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II. Kurzfassung 

 

Myelodysplastische Neoplasien (MDS) sind eine Gruppe von hämatopoetischen 

Stammzellerkrankungen, wobei die Patient*innen an einer gestörten Blutzellbildung aller 

Blutzellklassen leiden. Die pathophysiologischen Ursachen der MDS sind divers und umfassen 

unter anderem Veränderungen in der hämatopoetischen Stammzellumgebung, der 

sogenannten Stammzellnische, aber auch epigenetische Modifikationen [1, 2]. Das 

Immunsystem bildet mit den Zellen der angeborenen und erworbenen Immunität einen Teil 

dieser Stammzellnische [3]. Dass speziell T-Zellen mit ihren Signalwegen in dieser Nische 

einen wichtigen Beitrag zur Aufrechterhaltung der Hämatopoese liefern ist bereits bekannt [4], 

Der Einfluss von T-Zellen auf den Krankheitsausbruch bzw. -progress der MDS ist jedoch noch 

weitgehend unverstanden.  

MikroRNAs, kurze nicht kodierende RNA Moleküle, sind wichtige Feinregulatoren 

fundamentaler zellbiologischer Prozesse wie z.B. Apoptose oder Proliferation [5]. Eine 

Dysregulation der mikroRNAs ist mit den unterschiedlichsten Krebsformen assoziiert, wodurch 

sie ein interessantes Therapieziel darstellen [6].  

Die in dieser Arbeit untersuchten, in MDS differentiell exprimierten, mikroRNAs miR-34a, miR-

143 und miR-181b haben nach Überexpression in den hämatopoetischen Zelllinien MDS-L 

und THP-1 keinen Einfluss auf das Differenzierungsverhalten dieser Vorläuferzellen. Einzig 

miR-34a-Überexpression in leukämischen THP-1-Zellen hemmt das Proliferationsverhalten 

dieser und ist in der Lage, diese Zellen in einen Zellzyklus-G1-Arrest zu bringen. Dieser G1-

Arrest der THP-1-Zellen kann auch bei Überexpression von miR-15a und miR-150 beobachtet 

werden. Die speziell aus dem Knochenmark stammende MDS-Zelllinie MDS-L weist bei keiner 

der erfolgreich durchgeführten Überexpressionen signifikante Veränderungen auf. 

Bisherige miRNA-Studien lassen keine zelltypspezifische Zuordnung der differenziell 

exprimierten mikroRNAs aus Knochenmarkaspiraten von MDS-Patient*innen zu [7, 8]. 

Untersuchungen zu mikroRNA-Zielstrukturen einzelner MDS-Zellpopulationen und zur 

Funktionalität in den Immunzellen der Stammzellnische bei MDS sind ebenfalls 

unterrepräsentiert. Durch die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Experimente konnte 

ein für CD4+ und CD8+ T-Zellen spezifisches mikroRNA-Expressionsprofil sowohl aus MDS- 

als auch aus nicht-MDS-Knochenmarkproben identifiziert werden. Anhand dieser Profile 

wurden die Kandidaten miR-1281, miR-1825 und miR-5571 hinsichtlich ihrer Funktionalität in 

primären T-Zellen untersucht. Sowohl die Proliferation als auch die zytotoxische Wirkung der 

untersuchten CD8+ T-Zellen offenbarten keine Beeinflussung durch die erfolgreiche 

Überexpression der drei genannten mikroRNAs.  
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Einleitung 

 

1 
 

1. Einleitung  

1.1. Das hämatopoetische System 

1.1.1 Die Hämatopoese 

Bereits um den 7. Tag der humanen Embryogenese beginnt die Blutzellentwicklung, die 

Hämatopoese, eines Organismus [9]. Dieser Prozess findet zunächst im embryonalen 

Dottersack und anschließend in der fetalen Leber statt, bevor er sich final nach der Geburt im 

Thymus und dem Knochenmark manifestiert [10, 11]. Während der embryonalen 

Hämatopoese unterscheidet man 2 Wellen, die primitive und die sich anschließende definitive 

Hämatopoese. In der ersten, nur ca. 48 Stunden dauernden, Welle tauchen erythroide und 

Makrophagenvorläuferzellen auf. Diese tragen zur Aufrechterhaltung und Entwicklung des 

Embryos bis zur zweiten Welle bei und verschwinden aber mit Einsetzen dieser wieder. 

Während der definitiven Hämatopoese wiederum entwickeln sich die erythroiden und 

myeloiden Vorläuferzellen, sowie die hämatopoetischen Stammzellen (HSC) [12]. Letztere 

sind für die lebenslang andauernde ständige Erneuerung der Blutzellen verantwortlich und 

sind in der Lage alle Subtypen der zirkulierenden Blutzellen hervorzubringen (Abb. 1) [13]. Am 

Ende spricht man von drei großen Blutzellpopulationen: die Erythrozyten, die Thrombozyten 

und die Leukozyten. 

Abb. 1: Schematische Darstellung der Hämatopoese. Die Abbildung illustriert die Reifung der finalen 
Blutzellen ausgehend von der hämatopoetischen Stammzelle (HSC). Links ist die myeloide und rechts 
die lymphoide Abstammungsreihe skizziert. LMP- gemeinsamer lymphoider und myeloider Vorläufer; 
CMP- gemeinsamer myeloider Vorläufer; CLP- gemeinsamer lymphoider Vorläufer; BCP- B-
Zellvorläufer; ETP- früher T-Zellvorläufer; CILCP- gemeinsamer Vorläufer angeborener lymphatischer 
Zellen; NKP- NK-Zellvorläufer; ILCP- lymphoide Vorläuferzellen des angeborenen Immunsystems; ILC- 
angeborene lymphatische Zellen. [13] 
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Am Ursprung aller Blutzellen steht die schon erwähnte hämatopoetische Stammzelle (HSC), 

aus der sich wiederum ein gemeinsamer lymphoider und myeloider Vorläufer entwickelt (LMP). 

Ab dieser Zelle gibt es zwei unterschiedliche Richtungen, in die sich die LMP weiterentwickeln 

kann. Auf der einen Seite steht der myeloide Weg. Dieser hat einen gemeinsamen myeloiden 

Vorläufer als Grundlage, bevor auch dieser sich über unterschiedliche Zwischenstufen in die 

finalen Zellen dieser Abstammungsreihe entwickelt. Zellen dieser myeloiden Reihe sind zum 

Beispiel die roten Blutkörperchen, die Erythrozyten. Diese Zellen sind die Träger des roten 

Blutfarbstoffes Hämoglobin und somit für den Sauerstofftransport im Organismus 

verantwortlich [14]. Sie sind der am meisten vorkommende zelluläre Blutbestandteil und haben 

eine Lebensdauer in der Peripherie von 100 bis 120 Tagen [15]. Der zweithäufigste zelluläre 

Bestandteil des Blutes sind die Thrombozyten, die sich von ihrer im Knochenmark 

beheimateten Vorläuferzelle, dem Megakaryozyten, abspalten und anschließend für ca. 7 bis 

10 Tage in der Peripherie zirkulieren [16]. Ihre wichtigsten Funktionen sind die Blutungsstillung 

bzw. Blutgerinnung nach Gefäßverletzungen [17]. Die Leukozyten machen den dritthäufigsten 

zellulären Blutbestandteil aus und umfassen alle in den folgenden Abschnitten kurz 

beschriebenen Zellen. In die Gruppe der Leukozyten zählen demnach auch die Mastzellen. 

Sie gelangen zunächst als unreife Vorstufen aus dem Knochenmark in die Peripherie und 

zirkulieren anschließend über den Blutstrom zu den Organen, wo sie schließlich vollständig zu 

Effektoren allergischer Reaktionen ausreifen [18]. So kann z.B. eine Mastzellinfiltration in der 

Schleimhaut des Magen-Darm-Traktes in jeglicher Form der Nahrungsmittelallergie 

beobachtet werden [19]. Die Monozyten stellen eine weitere Zellpopulation der myeloiden 

Reihe dar, die in den peripheren Blutstrom entlassen werden und sich in Geweben final in 

Makrophagen bzw. dendritische Zellen differenzieren [20]. Diese ausdifferenzierten Zellen 

spielen in den Zielgeweben eine große Rolle hinsichtlich der Aufrechterhaltung der 

Homöostase sowie bei der Regulation von Abwehrreaktionen [21]. Die Granulozyten stellen 

die letzte Population der myeloiden Abstammungsreihe dar. Sie umfassen die 

Subpopulationen basophiler, eosinophiler und neutrophiler Granulozyten. Die Basophilen 

machen mit weniger als 1 % die kleinste Population unter den Leukozyten aus [22]. Sie 

zirkulieren nach der kompletten Ausreifung im Knochenmark lediglich für 2 bis 3 Tage in der 

Peripherie, bevor sie schließlich zugrunde gehen [23]. Ihre Funktionen sind mit denen der 

Mastzellen vergleichbar und liegen unter anderem in der Vermittlung einer protektiven 

Immunität gegenüber Pathogenen als auch in der Vermittlung allergischer Reaktionen [22]. 

Die zweite Gruppe der Granulozyten stellen die Eosinophilen dar. Diese machen mit 1 bis 3 % 

die zweitgrößte Granulozytenpopulation aus und fungieren als zytotoxische Effektoren bei der 

Bekämpfung von Pathogenen, aber auch im Prozess allergischer bzw. autoimmunoligscher 

Reaktionen [24]. Die neutrophilen Granulozyten machen mit 50 bis 70 % den größten Anteil 

der Leukozyten aus. Diese Zellen stellen die erste Abwehrlinie des menschlichen Organismus 
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bei der Bekämpfung einer Vielzahl von Pathogenen dar [25]. Die Populationen der lymphoiden 

Abstammungsreihe umfassen neben den T-Lymphozyten, deren Biologie in Abschnitt 1.1.5 

detailliert beleuchtet wird, auch die B-Lymphozyten. Diese sind durch ihre Fähigkeit der 

spezifischen Antikörperproduktion grundlegende Akteure der humoralen Immunantwort, 

zusätzlich zu ihrer essentiellen Rolle bei der Initiierung einer T-Zell-vermittelten Immunreaktion 

[26]. Auch die natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) gehören in die Klasse der lymphoiden Zellen 

und haben einen enormen Einfluss auf die Bekämpfung viraler Pathogene als auch von 

Krebszellen [27]. Die lymphoiden Zellen (ILC) werden je nach Oberflächenexpression 

bestimmter Marker und ihres Zytokinexpressionsprofils in drei Gruppen unterteilt. Allen drei 

Gruppen ist aber ihre Funktion der Regulation der Gewebshomöostase und die frühe 

entzündliche Wirtsreaktion als Immunantwort gleich [28]. 

All diese beschriebenen Entwicklungsprozesse werden sowohl von Wachstumsfaktoren der 

Umgebung, als auch von der Expression bestimmter Transkriptionsfaktoren gesteuert [29]. 

Aber auch die Zellen der Knochenmarksnische, die die Zellen der Hämatopoese umgeben, 

haben einen nicht zu vernachlässigenden Einfluss auf den korrekten Ablauf der Prozesse, 

genau wie mikroRNAs [30, 31]. 

1.1.2 Angeborenes und erworbenes Immunsystem 

Das angeborene Immunsystem ist der Teil des Immunsystems, der in erster Linie bei der 

Abwehr von Pathogenen reagiert und versucht, diese zu beseitigen. Hierzu zählen neben den 

angeborenen lymphoiden Zellen auch die bereits erwähnten Granulozyten, die monozytären 

Zellen, die NK-Zellen und die Mastzellen. Bei der unspezifischen Abwehr werden auf 

mikrobiologischen Pathogenen sogenannte pathogen-associated molecular patterns (PAMPs) 

von den pattern recognition receptors (PRRs) der Zellen der unspezifischen Abwehr erkannt 

und gebunden. Das wiederum bewirkt eine Aktivierung der Immunzellen, was zur Eliminierung 

von pathogenen oder auch infizierten körpereigenen Zellen führt [32]. Durch die Rekrutierung 

von Immunzellen des angeborenen Immunsystems und die damit verbundene Ausschüttung 

einer Vielzahl von Zytokinen und Chemokinen wird eine akute Entzündungsreaktion im 

betroffenen Gebiet ausgelöst [33].  

Kann auf diesem Weg keine Beseitigung des Auslösers erreicht werden, kommen die Zellen 

der spezifischen, erworbenen Immunantwort hinzu. Dazu zählen die B- und T-Lymphozyten, 

die wiederum nach Antigenkontakt über spezifische Rezeptoren aktiviert werden und 

versuchen, die pathogenen Zellen bzw. infizierten Körperzellen zu beseitigen. Zusätzlich 

können auf diesem Weg langlebige B- und T-Gedächtniszellen generiert werden, die bei einem 

erneutem Kontakt mit dem spezifischen Antigen eine schnelle und robuste Immunantwort 

gewährleisten [34].  
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1.1.3 Cluster of differentiation – CD-Marker 

Für die Charakterisierung der unter 1.1.1 genannten Zelltypen wird das sogenannte cluster of 

differentiation-System zu Hilfe genommen. Dieses wurde 1982 mit Hilfe von monoklonalen 

Antikörpern, ursprünglich für die Identifizierung der Leukozyten, etabliert [35]. Mittlerweile gibt 

es aber eine ganze Reihe von CD-Markern, mit denen auch nicht-leukozytäre Blutzellen, 

entartete Zellen oder sogar bestimmte Krankheitsbilder identifiziert werden können [36–38]. 

Für diese Form der Identifizierung macht man sich die Expression bestimmter 

Oberflächenmoleküle zu Nutze und kann diese wiederum mit Antikörpern markieren. Sind 

diese Antikörper z.B. mit unterschiedlichen Fluorophoren gekoppelt, können in einer Probe, 

sei es Gewebe oder eine Körperflüssigkeit wie Blut, viele verschiedene Zelltypen mit den 

geeigneten Methoden identifiziert und sogar quantifiziert werden. In dem ständig wachsenden 

Pool der CD-Marker konnten bis heute über 400 CD-Moleküle identifiziert werden [39], von 

denen 14 in der hier vorliegenden Arbeit untersucht und für die Identifizierung bestimmter 

Zellgruppen genutzt wurden.    

1.1.4 Das MHC-Klasse-I- und MHC-Klasse-II-System – ein kurzer Überblick 

Bei den sogenannten MHC-Klasse-I- bzw. MHC-Klasse-II- Molekülen handelt es sich um 

sogenannte major histocompatibility complex- Moleküle, die Schlüsselrollen bei der 

Vermittlung der Immunität gegenüber eindringenden Pathogenen innehaben.  

Klassische MHC-Klasse- I- Moleküle werden dabei auf nahezu allen Körperzellen exprimiert 

und präsentieren endogen, von Tumorzellen oder virusinfizierten Zellen, generierte Peptide 

den CD8+ T-Zellen. Dabei bestimmt eine sehr große Vielfalt an unterschiedlichen 

Allelausprägungen der HLA-A-, HLA-B- und HLA-C-Gene, welche MHC-Klasse-I-

Ausprägungsmerkmale ein Individuum besitzt [40, 41].  

Nichtklassische HLA-Klasse-II-Moleküle kommen auf antigenpräsentierenden Zellen, wie z.B. 

dendritischen Zellen, vor und bieten Peptide exogenen Ursprungs den CD4+ T-Zellen an. Hier 

bestimmen die HLA-DPA/-DPB-, HLA-DQA/-DQB- und HLA-DRA/-DRB-Gene das 

phänotypische Ausprägungsmuster [40].  

Speziell für den Fall therapeutischer Transplantationen, seien es Organe oder einzelne Zellen, 

ist die Identifikation der MHC-Moleküle sowohl des Spenders als auch des Empfängers 

essentiell [42]. Für den Fall einer bevorstehenden allogenen hämatopoetischen 

Stammzelltransplantation (alloHCT) wird nach einem Spender gesucht, der möglichst in 8/8 

Antigenen, bezogen auf HLA-A, B, C und DRB1, übereinstimmt. Alle Ausprägungen, die 

weniger als 8 Übereinstimmungen aufweisen, werden als ‚mismatch‘ bezeichnet [43]. 

Transplantationen mit dem mismatch in nur einem Locus (7/8) sind bereits mit einer geringeren 
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Überlebensrate, einer höheren therapieassoziierten Mortalität und mehr akuten Graft-versus-

Host-Krankheiten (GvHD) verbunden [44]. Eine GvHD ist eine immunologische Komplikation 

der alloHCT, bei der transplantierte zytotoxische CD8+ T-Zellen das Empfängergewebe als 

fremd erkennen und beginnen zu proliferieren [45]. Diese Proliferation, einhergehend mit einer 

Aktivierung, kann je nach Ausprägungsgrad der Erkrankung zu Hautirritationen im leichten Fall 

bis hin zu schweren Organschäden oder sogar zum Tod des Empfängers führen [46]. 

Allerdings muss auch erwähnt werden, dass eine GvHD auch bei einer HLA-matched alloHCT 

in knapp 50 % der Transplantationen auftritt, was Hinweise auf die Existenz weiterer 

einflussnehmender MHC-Moleküle gibt [47, 48]. 

1.1.5 CD8+ T-Zellen als ein Teil des erworbenen Immunsystems 

Die Funktion der T-Zellen, speziell der CD8+ T-Zellen, als Haupteffektoren der zellulären, 

erworbenen Immunantwort soll im folgenden Abschnitt näher beleuchtet werden.  

T-Zellen sind wie bereits erwähnt eine Untergruppe der Lymphozyten, die im Knochenmark 

produziert werden, aber schließlich extramedullär im Thymus final heranreifen. Dort erlangen 

sie schließlich ihre charakteristische Oberflächenmarkerausprägung, die es erlaubt, die T-

Zellen in zwei große Subklassen zu unterteilen: die CD3+/CD4+ und die CD3+/CD8+ T-Zellen, 

deren verbindende Gemeinsamkeit die Expression des T-Zellrezeptor-CD3-Komplexes (TCR-

Komplex) ist [49]. Der Thymus dient dabei für die noch unreifen T-Zellen als Ort der positiven 

und negativen Selektion. Dabei geschieht zunächst die positive Selektion, bei der von 

Thymozyten MHC-I- bzw. MHC-II-Moleküle präsentiert werden. Bei T-Zellen, die an MHC-I-

Moleküle gebunden haben, wird die Expression von CD8 initiiert und bei der Bindung an MHC-

II-Moleküle die Expression von CD4 [50]. Die anschließende Negativselektion dient der 

Eliminierung von T-Zellen, die körpereigene Peptide binden und somit eine Gefahr für das 

Auftreten autoimmunologischer Prozesse darstellen [51]. Diese Prozesse der Selektion finden 

hauptsächlich während der fetalen Entwicklung bzw. der frühen Lebenspanne statt. Mit Beginn 

der Pubertät schwindet sowohl die Thymusmasse als auch die damit verbundenen Prozesse 

der T-Zellreifung [52]. Die aus dem Thymus entlassenen reifen und naiven CD4+ und CD8+ T-

Zellen zirkulieren mit einer CD4+/CD8+ Ratio von ≥1 anschließend im Blutkreislauf und ruhen, 

bis sie aktiviert werden [53].  

Bei den CD4+ T-Zellen, auch T-Helferzellen genannt, geschieht dies durch die Interaktion mit 

Antigen-MHC-Klasse-II-Komplexen. Diese Interaktion bewirkt eine Differenzierung der naiven 

Zellen in verschiedene Effektorsubtypen. Welcher Subtyp dabei entsteht, ist vom umgebenden 

Zytokinmilieu abhängig [54]. Auf diese Weise können 7 CD4+ T-Zellsubsets identifiziert 

werden, deren spezifische Zytokinexpressionsmuster ihre jeweilige spezielle Funktion 

bestimmen [55]. 
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Die zweite große Subklasse der T-Zellen sind die CD8+ T-Zellen, auch zytotoxische T-Zellen 

genannt. Das Aktivierungsschema dieser und die daraus resultierenden möglichen Subtypen 

sind in Abbildung 2 dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 2: Schematische Darstellung der Aktivierung einer CD8+ T-Zelle (A) und die fünf möglichen 
daraus resultierenden Subtypen (B). Es sind die aktivierenden (TCR, CD28) und inhibierenden 
Rezeptoren (PD-1, CTLA-4) der T-Zelle sowie die Liganden auf der Tumorzelle (MHC-I, B7.1/B7.2) 
dargestellt (A) [56]. Die nach CD8+ T-Zellaktivierung möglichen Subtypen und die von ihnen 
produzierten Zytokine sind ebenfalls skizziert (B) [57]. 

 

Die Aktivierung der CD8+ T-Zellen ist dabei in drei Schritte eingeteilt (Abb. 2A). Im ersten 

Schritt erkennt der TCR-Komplex den Antigen-MHC-Klasse-I-Komplex und interagiert mit 

diesem. Schritt zwei beinhaltet die Kostimulation durch eine Reihe von unterschiedlichen 

Rezeptoren, in diesem Beispiel die Interaktion von CD28 der T-Zelle mit B7.1 oder B7.2 der 

Tumorzelle [56]. B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86) sind dabei kostimulatorische Moleküle, die 

sowohl auf antigenpräsentierenden Zellen, als auch Tumorzellen exprimiert werden. 

Gleichzeitig stellen sie aber auch die Liganden für den CTLA-4 (cytotoxic T-lymphocyte-

associated antigen 4)-Rezeptor dar, einen koinhibitorischen T-Zellrezeptor. Die Expression 

dieses Rezeptors ist nach T-Zellaktivierung hochreguliert und kann dann wiederum mit einer 

wesentlich höheren Affinität B7.1 und B7.2 binden, was für die T-Zellaktivität ein inhibierendes 

Signal darstellt. Ähnlich verhält es sich mit dem PD-1 Rezeptor (CD279) der T-Zellen. Bei 

Bindung der Liganden PD-L1 und PD-L2 (nicht dargestellt) führt auch die Aktivierung dieses 

Rezeptors zu einer Inhibierung der T-Zellproliferation und der zytotoxischen Wirkung dieser 

T-Zellen [58, 59]. PD-L1 und PD-L2 werden sowohl in normalen Geweben, als auch in 

Tumoren exprimiert. Wobei Tumore eine weitaus höhere Expression aufweisen und auf 

diesem Wege eine sie abtötende Immunantwort abwenden [60]. Diese beiden Rezeptoren 

werden als immune checkpoints bezeichnet und sind erfolgreiches Ziel der Checkpoint-

Inhibitor-Immuntherapie verschiedener Krebserkrankungen. Dabei werden die inhibierenden 

Rezeptoren blockiert, sodass die T-Zellaktivierung nicht inhibiert wird und die T-Zellen das 

A B 
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Tumorwachstum kontinuierlich eindämmen können [61, 62]. Das letzte für die Aktivierung 

benötigte Signal stellt die Stimulation mit Zytokinen, wie z.B. IL-12 und IL-18, dar (nicht 

abgebildet) [63]. Ebenso hat IL-2, was auch von bereits aktivierten T-Zellen produziert wird, 

eine stimulierende Wirkung [64]. Diese Signalkaskade führt wiederum zur Aktivierung 

verschiedener Downstream-Signalwege, die unter anderem für die vermehrte Ansiedlung von 

Glukosetransportern auf der Zelloberfläche der T-Zelle sorgen. Die Prozesse der 

anschließenden gesteigerten Proliferation und Zytokinproduktion und -freisetzung sind sehr 

energieaufwändig, weshalb aktivierte CD8+ T-Zellen einen höheren Glukosebedarf haben. Auf 

diesem Weg produzierte und freigesetzte Effektorzytokine sind unter anderem IL-2, IFNγ und 

TNFα, aber auch Perforine und Granzyme [65–67]. Perforine bilden in den Tumorzellen Poren, 

was die Zelle schließlich tötet. Granzyme sind pro-apoptotische Serinproteasen, die bei 

Eindringen in die Tumorzelle ebenfalls zu deren Lyse führen [67, 68]. Das Expressionsmuster 

der verschiedenen Zytokine und der daraus resultierenden CD8+ T-Zellsubgruppen ist in 

Abbildung 2B zu sehen. Zytotoxische T-Zellen 1 (Tc1) und 2 (Tc2) sind 

Effektorzellsubpopulationen die durch Stimulation mit IL-12 bzw. IL-4 generiert werden. Beide 

Gruppen vollziehen in vitro hauptsächlich eine perforinabhängige Zytolyse der Zielzellen, 

sezernieren aber unterschiedliche Zytokine [69]. Die IL-9 produzierenden Tc9-Zellen weisen 

hingegen in vitro im Gegensatz zu Tc1-Zellen eine signifikant schwächere zytolytische Aktivität 

auf [70], was auch für die Tc17-Zellen zutrifft [71]. Die zytolytische Aktivität der Tc22-Zellen 

kann wiederum in vivo durch die Gabe von Pantothenat, einem Nahrungsergänzungsmittel, 

gesteigert werden [72]. Der Aktivierungsstatus von CD8+ T-Zellen kann nicht nur anhand ihrer 

Proliferation oder der Expressionssteigerung bestimmter Zytokine nachgewiesen werden, 

sondern auch mittels der Analyse veränderter Oberflächenexpressionen verschiedener CD-

Marker. CD25 und CD122 sind zum Beispiel solche Marker. Dabei handelt es sich um zwei 

der drei Untereinheiten des IL-2 Rezeptors, der aus einer α- (CD25), einer β- (CD122) und 

einer γ- (γϲ) Kette besteht. Eine Stimulation der CD8+ T-Zellen bewirkt eine Hochregulation 

der Expression der beiden genannten CD-Moleküle und damit eine Erhöhung der Sensitivität 

gegenüber IL-2 [73]. IL-2 wiederum wirkt steigernd auf die von CD8+ T-Zellen vermittelte 

Immunantwort, hat aber auch inhibierende Wirkung auf z.B. die Differenzierung einer 

Subgruppe der CD4+ T-Helferzellen. Dieses Interleukin nimmt damit eine kritische Rolle bei 

der Ausbalancierung immunstimulierender und immunsupprimierender Prozesse ein [74]. 

Auch CD71 ist ein bekannter T-Zellaktivierungsmarker, der wie CD25 ca. 72 h nach Aktivierung 

sein Expressionsmaximum erreicht. Ganz im Gegensatz zu CD69, einem sehr frühen Marker 

der CD8+ T-Zellaktivierung. Dieser erreicht bereits 24 h nach Aktivierung sein maximales 

Expressionslevel, welches danach wieder signifikant abnimmt [75]. 
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1.1.6 Myelodysplastische Neoplasien 

Myelodysplastische Neoplasien (MDS) sind eine heterogene Gruppe hämatologischer 

Stammzellerkrankungen (HSC), die mit einer ineffektiven Hämatopoese und folglich nicht-

funktionellen Blutzellen assoziiert sind. Die pathophysiologischen Ursachen sind vielfältig und 

umfassen zum Beispiel in ca. 50 bis 60 % der Fälle chromosomale Aberrationen, wie z.B. die 

Deletion des langen Arms von Chromosom 5 (5q-del) oder auch Trisomie 8. Weiterhin können 

in 80 bis 90 % der Fälle somatische Mutationen in mehr als 50 Genen identifiziert werden, die 

zum Beispiel an Splicing- aber auch Differenzierungsprozessen, sowie an epigenetischen 

Regulationen beteiligt sind [1, 2]. Aber auch dem Mikromilieu der hämatopoetischen 

Stammzelle lastet ein gewisser Anteil an Krankheitsentwicklung und -progress an. Dafür 

spricht die Tatsache, dass trotz des Vorhandenseins ‚gesunder‘ HSC-Klone, diese ihrer 

Funktion nicht nachgehen. Die genauen pathophysiologischen Mechanismen der 

Krankheitsentstehung sind allerdings noch nicht im Detail aufgedeckt [2, 76].  

MDS treten mit einer Alters-standardisierten Inzidenzrate von 2,5-3,4/100.000 Einwohnern auf. 

Für diese Zahlen aus dem Jahr 2022 wurden die Daten aus den Niederlanden, Deutschland, 

der Schweiz und den USA ausgewertet. Zahlen aus Australien (3,2/100.000) und Neuseeland 

(3,7/100,00) decken sich damit [77]. Allerdings wird auch ersichtlich, dass die Inzidenz bei den 

über 70-jährigen schon bei 30/100.000 liegt [78]. Außerdem sind Männer geringfügig häufiger 

betroffen als Frauen [79].  

Wie bereits erwähnt, zeichnet sich die Gruppe der MDS durch eine ineffektive Hämatopoese 

aus, die wiederum in nicht-funktionellen Blutzellen, sogenannten Blasten, resultiert. Diese 

Blasten weisen neben ihrer Unfähigkeit der Differenzierung auch die Neigung zu einer 

exzessiven frühzeitigen Apoptose auf, die wiederum zu peripheren Zytopenien führt [80]. Da 

jede der unter 1.1.1 genannten aus der HSC hervorgehende Zellreihe betroffen sein kann, sind 

die möglichen Symptome sehr divers und reichen von anämischen Erscheinungsbildern, wenn 

die erythroide Linie betroffen ist, über erhöhte Blutungsneigungen, wenn die 

Thrombozytenreihe nur ineffektiv gebildet wird bis hin zu immer wiederkehrenden Infekten bei 

einer Beeinträchtigung der Zellbildung der Granulozytenreihe [81]. Auch eine Beeinträchtigung 

mehrerer Linien und eine damit einhergehende Multisymptomatik ist möglich. Die Diagnostik, 

an welcher Form von MDS der Patient erkrankt ist, stützt sich dabei auf die Untersuchung von 

Blut und Knochenmark. Diese basiert neben den (zyto)genetischen Analysen auf 

morphologischen Untersuchungen und der Analyse spezifischer CD-Marker. Die aktuellste 

Klassifikation der MDS stammt aus dem Jahr 2022 von der Weltgesundheitsorganisation 

(WHO) und ist in Tabelle 1 dargestellt [82]. 
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Tab. 1: Klassifikation von myelodysplastischen Neoplasien laut WHO (Stand 2022). 
Ausschlaggebend für die Einteilung in die einzelnen Gruppen ist neben dem prozentualen Anteil von 
Blasten in Knochenmark (BM) und peripheren Blut (PB) auch die Zytogenetik und eventuell vorhandene 
Mutationen [82].  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

In der Tabelle sind die zwei großen MDS-Typen ‚MDS mit genetischen Abnormalitäten‘ und 

‚morphologisch definierte MDS‘ mit ihren Untergruppen ersichtlich. Die Eingruppierung in diese 

erfolgt dann wiederum auf Basis der Evaluation des Blastenanteils in Knochenmark und 

peripheren Blut sowie der Zytogenetik und eventuell vorhandenen Mutationen. SF3B1-

Muationen treten am häufigsten auf und werden deshalb als eigenständige Gruppe aufgeführt. 

Dieses Gen codiert eine Untereinheit des splicing factor 3b protein complex [83]. Patient*innen 

mit Mutationen im bekannten Tumorsuppressorgen TP-53 bilden ebenfalls eine eigenständige 

Gruppe, da Patient*innen mit TP-53-Mutationen in unabhängigen Studien die schlechtesten 

Ergebnisse zeigten [84].  

Patient*innen mit MDS entwickeln in 50 % der Fälle eine AML, eine akute myeloische 

Leukämie (AML), auch sekundäre AML genannt [85]. Hierbei steigen die Blasten, die meist zu 

85 % den myeloiden und zu 15 % den lymphoiden Phänotyp aufweisen, in Knochenmark 

oder/und Peripherie auf ≥ 20 % an. Zhu et al. und Guo et al. beschrieben in den Jahren 2018 

und 2020 allerdings zwei Fallbeispiele, bei denen die MDS-Patient*innen eine akute 

lymphatische B-Zellleukämie (B-ALL) entwickelt haben, eine Erkrankung der lymphoiden 
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Abstammungsreihe. Hierbei zeichnen sich die Blasten nur durch den lymphoiden Phänotyp 

aus, was aber nur sehr selten anzutreffen ist [85, 86]. Neben der bereits genannten Einteilung 

in die einzelnen MDS-Subtypen werden die unbehandelten MDS-Patient*innen auch noch 

hinsichtlich ihrer Prognose in Risikogruppen eingeteilt. Dies geschieht mit Hilfe des 

sogenannten Revised International Scoring System (IPSS-R). Dafür werden Punkte bei der 

Analyse der peripheren Zytopenien und dem Blastengehalt im Knochenmark sowie bei der 

Identifikation zytogenetischer Charakteristika vergeben. Addiert man diese Punkte, kann man 

in der IPSS_R Score Value Tabelle die Risikoeinteilung ablesen. Hat der Patient 0 Punkte, so 

ist er in der Risikogruppe ‚very low‘. Mit zunehmendem Wert steigt auch die Einteilung 

zunächst in die Risikogruppe ‚low‘, gefolgt von ‚intermediate‘ und ‚high‘ bis hin zu einem 

Punktwert von >6, der eine Einteilung in die Risikogruppe ‚very high‘ zur Folge hat [87]. Seit 

2023 werden auch Genomdaten mit in die Risikoberechnung einbezogen, weshalb die 

aktuellste Klassifikation das IPSS_M (Molecular International Prognostic Scoring System) 

darstellt [88]. Diese wird aber nicht näher erläutert, da die in der vorliegenden Arbeit genutzten 

Proben nach dem IPSS_R klassifiziert wurden. Auch die Wahl der Therapie basiert auf der 

Evaluation verschiedenster Einflussfaktoren wie Risikoeinteilung, Transfusionsbedarf, 

zytogenetisches Profil oder auch das Potential des Patient*innen für eine allogene 

Stammzelltransplantation. Dabei wird in erster Linie darauf geachtet, was das Ziel der 

Therapie sein soll. So wird zum Beispiel bei Patient*innen in der niedrigen Risikogruppe eine 

potentielle Heilung, bei Patient*innen in der sehr hohen Risikogruppe dagegen eine Erhöhung 

der Überlebensrate angestrebt. Zu den Therapiestrategien zählen unter anderem die Gabe 

von Wachstumsfaktoren, Hypomethylierungsagenzien (HMA) und Lenalidomid [88]. Bei 

letzterem handelt es sich um einen Immunmodulator, der die Proliferation und 

Zytokinproduktion hämatopoetischer Tumorzellen hemmt. Des Weiteren werden 

Chemotherapien, Immunsuppressiva oder auch alloHCTs als Therapie eingesetzt. Welche 

Therapiestrategie letztendlich eingeschlagen wird, ist stark von der Reaktion des Patient*innen 

auf eine bereits angesetzte Therapie bzw. dem Vorhandensein von Komorbiditäten abhängig 

[89, 90]. Festzuhalten ist, dass die alloHCT bis jetzt die einzig kurative Therapie für MDS ist. 

Dabei stellt die Wahl der Kandidaten bzw. der Zeitpunkt der Transplantation ein 

entscheidendes Verfahren dar, um am Ende den maximalen Benefit zu erhalten [91]. Auch 

wenn ein Einsatz in einer frühen Krankheitsphase die größten Erfolge aufweist, ist bei 

Patient*innen der niedrigen Risikogruppe zum Beispiel aufgrund der geringen 

Krankheitsausprägung abzuwägen, ob die mit einer hohen Mortalitätsrate von 26 bis 41 % 

behaftete MDS-alloHCT nicht vielleicht doch einer Standardtherapie vorgezogen werden sollte 

[92]. Patient*innen der Hochrisikogruppe sollten auf jeden Fall für eine alloHCT berücksichtigt 

werden, sofern sie max. 70 bis 75 Jahre alt sind und sich in einer guten klinischen Verfassung
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ohne schwere Komorbiditäten befinden [90]. Die stringente Selektion der Patient*innen ist 

unter Anbetracht der möglichen Nebenwirkungen der alloHCT, unter anderem GvHD und 

schwerwiegende Infektionen, essentiell. Dabei stellen die beiden genannten Komplikationen 

die Hauptgründe für die hohe Mortalitätsrate der alloHCT dar [93].  

 

1.2. MikroRNAs 

1.2.1 Prozessierung und Nomenklatur der mikroRNAs 

MikroRNAs (miRNAs) sind ungefähr 22 Nukleotide (nt) lange, nicht kodierende einzelsträngige 

RNA-Moleküle. Sie entstehen über verschiedene hintereinandergeschaltete Prozesse, die in 

Abbildung 3 dargestellt sind. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Zunächst wird mittels der RNA-Polymerase II oder III eine pri-mikroRNA prozessiert, die 

anschließend vom Drosha-DGCR8 Komplex (Microprocessor complex) in eine pre-mikroRNA 

zerschnitten wird. Diese, wie eine Haarnadel (hairpin) strukturierte pre-miRNA, wird wiederum 

mit Hilfe von Exportin-5-Ran-GTP vom Zellkern ins Zytoplasma exportiert. Hier wird ihr dann 

durch den Komplex von Dicer, einem RNAse III-Protein, und TRBP (trans-activation response 

RNA binding protein) die Loopregion abgeschnitten, sodass eine miRNA-Duplex entsteht. Die 

dadurch entstandene doppelsträngige miRNA kann anschließend auf das 

Argonautenprotein 2 (AGO2) geladen werden, was die Formation des sogenannten RISC-

Komplexes (RNA- induced silencing complex) bewirkt. Dieser führt dazu, dass die Duplex 

entwunden wird und sich 2 miRNA-Einzelstränge bilden.  Der am AGO2-Komplex 

verbleidende Strang ist dabei die mature miRNA, während der zweite Strang degradiert wird 

[94, 95]. Die mature mikroRNA kann dann wiederum über zwei unterschiedliche Wege eine 

Proteinsynthese bereits auf mRNA-Ebene inhibieren. 

Abb. 3: Schematische 
Darstellung der 
mikroRNA-
Prozessierungs-
schritte. Die 
mikroRNA-
Prozessierung 
geschieht über die pri- 
und pre-mikroRNA im 
Zellkern (Nucleus) und 
verläuft im Zytoplasma 
(Extranuclear) weiter 
über eine miRNA-
Duplex, deren 
funktioneller Strang mit 
der mRNA interagiert, 
während der nicht-
funktionelle Strang 

degradiert wird [95]. 



Einleitung 

 

12 
 

Bindet die mikroRNA dabei komplementär an die Ziel-mRNA, dann wird diese zerstört. Findet 

eine nicht komplementäre Bindung satt, dann wird lediglich die Translation der mRNA 

gehemmt. Des Weiteren kann eine mikroRNA an mehrere mRNAs gebunden werden und 

andersrum kann eine mRNA von mehreren mikroRNA gebunden werden. Die einzelnen 

Bindungen sind wiederum abhängig, wie viel von der mikroRNA bzw. der mRNA exprimiert 

wird [96]. 

Die erste mikroRNA wurde im Jahr 1993 entdeckt [97] und seitdem ist der Pool dieser kurzen 

RNA-Moleküle stetig gewachsen. miRBase database (v22) ist eine mikroRNA-Datenbank mit 

Informationen über mikroRNAs von insgesamt 271 Organismen. Laut dieser Datenbank 

enthält das menschliche Genom 2654 mature mikroRNA-Sequenzen (Stand 2019). Die Quelle 

der Datenbank stellen verschiedenste Forschungseinrichtungen dar, die einen Großteil der 

eingegebenen mikroRNAs über small RNA deep sequencing identifiziert haben. Aufgrund der 

enormen Anzahl an Eingaben ist eine stringente Kontrolle der einzelnen Identifikationen nicht 

gegeben, weshalb bei den mikroRNAs, die auf mirBase gelistet sind, keine Garantie für deren 

tatsächliche Existenz gewährleistet werden kann. Natürlich nur, sofern sie nicht bereits 

experimentell belegt werden konnte [98]. 

Bei der Benennung der mikroRNAs können auch beide entstandenen Einzelarme 

berücksichtigt werden, da jeder von ihnen mit unterschiedlicher Präferenz gebunden werden 

kann und eine mature mikroRNA bildet. Nachdem die Spezies mit einem Kürzel definiert wird, 

hsa für human, folgt die Nummer der mikroRNA, in Reihenfolge ihrer Entdeckung bzw. 

Eintragung in miRBase. Dem folgt dann die Identifikation des miRNA-Armes, der beim 

Ursprung der miRNA vom 5‘-Ende der pre-miRNA als -5p und beim Ursprung der miRNA vom 

3‘-Ende der pre-miRNA als -3p gekennzeichnet wird [99]. Für viele mikroRNAs sind noch keine 

Targets bekannt. Bei denen die bekannt sind muss unterschieden werden, ob sie 

experimentell nachgewiesen oder lediglich mittels predictions tools (wie z.B. 

miRTargetLink2.0, TargetHumanScan 8.0 oder miRWalk) identifiziert wurden. Diese sagen mit 

Hilfe bioinformatischer Analysen mögliche mikroRNA-mRNA Interaktionen, aber ohne 

experimentelle Validierung, voraus. 

1.2.2 Funktion der mikroRNAs – speziell in MDS 

Durch die Degradierung bzw. die Translationshemmung von mRNA-Molekülen verhindern 

mikroRNAs die Produktion verschiedenster Proteine und sind somit Feinregulatoren nahezu 

aller biologischen Prozesse aller Eukaryonten. So konnten Ventura et al. über knock-out 

Experimente in Mäusen zum Beispiel nachweisen, dass das miR-17~29 Cluster essentiell für 

die murine B-Zellentwicklung ist und ein knock-out dieses Clusters zu einer verringerten B-

Zellentwicklung und einer gesteigerten Apoptose führt [100]. Rasmussen et al. deckten auf, 
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dass ein miR-144/451 Cluster-knock-out zu einer ineffektiven Hämatopoese, genauer der 

Erythropoese, und somit zu Anämiesymptomen führt [101]. Zusätzlich weisen auch viele 

Krankheitsbilder veränderte mikroRNA-Expressionsmuster auf. Diese Tatsachen machen 

deutlich, dass mikroRNAs an der Entstehung und/oder dem Progress verschiedenster 

Krankheiten beteiligt sind bzw. Targets für neue Therapiestrategien darstellen oder sogar als 

Biomarker für die Diagnostik dienen könnten. So konnten Heng et al. miR-106a als möglichen 

Treiber der Entzündung bei Sepsis identifizieren, wobei die genauen Signalwege Gegenstand 

weiterer Forschungen sind [102]. Ma et al. wiederum haben zum Beispiel therapeutisches 

Potential von miR-182 in der Brustkrebstherapie entdeckt. Brustkrebszellen induzieren miR-

182-Expression, was dazu führt, dass Makrophagen alternativ aktiviert werden und somit die 

Tumorentwicklung vorantreiben. Eine Inhibition dieser mikroRNA in murinen Makrophagen hat 

eine deutliche Suppression des Tumorwachstums und der Lungenmetastasierung zur 

Folge [6]. Über die Klassifikation des Krebsstadiums bei nicht-kleinzelligem Bronchialkarzinom 

können zum Beispiel die Expressionsprofile von miR-21, miR-210 und miR-372 im Sputum der 

Patient*innen Aufschluss geben [103]. 

Wie bereits erläutert, wirken mikroRNAs auch bei der Krebsentwicklung mit, aber nicht nur bei 

soliden Tumoren, sondern auch bei hämatologischen Malignitäten. So konnten Pons et al. in 

den mononukleären Zellen des Blutes (peripheral blood mononuclear cells, PBMC) unter 

anderem miR-15a, miR-10a, miR-18a und miR-222 als überexprimiert in MDS-Proben 

identifizieren, wobei dies für miR-18a zusätzlich in den mononuklären Zellen Knochenmarks 

(bone marrow-mononuclear cells, BM-MNC) zutraf [104]. MiR-143 wird laut Cui et al. in 

Knochenmarksproben von MDS-Patient*innen der Hochrisikogruppe weniger exprimiert als im 

Vergleich zur Niedrigrisikogruppe [105]. Auch die miR-27a-3p-und miR-150-5p-Expressionen 

sind laut Merkerova et al. im Blutplasma von Hochrisiko MDS-Patient*innen deutlich 

herunterreguliert [106]. Diese Unterschiede zwischen Hoch- und Niedrigrisikogruppe konnten 

auch Montes et al. und Sokol et al. feststellen. Sie konnten eine Überexpression von miR-18a, 

miR-34a und miR-21 in peripheren Blutproben von MDS-Patient*innen im Vergleich zu 

gesunden Probanden nachweisen. Parallel dazu fanden sie heraus, dass innerhalb der MDS-

Patient*innen-Kohorte die Hochrisikogruppenpatient*innen die vergleichsweisen höchsten 

Expressionswerte von miR-18a und miR-34a aufweisen [7]. Die Überexpression der 

mikroRNAs der miR-181 Familie in BM-MNC von MDS-Patient*innen konnte von Sokol et al. 

nachgewiesen werden [8]. Dies ist nur ein kleiner Ausschnitt der mikroRNAs, die bereits als in 

MDS differentiell exprimiert identifiziert worden sind. Die explizite Rolle der mikroRNAs bei der 

Entstehung bzw. dem Progress von MDS sind aber weitestgehend unbekannt und 

Gegenstand weiterer Forschungen. Für die vorliegende Arbeit wurden 5 dieser mikroRNAs 

detaillierter analysiert. 
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1.3. Zielstellung 

Die Hypothesen meiner Dissertation lauten: 

 

Hypothese 1: Die Funktion differentiell exprimierter mikroRNAs in MDS bezüglich Entstehung 

und Progression der Erkrankung kann im Modellsystem mit hämatopoetischen 

Vorläuferzelllinien verstanden werden. 

 

Hypothese 2: Der vergleichende Einsatz einer etablierten MDS-Zelllinie parallel zu einer 

AML-Zelllinie wird explizit bei Zelldifferenzierungsanalysen die unterschiedliche Bedeutung 

der differentiell exprimierten mikroRNAs darstellen. 

 

Hypothese 3: Die T-Zellen des Knochenmarks, als Bestandteil der hämatopoetischen 

Stammzellnische, von MDS-Patient*innen weisen ein differentielles mikroRNA-Profil im 

Vergleich zu nicht-MDS-Proband*innen auf. 

 

Hypothese 4: Veränderte mikroRNA-Profile in den T-Zellen der Stammzellnische von MDS-

Patient*innen haben einen Einfluss auf Entstehung und Progression der Krankheit. 

 

Um die erste Hypothese zu beweisen, werden einige der bisher im Kontext mit MDS 

differentiell exprimierten mikroRNAs hinsichtlich ihrer Zielgene/-strukturen und Funktionen in 

MDS-L- und THP-1-Zellen untersucht. Hierbei werden Analysen des Zellzyklus, der 

Proliferation und das Differenzierungsverhalten unter der Stimulation unterschiedlicher 

Differenzierungsreagenzien der genannten Zelllinien nach Überexpression verschiedener 

mikroRNA-Kandidaten analysiert. Durch die Aufdeckung der Funktionen dieser mikroRNAs ist 

es möglich, sie in den Fokus der Therapie- oder Biomarkerstrategien der myelodysplastischen 

Neoplasien zu rücken bzw. sie bei der Erstellung dieser mit einzubeziehen. Durch den 

parallelen Einsatz der MDS-Zelllinie MDS-L und der leukämischen Zelllinie THP-1 sollen 

gleichzeitig die verschiedenen Wirkungsspektren einzelner mikroRNAs belegt werden, was die 

zweite Hypothese der vorliegenden Arbeit adressiert. Für die Bestätigung dieser beiden 

Hypothesen wurden mikroRNAs analysiert, die auf der Untersuchung von 

Gesamtknochenmark bzw. der CD34+- Subpopulation von Knochenmarkproben basieren. Um 

die dritte Hypothese dieser Arbeit zu belegen, wurde ein Zellmarkierungspanel für eine 

durchflusszytometrische Analyse erarbeitet, welches es erlaubt, die einzelnen 

Zellsubpopulationen in Knochenmarkproben von MDS-Patient*innen und nicht-MDS-

Proband*innen zu identifizieren und gleichzeitig spezifisch die T- Zellsubpopulationen CD4+ 

und CD8+ T-Zellen zu sortieren. 
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Eine anschließende Array-Analyse dieser beiden Subpopulationen soll schließlich einen bisher 

nicht vorhandenen Einblick in die mikroRNA-Expressionsprofile dieser Immunzellen der 

hämatopoetischen Stammzellnische gewährleisten. Die so gewonnenen Erkenntnisse auf der 

Ebene der T-Zellen sollen wiederum in funktionellen Assays tiefergehend ergründet werden. 

Dafür wurden CD8+ T-Zell-Kokulturen mit den MDS-L- und THP-1-Zelllinien etabliert, die unter 

dem Einsatz mikroRNA-transfizierter primärer T-Zellen einen Aufschluss über die Funktion der 

in den Arrays identifizierten, in MDS differentiell exprimierten mikroRNAs liefern sollen. Mit 

Hilfe dieser Erkenntnisse soll die letzte Hypothese dieser Arbeit belegt werden.    
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2. Material 

2.1. Chemikalien und Reagenzien 

Tab. 2: Verwendete Chemikalien/Reagenzien und deren Hersteller. 

Bezeichnung Hersteller 

Albumin aus Rinderserum  Merck 

All-trans-Retinsäure  Merck 

Ammoniumthiocyanat Carl Roth 

Ampuwa® Wasser Fresenius Kabi 

BD GolgiStop™ Protein Transport Inhibitor (Containing 

Monensin) 

Fisher Scientific 

Biocoll® Trennlösung Biochrom 

Carboxyfluoresceinsuccinimidylester  Merck 

CD8 MicroBeads, human Miltenyi Biotec 

Chloroform Th. Geyer 

Citronensäure Carl Roth 

Dulbecco’s Phosphate Buffered Solution (DPBS) Merck 

Dimethylsulfoxid Merck 

Erythrozyten-Lysepuffer c.c.pro GmbH 

Ethanol, absolut Honeywell, Riedel-de Haën 

Ethylendiamin-tetraessigsäure, Tetranatriumsalz Hydrat Carl Roth 

FBS Superior Merck 

FcR Blocking Reagent, human Miltenyi Biotec 

Glycerol SERVA Electrophoresis GmbH 

Glykogen, RNA-Qualität Thermo Fisher Scientific 

Guanidinthiocyanat SERVA Electrophoresis GmbH 

Human Recombinant IL-3 STEMCELL TECHNOLOGIES 

Interleukin-2 (Proleukin® S, 18x106 IE) 
Novartis Pharma 

iQ™ SYBR® Green Supermix 
Bio-Rad 

Natriumacetat Merck 

Natriumazid Carl Roth 

Nukleotidlösungen, 100 mM (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) Thermo Fisher Scientifc 

MISSION® microRNA Mimic Merck 

PBS-Powder substance without Ca2+, Mg2+ 

Penicillin-Streptomycin 

Biochrom 

Merck 
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Phorbol-12-myristat-13-acetat Merck 

Phythämagglutinin  Merck 

Propidiumiodid Merck bzw. Miltenyi Biotec 

Random hexamer primer Thermo Fisher Scientific 

RevertAid H Minus Reverse Transcriptase (200 U/µL) Thermo Fisher Scientific 

RiboLock RNase Inhibitor (40 U/µl) Thermo Fisher Scientific 

Roti®-Phenol Carl Roth 

RPMI-1640 Medium ATCC 

Trypablau (0,5 %; v/v) in physiol. NaCl (0,9 %; v/v), toxic BioConcept 

Tween® 20 Carl Roth 

Viromer® GREEN Lipocalyx 

Vybrant®DiI Zellkennzeichnungslösung Thermo Fisher Scientific 

X-VIVO 15, serum-free, hematopoietic cell medium Lonza 

1α,25-Dihydroxyvitamin D3 (VitD3) Sigma-Aldrich 

2-Propanol Carl Roth 

4′,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) Sigma-Aldrich 

 

2.2. Lösungen 

Tab. 3: Verwendete Lösungen und ihre Zusammensetzung. 

Bezeichnung Zusammensetzung 

FACS-Puffer PBS mit 2 mM EDTA, 1 % (v/v) FBS und 0,05 % (v/v) NaN3 

MACS-Puffer DPBS mit 2 mM EDTA und 0,5 % (v/v) FBS 

PBS 9,55 g PBS-Powder ad 1000 ml Wasser 

Trizol 3,1 g NH4SCN, 5 g Glycerol, 9,5 g C2H6N4S, 3,5 ml C2H3NaO2 (3 M, 

pH 4), 48 ml Phenol ad 100 ml mit Ultra-pure Wasser 

 

2.3. Geräte 

Tab. 4: Verwendete Geräte. 

 Gerät Hersteller 

Bioanalyzer 2100 Bioanalyzer Instrument  Agilent 

Durchflusszytometer MACSQuant® Analyzer 10 bzw. 16 Miltenyi Biotec 

Magnetständer 

Mikroplattenleser 

QuadroMACS® Separator 

Multimode microplate reader, 

BioTekSynergy 

Miltenyi Biotec 

Agilent 
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Real Time PCR 

System 

qTower3G Analytic Jena 

Rotations-Vakuum-

Konzentrator 

Speedvac Christ Gefriertrocknungsanlagen 

GmbH 

Thermozykler Labcycler 48 Sensoquest 

Zellsorter FACSAria II Cell Sorter BD Biosciences 

Zentrifugen Heraeus Multifuge X1R Centrifuge 

bzw. Heraeus Fresco 17 Centrifuge 

Heraeus 

 

2.4. Kits 

Tab. 5: Verwendete Kits. 
 

Bezeichnung Hersteller 

Click-iT™-EdU- Zellproliferationskit für Bildgebung, Alexa Fluor™ 

647 Farbstoff 

Thermo Fisher Scientific 

NucleoSpin® miRNA, Mini kit for miRNA and RNA purification Macherey-Nagel 

 

2.5. Primer 

Tab. 6: Verwendete mikroRNA-Primer mit der entsprechenden Sequenz und der zugehörigen 
Produktgröße. Alle aufgeführten stem-loop primer (stlp) für die spezifische cDNA-Synthese und die 
zugehörigen qPCR-Primer (forward [fwrd]) wurden von der Firma Merck erworben. Alle Primer wurden 
bei einer Annealingtemperatur von 60 °C verwendet. 

Bezeichnung Sequenz 
Produkt-
größe [bp] 

hsa-miR-15a-
5p stlp 

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACG
ACCACAAA 

 

hsa-miR-15a-
5p qPCR fwrd 

GCCCTAGCAGCACATAATGG 59 

hsa-miR-29a-
3p stlp 

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACG
ACTAACCG 

 

hsa-miR-29a-
3p qPCR fwrd 

GCCCTAGCACCATCTGAAATC 61 

hsa-miR-34a-
5p stlp 

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACG
ACACAACC 

 

hsa-miR-34a-
5p qPCR fwrd 

GCCCTGGCAGTGTCTTAGCT 60 

hsa-miR-143-
3p stlp 

hsa-miR-143-
3p qPCR fwrd 

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACG
ACGAGCTA 

GCCCTGAGATGAAGCACTG 

 

 

59 
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hsa-miR-146-
5p stlp 

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACG
ACAACCCA 

 

hsa-miR-146-
5p qPCR fwrd 

GCCTGAGAACTGAATTCCA 60 

hsa-miR-150-
5p stlp 

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACG
ACCACTGG 

 

hsa-miR-150-
5p qPCR fwrd 

GCCTCTCCCAACCCTTGT 60 

hsa-miR-155-
5p stlp 

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACG
ACAACCCC 

 

hsa-miR-155-
5p qPCR fwrd 

GCCTTAATGCTAATCGTGATA 61 

hsa-miR-181b-
5p stlp 

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACG
ACACCCAC 

 

hsa-miR-181b-
5p qPCR fwrd 

GCCCAACATTCATTGCTGTCG 60 

hsa-miR-191-
5p stlp 

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACG
ACCAGCTG 

 

hsa-miR-191-
5p qPCR fwrd 

GCCCAACGGAATCCCAAAAG 59 

hsa-miR-1281 
stlp 

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACG
ACGGAGAG 

 

hsa-miR-1281 
qPCR fwrd 

GCCCTCGCCTCCTCC 60 

hsa-miR-1825 
stlp 

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACG
ACGGAGAG 

 

hsa-miR-1825 
qPCR fwrd 

GCCCTCCAGTGCCCTC 59 

miR-5571-5p 
stlp 

GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACG
ACGGGAGG 

 

miR-5571-5p 
qPCR fwrd 

GCCCCAATTCTCAAAGGAG 58 

RNU48 stlp GTCGTATCCAGTGCAGGGTCCGAGGTATTCGCACTGGATACG
ACGGTCAG 

 

RNU48 qPCR 
fwrd 

GCCACTCTGAGTGTGTCGCTG 83 

universal stlp CCAGTGCAGGGTCCGAGGTA  

 

Die in der folgenden Arbeit genutzten mikroRNAs werden zugunsten der besseren Übersicht 

lediglich mit ihrer Nummer, z.B. miR-15a, benannt. Ihre detaillierten Bezeichnungen sind in 

der folgenden Tabelle dargestellt. 
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Tab. 7: Die hier verwendeten mikroRNA-Abkürzungen mit ihrer detaillierten Nomenklatur.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tab. 8: Verwendete Primer mit den entsprechenden Sequenzen (forward [fwrd] und reverse [rev]) 
und der zugehörigen Produktgröße. Alle aufgeführten Primer wurden von der Firma Merck erworben. 
Alle Primer wurden bei einer Annealingtemperatur von 60 °C verwendet. 

Bezeichnung fwrd rev 
Produkt-
größe 
[bp] 

ß-Aktin CACCATTGGCAATGAGCGGTTC 
AGGTCTTTGCGGATGTCCA
CGT 

135 

CD11b CAGCCTTTGACCTTATGTCATGG CCTGTGCTGTAGTCGCACT 188 

CD11c CGTTCGACACATCCGTGTA TTTGCCTCCTCCATCATTTC 217 

GAPDH GTCTCCTCTGACTTCAACAGCG 
ACCACCCTGTTGCTGTAGC
CAA 

131 

PTTG1 CGATGCCCCACCAGCCTTACC 
CAAGCTCTCTCTCCTCGTCA
AGG 

317 

p50 GCAGCACTACTTCTTGACCACC 
TCTGCTCCTGAGCATTGAC
GTC 

130 

p65 ATCTGCCGAGTGAACCGAAACT CCAGCCTGGTCCCGTGAAA 114 

 

2.6. Antikörper 

Tab. 9: Verwendete Antikörper mit dem gebundenen Fluorochrom und dessen Hersteller. 

Bezeichnung Fluorochrom Hersteller 

CD3 Monoclonal Antibody, Klon OKT3 functional grade Thermo Fisher Scientific 

CD3, anti-human, Klon REA613 FITC Miltenyi Biotec 

CD4, anti-human, Klon VIT PerCP Miltenyi Biotec 

CD8, anti-human, Klon REA734 PE-Vio 615 Miltenyi Biotec 

CD8, anti-human, Klon REA734 VioBlue Miltenyi Biotec 

CD11b, anti-human, Klon REA713 PE Miltenyi Biotec 

CD11c, anti-human, Klon MJ4-27G12 FITC Miltenyi Biotec 

 detaillierte mikroRNA-Nomenklatur 

miR-15a hsa-miR-15a-5p 

miR-34a hsa-miR-34a-5p 

miR-143 hsa-miR-143-3p 

miR-150 hsa-miR-150-5p 

miR-181b hsa-miR-181b-5p 

miR-1281 hsa-miR-1281 

miR-1825 hsa-miR-1825 

miR-5571 hsa-miR-5571-5p 



Material 

21 

CD14, anti-human, Klon REA599 FITC Miltenyi Biotec 

CD25, anti-human, Klon 4E3 APC Miltenyi Biotec 

CD34, anti-human, Klon 561 Brilliant Violet 785™ BioLegend 

CD45, anti-human, Klon HI30 PE-Cy7 BioLegend 

CD71, anti-human, Klon REA902 PE-Vio®770 Miltenyi Biotec 

CD86, anti-human, Klon REA968 APC Miltenyi Biotec 

CD107a, anti-human, Klon REA792 FITC Miltenyi Biotec 

CD117, anti-human, Klon 104D2 Brilliant Violet 421™ BioLegend 

 

2.7. MikroRNA-mimics 

Tab. 10: Verwendete mikroRNA-mimics und deren Hersteller. 

Bezeichnung Hersteller 

MISSION® microRNA Mimic hsa-miR-15a Merck 

MISSION® microRNA Mimic hsa-miR-34a Merck 

MISSION® microRNA Mimic hsa-miR-143 Merck 

MISSION® microRNA Mimic hsa-miR-150 Merck 

MISSION® microRNA Mimic hsa-miR-181b Merck 

MISSION® microRNA Mimic hsa-miR-1281 Merck 

MISSION® microRNA Mimic hsa-miR-1825 Merck 

MISSION® microRNA Mimic hsa-miR-5571 Merck 

MISSION® microRNA Mimic Negative Control 1 Merck 

 

2.8. Zellen 

Die hämatopoetische Zelllinie THP-1 wurde freundlicher Weise von Institut für Immunologie, 

Halle (Saale), und die MDS-L-Zellen von Dr. Kaoru Tohyama, Institut für Laboratoriumsmedizin 

(Hämatologie), Kawasaki Medical School in Japan, zur Verfügung gestellt. 

Die Buffy Coats zur Gewinnung der peripheren mononukleären Zellen (PBMC) wurden von 

der Einrichtung für Transfusionsmedizin des Universitätsklinikums Halle (Saale) bereitgestellt. 

Nicht-MDS-Knochenmarkzellen wurden mit freundlicher Genehmigung des Instituts für 

Anatomie und Zellbiologie, Halle (Saale), und mit Hilfe der ansässigen Präparator*innen bzw. 

medizinischen Doktorand*innen alsbald möglich nach Eintreten des Todes von 20 

Körperspender*innen entnommen. 
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Zusätzlich wurden 3 Nicht-MDS-Knochenmarkzellen von Caltag Medsystems und 2 weitere 

von Lonza käuflich erworben.  

Die MDS-Knochenmarkzellen (30 Proben) wurden kommerziell von der Finnish Hematology 

Registry and Clinical Biobank (FHRB Biobank) erworben. Bei allen 35 erworbenen Proben 

handelte es sich um kryokonservierte mononukleäre Zellen des Knochenmarks. 

 

2.9. Software 

Tab. 11: Verwendete Software und deren Hersteller. 

Bezeichnung Hersteller 

Excel Microsoft 

FlowJo Version 10.8.1 Becton, Dickinson and Company (BD) 

GraphPad Prism 7.05 Graphpad Software, Inc 

ImageJ Wayne Rasband 

 

2.10. Sonstiges 

Tab. 12: Verwendete Hilfsmittel und deren Hersteller. 

Bezeichnung Hersteller 

Cell lifter, steril Corning 

FACS-Röhrchen (Rundboden-Röhrchen) VWR 

Falcon® Rundboden-Röhrchen, mit 35 µm 

Zellsieb-Kappenverschluss 

Corning 

Falcon® 100 µm Zellsieb Corning 

Falconröhrchen, 15 und 50 ml Merck 

Leucosep Röhrchen, 50 ml Greiner Bio-One 

LS Columns Miltenyi Biotec 

Novex™ WedgeWell™ 4 bis 20 %, Tris-Glycin, 

1,0 mm, Mini-Protein-Gele 

Thermo Fisher Scientific 

Pre-Separation Filter (70 µm) Miltenyi Biotec 

Zellkulturflaschen/-platten  Greiner Bio-One 
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2.11. Statistik 

Für die statistische Auswertung wurde die GraphPad Prism Software Version 7.05 verwendet. 

Nach der Überprüfung der Normalverteilung wurde für die Zellkulturexperimente ein gepaarter 

t-Test durchgeführt. Bei einer nicht-Normalverteilung wurde der Mann-Whitney U-Test 

angewendet. Für die statistische Analyse der Knochenmarkproben wurde bei einer 

Normalverteilung der Werte der ungepaarte t-Test bzw. auch hier bei einer nicht-

Normalverteilung der Mann-Whitney U-Test verwendet. Die Ergebnisse sind als Mittelwerte in 

Balkendiagrammen oder dot plots ± der Standardabweichung (SD) angegeben. Falls 

vorhanden, sind die Signifikanzen in der Abbildung mit dem zugehörigen p-Wert 

gekennzeichnet. 
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3. Methoden 

3.1. Zellkultur – Zelllinien 

3.1.1 Anzucht und Vermehrung der Zellen 

Die Zelllinien THP-1 und MDS-L wurden im Allzweckzellkulturmedium RPMI-1640 (Roswell 

Park Memorial Institute) mit 1 % (v/v) Penicillin-Streptomycin (P/S) und 10 % (v/v) fötalem 

Kälberserum (FBS) bei 37 °C und 5 % CO2 (Standardbedingungen) kultiviert. Die THP-1-Zellen 

wurden mit einer Zelldichte von 0,5 x 106 Zellen pro ml ausgesät und alle zwei bis drei Tage 

passagiert. Die MDS-L-Zellen hingegen wurden mit einer Dichte von (0,75-1) x 106 Zellen pro 

ml ausgesät und alle fünf Tage passagiert. Zusätzlich erhielten die MDS-L-Zellen alle zwei bis 

drei Tage 10 ng/ml humanes rekombinantes Interleukin-3 (IL-3). Die Vitalität der Zellen wurde 

bei jeder Zellzählung mit der Neubauer Zählkammer und Trypanblau kontrolliert. Ebenso 

wurden regelmäßig Mykoplasmentests durchgeführt. Weitere Details zu den Zelllinien finden 

sich im Anhang (Anhang-Tabelle 1). 

3.1.2 Transfektion der Zelllinien 

Um die kommerziell erhältlichen MISSION® microRNA mimics zu transfizieren, wurde das 

Polymer-basierte Transfektionsverfahren mittels Viromer®GREEN genutzt. Hierbei werden 

aus dem Reagenz und dem zu transfizierenden mikroRNA-mimic Komplexe gebildet, die durch 

den natürlichen Prozess der Endozytose in die Zelle gelangen. Bereits ca. 5 h nach Ansetzen 

der Reaktion, werden die transfizierten Moleküle im Zytosol freigesetzt und stehen dem 

Metabolismus zur Verfügung.  

Für die Durchführung der Transfektion wurden zunächst 1 x 106 der zu transfizierenden Zellen 

auf zwei ml kompletten Kulturmedium in 6-well-Platten (1 % P/S, 10 % FBS und für MDS-L mit 

10 ng/ml IL-3) ausgesät. Anschließend wurden mit Hilfe des Viromer®GREEN-Puffers 20 µl 

einer 11 µM mikroRNA-mimic Lösung hergestellt. Nachfolgend wurden 2 µl des 

Viromer®GREEN-Reagenz vorgelegt, mit 180 µl Viromer®GREEN-Puffer gemischt. 180 µl 

dieser Lösung wurden zu den 20 µl der mikroRNA-mimic Verdünnung pipettiert und zügig 

resuspendiert. Nach 15-minütiger Inkubation bei Raumtemperatur wurden 200 µl des 

mikroRNA-mimic-Reagenz-Gemisches zu den 2 ml Kultur der entsprechenden Zellen pipettiert 

und für 48 h unter Standardbedingungen kultiviert. Vor dem Einsatz dieser transient 

transfizierten Zellen in weiterführenden Experimenten wurden sie zwei Mal mit RPMI-1640 

Medium oder phosphatgepufferter Salzlösung (PBS) für 5 min bei Raumtemperatur (RT) und 

300 x g gewaschen.
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3.1.3 Differenzierungsassay der Zelllinien 

Zur Evaluation des Einflusses von überexprimierten mikroRNA-Kandidaten auf das 

Differenzierungsverhalten wurden zunächst mikroRNA-mimics, wie im vorhergehenden 

Abschnitt beschrieben, transfiziert und die Zellen anschließend mit bekannten 

Differenzierungsreagenzien für weitere 48 h bei 37 °C und 5 % CO2 in 6-well-Platten inkubiert. 

Die einzusetzenden Konzentrationen der Reagenzien all-trans-Retinsäure (ATRA), Phorbol-

12-myristat-13-acetat (PMA) und VitaminD3 (VitD3) wurden im Vorfeld durch 

zelllinienspezifische Konzentrationsreihen bestimmt (siehe Anhang-Abbildung 1). Die folgende 

Tabelle gibt die letztlich für die Differenzierungsassays genutzten Konzentrationen wieder. 

 

Tab. 13: Die aus Konzentrationsreihen ermittelten zelllinienspezifischen Konzentrationen (c) der 
Differenzierungsreagenzien. Bei beiden Zelllinien wurden 1000 nM ATRA für weiterführende 
Experimente genutzt. Wohingegen die MDS-L-Zellen mit 81 nM PMA und die THP-1-Zellen mit nur 
32 nM PMA behandelt wurden. Für die VitD3-Stimulation wurden nur die THP-1-Zellen verwendet.  
 

 MDS-L THP-1 

cATRA  1000 nM 1000 nM 

cPMA  81 nM 32 nM 

cVitD3 - 500 nM 

 

Zusätzlich wurden die THP-1-Zellen nach 48-stündiger Stimulation mit PMA ein Mal mit 

Medium gewaschen, für 5 min bei Raumtemperatur (RT) und 300 x g zentrifugiert und 

anschließend für weitere 24 h unter Standardbedingungen kultiviert. Dies wird im Folgenden 

als PMAresting (PMAr) bezeichnet. Außerdem wurde bei allen Experimenten parallel zu jeder 

transfizierten, stimulierten Probe eine transfizierte, nicht stimulierte Kontrolle mitgeführt. 

Sowohl stimulierte, als auch nicht stimulierte Zellen wurden nach der Inkubation in den wells 

resuspendiert und jeweils in ein 15 ml Greiner Zentrifugenröhrchen überführt. Die wells wurden 

anschließend mit 1 ml PBS gespült, verbliebene Zellen mit einem Corning®Cell lifter vorsichtig 

abgeschabt und ebenfalls in das Sammelröhrchen überführt. Nach Abzentrifugation des 

Mediums für 5 min bei 4 °C und 300 x g wurden die Pellets in 1 ml PBS resuspendiert und für 

die weiterführenden Analysen von RNA (siehe 3.5.1) und Oberflächenmarkern (mittels 

Durchflusszytometrie, siehe 3.3) aufgeteilt. Die RNA-Proben wurden so weit bearbeitet, bis 

eine Lagerung bei -80 °C möglich war. Wohingegen die durchflusszytometrische 

Expressionsanalyse der Oberflächenmarker CD11b, CD11c, CD14 und CD86 am 

MACSQuant® Analyzer 10 bzw. MACSQuant® Analyzer 16 unmittelbar angeschlossen 

wurde.
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3.1.4 Proliferationsanalyse der Zelllinien 

Zur Untersuchung des Proliferationsverhaltens der Zellen nach Überexpression bestimmter 

mikroRNA-Kandidaten wurde nach der Transfektion (siehe Abschnitt 3.1.2) das Click-iT™ 

EdU-Zellproliferationskit für Bildgebung, Alexa Fluor™-647-Farbstoff, genutzt. Hierbei wird 5-

Ethinyl-2`-deosxyuridin (EdU), als Nukleosidanalog zu Thymidin, während der aktiven DNA-

Synthese in diese eingebaut. Durch die Zugabe eines Azids in Form eines Alexa Flour™-

Farbstoffes und Kupfer kommt es in Verbindung mit einem Alkin, dem inkorporierten EdU, zu 

einer Klick-Reaktion. Diese Verbindung kann anschließend durch den gebundenen Farbstoff 

durchflusszytometrisch visualisiert werden. 

Für die Durchführung wurden zunächst die Zellen zum Markieren für 2 h mit 10 µM EdU bei 

37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Nach dem Waschen der Zellen mit 3 ml 1 %igem (w/v) bovinem 

Serumalbumin (BSA) in PBS und Zentrifugation für 5 min bei RT und 300 x g wurde der 

Überstand verworfen und das Pellet zur Zellfixierung vorsichtig in 100 µl Click-iT-fixative 

resuspendiert. Nach 15-minütiger Inkubation im Dunkeln bei RT folgte ein erneuter 

Waschschritt wie schon beschrieben. Das entstandene Pellet wurde wiederum zum Zwecke 

der Zellpermeabilisierung in 100 µl 1x Saponin-based permeabilization and wash reagent 

resuspendiert und erneut für 15 min im Dunkeln bei RT belassen. Zu diesem Ansatz wurden 

schließlich 500 µl Click-iT-Plus-reaction-cocktail (siehe Tab. 14) pipettiert, vorsichtig gemischt 

und für 30 min im Dunkeln bei RT inkubiert. Schließlich folgte ein letzter Waschschritt, die 

Resuspension des Pellets in 500 µl 1x Saponin-based permeabilization and wash reagent und 

die Analyse am Durchflusszytometer MACSQuant® Analyzer 10 bzw. MACSQuant® Analyzer 

16. Für die Messung musste kein Propidiumiodid (PI) zugegeben werden. 

 

Tab. 14: Die Zusammensetzung des Click-iT-Plus-reaction-cocktails. Der anhand der Tabelle 
hergestellte Färbecocktail wurde stets frisch hergestellt und anschließend innerhalb von 15 min 
verbraucht. 
 

Komponente Reaktionsansatz 500 µl 

PBS 438 µl 

Copper protectant 10 µl 

Fluorescent dye picolyl azide 

(Alexa Fluor®647) 

2,5 µl 

Reaction Buffer Additive (1:10) 50 µl 
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3.1.5 Zellzyklusanalyse 

Zur Untersuchung der Zellzyklusstadien nach Transfektion (siehe Abschnitt 3.1.2) wurden die 

Zellen mittels PI angefärbt. Dieser fluoreszierende Stoff interkaliert stöchiometrisch zwischen 

den Basen der doppelsträngigen Nukleinsäuren, was eine Auswertung am 

Durchflusszytometer ermöglicht. Die so auswertbare Fluoreszenz einer Zelle ist proportional 

zum DNA-Gehalt dieser und lässt somit Rückschlüsse auf den Zellzyklusstatus einer Zelle 

bzw. einer ganzen Zellpopulation zu. 

Hierfür wurden die Zellen nach der Transfektion wie angegeben mit PBS gewaschen und 

pelletiert. Durch die Zugabe von 2 ml 70 %igem (v/v) Ethanol unter leichtem Schütteln und die 

Lagerung bei 4 °C für mindestens 24 h erfolgte die Fixierung. Danach wurden die Zellen zur 

Permeabilisierung ein Mal mit PBS-Tween (0,5 %, v/v) und ein Mal mit PBS-Zitronensäure-

Tween (0,5 %; v/v) gewaschen. Das Zellpellet wurde anschließend in 300 µl Ribonuklease-

Puffer (RNase-Puffer, 1 mg/ml) aufgenommen und für 10 min bei RT inkubiert. Zu diesem 

Ansatz wurden letztlich 300 µl PI-Lösung (Endkonzentration: 0,1 mg/ml) zugegeben und 

weitere 10 min im Dunkeln bei 4 °C belassen. Anschließend konnte der Reaktionsansatz am 

Durchflusszytometer MACSQuant® Analyzer 10 bzw. MACSQuant® Analyzer 16 ausgewertet 

werden. Eine gesonderte Zugabe von PI direkt vor der Messung war nicht mehr notwendig.  

Für die mitgeführte PMA-Kontrolle wurden die Zellen nicht transfiziert, sondern für 48 h mit 

48 nM PMA stimuliert. 

 

3.2. Primärzellkultur – periphere Zellen 

3.2.1 Peripheral Blood Mononuclear Cell (PBMC)-Isolation 

Zur Gewinnung der primären Zellen wurden Buffy Coats genutzt. Dies sind 

Leukozytenkonzentrate, die als Nebenprodukte der Vollblutspende zurückbleiben und für 

Forschungszwecke genutzt werden können. Aus diesen Konzentraten können mittels 

Dichtegradientenzentrifugation die peripheren mononukleären Blutzellen (Peripheral Blood 

Mononuclear Cells, kurz PBMCs) isoliert und als lebende Zellen bei -150 °C gelagert werden. 

Durch die Nutzung eines Gradientenmediums (Biocoll® Trennlösung) mit einer 

Ausgangsdichte von 1,077 g/ml verbleiben nach Zentrifugation die mononukleären Zellen in 

der oberen Fraktion mit geringerer Dichte und die Erythrozyten und Zellen mit polymorphen 

Kernen in der unteren Fraktion von höherer Dichte.   

Für die Durchführung wurden zunächst 15 ml Biocoll® Trennlösung in ein 50 ml Leucosep 

Separationsröhrchen gegeben und für 1 min bei 1000 x g und RT zentrifugiert. Für den 

Separationsschritt wurden ca. 30 ml des Buffy Coat- Dulbecco’s Phosphate Buffered Solution 
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(DPBS)- Gemisches (1:1) vorsichtig auf den Trennfilter des Leucosep Röhrchens pipettiert und 

für 10 min bei 1000 x g und RT ohne automatische Zentrifugationsbremse zentrifugiert. 

Anschließend wurde die obere Phase, bestehend aus DPBS und Plasma, behutsam 

abpipettiert und verworfen und die über dem Filter sichtbare Interphase, bestehend aus den 

PBMCs, mit einer Pasteurpipette in ein frisches, mit 10 ml DPBS gefülltes 50 ml 

Falconröhrchen überführt. Dieses wurde danach auf 50 ml mit DPBS aufgefüllt und zum 

Waschen der Zellen für 7 min bei 700 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde 

verworfen und ein erneuter Waschschritt mit 20 ml DPBS und einer Zentrifugation für 5 min 

bei 300 x g und 4 °C schloss sich an. Zu dem Pellet wurde zur Lyse verbliebener Erythrozyten 

1 ml Erythrozyten-Lysepuffer gegeben, vorsichtig resuspendiert und ein weiterer Milliliter 

Puffer dazu pipettiert. Nach 3-minütiger Inkubation auf Eis wurde mit 20 ml DPBS aufgefüllt 

und für 5 min bei 300 x g und 4 °C zentrifugiert. Zum Schluss wurde das Pellet in 1 ml FBS 

aufgenommen und die Zellzahl und Vitalität mittels Zählkammer nach Neubauer und 

Trypanblau ermittelt. Zur Kryokonservierung wurden (4-5) x 107 Zellen pro Kryo in 1 ml 90 % 

(v/v) FBS und 10 % (v/v) Dimethylsulfoxid (DMSO) eingefroren und bei -150 °C aufbewahrt.    

3.2.2 Magnetische Sortierung primärer CD8+ T-Zellen 

Zur Trennung der primären T-Zellen von den restlichen PBMCs wurde das Prinzip des 

Magnetic Activated Cell Sortings (MACS), der magnetischen Zellseparation, genutzt. Hierbei 

werden die PBMCs mit sogenannten MicroBeads inkubiert. Dies sind Magnetpartikel, an die 

Antikörper (AK) gebunden sind, die in der Zellsuspension wiederum spezifisch an die 

entsprechenden Zielzellen binden. Anschließend durchläuft das Zellgemisch eine LS Säule, 

deren Matrix aus ferromagnetischen Kugeln besteht und die sich einem starken magnetischen 

Feld befindet. Durch dieses verbleiben die über die Antikörper mit den magnetischen 

Nanopartikeln gebundenen Zellen in der Säule und die nicht AK-gebundenen Zellen fließen 

hindurch. Wird das Magnetfeld entfernt, so können auch die mit den magnetischen 

Nanopartikeln markierten Zellen aus der Säule gespült und für weitere Experimente genutzt 

werden. Diese Form der Zellisolation wird als positive Selektion bezeichnet, da die markierten 

Zellen die zu isolierende Zielpopulation darstellen. 

Zunächst wurden entsprechende PBMCs aufgetaut. Hierzu wurden die Kryoröhrchen für ca. 

3 min im Wasserbad bei 37 °C aufgetaut und anschließend mit ca. 1 ml RPMI-1640 im 

Röhrchen resuspendiert, bevor das gesamte Volumen in ein mit 19 ml Medium vorgelegtes 

Falconröhrchen überführt wurden. Anschließend erfolgte die Zentrifugation bei 300 x g für 5 

min und RT, das Verwerfen des Überstandes und erneutes Waschen des Zellpellets in 20 ml 

Medium. Das verbliebene Zellpellet wurde in 1 ml kaltem MACS-Puffer resuspendiert und die 

Zellzahl bestimmt. Bei der weiteren Durchführung ist zu beachten, dass sowohl der Puffer als 

auch die eingesetzten Geräte zur magnetischen Zelltrennung stets gut gekühlt benutzt 



Methoden 

29 

wurden. Nach erneuter Zentrifugation bei 300 x g für 5 min bei 4 °C wurde das Pellet in 900 µl 

MACS-Puffer resuspendiert und mit 100 µl gut gemischten CD8 MicroBeads versetzt. Dieses 

Zellgemisch wurde für 15 min im Dunkeln bei 4 °C im Kühlschrank inkubiert, wobei das 

Röhrchen nach der Hälfte der Zeit ein Mal kurz durch leichtes Schütteln gemischt wurde. In 

der Zwischenzeit wurde ein Prä-Separationsfilter mit 70 µm Porengröße auf ein 15 ml 

Falconröhrchen gesteckt und mit 2 ml MACS-Puffer vorinkubiert. Nach abgeschlossener 

Inkubation des Zellgemisches wurde dieses mit 7 ml MACS-Puffer aufgefüllt und über den Prä-

Separationsfilter gegeben. Sowohl das Röhrchen als auch der Filter wurden anschließend 

noch mit je 2 ml MACS-Puffer gespült. Nach 5-minütiger Zentrifugation bei 300 x g und 4 °C 

wurde der Überstand verworfen und das Pellet in 1 ml MACS-Puffer aufgenommen. Für eine 

spätere durchflusszytometrische Reinheitsanalyse der Isolation, wurden bei diesem Schritt ca. 

10 µl der Zellsuspension in ein mit 1 ml Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS)-Puffer 

befülltes FACS-Röhrchen überführt. Für die eigentliche Trennung wurden LS Säulen am 

QuadroMACS® Separator angebracht und mit 5 ml MACS-Puffer äquilibriert. Danach wurde 

ein frisches 15 ml Falconröhrchen unter der Säule positioniert und die Zellsuspension auf die 

Säule gegeben. Nach vollständigem Durchlauf der Flüssigkeit wurden Röhrchen und Säule 

mit ca. 5 ml MACS-Puffer nachgespült. Das Auffangröhrchen mit der so erhaltenen 

Negativfraktion wurde verschlossen auf Eis gelagert, während das 15 ml Falconröhrchen für 

die Positivfraktion außerhalb des QuadroMACS® Separators positioniert wurde. Schließlich 

wurde die LS Säule aus dem Magnetständer entfernt, in das Gefäß für die Positivfraktion 

gesetzt und mit 5 ml MACS-Puffer befüllt. Mit Hilfe des Säulenstempels konnte am Ende die 

Fraktion mit den CD8+ T-Zellen aus der Säule gedrückt werden. Beide Fraktionen wurden bei 

300 x g für 5 min und 4 °C zentrifugiert, der Überstand verworfen und die Pellets in je 1 ml 

MACS-Puffer aufgenommen. Auch an diesem Schritt wurden für die Reinheitsanalyse ca. 50 

µl jeder Fraktion in je ein FACS-Röhrchen überführt. Zusätzlich wurden Zellzahl und Vitalität 

der Zellen der Positivfraktion mit Hilfe von Trypanblau und der Neubauer-Zählkammer 

ermittelt.  

Für die Ermittlung der Reinheit der Positivfraktion wurden die Stichproben von vor der 

Trennung, der Negativfraktion und der Positivfraktion mit fluoreszenzmarkierten Anti-CD3-, 

Anti-CD4- und Anti-CD8-Antikörpern inkubiert und anschließend durchflusszytometrisch 

ausgewertet. Die so erhaltenen reinen CD8+ T-Zellen konnten dann für weiterführende 

Experimente genutzt werden. Eine Liste mit Details zu den Spendern der hierfür genutzten 

PBMCs findet sich im Anhang (Anhang-Tabelle 2). 
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3.2.3 Transfektion primärer CD8+ T-Zellen 

Für die Überexpression bestimmter mikroRNA-mimics wurde wie schon für die Zelllinien das 

Polymer-basierte Transfektionsreagenz Viromer®GREEN verwendet. Das 

Transfektionsprotokoll für primäre CD8+ T-Zellen entspricht größtenteils dem der Zelllinien. Die 

transfizierten T-Zellen wurden allerdings in X-Vivo-Medium mit 500 U IL-2 pro ml kultiviert. Bei 

X-Vivo handelt es sich um ein serumfreies Medium speziell für hämatopoetische Zellen. Um 

den toxischen Einfluss des Viromer-Reagenzes so gering wie möglich zu halten, wurden die 

transfizierten T-Zellen 7 h nach Ansetzen der Transfektion ein Mal mit 5 ml X-Vivo-Medium 

gewaschen, für 5 min bei 300 x g und 4 °C zentrifugiert und das Pellet wieder in 2 ml 

X-Vivo-Medium resuspendiert. Nach Zugabe von 500 U IL-2 pro ml wurden die Zellen für 

weitere 41 h unter Standardbedingungen kultiviert.  

3.2.4 Kokultur zwischen CD8+ T-Zellen und hämatopoetischen Zelllinien  

Um das Proliferationsverhalten primärer T-Zellen in Gegenwart der hämatopoetischen 

Zelllinien zu untersuchen, wurden Kokulturen durchgeführt. Hierfür wurden die isolierten und 

mit dem fluoreszierenden Zellfärbungsstoff Carboxyfluoresceinsuccinimidylester (CFSE) 

angefärbten primären T-Zellen und die Zelllinien THP-1 bzw. MDS-L gleichzeitig in den wells 

der Zellkulturplatte kultiviert. CFSE bindet intrazellulär an Lysin und andere 

Aminogruppenreste und wird bei einer Zellteilung zur Hälfte an die Tochterzellen 

weitergegeben. Dies wiederum hat zur Folge, dass die Fluoreszenzintensität mit zunehmender 

Zellteilung abnimmt und die CFSE-Färbung sich somit für Proliferationsanalysen eignet. Die 

MDS-L- und THP-1-Zellen wurden zur besseren Identifizierung bei der 

durchflusszytometrischen Analyse ebenfalls mit einem Zellfarbstoff, Vybrant®DiI 

Zellkennzeichnungslösung, angefärbt und zusätzlich im Vorfeld mit einer Strahlendosis von 

30 Gy bestrahlt. Letzteres sollte eine zu starke Proliferation der Zellen und somit 

Überwucherung der T-Zellen über den Zeitraum der Kokultur verhindern. Im genannten 

Modellsystem kamen auch mit mikroRNA-mimics transfizierte T-Zellen zum Einsatz.  

Zunächst mussten am Vortag des Ansetzens der Kokultur die wells einer 96-well-Platte für die 

Positivkontrolle mit Anti-CD3-Antikörper beschichtet werden. Dazu wurden 100 µl des 

monoklonalen Anti-CD3-Antikörpers OKT3 (1 µg/ml) in die jeweiligen Vertiefungen vorgelegt, 

die Platte mit Parafilm abgedichtet und über Nacht im Kühlschrank gelagert. Für die 

Durchführung am Folgetag wurden die, wie im vorhergehenden Abschnitt beschrieben, frisch 

isolierten primären T-Zellen zunächst mit CFSE angefärbt. Hierfür wurde 1 ml Zellsuspension 

in DPBS mit 0,2 % (w/v) FBS und 0,5 µM CFSE für 10 min bei 37 °C unter Lichtausschluss 

inkubiert.
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Anschließend wurden 5 ml kaltes RPMI-1640 (10 % FBS, v/v) zugegeben und die Suspension 

für weitere 5 min auf Eis im Dunkeln belassen. Nach 5-minütiger Zentrifugation bei 4 °C und 

300 x g wurde der Überstand verworfen, das Zellpellet in 1 ml X-Vivo-Medium resuspendiert 

und im Dunkeln bei 4 °C gelagert. Für die Färbung der Partnerzellen MDS-L und THP-1 

wurden jeweils 1 x 106 Zellen in 1 ml FBS-freiem RPMI-1640 und 5 µl Vybrant®DiI Zellkenn-

zeichnungslösung gemischt und für 5 min bei 37 °C im Dunkeln inkubiert. Anschließend 

wurden die Zellen jeweils 3-mal mit FBS-freiem RPMI-1640 gewaschen und für 5 min bei 

300 x g und RT zentrifugiert. Schließlich wurden auch diese Zellen in 1 ml X-Vivo-Medium 

aufgenommen. Zum eigentlichen Ansetzen der Kokultur und ihrer Kontrollen wurde zunächst 

der Beschichtungsantikörper vom Vortag abgenommen und als Verdunstungsschutz die 

äußeren wells der Platte mit jeweils 100 µl sterilem Wasser befüllt. Dann wurde in den 

entsprechenden wells zunächst 100 µl X-Vivo-Medium für die Negativkontrollen und 

Positivkontrollen bzw. 100 µl X-Vivo mit 5 x 104 Zellen der hämatopoetischen Zelllinien 

vorgelegt. Danach wurden 100 µl mit 1 x 105 T-Zellen dazugegeben, sodass pro well ein 

Endvolumen von 200 µl mit einer Effektor-Target-Ratio von 2:1 vorhanden war. Die 

Positivkontrollen wurden schließlich mit 500 U/ml IL-2 und die wells der Kokultur mit 0,5 (für 

THP-1-Zellen) bzw. 1 µg/ml Phythämagglutinin (PHA) (für MDS-L-Zellen) stimuliert. Nach 5-

tägiger Kultivierung konnten die Kulturen sowohl mikroskopisch als auch 

durchflusszytometrisch analysiert werden. Mit Hilfe der durchflusszytometrischen Analyse 

wurden sowohl die Expression der T-Zelloberflächenmarker CD25 und CD71 als auch das 

Proliferationsverhalten der T-Zellen untersucht. 

3.2.5 T-Zellproliferation 

Neben dem Einsatz primärer CD8+ T-Zellen in Kokulturen mit hämatopoetischen Tumorzellen 

wurden diese auch zur Proliferationsanalyse nach Transfektion verschiedener mikroRNA-

mimics eingesetzt. Hierfür wurden die isolierten primären CD8+ T-Zellen wie unter 3.2.3 

erläutert transfiziert, um anschließend in 96-well-Platten für weitere fünf Tage unter 

verschiedenen Konditionen weiter inkubiert zu werden. Im Anschluss daran, wurde das 

Proliferationsverhalten sowie die Expression der Oberflächenmarker CD25 und CD71 

durchflusszytometrisch ausgewertet.  

Für die Durchführung wurden die stimulierten transfizierten T-Zellproben wie die unter 3.2.4 

beschriebenen Positivkontrollen und die unstimulierten transfizierten T-Zellproben wie die 

unter 3.2.4 beschriebenen Negativkontrollen angesetzt und ausgewertet. 
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3.2.6 CD107a-Aktivierungsassay CD8+ T-Zellen 

Für die Analyse des Degranulationsverhaltens der isolierten und transfizierten CD8+ T-Zellen 

wurden diese mit MDS-L-Zellen aus der Kultur für 4 h inkubiert. Anschließend wurde deren 

Oberflächenexpression des zytotoxischen Degranulationsmarkers CD107a (LAMP-1) 

durchflusszytometrisch ermittelt. 

Für die Durchführung des Assays wurden die seit 48 h transfizierten CD8+ T-Zellen gewaschen 

und jeweils in frischem X-Vivo-Medium resuspendiert, sodass eine Endkonzentration von 

1 x 105 CD8+ T-Zellen pro 100 µl Medium erreicht wurde. Parallel dazu wurden in 96-well-

Plattenvertiefungen jeweils 5 x 104 MDS-L-Zellen pro 100 µl X-Vivo vorgelegt und schließlich 

100 µl der T-Zellen zugegeben. Zu den Positivkontrollen wurden umgehend 32 nM PMA und 

500 ng/ml Ionomycin zugegeben. Letztendlich wurde allen wells 2 µl des Anti-CD107a-FITC-

Antikörpers zugefügt. Dieser Ansatz wurde dann für 1 h bei 37 °C unter Standardbedingungen 

inkubiert. Nach der ersten Inkubation wurde allen wells 13 µl einer 1:100 Verdünnung des BD 

GolgiStop™ Protein Transport Inhibitor (Containing Monensin) zugegeben und es folgte eine 

Inkubation für weitere drei Stunden bei 37 °C. Nach insgesamt vierstündiger Inkubation 

wurden die wells resuspendiert und wie unter 3.3. beschrieben mit Anti-CD8 gefärbt, bevor die 

Analyse am Durchflusszytometer folgte. 

 

3.3. Antikörperfärbung für die durchflusszytometrische Analyse 

Für die Analyse am Durchflusszytometer wurden die Zellen zunächst in FACS-Röhrchen 

vorgelegt, mit 1 ml FACS-Puffer gewaschen und für 5 min bei 300 x g und 4 °C zentrifugiert. 

Der Überstand wurde verworfen und zum verbliebenen Zellpellet wurde 1 µl FcR Blocking 

Reagent pipettiert und für 5 min auf Eis inkubiert. In der Zwischenzeit wurden die zu färbenden 

Antikörpergemische nach Herstellerangaben und mit FACS-Puffer hergestellt, sodass das 

finale Färbevolumen von 100 µl pro FACS-Röhrchen zugegeben und kurz gemixt werden 

konnte. Nach 10-minütiger Inkubation auf Eis und im Dunkeln wurde wie schon zu Beginn mit 

1 ml FACS-Puffer gewaschen. Der Überstand wurde wieder verworfen, das Pellet in 350 µl 

FACS-Puffer aufgenommen und bis zur Messung auf Eis und im Dunkeln gelagert. Für jede 

Zellprobe wurde parallel eine ungefärbte Probe mitgeführt.  

Kurz vor der Messung am MACSQuant® Analyzer 10 bzw. MACSQuant® Analyzer 16 wurden 

zum Ausschluss der toten Zellen 3,5 µl Propidiumiodid (100 µg/ml) zugegeben.  
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3.4. Primärzellen – Knochenmarkzellen 

3.4.1 Gewinnung der Knochenmarkzellen aus Körperspendern 

Für die Gewinnung der Knochenmarkzellen aus Körperspendern wurden diese durch die 

Präparator*innen des Instituts für Anatomie und Zellbiologie und/oder dort arbeitende 

medizinische Doktorand*innen am hinteren Beckenkamm punktiert. Das erhaltene Aspirat 

wurde zu 20 ml in mit jeweils 2 ml EDTA (wässrige Lösung, 16 mg/ml, steril) befüllte Spritzen 

aufgezogen und vermischt. Anschließend wurden, identisch zu den Buffy Coat-Proben 

bezogen von der Transfusionsmedizin (siehe 3.2.1), die mononukleären Zellen aus den 

Proben isoliert.  

Vor der eigentlichen Isolation wurden die Proben zunächst für 10 min bei 350 x g und RT 

zentrifugiert. Durch die so entstandene Phasentrennung zwischen Blutzellen und Plasma 

konnte letzteres abgenommen und wiederum für 15 min bei 2000 x g und RT zentrifugiert 

werden. Das letztlich komplett von Zellen befreite Plasma wurde schließlich zu 1 ml aliquotiert 

und bei -80 °C für aufbewahrt. Die zellulären Bestandteile wurden aufgrund der fettigen und 

zum Teil bröckligen Konsistenz zunächst über einen Zellfilter mit 100 µm Porengröße 

gegeben, bevor die Aspirate auf die Trennröhrchen verteilt wurden. Trotz dieses Filterschrittes 

konnten sich bei einigen Proben nur ungenügende Phasen im eigentlichen Separationsschritt 

bilden, weshalb bei benannten Proben dieser Schritt wiederholt werden musste. Die weitere 

Durchführung entspricht wieder der der Prozedur Buffy Coats.     

3.4.2 Antikörperfärbung der Knochenmarkzellen für die Zellsortierung  

Die aufgetauten Knochenmarkzellen wurden mit Antikörpern für folgende Oberflächenmarker 

markiert: CD3, CD4, CD8, CD34, CD45 und CD117. Das Färbeprotokoll entspricht 

weitestgehend dem unter Abschnitt 3.3. genannten Protokoll. Die gefärbten 

Knochenmarkzellen wurden nach der Färbung allerdings noch über einen 35 µm Filter 

gegeben und zu 2 x 106 Zellen pro 1 ml FACS-Puffer resuspendiert.  Außerdem wurde kurz 

vor der Messung am Hochleistungssorter Aria II zum Ausschluss der toten Zellen DAPI 

(Endkonzentration 0,2 µg/ml) zugegeben. 

3.4.3 MikroRNA-Microarray Analysen mittels GeneChip™ miRNA 4.0 Array 

Nach dem Auftauen der kryokonservierten mononukleären Zellen des Knochenmarks wurden 

die Zellen in der Core Facility Durchflusszytometrie der Universitätsmedizin Halle sortiert. 

Dabei wurden die Zellen am Hochleistungszellsorter Aria II analysiert und die CD8+ und CD4+ 

T-Zellen zu je 15000 Zellen in bereits mit selbst hergestellten Trizol befüllte Röhrchen sortiert. 
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Anschließend wurde die RNA nach 3.5.2 isoliert und diese dann zur Microarray-Analyse am 

Affymetrix GeneChip Scanner 7G in die Core Facility Analyse der Universitätsmedizin Halle 

übergeben. 

 

3.5. Molekularbiologische Methoden 

3.5.1 RNA-Isolation mittels NucleoSpin® miRNA-Kit 

Zur Isolation der RNA der Zelllinienexperimente wurde das NucleoSpin® miRNA Kit von 

Macherey Nagel (MN) genutzt. Hierbei handelt es sich um ein säulenbasiertes 

Isolationsverfahren ohne Phenol. 

Hierfür wurden die mit PBS gewaschenen Zellen in 300 µl Lysepuffer ML (MN) vermischt, 

kräftig gemixt und für 5 min bei RT inkubiert. Anschließend wurde das Gemisch auf einen 

NucleoSpin®-Filter gegeben und für 1 min bei 11000 x g zentrifugiert. Zum Durchfluss wurden 

150 µl Ethanol (absolut) gegeben, wiederum kräftig gemixt und für 5 min bei RT belassen. 

Nach Zugabe des Gemisches auf eine NuceloSpin®-RNA-Säule folgte ein 

Zentrifugationsschritt für 1 min bei 11000 x g. Der Durchfluss mit den kleinen RNA-Molekülen 

und Proteinen wurde gesichert und zunächst zur Seite gestellt. Die Säule mit den gebundenen 

großen RNA-Molekülen und der DNA wurde mit 350 µl Membranentsalzungspuffer MDB (MN) 

für 1 min bei 11000 x g und RT zentrifugiert. Im Anschluss wurden 100 µl rDNase auf die Säule 

pipettiert und für mind. 15 min bei RT inkubiert. In der Zwischenzeit wurde zum gesicherten 

Durchfluss mit den kleinen RNA-Molekülen 300 µl Proteinpräzipitationspuffer MP (MN) 

zugegeben mit einer nachfolgenden Zentrifugation bei 11000 x g für 3 Minuten. Der 

entstandene proteinfreie Überstand wurde anschließend auf eine NucleoSpin® Protein 

removal-Säule gegeben und wiederum für 1 min bei 11000 x g zentrifugiert. Der Überstand 

wurde mit 800 µl Binding Buffer MX (MN) vermischt. Von diesem Gemisch wurden 600 µl auf 

die mit rDNAse inkubierte NuceloSpin®-RNA-Säule gegeben und für 30 s bei 11000 x g 

zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und der Schritt zwei Mal wiederholt, bis das 

komplette Lysat die Säule passiert hat. Schließlich folgten noch Waschschritte der Säule, 

zunächst mit 600 µl Waschpuffer M1 (MN) und danach mit 700 µl Waschpuffer M2 (MN). Jedes 

Mal mit einem Zentrifugationsschritt von 30 s bei 11000 x g. Der dritte Waschgang der 

Membran erfolgte mit 250 µl Waschpuffer M2 (MN) für 2 min bei 11000 x g. Zur finalen Elution 

der gesamtem RNA wurden 30 µl RNase-freies Wasser auf die Säule gegeben, für 1 min bei 

RT inkubiert und schließlich für 30 s bei 11000 x g zentrifugiert. Zur Erhöhung der RNA-

Ausbeute wurde der letzte Schritt ein Mal wiederholt. Die erhaltene RNA wurde umgehend auf 

Eis gelagert und die Konzentration am Mikroplattenleser BioTekSynergy gemessen. 
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3.5.2 RNA-Isolation mittels selbst hergestelltem Trizol 

Für die RNA-Isolation der Knochenmarkproben wurde selbst hergestelltes, maximal 14 Tage 

altes, Trizol verwendet. 

Die zu isolierenden Knochenmarkzellen wurden unmittelbar zu 15000 Zellen in 400 µl Trizol 

sortiert. Nach intensiver Mischung wurden weitere 600 µl Trizol zugegeben und erneut gemixt. 

Anschließend wurden 200 µl Chloroform zugegeben, das Ganze kräftig geschüttelt und für 

3 min bei RT inkubiert. Danach folgte eine Zentrifugation bei 4 °C und 15000 x g für 15 min. 

Die so entstandene obere wässrige Phase wurde dann in ein vorgekühltes Eppendorfgefäß 

überführt. Darauf wurde dann die gleiche Menge an eisgekühltem Isopropanol gegeben. Für 

einen hohe Rückgewinnung der RNA wurde außerdem Glykogen (RNA-Qualität, 

Endkonzentration 0,05 µg/µl) zugegeben. Nach der RNA-Fällung bei -20 °C für mind. 24 h 

wurde das Gemisch für 10 min bei 4 °C und 15000 x g zentrifugiert. Der Überstand wurde 

abgenommen und verworfen und das Pellet mit 1 ml kalten Ethanol (70 %ig, v/v) gewaschen. 

Darauf folgte eine Zentrifugation von 10 min bei 4 °C und 15000 x g und erneutes Verwerfen 

des Überstandes. Dieser Waschschritt wurde wiederholt, allerdings nur mit einem 5-minütigen 

Zentrifugationsschritt. Zum Schluss wurde das Pellet für 10 min der Speedvac getrocknet und 

in 12 µl Ampuwa-Wasser gelöst. Eine Bestimmung der RNA-Konzentration und die 

Überprüfung der RNA-Integrität wurde stichprobenartig am 2100 Bioanalyzer Instrument in der 

Core Facility Analyse des UKH durchgeführt. Aufgrund der geringen Konzentrationen der 

Proben wurde hier umgehend die cDNA-Synthese angeschlossen ohne die RNA vorher 

einzufrieren.  

3.5.3 Reverse Transkription – cDNA-Synthese 

Um die vorhandene RNA in der real-time PCR (qPCR) vervielfältigen zu können, musste sie 

zunächst mittels reverser Transkriptasereaktion in cDNA umgeschrieben werden. Dafür 

wurden die Komponenten der folgenden Tabelle in der angegebenen Reihenfolge pipettiert. 

 
Tab. 15: Pipettierschema der cDNA-Synthese mit random hexamer primer. 

 
Reagenz V [20 µl] 

5X Reaktionspuffer 4 µl 

dNTP-Gemisch (je 10 mM) 2 µl 

RNase-Inhibitor 1 µl 

miRNA-spezifische stem-loop primer (1 µM) je 1 µl 

Probe (500 ng bis 1 µg) x µl 

Ampuwa-Wasser x µl 

RevertAid H Minus reverse Transkriptase  1 µl 
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MikroRNAs sind aufgrund ihrer Länge von 17-24 Nukleotiden zu kurz für Standard-PCR-

Methoden, daher musste für die Analyse der mikroRNAs eine gesonderte Umschreibung der 

RNA angewendet werden. Hierbei wurden sogenannte stem-loop primer eingesetzt. Diese 

Primer besitzen eine 44 Nukleotid lange konstante Region, die für alle Primer identisch ist und 

einen stem-loop bildet. Daran befinden sich 6 variable Nukleotide, die wiederum für jede 

mikroRNA individuell sind. Durch diesen stem-loop Anteil wird die mikroRNA schließlich so 

verlängert, dass eine weitere Analyse mit den traditionellen PCR-Methoden keine Hürde mehr 

darstellt. Bis zu fünf solcher mikroRNA-spezifischen stem-loop primer können pro cDNA-

Synthese-Ansatz parallel zugegeben werden. Tabelle 16 stellt das zugehörige 

Pipettierschema dar. 

 
Tab. 16: Pipettierschema der cDNA-Synthese mit miRNA-spezifischen stem-loop primern pro 
Ansatz. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Da für die aus den Knochenmarkproben gewonnenen RNA-Proben keine 

Konzentrationsbestimmung vorlag, wurden hier standardmäßig 7 µl in die stem-loop-PCR 

eingebracht und anschließend auf das Housekeeper-Gen RNU48 normalisiert. 

Die Reaktionsansätze wurden nach folgenden Programmen im Thermozykler inkubiert. 

 
Tab. 17: Thermozyklerprogramme der cDNA-Synthese mit (A) random hexamer primer bzw. (B) 
miRNA-spezifischen stem-loop primern. 

 

 

Reagenz V [20 µl] 

5X Reaktionspuffer 4 µl 

dNTP-Gemisch (je 10 mM) 2 µl 

RNase-Inhibitor 1 µl 

random hexamer primer 1 µl 

Probe (500 ng bis 1 µg) x µl 

Ampuwa-Wasser x µl 

RevertAid H Minus reverse Transkriptase  1 µl 

A B 

 

Temperatur 

[°C] 

Zeit 

[h:min:s] 16 00:30:00 

42 00:30:00 

85 00:05:00 

15 ∞ 
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Die aus dem random hexamer-Programm erhaltene cDNA wurde im Anschluss 1:2 mit 

Ampuwa-Wasser verdünnt und, wie auch die stem-loop cDNA, bis zur weiteren Verwendung 

bei -20 °C gelagert. 

3.5.4 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion 

Zur Vervielfältigung spezifischer Abschnitte der cDNA aus Schritt 3.5.3 wurden quantitative 

Polymerase-Kettenreaktionen (qPCRs) durchgeführt. Dafür wurde zunächst ein Mastermix, 

wie in Tabelle 18 angegeben, pipettiert. Für die qPCR der cDNA aus der Umschreibung mit 

dem random hexamer primer wurde für jedes zu analysierende Target ein spezifischer forward 

(fwrd) und reverse (rev) primer verwendet. Für die qPCR der cDNA aus der Umschreibung mit 

den stem-loop primern wurde hingegen nur ein für jede mikroRNA spezifischer forward primer 

verwendet. Als reverse primer wurde für jede nachzuweisende mikroRNA immer der universal 

stem-loop primer genutzt.   

 

Tab. 18: Pipettierprotokolle der qPCR-Mastermixe für random hexamer bzw. stem-loop cDNA. 

 

Dieser Mastermix wurde in 96-well-Platten vorgelegt und mit jeweils 2 µl der entsprechenden 

cDNA komplettiert. Die qPCR erfolgte für beide Mastermixe schließlich im qTower3G-

Thermozykler nach folgendem Programm: 

 

Tab. 19: qPCR-Programm. 
 

 

 

 

 

 

 

random hexamer cDNA stem-loop cDNA Reaktionsansatz (18 µl) 

SYBR-Green qPCR SuperMix SYBR-Green qPCR SuperMix 7,5 µl 

Primer fwrd (10 µM) Primer fwrd (10 µM) 0,5 µl 

Primer rev (10 µM) universal stem-loop primer (10 µM) 0,5 µl 

Ampuwa-Wasser Ampuwa-Wasser 9,5 µl 

Temperatur [°C] Zeit [h:min:s] 

95,0 00:07:00 

95,0 00:00:30 

primerspezifisch 00:00:30 

72,0 00:00:30 

72,0 00:05:00 

95,0 00:01:00 

Schmelzkurve 00:00:06 

41x 
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4. Ergebnisse 

 

4.1. Analysen von in MDS differentiell exprimierten miRNAs in 

zellbiologischen Prozessen der Vorläuferzelllinien MDS-L und THP-1 

Für die Analysen der differentiell exprimierten mikroRNAs wurde zum einen die leukämische 

Vorläuferzelllinie THP-1 und parallel dazu die MDS-Zelllinie MDS-L eingesetzt. Letztere ist 

kommerziell nicht erwerbbar und eine der wenigen Zelllinien, die tatsächlich aus dem MDS-

Stadium und nicht der nachgeschalteten akuten myeloischen Leukämie eines Patienten 

stammen [107]. 

4.1.1 Erfolgreiche transiente Überexpression ausgewählter mikroRNA-

Kandidaten in den Zelllinien MDS-L und THP-1 

Mittels polymerbasierter transienter MISSION® microRNA mimic-Transfektion konnten 

ausgewählte mikroRNA-Kandidaten erfolgreich in MDS-L- und THP-1-Zellen eingebracht 

werden. Die Überexpression wurde anschließend mittels qPCR validiert und ist in der 

folgenden Abbildung exemplarisch für drei der untersuchten mikroRNAs dargestellt. 
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Abb. 4: Überexpression der mikroRNAs miR-143 (A), miR-150 (B) und miR-181b (C) in den 
Zelllinien MDS-L und THP-1. Dargestellt sind jeweils die Expressionslevel der mikroRNAs in den 
unbehandelten Kontrollen (K), den mit der mimic-Kontrolle transfizierten Proben (miR-K) und den mit 
miR-mimics transfizierten Proben im Verhältnis zum Housekeeper RNU48. n=5-28; ±SD; dargestellt ist 
p<0,05. 
 

 

In Abbildung 4 sind die Verhältnisse der einzelnen mikroRNAs zum Housekeeper RNU48 

dargestellt. Es wird deutlich, dass miR-143 von allen drei dargestellten mikroRNAs das 

geringste Expressionslevel sowohl in MDS-L- als auch in THP-1-Zellen aufweist, wohingegen 

miR-150 und miR-181b moderate Expressionslevel aufweisen. Alle drei mikroRNAs konnten 

signifikant in beiden Zelllinien überexprimiert werden. Identisch wurden auch miR-15a und 

miR-34a transfiziert (Anhang-Abbildung 2). Auch bei diesen beiden mikroRNAs konnten 

signifikante (miR-15a: THP-1 p=0,0005, MDS-L p=0,0026; miR-34a: THP-1 und MDS-L 

p<0,0001) Überexpressionen verzeichnet werden. Hier ist zu erwähnen, dass miR-15a in 

beiden Zelllinien eine ebenso moderate Basisexpression wie miR-150 und miR-181b vorweist. 

MiR-34a wird hingegen in THP-1 weitaus geringer und in MDS-L nahezu gar nicht exprimiert. 

p<0,0001 

 

p<0,0001 

 

A B 

C 

p=0,002 p=0,0048 

 

p<0,0001 

 

p<0,0001 
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Wie auch in allen folgenden Experimenten finden sich keine signifikanten Unterschiede 

zwischen den untransfizierten Kontrollproben und miR-kontroll-transfizierten Proben, weshalb 

letztere in den weiterführenden Experimenten als zu vergleichende Kontrollprobe verwendet 

wurde. Aus diesem Grund ist die untransfizierte Kontrollprobe zum Teil nicht mit aufgeführt, 

auch wenn sie experimentell stets mitgeführt wurde. 

Durch Versuche mit einer unterschiedlichen Anzahl an Waschschritten der Zellen vor RNA-

Isolation konnte eine vermeintliche Überexpression durch Anhaften der mimics an der 

Zelloberfläche ausgeschlossen werden. 

4.1.2 Differenzierung von MDS-L und THP-1 mit ATRA und PMA, wobei auf VitD3- 

Stimulation nur THP-1-Zellen reagieren 

Um das Differenzierungsverhalten der leukämischen Zelllinien zu untersuchen, wurde diese 

für jeweils 48 h mit den etablierten Differenzierungsreagenzien all-trans-Retinsäure (ATRA), 

Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) bzw. VitaminD3 (VitD3) behandelt [108–110]. Die 

Auswertung der Expression der Oberflächendifferenzierungsmarker CD11b, CD11c, CD14 

und CD86 auf den unstimulierten Zellen (Kontrolle), sowie den mit dem entsprechenden 

Lösungsmittel (DMSO oder EtOH) als auch mit dem jeweiligen Reagenz behandelten Zellen 

erfolgte mittels Durchflusszytometrie parallel zur Untersuchung der mRNA-Level von CD11b, 

CD11c und des Transkriptionsfaktors PTTG1. Dieser Transkriptionsfaktor ist unter anderem in 

hämatologischen Erkrankungen überexprimiert und kann aber durch den Einsatz von z.B. 

PMA transkriptionell herunterreguliert werden [111].  

Die einzusetzenden Konzentrationen der jeweiligen Reagenzien wurden durch 

Konzentrationsreihen (Anhang-Abbildung 1) bestimmt. Anhand der deutlichen Veränderung 

der Oberflächenexpression der genannten Marker in Kombination mit der Veränderung der 

mRNA-Level wurde die für die weiterführenden Experimente optimale Konzentration ermittelt. 

Lediglich die VitD3 Stimulation der MDS-L-Zellen konnte für keine der drei getesteten 

Konzentrationen eine Veränderung der genannten Marker hervorrufen, weshalb die MDS-L-

Zellen nicht weiterführend mit VitD3 stimuliert wurden (siehe Anhang-Abbildung 1). Des 

Weiteren haben die Vortests eine wesentlich höhere Steigerung der Expression der 

Oberflächenmarker für THP-1-Zellen nach PMA Stimulation offenbart, wenn diese nach 

Stimulation für weitere 24 h ohne Stimulanz unter Standardbedingungen kultiviert wurden. 

Diese zusätzliche Inkubation wird im Folgenden als PMAresting (PMAr) bezeichnet.  

Die Ergebnisse der ATRA- und PMA-Stimulation der MDS-L-Zellen sind in den folgenden 

Abbildungen illustriert. 
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Abb. 5: Durchflusszytometrische Analyse der Oberflächenexpression der Marker CD11b, CD11c, 
CD14 und CD86 ATRA- (A) bzw. PMA-stimulierter (B) MDS-L-Zellen. Es sind die Median 
Fluorescence Intensity-Werte (MFI) der Oberflächenexpressionen nach 48-stündiger Stimulation mit 
1000 nM ATRA bzw. 81 nM PMA der MDS-L-Zellen dargestellt. Sowohl unstimulierte Kontrollen (K) als 
auch Lösungsmittelkontrollen (DMSO) wurden mitgeführt und identisch analysiert. Die Werte der 
ungefärbten Proben wurden jeweils abgezogen. n=3; ±SD; dargestellt ist p<0,05. 

 

Abbildung 5A stellt eine geringe Grundexpression der Oberflächenmarker CD11b, CD11c und 

CD14 auf den MDS-L-Zellen dar. Dahingegen wird CD86 mit einer nahezu 15-mal stärkeren 

Intensität auf der Oberfläche exprimiert. Nach Inkubation mit dem bei der ATRA Stimulation 

verwendeten Lösungsmittel DMSO verändern sich die Oberflächenexpressionen nicht. Die 

Stimulation mit 1000 nM ATRA für 48 h ruft hingegen eine knapp doppelt so starke 

Oberflächenexpression von CD11b und CD11c, aber ein Absinken der CD86 

Oberflächenexpression auf etwas weniger als die Hälfte der Grundexpression hervor. CD14 

wird von allen untersuchten Oberflächenmarkern mit der geringsten Intensität exprimiert und 

weist keinerlei Veränderungen im Expressionsmuster unter ATRA -Einfluss auf. Dem 

gegenüber steht das Bild der PMA-Stimulation, wie Abbildung 5B illustriert. Auch hier werden 

keine Unterschiede zwischen den mit DMSO inkubierten MDS-L-Zellen und der unstimulierten 

Kontrolle deutlich, allerdings ist ersichtlich, dass sich die Grundexpressionen zu denen der 

zeitlich etwas früher durchgeführten ATRA-Stimulation, nicht signifikant aber deutlich 

unterscheiden. Die basale Expression der Marker CD11b und CD11c war zum Zeitpunkt der 

PMA-Analysen bis zu 4-mal höher, wohingegen die CD86 Expression um ein 5-faches 

geringer ausfiel. Die Basisexpression von CD14 weist als einziger Marker keine 

Veränderungen auf. Unter PMA-Stimulation steigt die MFI von CD11b um das 17-fache und 

für CD11c signifikant um das 6-fache und damit deutlich höher als unter ATRA-Einfluss. 

Gegensätzlich zur ATRA-Stimulation präsentiert sich die um ein 19-fach höhere MFI von CD86 

unter PMA-Einfluss. Auch die MFI des CD14 Markers ist signifikant erhöht, auch wenn die 

generelle Expression auf einem sehr geringen Level bleibt.  

p=0,0287 
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Beide Stimulantien bewirken schließlich eine Steigerung der CD11b- und CD11c-

Oberflächenexpression, wenn auch in unterschiedlichem Ausmaß. Gegensätzlich wirken die 

Agenzien auf den Marker CD86, dessen MFI unter ATRA-Einfluss vermindert ist, aber unter 

PMA-Einfluss erhöht. Auf die MFI von CD14 hat lediglich die PMA-Stimulation eine steigernde 

Wirkung. 

Parallel zur Expressionsanalyse der untersuchten Oberflächenrezeptoren wurde auch das 

mRNA-Level der Rezeptoren CD11b und CD11c sowie des Transkriptionsfaktors PTTG1 der 

MDS-L-Zellen analysiert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 6 dargestellt. 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Abb. 6: RNA-Expressionsanalyse von CD11b, CD11c und PTTG1 ATRA- (A) bzw. PMA-
stimulierter (B) MDS-L-Zellen. Die Graphen präsentieren die Verhältnisse der mRNA-Expression zum 
Housekeeper ß-Aktin nach 48-stündiger ATRA- (1000 nM) bzw. PMA-Stimulation (81 nM) der Zellen. 
n=3; ±SD; dargestellt sind p<0,05. 

 

Die Stimulation der MDS-L-Zellen mit ATRA scheint keinen signifikanten Einfluss auf die 

mRNA-Expression der Marker CD11b und CD11c zu haben, wenn auch Tendenzen erkennbar 

sind (Abb. 6A). Das mRNA-Level des Transkriptionsfaktors PTTG1 ist unter ATRA-Stimulation 

hingegen signifikant vermindert. Unter PMA-Stimulation (Abb. 6B) sind die mRNA-

Konzentrationen von CD11b und CD11c im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle signifikant 

erhöht, wohingegen PTGG1 nur eine Tendenz zur Verminderung aufweist. 

Übereinstimmend mit den Analysen der Oberflächenexpression der Marker CD11b und CD11c 

aus der vorangegangenen Abbildung 6 weist auch die mRNA-Expressionsanalyse der beiden 

Marker eine Tendenz zur Erhöhung unter ATRA-Einfluss bzw. eine signifikante Erhöhung der 

Expression unter PMA-Einfluss dieser in MDS-L-Zellen auf. Ebenfalls identisch mit den 

vorangegangenen Ergebnissen zeigt die PMA-Stimulation einen stärkeren Einfluss als die 

Behandlung mit ATRA. Neben den MDS-L-Zellen wurden auch THP-1-Zellen mit den 

genannten Differenzierungsagenzien behandelt. Die Ergebnisse der Oberflächenexpression 

der analysierten Marker sind in Abbildung 7 dargestellt.

p=0,0131 
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Abb. 7: Durchflusszytometrische Analyse der Oberflächenexpression der Marker CD11b, CD11c, 
CD14 und CD86 ATRA- (A), PMAr- (B) bzw. VitD3-stimulierter (C) THP-1-Zellen. Es sind die Median 
Fluorescence Intensity-Werte (MFI) der Oberflächenexpressionen nach 48-stündiger Stimulation mit 
1000 nM ATRA bzw. 500 nM VitD3 der THP-1-Zellen dargestellt. Für die PMA-Stimulation mit 32 nM 
wurde das PMAr-Protokoll angewendet. Sowohl unstimulierte Kontrollen (K) als auch 
Lösungsmittelkontrollen (DMSO bzw. EtOH) wurden mitgeführt und identisch analysiert. Die Werte der 
ungefärbten Proben wurden jeweils abgezogen. n=3; ±SD; dargestellt sind p<0,05. 
 
 

Alle drei Experimente (Abb. 7A, B und C) spiegeln eine gleichermaßen moderate 

Basisexpression der Oberflächenmarker CD11b und CD11c wider. CD86 hingegen weist eine 

3- bzw. 1,5-fach höhere MFI auf und damit das höchste Grundlevel der untersuchten Marker 

auf nativen THP-1-Zellen. Auch hier zeichnet sich ab, dass die Stärke der MFI des Markers 

CD86 über den Durchführungszeitraum der Experimente nicht konstant bleibt, wie die der 

anderen Marker. Wie schon bei den MDS-L-Zellen sinkt die MFI von CD86 bei zeitlich später 

durchgeführten Experimenten, hier die Stimulation mit PMAr, ab. In diesem Fall ist die MFI-

Erhöhung zu CD11b bzw. CD11c nur noch 1,5-fach, wohingegen sie bei den anderen beiden 

Stimulationsversuchen noch doppelt so hoch war. Ebenfalls identisch zu den MDS-L-Zellen 

verhält es sich mit CD14, der auch auf THP-1-Zellen eine eher sehr geringe, kaum 

nachweisbare, Grundexpression aufweist. Die Stimulation der THP-1-Zellen mit ATRA bewirkt 

eine signifikante Steigerung der MFI aller untersuchten Oberflächenmarker (Abb. 7A). 
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Die MFI von CD11b ist um das 10-fache angestiegen, gefolgt von einer 7-fachen Steigerung 

bei CD11c und einer 3-fachen Steigerung bei CD86. Die schwächste Erhöhung der MFI, aber 

trotzdem signifikant, offenbart CD14 mit einer lediglich 1,2-fachen Steigerung im Vergleich zur 

DMSO-Probe. Die Behandlung mit DMSO hat hingegen keine signifikanten Auswirkungen auf 

die Oberflächenexpression der THP-1-Zellen, was sowohl für die Experimente der ATRA-, als 

auch die PMAr-Experimente (Abb. 7B) zutrifft. Auch unter PMA-Einfluss wird die MFI von 

CD11b um das 6-fache und bei CD11c um das 12-fache signifikant gesteigert. CD86 deutet 

ebenfalls eine Tendenz zu einer Erhöhung der MFI an, wohingegen CD14 eine völlig 

unverändert niedrige MFI aufweist. Die Stimulation der THP-1-Zellen mit VitD3 bewirkt 

ebenfalls eine signifikante Erhöhung der MFI von CD11b um das 10-fache und bei CD11c um 

das 2,3-fache im Vergleich zur Ethanol-Probe (Abb. 7C). Auch CD86 präsentiert in diesem 

Setup eine tendenziell höhere MFI, allerdings unbeeindruckt von der Anwesenheit von VitD3. 

Dem gegenüber steht CD14, dessen MAFI unter VitD3-Einfluss stark, wenn auch nicht 

signifikant, ansteigt. 

Die THP-1-Zellen reagieren auf die Stimulation aller drei getesteten Agenzien mit einer 

signifikanten Erhöhung der MFI der Marker CD11b und CD11c, identisch mit den MDS-L-

Zellen in unterschiedlichem Maß. CD86 zeigt ebenfalls unter allen Behandlungen eine 

tendenziell erhöhte MFI. Kaum sichtbar, aber signifikant ist die MFI-Erhöhung von CD14 unter 

ATRA-Stimulation. Gleichzeitig ist dies auch der Marker mit der geringsten basalen MFI. 

Die Ergebnisse der mRNA-Expressionsanalyse der THP-1-Zellen sind in Abbildung 8 

dargestellt. 
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Abb. 8: RNA-Expressionsanalyse von CD11b, CD11c und PTTG1 ATRA- (A), PMAr- (B) und VitD3-
stimulierter (C) THP-1-Zellen. Die Graphen präsentieren die Verhältnisse der mRNA-Expression zum 
Housekeeper ß-Aktin nach 48-stündiger ATRA- (1000 nM) bzw. VitD3-Stimulation (500 nM) der Zellen. 
Für die PMA-Stimulation mit 32 nM wurde das PMAr-Protokoll angewendet. n=3; ±SD; dargestellt ist 
p<0,05. 
 
 

Die mRNA-Expressionsanalyse ATRA-stimulierter THP-1-Zellen spiegelt das Bild der 

Oberflächenexpression (Abb. 8A) wider. So bestätigen sich auch auf mRNA-Level signifikant 

erhöhte CD11b- und CD11c-Werte. Der Transkriptionsfaktor PTTG1 offenbart keine 

signifikante Veränderung, wie auch unter PMAr- (Abb. 8B) und VitD3-Einfluss (Abb. 8C). Nach 

PMAr-Stimulation ist eine signifikant erhöhte CD11c-mRNA nachweisbar, wohingegen nach 

VitD3-Stimulation eine signifikant erhöhte CD11b-mRNA nachweisbar ist. Hier ist beim CD11c-

mRNA-Level lediglich eine Tendenz zur Erhöhung erkennbar. 

Übereinstimmend mit den durchflusszytometrischen Analysen (Abb. 7) hat die Stimulation mit 

ATRA den größten Einfluss auf das mRNA-Level der Marker CD11b und CD11c, wobei beide 

genannten auch unter PMAr und VitD3-Stimulation eine signifikante Erhöhung bzw. den Trend 

zur Erhöhung aufweisen. Ungeachtet aller drei verwendeten Differenzierungsagenzien verhält 

sich das mRNA-Level des Transkriptionsfaktors PTTG1 in THP-1-Zellen unbeeinflusst. 
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4.1.3 Der Einfluss von mikroRNA-Überexpression auf das 

Differenzierungsverhalten von THP-1 und MDS-L 

Für die Analyse des Einflusses ausgewählter mikroRNA-Kandidaten auf das 

Differenzierungsverhaltens der leukämischen Zelllinien MDS-L und THP-1 wurden diese 

zunächst wie unter 3.1.2 ausgeführt transient transfiziert und anschließend mit denen unter 

4.1.1 bereits aufgeführten Differenzierungsagenzien wie beschrieben stimuliert. Die 

Ergebnisse für miR-transfizierte und anschließend ATRA- bzw. PMA-stimulierte MDS-L-Zellen 

sind in den folgenden Abbildungen dargestellt.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 9: Durchflusszytometrische Analyse der Oberflächenexpression der Marker CD11b, CD11c, 
CD14 und CD86 transfizierter und anschließend ATRA- (A) bzw. PMA-stimulierter (B) MDS-L-
Zellen. Es sind die Median Fluorescence Intensity-Werte (MFI) der Oberflächenexpressionen nach 48-
stündiger Transfektion und anschließender 48-stündiger Stimulation mit 1000 nM ATRA bzw. 32 nM 
PMA dargestellt. Die Werte der ungefärbten Proben wurden jeweils abgezogen und anschließend 
wurden die MFI-Werte der miR-transfizierten Proben ins Verhältnis zur Kontroll-transfizierten Probe 
(miR-K) gesetzt und dargestellt. n=3; ±SD. 

 

Sowohl nur miR-transfizierte als auch anschließend mit ATRA stimulierte MDS-L-Zellen zeigen 

keine signifikanten Veränderungen in ihrem CD11b-, CD11c-, CD14- oder CD86-

Oberflächenexpressionsprofil im Vergleich zur miR-kontroll-transfizierten Probe (Abb.  9A). Es 

wird auch deutlich, dass die MFI von CD11b und CD14 die größten Schwankungen innerhalb 

des Experiments aufweisen, wohingegen die MFI von CD86 die konstantesten Werte 

präsentiert. CD11c scheint nach Transfektion von miR-143 und miR-181b mit anschließender 

ATRA-Stimulation eine tendenziell erniedrigte MFI aufzuweisen, genau wie CD14 nach 

Überexpression von miR-34a ohne die anschließende Stimulation mit ATRA. Unter miR-34-

Überexpression und ATRA-Stimulation scheint die MFI von CD14 hingegen leicht anzusteigen.
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Unter PMA-Stimulation (Abb. 9B) gibt es gleichermaßen keine signifikanten Veränderungen 

der Oberflächenexpressionen. Auch hier unterliegt die MFI von CD11b den größten 

Schwankungen, am deutlichsten nach Transfektion von miR-181b obgleich mit oder ohne 

PMA-Stimulation. Diese Schwankungen der MFI treten allerdings hier nicht den gleichen 

Proben wie in der ATRA-Stimulation auf. Auch CD86 weist hier eine Tendenz zur Erhöhung 

nach Transfektion von miR-181b auf, gegensätzlich zu Abbildung 10A. 

Es konnten keine signifikanten Veränderungen der Oberflächenexpression der Marker CD11b, 

CD11c, CD14 und CD86 verzeichnet werden, wenn auch Tendenzen in miR-transfizierten und 

miR-transfiziert-stimulierten Proben deutlich werden. Die Tendenzen der miR-transfizierten-

nicht stimulierten Proben präsentieren in den beiden Graphen der ATRA- und PMA-Stimulation 

(Abb. 9A und B) allerdings kein deckendes Bild. Die Analyse der mRNA-Level von CD11b, 

CD11c und dem Transkriptionsfaktor PTTG1 ist in Abbildung 10 dargestellt. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 10: RNA-Expressionsanalyse der Marker CD11b und CD11c, sowie des 
Transkriptionsfaktors PTTG1 transfizierter und mit ATRA- (A) bzw. PMA-stimulierter (B) MDS-L-
Zellen. Es sind Verhältnisse der Ct-Werte der miR-transfizierten Proben zur Kontroll-transfizierten 
Probe (miR-K) dargestellt. Die Ct-Werte aller Proben wurden zunächst gegen den Housekkeeper ß-
Aktin ins Verhältnis gesetzt und diese dann wiederum gegen die jeweilige miR-K. n=3; ±SD. 
 
 

Nach Transfektion von miR-34, miR-143 und miR-181b mit und ohne anschließender 

Stimulation von ATRA (Abb. 10A) bzw. PMA (Abb. 10B) verdeutlichen die Abbildungen 

übereinstimmend keine signifikanten Veränderungen in der mRNA-Expression von CD11b und 

CD11c im Vergleich zur miR-kontroll-transfizierten Probe. Ebenso bleibt das Expressionslevel 

von PTTG1 unbeeinflusst von miR-Transfektion und ATRA- bzw. PMA-Stimulation.  
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Identische Experimente wurden mit den THP-1-Zellen durchgeführt, deren Ergebnisse in den 

folgenden Abbildungen dargestellt sind.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
Abb. 11: Durchflusszytometrische Analyse der Oberflächenexpression der Marker CD11b, 
CD11c, CD14 und CD86 transfizierter und anschließend ATRA- (A), PMAr- (B) bzw. VitD3-
stimulierter (C) THP-1-Zellen. Es sind die Median Fluorescence Intensity-Werte (MFI) der 
Oberflächenexpressionen nach 48-stündiger Transfektion und anschließender 48-stündiger Stimulation 
mit 1000 nM ATRA bzw. 500 nM VitD3 dargestellt. Für die PMA-Stimulation wurde das PMAr Protokoll 
verwendet. Die Werte der ungefärbten Proben wurden jeweils abgezogen und anschließend wurden die 
MFI-Werte der miR-transfizierten Proben ins Verhältnis zur Kontroll-transfizierten Probe (miR-K) gesetzt 
und dargestellt. n=3; ±SD; dargestellt ist p<0,01. 

 

Die Transfektion von miR-34a, miR-143 und miR-181b hat keinen signifikanten Einfluss auf 

die Expression aller untersuchten Oberflächenmarker. Nach miR-34a-Überexpression und 

anschließender ATRA-Stimulation steigt die MFI des Markers CD11b jedoch signifikant an. 
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Eine scheinbare Erniedrigung des genannten Markers bewirkt die Überexpression von miR-

181b, die unter ATRA-Einfluss nicht mehr dokumentierbar ist. Hier wird dann wiederum eine 

Erniedrigung der MFI von CD11c deutlich, die so in keiner anderen Probe vorkommt. Die 

Stimulation mit PMAr (Abb. 11B) in Kombination mit einer miR-181b-Überexpression 

verdeutlicht diese Erniedrigung ebenfalls nicht, aber dafür eine leichte Erhöhung der MFI von 

CD14 und CD86. Unter Überexpression von miR-34a dagegen deutet sich eine erniedrigte 

MFI von CD14 an, die unter Stimulation mit PMAr nicht mehr vorhanden ist, sondern eher in 

eine tendenziell erhöhte MFI übergeht. Die MFI von CD11b und CD11c hingegen sind unter 

miR-34-Überexpression und PMAr-Stimulation signifikant bzw. tendenziell erhöht. Auch in 

diesem Setup ist keine Beeinflussung der Oberflächenexpression durch miR-143-

Überexpression (mit und ohne PMAr-Stimulation) erkennbar, was sich im VitD3-

Stimulationsversuch ebenfalls (Abb. 11C) wiederholt. Identisch mit den beiden vorangegangen 

Graphen auch hier nach Überexpression von miR-34a mit anschließender Stimulation, in 

diesem Fall mit VitD3, eine tendenzielle Erhöhung der MFI von CD11b darstellbar. Diese ist in 

Abbildung 11C auch unter nicht stimulierten Bedingungen erkennbar. Ebenfalls unter dem 

Einfluss von miR-34a-Überexpression und VitD3-Stimulation ist ein Trend zur Erhöhung der 

MFI von CD14 erkennbar. 

Die Überexpression von miR-34a in THP-1-Zellen führt zu einer tendenziellen bzw. zu einer 

signifikanten Erhöhung der MFI von CD11b (Abb.11A und B), die auch nach Behandlung mit 

den aufgeführten Stimulantien erhalten blieb.  

Die anschließende mRNA-Analyse der Oberflächenmarker CD11b und CD11c bzw. des 

Transkriptionsfaktors PTTG1 in den transfizierten und transfiziert-stimulierten THP-1-Zellen ist 

in Abbildung 12 dargestellt.
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Abb. 12: RNA-Expressionsanalyse der Marker CD11b und CD11c, sowie des 
Transkriptionsfaktors PTTG1 transfizierter und mit ATRA- (A), PMAr- (B) und VitD3-stimulierter 
(C) THP-1-Zellen. Es sind Verhältnisse der Ct-Werte der miR-transfizierten Proben zur Kontroll-
transfizierten Probe (miR-K) dargestellt. Die Ct-Werte aller Proben wurden zunächst gegen den 
Housekkeeper ß-Aktin ins Verhältnis gesetzt und diese dann wiederum gegen die jeweilige miR-K. n=3; 
±SD; dargestellt ist p<0,05. 

 

Die dargestellten Ratios der transfizierten zur miR-kontroll-transfizierten Probe lassen unter 

ATRA-Einfluss, als auch im unstimulierten Zustand (Abb. 12A) keine signifikanten 

Veränderungen der Expressionsmuster in THP-1-Zellen erkennen. Dieses Bild ist nahezu 

identisch mit dem der PMAr-Stimulation (Abb. 12B), bei der auch keine signifikanten 

Veränderungen der Expressionslevel der Marker CD11b und CD11c zu verzeichnen sind. 

Einzig die Expression von PTTG1 ist unter miR-181b-Überexpression in Verbindung mit der 

PMAr-Stimulation signifikant erhöht im Vergleich zur miR-Kontrolle. Unter VitD3-Stimulation 

(Abb. 12C) sind ebenfalls keine signifikanten Veränderungen darstellbar.  
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4.1.4 Das Proliferationsverhalten von THP-1 und MDS-L nach mikroRNA-

Überexpression  

Das Proliferationsverhalten der Zellen nach Transfektion der mikroRNA-Kandidaten wurde 

mittels des Click-iT™ EdU Zellproliferationskit untersucht. Die proliferierenden, also DNA 

synthetisierenden, Zellen werden dabei mit einem Farbstoff markiert, sodass der prozentuale 

Anteil dieser Zellen anschließend durchflusszytometrisch bestimmt werden kann (Abb. 13). 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
Abb. 13: Anteil proliferierender MDS-L- (A) bzw. THP-1- (B) Zellen nach 48-stündiger Transfektion 
mit miR-34a, miR-143 bzw. miR-181b. Für die MDS-L- und THP-1-Zellen wurden mikroRNA-mimic 
transfizierte Proben und die Kontrollprobe (K) analysiert (n=5). Eine mit 30 Gy bestrahlte THP-1-Probe 
diente als Kontrolle für die Blockade der Zellproliferation (n=2); ±SD. 
 
 

MDS-L-Zellen offenbaren eine geringe Grundproliferation (Abb. 13A) mit einem Anteil von ca. 

16 ± 3,0 % an proliferierenden Zellen. Dieser Wert verändert sich auch nach transienter 

Transfektion von miR-34a, miR-143 oder miR-181b nicht signifikant. Wohingegen die THP-1-

Zellen mit 41 ± 3,2 % eine mehr als doppelt so stark ausgeprägte Proliferation in der 

Kontrollgruppe aufweisen (Abb. 13B). Auch hier übt die Überexpression von miR-143 und miR-

181b keinen Einfluss auf das Proliferationsverhalten der Zellen aus. Die zur Hemmung der 

Proliferation mit 30 Gy bestrahlte Kontrollprobe weist nur noch 9 ± 3,6 % proliferierende Zellen 

auf. Die Überexpression von miR-34a in THP-1-Zellen bewirkt ein Absinken des Anteils 

proliferierender Zellen auf 23 ± 3,6 %. Parallel zur durchflusszytometrischen Analyse wurde 

das mRNA Level der Proliferationsmarker c-MYC und CDK4 sowie des an der Proliferation 

beteiligten Transkriptionsfaktors E2F3 ermittelt (Abb. 14) [112–114].
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Abb. 14: mRNA-Level von CDK4, E2F3 und c-MYC in MDS-L-(A) und THP-1-(B) Zellen nach 48-
stündiger mikroRNA-mimic Transfektion. Es sind die relativen mRNA-Level in Relation zum 
Housekeeper ß-Aktin für MDS-L und GAPDH für THP-1 dargestellt. n=3; ±SD. 
 
 

Die Abbildung illustriert, dass CDK4, E2F3 und c-MYC auf identischen Leveln in beiden 

Zelllinien im Verhältnis zum Housekeeper ß-Aktin bzw. GAPDH exprimiert werden. Die 

Transfektion von miR-34a, miR-143 und miR-181b hat keinen signifikanten Einfluss auf das 

Expressionslevel der untersuchten Marker in MDS-L-Zellen (Abb. 14A). Ebenso verhält es sich 

mit den THP-1-Zellen (Abb. 14B). Auch hier lassen sich keine signifikanten Veränderungen 

der Expressionsmuster sowohl in bestrahlten als auch mit miR-mimic transfizierten THP-1-

Zellen darstellen.  

4.1.5 Beeinflussung des Zellzyklus der THP-1- und MDS-L-Zellen nach 

mikroRNA-Überexpression 

Die einzelnen Phasen des Zellzyklus werden durch einen unterschiedlich hohen DNA-Gehalt 

der Zellen gekennzeichnet. Der Farbstoff Propidiumiodid (PI) interkaliert mit der DNA der zuvor 

fixierten Zellen und die Proben können anschließend durchflusszytometrisch analysiert 

werden. Dabei ergibt sich ein typisches Bild, bei dem der prozentuale Anteil an Zellen in den 

Zellzyklusphasen sub-G1, G1, S und G2-M ermittelt werden kann [115]. Ein solches Bild ist 

repräsentativ in Abbildung 15 dargestellt. 
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Die so ermittelten prozentualen Anteile der mit PMA stimulierten bzw. miR-mimic transfizierten 

Proben der THP-1- und MDS-L-Zellen werden in den folgenden Abbildungen graphisch 

dargestellt. Parallel dazu erfolgte eine RNA-Analyse der Proben hinsichtlich ihrer Expression 

der p50- und p65-Untereinheiten des Transkriptionsfaktors NFκB, welcher eine substantielle 

Rolle für die Regulation des Zellzyklus spielt [116]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Abb. 16: Durchflusszytometrische Zellzyklusanalyse (A, B) und mRNA-
Expressionsuntersuchung (C) transfizierter MDS-L-Zellen. Es sind die prozentualen Anteile der 
sub-G1-, G1-, S- und G2/M-Phase transfizierter MDS-L-Zellen dargestellt, wobei die mit * markierten 
signifikanten Ergebnisse auf die miR-kontroll-transfizierte Probe bezogen sind (B). Die mRNA-
Expressionslevel sind im Verhältnis zum Housekeeper ß-Aktin angegeben (C). n=3; ±SD; dargestellt ist 
p<0,05 bzw. mit * markiert und separat tabellarisch aufgeführt. 

 

 Signifikanz (p-Wert) 

Probe sub-G1-Phase G1-Phase S-Phase G2/M-Phase 

PMA 0,0215 0,0374 0,0483 0,0169 

Abb. 15: Repräsentative Darstellung einer 
Propidiumiodid-gefärbten Zellkulturprobe für 
die durchflusszytometrische Analyse des 

Zellzyklus. Der DNA-Gehalt (x-Achse) 

kennzeichnet die einzelnen Zellzyklusphasen, 
deren prozentualer Zellgehalt anschließend 
ermittelt werden kann. 

 

A C 

* 
p=0,0067 

p=0,0131 
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Die Überexpression der mikroRNAs miR-15a, miR-34a, miR-143, miR-150 und miR-181b hat 

keinen signifikanten Einfluss auf den Zellzyklus der MDS-L-Zellen (Abb. 16A). Die Anteile der 

Zellen in der sub-G1-Phase liegen bei allen transfizierten Proben auf dem identischen Level 

der Kontrollproben K und miR-K bei ca. 4 %. Gleiches Bild ergibt sich auch für den Anteil an 

Zellen in der G1-Phase mit ca. 67 %, der S-Phase mit ca. 13 % und der G2/M-Phase mit ca. 

16 %. Einzig die mit PMA stimulierte Probe weist eine signifikante Verschiebung der Anteile 

aller Zellzyklusphasen auf. Hier stellt sich eine signifikante Verminderung der prozentualen 

Zellzahl in der G1-Phase auf ca. 50 % dar. Gleichzeitig ist der Anteil der Zellen in der S-Phase 

ebenfalls auf ca. 8 % vermindert. Dies geschieht zugunsten der G2/M- bzw. der sub-G1-Phase, 

in denen jeweils eine Zunahme der Zellanteile um ca. 14 bzw. 8 % zu verzeichnen ist. Auch 

die mRNA-Analyse der transfizierten Proben in Abbildung 16C zeigt keine signifikanten 

Veränderungen im Expressionsmuster der NFκB-Untereinheiten p50 und p65. Identisch mit 

den durchflusszytometrischen Analysen weist hingegen die mit 48 nM PMA-stimulierte Probe 

wiederum signifikante Erhöhungen der p50- und p65-Expressionslevel auf. Die 

Zellzyklusanalyse der THP-1-Zellen vermittelt ein weitaus diverseres Bild. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 17: Durchflusszytometrische Zellzyklusanalyse (A, B) und mRNA-
Expressionsuntersuchung (C) transfizierter THP-1-Zellen. Es sind die prozentualen Anteile der sub-
G1-, G1-, S- und G2/M-Phase transfizierter THP-1-Zellen dargestellt, wobei die mit * markierten 
signifikanten Ergebnisse auf die miR-kontroll-transfizierte Probe bezogen sind (B). Die mRNA-
Expressionslevel sind im Verhältnis zum Housekeeper ß-Aktin angegeben (C). n=3; ±SD; dargestellt ist 
p<0,05 bzw. mit * markiert und separat tabellarisch aufgeführt.

 Signifikanz (p-Wert) 

Probe sub-G1-Phase G1-Phase S-Phase G2/M-Phase 

PMA 0,0105 0,0012 0,0007 - 

miR-15a - 0,0262 - 0,0046 

miR-34a - 0,0182 0,0340 0,0099 

miR-150 - 0,0248 - - 

B 

 

B 

* * * * 

A 

p=0,0377 

 

p=0,0351 

 

C 
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Die Überexpression der miR-143 und miR-181b hat keinen signifikanten Einfluss auf den 

Zellzyklus der THP-1-Zellen. Deren Zellanteile liegen auf einem identischen Level wie die der 

Kontrolle bzw. miR-Kontrolle in subG1 bei ca. 8 %, in G1 bei ca. 50 %, in der S-Phase bei ca. 

26 % und in der G2/M-Phase bei ca. 16 % (Abb. 17A). In der PMA-stimulierten Probe hingegen 

ist der Anteil an Zellen in der G1-Phase auf ca. 72 % angestiegen, aber in der S-Phase auf 

knapp 5 % und in der sub-G1-Phase auf ca. 4 % abgesunken. Einzig die G2/M-Phase weist 

keine signifikanten Veränderungen auf (Abb. 17B). Die Überexpression von miR-15a, miR-34a 

und miR-181b bewirkt jeweils einen signifikanten Anstieg des prozentualen Zellanteils in der 

G1-Phase auf ca. 58, 64 bzw.  60 %. Parallel dazu nimmt der Anteil der Zellen in der S-Phase 

tendenziell bei der Überexpression von miR-15a und miR-150 (jeweils 20 %) bzw. signifikant 

bei der Überexpression von miR-34a (ca. 17 %) ab. Letztere mikroRNA bewirkt ebenfalls eine 

signifikante Erniedrigung der prozentualen Zellanteile in der G2/M-Phase auf 9 %. Auch die 

Überexpression von miR-15a hat diese Wirkung und senkt den Zellanteil in dieser Phase auf 

knapp 11 %. Die mRNA-Analyse (Abb. 17C) weist keine signifikanten Veränderungen der 

Expressionslevel von p50 und p65 in allen transfizierten Proben auf. Identisch zu den MDS-L-

Zellen bewirkt auch hier lediglich die PMA-Stimulation mit 48 nM signifikant erhöhte p50- und 

p65-Expressionslevel. 

Sowohl die Überexpression von miR-34a, als auch die von miR-15a und miR-150 in THP-1-

Zellen bewirken eine Veränderung der Zellanteile in den einzelnen Phasen des Zellzyklus. 

Dabei findet eine Verschiebung der prozentualen Anteile zugunsten der G1-Phase statt, 

wohingegen die Anzahl der Zellen in der S- bzw. G2-Phase tendenziell bzw. signifikant 

abnimmt. 
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4.2. Identifizierung von differentiell exprimierten mikroRNAs in isolierten 

T-Zellen aus humanen Knochenmarkproben von MDS-Patient*innen und 

nicht-MDS-Proband*innen 

4.2.1 Die Zellsortierung von Knochenmarksproben  

Für eine differentielle Analyse einzelner Subpopulationen in den Knochenmarkproben der 

MDS-Patient*innen und der nicht-MDS-Proband*innen wurde ein Panel entwickelt, welches 

die durchflusszytometrische Differenzierung von Subpopulationen mit anschließender 

Sortierung dieser zulässt. Neben dem spezifischen Leukozytenmarker CD45 wurden auch die 

T-Zellmarker CD3, CD4 und CD8 eingesetzt. Darüber hinaus wurden die Stammzell- bzw. 

Zellvorläufermarker CD34 und CD117 benutzt [117]. Für die Sortierung der gewünschten 

Populationen wurde der BD FACS Aria II Flow Cytometry Cell Sorter der Core Facility 

Durchflusszytometrie der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg genutzt. Die 

angewendete gating-Strategie, um die erstrebten Populationen zu erhalten, ist in der 

folgenden Abbildung dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 18: Angewendete gating-Strategie zur durchflusszytometrischen Sortierung von CD4+ und 
CD8+ T-Zellen aus Knochenmarksproben verschiedenen Ursprungs. Jedes dargestellte gate 
bezieht sich auf das vorangegangene, wobei (A) die Grundpopulation der Probe darstellt. Daraus 
werden dann wiederum die Dubletten (B) und toten Zellen (C) exkludiert. Von den noch lebenden Zellen 
werden dann die CD45+ Zellen ermittelt (D), aus denen die CD3+ Zellen (E) herausgefiltert werden. 
Diese trennt man anschließend in die beiden Subpopulationen CD4+ und CD8+ (F).  

A B C 
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Die in der Abbildung 18 dargestellte sorting-Strategie steht repräsentativ für alle analysierten 

Knochenmarksproben. Aus allen Events der Probe (Abb. 18A) wurden zunächst die Dubletten, 

also aggregierte Zellen, und toten Zellen (Abb. 18B und C), mittels DAPI-Färbung, 

ausgeschlossen, bevor auf die CD45+ Lymphozyten gegatet wurde (D). Aus diesen wurden 

anschließend alle T-Zellen mittels Anti-CD3-Färbung ermittelt und als Mutterpopulation (E) für 

die anschließende Separierung in die Subtypen CD4+ und CD8+ T-Zellen gegatet. Auf diese 

Weise konnten insgesamt 21 Knochenmarkproben analysiert werden. Davon waren 10 MDS-

Knochenmark-, 5 kommerziell erworbene nicht-MDS-Knochenmark- und 6 

Knochenmarkproben von Körperspendern (auch nicht-MDS-Knochenmark) aus dem Institut 

für Anatomie und Zellbiologie der Martin-Luther-Universität Halle-Wittenberg. Die Qualität und 

verfügbare Quantität der untersuchten Proben hat sehr stark variiert So wiesen die 

kommerziell erworbenen Proben (NM 11-15) die beste Vitalität mit 95,6 ±2,4 % auf, gefolgt 

von den MDS-Proben (1-10) mit 87,3 ±9,9 % und an letzter Stelle die Körperspenderproben 

(KS 16-21) mit 63,3 ±14,9 %. Das verfügbare Material war bei den Körperspendern der größte 

Anteil, wohingegen die kommerziell erworbenen MDS- und nicht-MDS-Proben sich auf max. 2 

Kryokonservierungsröhrchen zu je max. 1 x 106 Zellen begrenzten. 

Die zellulären Zusammensetzungen dieser Knochenmarkproben in Bezug auf die gefärbten 

Marker sind in den Abbildungen 19 und 20 zusammengestellt. Die zugehörigen Werte sind in 

Anhang-Tabelle 3 detailliert aufgelistet. In den Anhang-Tabellen 4 bis 6 finden sich weitere 

Informationen zu den einzelnen Spendern/Proben jeder Gruppe. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
Abb. 19: Prozentualer Anteil der CD34+, CD117+ und CD34+/CD117+ (A) bzw. der CD3+ (B) Zellen 
an CD45+ Zellen in den Körperspender-(KS), nicht-MDS- (NM) bzw. MDS-Proben nach 
durchflusszytometrischer Analyse. Es sind die prozentualen Anteile der Zellen vergleichend 
zwischen den drei Probengruppen dargestellt. n=5-9, ±SD; dargestellt ist p<0,05.   
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Bis auf eine MDS-Probe sind alle in der IPSS_R Scoring Risikogruppe high eingeordnet. Die 

eine verbleibende Probe (Nr. 6) stammt aus der Risikogruppe very low. Die Varianz innerhalb 

der Gruppe ist bei allen untersuchten Oberflächenmarkern so groß, dass Probe 6 keinen 

eigenen Stellenwert erhält, sondern in das Gesamtbild des MDS-Knochenmarks passt. 

Allerdings wird sie bei den statistischen Vergleichen von MDS und nicht-MDS, wie in den 

Abbildungen 19 und 20 dargestellt, nicht berücksichtigt. In Abbildung 20A wird deutlich, dass 

der Marker CD34, ein Zelloberflächenprotein unreifer Blutvorläuferzellen (Blasten) [117], in 

den MDS-Proben höhere Werte aufweist als in den Vergleichsgruppen KS und NM. Ein 

identisches Bild stellt sich für CD117, ebenfalls ein Blastenmarker [117], der in der MDS-

Gruppe signifikant höher ausfällt, verglichen mit den beiden Kontrollgruppen dar. Ebenso 

verhält es sich für die doppelt positiven, also CD34+/CD117+, Zellen. Auch hier liegt der Anteil 

doppelt positiver Zellen in der MDS-Gruppe tendenziell höher als in den Kontrollgruppen. 

Invers dazu, weist der in Abbildung 20 B dargestellte T-Zellmarker CD3 [117] in den MDS-

Proben einen signifikant niedrigeren Zellanteil als in den NM-Proben auf. Die Verteilung der T-

Zellsubpopulationen CD4+ und CD8+ Zellen ist in Abbildung 20 dargestellt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abb. 20: Prozentualer Anteil der CD4+ (A) bzw. der CD8+ (B) Zellen an CD3+ Zellen in den 
Körperspender-(KS), nicht-MDS- (NM) bzw. MDS-Proben nach durchflusszytometrischer 
Analyse. Es sind die prozentualen Anteile der Zellen vergleichend zwischen den drei Probengruppen 
dargestellt. n=5-9, ±SD.   

 

Trotz der signifikant erniedrigten Gesamt-T-Zellpopulation (Abb. 19B) in den MDS-Proben, 

wird in Abbildung 20A und 20B kein signifikanter Unterschied in der Zusammensetzung dieser 

aus den Subpopulationen CD4 und CD8 ersichtlich.  
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4.2.2 Vergleichende Expressionsanalyse mittels Gene ChipTM miRNA 4.0 Array  

Um einen Überblick über die Expressionslevel möglichst vieler mikroRNAs auf einmal zu 

erhalten, wurden die RNA-Proben aus 3.5.2 mittels des GeneChip™ miRNA 4.0 Array im 

Affymetrix GeneChip Scanner in der Core Facility Analyse der Martin-Luther-Universität Halle 

analysiert. Dieser Array erlaubt das Profiling von 2578 humanen, maturen mikroRNAs. Es 

wurden je 3 Proben der nicht-MDS- bzw. MDS high-risk-Gruppe analysiert, wobei von jeder 

Probe sowohl die CD4+ als auch die CD8+ Zellen analysiert wurden.  

Für die Auswertung der Experimente wurde eine Kooperation ebenfalls mit der Core Facility 

Analyse genutzt. So konnten 21 zwischen MDS- und nicht-MDS-Proben signifikant differentiell 

exprimierte mikroRNAs in CD8+ und CD4+ T-Zellen entdeckt werden. Diese sind in Abb. 21 

detailliert aufgeführt. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 21: Signifikant differentiell exprimierte mikroRNAs der CD4+ und CD8+ T-Zellen in MDS-
Knochenmark. Dargestellt sind die 20 signifikant differentiell exprimierten mikroRNAs der CD8+ T-
Zellen (A) und die 11 differentiell exprimierten mikroRNAs der CD4+ T-Zellen (B) aus MDS-
Knochenmarksproben im Vergleich zu nicht-MDS-Knochenmarkproben, jeweils sortiert nach der Fold 
change expression. Insgesamt sind es 21 verschiedene mikroRNAs, die nach aufsteigender Nummer 
sortiert inklusive ihrer Papererwähnungen laut miRBase tabellarisch dargestellt sind (C). Es wurden 
insgesamt 12 Proben (3 pro Gruppe) mit Hilfe des GeneChip™ miRNA 4.0 Array analysiert. 

 Papererwähnungen 
laut miRBase  

hsa-let-7f-1-3p 1093 

hsa-let-7b-3p 1157 

hsa-miR-92b-3p 201 

hsa-miR-101-5p 307 

hsa-miR-191-3p 166 

hsa-miR-933 2 

hsa-miR-940 36 

hsa-miR-1275 33 

hsa-miR-1281 10 

hsa-miR-1825 8 

hsa-miR-4310 2 

hsa-miR-4487 1 

hsa-miR-4725-5p 1 

hsa-miR-4740-3p 1 

hsa-miR-5189-3p 0 

hsa-miR-5571-5p 1 

hsa-miR-6503-3p 1 

hsa-miR-6508-5p 0 

hsa-miR-6865-3p 2 

hsa-miR-6877-3p 0 

hsa-miR-6880-5p 0 

A C 

B 
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Von den 21 identifizierten differentiell exprimierten mikroRNAs sind 20 den CD8+ T-Zell 

Analysen zuzuordnen (Abb. 21A). Von diesen ist wiederum der Großteil, insgesamt 15 

mikroRNAs, in den MDS-Proben signifikant niedriger exprimiert als in den CD8+ T-Zellen der 

nicht-MDS-Knochenmarkvergleichsproben. Dies gibt die Fold change expression mit Werten 

zwischen -4,0 und -0,7 an. Nur 5 der identifizierten mikroRNAs sind in MDS-Proben signifikant 

höher exprimiert, mit einer Fold change zwischen 1,8 und 5,6. In den CD4+ T-Zellen konnten 

nur 11 unterschiedlich exprimierte mikroRNAs identifiziert werden. Auch hier ist der geringere 

Teil, 3 mikroRNAs, höher exprimiert und der Großteil, 8 mikroRNAs, geringer exprimiert im 

Vergleich zu CD4+ T-Zellen der nicht-MDS-Vergleichsproben. Die einzigen drei höher 

exprimierten mikroRNAs miR-6880-5p, miR-4740-3p und miR-4487 wiesen bei den CD8+ T-

Zellen eine ebenso erhöhte Fold change expression auf. Auch die in CD4+ T-Zellen niedriger 

exprimierten mikroRNAs, bis auf miR-6508-5p, sind ebenso unter den niedriger exprimierten 

mikroRNAs der CD8+ T-Zellen zu finden. Auch hier wieder mit identischen Fold change 

Werten. Die einzig exklusive, nur in CD4+ T-Zellen differentiell exprimierte mikroRNA ist damit 

miR-6508-5p. Dagegen gibt es 2 mikroRNAs, miR-5189-3p und miR-101-5p, die 

ausschließlich in CD8+ T-Zellen höher und 8 mikroRNAs, hsa-let-7b-3p, miR-1275, miR-4725, 

miR-4310, miR-6865-3p, miR-92b-3p, miR-6503-3p und miR-933, die niedriger exprimiert 

werden. Auch wird ersichtlich, dass mit steigender Nummerierung der mikroRNAs, deren 

Papererwähnungen nach miRBase weniger werden bzw. bei 4 mikroRNAs noch gar keine 

Publikationen vorliegen (Abb. 21C). 

Für weiterführende Analysen wurden 3 mikroRNAs ausgewählt, die in CD8+ T-

Zelluntersuchungen detaillierter untersucht werden sollten. Dabei handelt es sich um miR-

1825, miR-1281 und miR-5571-5p. Alle drei mikroRNAs sind in den MDS-Proben deutlich 

niedriger exprimiert als in den nicht-MDS-Vergleichsproben und dies sowohl in CD8+, als auch 

CD4+ T-Zellen.  

Die Validierung der Array-Daten wurde für ausgewählte mikroRNAs mittels qPCR mit den 

verbliebenen Resten der Sortierungsproben durchgeführt. Dabei konnte mittels der qPCR-

Methode ein zu den Array-Daten identisches Expressionsmuster für die untersuchten 

mikroRNA-Kandidaten zueinander ermittelt werden (Anhang-Abbildung 3). 
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4.3. Zellfunktionsanalysen differentiell exprimierter mikroRNAs in 

primären humanen T-Zellen 

Für die Untersuchungen des Einflusses der hämatopoetischen Krebszellen auf das 

Immunsystem wurden stellvertretend CD8+ T-Zellen eingesetzt. Diese wurden mittels positiver 

magnetischer Zellsortierung aus den Resten von Blutspendeproben gewonnen, die eine 

Reinheit der Proben von 94,6 % (± 6,3 %; n=36) ermöglichte. Die so gewonnenen CD8+ T-

Zellen wurden anschließend mit den hämatopoetischen Zelllinien mit einer Effektor-Target-

Ratio von 2:1 in eine in vitro-Kokultur gebracht, um das Reaktionsvermögen der T-Zellen 

hinsichtlich ihres Aktivierungslevels in Anwesenheit dieser Krebszellen zu untersuchen. Des 

Weiteren wurden die 3 in der Array-Analyse identifizierten Kandidaten in CD8+ T-Zellen 

transfiziert und ebenfalls deren Reaktionsvermögen nach miR-Überexpression untersucht. 

4.3.1 Etablierung eines Kokulturmodells von CD8+ T-Zellen mit 

hämatopoetischen Leukämiezelllinien 

Für die Evaluation des Proliferationsverhaltens sowie der Oberflächenexpression der 

T-Zellaktivierungsmarker CD25 und CD71 wurden die CD8+ T-Zellen mit den leukämischen 

Zelllinien MDS-L und THP-1 in Kokultur gebracht. Neben der reinen Kokultur der T-Zellen mit 

den Zelllinien wurden auch Proben mit dem Zusatz des T-Zellaktivierenden Mitogens 

Phytohämagglutinin (PHA) mitgeführt. Die nach 5-tägiger Kokultur angeschlossene Analyse 

der genannten Parameter erfolgte durchflusszytometrisch. Für die Analyse der genannten 

Oberflächenmarker wurde die Färbung der T-Zellen mit entsprechenden Antikörpern gegen 

CD25 und CD71 wie unter 3.3. beschrieben durchgeführt. Die Untersuchung des 

Proliferationsverhaltens der CD8+ T-Zellen erfolgte hingegen auf Basis einer bei Ansetzen der 

Kokultur erfolgten Färbung der T-Zellen mit Carboxyfluoresceinsuccinimidylester (CFSE). 

Dieser zelldurchlässige fluoreszierende Farbstoff bindet an intrazelluläre Moleküle und wird 

bei einer Zellteilung zur Hälfte an die Tochterzelle weitergegeben, was mit voranschreitenden 

Zellteilungen zu einer stetigen Abnahme der Fluoreszenz führt. Dieser Umstand ermöglicht es, 

Tochterpopulationen durchflusszytometrisch zu identifizieren, wodurch wiederum 

Rückschlüsse auf das Proliferationsverhalten der Ausgangspopulation gezogen werden 

können. Die CFSE-Färbung einer nicht proliferierten Probe im Vergleich zu einer Probe mit 

einer proliferierten Zellpopulation ist in Abbildung 22 dargestellt. 
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Der blaue Peak repräsentiert die nicht proliferierte Probe mit hoher CFSE-Intensität, 

wohingegen die Zellen der proliferierten Probe in rot mehrere Peaks aufweisen. Die Höhe des 

roten Peaks der Ursprungspopulation lässt auf eine deutlich geringere Zellzahl zugunsten der 

Tochterpopulationen schließen, deren CFSE-Intensität mit steigender Zellteilung immer mehr 

abnimmt. Anhand dieser Aufteilung kann der prozentuale Anteil der nicht proliferierten und 

proliferierten Zellen ermittelt werden. Letzterer ist für die Proben der Kokultur und deren 

Kontrollproben in Abbildung 24 graphisch dargestellt.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

Wie in Abbildung 23 ersichtlich wird, ist der Anteil proliferierter Zellen in der unstimulierten 

Gruppe signifikant niedriger, als in der Gruppe der mit Anti-CD3 (1 µg/ml) und 500 U/ml IL-2 

stimulierten CD8+ T-Zellen. Nur ca. 2 % der Zellen der nicht stimulierten, auch als 

Negativkontrolle bezeichneten, Probe proliferierten. Dem gegenüber steht die stimulierte, auch 

als Positivkontrolle bezeichnete Probe der CD8+ T-Zellen, in der 63,7 % der Zellen 

proliferierten. 
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Abb. 22: Repräsentative Darstellung CFSE-
gefärbter Proben, sowohl proliferiert (rot) als 
auch nicht proliferiert (blau).  Die CFSE-
Färbung der CD8+ T-Zellpopulation einer Probe 
zeigt einen Peak (blau) in der nicht proliferierten 
und 6 Peaks in der proliferierten Probe (rot). 
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Abb. 23: Prozentualer Anteil der 
proliferierten Zellen der Kontroll- 
und Kokulturproben. Dargestellt 
sind der prozentuale Anteil der CD8+ 
T-Zellen der stimulierten (Anti-CD3-
Stimulation (1 µg/ml) und 500 U/ml IL-
2) und nicht-stimulierten 
Kontrollproben (A), als auch der Anteil 
der proliferierten T-Zellen in den 
Kokulturproben (KK) der MDS-L und 
THP-1-Zellen, jeweils mit und ohne 
PHA (MDS-L 1 µg/ml bzw. THP-1 0,5 
µg/ml). n=11-23; ±SD; dargestellt ist 
p<0,05. 
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Die Inkubation der CD8+ T-Zellen mit den leukämischen Zelllinien THP-1 und MDS-L zeigt 

deutlich niedrigere Proliferationszahlen. Die MDS-L-Zellen in Kokultur (KK) mit den CD8+ T-

Zellen bewirken nur eine 2,6 %ige Proliferation dieser. Die Proliferation der T-Zellen in Kokultur 

mit den MDS-L-Zellen lässt sich durch den Einsatz von 1 µg/ml PHA im Vergleich zur 

Negativkontrolle signifikant auf 5,5 % steigern. Der Anteil von proliferierten CD8+ T-Zellen in 

Kokultur mit THP-1-Zellen liegt mit 5,2 % nahezu doppelt so hoch, als die der Kokultur mit 

MDS-L und ist ebenfalls signifikant höher als in der Negativkontrolle. Hier lässt sich auch unter 

Einsatz von 0,5 µg/ml PHA in der Kokultur eine weitere Steigerung der proliferierten CD8+ T-

Zellen auf 14,4 % erzielen. Dieser Wert ist auch signifikant höher, als der der Kokultur mit 

MDS-L-Zellen unter PHA-Einwirkung.  

Die künstliche Stimulierung ruft ein weitaus stärkeres Proliferationsverhalten der CD8+ 

T-Zellen hervor, als es die Kokulturen mit MDS-L- bzw. THP-1-Zellen vermögen. Wobei hier 

die THP-1-Zellen die stärkere Proliferation hervorrufen. Die parallele Stimulation der 

Kokulturen mit PHA hat in der THP-1 Kokultur eine signifikante Steigerung der CD8+ 

Zellproliferation zur Folge. 

Parallel zur Auswertung der Proliferation erfolgte die Evaluation der bereits genannten 

Oberflächenmarker CD25 und CD71, die in Abb. 25 dargestellt ist. Es ist zu erwähnen, dass 

die als CD71+ gekennzeichneten Datenpunkte die Gesamtzahl der CD71 exprimierenden 

Zellen der Probe, auch die CD25+/CD71+, angibt. Ebenso verhält es sich mit den CD25+ Zellen. 
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Abb. 24: Prozentualer Anteil der CD25+ (A), CD25+/CD71+ (B) bzw. CD71+ Zellen (C) der 
proliferierten Zellen der Positiv- (stimuliert) und Negativkontrollen (nicht stimuliert), der MDS-L- 
Kokultur (KK) bzw. der THP-1-Kokultur. Dargestellt sind die prozentualen Anteile der CD25+, 
CD25+/CD71+ bzw. CD71+ Zellen der proliferierten CD8+ T-Zellen. n=11-23; ±SD; dargestellt ist 
p<0,0001. 
 

Die in Abbildung 24A illustrierte Graphik stellt den Anteil der CD25+ Zellen der proliferierten 

Zellen der stimulierten und nicht stimulierten Kontrolle, sowie den Kokulturproben der MDS-L- 

und THP-1-Zellen dar. In der Abbildung wird deutlich, dass in der stimulierten Probe signifikant 

mehr CD25+ Zellen zu finden sind als in der nicht stimulierten Probe. Identisch sieht es für die 

MDS-L- Kokultur mit PHA und die THP-1-Kokultur sowohl mit als auch ohne PHA aus. Durch 

die Zugabe von 1 µg/ml PHA zur Kokultur mit MDS-L kann eine deutliche Steigerung der 

CD25+ Zellen auf mehr als das Doppelte verzeichnet werden. In der stimulierten 

Positivkontrolle befinden sich ebenfalls signifikant mehr doppelt, also CD25 und CD71 positive 

Zellen verglichen mit der nicht stimulierten Probe, wie in Abbildung 24B dargestellt. 
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Ebenso signifikant erhöht kann diese Zellpopulation auch in den Proben der MDS-L-Kokultur 

mit PHA und den THP-1-Kokulturen mit und ohne PHA nachgewiesen werden. Abbildung 24C 

stellt die Zahl der CD71 positiven Zellen dar. Es wird deutlich, dass auch hier die 

Positivkontrolle signifikant mehr CD71+ Zellen als die Negativkontrolle aufweist. Identisch zu 

den beiden Abbildungen 25A und 25B haben die Kokultur mit MDS-L und die Kokulturen mit 

THP-1 mit und ohne PHA signifikant höhere CD71+ Zellzahlen als die nicht stimulierte Probe. 

Die Oberflächenmarker CD25 und CD71 werden nahezu kaum auf proliferierten, nicht 

aktivierten CD8+ T-Zellen exprimiert. Eine Stimulation dieser Zellen bewirkt allerdings einen 

starken Anstieg der CD25- und CD71-Expression auf der Oberfläche proliferierter CD8+ T-

Zellen. Dabei ruft die artifizielle Stimulation mit Anti-CD3 und IL-2 eine weitaus stärkere 

Reaktion als die Kokultur mit den Zelllinien THP-1 und MDS-L hervor. Die zusätzliche 

Einwirkung von PHA in den Kokulturen bewirkt sowohl eine Expressionssteigerung von CD71 

und CD25 in der MDS-L-Kokultur, als auch eine Verminderung der Oberflächenexpression von 

CD71 in der THP-1-Kokultur. 

4.3.2 Proliferation und Zytotoxizität von CD8+ T-Zellen nach transienter 

Überexpression ausgewählter mikroRNA-Kandidaten 

Aus den in der mikroRNA-Microarray-Analyse identifizierten differentiell exprimierten 

mikroRNAs wurden 3 Kandidaten für weiterführende Experimente herausgefiltert. Diese 

mikroRNAs, miR-1825, miR-1281 und miR-5571-5p, wurden anschließend mittels des 

Polymer-basierten Transfektionsverfahrens via Viromer®GREEN in primäre CD8+ T-Zellen 

transfiziert und die Überexpression mittels qPCR validiert (Abb. 25).  
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Abb. 25: Überexpression der mikroRNAs miR-5571 (A), miR-1281 (B) und miR-1825 (C) in 
primären CD8+ T-Zellen. Dargestellt sind jeweils die Expressionslevel der mikroRNAs in den 
unbehandelten Kontrollen (K), den mit der mimic-Kontrolle transfizierten Proben (miR-K) und den mit 
miR-mimics transfizierten Proben im Verhältnis zum Housekeeper RNU48. n=4; ±SD; dargestellt ist 
p<0,05. 
 

In Abbildung 25A ist zu sehen, dass miR-5571 moderat im Vergleich zum Housekeeper 

RNU48 in primären CD8+ T-Zellen exprimiert wird und durch mikroRNA-mimic Transfektion 

auch signifikant überexprimiert werden konnte. MiR-1281 hingegen wird nahezu gar nicht in 

CD8+ T-Zellen exprimiert, kann aber auch nach transienter Transfektion signifikant 

überexprimiert werden (Abb. 25B). Der letzte Kandidat, miR-1825, ist in Abbildung 25C 

dargestellt und weist eine etwas höhere Basisexpression als miR-1285 auf, wenn auch noch 

deutlich unter der von miR-5571. Auch diese mikroRNA konnte mittels mimic-Transfektion 

signifikant überexprimiert werden.  

Diese transfizierten CD8+ T-Zellen wurden nach der 48-stündigen Transfektionsphase 

entweder CFSE-gefärbt und für die Analyse des Proliferationsverhaltens und der 

Oberflächenmarkerexpression mit Anti-CD3 (1 µg/ml) und IL-2 stimuliert bzw. nicht stimuliert 

oder ohne CFSE-Färbung in den unter Abschnitt 3.2.6 erläuterten CD107a-Assay gegeben. 

Das Proliferationsverhalten dieser transfizierten Zellen ist der folgenden Abbildung 26 

dargestellt. 
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Abb. 26: Prozentualer Anteil der 
proliferierten Zellen der stimulierten bzw. 
nicht stimulierten transfizierten CD8+ 
T-Zellen. Dargestellt ist der prozentuale 
Anteil der proliferierten CD8+ T-Zellen der 
stimulierten (Anti-CD3-Stimulation (1 µg/ml) 
und 500 U/ml IL-2) und nicht-stimulierten 
Kontrollproben (K) sowie den mit miR-
mimics transfizierten T-Zellen. n=3; ±SD. 
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Die mit Anti-CD3 und IL-2 stimulierten und zuvor mit den aufgeführten mikroRNA-mimics 

transfizierten CD8+ T-Zellen lassen im Vergleich zur Kontrolle (34 %) keine signifikanten 

Unterschiede in ihrer Proliferationsrate erkennen (Abb. 26). Ebenso in den nicht simulierten 

transfizierten T-Zellen. Es wird aber auch deutlich, dass die transfizierten Proben, sei es mit 

der Kontroll-miRNA als auch mit den mikroRNA-mimics, eine tendenziell höhere 

Proliferationsrate zwischen 9 und 13 % im Vergleich zur nicht stimulierten und auch nicht 

transfizierten Kontrolle mit einer Proliferationsrate von ca. 4 % aufweisen. Identisch zur 

Analyse der Kokulturen wurden bei diesen Proben die Oberflächenexpressionen der Marker 

CD25 und CD71 analysiert (Abb. 27). 

 

 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
Abb. 27: Prozentualer Anteil der CD71+, CD25+/CD71+ bzw. CD25+ Zellen der proliferierten (A) bzw. 
nicht proliferierten (B) transfizierten und stimulierten (Anti-CD3 und IL-2) CD8+ T-Zellen. 
Dargestellt sind die prozentualen Anteile der CD71+, CD25+/CD71+ bzw. CD25+ exprimierenden Zellen 
der mit miR-1281, miR-1825 bzw. miR-5571 transfizierten CD8+ T-Zellen. n=3; ±SD. 
 

Auch bei der Oberflächenexpressionsanalyse der Marker CD25 und CD71 auf den mit Anti-

CD3 und IL-2 stimulierten proliferierten CD8+ T-Zellen lassen sich keine signifikanten 

Unterschiede zwischen den mikroRNA-mimic transfizierten und den Kontrollproben 

nachweisen (Abb. 27A). Auch hier ist zu bemerken, wie schon in Abb. 26, dass es auffallende 

Unterschiede zwischen der nicht transfizierten Kontrolle und den transfizierten Proben gibt. So 

wird ersichtlich, dass die Oberflächenexpressionen der beiden untersuchten Marker in den 

transfizierten Proben deutlich niedriger als in der untransfizierten Kontrolle sind. In dieser 

werden auf ca. 73 % der Zellen CD71 bzw. auf ca. 68 % der Marker CD25 exprimiert. In den 

transfizierten Proben waren es nur noch knapp 50 bzw. 54 %. Damit einhergehend finden sich 

auch in den transfizierten Proben um ca. 21 % weniger doppelt positive Zellen. Auch in den 

stimulierten, nicht proliferierten CD8+ T-Zellen (Abb. 27B) findet sich dieses Phänomen. Hier 

ist allerdings wie erwartet die Oberflächenexpression von CD25 und CD71 der Kontroll-, als 

auch der transfizierten Proben deutlich geringer als die auf den proliferierten Zellen. 

A B 
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Ca. 11 % der Zellen der Kontrollprobe und ca. 7 % der transfizierten Proben exprimieren CD71. 

CD25 wird hingegen in den Kontrollproben auf ca. 31 %, in den transfizierten Proben noch auf 

knapp 22 % der Zellen exprimiert. Die Werte der CD71 positiven Zellen entsprechen auch 

nahezu denen der doppelt positiven Zellen.  

Weiterhin wurde die Expression des Degranulationsmarkers CD107a auf den transfizierten 

Zellen untersucht. Dieses Molekül dient als Marker der Zytotoxizitätsaktivität unter anderem 

von CD8+ T-Zellen, dessen Oberflächenexpression nach Aktivierung der Zellen stark ansteigt 

[118]. Die Expression dieses Markers kann durchflusszytometrisch analysiert werden und ist  

für stimulierte, nicht-stimulierte und mit MDS-L-Zellen in Kokultur gebrachte T-Zellen 

exemplarisch in Abbildung 28 dargestellt.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Die mit IL-2 und Anti-CD3 stimulierten Proben weisen eine deutlich höhere CD107a-

Expression auf den CD8+ T-Zellen auf im Vergleich zu nicht stimulierten bzw. mit MDS-L-Zellen 

in Kokultur gebrachte T-Zellen. Allerdings wird auch ersichtlich, dass die CD8+ T-Zellen der 

Kokultur ungefähr doppelt so viele CD107a+ T-Zellen wie die nicht stimulierte Negativkontrolle 

aufweisen. 

Die Ergebnisse der CD107a-Expression mikroRNA-transfizierter CD8+ T-Zellen ist in 

Abbildung 29 dargestellt. 

Abb. 28: Prozentualer Anteil der CD107a+ 
CD8+ T-Zellen unter Stimulation und in 
Kokultur mit MDS-L-Zellen Dargestellt ist 
der prozentuale Anteil der CD8+- CD107a+- T-
Zellen der stimulierten (Anti-CD3-Stimulation 
(1 µg/ml) und 500 U/ml IL-2, pK) nicht-
stimulierten (nK) sowie den in Kokultur mit 
MDS-L-Zellen befindlichen T-Zellen. n=3; 
±SD. 
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Die CD107a-Expressionslevel der einzelnen Proben wurden ins Verhältnis zur miR-kontroll-

transfizierten Probe gesetzt, die somit den Wert 1 repräsentiert. Wie Abbildung 29 deutlich 

macht, gibt es keine signifikanten Unterschiede der einzelnen Proben im Vergleich zur 

entsprechenden mitgeführten Kontrolle. Die mit miR-1825 transfizierten und anschließend 

stimulierten CD8+ T-Zellen weisen allerdings eine Tendenz zur verminderten Expression von 

CD107a auf. Dieser Effekt ist allerdings unter Kokulturbedingungen mit MDS-L-Zellen nicht 

ersichtlich. 

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Überexpression von miR-1281, miR-1825 

und miR-5571 in CD8+ T-Zellen keinen signifikanten Einfluss auf das Proliferationsverhalten 

oder das Expressionsmuster von CD25 und CD71 der Zellen hat. Auch die Expression des 

Degranulationsmarkers CD107a auf den CD8+ T-Zellen offenbart keine signifikanten 

Veränderungen nach Überexpression der genannten mikroRNAs. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Abb. 29: Prozentualer Anteil der CD107a+ 
miR-transfizierten CD8+ T-Zellen unter 
verschiedenen Konditionen im Vergleich 
zur miR-kontroll-transfizierten Probe. 
Dargestellt ist der prozentuale Anteil der 
CD8+- CD107a+- T-Zellen der stimulierten 
(Anti-CD3-Stimulation (1 µg/ml) und 500 U/ml 
IL-2, pK) nicht-stimulierten (nK) sowie den mit 
miR-mimics transfizierten in Kokultur mit 
MDS-L-Zellen befindlichen T-Zellen. Die 
Proben sind auf die miR-Kontrolle 
normalisiert. n=4; ±SD. 
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5. Diskussion 

5.1. Der Einfluss verschiedener in MDS differentiell exprimierter 

mikroRNAs auf biologische Prozesse in MDS-L- und THP-1-Zellen 

5.1.1 Erfolgreiche THP-1 und MDS-L Differenzierung ohne eindeutige 

Beeinflussung durch mikroRNA-Überexpression 

Bisherige Untersuchungsmodelle zur Erforschung der Entstehung und den Progress von MDS 

basieren auf dem Nutzen von Zelllinien, die allerdings nicht immer MDS-Ursprung besitzen 

[107]. Auch Mausmodelle, wie zum Beispiel JUN stellen geeignete Studienobjekte für die 

MDS-Forschung dar. Diese Mauslinie bildet unter Specific pathogen-free (SPF) Bedingungen 

spontan MDS aus [119]. Des Weiteren sind Modelle etabliert, die geeignete 

Kulturbedingungen für die in vitro-Untersuchung der anspruchsvollen hämatopoetischen 

Stammzelle bzw. den Vorläuferzellen aus Patientenproben beleuchten. Dies wiederum erlaubt 

es, Teile der Stammzelldifferenzierung in diesem Modellsystemen zu untersuchen [120]. In 

der vorliegenden Arbeit wird neben der vielbeschriebenen und gut untersuchten 

Vorläuferzelllinie THP-1 [121] auch die weniger gut untersuchte Zelllinie MDS-L genutzt. Die 

MDS-L-Zelllinie hat ihren Ursprung im Knochenmark eines männlichen Patienten, der zum 

Zeitpunkt der Probennahme mit MDS diagnostiziert wurde. Dem gegenüber steht die 

THP-1-Zelllinie, die aus dem peripheren Blut eines AML-Patienten stammt (Anhang-

Tabelle 1). Der parallele Einsatz dieser beiden Zelllinien erlaubt am Ende auch einen Vergleich 

zwischen MDS und AML. 

THP-1-Zellen sind wie bereits erwähnt ein weit verbreitetes Modell zur Untersuchung von 

Makrophagen und dendritischen Zellen (DC). Da der Zugang zu primären 

Gewebsmakrophagen mit Einschränkungen wie unter anderem geringen Zellzahlen 

verbunden ist, werden monozytäre Zelllinien zu Makrophagen und dendritischen Zellen 

differenziert und untersucht. So konnten Hölken et al. eine Differenzierung der THP-1-Zellen 

durch PMA mit einer einhergehenden Hochregulation von CD86 und dem Phagozytosemarker 

CD11b beobachten, was die THP-1-Differenzierung zu dendritischen Zellen belegt [108]. 

Daigneault et al. konnten zudem zeigen, dass die Stimulation der THP-1-Zellen gefolgt von 

einer Ruhephase ohne PMA für 5 Tage weitere Veränderungen wie zum Beispiel den Anstieg 

von intrazellulären Mitochondrien und Lysosomen induziert, die den entstandenen Phänotyp 

der differenzierten THP-1-Zellen noch näher an den der primären von Monozyten abgeleiteten 

Makrophagen bringt [122]. Ebenso konnten auch Gopinath et al. nach einer der Stimulation 

angeschlossenen Ruhephase ohne PMA vermehrt Makrophagendifferenzierungsmerkmale 

wie eine erhöhte CD14 Expression auf den Zellen detektieren [123].  
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Auch in für diese Arbeit durchgeführten Vorversuchen (Anhang-Abbildung 1) verursachte 

PMAr deutlich höhere Oberflächenexpressionen der Marker CD11b, CD11c und CD86 als in 

der einfachen PMA-Stimulation von 48 h. So bewirkt die Stimulation der hier verwendeten 

THP-1-Zellen mit PMAr einen Anstieg der Marker CD11b, CD11c und CD86, aber nicht von 

CD14. Somit kann eine erfolgreichen Differenzierung in Richtung der dendritischen Zellen 

angenommen werden, da auch CD11c eine dendritischer Zellmarker ist [124]. Ebenso 

unterstützend für diese Aussage ist das Fehlen der CD14 Expression, welcher eher als 

klassischer Monozyten-Makrophagen-Marker bekannt ist [125], auch wenn Dutertre et al. im 

Blut ein CD14+ DC-Subset identifizieren konnten [126]. Liu et al. konnten aufdecken, dass die 

Länge der Stimulationsphase und die Anzahl der ausgesäten THP-1-Zellen zu Beginn des 

Experiments einen signifikanten Einfluss auf die CD14 Expression ausüben. So hat die CD14 

Expression nach 24 h Stimulation und mit 1 x 105 ausgesäten Zellen seinen Höhepunkt, 

wohingegen länger andauernde Stimulationen und höhere Zellzahlen einen signifikanten 

Abfall der CD14 Expression bewirken [127]. Dies könnte unter anderem ein Grund dafür sein, 

warum in den hier eingesetzten THP-1-Zellen keine Steigerung der CD14-Expression unter 

den gegebenen Bedingungen zu verzeichnen war. Ein weiterer Grund könnte in der von Ben-

David et al. beschriebenen genetischen und transkriptionellen Evolution von Zelllinien in den 

verschiedenen Laboren liegen, was wiederum offenlegt, dass in unterschiedlichen 

Laboratorien genutzte Populationen einer Zelllinie nicht zu 100 % identisch sind [128]. Ein sich 

mit der PMAr-Stimulation deckendes Bild konnte für die Stimulation der THP-1-Zellen mit 

ATRA präsentiert werden, die eine starke Expression der Marker CD11b, CD11c und CD86 

zur Folge hatte, was auch von Cho et al. nachgewiesen werden konnte [109]. Wie auch bereits 

Hmam et al. dokumentiert haben, kann durch die VitD3-Stimualtion die Expression von CD14 

sehr stark und etwas weniger prominent die von CD11b gesteigert werden, was für 

Differenzierung in die Makrophagenrichtung spricht [129].  

Die Überexpression der in der vorliegenden Arbeit untersuchten mikroRNAs miR-15a, miR-

34a und miR-181b konnte in peripheren Blutproben und/oder Knochenmarksproben von MDS-

Patienten bereits von mehreren Forschungsgruppen identifiziert werden [7, 8, 104]. Die 

herunterregulierte Expression von miR-143 und miR-150 ist ebenfalls nachgewiesen [105, 

106]. Für die in dieser Arbeit durchgeführten Experimente wurden alle genannten mikroRNAs 

erfolgreich in den Zelllinien THP-1 und MDS-L transient überexprimiert.  

Die im Rahmen dieser Dissertation durchgeführte Überexpression von miR-34a bewirkt unter 

der Einwirkung aller genannten Stimulantien eine signifikante Erhöhung der CD11b 

Expression auf THP-1-Zellen, wobei die anderen Marker gar keine bzw. keine 

übereinstimmenden Erhöhungen oder Erniedrigungen aufweisen. Dies in Kombination mit 

einer Erhöhung der CD11c Expression unter PMAr-Stimulation spricht für eine partielle 
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Begünstigung der Differenzierungsinduktion der THP-1-Zellen unter PMA-, ATRA- bzw. VitD3-

Stimulation unter mikroRNA-34a-Überexpression. Da alle drei genutzten Stimulantien 

unterschiedliche Wege der Differenzierung initiieren, scheint es in allen drei Wegen eine 

partielle Gemeinsamkeit zu geben, die es miR-34a erlaubt, die explizite Steigerung von CD11b 

zu gewährleisten. So steuert PMA über den Ras/ERK Signalweg über die Aktivierung von 

MEK-1/-2 (mitogen activated protein kinase 1/2), ERK-1 und ERK-2 (extracellular signal-

regulated kinase 1 und 2) die entsprechenden Signale zur Zelldifferenzierung [130]. ATRA 

hingegen steuert dies über den NFκB-Signalweg über Koaktvierung von NFκB und RARα 

(retinoic acid receptor α) [109]. Wohingegen VitD3 über den mTOR-Signalweg durch die 

Aktivierung der beiden mTOR-Proteinkomplexe mTORC1 und mTORC2 die 

Zelldifferenzierung initiiert [110]. Andererseits scheint miR-34a auch in signalwegspezifischen 

Schritten zu wirken, da nur unter PMAr-Stimulation eine zusätzliche CD11c-Steigerung und 

unter VitD3-Stimulation eine zusätzliche CD14-Hochregulation zu beobachten sind. Dies 

würde auch belegen, warum ohne den Einsatz der Stimulantien die miR34a-Überexpression 

in der Zusammenschau aller drei separat durchgeführten Analysen gar keine signifikanten 

Veränderungen hervorrufen konnte. Dass mir-34a das Potential zur Induzierung der 

Zelldifferenzierung besitzt, konnte bereits in Nierenfibroblasten nachgewiesen werden [131]. 

Das Bild der Hochregulation separater Marker kann auch für die stimulierten und mikroRNA-

181b überexprimierenden THP-1-Zellen beobachtet werden, was ebenfalls den eben 

genannten Schluss der spezifischen Signalwegbeeinflussung zulässt. Dass auch miR-181b 

an zum Beispiel chondralen bzw. B-Zell-Differenzierungsprozessen beteiligt ist, konnte bereits 

von Song et al. und Di Marco et al. nachgewiesen werden [132, 133]. Ein weiterer Punkt, der 

für keinen eindeutigen Einfluss auf die Differenzierung der THP-1-Zellen spricht, ist die 

unveränderte Expression des onkogenen Transkriptionsfaktors Pituitary Tumor-Transforming 

gene 1 (PTTG1). Dieser in hämatologischen Erkrankungen überexprimierte 

Transkriptionsfaktor kann aber durch den Einsatz von z.B. PMA transkriptionell 

herunterreguliert werden [111]. Dies konnte zwar in Vorversuchen (Anhang-Abbildung 4) auch 

explizit für die PMA-Stimulation von THP-1-Zellen bestätigt werden, war aber in den hier 

dargestellten Daten nicht reproduzierbar. 

Mit den hier aufgeführten inkonsistenten Ergebnissen, kann keine eindeutige Aussage über 

den Einfluss der mikroRNA-Überexpression von miR-34a, miR-143, miR-150 und miR-181b 

auf das Differenzierungsverhalten von THP-1-Zellen getroffen werden. Es gibt Hinweise auf 

eine Einflussnahme von miR-34a, miR-150 und miR-181b, die aber für eine eindeutigere 

Aussage in einer größeren n-Zahl wiederholt werden sollten.  

Für die MDS-L-Zellen gibt es bisher keine veröffentlichten Daten über deren Verhalten unter 

PMA- oder ATRA-Stimulation, weshalb diese Ergebnisse Neuwert haben.  
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Die ATRA-Stimulation bewirkt eine Steigerung der Expression von CD11b und CD11c, aber 

die CD86 Expression nimmt ab. Unter PMA-Stimulation kommt es wiederum zu einem Anstieg 

aller vier untersuchten Oberflächenmarker. Die Ergebnisse lassen darauf schließen, dass 

auch die MDS-L-Zellen unter PMA- und ATRA-Einfluss einen Makrophagen/dendritischen Zell-

ähnlichen Phänotyp ausprägen. Ein weiteres Merkmal der Differenzierung offenbart sich durch  

eine verminderte PTTG1-Expression unter ATRA-Stimulation, der auch unter PMA-Stimulation 

tendenziell erkennbar ist. 

Da die MDS-L-Zellen lediglich als Blastenzelllinie definiert sind [107], könnte man anhand 

dieser Ergebnisse darauf schließen, dass es sich, ähnlich den THP-1-Zellen, um eine 

monozytäre Blastenform handeln könnte. Eine genaue Zelltypidentifikation sowohl der 

MDS-L-Zelllinie, als auch der aus den Differenzierungen resultierenden Subreihen stellt für die 

hier durchgeführten Versuche keine Relevanz dar, weshalb keine weiterführenden Analysen 

für deren Identifikation bzw. Testung der Funktionalität der differenzierten Zellen durchgeführt 

wurden. In den MDS-L-Zellen konnte auch die Überexpression von miR-34a, miR-143 und 

miR-181b keine signifikanten Unterschiede im Expressionsprofil der untersuchten Moleküle 

aufdecken. Wie schon bei den THP-1-Zellen werden allerdings Tendenzen sichtbar, die aber 

aufgrund einer weitaus stärker ausgeprägten Inkonsistenz im Oberflächenexpressionsmuster 

der MDS-L-Zellen zu keinen signifikanten Unterschieden führten.  

Sowohl THP-1- als auch MDS-L-Zellen konnten mit Hilfe von PMA, ATRA bzw. VitD3 

erfolgreich differenziert werden, wobei eine genaue Identifikation des resultierenden Zelltyps 

nicht vorgenommen wurde. Die für dieses Ergebnis untersuchten 

Oberflächenexpressionsdaten offenbaren unter mikroRNA-Überexpression keine signifikanten 

Veränderungen, wenn auch Hinweise geliefert wurden, dass zumindest die Überexpression 

von miR-34, miR-150 und miR-181b in THP-1-Zellen einen Einfluss zu haben scheinen.  

5.1.2 Verändertes Proliferationsverhalten der THP-1-Zellen nach miR-34a-

Überexpression 

Auch bei der Untersuchung des Proliferationsverhaltens über den Einbau 

fluorophorgekoppelter Basen in neu synthetisierte DNA scheint miR-34a die mikroRNA zu 

sein, die den größten Einfluss hat, wenn auch nur wieder in den THP-1-Zellen. Bereits Engkvist 

et al. konnten die proliferationshemmende Wirkung von miR-34a in Brustkrebszellen 

nachweisen [134], genau wie Yong et al. für Magenkrebszellen [135]. Diese und weitere 

Publikationen zur antitumoralen Wirkung von miR-34a machen diese mikroRNA zu einem 

potentiellen Werkzeug der Immuntherapie [136]. Diese Tumorsuppressorfunktion könnte auch 

ein Grund sein, warum das Basislevel dieser mikroRNA in den hier untersuchten THP-1- und 

MDS-L-Zellen das geringste Expressionslevel aller hier untersuchten mikroRNAs aufweist.  
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Die Verminderung der Proliferation vollzieht miR-34a über die Bindung an sein Target B-cell 

lymphoma-2 (BCL-2). Dies konnte bereits sowohl vom prediction tool Target Scan als auch 

experimentell in unterschiedlichen Systemen wie Eierstockkrebszelllinien oder 

neurodegenerativen Mausmodellen mehrfach nachgewiesen werden [137, 138]. Die 

Inhibierung von BCL-2 und die damit verbundene Unterbindung der Zellproliferation wird 

außerdem bereits als Therapie, in Form von Venetoclax, bei der Behandlung von MDS 

eingesetzt [139]. Die Überexpression von miR-34a in MDS-L bewirkt hingegen keine 

Veränderungen im Proliferationsverhalten der Zellen. 

Die Überexpression von miR-143 und miR-181b hat keinen Einfluss auf das 

Proliferationsverhalten der MDS-L- und THP-1-Zellen. Anders sieht das zum Beispiel in 

Melanomzellen aus, wo miR-143 eine Proliferationsinhibierung bewirkt [140]. Yang et al. 

konnten identische Ergebnisse bei miR-181b überexprimierenden Kolonkarzinomzellen 

darstellen [141]. Dies demonstriert, wie vielseitig die Wirkung von mikroRNAs sein kann. Wie 

bereits erwähnt, kann eine mikroRNA viele Targets binden und wiederum kann ein Target von 

vielen mikroRNAs reguliert werden. Das dies auch in einem Zellkompartiment abhängigen 

Muster passiert, zeigt der unterschiedliche Einfluss der mikroRNAs auf das 

Proliferationsverhalten der unterschiedlichen Zelltypen. 

Für die hämatopoetischen Zellen THP-1 und MDS-L kann postuliert werden, dass miR-143 

und miR-181b keinen Einfluss auf deren Proliferationsverhalten haben. 

MiR-34a, als bereits bekannter Parameter bei der Beeinflussung der Proliferation einer 

Vielzahl von Zelltypen, ruft bei Überexpression in THP-1-Zellen dagegen ein vermindertes 

Proliferationsverhalten hervor, nicht aber in MDS-L-Zellen.   

5.1.3 Die Überexpression von miR-15a, miR-34a und miR-150 beeinflusst den 

Zellzyklus von THP-1-Zellen signifikant 

Unter PMA-Stimulation verfallen die MDS-L-Zellen in einen Zellzyklusarrest in der G2-M-

Phase, die THP-1-Zellen hingegen hauptsächlich in der G1-Phase. Bereits Gazova et al. 

konnten einen G1-Arrest für THP-1-Zellen nach PMA-Stimulation feststellen [142], 

wohingegen es für die MDS-L diesbezüglich keine publizierten Daten zum Zellzyklus gibt. 

Allerdings ist bekannt, dass die Wirkung von Decitabin, einem hypomethylierenden 

Therapeutikum, ebenfalls einen G2-Arrest bei MDS-L-Zellen auslöst [143].  

Der durch die PMA-Stimulation in Gang gesetzte Ras/ERK Signalweg ist neben der schon 

erwähnten Differenzierung auch für den G1-Arrest in THP-1-Zellen verantwortlich [144]. Dieser 

Signalweg hat bekanntermaßen auch Auswirkungen auf den Transkriptionsfaktor NFκB [145], 

was durch eine leichte Hochregulation der NFκB-Untereinheiten p50 und p60 experimentell 

sowohl in MDS-L- als auch in THP-1-Zellen nachgewiesen werden konnte. Diese können 
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wiederum auf das cyclinabhängige Kinasen (CDK)-System wirken, das wiederum im Zellzyklus 

für die Regulation der Zellzyklus-Checkpoints verantwortlich ist [146]. Auch die 

Überexpressionen von miR-34a, miR-15a und miR-150 haben jeweils eine signifikante 

Verschiebung der Zellzyklusphasen zugunsten der G1-Phase zur Folge, wenn auch nicht in 

dem Ausmaß wie PMA und ohne die unter PMA-Stimulation erhöhte Expression der NFκB-

Untereinheiten. Auch die hämatopoetischen Zellen der Linie K562 verbleiben nach der 

Überexpression von miR-34a in der G1-Phase [147]. In den Brustkrebszelllinien HCC1806 und 

MCF-7 bewirkt sie allerdings einen Arrest in der S-Phase [148]. Auch miR-15a ist ein bekannter 

Regulator des Zellzyklus, der in der Lage ist die hämatopoetischen Zellen K562 [149] als auch 

die Brustkrebszellen der MDA-MB-231-Linie in einen G1-Arrest zu versetzen [150]. Der durch 

Überexpression von miR-150 in K562-Zellen induzierte G1-Arrest deckt sich ebenfalls mit 

denen in dieser Arbeit dargestellten Ergebnissen. Sun et al. geben auch gleichzeitig eine Reihe 

von am Zellzyklus beteiligten Genen an, deren Expression durch die Überexpression von 

miR-150 hoch- bzw. herunterreguliert ist und so die zellzyklushemmende Wirkung von 

miR-150 vermitteln. Allerdings ist nicht nachgewiesen, welche Gene direkte Targets von 

miR-150 sind oder nur indirekt adressierte Moleküle im miR-150 Signalweg darstellen [151]. 

Die Zusammenschau der Ergebnisse lässt darauf schließen, dass zumindest miR-15a und 

miR-150 unabhängig von der Zellart einen ähnlichen Einfluss auf identische CDKs haben. In 

Kontrast dazu steht miR-34a, deren Überexpression in Abhängigkeit vom Zielgewebe, 

unterschiedliche Wege des Zellzyklusarrests initiieren kann. Der G1-Arrest in all den 

transfizierten THP-1-Proben könnte drauf hinweisen, dass die Zellen, wie bereits unter PMA-

Stimulation bewiesen, eine Differenzierung durchmachen und in der arretierten G1-Phase 

wachsen und ihren Zellstoffwechsel auf eine höher differenzierte Zellform einstellen. 

Die MDS-L offenbaren abgesehen vom bereits erwähnten G2-Arrest unter PMA-Stimulation 

keine Beeinflussung der einzelnen Zellzyklusphasen unter miR-Überexpression. Der Verbleib 

der MDS-L-Zellen in der G2-Phase in Verbindung mit der Hochregulation der 

differenzierungsspezifischen Oberflächenmarker spricht ebenfalls für eine Adaptierung der 

biologischen Zellprozesse an ein höherdifferenziertes Zellstadium. 
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5.2. Identifizierung und Einfluss von in MDS differentiell exprimierten 

mikroRNAs auf T-zelluläre Effektorfunktionen 

5.2.1 Zelluläre Verteilungsmuster von Stammzellen und adulten T-Zellen in MDS- 

und nicht-MDS-Knochenmarkproben 

Neben den im ersten Teil der Diskussion beschriebenen Zelllinien, werden im zweiten Teil 

stellvertretend für die Zellen des adaptiven Immunsystems die T-Zellen näher betrachtet. 

Diese Zellen haben ebenfalls ihren Ursprung im Knochenmark, aber reifen extramedullär im 

Thymus heran und können aber wieder in das Knochenmark einwandern und dort Einfluss auf 

biologische Prozesse nehmen [152]. Die mikroRNA-Profile bisher identifizierter in MDS 

unterschiedlich exprimierter mikroRNAs beziehen sich auf peripheres Blut oder 

Gesamtknochenmarkanalysen [7, 8, 104] oder die CD34+ Zellsubpopulation [153]. In der 

vorliegenden Arbeit wurden ebenfalls die Gesamtknochenmarkproben durchflusszytometrisch 

analysiert. Für die MikroRNA-Array-Analysen der MDS- und nicht-MDS-Proben wurden 

allerdings die isolierten CD4+ und CD8+ T-Zellen betrachtet, was ein neues Licht auf das 

mikroRNA-Profil von MDS- und nicht-MDS-Knochenmarkproben wirft.    

Die Oberflächenexpressionen der MDS Knochenmarkproben weisen wie erwartet zum Teil 

hohe Anteile an CD34+ Zellen auf. Als Marker der hämatopoetischen Stammzellen und frühen 

Vorläuferzellen ist deren gehäuftes Vorkommen in Knochenmark und auch Peripherie 

bezeichnend für die Erkrankung [154], wobei es aufgrund der vielen Klassifizierungsmerkmale 

[82] keine einheitliche Grenze zwischen den einzelnen Risikogruppen gibt. Die Proben der 

nicht-MDS-Proben weisen deutlich homogenere und niedrigere CD34+ Zellanteile auf, was zu 

publizierten Daten passt, die besagen, dass in gesundem Knochenmark der Anteil CD34+ 

Zellen des gesamten Zellpools bei ca. 1,5 % liegt [155]. Auch der Anteil der CD117+ Zellen ist 

wie erwartet in den MDS-Proben deutlich erhöht, da er normalerweise bei max. 4 % liegt [156]. 

Die eigentlich im Knochenmark vorherrschende CD4:CD8 Ratio von 0,55 bis 1,11 liegt unter 

der im Blut vorkommenden CD4:CD8 Ratio von ≥ 1 [157]. Dies kann in einem Großteil der hier 

aufgelisteten Fälle nicht dokumentiert werden, was auf eventuelle Kontaminationen der 

Proben mit peripherem Blut hinweisen könnte. Es wird auch deutlich, dass die Körperspender 

die größte Varianz im Gehalt der CD3+ Zellen und deren Subgruppen CD3+/CD4+ und 

CD3+/CD4+ aufzeigen. Auch enthielten diese Proben die wenigsten vitalen Zellen, weshalb 

diese Proben nicht für Array-Analysen genutzt wurden. Auch Rafat et al. haben CD34+ Zellen 

aus verstorbenen Menschen an Tag 0 entnommen und trotz akzeptabler Vitalität der Proben, 

konnten sich die Zellen nicht über einen längeren Zeitraum kultivieren lassen [158]. Dies 

spricht dafür, dass mit Einsetzen des Todes Zersetzungsprozesse in Gang gesetzt werden, 
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die auch das Knochenmark betreffen. Hinzu kommt, dass den Körperspendern in dieser Arbeit 

frühestens 9 h oder auch sogar über 24 h nach dem Tod das Knochenmark entnommen wurde. 

Die Nutzung von Körperspender*innen als Quelle für Knochenmarkaspirate hat allerdings den 

Vorteil, dass eine Einbeziehung der MDS-Proben entsprechenden Altersgruppe in 

Experimenten möglich ist, da sie im hohen Alter eines natürlichen Todes gestorben sind. Die 

kommerziell erworbenen Proben hingegen sind von deutlich jüngeren Probanden, die freiwillig 

ihr Knochenmark für Forschungszwecke gespendet haben. Vorteil bei diesen Proben ist die 

gute Viabilität der Zellen. Außerdem sind nahezu keine Komorbiditäten zu finden, die die 

Zellkompartimente in ihrer Funktion beeinträchtigen könnten. Die Körperspender hingegen 

sind wie eben schon erwähnt eines natürlichen Todes verstorben, wobei darauf geachtet 

wurde, dass dieser keine hämatologischen Ursachen hatte. Nichtsdestotrotz bleibt bei diesem 

Weg der Knochenmarkzellbeschaffung das Restrisiko von zusätzlichen Erkrankungen, die 

unter Umständen eine Beeinflussung einzelner Zelltypen zur Folge hat. Aus diesem Grund 

wurde sich dazu entschieden, diese beiden Gruppen der Proben als nicht-MDS-Proben zu 

bezeichnen und nicht als gesund.    

5.2.2 Identifikation von 21 signifikant unterschiedlich exprimierten mikroRNAs 

in CD4+ und CD8+ T-Zellen von MDS-Knochenmarkproben 

Viele Arbeitsgruppen wie Pons et al., Cui et al. oder auch Merkerova et al. haben bereits 

mikroRNA-Profile von MDS-Proben erstellt, aber immer aus den gesamten BM-NCs oder auch 

PBMCs [104–106]. Ziel dieser Arbeit war es, ein zelltypspezifisches mikroRNA-Profil zu 

erstellen, mit dem Fokus auf den T-Zellen des Knochenmarks. 

In den mikroRNA-Arrays konnten schließlich 21 signifikant unterschiedlich exprimierte 

mikroRNAs identifiziert werden. Da die mikroRNAs mit fortlaufender Nummerierung in 

miRBase eingetragen werden, kann davon ausgegangen werden, dass ein Großteil der hier 

gefundenen mikroRNAs erst sehr spät entdeckt wurden. Weiterhin wird deutlich, dass mit eben 

dieser aufsteigenden Nummerierung die Zahl der Papererwähnungen drastisch verringert bzw. 

null ist. Das wiederum bedeutet, dass diese mikroRNAs noch nahezu unbekannt und 

demzufolge nicht charakterisiert sind. Der Großteil der mikroRNAs ist in CD8+ T-Zellen 

herunterreguliert, was erahnen lässt, dass diese Zellen einen großen Einfluss auf Entstehung 

und Progress der Krankheit haben könnten. Bisherige Erkenntnisse hinsichtlich der T-Zellen 

in MDS beschränken sich auf Untersuchungen der peripheren T-Zellen der MDS-Patient*innen 

[159].  

Drei der stark herunterregulierten mikroRNAs, miR-1825, miR-1281 und miR-5571, wurden 

schließlich ausgewählt, um detaillierter untersucht zu werden.  
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Mithilfe des TargetpredictionTools miRDB, welches über das bioinformatische Tool MirTarget 

miRNA-Target Interaktionen vorhersagt, konnten für miR-1281 117 potentielle miRNA-Target 

Interaktionen postuliert werden. Unter den ersten zehn Targets befindet sich unter anderem 

Erythropoetin, ein Hormon, dass die Bildung und Reifung von Erythrozyten fördert. Aber auch 

die Pyridoxal 5‘-Phosphat Phosphatase (PDXP) ist unter den Targets zu finden. Eine 

Inhibierung der PDXP unterdrückt laut neuesten Forschungen die Proliferation und 

Effektordifferenzierung in CD8+ T-Zellen [160]. Im Umkehrschluss müsste eine Hochregulation 

der PDXP, wie unter verminderter mikroRNA-Expression angenommen werden kann, eine 

Hochregulation der T-Zellaktivität bedeuten. Welcher Mechanismus dahinter steckt und ob 

PDXP tatsächlich ein Target von miR-1281 ist, kann nur experimentell geklärt werden. Für 

miR-1825 konnten 573 potentielle Targets über miRDB identifiziert werden. Unter den ersten 

10 Vorhersagen befindet sich hier zum Beispiel die integrin subunit alpha 3 (CD49c). Es gilt 

als erwiesen, dass Integrine von T-Zellen exprimiert werden und sowohl an der Reifung als 

auch zum Beispiel bei der Migration der T-Zellen eine große Rolle spielen [161, 162]. 

Für miR-5571 konnte auf diesem Weg 768 miR-Target-Interaktionen identifiziert werden. Unter 

den ersten zehn Targets befindet sich hier zum Beispiel der TOR signaling pathway regulator. 

Der mTOR-Signalweg spielt in T-Zellen eine wichtige Rolle, damit diese angemessen auf 

Umwelteinflüsse, zum Beispiel eine Antigenpräsentation, reagieren können [163]. 

Die drei ausgewählten Kandidaten haben laut Vorhersagetool für den T-Zellstoffwechsel 

interessante Zielstrukturen, die aber noch experimentell validiert werden müssen. 

5.2.3 Etablierung einer T-Zellkokultur mit hämatopoetischen Zelllinien 

T-Zellkokulturen mit Tumorzellen sind gängige Methoden, um das Verhalten in der T-Zellen zu 

studieren und gleichzeitig die Reaktion der Targetzellen zu evaluieren [164]. Die in dieser 

Arbeit etablierte MDS-L-T-Zellkokultur bzw. THP-1-T-Zellkokultur basiert auf der allogenen 

Immunreaktion, bei der die Spender CD8+ T-Zellen die hämatopoetischen Zelllinien abtöten. 

Der Fokus soll hier einzig und allein auf den T-Zellen und ihrer Aktivierung liegen. Für die 

Gewährleistung der allogenen Reaktion, mussten im Vorfeld die HLA-Klasse-I-Profile aller 

beteiligten zellulären Komponenten ermittelt werden um mismatch-Paarungen für die Kokultur 

zu generieren.   

Die in den hier durchgeführten Kokulturen verwendeten Spender CD8+ T-Zellen ließen sich, 

bis auf wenige, adäquat durch die artifizielle Stimulation mittels Anti-CD3 und IL-2 aktivieren 

und demonstrierten ein sehr hohes Proliferationsverhalten. Dies konnte sowohl makroskopisch 

durch die Bildung von T-Zellclustern als auch durchflusszytometrisch mittels der CFSE-

Färbung bestätigt werden. Aufgrund der vielen unterschiedlichen Spendergegebenheiten, wie 

Alter, Geschlecht und Konstitution während der Spende, weist das Proliferationsverhalten 
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allerdings große Schwankungen auf. Auch wenn Wert daraufgelegt wurde, möglichst der 

Krankheitsinzidenz entsprechend alters- und geschlechtsidentische (> 70 Jahre, etwas mehr 

männlich als weiblich) Spender zu finden, gestaltete sich die Umsetzung schwierig. Da die 

CD8+ T-Zellen aus den Buffy Coats, den verbliebenen Leukozyten und Thrombozyten nach 

einer Blutspende, stammen, begrenzt dies schon das Alter der Probanden. Bis zur Änderung 

des Transfusionsgesetzes 2023 durften in Deutschland nur Personen unter 68 Jahren Blut 

spenden, wobei in der von uns gesammelten Kohorte von insgesamt 75 Spendern der 

Altersdurchschnitt bei 50 Jahren lag. Mit der Änderung des Transfusionsgesetzes im Jahr 

2023 wurde diese Höchstaltersgrenze für eine Blut- oder Plasmaspende inzwischen 

abgeschafft [165].  

In der Hämatologie ist es eine gängige Methode zu transfundierende Blutprodukte wie 

Erythrozyten-, aber auch Thrombozytenpräparate kurz einer niedrig dosierten 

Gammastrahlung auszusetzen. Damit kann die Proliferation von Lymphozyten unterbunden 

und damit das GvHD-Risiko gesenkt werden [166]. Dieser Umstand wird auch hier genutzt und 

die Proliferation der hämatopoetischen Zellen durch vorherige Bestrahlung mit 30 Gy blockiert. 

So wird ein Überwachsen der T-Zellen durch die Zelllinien über den 5-tägigen Zeitraum der 

Kokultur abgewendet. 

Die MDS-L-Zellen vermögen nur zu einem geringen Grad die Aktivierung von CD8+ T-Zellen, 

selbst unter dem Einfluss von Phythämagglutinin (PHA). Dabei handelt es sich um eine 

mitogene Substanz, die weit verbreitet bei der Aktivierung von T-Zellen eingesetzt wird [167]. 

Die THP-1-Zellen besitzen ein deutlich höheres Vermögen die T-Zellen zu aktivieren, was 

unter dem Einsatz von PHA wiederum gesteigert werden kann. Dies demonstriert, dass die 

aus MDS hervorgegangen Zelllinie einen weitaus geringeren Aktivierungseinfluss auf CD8+ T-

Zellen hat als die leukämische THP-1-Zelllinie. Für die THP-1 konnte bei einer im Institut für 

Anatomie und Zellbiologie angefertigten Masterarbeit eine hohe, für die MDS-L allerdings nur 

eine moderate MHC-I-Expression festgestellt werden. In der gleichen Arbeit konnte auch 

gezeigt werden, dass die Expression des T-Zellinhibierenden Moleküls PD-L1 in dem 

MDS-L-Zellen doppelt so stark wie in den THP-1-Zellen exprimiert wird [168]. Die niedrige 

Expression der T-Zell-stimulierenden MHC-I-Moleküle in Verbindung mit der erhöhten PD-L1-

Expression könnten ein Grund dafür sein, dass MDS-L-Zellen eine weitaus schwächere 

Immunantwort hervorrufen. Dies wiederum belegt die Ergebnisse anderer Untersuchungen, 

die deutlich machen, dass Tumorzellen Mechanismen entwickeln, um sich der Immunantwort 

zu entziehen. Sei es durch die Expression inhibierender Moleküle [60] oder auch die 

Herunterregulation T-Zellaktivierender Rezeptoren wie z.B. MHC-Klasse-I-Moleküle [169]. 

Auch in Patientenproben von MDS-Patient*innen konnten erhöhte PD-L1-Expressionen 

nachgewiesen werden [170, 171].  
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Diese Erkenntnisse haben PD-L1 bereits als MDS-Therapietarget in den Fokus verschiedener 

klinischer Anti-PD-L1-Antikörper-Studien gerückt [172]. 

Die Aktivierung der T-Zellen bewirkt korrelierend mit dem Grad der Proliferation auch eine 

CD25- und CD71-Expression. Interessanter Weise steigert der Einsatz von PHA in Kokultur 

mit MDS-L-Zellen die CD25 Expression. Diesen Einfluss scheinen THP-1-Zellen nicht auf die 

CD8+ T-Zellen zu haben. 

 

5.2.4 Überexpression und Zellfunktionsanalysen von miR-1281, miR-1825 und 

miR-5571 in primären CD8+ T-Zellen 

Die in T-Zellen von MDS-Knochenmarkproben niedriger exprimierten mikroRNA Kandidaten 

miR-1281, miR-1825 und miR-5571 konnten erfolgreich in primären, peripheren Spender CD8+ 

T-Zellen überexprimiert werden (Abb.25). Allerdings weist nur miR-5571 ein halb so stark 

ausgeprägtes Expressionslevel wie der Housekeeper RNU48 auf, die anderen Kandidaten 

besitzen von Haus aus ein weitaus niedrigeres Expressionslevel.  

Das untersuchte Proliferationsverhalten der transfizierten T-Zellen unterscheidet sich nicht von 

dem der nicht transfizierten Proben. Hierbei muss beachtet werden, dass die Schwankungen 

von zum Beispiel der Positivkontrolle zwischen 23 und 50 % proliferierter Zellen aufgrund der 

Heterogenität der Spender auftreten (Abb. 26). Ebenso verhält es sich mit der Expression der 

Aktivierungsmarker CD25 und CD71, die durch die Überexpression der mikroRNA-Kandidaten 

in ihrem Expressionsmuster nicht beeinflusst werden.  

Identisches gilt für das zytotoxische Degranulationsverhalten und damit die zytotoxische 

Aktivität der miR-1281, miR-1825 und miR-5571 überexprimierenden CD8+ T-Zellen.  

Auch wenn hier kein Einfluss der untersuchten mikroRNAs auf die Proliferation bzw. das 

CD107a-Degranulationsverhalten identifiziert werden konnte, so gibt es bereits eine Reihe 

publizierter Kandidaten, deren Dysregulation sich sowohl auf die Entwicklung, als auch die 

Effektorfunktion der T-Zellen auswirken. So kann laut Yu et al. zum Beispiel miR-491 die CD8+ 

T-Zellproliferation oder auch Apoptose regulieren [173]. Auch miR-181a kann zum Beispiel bei 

Überexpression die IFNγ-Ausschüttung CD8+ T-Zellen hemmen [174].  
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6. Zusammenfassung und Ausblick  

 

Die MDS stellen eine breit gefächerte Gruppe hämatologischer Stammzellerkrankungen dar, 

die sich zwar in den meisten Fällen erst im hohen Alter manifestieren, dadurch aber in Hinblick 

auf die immer älter werdende Menschheit vermehrt auftreten werden. Ihre vielseitigen 

Symptome und die vielschichtigen, zum Teil noch nicht vollständig aufgedeckten Ursachen 

machen es notwendig, neue Therapiestrategien zu entwickeln. Speziell im Hinblick auf den 

immunologischen Einfluss auf Entstehung und Progress, welcher bis jetzt noch weitestgehend 

unverstanden ist. 

Der erste Teil der vorliegenden Dissertation befasst sich mit den ersten beiden Hypothesen 

dieser Arbeit, dass publizierte in MDS-Patient*innen differentiell exprimierte mikroRNAs bei 

experimenteller Überexpression in unterschiedlichen hämatopoetischen Zelllinien Aufschluss 

über deren Funktion bei Entstehung und Progression von MDS geben können. In den dafür 

durchgeführten Experimenten bezüglich des Differenzierungs- und Proliferationsverhaltens 

bzw. der Analyse des Zellzyklus konnte der Einfluss der Überexpression verschiedener 

mikroRNA-Kandidaten auf die genannten biologischen Prozesse untersucht werden. Für 

einige der untersuchten mikroRNAs gibt es bereits Publikationen, die ihren Einfluss auf die 

genannten Prozesse belegen, allerdings in anderen Zellkompartimenten. In dieser Arbeit 

konnte nachgewiesen werden, dass die Überexpressionen von miR-34a, miR-143 und miR-

181b keinen Einfluss auf das Differenzierungsverhalten sowohl der MDS-L- als auch der 

THP-1-Zelllinie haben. Allerdings konnte auch erstmalig der Einfluss der Überexpression von 

miR-15a-, miR-34a- und miR-150 auf den Zellzyklus der THP-1-Zellen identifiziert werden. Die 

gewonnene Erkenntnis, dass diese mikroRNAs die überexprimierenden Zellen in einen 

Zellzyklusarrest führen und damit deren ungehinderte Proliferation stoppen, könnte einen 

therapeutischen Ansatz für hämatopoetische Erkrankungen darstellen. Dafür spricht auch die 

proliferationshemmende Wirkung der miR-34a-Überexpression in THP-1-Zellen. Der genaue 

Einfluss dieser mikroRNAs und deren Targets muss nun in weiteren funktionellen Analysen 

und molekularbiologischen Untersuchungen abschließend geklärt werden. Die MDS-L-Zellen, 

als besondere Zellen mit Knochenmarkursprung und MDS-Hintergrund [107], zeigen keinerlei 

Veränderungen nach miR-Überexpression in allen genannten Assays. Hypothese 1 betreffend 

konnte somit der Einfluss von miR-15a, miR-34a und miR-150 auf die biologische Aktivität der 

THP-1-Zellen identifiziert werden. Der in Hypothese 2 angedeutete Unterschied bei 

Zelldifferenzierungsexperimenten mit einer MDS- und AML-Zelllinie konnte so nicht bestätigt 

werden. Trotz dieser identischen Ergebnisse das Differenzierungsverhalten betreffend, liefert 

das unterschiedliche Verhalten der beiden Zelllinien bezüglich ihres Proliferationsverhaltens 
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und ihres Zellzyklus nach miR-Überexpression Hinweise, wie divers diese beiden 

Krankheitsbilder und die daraus resultierenden Zelllinien zu sein scheinen.   

Für weiterführende Experimente könnte in Betracht gezogen werden, weitere MDS-Zelllinien 

mit in die Experimente einzubeziehen.  

Der zweite Teil der vorliegenden Dissertation befasst sich mit den T-Zellen, als 

Repräsentanten der erworbenen Immunzellen in der Stammzellnische der hämatopoetischen 

Stammzelle. Die damit verbundene dritte Hypothese konnte in dieser Arbeit bestätigt werden. 

So konnten hier erstmals die unterschiedlichen mikroRNA-Profile von CD4+ und CD8+ T-Zellen 

aus MDS- und nicht-MDS-Knochenmarkproben identifiziert werden. Erste funktionelle 

Analysen durch Überexpression der ausgewählten Kandidaten miR-1281, miR-1825 und miR-

5571 konnten allerdings keinen Einfluss auf das Proliferationsverhalten bzw. die zytotoxische 

Aktivität von CD8+ T-Zellen aufdecken. Auch wenn dies zunächst keine signifikanten 

Ergebnisse hervorgebracht hat, sollten die über die Array-Analyse identifizierten mikroRNAs 

und deren putative Targets tiefergehend analysiert werden. Somit konnte die letzte Hypothese 

dieser Arbeit nicht bestätigt werden, wobei hier zu beachten ist, dass in dieser Arbeit nur 3 der 

insgesamt 21 gefundenen differentiell exprimierten mikroRNAs analysiert wurden.  
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VI. Anhang 

Anhang-Tabelle 1: Detailinformationen zu den verwendeten Zelllinien.  

          HLA-Status 

  Zelltyp Ursprung Verdopplungszeit Besonderheiten Klasse I Klasse II 

THP-1 
akute monozytische 
Leukämie (AML-M5) 

peripheres Blut eines 1 Jahr alten 
Kindes ♂, 1978 

40 - 50 h - A2 A24(9) 
 B15 B35      

[Bw6 positiv] 
Cw3 

DR1 DR15(2) 
DR51 

DQ5(1) 
DQ6(1) 

MDS-L 
blastische Sublinie 
der MDS92 (MDS-

Linie) 

Knochenmark einer 54 Jahre alten 
Person ♂, 1991 

36 - 48 h 
IL-3 abhängiges 

Wachstum 
A11 

A24(9) 
B62(15) 
B55(22) 

Cw1 Cw4 DR4 DR53 DQ8 (3) 
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Anhang-Abbildung 1: Durchflusszytometrische Auswertung der 

Konzentrationsreihenbehandlung der MDS-L- und THP-1-Zellen mit ATRA (A), PMA (B), 

PMAr (C) und VitD (D).  
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Es sind die Median Fluorescence Intensity- Werte (MFI) der Oberflächenexpressionen nach 48-

stündiger Stimulation mit den unterschiedlichen Konzentrationen der verschiedenen Stimmulantien 

dargestellt. Sowohl unstimulierte Kontrollen (K) als auch Lösungsmittelkontrollen (DMSO und EtOH) 

wurden mitgeführt und identisch analysiert. Die Werte der ungefärbten Proben wurden jeweils 

abgezogen. n=3; ±SD. 
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Anhang-Tabelle 2: Detailinformationen zu den verwendeten PBMC-Spendern.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  HLA-Klasse I HLA-Klasse II         

Geschlecht A B C DR DQ Größe [cm] Gewicht [kg] BMI Alter 

m 3,23 7,38 - - - 172 58 19,6 39 

m 1,30 18,38 - - - 174 80 26,4 46 

m 23,25 35,44 4 - - 189 100 28,0 49 

m 1,3 8,41 7,17 07,03(17) 02,- 168 72 25,5 50 

m 2,2 7,62 w10, w3 4,15 8,6 181 86 26,3 58 

m 11,25 44,62 - DRB1*01,04 DQB1*03,05 179 82 25,6 59 

m 1,3 8,60 3, 7 4, 17 2, 8 167 61 21,9 60 

m 1,29 8,44 - - - 178 78 24,6 61 

m 1,29 45,57 6 - - 183 112 33,4 62 

m 1,29 8,44 - - - 178 79 24,9 63 

m 1,3 8,62 - - - 175 82 26,8 64 

m 1 5,13 - - - 182 87 26,3 67 

m 3 7 - - - 176 94 30,3 77 

w 3,28 44,61 - - - 169 78 27,3 31 

w 3,26 7,38 - - - 174 83 27,4 46 

w 1,32 8,- - - - 166 63 22,9 50 

w 1 35 - - - 162 66 25,1 51 

w 3,11 27,35 - - - 168 76 26,9 53 

- 3,11 27,57 - - - - 77 - 61 
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Anhang-Abbildung 2: Überexpression der mikroRNAs miR-15a (A) und miR-34a (B) in MDS-

L- und THP-1-Zellen.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dargestellt sind jeweils die Expressionslevel der mikroRNAs in den unbehandelten Kontrollen (K), den 

mit der mimic-Kontrolle transfizierten Proben (miR-K) und den mit miR-mimics transfizierten Proben im 

Verhältnis zum Housekeeper RNU48. n=3-27; ±SD. 
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Anhang-Tabelle 3: Prozentualer Anteil ausgewählter Zellpopulationen in MDS- (1-10) und 

nicht-MDS-Knochenmarksproben (NM 11- 15; KS 16- 21). 

 
Mit Hilfe der durchflusszytometrischen Analyse konnte der prozentuale Anteil von CD34+, CD117+ und 

CD3+ Zellen aus der Parentalpopulation CD45+ Zellen ermittelt werden. Die zum Sortieren 

vorgesehenen Populationen CD4+ und CD8+ konnten aus der Parentalpopulation CD3+ ermittelt werden. 

Für die MDS-Proben ist zusätzlich der International Prognostic Scoring System_Revised (IPSS_R) 

angegeben. Die mit * gekennzeichneten Proben wurden für miRNA-Microarray-Analyse verwendet. n.b. 

= nicht bestimmbar. 

 

   Parentalpopulation CD45+                        Parentalpopulation CD3+ 

Probe IPSS_R CD34+ [%] CD117+ [%]  CD34+/CD117+ [%] CD3+ [%] CD4+ [%] CD8+ [%] 

1 * high 0,9 17,7 0,53 29,1 11,5 84,7 

2 high 0,46 19,5 0,57 22 97,6 2,16 

3 high 1,32 1,56 0,53 41,4 68,8 31 

4 * high 4,84 7,47 7,47 37,6 54,1 45,2 

5 high 25,4 10,18 0,71 3,98 56,8 39,88 

6 very low 2,95 6,96 4,72 19,9 54,4 43,6 

7 high 3,03 3 0,97 61,6 22,2 72,3 

8 * high 1,76 21,1 9,68 31,3 14,9 84,7 

9 high 9,21 21,2 2,27 8 23,2 60 

10 high n.b. 12,1 n.b. 32,8 94,1 3,26 

                NM 11 - 2,22 2,92 0,44 41,9 35,3 50,3 

NM 12 - 3,64 4,01 1,65 43,8 39,6 52 

NM 13 * - 2,92 8,4 2,22 51,7 68,8 31 

NM 14 * - 1,23 2,84 0,02 71,1 62,9 33,3 

NM 15 * - 0,17 0,42 0,01 67,7 65 30,5 

        KS 16 - 0,78 0,21 0,047 26,1 4 93,4 

KS 17 - 0,45 0,36 0 28,4 93,7 5,57 

KS 18 - 4,1 0,63 0,42 19,1 58,6 33 

KS 19 - 1,79 7,72 0,75 89,2 14,1 76,9 

KS 20 - 0,21 0,18 0 4,74 5,11 83,1 

KS 21 - 5,18 0,61 0,13 57,1 1,45 93,4 



 

XXXIII 
 

Anhang-Tabelle 4: Detailinformationen zu den verwendeten nicht-MDS-Knochenmarkspendern. 

 

 

 

 

 

 

 

Anhang-Tabelle 5: Detailinformationen zu den verwendeten MDS-Knochenmarksproben. 

  Alter Geschlecht  
Ethnische 

Zugehörigkeit 
Größe [cm] Gewicht [kg] Raucher Medikamente HLA-Status 

NM 11 41 männlich afroamerikanisch k.A. k.A. ja k.A. A02 A31 B45 B51 C15 C16 

NM 12 45 männlich afroamerikanisch k.A. k.A. nein k.A. A11 A26 B07 B15 C04 C07 

NM 13 63 männlich kaukasisch 188 110,7 nein nein k.A. 

NM 14 43 weiblich kaukasisch 168 56,2 nein nein k.A. 

NM 15 53 weiblich k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. k.A. 

  Alter Geschlecht Diagnose IPSS_R BMI WBC
1
 Zyto-/Molekulargenetik 

MDS-Behandlung (zum 
Zeitpunkt der 

Probennahme) 

Behandlungsstart nach 
Probennahme 

Überleben 

1 64 männlich MDS high 21,6 2,5 normal keine ja, Azacitidin 11 Monate nach Probennahme verstorben (AML) 

2 68 männlich MDS high 30,1 4 normal keine nein 4 Monate nach Probennahme verstorben 

3 70 männlich MDS high 30,8 4,8 .-7 keine ja, Azacitidin k.A. 

4 73 männlich MDS high 26,9 2,5 (3;3), -7 keine nein 18 Monate nach Probennahme verstorben 

5 78 männlich MDS high k.A. 16,4 
.-6, -7, -19, -21, 
der(6)t(6,21), 
der(7)t(6;7;2) 

keine ja, Azacitidin 14 Tage nach Probennahme verstorben 

6 83 männlich MDS 
very 
low 

25,4 10,6 
DNMT3A, SF3B1, 

GATA2 (VUS) 
Erytropoietin - k.A. 

7 66 weiblich MDS high 31,2 2 
.-3, -5, -11, -18, -20, 

+2mar 
keine nein 6 Monate nach Probennahme verstorben 

8 70 weiblich MDS high 26,3 2,7 normal keine ja, Azacitidin 19 Monate nach Probennahme verstorben 

9 70 weiblich MDS high 27,2 13,5 del(q5) keine ja, Azacitidin 20 Monate nach Probennahme verstorben (AML) 

10 87 weiblich MDS high 23,4 2,6 del(q5) keine  nein 5 Wochen nach Probennahme verstorben 



 

XXXIV 
 

Anhang-Tabelle 6: Detailinformationen zu den verwendeten Körperspenderproben. 

 

  Alter Geschlecht  
Größe 
[cm] 

Gewicht 
[kg] 

Zeitspanne Tod bis 
Probenentnahme 

(hh:mm) 
Bemerkungen 

KS 16 71 männlich 182 58 09:00 Kolonkarzinom, Leber- und Gallenkarzinom, bösartige Neubildung am Peritoneum  

KS 17 76 männlich 175 95 23:30 
Diabetes mellitus, VASK, Demenz, akute Hypertonie, koronare Herzkrankheit, akut. 

Koronarinusuffizienz 

KS 18 77 männlich 178 82 14:15 
metast. Nierenkarzinom, Harnwegsinfekt, akutes Nierenversagen, Influenza B, isch. 

Kardiomyopathie 

KS 19 81 männlich 177 60 25:30 
mal. Herzrhythmusstörung, bds. VHF, multiple Hirninfarkte (3 Jahre vor dem Tod), 

Demenz, M. Parkinson, Skoliose, Harnblasenkarzinom, chron. Nierenkrankheit, 
Arthrose bds., Polyneuropathie 

KS 20 100 männlich 165 70 11:00 
VASK, Enzephalopathie, Pneumonie, art. Hypertonie, Hypothyreose (unter Therapie 

euthyreot), Demenz, ethyltox. Pankreatitis 

KS 21 83 weiblich 155 73 32:00 
hochgradige Herzrhythmusstörungen, akutes Koronarsyndrom, koronare 

Herzerkrankung 
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Anhang-Abbildung 3: qPCR-Validierungsdaten ausgewählter mikroRNA-Kandidaten in CD8+ 

T-Zellen exemplarisch an einer ausgewählten Knochenmarkprobe dargestellt.      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Mittels q-PCR wurden für die mikroRNAs miR-155, miR-146a, miR-181b, miR-150, miR-29a und miR-

191 Validierungen der MikroRNA-Array-Analysen in CD8+ T-Zellen durchgeführt. Die qPCR-Daten sind 

auf RNU48 normalisiert und die Array-Daten auf den Spike-in. Diese beiden Normalisierungen sind 

parallel aufgetragen und geben das Verhältnis der dargestellten mikroRNAs zueinander wieder. 

 

 

Anhang-Abbildung 4: RNA-Expressionsanalyse des Transkriptionsfaktors PTTG1 unter 

Stimulation der THP-1-Zellen mit verschiedenen PMA- Konzentrationen. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Dargestellt ist das Verhältnis der Ct-Werte von PTTG1 gegen den Housekkeeper ß-Aktin. n=3; ±SD.
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