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1 Einleitung 

1.1 Hämatopoese 

 

Die Hämatopoese beschreibt einen dynamischen und hoch komplexen Prozess 

mit mehreren hierarchisch organisierten Zwischenschritten der Entwicklung von 

der hämatopoetische Stammzelle (HSC) zu den ausdifferenzierten, funktionellen 

peripheren Blutzellen. Die Proliferationsfähigkeit der Zellen nimmt dabei mit zu-

nehmender Differenzierung ab. Die Differenzierung bzw. Reifung von hämatopoe-

tischen Stammzellen führt zu aufeinanderfolgenden entwicklungsbeschränkten 

Stadien. Zuerst entwickeln sich die pluripotenten HSCs zu verschiedenen multipo-

tenten Vorläuferzellen (MPP), welche die Fähigkeit der Selbsterneuerung verloren 

haben, aber noch immer das Differenzierungspotenzial für alle Linien besitzen. Die 

determinierten MPPs können zu gemeinsamen lymphatischen Vorläuferzellen 

(CLP) und gemeinsamen myeloischen Vorläuferzellen (CMP) differenzieren. Über 

linienspezifische Vorläuferzellen bilden sich aus den CLPs reife B- und T-

Lymphozyten sowie natürliche Killerzellen. Die CMPs führen zu Granulozyten-

Makrophagen Vorläufern (GMP), welche zu Monozyten/ Makrophagen und Gra-

nulozyten differenzieren, und Megakaryozyten-Erythrozyten-Vorläufern (MEP), 

welche zu Megakaryozyten bzw. Thrombozyten und Erythrozyten differenzieren 1-

2. 

Mit zunehmender Differenzierung und dem damit verbundenen Verlust der Prolife-

rationsfähigkeit weisen die verschiedenen Blutzellen eine zelllinienspezifische Ge-

nexpression auf. So exprimieren die unterschiedlichen Reifungsstufen und die sich 

entwickelnden Zelllinien charakteristische Zelloberflächenmarker, die sogenannten 

„cluster of differentiation“ (CD). Die hämatopoetische Stammzelle wird durch die 

Expression des Oberflächenmarkers CD34 gekennzeichnet 3. Die Hämatopoese 

findet ein Leben lang und in den verschiedenen Entwicklungsstufen in unter-

schiedlichen Organen statt. Nach der Geburt sind vor allem das Knochenmark, 

und in einem geringeren Umfang die Leber, die Hauptorte der HSC-abgeleiteten 

Hämatopoese 1  

Die Hämatopoese ist ein fein ausgewogener Prozess, welcher durch ein komple-

xes Netzwerk von extrinsischen und intrinsischen Reizen, Signalwegen, Wachs-



Einleitung 

 

13 
 

tumsfaktoren, Zytokinen, Transkriptionsfaktoren und anderen molekularen Kom-

ponenten streng kontrolliert wird 4-5.  

 

 

Abbildung 1: Entstehung der Blut- und Immunzellen im Knochenmark. Abbildung 

modifiziert nach 1-2. 
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1.2 Leukämie 

 

Der Fokus in der Krebsforschung liegt in der Identifizierung und Charakterisierung 

von Onkogenen und Tumorsuppressoren sowie die durch sie beeinflussten Abläu-

fe wie Zellproliferation und Zelltod. Die Störung der normalen Zelldifferenzierung 

ist die Schlüsselkomponente in der Entstehung vieler Krebsarten 6. Der Begriff 

Leukämie steht für eine heterogene Gruppe hämatologischer Erkrankungen und 

bedeutet wörtlich "weißes Blut", wird aber auch als Blutkrebs bezeichnet. Die Er-

krankung geht in der Regel von einer transformierten Zelle aus, deren ungehemm-

te Vermehrung zu einem Klon gleichartiger Zellen führt, deren Proliferation wiede-

rum das normale blutbildende Gewebe verdrängt. Dieser Block der Differenzie-

rung zeigt sich in der unkontrollierten Vermehrung hämatologischer Vorläuferzel-

len im Knochenmark und lymphatischen Geweben, wie Lymphknoten und Milz, 

sowie im Verlust ausgereifter funktionsfähiger Blut- und Immunzellen 4. 

Je nachdem, welcher Zelltyp des hämatopoetischen Systems involviert ist, unter-

scheidet man in myeloische und lymphatische Leukämie. Darüber hinaus kann 

man die akute Leukämie, bei der viele der Blutvorläuferzellen im sogenannten 

„Blastenstadium“ verbleiben und ihre Fähigkeit zur Differenzierung verlieren, von 

der chronischen Leukämie abgrenzen, bei welcher die Vorläuferzellen hyper-

proliferativ sind, jedoch voll ausdifferenzieren können 7. Somit lassen sich anhand 

des Krankheitsverlaufs sowie der betroffenen Zelllinie die akuten und chronischen 

Leukämien grob in vier Hauptgruppen aufteilen:  

 

 Akute myeloische Leukämie (AML) 

 Chronische myeloische Leukämie (CML) 

 Akute lymphatische Leukämie (ALL) 

 Chronische lymphatische Leukämie (CLL) 

 

Für eine Prognose und spätere Therapie gibt es eine genauere diagnostische 

Klassifizierung anhand verschiedener morphologischer wie auch zyto- und mole-

kulargenetischer Veränderungen. 
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1.3 Akute myeloische Leukämie 

 

Die akute myeloische Leukämie (AML) ist eine Erkrankung der Myelopoese mit 

maligner Transformation der hämatopoetischen Vorläuferzellen, die vor allem die 

Differenzierung myeloider und myelomonozytischer Zellen betrifft. Es kommt zu 

einer z.T. massiven Vermehrung von unreifen Vorläuferzellen im Knochenmark 

(KM) mit einer Verdrängung der normalen Hämatopoese und einer Ausschwem-

mung der Zellen in das periphere Blut (PB) (Leukozytose). In Folge dieser Ver-

drängung können Anämie (Blutarmut), vermehrte Infektionen aufgrund von 

Neutropenie sowie eine erhöhte Blutungsneigung durch Thrombopenie die Folge 

und zeitgleich auch erste Anzeichen einer akuten Leukämie sein. Die AML tritt mit 

einer Inzidenz von 3,7 Fällen pro 100.000 Einwohner pro Jahr und einer steigen-

den Häufigkeit im höheren Lebensalter auf. Sie betrifft Frauen und Männer gleich-

ermaßen 4,8. 

Die systematische Einteilung der AML kann nach zwei verschiedenen Klassifikati-

onen erfolgen. Die French-American-British-(FAB-)Klassifikation unterteilt die AML 

anhand morphologischer und zytochemischer Merkmale der Blasten 9 sowie Enti-

täten mit minimaler myeloischer Differenzierung 10-11 in 8 Subtypen (M0 – M7) 

(Tabelle 1). 

 

Tabelle 1: FAB-Klassifikation nach 12 

FAB-

Subtyp 
Bezeichnung 

Aberrationen, 

Entitäten 

M0 
Akute myeloblastische Leukämie mit minimaler Differen-

zierung 
inv(3q26), t(3;3) 

M1 Akute myeloblastische Leukämie ohne Ausreifung  

M2 Akute myeloblastische Leukämie mit Ausreifung t(8;21), t(6;9) 

M3 Akute Promyelozyten-Leukämie (APL) 
t(15;17), t(11;17), 

t(5;17) 

M4 Akute myelomonozytäre Leukämie 
11q23, inv(3q26), 

t(3;3), t(6;9) 

M4Eo Akute myelomonozytäre Leukämie mit Eosinophilie (Eo) inv(16), t(16;16) 

M5 Akute Monoblasten/Monozyten-Leukämie 11q23, t(8;16) 

M6 Erythroleukämie (Erythrämie)  

M7 Akute Megakaryoblasten-Leukämie t(1;22) 

http://de.wikipedia.org/wiki/Erythr%C3%A4mie


Einleitung 

 

16 
 

Nach neuen Kriterien der Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation 

- WHO) sind zusätzlich molekularbiologische Merkmale für die Einteilung der ver-

schiedenen Subtypen wichtig. Die Einteilung der AML durch die WHO ist somit 

nicht ganz konsistent mit der FAB-Klassifikation 13. Die WHO unterteilt die AML 

anhand zytogenetischer, molekulargenetischer wie auch morphologischer Verän-

derungen in folgende vier Hauptgruppen: 

 

1. AML mit zytogenetischen und molekulargenetischen Aberrationen 

2. AML mit multilineärer Dysplasie  

3. Therapie-assoziierte AML und MDS 

4. AML ohne weitere Spezifizierung bzw. Klassifizierung 

 

Gemäß der WHO ist die Diagnose einer AML zu stellen, wenn der Anteil patholo-

gischer Myeloblasten an den nukleären Zellen von Knochenmark und/oder Blut ≥ 

20% beträgt 14. Die FAB-Klassifikation legt einen Blastenanteil von ≥ 30% für die 

Diagnostik einer AML bei Erwachsenen fest 9. 

Eine prognostische Einteilung der AML ist aufgrund zytogenetischer Untersuchun-

gen möglich. Eine günstige Prognose haben hierbei Patienten mit einer Transloka-

tion wie t(8;21) und t(15;17) oder der Inversion inv(16) 15-16 sowie CEBPA Mutatio-

nen 17-19, während ein hohes Alter (>60) 20, eine sekundäre AML, der Verlust von 

Chromosom 5 oder 7, die Translokationen t(6;9) 16,21, t(9;22) sowie ein komplex 

veränderter Karyotyp 22 mit einer schlechten Prognose verbunden sind. Die Akute 

Promyelozyten-Leukämie (APL) mit der Translokation t(15;17) hat die beste Prog-

nose. Die Heilungsrate liegt bei über 80% bei der Behandlung mit Vitamin-A-Säure 

(ATRA) 23. 

 

1.4 CCAAT / enhancer-binding Proteine (C/EBPs) 

 

Die CCAAT/enhancer-binding Proteine C/EBPα, C/EBPβ, C/EBPγ, C/EBPδ, 

C/EBPε und C/EBPζ bilden eine Familie der Leuzin-Zipper Transkriptionsfaktoren 

24-29. Die C/EBP Isoformen zeichnen sich durch eine hohe Sequenzgleichheit im 

hochkonservierten C-terminalen Bereich mit einem Basisbereich zur DNA-Bindung 

und einer leuzinreichen Dimerisationsdomäne (bZIP; basic region and leucin zip-
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per) sowie einer variablen N-terminalen Transaktivierungsdomäne (TAD) aus. Die 

C/EBP Proteine können sowohl homo- als auch heterodimer an palindromen DNA-

Bindungsstellen binden 27,30. 

Die Mitglieder der C/EBP-Familie spielen wichtige Rollen bei der Kontrolle zellulä-

rer Differenzierung und Proliferation, Metabolismus, Inflammation sowie Krankhei-

ten und verschiedenen Stoffwechselvorgängen. In der Hämatopoese sind vor al-

lem C/EBPα, C/EBPβ, und C/EBPε von besonderer Bedeutung. In der frühen 

Granulopoese, der Differenzierung zum Promyelozyten, spielt vor allem C/EBPα 

eine wesentliche Rolle 31  wohingegen C/EBPε in der terminalen granulozytären 

Differenzierung entscheidend ist 32-33. C/EBPβ ist während der myeloiden Diffe-

renzierung hochreguliert 31, und essentiell für die Zytokin-induzierte Granulopoese 

34.  

 

1.4.1 CCAAT / enhancer-binding protein α 

 

Das den Transkriptionsfaktor CCAAT / enhancer-binding protein α (C/EBPα) ko-

dierende Gen liegt auf Chromosom 19q13.1 35. Es besteht aus einem einzigen 

2783 Basenpaare großen, sehr GC-reichen (über 70%) Exon, welches ein 358 

Aminosäuren umfassendes gleichnamiges Protein kodiert 36. Messbare C/EBPα-

Expressionslevels sind im Fettgewebe, Leber, Pankreas, Dünn- und Dickdarm, 

Lunge, Nebenniere, Skelettmuskel, Prostata sowie der Planzenta und in mononuk-

learen Zellen des peripheren Blutes zu finden 36-37. Keine oder sehr geringe Ex-

pressionen von C/EBPα wurden in Gehirn, Niere, Thymus, Hoden und Eierstöcken 

37 gemessen. 

C/EBPα bindet an die spezifische DNA-Sequenz ‚CCAAT‘, welche in vielen Pro-

motorbereichen von mRNA codierenden Genen zu finden ist. Bei der Translation 

der CEBPA mRNA werden durch ribosomales Ablesen von zwei verschiedenen 

Startcodons (AUG) zwei Proteine, C/EBPα-p42 (42 kDa) und C/EBPα-p30 (30 

kDa), gebildet. C/EBPα-p30 fehlen N-terminal zwei von drei Transaktivierungs-

elementen (TE) und somit eine Transaktivierungsdomäne (Abbildung 2). In Folge 

dessen differieren die beiden Isoformen in ihren Funktionen hinsichtlich Genregu-

lation und Proliferationskontrolle. Während C/EBPα-p42 als Transkriptionsaktivator 

fungiert sowie Differenzierung und Zellzyklusarrest induziert, besitzt C/EBPα-p30 
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ein weniger effizientes Transkriptionsaktivierungspotential und unterstützt die 

Proliferation 19,38-39.  

Der Wildtyp C/EBPα-p42 besitzt drei TEs (TE-I, TE-II und TE-III), welche die Akti-

vierung der Transkription unterstützen, sowie eine bZIP-Domäne 40, welche eine 

Basisregion (BR) zur DNA-Bindung und eine Leuzin-Zipper-Region (LZ) zur Ho-

mo- und Heterodimerisation enthält (Abbildung 2).  

 

 

Abbildung 2: Aufbau und funktionelle Domänen des C/EBPα Proteins. N-Terminal 

befinden sich die TAD 1 und 2, welche ein hohes Transaktivierungspotential besitzen. Die 

TE I-III, unterstützen die Aktivierung der Transkription. Die C-terminal gelegene bZIP-

Region des C/EBPα-Gens setzt sich aus einer spezifisch DNA-bindenden BR und einem 

für Homo- oder Heterodimerisation notwendigen LZ zusammen. Die Zahlen direkt über 

dem Schema bezeichnen die Aminosäuren (AS) des humanen C/EBPα. Unten sind die 

zwei verschiedenen Startcodons (AUG) aufgeführt, von denen die beiden Isoformen p42 

und p30 gebildet werden. Abbildung modifiziert nach 41.  

 

In vitro vermitteln die Domänen TE-I und TE-II gemeinsam die Bindung von 

C/EBPα an das TATA-Box bindende Protein (TBP) und den Transkriptionsfaktor 

IIB, zwei essentielle Komponenten des basalen Transkriptionsapparates 42. TE-III 

besitzt dagegen eine negativ regulierende Subdomäne 40. 

 

1.4.2 C/EBPα in der Hämatopoese 

 

Die Hauptaufgabe von C/EBPα im hämatopoetischen System liegt in der Regulati-

on der granulozytären sowie monozytären Differenzierung, deshalb wird C/EBPα 

auch als Hauptregulator in der Granulopoese und Monopoese bezeichnet 43-44. 

C/EBPα wird in HSCs, myeloiden Vorläuferzellen und Granulozyten, aber nicht in 

Makrophagen exprimiert 45. Es wird vor allem für die Differenzierung von CMPs zu 

GMPs benötigt. Nach dem GMP-Stadium wird C/EBPα dann nicht mehr für die 
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granulozytäre Differenzierung gebraucht 46. Die Expression von C/EBPα ist somit 

in den proliferierenden myeloiden Vorläuferzellen relativ hoch und nimmt während 

der Reifung der Zellen zu Granulozyten ab 31. Allein eine konditionelle Überex-

pression von C/EBPα ist ausreichend, um die neutrophile Differenzierung bei bipo-

tenten Zellen zu induzieren und gleichzeitig die Reifung monozytärer Zellen zu 

inhibieren 45. Das Proto-Onkogen RAS verstärkt die Aktivität von C/EBPα zur In-

duktion der granulozytären Differenzierung durch die Phosphorylierung des Serins 

248 der Transaktivierungsdömane 47. In konditionellen C/EBPα-Knockout-

(C/EBPα-/-)-Mäusen wiederrum konnte gezeigt werden, dass die Inaktivierung von 

C/EBPα zu einem frühen selektiven Block in der Granulozytendifferenzierung (Rei-

fungsphase der CMPs zu GMPs) und dadurch zu einem bedingten Fehlen funkti-

onsfähiger reifer Granulozyten führt, ohne eine Beeinflussung anderer hämatopoe-

tischer Linien 46,48, was die Bedeutung von C/EBPα in der frühen Granulozytenbil-

dung unterstreicht. Diese induzierbaren C/EBP-/--Mäuse weisen eine Akkumulati-

on von myeloiden Blasten in diesem Teilstadium auf 46, ähnlich dem Bild einer 

humanen AML.  

Während der Granulopoese reguliert C/EBP die Promotoren zahlreicher gra-

nulozytenspezifischer Gene wie z.B. G-CSF-Rezeptor 49, GM-CSF-Rezeptor 50, M-

CSF-Rezeptor, CD14, Myeloperoxidase 51, Lysozyme und Neutrophile Elastase 52 

sowie Lactoferrin 45,53. Des Weiteren ist C/EBPα ein entscheidender Faktor für die 

Aufrechterhaltung der Balance zwischen Zellproliferation und Differenzierung 54.  

 

1.4.3 C/EBPα in der Leukämogenese 

 

Der frühe Differenzierungsblock bei myeloiden Vorläuferzellen und die daraus re-

sultierende Akkumulation von Blasten im Knochenmark sowie peripheren Blut sind 

Merkmale der AML. Bei der Entstehung einer AML sind am häufigsten Transkripti-

onsfaktoren dereguliert 6. Ein Fehlen der C/EBPα-Expression bzw. der Verlust 

seiner Funktionsfähigkeit in leukämischen Blasten lässt auf eine wichtige Funktion 

von C/EBPα als Tumorsuppressor schließen 55-56. In einer AML mit unterdrückter 

C/EBP-Funktion ist der Übergang von CMPs zu GMPs geblockt, was maßgeblich 

zu einer Häufung von myeloiden Blasten in diesem Teilstadium führt 41. 
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In fast 50% aller AMLs ist C/EBPα durch verschiedene Mechanismen fehlreguliert 

56-58 einschließlich der eigenen Mutationen 56,59-61. Eine supprimierte C/EBPα-

Expression konnte in AML-Subtypen mit verschiedenen Translokationen nachge-

wiesen werden. Im Subtyp AML-M2 mit der Translokation t(8;21) inhibiert das Fu-

sionsprotein AML1-ETO die Expression der CEBPA mRNA 57. Eine Deregulation 

der C/EBPα Proteinexpression wurde in AML Subtypen mit FLT3-ITD Mutationen 

62-63 sowie in der AML-M3 mit Translokation t(15;17) durch das Fusionsprotein 

PML-RARα 64 gefunden. In chronisch myeloischen Leukämien (CML) konnte eine 

verminderte C/EBPα-Expression durch das Onkogen BCR-ABL nachgewiesen 

werden 65. Mutationen im CEBPA-Gen selbst sind für ungefähr 10% aller AML Fäl-

le beschrieben 59. Die Mutationen von CEBPA sind entweder Punktmutationen in 

der C-terminalen bZIP Region oder Rastermutationen, sogenannte „frameshift“ 

Mutationen, in der N-terminalen Domäne. Auf Grund eines alternativen Startco-

dons in der CEBPA mRNA kann es zur verkürzten Isoform C/EBPα-p30 kommen, 

welche nur eine der beiden Transaktivierungsdomänen hat und dadurch viele 

Zielgene nicht effektiv aktivieren kann. Diesem verkürzten Translationsprodukt 

wird eine dominant-negative Rolle gegenüber dem Wildtypprotein C/EBPα-p42 

zugeordnet. Heterozygote Mutationen im ersten Startcodon des Wildtypproteins 

und die damit einhergehenden Bildung von C/EBPα-p30 können zur Entstehung 

einer Leukämie beitragen 55-56,58. Verschiedene Studien zeigen aber eine günstige 

prognostische Signifikanz von CEBPA Mutationen in der AML 17-18,66. 

 

1.5 Notch1 

 

Notch (Notch homolog 1, transcription-associated (Drosophila) = Tan1) wurde 

erstmals 1919 als eines der ersten Gene der Schwarzbäuchigen Taufliege (Dro-

sophila melanogaster) beschrieben 67. Durch eine heterozygote Mutation von 

Notch zeigten diese Taufliegen Kerben (engl. notches) in den Flügelrändern. Der 

Notch-Signaltransduktionsweg ist ein hoch konservierter interzellulärer Kommuni-

kationsweg und umfasst bei den Vertebraten 4 verschiedene Rezeptoren (Notch1-

4), 2 Jagged-Liganden (Jag1-2 (homolog zu Serrate) und 3 Delta-like-Liganden 

(Dll1, 3, 4). In Vertebraten regulieren die Notch-Proteine und ihre Liganden ver-

schiedene Prozesse der frühen Embryogenese 68-69, neuronalen Entwicklung 70, 
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Muskel- 70-71, Pankreaszell- 72 sowie Granulozyten- 73-74 und Lymphozytendifferen-

zierung 75-76. Notch kann durch Inhibierung von Differenzierung und Apoptose so-

wie durch Förderung der Proliferation zur Karzinogenese beitragen. 

Notch1 kodiert einen hoch konservierten Transmembranrezeptor und Transkripti-

onsregulator, welcher vor allem eine kritische Rolle in der T-Zell-Entwicklung spielt 

77. Die Induktion von Notch-Signalwegen inhibiert Apoptose 78-79 und fördert Zell-

proliferation 80. Notch1 wird in Vorläuferzellen 73 des Knochenmarks sowie im peri-

phereren Blut bei T- und B-Lymphozyten, Monozyten und Neutrophilen exprimiert 

81-82. Notch1 nimmt  im hämatopoetischen System regulatorischen Einfluss auf die 

Entwicklungsrichtung einer Zelle innerhalb einer Vorläuferpopulation 75,83, erhöht 

die Selbsterneuerung der Stammzellen und inhibiert die Differenzierung von Vor-

läuferzellen 84. In der Regulation der Stammzellen begünstigt Notch1 Selbsterneu-

erung gegenüber Differenzierung und favorisiert auf früher Ebene die lymphoide 

gegenüber der myeloiden Linie 84. Verschiedene Studien zeigen, dass eine Akti-

vierung von NOTCH1 entweder durch die Behandlung mit Notch-Liganden oder 

durch eine verstärkte Expression von konstitutiv aktiviertem Notch1 zu einer Inhi-

bierung der Granulozytendifferenzierung und Erhaltung eines unreiferen Phäno-

typs in den myeloiden Zelllinien 32D und HL-60 sowie in primären mausspezifi-

schen und humanen Vorläuferzellen führt 73,85-87. 

In soliden Tumoren sowie im hämatolopoetischen System kann Notch1 eine Rolle 

als Onkogen sowie Tumorsuppressor spielen 88. Insbesondere in der akuten lym-

phatische Leukämie der T-Zellen (T-ALL) wurden bei mehr als 50% der Patienten 

aktivierte NOTCH1 Mutationen beobachtet 89-90. Auch in der chronisch lymphati-

schen Leukämie (CLL) wurden aktivierende NOTCH1 Mutationen identifiziert 91-92. 

In der AML oder anderen bösartigen Tumoren sind NOTCH1 Mutationen selten 

88,93-94. In verschiedenen AML-Zelllinien sowie primären AML-Zellen konnte Notch1 

Protein nachgewiesen werden 95. Sliwa et al. konnten in einer weiteren Untersu-

chung von AML-Patientenproben eine Hyperexpression von Notch1 in 7% der Fäl-

le nachweisen. Die restlichen Patienten zeigten nur eine geringe Notch1 Expressi-

on. Diese Hyperexpression von Notch1 korreliert signifikant mit der Subgruppe 

M0/1. Zudem zeigten diese Patienten ein schlechteres Gesamtüberleben 96. Bis-

her konnte außerdem gezeigt werden, dass die Entwicklung einer AML durch die 

Induzierung von übermäßiger Selbsterneuerung verbunden mit einem Block der 
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Zelldifferenzierung durch eine abweichende Jagged1-Notch1-Signalisierung be-

günstigt wird 97. Eine Analyse des gesamten Transkriptoms in Patienten mit chro-

nisch myelomonozytischer Leukämie (CMML) konnte zeigen, dass Notch-

Signalisierung die Monozyten- und Granulozytendifferenzierung in einer frühen 

Phase inhibiert. Dies wird teilweise durch die direkte Hemmung des PU.1- und 

CEBPA-Promotors durch Hes1, ein direktes Ziel von Notch, vermittelt 98. Eine Ak-

tivierung von Notch1 führt zudem zu einer Hochregulation von Trib2, was wiede-

rum zu einer Abnahme des Proteins C/EBPα-p42 führt und so AML in Mäusen 

induziert 99-100. AML-Patienten mit einer gestörten C/EBPα-Funktion zeigen eine 

hohe Trib2-Expression 100-101. Die tumorsuppressive Wirkung von Notch1 wiede-

rum konnte bei einer weiteren Untersuchung von humanen AML-Patientenproben 

sowie AML-iniitierenden Zellen eines Mausmodells gezeigt werden. Diese Zellen 

wiesen eine Unterdrückung von Notch1 auf. Eine Aktivierung von Notch1 führte zu 

einer raschen Hemmung des Zellzyklus, der Differenzierung und Apoptose der 

AML-iniitierenden Zellen. Zudem konnte gezeigt werden, dass eine Inaktivierung 

von Notch zum Verlust des myeloiden Tumorsuppressors Tet2 und somit zur In-

duktion einer AML-ähnlichen Krankheit führt 102.  

 

1.6 miRNA 

 

MicroRNAs (miRNAs) sind kleine (~22 Nucleotide), einzelsträngige, nicht-protein-

kodierende RNAs, welche als genregulierende Faktoren wirken. Viele miRNAs 

weisen eine Konservierung unter den verschiedenen Spezies auf, was annehmen 

lässt, dass miRNAs in wesentliche regulative Prozesse eingebunden sind. Die ers-

te miRNA wurde vor über 20 Jahren beschrieben 103. Seitdem haben die Anzahl 

bekannter miRNAs sowie ihre Bedeutung stetig zugenommen. Die letzte Version 

der miRBase Sequence Datenbank listete 2585 reife humane miRNAs und über 

1920 reife murine miRNAs (miRBase Release 21 (Juli 2014), mirbase.org).  

miRNAs kommen ubiquitär oder limitiert in bestimmten Entwicklungsstadien oder 

spezifischen Gewebearten bzw. Zelltypen vor 104. Sie beeinflussen zahlreiche bio-

logische Prozesse wie Zellproliferation, Differenzierung, Apoptosis, Organbildung 

und viele mehr, indem sie translational spezifische Ziele inhibieren 105-108. Bei Ne-

oplasien, einschließlich Leukämie, führen verschiedenste Auslöser zu einer Stö-



Einleitung 

 

23 
 

rung des genetisch geregelten Gleichgewichts zwischen Zellzyklus und Apoptose. 

Eine steigende Zahl von Arbeiten zeigt, dass die Deregulation von miRNAs mit der 

Entstehung von Neoplasien assoziiert ist 109-110. Es wird vermutet, dass innerhalb 

des menschlichen Genoms 30 – 60% aller proteinkodierenden Gene direkt durch 

miRNAs reguliert werden können 111-112. 

 

1.6.1 Biogenese und Funktionsweise 

 

Die reifen miRNAs haben eine Länge von 19 – 25 Nukleotiden mit ein 5‘ Phos-

phat- und einer 3‘ Hydroxylgruppe. Die pre-miRNAs sind die unmittelbaren Vorläu-

fer, welche eine charakteristische Stem-loop-Struktur mit 60-80 Basenpaaren 

Länge und einem 2 Nukleotid-Überhang am 3‘ Ende besitzen. Die pre-miRNAs 

wiederum werden von langen primären miRNA-Transkripten (pri-miRNAs), welche 

mehr als 1kb groß sein können und Produkte der RNA Polymerase II Aktivität 

sind, transkribiert 113. Die meisten pri-miRNAs sind unabhängige transkriptionelle 

Einheiten, obwohl bei Säugern viele miRNAs innerhalb eines Introns einer mRNA 

liegen und sich so scheinbar das gleiche primäre Transkript mit ihrem proteinko-

dierenden host gene teilen. Die Biogenese und Funktionsweise der miRNAs ist in 

Abbildung 3 dargestellt. 

Die pri-miRNAs werden bei Säugern zuerst im Zellkern mittels Mikroprozessor-

komplex Drosha/DGCR8, zu pre-miRNA Stem-loops mit 60 – 80 Basen verarbeitet 

114-115. Die Pre-miRNA-Moleküle werden, in Assoziation mit dem Ran-GTP abhän-

gigen Faktor Exportin-5 (Exp5), aktiv ins Zytoplasma transportiert 116-117, wo sie 

durch RNase III Dicer und TAR RNA-bindende Protein (TRBP) weiter in doppel-

strängige (ds)RNA-Moleküle mit ca. 22 Nukleotiden Länge prozessiert werden 118. 

Diese dsRNA enthält die reife funktionelle miRNA (auch bekannt als miRNA-5p) 

und den komplementären Strang (bekannt als miRNA-3p oder miRNA*). Die 

miRNA-3p unterliegt normalerweise der Degradierung, obwohl sie auch als funkti-

onelle miRNA agieren kann 112. 

Die reife funktionelle miRNA ist dann fähig die Expression von proteinkodierenden 

Ziel-mRNAs zu regulieren, indem sie an teilweise komplementäre Regionen bin-

det. Damit eine miRNA mit einer potentiellen Ziel-mRNA interagieren kann, muss 

eine gewisse Komplementarität einer kurzen Sequenz in der 3’UTR der Ziel-
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mRNA zum miRNA-„seed“, einer 5‘ gelegenen und aus 2-8 Nukleotiden bestehen-

den Sequenz, welche die Funktion der miRNA vermittelt, bestehen 120. 

 

 

Abbildung 3: Die Biogenese und Funktionsweise der miRNAs. Im Zellkern wird die 

pre-miRNA durch die RNA Polymerase II und die Spaltung der pri-miRNA durch den Mik-

roprozessorkomplex Drosha–DGCR8 (Pasha) gebildet. Die gebildete pre-miRNA wird aus 

dem Zellkern mittels Exportin-5–Ran-GTP ins Zytoplasma transportiert, wo ein Komplex 

aus Dicer und TRBP die pre-miRNA in die reife miRNA spaltet. Der funktionelle Strang 

der reifen miRNA wird zusammen mit Argonaut-Proteinen (Ago2) in den RNA-induzierten 

Silencing Komplex (RISC) geladen, wo RISC die Ziel-mRNA durch mRNA-Spaltung, Re-

pression der Translation oder Deadenylierung ausschaltet. Der zweite Strang wird degra-

diert. Abbildung modifiziert nach 119. 

 

Da die Komplementarität der Sequenzen von miRNAs und ihren mRNA-Zielen auf 

nur wenige Nukleotide beschränkt ist, kann jede miRNA mit vielen Genen intera-

gieren. Im umgekehrten Fall, kann ein einzelnes Gen viele miRNA-

Erkennungsstellen innerhalb einer oder mehrerer potentieller 3’UTRs beherbergen 

121. Die reife miRNA erkennt diese spezifischen Sequenzen der mRNA und rekru-

tiert dann eines der vier Argonaut-Proteine (Ago1-4) in einem RNA-induzierten 

Silencing-Komplex (RISC). RISC ist für die ortsspezifische Spaltung der mRNA, 
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die erhöhte Degradation der mRNA sowie der Repression ihrer Translation ver-

antwortlich 122-124.  

 

1.6.2 miRNAs in der Hämatopoese  

 

In der ersten Studie über miRNAs in der normalen Hämatopoese konnte schon 

gezeigt werden, dass die Expression einiger miRNAs spezifisch für bestimmte Li-

nien im hämatopoetischen System ist. Eine solche Spezifität konnte für die miR-

181, miR-223 und miR-142 gezeigt werden. Die miR-181 wird speziell in der lym-

phoiden Linie, die miR-223 vornehmlich im Knochenmark sowie myeloiden Zellen 

und die miR-142 in allen hämatopoetischen Geweben exprimiert 125. In CD34+ und 

den allgemeinen myeloiden Vorläuferzellen zeigt die miR-223 eine geringe Ex-

pression, welche in der granulozytären Entwicklung stetig steigt und in neutrophi-

len Granulozyten am höchsten ist 126-127. In der monozytischen Linie ist die miR-

223 Expression reprimiert 126. In die Regulation der Erythropoese ist die miR-223 

ebenfalls involviert 128. Die miR-221, miR-222 und miR-24 inhibieren die normale 

Erythropoese 129-130. Eine weitere miRNA, die eine Rolle in der Hämatopoese 

spielt, ist die miR-125b, welche in humanen Myeloblasten und Promyelozyten 

hoch exprimiert ist, aber in Neutrophilen herunterreguliert wird 131. Die Expression 

der miR-125b führt zu einem Block der G-CSF-induzierten Differenzierung von 

Granulozyten 132. In der lymphoiden B- und T-Zelldifferenzierung spielen neben 

der miR-181 auch die miR-150 und miR-155 eine Rolle. Die miR-150 ist vor allem 

in die B-Zelldifferenzierung, durch die Regulation von MYB, involviert 133. Für die 

Funktion der T-und B-Zellen ist die miR-155 von Bedeutung 134. 

Bei der Analyse eines möglichen spezifischen miRNA-Expressionsmusters für die 

humane Hämatopoese, zeigten maligne Zelllinien gegenüber normalen humanen 

hämatopoetischen Zellen ein ähnliches Expressionsmuster, allerdings wurden 

deutliche Unterschiede im Expressionslevel der miRNAs gefunden. Diese Ergeb-

nisse zeigen, wie wichtig miRNAs für die normale Hämatopoese sowie während 

der malignen Transformation sind 135. 

 

 



Einleitung 

 

26 
 

1.6.3 miRNAs und C/EBPα in der Hämatopoese und AML 

 

Diverse Arbeiten zeigen, dass C/EBPα spezifisch miRNAs regulieren kann. Fazi et 

al. identifizierten die miR-223 als erstes direktes Ziel von C/EBPα. Die C/EBPα-

induzierte Hochregulation der miR-223 führt zur Granulopoese 136. Des Weiteren 

gibt es Studien die eine direkte Regulation der miR-223 sowie miR-34a durch 

C/EBPα in der normalen Granulopoese zeigen und deutlich machen, dass CEBPA 

als Tumorsuppressorgen durch die Transaktivierung dieser miRNAs agiert 137-138. 

Außerdem konnte in diesen Studien gezeigt werden, dass in der AML, wo die Ex-

pression von C/EBPα fehlreguliert ist, die Transaktivierung dieser beiden miRNAs 

inhibiert und die myeloide Differenzierung geblockt ist 136-138. Ein weiteres direktes 

Ziel von C/EBPα ist das miR-29a/b1-Cluster. Die miR-29b ist bei AML-Patienten 

mit fehlender C/EBPα-Funktion supprimiert 139.  

Andere Arbeiten zeigen, dass miRNAs ebenso C/EBPα in der myeloiden Differen-

zierung regulieren. CEBPA ist ein direktes Zielgen der miR-328 sowie miR-124a. 

Eine Induktion von C/EBPα durch die miR-328 führt zu einer Stimulation der 

myeloiden Differenzierung 140. Im umgekehrten Fall supprimiert die miR-124a die 

myeloide Differenzierung durch Inhibierung von C/EBPα 141.  

 

1.6.4 microRNA-30c (miR-30c) 

 

Die reife microRNA-30c (miR-30c) gehört zur microRNA-30-Familie und wird von 

zwei verschiedenen Transkripten gebildet. Die reife miR-30c wird von zwei ver-

schiedenen pri-miRNAs gebildet, welche unterschiedlich im Genom lokalisiert 

sind. Die pri-miR-30c-1 liegt auf Chromosom 1p34.2 im host gene NFYC (nuclear 

transcription factor Y, gamma) und bildet ein Cluster mit der, etwa 2800 Basen-

paare upstream liegenden, miR-30e. Die pri-miR-30c-2 ist auf Chromosom 6q13 

lokalisiert.  

Die Mitglieder der microRNA-30-Familie sind z.B. beteiligt an der p53-induzierten 

mitochondrialen Teilung und Apoptose 142, Regulation der B-Myb Expression wäh-

rend der zellulären Seneszenz 143, und spielen eine wichtige Rolle beim Zell-

wachstum und Differenzierung von Epithel-, Mesenchymal- und Osteoblastenzel-

len 144-145. Bei Mäusen konnte gezeigt werden, dass die miR-30c zu einer Redu-
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zierung von Hyperlipidämie und Arteriosklerose führt 146. Einige Studien verschie-

dener Krebserkrankungen wie Blasentumor 147, Mamakarzinom 148-149 und Gebär-

mutterkörperkrebs 150 weisen eine negative Regulation der mir-30c in den Tumor-

zellen nach. Verschiedene Untersuchungen zeigen, dass die miRNA-30c eine als 

Tumorsuppressor wirkende microRNA ist 150-152. Diese tumorsuppressive Wirkung 

konnte bereits bei Gebärmutterhalskrebs 150 sowie akuter myeloischer Leukämie 

mit NPM1 Mutationen 152 gezeigt werden. 

Im hämatopoetischen System ist die miR-30c in verschiedenen Zelltypen wie Reti-

kulozyten, Monozyten, Blutplättchen, Mononuklearen, B- und T-Lymphozyten so-

wie Granulozyten exprimiert 153.  

 

1.7 Zielstellung 

 

MiRNAs sind Regulatoren verschiedenster zellulärer Prozesse, wie z.B. Prolifera-

tion, Differenzierung und Apoptose, welche meist sehr stark bei Krebserkrankun-

gen wie auch AML betroffen sind. Die Bedeutung von microRNAs in der Tumorge-

nese und insbesondere in der Entstehung der AML wurde bereits durch eine Viel-

zahl von Arbeiten postuliert und bestätigt. Die AML ist eine heterogene Erkran-

kung, die durch eine Vielzahl genetischer Defekte gekennzeichnet ist, welche vor 

allem in Bezug auf den Therapieansatz und die Prognose eine wichtige Rolle spie-

len. Die Störung und Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen wie CEBPA sind 

neben genetischen Defekten zusätzliche Mechanismen, die an der Entwicklung 

einer AML beteiligt sind. Der Transkriptionsfaktor C/EBPα spielt eine entscheiden-

de Rolle bei der Aufrechterhaltung des Gleichgewichts von Zellproliferation und -

differenzierung in hämatopoetischen sowie auch nicht hämatopoetischen Gewe-

ben. In diesem Zusammenhang wurde schon vielfach beschrieben das C/EBPα 

spezifisch miRNAs reguliert. 

Die vorliegende Arbeit verfolgt das Ziel mittels eines Mikroarray, neue direkt durch 

C/EBPα regulierte miRNAs in der Granulopoese zu identifizieren und eine funktio-

nell zu untersuchen und zu charakterisieren. Da bei der Translation der CEBPA 

mRNA zwei Proteine, C/EBPα-p42 und C/EBPα-p30, gebildet werden, wurde un-

tersucht welchen Einfluss diese Proteine auf die Expression der miR-30c während 

der Granulopoese haben. Des Weiteren wurde die Expression der miR-30c in ver-

http://www.dict.cc/deutsch-englisch/Arteriosklerose.html
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schiedenen Zellpopulationen von C57BL/6-Mäusen sowie während der gra-

nulozytären Differenzierung von weiteren Zelllinien sowie primären hämatopoeti-

schen Vorläuferzellen analysiert. Ein Hauptaugenmerk dieser Arbeit lag besonders 

auf der Identifizierung eines neuen direkten funktionellen Ziels der miRNA. Hier 

wurde primär die Rolle der miR-30c in der Vermittlung inhibitorischer Funktionen 

von C/EBPα auf das Ziel untersucht. Weiterhin wurde geprüft, ob die miR-30c ei-

nen Einfluss auf die myeloide Differenzierung besitzt. Aufgrund der Fehlregulation 

von C/EBPα in der Hälfte aller AMLs, wurden in dieser Arbeit AML-Patientproben 

verschiedenster Subtypen hinsichtlich ihrer miR-30c Expression untersucht. Das 

Interesse lag hierbei auf NK-AML-Patientenproben mit CEBPA-Mutationen.  
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2 Material und Methoden 
 

2.1 Materialien 

 

2.1.1 Geräte und Software 

 

Geräte       Hersteller/ Vertrieb 

Affymetrix 428TM GeneChip Scanners   Affimetrix 

a-Hyb™ Hybridization Station    Miltenyi, Biotec GmbH 

Autoklav Model 5050 EVL     Tuttnauer 

Bakterieninkubator      Memmert GmbH 

Brutschrank, Heracell 150i     Thermo Scientific 

CCD-Kamera (G-Box)     Syngene Bioimaging 

Durchflusszytometer BD FACSCalibur    BD Pharmingen™ 

Elektrophoresesysteme     Bio-Rad Laboratories Inc. 

 Horizontal: Sub-Cell Model 192 Cell 

 Vertikal: Mini Transblot®Cell 

Elektroporationsgerät Nucleofector® 2b Device LONZA 

Feinwaage AX4202      Sartorius 

Geldokumentation Gene Flash    Syngene Bioimaging 

Kühlzentrifuge Heraeus Fresco 17   Thermo Scientific 

Lichtmikroskop Axio Vert.A1    Zeiss Deutschland 

Luminometer  Lumat LB9705    Berthold Technologies 

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

separator      Biotec 

Mikrowelle       Severin 

Milli-Q-Anlage      Millipore 

Nano-Photometer      Implen 

pH-Meter       Hanna Instruments 

Pipetten 2µl, 10µl, 20µl, 100µl, 200µl, 1000µl  Rainin; Eppendorf 

Pipettierhilfe       Integra Bioscience 

Power Pac 1000      Bio-Rad Laboratories Inc. 

Real Time PCR System 7500    Applied Biosystems 

Real Time Thermal Cycler (Rotor-Gene™ 3000) Corbett Research Australia 
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Schüttelinkubator Model 3031    GFL 

Schüttler Rotamax 120     Heidolph 

Sterilbank Modell HeraSafe Heraeus   Thermo Scientific 

Stromversorgung Power Pac 1000   Bio-Rad Laboratories Inc. 

Thermal Cycler T100™     Bio-Rad Laboratories Inc. 

ThermoCycler (T Gradient Thermoblock)  Biometra® 

Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic  Bio-Rad Laboratories Inc. 

Transfer Cell 

Ultrazentrifuge Sorvall WX (TH-641 Rotor)  Beckman 

Vortexer       Fisher Scientific 

Wasserbad       GFL 

 

Software       Hersteller/ Vertrieb 

CellQuest™       BD Pharmingen™ 

Cyflogic 1.2.1      CyFlo Ltd 

GenePix® Pro 6.0      Molecular Devices 

Image J       National Institutes of Health 

SPSS17       IBM 

 

2.1.2 Reagenzien 

 

Chemikalien       Hersteller/ Vertrieb 

Acrylamid (Rotiphorese® Gel 30)    Carl Roth GmbH 

Agar        Carl Roth GmbH 

Ampicillin Sigma-Aldrich 

APS (Ammoniumperoxodisulfat)     Carl Roth GmbH 

β-ME (β-Mercaptoethanol) Sigma-Aldrich  

Protein Assay Dye Reagent    Bio-Rad Laboratories Inc. 

BSA (Bovine serum albumin) purified SERVA Electrophoresis 

GmbH 

CaCl2 (Calciumchlorid)     Carl Roth GmbH 

DEPC (Diethylpyrocarbonat)    Carl Roth GmbH 

dNTPs       QIAGEN 
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DTT (Dithiothreitol)      Sigma Aldrich 

ECL Westernblot Detektionsreagenzien GE Healthcare Life science, 

Amersham Bioscience 

EDTA (Ethyldiamintetraessigsäure)   Carl Roth GmbH 

Ethanol       Carl Roth GmbH 

Ethidiumbromid Sigma-Aldrich 

Formaldehyd       Carl Roth GmbH 

GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain    Biotium Inc. 

Giemsa       Carl Roth GmbH 

Glycerin  Sigma-Aldrich 

Glycerol Sigma-Aldrich 

HCl (Salzsäure)      Carl Roth GmbH 

Hefe        Carl Roth GmbH 

HEPES (Hydroxyethylpiperazinethansulfonsäure) Carl Roth GmbH 

Isopropanol       Carl Roth GmbH 

May-Grünewald-Lösung     Sigma-Aldrich 

Milchpulver       Carl Roth GmbH 

Methanol        Carl Roth GmbH 

MgCl2 (Magnesiumchlorid)     Carl Roth GmbH 

NaCl (Natriumchlorid)     Carl Roth GmbH 

Na2HPO4 (Natriumhydrogenphosphat)   Carl Roth GmbH 

Phosphatase-, Proteinase Inhibitor Cocktails Sigma-Aldrich  

PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid)   Fluka 

Ponceau S Sigma-Aldrich 

SDS (Natriumdodecylsulfat)    Carl Roth GmbH 

Temed (Tetramethylethylendiamin)   Bio-Rad Laboratories GmbH 

Tris-Base (Trisaminomethan)    Carl Roth GmbH 

Tris-HCl       Carl Roth GmbH 

Triton-X-100       Carl Roth GmbH 

TRIzol ®       Invitrogen 

Tween®20       Carl Roth GmbH 
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Zytokine       Hersteller/ Vertrieb 

huG-CSF (Granulocyte Colony Stimulating Factor) ImmunoTools GmbH 

huGM-CSF (Granulocyte-Macrophage Colony   ImmunoTools GmbH 

Stimulating Factor)         

IL-3 (Interleukin-3)      ImmunoTools GmbH 

IL-6 (Interleukin-6)      ImmunoTools GmbH 

rHuSCF (Recombinant Human Stem Cell Factor) PAN™ Biotech GmbH 

rHuFlt3 (Recombinant Human Flt3-Ligand)  PAN™ Biotech GmbH 

 

Medien und Zusätze     Hersteller/ Vertrieb 

β-Estradiol  Sigma-Aldrich  

CT-FBS (Charcoal-treated fetal calf serum)  PAA Laboratories GmbH 

Chloroquin       Fluka 

DMSO (Dimethylsulfioxid) Sigma-Aldrich 

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)  PAA Laboratories GmbH 

FBS (Fötales Kälberserum)    PAA Laboratories GmbH 

IMDM (Iscove´s Modified Dulbecco´s Medium)  Gibco® 

Penicillin/Streptomycin (P/S)    Gibco® 

PBS (Phosphate buffered saline)    PAA Laboratories GmbH 

Polybren       Takara 

Puromycin       MP Biomedicals 

RA (Retinoic Acid)  Sigma-Aldrich 

RPMI 1640 (± Phenolrot)      PAA Laboratories GmbH 

 

Kommerzielle Kits      Hersteller/ Vertrieb 

AMAXA™ Cell line Nucleofector® Kit V   Lonza 

Bio-Rad Protein Assay     Bio-Rad Laboratories GmbH  

BLOCK-iTTM Pol II miR RNAi Expression Vector Kit Invitrogen™ 

CD34 Progenitor Cell Isolation Kit, human MACS® reagents, Milteny 

Biotec 

ChIP-IT™ Express Enzymatic    Active Motif 

Dual LuciferaseTM Reporter Assay Kit    Promega GmbH 

EndoFree® Plasmid Maxi Kit    QIAGEN 
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HiSpeed® Plasmid Maxi Kit    QIAGEN 

Revert Aid™ H Minus First Strand cDNA Thermo Scientific  

Synthesis Kit 

LipofectaminTM LTX Reagent    InvitrogenTM 

miRCURY™ LNA microRNA Array microarray kit EXIQON A/S 

miRCURY™ LNA microRNA Array Labeling kit EXIQON A/S 

QuantiTect® SYBR Green PCR Kit   QIAGEN 

QIAEX® II Gel Extraction Kit    QIAGEN 

QIAprep® Spin Miniprep Kit     QIAGEN 

QuikChange® II XL Site-Directed Mutagenesis Kit Agilent Technologies 

TaqMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit Applied Biosystems 

TOPO® TA cloning Kit for subcloning   Invitrogen™ 

 

Enzyme       Hersteller/ Vertrieb 

Antarctic Phosphatase     New England Bio Labs Inc.  

DNA Polymerase I      New England Bio Labs Inc. 

Phusion Polymerase     Finnzymes 

rAPid Alkaline Phosphatase    Roche  

RNAse A       Sigma Aldrich 

T4 DNA Ligase, 10X T4 DNA Ligase Buffer Thermo Scientific  

Taq-Poymerase      Promega GmbH 

XBaI Thermo Scientific  

 

Marker und Ladepuffer     Hersteller/ Vertrieb 

6x Loading Dye Solution Thermo Scientific  

GeneRuler™ DNA Ladder Mix Thermo Scientific  

Page Ruler™ Plus Prestained Protein Ladder Thermo Scientific  

 

Vektoren   Quelle 

miRCURY LNA™ microRNA Inhibitor   EXIQON A/S 

 hsa-miR-30c, negative control A 

pCDH1-MCS1-EF1-copGFP    System Biosciences 



Material und Methoden 

 

34 
 

pcDNA3.1 Tenen DG, Harvard Institutes 

of Medicine, 

Massachusetts,56 

pcDNA™6.2-GW/EmGFP-miR    Invitrogen™ 

pGL3-control Vektor     Promega GmbH 

pMDLg/pRRE      Addgene 

pRL0 (pRL-SV40 Renilla Luciferase reporter Promega GmbH 

vector) 

pRSV-Rev Addgene 

pCR-2.1®-TOPO®-Vector   Invitrogen™ 

VSVG        Addgene 

 

Oligonukleotide 

Für die Detektion der Expression der miRNAs miR-30c, miR-223, miR-15b, miR-

21, miR-191, miR-23a, miR-142-3p, miR-106b, miR-20a, snoRNA135, 

snoRNA202 und RNUB6 wurden die spezifischen TaqMan® MicroRNA Assays 

verwendet. Die Primer zur Klonierung des Notch1 3’UTR Vektors wurden der Pub-

likation 154 entnommen. Alle weiteren aufgelisteten Primer wurden manuell designt 

und von Biomers.net GmbH bezogen.  

 

Semiquantitative PCR und quantitative Real-Time PCR 

huC/EBPα FP  5’-TGG ACA AGA ACA GCA ACG AG-3’ 

huC/EBPα RP  5’-TTG TCA CTG GTC AGC TCC AG-3’ 

muC/EBPα FP  5’-GAC CAT TAG CCT TGT GTG TAC TGT ATG-3’ 

muC/EBPα RP  5’-TGG ATC GAT TGT GCT TCA AGT T-3’ 

C/EBPε FP   5’-CAG ACA GGA AGG CGC TGG G-3’ 

C/EBPε RP   5’-CGG CAG TGG CCA AAG GGG CCT T-3’ 

GCSF-R FP   5’-ACC TGG GCA CAG CTG GAG TGG-3’ 

GCSF-R RP   5’-CAG GCT GCT GTG AGC TGG GTC TGG-3’ 

Notch1 FP   5’-CAA CAT CCA GGA CAA CAT GG-3’ 

Notch1 RP   5’-GGA CTT GCC CAG GTC ATC TA-3’ 

GAPDH FP   5’-ACC ACA GTC CAT GCC ATC AC-3’ 

GAPDH RP   5’-TCC ACC ACC CTG TTG CTG TA-3’ 
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Klonierung 

mature miR-30c FP  5’-TGC TGT GTA AAC ATC CTA CAC TCT CAG CGT 

TTT GGC CAC TGA CTG ACG CTG AGA GTA GGA 

TGT TTA CA-3‘ 

mature miR-30c RP  5’-CCT GTG TAA ACA TCC TAC TCT CAG CGT CAG 

TCA GTG GCC AAA ACG CTG AGA GTG TAG GAT 

GTT TAC AC-3‘ 

Notch1 3’UTR FP 5‘-GTA ACT TCT AGA CGA GAG GAG CCT TTT TAA 

AAC-3‘ 

Notch1 3’UTR RP 5‘-GTA CCA TCT AGA CAC CAT CAG TAT CAT TTT 

TAT TGC-3‘ 

Notch1 3’UTR mut FP 5'-CAT GAC CAG ATG CGT CCC AAG ATG TTG ATT 

TTT ACT GTG TTT TAT AAA ATA CTG TCA AGT AAT 

CAG AAA AAG ACT TTA AAA GTG ATC TAC AT-3' 

Notch1 3’UTR mut RP 5’-ATG TAG ATC ACT TTT AAA GTC TTT TTC TGA 

TTA CTT GAC AGT ATT TTA TAA AAC ACA GTA AAA 

ATC AAC ATC TTG GGA CGC ATC TGG TCA TG-3’ 

 

Sequenzierung 

Luc-C FP   5‘-AGA GAG ATC CTC ATA AAG GC-3‘ 

EBV RP   5‘-GTG GTT TGT CCA AAC TCA TC-3‘ 

 

Chromatin-Immunpräzipitation (ChIP) 

Primer #1 FP   5’-ACA TCT GTC TCT ACA ATC TCA ACA-3’ 

Primer #1 RP  5’-CAG GCA CTC TAT TTG ATG AAT GAA T-3’ 

Primer #2 FP   5’-CGA CCT TCA TCC CCC AGT TC-3’ 

Primer #2 RP  5’-CAC CCT GCC TAT CCT TGT GG-3’ 

Primer #3 FP   5’-CAA GCC CTG TAG TTG GGG AG-3’ 

Primer #3 RP  5’-AGC TTT AGT GGG GCA GAA GTC-3’ 

Primer #4 FP   5’-ACT CCA TTC ATG TGT ATG CCT CT-3’ 

Primer #4 RP  5’-ATG CAG CTT CTC ACT CTC TGG-3’ 
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Antikörper  

Western Blot Primärantikörper Hersteller/ Vertrieb 

Anti-Trib2 (SC-100878)  Maus, monoklonal  Santa Cruz Biotechnology 

Anti-GAPDH (SC-25778) Kaninchen, polyklonal  Santa Cruz Biotechnology 

Anti-Notch1 Kaninchen, monoklonal  Epitomics 

 

Western Blot Sekundärantikörper Hersteller/ Vertrieb 

ECL™ HRP-konjugiertes Affe, polyklonal GE Healthcare Life 

 Anti-Kaninchen IgG Science    

HRP-konjugiertes Gans, monoklonal Santa Cruz Biotechnology 

Anti-Maus IgG (SC-2005)  

 

Durchflusszytometrie Antikörper Hersteller/ Vertrieb 

PE-konjugierter anti-CD11b Maus IgG1,κ  BD Pharmingen™ 

PE-konjugierter anti-CD34  Maus IgG1,κ  BD Pharmingen™ 

PE-konjugierte IgG-Isotyp Maus IgG1,κ BD Pharmingen™ 

 

ChIP Antikörper Hersteller/ Vertrieb 

Anti-C/EBPα X (SC-61) Kaninchen, polyklonal  Santa Cruz Biotechnology  

normales Kaninchen IgG  Santa Cruz Biotechnology 

(SC-2027)  

 

2.1.3 Biologische Materialien 

 

Bakterien  Hersteller/ Vertrieb 

Escherichia coli XL-1blue Agilent Technologies 

One Shot® TOP 10 Invitrogen™ 

Subcloning Efficiency™ DH5α™ Invitrogen™ 
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C57BL/6 Maus 

 

In C57BL/6 Mäusen wurde die Expression der miR-30c Expression analysiert. Die 

gesorteten Knochenmarksproben der Mäuse wurden vom Cancer Science Institu-

te der Nationaluniversität von Singapur zur Verfügung gestellt. Das Studienproto-

koll zur Forschung an C57BL/6 Mäusen wurde vom zuständigen Ethikkomitee ge-

prüft. Die Knochenmarkszellen wurden mittels FACS ARIA nach LSK (Lin- Sca1+ 

cKit+), CMP (allgemeine myeloide Vorläufer), GMP (Granulozyten-Makrophagen 

Vorläufer), MEP (Megakaryozyten-Erythrozyten Vorläufer) und Granulozyten sor-

tiert. Es wurden 3 unabhängige Experimente mit einem Pool von je 3-4 Mäusen 

analysiert. Die RNA-Präparation sowie die Expressionsanalysen der miR-30c und 

snoRNA135 mittels quantitativer Real-Time-PCR wurden selbstständig am Uni-

versitätsklinikum Leipzig durchgeführt. 

 

CEBPA knockout Maus 

 

Erwachsene C/EBPαflox/flox; Mx-Cre konditional-gendefiziente Mäuse 

(B6.129S6(CBA)-Cebpatm1Dgt/J) 46 wurden mit polyinosinic-polycytidylic acid (Poly 

I:C) behandelt, um einen Mx-Cre Rekombinase vermittelten knockout von C/EBPα 

in hämatopoetischen Zellen zu induzieren. 600 µg Poly I:C wurde insgesamt fünf 

Mal intraperitoneal jeden zweiten Tag injiziert. Zwei Wochen nach der letzten In-

jektion wurden die Mäuse schmerzfrei getötet, da zu diesem Zeitpunkt eine min-

destens 85%ige Entfernung des gefloxten Gens in den Knochenmarkszellen vor-

liegt 155. Das Knochenmark wurde entnommen und mittels FACS ARIA der Block 

der myeloiden Differenzierung von den allgemeinen myeloischen Vorläuferzellen 

(CMP) zu den Granulozyten-Makrophagen-Vorläuferzellen (GMP) bestätigt. Diese 

Versuche wurden vollständig, von der Entnahme der Knochenmarkszellen bis zur 

Expressionsanalyse von CEBPA und der miR-30c per quantitativer Real-Time 

PCR, am Cancer Science Institute der Nationaluniversität von Singapur durch Dr. 

Vikas Madan durchgeführt. 
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primäre humane Zellen 

 

Die primären humanen CD34+ hämatopoetischen Vorläuferzellen wurden aus 

Leukapherisaten mittels Ficoll-Hypaque Dichtegradientenzentrifugation und Purifi-

kation durch immunmagnetische Antikörper mittels CD34 Progenitor Cell Isolation 

Kit gewonnen. Mittels Durchflusszytometrie wurde die Reinheit der isolierten Zel-

len überprüft. Die Reinheit lag durchschnittlich bei 93 % CD34+ Zellen.  

 

Patientenproben 

 

Von 39 verschiedenen AML-Patientenproben sowie drei gesunden Spendern wur-

de die Expression der miR-30c analysiert. Hierfür wurde die RNA aus Knochen-

mark oder peripherem Blut mittels TRIzol® extrahiert.  

Die AML Patientenproben wurden, mit schriftlicher Einverständniserklärung der 

Patienten entsprechend der Declaration of Helsinki, vom Universitätsklinikum 

Münster, vom Universitätsklinikum Leipzig und dem Münchner Leukämielabor 

(MLL) zur Verfügung gestellt. Die Proben der gesunden Spender sind vom Univer-

sitätsklinikum Leipzig. Die Studienprotokolle zur Sammlung von AML Patienten-

proben wurden durch die zuständigen Ethikkomitees geprüft. Die morphologische 

Diagnose wurde anhand der Kriterien der FAB-Klassifikation gestellt. Alle Proben 

wurden zytogenetisch und molekular analysiert. Es handelte sich um folgende 

AML Subtypen: zytogenetisch normaler (NK-AML) und komplexen Karyotyp (CK-

AML), Translokation t(15;17), Translokation t(8;21), Inversion inv(16) sowie NK-

AML Proben mit monoallelischen bzw. biallelischen CEBPA-Mutationen. Eine Auf-

listung der verwendeten Proben sowie alle Details sind in Tabelle 2 und  

 

Tabelle 3 dargestellt. 
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Tabelle 2: Genetische und morphologische Charakterisierung von AML-Patienten 

Patient 
Morphologie 

nach FAB 
Karyotyp 

FLT3     
Mutations 

% Blasten Alter Geschlecht 

 gesund - - - - unbekannt 

 gesund - - - - unbekannt 

 gesund - - - - unbekannt 

1 M4/5 NK unbekannt unbekannt 75 m 

2 M1 NK unbekannt unbekannt 72 m 

3 nicht klassifiziert NK negativ unbekannt 21 m 

4 nicht klassifiziert NK TKD unbekannt 39 w 

5 nicht klassifiziert NK negativ unbekannt 43 w 

6 nicht klassifiziert NK TKD unbekannt 58 m 

7 nicht klassifiziert NK ITD unbekannt 70 w 

8 M5 CK negativ 90 65 w 

9 M5 CK unbekannt unbekannt 73 m 

10 M5 CK unbekannt 90 56 m 

11 nicht klassifiziert CK ITD/ TKD unbekannt 29 m 

12 nicht klassifiziert CK ITD unbekannt 30 w 

13 M3 t(15;17) unbekannt unbekannt 32 w 

14 M3 t(15;17) TKD unbekannt 23 w 

15 M3 t(15;17) negativ unbekannt 70 m 

16 nicht klassifiziert t(8;21) ITD unbekannt 42 m 

17 nicht klassifiziert t(8;21) ITD/ TKD unbekannt 67 m 

18 M2 t(8;21) unbekannt unbekannt 40 m 

19 M2 t(8;21) unbekannt 23 43 w 

20 nicht klassifiziert t(8;21) negativ unbekannt 42 m 

21 nicht klassifiziert Inv(16) negativ unbekannt 60 m 

22 nicht klassifiziert Inv(16) TKD unbekannt 40 m 

23 nicht klassifiziert Inv(16) TKD unbekannt 39 m 

24 nicht klassifiziert Inv(16) TKD unbekannt 42 m 

25 nicht klassifiziert Inv(16) TKD unbekannt 29 m 

26 nicht klassifiziert Inv(16) negativ unbekannt 41 w 

27 nicht klassifiziert Inv(16) negativ unbekannt 45 w 
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Tabelle 3: Genetische und morphologische Charakterisierung von NK-AML Patien-

ten mit CEBPA-Mutation und CEBPA-Wildtyp 

Patient 
Morphologie 

nach FAB 
Karyotyp 

CEBPA 
Mutation 

% Blasten 
FLT3 

Mutation 
Alter Geschlecht 

1 s-AML NK WT 46 negativ 78 w 

2 M4 NK WT unbekannt negativ 74 m 

3 M5a NK WT 99 negativ 82 m 

4 M0 NK WT 90 negativ 63 w 

5 
nicht 

klassifiziert 
NK 

mono-
allelisch 

unbekannt negativ 65 m 

6 
nicht 

klassifiziert 
NK 

mono-
allelisch 

unbekannt negativ 50 m 

7 
nicht 

klassifiziert 
NK 

mono-
allelisch 

unbekannt negativ 73 w 

8 
nicht 

klassifiziert 
NK 

mono-
allelisch 

unbekannt ITD 60 w 

9 M2 NK biallelisch 66 negativ 68 w 

10 M2 NK biallelisch 22 negativ 66 w 

11 
nicht 

klassifiziert 
NK biallelisch unbekannt negativ 66 w 

12 M1 NK biallelisch 58,5 negativ 82 m 

 

 

Zelllinien        Quelle 

 

HEK 293T  humane, embryonale   ATCC 

Nierenzellkarzinomzellen  

K562 humane chron. myeloische  ATCC 

 Leukämiezellen 

K562-C/EBPα-p42ER, K562 mit Expression eines  Tenen DG, Havard 

K562-C/EBPα-p30ER, Fusionsproteins C/EBPα-p42 Institut, MA, USA 156 

 bzw. p30 und  Estradiolrezeptor  

K562-ER oder einzig des Estradiolrezeptors   

MV4;11 humane, akute monozytische ATCC 

 Leukämiezellen  

U937  humane, histozytische   ATCC 

 Lymphomazellen  
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2.2 Methoden 

2.2.1 Zellkultur 
 

Die Kultivierung der eukaryotischen Zelllinien sowie der primären CD34+-Zellen 

erfolgte nach Standardmethoden in den entsprechenden Kulturmedien. Die Inku-

bation der Zellen erfolgte in Begasungsbrutschranken bei 37°C, 96 % relativer 

Luftfeuchte und 5 % CO2. 

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Verdünnung der Zellsuspension auf eine 

Neubauer-Zählkammer gegeben, die Zellen in alle vier Quadranten (mit jeweils 16 

Einzelquadranten) ausgezählt und anschließend auf das vorhandene Volumen der 

Zellsuspension umgerechnet.  

 

Zusammensetzung der Kulturmedien 

 

CD34+ IMDM + 10 % FBS, 50 ng/µl rHuSCF, 50 ng/µl rHuFlt3 

und 50 ng/µl IL-6, welches nach 3 Tagen durch 50 ng/µl 

IL-3 ersetzt wurde 

HEK 293T    DMEM + 10 % FBS + 1 % P/S 

K562    RPMI 1640 + 10% FBS + 1 % P/S 

K562-C/EBPα-p42ER,  RPMI 1640 (ohne Phenolrot) + 10 % CT-FBS + 1 % P/S 

K562-C/EBPα-p30ER, + 1 μg/ml Puromycin 

K562-ER    

MV4;11  IMDM + 10 % FBS + 1 % P/S 

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

 

2.2.2 Differenzierung der Zellen 

 

Die β-Estradiol-induzierbare Zelllinie K562-C/EBPα-p42ER exprimiert kein endo-

genes C/EBPα, hier liegt das C/EBPα-Wildtypprotein fusioniert mit dem Estradiol-

rezeptor im Zytoplasma der Zellen vor. Mittels -Estradiol, welches an das Fusi-

onsprotein C/EBPp42-ER bindet, wird C/EBP aktiviert, in den Nukleus translo-

kalisiert und somit die Zelldifferenzierung induziert 156. Als Kontrollen dienten die 

Zelllinien K562-C/EBPα-p30ER, in denen das aktive C/EBPα-p42 aufgrund der 
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Mutation C/EBPα-p30 nicht aktiviert wird, sowie die, den Estradiolrezeptor allein 

tragende Zelllinie K562-ER. Die das Fusionsprotein enthaltenden Zellen, wurden 

durch kontinuierliche Kultivierung in Medium mit Puromycin selektiert. Bei der In-

duktion wurden jeweils 1x106 Zellen in 6-Lochplatten mit 2ml Medium mit 5 μM β-

Estradiol behandelt. β-Estradiol wurde in 100 % Ethanol gelöst. In den Zellen der 

Zelllinie U937 kann die myeloide Differenzierung durch die Zugabe von all-trans-

Retinsäure (Tretinoin, engl.: all-trans-retinoic acid, kurz: ATRA) induziert werden. 

Hierfür wurden 1x106 Zellen in 2ml Medium in 6-Lochplatten ausplattiert und mit 

jeweils 1 μM ATRA behandelt. ATRA wurde in DMSO gelöst. Zur granulozytären 

Differenzierung der primären humanen CD34+-Vorläuferzellen wurden 2,5*105 

Zellen in 6-Lochplatten mit 2ml Medium mittels 100 ng/µl G-CSF induziert 157. 

Während eines Experiments wurden die Zellen alle drei Tage mit G-CSF behan-

delt. G-CSF wurde in Wasser gelöst. Zum Ausschluss unspezifischer Effekte 

durch die Lösungsmittel Ethanol, DMSO und Wasser, wurde jeweils in die Kontrol-

len das entsprechende Volumen des Lösungsmittels zu den Zellen gegeben. 

 

2.2.3 Gesamt-RNA-Extraktion 

 

Die RNA-Extraktion besteht aus fünf Schritten - Homogenisierung, Phasentren-

nung, RNA-Präzipitation, Waschen und Lösen der RNA. Zum Homogenisieren 

wurden die Proben mit 1ml TRIzol® versetzt. Diese Lösung enthält Phenol und 

Guanidiniumthiocyanat in einphasiger Lösung. Anschließend wurden 200 µl Chlo-

roform dazugegeben, die Proben 15 s lang kräftig geschüttelt und für 5 min bei 

Raumtemperatur stehen gelassen. Eine anschließende Zentrifugation von 15 min 

bei 13000rpm in einer Kühlzentrifuge bei 4 °C führte zur Trennung der Proben in 

drei Phasen: eine untere rote Phenol-Chloroform-Phase, eine milchige Interphase 

und eine obere farblose wässrige Phase. Die RNA reichert sich ausschließlich in 

der oberen wässrigen Phase an, während DNA und Proteine sich in der Interpha-

se und der Phenol-Chloroform-Phase befinden. Die obere Phase mit RNA wurde 

daraufhin in ein neues Gefäß überführt. Zur Präzipitation der RNA wurden 700 µl 

Isopropanol zugegeben und das Gemisch 10 min bei Raumtemperatur stehen ge-

lassen. Eine anschließende Zentrifugation für 10 min bei 13000 rpm in der Kühl-

zentrifuge bei 4 °C, führt dann zur Fällung der gelartigen RNA. Der Überstand 
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wurde verworfen. Zum Waschen der RNA wurde 1 ml 70 % igem Ethanol zu ge-

geben und dann 10 min bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das RNA-Pellet wur-

de anschließend getrocknet und in 20 µl DEPC-Wasser gelöst. DEPC dient der 

Inhibierung von Ribonukleasen (RNasen), RNA zersetzenden Enzymen. Die 

extrahierte RNA wurde bis zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C gelagert.  

 

2.2.4 Konzentrationsbestimmung der RNA 

 

Mit einem Spektralphotometer können Quantität und Qualität von Nukleinsäuren 

bestimmt werden. Das Absorptionsmaximum von Nukleotiden liegt bei 260nm. Die 

RNA-Konzentration wurde anhand photometrischer Absorptionsmessung und Be-

rechnung der optischen Dichte (OD) bei 260 nm und 280 nm bestimmt. Der 

A260/A280 Quotient für ausreichend reine RNA liegt bei 1,8 ± 0,2. 

 

2.2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

 

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction – PCR) 

ermöglicht enzymatisch von bestimmten Nukleotidsequenzen in vitro eine hoch-

spezifische Vervielfältigung, selbst geringster Mengen DNA. Die PCR ermöglicht 

die Amplifikation eines DNA-Fragments (Template) über einen Bereich, der von 

zwei, dem Template komplementären synthetischen DNA-Oligonukleotiden (Pri-

mer) flankiert wird. 

Eine PCR besteht aus mehreren Schritten. In der initialen Denaturierungsphase 

(5 min bei 95 °C, Hot Start) werden doppelsträngige DNA sowie gebildete Primer-

dimere aufgeschmolzen. Daran schließt sich eine Abfolge von 30-40 Zyklen mit 

folgenden Reaktionsschritten: Denaturierung (thermischem Aufschmelzen des 

Templates zu Einzelsträngen; 30-60 s bei 95 °C), Annealing (Primerhybridisierung 

an einzelsträngige Template-DNA; 30-60 s bei 50-66 °C) und Primerextension (30-

60 s bei 72 °C). Durch die zyklische Wiederholung der Schritte kommt es zu einer 

exponentiellen Amplifikation der Zielsequenz. Ein finaler Extensionsschritt (5 min 

bei 72 °C) soll unvollendete Extensionsschritte komplettieren. Die jeweils verwen-

deten Reaktionszeiten und Temperaturen sind von der Länge der Amplifikate und 

den spezifischen Sequenzen abhängig. 
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Die PCR kann qualitativ und quantitativ eingesetzt werden, und wurde bei der 

RNA-Analyse, Klonierung, Mutagenese sowie ChIP-Analyse verwendet. Für Stan-

dardanwendungen sowie für Klonierungen wurde die hitzestabile Taq-DNA-

Polymerase und bei der Mutagenese die Pfu-DNA-Polymerase verwendet. 

 

2.2.5.1 Reverse Transkriptase 
 

Mittels retroviraler reverser Transkriptase, einer RNA-abhängigen DNA-

Polymerase, kann mRNA (messenger RNA) in cDNA (complementary DNA) über-

führt werden. Dies ermöglicht die PCR-Technik auch für die RNA-Analytik zu ver-

wenden. 

Für die Reverse Transkriptase Reaktion wurde das Revert Aid™ H Minus First 

Strand cDNA Synthesis Kit verwendet. Für die RT-Reaktion wurde je Probe 

100 ng Gesamt-RNA eingesetzt. Der RNA wurden jeweils 1 µl Oligo-(dT)-Primer, 

4 µl 5fach Reaktionspuffer (250 mM Tris-HCl pH 8,3, 250 mM KCl, 20 mM MgCl2, 

50 mM DTT), 2 µl dNTP Mix (10 mM), 0,5 µl RiboLock RNAse Inhibitor und 1 µl 

Reverse-Transkriptase (200 Units, Revert Aid™ H Minus M-Mul V Reverse 

Transcriptase) sowie DEPC-Wasser zu einem Gesamtvolumen von 20 µl zugege-

ben. Die Umschreibung der mRNA in cDNA erfolgte bei 42 °C für 60 min. Die Re-

aktion wurde durch Erhitzen auf 70 °C für 15 min abgestoppt. Das entstandene 

cDNA-Gemisch wurde direkt für die PCR verwendet oder bei -20 °C gelagert. 

 

2.2.5.2 Semiquantitative PCR 
 

Für eine Standardreaktion wurde ein 20 µl Ansatz bestehend aus 2 µl cDNA, je-

weils 1 µl des entsprechenden Primerpaares (10 pmol), je 2 µl dNTP-Mix (10 μM), 

2 µl Reaktionspuffer, 2 µl MgCl2 und 0,3 µl Taq-DNA-Polymerase (2,5 Units) und 

9,7 µl DEPC-Wasser eingesetzt. Die PCRs wurde in einem ThermoCycler T Gra-

dient Thermoblock bzw. Thermal Cycler T100 durchgeführt. Die Denaturierung 

erfolgte für 30 s bei 95 °C. Für die Amplifikation von GAPDH, CEBPA und 

NOTCH1 wurden 32 Zyklen mit einer Annealing-Temperatur von 60 °C und bei G-

CSF-R und CEBPE wurden 40 Zyklen und eine Annealing-Temperatur von 66 °C 

angewandt. Alle verwendeten Primer sind unter 2.1.2 (Oligonukleotide – Semi-

quantitative PCR und quantitative Real-Time PCR) aufgelistet. 
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2.2.5.3 Quantitative Real-Time PCR 
 

Die quantitative Real time-PCR ermöglicht die zeitgleiche Amplifikation von Se-

quenzen und ihre quantitative Analyse. Das PCR-Produkt steigt während der Zyk-

len logarithmisch an, wie auch bei der qualitativen PCR, jedoch erlaubt die Real-

Time-Methode eine genaue Quantifizierung der Ausgangsnukleinsäuren. Für die 

Reaktionen wurde das QuantiTect® SYBR Green PCR Kit verwendet. SYBR 

Green I ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der sich in die kleine Furche doppelsträngiger 

DNA einlagert. Mittels Messung der emittierten Fluoreszenz (proportional zur 

DNA-Menge) in der exponentiellen Phase kann der Anstieg des PCR-Produktes in 

Echtzeit erfasst werden. Am Ende der PCR lässt sich aus den gewonnenen Daten 

die exponentielle Phase bestimmen, in deren Beginn eine Schwelle (threshold) 

gelegt wird, um jeder PCR-Messkurve eindeutig einem PCR-Zyklen-Wert zuord-

nen zu können, bei der das Fluoreszenz-Signal diesen Schwellenwert durchbricht 

(CT-Wert, threshold cycle). Auf den letzten PCR-Zyklus folgt eine Schmelzkur-

venanalyse, anhand derer man das PCR-Produkt mittels seiner spezifischen 

Schmelztemperatur, die sich aus der Zusammensetzung der Nukleotide ergibt, 

erkennt. 

Die Reaktionen erfolgten in einem Rotor-Gene™ 3000, Real Time Thermal Cycler 

sowie im Real Time PCR System 7500. Zur Normalisierung wurde zudem die Ex-

pression von Referenzgenen (housekeeping-Gene) gemessen, da diese nicht re-

guliert und konstant exprimiert werden. Als Referenzgen wurde bei der Analyse 

der miRNAs RNUB6 in den Zelllinien und AML-Patientenproben sowie 

snoRNA135 und snoRNA202 bei den Mausexperimenten verwendet. Bei der 

Messung der mRNA wurde das housekeeping-Gen GAPDH gemessen. Die Ana-

lysen der miRNA Expression wurde unter Verwendung der entsprechenden 

TaqMan® MicroRNA Assays nach Angaben des Herstellers durchgeführt. Alle 

verwendeten Primer sind unter 2.1.2 (Oligonukleotide – Semiquantitative PCR und 

quantitative Real-Time PCR) aufgelistet.  

Die Berechnung erfolgte nach der Delta-Delta-CT (ΔΔCT)-Methode der relativen 

Quantifizierung, um das Verhältnis der Gruppen zueinander zu ermitteln. Dabei 

wird die Expression des Zielgens auf die Expression des konstitutiv exprimierten 

Referenzgens bezogen und aus den Delta-CT-Werten (ΔCT) beider Gruppen an-

schließend der Delta-Delta-Ct-Wert (ΔΔCT) gebildet. Um den Expressionsunter-
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schied (fold change) zwischen den beiden Gruppen zu ermitteln wird dieser Wert 

anschließend in die Formel 2 –Δ(ΔCT) eingesetzt 158. 

ΔCT = CT, Zielgen – CT, Referenzgen 

Δ(ΔCT) = ΔCT, behandelt/ Patient – ΔCT, Kontrolle) 

Ratio = 2-Δ(ΔC
T

) 

 

2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese 
 

Zur Analyse und präparativen Isolierung von DNA-Fragmenten wurden Agarose-

gele verwendet. Nach einer semiquantitativen PCR wurden die Reaktionsprodukte 

in einem 1,5 %igem Agarosegel elektrophoretisch nach Größe aufgetrennt, da die 

Laufstrecke umgekehrt proportional zum Logarithmus der Fragmentlänge ist. 

Durch das Anfärben des Agarosegels mit interkalierendem Ethidiumbromid bzw. 

GelRed sowie die Verwendung eines DNA-Größenstandards wurden die DNA-

Banden in einem Geldokumentationsgerät visualisiert und analysiert. 

 

2.2.7 microRNA-Array  
 

Microarrays (DNA-Chip-Technologie) erlauben die Untersuchung differentieller 

Genexpressionsmuster in unterschiedlichsten Zellpopulationen. Die microRNA-

Arrays müssen sich, im Gegensatz zum DNA-Microarrays für mRNA, nach der 

kurzen Natur (nt ~22) der miRNAs richten und zwischen miRNAs unterscheiden 

können, die sich nur durch ein einzelnes Nukleotid unterscheiden 159. Die Techno-

logie der MicroRNA-Arrays basiert auf dem Gebrauch von Locked Nucleic Acid 

(LNA)-modifizierten Oligonukleotiden, die vorher durch Northern Blots und miRNA-

spezifische In-situ-Hybridisierung-Assays identifiziert wurden 160-162. LNA ist ein 

synthetisches RNA/DNA-Analogon, das sich nach Einbau in die Oligonukleotide 

durch erhöhte Thermostabilität der Nukleinsäureduplexe auszeichnet 163. 

Die Erstellung des miRNA-Expressions-Profils nach lentiviraler Überexpression 

von C/EBPα in K562 Zellen wurde mittels miRCURY™ LNA microRNA Array 

microarray kit entsprechend den Herstellerangaben durchgeführt. Auf dem 

microRNA-Array sind 454 miRNAs, die in miRBase Release 8.1 (July 2006) regis-

triert waren, sowie Kontroll- und Mismatchproben, welche perfekt auf alle miRNAs 

in allen Organismen passen, angeordnet (engl. array = Anordnung). Nach Isolation 
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der gesamten RNA aus den transduzierten Zellen, wurde die RNA mit den Fluo-

reszenzfarbstoffen Hy3™ und Hy5™ mittels miRCURY™ LNA microRNA Array 

Labeling kit nach Protokoll des Herstellers gelabelt. Anschließend wurden die ge-

labelten RNAs gemeinsam auf den Chip (Glasplatte) gegeben und die miRNAs in 

der a-Hyb™ Hybridisation Station an ihren komplementären Gegenpart auf dem 

Array hybridisiert. Die gebundenen miRNAs wurden über die Bindung an die Fluo-

reszenzfarbstoffe Hy3TM und Hy5TM (entsprechend den Farbstoffen Cy3TM und 

Cy5TM) mittels eines Affymetrix 428TM GeneChip Scanners detektiert. Die so erho-

benen Daten wurden mit Hilfe des Computerprogramms GenePix® Pro 6.0 sowie 

Excel ausgewertet.  

 

2.2.8 Klonierung 
 

Das Einbringen eines gewünschten DNA-Fragments in einen Vektor, dessen Ex-

pression so die massenhafte Vermehrung dieser DNA ermöglicht, bezeichnet man 

als Klonierung. 

Das gewünschte DNA-Fragment wird aus genomischer DNA mit Hilfe spezifischer 

Primer in einer PCR amplifiziert. Nach elektrophoretischer Auftrennung und Detek-

tion des gewünschten DNA-Fragments im Agarosegel wurde dieses ausgeschnit-

ten und mittels QIAEX® II Gel Extraction Kit nach Protokoll des Herstellers isoliert, 

durch Restriktionsenzyme verdaut und in einer Ligasereaktion mittels T4-Ligase, 

nach Herstellerangaben, mit dem Vektor kovalent verknüpft. Anschließend wurden 

kompetente Zellen mit dem Ligationsprodukt transformiert und nach einer Mini-

Plasmidpräparation mittels QIAprep® Spin Miniprep Kit nach Herstellerprotokoll, 

durch eine Sequenzierung die erfolgreiche Herstellung des gewünschten Kon-

strukts überprüft.  

Für den Luziferase Vektor mit der NOTCH1 3’UTR wurde die UTR Sequenz 

(1550 bp) aus genomischer DNA der Zelllinie U937 amplifiziert und in die XbaI 

Restriktionsstelle 3‘ zum Luziferasegen des pGL3-control kloniert. 

Für den Überexpressionsvektor der miR-30c wurde die Sequenz der reifen miR-

30c in den pcDNA™6.2-GW/EmGFP-miR Plasmid mittels des BLOCK-iT™ Pol II 

miR RNAi Expression Vector Kits nach Angaben des Herstellers kloniert. Alle ver-

wendeten Primer sind in unter 2.1.2 (Oligonukleotide – Klonierung) aufgelistet.  
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2.2.9 In-vitro-Mutagenese 
 

Die gezielte Modifizierung der Basensequenz eines klonierten DNA-Abschnittes 

ohne phänotypische Selektion bezeichnet man als in–vitro-Mutagenese. Verände-

rungen können z.B. Deletionen, Insertionen und Substitutionen einzelner Basen-

paare oder ganzer DNA-Abschnitte sein. 

Die Mutation des NOTCH1 3‘UTR WT Vektors (pGL3-NOTCH1-3’UTR-WT) erfolg-

te unter Verwendung des QuikChange® II XL Site-Directed Mutagenesis kit ent-

sprechend den Herstellerangaben. Der NOTCH1 3’UTR WT Vektor wurde mit 

spezifischen Primern (siehe 2.1.2 Oligonukleotide – Klonierung), in deren Sequenz 

verschiedene Basen, entsprechend der gewünschten Mutation in der spezifischen 

Bindesequenz der miR-30c, gegen andere ausgetauscht wurden, mutiert. Hierfür 

wurden 7 Punktmutationen (1513 G→C, 1514 A→U, 1517 G→C, 1518 U→A, 

1522 U→A, 1523 U→A, 1524 A→U) basierend auf der PCR-Technologie einge-

baut. Durch Sequenzierung des mutierten Vektors (pGL3-NOTCH1-3’UTR-mut) 

wurde die erfolgreiche Mutation kontrolliert (Primer siehe 2.1.2 (Oligonukleotide – 

Sequenzierung).  

 

2.2.10 Gewinnung von Plasmiden 
 

Plasmide sind kleine extrachromosomale ringförmige, autonom replizierende, 

doppelsträngige DNA-Moleküle. Zur Gewinnung von Plasmiden wurden DH5α 

(Stamm der Escherichia coli) entsprechend des Herstellerprotokolls transformiert. 

Die Plasmide besitzen ein Ampicillinasegen, das ein selektives Wachstum der, 

das Plasmid enthaltenden und exprimierenden Kolonien ermöglicht. Die Bakteri-

ensuspension wurde auf Petrischalen mit Ampicillin versetztem LB-Agar aufgetra-

gen und über Nacht bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurde mit einer Impföse 

eine Kolonie entnommen und in 200 ml Ampicillin versetztem LB-Flüssigmedium 

für 12-16 h bei 37 °C und konstantem Schütteln (200 rpm) inkubiert. Zur Isolierung 

der Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen wurde das HiSpeed® Plasmid Maxi Kit 

bzw. EndoFree® Plasmid Maxi Kit folgend den Herstellerangaben durchgeführt. 
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2.2.11 Transiente Transfektion 
 

Das zeitweilige Einbringen von DNA in eine eukaryote Zelle mit dem Ziel der vo-

rübergehenden Expression eines Gens, bezeichnet man als Transfektion. Es wur-

den verschiedene Transfektionsmethoden wie Lipofektion, Elektroporation und 

Calcium-Phosphat-Transfektion verwendet. Diese Methoden zeigen eine sehr ho-

he Effektivität bei der Transfektion von Suspensionszellen.  

 

2.2.11.1 Lipofektion mit LipofectaminTM LTX 

 

Bei der Lipofektion wird die DNA mit Hilfe von Liposomen eingeschleust. Die Lipo-

somen fusionieren mit der Zellmembran und ermöglichen so den Transport der 

DNA ins Zellinnere. 

Für das Luziferase Reporter Assay wurden MV4;11 Zellen in einer Dichte von 

5*105 Zellen/ 500 µl je Ansatz in 24-Lochplatten ausplattiert. Je Ansatz wurden 

immer 0,7 µg des jeweiligen Luziferasekonstruktes (pGL3-NOTCH1-3’UTR-WT 

bzw. mut), 0,1 µg der internen Kontrolle (pGL0) und 1,4 µg des microRNA-

Überexpressions-vektors (pCDNA6.2-emGFP-miR-30c) bzw. des Kontrollplasmids 

(pCDNA6.2-emGFP-miR) mittels Lipofectamine™ LTX nach Herstellerangaben 

transfiziert. 

 

2.2.11.2 Elektroporation mit AMAXA™ Nucleofector Cell line Kit V 
 

Bei der Elektroporation wird mittels eines kurzen elektrischen Pulses eine kurzzei-

tig erhöhte Permeabilität der Zellmembran erzeugt, die eine Diffusion der DNA ins 

Zellinnere ermöglicht. 

Für die Transfektion des CEBPA-Expressionskonstruktes (C/EBPα-pCDNA3) so-

wie der LNA Oligonukleotide wurden je Ansatz 1*106 Zellen im AMAXA™ Elektro-

porationsgerät mittels eines zelllinienspezifischen Programms mit optimierten 

elektrischen Parametern (T-16 für K562 sowie K562-C/EBPα-p42ER Zellen) und 

dem AMAXA™ Nucleofector Cell line Kit V nach Angaben des Herstellers behan-

delt. 
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2.2.11.3 Calcium-Phosphat-Transfektion 
 

Bei der Calcium-Phosphat-Transfektion wird die DNA mittels DNA-Calcium-

Phosphat-Kopräzipitaten, die auf der Zelloberfläche adsorbieren, durch Phagozy-

tose in die Zellen aufgenommen 164. 

Diese Methode wurde zur Gewinnung des Lentivirus angewendet. Hierfür wurden 

der Expressionsvektor C/EBPα-pCDH1-MCS1-EF1-copGFP bzw. der Leervektor 

zusammen mit den Verpackungsplasmiden pVSVG, pRSV-Rev und pMDLg/pRRE 

in einer CaCl2-Lösung vorgelegt und unter ständigem Mischen mit Phosphatpuffer 

(2xHBS, pH 6,95 – 7,1) versetzt. Die gebildeten Calcium-Phosphat-Kopräzipitate 

wurden tropfenweise in das Kulturmedium zu den Zellen der Verpackungszelllinie 

HEK293T gegeben. Zur Steigerung der Transfektionseffizienz wurde dem Medium 

Chloroquin zugegeben.  

 

2.2.12 Gewinnung des Lentivirus 
 

Der Überstand der mit Calcium-Phosphat tranzfizierten HEK293T Zellen enthält 

das Lentivirus, dieser wurde 24 und 48 h nach der Transfektion gesammelt, gefil-

tert (0,45 µm Filter) und bei 35.000 rpm (~ 150.000 g) sowie 4 °C für 2 h in einer 

Sorvall WX Ultrazentrifuge (TH-641 Rotor) zentrifugiert und anschließend das Pel-

let in 50 µl des Mediums resuspendiert. Der Virustiter wurde mittels Durchflusszy-

tometrie ermittelt. Das Virus hatte einen Titer von durchschnittlich 2,2*106  VP/µl. 

Das Virus wurde entweder direkt auf die zu transduzierenden Zellen gegeben oder 

bei -80 °C gelagert. 

 

2.2.13 Transduktion der Zellen mit dem Lentivirus 
 

Bei der Transduktion (auch Infektion) von Lentiviren wird Fremd-DNA in die Zellen 

eingebracht, die durch Integration ins zelluläre Genom praktisch zu einer stabilen 

Expression des Zielgens führt. Lentiviren sind eine Gattung innerhalb der Retrovi-

ren, die im Gegensatz zum Gammaretrovirus den Vorteil haben auch nicht tei-

lungsaktive, eukaryotische Zellen zu infizieren. 

Für die lentivirale Transduktion wurden 1*106 K562 Zellen je Ansatz in 6-

Lochplatten ausplattiert und an zwei aufeinanderfolgenden Tagen mit dem Lentivi-
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rus behandelt. Dem Kulturmedium wurde Polybren zugegeben, um die Infektions-

effizienz zu erhöhen. Mittels Durchflusszytometrie wurde die Fluoreszenz des 

GFP-Markers ermittelt und die Transduktionseffizienz des Lentivirus bestimmt. 

Diese lag im Durchschnitt für C/EBPα-pCDH-MSC1-EF1-cop-GFP bei 70 % und 

für pCDH-MSC1-EF1-cop-GFP bei 83 %. 

 

2.2.14 Luziferase-Reporter-Assay 
 

Mittels Reportergenkonstrukten kann man spezifisch eukaryotische Genexpressi-

on untersuchen und quantitativ analysieren. Als Reportergene verwendet man 

vornehmlich Expressionskonstrukte, die Proteine kodieren, welche einfach und mit 

hoher Sensitivität nachweisbar sind. Beim Luziferase Reporter Assay nutzt man 

das hochsensitiv nachweisbare Enzym Luziferase. Mittels eines Luminometers 

werden die Photonen, die durch katalytische Oxidation des Luziferins entstehen, 

gemessen. Beim Dual-Luciferase™ Reporter-Assay-System werden innerhalb 

eines Systems zwei verschiedene Luziferasen simultan exprimiert und gemessen: 

zum einen, die Firefly (Photinus pyralis)-Luziferase, die als Reporter im verwende-

ten Luziferase-Reporterkonstrukt vorhanden ist, und zum anderen die Renilla 

(Renilla reniformis)-Luziferase, die unter Kontrolle eines konstitutiven Promotors 

steht und so bei Ko-Transfektion als Kontrollreporter (pRL0) dient. Die Aktivität 

des Luziferase-Reporterkonstrukts korreliert mit dem Effekt der untersuchten Fak-

toren auf die spezifische Genexpression, während die des ko-transfektierten Kon-

trollreporters eine interne Kontrolle darstellt, durch welche die erhobenen Werte 

normalisiert werden, um experimentelle Variabilität wie z.B. die Lebensfähigkeit 

der Zellen oder Transfektionseffizienz zu verringern. Das Dual-Luciferase™ Re-

porter-Assay wurde gemäß den Herstellerangaben durchgeführt. 

 

2.2.15 Durchflusszytometrie (FACS) 
 

Zur quantitativen Bestimmung von Oberflächenmolekülen und intrazellulären Pro-

teinen, Peptiden und DNA wird das Verfahren der Durchflusszytometrie angewen-

det. Das grundlegende Prinzip ist eine Antigen-Antikörper-Reaktion, die mit Fluo-

reszenzfarbstoff-markierten spezifischen Antikörpern durchgeführt wird. Die Anti-
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körper sind meist gegen bestimmte Oberflächenproteine (z.B. Proteine der CD-

Klassifizierung) gerichtet. 

Um die Expression spezifischer Oberflächenantigene wie CD34 und CD11b wäh-

rend der Zelldifferenzierung zu bestimmen, wurden die Zellen mit den entspre-

chenden PE-markierten Antikörpern inkubiert und im Durchflusszytometer gemes-

sen. Zur Bestimmung der Transduktionseffizienz des Lentivirus wurden die Zell-

populationen mittels Fluoreszenz-Durchflusszytometrie analysiert, um den Pro-

zentsatz GFP-exprimierender Zellen zu quantifizieren. Die Auswertung der erho-

benen Daten erfolgte mit der CellQuest-Software bzw. Cyflogic. 

 

2.2.16 Proteinbestimmung 
 

Die quantitative Bestimmung der Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des Bio-Rad 

Protein Assays durch photometrische Messung der Absorption bei 595 nm nach 

Bradford gemessen. Die Proteinkonzentration der Proben wurde anhand einer 

Eichkurve, aus BSA-Lösungen mit bekannter Konzentration, errechnet.  

 

2.2.17 Elektrophoretische Auftrennung der Proteine in einem 
SDS-Polyacrylamidgel (SDS-PAGE) 

 

Proteine lassen sich entsprechend ihrer jeweiligen Molmasse in einer diskontinu-

ierlichen SDS-Gelelektrophorese auftrennen. In einem vertikalen Gelelektrophore-

sesystem passieren die Proben zunächst ein Sammelgel zur Vortrennung sowie 

Aufkonzentrierung und anschließend ein Trenngel, wo sich die Proteine aufgrund 

ihrer molekularen Größe trennen. Die Polymerisation der SDS-Polyacrylamidgele 

erfolgte durch Zugabe von APS und TEMED. 30-90 μg Proteinlösung, welche die 

zu trennenden Proteine enthielt, wurde mit Ladepuffer gemischt und anschließend 

sofort für 10 min bei 95 °C hitzedenaturiert. Die Proteine sowie eine farbstoffmar-

kierte Standardproteinmischung, Page Ruler™ Plus Prestained Protein Ladder als 

Laufkontrolle und zur Molekulargewichtsabschätzung, wurden auf das Gel geladen 

und durch Anlegung einer Spannung von 200 V für 1 h aufgetrennt. 
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2.2.18 Western-Blot 
 

Direkt im Anschluss an die Gelelektrophorese erfolgt der Western-Blot (auch Im-

munoblot). Beim Western Blot wurden die aufgetrennten Proteine elektrophore-

tisch, durch Anlegen einer Spannung von 150 mA für 50 min, aus dem SDS-

Polyacrylamidgel auf eine Nitrocellulose- bzw. PVDF (Polyvinylidendifluorid)-

Membran überführt und fest an diese gebunden. Anschließend wurde die Memb-

ran mittels Ponceau-S angefärbt, um die Effizienz des Blot-Vorgangs zu überprü-

fen. Vor der Nachweisreaktion wurde die Membran mithilfe von 5 %iger Trocken-

milch ab gesättigt, um überschüssige Proteinbindestellen zu saturieren und un-

spezifische Bindungen der Antikörper zu verhindern. Zum Nachweis der Proteine 

wurde die Membran zuerst mit spezifischen gegen die nachzuweisenden Proteine 

gerichteten Primärantikörpern und dann mit sekundären gegen konstante Berei-

che des ersten Antikörpers gerichteten Antikörpern inkubiert. Der Sekundäranti-

körper ist mit dem Enzym Meerrettichperoxidase (HRP – horseradish peroxidase) 

konjugiert, die durch Wasserstoffperoxid oxidiert und anschließend in dieser Form 

mit Luminol reagiert, was eine Chemilumineszenz bewirkt. Durch Detektion der 

Chemilumineszenz als Schwarzfärbung auf einem Röntgenfilm oder mittels CCD-

Kamera, kann die Expression spezifischer Proteine sichtbar gemacht werden. Zur 

Quantifizierung der Bandenintensität wurde die Software ImageJ genutzt. 

 

2.2.19 Chromatin-Immunopräzipitation (ChIP) 
 

Chromatin-Immunopräzipitation ist eine Methode zur Analyse von Protein-DNA-

Interaktionen im Chromatinkontext lebender Zellen. Die zu einem bestimmten 

Zeitpunkt bestehenden Protein-DNA-Komplexe in den Zellen wurden durch eine 

Kondensationsreaktion mittels Formaldehyde fixiert, und so reversible querver-

netzt. Nachdem die Zellen lysiert und das Chromatin fragmentiert wurde, erfolgte 

die Immunopräzipitation (IP) mit einem spezifischen gegen das DNA bindende 

Protein gerichteten Antikörper. Nach der IP ist die Vernetzung aufgehoben, die 

Proteine werden mit Hilfe von Proteinase K entfernt und die DNA ist wiederherge-

stellt. Die DNA wird dann mittels spezifischer Primer in einer PCR analysiert, um 

zu bestimmen welche DNA-Fragmente einen Komplex mit dem entsprechenden 

Protein gebildet haben.  
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Um die Bindung von C/EBPα im Promotorbereich der MIR30C-Gene zu untersu-

chen, wurden mit β-Estradiol stimulierte K562-C/EBPα-p42ER Zellen nach 4 h 

analysiert. Das Chromatin-Immunopräzipitation-Assay wurde mittels ChIP-IT™ Ex-

press Enzymatic entsprechend den Herstellerangaben durchgeführt. Die spezifi-

schen Primer wurden entsprechend den vier potentiellen C/EBPα-Bindestellen im 

Promotorbereich der pri-miR-30c-1 und pri-miR-30c-2 designt. Alle verwendeten 

Primer sind unter 2.1.2 (Oligonukleotide - Chromatin-Immunopräzipitation) aufge-

listet.  

 

2.2.20 Statistische Auswertung 
 

Für die statistische Auswertung wurde der Student t Test für abhängige und un-

verbundene Stichproben verwendet (Excel). Ab einer Irrtumswahrscheinlichkeit 

von p kleiner als 5 % (p ≤ 0.05) wurde das Ergebnis als statistisch signifikant ge-

wertet. Wurde dieses Niveau erreicht, sind die Werte in den Abbildungen durch 

Sterne gekennzeichnet: p ≤ 0,05 *, p ≤ 0,01 **. Die Ergebnisse wurden bei mehr 

als zwei unabhängigen Experimenten als Mittelwert ± Standartabweichung darge-

stellt. Die Balkendiagramme wurden mit Excel und die Box-Whisker- Plots mit 

SPSS 17 erstellt. 
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3 Ergebnisse 

3.1 Identifizierung C/EBPα-regulierter miRNAs mittels Microarray 

 

C/EBPα ist ein essentieller Transkriptionsfaktor in der Granulopoese und auch 

Monopoese 43-44. Es konnten bereits verschiedene durch C/EBPα regulierte miR-

NAs identifiziert werden, wie die miR-223 137-139. Allerdings wurde bisher kein 

microRNA-Expressionsprofil spezifisch für C/EBPα-regulierte miRNAs in der gra-

nulozytären Differenzierung publiziert. Um ein miRNA-Expressionsprofil spezifisch 

für C/EBPα-regulierte miRNAs zu erstellen, wurde mit Hilfe eines MicroRNA-

Arrays die Expression der miRNAs in der humanen chronisch myeloischen Leu-

kämiezelllinie K562 ermittelt. Da K562 Zellen selbst kein endogenes C/EBPα ex-

primieren, wurden die Zellen zuvor lentiviral mit einem C/EBPα-

Überexpressionkonstrukt stabil transduziert. Als Kontrollexperiment wurden K562 

Zellen lentiviral mit einem Kontrollvektor ohne C/EBPα transduziert. Sieben Tage 

nach der lentiviralen Transduktion wurde mittels quantitativer Real-Time PCR 

(Abbildung 4A) und semiquantitativer PCR (Abbildung 4B) die Expression von 

C/EBPα sowie dessen zwei direkten Zielgene G-CSF-Rezeptor 49 und C/EBPε 45, 

welche während der granulozytären Differenzierung durch C/EBPα angeschaltet 

werden, gemessen. Die Zellen exprimieren nach der lentiviralen Transduktion so-

wohl C/EBPα als auch C/EBPε und den G-CSF-Rezeptor (Abbildung 4), was zeigt, 

dass in den Zellen das Differenzierungsprogramm der Granulopoese angeschaltet 

wurde.  
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Abbildung 4: Expression von C/EBPα, C/EBPε und GCSFR nach lentiviraler Über-

expression von C/EBPα. Die RNA wurde nach sieben Tagen isoliert und mittels quanti-

tativer Real-Time PCR (A) und semiquantitativer PCR (B) mit spezifischen Primern für 

C/EBPα, C/EBPε und GCSFR analysiert. (A) Die Werte wurden zum ebenfalls gemesse-

nen GAPDH normalisiert. Die Balken repräsentieren jeweils den Mittelwert und die Stan-

dartabweichung des jeweiligen mRNA/GAPDH Verhältnisses von jeweils drei unabhängi-

gen Experimenten. (Abkürzungen: + C/EBPα: lentivirale Überexpression von C/EBPα) 
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Sieben Tage nach der lentiviralen Überexpression von C/EBPα wurde mittels 

miRCURY™ LNA microRNA-Array (EXIQON A/S) ein Expressionsprofil der durch 

C/EBPα-regulierten miRNAs erstellt. Aus den Expressionswerten (Hy5/Hy3) der 

vier Spots (technische Replikate) des microRNA-Arrays wurden die Mittelwerte 

sowie Standartabweichungen (STABW) der Expression aller identifizierten miRN-

As berechnet. Von den 454 gespotteten miRNAs wurden insgesamt 200 detektiert, 

welche eine unterschiedliche Expression gegenüber den nicht C/EBPα-

exprimierenden Zellen aufweisen (Tabelle 4). Durch die exogene Expression von 

C/EBPα werden 24 miRNAs hochreguliert (Expression ≥ 1,1) sowie 176 herunter-

reguliert (Expression < 0,9). Von diesen herunterregulierten miRNAs sind 20 miR-

NAs fast vollständig geblockt (Expression < 0,2 ± STABW). Zusätzlich wurden vier 

miRNAs identifiziert, die wiederum keinen Unterschied in ihrer Expression durch 

C/EBPα zeigen (Expression zwischen 1,1 und 0,9 ± STABW). Unter den nicht 

durch C/EBPα-regulierten miRNAs befindet sich auch die RNA U6 small nuclear 2 

(RNU6B = U6), welche deshalb in den quantitativen Real-Time-PCRs zur Normali-

sierung verwendet wird.  

 

Tabelle 4: Expression von C/EBPα-regulierten miRNAs. Die RNA wurde sieben Tage 
nach Virusinfektion isoliert und zur Analyse C/EBPα regulierter miRNAs mittels eines 
miRCURY™ LNA microRNA Array genutzt. Dargestellt ist die relative Expression der 
hochregulierten (rot), nicht regulierten (gelb) und herunterregulierten (blau) miRNAs im 
Vergleich zum Kontroll- bzw. Vergleichsexperiment. Die Mittelwerte und Standartabwei-
chungen (STABW) errechnen sich aus den vier Spots (technische Replikate) des 
MicroRNA Arrays. (Abkürzungen: hsa: homo sapiens) 

  Mittelwert  STABW 

  

  Mittelwert  STABW 

hsa-miR-30c 3,47 0,92 hsa-miR-671-5p 1,22 0,10 

hsa-let-7a 3,05 0,97 hsa-miR-301a 1,20 0,40 

hsa-miR-572 3,01 0,11 hsa-miR-142-3p 1,17 0,22 

hsa-miR-494 2,92 0,44 hsa-miR-16 1,16 0,34 

hsa-miR-15b 2,82 0,58 hsa-miR-320 1,11 0,15 

hsa-miR-378 2,69 1,27 hsa-miR-30b 1,10 0,10 

hsa-miR-26a 2,46 0,26 hsa-miR-185 1,08 0,07 

hsa-miR-583 2,33 0,22 U6-snRNA-2 1,01 0,20 

hsa-miR-612 1,93 0,08 hsa-miR-126 0,95 0,18 

hsa-miR-663 1,88 0,09 hsa-miR-130b 0,94 0,21 

hsa-miR-223 1,87 0,12 hsa-miR-18b 0,87 0,04 

hsa-miR-21 1,82 0,70 hsa-miR-593* 0,87 0,36 

hsa-miR-658 1,63 0,55 hsa-miR-106b 0,85 0,08 

hsa-miR-146b-5p 1,44 0,09 hsa-miR-106a/17 0,83 0,07 

hsa-miR-191 1,42 0,21 hsa-miR-20a 0,83 0,15 

let-7a-e 1,41 0,10 hsa-miR-515-3p 0,82 0,51 

hsa-miR-23a 1,27 0,25 hsa-miR-18a 0,80 0,09 

hsa-miR-142-5p 1,26 0,06 hsa-miR-376a 0,76 0,05 
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hsa-miR-425* 0,74 0,03 

  

hsa-miR-125b 0,47 0,18 

hsa-miR-380* 0,74 0,18 hsa-miR-571 0,46 0,19 

hsa-miR-640 0,72 0,47 hsa-miR-217 0,46 0,29 

hsa-miR-374b 0,70 0,26 hsa-miR-329 0,45 0,34 

hsa-miR-490-3p 0,70 0,16 hsa-miR-542-3p 0,45 0,02 

hsa-miR-132 0,70 0,14 hsa-miR-520g/520h 0,45 0,12 

hsa-miR-383 0,69 0,18 hsa-miR-99b 0,45 0,13 

hsa-miR-451 0,67 0,07 hsa-miR-378* 0,44 0,19 

hsa-miR-519c-3p 0,67 0,31 hsa-miR-31 0,44 0,05 

hsa-miR-505 0,67 0,07 hsa-miR-424 0,44 0,10 

hsa-miR-130a 0,67 0,15 hsa-miR-299-3p 0,44 0,23 

hsa-miR-219-5p 0,66 0,17 hsa-miR-367 0,44 0,44 

hsa-miR-342-3p 0,64 0,08 hsa-miR-339-5p 0,44 0,11 

hsa-miR-30a* 0,64 0,08 
hsa-miR-199a-
3p/199b-3p 0,43 0,14 

hsa-miR-381 0,64 0,19 hsa-miR-205 0,43 0,09 

hsa-miR-519d 0,64 0,29 hsa-miR-629* 0,43 0,00 

hsa-miR-28-5p 0,64 0,02 hsa-let-7g 0,43 0,13 

hsa-miR-589* 0,64 0,13 hsa-miR-602 0,43 0,04 

hsa-let-7e 0,62 0,06 hsa-miR-518a-5p/527 0,43 0,04 

hsa-miR-496 0,62 0,19 hsa-miR-590-5p 0,43 0,38 

hsa-miR-661 0,62 0,10 hsa-miR-409-3p 0,43 0,33 

hsa-miR-222 0,62 0,21 hsa-miR-154* 0,42 0,05 

hsa-miR-511 0,62 0,19 hsa-miR-595 0,42 0,11 

hsa-miR-635 0,61 0,32 hsa-miR-148b 0,42 0,38 

hsa-miR-195 0,60 0,19 hsa-miR-431 0,42 0,14 

hsa-miR-520b/520c-3p 0,59 0,11 hsa-miR-410 0,42 0,16 

hsa-miR-577 0,59 0,35 hsa-miR-127-3p 0,41 0,34 

hsa-miR-328 0,59 0,18 hsa-miR-126* 0,41 0,22 

hsa-miR-563 0,58 0,20 hsa-miR-105 0,40 0,09 

hsa-miR-613 0,58 0,35 hsa-miR-143 0,40 0,28 

hsa-miR-560 0,58 0,29 hsa-miR-607 0,40 0,13 

hsa-miR-215 0,58 0,11 hsa-miR-139-5p 0,39 0,17 

hsa-miR-493 0,57 0,13 hsa-miR-27a 0,39 0,17 

hsa-miR-20b 0,57 0,23 hsa-miR-30d 0,39 0,07 

hsa-let-7d 0,56 0,13 hsa-miR-411 0,39 0,11 

hsa-miR-543 0,56 0,19 hsa-miR-621 0,39 0,28 

hsa-miR-598 0,56 0,15 hsa-miR-520a-3p 0,38 0,35 

hsa-miR-662 0,55 0,19 hsa-miR-549 0,37 0,11 

hsa-miR-7 0,53 0,32 hsa-miR-331-3p 0,37 0,10 

hsa-miR-34b* 0,53 0,13 hsa-miR-516b 0,37 0,24 

hsa-let-7f 0,52 0,18 hsa-miR-346 0,36 0,23 

hsa-miR-18a* 0,52 0,17 hsa-miR-520a-5p 0,36 0,09 

hsa-miR-299-5p 0,51 0,12 hsa-miR-432* 0,36 0,12 

hsa-miR-487b 0,51 0,05 hsa-miR-606 0,35 0,08 

hsa-miR-181a* 0,50 0,26 hsa-miR-200a* 0,35 0,13 

hsa-miR-488* 0,50 0,11 hsa-miR-373 0,34 0,12 

hsa-miR-429 0,50 0,18 hsa-miR-542-5p 0,34 0,20 

hsa-miR-325 0,50 0,28 hsa-miR-515-5p 0,34 0,14 

hsa-miR-22* 0,49 0,45 hsa-miR-199b-5p 0,34 0,20 

hsa-miR-601 0,49 0,29 hsa-miR-99a 0,34 0,26 

hsa-miR-654-5p 0,49 0,05 hsa-miR-374a 0,25 0,22 

hsa-miR-100 0,48 0,30 hsa-miR-150 0,25 0,20 
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hsa-miR-214 0,48 0,17 

 

hsa-miR-516a-
3p/516b* 0,24 0,23 

hsa-miR-24 0,33 0,19 hsa-miR-512-3p 0,24 0,30 

hsa-miR-376c 0,33 0,06 hsa-miR-422a 0,24 0,37 

hsa-miR-544 0,33 0,15 hsa-miR-649 0,24 0,19 

hsa-miR-24-1*/24-2* 0,33 0,10 hsa-miR-499-5p 0,23 0,12 

hsa-miR-582-5p 0,33 0,13 hsa-miR-610 0,23 0,13 

hsa-miR-141 0,32 0,22 hsa-miR-206 0,23 0,20 

hsa-miR-372 0,31 0,15 hsa-miR-518c 0,23 0,03 

hsa-miR-369-5p 0,31 0,09 hsa-miR-423-3p 0,23 0,30 

hsa-miR-521 0,31 0,11 hsa-miR-10b 0,22 0,11 

hsa-miR-193b 0,31 0,12 hsa-miR-624* 0,21 0,34 

hsa-miR-92a 0,31 0,22 hsa-miR-655 0,21 0,19 

hsa-miR-551b 0,30 0,29 hsa-miR-9* 0,20 0,04 

hsa-miR-489 0,30 0,11 hsa-miR-433 0,18 0,20 

hsa-miR-188-5p 0,30 0,11 hsa-miR-639 0,17 0,15 

hsa-miR-454 0,30 0,09 hsa-miR-506 0,17 0,05 

hsa-miR-641 0,30 0,13 hsa-miR-523 0,17 0,15 

hsa-miR-199a-5p 0,29 0,19 hsa-miR-29b 0,16 0,14 

hsa-miR-448 0,29 0,12 hsa-miR-552 0,16 0,13 

hsa-miR-605 0,28 0,12 hsa-miR-32 0,16 0,12 

hsa-miR-636 0,28 0,16 hsa-miR-181a 0,15 0,04 

hsa-miR-34c-5p 0,28 0,15 hsa-miR-514 0,14 0,09 

hsa-miR-569 0,27 0,14 hsa-miR-221 0,13 0,09 

hsa-miR-548d-3p 0,26 0,15 hsa-miR-660 0,12 0,09 

hsa-miR-518e 0,26 0,24 hsa-miR-597 0,11 0,10 

hsa-miR-565 0,25 0,12 hsa-miR-330-3p 0,11 0,09 

hsa-miR-625 0,25 0,09 hsa-miR-200b 0,11 0,03 

hsa-miR-578 0,25 0,06 hsa-miR-95 0,09 0,07 

hsa-miR-30e* 0,25 0,32 hsa-miR-620 0,09 0,12 

hsa-miR-29c 0,24 0,18 hsa-miR-622 0,08 0,11 

hsa-miR-421 0,24 0,08 hsa-miR-609 0,08 0,08 

hsa-miR-633 0,24 0,18 hsa-miR-501-5p 0,05 0,05 

 

Da es sich bei dem durchgeführten microRNA-Array nur um ein initiales Experi-

ment handelt, wurde die Genauigkeit der Microarray-basierten Messung anschlie-

ßend validiert. Mit Hilfe der quantitativer Real-Time PCR wurde die Expression der 

hsa-miR-30c, hsa-miR-15b, hsa-miR-223, hsa-miR-21, hsa-miR-191, hsa-miR-

23a, hsa-miR-142-3p, hsa-miR-106b, und hsa-miR-20a gemessen und zum 

Microarray verglichen (Abbildung 5). Als endogene Kontrolle wurde die U6 ver-

wendet. Bei der Analyse mittels quantitativer Real-Time PCR wiesen sechs miR-

NAs (hsa-miR-30c, hsa-miR-15b, hsa-miR-223, hsa-miR-21, hsa-miR-23a, und 

miR-20a) dieselbe Regulationstendenz auf wie im Microarray. Die hsa-miR-15b 

zeigt allerdings mittels quantitativer Real-Time PCR nur noch eine geringe Hoch-

regulation im Vergleich zum Microarray. Für die miRNAs hsa-miR-191, hsa-miR-

142-3p und hsa-miR-106b konnten die Ergebnisse sowie folglich die Regulations-
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tendenzen des Microarrays mittels quantitativer Real-Time PCR (QPCR) nicht be-

stätigt werden.  

Für weitere genauere Analysen und die funktionelle Charakterisierung wurde eine, 

für die Granulopoese bisher noch nicht beschriebene miRNA, gewählt. Für die 

miR-30c konnte bereits in anderen Untersuchungen gezeigt werden, dass sie in 

verschiedenen Zelltypen des hämatopoetischen Systems exprimiert wird 153 und 

eine tumorsuppressive Wirkung bei akuter myeloischer Leukämie mit NPM1 Muta-

tionen hat 152. Allerdings wurde die miR-30c bisher noch nicht genauer im häma-

topoetischen System betrachtet und charakterisiert.  

 

 

Abbildung 5: Vergleich der Ergebnisse von MicroRNA Array und quantitativer Real-

Time PCR nach lentiviraler Überexpression von C/EBPα. Die gesamte RNA wurde  

nach 7 Tagen  isoliert und mittels quantitativer Real-Time PCR mit spezifischen Primern 

für hsa-miR-30c, hsa-miR-15b, hsa-miR-223, hsa-miR-21, hsa-miR-191, hsa-miR-23a, 

hsa-miR-143-3p, hsa-miR-106b, und hsa-miR-20a analysiert (helle Balken). Die Werte 

wurden zur ebenfalls gemessenen U6 normalisiert. Die hellen Balken repräsentieren bei 

der hsa-miR-30c, hsa-miR-15b, hsa-miR-223 und hsa-miR-106b jeweils den Mittelwert 

und die Standartabweichung des miRNA/U6 Verhältnisses von jeweils drei unabhängigen 

Experimenten. Bei hsa-miR-21, hsa-miR-191, hsa-miR-23a, hsa-miR-142-3p und hsa-

miR-20a repräsentiert der Balken nur ein Experiment. Der dunklen Balken ist bei allen 

dargestellten miRNAs das Ergebnis des miRCURY™ LNA microRNA Arrays mit der 

Standartabweichung der 4 Spots (technischen Replikate) zum Vergleich. (Abkürzungen: 

hsa: homo sapiens, QPCR: quantitative Real-Time PCR) 



Ergebnisse 

 

61 
 

3.2 C/EBPα-p42 reguliert die miR-30c während der granulozytä-

ren Differenzierung  

 
Die miR-30c wird in myeloiden sowie lymphoiden Zellen, vor allem aber in neutro-

philen Granulozyten, hoch exprimiert 153,165. Um die Regulation der miR-30c durch 

C/EBPα während der Granulopoese zu verifizieren, wurde die Expression der 

miR-30c in verschiedene Zelllinienexperimente gemessen. Zum einen wurden 

K562 Zellen mit einem Lentivirus, welcher C/EBPα exprimiert, transduziert 

(Abbildung 4). Mittels quantitativer Real-Time-PCR konnte nach sieben Tagen ein 

signifikanter Anstieg der miR-30c gemessen werden (Abbildung 6). Parallel wurde 

auch die Expression der miR-223 gemessen, welche spezifisch für die Granulopo-

ese ist und während der granulozytären Differenzierung durch C/EBPα induziert 

wird 136-137. Wie erwartet, zeigt die miR-223 ebenfalls eine signifikant erhöhte Ex-

pression nach C/EBPα-Überexpression (Abbildung 6).  

 

 

Abbildung 6: Induktion der miR-30c und miR-223 durch lentivirale Überexpression 

von C/EBPα in K562 Zellen. Die RNA wurde nach 7 Tagen isoliert und mittels quantitati-

ver Real-Time PCR mit spezifischen Primern für miR-30c und miR-223 analysiert. Die 

Werte wurden zur ebenfalls gemessenen U6 normalisiert. Die Balken repräsentieren je-

weils den Mittelwert und die Standartabweichung des miRNA/U6 Verhältnisses von je-

weils drei unabhängigen Experimenten (* p ≤ 0,05). 
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Da bei der Translation der CEBPA-mRNA zwei verschiedenen Isoformen, 

C/EBPα-p42 und C/EBPα-p30, gebildet werden 38, wurde der Einfluss dieser zwei 

Proteine auf die Expression der miR-30c untersucht. Dafür wurde das induzierbare 

Zelllinienmodell K562-C/EBPα-ER verwendet. Die Zelllinie K562 wurde von einem 

Patienten mit chronischer myeloischer Leukämie in Blastenkrise etabliert. Auf-

grund der Translokation t(9;22) und dem daraus entstehendem Fusionsprotein 

BCR-ABL exprimieren diese Zellen kein endogenes C/EBPα. Mit Hilfe eines lenti-

viralen Vektors wurde ein künstliches Fusionsgen aus den Genen für den Tran-

skriptionsfaktor C/EBPα (die Wildtyp-Form p42, wie auch die Mutante p30) und 

dem Estrogenrezeptor (ER) in die Zelle transduziert. Somit liegt C/EBPα inaktiv im 

Zytoplasma vor und kann erst nach Behandlung mit einem Liganden für den Est-

rogenrezeptor, z.B. β-Estradiol oder Tamoxifen, in den Kern eindringen und seine 

Zielgene aktivieren und die granulozytäre Differenzierung induzieren. Die Transak-

tivierung von C/EBPα führt innerhalb kürzester Zeit dazu die K562-C/EBPα-p42ER 

Zellen differenzieren zu lassen 156. Die Zelllinie dient deshalb als ideales Werk-

zeug zur Untersuchung von C/EBPα und seinen Zielgenen. Für die Untersuchung 

der durch C/EBPα induzierten miR-30c wurden die Expressionslevel nach unter-

schiedlicher Behandlungsdauer der K562-C/EBPα-p42ER Zellen bzw. K562-

C/EBPα-p30ER Zellen mit β-Estradiol mittels quantitativer Real-Time PCR analy-

siert. Es zeigte sich ein schneller und signifikanter Anstieg der miR-30c Expressi-

on nach 2-, 6- und 12-stündiger Behandlung der K562-C/EBPα-p42ER Zellen 

(Abbildung 7A). Bei der Behandlung der K562-C/EBPα-p30ER Zellen mit β-

Estradiol zeigte sich bei gleicher Behandlungsdauer keine Veränderung der miR-

30c Expression (Abbildung 7B). Die Zelllinie K562-ER diente als Kontrolle, da sie 

kein Fusionsgen mit aktivierbarem C/EBPα trägt. Bei der Behandlung dieser Zel-

len mit β-Estradiol wurde ebenfalls keine Änderung im Expressionslevel der miR-

30c analysiert (Abbildung 7C). 

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Hochregulation der miR-30c während der frü-

hen granulozytären Differenzierung eine spezifische Funktion der C/EBPα Isoform 

p42 ist, und nicht durch die verkürzte Isoform C/EBPα-p30 reguliert wird. 
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Abbildung 7: Induktion der miR-30c durch C/EBPα-p42. (A) K562-C/EBPα-p42ER, (B) 

K562-C/EBPα-p30ER und (C) K562-ER Zellen wurden für die angegebenen Zeitpunkte 

mit β-Estradiol (5µM) behandelt. Die RNA wurde isoliert und mittels quantitativer Real-

Time PCR mit spezifischen Primern für miR-30c analysiert. Die Werte wurden zur U6 

normalisiert. Die Balken repräsentieren jeweils den Mittelwert und die Standartabwei-

chung des miR-30c/U6 Verhältnisses von jeweils drei unabhängigen Experimenten (* p ≤ 

0,05).  
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Zum weiteren Verständnis der Regulation der miR-30c in der Granulozyten-

differenzierung wurden die Expressionslevel der miRNA in U937 Zellen während 

der Behandlung mit all-trans-Retinsäure (ATRA) analysiert. Die durch ATRA-

induzierte granulozytäre Differenzierung in U937 Zellen führt zu einer sehr hohen 

Expression von C/EBPα 45. Eine Analyse der miR-30c Expression mittels quantita-

tiver Real-Time PCR zeigt, dass ATRA in diesem System ebenfalls zu einer Induk-

tion und Hochregulation der miR-30c Expression nach 24-, 48- und 72-stündiger 

Behandlung führt (Abbildung 8A). 

 

Des Weiteren wurde die Expression der miR-30c während der Granulopoese von 

primären humanen CD34+ hämatopoetischen Vorläuferzellen untersucht. Die 

CD34+ Zellen wurden mit G-CSF behandelt, welcher die granulozytäre Differen-

zierung in diesen Zellen induziert 157, und für 7 bzw. 14 Tage kultiviert. Während 

der Differenzierung von primären humanen CD34+ Vorläuferzellen zu Granulozy-

ten konnte wie in den Zelllinienexperimenten (Abbildung 6, Abbildung 7A und Ab-

bildung 8A) eine Induktion sowie Hochregulation der miR-30c Expression beo-

bachtet werden (Abbildung 8B). 

Zusammenfassend lässt sich zeigen, dass die Expression der miR-30 während 

der Granulopoese hochreguliert wird. Die Wildtypform C/EBPα-p42, aber nicht die 

Mutante C/EBPα-p30, führt zur Induktion und Exprimierung der miR-30c während 

der granulozytären Differenzierung. 
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Abbildung 8: Induktion der miR-30c durch ATRA- und G-CSF-induzierte gra-

nulozytäre Differenzierung. (A) U937 Zellen wurden für die angegebenen Zeitpunkte mit 

ATRA (1µM) und (B) CD34+ Zellen wurden mit 100ng/µl G-CSF behandelt. Die RNA wur-

de zu den angegebenen Zeitpunkten isoliert und mittels quantitativer Real-Time PCR mit 

spezifischen Primern für die miR-30c analysiert. Die Werte wurden zur U6 und zur Kon-

trolle normalisiert. Die Balken repräsentieren jeweils den Mittelwert und die Standartab-

weichung des miR-30c/U6 Verhältnisses von jeweils drei (A) bzw. zwei (B) unabhängigen 

Experimenten.  

 

3.3 Expression der miR-30c in AML-Patientenproben 
 

In der Leukämogenese kommt es durch die Dysfunktion oder das Fehlen regulie-

render Faktoren wichtiger Differenzierungsvorgänge zu Regulationsstörungen. In 

der AML resultiert ein früher Differenzierungsblock der myeloiden Vorläuferzellen 

in einer Akkumulation von Blasten im Knochenmark sowie dem peripheren Blut. 

Bei der Entstehung einer AML sind am häufigsten Transkriptionsfaktoren deregu-

liert 6. C/EBPα ist ein Transkriptionsfaktor, welcher in verschiedenen Subtypen der 
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AML dereguliert ist. Verschiedene Translokationen einiger AML-Subtypen 57,64, 

Onkogene 57,65 sowie Mutationen von FLT3 62-63 und CEBPA selbst 56,59-61 führen 

unter anderem zur Inhibierung der Tumorsuppressoraktivität von C/EBPα.  

Aber auch weitere regulatorische Faktoren wie miRNAs spielen eine entscheiden-

de Rolle bei der malignen Transformation und Pathogenese. Mehr als die Hälfte 

aller miRNAs liegen in genomischen Regionen, welche beim Menschen mit 

Krebserkrankungen assoziiert sind 166, außerdem konnten verschiedene Studien 

zeigen, dass die miRNA Expression in humanen Tumoren, einschließlich hämato-

poetischer Erkrankungen, häufig dereguliert ist. miRNAs können so bei der Ent-

wicklung von Krebs entweder als Onkogen (oncomir) oder Tumorsuppressor mit-

wirken 167-170. Umfassende miRNA-Expressionsprofile zeigen häufiger eine Reduk-

tion bestimmter miRNAs in den meisten malignen Erkrankungen im Vergleich zu 

gesunden Gewebe 168. Diese gehemmte Expression der miRNAs in malignem 

Gewebe deutet darauf hin, dass es sich bei diesen miRNAs um Tumorsuppresso-

ren handelt, deren Fehlen einen begünstigenden Einfluss auf die maligne Trans-

formation hat. Für die miR-30c konnten bereits andere Arbeitsgruppen eine redu-

zierte Expression in leukämischen Zellen von AML Patienten zeigen 171-172. 

 

3.3.1 Expression der miR-30c in verschiedenen AML-Subtypen 
 

In dieser Arbeit konnte bereits gezeigte werden, dass die miR-30c durch die Wild-

typform C/EBPα-p42 reguliert wird und nicht durch die Mutante p30, welche mit 

AML assoziiert wird (Abbildung 7). Deshalb stellte sich die Frage, ob eine redu-

zierte bzw. geblockte C/EBPα-Funktion auch mit einer verminderten miR-30c Ex-

pression einhergeht. 

In 27 diagnostischen Proben von AML Patienten wurden die Expressionslevel der 

miR-30c untersucht (Tabelle 2). Das Patientenprobenset setzt sich aus folgenden 

AML-Subtypen zusammen: jeweils sieben Proben von Patienten mit zytogenetisch 

normalem Karyotyp (NK-AML) als auch AML mit inv(16), jeweils fünf Proben von 

Patienten mit zytogenetisch komplexem Karyotyp (CK-AML) sowie AML mit t(8;21) 

sowie drei AML-Patientenproben mit t(15;17). Als Kontroll- bzw. Vergleichsgruppe 

dienten die Proben von drei gesunden Spendern. Bei der Analyse der miR-30c 

Expression mittels quantitativer Real-Time PCR bestätigte sich die Annahme, 

dass die Expressionslevel der miR-30c in den AML-Subtypen mit fehlregulierter 
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C/EBPα-Funktion vermindert ist. In allen AML Subtypen, mit Ausnahme der AML-

Patientenproben mit t(15;17), zeigte sich im Vergleich zu den gesunden Spendern 

ein z.T. hoch signifikant reduziertes Expressionslevel der miR-30c (Abbildung 9).  

Die genetischen und morphologischen Merkmale der untersuchten AML Patien-

tenproben sind in Tabelle 2 aufgeführt. 

 

 

Abbildung 9: Reduzierte Expression der miR-30c in verschiedenen Subgruppen der 

AML. In isolierter RNA aus Knochenmarkszellen von AML Patientenproben (n=30) und 

gesunden Spendern (n=3) wurde das Expressionslevel der miR-30c mittels quantitativer 

Real-Time PCR mit spezifischen Primern untersucht. Die Werte wurden zur U6 normali-

siert und anschließend zum Expressionslevel der gesunden Spender verglichen. (* p ≤ 

0,05, ** p ≤ 0,001).  
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3.3.2 Expression der miR-30c in NK-AML Patientenproben mit CEBPA-

Mutationen 

 

C/EBPα wird auch durch seine eigenen Mutationen dereguliert 60. Zudem ist be-

reits bekannt, dass CEBPA Mutationen überwiegend bei AML mit zytogenetisch 

normalem Karyotyp (NK-AML) vorkommen 55-56. Deshalb wurde für weitere 12 NK-

AML-Patientenproben, mit jeweils 4 Proben mit monoallelischer und biallelischer 

CEBPA Mutation bzw. ohne CEBPA Mutation, das Expressionslevel der miR-30c 

analysiert. Die genetischen und morphologischen Merkmale der untersuchten NK-

AML Patientenproben sind in  

 

Tabelle 3 aufgeführt.  

Bei der Untersuchung der miR-30c Expression bestätigte sich auch hier die An-

nahme, dass die Expressionslevel der miRNA durch die CEBPA Mutation vermin-

dert werden. Im Vergleich zu NK-AML ohne CEBPA Mutation zeigten die Proben 

mit monoallelischer CEBPA Mutation eine nur leichte und nicht signifikante Ver-

minderung der miR-30c Expression, während die Proben mit biallelischer CEBPA 

Mutation eine sehr deutliche signifikante Reduktion der miRNA (Abbildung 10) 

aufwiesen. Ebenso gibt es einen eindeutigen signifikanten Unterschied zwischen 

den Patientenproben mit mono- und biallelischer CEBPA Mutation. 

Zusammenfassend zeigt sich, dass die miR-30c Expression in AML-

Patientenproben mit verminderter bzw. geblockter C/EBPα-Funktion reduziert ist. 

Dies konnte vor allem bei NK-AML-Proben mit biallelischer CEBPA Mutation ge-

zeigt werden. 
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Abbildung 10: Reduzierte Expression der miR-30c in NK-AML Patientenproben mit 

CEBPA-Mutationen. Die Expressionslevel der miR-30c wurden mittels quantitativer Real-

Time PCR mit spezifischen Primern in isolierter RNA aus Knochenmarkszellen von NK-

AML-Patienten mit monoallelischer (n=4), biallelischer (n=4) und ohne CEBPA Mutation 

(n=4) untersucht. Die Werte wurden normalisiert zur U6 und anschließend zum Expressi-

onslevel AML Proben ohne CEBPA Mutation. Die Balken repräsentieren jeweils den Mit-

telwert und die Standartabweichung des miR-30c/U6 Verhältnisses von der jeweiligen 

Patientenprobenzahl. (* p ≤ 0,05).  

 

3.4 Expression der miR-30c in vivo 

 

Da bereits in vitro gezeigt werden konnte, dass die miR-30c durch C/EBPα in der 

frühen granulozytären Differenzierung hoch exprimiert wird (Abbildung 7 und Ab-

bildung 8), sollte auch die Expression der miRNA in vivo näher betrachtet werden. 

Es wurde bereits gezeigt, dass C/EBPα vor allem für die Differenzierung von 

CMPs zu GMPs benötigt wird und anschließend nicht mehr für die granulozytäre 

Differenzierung erforderlich ist 46. Aufgrund dessen könnte man eine hohe Expres-

sion der miR-30c in den Vorläuferpopulationen wie CMP und GMP vermuten. 
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Abbildung 11: Expression der miR-30c in verschiedenen gesorteten Vorläuferzellen 

und reifen Granulozyten aus dem Knochenmark von C57BL/6 Mäusen. Analyse der 

mir-30c Expression mittels quantitativer Real-Time PCR in sortierten Zellpopulationen des 

Knochenmarks von C57BL/6 Mäusen. Die Werte wurden normalisiert zur snoRNA135. 

Die Balken repräsentieren jeweils den Mittelwert und die Standartabweichung des miR-

30c/snoRNA135 Verhältnisses von drei unabhängigen Experimenten mit jeweils 3-4 ge-

poolten Mäusen (* p ≤ 0,05).  

 

Für diese Analyse wurden die Zellen von verschiedenen gesorteten myeloiden 

Vorläuferpopulationen sowie reifen Granulozyten aus dem Knochenmark von 

C57BL/6 Mäusen hinsichtlich ihrer miR-30c Expression analysiert. Die Zellen des 

gesamten Knochenmarks wurden als Vergleichsgruppe verwendet. Insgesamt 

wurden in drei unabhängigen Experimenten die Zellen von jeweils drei – vier Mäu-

sen gepoolt. Bei der Analyse der miR-30c Expression zeigte sich entgegen der 

Erwartungen in den verschiedenen Vorläuferpopulationen LSK, CMP, GMP und 

MEP eine Reduktion der miR-30c, während die Expression der miRNA in den rei-

fen Granulozyten signifikant erhöht ist im Vergleich zum gesamten Knochenmark 

(Abbildung 11).  

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Expression der miR-30c während der 

Granulopoese von Mäusen noch durch weitere bisher unbekannte Faktoren regu-

liert wird. 
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3.5 Expression der miR-30c in Knochenmarkszellen induzier-

barer C/EBPα-Knockout-Mäuse 

 

Mäuse mit einem kompletten Knockout von C/EBPα haben einen selektiven Block 

in der granulozytären Differenzierung der fetalen Leber und bei neugeborenen 

Mäusen. Die unreifen myeloiden Zellen sammeln sich in der fetalen Leber und im 

peripheren Blut an, ähnlich den Beobachtungen bei Menschen mit AML 48. Diese 

nicht konditionellen C/EBPα-Knockout-Mäuse sterben perinatal an Hypoglykämie 

173. Um den Einfluss von C/EBPα in adulten Mäusen zu untersuchen, generierten 

Zhang et al. konditionelle C/EBPα-Knockout-Mäuse (B6.129S6(CBA)-

Cebpatm1Dgt/J) (Abbildung 12A) 46. Diese Mäuse zeigen, dass eine Störung des 

CEBPA Gens zu einem selektiven Block der granulozytären Entwicklung führt, 

indem der Übergang von CMPs zu GMPs geblockt wird und so zu einer Akkumu-

lation von mehr als 30% Blasten im adulten Knochenmark, ähnlich wie bei der 

humanen AML, führt. Diese Mäuse zeigen keine Ansammlung von unreifen 

myeloiden Zellen im peripheren Blut, aber der Anteil an unreifen Myeloblasten im 

Knochenmark ist um 32% erhöht, was ein diagnostisches Kriterium der humanen 

AML ist 46. Da also der konditionelle Knockout von C/EBPα zu einem selektiven 

Block in der Granulopoese führt und keine reifen myeloiden Zellen gebildet wer-

den können, stellte sich die Frage, ob dieser Block auch zu einer verminderten 

Expression der C/EBPα-induzierten miR-30c führt.  

Dazu wurden in 3 unabhängigen Experimenten jeweils 5 adulte C/EBPaflox/flox x 

Mx-Cre konditional-gendefiziente Mäuse 46 mit Poly I:C behandelt, um einen Mx-

Cre Rekombinase vermittelten Knockout von C/EBPα in den myeloiden Zellen zu 

induzieren. Zwei Wochen nach der letzten Injektion wurden die Zellen des gesam-

ten Knochenmarks isoliert und analysiert, da zu diesem Zeitpunkt mindestens 85% 

des gefloxten Gens nicht mehr in den Knochenmarkszellen vorliegen soll 155. So-

wohl Zhang et al. wie auch in dieser Arbeit konnten eine mehr als 95%ige Deletion 

von C/EBPα im gesamten Knochenmark zeigen (Abbildung 12A) 46. Der Mx-Cre 

induzierte Knockout von C/EBPα resultiert in einer hoch signifikanten 34%igen 

Reduktion des miR-30c Expressionslevel in den Knochenmarkszellen der 

C/EBPαΔ/Δ-Mäusen (Abbildung 12B) im Vergleich zu den C/EBPαfl/fl-Mäusen. 
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Zusammenfassend zeigt sich, dass in vivo ein selektiver Block des Transkriptions-

faktors C/EBPα in der granulozytären Differenzierung zu einer Reduzierung des 

Expressionslevels der miR-30c in den Knochenmarkszellen führt. Aber auch hier 

zeigt sich, dass die miR-30c vermutlich durch weitere Faktoren beeinflusst wird. 

 
 

 

Abbildung 12: Reduzierte Expression der miR-30c in Knochenmarkszellen von in-

duzierbaren C/EBPα-Knockout-Mäusen. (A) und (B) quantitative Real-Time PCR für 

C/EBPα (A) und miR-30c (B) in Knochenmarkszellen von Poly(I:C) injizierten 

C/EBPαfl/fl;Mx-Cre (C/EBPαΔ/Δ) Mäusen sowie C/EBPαfl/fl Mäusen als Kontrolle. Die Werte 

wurden normalisiert zu GAPDH (A) bzw. snoRNA202 (B) und anschließend zum Expres-

sionslevel der C/EBPαfl/fl Mäuse. Die Balken repräsentieren jeweils den Mittelwert und die 

Standartabweichung des C/EBPα/GAPDH (A) bzw. miR-30c/snoRNA202 (B) Verhältnis-

ses von fünf unabhängigen Mäusen (** p ≤ 0,005).  
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3.6 miR-30c ist ein direktes Ziel von C/EBPα 

 
Alle bisher gezeigten Daten weisen darauf hin, dass die microRNA-30c direkt 

durch C/EBPα-p42 reguliert wird. Mit Hilfe der bioinformatischen Programme TF-

Search “Transcription Factor Search” (www.cbrc.jp/research/db/TFSEARCH.html) 

und Alibaba2.1 (www.gene-regulation.com/pub/programs/alibaba2/index.html) 

wurde der Minimalpromotorbereich von 2000 bp der MIR30C-Gene (microRNA-

30c-1 und microRNA-30c-2) auf putative C/EBPα-Bindestellen untersucht. Dabei 

konnten insgesamt vier Bindestellen (#1 –#4)  für C/EBPα im direkten 5‘-

upstream-Bereich der MIR30C1, dessen hostgene NFYC und der MIR30C2 identi-

fiziert werden (Abbildung 13).  

 

 

 

Abbildung 13: Potentielle C/EBPα-Bindestellen im Minimalpromotorbereich der 

MICRORNA-30c-Gene.  Schematische Darstellung möglicher C/EBPα-Bindestellen (α) im 

direkten 5‘-upstream-Bereich der MIR30C1, dem hostgene NFYC und der MIR30C2 (Pri-

mer #1 - #4).  

 

Um zu zeigen, ob C/EBPα an diesen Stellen in den Promotorbereichen der miR-

30c bindet, wurde eine Chromatin-Immunopräzipitation (ChIP) in K562-C/EBPα-

p42ER-Zellen durchgeführt. Die Zellen wurden für vier Stunden mit ß-Estradiol 

behandelt, und die Chromatin-Fragmente mit einem Anti-C/EBPα-Antikörper im-

munopräzipitiert. Die DNA-Fragmente wurden mit spezifischen Primern für die 

identifizierten Regionen der miR-30c regulierenden Region analysiert. Das 

C/EBPα an die entsprechenden DNA-Abschnitte der zwei Promotorbereiche bin-

det konnte sowohl per semiquantitativer PCR (Abbildung 14A) als auch per quanti-

tativer Real-Time PCR (Abbildung 14B) in zwei unabhängigen Experimenten 
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nachgewiesen werden. Es zeigte sich zum einen eine Anreicherung der DNA-

Abschnitte von allen putativen C/EBPα Bindestellen (Abbildung 14A) sowie eine 

Änderung in der Bindungsaffinität des Chromatins (Abbildung 14B). 

Diese Ergebnisse bekräftigen die Annahme, dass die microRNA-30c ein direktes 

Ziel des Transkriptionsfaktors C/EBPα ist. 

 

 
 

Abbildung 14: miR-30c ist ein direktes Ziel von C/EBPα. (A) Immunpräzipitation des 

Chromatins von K562-C/EBPα-p42-ER Zellen induziert mit β-Estradiol für 4 Stunden mit 

anti-C/EBPα bzw. Immunoglobulin G (IgG) Antikörpern. Die gewonnene DNA wurde mit-

tels PCR mit verschiedenen spezifischen Primern für die C/EBPα-Bindung amplifiziert 

(Primer #1 - #4). Dargestellt ist ein repräsentatives Gel aus 2 unabhängigen Experimen-

ten. (B) Quantitative Real-Time PCR mit den Primern für die angegebenen Regionen mit 

den Proben von (A). Dargestellt sind die Änderungen des Verhältnisses in der Bindungs-

affinität des anti-C/EBPα Antikörpers normalisiert zu IgG der mit β-Estradiol (aktives 

C/EBPα) behandelten Zellen im Vergleich zu den mit Ethanol behandelten Zellen. Die 

Balken repräsentieren jeweils den Mittelwert von zwei unabhängigen Experimenten. 
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3.7 Notch1 mRNA ist ein direktes Ziel der miR-30c 

 
MiRNAs beeinflussen ihre Ziele auf posttranskriptioneller Ebene indem sie meist 

die Transkriptionslevel erhalten, aber die Proteintranslation inhibieren. Dieser inhi-

bitorische Effekt führt somit zu einer reduzierten Expression des Ziels auf Protein-

ebene, während das mRNA-Expressionslevel unbeeinträchtigt bleibt. Allerdings 

können miRNAs auch beides initiieren, die translationale Inhibition sowie die De-

gradierung der mRNA 121.  

2003 entwickelte die Gruppe um Prof. Burge den bioinformatischen Algorithmus 

TargetScan (http://targetscan.org), welches potentielle miRNA-mRNA Interaktio-

nen voraussagt 120. Dieser Algorithmus ist ein Scoring-System, welches auf der 

Sequenzkomplementarität, Berechnung der freien Energie bei der Bildung des 

RNA-Duplex und der phylogenetischen Konservation zwischen den Vertebraten 

basiert. 

 

TargetScanHuman 6.0 (http://targetscan.org) listet für die Familie miR-30 1375 

putative Ziele mit 1578 hoch konservierten und 358 gering konservierten Binde-

stellen auf. Unter diesen putativen Zielen befindet sich NOTCH1, welches eine 

potentielle Bindestelle der miR-30c in der 3’UTR trägt. Diese putative Bindestelle 

ist in 20 verschiedenen Spezies, wie z.B. Mensch, Maus, Ratte und Hund, hoch-

konserviert (Abbildung 15). Die miR-30c hat den höchsten Score und die höchste 

Sequenzkomplementarität außerhalb der Hauptbinderegion von allen Mitgliedern 

der miR-30-Familie mit Notch1, und ist somit die repräsentative miRNA der Fami-

lie am potentiellen Ziel Notch1. Aufgrund dessen wurde die Hypothese aufgestellt, 

dass Notch1 ein direktes Hauptziel der miR-30c ist. 

http://targetscan.org/
http://targetscan.org/
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Abbildung 15: Potentielle Bindestelle der miR-30c in der 3’UTR von NOTCH.1 (A) 

Schematische Repräsentation der miR-30c Bindestelle in der humanen NOTCH1 3’UTR. 

Die Zahlen (+1520 - +1526) stellen die Nukleotide relative zum Terminationscodon des 

humanen Notch1 dar. (B) Konservierung der Bindestelle der miR-30c in der NOTCH1 

3’UTR von Mensch, Maus, Ratte und Hund.  

 

3.7.1 Inverse Korrelation von miR-30c Expression und des Notch1-

Proteinlevels während der Granulopoese 

 

Da in dieser Arbeit bereits gezeigt werden konnte, dass die miR-30c direkt durch 

C/EBPα-p42 reguliert wird (Abbildung 7A), wurde zunächst der Einfluss von 

C/EBPα auf die Veränderung des Protein- und mRNA-Levels von Notch1 unter-

sucht. Hierfür wurde das schon anfangs beschriebene in vitro Modell der Zelllinien 

K562-C/EBPα-p42-ER und K562-C/EBPα-p30-ER verwendet. Es konnte gezeigt 

werden, dass eine Induktion von C/EBPα mittels β-Estradiol und folglich die Ex-

pressionssteigerung der miR-30c in den K562-C/EBPα-p42-ER Zellen zu einer 40 

- 50%igen Reduktion des Proteinlevels von Notch1 nach 2- und 6-stündiger Be-

handlung führt (Abbildung 16A). Das mRNA-Expressionslevel blieb dagegen un-

beeinträchtigt (Abbildung 16B). Man sieht somit eine inverse Korrelation zwischen 

dem Notch1 Proteinlevel (Abbildung 16A) und der miR-30c Expression (Abbildung 

7A). Die Zelllinie K562-C/EBPα-p30-ER diente als Kontrolle, da in diesen Zellen 

die miR-30c nach Behandlung mit β-Estradiol nicht reguliert wird (Abbildung 7B). 

In diesen Zellen zeigte sich keine Änderung des Protein- sowie mRNA-

Expressionslevels von Notch1 (Abbildung 16C+D).  
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Abbildung 16: Reduktion des Notch1 Proteins durch C/EBPα-p42. Die Zelllinien 

(A+B) K562-C/EBPα-p42ER und (C+D) K562-C/EBPα-p30ER wurden mit β-Estradiol 

(5µM) für 2 und 6 Stunden behandelt. (A+C) Das gesamte Protein wurde mittels Western 

Blot und einem für Notch1-spezifischen Antikörper analysiert. GAPDH wurde als La-

dungskontrolle verwendet. Die Banden wurden densitometrisch gescannt und anschlie-

ßend die Werte zu GAPDH normalisiert. Dargestellt ist jeweils ein repräsentatives Gel aus 

3 unabhängigen Experimenten. (B+D) Die gesamte RNA wurde nach der Isolation mittels 

quantitativer Real-Time PCR mit spezifischen Primern für Notch1 analysiert. Die Werte 

wurden zu GAPDH normalisiert. Die Balken repräsentieren jeweils den Mittelwert und die 

Standartabweichung des Notch1/GAPDH Verhältnisses von jeweils drei unabhängigen 

Experimenten.  

 

Diese Ergebnisse zeigen, dass die Isoform C/EBPα-p42 eine vermittelnde Rolle 

bei der posttranskriptionellen Inhibierung von Notch1 spielt, während dies bei 

C/EBPα-p30 nicht beobachtet werden konnte. Da sich nur das Proteinlevel und 

nicht die mRNA-Expression während der Differenzierung ändert, ist dies ein erster 

Hinweis darauf, dass nicht nur C/EBPα-p42 sondern auch eine miRNA in die post-

transkriptionelle Regulation von Notch1 involviert ist.  

 

Da sich bei der G-CSF-induzierten granulozytären Differenzierung von primären 

humanen CD34+ Vorläuferzellen ebenfalls eine hohe Expression der miR-30c 

zeigte (Abbildung 8B), wurde in einem Experiment das Proteinlevel von Notch1 

analysiert. Sieben Tage nach Beginn der Behandlung der Zellen mit G-CSF konn-
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te im Vergleich zur Kontrolle eine Reduzierung des Proteinlevels um 60% beo-

bachtet werden, nach 14 Tagen zeigte sich dann eine vollständiger Block von 

Notch1 auf Proteinebene (Abbildung 17). Zur Kontrolle wurden CD34+ Zellen mit 

dem G-CSF-Lösungsmittel Wasser behandelt. Dies ist ein erster Hinweis, dass 

Notch1 auch während der G-CSF-induzierten Granulopoese von primären huma-

nen CD34+ Vorläuferzellen reduziert wird. 

 

 

Abbildung 17: Reduktion des Notch1 Proteins während der G-CSF-induzierten Gra-

nulozytendifferenzierung. Primäre humane CD34+ Vorläuferzellen wurden alle 3 Tage 

mit GSCF behandelt und das Proteinlevel von Notch1 nach 7 und 14 Tagen mittels Wes-

tern Blot und einem für Notch1-spezifischen Antikörper analysiert. Die Banden wurden 

densitometrisch gescannt und anschließend die Werte zu GAPDH normalisiert. Die Werte 

unter den Banden zeigen das Notch1-Proteinlevel.  

 

3.7.2 Reduktion des Notch1-Proteinlevels nach Überexpression der 

miR-30c 

 

Da die Reduktion des Notch1 Proteinlevels durch die Aktivierung von C/EBPα 

durch β-Estradiol in K562-C/EBPα-p42ER Zellen (Abbildung 16A) sowie die 

GCSF-induzierte granulozytäre Differenzierung von primären humanen CD34+ 

Vorläuferzellen (Abbildung 17) nur ein indirekter Nachweis für die miR-30c vermit-

telte Inhibierung von Notch1 ist, wurden auch die Folgen einer direkten Überex-

pression der miR-30c untersucht. 

Mittels transienter Elektroporation wurden Zellen der Zelllinie K562 zum einen mit 

einem miR-30c exprimierenden Vektor (pcDNA6.2-EmGFP-miR-30c) und zum 
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anderen in Kontrollvektor, welcher eine unspezifische Sequenz enthält (pcD-

NA6.2-EmGFP), transfiziert. Nach 48 Stunden zeigte sich, wie schon bei der 

C/EBPα-Induktion (Abbildung 16), eine 40%ige Reduktion des Notch1 Proteinle-

vels (Abbildung 18). Diese Ergebnisse sind ein weiterer Hinweis darauf, dass 

Notch1 durch die miR-30c reguliert wird, und somit vermutlich ein direktes Ziel der 

miRNA ist. 

 

 

Abbildung 18: Reduktion des Notch1 Proteins durch Überexpression der miR-30c. 

Für die Überexpression der miR-30c wurden K562 Zellen entweder mit Kontrollvektor o-

der der pCDNA6.2-emGFP-miR-30c transfiziert und für 48 Stunden kultiviert. Das gesam-

te Protein wurde mittels Western Blot und einem für Notch1-spezifischen Antikörper ana-

lysiert. GAPDH wurde als Ladungskontrolle verwendet. Die Banden wurden densitomet-

risch gescannt und anschließend die Werte zu GAPDH normalisiert. Die Werte unter den 

Banden zeigen das Notch1-Proteinlevel. Dargestellt ist ein repräsentatives Gel von zwei 

Experimenten. 

 

3.7.3 Reduktion des Trib2 Proteins durch C/EBPα-p42 
 

Verschiedene Arbeiten konnten bereits zeigen, dass Trib2 ein transkriptionelles 

Zielgen von Notch1 ist 101, welches wiederrum direkt die Funktion von C/EBPα-p42 

inhibiert und so eine AML bei Mäusen auslöst 99-100. 

Aufgrund dessen wurde das Proteinlevel von Trib2 nach Induktion von C/EBPα in 

den K562-C/EBPα-p42ER Zellen zusätzlich in einem Ansatz gemessen. Zur Kon-

trolle wurden K562-C/EBPα-p42ER Zellen mit dem Lösungsmittel Ethanol behan-

delt. 2 Stunden nach Behandlung der Zellen mit β-Estradiol konnte noch keine 

Änderung im Proteinlevel festgestellt werden. Erst nach einer 6-stündigen Be-
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handlung der Zellen zeigte sich eine 40%ige Reduktion des Trib2-Proteinlevels 

(Abbildung 19). Die Inhibierung des Trib2-Proteins findet zeitlich versetzt zur Re-

duktion des Notch1 Proteins statt (Abbildung 16A), was ein weiterer Hinweis dafür 

ist, dass Trib2 ein transkriptionelles Zielgen von Notch1 ist. Dieses Ergebnis zeigt 

hinweislich, dass C/EBPα nicht nur durch Trib2 degradiert wird 99-100, sondern 

vermutlich selbst eine vermittelnde Rolle bei dessen Regulation spielt.  

 

 

Abbildung 19: Reduktion von Trib2 durch C/EBPα-p42. K562-C/EBPα-p42ER wurden 

für 2 und 6 Stunden mit β-Estradiol (5µM) bzw. Ethanol behandelt. Das gesamte Protein 

wurde mittels Western Blot und einem für Trib2-spezifischen Antikörper analysiert. 

GAPDH wurde als Ladungskontrolle verwendet. Die Banden wurden densitometrisch ge-

scannt und anschließend die Werte zu GAPDH normalisiert. Die Werte unter den Banden 

zeigen das Trib2-Proteinlevel.  

 

3.7.4 Verifikation von Notch1 als direktes Ziel der miR-30c 

 

Um Notch1 als ein direktes Ziel der miR-30c zu verifizieren, wurde ein modifizier-

ter Luziferase-Reporter-Assay durchgeführt. Dies ist eine klassische Methode zur 

Identifizierung von direkten miRNA-Zielen, bei der ein Luziferase-Reporter-

konstrukt verwendet wird. 

In dieser Arbeit wurde die komplette 3’UTR der NOTCH1 mRNA mit der potentiel-

len Bindesequenz der miR-30c hinter die Luziferasegen-codierende Region des 

Vektors pGL3-control kloniert (pGL3-NOTCH1-3’UTR-WT, Abbildung 20). Außer-

dem wurde ein zweites Konstrukt mit 7 Punktmutationen in der Bindesequenz der 
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miR-30c kloniert, welches als Kontrolle für die Spezifität der miR-30c vermittelten 

Inhibierung dient (pGL3-NOTCH1-3’UTR-mut, Abbildung 20).  

 

 

Abbildung 20: Potentielle sowie mutierte Bindestelle der miR-30c in der 3’UTR von 

NOTCH1. Schematische Präsentation der vorhergesagten sowie mutierten Bindestelle 

der miR-30c in der 3’UTR von NOTCH1 in den entsprechenden Luziferase-Konstrukten, 

welche für die Luziferase-Reporter-Assays verwendet wurden.  

 

Diese zwei verschiedenen Luziferase-Reporterkonstrukte wurden jeweils zusam-

men mit einem miR-30c Überexpressionsvektor (pCDNA6.2-emGFP-miR-30c) 

bzw. Kontrollvektor (pCDNA6.2-emGFP-miR), sowie einem Renilla-Luziferase-

Reportervektor (pRL0) in Zellen der Zelllinie MV4;11, welche selbst keine miR-30c 

exprimieren 153 ko-transfiziert. Nach 24 Stunden zeigte die miR-30c einen negati-

ven Effekt auf die Luziferaseaktivität des pGL3-NOTCH1-3’UTR-WT Konstruktes. 

Die Überexpression der miR-30c führte hierbei zu einer hoch signifikanten Reduk-

tion der Luziferaseaktivität um 70% (Abbildung 21, 4. Balken). Bei den Luziferase-

Reporter-Assays mit dem mutierten Konstrukt, welches Mutationen in der Binde-

stelle der miR-30c enthält, konnte im Gegensatz dazu kein Effekt auf die Luzifera-

seaktivität beobachtet werden (Abbildung 21, 6. Balken). Bei der Transfektion der 

MV4;11 Zellen mit dem Kontrollvektor, welches nur eine unspezifische miR-

Sequenz enthält (pCDNA6.2-emGFP-miR), zeigte sich weder beim Wildtyp-

Luziferase-Reporterkonstrukt noch bei der Mutante ein Effekt auf die Luziferaseak-

tivität (Abbildung 21, 3. und 5. Balken).  

Zusammenfassend zeigt sich, dass Notch1 ein direktes Ziel der miR-30c ist und 

von dieser posttranskriptionell negative reguliert wird. Die Ergebnisse des Luzi-

ferase-Assays zeigen, dass es sich um eine direkte Interaktion zwischen miR-30c 

mit der 3’UTR von NOTCH1 und somit um eine miR-30c-spezifische Inhibierung 

von Notch1 handelt. 
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Abbildung 21: Luziferase-Assay. MV4;11 Zellen wurden mit den NOTCH1 3’UTR (Wild-

typ bzw. Mutante) und dem miR-30c Überexpressionsvektor (pCDNA6.2-GW/emGFP-

miR-30c) bzw. mit entsprechenden Kontrollvektoren ko-transfiziert. Die Balken repräsen-

tieren jeweils den Mittelwert und die Standartabweichung der relativen Luziferaseaktivität 

von jeweils drei unabhängigen Experimenten (** p ≤ 0.01). 

 

3.8 Die Rolle der miR-30c für die C/EBPα-vermittelte Notch1-

Inhibierung sowie Induktion der myeloide Differenzierung 

 

In dieser Arbeit konnte bereits gezeigt werden, dass die miR-30c ein direktes Ziel 

von C/EBPα-p42 ist (Abbildung 14), und die mRNA von NOTCH1 direkt posttran-

skriptionell reguliert (Abbildung 18 und Abbildung 21). Zudem wurde Notch1 durch 

die Aktivierung von C/EBPα-p42 translational negativ beeinflusst (Abbildung 16). 

Deshalb stellte sich die Frage, ob C/EBPα die Notch1 Proteinexpression nur durch 

die Aktivierung der miR-30c blockiert. Hierfür wurden in einem Experiment K562 

Zellen für 48 Stunden gleichzeitig mit inhibierenden Oligonukleotiden, welche ei-

nen spezifischen Block der miR-30c (LNA-miR-30c) herbeiführen, bzw. Kontroll-

Oligonukleotiden (scramble) sowie einem C/EBPα-Überexpressionskonstrukt 
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(pcDNA3.1-C/EBPα) ko-transfiziert. K562 Zellen exprimieren endogen die miR-30c 

153, hier führt eine Reduktion der miRNA zu einem Anstieg des Notch1 Proteinle-

vels (Abbildung 22, 2. Bande). Bei einer Überexpression von C/EBPα in den Zel-

len kommt es zu einer fast kompletten Inhibierung des Notch1 Proteins (Abbildung 

22, 3.Bande), was auch schon durch die Aktivierung von C/EBPα mittels β-

Estradiol in K562-C/EBPα-p42ER gezeigt werden konnte (Abbildung 16). Aller-

dings hebt ein Block der miR-30c mittels LNAs den C/EBPα-vermittelten Translati-

onsblock von Notch1 wieder auf und es kommt zu einem Anstieg des Notch1 Pro-

teinlevels (Abbildung 22, 4. Bande). Diese Ergebnisse zeigen, dass es scheinbar 

ohne die Anwesenheit der funktionsfähigen miR-30c nicht zu einer Inhibierung des 

Notch1 Proteinlevels kommt, was zuvor bei der Induktion von C/EBPα sowie der 

GCSF-induzierten granulozytären Differenzierung gezeigt werden konnte. Dies ist 

ein weiterer Hinweis darauf, dass die miR-30c eine wichtige Rolle bei der C/EBPα-

vermittelte Inhibierung von Notch1 auf Proteinebene spielt. 

 

 

Abbildung 22: miR-30c ist notwendig für C/EBPα um Notch1 zu blocken. K562 Zellen 

wurden mit pcDNA3-C/EBPα bzw. pCDNA3-Leervektor zusammen mit LNA Oligonukleo-

tiden für die miR-30c bzw. scramble (Kontrolle) für 48 Stunden ko-transfiziert. Das gesam-

te Protein wurde mittels Western Blot und einem für Notch1-spezifischen Antikörper ana-

lysiert. GAPDH wurde als Ladungskontrolle verwendet. Die Banden wurden densitomet-

risch gescannt und anschließend die Werte zu GAPDH normalisiert. Die Werte unter den 

Banden zeigen das Notch1-Proteinlevel.  

 

Es konnte zuvor gezeigt werden, dass die miR-30c während der granulozytären 

Differenzierung von Zelllinien sowie primären humanen Vorläuferzellen hoch ex-

primiert wird (Abbildung 6 - Abbildung 8), aufgrund dessen stellte sich die Frage, 
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ob die miRNA auch notwendig ist, um die granulozytäre Differenzierung zu indu-

zieren. Hierfür wurde die myeloide Differenzierung in K562-C/EBPα-p42ER Zellen 

mittels β-Estradiol induziert, was zu einer Induktion der miR-30c führt (Abbildung 

23). Anschließend wurde die miR-30c mit Hilfe von LNA-Oligonukleotiden ge-

blockt. 24 Stunden nach der Inhibierung der miR-30c wurde mittels Durchflusszy-

tometrie die Expression des myeloiden Oberflächenmarker CD11b gemessen. Der 

Block der miR-30c führte zu einer ca. 30%igen signifikanten Reduktion von 

CD11b. Durch die Inhibierung der miR-30c wurde die induzierte granulozytäre Dif-

ferenzierung geblockt.  

Zusammenfassend zeigt sich, dass ein Block der miR-30c tendenziell zu einer 

reduzierten Expression von CD11b führt und somit vermutlich eine wichtige Rolle 

in der C/EBPα-vermittelten Induktion der myeloiden Differenzierung spielt. 

 

 

Abbildung 23: miR-30c ist notwendig für C/EBPα um die myeloide Differenzierung 

zu induzieren. Analyse des myeloiden Oberflächenmarkers CD11b mittels Durchflusszy-

tometrie 24 Stunden nach Block der miR-30c mit LNA Oligonukleotiden in β-Estradiol 

(5µM) behandelten K562-C/EBPα-p42ER Zellen. A: Dargestellt ist ein repräsentatives 

Histogramm aus drei unabhängigen Experimenten. B: Die Balken repräsentieren jeweils 

den Mittelwert von jeweils drei unabhängigen Experimenten.  
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4 Diskussion 

 

Die Hämatopoese ist ein dynamischer und hoch komplexer Prozess. Die Entwick-

lung von der pluripotenten Stammzelle bis hin zur ausdifferenzierten, funktionellen 

Zelle eines bestimmten Zelltyps wird durch das Zusammenwirken verschiedenster 

Signale in der Zelle gewährleistet. Eine Störung dieser regulatorischen Mechanis-

men kann zu einem Ungleichgewicht zwischen Differenzierung und Proliferation 

führen, was folglich zu einer fehlenden Ausreifung bei gleichzeitiger starker Ver-

mehrung der undifferenzierten Vorläuferzellen führen kann. miRNAs, eine neue 

Klasse von RNA-Molekülen, spielen eine Rolle in der Regulation dieser Mecha-

nismen. Eine Deregulation der miRNAs wird zudem mit der Entstehung von Neo-

plasien, einschließlich Leukämien, assoziiert 109-110. 

Der Transkriptionsfaktor C/EBPα ist einer der Hauptregulatoren der normalen Hä-

matopoese 43 und in fast der Hälfte aller akuten myeloischen Leukämien durch 

verschiedenste Mechanismen fehlreguliert 56-58. Einige vorrangegangene Studien 

konnten bereits zeigen, dass C/EBPα hier auch durch die Regulation von ver-

schiedenen spezifischen miRNAs agiert 136-139. Bisher wurde noch kein Screening 

spezifisch für C/EBPα-induzierte miRNAs in der Granulopoese durchgeführt. Auf-

grund dessen wurden in der vorliegenden Dissertation weitere durch C/EBPα-

induzierte miRNAs mittels Microarray identifiziert. Von den identifizierten 

C/EBPα.regulierten miRNAs wurde eine, für die Granulopoese bisher noch unbe-

kannte miRNA, funktionell untersucht und charakterisiert. 

Für die miR-30c wurde bereits eine hohe Expression in Granulozyten gezeigt 153 

sowie eine tumorsuppressive Wirkung dieser miRNA in der akuten myeloischen 

Leukämie mit NPM1 Mutationen beschrieben 152. Trotz dessen wurden die Regu-

lation sowie die funktionelle und biologischen Relevanz der miR-30c in der gra-

nulozytären Differenzierung bzw. Hämatopoese noch nicht weitergehend unter-

sucht. In der vorliegenden Arbeit wurden deshalb Untersuchungen zur spezifische 

Regulation und Funktion der miR-30c in der Granulopoese sowie der akuten 

myeloischen Leukämie durchgeführt. Aufgrund der Regulation der miR-30c durch 

C/EBPα bestand hier spezielles Interesse an der Untersuchung der Rolle der miR-

30c in der Vermittlung inhibitorischer Effekte von C/EBPα, vor allem bei der Inhi-

bierung differenzierungshemmender Faktoren. Hierbei wurde Notch1, ein Trans-
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membranrezeptor und Transkriptionsregulator, welcher die granulozytäre Differen-

zierung blockt, als ein neues Ziel der miR-30c bestätigt und dessen Regulation 

durch C/EBPα und die miR-30c untersucht. In den folgenden Abschnitten werden 

die Ergebnisse dieser Experimente mit dem aktuellen Stand der Literatur vergli-

chen und diskutiert. 

 

4.1 Identifizierung C/EBPα-regulierter miRNAs mittels Microarray 
 

Bei dem in dieser Arbeit verwendet Microarray zur Identifizierung C/EBPα-

induzierter miRNAs konnten insgesamt 204 exprimierte miRNAs detektiert wer-

den. Von diesen weisen 200 miRNAs ein verändertes Expressionsprofil im Ver-

gleich zur Kontrolle, den nicht C/EBPα-exprimierenden Zellen, auf (Tabelle 4). 

Durch die exogene Expression von C/EBPα wurden 24 miRNAs induziert und zei-

gen eine erhöhte bzw. hohe Expression auf. 176 miRNAs wurden herunterregu-

liert. Zudem zeigen vier miRNAs keinen Unterschied in ihrer Expression durch 

C/EBPα zum untersuchten Zeitpunkt. Auch die RNA U6 small nuclear 2 (RNU6B = 

U6) wird nicht durch C/EBPα reguliert. Sie gilt als housekeeping-Gen und wurde 

deshalb bei der Berechnung der quantitativen Real-Time-PCRs zur Normalisie-

rung verwendet.  

Einige dieser identifizierten durch C/EBPα-regulierten miRNAs wurden schon für 

die Hämatopoese sowie Leukämie beschrieben und z.T. funktionell genauer un-

tersucht. Unter den hier als C/EBPα-hochregulierten miRNAs sind mehrere zu fin-

den, die in der Granulopoese bzw. Hämatopoese hoch exprimiert werden und so 

eine Rolle bei der Differenzierung spielen. Allerdings konnte bisher nur für die 

miR-223 136-138 und das miR-29a/b1-Cluster 139 eine direkte Regulation durch 

C/EBPα nachgewiesen werden und somit als direkte Ziele von C/EBPα identifiziert 

werden. Zudem konnte bereits gezeigt werden, dass in der AML mit dereguliertem 

C/EBPα die Transaktivierung dieser drei tumorsuppressiven miRNAs inhibiert und 

die myeloide Differenzierung geblockt ist 136-139. In der vorliegenden Arbeit konnte 

durch die Induktion von C/EBPα allerdings nur eine Hochregulation der miR-223 

gezeigt werden. Die miR-29b zeigte nach C/EBPα-Induktion eine enorme Herun-

terregulation ihrer Expression. Die miR-34a und miR-29a hingegen konnten auf 

dem Microarray nicht detektiert werden. Der Microarray stellte nur ein initiales Ex-

periment dar, um einen Ansatzpunkt für eine mögliche Regulation der identifizier-
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ten miRNAs durch C/EBPα zu bekommen. Die Expression verschiedener miRNAs 

wurde anschließend mittels quantitativer Real-Time PCR untersucht und mit dem 

Microarray verglichen (Abbildung 5). Hier zeigten, mit Ausnahme der miR-106b 

und miR-191, alle analysierten miRNAs dieselbe Tendenz der Regulation.  

Ebenfalls zeigten zwei weitere für die Granulopoese bekannte miRNAs, miR-15b 

und miR-16, eine erhöhte Expression durch die Induktion von C/EBPα. Beide wer-

den bei ATRA-induzierter granulozytärer Differenzierung von NB4-Zellen eine 

hochreguliert 174-175. Die ebenfalls durch C/EBPα hochregulierte miR-142-3p und 

142-5p werden sehr stark in allen hämatopoetischen Geweben exprimiert und zei-

gen keine bzw. nur eine geringe Expression in nicht hämatopoetischen Geweben 

125. So zeigt auch die miR-21 eine Hochregulation sowohl auf dem Microarray wie 

auch mittels quantitativer Real-Time PCR. In der Literatur wird die miR-21 aller-

dings gemeinsam mit der miR-196b als Effektor der Monopoese und Antagonist 

der Granulopoese beschrieben. Beim Übergang der Zellen vom CMP zum GMP-

Stadium, wo C/EBPα hoch exprimiert wird, sind beide miRNAs signifikant repri-

miert 176. Dies lässt vermuten, dass die miR-21 hier von anderen Faktoren regu-

liert wird, und C/EBPα keinen direkten Einfluss auf die Expression der miR-21 

ausübt. Den stärksten Effekt auf die Induktion von C/EBPα zeigte die hochregulier-

te miR-30c. Diese miRNA wurde bisher noch nicht genauer im hämatopoetischen 

System untersucht, allerdings konnte bisher gezeigt werden, dass die miR-30c in 

Granulozyten hoch exprimiert wird 153 und in leukämischen Zellen von AML-

Patienten eine reduzierte Expression zeigt 171-172. In anderen Krebserkrankungen 

wie NSCLC 177, hämophagozytische Lymphohistiozytose 178, Multiples Myelom 179, 

Prostata- 180 sowie Mamakarzinom 149,181 konnte bereits eine geringere bzw. redu-

zierte Expression der miR-30c nachgewiesen werden. Deshalb wurde die miR-30c 

bereits als neuer prognostischer Faktor vorgeschlagen 177-178,180. Eine prognosti-

sche Relevanz der miR-30c könnte somit auch bei der AML vorliegen, dies müsste 

aber in weiteren Analysen von AML-Patienten genauer untersucht werden. Zudem 

konnte für die miR-30c eine tumorsuppressive Wirkung bei Mama- 149 und Prosta-

takarzinom 180 sowie auch bei AML mit NPM1-Mutationen 152 gezeigt werden. 

Unter den 170 herunterregulierten miRNAs befinden sich z.B. die miR-424, miR-

125b, miR-181a und miR-24, deren Expression sich negative auf den Verlauf der 

granulozytären Differenzierung auswirkt. So führt eine Überexpression der miR-24 
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und miR-125 zu einem Block der Granulopoese 132,182. Die miR-125b ist in neutro-

philen Granulozyten herunterreguliert 131 und eine Überexpression führt zur Ent-

wicklung einer Leukämie 183. Ebenso ist die miR-181a in Granulozyten sehr gering 

exprimiert 153 und konnte in frühen Vorläuferzellen nachgewiesen werden 125. 

Choong et al. wiesen eine erhöhte Expression der miR-181a sowie miR-181b 

während der Erythrozytendifferenzierung nach 184. In AML-Patientenproben mit 

CEBPA-Mutationen weisen alle vier Mitglieder der miR-181-Familie eine hohe Ex-

pression auf 185. Su et al. konnten zeigen, dass die miR-181a die granulozytäre 

sowie makrophagen-ähnliche Differenzierung durch die direkte Herunterregulation 

von PRKCD inhibiert 186. Zudem konnte aber gezeigt werden, dass die miR-181a 

direkt durch C/EBPα-p30 hochreguliert wird 187. Bei der miR-424 führt eine ectopi-

sche Expression zu einer monozytären Differenzierung von humanen myeloiden 

Zelllinien und primären humanen CD34+ hämatopoetischen Vorläuferzellen 188.  

Bisher wurde für die detektierten C/EBPα-regulierten miRNAs, mit Ausnahme der 

miR-223, miR-29b 136,139, keine direkte Regulation durch C/EBPα nachgewiesen. 

Allerdings konnte bereits gezeigt werden, dass z.B. die miR-142 in hämatopoeti-

schen Zellen durch PU.1 reguliert wird 189, und die miR-15 und miR-16 transkripti-

onelle Zielgene von E2F1 sind 190. Trotz dessen besteht die Möglichkeit, dass die 

identifizierten miRNAs direkt durch C/EBPα reguliert werden und sie somit direkte 

Zielgene des Transkriptionsfaktors sein können. 

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war es eine neue durch C/EBPα-regulierte miRNA 

zu untersuchen und genauer die Rolle in der granulozytären Differenzierung sowie 

der akuten myeloiden Leukämie zu charakterisieren. Im Weiteren wird die Rolle 

der miR-30c während der granulozytären Differenzierung sowie AML genauer be-

trachtet.  

 

4.2 miR-30c – ein neues Ziel von C/EBPα in der Granulopoese 
 

Die zwei meist beschriebenen Hauptformen der CEBPA-Mutationen, liegen in der 

N- und C-terminalen Domäne. Dies bestätigt vor allem die Relevanz dieser 

C/EBPα-Domänen für die Leukämogenese. Beide Mutationen führen zum Verlust 

der Funktion im C/EBPα-Protein, da die resultierenden Mutanten keine Gra-

nulopoese veranlassen, die myeloide Zellproliferation nicht hemmen  156und so zu 

einer AML führen 191. Die N-terminale Frame-shift-Mutation von C/EBPα ist für den 
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verfrühten Abbruch bei der Translation der vollen C/EBPα-p42 Isoform verantwort-

lich, während dabei das gekürzte C/EBPα-p30 Protein intakt bleibt 56. 

Zur Untersuchung der spezifisch durch C/EBPα vermittelten Transaktivierung der 

miR-30c sowie zur Bestimmung der Effekte der zwei verschiedenen Isoformen 

wurde in der vorliegenden Arbeit das Modell einer C/EBPα induzierbaren Zelllinie 

verwendet. Die Zelllinie K562-C/EBPα-ER ist stabil mit einem Estrogen-

induzierbaren C/EBPα-(sowohl p42 als auch p30)-Estrogenrezeptorfusionsprotein 

transfiziert 156. Die gezielte Induktion von C/EBPα-p42 führt dabei zu einem steti-

gen Anstieg der miR-30c Expression in der frühen granulozytären Differenzierung 

(Abbildung 7A). Die verkürzte Form C/EBPα-p30 ist hingegen nicht in der Lage die 

Expression der miR-30c zu induzieren bzw. zu regulieren (Abbildung 7B). Dies 

zeigt, dass die miR-30c nur durch die C/EBPα-Isoform p42 reguliert wird. Ebenso 

zeigte die ATRA- bzw. G-CSF-induzierte granulozytäre Differenzierung der Zellli-

nie U937 sowie der primären humanen CD34+ hämatopoetischen Vorläuferzellen 

(Abbildung 8), dass dieser Effekt nicht zelllinienspezifisch ist. Auch bei der gra-

nulozytären Differenzierung primärer Vorläuferzellen zeigte sich ein Anstieg der 

miR-30c Expression in den frühen Zeitpunkten. Dies lässt vermuten, dass die miR-

30c besonders zu Beginn der granulozytären Differenzierung eine wesentliche 

Rolle spielt. 

 

Der Transkriptionsfaktor C/EBPα spielt eine wichtige Rolle beim Übergang der 

myeloiden Zellen vom CMP- zum GMP-Stadium und wird anschließend nicht mehr 

benötigt 46, ist aber in den reifen Granulozyten noch exprimiert 45. Angesichts des-

sen wurde eine erhöhte Expression der miR-30c vor allem in den myeloiden Vor-

läuferpopulationen CMP und GMP erwartet. Bei in vivo Untersuchungen der ge-

samten Knochenmarkszellen von C57BL/6 Mäusen zeigte sich entgegen der an-

fänglichen Erwartungen nur in den Granulozyten eine erhöhte miR-30c Expression 

und nicht in den myeloiden Vorläuferpopulationen (Abbildung 11). Aufgrund des-

sen, dass sich bei den in vitro Experimenten eine Hochregulation von C/EBPα und 

der miR-30c vor allem in der frühen Granulopoese zeigte (Abbildung 7A und Ab-

bildung 8), spielen bei der Regulation der miR-30c während der granulozytären 

Differenzierung bei Mäusen vermutlich weitere bisher unbekannte Faktoren eine 

Rolle. 
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Ein für die Hämatopoese spezifischer Knockout von C/EBPα in erwachsenen 

Mäusen führt zu einem selektiven Block der granulozytäre Entwicklung und somit 

zu einem Arrest der myeloiden Zellen im CMP-Stadium 46. Aufgrund dieses spezi-

fischen Knockouts von C/EBPα kommt es zu einer signifikanten Herunterregulati-

on der miR-30c im gesamten Knochenmark im Vergleich zu den Kontrollmäusen, 

welche keine Störung des CEBPA-Gens aufweisen (Abbildung 12B). 

 

Bei der Untersuchung der Minimalpromotorbereiche der zwei MIR30C-Gene 

(miRNA-30c-1 und miRNA-30c-2) konnten insgesamt vier mögliche Bindestellen 

für C/EBPα im direkten 5‘-upstream-Bereich der MIR30C1, dessen hostgene 

NFYC und der MIR30C2 identifiziert werden (Abbildung 13). Mittels Chromatin 

Immunopräzipitation konnte die Bindung von C/EBPα an diese spezifischen DNA-

Abschnitte gezeigt werden (Abbildung 14). Zusammenfassend zeigen diese Er-

gebnisse, das die Expression der miR-30c einer durch den Transkriptionsfaktor 

C/EBPα vermittelten Regulation unterliegt. C/EBPα induziert während der gra-

nulozytären Differenzierung direkt die miR-30c.  

 

4.3 Notch1 – neues Ziel der miR-30c  
 

Nachdem bereits die direkte Regulation der miR-30c durch den Transkriptionsfak-

tor C/EBPα mit Hilfe einer C/EBPα induzierbaren Zelllinie und Chromatin Immuno-

präzipitation experimentell bestätigt werden konnte, lag das weitere Augenmerk 

auf der Identifizierung eines neuen und vor allem biologisch relevanten Ziels. Auf-

grund der regulatorischen Funktionsweise von miRNAs, sind im Falle der miR-30c 

wichtige Ziele, deren Unterdrückung während der Granulozyten-differenzierung 

essentiell ist und gewährleistet sein muss, um einen geregelten Ablauf sicher zu 

stellen. Als ein neues direktes Ziel der miR-30c in der Granulopoese konnte dabei 

der Membranrezeptor und Transkriptionsregulator Notch1 nachgewiesen werden. 

Es ist bereits bekannt, dass Notch1 im hämatopoetischen System die Selbster-

neuerung von Stammzellen gegenüber der Differenzierung favorisiert, des Weite-

ren begünstigt Notch1 auf früher Ebene die lymphoide gegenüber der myeloiden 

Differenzierung 84. Bei der Differenzierung von dendritischen Zellen konnte bereits 

eine direkte Regulation von Notch1 durch das Familienmitglied miR-30b gezeigt 

werden 192. Des Weiteren zeigte sich bei der fokal segmentalen Glomerulosklero-
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se (FSGS), das alle Mitglieder der miR-30-Familie eine protektive Rolle durch die 

direkte Inhibierung von Notch1 und p53, welche Podozytenschädigung vermitteln, 

ausüben 193.  

In der vorliegenden Arbeit konnte durch die Induktion der miR-30c mittels der ver-

wendeten C/EBPα-p42 induzierbaren Zelllinie eine Reduktion des Notch1 Protein-

levels bei gleichzeitig unbeeinträchtigter mRNA-Expression während der gra-

nulozytären Differenzierung gezeigt werden (Abbildung 16A und Abbildung 16B). 

Zudem zeigte sich eine inverse Korrelation zwischen der miR-30c Expression 

(Abbildung 7) und dem Notch1 Proteinlevel (Abbildung 16A). Bei der Induktion der 

C/EBPα-p30 Zelllinie wiederum konnte keine Regulation des Proteinlevels und der 

mRNA-Expression beobachtet werden (Abbildung 16C und Abbildung 16D). Die 

Reduktion des Proteinlevels bei gleichzeitig unbeeinträchtigter mRNA-Expression 

ist ein typisches Merkmal einer miRNA regulierten Genexpression und war jahre-

lang der vermutete modus operandi von Säuger-miRNAs. Mittlerweile gibt es im-

mer mehr Studien, die zeigen, dass miRNAs auch die Transkriptionslevels durch 

Deadenylierung, Degradation und Destabilisierung der Ziel-mRNAs beeinflussen 

können 194-195. Eine Reduktion des Notch1 Proteinlevels konnte zudem durch die 

direkte transiente Überexpression der miR-30c (Abbildung 18) sowie während der 

granulozytären Differenzierung von humanen primären hämatopoetischen CD34+ 

Vorläuferzellen (Abbildung 17) gezeigt werden. Die Korrelation der Ergebnisse der 

verschiedenen Experimente zeigt, dass es sich nicht um einen zelllinienspezifi-

schen Effekt handelt, aber auch, dass die negative Regulation von Notch1 nicht 

durch eine andere C/EBPα-regulierte miRNA vermittelt wird. Allerdings ist eine 

mögliche Beteiligung weiterer bisher nicht identifizierter miRNAs nicht auszu-

schließen, da Notch1 in verschiedenen weiteren Organ- und Zellsystemen durch 

andere miRNAs reguliert wird. Im humanen Nasen-Rachen-Karzinom wird Notch1 

durch die miR-200 reguliert 196. Mit der neuronalen miR-326 bildet Notch1 einen 

feedback loop 154. 

In weiteren Experimenten mit zeitgleicher Überexpression von C/EBPα und der 

Blockierung der miR-30c durch LNAs konnte nachgewiesen werden, dass die 

miR-30c bei der Inhibierung von Notch1 Anteile C/EBPα vermittelter Funktionen 

übernimmt (Abbildung 22). Bei der Inhibierung der miR-30c konnte, trotz der An-

wesenheit von C/EBPα, ein Translationsblock von Notch1 nicht mehr beobachtet 
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werden, was zu einem Anstieg von Notch1 auf Proteinebene führt (Abbildung 22). 

Zudem zeigte sich beim Block der miR-30c in der Zelllinie K562, welche kein 

C/EBPα, aber die miR-30c exprimiert, eine erhöhte Translation von Notch1 

(Abbildung 22). Ohne die Expression der funktionsfähigen miR-30c kommt es so-

mit nicht zu einer Hemmung des Proteins Notch1. Es zeigt sich, dass die miR-30c 

notwendig für C/EBPα ist, um Notch1 auf Proteinebene zu inhibieren. 

 

Die Expression von Notch1 führt zu einer Inhibierung der granulozytären Differen-

zierung und somit zum Erhalt eines unreifen Phänotyps in myeloiden Zelllinien 

sowie primären Vorläuferzellen 73,85-87. Ein direktes transkriptionelles Zielgen des 

onkogenen Notch1 ist Trib2 101, welches wiederum C/EBPα-p42 funktionell durch 

Degradation inaktiviert 99-100. Eine hohe Trib2-Expression zeigen AML-Patienten 

mit einer gestörten C/EBPα-Funktion 100-101. Bei der Induktion der miR-30c mittels 

der verwendeten C/EBPα-p42 induzierbaren Zelllinie zeigt sich eine Reduzierung 

des Proteinlevels von Trib2 (Abbildung 19). Diese Supprimierung findet zeitlich 

versetzt zur Reduzierung von Notch1 (Abbildung 16) statt. Die Inhibierung von 

Trib2 ist vermutlich kein direkter Effekt von C/EBPα-p42. Die voran gegangenen 

Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass die Inhibierung von Trib2 ein Resultat 

der durch C/EBPα-p42 erhöhten Exprimierung der miR-30c und dem daraus resul-

tierenden Block von Notch1 ist. Diese Ergebnisse sind auch ein Anzeichen dafür, 

dass es sich beim Zusammenspiel zwischen C/EBPα, miR-30c, Notch1 und Trib2 

um eine Rückkopplungsschleife, einen sogenannten feedback loop handeln könn-

te (Abbildung 24). 

 

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine transiente Transfektion mit miR-

30c blockenden Oligonukleotiden (LNAs) während der granulozytären Differenzie-

rung zu einer Inhibierung des myeloiden Oberflächenproteins CD11b führt 

(Abbildung 23). Diese beobachteten Effekte zeigen sich vornehmlich in der frühen 

Granulopoese. Dass die miR-30c in der frühen granulozytären Differenzierung 

eine endscheidende Rolle spielt, ließen auch schon die Ergebnisse der C/EBPα-

induzierbaren Zelllinie (Abbildung 7A) sowie der primären humanen Vorläuferzel-

len (Abbildung 8B) vermuten, in denen nach Induktion des granulozytären Pro-

gramms ein sofortiger Anstieg der miR-30c Expression beobachtet werden konnte. 
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Diese Resultate zeigen, dass die miR-30c eine wichtige Vermittlerrolle in der frü-

hen C/EBPα-induzierten granulozytären Differenzierung spielt. Die Anwesenheit 

der miR-30c ist notwendig, um Notch1 zu blocken und so die myeloide Differenzie-

rung zu induzieren. Die beobachteten Effekte beruhen nur auf transienten Trans-

fektionen, daher könnten die Effekte mit einer stabilen lentiviralen Transduktion 

noch weitaus stärker sein. 

Die negative regulatorische Wirkung einer miRNA findet meist auf translationaler 

Ebene statt und wird über eine oder mehrere miRNA-Bindesequenzen in der 

3’UTR der Ziel-mRNA vermittelt. Zur Verifizierung dieses Mechanismus wurde ein 

Luziferase-Reporter-Assay für die potentielle spezifische Bindung der miR-30c an 

die 3’UTR von NOTCH1 durchgeführt. Um die Spezifität der gefundenen Bindese-

quenz zu belegen, wurden in diese Punktmutationen eingebracht, welche zum 

Ausbleiben eines inhibitorischen Effektes im Luziferase-Assay führten. Es zeigte 

sich, dass zwischen der miR-30c und der 3’UTR von NOTCH1 eine direkte Inter-

aktion besteht und es sich somit um eine miR-30c-spezifische Inhibierung von 

Notch1 handelt (Abbildung 21). Notch1 konnte anhand dieser Ergebnisse als ein 

neues direktes Ziel der miR-30c in der granulozytären Differenzierung bestätigt 

werden.  

 

Zusammenfassend zeigen diese Ergebnisse, dass die miR-30c eine wichtige Rolle 

in der durch C/EBPα-induzierten myeloiden Differenzierung spielt (Abbildung 24A). 

Die Resultate deuten an, dass die miR-30c über die Hemmung von Notch1 und 

Trib2 handelt, um die granulozytäre Differenzierung zu fördern (Abbildung 24A). 

Ein Block der miR-30c hat einen starken Einfluss auf die vermehrte Expression 

von Notch1 (Abbildung 24B) und somit vermutlich auch auf die Regulation von 

Trib2 und wiederum C/EBPα. Im Kontext mit bisherigen Publikationen 99-101 zeigen 

die Ergebnisse dieser Arbeit, dass C/EBPα, miR-30c, Notch1 und Trib2 zusam-

men eine wichtige Rolle in der granulozytären Differenzierung sowie vermutlich 

der AML spielen. Die miR-30c spielt dabei eine entscheidende Rolle bei der 

C/EBPα-vermittelten Notch1-Inhibierung sowie der Expression des myeloiden 

Oberflächenmarkers CD11b. Dieses neue molekulare Netzwerk zeigt die miR-30c 

als einen neuen Biomarker sowie Notch1 als potentielles therapeutisches Ziel in 

der AML auf. 
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Abbildung 24: Model des Netzwerkes von C/EBPα, miR-30c und Notch1 während 

der Granulopoese und AML. (A) Während der Granulopoese transaktiviert C/EBPα die 

miR-30c, was wiederum zu einem Block von Notch1 und Trib2 und somit  zur myeloiden 

Differenzierung führt. (B) Während der AML, ist C/EBPα meist fehlreguliert und kann so-

mit die miR-30c nicht transaktivieren. Ein Block der miR-30c führt zu einer fehlenden Inhi-

bierung von Notch1 und Trib2 und somit zur Degradation von C/EBPα-p42 und Induzie-

rung einer AML.  

 

4.4 Bedeutung der miR-30c in der AML 
 

Bei der Entstehung einer AML kommt es am häufigsten zu einer Deregulation von 

Transkriptionsfaktoren 6. Ein wichtiger Tumorsuppressor in der myeloiden Diffe-

renzierung ist der Transkriptionsfaktor C/EBPα. In den verschiedenen Subtypen 

der AML liegt in ca. 50% der Fälle eine fehlende Expression, Dysregulation oder 

Mutation von C/EBPα vor 56-60. Das C/EBPα eine große Rolle in der Hämatopoese 

und Leukämogenese spielt, konnte bereits in einem Mausmodell gezeigt werden. 

Für CEBPA-Mutationen homozygote Individuen zeigten eine Störung der myeloi-

den Differenzierung der Vorläuferzellen im Knochenmark und entwickelten so eine 

AML 191. Ebenso wurde schon beschrieben, dass verschiedene durch C/EBPα 

regulierte miRNAs mit einer tumorsuppressiven Wirkung wie z.B. die miR-34a 138, 
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miR-223 136-137 und miR-29a/b 139 in verschiedenen AML-Subtypen reduziert ex-

primiert werden und so ihre Ziele nicht mehr wirkungsvoll regulieren können.  

Da C/EBPα die Expression der miR-30c regulativ beeinflusst (Abbildung 7 und 

Abbildung 14), war anzunehmen, dass es bei malignen transformierten Zellen mit 

deregulierter C/EBPα Expression ebenfalls eine verminderte Expression der miR-

30c vorliegen könnte. Aufgrund dessen war eine denkbare Störung der miR-30c in 

verschiedenen AML-Subtypen, in denen C/EBPα nicht exprimiert, fehlreguliert  

oder mutiert ist, zu vermuten. Auch andere Arbeitsgruppen konnten bereits eine 

reduzierte Expression der miR-30c in leukämischen Zellen von AML Patienten 

zeigen 171-172. In dieser Arbeit zeigte sich bei den Analysen von AML-

Patientenproben wie vermutet, dass die miR-30c in den verschiedenen AML-

Subtypen vermindert exprimiert wird (Abbildung 9). Zum Vergleich der miR-30c 

Expressionslevel wurden Knochenmarkszellen von gesunden Spendern, welche 

keine nachgewiesenen Mutationen oder Fehlfunktion von CEBPA aufwiesen, ver-

wendet. Eine Deregulation von C/EBPα hat somit scheinbar eine negative Auswir-

kung auf die Expression der miR-30c. Aber auch in Studien, welche sich mit ver-

schiedenen anderen Krebserkrankungen wie NSCLC 177, hämophagozytische 

Lymphohistiozytose 178, Multiples Myelom 179, Prostata- 180 sowie Mamakarzinom 

149,181 beschäftigten, konnte eine geringere bzw. reduzierte Expression der miR-

30c in Patientenproben festgestellt werden. 

Veränderungen im CEBPA-Gen selbst werden für ungefähr 10% aller AMLs 59 be-

schrieben und sind in der normal zytogenetischen (NK) AML vorherrschend 55-56. 

Bei jungen AML-Patienten sind diese in 13 % bis 19 % der Fälle zu finden 56,197. 

Um den Einfluss des deregulierten CEBPAs durch eigene Mutationen auf die miR-

30c zu untersuchen, wurden die Expressionslevel der miRNA in Proben von NK-

AML-Patienten mit verschiedenen CEBPA-Mutationen analysiert. Bei der Analyse 

der NK-AML Patientenproben mit monoallelischen bzw. biallelischen CEBPA-

Mutationen zeigte sich deutlich, dass die miR-30c vermindert exprimiert wird 

(Abbildung 10). Der Vergleich der miR-30c Expression erfolgte hier mit NK-AML-

Patientenproben, welche keine nachgewiesene Mutation von CEBPA aufwiesen. 

Dies zeigt deutlich, dass die Störung von CEBPA eine negative Wirkung auf die 

Expression der miR-30c hat. 
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Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse dieser Arbeit kann man die miR-30c, in 

Bezug auf die AML, als Tumorsuppressor einteilen. Bereits weitere Studien bei 

Gebärmutterhalskrebs 150, Prostatakarzinom 180 und auch bei AML mit NPM1 Mu-

tationen 152 konnten ebenfalls eine tumorsupprimierende Wirkung der miR-30c 

zeigen. Aufgrund der reduzierten miR-30c Expression in den verschiedenen AML-

Subtypen sowie der tumorsuppressiven Wirkung werden die Ziele nicht mehr wir-

kungsvoll negativ reguliert und es kann somit zu einer massiven Zunahme von 

onkogenen Faktoren kommen. Man könnte somit eine erhöhte Expression von 

Notch1 in der AML erwarten. Es wurde bereits gezeigt, das Notch1 in soliden Tu-

moren sowie im hämatologischen System sowohl eine onkogene als auch eine 

tumorsuppressive Wirkung haben kann 88. In verschiedene AML-Zelllinien und 

primären AML-Zellen konnte Notch1 Protein nachgewiesen werden 95. Bei einer 

weiteren Untersuchung von AML-Patientenproben konnte eine Hyperexpression 

von Notch1 in ca. 7% der Fälle nachgewiesen werden, während die restlichen Pa-

tienten eine geringe Expression von Notch1 aufwiesen. Diese Hyperexpression 

von Notch1 korreliert signifikant mit der morphologischen Subgruppe M0/1, eine 

AML ohne morphologische Reifung 96. Andererseits konnte ebenso die tumorsupp-

ressive Wirkung von Notch1 bei einer weiteren Untersuchung von humanen AML-

Patientenproben sowie AML-initiierenden Zellen eines Mausmodells gezeigt wer-

den. In diesen untersuchten Proben wurde Notch1 unterdrückt. Des Weiteren führ-

te hier eine Aktivierung von Notch1 zu einer raschen Hemmung des Zellzyklus, 

der Differenzierung und Apoptose von AML-initiierenden Zellen. Zudem kommt es 

durch die Inaktivierung von Notch zum Verlust des myeloiden Tumorsuppressors 

Tet2 und somit zur Induktion einer AML-ähnlichen Krankheit 102. Wiederum ist be-

kannt, dass Trib2 ein direktes Zielgen von Notch1 ist 101, und dessen Aktivierung 

zu einer proteosomalen Degradierung von C/EBPα-p42 und somit zur Inaktivie-

rung seiner Funktionen führt, was eine kritische Rolle in der Entstehung einer AML 

spielt 100. Des Weiteren zeigen AML-Patienten mit einer gestörten C/EBPα-

Funktion eine hohe Trib2-Expression 100-101. Durch die Transaktivierung von 

C/EBPα konnte in der vorliegenden Arbeit eine Hemmung von Trib2 beobachtet 

werden (Abbildung 19). Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse scheint C/EBPα-

p42 im Umkehrschluss ebenfalls eine vermittelnde Rolle bei der Inhibierung von 
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Trib2 zu spielen. Dies sind erste Hinweise, dass zwischen C/EBPα, der miR-30c, 

Notch1 und Trib2 ein sogenannter feedback-loop besteht.  

Weitere Analysen der miR-30c Expression sowie des Proteinlevels von C/EBPα, 

Notch1 und Trib2 in AML-Patientenproben sowie in in vivo-Experimenten könnten 

Aufschluss über eine mögliche Korrelation geben und so wichtige Anhaltspunkte 

für einen bestehenden Zusammenhang liefern. Es ist aber weiterhin möglich, dass 

Notch1 in der AML sowie in der Granulopoese durch weitere miRNAs reguliert 

wird. Zudem wurde aufgrund verschiedenster Untersuchungen in diversen Krebs-

erkrankungen die miR-30c bereits als neuer nützlicher prognostischer Faktor vor-

geschlagen 177-178,180. Eine prognostische Relevanz der miR-30c könnte somit 

auch bei der AML vorliegen, dies müsste aber in weiteren Analysen von AML-

Patientenproben genauer untersucht werden.  
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5 Zusammenfassung 

 

Der Transkriptionsfaktor CCAAT Enhancer Binding Protein alpha (C/EBPα) ist ein 

Hauptregulator in der Granulopoese und häufig gestört in der akuten myeloischen 

Leukämie (AML). Mutationen im CEBPA-Gen werden für ungefähr 10% alle AML-

Fälle beschrieben. Der Verlust der C/EBPα-Funktion führt zu einem Block der 

myeloiden Differenzierung. Einen Einfluss auf die Differenzierung haben auch 

microRNAs (miRs), die eine neue Gruppe von Genregulatoren darstellen. MiRs 

sind kleine, nicht proteinkodierende RNAs, welche vor allem posttranskriptionell 

eine Wirkung auf ihre Ziele haben. Spezifisch für die Granulopoese konnte bereits 

gezeigt werden, dass C/EBPα verschiedene miRNAs wie die miR-223, miR-34a 

und miR-29a/b direkt reguliert.  

In der vorliegenden Arbeit konnte die miR-30c als ein neues funktionelles Ziel von 

C/EBPα während der frühen granulozytären Differenzierung identifiziert werden. 

Es zeigte sich, dass die Wildtypform C/EBPα-p42 die Expression der miR-30c di-

rekt reguliert, wohingegen die Isoform C/EBPα-p30 dies nicht kann. Des Weiteren 

konnte, während der induzierten granulozytären Differenzierung sowohl durch G-

CSF in primären humanen CD34+ hämatopoetischen Vorläuferzellen als auch 

durch ATRA in der Zelllinie U937, eine positive Regulation der miR-30c beobach-

tet werden. Immer mehr Studien zeigen inzwischen, dass die Fehlregulation von 

miRNAs zur Förderung der Tumorgenese beitragen kann. Die Degradation von 

C/EBPα sowie dessen funktionelle Inaktivierung sind ein entscheidendes Merkmal 

bei der Entstehung einer AML. Bei der Untersuchung der Bedeutung der miR-30c 

für die Leukämogenese zeigte sich in verschiedenen Subtypen der AML durch-

gängig ein vermindertes Expressionslevel der miR-30c. Vor allem NK-AML Patien-

ten, welche eine abnormale C/EBPα-Funktion aufgrund einer mono- bzw. bialleli-

schen CEBPA-Mutation zeigen, wiesen ein signifikant reduziertes Expressionsle-

vel der miR-30c auf. Bei der Untersuchung der einzelnen Entwicklungsstufen von 

Granulozyten aus dem Knochenmark von Mäusen zeigte sich entgegen den Er-

wartungen nur eine hohe Expression der miR-30c in den reifen Granulozyten, wo 

C/EBPα keine entscheidende Rolle mehr spielt. Bei konditionellen C/EBPα-

Knockout-Mäusen konnte eine signifikante Herunterregulation der miR-30c Ex-

pression im Knochenmark beobachtet werden.  
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Des Weiteren konnte Notch1 als ein neues direktes Ziel der miR-30c identifiziert 

werden. Sowohl eine Überexpression von C/EBPα als auch der miR-30c führen zu 

einer Reduzierung von Notch1 auf Protein- aber nicht auf mRNA-Ebene. Durch die 

Transaktivierung von C/EBPα konnte ebenfalls eine Hemmung von Trib2 beo-

bachtet werden. Die vorliegenden Ergebnisse sind ein erster Hinweis, dass 

C/EBPα-p42 im Umkehrschluss ebenfalls eine vermittelnde Rolle bei der Inhibie-

rung von Trib2 zu spielen scheint. Letztendlich konnte gezeigt werden, dass die 

miR-30c eine wichtige Rolle in der C/EBPα-vermittelten Inhibierung von Notch1 

spielt. Durch einen Block der miR-30c kommt es zur Aufhebung der C/EBPα-

induzierten Hemmung der Proteinexpression von Notch1. Zudem führt ein Block 

der miR-30c zu einer verminderten Expression des myeloiden Oberflächenmar-

kers CD11b. Dies verdeutlicht ebenfalls, dass die miR-30c wichtig ist für C/EBPα 

bei der Induktion der myeloiden Differenzierung.  

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass C/EBPα, miR-30c und Notch1 

zusammen eine kritische Rolle in der granulozytären Differenzierung und AML 

spielen. Dies ist ein erster Hinweis für eine sogenannten feedback-loop, in dem 

vermutlich Trib2 ebenfalls eine kritische Rolle einnimmt.  
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