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Referat und bibliographische Beschreibung

Die Differenzierung der verschiedenen Zelltypen im hamatopoetischen System unterliegt der Kont-
rolle und Regulation zelllinienspezifischer Faktoren. Dabei sind Transkriptionsfaktoren (TF) die klassi-
schen Faktoren, die diese genregulierenden Funktionen besitzen und ausiliben. Seit kiirzerer Zeit
kennt man eine neue Klasse von Genregulatoren, sogenannte microRNAs. Diese kleinen, nicht pro-
teinkodierenden RNAs haben Einfluss auf verschiedenste biologische Vorgange, wie die Differenzie-
rung, Proliferation und Apoptose. Dabei (iben microRNAs eine negativ regulatorische Wirkung vor-
nehmlich auf posttranskriptioneller Ebene aus.

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der Rolle der miRNA-223 wahrend der granulozy-
taren Differenzierung und ihre Regulation durch den fiir die Granulopoese essentiellen Transkrip-
tionsfaktor C/EBPa, in der normalen Hiamatopoese und wahrend der Leukdmogenese. Durch Se-
guenzanalyse konnte der proliferationsférdernde Transkriptionsfaktor E2F1 als potentielles Zielgen
der miRNA-223 identifiziert werden. Interessant hierbei war, dass die Inhibition von E2F1 einen kriti-
schen Schritt in der Granulopoese darstellt, der durch C/EBPa gewahrleistet wird, wobei der genaue
Mechanismus hierfiir bisher nicht vollstindig geklart ist. Durch Luziferase Assays, sowie Uberexpres-
sions- und ,Knockdown‘-Experimente in verschiedenen myeloischen Zelllinien konnte E2F1 als funk-
tionelles Zielgen der miRNA-223 bestatigt werden. Die miRNA-223 mediierte Hemmung der E2F1
Translation konnte dabei als einer der Mechanismen identifiziert werden, durch die C/EBPa die E2F1
Inhibition in der Granulopoese sicherstellt. Da E2F1 eine zellwachstumsfordernde Funktion besitzt,
wurde weiter angenommen, dass die miRNA-223 antiproliferative Eigenschaften besitzt. Dies besta-
tigte sich Experimenten zur Zellproliferation und in der -zyklusanalyse. Da microRNAs auch in der
Tumorgenese eine Rolle spielen, bestand desweiteren Interesse an der Untersuchung der Bedeutung
der miRNA-223 in der akut myeloischen Leukdamie (AML), deren typisches Merkmal ein Differenzie-
rungsblock und eine Akkumulation undifferenzierter myeloischer Vorlduferzellen ist. Bei Untersu-
chungen zeigte sich ein reduziertes miRNA-223 Expressionslevels in Patientenproben verschiedener
AML-Subtypen mit vorliegender C/EBPa Funktionsstorung. Dariiber zeigte sich die Existenz eines
regulativen Schaltkreises, eines ,Feedback-Loops’, durch den E2F1 negativ regulatorisch auf die miR-

NA-223 Transkription wirkt.

Dengler, Viola : Das molekulare Netzwerk zwischen der miRNA-223, C/EBPa und E2F1 in der Granu-
lopoese und in der akut myeloischen Leukamie.
Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 77 Seiten, 2009
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1 Einleitung

1.1 Hamatopoese

In der Himatopoese entwickeln sich Gber mehrere hierarchisch organisierte Zwischenschritte durch
Proliferation und Differenzierung aus den pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen (HSCs) die
reifen peripheren Blutzellen. Aufgrund der Kolonienbildung, die HSCs in Experimenten in Agarkultur-
systemen zeigen, werden sie auch als ,colony forming units’ (CFU) bezeichnet. Die Stammzellen be-
sitzen sowohl die Fahigkeit zur Selbsterneuerung, als auch zur Differenzierung in verschiedene multi-
potente Vorlauferzellen und lassen sich untergliedern in sogenannte ,long-term‘ HSCs, ,short-term ‘
HSCs und die weiter differenzierte Form der multipotenten Vorlduferzellen **. Die Fahigkeit der Proli-
feration nimmt dabei mit zunehmender Differenzierung ab. Aus den determinierten Vorlauferzellen,
die keine Selbsterneuerungsfahigkeit mehr besitzen, entwickeln sich zum einen die Vorlauferzellen
aller lymphatischer Zellen (CLPs) und zum anderen die gemeinsamen Vorlduferzellen der myelo-
ischen Reihe (CMPs). Aus den CMPs wiederum gehen die gemeinsamen Vorlauferzellen der Monozy-
ten und Granulozyten hervor (GMPs). Letztere werden weiter unterteilt in neutrophile, eosinophile
und basophile Granulozyten, sowie die MEPs, aus denen sich die Erythrozyten und Thrombozyten

entwickeln.
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Abb. 1: Entwicklung der verschiedenen Zelllinien in der Himatopoese
Quelle: in Anlehnung an Reya et al., Nature, 2001

Der dynamische Prozess der Himatopoese findet lebenslang statt, ist jedoch in den einzelnen Ent-

wicklungsstadien anatomisch unterschiedlich lokalisiert %
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Essentiell fir die Steuerung der Himatopoese sind die, sich neben den hamatopoetischen Stammzel-
len und den Fettzellen, im Knochenmark befindlichen Endothel- und Stromazellen. Sie sind zustandig
fiir die Herstellung des, fir die Himatopoese bendtigten Milieus. Es handelt sich hierbei um die Syn-
these verschiedenster, die Stamm- und Vorlauferzellen stimulierender und inhibierender Faktoren.
Die Blutzellen ihrerseits zeigen mit zunehmender Ausreifung und Verlust der Proliferationsfahigkeit
eine zelllinienspezifische Genexpression und die verschiedenen sich entwickelnden Zelllinien und
Reifungsstufen exprimieren charakteristische Zelloberflaichenmarker, sogenannte ,cluster of differen-
tiation’ (CD). Die hamatopoetische Stammzelle zeichnet sich durch die Oberflachenexpression von

CD34 aus.

1.2 Leukdmien

Der Hauptfokus in der Krebsforschung liegt auf der Identifikation von Onkogenen und Tumorsupp-
ressoren und auf der Charakterisierung der durch sie beeinflussten Ablaufe. Dabei kommt vor allem
einer Storung im Differenzierungsablauf von der Vorlaufer- zur reifen Zelle eine ursachliche Bedeu-
tung zu. In verschiedenen Formen der Leukdmie konnte die maligne Entartung als eine Blockierung
im Ablauf der normalen Hamatopoese identifiziert werden.

Der Begriff Leukdamie wird fir eine heterogene Gruppe hamatologischer Erkrankungen verwendet.
Diese sind charakterisiert durch eine Akkumulation hamatopoetischer Vorlauferzellen, die keiner

12 Die Leukimien lassen sich anhand ihres Verlaufs

terminalen Differenzierung unterzogen werden
und der betroffenen Zelllinie grob in vier Gruppen unterteilen:

e Akut myeloische Leukdmie (AML)

¢ Chronisch myeloische Leukdamie (CML)

e Akut lymphatische Leukdmie (ALL)

e Chronisch lymphatische Leukdmie (CLL)

Die genauere diagnostische Einteilung ist vor allem fiir die Prognose und fiir die spatere Therapie
wichtig und erfolgt anhand zahlreicher verschiedener Methoden.

Die Inzidenz der chronischen Leukdmieformen liegt bei 1-3/100.000 Menschen in Deutschland 37,
Wahrend chronische Leukamieformen nur im Erwachsenenalter vorkommen, ist die ALL die haufigste
Krebserkrankung im Kindesalter. Die AML wiederum erreicht ihren Haufigkeitsgipfel erst beim alten

Menschen, ab einem Alter von 65 Jahren liegt die Inzidenz bei 15/100.000 *’. Folgend soll aufgrund

der Fragestellung nur auf die akut myeloische Leukdamie eingegangen werden.



1.2.1 Die akut myeloische Leukamie

Bei der akut myeloischen Leukdamie besteht eine maligne Transformation hdmatopoetischer Vorldu-
ferzellen, die speziell die Differenzierung myeloischer und myelomonozytischer Zellen betrifft. Es
kommt zu einer verstarkten Proliferation dieser leukdamischen Zellen klonalen Ursprungs und zur
Expansion und Akkumulation der unreifen Blasten im Knochenmark. Dabei kommt es zur Verdran-
gung der normalen Hamatopoese sowie zur Ausschwemmung der Blasten ins periphere Blut. Klinisch
leiden die betroffenen Patienten infolge der Verdrangung der normalen Hamatopoese an Andamie, an
Blutungsneigung aufgrund der Thrombozytopenie und an einer durch die Leukopenie bedingten er-
hohten Infektanfalligkeit.

Die Inzidenz akut myeloischer Leukdmien liegt bei ca. 2,5/100.000 *’. Die Diagnose und Einteilung der
AML erfolgt nach der French-American-British(FAB)-Klassifikation® anhand des Reifungsgrades der
Blasten und ihrer Zelllinienzugehorigkeit und basiert auf der Analyse von Blut- und Knochenmarkaus-
strichen mittels zytomorphologischer Methoden (s.Tab.1). Daneben existiert auch eine neuere WHO-
Klassifikation, die zusatzlich zyto- und molekulargenetische, sowie immunologische Alterationen, die
bei 50% aller AML-Blasten zu finden sind, integriert und 4 groRe Gruppen unterscheidet * (s.Tab.2).
Die zytogenetische Untersuchung erlaubt eine pathogenetisch basierte prognostische Einteilung der
AML. GemaR dieser sind die balancierten Translokationen t(8;21), t(15;17) und auch die Inversion
inv(16) von glinstiger Prognose, wahrend der Verlust von Chromosomen 5 oder 7 und der komplexe
Karyotyp mit einer schlechten Prognose assoziiert sind *.

Neuere Erkenntnisse schreiben vor allem Stérungen in der Zellzykluskontrolle und in der Regulation
des Differenzierungsprogrammes eine wichtige Bedeutung fiir die Leukdmogenese zu. Desweitern
wird seit kiirzerer Zeit das Konzept sogenannter , Leukdmischer Stammzellen (LSCs) propagiert **. Es
wird angenommen, dass diese Zellen, die eine geringe Differenzierungskapazitat besitzen, eine Folge
somatischer Mutationen sind. Dabei spielen, neben chromosomalen Aberrationen, die zur Bildung
von Fusionsproteinen wie AML1-ETO oder PML-RARa fiihren, vor allem Storungen wichtiger Schlis-

selfunktionen innehabender Transkriptionsfaktoren eine bedeutende Rolle *’.



Tab. 1: FAB Klassifikationen
Quelle: in Anlehnung an Lowenberg et al., N Engl J Med 1999

FAB- Morphologie Karyotyp

Subtyp

MO Blastar -undifferenziert inv(3g26), t(3;3)

M1 Myeloblastar -undifferenziert

M2 Myeloblastar -differenziert 1(8;21), t(6;9)

M3 Promyelozytar t(15,17), t(11;17), t(5;17)
M4 Myelomonozytar inv(3g26), t(3;3), t(6;9), 11923
M4Eo Myelomonozytadr mit Eosinophilie inv(16); t(16;16)

M5 Monozytar 1(8;16), 11923

M6 Erythroblastar

M7 Megakaryoblastar 1(1;22)

Tab. 2: WHO-Klassifikation der AML, verkiirzt
Quelle: in Anlehnung an Harris et al., 1999

AML mit rekurrierenden zytogenetischen Anomalien
AML mit multilinedrer Dysplasie

AML und MDS Therapie-assoziiert

H wo N oPe

AML nicht anderweitig klassifiziert MDS: myelodysplastisches Syndrom

1.3 Transkriptionsfaktoren in der Himatopoese
In der Kontrolle und Regulation der Hamatopoese spielen Interaktionen verschiedenster Transkripti-

3 Transkriptionsfaktoren sind spezialisierte Proteine, die spezifisch

onsfaktoren eine wichtige Rolle
an ihre DNA-Bindungselemente binden und so die Transkription verschiedener Gene beeinflussen.
Sie kénnen sowohl verstarkend als auch hemmend auf die Genaktivierung wirken. Die Modulation
der Expression linienspezifischer Gene und das Muster der vorhandenen Transkriptionsfaktoren cha-
rakterisiert so die Linienzugehorigkeit und den Differenzierungsgrad einer Zelle.

Zu den wichtigsten Transkriptionsfaktoren fiir die Entwicklung der Granulozyten (Granulopoese) zih-
len RUNX1 (runt-related transcription factor 1, auch bekannt als AML1)"”®, SCL (stem-cell leukemia
factor, auch bekannt als Tal-1)'®, PU.1 *°, CCAAT/enhancer-binding Proteine (C/EBPa, C/EBPB,
C/EBPg)'%1212% |RF8 (interferon-regulatory factor 8) * und GFI1 (growth-factor independent 1) *%.

Die Expression von C/EBPa im hamatopoetischen System ist auf die Zellen der granulozytiaren und

der monozytaren Linien begrenzt. Dabei spielt C/EBPa eine besonders wichtige Rolle in der Granulo-
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poese: infolge einer gezielten Ausschaltung von C/EBPa kommt es zu einer selektiven Blockierung der

frihen granulozytaren Differenzierung mit fehlender Weiterentwicklung der CMPs in das Stadium

126,128

der GMPs ohne gleichzeitige Beeinflussung der Gbrigen Zelllinien . Die, fur die Granulopoese

jenseits des GMP Stadiums wichtigen Transkriptionsfaktoren sind GFI1 und C/EBPs.
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Abb. 2: Transkriptionsfaktoren in der Granulopoese
Quelle: Rosenbauer F, Tenen DG, Nat Rev Immunology, 2007

1.4 Die CCAAT/enhancer-binding Proteine

Die CCAAT/enhancer-binding Proteine bilden eine Familie von Transkriptionsfaktoren bestehend aus
den sechs Mitgliedern C/EBPa, C/EBPPB, C/EBPy, C/EBPS, C/EBPe und C/EBPT “¥4%. Sje gehdren zur
Gruppe der Leuzin-Zipper Transkriptionsfaktoren. Sie zeichnen sich durch hohe Sequenzgleichheit in
den hochkonservierten C-terminalen DNA-Bindungs- und Dimerisationsdomanen (bZIP; basic region
and leucin zipper) und einen, je nach Isoform, variablen N-terminalen Bereich aus. Die C/EBP Protei-

1% Die C/EBP Proteine spielen eine wichtige

ne kdnnen sowohl Homo- als auch Heterodimere bilden
Rolle in der Regulation von Differenzierung und Proliferation, aber auch bei verschiedenen Stoff-
wechselvorgdngen. Das gewebespezifisch unterschiedliche Expressionsmuster der C/EBP Proteine
reflektiert ihre unterschiedlichen Funktionen abhangig vom jeweiligen Zelltyp. Die in der Hamato-
poese derzeit bekannten C/EBPs sind C/EBPa, C/EBPB und C/EBPs. Dabei kommt C/EBPa eine essen-
tielle Bedeutung in der frithen Granulopoese, das heil3t in der Differenzierung der hamatopoetischen
Stammzelle zum Promyelozyten zu. Hingegen wird C/EBPs eine entscheidende Rolle in der termina-

len Differenzierung zugesprochen. C/EBPP spielt speziell unter sogenannten ,,emergency conditions”,

beispielsweise Infektionen und Zytokinausschiittungen, eine wichtige Rolle fir die Granulopoese **



1.4.1 C/EBPa

C/EBPa ist das erstentdeckte Protein unter den C/EBPs und auch der erste entdeckte Leuzin-Zipper
Transkriptionsfaktor ®. Die spezifische DNA Sequenz, die von C/EBPa erkannt wird und an die es
bindet lautet ,CCAAT’ und ist in vielen Promotoren von mRNA codierenden Genen vorhanden.
C/EBPa wird in vielen verschiedenen Geweben exprimiert, darunter in hohem MaRe in Fettgewebe
und Leber, in Lunge, Darm, Haut, Plazenta sowie in mononukledren Zellen des peripheren Blutes L4
Die wichtigen Domé&nen von C/EBPa sind die N-terminal liegende Transaktivierungsdomane, die fir
die transkriptionsaktivierende oder -inhibierende Funktion verantwortlich ist, sowie die DNA-
Bindungsregion und die Dimerisationsdomane ,Leuzin-Zipper’.

Das humane C/EBPa Gen liegt auf Chromosom 19q13.1, besitzt kein Intron und fiihrt bei der Transla-
tion durch Verwendung unterschiedlicher Startcodons (AUGs) zur Bildung zweier verschieden grolRer
Polypeptide, mit der GroRe von 42kDa und 30kDa **7”’. Letzteres zeigt ein begrenztes Aktivierungspo-

tential und N-terminal fehlen die zwei Transaktivierungselemente.

1.4.2 Funktionen von C/EBPa

C/EBPa fungiert einerseits als klassischer Transkriptionsfaktor durch Bindung und direkte Aktivierung
von zelllinienspezifischen Promotoren. Andererseits Uibt das Protein seine regulatorischen Eigen-
schaften auch Uber direkte Protein-Protein Interaktionen aus. Man weil inzwischen, dass C/EBPa mit
seinen Transaktivierungselementen TE-I und TE-Il mit dem basalen Transkriptionsapparat TBF/TFIIB ”
sowie mit Histonacetyltransferasen *° interagiert. Desweiteren sind diese Elemente fiir die Repressi-
on des Transkriptionsfaktors E2F1 wahrend der Granulopoese und der Adipogenese von Bedeutung
¥ Das Transaktivierungselement TE-Ill wird fir die Rekrutierung des die Chromatinkonformation
beeinflussenden Komplexes SW1/SNF ' und fiir die Bindung und Inhibition von Cdk2/4 benétigt **’.
Die Interaktionen mit E2F1 ¥, mit c-Jun °* und mit anderen Transkriptionsfaktoren, wie PU.1, GATA1
und RUNX1 werden tiber die C-terminal liegende bZIP-Domane vermittelt *>*%°.

Das Besondere am Transkriptionsfaktor C/EBPa ist, dass das Protein neben der Funktion als Induktor
und Regulator der Differenzierung, auch auf die Proliferation Einfluss nimmt, und zwar als Inhibitor

51,68

des Zellzyklus . C/EBPa stellt einen wesentlichen Faktor fiir die Aufrechterhaltung der Balance

U8 Eir die Vermittlung seiner antiproliferativen

zwischen Zellproliferation und Differenzierung
Funktion werden verschiedene Mechanismen in Erwdgung gezogen. Unter den verschiedenen An-
nahmen bezlglich dessen, wie das Protein diesen Zellzyklus Arrest induziert, ist eine der meist akzep-
tierten die C/EBPa-vermittelte Repression von E2F1. Daneben gibt es Hinweise auf eine Kontrolle des
Zellzyklus durch C/EBPa induzierte Aktivierung von p21 (WAF1)'**, sowie durch Interaktionen von

C/EBPa mit den Cyclin abhangigen Kinasen (,cyclin dependent kinase‘) Cdk2 und Cdk4 ™. Auch das

Interagieren mit dem, die Chromatinkonformation beeinflussenden Komplex SW1/SNF spielt im
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C/EBPa vermittelten Zellzyklusarrest eine Rolle "*. Nicht zuletzt scheint es auch abhangig vom Gewe-
be zu sein, welcher der genannten Mechanismen bei der Induktion des Zellzyklusarrests jeweils do-
miniert. Experimente im myeloischen System deuten darauf hin, dass dort die C/EBPa vermittelte

E2F1 Repression den bedeutendsten zellzyklusinhibierenden Mechanismus darstellt **%7%¢,

1.4.3 Die Rolle von C/EBPa in der normalen Himatopoese
Die groRte Bedeutung von C/EBPa in der Hamatopoese liegt in der Regulation der Differenzierung
der Granulozyten und spiegelt sich in der Entdeckung einer groBen Zahl myeloischer Gene, deren

Promotoren C/EBPa Bindungsmotive enthalten, wider 13

. Weitere Hinweise brachten Experimente
mit konventionellen C/EBPa'/' (C/EBPa-Knockout)-M3usen, deren Blutzellen einen selektiven Block in
der frihen granulozytaren Reifung und dadurch bedingt ein Fehlen funktionsfahiger reifer Granulozy-
ten, ohne eine Auswirkung auf andere Zelllinien, aufweisen 126 Die Expression von C/EBPa wird spe-
zifisch in der friihen Granulopoese hochreguliert und seine konditionelle Uberexpression alleine ist
ausreichend, um die granulozytare Differenzierung zu induzieren und gleichzeitig die Reifung mono-
zytaren Zellen zu inhibieren ®. Weitere Experimente in CD34+ himatopoetischen Stammzellen zeig-
ten, dass die retrovirale Expression von C/EBPa in diesen Zellen deren Differenzierung in Richtung
Granulozyten zu induzieren vermag *°. Konditionelle C/EBPa’-M3use zeigen einen selektiven Block in
der Entwicklung der Reifungsphase der CMPs zu den GMPs %, C/EBPa-Gen-defiziente HSCs zeigen
eine erhohte Repopulationskapazitat und das Knochenmark dieser gendefekttragenden Individuen
weist einen hohen Anteil an myeloischen Vorlauferzellen auf, ahnlich dem Bild einer humanen AML.
Unter den zahlreichen Genen, die durch C/EBPa reguliert werden, fand man einige, die fiir granulare
Proteine kodieren * und weitere, das granulozytire Wachstum stimulierende Faktoren, wie den G-

CSF-Rezeptor (G-CSF-R) und IL-6 2%,

1.4.4 Die Rolle von C/EBPa in der Leukdmogenese

Das Kennzeichen der AML ist ein Differenzierungsblock in einem Stadium friiher Vorlduferzellen und
die daraus folgende Akkumulation unreifer Blasten im Knochenmark. Unter den dysregulierten Ge-
nen bei der Entstehung akut myeloischer Leukdmien zdhlen die Transkriptionsfaktoren zu den am

112 Das gehsuft auftretende Fehlen der Expression von C/EBPa oder

weitaus Haufigsten betroffenen
der Verlust seiner Funktionsfahigkeit in leukamischen Blasten einiger AML Subtypen lassen den
Schluss zu, dass C/EBPa eine Tumorsuppressor Aktivitat besitzt. In verschiedenen Translokationen,
die in AML Subtypen zu finden sind, wies man verminderte Expressionen von C/EBPa nach. Das
AML1-ETO Fusionsprotein, welches man in AML M2 Subtypen mit Translokation t(8;21) findet, inhi-

biert die C/EBPa mRNA Expression’’. Desweiteren wurden Dysregulationen der C/EBPa Proteinex-

pression durch das PML-RARa Fusionsprotein in AML M3 mit Translokation t(15;17) und in AML Sub-
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188 Eine supprimiert Expression von C/EBPa durch das

typen mit FLT3-ITD Mutationen gefunden
BCR-ABL Onkoprotein konnte in chronisch myeloischen Leukidmien detektiert werden .

Mutationen im C/EBPa Gen selbst kommen in circa 9% aller Fille akut myeloischer Leukamien vor 80,
Diese Mutationen sind entweder N-terminal lokalisierte Leserasterverschiebungen, sogenannte
yframe-shift” Mutationen, oder Punktmutationen in der C-terminalen bZIP Region. Erstere fiihren
zur Bildung des zuvor erwédhnten, im Vergleich zum Wildtyp Protein (C/EBPa-p42) verkirzten Trans-
lationsproduktes, C/EBPa-p30. Inzwischen weill man, dass diese C/EBPa-p30 Mutante eine domi-
nant-negative Aktivitat gegeniiber dem Wildtypprotein ausiibt 2. All die genannten Ergebnisse, teil-
weise auf Patientendaten, teilweise auf Experimenten mit transgenen Mausen basierend, unterstrei-

chen die zentrale Bedeutung einer Stérung in der normalen Expression oder Funktion des C/EBPa

Proteins bei der Entstehung akut myeloischer Leukamien *°.

1.4.5 C/EBPa und E2F1
Veroffentlichte Arbeiten der letzten Jahre werten die Inhibition von E2F1 durch C/EBPa als einen der

kritischsten Schritte in der Granulopoese ***"%°

. Die Familie der E2F Transkriptionsfaktoren lasst sich
in 3 Subgruppen, basierend auf ihrer Sequenzhomologie, unterteilen: E2F1, E2F2 und E2F3 reprasen-
tieren eine, E2F4 und E2F5 die zweite und E2F6 eine dritte Gruppe. Hier soll nur die erste Gruppe und
dabei speziell E2F1 erldautert werden. Diese Gruppe von Transkriptionsfaktoren wird fir die Progres-
sion des Zellzyklus bendtigt. Das DNA-Bindungsmotiv der E2F Transkriptionsfaktoren ist die kanoni-
sche Sequenz ,TTTSSCGC’ (wobei S=C oder G), die in Promotoren vieler zelluldrer Gene vorkommt,
die fiir die Zellteilung und Proliferation bendtigt werden *°. lhre Regulation erfolgt unter anderem
durch das Retinoblastom-Protein (pRB), einem Tumorsuppressor Protein, das, abhangig von seinem
Phosphorylierungszustand, E2F1 bindet und inhibiert oder sich von ihm I6st und damit den Eintritt in
die S-Phase fordert %72, Seine Funktion tibt das ,geldste’ E2F1 Protein sowohl durch Transkriptions-
aktivierung als auch durch eine repressive Wirkung auf die Transkription bestimmter Gene aus
1898105 E2F1 hat neben seiner proliferationsstimulierenden Funktion, auch einen regulatorischen
Einfluss auf die Apoptose. Abhingig von der relativen Konzentration des Proteins in der Zelle ' und
auch vom Vorhandensein weiterer, das Milieu beeinflussender Ereignisse werden apoptotische Ab-
laufe entweder aktiviert oder inhibiert *°. Interessanterweise liegt das E2F1 Gen selbst in Tumoren
selten mutiert vor %%, viel haufiger findet sich aber eine Stérung seiner Regulation. Experimente erga-
ben, dass E2F1 sowohl in vitro als auch in vivo onkogene Merkmale zeigt: seine Uberexpression ge-
nigt um eine maligne Transformation von Vorlduferzellen zu induzieren und Tumoren in transgenen
Mausen mit reduzierter E2F1 Expression weisen eine langsamere Progression in der Tumorgenese

50,122

auf als entsprechende Kontrollen . Weitere in vivo Experimente mit transgenen Mausen ergaben,

dass es infolge einer deregulierten E2F1 Expression (unter Kontrolle eines Megakaryozyten-
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spezifischen Promotors) zu einer Reifungsstérung megakaryozytarer Vorldauferzellen in der postmito-
tischen Phase kommen und dies zur Akkumulation anormaler unreifer Megakaryozyten filhren kann
32, Die Blockierung der terminalen Differenzierung von Interleukin-induzierbaren myeloischen Vorlau-
ferzellen infolge unkontrollierter E2F1 Expression unterstreicht ebenfalls sein onkogenes Potential 2.
E2F1 ist aullerdem ein Zielgen des Protoonkogens c-Myc, dessen Expression wiederum durch E2F1 im
Sinne eines positiven ,Feedback-Loops’ induziert wird . E2F1 fungiert in erster Linie als positiver
Regulator seiner Zielgene, nichts desto trotz gibt es eine ganze Reihe von Beschreibungen einer nega-

13,14,17,57

tiv regulatorischen Funktion . Der genaue Mechanismus fir die Vermittlung der repressiven

Wirkung ist derzeit noch immer nicht vollkommen geklart, eine direkte Interaktion von E2F1 mit
DNA-Bindungsmotiven scheint dabei aber eine Rolle zu spielen ***’.

Von besonderer Bedeutung in der Regulation der E2F1 Expression und seiner Aktivitat ist, dass
C/EBPa in der Lage ist E2F1 zu inhibieren *****. Die wichtige Bedeutung der Kontrolle der E2F1 Aktivi-
tat wahrend der granulozytdren Differenzierung wird durch Ergebnisse einer Arbeit deutlich, in der
die Uberexpression von E2F1 ausreichte, um die Differenzierung der entsprechenden Vorliuferzel-

lenzellen zu blockieren &%

. Die wichtigen Doménen C/EBPas, die essentiell fiir die Vermittlung der
E2F1 Inhibition sind, identifizierte man sowohl im nicht-DNA bindenden C-terminalen, als auch im N-
terminalen Bereich des Proteins. Ein Fehlen oder Vorhandensein von Mutationen in diesen Doma-
nen, fihrt zu einem Ausbleiben der Hemmung von E2F1 und der Zellzyklus inhibierenden Funktion
C/EBPas und endet so in einer Blockierung der Granulopoese und Expansion der myeloischen Vorlau-

16,47,86,87
ferzellen ™%

. Die genauen Mechanismen C/EBPas, die letztlich zur E2F Repression fihren, sind
nach wie vor nur teilweise geklart. Einerseits weil man von der Notwendigkeit einer direkten physio-
logischen Interaktion beider Proteine, die bei Mutationen des fiir C/EBPa codierenden Gens in der
nicht-DNA-bindenden Region nicht zustande kommt. Andererseits sind Mutanten mit fehlenden N-
terminalen TE | und Il Regionen (C/EBPa-p30) zwar zu dieser Interaktion fahig, aber dennoch nicht in

4718 'Es muss daher mindestens einen weiteren Mechanis-

der Lage, E2F1 ausreichend zu inhibieren
mus, neben dem der direkten Interaktion, geben, durch den C/EBPa die E2F1 Inhibition vermittelt
und, der moglicherweise noch weitere, derzeit in diesem Zusammenspiel noch nicht identifizierte
(Transkriptions-) Faktoren involviert. Unbestreitbar hingegen ist, dass die E2F1-Inhibition einen wich-
tigen und essentiellen Mechanismus C/EBPas in seiner Funktion als Tumorsuppressor darstellt und,

dass das Fehlen dieser Funktion eine wichtige Komponente im Prozess der leukdamischen Transforma-

tion darstellt >,
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1.5 microRNAs

Neben den lange bekannten Transkriptionsfaktoren stiefs man kiirzlich auf die Existenz einer neuen
Klasse kleiner, nicht-Protein-kodierender RNAs, die ebenfalls als regulierende Faktoren wirken. Bei
diesen sogenannten microRNAs (miRNAs) handelt es sich um einzelstrangige RNAs mit einer Ldnge
von circa 22 Nukleotiden, die zahlreiche biologische Funktionen, wie die zelluldre Proliferation, die
Differenzierung und die Apoptose beeinflussen, indem sie als translationale Inhibitoren spezifischer
Zielgene wirken 2. Inzwischen geht man davon aus, dass mindestens 300 miRNAs, was circa 1-4%
aller exprimierter humaner Gene entspricht, im menschlichen Genom existieren, es kdnnten aber

auch weit Giber 1000 sein &%

. Es wird angenommen, dass die miRNAs insgesamt etwa 30% aller Gene
des menschlichen Genoms zu regulieren vermogen ®. Ein zelltyp- und gewebespezifisches Expressi-
onsmuster aufweisend, existieren meist mehr als 2000 Kopien dieser kleinen RNAs in einer Zelle, die

dabei Zellwachstum und -differenzierung entscheidend beeinflussen und modulieren *.

1.5.1 Biogenese der miRNAs

Die Biogenese der miRNAs ist erst kiirzlich genauer untersucht und geklart worden * (Abb.4). Die Syn-
these einer miRNA beginnt initial mit der Bildung eines groBen Primartranskripts mit einer Lange von
500 bis 3000 Nukleotiden, der sogenannte pri-miRNA. Diese wird im Zellkern mit Hilfe der RNase Il
,Drosha‘ und dem Doppelstrang-RNA-bindenden Protein ,Pasha’, auch bekannt als DGCRS8, weiterve-
rarbeitet zu einer, aus etwa 70 Nukleotiden bestehenden pre-miRNA, die sich in einer Art Schleife
zusammenlagert. Hier spricht man auch von einer sogenannten ,stemloop‘ oder ,hairpin structure .
Diese pre-miRNA wird dann mittels des RAN-GTP-abhangigen Exportin5 in das Zytoplasma transpor-
tiert. Dort erfolgt durch eine weitere RNAse-dahnliche Nuklease ,Dicer’ die Bildung einer Duplex Struk-
tur. Hierbei entspricht einer der beiden Strange dieses Duplex den 20-24 Nukleotiden der spateren
reifen miRNA '°. Dieser Arm des Duplexes wird in einen sogenannten ,RNA-induzierten Silencing-
Komplex‘ (RISC) inkorporiert und bleibt dauerhaft mit diesem assoziiert um ihn zu den jeweiligen
Ziel-mRNAs zu leiten und deren translationale Inhibition oder, in selteneren Fallen, deren direkten
Abbau zu initiieren. Der zweite Arm hingegen wird mittels des zelleigenen Entsorgungsapparates in

kiirzester Zeit abgebaut.
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Abb. 3: Biogenese und Funktionsweise der microRNAs
Quelle: Winter J et al., Nature Cell Biology, 2009

1.5.2 Funktionsweise der miRNAs

Die reife miRNA kann ihr jeweiliges Zielgen, abhangig vom Grad der Komplementaritat zwischen der
miRNA Sequenz und der Sequenz in der mRNA des Zielgens, auf zwei verschiedene Wege regulieren
22 Die Erkennung eines Zielgens einer miRNA wird iiber eine kurze Sequenz von 2-8 Nukleotiden am
5 Ende der miRNA, die sogenannte ,miRNA-seed’, vermittelt 63, Erfolgt die Bindung einer miRNA
Uber diese essentielle Sequenz an ihre Ziel-mRNA mit unvollstédndiger Komplementaritat, so fuhrt
dies zu einer Blockierung der Genexpression auf Ebene der Translation. Die komplementaren Bin-
dungssequenzen fiir miRNAs, die diesem beschriebenen Mechanismus folgen, befinden sich in der 3*
untranslatierten Region (3’UTR; ,3’untranslated region‘) der Ziel-mRNA. Infolge dieser translationalen
Kontrolle fihrt die miRNA vermittelte Regulation in diesem Fall zu einer Reduktion der Proteinkon-
zentration des Zielgens, jedoch bleibt das mRNA Expressionslevel unbeeinflusst. Hingegen fiihrt eine
Bindung mit hoher Komplementaritat zwischen miRNA und Ziel-mRNA zu einem direkten Abbau der
betroffenen mMRNA und somit zu einer Reduktion auf Protein und mRNA Ebene. Die Bindungssequenz
fiir diesen Mechanismus befindet sich hier typischerweise in der Protein-kodierenden Region (ORF;

,open reading frame’) der Ziel-mRNA. Die miRNAs leiten den RISC zu den jeweiligen Zielgenen und
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fihren so zur Hemmung der Translation oder direkt zum Abbau der mRNA des Zielgens * (Abb.4). Im
Tierreich hat sich der erstgenannte Mechanismus, der auf translationaler Ebene eingreift, als der
stark dominierende herausgestellt, mit dem die miRNAs die negative Regulation ihres Zielgens ausi-
ben *. Eine der wenigen, derzeit bekannten Ausnahmen hierfir ist die miRNA-196, fiir die der Me-

chanismus des direkten mRNA Abbaus vorherrscht 2

. Aufgrund der Tatsache, dass eine teilweise
Komplementaritdt zwischen miRNA und Ziel-mRNA fiir die Interaktion ausreicht, kann eine einzige
miRNA theoretisch eine riesige Zahl von Zielgene regulieren und umgekehrt kann eine mRNA durch

zahlreiche verschiedene miRNAs reguliert sein '%.

1.5.3 miRNAs und Transkriptionsfaktoren

Der groRte und wichtigste Anteil der Regulation der Zelldifferenzierung wurde lange Zeit zelllinien-
spezifischen Transkriptionsfaktoren zugesprochen. Interessanterweise stellen unter den derzeit vor-
hergesagten moglichen miRNA Zielgenen die Transkriptionsfaktoren eine Uberreprasentierte Gruppe

48,63

dar . Einige Beispiele von miRNAs und ihren Zielgenen deuten auf eine durchaus wichtige Rolle

der miRNAs als Regulatoren gewebespezifischer Transkriptionsfaktoren hin 2%*2*1%°

. Unabhangig von
dieser moglichen Funktion der miRNAs als inhibitorische Regulatoren von Transkriptionsfaktoren,
lassen sich auch funktionelle Parallelen zwischen miRNAs und Transkriptionsfaktoren finden und
Zusammenwirkungen in ihrer regulatorischen Funktion werden ebenfalls beschrieben *°. Weitere
Expressionsanalysen untermauern die Existenz von Netzwerken, nicht nur zwischen miRNAs, sondern
auch Interaktionen zwischen den transkriptionsregulierenden Faktoren (TF) und den post-

transkriptionell einflussnehmenden miRNAs *.

1.5.4 miRNAs in der Tumorgenese

Die Expression der miRNAs scheint auf sehr prazise Weise in den einzelnen Zelllinien wahrend der
unterschiedlichen Differenzierungs- und Proliferationsstadien reguliert zu sein. Diese Spezifitat lasst
sich auch bei maligner Entartung im Sinne tumorspezifischer miRNA-Expressionsmustern finden®. Lu
et al. machten bei Untersuchungen verschiedener Tumorentitdten interessanterweise die Entde-
ckung, dass Vergleiche der miRNA-Expressionsmuster mit dem jeweils entsprechenden gesunden
Gewebe hiufig eine Herunterregulation verschiedener miRNAs aufwiesen ®. Diese Muster kénnten
ein neuer Ansatz fir die Definition und Klassifikation von Tumoren und ihren Subtypen sein *. Die
starke Korrelation, die sich zwischen spezifischen miRNA Expressionsmustern und verschiedenen
Tumoren finden lasst, erlaubt die Annahme, dass miRNAs eine Rolle in der malignen Transformation
spielen und dabei als Onkogene oder Tumorsuppressoren wirken kénnen . Die verminderte oder
der komplette Verlust der Expression einer miRNA mit tumorsupprimierender Wirkung sowie die

Amplifikation und Uberexpression einer als Onkogen fungierenden miRNA wiirden so eine Tumor-
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entstehung begiinstigen. Einigen miRNAs konnte bereits eine Funktion als Tumorsuppressoren zu-
geordnet werden, so beispielsweise der miRNA-15a und miRNA-16-1. Diese miRNAs flihren physio-
logischerweise zu einer negativen Regulation des antiapoptotisch wirkenden Gens BCL2, welches
haufig in Tumoren unterschiedlichen Ursprungs, darunter auch Leukdmien und Lymphome, stark
Uberexprimiert vorhanden ist. Der Verlust der genannten miRNAs wiirde so durch das Fehlen der
BCL2 Suppression zu einer stark erhéhten Expression dieses Proteins fiihren und folglich die maligne
Entartung, entsprechend in hamatopoetischen Zellen die Leukdmo- und Lymphogenese, férdern 22,
Insgesamt scheinen miRNAs allerdings nicht wie ,klassische’ Tumorsuppressoren zu wirken, welche
typischerweise durch einen sogenannten ,two-hit’ Mechanismus komplett inaktiviert werden, son-
dern vielmehr manifestiert sich der Verlust der tumorsupprimierenden Funktion infolge der Unter-
schreitung eines kritischen Expressionslevels der spezifischen miRNA und fihrt zu einer extensiven
Expression des onkogenen Zielgens '*. Ein weiteres Beispiel einer das Tumorwachstum inhibieren-
den miRNA ist die miRNA-17-5p, die Teil eines sogenannten miRNA-Clusters ist. Als eines der Zielge-
ne dieser miRNA wurde in einer Zervixkarzinomzelllinie der proliferationsférdernde Transkriptions-
faktor E2F1 identifiziert *. Interessanterweise gibt es daneben Arbeiten, die dem gesamten miRNA-
17-92-Cluster onkogene Wirkungen zusprechen und in denen man eine verstarkte Expression zuge-

34,36,43,73
d

horiger miRNAs in B-Zelllymphomen, in Lungen- und in Mammakarzinomen fan . Flr eine

andere miRNA dieses Clusters, miRNA-20a, wurde neben der Regulation von E2F1, auch ein negativ

regulatorischer Effekt auf E2F3 beobachtet *®

. Dartiberhinaus wurde die Existenz eines autoregulato-
rischen ,Feedback-Loops‘ zwischen diesem miRNA-Cluster und seinen Zielgenen entdeckt: E2F1, E2F2
und E2F3 bewirken durch direkte Interaktion mit dem Promotor des miRNA-Clusters die Aktivierung
seiner Transkription. Die miRNA-34a lieR sich ebenfalls als einen Regulator von E2F1 identifizieren **.
Diese unterschiedlichen Ergebnisse der Untersuchung einer einzelnen Gruppe von miRNAs lassen
vermuten, dass die Funktion einer miRNA stark zelltyp- und gewebeabhdngig ist und dass sich auch

das Zielgenrepertoire einer miRNA von Gewebe zu Gewebe unterscheidet, so dass dieselbe miRNA

sogar gegenteilige Zellaktivitaten, wie Proliferation und Differenzierung kontrolliert werden kénnen.

1.5.5 miRNAs in der Himatopoese

Die Expression einiger miRNAs ist spezifisch fir Zellen des hamatopoetischen Systems. Eine

solche Spezifitat war zuerst bekannt fiir folgende miRNAs: miRNA-181, miRNA-142, miRNA-223 *,
sowie miRNA-221 und miRNA-222 %. Ihre Expression unterliegt sowohl wahrend der friilhen Himato-
poese als auch in der folgenden linienspezifischen Differenzierung einer dynamischen Regulation.
Eine hohe Expression der miRNA-181 wird vor allem in den CD34+ Vorlduferzellen des Knochenmarks
und in T-Lymphozyten gefunden, wohingegen die miRNA-142 an samtlichen Orten der Hamatopoese

11,17

zu finden ist . Die miRNA-223 wird vornehmlich im Knochenmark exprimiert, nicht jedoch in B-



14

und T-Lymphozyten. Im Knochenmark ist die miRNA-223 Expression vor allem in den CD34- Zellen zu

finden, welche zu circa 75% myeloischen Zellen unterschiedlicher Stadien der neutrophilen Differen-

zierung entsprechen. Gemeinsam mit der gleichzeitig hohen Expression der miRNA-223 in den mo-

nonukledren Zellen des peripheren Blutes, welches zu 50-70% aus reifen Granulozyten besteht, zeigt

dies eine deutliche Assoziation der Expression dieser miRNA mit der Differenzierung dieser Zelllinie,

also mit der Granulopoese **. Weitere Beispiele fiir miRNAs, die in der Himatopoese eine Rolle spie-

len, sind die miRNA-150, die in die B-Zelldifferenzierung involviert ist, indem sie einen regulierenden

Einfluss auf die c-Myb mRNA Expression hat *° und die miRNA-155, die fiir die Funktion der T-Zellen

von Bedeutung ist .

Bei der Suche nach den fir die humane Hamatopoese spezifischen miRNA-Expressionsmustern fand

man eindeutige Unterschiede im Expressionslevel der miRNAs zwischen leukdmischen Zelllinien und

normalen Zellen. Diese Ergebnisse deuten auf eine Funktion dieser miRNAs in der Hdmatopoese und

auch auf eine mogliche Rolle wihrend der malignen Transformation hin *°.
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1.5.6 miRNA-223
Die spezifische Expression der miRNA-223 wahrend der Myelo- bzw. Granulopoese konnte sowohl im

1124 10 einer Studie

Mausmodell als auch in Experimenten mit humanen Zelllinien belegt werden
konnte gezeigt werden, dass die miRNA-223 wahrend der Behandlung myeloischer Vorlauferzellen
mittels Retinolsdure zur Induktion der granulozytaren Zelldifferenzierung hochreguliert wird. Deswei-
teren konnte die Uberexpression der miRNA-223 selbst eine Induktion der Differenzierung unreifer
Zellen der APL-Zelllinie (NB4) hervorrufen, wahrend umgekehrt bei Blockierung dieser miRNA die
Induktion der Differenzierung unterblieb ?*. Untersuchungen zur Regulation der miRNA-223 Expressi-
on zeigen verschiedene Mechanismen, deren jeweiliger Bedeutungsgrad derzeit nicht genau geklart

2427 |n einer Studie fand man zwei Transkriptionsfaktoren, C/EBPa und NFI-A, die um eine Bin-

ist
dungsstelle im Bereich der pre-miRNA-223 konkurrieren: dabei fiihrt die Bindung von NFI-A zu einer
geringen miRNA-223 Expression, wohingegen der Austausch gegen und die Bindung C/EBPas wéah-
rend der Granulopoese zu einer starken Hochregulation des miRNA-223 Expressionslevels fihrt. Hin-
zu kommt ein negativer ,Feedback-Loop‘: NFI-A, das selbst Zielgen der miRNA-223 ist und wird durch
diese wahrend der Differenzierung supprimiert. In diesem Schaltkreis, in den die miRNA-223 hier
integriert ist, kommt ihr eine Schlisselrolle im regulatorischen Zusammenspiel von Transkriptionsfak-
toren, die die granulozytire Differenzierung kontrollieren, zu **. Daneben charakterisiert eine andere
Studie die miRNA-223 als ein ,myelo-spezifisches Gen’, das sowohl durch C/EBPB, als auch durch den
myeloischen Transkriptionsfaktor PU.1 reguliert werden kann . In einer weiteren Arbeit, die sich
ebenfalls mit der Regulation, aber auch mit der Stérung der physiologischen miRNA-223 Expression
in der Leukdamogenese auseinandergesetzt hat, fand man eine epigenetische Regulation der miRNA-
223 durch das Onkoprotein AML1/ETO, dass bei der Translokation t(8;21) zu finden ist .

Weitere interessante Erkenntnisse Uber die Funktion der miRNA-223 ergaben Experimente mit miR-
NA-223-defizienten Mausen *°. Dabei konnte gezeigt werden, dass die miRNA-223 inhibierend auf die
Proliferation myeloischer Vorlauferzellen wirkt. Die mutierten Mause, folglich mit einer Neutrophilie,
weisen interessanterweise hypersensitive und -reaktive Granulozyten auf. Dies zeigt das Vorhanden-

sein einer weiteren Funktion der miRNA-223 in der Regulation einer addquaten Immunantwort .
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1.6 Zielstellung

Ziel dieser Arbeit war es, die Rolle der miRNA-223 als wichtigen regulatorischen Faktor zur Aufrecht-
erhaltung der Balance zwischen Proliferation und Differenzierung genauer zu charakterisieren. Dies
sollte durch Identifizierung eines neuen funktionellen Zielgens der miRNA-223 erfolgen. Spezielles
Interesse bestand dabei in der Untersuchung, der Rolle der miRNA-223 in der Vermittlung inhibitori-
scher Funktionen von C/EBPa. Desweiteren sollte das Vorhandensein maoglicher antiproliferativer
Eigenschaften dieser miRNA gepriift werden. Dariiberhinaus sollte untersucht werden, ob die mi-
RNA-223 eine potentielle Tumorsuppressorfunktion besitzt und ihrer gestorte Expression somit eine
Rolle in der Pathogenese akut myeloischer Leukdamien, denen ein Differenzierungsblock und eine

Regulationsstorung der Proliferation zugrunde liegt, zugeschrieben werden kann.



2 Material und Methoden

2.1 Materialien
2.1.1 Reagenzien

Tab. 3: Ubersicht verwendeter Reagenzien
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Material Bezugsquelle

Acrylamid Bio-Rad GmbH

Agar Carl Roth GmbH

Ampicillin Sigma-Aldrich Chemie GmbH

APS (Ammoniumperoxidsulfat)

Carl Roth GmbH

Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent

Bio-Rad GmbH

3-Estradiol

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Charcoal-treated Fetal Bovine Serum (CT-

ERS)

HyClone, Peribo Science Europe

DMEM, RPMI 1640 (+/- Phenol Red)

PAA Laboratories GmbH, ATCC

dNTPs

Qiagen

ECL Westernblot Detektionsreagenzien

GE Healthcare Life science, Amersham Bios-
cience

EDTA (Ethyldiamintetraessigsaure)

Carl Roth GmbH

Ethanol, Isopropanol, Methanol

Carl Roth GmbH

Ethidiumbromid

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

FBS (Fetal Bovine Serum)

Gibco-Invitrogen; ATCC

Glycerin

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

GM-CSF

ImmunoTools GmbH

2 ME (B-Mercaptoethanol)

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

NaCl, HCI Carl Roth GmbH
PBS (Phosphate buffered saline) Gibco®
Penicillin/Streptomycin (P/S) Gibco®

Phosphatase-, Proteinase Inhibitor Cocktails

Sigma-Aldrich Chemie GmbH

Puromycin

MP Biomedicals

SDS (Sodiumdodecylsulfat)

Carl Roth GmbH

Temed (Tetramethylethylendiamin)

Bio-Rad GmbH
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2.1.2 Reaktionskits

Tab. 4: Ubersicht verwendeter Reaktionskits

Material Bezugsquelle

CD34 Progenitor Cell Isolation Kit, human MACS® reagents, Milteny Biotec
Cell line Nucleofector Kit V AMAXA biosystems

Dual Luciferase™Reporter Assay Kit Promega GmbH

Effectene Transfection Reagent™ Invitrogen™

HiSpeed™ Plasmid Purification Maxi Kit Qiagen

ImProm-II"™ Reverse Transcription System Promega GmbH

Lipofectamin™ Reagent, Plus™ Reagent, Invitrogen™

Lipofectamin™ 2000

MACS® cell separation columns, MACS® MACS® reagents, Milteny Biotec
Separator

miRVana™ gqRT-PCR miRNA Detection Kit Ambion®

Quantifect SYBR Green PCR Kit Qiagen

QlAquick® Gel Extraction Kit Qiagen

QuikChange® Site-Directed Mutagenesis Kit Stratagene Europe

RNeasy Mini Kit Qiagen

SYBR® Green-I nucleic acid stain Invitrogen™

2.1.3 Enzyme und Marker

Tab. 5: Ubersicht verwendeter Enzyme und Marker

Material Bezugsquelle

Amersham Full-Range Rainbow™ Molecular GE Healthcare Life science, Amersham Bios-
Weight Markers cience

GeneRuler™ DNA Ladder Mix Fermentas GmbH
PfuTurbo DNA Polymerase Stratagene Europe
Restriktionsenzyme NewEngland BioLabs® Inc.
ROX Reference Dye InvitrogenwI

Supertagq™ Ambion®

T4-Ligase, 5X T4 DNA Ligase Buffer Invitrogen™
Tag-Poymerase Promega GmbH

Tracklt™ 10bp DNA Ladder Invitrogen™
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2.1.4 Plasmide, Oligonukleotide und Reporterkonstrukte

Tab. 6: Ubersicht verwendeter Plasmide, Oligonukleotide und Reporterkonstrukte

C/EBPa (pcDNA)

Pabst T et al., 2001 (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von
Tenen DG, Harvard Institutes of Medicine, Massachusetts, USA)

E2F1 (pCMV)

Johansen LM et al., 2001 (freundlicherweise zur Verfligung gestellt
von Tenen DG, Harvard Institutes of Medicine, Massachusetts,
USA)

E2F1 wt (pcDNA3);
E2F1 EC0132; E2F11_284

Davis JN et al., 2006 (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von
Day LM, University of Michigan Ann Arbor, Michigan, USA)

miRIDIAN™ mimic-223,
-control, siGLO Red

Dharmacon Research, Inc.

miRCURY™-LNA-223,
miRCURY™-LNA-scramble,
miRCURY™-LNA-5’-FITC

Exiqon A/S

pGL3-basic-vector

Promega GmbH

223-vector

410bp der Pre-miRNA-223 zw. eine BamH-I und eine Hind-IIl Rest-
riktionsseite in einen pSilencer™ 4.1-CMVpuro (Ambion) geklont

control-vector

55bp einer unspezifischen Sequenz in einem pSilencer™ 4.1-
CMVpuro, vom Hersteller als Negative Kontrolle (Ambion)

pGL3-E2F1-3’'UTR-wt

647bp der E2F1 3‘UTR in die Xbal-Restriktionsseite des pGL3-
Vektor (Promega) geklont (O’Donnell et al.,2006) (freundlicherwei-
se zur Verfligung gestellt von Mendell JT, Departments of Medici-
ne, John Hopkins University School of Medicine, Baltimore, Mary-
land, USA)

pGL3-E2F1-3’UTR-mut

3 Punktmutationen im pGL3-E2F1-3’UTR wt Vektor (647bp des
E2F1 3‘UTR) (O’Donnell et al., 2006) an Stelle 404 A—>C, 406 T->C,
408 A->C

Ppri-miR-223-prom-1

DNA Fragment des Ppri-miRNA-223-Promotors (Fukao et al., 2007)
von -1205bp bis +23bp relativ zur Tanskriptionsstartseite der Ppri-
miRNA-223 zwischen eine Kpnl- und Xhol-Restriktionsseite eines
pGL3 Basic Vektors (Promega) geklont

Ppri-miR-223-prom-2

DNA Fragment des miRNA-223 Promoters von -293bp bis +23bp
relativ zur Tanskriptionsstartseite der Ppri-miRNA-223 zwischen
eine Kpnl- und Xhol-Restriktionsseite eines pGL3 Basic Vektors
(Promega) geklont (Fukao et al., 2007) (freundlicherweise zur Ver-
fligung gestellt von Fukao T, Departement of Chemistry and Bio-
technology, Graduate School of Engeneering, Tokyo, Japan)

Pre-miR-223-prom

DNA Fragment des Pre-miRNA-223-Promotors (Fazi et al.,2005)
beginnend von -1500bp relativ zur pre-miRNA-223 Sequenz zwi-
schen eine Kpnl- und Xhol- Restriktionsseite eines pGL3 Basic Vek-
tors (Promega) geklont

pCMV5

Kontroll- und Auffiillvektor

pRLO

pRL-SV40 Renilla Luciferase reporter vector (Promega)




2.1.5 Primer und Antikorper
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Tab. 7: Auflistung verwendeter Primer
(Alle Primer wurden, soweit nicht anders gekennzeichnet, manuell designt und vom Hersteller

Biomers bezogen.)

miRNA-223 RT- und PCR-Primer von Ambion (mirVana" qRT-PCR-Primerset)
ue RT- und PCR-Primer von Ambion (mirVana" qRT-PCR-Primerset)
E2F1 FP 5-GGG GAG AAG TCA CGC TAT GA -3/
RP 5 CTC AGG GCA CAG GAA AAC AT -3/
GAPDH FP 5~ ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC-3f
RP 5-TCCACCACCCTGTIGCTGTA-3'
G-CSF-R FP 5 AAG AGC CCC CTT ACC CACTACACCATCTT -3/
RP 5-TGCTGT GAG CTG GGT CTG GGA CACTT -3¢
M-CSF-R FP 5 ATT GTC AAG GGC AAT GCC CGC C-3*
RP 5 ATT GGT ATA GTC CCG CTC TCT CC -3/
223-vector FP 5-TAG GGATCCATT TTG CTC ACT TCC -3°
RP 5-GTAAGCTTATGC CACACTTTT CCC -3
Ppri-miR-223-prom-1 FP 5-TAG GGT ACC TCA TTA GCC TGA AGG -3/
RP 5~ GTCTCG AGG CAA ATG GAT ACC ATAC-31
Pre-miR-223-prom FP 5-TAG GGT ACC GCT GAA TTG GGT AGG -3'
RP 5-GTCTCG AGC CAA GAG CTTCTG TGG -3°
E2F1 3'UTR mut FP 5-TGA GGG AGG GAG ACA GCC CGC CTG ACA GCC ATG-3*
RP 5‘ CAT GGC TGT CAG GCG GGC TGT CTC CCT CCCTC -3*

Tab. 8: Auflistung verwendeter Antikérper
(PE= Phycoerythrin, FITC= Fluorescein isothiocyanate)

Primarantikérper

Anti-C/EBPa (SC-61) Kaninchen, polyklonal Santa Cruz
Anti- E2F1 (SC-193) Kaninchen, polyklonal Santa Cruz
Anti- E2F1 (SC-251) Maus, polyklonal Santa Cruz
Anti-B-Tubulin (SC-9104) Kaninchen, polyklonal Santa Cruz
Sekundarantikérper

Amersham ECL®-HRP-konjugiertes Anti- Esel, polyklonal GE Health-

Kaninchen IgG

care Life Science,

Amersham
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FACS Antikorper

Kontrolle

FITC- /PE-konjugierter anti-CD15- Maus IgM, k BD Pharmingen™
Antikorper

PE-konjugierter anti-CD11b-Antikorper Maus IgGy,k BD Pharmingen™
PE-konjugierter anti-CD14-Antikorper Maus IgG,,k BD Pharmingen™
PE-konjugierter anti-CD34-Antikorper Maus 1gGq,k BD Pharmingen™
FITC-bzw. PE-konjugierte IgM-Isotyp- Maus IgM, k BD Pharmingen™

PE-konjugierte IgG-Isotyp-Kontrollen

Maus IgG,,k; Maus IgG,,k

BD Pharmingen™

2.1.6 Biologische Materialien

Tab. 9: Auflistung verwendeter Bakterien

Bakterien:

bezogen von:

Subcloning Efficiency™ DH5a

InvitrogenwI

Escherichia coli XL-1blue

Stratagene Europe

Tab. 10: Auflistung verwendeter Zelllinien

(Myeloblasten, M2)

Zelllinie: Ursprung: bezogen/erhalten
von:
Kasumi-6 humane akut myeloische Leukdamiezellen ATCC

K562-C/EBPa- p42ER,

humane chron. myeloische Leukdamiezellen

D’Alo F et al., 2003

zellen

K562-ER mit Expression eines Fusionsproteins aus (freundlicherweise zur
C/EBPa-p42 und Estradiolrezeptor oder Verfligung gestellt von
einzig des Estradiolrezeptors Tenen DG,

Harvard Institutes)

U937 humane, histiozytische Lymphomazellen ATCC

293T humane, embryonale Nierenzellkarzinom- | ATCC
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Patientenproben

In insgesamt 18 AML-Proben wurde die miRNA-223 Expression analysiert. Hierzu wurde RNA aus
verschiedenen Patientenproben extrahiert, die bei der Diagnosestellung aus Knochenmark (KM) oder
peripherem Blut (PB) gewonnen worden waren. Die morphologische Diagnose wurde anhand der
Kriterien der FAB-Klassifikation gestellt. Es handelte sich um Patienten mit de-novo-AML oder mit
sekundarer AML nach geheiltem Primarmalignom. Eine Auflistung der verwendeten Proben sowie
alle Details sind in Tab.12 (siehe 3.5) dargestellt. Der Karyotyp und vorhandene Mutationen wurden
mittels zytogenetischer und molekularzytogenetischer Methoden bestimmt. Es handelte sich um
jeweils 3 Proben folgender AML Subtypen: Translokation t(8;21), Translokation t(15;17), Komplexer
Karyotyp (ck), FIt3-ITD, AML mit C/EBPA-Mutationen (CEBPA mut) und normaler Karyotyp (nk).

Alle Patientenproben, wurden mit dem Einverstdndnis der Patienten zur Verwendung des Materials
zu Forschungszwecken, vom Labor fiir spezielle Leukdmiediagnostik, Medizinische Klinik Ill, Klinikum
GrolRhadern, Ludwig-Maximilians-Universitat Miinchen und vom ICP-Labor der Klinik und Poliklinik

fir Innere Medizin A, Hdmatologie und Onkologie, Universitatsklinikum Miinster erhalten.

2.1.7 Kulturmedien

Tab. 11: Ubersicht verwendeter Kulturmedien

Zelllinie: Medium:

K562-C/EBPa-p42ER, RPMI 1640 (ohne Phenol Red) + 10% FBS + 1% P/S + 1ug/ml Puro-
K562-ER mycin

Kasumi-6 Modifiziertes RPMI 1640 (10mM HEPES, 1mM sodium pyruvate,

4,5g/I Glucose, 1,5g/L sodium bicarbonate) + 20% FBS + 1% P/S +
1ng/ml GM-CSF

U937 RPMI 1640 +10% FBS + 1% P/S

293T DMEM + 10% FBS + 1% P/S
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Die Kultivierung eukaryoter Zelllinien erfolgte nach Standardmethoden. Die Inkubation der Zellener-
folgte in Begasungsbrutschranken bei 37 °C, 96% relativer Feuchte und 5% CO,.

Nichtbenoétigte Zellen wurden in flissigem Stickstoff aufbewahrt und bei Bedarf aufgetaut. Zur Be-
stimmung der Zellzahl wurde die 1:1 mit Methylenblau verdiinnte Zellsuspension auf eine Neubauer-

Zahlkammer gegeben und anschlieBend erfolgte die Auszahlung der einzelnen Zahlfelder.

2.2.2 RNA-Isolation

Die RNA-Extraktion aus Zellen der verschiedenen Zelllinien erfolgte nach der bekannten Trizol® Me-
thode. Fir die RNA-Extraktion aus den AML-Proben wurde der RNeasy Mini Kit von Qiagen verwen-
det. Die RNA-Konzentration wurde anhand photometrischer Messungen bestimmt.

2.2.3 Reverse Transkription

Mittels retroviraler Reverser Transkriptase, einer RNA-abhangigen DNA-Polymerase, kann RNA in
cDNA umgeschrieben werden. Dies ermdglicht die PCR-Technik auch fiir die RNA-Analytik zu ver-
wenden. Fir die Reverse Transkriptase Reaktion wurde das ImProm-II"" Reverse Transcription Sys-

tem (Promega) gemalR dem Herstellerprotokoll verwendet.

2.2.4 Semiquantitative Polymerase-Kettenreaktion

Die PCR ermoglicht die Amplifikation eines DNA-Fragments (,Template’) (iber einen Bereich, der von
zwei, dem Template komplementaren Oligonukleotiden (,Primer’) flankiert wird. Mittels einer tem-
peraturstabilen DNA-Polymerase erfolgt in zyklischer Abfolge von Aufschmelzen (Denaturierung),
Anlagerung der Primer (,Annealing’) und folgender DNA-Polymerisation (Elongation) eine hochspezi-
fische Vervielfaltigung, selbst geringster Mengen vorhandener DNA. Die PCR wurde fiir verschiedene
Experimente angewendet: zur RNA-Analyse, zur Klonierung sowie zur Mutagenese. Fiir Standardan-
wendungen und fir Klonierungen wurde die Tag-DNA-Polymerase (Promega) verwendet, bei der
Mutagenese die Pfu-DNA-Polymerase (Stratagene). Fir eine Standardreaktion wurden 50ng -500ng
Template-DNA, je 10pmol Primer, je 10uM dNTP (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 1X Taq Polymerase Puf-
fer (enthalt u.a. MgCl, und schafft den fiir die Polymerase benétigten pH) und 2,5U DNA-Polymerase
eingesetzt. Die PCR wurde in einem ThermoCycler (T Gradient Thermoblock, Biometra®) durchge-
fihrt. Im Anschluss erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der Reaktionsprodukte in einem
1%igem Agarosegel mit Ethidiumbromid zur Analyse und Visualisierung der amplifizierten Fragmen-

te.
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2.2.5 Real-time-Polymerase-Kettenreaktion

Die quantitative Real-time-PCR (gRT-PCR) ermoglicht die zeitgleiche Amplifikation von Sequenzen
und ihre quantitative Analyse. Das PCR-Produkt steigt wahrend der Zyklen logarithmisch an, wie auch
bei der qualitativen PCR, jedoch kann bei der Real-time-Methode die Ausgangskonzentration der
Template-DNA errechnet werden kann. Flr die Reaktionen wurde der Quantifect SYBR Green PCR Kit
(Qiagen) verwendet. Das SYBR Green | ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der an die doppelstrangige DNA
bindet. Durch eine nach Ende jeder Elongationsphase erfolgende Messung seiner Fluoreszenz bei
530nm, die proportional zur DNA-Menge ist, kann der Anstieg des PCR-Produktes nach jedem Zyklus
in Echtzeit beobachtet werden. Dem letzten PCR-Zyklus folgt eine Schmelzkurvenanalyse. Hierbei
kann das PCR-Produkt anhand seiner spezifischen Schmelztemperatur, die sich aus der Zusammen-
setzung der Nukleotide ergibt, erkannt. Die Reaktion erfolgte in einem Rotor-Gene ™ 3000, Real Time
Thermal Cycler (Corbett Research). Zur Kontrolle diente die Analyse der Expression von U6 (miRNA-
Experimente) oder des ,Housekeeping-Gens’ GAPDH (alle anderen Experimente). Da in der ersten
Phase der Amplifikation die Templatemenge begrenzt und die Wahrscheinlichkeit, dass sich Templa-
te, Primer und Polymerase treffen, relativ gering ist, wohingegen wéahrend in der spatere Phase der
Amplifikation die Menge der PCR-Produkte derart ansteigt, dass es zur Hemmung durch diese
kommt, findet sich ein exponentieller und damit quantifizierbarer Anstieg der DNA-Amplifikation nur
innerhalb der Phase dazwischen. Um, abhangig von der Templatemenge, immer am Anfang der ex-
ponentiellen Phase messen zu konnen, verwendet man einen sogenannte CT-Wert (Threshold Cycle
= "Schwellenwert-Zyklus"). Dieser Wert beschreibt den Zyklus, an dem die Fluoreszenz erstmalig
signifikant Gber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt. Anhand des delta-delta-CT-Wertes wird die
unterschiedliche Expression als n-fache Expression angegeben. Die CT-Werte werden hierbei einfach
voneinander abgezogen (ACT), die beiden fiir einen Zeitpunkt erhaltenen ACT-Werte der einzelnen
Gruppen (z. B. mimic-223/ U6) voneinander abgezogen (z.B. AACT = [CT (mimic-223)-CT (U6)]test - [CT
(mimic-223)-CT (U6)]kontrolle ) Und in die Gleichung n-fache Expression (mimic-223 zu mimic-control) =
288t eingesetzt.

Fiir die Analyse der miRNA Expression erfolgten oben genannte Methoden unter Verwendung des

miRVana™-qRT-PCR-Kits und nach dem vom Hersteller empfohlenen Protokoll (Ambion).

2.2.6 Transiente Transfektion eukaryoter Zellen
Das Einfiihren von DNA in eine eukaryote Zelle mit dem Ziel der voriibergehenden Expression eines
Gens, wird als Transfektion bezeichnet. Mit Hilfe des Luziferase-Reportergens kann eine Quantifizie-

rung der Genexpression erfolgen.
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2.2.7 Transiente Transfektion von adhirenten Zellen mit Lipofectamin™ Reagent und von Sus-
pensionszellen mit Lipofectamin™ 2000 oder Effectene™

Die Lipofektion ist eine Methode der DNA Einschleusung in die Zelle mit Hilfe von Liposomen, die
durch Fusion mit der Zellmembran den DNA Transport ins Zellinnere ermoglichen. Bei Experimenten
in adharenten Zellen (293T) wurden 2 x 10* Zellen/0,5m| Medium je Vertiefung in 24-Lochplatten
plattiert. Je Vertiefung wurden 0,62ug DNA pro Ansatz transfektiert. Die transfektierte DNA bestand
dabei immer aus 0,02ug der internen Transfektionskontrolle pRLO und 0,1ug des jeweiligen Luzifera-
se-Reporterkonstrukts, sowie weiteren Expressionsvektoren der verschiedenen Transkriptionsfakto-
ren oder weiteren Oligonukleotiden (,mimic’ Oligonukleotide, LNA). Die DNA Gesamtkonzentration
wurde mittels des ,Auffillvektors’ pCMVS5 in allen Konditionen konstant gehalten. Die Transfektion
adharenter Zellen mit der Lipofectamin erfolgte nach Herstellerangeben (Invitrogen).
Suspensionszellen wurden entweder mittels der Lipofectamin™ 2000 Methode oder mittels Effecte-
ne™ gemaR Herstellerangaben transfektiert. Zur Analyse der Transfektionseffizienz dieser Methode

dTM

wurden die genannten Zellzahlen mit entsprechenden Konzentrationen von siGloRed ™ als Indikator

transfektiert.

2.2.8 Transiente Transfektion geloster Zellen mit AMAXA

Das Prinzip der Elektroporation eukaryotischer Zellen basiert auf der, durch einen elektrischen Im-
puls kurzzeitig, erhohten Permeabilitat der Zellmembran, die eine Diffusion von DNA in die Zelle er-
moglicht. Diese Methode zeigt eine sehr hohe Effektivitat bei der Transfektion von Suspensionszel-
len. Die Transfektion von 1 x 10° Zellen pro Ansatz erfolgte im AMAXA Elektroporationsgerat mittels
eines zelllinienspezifischen Programms, das jeweils hinsichtlich seiner Hohe der Feldstarke und Dauer
des Impulses fir die entsprechende Zelllinie fiir den Transport der DNA nach intrazelluldr optimiert
wurde (V-01 fuir U937, T-03 fuir Kasumi-6 und K562-C/EBPa-p42ER Zellen). Zur Kontrolle der Transfek-
tionseffizienz dieser Methode wurden entsprechende Mengen eines GFP-Vektors fiir DNA-Konstukte,

dTM

FITC-markierter LNA fir LNA Experimente, sowie des siGloRe Indikators flr Experimente, in denen

mimic Oligonukleotide verwendet wurden, transfektiert.

2.2.9 Dual-Luciferase™ Reporter-Assay

Mittels sogenannter ,Reportergenkonstrukte’ kann man spezifisch die Expression eines Gens nach-
weisen. Als Reportergene verwendet man vornehmlich Expressionskonstrukte, die fir Proteine ko-
dieren, die einfach und mit hoher Sensitivitdt nachzuweisen sind. Beim Luziferase-Assay, bei dem
man sich das hochsensitiv nachweisbare Luziferase Enzym zu Nutze macht, kdnnen Faktoren, die die
Expression eukaryoter Zellen beeinflussen, quantitativ analysiert werden. Das Prinzip dieses Assays

beruht auf der Messung der Photonen, die durch katalytische Oxidation des Luziferins entstehen,
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mittels eines Luminometers. Beim Dual-Luciferase™ Reporter-Assay-System (Promega) kommen zwei
verschiedene Luziferasen zur Anwendung: zum einen, die ,Firefly Luziferase’ (Photinus pyralis), die als
Reporter im verwendeten Luziferase-Reporterkonstrukt vorhanden ist, und zum anderen die ,Renilla
Luziferase’ (Renilla reniformis), die unter Kontrolle eines konstitutiven Promotors steht und so bei
Kotransfektion als Kontrollreporter dient. Die Aktivitat des Luziferase-Reporterkonstrukts spiegelt die
Wirkung der vorhandenen Faktoren auf die spezifische Genexpression wieder, wahrend die des ko-
transfektierten Kontrollreporters eine interne Kontrolle darstellt, durch welche die gemessenen Wer-
te normalisiert werden kénnen (pRLO). Der Luziferase-Assay wurde gemaR den Herstellerangaben

durchgefihrt.

2.2.10 Proteinbestimmung mit dem Bio-Rad-Assay

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen erfolgte anhand des Bio-Rad-Assays nach Bradford mit
photometrischer Messung der Absorption bei 595 nm. Aus BSA Losungen bekannter Konzentration
wurde eine Eichkurve erstellt, anhand derer mittels der gemessenen Werte dann die Proteinkonzent-

ration der Probe bestimmt werden konnte.

2.2.11 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Nach ihrer jeweiligen Molekiilmasse lassen sich Proteine in einem Acrylamidgel auftrennen. Hierfir
wurden vertikale Gelapparaturen mit einem niedrigprozentigen Sammelgel und einem darunterlie-
genden Trenngel verwendet. Die Polymerisation der Gele erfolgte durch Zugabe von APS und Temed.
30-50ug des Proteinlysats, das die zu trennenden Proteine enthielt wurden mit Ladepuffer versetzt
und vor der Elektrophorese denaturiert. Nach Auftragung der Proteine sowie eines vorgefarbten
Proteinstandards zur Molekulargewichtsabschatzung (Amersham Full-Range Rainbow™ Molecular

Weight Markers) erfolgte deren Auftrennung durch Anlegung einer Spannung von 110 Volt fir ca. 1h.

2.2.12 Western Blot

Beim Western Blot werden die in der SDS-Gel-Elektrophorese aufgetrennten Proteine mit spezifi-
schen Antikorpern nachgewiesen und ihre Konzentration kann in semiquantitativer Weise bestimmt
werden. Hierflir werden die Proteine zunachst elektrophoretisch vom SDS-Gel auf eine Nitrozellulo-
semembran Uberflihrt und dabei fest an diese gebunden. Darauf folgt die Inkubation dieser Memb-
ran, zunachst mit spezifisch gegen die nachzuweisenden Proteine gerichteten Antikérpern und an-
schliefend mit einem zweiten, gegen den konstanten Teil des ersten Antikdrpers gerichteten Anti-
korper. Der zweite Antikorper ist mit Peroxidase gekoppelt (HRP-konjugiert), so dass nach Zugabe
von Luminol bei dessen Oxidation eine Emission als Schwarzung auf einem Film gesehen werden

kann. Hierdurch kann die Expression spezifischer Proteine sichtbar gemacht werden kann.
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2.2.13 R-Estradiol- und RA-Induktion

In der B-Estradiol-induzierbaren K562-C/EBPa-p42ER Zelllinie liegt das C/EBPa-Wildtypprotein mit
dem Estradiolrezeptor fusioniert im Zytoplasma der Zellen vor. Durch Zugabe von 5uM B-Estradiol
erfolgt die Translokation des Estradiolrezeptor-fusionierten C/EBPa-Wildtypproteins nach intranuk-
ledr und somit die Induktion zur Zelldifferenzierung. Die, das Fusionsprotein enthaltenden Zellen,
wurden durch kontinuierliche Kultivierung mit Puromycin-enthaltendem Medium selektiert. Als
Kontrollzelllinie diente die, den Estradiolrezeptor alleine tragende Zelllinie K562-ER. Bei der Induktion
wurden jeweils 1x10° Zellen, die sich in 2ml Medium in 6-Lochplatten befanden, zu den gewiinsch-
ten Zeitpunkten (0, 2, 4, 6, 12, 24h) mit 5uM RB-Estradiol behandelt. Zur Kontrolle wurden Zellen mit
einem entsprechendem Volumen 100% Ethanols, in welchem das R-Estradiol geldst wurde, behan-
delt.

In U937 und Kasumi-6 Zellen kann die Differenzierung durch die Behandlung mit Retinolsdure (RA)
induziert werden. Hierfir wurden ebenfalls 1x10° Zellen in 2ml Medium in 6-Lochplatten plattiert
und zur Induktion mit jeweils 1uM RA behandelt. Zum Ausschluss unspezifischer Effekte durch das
DMSO, worin die Retinolsdure geldst war, wurde in einer Kontrolle ein entsprechendes Volumen

DMSO zu den Zellen gegeben.

2.2.14 Gewinnung von Plasmiden

Die Transformation des Escherichia coli Stamms DH5a mit Plasmiden erfolgte nach Protokoll des
Herstellers (Invitrogen). Die Bakteriensuspension wurde auf Petrischalen mit ampicillinversetztem
LB-Medium aufgetragen. Das Vorhandensein des Ampicillinasegens auf den zu transformierenden
Plasmiden ermoglichte das selektive Wachstum der, das Plasmid enthaltenden und exprimierenden
Kolonien.

Fiir die folgende Inokulation und Plasmid-Praparation wurden die auf Petrischalen ausplattierten
E.coli Bakterien Gber Nacht bei 37°C inkubiert. AnschlieRend wurde eine Kolonie mit einer Impfose
entnommen und in 150ml ampicillinversetztem LB-Flissigmedium fir 12-16h bei 37°C und konstan-
ten Schiittelbewegungen (200rpm) inkubiert. Zur Praparation der Plasmid-DNA aus Bakterienkultu-
ren wurde der HiSpeed™ Plasmid Purifikation Maxi Kit verwendet (Qiagen) und nach Herstellerpro-

tokoll durchgefiihrt.

2.2.15 Konzentrationsbestimmung von DNA und RNA
Die DNA- und RNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte photometrisch durch die Absorptionsmes-
sung und Berechnung der optischen Dichte (OD) bei 260 nm und 280nm. Der A260/A280 Quotient

fur ausreichend reine DNA und RNA Praparationen liegt bei 1,8 +/-0,2.
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2.2.16 Klonierung

Unter dem Klonieren versteht man die Einflihrung eines gewlinschten DNA-Fragments in einen Vek-
tor dessen Expression so die massenhafte Vermehrung dieser DNA ermoglicht. Zur Herstellung sol-
cher Konstrukte wurden das gewtinschte, mittels PCR hergestellte DNA-Fragment und der gewlinsch-
te Vektor mit Restriktionsenzymen, nach Angaben des Herstellers (New England Biolabs), verdaut.
Nach elektrophoretischer Auftrennung und Detektion des gewiinschten DNA-Fragments im Agarose-
gel wurde dieses ausgeschnitten und mittels QIAquick® Gel Extraction Kit (Qiagen) nach Hersteller-
angaben isoliert. Die Ligation des Fragments in Vektor-DNA erfolgte mit T4-Ligase (Invitrogen) nach
den Angaben des Herstellers.. Daraufhin erfolgte die Transformation kompetenter Zellen mit dem
Reaktionsansatz (s.2.2.15). Die erfolgreiche Herstellung eines gewiinschten Konstrukts wurde durch

eine Sequenzierung der Plasmidpradparation tGberprift.

2.2.17 In-vitro-Mutagenese

Mittels spezifischer Primer, in deren Sequenz eine Base entsprechend der gewilinschten Mutation
innerhalb des DNA-Fragments gegen eine andere ausgetauscht wurde, kann gezielt eine Punktmuta-
tion in einen Vektor eingefiihrt werden. Die Mutation des E2F1 3‘UTR wt Vektors (647bp der E2F1
3’UTR in der Xba-I Restriktionsseite eines pGL3 Vektors von Promega; O’Donnell et al., 2006) wurde
in einem PCR-basierten Verfahren unter Verwendung des QuikChange Site-Directed Mutagenesis Kit
(Stratagene, USA) durchgefiihrt. Hierbei wurden 3 Punktmutationen durch Basenaustausch (in der
spezifischen Bindungssequenz mit der miRNA-223) eingefligt. Die Arbeitsschritte wurden den Hers-
tellerangaben entsprechend durchgefiihrt. Die korrekte Sequenz des mutierten Vektors (pGL3 E2F1

3’UTR mut) wurde durch Sequenzierung bestatigt.

2.2.18 Durchflusszytometrie

Die Detektion von Oberflachenantigenen mittels Durchflusszytometrie wurde verwendet um die
Expression spezifischer Proteine wahrend der Zelldifferenzierung (cluster of differentiation, z.B. die
CD15) zu quantifizieren. Hierbei macht man sich die spezifische Bindung von Antikérpern, die gegen,
an der Zelloberflache exprimierte Proteine gerichtet sind, zu Nutze. Nach Inkubation mit den FITC-
oder PE-markierten Antikorpern wurden die Zellen im BD FACSCalibur Durchflusszytometer (BD
Pharmingen™) gemessen (FACS-Analyse). Die Messdaten wurden mit der Cellquest-Software (BD)

ausgewertet.
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2.2.19 Zellzyklus Analyse

Die Zellproliferation erfolgt durch geregelten Phasendurchlauf des Zellzyklus. Man unterscheidet
dabei zwischen GO-, G1-, S- und G2/M-Phase. Bei der Zellzyklus-Analyse handelt es sich um eine Me-
thode, bei der anhand des DNA-Gehalts von Zellen festgestellt werden kann, in welcher Phase des
Zellzyklus sich diese Zellen befinden. Die DNA in den Zellen wird hierfiir mit dem DNA-bindenden
Farbstoff Propidiumiodid (PI) markiert und kann so gemessen werden. Auf der gemessen DNA-
Menge basierend kann dann die Zuordnung der Zellen in die einzelnen Zellzyklusphasen mittels

FACS-Analyse erfolgen.

2.2.20 Statistik

Fiir die statistische Auswertung samtlicher Ergebnisse der durchgeflihrten Experimente wurde der
student-t-Test fur abhadngige und unverbundene Stichproben verwendet (Excel, Microsoft, USA).
Unterschiede mit p < 0,05 bzw. p < 0,01 (* bzw. ** als entsprechende Markierung in den Abbildun-

gen) wurden als statistisch signifikant gewertet.
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3  Ergebnisse

3.1 C/EBPa induziert die miRNA-223 Expression

Die Expression der miRNA-223 wird durch C/EBPa hochreguliert (Abb.5a). Der Transkriptionsfaktor
C/EBPa konnte bereits als ein wichtiger, die Expression der miRNA-223 induzierender Regulator iden-
tifiziert werden. Dies erfolgte allerdings bislang nur indirekt, ndmlich durch Induktion von NB-4 Zellen
(APL Zelllinie) mit Retinolsdure (RA), welches bekannterweise, neben der Aktivierung anderer Fakto-
ren, auch zu einer C/EBPa Induktion fihrt ®°. Um die Regulation der miRNA-223 durch C/EBPa direkt
zu verifizieren, wurde die Zelllinie K562-C/EBPa-p42ER verwendet. Bei Behandlung dieser speziell
modifizierten Zellen mit B-Estradiol wird das C/EBPa Protein, welches fusioniert mit dem Estradiolre-
zeptor im Zytoplasma dieser Zellen vorliegt, in den Zellkern translokalisiert. Dort dann aktiv vorlie-
gend kann das C/EBPa Protein seine transaktivierende Funktion ausfihren und induziert dabei die
granulozytare Differenzierung der Zellen. Die Verifizierung dieses Modells erfolgte einerseits durch
Analyse der unterschiedlichen Expression des granulozytenspezifischen Oberflachenproteins CD11b
in unbehandelten und in 48h mit B-Estradiol behandelten K562-C/EBPa-p42ER Zellen, sowie anderer-
seits durch Vergleich mit der CD11b Expression in K562-ER Zellen (Kontrollzelllinie) die ebenfalls teils
unbehandelt, teils entsprechend mit B-Estradiol behandelt waren (Abb.6a). Zuséatzlich erfolgte der
Nachweis der B-Estradiol induzierten Translokation des C/EBPa-Estradiolrezeptor-Fusionsproteins
durch separate Isolation der Proteine des Zytoplasmas und des Zellkerns in beiden Zelllinien. Die
anschlieRende Western Blot Analyse bestétigte die regelrechte Funktion des beschriebenen Modells
(Abb.6b). Fur die Untersuchung der durch C/EBPa induzierten miRNA-223 Expression wurden die
K562-C/EBPa-p42ER Zellen nach unterschiedlicher Dauer der B-Estradiol Behandlung hinsichtlich
ihres miRNA-223 Expressionslevels analysiert. Dabei zeigte sich ein rascher Anstieg der miRNA-223
Expression bereits nach 2-, 4- und 6-stiindiger Induktion auf das 6-9 fache des Ausgangswertes
(Abb.5a). Als Kontrolle diente die K562-ER Zelllinie, die kein Fusionsprotein tragt. Die entsprechende
Behandlung dieser Zellen und anschlielende Analyse des miRNA-223 Expressionslevels zeigte keine
signifikante Verdanderung (Abb.5b).

C/EBPa ist in der Lage die miRNA-223 Expression zu induzieren. Die Tatsache, dass dieser beobachte-
te Effekt, der aufgrund des verwendeten in vitro Modells direkt und ausschlieRlich auf eine C/EBPa-
spezifische Funktion zurtickzufihren ist, so dramatisch war und die Tatsache beachtend, dass C/EBPa
als ,Master-Regulator’ der Granulopoese angesehen wird, ldsst eine wichtige Bedeutung dieser miR-

NA-223 Expressionsinduktion wahrend der Granulopoese annehmen.



31

Abb.5
a b.
K562-C/EBPa-p42ER K562-ER
12 - 12 -
10 - o o 201
W = -
o * a
'y =
E 4 £ 47
= =
;o m B N Hm . ;A A N RS

oht  2hr  4hr  6hr 12hr 24hr Ohr  2hr 4hr 6hr 12hr 24hr

Zeit nach B-Estradiol Induktion (Spt) Zeitnach B-Estradiol Induktion (Sum)

Abb. 5: Die Induktion der miRNA-223 Expression durch C/EBPa

Die Zellen wurden fiir die angegebenen Stunden in der Anwesenheit von 5uM B-Estradiol kultiviert.
a. Nach RNA-Isolation aus K562-C/EBPa-p42ER Zellen und RT erfolgte die Analyse mittels qRT-PCR
unter Verwendung spezifischer Primer fir die miRNA-223, sowie fiir U6 als Kontrolle. Die Balken
reprasentieren jeweils den Mittelwert und die Standardabweichung des miRNA-223/U6 Verhiltnisses
von drei unabhéngigen Experimenten. (** p < 0,01)

b. Zellen der K562-ER dienten als Kontrolle. Nach RNA-Isolation und RT erfolgte die Analyse mittels
gRT-PCR unter Verwendung spezifischer Primer fiir die miRNA-223 und fiir U6 als Kontrolle. Die Bal-
ken reprasentieren jeweils den Mittelwert und die Standardabweichung des miRNA-223/U6 Verhalt-
nisses von drei unabhangigen Experimenten.
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Abb. 6: Induktion der Differenzierung in der K562-C/EBPa-p42ER Zelllinie
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a. Zytosolische (CF, cytoplasmic fraction) und nukledre (NE, nuclear extract) Proteine wurden aus
K562-C/EBPa-p42ER und K562-ER Zellen ohne und mit Translokationssignal (5uM B-Estradiol) ge-
wonnen. AnschlieRend wurden die Proteinfraktionen mittels Western Blot Verfahren analysiert.
b.K562-C/EBPa-p42ER und K562-ER Zellen wurden fir 48h mit 5uM B-Estradiol behandelt und an-
schlielend erfolgte die Analyse des Differenzierungsstatus mittels FACS-Analyse der Oberflachenpro-
teinexpression von CD15 und CD14. (** p < 0,01)

3.2 E2F1ist ein funktionelles Zielgen der miRNA-223

MicroRNAs (iben ihren regulativen Einfluss bei Sdugetieren auf posttranskriptioneller Ebene aus und
fithren vornehmlich zur Inhibition der Translation ihrer Ziel-mRNA *. Dies bedeutet, dass das Zielgen
einer miRNA durch deren inhibitorische Aktivitat eine Reduktion seiner Expression auf Proteinebene
zeigt, gleichzeitig aber sein mMRNA-Expressionslevel unbeeintrachtigt bleibt. Diese Konstellation einer
Reduktion auf Proteinebene und unverandertem mRNA-Expressionslevel stellt somit das typische
Kennzeichen einer miRNA-regulierten Genexpression dar.

Unter den hunderten von bioinformatisch ermittelten, potentiellen Zielgenen der miRNA-223 konnte
in der Myelopoese der Transkriptionsfaktor NFI-A als ein tatsachlich durch diese miRNA reguliertes
Gen nachgewiesen werden 2. Grundlage fiir das Postulat einer mRNA als potentielles Zielgen einer
miRNA ist das Vorhandensein einer gewissen Komplementaritat einer kurzen Sequenz in der 3’UTR
der mRNA des fraglichen Zielgens zur miRNA-,seed’, einer 5’-gelegenen, aus 8-10 Nukleotiden beste-
henden Sequenz, die die eigentliche Funktion der miRNA vermittelt. Dabei kommen, aufgrund der
nicht notwendigen vollstandigen Komplementaritat, jeweils zahlreiche Gene als Zielgene einer miR-
NA in Frage. Unter solchen potentiellen Zielgenen der miRNA-223 war besonders der Transkriptions-
faktor E2F1 ein sehr interessanter Kandidat, da er in die Regulation der Balance von Differenzierung
und Proliferation involviert ist und, da seine Inhibition speziell wahrend der Granulopoese von groRer
Bedeutung ist. Dariiberhinaus gilt diese Inhibition desweitern als eine der wichtigsten durch C/EBPa
vermittelten den Zellzyklus regulierenden Funktionen.

Um herauszufinden, ob es sich bei E2F1 tatsachlich um ein Zielgen der miRNA-223 handelt, wurden
zunachst die oben genannten typischen Kennzeichen einer miRNA-regulierten Genexpression unter-
sucht. Das heiRt, es erfolgte zunachst die Analyse der Veranderungen im Protein- und mRNA-Level
von E2F1 infolge einer Induktion der miRNA-223 Expression. Hierflir wurde das oben beschriebene in
vitro Modell der K562-C/EBPa-p42ER Zelllinie verwendet. Dabei konnte bei C/EBPa-induzierter miR-
NA-223 Expressionssteigerung eine Reduktion des E2F1 Proteinlevels mit einem Maximum nach 2-6h
nachgewiesen werden (Abb.7a). Gleichzeitig blieb die mRNA-Expression von E2F1 unbeeintrachtigt

(Abb.7b). Dies war ein erster Hinweis auf eine mogliche Involvierung dieser miRNA in die posttrans-
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kriptionelle Regulation von E2F1. Als Kontrolle diente die K562-ER Zelllinie, in der sich keine Verande-
rung der E2F1 Expression zeigte (Abb.7c und d).

Da es sich aber hier nur um einen indirekten Nachweis einer miRNA-223 mediierten Funktion handel-
te, wurden die Folgen einer direkten Uberexpression der miRNA-223 untersucht. Dies erfolgte mittels
transienter Transfektion myeloischer U937 Zellen mit miRNA-223 sequenzidentischen Oligonukleoti-
den (mimic-223). Analysen der Ergebnisse dieser Experimente zeigten eine circa 70% Reduktion des
E2F1 Proteinlevels ohne Effekt auf das mRNA Level bei Vergleich der mimic-223 transfektierten Zel-
len mit Zellen, die mit Kontroll-Oligonukleotiden einer unspezifischen Sequenz (mimic-control) trans-
fektiert worden waren (Abb.7e und f). Umgekehrt fehlte diese zuvor beobachtete E2F1 Inhibition bei
B-Estradiol Induktion der Zellen und gleichzeitiger Transfektion dieser mit inhibierenden Oligonukleo-
tiden, die eine spezifische Blockierung der miRNA-223 (LNA-223) herbeifiihren (Abb.7g). Es zeigte
sich sogar ein leichter Anstieg des endogenen E2F1 Proteinlevels im Vergleich zu Kontroll-LNA trans-
fektierten Zellen (LNA-control). Ohne die Anwesenheit einer funktionsfahigen miRNA-223 unterblieb
also die beobachtete Reduktion des E2F1 Proteinlevels, die zuvor bei Induktion der granulozytaren
Differenzierung aufgetreten war.

Bei genauerer Untersuchung der 3‘ untranslatierten Region (3’UTR) von E2F1 lie8 sich eine kurze
Sequenz ermitteln, die eine inkomplette Komplementaritat zur 5‘-gelegenen ,seed’-Sequenz der
miRNA-223 aufweist. Dies erfiillt die notwendige Voraussetzung der Existenz einer direkten regulati-
ven Wirkung der miRNA-223 auf den E2F1 Transkriptionsfaktor (Abb.7h). Bei Untersuchungen der
3’UTR der E2F1 mRNA in Maus und Ratte zeigte sich interessanterweise, dass die in der humanen 3’
gelegenen Region gefundene potentielle Bindungssequenz fiir die miRNA-223 auch hier vorhanden
ist. Diese spezifische Sequenz scheint also Uber verschiedene Spezies hinweg konserviert zu sein
(Abb.7i).

Um die E2F1 mRNA als mogliches miRNA-223 Zielgen weiter zu untersuchen und, um die Bedeutung
der gefundenen Sequenz in der 3’UTR von E2F1 fir den Mechanismus der negativen Regulation
durch die miRNA-223 zu verifizieren, wurde ein modifizierter Luziferase-Assay durchgefiihrt. Dieser
gilt heutzutage als klassischer Ansatz zur Identifizierung von miRNA-Zielgenen. Dabei wird ein Luzife-
rase-Reporterkonstrukt verwendet, das einen Teil der 3'UTR mit der potentiellen miRNA-
Bindungssequenz hinter eine Luziferase-Gen codierende Region geklont, enthalt. Die negativ regula-
torische Wirkung einer miRNA, die tatsachlich Uber diese vorhandene potentielle Sequenz in der
3’UTR vermittelt wird, spiegelt sich dabei in einer Reduktion der Luziferaseaktivitat bei Anwesenheit
der entsprechenden miRNA wieder. In der vorliegenden Arbeit wurde also ein Vektor verwendet, der
einen Teil der 3 UTR der E2F1 mRNA mit der potentiellen miRNA-223-Bindungsstelle enthalt (pGL3-
E2F1-3'UTR wt, Abb.7h). Desweiteren wurde ein, insgesamt drei Punktmutationen in der fiir die

miRNA-223 dienenden Bindungssequenz enthaltendes zweites Konstrukt hergestellt. Dieses diente
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als Indikator der Spezifitat der gefundenen Sequenz fiir die miRNA-223 mediierte translationale Inhi-
bition (pGL3-E2F1-3’'UTR mut, Abb.7h). Diese verschiedenen Luziferase-Reporterkonstrukte wurden
jeweils gemeinsam mit miRNA-223 sequenzidentischen Oligonukleotiden (mimic-223) oder Kontroll-
Oligonukleotiden (mimic-control) in 293T Zellen transfektiert. Die Ergebnisse zeigten einen negativen
Effekt der miRNA-223 auf die Luziferaseaktivitat des pGL3-E2F1-3'UTR wt Konstrukts (Abb.7j). Die
miRNA-223 fuhrte dabei zu einer Reduktion der Luziferaseaktivitat auf ca. 60% des Ausgangswertes,
der bei alleiniger Transfektion des Luziferase-Reporterkonstrukts vorhanden war (Abb.7j, 2.Balken).
Im Gegensatz hierzu liefl sich bei Experimenten mit dem mutierten Konstrukt, das Punktmutationen
in der, fuir die miRNA-223 dienenden Bindungssequenz enthielt, kein Effekt beobachten (Abb.7k,
2.Balken). Zur Kontrolle wurden Zellen mit Oligonukleotiden einer unspezifischen Sequenz transfek-
tiert (mimic-control). Die Transfektion dieser Kontroll-Oligonukleotide zeigte weder beim Wildtyp
Luziferase-Reporterkonstrukt, noch bei der Mutante einen signifikanten Einfluss auf die Luziferaseak-
tivitat (Abb.7j und k, jeweils 3.Balken).

Bei der Transfektion von myeloischen U937 Zellen mit dem pGL3-E2F1-3’UTR wt Konstrukt und einer
zeitgleichen Blockierung der endogenen miRNA-223 Expression mittels ko-transfektierter LNA-223
zeigte sich eine deutlich starkere Luziferaseaktivitat verglichen mit Kontroll-LNA transfektierten Zel-
len (LNA-control) (Abb.7l). Bei Blockierung der endogenen miRNA-223 Aktivitat fehlte also der inhibi-
torische Einfluss auf die E2F1 Translation.

Da, wie zuvor gezeigt, die Expression der miRNA-223 durch C/EBPa induziert werden kann (Abb.5a)
und aufgrund der neuen Kenntnis der Existenz einer negativen Regulation des Transkriptionsfaktors
E2F1 durch die miRNA-223, wurde auch der Effekt C/EBPas auf die translationale Regulation analy-
siert. Ein inhibitorischer Effekt auf das pGL3-E2F1-3’UTR wt Konstrukt, konnte auch hier bei Transfek-
tion der 293T Zellen mit einem C/EBPa-exprimierenden Vektor, beobachtet werden (Abb.8a). Genau
wie zuvor in Experimenten mit mimic-223 verschwand dieser Effekt aber auch hier, bei Vorhanden-
sein einer Mutation in der potentiellen Bindungssequenz fiir die miRNA-223 (pGL3-E2F1-3'UTR mut)
(Abb.8b). Diese Beobachtung lasst vermuten, dass C/EBPa einen gewissen Teil seiner E2F1-
inhibierenden Funktion durch die Induktion und Aktivierung der miRNA-223 vermittelt. Natdrlich
kann hier aber nicht ausgeschlossen werden, dass weitere C/EBPa induzierte miRNAs in diesen Me-
chanismus involviert sind. Hierfir spriache auch die Tatsache, dass der bei Anwesenheit C/EBPas be-
obachtete negative Effekt noch starker war, als die erreichte Reduktion der Luziferaseaktivitat bei
direkter miRNA-223 Uberexpression (vgl. Abb.7j und Abb.8a).

Aus all diesen Ergebnissen lasst sich zusammenfassen, dass E2F1 ein Zielgen der miRNA-223 ist und
von dieser auf translationaler Ebene negativ reguliert wird. Bei dem zugrundeliegenden Mechanis-
mus handelt es sich um eine direkte Interaktion der 5'-gelegenen ,seed’ -Sequenz der miRNA-223 mit

einer spezifischen unvollstandig komplementaren Bindungssequenz in der 3’"UTR von E2F1. Die Tat-
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sache, dass die Region in der 3’UTR von E2F1 Uber verschiedene Spezies konserviert ist, ldsst diesen

Mechanismus der Regulation von E2F1 durch die miRNA-223 ebenfalls wichtig erscheinen.
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h.
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| Firefly luciferase E2F1 3'UTR I
E2F1 -3"UTR wit 5 GAAAGUGAGGGAGGGATTTTG.TTT???UU 3
miRNA-223 3 CCCAUAAACUGUUUGATUGiU 5
E2F1 -3'UTR mut 5 GAAAGUGAGGGAGGGAGACAGECEGECULU 3
i.
H.sapiens GATTTATTTATTGGGAAAGTGAGGGAGGGAGACAGACTGACT GACAGCCATGGGTGAT
M.musculus GCAGTTTATTTATTGGGAAAGGGAGAGGGAGACAGACTGACAGCCATGGATGGGLTGG
R.norvegicus CCAAGCAGTTTATTTATTGGGAGAGAGGGAGACAGACTGACAGCCATGGATGGGCTGG
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Abb. 7: E2F1 ist ein neues Zielgen der miRNA-223
a.-d. Die Zellen wurden fiir die angegebene Zeit in der Anwesenheit von 5uM B-Estradiol kultiviert.
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a. und c. Im Western Blot Verfahren wurde das Proteinlevel von E2F1 in den beiden Zelllinien K562-
C/EBPa-p42ER (a.) und K562-ER (c.), zu den Zeitpunkten 0O, 2, 4, 6 und 12 Stunden untersucht. Die
Immundetektion wurde mit E2F1 spezifischen Antikdrpern durchgefiihrt. Als Ladungskontrolle wurde
B-Tubulin verwendet. Die Analyse erfolgte durch densitometrisches Scannen der erhaltenen Banden
und anschlieBender Normalisierung der ermittelten Werte mit B-Tubulin.

b. und d. Nach RNA-Isolation und RT erfolgte die Analyse des mRNA Expressionslevels mittels qRT-
PCR unter Verwendung spezifischer Primer fiir E2F1 und fiir GAPDH als Kontrolle. Die Balken repra-
sentieren jeweils den Mittelwert und die Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten.
(** p<0,01)

e. U937 Zellen wurden mit 2uM mimic-223 bzw. mimic-control mittels AMAXA transfektiert. Nach
24h erfolgte die Analyse des E2F1 Proteinlevels mittels Western Blot Verfahren. Die Inmundetektion
wurde mit E2F1 spezifischen Antikorpern durchgefiihrt. Als Ladungskontrolle diente B-Tubulin. Die
Analyse erfolgte durch densitometrisches Scannen der erhaltenen Banden und anschlieRender Nor-
malisierung der ermittelten Werte mit B-Tubulin.

f. U937 Zellen wurden mit 2uM mimic-223 bzw. mimic-control mittels AMAXA transfektiert. Nach
24h erfolgte die RNA-Isolation. AnschlieRend erfolgte nach RT die Analyse des E2F1 mRNA Levels
mittels gRT-PCR mit spezifischen Primerpaaren fir E2F1 sowie GAPDH als Kontrolle.

g. K562-C/EBPa-p42ER Zellen wurden mit 160nM LNA-223 bzw. LNA-control mittels AMAXA transfek-
tiert und anschlieRend fiir 2h mit 5uM B-Estradiol kultiviert. AnschlieBend erfolgte die Analyse des
E2F1 Proteinlevels mittels Western Blot Verfahren. Die Immundetektion wurde mit E2F1 spezifischen
Antikorpern durchgefiihrt. Als Ladungskontrolle diente B-Tubulin. Die Analyse erfolgte durch densi-
tometrisches Scannen der erhaltenen Banden und anschlieRender Normalisierung der ermittelten
Werte mit B-Tubulin.

h. Schematische Darstellung der potentiellen Bindungssequenz und der verschiedenen Luziferase-
Konstrukte. Die 3’UTR von E2F1, hier als schwarze Box, liegt hinter der fiir das Luziferase-Gen codie-
renden Region. Die abgebildeten Sequenzen zeigen die potentielle Bindungsregion im 3’UTR wt
(pGL3-E2F1-3’UTR wt) und die paarende ,seed’-Sequenz der miRNA-223, sowie das mutierte Kons-
trukt mit Austausch von 3 Basenpaaren (pGL3-E2F1-3’UTR mut). Die potentielle Sequenz der Interak-
tion ist grau unterlegt abgebildet, die drei eingefiihrten Punktmutationen sind hervorgehoben.

i. Schematische Darstellung der hochkonservierten genomischen Region in der 3’UTR des E2F1 Gens
in verschiedenen Spezies. Die potentielle Sequenz der Bindung der miRNA-223 ist grau unterlegt.

j- 293T Zellen wurden mittels Lipofectamin mit 0,1ug pGL3-E2F1-3’UTR wt und 2uM mimic-223 oder
2UuM mimic-control, sowie mit jeweils 0,02ug pRLO transfektiert. Das Histogramm zeigt die Luzifera-
seaktivitat in den unterschiedlich transfektierten Zellen. Die Balken reprasentieren jeweils den Mit-
telwert und die Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten. (** p < 0,01)

k. 293T Zellen wurden mittels Lipofectamin mit 0,1ug pGL3-E2F1-3’UTR mut und 2uM mimic-control
oder 2uM mimic-223, sowie mit jeweils 0,02ug pRLO transfektiert. Das Histogramm zeigt die Luzifera-
seaktivitat in den unterschiedlich transfektierten Zellen. Die Balken reprasentieren jeweils den Mit-
telwert und die Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten. (** p < 0,01)

[. U937 Zellen wurden mittels AMAXA mit 160nM LNA-223 bzw. LNA-control transfektiert und an-
schlieBend wurde die Luziferaseaktivitat gemessen. Das Histogramm zeigt die Hohe der Luziferaseak-
tivitat in den unterschiedlich transfektierten Zellen. Die Balken reprdsentieren jeweils den Mittelwert
und die Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten. (** p < 0,01)
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Abb. 8: Wirkung C/EBPas auf die E2F1 Translation

a.+b. 293T Zellen wurden mittels Lipofectamin mit 0,1 ug pGL3-E2F1-3’UTR wt (a.) bzw. pGL3-E2F1-
3’UTR mut (b.) und 0,05ug eines C/EBPa-Vektors, sowie mit jeweils 0,02pg pRLO transfektiert. Das
Histogramm zeigt die Levels der Luziferaseaktivitat in den unterschiedlich transfektierten Zellen. Die
Balken reprasentieren jeweils den Mittelwert und die Standardabweichung von drei unabhdngigen
Experimenten. (** p <0,01)

3.3 Die Bedeutung der miRNA-223 und der E2F1-Inhibition fiir die Granulopoese
Die miRNA-223 spielt eine wichtige Rolle fiir die regelrechte Ausreifung granulozytarer Vorlauferzel-
len *® und ihre stark myelo- bzw. granulospezifische Funktion konnte sowohl in humanen, als auch in

112427 Dies konnte in der vorliegenden Arbeit mittels Uberexpres-

Mauszellen charakterisiert werden
sions- und ,Knockdown‘-Experimente bestatigt und durch Untersuchung der biologische Relevanz der
Inhibition des neu identifizierten Zielgens E2F1 fiir die granulozytare Differenzierung weitergefiihrt
werden.

Fiir die Uberexpression wurde die pre-miRNA-223-Sequenz in einen Expressionsvektor geklont (223-
vector), der dann in myeloische Zellen (Kasumi-6) transfektiert wurde. Im Vergleich zu den Kontroll-
Vektor transfektierten Zellen (control-vector) wiesen die den miRNA-223-Vektor iberexprimierenden
Zellen eine etwa doppelt so starke miRNA-223 Expression auf (Abb.9a). Zum Zeitpunkt des Erreichens
des genannten Expressionslevels wurden die Zellen auf Zeichen der Differenzierung hin untersucht.
Hierfir wurden die Expression der mRNA des G-CSF-und des M-CSF-Rezeptors (G-CSF-R, M-CSF-R)
analysiert. Dabei zeigte sich ein spezifischer Anstieg der G-CSF-R mRNA Expression in Kasumi-6 Zel-
len, die mit dem miRNA-223-Vektor transfektiert wurden auf etwa das Doppelte der Ausgangsex-
pression (Abb.9b). Hingegen zeigte sich bei der Analyse der M-CSF-R Expression keine signifikante
Veranderung (Abb.9c). Die Ergebnisse wurden durch jeweiligen Vergleich mit Kontroll-Vektor trans-

fektierten Zellen ermittelt. Ebenso zeigten Experimente, in denen die miRNA-223 Uberexpression

mittels der Transfektion sequenzidentischer Oligonukleotide (mimic-223) in den myeloischen U937
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Zellen erfolgte, dass diese Zellen ebenfalls Zeichen einer granulozytaren Differenzierung aufwiesen.
Dies konnte durch einen Anstieg der Expression des fiir die Granulopoese spezifischen Oberflachen-
markers CD15 nachgewiesen werden (Abb.9d). Dieser Anstieg blieb in der Kontrolle bei Transfektion
der Zellen mit Oligonukleotiden einer unspezifischen Sequenz (mimic-control) aus. Diese, fur die
Granulopoese spezifische Bedeutung der miRNA-223 bestatigte sich auerdem durch die zeitgleich
unverandert geringe CD14 Expression, deren Anstieg auf eine monozytare Differenzierung der Zellen
hinwiese (Abb.9e). Die Effektivitat der Transfektion mit mimic-Oligonukleotiden wurde durch Trans-
fektion der Zellen mit einer entsprechenden Menge siGloRed als Indikator liberprift und ergab eine
Transfektionsrate von ca. 70% der Zellen (Abb.10a).

Zur weiteren Untersuchung und Fundierung der kritischen Funktion der miRNA-223 in der Granulo-
poese, wurden Experimente durchgefiihrt, in denen die miRNA-223 blockiert wurde. Dies erfolgte
durch zuvor erwahnte Oligonukleotide, sogenannte LNAs (locked nucleic acid), die durch eine komp-
lementare Sequenz an ihre microRNA binden und diese in eine inaktive Form tberfiihren®. Die Ver-
wendung der LNA gegen die miRNA-223 (LNA-223) ermoglicht so die Untersuchung der Effekte deren
spezifischer Inhibition. Kasumi-6 Zellen, die mit der LNA-223 transfektiert wurden, zeigten im Ver-
gleich zu Kontroll-LNA transfektierten Zellen (LNA-control) eine Reduktion der miRNA-223 Expression
auf etwa die Halfte des Ausgangswertes (Abb.9f). Kasumi-6 Zellen, deren granulozytare Differenzie-
rung mit RA induziert werden kann, wurden mit LNA-223 bzw. mit Kontroll-LNA transfektiert und
gleichzeitig mit RA behandelt, anschlieBend erfolgte die Analyse der Expression des fiir die Granulo-
zytose spezifischen Differenzierungsmarkers CD15. Die LNA-223 transfektierten Zellen wiesen dabei
eine um ca. 40% geringere Expression des granulozyten-spezifischen CD15 Oberflachenproteins auf,
als Zellen, die mit Kontroll-LNA transfektiert worden waren (Abb.9g: RA+LNA-223: 27% CD15-positiv;
RA+Kontroll-LNA: 41% CD15-positiv;). Kasumi-6 Zellen, die nur mit RA behandelt wurden waren
durchschnittlich zu 43% CD15 positiv. Bei Uberpriifung der Transfektionseffektivitat mittels Fluores-
ceinisothiocyanat-markierter-LNA (FITC-LNA) lieR sich eine ca. 80% Transfektionsrate ermitteln
(Abb.10b).

Um die Signifikanz der E2F1 Inhibition, die durch die miRNA-223 gewahrleistet werden kann
(Abb.7e), fiir den geregelten Ablauf der Differenzierung in der Granulopoese zu untersuchen, wurden
U937 Zellen, die zur E2F1-Uberexpression transient mit einem entsprechenden Expressionsvektor
transfektiert wurden, mit RA als Differenzierungssignal behandelt. Unbehandelte und mit einem
Kontrollvektor transfektierte Zellen dienten als Kontrolle und waren zu 1% positiv flr die Expression
des granulozyten-spezifischen CD15 Oberflaichenmarkers. Die Behandlung mit RA fiihrte zu einem
Anstieg des Anteils der CD15 positiven Zellen auf 23%, hingegen waren die Zellen, die statt des Kont-
rollvektors, den Transkriptionsfaktor E2F1 Uberexprimierten nach entsprechender RA Behandlung

lediglich zu 12% CD15 positiv (Abb.11). Dies belegt den starken differenzierungshemmenden Effekt
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von E2F1 und zeigt, wie kritisch sich eine gesteigerte Expression bzw. eine fehlende E2F1 Inhibition
auf die granulozytéare Differenzierung auswirken kann.

Die genannten Ergebnisse durch Uberexpression und Blockierung der miRNA-223 bestitigen eine
wichtige und fir die granulozytare Differenzierung spezifische Funktion der miRNA-223. Sie vermag
in gewissem Malde eine Differenzierung zu induzieren und ihr Fehlen fiihrt zu einer Stérung im nor-
malen Ablauf der Granulopoese, selbst beim Vorhandensein starker Differenzierungssignale, wie hier
der Retinolsdure. Desweiteren konnte gezeigt werden, wie bedeutsam das neu identifizierte Zielgen

E2F1 und wie relevant dessen Inhibition fir die granulozytare Differenzierung ist.
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Abb. 9: Uberexpression und Blockierung der miRNA-223

a. Kasumi-6 Zellen wurden mit dem 223- bzw. mit dem Kontroll-Vektor transfektiert. 48h nach Trans-
fektion erfolgte nach RNA-Isolation und RT die Analyse der miRNA-223 Expression mittels qRT-PCR
unter Verwendung spezifischer Primer fir die miRNA-223, sowie fiir U6 als Kontrolle. Die Balken rep-
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rasentieren den Mittelwert und die Standardabweichung des miRNA-223/U6 Verhéltnisses von drei
unabhangigen Experimenten. (** p < 0,01)

b. und c. Kasumi-6 Zellen wurden mit dem 223- bzw. mit dem Kontroll-Vektor transfektiert. 48h nach
Transfektion erfolgte nach RNA-Isolation und RT die Analyse der G-CSF-R- und der M-CSF-R mRNA
Expressionslevels mittels qRT-PCR unter Verwendung spezifischer Primer fiir G-CSF-R und M-CSF-R
sowie flir GAPDH als Kontrolle. Die Balken reprasentieren jeweils den Mittelwert und die Standard-
abweichung des G-CSF-R/GAPDH bzw. des M-CSF-R/GAPDH Verhaltnisses von drei unabhingigen
Experimenten. (** p <0,01)

d. und e. U937 Zellen wurden mit mimic-223 bzw. mimic-control transfektiert. 48h nach Transfektion
erfolgte die Analyse der Differenzierung anhand der Bestimmung des prozentualen Anteils der Zel-
len, die positiv flir eine CD15- bzw. CD14-Oberflachenexpression waren durch FACS-Analyse. Die Bal-
ken reprasentieren jeweils den Mittelwert und die Standardabweichung des prozentualen Anteils der
CD15- bzw. CD14-positiven Zellen von drei unabhangigen Experimenten. (* p < 0,05)

f. Kasumi-6 Zellen wurden mit dem 160nM LNA-223 oder LNA-control transfektiert. Nach RNA-
Isolation und RT erfolgte die Analyse mittels gRT-PCR unter Verwendung spezifischer Primer flr die
miRNA-223 und fiir U6 als Kontrolle. Die Balken reprasentieren jeweils den Mittelwert und die Stan-
dardabweichung des miRNA-223/U6 Verhiltnisses drei unabhangiger Experimente. (* p < 0,05)

g. Kasumi-6 Zellen wurden mit 160nM LNA-223 bzw. mit 160nM Kontroll-LNA transfektiert und an-
schlieRend fiir 48h mit 10°M RA behandelt. Die Analyse der Differenzierung erfolgte anhand der
Bestimmung des prozentualen Anteils der Zellen, die positiv fir eine CD15- bzw. CD14-
Oberflachenexpression waren mittels Durchflusszytometrie. Die Balken reprasentieren jeweils den
Mittelwert und die Standardabweichung des prozentualen Anteils der CD15- bzw. CD14-positiven
Zellen von drei unabhadngigen Experimenten. (* p < 0,05)
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Abb. 10: Transfektionseffizienz fiir LNA- und mimic-Oligonukleotide

a. U937 wurden mit 4uM siGloRed transfektiert.

b. Kasumi-6 Zellen wurden mit 160nM FITC-markierter LNA transfektiert.

Der prozentuale Anteil der transfektierten Zellen wurde jeweils durch FACS-Analyse ermittelt.
(**p<0,01)
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Abb. 11: E2F1 inhibiert die granulozytare Differenzierung

U937 Zellen wurden zunachst mittels AMAXA mit 2ug eines E2F1-exprimierenden Vektors bzw. eines
Kontrollvektors transfektiert, dann erfolgte 12h spater die Behandlung dieser Zellen mit 1uM RA. 72h
nach der Transfektion bzw. 60h nach der Induktion mit RA erfolgt die Analyse der Oberflachenex-
pression von CD15 mittels FACS-Analyse.



44

a. Exemplarische Darstellung je eines der verschiedenen ,Dot blot Profile’ der FACS-Analyse.
b. Histogramm zur FACS-Analyse. Die Balken reprasentieren jeweils den Mittelwert und die dazuge-
horige Standardabweichung dreier unabhangiger Experimente. (** p < 0,01)

3.4 Antiproliferative Funktion der miRNA-223
Transgene Mause, die eine Mutation des C/EBPa-Gens in einer, fir die E2F1 Inhibition wichtigen
Region tragen, weisen einen hohen Anteil an myeloischen Vorlauferzellen auf und dabei speziell Zel-

126 Dies ist Folge der fehlenden antiproliferativen Funktion C/EBPas. Eine

len der GMP Population
Anreicherung unreifer myeloischer Vorlauferzellen ist eines der typischen Merkmale einer Stérung
der regelrechten Myelo- bzw. Granulopoese, die auch akut myeloische Leukdmien charakterisiert. In
einer kirzlich veraffentlichten Arbeit konnte auch bei miRNA-223 7~ Miusen eine Anreicherung und
Akkumulation unreifer GMPs beobachtet werden *. Aufgrund der groRen Bedeutung von E2F1 fiir
die Kontrolle der Zellzyklus Progression einerseits und der antiproliferativen Funktion C/EBPas ande-
rerseits, sowie aufgrund des regulatorischen Einflusses von C/EBPa auf die miRNA-223 (Abb.5) und
deren inhibitorische Wirkung auf E2F1 wéahrend der Granulopoese (Abb.7), wurde eine mogliche
antiproliferative Funktion der miRNA-223 wahrend der myeloischen Differenzierung untersucht.
Hierzu wurden U937 Zellen mit mimic-223 bzw. mimic-control Oligonukleotiden transfektiert und
anschlieRend erfolgte die Analyse der Proliferation anhand taglicher Zellzahlbestimmungen. Die
Auswertung dieser ergab, dass die Uberexpression der miRNA-223 zu einer Reduktion der Proliferati-
on myeloischer U937 Zellen fiihrt. Verglichen mit den Kontroll-Oligonukleotid (mimic-control) trans-
fektierten Zellen zeigte sich eine um ca. 25% reduzierte Zellproliferation bei Anwesenheit der miRNA-
223 (Abb.12a).

Zur Validierung des beobachteten Effektes erfolgte in diesen U937 Zellen eine Zellzyklusanalyse. Da-
bei zeigte sich eine signifikante Verdanderung der prozentualen Verteilung der Gesamtpopulation auf
die verschiedenen Phasen des Zellzyklus. Verglichen mit der Kontroll-Oligonukleotid Transfektion
flihrte die Anwesenheit der mimic-223 Oligonukleotide zu einer signifikanten Abnahme der Anzahl

der in der S-Phase befindlichen Zellen und zur Akkumulation derer in der GO/1 Phase (Abb.12b+c).
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Abb. 12: Antiproliferative Funktion der miRNA-223

a. U937 Zellen wurden mit 4uM mimic-223 bzw. mimic-control mittels Lipofectamine 2000™ trans-

fektiert. AnschlieBend erfolgte 4 Tage lang taglich eine Zellzdhlung in 3 unabhangigen Transfektionn-
sansatzen.
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b. Zellzyklus-Analyse in U937 Zellen, die mit 8uM mimic-223 bzw. mimic-control mittels Lipofectami-
ne 2000™ transfektiert worden waren. Durch FACS-Analyse erfolgte die Ermittlung der prozentualen
Verteilung der Zellen in die einzelnen Phasen des Zellzyklus, dabei wurden G1, S und G2/M Phase
unterschieden. Exemplarisch dargestelltes Ergebnis der FACS-Analyse jeweils eines der Experimente
in mimic-223 und mimic-control transfektierten Zellen.

c. Histogramm zur Zellzyklus-Analyse. Die Balken reprasentieren jeweils den Mittelwert und die da-
zugehorige Standardabweichung von drei unabhdngigen Experimenten. ( ** p < 0,01, * p < 0,05)

3.5 Verschiedene AML Subtypen weisen ein reduziertes miRNA-223 Expressionslevel auf

In der Leukdmogenese spielt das Fehlen oder die Dysfunktion wichtiger Differenzierungsvorgiange
regulierender Faktoren eine bedeutende Rolle. Solche Regulationsstérungen fiihren bei der AML zu
einem Differenzierungsblock im Stadium friher Vorlduferzellen, wodurch es zu einer Akkumulation
unreifer Blasten im Knochenmark kommt. Einer der Transkriptionsfaktoren, dessen Dysfunktion in
leukdmischen Blasten einiger AML Subtypen beobachtet wurde, ist C/EBPa. Seine Tumorsuppresso-
raktivitat wird durch verschiedene Translokationen, die in AML Subtypen zu finden sind, supprimiert

31798288 der aber das Protein selbst liegt in mutierter, nicht normal funktionsfahiger Form vor

80,100,117

Auch microRNAs, als weitere regulierende Faktoren, greifen nicht nur in physiologische Prozesse ein,
sondern spielen auch bei der malignen Transformation und der Pathogenese verschiedener Tumor-
entitdten eine Rolle. In verschiedenen Arbeiten konnten bereits Korrelationen zwischen verdanderten

1185 Dabei wur-

miRNA-Expressionsmustern und bestimmten Tumorentitdten dokumentiert werden
de haufiger eine Reduktion der Expression bestimmter miRNAs in den maligne transformierten Zel-
len, verglichen mit dem jeweils entsprechenden gesunden Gewebe, beobachtet. Diese verminderte
Expression einzelner miRNAs ldsst die Annahme zu, dass es sich bei diesen miRNAs um tumorsuppri-
mierende Faktoren handelt. Ein Fehlen dieser kann somit einen fordernden Einfluss auf maligne
Transformationen haben.

Sowohl vorausgegangene, als auch Ergebnisse dieser vorliegenden Arbeit belegen die durch C/EBPa
vermittelte Induktion der miRNA-223 Expression wahrend der granulozytaren Differenzierung und
die besondere Bedeutung der miRNA-223 fiir die Granulopoese ** (Abb.5,9).

Da also die Transkription der miRNA-223 durch C/EBPa reguliert wird und fur die Reifung der Granu-
lozyten wichtig ist, und da C/EBPa in einigen AML Subtypen entweder inhibiert, vermindert expri-
miert oder mutiert vorliegt, stellt sich die Frage, ob sich diese gestdrte Funktion von C/EBPa auch mit
einer verminderten miRNA-223 Expression einhergeht. Bisher bekannt ist, dass eine verminderte
miRNA-223 Expression oder ihre vollstadndige Abwesenheit zu Stérungen in der Granulopoese und zur

Anreicherung von Vorlauferzellen fiihrt ***.
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Es wurden insgesamt 18 Patientenproben hinsichtlich ihrer miRNA-223 Expression untersucht
(Tab.12). Die Patientenproben mit normalem Karyotyp, bei denen keine Funktionsstérung C/EBPas
bekannt war, dienten als Kontroll- bzw. Vergleichsgruppe. Das Patientenprobengut setzte sich aus
jeweils 3 Proben der folgenden AML Subtypen zusammen: Translokation t(8;21), Translokation
t(15;17), Komplexer Karyotyp (ck), FIt3-ITD (FMS-like-tyrosine-kinase3 mit interner Tandemduplikati-
on), AML mit C/EBPA-Mutation (CEBPA mut) und 3 Proben von Patienten mit normalem Karyotyp
(nk).

Bei der Analyse des miRNA-223 Expressionslevels bestatigte sich die Annahme, dass in AML Subtypen
mit bekannter Storung der Funktion C/EBPas die Regulation der miRNA-223 beeinflusst und damit
seine regelrechte Expression vermindert ist. Im Vergleich zu den Expressionslevels bei AML mit nor-
malem Karyotyp (Abb.13, Nr.1-3) zeigten nahezu alle untersuchten AML Subtypen eine reduzierte
Expression der miRNA-223 (13, Nr. 4-17).

Desweitern wurde die Expression der miRNA-223 in CD34+ Vorlauferzellen untersucht. In diesen
undifferenzierten Zellen konnte ebenfalls eine reduzierte Expression der miRNA-223 eruiert werden.
Diese Korrelation einer geringeren Expressionen bestimmter miRNAs in AML und in gesunden Vor-
lauferzellen konnte auch in der Vergangenheit schon fiir beobachtet werden und deutet auf die vor-
handene Unreife dieser Zellen hin *°.

Zusammengefasst zeigt also eine Gruppe von AML Subtypen, denen eine Funktionsstérung C/EBPas
gemeinsam ist, im Vergleich zu einem AML Subtyp (nk) ohne eine bekannte Beeintrachtigung von

C/EBPa ein vermindertes Expressionsniveau der miRNA-223.
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Tab. 12: Charakteristika der AML Patientenproben

Patientenprobe | FAB Blasten% | Karyotyp/Translokation Mutation

1 M4 80 46,XX

2 M2 60 46,XX

3 M1 90 46,XX

4 M2 unbekannt 46,XY t(8;21)

5 M2 30 46,XY,t(8;21)

6 M2 60 45X,-X,t(8;21)

7 M3 90 46,XY,t(15;17)

8 M3 94 46,XY,t(15;17)

9 M3v 95 46,XY, t(15;17)

10 M2 85 46,XX (komplexer Karyotyp)

11 MO 70 46,XX (komplexer Karyotyp)

12 M0/M1 90 46,XY (komplexer Karyotyp)

13 M4 80 46,XX FLT3+

14 M2 60 46,XX FLT3+

15 M1 90 46,XX FLT3+

16 M2 unbekannt unbekannt CEBPA+

17 M2 30 46,XY CEBPA+

18 M2 60 46,XX CEBPA+
Abb.13
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Abb. 13: Reduzierte Expression der miRNA-223 in verschiedenen AML Subtypen

Das miRNA-223-Expressionslevel in den verschiedenen AML Patientenproben sowie in den CD34+
Zellen wurden nach RNA-Isolation und RT in cDNA, mittels gRT-PCR ermittelt und als miRNA-223/U6
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Verhaltnis dargestellt. Die einzelnen Balken reprasentieren jeweils den Mittelwert und die zugehori-
ge Standardabweichung von drei unabhdngigen Experimenten einer AML- Patientenprobe bzw. der
untersuchten CD34+ Proben (CB, PB). (* p< 0,05 , ** p<0,01)

3.6 E2F1reguliert in einem ,Feedback-Loop’ die miRNA-223 Transkription

Sowohl die lange bekannten Transkriptionsfaktoren, als auch die erst kiirzlich entdeckten miRNAs
spielen bei der Regulation der Genexpression eine wichtige Rolle. Dabei ist sowohl anzunehmen, dass
beide Gruppen kooperativ agieren, als auch von gegenseitigen Regulationsmechanismen zwischen
Transkriptionsfaktoren und miRNAs auszugehen. Eine interessante Art der gegenseitigen Beeinflus-
sung sind Schaltkreise mit einer negativen Riickkopplung, sog. ,Feedback-Loops’. Diese konnten be-
reits fiir verschiedene miRNAs und ihre Zielgenen beschrieben werden 1%2*°%108124,

In verschiedenen Arbeiten wurde inzwischen beobachtet, dass der Transkriptionsfaktor E2F1 die
Fahigkeit besitzt miRNAs zu regulieren und, dass dies auch fir die Pathogenese verschiedener Tumo-

ren von Bedeutung sein kann 8198119

. Basierend auf der Beobachtung einer inversen Korrelation zwi-
schen der Expression der miRNA-223 und der des E2F1 Transkriptionsfaktors (Abb.7e,g) wurde die
Existenz einer zwischen diesen beiden Faktoren vorhandenen gegenseitigen Regulation, im Sinne
eines negativen Rilickkopplungsmechanismus, angenommen. Hierzu wurde der Frage der Existenz
eines regulatorischen Einflusses von E2F1 auf die miRNA-223 Expression nachgegangen. Bei Uberex-
pression von E2F1 in myeloischen U937 Zellen (Abb.14a) und ergab die anschlieBende Analyse der
miRNA-223 Expression in diesen Zellen, dass sich diese umgekehrt proportional zum Expressionslevel
von E2F1 verhielt: eine Uberexpression von E2F1 ging einher mit einem deutlich verminderten miR-
NA-223 Level (Abb.14b). Dabei zeigte sich eine Reduktion der miRNA-223 Expression um etwa 60%
im Vergleich zu Kontroll-Vektor transfektierten Zellen (control-vector) (Abb.14b)

Um zu beantworten, ob es sich hierbei um eine direkte negative Regulation der miRNA-223 Trans-
kription durch E2F1 handeln kdnnte, wurde zunachst der von Fukao et al. identifizierte ,core’ Promo-
tor der miRNA-223 (Ppri-miRNA-223-Promotor *’) auf mégliche Bindungsmotive fiir E2F1 mit Hilfe
der Transfac Software untersucht. Bei der Sequenzanalyse des genannten Promotors fanden sich
tatsachlich 2 potentielle Bindungsstellen fir E2F1. Eine dieser lag interessanterweise in der von Fu-
kao et al. identifizierten hochkonservierten Region des Ppri-miRNA-223-Promoters, der sogenannten
,conserved region’, wenige Basenpaare vor der Transkriptionsstartseite gelegen (Abb.14c). Fiir den
Nachweis eines regulatorischen Einflusses von E2F1 auf diesen ,core’ Promotor wurden Luziferase-
Assays flir den Ppri-miRNA-223-Promotor durchgefiihrt. Hierflir wurden myeloische U937 Zellen mit
den in Abb.1l4c dargestellten Luziferasekonstrukten: dem Ppri-miRNA-223-Prom-1 (-1205bp bis
+23bp des Ppri-miRNA-223-Promotors) und mit dem Ppri-miRNA-223-Prom-2 (-293bp bis +23bp des

Ppri-miRNA-223-Promotors) oder zur Kontrolle mit dem leeren pGL3 Vektor, transfektiert. Die Ko-
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Transfektion des Ppri-miRNA-223-Prom-1 Konstrukts mit einem E2F1-exprimierenden Vektor flhrte
dabei zu einer Reduktion der Luziferaseaktivitat auf ca. 40% des Ausgangswertes (Abb.14d, 2.Balken).
Bei Ko-Transfektion des E2F1-Expressionsvektors mit dem Ppri-miRNA-223-Prom-2 Konstrukt, das
nur eine der beiden E2F1-Bindungssequenzen enthalt, sowie mit dem leeren pGL3 Vektor hingegen,
konnte kein signifikanter negativer Effekt beobachtet werden (Abb.14d, 4. und 6. Balken). Desweite-
ren fanden sich im Ppri-miR-223-Promoter auch zwei CCAAT-Motive, die bekannterweise C/EBPa als
Bindungssequenz dienen. Die gleichzeitige Transfektion von C/EBPa-exprimierenden Vektoren fuhrte
zwar zu einer Steigerung der Luziferaseaktivitat, allerdings schien es sich hierbei um einen unspezifi-
schen Effekt C/EBPas auf den pGL3 Vektor zu handeln, da dieser Effekt in gleicher Hohe bei Ko-
Transfektion mit dem leeren pGL3 Vektor zu beobachten war.

Bei der durch Fazi et al. erstmals beschriebenen regulatorischen Funktion C/EBPas auf die miRNA-
223 Expression war ein anderer, innerhalb des zweiten Introns des miRNA-223 Gens liegender, Pro-
motor fir die Transkriptionsaktivierung durch C/EBPa identifiziert worden **. Eine Untersuchung der
Sequenz dieser Region, zeigte ebenfalls das Vorhandensein zweier, theoretisch eine E2F1 Bindung
ermoglichender Sequenzen. Bei Luziferase Assays fiir diesen, von Fazi et al. beschriebenen Pre-miR-
223-Promotor (Abb.15a) konnte allerdings kein regulatorischer Effekt durch die Anwesenheit von
E2F1 eruiert werden. Hingegen zeigte C/EBPa den zuvor von Fazi et al. beschriebenen transaktivie-
renden Effekt, der sich in einer signifikanten Steigerung der Luziferaseaktivitat bei Ko-Transfektion
dieses Pre-miR-223-Promotors und eines C/EBPa-exprimierenden Vektors wiederspiegelte, vergli-
chen mit der Ko-Transfektion des leeren pGL3 Vektors mit C/EBPa (Abb.15b).

Nach dieser neu entdeckten Repressorfunktion von E2F1 stellte sich die Frage nach der fir diese
Funktion wichtigen Domane innerhalb des E2F1 Proteins. Hierzu wurden die Experimente mit dem
Ppri-miRNA-223-Prom-1, erneut mit unterschiedlichen E2F1-Mutanten durchgefiihrt. Dabei zeigte
die Mutation in der DNA-bindenden Region im E2F1 Gen (E2F1 Eco132) eine nahezu unbeeintrachtig-
te inhibitorische Funktion verglichen mit dem Wildtyp Protein (E2F1 wt). Hingegen fihrte die Deleti-
on der C-terminal gelegenen Transaktivierungsdomane (E2F1;.,54) zu einem kompletten Verlust der
Repressorfunktion von E2F1. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Transaktivierungsdomane von E2F1
fiir dessen inhibitorischen Effekt auf die miRNA-223 Expression essentiell ist (Abb.14e).
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse also, dass E2F1 als Repressor auf die miRNA-223 Trans-
kription wirkt. E2F1 agiert als eine Art Gegenspieler des, die miRNA-223 aktivierenden Transkripti-
onsfaktors C/EBPa. Die Vermittlung dieser Effekte ist aber nicht durch eng zusammenliegende Se-
guenzen im miRNA-223 Gen, sondern durch unterschiedliche, derzeit in ihrer hierarchischen Bedeu-

tung noch nicht naher bestimmte ,Promotorsequenzen’ vermittelt.
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Abb. 14: Regulation der miRNA-223 durch E2F1

a. 24h nach der Transfektion eines E2F1 exprimierenden Vektors in U937 Zellen erfolgte nach RNA-
Isolation und RT die Analyse der E2F1 Expression mittels gRT-PCR unter Verwendung spezifischer
Primer flr die E2F1 und GAPDH als Kontrolle. Die Balken reprasentieren jeweils den Mittelwert und
die Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten. (** p < 0,01)

b. 24h nach der Transfektion eines E2F1 exprimierenden Vektors in U937 Zellen erfolgte nach RNA-
Isolation und RT die Analyse der miRNA-223 Expression mittels qRT-PCR unter Verwendung spezifi-
scher Primer fiir die miRNA-223 und fiir U6 als Kontrolle. Die Balken reprasentieren jeweils den Mit-
telwert und die Standardabweichung von drei unabhangigen Experimenten. (** p < 0,01)

c. Schematische Darstellung des humanen miRNA-223 Gens mit Lokalisation des Ppri-miRNA-223-
Promotors mit der ,conserved region’, potentiellen Bindungssequenzen fiir E2F1 sowie verwendeter
Ppri-miRNA-223-Promotor-Reporterkonstrukte. Zahlen relativ zur Transkriptionsstartseite als +1.
d.-e.U937 Zellen wurden mit insgesamt 0,7ug des Ppri-miRNA-223-Prom-1, -2 oder pGL3 basic vec-
tor, sowie mit 0,2ug eines E2F1 Expressionsvektors (wt, E2F1Eco132, E2F1,.,54) und 0,1pg pRLO trans-
fektiert. Das Histogramm zeigt die Hohe der Promotoraktivitdt in den unterschiedlich transfektierten
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Zellen. Die Balken reprasentieren jeweils den Mittelwert und die Standardabweichung von drei
unabhangigen Experimenten. (* p < 0,05, ** p<0,01)

Abb.15
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Abb.15 Regulation der miRNA-223 C/EBPa

a. Schematische Darstellung des humanen miRNA-223 Gens mit Lokalisation des Pre-miRNA-223-
Promotors und den von Fazi et al. identifizierten C/EBPa- und NFI-A-Bindungssequenzen, sowie Dar-
stellung des verwendeten Pre-miRNA-223-Promotor-Konstruktes. Zahlenangaben relativ zur Trans-
kriptionsstartseite als +1.

b.+c. U937 Zellen wurden mit insgesamt 0,7ug des Pre-miRNA-223-Promotors (b.) bzw. des pGL3
basic vectors (c.) und jeweils mit 0,05ug eines C/EBPa Expressionsvektors und 0,1ug pRLO transfek-

tiert. Die Balken reprasentieren jeweils den Mittelwert und die Standardabweichung von drei unab-
hangigen Experimenten. (**p<0,01)
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4 Diskussion

4.1 Kontext der Arbeit

Die Hamatopoese wird heute als ein dynamischer Prozess verstanden, dessen geregelter Ablauf von
der pluripotenten Stammzelle bis hin zu einer ausdifferenzierten Zelle eines bestimmten Zelltyps
durch das Zusammenspiel verschiedener Signale in der Zelle gewahrleistet wird. Kommt es zu einer
Stérung innerhalb dieser regulatorischen Mechanismen, so kann dies zu einer Dysbalance zwischen
Proliferation und Differenzierung fiihren. Folge einer solchen kann die fehlende Ausreifung und die
gleichzeitig starke Vermehrung entsprechender undifferenzierten Vorlauferzellen sein.

Auch microRNAS sind in diese regulatorischen Netzwerke involviert. Das Zusammenwirken und die
Interaktion dieser neu entdeckten kleinen Molekiile mit den klassischen Transkriptionsfaktoren

konnte in verschiedenen Arbeiten bereits belegt werden %*°%107,108.124

. Das Hauptaugenmerk bei der
Erforschung der Relevanz der miRNAs flr physiologische und pathologische Abldufe liegt auf der
Identifizierung neuer durch sie regulierter Gene. Innerhalb der groRen Zahl moglicher Zielgene konn-
ten allerdings bisher nur wenige verifiziert werden. Es ist daher von grolRer Bedeutung, diejenigen
Zielgene einer miRNA zu identifizieren, die tatsachlich von biologischer Bedeutung sind. Dabei liegt
der Fokus nicht nur auf der Erlangung neuer Erkenntnisse zur physiologischen Funktion einzelner
miRNAs, sondern es besteht auch Interesse, die Rolle einzelner miRNAs in pathologischen Prozesse
genauer zu verstehen.

Das Expressionsmuster von miRNAs ist von Gewebe zu Gewebe, von Zelltyp zu Zelltyp, sehr unter-
schiedlich. So konnten auch fir das hamatopoetische System miRNAs identifiziert werden, deren
Expression spezifisch flr die verschiedenen Zelltypen des Blutes ist. Der derzeitige Wissensumfang
Uber Involvierungen verschiedener miRNAs in die Entstehung hamatologischer Malignitadten ist bis-
her noch gering.

Die Expression der miRNA-223 ist spezifisch fir myeloische Zellen des hamatopoetischen Systems, sie
spielt speziell eine Rolle in der granulozytdren Differenzierung myeloischer Vorlauferzellen und wir

prazise durch myeloische Transkriptionsfaktoren reguliert **?”*

. C/EBPaq, ein fur die Granulopoese
essentieller Transkriptionsfaktor, wurde durch Fazi et al. als einer dieser Regulatoren der miRNA-223
identifiziert **. Die Regulation der miRNA-223 durch C/EBPa war hier zuerst durch Retinolsaure In-
duktion von NB4 Zellen, einer APL-Zelllinie, nachgewiesen worden. Die Retinolsdure induziert neben
C/EBPa auch die Expression verschiedener anderer Faktoren, daher kénnten theoretisch auch weite-
re Faktoren dem beobachteten Anstieg der miRNA-223 Expression zugrundeliegen. Um die spezifisch
durch C/EBPa vermittelte Transaktivierung der miRNA-223 ermitteln zu kénnen, wurde in der vorlie-

genden Arbeit das Modell einer C/EBPa induzierbaren Zelllinie verwendet. Die gezielte C/EBPa In-

duktion zeigte dabei einen pulsartigen Anstieg der miRNA-223 Expression und baldigen erneuten
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Riickgang zum Ausgangslevel (Abb.5a). Dies lasst annehmen, dass die miRNA-223 besonders zu Be-
ginn der granulozytaren Differenzierung eine kritische Rolle spielt.

C/EBPa’-Miuse weisen einen Differenzierungsstérung auf, die sich auf die neutrophilen Granulozy-
ten beschrankt. Eine fehlende C/EBPa Expression fuhrt speziell zur Blockierung der Weiterentwick-
lung von CMPs zu GMPs. Gleichzeitig reicht die alleinige Expression C/EBPas aus, um in bipotenten
Vorlauferzellen eine granulozytdre Differenzierung zu induzieren. Experimente mit miRNA-2237-
M3usen zeigen ebenfalls eine Stérung der Granulopoese und eine Akkumulation von GMPs *°.

Diese bisherigen Erkenntnisse weisen ebenfalls darauf hin, dass der miRNA-223, genau wie C/EBPa
17118 aine besondere Bedeutung in der frilhen Granulopoese zukommt. Da ein Fehlen der miRNA-
223 teils dhnliche Charakteristika einer fehlenden oder reduzierten C/EBPa Expression aufweist ist
auBerdem anzunehmen, dass einige Funktionen des oft als ,Masterregulator’ bezeichneten Trans-
kriptionsfaktors C/EBPa in enger Verbindung mit dem Vorhandensein der miRNA-223 stehen oder fiir
deren Vermittlung die Expression der miRNA-223 essentiell ist. Weitere Aufschliisse hierzu kdnnten
zukiinftige Analysen vergleichender Untersuchungen entsprechender Knockout Mause geben.

Das bereits identifizierte Zielgen NFI-A ist nur eines, moglicher hunderter von Genen, die durch die
miRNA-223 reguliert sein kdnnten. Da miRNAs negativ regulatorische Effekte ausiiben zahlen im Falle
der miRNA-223 zu moglichen Zielgenen vor allem solche, deren Suppression wahrend der Zelldiffe-
renzierung wichtig ist und gewahrleistet sein muss um den geregelten Ablauf der Granulopoese zu
ermoglichen. Hierbei bestand, auf dem Hintergrund der Regulation der miRNA-223 durch C/EBPa,
spezielles Interesse an der Untersuchung der Rolle der miRNA-223 in der Vermittlung inhibitorischer
Funktionen von C/EBPa, vor allem seiner Hemmung proliferationsférdernder Faktoren. Eine der kri-
tischsten Komponenten dieser antiproliferativen Funktion C/EBPas ist die Inhibition des Transkripti-
onsfaktors E2F1. E2F1 ist ein bekannter proliferationsférdernder Transkriptionsfaktor, der als eine
Art Gegenspieler C/EBPas die Progression des Zellzyklus fordert. Wahrend der Granulopoese ist die
Inhibition von E2F1 fiir den regelrechten Ablauf der Zelldifferenzierung von essentieller Bedeutung ¥’
Aufgrund der bisherigen Erkenntnisse Gber die durch C/EBPa induzierbare miRNA-223 Expression
wahrend der Differenzierung und wegen der noch nicht vollstandigen Klarung der Mechanismen der
C/EBPa-vermittelten E2F1 Inhibition, wurde der Frage nachgegangen, ob es sich bei E2F1 um ein
mogliches neues Zielgen der miRNA-223 handeln kénnte und ob C/EBPa Teile seiner inhibitorischen

Funktion tGber die miRNA-223 vermittelt.
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4.2 E2F1- ein neues miRNA-223 Zielgen

Nachdem in dieser Arbeit die direkte Regulation der miRNA-223 durch C/EBPa mittels einer C/EBPa
induzierbaren Zelllinie nachgewiesen werden konnte, lag der Fokus in der Identifizierung eines neu-
en, biologisch relevanten Zielgens der miRNA-223.

Der proliferationsfordernde Transkriptionsfaktor E2F1, der durch C/EBPa inhibiert wird, konnte dabei
als neues funktionelles Zielgen der miRNA-223 nachgewiesen werden. Sowohl bei indirekter Aktivie-
rung der miRNA-223 mittels der genannten induzierbaren Zelllinie, als auch bei direkter transienter
Uberexpression der miRNA-223 in myeloischen Zellen, konnte eine Reduktion des E2F1 Proteinlevels
bei gleichzeitig unbeeintrachtigter mRNA Expression, nachgewiesen werden - typische Charakteristi-
ka einer durch miRNAs regulierten Genexpression (Abb.7a,b). Die Korrelation der Ergebnisse der
indirekten, durch C/EBPa induzierten, und der direkten miRNA-223 Uberexpression in verschiedenen
myeloischen Zellen, zeigt, dass es sich bei den Beobachtungen nicht um einen zelllinienspezifischen
Effekt handelt, und schliel$t dariberhinaus aus, dass die negative Regulation von E2F1 ausschlieRlich
durch eine andere C/EBPa regulierte miRNA vermittelt wird. Hingegen ist eine Beteiligung weiterer,
bisher nicht identifizierter miRNAs aber theoretisch moglich. Dass die miRNA-223 bei ihrer E2F1 Inhi-
bition tatsichlich Anteile C/EBPa vermittelter Funktionen tGbernimmt, konnte in Experimenten zeit-
gleicher Aktivierung von C/EBPa und Blockierung der miRNA-223 nachgewiesen werden: die E2F1
Reduktion auf Proteinebene konnte trotz Anwesenheit C/EBPas bei Blockierung der miRNA-223 nicht
mehr beobachtet werden (Abb.7g). C/EBPa ist ein starker Induktor der granulozytiren Differenzie-
rung und stellt wahrend der Differenzierung die E2F1 Inhibition sicher. Die Beobachtung, dass ein
Fehlen der miRNA-223 Expression diesen starken C/EBPa vermittelten Effekt zu reduzieren vermag,
obgleich es sich bei der miRNA-223 Blockierung, im Gegensatz zur induzierbaren C/EBPa. Expression,
nur um einen transienten Effekt handelte, zeigt deutlich, dass die miRNA-223 in der E2F1 Inhibition
und somit flr den Ablauf einer geregelten Granulopoese eine wichtige Rolle spielt.

Die regulatorische Wirkung einer miRNA spielt sich typischerweise auf translationaler Ebene ab und
wird liber eine Sequenz in der 3’"UTR des Zielgens vermittelt. Das klassische Experiment zur Verifizie-
rung dieses Mechanismus erfolgt daher in Form eines Luziferase Assays fiir die spezifische Region im
3’UTR. Die Spezifitat der gefundenen potentiellen Bindungssequenz konnte durch die Einfihrung von
Punktmutationen in dieser und folgendem Ausbleiben des inhibitorischen Effektes im Luziferase As-
say belegt werden. Darliberhinaus konnte die, tiber diese spezifische Sequenz in der 3’UTR von E2F1
vermittelte Inhibition auch als ein durch C/EBPa vermittelbarer Effekt nachgewiesen werden. Die
beobachtete noch stdrkere Reduktion der Luziferase Aktivitdt bei Anwesenheit C/EBPas ldsst die
Annahme der Existenz weiterer miRNAs, die durch C/EBPa induziert werden und ebenfalls E2F1 inhi-
bieren, zu. Allerdings kommt der miRNA-223 auch in einem solchen Fall eine sehr starke Bedeutung

zu, da bei vorhandenen Punktmutationen in seiner spezifischen Bindungssequenz, auch die Anwe-
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senheit C/EBPas kaum noch eine Reduktion der Luziferaseaktivitit bewirkte. Somit scheint ein groRer
Teil des beobachteten inhibitorischen Effekts C/EBPas auch liber eben diese Sequenz, die eine spezi-
fische Erkennungssequenz der miRNA-223 darstellt, vermittelt zu werden. Zur Analyse der Bedeu-
tung des Anteils der miRNA-223 vermittelten E2F1 Inhibition an der Gesamtheit des bekannten
hemmenden Effektes C/EBPas auf E2F1 kbnnten weitere Experimente in transgenen Mause, die kei-

ne endogene miRNA-223 Expression aufweisen, dienen.

4.3 E2F1- ein Repressor der miRNA-223

Die Aufrechterhaltung der Balance zwischen Proliferation und Differenzierung ist Grundlage fiir die
Entwicklung und den Erhalt einer funktionsfahigen Zelle und wird daher eng kontrolliert und regu-
liert. Diese akkurate Regulation wird auch durch Schaltkreise zwischen proliferations- und differen-
zierungsforderenden Faktoren ermdglicht. Wahrend in der Differenzierung eine Hemmung der E2F1
Aktivitat durch C/EBPa gewahreistet wird, kann E2F1 in proliferierenden Zellen durch Aktivierung von
c-Myc zu einer Inhibition C/EBPas fithren ®’. Aufgrund dieser Hemmung antiproliferativer Faktoren
durch proliferationsférdernde Proteine wahrend der Zellvermehrung und aufgrund der Tatsache,
dass fiir E2F1 bereits regulatorische Schaltkreise mit miRNAs beschrieben worden sind %, wurde der
Frage nach der Existenz eines negativen ,Feedback-Loops’ zwischen E2F1 und der miRNA-223 nach-
gegangen. Einen ersten Hinweis lieferte die Beobachtung einer deutlichen Reduktion der miRNA-223
Expression infolge der Uberexpression von E2F1.

Fiir die Regulation der miRNA-223 Expression wurden inzwischen verschiedene Faktoren ermittelt
und untersucht, darunter C/EBPa, C/EBPB sowie PU.1. Fir die Vermittlung dieser regulativen Einflus-
se wurden unterschiedliche Sequenzen im miRNA-223-Gen identifiziert.

Bei der Untersuchung des Ppri-miRNA-223-Promotors konnten zwei spezifische Bindungsmotive fir
E2F1 gefunden werden (siehe Schema Abb.14c). Dieser Ppri-miRNA-223-Promotor wurde von Fukao
et al. als sogenannter ,core’ Promotor identifiziert *’. Er liegt vor dem ersten Exon der Ppri-miRNA-
223 und enthilt eine Uber verschiedene Spezies konservierte Region tber die PU.1 und C/EBPB durch
direkte Bindung eine Transaktivierung der miRNA-223 vermitteln *’. In dieser ,conserved region’ liegt
interessanter Weise auch eine der beiden oben genannten potentiellen Bindungssequenzen fir E2F1.
Die Verifizierung der Repressorfunktion von E2F1 zeigte sich in Promotor Assays fiir den Ppri-miRNA-
223-Promotor, wobei die Untersuchung einer 5‘ Deletionsmutante (Ppri-miRNA-223-Prom-2), die nur
die in der ,conserved region‘ liegende E2F1 Bindungssequenz enthielt, keinen regulatorischen Ein-
fluss auf die Promotoraktivitdt aufwies (Abb. 14d). Entgegen anfianglicher Erwartungen spielt diese,
in der konservierten Region des Ppri-miRNA-223-Promotor liegende potentielle E2F1-

Bindungssequenz also keine Rolle fiir die negative Regulation durch E2F1. Hingegen scheint es sich
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bei der weiter von der Transkriptionsstartseite entfernt liegende Sequenz um die fiir die Repressor-
funktion von E2F1 bedeutsame Region zu handeln.
E2F1 ist vor allem als positiv regulatorischer Faktor bekannt, nichtsdestotrotz wurde inzwischen auch

131457 |m Gegensatz zu sei-

fiir eine Reihe von Genen eine Repressorfunktion von E2F1 beschrieben
ner positiv regulatorischen Funktion, die durch direkte DNA-Bindung vermittelt wird, sind die Me-
chanismen fiir die negative Einflussnahme teilweise noch nicht vollstandig geklart. Bisher wurden
verschiedene Domanen innerhalb des E2F1 Proteins als essentiell fir die inhibitorische Regulation
identifiziert. Dabei wurde sowohl der C-terminal liegenden Transaktivierungsdomane, als auch der
DNA-bindenden Region eine Bedeutung fiir diese Funktion zugeschrieben, und es existieren auch
Arbeiten, in denen das Vorhandensein beider Domanen fiir eine effiziente Inhibition als notwendige
Voraussetzung beschrieben wurde. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit belegen, dass im Fall der
miRNA-223 Suppression die C-terminal gelegene Transaktivierungsdomane die kritische Region ist.
Die beobachtete Regulation kdnnte nun tatsachlich durch eine direkte Interaktion von E2F1 mit der,
in dieser Region gefundenen Sequenz im Promotor vermittelt werden oder aber, es kdnnte sich um
eine indirekte Regulation handeln, die durch Involvierung weiterer Faktoren vermittelt wird.
Untersuchungen der in diesem Ppri-miRNA-223-Promotor gefundenen CCAAT Seiten zeigten keinen
Effekt und somit scheint dieser Promotor fiir die C/EBPa induzierte Expressionssteigerung der miR-
NA-223 nicht von Relevanz zu sein.

Fazi et al. identifizierten eine im zweiten Intron des miRNA-223 Gens liegende, eher als ,enhancer
element’ %’ bezeichnete, Sequenz, die circa 1500 Basenpaare vor der pre-miRNA-223 liegt, als den
Pre-miRNA-223-Promotor 2* (s. Schema Abb.15a). Fazi et al. zeigten, dass C/EBPa wihrend der Diffe-
renzierung an zwei in diesem Promotor befindliche CCAAT Sequenzen bindet **. Dies konnte durch
Luziferaseaktivitatssteigerung in entsprechenden Promotor-Assays in der vorliegenden Arbeit besta-
tigt werden (Abb. 15b).

Die Frage welcher dieser Promotoren nun der bedeutsamere ist, konnte bislang nicht geklart werden.
Da aber beide Promotorsequenzen fir einen der hier untersuchten Transkriptionsfaktoren eine Rolle
spielen, keine aber die Effekte beider vermittelt, scheint die Existenz beider von Bedeutung.
Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die miRNA-Expression also einer, durch die Trans-
kriptionsfaktoren C/EBPa und E2F1 vermittelten Regulation unterliegt. C/EBPa induziert wihrend der
Differenzierung die Expression der miRNA-223 wohingegen E2F1, selbst ein durch die miRNA-223
negativ reguliertes Gen, die Expression der miRNA-223 inhibiert. Dabei sind E2F1 und die miRNA-223
Uber eine Rickkopplungsschleife, einen sogenannten ,Feedback-Loop’, miteinander verbunden: die
miRNA-223 inhibiert die Translation von E2F1 und E2F1 hemmt deren Transkription. Somit lasst sich

ein regulatorisches Netzwerk zwischen der miRNA-223, E2F1 und C/EBPa erkennen (sieche Modell,



59

Abb. 16). In diesem spielt die miRNA-223 eine entscheidende Rolle bei der C/EBPa-vermittelten E2F1

Inhibition, einer der wichtigsten anti-mitotische Funktionen C/EBPas wahrend der Granulopoese.
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Abb. 16: Modell eines Netzwerkes zwischen C/EBPa, der miRNA-223 und E2F1
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4.4 Biologische Relevanz

Die zur langerfristigen Expression der miRNA-223 mit einem miRNA-223 Vektor transfektierten mye-
loischen Kasumi-6 Zellen zeigten eine Hochregulation des G-CSF-R mRNA Levels bei gleichzeitig un-
beeinflusster M-CSF-R mRNA Expression. Die transiente Transfektion mit miRNA-223 sequenzidenti-
schen Oligonukleotiden induzierte eine Steigerung der Expression des granulozyten-spezifischen
Oberflachenproteins CD15, ohne einen Anstieg des typischerweise von Monozyten exprimierten
CD14-Antigens. Diese beobachteten linienspezifischen Effekte der miRNA-223 zeigten sich vornehm-
lich in der frihen granulozytaren Differenzierung. Eine wichtige Bedeutung fiir den ,Anstol}‘ zur gra-
nulozytaren Differenzierung lassen auch die Ergebnisse aus der C/EBPa induzierbaren Zelllinie ver-
muten, in der die Induktion zu einem pulsartigen starken Anstieg der miRNA-223 Expression fiihrte.
Ganz im Gegensatz zu diesen differenzierungsférdernden Eigenschaften besitzt das hier neu identifi-

| 87197 Wie stark dieser

zierte miRNA-223 Zielgen E2F1 ein stark differenzierungshemmendes Potentia
inhibitorische Effekt tatsachlich ist, konnte auch in eigenen Experimenten hierzu beobachtet werden:
bei der Retinolsiure-Induktion myeloischer U937 Zellen reichte die transiente Uberexpression von
E2F1 aus, um das starke Differenzierungssignal der Retinolsdure zu tiberwinden und die Differenzie-
rung dieser Zellen deutlich zu blockieren (Abb.11).

Fiir den geregelte Zelldifferenzierung ist die zeitgleiche Inhibition der Proliferation von groRer Bedeu-
tung. C/EBPa induziert die granulozytare Differenzierung und hemmt gleichzeitig die Progression des
Zellzyklus. Anhand der bisherigen Daten liel3 auch die miRNA-223 aufgrund ihrer differenzierungsfor-
dernden Funktion antiproliferative Eigenschaften vermuten. Dies konnte bei der Untersuchung von
miRNA-223 transfektierten myeloischen U937 Zellen tatsachlich anhand einer signifikanten Drosse-
lung der Proliferationsgeschwindigkeit beobachtet werden. Die auf diesen Ergebnissen beruhende
Annahme eines antiproliferativen Effektes der miRNA-223 bestatigte sich auch in der Zellzyklusanaly-
se: die Anwesenheit der miRNA-223 fiihrte zu einer Abnahme der Anzahl derjenigen Zellen, die sich
in der S-Phase des Zellzyklus befanden, also proliferierten. Da die beobachteten Effekte nur auf einer
transienten miRNA-223 Uberexpression beruhen, kénnten die Effekte, die mit stabiler Uberexpressi-
on der miRNA-223 erreicht werden, tatsdchlich noch weitaus starker sein. Nach oben genannten
Resultaten der verschiedenen Experimente zu Effekten der miRNA-223 auf die Proliferation zeigt sich
also, dass diese neben ihrer differenzierungsférdernden Eigenschaft auch eine antiproliferative Funk-
tion besitzt.

Weitere Untersuchungen zur Potenz des hemmenden Effektes der miRNA-223 werden notwendig
sein um das Ausmal dieses antiproliferativen Effekts besser beurteilen zu kénnen. Dabei wird es
auch interessant sein, die Auswirkungen einer miRNA-223 Uberexpression auf weitere, dem Trans-
kriptionsfaktor E2F1 nachgeschaltete proliferationsfordernde Faktoren zu untersuchen. So ist vor-

stellbar, dass die mi-RNA-223 durch diese indirekte Regulation lber weitreichende inhibitorische
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Effekte in proliferationsférdernden regulatorischen Netzwerken verfiigt. Darliberhinaus ist es mog-
lich, dass neben der Inhibition des E2F1 Proteins, Regulationen weiterer, derzeit noch nicht identifi-
zierter direkter miRNA-223 Zielgene bei der antiproliferativen Funktion der miRNA-223 eine Rolle
spielen.

Zusammengefasst konnte in der vorliegenden Arbeit eine, die Zellvermehrung hemmende Funktion
als neue Eigenschaft der miRNA-223 entdeckt und charakterisiert werden. Dieser antiproliferative
Effekt steht dabei in engem Zusammenhang mit dem neu identifizierten Zielgen E2F1, dessen Supp-
ression wahrend der Differenzierung essentiell ist.

Eine Moglichkeit der umfassenden Aufdeckung weiterer biologisch relevanter Funktionen und Aus-
wirkungen der miRNA-223 bietet seine gezielte Ausschaltung in einem Organismus. Solch ein Modell
stellen die zuvor schon erwdhnten sogenannten ,Knockout-Mause’ dar. Die Erfahrung mit Knockout-
Mausen fiir einzelne miRNAs sind allerdings derzeit noch sehr gering und es existieren bisher nur
einige wenige Arbeiten, in denen solche Mause untersucht und charakterisiert werden konnten. Das
Ausschalten des miRNA-223 Gens im Mausmodell gelang erst kiirzlich *°. Hierbei zeigte sich, dass der
miRNA-223 auch eine Rolle in der Regulation der Funktion reifer Granulozyten, also in der addquaten

Immunantwort zukommt.

4.5 Bedeutung der miRNA-223 in der akut myeloischen Leukdamie

Tumorzellen zeichnen sich im Vergleich zu normalen Zellen unter anderem durch einen Verlust der
physiologischen Zellproliferationskontrolle aus. Nach Entdeckung der Existenz eines Schaltkreises
zwischen C/EBPa und der miRNA-223, die beide die Differenzierung myeloischer Zellen aktivieren
und in der Lage sind die Proliferation zu hemmen einerseits und dem proliferationsférdernden
Transkriptionsfaktor E2F1 andererseits, stellte sich die Frage nach den Folgen von Stérungen in die-
sem Netzwerk. Ungleichgewichte zwischen Differenzierung und Proliferation kénnen eine Plattform
fiir die Entstehung maligner Zelltransformationen darstellen. Faktoren eines wie oben beschriebenen
Schaltkreises stellen also typische Kandidaten fiir eine solche, die Tumorgenese férdernde Fehlregu-
lationen dar.

Die E2F1 Uberexpression ist per se ein onkogenes Ereignis, das die Pradisposition fiir eine maligne
Transformation bewirkt ®. Dieses tumorgeneseférdernde Potential von E2F1 wurde bereits in ver-
schiedenen Arbeiten belegt ****'?2,

Im Gegensatz zu diesem Onkogen konnte C/EBPa als Tumorsuppressor identifiziert und charakteri-
siert werden. In unterschiedlichen AML Subtypen fanden sich eine fehlende Expression, Dysregula-

37,82,86,91

tionen oder Mutationen C/EBPas . Die Bedeutung von C/EBPa in der Leukdamogenese zeigte

sich im Mausmodell, in dem Individuen, welche homozygot fiir eine C/EBPa Mutation waren, eine
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Stérung in der myeloischer Differenzierung von Vorlauferzellen im Knochenmark aufwiesen und in-
nerhalb eines Jahres eine AML entwickelten >*.

Eine Bedeutung ihrer Fehlregulation fiir die Tumorgenese konnte also fiir zwei Faktoren des zuvor
beschriebenen Regelkreises bereits belegt werden. Da beide dieser Faktoren einen regulativen Ein-
fluss auf die miRNA-223 Expression ausiben war anzunehmen, dass bei maligne transformierten
Zellen mit dysregulierter Expression eines dieser Faktoren auch eine Storung der miRNA-223 Expres-
sion zu finden sein konnte. Aufgrund der besonderen Bedeutung der miRNA-223 fiir die Granulopoe-
se stellte sich die Frage nach dem Vorhandensein einer Fehlregulation dieser miRNA in akut myelo-
ischen Leukamien, die durch eine Storung der normalen Zelldifferenzierung charakterisiert sind.
Aufgrund der genannten Tatsachen war eine mogliche Fehlfunktion der miRNA-223 in verschiede-
nen Subtypen der AML, in denen eine Stérung der C/EBPa Funktion vorliegt, zu vermuten. In der Tat
wiesen entsprechende leukdmische Blasten eine verminderte Expression der miRNA-223 auf. Der
Vergleich der miRNA-223 Expressionslevel erfolgte dabei mit AML Subtypen, die einen normalen
Karyotypen und keine Mutation oder sonstige nachweisbare Funktionsstérung C/EBPas aufwiesen.
Eine fehlende Funktion C/EBPas wirkt sich also auch auf die Expression der miRNA-223 aus, so dass
auch die durch die miRNA-223 vermittelten Funktionen bei Vorliegen einer AML mit gestortem
C/EBPa nicht erhalten bleiben.

Derzeit existieren keinerlei Daten zu Untersuchungen des onkogenen Potentials von E2F1 in akut
myeloischen Leukdmien, jedoch zeigten Experimente, dass die Uberexpression von E2F1 in transge-
nen Mausen tumorgeneseférdernd wirkt ® und dass die unkontrollierte Expression von E2F1 zu St6-
rungen in der Differenzierung myeloischer Vorlauferzellen fiihrt 2.

Infolge der reduzierten miRNA-223 Expression ist anzunehmen, dass auch die effiziente negative
Regulation seiner Zielgene ausbleibt. Diese fehlende Hemmung kdnnte so E2F1, und theoretisch auch
weiteren, derzeit noch nicht identifizierten onkogenen Faktoren, die durch die miRNA-223 reguliert
werden, eine massive Expansion und damit das Erreichen eines onkogen wirkenden Proteinlevels
ermoglichen. Eine dadurch stark dominierende E2F1 Protein Prasenz wiederum wiirde so eine noch
effektivere Hemmung der miRNA-223 Expression, im Sinne eines ,Circulus vitiosus’, ermoglichen.
GemaR des in dieser Arbeit neuentdeckten, regulativen Einflusses von E2F1 auf die miRNA-223 Ex-
pression, flhrt solch eine ,Entblockung’ der E2F1 Expression also zu zwei Effekten: Zum Einen kommt
es, basierend auf der beschriebenen ,Feedback-Loop‘ Kopplung, zu einer E2F1 vermittelten Hem-
mung der miRNA-223 Transkription und damit fehlender E2F1 Inhibition, was folglich zu einer weite-
ren Steigerung der E2F1 Expression flhrt. Zum Anderen fiihrt die hohe E2F1 Expression zu einem
Uberwiegen proliferationsférdernder Signale durch Stimulation der Zellzyklus-Progression und Akti-
vierung verschiedener Gene. Diese fehlende Regulation von E2F1 wiirde so die weitere Aufrecht-

erhaltung der Stérung der Balance zwischen Differenzierung und Proliferation und somit die maligne
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Transformation fordern, mit dem Ergebnis der Akkumulation unreifer Vorlauferzellen, was wiederum
einem typischen Charakteristikum der AML entspricht.

Aufgrund der vorliegenden Arbeit kann die miRNA-223, im Falle akut myeloischer Leukdamien, den
tumorsupprimierenden miRNAs zugeteilt werden. Dem zuvor beschriebenen Modell eines Schaltkrei-
ses zufolge (Abb.16) kann diese Funktion entweder durch eine Stérung der Expression C/EBPas oder
aber theoretisch auch bei Subtypen, die eine stark erhohte E2F1 Expression aufweisen, fehlen. Die
Reduktion der miRNA-223 Expression in leukamischen Blasten verschiedener AML Subtypen und die
Identifikation von E2F1 als sein funktionelles Zielgen lassen annehmen, dass der Transkriptionsfaktor
E2F1 auch in dieser Tumorentitat eine Rolle spielt. Ob tatsdchlich in AML Subtypen mit einer redu-
zierten miRNA-223 Expression ein entsprechend hohes E2F1 Level zu finden ist, und ob dies Folge
einer fehlenden miRNA-223 Expression ist, oder aber ob eine abnorme E2F1 Expression auch Ursache
einer verminderten miRNA-223 Expression in AML Subtypen sein kann, werden zukinftige For-

schungsarbeiten zeigen.

4.6 Perspektiven

Die aus bisherigen Arbeiten bekannten Fakten, inklusive der Ergebnisse der hier vorliegenden Arbeit
sprechen Stoérungen der physiologischen miRNA-Expression eine Rolle in der Tumorentwicklung zu.
Mittels verschiedener Methoden der Analyse konnten spezifische miRNA-Expressionsmuster sowohl
fiir solide als auch fir hamatologische Tumorentitdten identifiziert werden, die sich jeweils deutlich

von denen des gesunden entsprechenden Gewebes unterscheiden 2% >*°®11¢

. Desweiteren zeigen
experimentelle Ergebnisse, dass auch Korrelationen zwischen dem miRNA-Expressionslevel und ver-
schiedenen pathologischen und klinischen Parametern existieren. AuBerdem gibt es Hinweise darauf,
dass Veranderungen der miRNA-Expression auch mit unterschiedlich guten Prognosen korrelieren
92345109 " pie Assoziation verdnderter miRNA-Expressionsmuster mit jeweils zugrundeliegenden
Krankheitsbildern ist dabei oft so spezifisch, dass es denkbar ist, dass die miRNA Expressionsanalyse

8456689 Dies |asst auch auf zukunftstrachti-

als vollig neues diagnostisches Werkzeug dienen konnten
ge neue Methoden der Differenzierungsmoglichkeiten in der Tumordiagnostik hoffen. Mittels speziell
fir humane miRNAs angefertigter Mikrochips konnten beispielsweise unterschiedlich aggressive CLL-
Verliufe anhand ihres miRNA-Expressionsmusters voneinander unterschieden werden °. Inwiefern
die jeweils gefundenen Veranderungen im miRNA-Expressionsmuster ursachlich fir das Auftreten
einer Erkrankung sind ist derzeit noch nicht geklart und bedarf weiteren Nachforschungen.

Die steigende Zahl der Berichte tiber eine Rolle der miRNAs im Zusammenhang mit verschiedenen

Erkrankungen, sowohl benigner, als auch maligner Art, werfen zunehmend auch die Frage auf, inwie-
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fern diese Erkenntnisse auch flr therapeutische Strategien genutzt werden kénnen. Aufgrund der
Tatsache, dass in unterschiedlichen Tumorentitdten sowohl miRNAs identifiziert werden konnten, die
als Onkogene als auch als Tumorsuppressoren agieren konnen, konnte die entsprechende Regulation
ihrer Expression einen neuen Therapieansatz oder eine zusatzliche Therapieoption darstellen. Da
bisherige Untersuchungen ergaben, dass Krebserkrankungen vornehmlich mit reduzierten miRNA-
Expressionslevel einhergehen, wird vor allem die Gabe von metabolisch stabilisierten miRNAs bzw.
die Induktion der Expression dieser miRNAs anvisiert. Hierdurch erhofft man sich die fehlende tu-
morsupprimierende Wirkung dieser miRNAs wieder herzustellen. Umgekehrt kénnte durch die spezi-
fische Hemmung einzelner onkogener miRNAs die Normalisierung ihres Expressionslevels eine mogli-
che Strategie in der Behandlung von Tumorentitaten darstellen, in denen einzelne miRNAs Uberex-
primiert vorliegen. Bisher sind, neben den schon zuvor erwahnten ,LNAs’, desweiteren ,Antagomirs’,
chemisch-modifizierte, Cholesterol-konjugierte RNA-Molekiile *® oder die erst kiirzlich etablierte Me-
thode der miRNA Inhibition mit Hilfe von miRNA-sponges‘ *° fiir eine solche Blockierung in experi-
menteller Verwendung.

Im Falle der miRNA-223 kdnnte die Normalisierung des reduzierten Expressionslevels zur Wieder-
herstellung der notwendigen Inhibition onkogener Zielgene, beispielsweise von E2F1, fihren. In An-
betracht der Ergebnisse dieser vorliegenden Arbeit konnte die Manipulation des miRNA-223 Levels
speziell in bestimmten AML Subtypen mit gestdrter C/EBPa Funktion, und moglicherweise auch bei
einer erhohten E2F1 Expression, therapierelevant sein und die derzeitige Behandlung dieser Patien-

ten erweitern und verbessern.
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5 Zusammenfassung

MicroRNAs sind kleine, nicht proteinkodierende RNAs, die eine erst kiirzlich neuentdeckte Gruppe
von Genregulatoren darstellen, die posttranskriptionell regulatorisch wirken. Die Expression der
mMiRNA-223 ist spezifisch fiir die Granulopoese und wird prazise durch den Transkriptionsfaktor
CCAAT enhancer binding protein a (C/EBPa) reguliert. Noch immer sind nicht alle Mechanismen der
regulatorischen Funktionen C/EBPas bekannt: Nach wie vor ist der exakte Mechanismus der, fir die
regelrechte Granulopoese essentiellen Inhibition von E2F1 durch C/EBPaq, nicht vollstandig geklart..

In der vorliegenden Arbeit konnte E2F1 als neues funktionelles Zielgen der miRNA-223 identifiziert
werden. Dabei zeigte sich, dass diese miRNA-223 mediierte Regulation von E2F1, wahrend der granu-
lozytdren Differenzierung, einen der Mechanismen darstellt, durch den C/EBPa die kritische E2F1
Inhibition bewirkt. Desweiteren konnte eine zellzyklusinhibierende antiproliferative Eigenschaft der
miRNA-223 nachgewiesen werden.

Eine steigende Anzahl von Studien zeigte inzwischen, dass Fehlregulationen von miRNAs die Tumor-
genese fordern konnen. Der Verlust der reguldren Expression oder Funktion von C/EBPa stellt ein
entscheidendes Ereignis fir die Entstehung akut myeloischer Leukdamien darstellt. Bei Untersuchun-
gen zur Bedeutung der miRNA-223 in der Leukdamogenese konnte beobachtet werden, dass in ver-
schiedenen AML Subtypen, die aus unterschiedlichen pathogenetischen Ursachen eine abnormale
C/EBPa Funktion aufweisen, das Expressionslevel der miRNA-223 vermindert war.

Da fiir einige miRNAs und ihre Zielgene Schaltkreise mit gegenseitiger Regulation beschrieben sind,
erfolgten auch Experimente zur Untersuchung der Existenz eines regulativen Einflusses von E2F1 auf
die Expression der miRNA-223. Ergebnisse verschiedener Experimente lassen den Schluss zu, dass
E2F1 als Repressor der miRNA-223 agiert.

Zusammenfassend liefern die Ergebnisse den Nachweis der Existenz eines, die miRNA-223 und die
Transkriptionsfaktoren C/EBPa und E2F1 involvierenden Regelkreises, der eine wichtige Komponente
des Differenzierungsprogrammes in der Granulopoese darstellt. Die Beobachtung einer antiprolifera-
tiven Aktivitat der miRNA-223, sowie reduzierter miRNA-223 Expressionslevel in verschiedenen Sub-
typen akut myeloischer Leukamie lassen der miRNA-223 tumorsupprimierende Eigenschaften zuord-

nen.
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Thesen

Eine Storung der normalen Zelldifferenzierung ist eine wichtige Komponente in der Pathoge-

nese vieler Tumoren.

Bei der AML fuhrt die Entartung der hamatopoetischen Vorlauferzelle nicht nur zum Verlust

ihrer Differenzierungsfahigkeit, sondern auch zur Proliferationssteigerung.

Spezifische hamatopoetische Transkriptionsfaktoren spielen fiir die normale Differenzierung
der Vorlauferzellen der einzelnen Zelllinien eine dulRerst wichtige, kritische Rolle und werden

durch spezifische Expressions- und Proteininteraktionsmuster kontrolliert.

Dieselben Transkriptionsfaktoren weisen bei der AML haufig eine gestorte Expression auf. Ei-
ner der dabei oft betroffenen Transkriptionsfaktoren ist C/EBPa. Das Fehlen C/EBPas fiihrt
zum Auftreten von Stérungen der Zelldifferenzierung. C/EBPa wird daher als Tumorsuppres-

sor klassifiziert.

C/EBPa ist essentiell fir die granulozytare Differenzierung. Gleichzeitig ist die Inhibition proli-
ferierender Signale durch C/EBPa von groRer Bedeutung. Besonders kritisch ist dabei die

Hemmung des proliferationsfordernden Transkriptionsfaktors E2F1.

E2F1 induziert die Expression von Genen, die fir die Zellzyklusprogression benétigt werden.
Desweiteren zeigt E2F1 in verschiedenen Geweben ein onkogenes Potential und ist in der La-

ge andere, ebenfalls als Onkogen fungierende Faktoren zu aktivieren.

Neben viel untersuchten Transkriptionsfaktoren existiert eine erst kirzlich entdeckte weitere
Klasse von Genregulatoren, die sogenannten microRNAs (miRNAs). Sie beeinflussen als post-
transkriptionell negative Regulatoren ein weites Feld biologischer Funktionen wie die Zellpro-

liferation, die Differenzierung und die Apoptose.

Neueste Untersuchungen deuten darauf hin, dass miRNAs sowohl als Tumorsuppressoren als

auch als Onkogene fungieren kénnen.

Die miRNA-223 ist eine, der spezifisch in Zellen des hamatopoetischen Systems exprimierten
miRNAs. lhre Expression wird durch myeloische Transkriptionsfaktoren reguliert. Der fiir die
Granulopoese essentielle Transkriptionsfaktor C/EBPa induziert die miRNA-223 Expression

wahrend der granulozytaren Differenzierung. Dies betrifft besonders die friihe Granulopoese.
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Die miRNA-223 ist ein wichtiger Faktor fiir den regularen Ablauf der Granulopoese. Ein Fehlen
ihrer regularen Expression fuhrt zu Stérungen in der Differenzierung myeloischer Vorlauferzel-
len. In der vorliegenden Arbeit zeigte die Untersuchung verschiedener AML Subtypen, in de-
nen eine Funktionsstorung C/EBPas vorliegt auch ein stark reduziertes Expressionslevel der

mMiRNA-223.

Durch Sequenzanalyse, Uberexpressions- und ,Knockdown‘- Experimente, sowie durch Luzife-
rase Assays konnte E2F1 als ein neues funktionelles Zielgen der miRNA-223 identifiziert wer-
den. E2F1 wird durch die miRNA-223 auf translationaler Ebene durch direkte Interaktion mit

der 3‘UTR der E2F1 mRNA inhibiert.

Neben der bereits beschriebenen und in dieser Arbeit bestatigten differenzierungsfordernden
Funktion der miRNA-223 konnte auch eine antiproliferative Eigenschaft nachgewiesen wer-
den. In verschiedenen Experimenten zur Proliferation konnte ein inhibierender Effekt der

miRNA-223 auf die Zellzyklusprogression festgestellt werden.

Neben der Inhibition der Translation von E2F1 durch die miRNA-223, konnte auch ein regula-
tiver Einfluss von E2F1 auf die miRNA-223 Expression gezeigt werden. Mittels Uberexpressi-
onsexperimenten, sowie Promotor Assays fiir den Ppri-miRNA-223-Promotor konnte belegt
werden, dass E2F1 Uber einen negativen Feedback-Loop die Transkription der miRNA-223 re-

guliert.

Die Gegenspieler C/EBPa und E2F1 (iben beide einen regulativen Einfluss auf die miRNA-223
aus. Folglich kann sowohl ein Verlust der normalen Funktion C/EBPas, als auch eine erh6hte
Expression von E2F1, beides haufig vorkommende Charakteristika maligner Transformation,

eine Storung der miRNA-223 Expression verursachen.

Die neuen Kenntnisse lber Stérungen der Expression einzelner miRNAs in verschiedenen Tu-
morentitdten, und speziell hier die Rolle der miRNA-223 in die Pathogenese der AML, weisen
sowohl ein Potential fir die Verwendung von miRNAs als neue diagnostische Werkzeuge als

auch fur zuklnftige miRNA-basierte Therapieansatze auf.
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