).

acts in trans. To further understand the molecular consequences of
high HOXA10-AS expression, we assessed early transcriptional
changes that lead to the monocytic differentiation arrest caused by
ectopic HOXA10-AS expression. We performed a microarray-based
gene expression analysis on FACS-sorted myeloid precursors
(CD11b*/CD147/CD117; supplemental Figure 4) after 5 days
of monocytic culture. We identified 42 genes that were differentially
expressed in HOXA10-AS-overexpressing cells (40 upregulated
and 2 downregulated; false discovery rate <0.05; supplemental
Table S2). Notably, HOXA9 and HOXA710 were not among the
differentially expressed genes (supplemental Figure 5B). Gene
Ontology analysis revealed the significantly upregulated genes to
be enriched for factors involved in immune response, cytokine
signaling, and hematopoietic cell lineage specifications (supplemen-
tal Figure 5A). Accordingly, gene set enrichment analysis identified
NF-kB targets as the most highly enriched gene set (Figure 4D).

To further validate NF-xB as a downstream component of the
HOXA10-AS mechanism, we analyzed phosphorylation of the

Figure 2. (continued) EOL-1, MOLM-13 and MV4-11 were used as KMT2A-r cell lines, while NB-4 was used as the non-KMT2A-r cell line. (G-H) 5-Bromo-2'-deoxyuridine

cell cycle (G) and Annexin V apoptosis (H) assays in EOL-1 and NB-4 cells after sgRNA-m
mean = SD (n = 2; *P < .05; *P < .01).
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ediated excision using 4 different sgRNA pairs. The percentage of cells is shown as
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Figure 4. HOXA10-AS does not act as a local regulator of nearby genes and exerts its effects by inducing NF-kB target genes. (A) Expression of HOXA10-AS,
HOXA10, HOXAQ9, and mir-196b as measured by qRT-PCR in EOL-1 cells, MOLM-13, MV4-11, and NB-4 cells after shRNA-mediated HOXA70-AS knockdown using 3 different
shRNAs (n = 2; n.d., not detectable). (B) Expression of HOXA10, HOXA9, and mir-196b as measured by qRT-PCR in single-cell clones of MOLM-13, MV4-11, and NB-4 cells after
sgRNA-mediated HOXA10-AS excision using 4 different pairs of sgRNAs (n = 2). (C) Enrichment of HOXA70-AS in the cytoplasmic, nuclear soluble, and chromatin-bound compart-

ments as measured by gRT-PCR on fractionated RNA from MOLM-13 and EOL-1 cells. The enrichment is shown as a ratio normalized to the compartment in which the transcript is
most highly expressed (n = 2). (D) Gene set enrichment analysis results for NF-kB target genes in LBid-HOXA10-AS-transduced, sorted CD11b"/CD147/CD117~ cells compared
with LBid-control-transduced cells on day 5 of monocytic differentiation. (E) Percentage of phosphorylated p65-positive (pSer529) LBid-HOXA10-AS- or LBid-control-transduced
ML-2 cells in the presence or absence of 1 uM BMS-345541 (n = 2; presented as mean *+ SD). FDR, false discovery rate; NES, normalized enrichment score.

NF-kB subunit p65 at serine 529, which is a marker for NF-xkB
activation.®* In ML-2 cells, HOXA710-AS overexpression led to
elevated p65 phosphorylation, indicating increased NF-kB activation
(Figure 4E). Moreover, inhibition of the NF-kB pathway in ML-2

4258 AL-KERSHI et al.

cells using the IkB kinase inhibitor BMS-345541 abolished the
HOXA10-AS-induced growth advantage (Figure 3B) and rescued
the monocytic differentiation block in HOXA10-AS-transduced
HSPCs (Figure 3C).
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Taken together, our experiments suggest a model wherein
HOXA10-AS induces NF-«B target genes in myeloid precursors,
thereby perturbing monocytic differentiation in HSPCs and pro-
moting leukemic growth in KMT2A-r blasts.

HOXA10-AS is a prognostic factor in AML

Our data indicate that HOXA70-AS is an oncogenic IncRNA and
that HOXA10-AS expression is essential for the maintenance of
KMT2A-r AMLs. Therefore, we aimed to investigate the impact of
HOXA10-AS expression on AML prognosis. To accomplish this, we
stratified a cohort of 258 pediatric patients®® and a cohort of 171
adult AML patients®® based on HOXA710-AS expression (Figure
5A-D). In both cohorts, HOXA10-AS was mostly absent from cases
with t(15;17), t(18;21) and inv(16) and also from cases with
CEBPA mutations (Figure 5A-D), while it was highly expressed in
cases with KMT2A-r, in accordance with our previous results
(Figure 1D). In addition, we observed high expression levels in adult
cases with normal karyotype and NPM1 mutations (Figure 5C-D),
suggesting a correlation between HOXA10-AS expression and the
underlying genetic background of these AMLs. Kaplan-Meier
analysis using an optimal HOXA70-AS expression cutoff de-
termined via maximally selected rank statistics adjusted for
multiple testing®”® (supplemental Figure 6A-B) demonstrated
that high HOXA10-AS expression was significantly associated
with lower EFS in pediatric (26.6% vs 49.3% after 5 years;
Padilog-rank = -0015; Figure 5E) and adult (14.0% vs 48.7% after
5 years; Pagjiog-rank < -0001; Figure 5F) patients. Overall survival
was similarly reduced in both the pediatric (60.6% vs 65.8% after
5 years; Pagjiogrank = -04; supplemental Figure 6C) and adult
(15.4% vs 51.4% after 5 years; Pagjjog-rank < -0001; supplemental
Figure 6D) cohorts, thus identifying HOXA710-AS as a prognostic
factor. However, the association of HOXA10-AS expression with
certain genetic AML subtypes that are known to have high HOXA9
or HOXA10 expression disqualifies HOXA10-AS from being an
independent prognostic factor. Nonetheless, in cases where
cytogenetic analyses are not possible or where HOXA9 and HOXA10
expression analysis is inconclusive, quantifying HOXA10-AS expres-
sion may add prognostic value. These results moreover suggest that
targeting HOXA10-AS may be a promising therapeutic approach for
AML patients who present with high levels of HOXA10-AS expression.

HOXA10-AS downregulation impairs leukemic
growth in vivo

To test the potential therapeutic value of targeting HOXA70-AS in
AML with high levels of HOXA10-AS expression, we performed
knockdown experiments in vivo. shRNAs against HOXA10-AS
(GFP™) and a luciferase control (dTomato™) were transduced into
a tertiary KMT2A-r patient-derived AML xenograft (supplemental
Table S1). The transduced cells were mixed in a 1:1 ratio and
transplanted into sublethally irradiated quaternary recipient mice for
an in vivo competition assay (Figure 6A; supplemental Figure 7). At
the end point of the experiment, AML blasts containing the shRNA
against HOXA 10-AS were significantly diminished in the bone marrow
(end point to input ratio of 0.1 [GFP"] vs 3.0 [dTomato']; P = .0001),
spleen (0.17 vs 2.45; P = .0001), and liver (0.21 vs 2.70; P = .0001)
compared with the control (Figure 6B; supplemental Figure 7).
These results further underline the dependency of KMT2A-r AMLs
on HOXA710-AS and highlight its potential use as therapeutic
target.

€ blood advances 23 pEcemBer 2019 - VOLUME 3, NUMBER 24

Discussion

Since the discovery of numerous highly conserved intergenic
and antisense IncRNAs within the HOX clusters, it has been
postulated that HOX IncRNAs exert significant control over the
proper spatial and temporal expression of HOX genes.®®4° The
precise expression of HOX genes is essential for normal devel-
opment, and their deregulation is causal for various diseases,
including leukemia. Here, we introduce HOXA70-AS as a HOX
IncRNA that is highly expressed in HSCs and KMT2A-r leukemias.
We show that it regulates normal myeloid differentiation and
contributes to the pathogenesis of KMT2A-r leukemias by inducing
NF-kB target genes. Moreover, we established HOXA10-AS ex-
pression as a prognostic marker (although not independent) in both
pediatric and adult AML, where it can be used to group patients
according to their underlying genetic background and risk level.
Lastly, we provide a proof of concept for potential therapeutic
targeting of HOXA10-AS.

Since KMT2A rearrangement is the most frequent structural
cytogenetic aberration in children with AML, KMT2A-r leukemias
are a highly relevant subtype for scientific and clinical research.
IncRNAs present a new opportunity to understand, classify, and
treat these AMLs, and in keeping with this theme, we found
HOXA10-AS to be significantly involved in the maintenance of
KMT2A-r leukemia. We provide several lines of evidence using
complementary gain- and loss-of-function approaches in different
in vitro and in vivo systems to support HOXA10-AS as an essential
INcRNA in KMT2A-r AMLs. In primary KMT2A-r blasts and ML-2
cells, overexpression of HOXA10-AS enhanced leukemic growth.
Inversely, we observed significantly reduced leukemic growth upon
shRNA-mediated knockdown of HOXA710-AS in KMT2A-r com-
pared with non-KMT2A-r cell lines, suggesting the dependency of
KMT2A-r AMLs on high HOXA10-AS expression. For further
confirmation, we additionally used CRISPR/Cas9 to excise the
HOXA10-AS promoter and transcription start site in vitro, which
yielded similar results as the above approaches. LNA-GapmeR-mediated
HOXA10-AS downregulation also led to decreased proliferation in
KMT2A-r leukemic cells compared with non-KMT2A-r cells. LNA-
GapmeRs can be taken up by cells via gymnosis,?® eliminat-
ing the need for delivery vehicles and thus making them an
elegant therapeutic option for patients with KMT2A-r AML. To
advance this idea, we provided a proof of concept for therapeutic
targeting of HOXA10-AS: patient-derived AML blasts trans-
duced with shRNAs against HOXA70-AS were outcompeted by
their control-transduced counterparts in vivo. These experiments
pave the way for future preclinical studies with anti-HOXA70-AS
therapeutics.

Pediatric AML patients with KMT2A-r tend to be younger and
predominantly present with a monocytic/monoblastic subtype.*' In
line with this, lentiviral HOXA10-AS expression in CD34" HSPCs
caused a significant block of monocytic differentiation. Aberrant
HOX expression is a hallmark of KMT2A-r leukemias, and the
contribution of several HOXA genes and miR-196b to KMT2A-r
leukemogenesis has been previously described.'®'” Many IncRNAs
have been shown to act as local regulators influencing the expression
of nearby genes.®® Moreover, other HOX IncRNAs such as HOTTIP
and HOTAIR reportedly act in cis or trans to directly regulate the
expression of HOX genes."""'® For example, forced expression of
HOTAIR causes genome-wide expression changes in epithelial
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Figure 5. HOXA10-AS is a prognostic factor in AML. Analysis of RNA-sequencing data from 258 NCI-TARGET pediatric®® (A-B) and 171 TCGA adult®® (C-D) AML
samples. (A) +-SNE representation using the 4362 most variable genes (interquartile range >1.5), with samples colored according to AML subtype. (B) +SNE as in panel A
with samples colored according to HOXA10-AS expression as indicated by the color key. (C) +-SNE representation using the 1840 most variable genes (interquartile range
>1.5), with samples colored according to AML subtype. (D) +-SNE as in panel C with samples colored according to HOXA10-AS expression as indicated by the color key.
(E) Probability of EFS in 268 NCI-TARGET pediatric AML patients with high (red; >5.5 normalized reads; cutoff determined via maximally selected rank statistics) or low
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Figure 6. HOXA10-AS downr

ic growth in vivo. (A) Experimental design for HOXA10-AS knockdown in vivo in a patient-derived xenograft

(PDX) model of AML. (B) PDX engraftment levels (dTomato™ or GFP™) in the bone marrow (BM), spleen (Sp), and liver (Li) in recipient mice after leukemia onset, displayed as

percentage of transduced human CD45 ™ cells (right; unpaired Student ¢ test). Representative FACS plots (left) of the bone marrow show the gating strategy to assess the
percentage of fluorescent cells. NSG, NOD.Cg-Prkdc** I12rg"™ """ /SzJ; SSC, side scatter.

cancer cells, thereby increasing breast cancer invasiveness and
metastasis via a mechanism that is still under debate.*?*® In contrast,
HOTTIP coordinates the activation of several 5" HOXA genes in cis
by directing the WDR5/MLL complexes.'® Therefore, we first
evaluated the effect of HOXA10-AS perturbation on antisense
HOX genes and miR-196b. However, using shRNA-mediated
knockdown and genetically clean CRISPR/Cas9 excision of the
transcription start site, we could not prove a local regulatory function
of HOXA10-AS. These data together with data showing cytoplasmic
localization of HOXA10-AS and the transcriptional changes induced
upon its lentiviral expression favor a model wherein HOXA710-AS
regulates gene expression in trans. Via global gene expression
analysis, we saw that HOXA70-AS activated several NF-«B target
genes. NF-kB is constitutively active in many AML cases, particularly
in monocytic/monoblastic leukemias, and has been suggested as
a therapeutic target.***® Corroborating NF-kB as a possible
target of HOXA10-AS, we demonstrated increased p65 phos-
phorylation, an indicator of NF-kB activation, in HOXA10-AS-
overexpressing ML-2 cells. In addition, inhibiting the NF-xB
pathway using the IkB kinase inhibitor BMS-345541 rescued
the growth advantage in HOXA10-AS—overexpressing ML-2 cells
as well as the monocytic differentiation block induced by ectopic
HOXA10-AS in HSPCs. These results indicate that aberrant
activation of the NF-kB pathway might be a mechanism through
which HOXA10-AS overexpression blocks monocytic differentia-
tion in HSPCs and contributes to the oncogenic phenotype of
KMT2A-r cells, which mainly manifest as monocytic/monoblastic
leukemias. Although exact mechanisms have yet to be fully elucidated,
our work adds HOXA10-AS to the list of IncRNAs within the
HOX clusters that coordinate gene expression and crucial signaling
pathways.

In conclusion, our work uncovers HOXA10-AS as an important
regulator of HSC homeostasis and hematopoietic differentiation

€ blood advances 23 pEcemBer 2019 - VOLUME 3, NUMBER 24

and as a potential therapeutic target for KMT2A-r AMLs, given
its essentiality in this cytogenetic subtype. These findings place
HOXA10-AS among the growing list of functionally validated
IncRNAs with crucial roles in normal and malignant hematopoi-
esis and in the broader scope provides further evidence of the
significance of IncRNAs to pathophysiological processes.
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