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Einleitung | 1

1 Einleitung

1.1 Die adulte Hamatopoese

Die adulte Hamatopoese beschreibt die Blutzellentwicklung im Organismus nach der
Geburt und unterscheidet sich lokal sowie prozessiv von der im Embryo, welche als
embryonale Hamatopoese bezeichnet wird. Das Blutsystem der Mammalia besitzt
mehr als 10 verschiedene Blutzelltypen mit diversen Funktionen. Die Leukozyten
bilden eine Gruppe spezialisierter Zelltypen, welche in die angeborende
unspezifische Immunantwort und die adaptive spezifische Immunantwort involviert
ist. Erythrozyten sind fur den O,/CO,-Transport zustandig, wohingegen
Megakaryozyten die Trombozyten (Blutblattchen) generieren und die Wundheilung
und Blutgerinnung steuern. Alle Blutzelltypen werden von hamatopoetischen
Stammzellen (HSCs) gebildet, welche sich hauptsachlich im Knochenmark befinden.
Im Laufe des Differenzierungsprozesses werden die sich entwickelnden Blutzellen
aus der Stammzellniche des Knochenmarks in das periphere Blutsystem
transportiert. In adulten Saugern bilden die HSCs die Spitze einer Hierarchie aus
einer  Vielzahl von  Progenitorzellstadien, welche eine  zunehmende
Blutlinienrestriktion besitzen. HSCs sind somatische Stammzellen, welche durch
Langzeit-self-renewal und ein hohes Differenzierungspotential gekennzeichnet sind
(LT-HSC). Zu Beginn der Differenzierungskaskade nimmt ihre self-renewal-Kapazitat
ab und sie entwickeln sich zu Kurzzeit-self-renewal-HSCs (ST-HSC), aus denen
multipotente Progenitorzellen gebildet werden (MPP). MPPs wiederum bilden die
Quelle fir oligopotente Progenitorzellen, welche ein zunehmend restrigiertes
Entwicklungspotential  besitzen. Hier zweigt sich die hamatopoetische
Entwicklungslinie in die gemeinsamen lymphoiden Vorlauferzellen (CLP) und die
gemeinsamen myeloiden Vorlauferzellen (CMP) auf. Aus den CLPs werden Uber
diverse Zwischenstufen die reifen lymphioden Effektorzellen gebildet, welchen die
Fahigkeit zur Bildung myeloid-erythroider Zellen fehlt. Reife lymphoide Zellen
bestehen aus B- und T-Zellen, dentritischen Zellen und nattrlichen Killerzellen. Die
reifen myeloiden Effektorzellen entstehen Uber verschiedene Zwischenstufen aus

den MLPs und setzen sich aus Megakaryozyten, Erythrozyten, Mastzellen,



Einleitung

Monozyten, Granulozyten und dendritischen Zellen zusammen. MLPs verlieren

ebenfalls die Fahigkeit in die lymphoide Linie zu differenzieren (1), (2), (Abb.1).
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Abbildung 1 Modell der hdmatopoetischen Entwicklungshierarchie.

Schematische Darstellung der wichtigsten Entwicklungsstadien der adulten Hamatopoese. Ausgehend von der
hamatopoetischen Stammzelle werden Uber verschiedene Zwischenstufen die reifen Funktionszellen gebildet.
LT-HSC (long-term hematopoietic stem cell); ST-HSC (short-therm hematopoietic stem cell); CMP (common
myeloid precursor); CLP (common lymphoid precursor); MEP (megakaryocytic/erythrocytic precursor); GMP
(granulocytic/ monocytic precursor). Die Abbildung wurde erstellt nach Bryder et al. und Rieger et al. (1), (2).
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HSCs sowie die verschiedenen Reifestadien der Blutzellentwicklung sind durch ein
fur sie charakteristisches Genexpressionsmuster gekennzeichnet (3). So exprimieren
die unterschiedlichen Reifungsstufen und die sich entwickelnden Zelllinien
charakteristische Zelloberflaichenmarker, das sogenannte cluster of differentiation
(CD). Dabei wird die humane hamatopoetische Stammzelle im Allgemeinen durch die
Expression des Oberflachenmarkers CD34 gekennzeichnet (4), (2).

Die Hamatopoese ist ein prazise regulierter Prozess, der durch ein komplexes
Netzwerk  von  extrinsischen und intrinsischen  Reizen, Signalwegen,
Wachstumsfaktoren, Zytokinen, Transkriptionsfaktoren und anderen molekularen

Komponenten streng kontrolliert wird (5), (6).

1.2 Leukd&mie: Deregulation der Hamatopoese

Der Begriff Leukadmie, erstmals von Rudolf Virchow 1847 eingefuhrt, leitet sich vom
Griechischen leuchaimia fur ,weis® und haima ,das Blut® ab und bedeutet
wortwortlich Ubersetzt ,weises Blut®. Leukdmien, auch als Blutkrebs bezeichnet,
gehoéren als maligne Erkrankungen des blutbildenden oder des lymphatischen
Systems zu den Krebserkrankungen.

Bei den Leukdmien handelt es sich um eine biologisch und klinisch heterogene
Gruppe von malignen Erkrankungen, welche durch die klonale Expansion einer
einzelnen Zelle in verschieden Entwicklungsstadien der Hamatopoese charakterisiert
ist. Dabei geht die Erkrankung in der Regel von einer transformierten Zelle mit
uneingeschrankter self-renewal-Kapazitat aus, deren ungehemmte Teilung zu einer
klonalen Expansion gleichartiger Zellen fuhrt (7). Phénotypisch zeigt sich eine
unkontrollierte Vermehrung hamatologischer Vorlauferzellen im Knochenmark und in
lymphatischen Geweben, wie Lymphknoten und Milz, sowie der Verlust ausgereifter
funktionsfahiger Blut- und Immunzellen (6).
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Historisch werden Leukamien anhand der Kombination klinischer Kriterien und
morphologischer/ immunologischer Eigenschaften eingeteilt. Dies fuhrt zur

Unterscheidung der Leuk&mie in vier Hauptgruppen:

Akute myeloische Leukamie (AML)

Chronische myeloische Leukémie (CML)

Akute lymphatische Leukamie (ALL)

Chronische lymphatische Leukamie (CLL)

Dabei werden die akuten Leukamien, bei der die Fahigkeit zur Differenzierung
verloren geht und die Vorlauferzellen im sogenannten ,Blastenstadium® verbleiben,
von den chronischen Leukamien abgegrenzt, bei der die Vorlauferzellen
hyperproliferativ sind, jedoch voll ausdifferenzieren kdnnen. Dabei sind die akuten
Leukamien durch einen schnellen aggressiven Krankheitsverlauf gekennzeichnet,
wohingegen sich chronischen Leukamien durch ein weniger aggressives

Erscheinungsbild und einen langsamen Verlauf der Erkrankung auszeichnen (7), (8).

1.2.1 Akute myeloische Leukamie

Die akute myeloische Leukamie (AML) ist gekennzeichnet durch die Akkumulation
granulozytarer und monozytarer Vorlaufer im Knochenmark und zum Teil im
peripheralen Blut infolge einer malignen Transformation hamatopoetischer
Vorlauferzellen (Leukozytose); (9), (10). Infolge dessen kommt es zu einer Blutarmut
(Anamie), vermehrten Infektionen infolge des Mangels an neutrophilen Granulozyten
(Neutropenie) sowie einer erhohten Blutungsneigung durch den Mangel an
Thrombozyten (Thrombopenie). Die AML ist der haufigste Leukémietyp bei
Erwachsenen und weist die geringsten Uberlebensraten aller Leukamien auf. Sie tritt
mit einer Inzidenz von 2,7 Fallen pro 100.000 Einwohnern pro Jahr und steigender
Haufigkeit im hoheren Lebensalter auf (6), (11).

Traditionelle Klassifizierungssysteme nutzten bisher zellmorphologische Merkmale
um verschiedene AML-Subgruppen zu definieren. Dabei werden die einzelnen
Subgruppen anhand des Stadiums des leukamischen Blasten, in welchem die
normale Hamatopoese unterbrochen ist, charakterisiert. Des Weiteren wurde fur die
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Diagnostik der AML bei Erwachsenen ein Blastenanteil von = 30% zugrunde gelegt
(12). In der resultierenden French-American-British-Klassifizierung (FAB) erfolgte
eine Einteilung der AML in 9 Gruppen anhand morphologischer und zytochemischer
Merkmale der Blasten sowie anhand von Entitdten mit minimaler myeloischer
Differenzierung (Tabelle 1); (13), (14).

Tabelle 1 FAB- Klassifizierung der AML-Subgruppen.

FAB- Bezeichnung Aberrationen, Entitaten
Subtyp

MO Akute myeloblastische Leukamie mit minimaler inv(3g26), t(3;3)

Differenzierung

M1 Akute myeloblastische Leukéamie ohne Ausreifung

M2 Akute myeloblastische Leuk&mie mit Ausreifung 1(8;21), t(6;9)

M3 Akute Promyelozytenleukémie (APL) t(15;17), t(12;17), t(5;17)

M4 Akute myelomonozytére Leukamie 11923, inv(3g26), t(3;3),
1(6;9)

M4g, Akute myelomonozytéare Leukamie mit Eosinophilie  inv(16), t(16;16)

M5 Akute Monoblasten-/Monozytenleukdmie 11923, t(8;16)

M6 Erythroleuk&mie (Erythramie)

M7 Akute Megakaryoblastenleukamie t(1;22)

FAB=Franzdsisch-Amerikanisch-Britisch; inv = Inversion; t = Translokation (10).

Die FAB-Klassifizierung bertcksichtig zwar die morphologischen Unterschiede
innerhalb der AML, reflektiert aber nur unzureichend klinische und genetische
Varianzen. In Gber 50% der AML-Patienten werden chromosomale Translokationen
wie t(8;21) und t(15;17) und chromosomale Inversionen wie inv(16) nachgewiesen.
Diese chromosomalen Veranderungen sind bereits gut als Schllsselfaktoren fir die
Entstehung des jeweiligen AML-Subtyps charakterisiert (9). Die Gruppe von AML-
Patienten ohne nachweisbare chromosomale Verdnderungen wird als zytogenetisch
normale AMLs bezeichnet. Bei ihnen sind Mutationen in spezifischen Genen wie
FLT3, NPM1, CEPBA, DNMT3a, TET2 und IDH1/2 von Bedeutung fir die
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Leukdmogenese (15). Neben den genetischen Veranderungen konnten
epigenetische Veranderungen wie DNA-Methylierungen und Histon-Modifikationen in
der AML nachgewiesen werden (16). Die epigenetischen Veranderungen kdnnen
durch Mutationen in epigenetisch-modifizierenden Genen (DNMT3a, TET2 und
IDH1/2) oder durch chimérische Fusionsproteine, die aus chromosomalen
Translokationen resultieren, hervorgerufen werden.

Die Klassifizierung der World Health Organization (WHO) misst diesen genetischen
Komponenten durch die Korrelation morphologischer, genetischer und Kklinischer
Daten groRere Bedeutung bei und fuhrt zu einer Unterteilung in 4 Hauptkategorien
(17), (18).

e AML mit zytogenetischen und molekulargenetischen Aberrationen
e AML mit multilineéarer Dysplasie
e Therapie-assoziierte AML und MDS

e AML ohne weitere Spezifizierung bzw. Klassifizierung

Nach WHO-Klassifizierung erfolgt eine AML-Diagnose bei einem Anteil
pathologischer Myeloblasten an den nuklearen Zellen im Knochenmark und/oder Blut
von = 20% (18).

Neben der klassischen WHO-Einteilung der AML hat die prognostische Einteilung
anhand zytogenetischer Merkmale eine zunehmende Bedeutung fiir die Risiko-
Abschétzung der Behandlung der Patienten (19). Eine ginstige Prognose haben
hierbei Patienten mit einer Translokation wie t(8;21) und t(15;17) oder einer Inversion
inv[16] (20), (21) sowie CEBPA Mutationen (22), (23), (24) wohingegen ein hohes
Alter [>60] (25), eine sekundare AML, der Verlust von Chromosom 5 oder 7, die
Translokationen t[6;9] (26), , t[9;22] (21) sowie ein komplex veranderter Karyotyp (27)

mit einer schlechten Prognose assoziiert sind (Tabelle 2).
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Tabelle 2 Einteilung der AML in prognostische Risikogruppen.
Risikogruppe  Zytogenetik Molekulare Charakteristika
glnstig inv(16) oder t(16;16) normale Zytogenetik mit:
t(8;21); t(15;17); Isolierter biallelischer CEBPA-
Mutation
NPM1-Mutation ohne FLT3-
ITD
intermediar normaler Karyotyp KIT-Mutation in core binding
+8 (isoliert) factor-Leukamien:
t(9;11) inv(16) oder t(16;16)

andere nicht-gunstig oder nicht- t(8;21)
schlecht assoziierten Ver-

anderungen
schlecht komplexer Karyotyp (=3 klonale normale Zytogenetik mit FLT3-
Abnormalitaten) ITD

monosomaler Karyotyp

-5/-5q oder -7/-7q

11923 rearrangement
abweichend von t(9;11)

inv(3) oder t(3;3)

1(6;9); 1(9;22)

Die Tabelle wurde erstellt nach Déhner et al. (28).

1.2.2 Akute Promyelozytenleukadmie

Eine Ausnahme bei den AML-Erkrankungen bildet die akute Promyelozytenleukamie
(APL). Bei der bis in die 1980-iger Jahre unheilbaren Krankheit werden heutzutage
durch eine all-trans Retinsdure (ATRA, RA)- und Anthracyclin (Ara-C)-basierende
Therapie Langzeitheilungsraten von Uber 80% erreicht (29), (30), (31), (32). Ihr
Auftreten ist altersunabhangig und umfasst ca. 10% aller neudiagnostizierten AML-
Erkrankungen (33). Die APL ist charakterisiert durch ein chromosomales
rearrangement, welches das auf Chromosom 17 (17921) gelegene
Retinsaurerezeptor alpha-Gen (RARA) und eines der Gene PML (15922), PLZF
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(11923), NPM (5935) und NuMA (11913) betrifft. Dieses rearrangement fihrt zur
Bildung eines reziproken Fusionsproteins, welches die urspriinglichen Funktionen
der involvierten Genprodukte inhibiert. Die dominant-negative Wirkung des
Fusionsprotein ist somit ursachlich fur die Ausbildung der APL (34), (35). Bei der
Bildung des Fusionsproteins werden die Domanen B bis F des Retinsaurerezeptor
alpha-Proteins (RARa), welche fir die DNA-Bindung und die Liganden-Bindung
verantwortlich sind, C-terminal an den funktionellen Teil von einem der 4 nukledren
Partnerproteine fusioniert. (34). Die mit ca. 98% am haufigsten vorkommende Form,
ist PML/RARa (36), (37), (38), (Abb.2). Hier fusioniert RARA mit dem Promyelocytic
Leukemia Protein (PML)-Gen.

PML '
HN{ (R[[BIB]| cc | +COOH
394 552
v
RARa HN-{A | B| C D E ™F | cooH
PML/RARa *
HN{ T R[[EITE] cc | B C |D| E "F - CcooH

Abbildung 2 Schematische Darstellung der PML/RARa-Genese.

Das Fusionsprotein PML/RARa resultiert aus der genomischen Translokation des PML-Gens an den Genbereich
des Retinsaurerezeptors (RARA). Die funktionsrelevanten Bereiche sind wie folgt gekennzeichnet: RING (R); B -
Boxen (B); coiled-coiled Doméne (CC) sind Teil des PML-Proteins. Die RARa-DNA-Bindedoméne (C) und die
Hormon-Bindedoméne (E) sind Teil des RARa-Proteins. A; B; D und F sind weitere regulatorische Doménen. Das
resultierende Fusionsprotein besitzt die funktionellen Domé&nen von PML und RARa, was ursachlich fur die

dominant-negative Wirkung gegenuber PML und RARa ist (35).

PML/RARa bildet Uber die coiled-coiled-Domane des PML Homodimere und bindet
Uber die DNA-Bindedoméane von RARa an die entsprechenden Bereiche RARa-
responsiver Gene, deren Genprodukte die normale Differenzierung regulieren (39).
Durch die PML/RARa-vermittelte Rekrutierung von Korepressoren und
Histondeacetylasen (HDAC) fuhrt dies zu einer verstarkten DNA-Methylierung (40),
(41), (42), (Abb. 3).
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Abbildung 3 Klassisches Modell der APL-Pathogenese.

PML/RARa bindet und reprimiert RARa-Zielgene durch die verstarkte Rekrutierung von Korepressoren und
HDACs. Die Gabe physiologischer Dosen Retinsaure (10° M) konvertiert PML/RARa zu einem
Transkriptionsaktivator und fuhrt zur Wiederherstellung der Differenzierung, gefolgt von klinischer Remission.
HDAC kennzeichnet Histondeacetylasen und HAT Histonacetyltransferasen (35).

Die transkriptionelle Repression resultiert in die Induktion krebsassoziierter
Signalwege (43), (44). Daneben inhibiet PML/RARa differenzierungsrelevante
Proteine wie C/EBPa (45) und PU.1 (46) durch direkte Protein-Proteininteraktion.
Durch die Heterodimerisierung vom PML/RARa und PML kommt es zur Zerstérung
der nuclear bodies, an dessen Bildung PML grundlegend beteiligt ist (47), (48).
Hieraus resultiert die Beeintrdchtigung des p53-signallings, was zu einer erhdhten
Apoptoseresistenz und veradndertem self-renewal der APL-Progenitoren fuhrt (49),
(50), (51), (52). Die Inhibierung des Retinsaure-signalings fuhrt somit zum Block der
Myelopoese der APL-Blasten.

Die Behandlung der APL mit pharmakologischen Dosen all-trans Retinsaure (ATRA)
resultiert in einer schnellen Differenzierung der APL-Zellen in Granulozyten in vitro
und in vivo (53) (54). Dabei wird PML/RARa in einen transkriptionellen Aktivator
konvertiert, was zu einer verstarkten Expression der RARa-Ziele fuhrt und die
normale Differenzierung wieder herstellt (34), (55), (Abb.3). Hier erfolgt die
PML/RARa-abhangige Induktion von C/EBPB (56), C/EBP¢ (57), PU.1 (58) und die

9
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Revidierung des inhibitorischen Effekts von PML/RARa auf C/EBPa (45). Es kommt
zur RA-abhangigen Induktion von Proteasen und zum Abbau von PML/RARa (59),
(60) sowie zur Wiederherstellung der nuclear bodies (61). Der exakte Mechanismus,
durch den PML/RARa die Differenzierung blockt und pharmakologische ATRA-
Konzentrationen diesen Block Giberwinden, ist bisher nur unzureichend geklart (34).

Interessanterweise fuhrt die chemisch nicht verwandte Agens Arsentrioxid auch zur
Zerstbrung von PML/RARa (62). Wobei bei Arsentrioxid im Gegensatz zu ATRA der
Abbau von PML und PML/RARa im Vordergrund steht (63) und dabei vorrangig
Apoptose und nur partiell zur Differenzierung initiiert wird (64). Klinisch findet
Arsentrioxid Einsatz in der Erstbehandlung sowie bei der Therapie ATRA-resistenter
APL-Patienten (65). Dabei wird durch die Kombination mit cAMP oder Zytokinen
auch die Differenzierung der Blasten induziert (66), (67). Hier kann es wie auch bei
der ATRA-Therapie zum Differenzierungssyndrom (retinoic acid syndrom) kommen,
welches lebensbedrohliche AusmalRe annehmen und den Tod der betroffenen

Patienten zur Folge haben kann (68).

1.3 MicroRNAs

MicroRNAs sind kleine, einzelstrangige, nicht-protein-kodierende RNAs mit einer
Lange von 20 bis 25 Basen. Sie spielen eine wichtige Rolle im komplexen Netzwerk
der Genregulation. Hier fuhren sie posttranskriptionell zum Stilllegen (silencing)
spezifischer Gene und sind somit ein wichtiger Faktor der Epigenetik (69), (70).
Erstmals beschrieben wurden microRNAs im Nematoden Caenorhabditis elegans (C.
elegans) als lin-4 und let-7 (71), (72). Der hier entdeckte Mechanismus ist in alle
héheren Spezies zu finden und evolutionar hochkonserviert (73).

Seit ihrer Entdeckung haben Anzahl und Bedeutung der microRNAs stetig
zugenommen. Innerhalb des menschlichen Genoms werden ca. 20 — 30% aller
proteinkodierenden Gene direkt durch microRNAs reguliert (74), (75). Zurzeit werden
in der miRBase Sequence Datenbank 2588 reife humane microRNAs (miRBase
Release 21; mirbase.org) gelistet. MicroRNAs werden ubiquitéar exprimiert. lhre
Expressionsmuster variieren in Abh&ngigkeit vom Entwicklungsstadium und vom

Gewebs- und. Zelltyp (76). Sie beeinflussen zahlreiche biologische Prozesse wie
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Zellproliferation, Differenzierung, Apoptose und Organbildung (77), (78).
Forschungen der letzten Jahre konnten einen Zusammenhang zwischen abnormal
veranderten microRNA-Expressionsmustern und der Deregulation zellularer
Prozesse aufzeigen, und somit den microRNAs eine immer grol3er werdende
Bedeutung, u. a. bei der Entstehung von Krebs, zuweisen (79), (80), (81), (82).

1.3.1 Biogenese und Funktion

MicroRNAs sind innerhalb von Exons oder Introns proteinkodierender Gene, bzw. in
nichtkodierenden DNA-Regionen lokalisiert. Einige microRNAs besitzen eigene
Promotoren und konnen in einem genomischen Cluster, welches eine
transkriptionelle Einheit bilden kann, organisiert vorliegen (83), (84). Die Transkription
der microRNA-Gene in primare microRNA-Transkripte (pri-microRNA) erfolgt durch
RNA-Polymerase Il und RNA-Polymerase Ill (85), (86). Dabei sind Polymerase II-
generierte pri-microRNAs polyadenyliert und capped (87). Die Transkription von
microRNA-Genen unterliegt den herkdmmlichen Kontrollmechanismen wie
Transkriptionsfaktoren (88) und Methylierung (89). Durch editing der pri-microRNAS,
d. h. den Austausch von Adenosin in Inosin durch ADAR-Enzyme, kann die
anschlieBende Prozessierung durch das Enzym Drosha verstarkt sowie die
Zielerkennung und die Struktur verandert werden (90), (91). Im Allgemeinen besitzt
eine pri-microRNA einen 33 Basenpaar langen doppelstrangigen hairpin stem loop
und zwei einzelstrangige den hairpin flankierende Regionen. Die endonukleolytische
Spaltung der pri-microRNA wird durch den Mikroprozessorkomplex Drosha-DGCRS,
welcher aus dem RNase Il Enzym Drosha und dem DGCR8 (DiGeorge critical
region 8)-Protein (Pasha) gebildet wird, vermittelt (92), (93). Dabei spalten die zwei
RNase-Domanen von Drosha den 5°- und den 3"-Arm des pri-microRNA hairpin (94).
DGCRS interagiert direkt mit der RNA und bestimmt die genaue Schnittstelle fur die
Spaltung (95). Der Kernexport der entstandenen pre-microRNA erfolgt durch den
Exportin-5-Ran-GTP-Komplex (96). Im Zytoplasma wird die Reifung der microRNA
durch den RISC loading complex vermittelt. Dieser besteht aus der RNase Ill Dicer,
dem doppelstrangigen RNA-Bindeprotein TRBP (TAR RNA binding protein) und
PACT (protein activator of PKR), die sich mit Argonaut-2 (Ago2) vereinigen (97), (98).

TRBP stabilisiert Dicer und zusammen mit PACT begunstigt es die Dicer-vermittelte
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Spaltung der pre-microRNA. Zudem rekrutieren TRBP und PACT Ago2 (99), (100).
Bei pre-microRNAs mit einer hohen Komplementaritat im hairpin-Stamm wird durch
die slicer-Aktivitdt von Ago2 der 3"-Arm des hairpins abgespalten (101). Dieser
Schritt begunstigt die Strang-Dissoziation und die RISC-Aktivierung (102).
Anschliel3end erfolgt die loop-Abspaltung durch Dicer. Hieraus resultiert ein ca. 22
Nukleotide langer microRNA-Duplex mit einem 2 Nukleotide langem Uberhang an
jedem 3’-Ende (103). Gefolgt wird dies vom Aufwinden des RNA-Doppelstrangs
unter Mitwirkung diverser Helikasen (104). Danach wird der Strang mit dem weniger
stabilen Basenpaar am 5°-Ende des Duplex in den RISC-Komplex inseriert, der
andere Strang wird degradiert (105), (106). Im RISC-Komplex erfolgt die
ortsspezifische Spaltung und der Abbau der mRNA sowie die Repression ihrer
Translation (107), (108), (109), (Abb.4).

Reife microRNAs besitzen eine 5° Phosphat- und eine 3‘ Hydroxylgruppe. Die
Bindung einer microRNA an potentielle proteinkodierende Ziel-mRNAs wird durch
Komplementaritat einer kurzen aus 2-8 Nukleotiden bestehenden Sequenz in der
J'UTR der Ziel-mRNA (microRNA-,seed”) vermittelt (110). Kommt es zu einer
kompletten Komplementaritat wird die Ziel-mRNA gespalten und abgebaut,
wohingegen eine unperfekte Basenpaarung vorrangig zur Repression der Translation
fuhrt (107). Da die Komplementaritdt der Sequenzen von microRNAs und ihren
MRNA-Zielen auf nur wenige Nukleotide beschrankt ist, kann jede microRNA mit
einer Vielzahl von mRNAs interagieren und eine einzelne mRNA viele microRNA-
Erkennungsstellen innerhalb der 3'UTR beherbergen (111). Die besondere
Bedeutung des microRNA-abhangigen Regulationsmechanismus konnte anhand
eines murinen Dicer-knock outs, bei dem es zur Letalitdt durch Verlust der

Stammzellen kommt, gezeigt werden (112).
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Abbildung 4 Schematische Darstellung der microRNA-Prozessierung.

Das priméare microRNA-Transkript (pri-microRNA) wird durch RNA-Polymerase Il und 11l von der DNA abgelesen
und durch den Mikro-Prozessorkomplex Drosha-DGCR8 (Pasha) zum ,precursor hairpin“ (pre-microRNA)
gespalten. Der Export aus dem Nukleus erfolgt tber den Exportin 5-Ran-GTP-Komplex. Im Zytoplasma spaltet
die RNase Dicer, welche sich in einem Komplex mit TRBP (doppelstrangige RNA-Bindeprotein) befindet, die pre-
microRNA zu ihrer reifen Lange. Der funktionelle microRNA-Stang (rot) wird gemeinsam mit dem Argonaut-
Protein (Ago2) in den ,RNA-induced silencing“-Komplex (RISC) geladen. Hier kommt es zur spezifischen
microRNA-abhangigen Spaltung, translationellen Repression oder Deadenylierung der mRNA. Der microRNA-
Gegenstrang (schwarz) wird abgebaut. Es handelt sich hier um ein linear vereinfachtes Modell der Biogenese.
Die Abbildung wurde erstellt nach Winter et al. (113).
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1.3.2 MicroRNAs in der Hamatopoese

Die systematische Analyse von microRNA-Expressionsmustern und microRNA-
Funktionen wahrend der Hamatopoese konnte eine Vielzahl komplexer
regulatorischer Netzwerke identifizieren, in denen microRNAs als Feinregulatoren der
hamatopoetischen Differenzierung und der Effektorzellfunktionen wirken (114). So
konnte erstmals durch Chen et al. gezeigt werden, das einige microRNAs, wie z. B.
miR-181, miR-223 und miR-142, spezifisch in hdmatopoetischen Zellen exprimiert
werden und eine entscheidende Rolle in der hamatopoetischen Entwicklung spielen
(115). Des Weiteren konnte dem miR-17-92-Cluster eine essentielle Rolle in der B-
Zell-Entwicklung (116) sowie miR-150 und miR-155 in der B- und T-Zell-Funktion
zugewiesen werden (117), (118). Ferner werden miR-10a und miR-130 wahrend der
Megakaryozytenentwicklung und miR-221 und miR-222 wahrend der Erythropoese
reprimiert (119), (120). Zudem konnte gezeigt werden, dass die Expression von miR-
125b zu einem Block in der G-CSF-induzierten Granulopoese fiihrt (121) und miR-
125a die hamatopoetische Stammzellpopulation durch Kontrolle der Apoptose
reguliert (122). Einer Vielzahl weiterer microRNAs konnten in den letzten Jahren
Funktionen in der hamatopoetischen Entwicklung zugewiesen werden. Dabei
vervollstandigt die Identifikation neuer microRNAs und derer Ziele sowie der
zugrundeliegenden transkriptionellen Regulationsmechanismen das komplexe Bild

der Hamatopoese.

1.3.3 MicroRNAs in der Leukamie

Genomweite Expressionsanalysen konnten eine Vielzahl von microRNAs
identifizieren, welche in malignen hamatopoetischen Geweben dereguliert vorliegen
(123), (124), (125). Dabei sind die maf3geblich zugrunde liegenden Ursachen fir ein
abnormales microRNA-Expressionsmuster genetische Veranderungen,
epigenetische Mechanismen, Deregulation der Transkription, Mutationen im
microRNA-Biogenese-Signalweg und Mechanismen, die die microRNA-vermittelte
Repression umgehen (126), (127), (128) Erstmalig wurde eine Relevanz von
microRNAs in hamatopoetischen Erkrankungen am Beispiel der Deletion von miR-15
und miR-16 in der CLL beschrieben (129). In der AML konnten die Arbeiten



Einleitung | 15

verschiedener Gruppen eine Assoziation zwischen microRNA-Signaturen und den
spezifischen AML-Subtypen herstellen (123), (130), (131), (132). Darauf aufbauend
konnten bereits verschiedene fir Diagnostik und Prognose relevante microRNAs
identifiziert werden. So ist miR-212 mit einem verlangertem Lanzeittiberleben
assoziiert (133) und miR-155 in AML-Patienten mit einer FLT3/ITD-Mutation, welche
mit einer schlechten Prognose verbunden ist, erhdht exprimiert (134). Bisher konnten
nur wenige Studien die Funktion von microRNAs bei der Pathogenese der AML
beschreiben. Dabei zeigt sich, dass microRNAs in Abh&ngigkeit von der Ziel-RNA
sowohl als Tumorsuppressoren als auch als Onkogene fungieren kénnen (135). So
konnten miR-125b (136), miR-146a (137), miR-155 (138) onkogene Eigenschaften
bei der Entstehung der AML zugewiesen werden, wohingegen miR-29b (139), mir-
223 (140) und miR-342 (141) tumorsuppressiv wirken. In der APL konnte gezeigt
werden, dass das onkogene Fusionsprotein PML/RARa neben mRNA-Genen auch
microRNA-Gene transkriptionell reprimiert und dadurch die Induktion wichtiger Krebs-
assoziierter Proteine hervorruft (43). Einige dieser microRNAs werden nach
Behandlung mit ATRA und dem daraus resultierenden Verlust des onkogenen
Fusionsproteins reexprimiert (43), (125). So konnte fur miR-223 (142) und let-7c
(143) eine Involvierung in die ATRA-basierende Granulozytendifferenzierung bereits
gezeigt werden. Daneben konnte auch die Repression von microRNAs nach ATRA-
Behandlung beobachtet werden (125). Einigen dieser microRNAs, wie miR-125b
(144) und miR-146a (145), konnten bereits okogene Eigenschaften im Kontext der
APL zugewiesen werden. Dabei ist der Mechanismus der PML/RARa-vermittelten

microRNA-Induktion bisher ungeklart.

1.3.4 Die miR-181-Genfamilie

Die miR-181-Familie gehort zu den microRNAs, welche erstmals als verstarkt in
hamatopoetischen Geweben exprimiert, nachgewiesen werden konnten (115). Sie
umfasst miR-181a, miR-181b, miR-181c und miR-181d. Im Menschen sind miR-181a
und miR-181b in jeweils einem genomischen Cluster auf Chromosom 1 (miR-181a-1
und miR-181b-1) und Chromosom 9 (miR-181a-2 und miR-181b-2) organisiert (Abb.
5). Das Cluster miR-181a-1/miR-181b-1 befindet sich auf dem antisense-Strang im
Intron 2 des Gens MIR181A1HG (Hostgen). Die beiden microRNA-Gene werden
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dabei lediglich durch 62 Basenpaare getrennt. Das Cluster miR-181a-2/miR-181b-2
ist auf dem sense-Strang im Intron 1 des Hostgens MIR181A2HG lokalisiert. Hier
sind die beiden microRNA-Gene durch 1159 Basenpaare getrennt. Beide miR-
181a/miR-181b-Hostgene sind nicht proteinkodierend. MiR-181c und miR-181d sind
ebenfalls in einem genomischen Cluster auf Chromosom 19 organisiert (146), (147).
Die Sekundarstruktur und die seed-Sequenz der miR-181-Familie ist innerhalb der

Vertebraten evolutionar konserviert (148).

miR-181a-1 miR-181b-1

EXON 2 A [(EXoN3 ——— chr1g31.3

INTRON 1 INTRON 2
miR-181a-2 miR-181b-2
EXON 1 V V EXON 2 Chr9q3.33
INTRON 1

Abbildung 5 Genomische Organisation des miR-181a/miR-181b-Clusters.

MiR-181a und miR-181b bilden ein genomischen Cluster, welches beim Menschen auf Chromosom 1
(Chr1g31.3; miR-181a-1 und miR-181b-1) und Chromosom 9 (Chr9q3.33; miR-181a-2 und miR-181b-2) lokalisiert
ist.

Die Mitglieder der miR-181-Familie werden wahrend der Differenzierung in
unterschiedlichen Geweben exprimiert. So sind alle miR-181-Mitglieder in die
embryonale Stammzellentwicklung (149), (150), (151) sowie T-Zellentwickung und -
funktion (152), (153), (154), (155), (156) involviert. Des Weiteren konnte die
funktionelle Relevanz der miR-181-Mitglieder bei der Muskelzellentwicklung und —
funktion (157), (158) in Leberzellen (159), (160), in der Osteoblastenentwicklung
(161), in Astrozyten (162), in Pankreaszellen (163), in der
Chondrozytendifferenzierung (164) sowie bei der Inflammation (165), (166) gezeigt
werden. Eine besondere Bedeutung scheint die miR-181-Familie wahrend der
Hamatopoese zu haben (167), (115), (168). Insbesondere fir das miR-181a/miR-
181b-Cluster konnte eine Funktion wahrend Erythopoese (169), Monozyten- und
Granulozytenentwicklung (170), (171), Megakaryopoese 172) und
Lymphozytenreifung, (153), (156), (173), (174) gezeigt werden.

16
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Daneben beschreibt eine Vielzahl von Studien veréanderte miR-181-Expressionen in
malignen Geweben und die Involvierung in die Krebsentstehung. Dabei kénnen die
mir-181-Mitglieder in Abhangigkeit vom Gewebe und der Ziel-mRNA sowohl als
Tumorsuppressoren als auch als Onkogene fungieren. So wirken im Gliom, einer
malignen Erkrankung des Gehirns, alle miR-181-Mitglieder tumorsuppressiv (175),
(176), (177), (178). Des Weiteren wurde eine veranderte Expression einer oder
mehrerer miR-181-Mitglieder im Leberzellkarzinom (179), (180), im oralen
Plattenepithelkarzinom (181), im Kolorektalkarzinom (182), im Darmkrebs (166), im
Brustkrebs (183), (184), im Mangenkarzinom (185), (186), (187), im Prostatakrebs
(188), (189), im Lungenkrebs (190), (191), im Pankreaskrebs (192), (193), (194) und
im Gebarmutterhalskrebs (195), (196) nachgewiesen.

Wahrend miR-181c und miR-181d bisher vorwiegend in soliden Tumoren
beschrieben wurden, konnte das miR-181a/miR-181b-Cluster insbesondere im
Zusammenhang mit Bluterkrankungen nachgewiesen werden. So sind beide
microRNAs im multiplen Myelom, im myelodysplastischem Syndrom und daraus
resultierender AML erhoht exprimiert (197), (198). Eine onkogene Funktion des
microRNA-Clusters konnte im Non-Hodgkin-Lymphom nachgewiesen werden (199).
Fei et al. zeigten, dass die miR-18la-Expression in der CML reduziert ist. Eine
erhohte miR-181a-Menge fuhrt in diesen Zellen zur Apoptose und vermindertem
Zellwachstum (200). Auch in der CLL besitzt das miR-181a/miR-181b-Cluster
tumorsuppressive Funktionen (201), (202). In der AML werden miR-181a und miR-
181b mit onkogenen sowie tumorsuppressiven Eigenschaften assoziiert. Debernardi
et al. und Isken et al. zeigten, dass die miR-181a-Expression in den AML-Subtypen
M1 und M2 im Vergleich zu der in M4 und M5 erhéht ist (203), (204). Eine erhdhte
Expression aller miR-181-Mitglieder ist ebenso charakteristisch fir AML-Patienten
mit normalen Karyotypen (CN-AML), welche eine CEBPA-Mutation tragen (205).
Hickey et al. konnten in diesem Zusammenhang nachweisen, dass die erhéhte miR-
18l1a-Expression durch die Bindung der mutierten C/EBPa-Isoform p30 an den miR-
181a-Promotor hervorgerufen wird (206). Erniedrigte miR-181a-Expressionswerte
konnten in einer Hoch-Risiko-Gruppe von CN-AML-Patienten, welche das NPM1-
Wildtyp-Gen und/ oder eine FLT3/ITD-Mutation tragen, beobachtet werden (207). In
Patienten mit den zytogenetisch abnormalen AML-Formen (CA-AML) t(8;21), t(15;17)

und inv(16) wurden erhohte miR-181-Expressionswerte gemessen (132).
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Verschiedene Arbeitsgruppen konnten einen Zusammenhang zwischen einer
erhdohten miR-181a- und miR-181b-Expression und einer guinstigen Prognose flr die
Therapie der AML Patienten zeigen (205), (208), (209). Dem entsprechend ist eine
erniedrigte  miR-181-Expression nachweislich mit einer schlechten Prognose
assoziiert (130). Des Weiteren verbessert eine erhdohte Expression der miR-18la
(206) bzw. miR-181b (210) das Ansprechen auf die konventionelle Zytostatika-
basierende AML-Therapie. Zudem konnte gezeigt werden, dass miR-181a Apoptose
in Ara-C-resistenten AML-Zellen induziert (211). Im Gegensatz dazu wird in APL-
Zellen die Expression von miR-181a und miR-181b durch die Behandlung mit ATRA
reduziert (125), (43). In diesem Zusammenhang konnten Careccia et al. zeigen, dass
in APL-Blasten mit der Translokation t(15;17) die miR-181b-Expression im Vergleich
zu gesunden Promyelozyten erhoht ist (212). Diese Daten konnten durch Su et al. fur
alle miR-181-Mitglieder bestéatigen werden (170). Im Einklang damit, inhibiert die
Expression der miR-181la in AML-Zellen und in CD34+ hamatopoetischen
Vorlauferzellen die myeloide Differenzierung (170), (213). Zusammenfassend deuten
diese Studien auf das miR-181a/miR-181b-Cluster als ein mdgliches Ziel der
modernen AML-Therapie (214).

1.4 Der Tumorsuppressor RASSF1A

RASSF1A [Ras association (RalGDS/AF-6) domain family member 1 (RASSF1),
transcript variant A] ist eines von 8 Transkripten (A-H) des RASSF1-Gens, welche in
der im Lungenkrebs als genetisch instabil identifizierten Region Chr.3p21.3 lokalisiert
ist. Erstmals kloniert und beschrieben wurde das Gen in einer Arbeit von Dammann
et al. (215). Die verschiedenen Transkriptvarianten werden durch alternatives splicing
bzw. durch Nutzung unterschiedlicher Promotoren generiert. Dabei sind RASSF1A
und RASSF1C die am besten untersuchten Varianten. Beide sind an den
Mikrotubulis lokalisiert und in die Regulation von Zellwachstum und Zellmigration
involviert (216), (217). Wahrend RASSF1C die Proliferation von Krebszellen,
insbesondere Lungen- und Brustkrebszellen, férdert (218), (219), (220), ist RASSF1A

ein gut untersuchter Tumorsuppressor (221), (222).
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In einer Vielzahl solider Tumore konnte die transkriptionelle Inaktivierung des
RASSF1A-Gens durch eine veranderte Promotormethylierung nachgewiesen werden
(223), (215), (224). So wurde in Lungenkrebs (225), Brustkrebs (226), Blasenkrebs
(227) und Gebarmutterhalskrebs (228) die Hypermethylierung des RASSF1A-
Promotors mit einer hohen Frequenz beschrieben. Daneben kénnen auch vereinzelt
Punktmutationen des RASSF1A-Gens auftreten und zur Inaktivierung des Proteins
fuhren (229). Auch die posttranskriptionelle Inaktivierung durch microRNAs wurde
bereits beschrieben. So konnten Meng et al. die miR-181a-vermittelte Repression
von RASSF1A im Leberkrebs zeigen (230). Interessanterweise, liegt in der AML der
RASSF1A-Promotor unmethyliert vor (231), (232), (233) und die RASSF1A-mRNA-
Expression ist im Vergleich zu gesunden Proben unveréandert (234). Bisher wurden
noch keine Studien zu einer mdoglichen Involvierung von RASSF1A in die AML-
Pathogenese verdffentlicht. Ein direkter Zusammenhang zwischen Verlust von
RASSF1A und der Entstehung von Krebs konnte durch die Reexpression von
RASSF1A in RASSF1A-negativen Krebszellen gezeigt werden. Hier kommt es zur
verminderten Koloniebildung in vitro und zum reduzierten Tumorwachstum im
Mausmodell (223), (215), (235), (236). In RASSF1A-knock out-M&usen konnte die
Entwicklung spontaner Tumore, vor allem in Brust, Lunge, Gastrointestinaltrackt
sowie im Immunsystem beobachtet werden (237), (238).

Die RASSF-Familie, welche insgesamt 10 Mitglieder mit verschiedenen splice-
Varianten umfasst, ist durch die ihnen gemeinsame Ras association (RA)-Doméne
charakterisiert. Uber diese Doméane wird die Interaktion mit Ras GTPase-Proteinen
wie Ras und K-Ras zur Weiterleitung pro-apoptotischer Signale vermittelt (222),
(239). Des Weiteren besitzt RASSF1A eine SARAH-Domaéne, tber welche RASSF1A
mit downstream gelegenen Kinasen, wie MST1/ MST2 und dem Tumorsuppressor
SAV1, interagiert und ebenfalls apoptotische Signale weiterleitet (240). Durch die
Kinasen-vermittelte Phosphorilierung des Proteins ist RASSF1A in verschiedene
zellulare Prozesse wie DNA-damage response (241), Zellzyklusregulation (242),
Apoptose (243) und mitotischen Arrest (244) involviert. Demzufolge resultiert die
Uberexpression von RASSF1A in Krebszelllinien in Apoptose, Zellzyklusarrest und
einer reduzierten Tumorigenitdt (245). Der RASSF1A-knock down wiederum

verursacht den Verlust der Zellzykluskontrolle (246), eine verstarkte genetische
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Instabilitat (247), erhdhte Beweglichkeit der Zellen (217) und die Resistenz
gegeniuber K-Ras- und TNFa-induzierter Apoptose (248), (249).

In der Zelle ist RASSF1A an den Zentrosomen und dem mitotischen Spindelapparat
lokalisiert und besitzt die Fahigkeit zur Modulation der Tubulin-Dynamik. Dadurch ist
RASSF1A in die Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitdt und in die Regulation
von Zellwachstum und Migration involviert (216), (217), (246), (247), (250), (251).
RASSF1A inhibiert den Ubergang von der G1- zur S-Phase durch die Repression
von Cyclin D1 (252), (253) und Cyclin A2 (254), (255). Des Weiteren induziert
RASSF1A den Zellzyklusarrest in der M-Phase durch Block der Cdc20-abhéngigen
Aktivierung des Anaphase-promoting-Komplexes (APC), was zum Abbau von Cyclin
A und B fihrt und somit zum Austritt aus der Mitose (246), (251). Ferner kontrolliert
RASSF1A den Zellzyklus und die Apoptose durch die Stabilisierung von p53 (256).
Somit reguliert RASSF1A multiple biologische Prozesse als scaffolding-Protein, das

diverse Effektorproteinkomplexe zusammenfugt und moduliert (231).
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1.5 Motivation der Arbeit

Die akute Promyelozytenleukamie hat sich in den letzten Jahrzehnten durch den
therapeutischen Einsatz des Vitamin A-Saure-Derivats all-trans Retinsaure (ATRA)
von einer hochgradig tddlichen zu einer maligen Erkrankung mit sehr guten
Heilungsraten entwickelt. Trotz der guten Heilungschancen gibt es noch immer
Patienten, die an den Folgen der Krankheit aufgrund des Versagens konventioneller
Therapieformen bzw. infolge der physiologischen Belastung durch die Behandlung
versterben.

Das Ziel dieser Arbeit war es einen tieferen Einblick in die Pathogenese der APL zu
erlangen und dabei zur Aufklarung der Mechanismen der Krankheitsentstehung
beizutragen. Diverse Publikationen konnten bereits den Mechanismus der
microRNA-vermittelten posttranskriptionellen Expressionsregulation von Genen in die
Entstehung der APL involvieren. Des Weiteren konnte bereits gezeigt werden, dass
das in der Hamatopoese relevante miR-181a/miR-181b-Cluster in der APL verstarkt
exprimiert wird. Jedoch konnte bisher kein Nachweis einer spezifischen Funktion des
microRNA-Clusters in der PML/RARa-assoziierten APL erbracht werden. Im Rahmen
dieser Arbeit sollte somit die spezifische Rolle des miR-181a/miR-181b-Clusters in
der APL untersucht werden. Durch die Analyse der microRNA-Expressionen in
verschieden APL-Modellen und in Patientenproben, die funktionelle Untersuchung
des microRNA-Clusters sowie die Identifikation und Charakterisierung eines
putativen Ziels sollte dem miR-181a/miR-181b-Cluster eine definierte Funktion in der
APL-Pathogenese zugewiesen werden.

Die in dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse sollen zur Entwicklung neuer innovativer
Therapieformen beitragen, und somit zur Verbesserung der Heilungsraten und zur
Minimierung der Therapie-assoziierten physiologischen Belastungen der Patienten

fuhren.



2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Gerate
Autoklav Model 5050 EVL
Bakterieninkubator
Brutschrank, Heracell 150i
Durchflusszytometer BD FACS LSR I
Durchflusszytometer BD FACS Aria™ lII
(Cell sorter)
Elektrophoresesysteme:
Horizontal: Sub-Cell Model 192 Cell
Vertikal: Mini Transblot®Cell
Elektroporationsgerat: Nucleofector® 2b Device
Feinwaage AX4202
GFL® Schuttelinkubator 3031
Hettich Zentrifuge universal 16
Kuhlzentrifuge Heraeus Fresco 17
Lichtmikroskop Axio Vert. Al
Luminometer Lumat LB9705
Milli-Q-Anlage
Nano-Photometer™
Pipetten 10, 20, 100, 200, 1000
Pipettierhilfe
Real Time PCR System 7500
Real Time Thermal Cycler (Rotor-Gene™ 3000)
Schiuttler Rotamax 120
Sterilbank Modell HeraSafe Heraeus
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Hersteller/ Vertrieb

Tutthauer
Memmert GmbH
Thermo Scientific
BD Biosciences

BD Biosciences

Bio-Rad Laboratories Inc.
Bio-Rad Laboratories Inc.
LONZA

Sartorius

GFL

Hettich Labtechnology
Thermo Scientific

Carl Zeiss

Berthold Technologies
Millipore

Implen

Rainin; Eppendorf
Integra Bioscience
Applied Biosystems
Corbett Research Australia
Heidolph

Thermo Scientific



Stromversorgungsgerat:
Power Pac 1000

Thermal Cycler T100™

ThermoCycler (T Gradient Thermoblock)

Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic
Transfer Cell

Vortexer

Wasserbad

2.1.2 Verbrauchsmaterialien
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Bio-Rad Laboratories Inc.
Bio-Rad Laboratories Inc.
Biometra®

Bio-Rad Laboratories Inc.

Fisher Scientific
GFL

Alle Verbrauchsmaterialien, soweit im Text nicht anders erwahnt, wurden von den

Firmen TPP, TH Geyer, Greiner bio-one,

Eppendorf, StarLab, Carl Roth,

alphalabratories, Hettich, Thermo Scientific und GE healthcare bezogen.

2.1.3 Software

CellQuest™
Cyflogic 1.2.1
Image J
SPSS17

2.1.4 Reagenzien

Chemikalien

Acrylamid (Rotiphorese® Gel 30)
Agar-Agar

Ampicillin

APS (Ammoniumperoxodisulfat)
Bromphenolblau

BSA (Bovine serum albumin) purified
dNTP-Mix

BD Biosciences

CyFlo Ltd

National Institutes of Health
IBM

Hersteller/ Vertrieb

Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH

SERVA Electrophoresis GmbH
QIAGEN




DTT (Dithiothreitol)

Ethanol

Ethidiumbromid

GelRED™

Giemsa

Glycerol

Hefeextrakt

Isopropanol
May-Grinwald-L6ésung

Methanol

Milchpulver

NaCl (Natriumchlorid)

PBS (Phosphate buffered saline)
PEG-it™ Virus Precipitation Solution
PEI (Polyethylenimin)

PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid)
Ponceau S

PI (Propidiumiodid)

Protein Assay Dye Reagent
Proteinase Inhibitor Cocktall
RiboLock-RNase-Inhibitor
RNase/DNase-freies Wasser

SDS (Natriumdodecylsulfat)
Temed (Tetramethylethylendiamin)
Tris-HCI

TRIzol®

Trypanblau

Tween®20

WesternSure Chemiluminescence Substrat

B-Mercaptoethanol
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Sigma Aldrich

Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH

Biotium

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich

System Bioscience
Sigma Aldrich

Fluka

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Bio-Rad Laboratories Inc.
Sigma-Aldrich

Thermo Scientific
Qiagen, Thermo Scientific
Carl Roth GmbH

Bio-Rad Laboratories GmbH
Carl Roth GmbH
Invitrogen

Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH

Li-COR Bioscience
Sigma-Aldrich



Zellkulturmedien und Zusétze
All-trans Retinsaure (ATRA)
Ara-C (Cytarabin)

Arsen-Trioxid (As,03)
Blasticidin

DMEM (high glucose)

DMEM (low glucose)

DMSO (Dimethylsulfioxid)
Doxorubicin

FBS (Fotales Kalberserum)
G418 (Geneticin)

MethoCult™ H4230

Opti-MEM
Penicillin/Streptomycin/Glutamin (P/S/G)

Puromycin
RPMI 1640 (+/- Phenolrot)

Kommerzielle Kits

AMAXA™ Cell line Nucleofector® Kit V

Bio-Rad Protein Assay

CD34 microBead Kit, human

Dual Luciferase™ Reporter Assay Kit

HiSpeed® Plasmid Maxi Kit

PE Annexin V Apoptosis Detection Kit |

QIAprep® Spin Miniprep Kit

QuantiTect® SYBR Green PCR Kit

QuikChange® Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit

Revert Aid™ H Minus First Strand cDNA
Synthesis Kit

TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit
TOPO® TA cloning Kit for subcloning
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Hersteller/ Vertrieb
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

PAA Laboratories GmbH
PAA Laboratories GmbH
Sigma-Aldrich
Seleckchem

PAA Laboratories GmbH
Sigma-Aldrich

StemCell Technologies

Thermo Scientific
Gibco®

MP Biomedicals

PAA Laboratories GmbH

Hersteller/ Vertrieb

Lonza

Bio-Rad Laboratories GmbH
Miltenyi Biotech

Promega GmbH

QIAGEN

BD Biosciences

QIAGEN

QIAGEN

Agilent Technologies
Thermo Scientific

Applied Biosystems

Invitrogen™



Enzyme
Antarctic Phosphatase

rAPid Alkaline Phosphatase
RNase A

T4 DNA Ligase
Tag-DNA-Polymerase

Xbal

Marker und Ladepuffer

6x Loading Dye Solution

GeneRuler™ DNA Ladder Mix
(DNA-GroRRenstandard)

Page Ruler™ Plus Prestained Protein Ladder

(Protein-GroRRenstandard)

Vektoren und Oligos
mMiRIDIAN microRNA Mimics
pcDNA3.1-Leervektor
pcDNA3.1-RASSF1A

pGL3-control-Vektor
pCR-2.1®-TOPO®-Vektor

psPAX2-Vektor

pMD2.G-Vektor
pmiR-ZIP™-miR-181a-Lentivektor
pmiR-ZIP™-miR-181b-Lentivektor
pmiR-ZIP™-miR-181a/181b-Lentivektor
pmiR-ZIP™-control-Lentivektor

pPACKHL1 Lentivektor Packaging Kit
pRFP-CB-shLenti-Vektor (Kontrolle)
pRFP-CB-shLenti-Vektoren (A-D; RASSF1A)
pRLO (pRL-SV40 Renilla Luciferase reporter

vector)

Material und Methoden | 26

Hersteller/ Vertrieb

New England Bio Labs Inc.
Roche

Sigma Aldrich

Thermo Scientific
Promega GmbH

Thermo Scientific

Hersteller/ Vertrieb

Thermo Scientific

Thermo Scientific

Thermo Scientific

Hersteller/ Vertrieb/ Quelle

Dharmacon (GE Healthcare)
Invitrogen™

Prof. R. Dammann, Justus-
Liebig-Universitat Giessen
Promega GmbH
Invitrogen™

Adgene

Adgene

Systembioscience
Systembioscience
Systembioscience
Systembioscience
Systembioscience

Amsbio (Origene)

Amsbio (Origene)

Promega GmbH
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Oligonukleotide zur microRNA- und mRNA-Detektion sowie Klonierung

Zur Detektion reifer microRNAs wurde der TagMan™ MicroRNA Assay (life

technologies; Thermo Scientific) verwendet.

Spezies Assay-Name
homo sapiens hsa-miR-181a; hsa-miR-181b; hsa-miR-181c; hsa-miR-181d;
RNU6B (U6)

mus musculus

mmu-miR-181b-1*; mmu-miR-181b-2*;

small nuclear RNA 135

(snoRNA135)

Primer zur mRNA-Amplifikation wurden manuell designed und von der Firma

Biomers bezogen.

Folgende Primer wurden zur Amplifikation der

humanen

RASSF1A 3"UTR sowie zur Mutagenese der miR-181-Bindestellen genutzt.

Klonierungsprimer
RASSF1A 3'UTR
forward

RASSF1A 3'UT
reverse

RASSF1A 3'UTR-mut 1
forward

RASSF1A 3'UTR-mut 1
reverse

RASSF1A 3'UTR-mut 2
forward

RASSF1A 3'UTR-mut 2
forward

RASSF1A 3'UTR-mut 3
forward

RASSF1A 3'UTR-mut 3

reverse

Sequenz
5-GTCTAGACCTCTTGTACCCCCAGGTGG-3’

5-GTCTAGAGAGGATCTTGAAATCTTTATTGAG-3

5-GTGTTTTTTATGAAGTGCGTCACTCTCTGTAATG
TGTGGTGGCC-37
5-GGCCACCACACATTACAGAGAGTGACGCACTTC
ATAAAAAACAC-3’
5'-CAGGGTCTGTGTAACTATGGGCACTGGCC-3'

5'-GGCCAGTGCCCATAGTTACACAGACCCTG-3

5'-GAAAGGTTTTGGATCTCGCACGCGGTCTCAG
GATATCC-3'
5'-GGATATCCTGAGACCGCGTGCGAGATCCAAA
ACCTTTC 3
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gPCR-Primer Sequenz

GAPDH forward 5-ACCACAGTCCATGCCATCAC-3
GAPDH reverse 5-TCCACCACCCTGTTGCTGTA-3
RASSF1A forward 5-ACCTCTGTGGCGACTTCATC-3"
RASSF1A reverse 5-AACAGTCCAGGCAGACGAG-3’
C/EBPf forward 5-CGTGTGTACACGGGACTGA-3’
C/EBP reverse 5-AAACGGAAAAGATTCCCAAA-3’
GCSF-R forward 5-ACCTGGGCACAGCTGGAGTGG-3°
GCSF-R reverse 5-CAGGCTGCTGTGAGCTGGGTCTGG-3°

Sequenzierungsprimer Sequenz

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

EBV RP 5-GTG GTT TGT CCA AAC TCATC-3

Antikodrper

Primé&rantikdrper — Western Blot Hersteller/ Vertrieb

Anti-RASSF1A (3F3) Maus, monoklonal Abcam

Anti-RASSF1A Kaninchen, polyklonal Abcam

Anti-GAPDH (FL-335) Kaninchen, polyklonal Santa Cruz Biotechnology

Anti-RARa (C-20) Kaninchen, polyklonal Santa Cruz Biotechnology

Anti-Cyclin D1 (H-295) Kaninchen, polyklonal Santa Cruz Biotechnology

Anti-p53 (FL-393) Kaninchen, polyklonal Santa Cruz Biotechnology

Sekundarantikdrper — Western Blot Hersteller/ Vertrieb

HRP-konjugiertes Ziege, polyklonal Santa Cruz Biotechnology
anti-Kaninchen IgG

HRP-konjugiertes Gans, monoklonal Santa Cruz Biotechnology
anti-Maus 1gG

FACS-Antikorper Hersteller/ Vertrieb

APC-konjugierter
anti-human CD11b/Mac-1 Maus IgG1,k BD Biosciences
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APC-konjugierter

anti-human CD114 (GCSF-R) Maus IgG,k Biolegend
APC-konjugierter 1gG-Isotyp Maus 1gG1,k BD Biosciences
PE-konjugierter

anti-human CD11b/Mac-1 Maus IgGq,K BD Biosciences
PE-konjugierter

anti-human CD34 Maus 1gGy,K BD Biosciences
PE-konjugierter 1gG-Isotyp Maus IgGq,K BD Biosciences

2.1.5 Biologisches Material

Bakterien Hersteller/ Vertrieb
Escherichia coli XL-1blue Agilent Technologies
One Shot® TOP 10 Invitrogen "
Subcloning Efficiency™ DH5a™ Invitrogenw
Zelllinien Quelle
HEK 293TN humane, embryonale ATCC

Nierenzellkarzinomzelllinie
NB4 humane AML-Zelllinie (FAB M3) DSMZ
HL60 humane AML-Zelllinie (FAB M2) DSMZ
U937 humane AML-Zelllinie

(Myeloblastenzellen) ATCC
K562 humane CML-Zelllinie ATCC
U937-PR9 humane Myeloblastenzellen, in welchen die humane

PML/RARa-cDNA unter der Kontrolle eines Metallothionein-
Promotors exprimiert wird (257).

U937-PC18 humane Myeloblastenzellen, in welchen ein leeres
Kontrollkonstrukt (pPC18) mit einem Metallothionein-

Promotor exprimiert wird
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PML/RARa-knock in-Mausmodell
Es wurden Knochenmarkszellproben von jeweils 5 C57BI1/6-mCG*"R- und 5 C57BI/6-
WT-Méausen zur Analyse der miR-181a/miR-181b-Expression und RASSF1A-

Proteinmenge genutzt. In dem PML/RARa-knock in-System wird das humane

PML/RARA-Fusionsgen unter der Kontrolle des murinen Cathepsin G-Gens
exprimiert, was zu einer blutgewebsspezifischen Expression des Fusionsprotein in
hamatopoetischen Vorlauferzellen fiihrt (258). Die Zellproben wurden von Prof. Pier
Guiseppe Pelicci (IFOM-IEO Campus, Mailand, Italien) im Rahmen einer Kooperation

zur Verfuigung gestellt.

Primérzellen und Patientenproben
Zur Quantifizierung der miR-181a- und miR-181b und der RASSF1A-mRNA wurde

Total-RNA aus Knochenmarksproben von AML-Patienten und aus Leukapherisaten

von Patienten mit soliden Tumoren isoliert. RNA-Proben von 6 APL-Patienten zum
Zeitpunkt der Erstdiagnose und einem Zeitpunkt wahrend der Therapie wurden von
Universitatsklinikum Munster zur Verfliigung gestellt. Des Weiteren wurden Zell- bzw.
RNA-Proben von AML-Patienten aus der OSHO-Datenbank der selbststandigen
Abteilung Hamatologie/ Onkologie des Universitatsklinikums Leipzig und von der
Universitat Minster genutzt. Die Proben der nicht-AML-Patienten wurden vom
Universitatsklinikum Halle zur Verfugung gestellt. Die Charakteristika der APL-
Patientenproben sind in Tabelle 3 und die der AML-Patientenproben und der nicht-
AML-Patienten in Tabelle 4 aufgefihrt. Die Proben wurden mit schriftlicher
Einverstandniserklarung der Patienten und Spender entsprechend der ,Declaration
of Helsinki“ von den Universitatskliniken Manster, Leipzig und Halle entnommen. Die
Studienprotokolle zur Sammlung von Patientenproben wurden durch die zustandigen
Ethikkomitees gepruft. Die Diagnose wurde anhand der Kriterien der FAB-

Klassifikation gestellt.
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Tabelle 3

physiologischen Charakteristika.

Auflistung der untersuchten RNA-Proben

Material und Methoden

von APL-Patienten mit molekularen und

APL Datum der
Patienten- Morphologie Proben- Material-
nummer Diagnose nach FAB entnahme Status Alter quelle
1 t(15;17) M3 25.05.2010 Erstdiagnose 58 Knochenmark
20.07.2010 Remission Knochenmark
2 t(15;17) M3 14.04.2005 Erstdiagnose 44  Knochenmark
22.05.2007 - Knochenmark
3 t(15;17) M3 02.04.2009 Erstdiagnose 55 Knochenmark
07.01.2010 Wiederholung Knochenmark
4 t(15;17) M3 16.06.2009 Erstdiagnose 54  Knochenmark
24.08.2010 Wiederholung Knochenmark
5 t(15;17) M3 29.04.2010 Erstdiagnose 20  Knochenmark
26.08.2010 - peripheres Blut
6 t(15;17) M3 01.04.2009 - 19 Knochenmark
10.12.2009 - peripheres Blut




Tabelle 4 Auflistung der

untersuchten

RNA-

physiologischen und molekularen Charakteristika.

Material und Methoden

und Proteinproben von AML-Patienten mit

AML

Patient Diagnose

Morphologie
nach FAB

Ge-

schlecht Alter

Art des

Status  Materialquelle Materials

1 keine AML

2 keine AML
3 keine AML
4 t(15;17)
5 t(15;17)
6 t(15;17)
7 t(15;17)
8 t(15;17)
9 1(8:21)
10 1(8:21)
11 1(8:21)
12 1(8:21)
13 t(8;21)
14 NK
15 NK
16 NK
17 NK
18 NK
19 NK
20 NK
21 FLT3-M
22 FLT3-M
23 FLT3-M
24 FLT3-M
25 FLT3-M
26 FLT3-M
27 KK
28 KK
29 KK

M3
M3
M3
M3
M3
M2
M2
M2
M2
M2
M4/5
M1
M5

M1
M1
M4
M2

M5
M5
M1

m

3 3 3 £ £ 3 3 £ £ 3 £ £ 3 £ 3 3 3 3 2 2 3 3 3 g &g g

53

32
31
29
50
73
40
43
54
42
42
75
72
65
21
39
43
58
58
40
74
39
30
70
73
56
60

- Leukapherisat RNA/Protein

- Leukapherisat RNA/Protein

- Leukapherisat RNA/Protein
Erstdiagnose Knochenmark RNA/Protein
Erstdiagnose Knochenmark RNA/Protein
Erstdiagnose Knochenmark RNA/Protein
Erstdiagnose Knochenmark RNA/Protein
Erstdiagnose Knochenmark RNA/Protein
Erstdiagnose Knochenmark RNA/Protein
Erstdiagnose Knochenmark RNA/Protein
Erstdiagnose Knochenmark RNA/Protein
Erstdiagnose Knochenmark RNA/Protein
Erstdiagnose Knochenmark RNA/Protein
Erstdiagnose Knochenmark RNA/Protein
Erstdiagnose Knochenmark RNA/Protein
Erstdiagnose Knochenmark RNA/Protein
Erstdiagnose Knochenmark RNA
Erstdiagnose Knochenmark RNA
Erstdiagnose Knochenmark RNA
Erstdiagnose Knochenmark RNA
Erstdiagnose Knochenmark RNA/Protein
Erstdiagnose Knochenmark RNA/Protein
Erstdiagnose Knochenmark RNA/Protein
Erstdiagnose Knochenmark RNA/Protein
Erstdiagnose Knochenmark RNA
Erstdiagnose Knochenmark RNA
Erstdiagnose Knochenmark RNA/Protein
Erstdiagnose Knochenmark RNA/Protein

Erstdiagnose Knochenmark RNA/Protein

NK = normaler Karyotyp; KK = komplexer Karyotyp; FLT3-M = FLT3-Mutation.
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Die Kultivierung eukaryotischer Zelllinien erfolgte nach Standardmethoden in
Zellkulturflaschen. Die Zellen wurden im Begasungsbrutschrank bei 37 °C, 96%

relativer Feuchte und 5% CO, inkubiert.

Zusammensetzung der Kulturmedien
HEK 293TN DMEM + 10% FBS + 1% P/S/G
NB4, U937, HL60 RPMI 1640 + 10% FBS + 1% P/S/G

U937-PR9 und U937-PC18-Zellen werden im Standartmedium unter Zusatz von 850
pg/ml G418 kultiviert. Zur Selektion pmiR-ZIP™-exprimierender Zellen wurde dem
Kulturmedium das Antibiotikum Puromycin (5 pg/ml) zugesetzt. Blasticidin (5 pg/ml)
wurde zur Selektion pRFP-CB-shLenti-exprimierender Zellen genutzt.

2.2.2 Isolation CD34+ Progenitorzellen

Primare humane hamatopoetische CD34+ Progenitorzellen wurden aus
Leukapherisaten  mittels  Ficoll-Hypaque-Dichtengradientenzentrifugation ~ mit
anschlieBender Aufreinigung durch immunomagnetische Antikérper unter Nutzung
eines CD34 MicroBead Kits fur humane Zellen gewonnen. Die Durchfihrung der
Isolation erfolgte nach Herstellerangaben. Die Reinheit der Zellen wurde durch
Messung des CD34-Oberflachenmarkers mittels FACS bestimmt und lag bei ca. 95
%.

2.2.3 Bestimmung der Zellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde ein Teil der Zellsuspension in eine Neubauer-

Zahlkammer, welches ein definiertes Volumen besitzt, gegeben. Die Zellen in allen
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vier Quadranten (mit jeweils 16 Einzelquadranten) wurden ausgezahlt und

anschlieend auf das vorhandene Volumen der Zellsuspension umgerechnet.

2.2.4 Zytozentrifugation und May-Griunwald-Giemsa-Farbung

Zur mikroskopischen Untersuchung hamatopoetischer Suspensionszellen wurden
diese auf Objekttrager mittels Zentrifugation fixiert. Dafiir wurden 2 x 10* bis 5 x 10*
Zellen in 100 pl Medium in einer Hettich Zentrifuge universal 16 in speziellen
Zytowinkelkammern (Hettich Labtechnology) bei 600 x g fir 10 min. zentrifugiert.
Anschlie3end wurden die Objekttrager aus der Zytowinkelkammer enthommen und
luftgetrocknet.

Die Farbung der auf dem Objekttrager fixierten Zellen erfolgte mittels May-Grinwald-
Giemsa-Farbung (Pappenheim-Farbung). Die Farbelésung beinhaltet einen
basischen Farbstoff (Methylenblau) und einen anionischen Farbstoff (Eosin).
Methylenblau verbindet sich mit negativ geladenen Bestandteilen in den Zellen
(Nukleinsédure in Kernen und Ribosomen) und gibt ihnen eine blaue bis violette
Farbe. Eosin verbindet sich mit positiv geladenen Bestandteilen (zytoplasmatische
Proteine), was ihnen eine rosa bis rote Farbe verleiht. Beide Reaktionen sind dabei
stark pH-abhangig. Bei der Farbung wurden die fixierten Zellen zunachst fir 3 - 5
min. in der unverdinnten May-Grinwaldlésung inkubiert. Daran schloss sich eine 15
- 20 mindtige Inkubation in der Giemsa-L6sung (1:20 Verdinnung) an. AbschlieRend
wurden die Objekttrager in 1 x PBS-Losung gewaschen und luftgetrocknet. Die
mikroskopische Untersuchung und Digitalisierung der Zellen erfolgte bei einer
VergroRerung von 10 x 40 (Okular x Objektiv).

2.2.5 Differenzierung der Zellen

Die granulozytare Differenzierung von NB4-, U937- und HL60-Zellen wurde mittels
Zugabe von 1 uM ATRA (all-trans-Retinsaure) induziert. Hierfir wurden 1 x 10°
Zellen in 2 ml Medium in 6-Lochplatten ausplattiert und einmalig mit ATRA behandelt.
Nach Transfektion von microRNA Mimic-Molekilen wurde die granulozytére

Differenzierung durch einmalige Zugabe von 0,1 pM ATRA induziert. Zum
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Ausschluss unspezifischer Effekte durch das Losungsmittel DMSO wurden die Zellen
in den Kontrollansédtzen mit dem entsprechenden Volumen des Losungsmittels
behandelt.

2.2.6 Induktion des PML/RARa-Fusionsproteins

In U937-PR9-Zellen wird die PML/RARa-cDNA unter der Kontrolle eines
Metallothionein-Promotors exprimiert. Zur Induktion des PML/RARa-Fusionsproteins
wurden 1 x 10° Zellen in 2 ml Medium in 6-Lochplatten ausplattiert und einmalig mit
100 uM Zinksulfat (ZnSO,4) bzw. den entsprechenden Volumina des Losungsmittels
Wasser behandelt. Als Kontrolle wurde die Zelllinie U937-PC18 in entsprechender
Weise behandelt.

2.2.7 Proliferationsassay

Zur Bestimmung der Proliferationsrate von NB4-Zellen, welche stabil die
verschiedenen miR-ZIP-Konstrukte exprimieren, wurde ein Proliferationsassay
durchgefuhrt. Hierfir wurden die miR-ZIP-exprimierenden NB4-Zellen in einer Dichte
von 1 x 10* Zellen/ ml in einer 25 cm?Flasche ausplattiert. Die
Lebendzellzahlbestimmung erfolgte in  einer Neubauer-Zaéhlkammer nach
Trypanblau-Farbung der Zellen. Dabei wird der polyanionischer Azofarbstoff nicht in
lebende Zellen eingeschleust. Diese erscheinen somit bei der Zellzahlung weil3 auf

einem blauen Hintergrund, wohingegen tote Zellen blau gefarbt werden.

2.2.8 CFU-Assay und KoloniegréfRenbestimmung

Die Fahigkeit zur Koloniebildung miR-ZIP-exprimierender NB4-Zellen wurde anhand
eines ,colony forming unit“-Assays (CFU-Assay) untersucht. Hierfir wurden die
Zellen in einer Dichte von 1 x 10° Zellen/ ml in 1 ml Methylzellulose-basierendem
Medium (MethoCult™ H4230) in einer 12-Loch-Platte ausplattiert. Jeder Ansatz
wurde als Triplikat durchgefuhrt. Nach 6 Tagen wurden fotographische Aufnahmen
der Kolonien angefertigt. Die Kolonien wurden mit einer Vergrof3erung von 10 x 5
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(Okular x Objektiv) aufgenommen. Die KoloniegroRe von 135 Kolonien wurde mit
Hilfe der Software ImageJ bestimmt. Die Auswahl der Kolonien erfolgte nach dem

Zufallsprinzip.

2.2.9 Replating-Assay

Zur Bestimmung des Einflusses des miR-ZIP-vermittelten knock downs von miR-
181a und miR-181b auf die self-renewal-Kapazitat der Zellen wurde ein serieller
replating-Assay durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Zellen in einer Dichte von 1 x 10°
Zellen/ ml in 1 ml Methylzellulose-basierendem Medium (MethoCult™ H4230) in
einer 12-Loch-Platte ausplattiert. Jeder Ansatz wurde als Triplikat durchgefiihrt. Nach
jeweils 6 Tagen wurden die Zellen auf eine neue Platte replattiert. Das Replattieren
der Ansatze erfolgte in der ersten Runde in einer Verdinnung von 1:25 und in der 2.
Runde in einer Verdinnung von 1:100. Die Kolonien wurden fotographisch mit einer
VergroBerung von 10 x 5 (Okular x Objektiv) dokumentiert. Durch manuelle
Auszahlung und Mittelung der Replikate wurde die Gesamtzellzahl fir jeden Ansatz

bestimmt.

2.2.10 Durchflusszytometrie (FACS)

Das Verfahren der Durchflusszytometrie, auch FACS (Fluorescence-activated Cell
Sorting) genannt, wird zur quantitativen Bestimmung von Oberflachenmolekilen und
zellularen Proteinen, Peptiden sowie DNA angewendet.

Zur Bestimmung der Menge spezifischer Oberflachenproteine (Antigene) wie CD11b
und GCSF-R wurden die Zellen mit den entsprechenden Farbstoff-markierten
Antikdrpern den Herstellerangaben entsprechend inkubiert. Dabei wird grundlegend
das Prinzip der Antigen-Antikdrper-Reaktion genutzt. Die Messung der somit
markierten Zellen erfolgte am Durchflusszytometer bei den entsprechenden
Wellenlangen in Abhangigkeit von dem gekoppelten Fluoreszenzfarbstoff.

Die Bestimmung der Transduktionseffizienz nach lentiviraler Infektion von Zellen
wurde anhand der Bestimmung der prozentualen Menge an GFP- (miR-ZIP) bzw.
RFP-positiver (ShRNA-RASSF1A) Zellen mittels FACS durchgefiihrt. Des Weiteren
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wurde zur Selektion miR-ZIP-exprimierender Zellen die Zellisolation mittels FACS an
einem BD FACS Aria lll genutzt. Dabei wurden GFP-exprimierende Zellen aus der
Gesamtzellpopulation isoliert.

Der Nachweis apoptotischer Zellen erfolgte unter Nutzung des PE Annexin V
Apoptosis Detection Kit | nach Herstellerangaben. Wéahrend der Apoptose werden
Phospholipide (Phosphatidylserine; PS) von der inneren zur auf3eren Zellmembran
translokiert. An diese bindet das Fluorochrom-markierte Ca®*-abhangige
Phospholipid-bindende Protein Annexin V. Durch die Verwendung des Farbstoffes 7-
AAD wurden zusatzlich spatapoptotische Zellen abgetrennt. Nur die zerstorten
Membranen toter oder nekrotischer Zellen sind permeabel fir den Farbstoff. Die
Messung erfolgte mittels FACS.

Die Analyse des Zellzykluses wurde mittels Farbung der zellularen DNA mit dem
Fluoreszenzfarbstoff  Propidiumjodid (PI) durchgefihrt. Pl interkaliert in
doppelstrangige Nukleinsauren und hat eine sehr hohe Quantenausbeute
(Exzitationswellenlange = 488 nm, Emissionswellenlange = 600 nm), welche mittels
FACS gemessen wurde. In der Histogrammdarstellung der PI-Fluoreszenz findet
man zwei deutliche Peaks, der vordere wird der GO/G1- Phase, d.h. dem einfachen
DNA-Gehalt zugeordnet, der hintere gehért zur G2/M- Phase, d.h. zum doppelten
DNA-Gehalt. Dazwischen liegt der Anteil der S-Phase, d.h. derjenigen Zellen, deren
DNA gerade repliziert wird. Die Anfarbung der Zellen erfolgte nach folgendem
Protokoll. Mit 1 x PBS gewaschene Zellen wurden durch tropfenweise Zugabe von 3
ml eiskaltem 70% Ethanol unter leichtem Vortexen und einstiindiger Inkubation auf
Eis fixiert und permeabilisiert. Durch Zentrifugation bei 4°C und 400 x g fur 5 min.
wurden die Zellen pelletiert und anschlie@end mit 2 x 1 ml PI-Farbepuffer
gewaschen. Gefolgt von einem Zentrifugationsschritt bei 400 x g fur 5 min. Nach
Uberfiihrung der Zellsuspension in FACS-Roéhrchen wurde 100 pl RNase A (1mg/ml)
zugesetzt, um doppelstrangie RNA-Molekiile zu entfernen. Es folgte eine Inkubation
bei 37°C fur 30 min. Die Farbung der DNA erfolgte durch Zugabe von 10 ug PI-
Losung (1 mg/ml) und Inkubation der Proben fur 30 min. in Dunkelheit und bei

Raumtemperatur.

Pl-Farbepuffer: 1 x PBS; 2% FBS; 0,01% NaN3
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Alle Messungen wurden am Durchflusszytometer FACS Calibur bzw. LSR I
durchgefiihrt und jeweils eine Mindestanzahl von 10000 Ereignissen dokumentiert.
Die Auswertung der erhobenen Daten erfolgte mittels CellQuest-Software bzw.
Cyflogic.

2.2.11 RNA-Extraktion

Die Isolation der Gesamtzell-RNA aus Saugerzellen erfolgte durch Zugabe von 1 ml
TRIzol®. Diese LOsung enthalt Phenol und Guanidiniumthiocyanat in einphasiger
Losung. Anschlieend wurden 200 pl Chloroform dazugegeben, die Proben
vorsichtig mehrfach invertiert und fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Phasentrennung in eine untere rote Phenol-Chloroform-Phase, eine milchige
Interphase und eine obere farblos-wassrige Phase erfolgte in einer Kuhlzentrifuge
bei 4 °C und einer Geschwindigkeit von 13000 rpm fur 15 min. Die in der oberen
Phase geloste RNA wurde in ein neues Reaktionsgefal tberfiihrt und somit von
DNA und Proteinen, welche sich in den anderen Phasen befinden, getrennt. Die
Prazipitation der RNA erfolgte durch Zugabe von 700 ul Isopropanol. Nach
Durchmischung und 10-minutiger Inkubation der Reaktion bei Raumtemperatur
wurde die RNA durch 10-minitige Zentrifugation bei 13000 rpm in einer
Kihlzentrifuge bei 4 °C pelletiert. Der Uberstand wurde verworfen. Zum Waschen der
RNA wurde 1 ml 70%-igem Ethanol zugegeben und dann 10 min bei 13000 rpm und
4 °C zentrifugiert. Das RNA-Pellet wurde anschlieBend luftgetrocknet und in
RNase/DNase-freiem-Wasser geldst. Die Lagerung der extrahierten RNA erfolgte bis

zur weiteren Verarbeitung bei -80 °C.

2.2.12 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Qualitats- und Quantitatsbestimmung von Nukleinsduren wurde mittels eines
Spektralphotometers (Nano-Photometer™) durchgefiihrt. Die Konzentration wurde
anhand photometrischer Absorptionsmessung bei 260 nm fir Nukleinsauren und 280

nm fur Proteine und Berechnung der optischen Dichte (OD) ermittelt. Ein Azeo/A2s0
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Quotient von 1,8 (RNA) bzw. 2,0 (DNA) wurde als Richtwert fur die Reinheit der

Proben genutzt.

2.2.13 cDNA-Synthese

Das Uberfiihren von mRNA (messenger RNA) in cDNA (complementary DNA)
erfolgte unter Verwendung der retroviralen Reversen Transkriptase. Diese Reaktion
ermdglicht die Anwendung der PCR-Technik fir die RNA-Analytik.

Fur die Reverse Transkriptase (RT)-Reaktion wurde das Revert Aid™ H Minus First
Strand cDNA Synthesis Kit den Herstellerangaben entsprechend verwendet. In der
RT-Reaktion wurde je Probe 100 ng Gesamt-RNA eingesetzt. Dem Ansatz wurden
jeweils 1 ul Oligo-(dT)-Primer, 4 ul 5-fach Reaktionspuffer, 2 pl dNTP Mix (10 mM),
0,5 ul RiboLock-RNase-Inhibitor und 1 pl Reverse-Transkriptase (200 U, Revert
Aid™ H Minus M-Mul V Reverse Transcriptase) sowie RNase/DNase-freies Wasser
zu einem Gesamtvolumen von 20 pl zugegeben. Die Umschreibung der mRNA in
cDNA erfolgte bei 42°C fur 60 min. Die Reaktion wurde durch Erhitzen auf 70°C fur
15 min abgestoppt. Das entstandene cDNA-Gemisch wurde direkt fur die

anschlieende PCR verwendet bzw. bei -20°C gelagert.

2.2.14 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die spezifische Vervielféaltigung von Nukleinsauren in vitro wurde durch die Methode
der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction — PCR) erzielt. Die PCR
ermdglicht die Amplifikation eines DNA-Fragments (Template) Uber einen Bereich,
der von zwei synthetischen DNA-Oligonukleotiden (Primer), die zum Template
komplementar sind, flankiert wird. Bei der PCR handelt sich um einen mehrstufigen
Prozess. In der initialen Denaturierungsphase (5 min bei 95°C, Hot Start) wird die
doppelstrangige DNA aufgeschmolzen. Daran schliel3t eine Abfolge von 30-40
Zyklen mit den Reaktionsschritten: Denaturierung (thermischem Aufschmelzen des
Templates zu Einzelstrangen; 30-60 s bei 95°C), Annealing (Primerhybridisierung an
einzelstrangige Template-DNA; 10-60 s bei 50-66°C) und Primerextension (30-60 s

bei 72°C). Durch die zyklische Wiederholung dieser Schritte kommt es zu einer

39
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exponentiellen Amplifikation der Zielsequenz. Ein finaler Extensionsschritt (5 min bei
72°C)  komplettiert  unvollendete  Extensionsschritte. Die  verwendeten
Reaktionszeiten und Temperaturen sind von der Lange der Amplifikate und den
spezifischen Sequenzen abhéngig. Die PCR wurde fir qualitative und quantitative
Zwecke, wie RNA-Analyse, Klonierung und Mutagenese eingesetzt. Fur
Standardanwendungen sowie fir Klonierungen wurde die hitzestabile Tag-DNA-

Polymerase und fur die Mutagenese die Pfu-DNA-Polymerase verwendet.

22141 Semiquantitative PCR

Die semiquantitative PCR wurde fur die Klonierung der RASSF1A 3'UTR in den
PGL3-Kontrollvektor eingesetzt. Fur die Standardreaktion wurde ein 20 pl Ansatz
bestehend aus 2 pl cDNA, jeweils 1 pl des entsprechenden Primerpaares (10 pmol),
2 pl dNTP-Mix (10 pM), 2 ul Reaktionspuffer, 2 pl MgCl, und 0,3 pl Tag-DNA-
Polymerase (2,5 U) und 9,7 ul RNase/DNase-freies Wasser eingesetzt. Die PCR
wurde in einem ThermoCycler T Gradient Thermoblock bzw. Thermal Cycler T100
durchgefuihrt. Die verwendeten Primer sind unter 2.1.4 (Oligonukleotide zur
microRNA- und mRNA-Detektion) aufgelistet.

2.2.14.2 Quantitative Real-Time PCR

Die quantitative Real time-PCR beruht auf dem Prinzip der herkdbmmlichen PCR und
ermdglicht die quantitative Analyse der DNA durch Fluoreszenzmessung in Echtzeit.
Dabei nimmt die Fluoreszenzintensitat proportional zur gebildeten DNA-Menge zu.
Fur die Reaktionen wurde das QuantiTect® SYBR Green PCR Kit verwendet. SYBR
Green | ist ein asymmetrischer Cyanin-Farbstoff, der sich in die kleine Furche
doppelstrangiger DNA einlagert. Der resultierende DNA-Fluoreszenzfarbstoff-
Komplex absorbiert blaues Licht bei einer Wellenlange Anax = 494 nm und emittiert
grunes Licht bei Amax = 521 nm. Am Ende der PCR lasst sich aus den gewonnenen
Daten die exponentielle Phase bestimmen, an deren Beginn eine Schwelle
(threshold) gelegt wird, um jeder PCR-Messkurve eindeutig einem PCR-Zyklen-Wert

zuordnen zu konnen, bei der das Fluoreszenz-Signal diesen Schwellenwert


https://de.wikipedia.org/wiki/Fluoreszenz
https://de.wikipedia.org/wiki/Wellenl%C3%A4nge
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durchbricht (Cr-Wert, threshold cycle). Zur Uberprufung der Spezifitat der Reaktion
schliel3t sich an den letzten Zyklus eine Schmelzkurve an. Dabei wird das PCR-
Produkt in Abhéangigkeit von Basenzusammensetzung und Lange bei einer
spezifischen Temperatur aufgeschmolzen. Die Reaktionen erfolgten in einem Rotor-
Gene™ 3000, Real Time Thermal Cycler sowie im Real Time PCR System 7500. Zur
Normalisierung der Werte wurde die mRNA des housekeeping-Gens GAPDH
gemessen. Die Berechnung erfolgte mittels relativer Quantifizierung nach der AACT-
Methode. Der fold change der exprimierten Gene wurde relativ zum Kontrollgen nach

folgender Formel berechnet.

2-A(ACT) (ACT = CT, Zielgen — CT, Kontrollgens A(ACT) = ACT, stimuliert — ACT, Kontrolle)

2.2.14.3 MicroRNA-Quantifizierung mittels gPCR

Die Analyse der microRNA Expression erfolgte unter Verwendung der
entsprechenden TagMan® MicroRNA Assays nach Herstellerangaben auf der
Grundlage der Methode der quantitativen Real-Time PCR. Abweichend davon wird
beim TagMan-Assay neben den flankierenden Primern zusétzlich eine 5 -FAM™-
markierte TagMan-Sonde, welche einen nichtfluoreszierenden Quencher (NFQ) am
3’-Ende besitzt, eingesetzt. Durch die 5°-3"-Exonukleas-Aktivitat der Polymerase
kommt es zum Abbau der Sonde am 5°-Ende und zur Entfernung des Quenchers
vom Fluorophor. Infolge dessen wird eine Erhohung der Reporter-Fluoreszenz
gemessen. Die verwendeten Primer sind unter 2.1.4 (Oligonukleotide zur microRNA-
und mRNA-Detektion) aufgelistet. Zur Normalisierung in humanen Zellen wurde die
Expression der RNUB6 und in murinen Zellen die Expression der snoRNA135

gemessen.

2.2.15 Agarose-Gelelektrophorese

Zur praparativen Isolierung von DNA-Fragmenten fur die Klonierung wurden
Agarosegele genutzt. Nach einer semiquantitativen PCR wurden die
Reaktionsprodukte in einem 1,5%-igen Agarosegel elektrophoretisch anhand der
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GroRRe aufgetrennt. Dabei verhalt sich die Laufstrecke umgekehrt proportional zum
Logarithmus der Fragmentlange. Durch Anfarbung des Agarosegels mit DNA-
interkalierendem Ethidiumbromid bzw. GelRed sowie durch Verwendung eines DNA-
GrolRenstandards wurden die DNA-Banden in einem Geldokumentationsgerat

visualisiert und analysiert.

2.2.16 Klonierung

Unter dem Prozess des Klonierens versteht man das Einbringen von DNA-
Fragmenten in zirkulare, autonom replizierende Vektoren mit dem Ziel der
Vervielfaltigung und weiteren Analyse. Das gewlnschte DNA-Fragment wird aus
genomischer DNA bzw. cDNA mit Hilfe spezifischer Primer mittels PCR amplifiziert.
Nach elektrophoretischer Auftrennung und Detektion des DNA-Fragments im
Agarosegel wird dieses ausgeschnitten und mittels QIAEX® Il Gel Extraction Kit
nach Herstellerangaben isoliert. Die Verknupfung von DNA-Fragment und Zielvektor
erfolgt in einer Ligasereaktion mittels T4-Ligase nach Herstellerangaben. Das
Ligationsprodukt wird in einer Transformationsreaktion in kommerziell erworbene
kompetente Bakterienzellen ( DH5a, Escherichia coli XL-1blue, One Shot® TOP 10,
Subcloning Efficiency™ DH5a™) eingebracht. Dabei wird die bakterielle Zellwand
durch Hitzeschock fir die DNA permeabel gemacht. Hier variieren Zeit und
Temperatur in Abhangigkeit vom Bakterienstamm.

Die Vermehrung und Selektion einzelner Bakterienklone erfolgte unter Verwendung
von Antibiotika auf LB-Agar-Platten bei 37°C im Inkubator Giber Nacht (12-16h). Eine
weitere Vermehrung einzelner Plasmid-tragender Bakterienklone erfolgte in einer 1
ml LB-Kultur unter Verwendung von Antibiotika bei 37°C U(Uber Nacht im
Schiuttelinkubator.

LB-Medium: 5 g Hefeextrakt
5 g NaCl

10 g Trypton
geldst in 1 | destilliertem Wasser, autoklaviert.
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LB-Agar: LB-Medium
1,5 % Agar-Agar, autoklaviert.

Die Isolation der Plasmid-DNA aus den Bakterienkulturen erfolgte durch Mini-
Plasmidpraparation mittels QlAprep® Spin Miniprep Kit nach Herstellerangaben. Die
Konzentration und Reinheit der DNA wurde photometrisch bestimmt. Die Sequenz
des Inserts wurde anhand einer Sequenzierungsreaktion tberpruft. Die Isolierung der
grolRerer Plasmid-DNA-Mengen aus Bakterienkulturen erfolgte durch Nutzung des
HiSpeed® Plasmid Maxi Kits entsprechend den Herstellerangaben.

Fur die Klonierung der RASSF1A 3'UTR (NCBI Reference Sequence: NM_007182.4)
wurde die komplette 795 Basen-lange 3"'UTR aus cDNA von NB4-Zellen, welche 48h
mit ATRA behandelt wurden, mittels Taqg-Polymerase amplifiziert. Durch die
Verwendung spezifischer Primer (2.1.4 Oligonukleotide zur microRNA- und mRNA-
Detektion sowie Klonierung) wurde an beiden Enden der amplifizierten DNA-
Sequenz jeweils eine Xbal-Schnittstelle generiert. AnschlieRend wurde die gereinigte
3'UTR in den pCR-2.1®-TOPO®-Vektor kloniert. Mittels Xbal-Restriktionsverdau
wurde die RASSF1A 3'UTR isoliert. Die Klonierung der RASSF1A 3'UTR in den
pGL3-control-Vektor erfolgte Uber die Xbal-Restriktionsschnittstelle, welche sich
zwischen Luziferasegen und Poly-A-Sequenz des Vektors lokalisiert ist. Vorbereitend
dafur wurde der pGL3-control-Vektor mittels Xbal-Restriktionsverdau linearisiert. Die
Dephosphorylierung des Vektors erfolgte nach Herstellerangaben durch Behandlung
mit alkalischer Phosphatase (rAPid Alkaline Phosphatase). Nach Transformation

wurden die Plasmid-tragenden Bakterien durch Zusatz von Ampicillin selektiert.

2.2.17 In-vitro-Mutagenese

Die gezielte Modifizierung der Basensequenz eines klonierten DNA-Abschnittes
bezeichnet man als in—vitro-Mutagenese. Verdnderungen kdénnen z.B. Deletionen,
Insertionen und Substitutionen einzelner Basenpaare oder ganzer DNA-Abschnitte
sein.

Die Mutation der RASSF1A 3'UTR (pGL3-RASSF1A 3 'UTR-Vektor) erfolgte unter
Verwendung des QuikChange® Il XL Site-Directed Mutagenesis Kits entsprechend

den Herstellerangaben. Die Mutationen wurden durch Verwendung spezifischer
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Primer erzielt (siehe 2.1.4 Oligonukleotide — Klonierungsprimer). Diese Primer
Uberspannen jeweils eine miR-181-Bindestelle und variieren in jeweils 4 Basen von
der komplementaren RASSF1A 3"UTR-Sequenz. Mittels PCR fand eine spezifische
Vervielfaltigung der Plasmide statt, welche die mutierten Bindestellen tragen. Durch
Sequenzierung des Vektors wurden die Mutationen kontrolliert (siehe 2.1.4

Sequenzierungsprimer).

2.2.18 Transiente Transfektion mittels Elektroporation

Das Einbringen von DNA in eine eukaryotische Zelle mit dem Ziel der temporéaren
Expression eines Gens, bezeichnet man als Transfektion. Bei der Transfektion
mittels Elektroporation wird mittels kurzer elektrischer Pulse eine kurzzeitig erhdhte
Permeabilitdt der Zellmembran erzeugt, die eine Diffusion der DNA ins Zellinnere
ermoglicht. Die Transfektion der microRNA Mimic-Molekule sowie der verschiedenen
Vektoren wurde mittels eines Elektroporationsgeréts (Nucleofector® 2b Device) unter
Verwendung des AMAXA™ Nucleofector Cell line Kit V und C nach

Herstellerangaben durchgefihrt.

2.2.19 Lentivirus-Herstellung und virale Transduktion

Lentiviren sind eine Gattung innerhalb der Familie der Retroviren (Reverse
Transkriptase Onkoviren). Sie sind ummantelte Einzel(+)-Strang-RNA-Viren und
kénnen im Gegensatz zum Gammaretrovirus auch nicht teilungsaktive, eukaryotische
Zellen infizieren. Das einfache provirale Genom enthélt drei Gene und zwei Long
Terminal Repeats (LTRs). Die Informationen zur Steuerung der Vviralen
Genexpression enthalten. Gag (Gruppenspezifisches Antigen) kodiert die Matrix-,
Kapsid- und Nukleokapsidproteine. Pol kodiert die viralen Enzyme Protease, Reverse
Transkriptase (mit RNase H) und Integrase. Env kodiert virale Hillproteine. In der
gentechnischen Anwendung werden bei der Erzeugung von kunstlichen viralen
Vektoren Hullproteine zur Verbesserung der Stabilitdt und Infektion ausgetauscht

(Pseudotypisierung). Bei der Transduktion (auch Infektion) mittels Lentiviren wird
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Fremd-DNA in Zielzellen eingebracht. Die resultierende Integration der Fremd-DNA
ins Wirtsgenom flhrt zur stabilen Expression der inserierten DNA.

Die Herstellung der lentiviralen Partikel fur die stabile Expression der mir-ZIP-
Konstrukte sowie der shRNA-Konstrukte wurde in 293TN-Zellen vorgenommen.
Vorbereitend wurden 50000 Zellen pro cm? in einer 175 cm?Zellkulturflasche
ausgebracht. Am nachsten Tag erfolgte die Transfektion der Ziel-DNA sowie der

Verpackungsplasmide psPAX2 (gag/pol) und pMD2.G(vsv-Q).

Transfektionsansatz: 20 ug Ziel-DNA
15 pg psPAX2
10 pyg pMD2.G
gelést in 1ml Opti-MEM + 135 pl PEI (1:1000 Verdinnung)

Der Ansatz wurde 20 min. bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieend in 11 ml
DMEM (high glucose), versetzt mit 2% FBS, verdinnt. Die Medium-DNA-Mixtur wird
auf die mediumfreien Zellen gegeben und 4 h im Begasungsbrutschrank inkubiert. Im
Anschluss wurde das Medium durch 12 ml frisches DMEM (high glucose)-
Kultivierungsmedium ersetzt. Die Zellen wurden anschlieBend 3 Tage im
Begasungsbrutschrank inkubiert, wobei ein taglicher Mediumwechsel durchgefihrt
wurde. Der erhaltene Uberstand wurde bei 1500 rpm fiir 7 min. zentrifugiert. Durch
Zugabe von PEG-it™ Virus Precipitation Solution und 3-tdgiger Inkubation bei 4°C
wurden die Viruspartikel prazipitiert. Das Pelletieren der viralen Partikel erfolgte
durch Zentrifugation bei 4500 x g fur 1 h bei 4°C. Das Pellet wurde in einem
Hundertstel des Ausgangsvolumens in PBS gelost und bis zur weiteren Verwendung
bei -80°C aufbewahrt.

Die Infektion der Zielzellen (NB4-Zellen) erfolgte in 12-Loch-Platten. Daflr wurden
100000 Zellen einmalig bzw. zweimalig in einem Abstand von 24h mit jeweils 1 pl der
aufkonzentrierten Viruspartikel transduziert und im Begasungsbrutschrank inkubiert.
Die Insertion der Ziel-DNA wurde nach 3 Tagen mikroskopisch und mittels FACS

Uberpraft.
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2.2.20 Luziferase-Reporter-Assay

Reportergenkonstrukte werden zur Charakterisierung eukaryotischer
Genexpressionen eingesetzt. Dabei lassen sich sowohl qualitative als auch
guantitative  Aussagen treffen. Als Reportergene werden vornehmlich
Expressionskonstrukte genutzt, die Proteine kodieren, welche einfach und mit hoher
Sensitivitat nachweisbar sind. Beim Luziferase-Reporter-Assay nutzt man das
hochsensitiv hachweisbare Enzym Luziferase. Mittels eines Luminometers werden
die Photonen, die durch katalytische Oxidation des Luziferins entstehen, gemessen.
Eine spezielle Form ist der Dual-Luciferase™ Reporter-Assay. Hier werden innerhalb
eines Systems zwei verschiedene Luziferase-Proteine simultan exprimiert und
gemessen. Die Firefly (Photinus pyralis)-Luziferase ist als Reporter im Luziferase-
Reporterkonstrukt vorhanden. Die Renilla (Renilla reniformis)-Luziferase steht unter
der Kontrolle eines konstitutiven Promotors und dient bei Kotransfektion als
Kontrollreporter (pRLO). Der Dual-Luciferase™ Reporter-Assay wurde den
Herstellerangaben entsprechend durchgefthrt.

2.2.21 Isolation von Proteinen und Konzentrationsbestimmung nach Bradford

Die Gewinnung von Proteinen aus Saugerzellen erfolgte durch RIPA-Lyse. Hierflr
wurden 1 Million Zellen in 100 pl RIPA-Puffer, welchem PMSF, DTT und Protease-
Inhibitor-Cocktail jeweils frisch zugesetzt wurde, geldst. Nach einstiindiger Inkubation
auf Eis wurden unl6sliche Zellbestandteile durch Zentrifugation bei 13000 rpm fur 15
min bei 4°C abgetrennt. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaRl
Uberfuhrt. Die quantitative Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach der
Bradford-Methode unter Nutzung des Bio-Rad Protein Assays. Dabei wurde die
Absorption bei 595 nm photometrisch gemessen und anhand einer zuvor angelegten

BSA-Eichkurve die Proteinmenge bestimmt.
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RIPA-Puffer: 150 mM NacCl
1 % IGEPAL® CA-630
0,5 % Natriumdesoxycholat
50 mM Tris; pH 8,0

+ 1/10 Volumen PMSF (100 mM)
+ 1/10 Volumen DTT (10 nM)
+ 1/10 Volumen Protease-Inhibitor-Cocktail

2.2.22 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen

Proteine besitzen als amphotere Makromolekille einen unterschiedlichen grofRen
Anteil an positiv (Lysin, Arginin) und negativ geladenen (Asparaginsaure,
Glutaminsaure) sowie ionisierbaren (z. B. Histidin, Cystein) Aminosaureresten. Die
elektrophoretische Mobilitat in einer pordsen Gelmatrix ist daher neben der Grol3e
und Form auch von der Nettoladung unter den jeweiligen Bedingungen abhéngig.
Die Auftrennung von Proteinen nach Grof3e ist nach Behandlung mit der anionischen
Detergens Natriumdodecylsulfat (SDS) zusammen mit Schwefelbriicken-spaltenden
Thiolreagenzien, wie z. B. (-Mercaptoethanol, in einer diskontinuierlichen SDS-
Gelelektrophorese moglich. In einem vertikalen Gelelektrophoresesystem passieren
die Proben zunachst ein Sammelgel und anschlieend ein Trenngel, in welchem die
Proteine aufgrund ihrer molekularen GroRRe getrennt werden. 30-60 pg gelostes
Protein, wurde mit Proteinladepuffer gemischt und anschliel3end fir 10 min bei 95°C
hitzedenaturiert. Die Proteine sowie eine farbstoffmarkierte Standardproteinmischung
(Page Ruler™ Plus Prestained Protein Ladder) zur Molekulargewichtsabschatzung
wurden auf das Gel aufgetragen und durch Anlegen einer Spannung von 150 V fur
1h aufgetrennt.
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Sammelgel: Aqua dest. Trenngel:  Aqua dest.
1,5 M Tris-HCI (pH 8,8) 0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)
30% Acrylamid 30% Acrylamid
10% SDS 10% SDS
10% APS 10% APS
TEMED TEMED

Proteinladepuffer: Aqua dest
0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)
10% Glycerol
20% 10%-iges SDS (w/v)
5% B-Mercaptoethanol
0,05% (w/v) Bromphenolblau

2.2.23 Western Blot

Die Visualisierung spezifischer Proteine in einem Membran-fixierten Proteingemisch
mittels Antikdrperbindung bezeichnet man als Western Blot. Die aufgetrennten
Proteine wurden elektrophoretisch, durch Anlegen einer Spannung von 150 mA fur
1h, aus dem SDS-Polyacrylamidgel auf eine Nitrocellulosemembran Ubertragen. Die
Uberprifung der Effizienz des Transfers der Proteine auf die Membran erfolgte
mittels Ponceau S-Farbung der Membran. Vor der Nachweisreaktion mittels
spezifischer Antikorper wurde die Membran in einer 5%-igen Trockenmilchldsung fur
1h inkubiert, um Uberschissige Proteinbindestellen zu saturieren und unspezifische
Bindungen der Antikdrper zu verhindern. Zum Nachweis der Proteine wurde die
Membran zuerst mit einem spezifischen gegen das nachzuweisende Protein
gerichteten Primarantikdrper bei 4°C fur mindestens 16 h inkubiert, gefolgt von einer
Inkubation mit einem sekundaren gegen konstante Bereiche des ersten Antikdrpers
gerichteten Antikérper bei RT fur eine Stunde. Der Sekundarantikorper ist mit dem
Enzym Meerrettichperoxidase (HRP) konjugiert, welches durch Wasserstoffperoxid
oxidiert und anschlief3end in dieser Form mit Luminol reagiert. Dies wiederum bewirkt
eine Chemilumineszenz, welche als Schwarzfarbung auf einem Rontgenfilm oder im
LI-COR C-DiGit® Blot Scanner detektierbar ist. Als Substrat fir die HRP wurde das
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WesternSure™ Cemiluminescent Substrat der Firma LI-COR benutzt. Die

Quantifizierung der Bandenintensitat erfolgte mittels der Software ImageJ.

2.2.24 Statistik

Fur die statistische Auswertung der durchgefiihrten Experimente wurde der Student t
Test fur abhangige und unverbundene Stichproben verwendet (Excel, Microsoft,
USA). Unterschiede von p < 0,05 (*), p < 0,01 (**) wurden als statistisch signifikant
gewertet. Die Ergebnisse wurden als Mittelwert + Standartabweichung von 3
unabhéngigen Experimenten dargestellt. Die Balkendiagramme wurden mit Excel
und die Box-Whisker-Plots mit SPSS 17 erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 ATRA fuhrt zur Reduktion der miR-181a/miR-181b-Expression

in APL-Zellen in vitro und in vivo

In der klinischen Therapie der akuten Promyelozytenleukdmie (APL) wird das Vitamin
A-Derivat all-trans Retinsaure (ATRA) zur Behandlung eingesetzt und fihrt in
Kombination mit Chemotherapie zu sehr guten Heilungsraten. Die verwendeten
pharmakologischen Dosen ATRA fiihren zur Differenzierung der APL-Blasten in vitro
und in vivo. Dieser Prozess geht mit gravierenden molekularen und morphologischen

Veréanderungen der Zellen einher (54), (259).

3.1.1 ATRA fuhrt zur granulozytaren Differenzierung von APL-Blasten und
differenziellen Expression der miR-181 Familie in vitro

Am Beginn der Arbeit stand die Etablierung des NB4-Zellkultursystems als in vitro-
Modell der APL. Die granulozytare Differenzierung wurde durch die einmalige Gabe
von 1 pg/L (10° M) ATRA induziert. Als Kontrolle wurde ein zur ATRA-L&sung
aquivalentes Volumen des Losungsmittels DMSO auf die Kontrollzellen appliziert.
Die Untersuchung des Differenzierungsstatus der Zellen erfolgte morphologisch
mittels May-Grunwald-Giemsa-Farbung und Analyse der CD11b-Expression mittels
FACS nach 72h. Die ATRA-behandelten Zellen wiesen nach May-Griinwald-Giemsa-
Farbung nierenformig-veranderte Zellkerne auf, welche in der DMSO-behandelten
Kontrolle nicht nachweisbar waren (Abb. 6, links). Auch die Expression des
Oberflachenmarkers CD11b war signifikant nach Behandlung mit ATRA im Vergleich
zur DMSO-Kontrolle erhoht (Abb. 6; mitte). Des Weiteren wurde nach 24h, 48h und
72h die Expression der granulozytaren Transkriptionsfaktoren C/EBPB und C/EBP¢
mittels gPCR gemessen. Dabei zeigte sich, dass ATRA bereits nach 24h zu einer
starken Induktion von C/EBP und C/EBPe fuihrt (Abb. 6; rechts).
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Abbildung 6 ATRA fihrt zur molekularen und morphologischen Differenzierung von APL-Zellen.
NB4-Zellen wurden einmalig mit ATRA (10° M; unten) oder dem Lésungsmittel DMSO (oben) behandelt. Nach
72h wurden “Cytospins” von den Zellen angefertigt und einer May-Grinwald-Farbung unterzogen (links). Die

Zellzahl

CD11b 0 24 48 72

72h

Pfeile kennzeichnen die nach ATRA-Behandlung charakteristisch nierenférmig verénderten Zellkerne bzw. die
unveranderten Zellkerne nach DMSO-Behandlung. In der Mitte ist ein reprasentatives Histogramm der mittels
Durchflusszytometrie analysierten CD11b-Expression der NB4-Zellen zum 72h-Zeitpunkt dargestellt. Die
Prozentzahlen geben den Anteil CD11b-positiver Zellen an der Gesamtzellzahl an. IgG Kontrolle = IgG Isotyp-
Kontrolle. Das Diagramm rechts zeigt die Messung der mRNA-Menge der granulozytenspezifischen
Transkriptionsfaktoren C/EBPB und C/EBP¢ mittels gPCR im Zeitverlauf (rechts). Die Normalisierung erfolgte zu
GAPDH.

Der Prozess der ATRA-abhangigen granulozytaren Differenzierung ist mit der
Veréanderung der Expression von proteinkodierenden und nicht proteinkodierenden
Genen verbunden. In diversen Publikationen wurden bereits verénderte
Expressionsmuster von microRNAs infolge ATRA-induzierter Differenzierung von
APL-Blasten beschrieben (125), (142). In diesem Zusammenhang konnten unter
anderem miR-223 und Mitglieder der miR-181-Familie nachgewiesen werden. Mittels
gPCR wurde die Expression von miR-223 und der miR-181-Familie analysiert. Die
Resultate zeigten, dass nach 24h eine ca. 3-fache Induktion der miR-223-Expression
nachweisbar war, wohingegen die Expression der miR-181-Familie durch ATRA im
Vergleich zu DMSO-behandelten Zellen stark reprimiert wurde (Abb. 7).
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Abbildung 7 ATRA-abhéangige Expressionsminderung der miR-181-Genfamilie in NB4-Zellen.

Analyse der miR-223- und 18la-d-Expression mittels qPCR 24h nach ATRA- bzw. DMSO-Applikation. Die
Expressionswerte der miR-223 sind als fold-change und die der miR-181-Familie als ddCT-Werte dargestellt. Die
Normalisierung erfolgte zur Expression der U6. * p < 0.05.

3.1.2 Die ATRA-vermittelte Reduktion der miR-181la/miR-181b-Expression ist
APL-spezifisch

Die ATRA-abhéngige Repression des miR-181a/miR-181b-Clusters in der APL
wurde bereits in Arbeiten von Su et al. (170), Careccia et al. (212) und Garzon et al.
(125) beschrieben. Aufgrund dessen und der eigenen Daten stellte sich die Frage, ob
es sich bei der ATRA-induzierten Repression des microRNA-Clusters um einen
allgemeinen ATRA-abhéngigen Effekt handelt oder ein APL-spezifischer
Regulationsmechanismus vorliegt. Hierfur wurden NB4-Zellen sowie die nicht APL-
Zelllinien U937 und HL60 mit 1 uM ATRA einmalig behandelt. Der Nachweis der
Differenzierung erfolgte nach 72h durch Messung der ATRA-abhangigen Zunahme
des CD11b-Oberflachenmarkers mittels FACS (Abb. 8 A-C). Die Expression von
miR-181a und miR-181b wurde mittels gPCR untersucht. Dabei konnte in NB4-Zellen
eine signifikante Repression der miR-181la/miR-181b-Expression nach ATRA-
Behandlung in Vergleich zur DMSO-Kontrolle nachgewiesen werden (Abb. 8 D). In
U937- und HL60-Zellen war hingegen keine ATRA-abh&ngige Regulation des miR-
181a/miR-181b-Clusters zu beobachten (Abb. 8 E, F).
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Abbildung 8 ATRA fuhrt zur spezifischen Erniedrigung der miR-181a/miR-181b-Expression in NB4-
Zellen.

NB4-, U937- und HL60-Zellen wurden einmalig mit 10°® M ATRA bzw. DMSO behandelt. Nach 72h wurde die
CD11b-Expression mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Prozentzahlen geben den Anteil CD11b-positiver
Zellen an der Gesamtzellzahl an. (A-C). Die miR-181a- und miR-181b-Expression in den Zellen wurde nach 24h,
48h und 72h mittels gPCR bestimmt (D-F). Die Expression der U6 wurde zur Normalisierung genutzt. * p < 0,05
und ** p <0,01.

3.1.3 Verminderte miR-181a/miR-181b-Expression in APL-Patienten nach
ATRA-Therapie

Neben den in vitro-Expressionsanalysen wurden auch Untersuchungen zur miR-

181a- und miR-181b-Expression in Knochenmarks- und Blutzellproben von 6 APL-
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Patienten, welche mit einer ATRA-basierenden Therapie behandelt wurden,
durchgefihrt. Fur die Untersuchungen standen RNA-Proben zum Diagnose-Zeitpunkt
und zu einem Zeitpunkt wahrend der ATRA-basierenden Therapie zur Verfigung
(siehe 2.1.5.; Tabelle 3). Die Analyse der Proben mittels qPCR zeigte, dass die
Behandlung der Patienten mit pharmakologischen Dosen ATRA zu einer hoch
signifikanten Repression der miR-181a- und miR-181b-Expression in den Zellen des

Knochenmarks und des Blutes der Patienten fiihrt (Abb. 9).
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Abbildung 9 Verminderte miR-181a/miR-181b-Expression im Knochenmark bzw. peripheren Blutzellen
von APL-Patienten nach ATRA-Therapie.

Die miR-181a- und miR-181b-Expression in RNA-Proben aus Knochenmark bzw. dem peripheralen Blut von 6
APL-Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose und zu einem Zeitpunkt wéahrend der ATRA-Therapie wurden mittels

gPCR gemessen. Die Normalisierung erfolgte zur U6-Expression. ** p < 0,01.

3.1.4 Apoptose-induzierende Agenzien haben keinen Einfluss auf die miR-
181a/miR-181b-Expression

Wahrend der herkbmmlichen ATRA-basierenden APL-Therapie werden zusatzlich
die zytostatisch-wirkenden Medikamente Doxorubicin (Doxo), Cytarabin (ARA-C) und
Arsentrioxid (As;O3) eingesetzt (260). Um den Einfluss dieser Medikamente auf die
miR-181a- und miR-181b-Expression zu tberprifen, wurden NB4-Zellen einmalig mit
1 uM As,03, 0,01 pg/ml Doxorubicin in Kombination mit und ohne Cytarabin (0,05
pmol/l) behandelt. Als Kontrolle wurden die Zellen einmalig mit 1 pM ATRA
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behandelt. Die jeweiligen LoOsungsmittel wurden in den Kontrollansatzen in
entsprechenden Volumina auf die Zellen appliziert. Die Analyse der miR-181a- und
miR-181b-Expression 24h und 48h nach Behandlung zeigte, dass die verwendeten
Zytostatika keine Repression der miR-181a- und miR-181b-Expression hervorriefen.
Ferner konnte eine nicht signifikante Induktion der microRNA-Expression 48h nach
Applikation der Agenzien nachgewiesen werden, welche auf mdgliche apoptotische
Effekte zurlickgefuihrt werden kann. Dagegen zeigte sich in den ATRA-behandelten
Zellen eine hoch signifikante Reduktion der miR-181a- und miR-181b-Expression
(Abb. 10).

10 10

9 9
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8 7 8 7 O Kontrolle
® 6 56
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14 14 m As,0;
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2 2 mATRA
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Abbildung 10  Keine Erniedrigung der miR-181a/miR-181b-Expression in NB4-Zellen nach Behandlung
mit Zytostatika.

QPCR-Analyse der miR-181a- und miR-181b-Expression in NB4-Zellen 24h und 48h nach einmaliger
Behandlung mit den Zytostatika Arsentrioxid (As2O3; 1uM) und Doxorubicin (Doxo; 0,01 pg/ml) in Kombination mit
und ohne Cytarabin (ARA-C; 0,05 pmol/l) sowie nach ATRA-Behandlung (1pM). ** p < 0,01; n.s.= nicht

signifikant.

Um die Effekte der verwendeten Agenzien auf die Zellen zu Uberprifen, wurde
anhand eines Annexin V-basierenden Apoptose-Assays die Vitalitdt der Zellen 48h
nach Behandlung uberprift. Dabei zeigte sich, dass die Behandlung mit ATRA
keinen Einfluss auf die Apoptose hat. Hier ist der prozentuale Anteil der Annexin V+/
7-AAD- -Zellen an der Gesamtzellzahl nach ATRA- bzw. DMSO-Behandlung gleich
(Abb. 11 A). Die Behandlung der Zellen mit Zytostatika hingegen erhdht den Anteil
der Annexin V+/ 7-AAD- -Zellen im Vergleich zur Kontrolle signifikant. Zudem konnte
auch eine deutliche Zunahme spatapoptotischer bzw. nekrotischer Zellen ( Annexin

V+/ 7-AAD+) beobachtet werden. Wobei die Kombination von Doxorubicin und
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Cytarabin den Anteil Annexin V+/ 7-AAD+-Zellen noch zusatzlich erhéht (Abb. 11 B,
C).
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Abbildung 11  Zytostatika induzieren Apoptose in NB4-Zellen.

A-C FACS-basierender Nachweis Annexin V- und 7-AAD-positiver Zellen nach ATRA- (A), As;Os- (B),
Doxorubicin- und Doxorubicin/Cytarabin-Behandlung (C) 48h nach Applikation. Die Prozentzahlen auf der rechten
Seite kennzeichnen Annexin V-positive sowie Annexin V/ 7-AAD-doppeltpositive Zellen. Die Dot Blots zeigen ein
représentatives Beispiel einer Messung. Die prozentualen Werte in den Quartanten entsprechen dem Mittelwert

aus 3 unabhangigen Experimenten.

Neben der Apoptose wurde auch der Differenzierungsstatus der Zellen durch die
Messung der C/EBPB-mRNA-Menge mittels gPCR Uberprift. Die Applikation von
ATRA fuhrte zu einer starken Induktion von C/EBP[ nach 24h und 48h im Vergleich
zur Kontrolle. Die Behandlung mit As,O3; und Doxorubicin in Kombination mit
Cytarabin hingegen erzeugt nur nach 24h eine signifikante und im Vergleich zur
ATRA-Behandlung deutlich schwachere Induktion der C/EBPB-Expression. Diese
kann jedoch nach 48h nicht mehr nachgewiesen werden. Des Weiteren fihrt die
Applikation von Doxorubicin alleine zu einer Repression von C/EBP nach 48h (Abb.
12).
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Abbildung 12  Zytostatika induzieren keine Differenzierung in NB4-Zellen.

Analyse der C/EBPB-Expression nach Applikation von As,03, Doxorubicin in Kombination mit und ohne Cytarabin
sowie ATRA mittels qPCR. Die Messung erfolgte 24h und 48h nach Behandlung. Normalisiert wurde zur
Expression von GAPDH. * p < 0,05 und ** p <0,01.

3.2 PML/RARa induziert die miR-181a/miR-181b-Expression in vitro

und in vivo

In der APL werden eine Vielzahl von Genen durch das onkogene Fusionsprotein
PML/RARa dereguliert (44), (43), (56), (46), (45). Die Behandlung von APL-Zellen
mit pharmakologischen Dosen ATRA fihrt zur Degradation und zum Funktionsverlust
des Fusionsproteins (59), (60) sowie zur Wiederherstellung der Differenzierung durch
die Veranderung der Genexpression (259). Nachdem in den bisherigen Daten die
ATRA-abhéangige Repression des miR-181a/miR-181b-Cluster in APL-Zellen gezeigt
wurde, sollte der Einfluss von PML/RARa auf die miR-181la- und miR-181b-

Expression untersucht werden.

3.2.1 Induktion der miR-181a/miR-181b-Expression in Abhangigkeit von
PML/RARa

Initial wurde eine vergleichende Analyse der miR-181a/mir-181b-Expression in der
APL-Zelllinie NB4 und in der nicht-PML/RARa-exprimierenden Zelllinie U937
durchgeftihrt. Dabei zeigte sich, dass die Expression der beiden microRNAs in NB4-
Zellen im Vergleich zu der in U937-Zellen signifikant erhdht ist (Abb. 13).
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Abbildung 13  MiR-181a und miR-181b werden in NB4-Zellen verstéarkt exprimiert.
Messung der miR-181a- und miR-181b-Expression in NB4- und U937-Zellen mittels gPCR. Die Normalisierung
der Werte erfolgte anhand der U6-Expression. * p < 0,05.

In den folgenden Untersuchungen wurde als in vitro-Modell zur Analyse der
PML/RARa-Abhangigkeit der miR-181a- und miR-181b-Expression das myeloide
Zelllinienmodell U937-PR9 genutzt. In diesen Zellen wird die PML/RARa-cDNA unter
der Kontrolle eines Metallothionein-Promotors exprimiert (257). Die entsprechenden
Kontrollzellen (U937-PC18) tragen das leere Expressionskonstrukt. Die Induktion von
PML/RARa erfolgte durch einmalige Behandlung der Zellen mit 100 uM ZnSO,. Die
Expression des Fusionsproteins wurde mittels Western Blot Uberprift. Anhand der
Detektion des Retinsaurerezeptor (RARa) mittels Western Blot konnte in U937-PR9-
Zellen neben dem endogen vorkommenden RARa-Protein (55 kDa) auch das
PML/RARa-Fusionsprotein (130 kDA) nachgewiesen werden (Abb. 14 A),
wohingegen in der Kontrollzelllinie U937-PC18 nur das endogene RARa-Protein
detektierbar war (Abb. 14 B). Die Analyse der miR-181a- und miR-181b-Expression
erfolgte mittels gPCR und zeigte eine bereits nach 2h signifikant erhdhte microRNA-
Menge in U937-PR9-Zellen, welche Uber den Analysezeitraum von 6h geringfligig
abnahm (Abb. 14 C). In den Kontrollzellen U937-PC18 konnte keine veranderte miR-
181a- und miR-181b-Expression infolge der ZnSO4-Applikation festgestellt werden
(Abb. 14 D).
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Abbildung 14  PML/RARa induziert das miR-181a/miR-181b-Cluster.

A und B Western Blot fir PML/RARa und RARa in U937-PR9-Zellen (A) und in U937-PC18-Zellen (B) nach
Zinksulfat (ZnSoa4)-Applikation. C und D Analyse der miR-181a- und miR-181b-Expression in U937-PR9-Zellen
(C) und U937-PC18-Zellen (D) mittels gPCR. Die qPCR-Normalisierung erfolgte anhand der U6-Expression. * p <
0,05 und ** p <0,01.

3.2.2 Verstarkte Expression des miR-181a/miR-181b-Clusters in APL-Patienten
und PML/RARa-knock in-M&usen

Fir die in vivo-Analysen der PML/RARa-Abhéngigkeit der miR-181a- und miR-181b-
Expression wurden Knochenmarksproben von AML-Patienten und Blutzellproben
von nicht-AML-Patienten (gesunde Blutzellen) sowie ein PML/RARa-knock in-
Mausmodel genutzt (siehe 2.1.5., Tabelle 4). Im untersuchten PML/RARa-knock in-
Mausmodell wird das humane PML/RARa-Gen unter der Kontrolle des murinen
Cathepsin G-Gens exprimiert, was eine gewebsspezifische Expression des
Fusionsproteins in hdmatopoetischen Vorlauferzellen ermdglicht. Die Analyse der
miR-181a- und miR-181b-Expression mittels gPCR zeigt eine signifikant erhohte
Menge der beiden microRNAs in Abhangigkeit von PML/RARa (Abb. 15 A). Des
Weiteren ergab die Untersuchung verschiedener AML-Patientenproben eine
signifikant erhéhte Expression von miR-181a und miR-181b in Patienten, welche das

PML/RARa-Fusionsprotein tragen [t(15;17)]. Der Vergleich der Expressionswerte
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erfolgte zu AML-Patienten mit normalem Karyotyp. Die Zellproben der anderen
untersuchten Subgruppen sowie gesunde Blutzellen wiesen keine signifikant
veranderte miR-181a- und miR-181b-Expression auf. Nur Patienten mit dem
onkogenen AML1/ETO-Fusionsprotein (t[8;21]) zeigten eine leicht erhdhte jedoch
nicht signifikante miR-181a- und miR-181b-Expression (Abb. 15 B).
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Abbildung 15 In APL-Patienten und in PML/RARa-knock in-Mausen wird das miR-181a/miR-181b-
Cluster verstarkt exprimiert.

A Analyse der miR-181a- und miR-181b-Expression im Knochenmark von 5 PML/RARa-knock in-M&ausen
(C578I/6-mCG+’PR) und 5 Wildtyp-Méausen (C57BI/6-WT) mittels gPCR. B Analyse der miR-181a- und miR-181b-
Expression in gesunden Blutzellen von nicht-AML-Patienten und in Knochenmarkszellproben von AML-Patienten,
unterteilt in spezifische Subgruppen mit entsprechenden Charakteristika. In den Box-Whisker-Plots sind die ddCt-
Werte dargestellt. In den Mausproben wurde anhand der Expression der murinen snoRNA135 und in den

humanen Proben anhand der U6-Expression normalisiert. * p < 0,05 und ** p < 0,01.
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3.3 Das miR-181a/miR-181b-Cluster ist essentiell fur die
Aufrechterhaltung der APL

Im Anschluss an die deskriptiven Untersuchungen zur APL-spezifischen Expression
des miR-181a/miR-181b-Clusters, sollte den beiden microRNAs eine biologische
Relevanz in der APL mittels knock down- und Uberexpressionsexperimenten

zugewiesen werden.

3.3.1 Blockierung des miR-181a/miR-181b-Clusters induziert Apoptose in NB4-

Zellen

Die Repression der miR-181a- und miR-181b-Expression wurde in NB4-Zellen
mittels lentiviraler Transduktion spezifischer miR-ZIP-Konstrukte (siehe 2.1.4.
Vektoren und Oligos) erzeugt. Bei dem miR-ZIP-basierenden microRNA-knock down
werden asymetrische shRNA-Molekile erzeugt, welche zu sequenzspezifischen
antisense-Oligos mit 100%-iger Komplementaritat zur Ziel-microRNA prozessiert
werden. Fur den knock down der miR-181a und miR-181b wurden spezifische
lentivirale Vektoren (System Bioscience), welche einen Einzel- bzw. Simultan-knock
down der microRNAs erzeugen, genutzt. Das verwendete Kontrollkonstrukt kodiert
eine unspezifische Sequenz.

Die Selektion miR-ZIP-exprimierender Zellen erfolgte durch FACS-basierendes
Zellsortierung und die Behandlung mit den Antibiotikum Puromycin. In den
selektierten Zellen wurde anschlielend die miR-181a- und miR-181b-Expression
mittels gPCR bestimmt. Die Ergebnisse zeigten eine bis zu 60%-ige Reduktion der
miR-181a-Menge nach Expression miR-181a-spezifischer antisense-Molekile. Die
Expression miR-181b-spezifischer antisense-Molekiile erzeugte eine bis zu 50%-ige
Reduktion der miR-181b-Menge. Zudem zeigte sich, dass beide Molekile auch die
jeweils andere microRNA in einem geringeren Mal3e reprimieren. Des Weiteren
wurde auch ein Simultan-knock down beider microRNAs durch Expression der
beiden antisense-Molekile unter der Kontrolle eines Promotors durchgeftihrt. Dabei

konnte jedoch keine gesteigerte knock down-Effizienz beobachtet werden (Abb. 16).
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Abbildung 16  Stabile Expression von miR-181la- und miR-181b-antisense-Molekilen fihrt zur
Reduktion der miR-181a- und miR-181b-Menge.

Analyse der miR-181a- und miR-181b-Mengen in NB4-Zellen mittels gPCR nach lentiviraler Infektion der Zellen
mit miR-ZIP-Konstrukten (miR-ZIP-NK; miR-ZIP-181a; miR-ZIP-181b; miR-ZIP-181a/181b). Die Normalisierung
erfolgte zur Expression der U6 * p < 0,05 und ** p < 0,01.

Aufgrund der mangelnden Effizienzsteigerung durch den Simultan-knock down
wurden in den anschlieBenden Experimenten die miR-ZIP-181a/181b-
exprimierenden Zellen nicht weiter berucksichtigt. Der Einfluss des miR-ZIP-
vermittelten microRNA knock downs auf die Vitalitat der Zellen wurde einerseits
durch die Messung der Proteinmenge des Zellzyklus- und Apoptoseregulators p53
sowie durch die Messung Annexin V-positiver Zellen untersucht. Im Western Blot fur
p53 zeigte sich eine 2,1-fache Induktion des Proteins nach Inhibierung von miR-
181a. Der knock down von miR-181b erzeugte lediglich eine Erhéhung des p53-
Proteins auf die 1,2-fache Menge (Abb.17 A). Die Analyse apoptotischer Zellen
erfolgte anhand eines Annexin V-Apoptose-Assays. Hierflr wurde der Anteil Annexin
V-positiver Zellen mittels FACS bestimmt. Der Ausschluss von spatapoptotischen
und nekrotischen Zellen erfolgte Uber die Messung von 7-AAD. Es zeigte sich eine
signifikante Zunahme Annexin V+/7-AAD- -Zellen nach knock down von miR-181a
bzw. miR-181b im Vergleich zu den Kontrollzellen. Dabei konnte in den miR-ZIP-
181a-exprimierenden Zellen eine Erhdhung der Apoptoserate um mehr als 100%
beobachtet werden, wohingegen miR-ZIP-181b-exprimierende Zellen lediglich eine

Steigerung der Apoptoserate von ca. 50% aufwiesen (Abb. 17 B).
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Abbildung 17  Stabile Inhibierung von miR-181a und mir-181b induziert Apoptose in NB4-Zellen.

A Western Blot fur das p53-Protein in miR-ZIP-exprimierenden NB4-Zellen. Die Werte unterhalb des Western
Blots korrespondieren zu den entsprechenden Ratios aus p53 und GAPDH. B Apoptose-Assay von miR-ZIP-
exprimierender Zellen. Nachweis apoptotischer Zellen nach Annexin V/ 7-AAD-Farbung mittels FACS. Die Dot
Blots zeigen ein reprasentatives Beispiel einer Messung. Das Balkendiagramm (rechts) reprasentiert den
Mittelwert aus 3 unabhéangigen Experimenten und stellt den prozentualen Anteil Annexin V+/ 7 AAD- -Zellen dar.
* 1 <0,01.

3.3.2 Blockierung des miR-181a/miR-181b-Clusters in NB4-Zellen inhibiert die
Fahigkeit zur Koloniebildung

Ein Charakteristikum von hamatopoetischen Zellen ist die Fahigkeit zur
Koloniebildung in einer semisoliden Matrix. Dabei lasst sich die Fahigkeit zum self-
renewal in einem seriellen replating-Assay (siehe 2.2.8.) untersuchen. Im replating-

Assay miR-ZIP-exprimierender NB4-Zellen zeigte sich, dass es durch den knock
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down von miR-181a und miR-181b zu einer verminderten Koloniebildungsfahigkeit im
Vergleich zur Kontrolle kommt. Dabei wurden in der ersten Aussaat infolge der miR-
181a-Inhibierung ca. 90% weniger Kolonien und infolge der miR-181b-Inhibierung ca.
30% weniger Kolonien im Vergleich zur Kontrolle gebildet. Die Koloniezahl der
Kontrollzellen nahm wahrend der folgenden 2 replating-Runden kontinuierlich zu.
Auch die Zellzahl der miR-ZIP-181a-exprimierenden Zellen stieg in den folgenden
Plattierungsrunden wieder leicht an, wohingegen die Koloniezahlen der miR-ZIP-
181b-exprimierenden Zellen im Laufe des Assays kontinuierlich abnahmen (Abb. 18).
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Abbildung 18 Verminderte Koloniezahl nach Inhibierung des miR-181a/miR-181b-Clusters.

Replating Assay miR-ZIP-exprimierender NB4-Zellen. Fotographische Darstellung der Kolonieverteilung nach der
1. und der 3. Aussaat. Dargestellt ist jeweils ein repréasentatives Beispiel fur jeden Ansatz. Im Balkendiagramm
(rechts) sind die Mittelwerte 3 unabhangiger Wiederholungen des replating-Assays zu jeder Aussaat dargestellt.
**p<0,01.

Zusatzlich wurde die KoloniegrofRe der miR-ZIP-exprimierenden Zellen und der
Kontrollzellen bestimmt. Hierfir wurden 135 zuféllig ausgewdahlte Kolonien nach der
ersten Aussaat mit Hilfe des Programms Image G ausgemessen. Die Analyse zeigte
eine verminderte durchschnittliche Koloniegréf3e der miR-ZIP-181a- und miR-ZIP-

181b-exprimierenden Zellen im Vergleich zu den Kontrollzellen (Abb. 19).
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Abbildung 19 Nach stabiler Inhibierung von miR-181a und miR-181b ist die NB4-Koloniegrdfle
reduziert.

KoloniegroRenmessung von miR-ZIP-exprimierenden NB4-Zellen im CFU-Assay an Tag 6 der 1. Aussaat. Der
weiRe Balken unten rechts im Foto entspricht einer Lange 300 pum. Im Box-Whisker-Plot (rechts) sind die

Mittelwerte der KoloniegréRenbestimmung aus 3 unabhéngigen Wiederholungen des CFU-Assays dargestellt. **
p <0,01.

3.3.3 Reduziertes Wachstum von NB4-Zellen infolge der Inhibierung von miR-
181a und miR-181b

Neben Apoptose und der Fahigkeit zur Koloniebildung wurde auch die
Proliferationsfahigkeit miR-ZIP-exprimierender NB4-Zellen untersucht. Nach der
Aussaat von jeweils 1 x 10* Zellen/ ml wurde die Lebendzellzahl {iber einen Zeitraum
von 9 Tagen in einem 3-tdgigen Rhythmus mittels Auszahlung Trypanblau-geféarbter
Zellen bestimmt. Die Resultate zeigten einen kontinuierlichen Anstieg der Zellzahl
Uber den Beobachtungszeitraum in allen untersuchten Konditionen. Dabei wiesen
miR-ZIP-181a- und miR-ZIP-181b-exprimierende Zellen nach 9-Tagen eine im Mittel

um 78% (miR-ZIP-181a) und 85% (miR-ZIP-181b) reduzierte Zellzahl gegeniber den
Kontrollzellen auf (Abb. 20).
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Abbildung 20 Verminderte Proliferationsfahigkeit der NB4-Zellen nach stabiler Inhibierung von miR-
181a und miR-181b.
Zellwachstumskurve miR-ZIP-exprimierender NB4-Zellen Uber einen Zeitraum von 9 Tagen. Im 3-tagigen

Abstand wurde die Lebenszellzahl mikroskopisch mittels Trypanblau-Farbung bestimmt. ** p < 0,01.

3.3.4 Intrazellulare miR-181a- und miR-181b- Anreicherung inhibiert die ATRA-

induzierte Differenzierung von NB4-Zellen

In den bisherigen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit
ATRA zur signifikanten und stabilen Reduktion der miR-181a- und miR-181b-
Expression in APL-Zellen fihrt. Um die funktionelle Relevanz dieses Prozesses
wahrend der ATRA-abhangigen granulozytaren Differenzierung von NB4-Zellen zu
untersuchen, wurden die intrazellularen miR-181a- und miR-181b-Mengen durch die
Transfektion spezifischer Mimic-Molekile artifiziell erhéht. Mit Hilfe von Mimic-
Molekdilen ist es moglich spezifische microRNAs funktionell zu mimikrieren. 24h nach
Transfektion erfolgte die Applikation von ATRA. Die FACS-basierende CD11b-
Messung zeigte eine signifikant reduzierte Menge des granulozytaren
Oberflachenmarkers in den miR-181a- und miR-181b-Mimic-transfizierten Zellen
gegenuber den Kontrollzellen, welche mit unspezifischen Mimic-Molekilen
transfiziert wurden. Im Detail war der Anteil an CD11b-Molekiilen nach Transfektion
von miR-181a-Mimic-Molekilen um 25% und nach Transfektion von miR-181b-
Mimic-Molekilen um 37% im Vergleich zur Kontrolltransfektion reduziert. Die
simultane Transfektion beider Mimic-Moleklle resultierte in einer um 45%
verminderten CD11b-Expression im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 21 A). Neben dem
granulozytaren Oberflaichenmarker CD11b wurde auch die mRNA-Menge von
C/EBPB und GCSF-R, welche im Laufe der ATRA-induzierten Differenzierung
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verstarkt transkripiert werden, bestimmt. 48h nach Kotransfektion von miR-181a- und
miR-181b-Mimics konnte in der gPCR-basierenden Analyse eine signifikante
Reduktion der C/EBPB- und GCSF-R-mRNA-Menge beobachtet werden. Dabei
wurde die Expression von C/EBPB um 67% und die Expression von GCSF-R um
58% im Vergleich zur Kontrolltransfektion gemindert (Abb. 21 B).
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Abbildung 21  Transiente Uberexpression von miR-181a und miR-181b inhibiert die ATRA-abhangige
Differenzierung von NB4-Zellen.

A und B Transfektion von NB4-Zellen mit microRNA Mimic-Molekilen fir miR-181a und miR-181b sowie einer
unspezifischen Kontrolle (NK). Die Applikation von ATRA (0,1 pM) sowie der entsprechenden Menge DMSO
erfolgte 24h nach Transfektion. A Analyse der CD11b-Expression mittels FACS 48h nach Transfektion der Mimic-
Molekiile. Die Resultate wurden jeweils als Uberlagerungshistogramm der Kontroll-Mimic-Transfektion (Mimic
NK) und der jeweiligen microRNA Mimic-Transfektion dargestellt. Das Balkendiagramm (rechts) zeigt den
prozentualen Anteil CD11b-exprimierender Zellen an der Gesamtzellzahl in der jeweiligen Bedingung. B C/EBP-
und GCSF-R-mRNA-Messung mittels qPCR in NB4-Zellen 48h nach Transfektion der Mimic-Molekile. Die
Normalisierung der PCR erfolgt zu GAPDH. * p < 0,05 und ** p < 0,01.
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3.4 Der Tumorsuppressor RASSF1A ist ein direktes Ziel von miR-
181a und miR-181b

In den bisherigen Resultaten wurde die funktionelle Relevanz von miR-181a und
miR-181b in der PML/RARa-assoziierten APL untersucht. MicroRNAs vermitteln im
Allgemeinen ihre Funktion Uber die direkte Bindung an mRNA-Ziele und deren
Translationsrepression (261). Aus diesem Grund wurde mit Hilfe des online-
verfiigbaren Dienstprogramms TargetScan (http://targetscan.org) nach putativen Ziel-
MRNAs gesucht. Der 2003 entwickelte bioinformatische Algorithmus TargetScan
sagt auf Grundlage von Sequenzkomplementaritdt, Berechnung der freien Energie
bei RNA-Duplex-Bildung und der phylogenetischen Konservation zwischen
Vertebraten potentielle microRNA-mRNA-Interaktionen voraus (262). Bei der Analyse
wurde die Liste putativer Ziele nach dem total context score+ sortiert. Dabei ergibt
sich der total context score+ aus der Summe definierter Eigenschaften der
Bindestelle (263). Die Selektion mdglicher Ziel-mRNAs erfolgte zusatzlich anhand
der Anzahl und Konservierung der Bindestellen in der 3'UTR sowie der bereits
bekannten biologischen Funktion des Proteins.

3.4.1 Identifikation putativer miR-181-Bindestellen in der 3'UTR des
Tumorsuppressors RASSF1A

Die miR-181-Familienmitglieder sind durch eine identische seed-Sequenz
charakterisiert. TargetScan 7.0 (264) listet fur die miR-181-Familie 1194 putative Ziel-
Transkripte mit 1412 konservierten und 626 schwach konservierten Bindestellen.
Deren Charakterisierung erfolgte auf der Grundlage einer Publikation von Friedman
et al. (265). Unter den Top-20% der Transkripte, sortiert nach ihrem total context
score+, befindet sich der Tumorsuppressor Ras association (RalGDS/AF-6) domain
family member 1 (RASSF1A). Dessen 3'UTR besitzt 3 putative miR-181-
Bindestellen, eine in Vertebraten hoch konservierte [1] und 2 schwach konservierte
[2;3], (Abb. 22 A, B). In der RASSF1A 3"UTR besitzt nur die miR-181-Familie eine in
allen Vertebraten konservierte Bindestelle (Abb.22 C). RASSF1A ist ein in einer

Vielzahl solider Tumore gut charakterisierter Tumorsuppressor (245), dem bisher
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noch keine Funktion in der Hamatopoese und der AML zugewiesen werden konnte.
Aufgrund des Vorkommens von 3 miR-181-Bindestellen und der Tatsache, dass
RASSF1A bisher nicht in der AML bzw. APL funktionell beschrieben wurde, wurden
weitere Analysen bezuglich einer miR-181-RASSF1A-Interaktion in der APL

vorgenommen.
RASSF1A ORF 3'UTR
| l |
3 2 1
miR-181-Bindestellen

5" ...UUUUUAUGAAGUGCGUGAAUGUA... RASSF1A 3'UTR +671-677 [1]
(NERRER

5" . ..GGGCCAGGGUCUGUGUGAAUGUG... RASSF1A 3'UTR +587-593 [2]
LR

5' . ..AAAGGUUUUGGAUCUUGAAUGUG... RASSF1A 3'UTR +392-398 [3]
(NERRER

3' . ..UGGGUGGCUGUCGUUACUUACAA... miR-181b

Spezies RASSF1A 3'UTR (Sequenz)

Hsa UAU-GAAGUGCGUG-AAUGUAU----~ GUARUGUGUG

Ptr CAU-GAAGUGCGUG-AAUGUAU-—-—- GUAAUGUGUG

Mml CAU-GAAGUGUAUG-AAUGUAU-—-—- GUARUGUGUG

The GGU-GCCGUGUGCG-AAUGUAU-———- GUAAUGUUCU

Mmu GAUGGAAGUGUAUG-AAUGUAU-—--- GUAAUGUUUU

Rno GAUGGAAGUGUAUG-AAUGUAU-—--- GUAAUGUUUU

Cpo GAU-GAAAUGCAUG-AAUGUAUUGUAUGUGAUGUUUU

Ocu GAU-GGAGUGUGUG-AAUGUAU-—--- GUCAUGUUUG

Sar GAU-UAUGUGUGCG-AAUGUAU-—--- GUARUAGUUU

Eeu GAU-ARAGUGUG---AAUGUAU-—--~ GUARUAG---

Cfa GAU-GAUGUGUGCG-AAUGUAU----- GUARUGUUUU

Fca GAU-GAUGUGUGCG-AAUGUAU-—--~ GUARUAUUUU

Eca GAU-AAUGUGUGUG-AAUGUAU-—--- GUARUAUUUU

Bta GAU-GAUGUGUGCG-AAUGUAU-—--~ GUACUAUUUU

Dno GAU-GACAUGUGCG-AAUGUAU-—-—~ GUAAUGUUUC

Konsensus GAU.GAaGUGUGUG.ARUGUAU. .. .. GUAAUGUUUu

miR-181a/b/c/d
[Bindestelle 1; + 672 - + 679]

Abbildung 22  Basenkomplementaritaten zwischen RASSF1A 3"UTR und miR-181-Familie.

A Schematische Darstellung der RASSF1A-mRNA und Kennzeichnung der 3 putativen miR-181-Bindestellen in
der 3’'UTR. B Detaillierte Darstellung der komplementaren Sequenzbereiche zwischen miR-181-Familie und der
RASSF1A 3'UTR. In der RASSF1A 3"UTR befinden sich 3 putative miR-181-Bindestellen. [1] = hoch konserviert;
[2] und [3] = schwach konserviert. Die seed-Sequence ist durch vertikale Striche gekennzeichnet. Die
Zahlenwerte kennzeichnen die Nukleotide relative zum Terminationskodon des humanen RASSF1A-Gens. C
Darstellung der in Vertebraten hochkonservierten miR-181-Bindestelle [1] mit Auflistung verschiedener Mammalia

mit den entsprechenden RASSF1A 3"UTR-Sequenzabschnitten. Kennzeichnung der seed-Sequenz in Rot.
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3.4.2 Das miR-181a/miR-181b-Cluster reguliert die RASSF1A Proteinmenge

Zunachst wurde ein Nachweis des RASSF1A-Proteins in verschiedenen
hamatopoetischen Zelllinien und humanen CD34+-Progenitorzellen durchgefiihrt. Im
Western Blot zeigte sich, dass das RASSF1A-Protein in allen analysierten Zellen in
unterschiedlichen Mengen nachweisbar war. Die geringsten Proteinmengen wurden
in HL60-Zellen und in der APL-Zelllinie NB4 detektiert. U937- und K562-Zellen
wiesen ahnlich starke RASSF1A-Proteinmengen wie CD34+-Zellen, welche als

Referenzzellen dienten, auf (Abb. 23).
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Abbildung 23  Analyse der RASSF1A-Proteinmenge in verschiedenen AML-Zelllinienmodellen und
humanen CD34+ Progenitorzellen.

Nachweis des RASSF1A-Proteins in U937-, HL60-, NB4-, K562-Zellen sowie CD34+-Progenitorzellen mittels
Western Blot. Als Referenz wurden CD34+-Progenitorzellen genutzt. Die Normalisierung erfolgte durch GAPDH.
Die Zahlenwerte unter dem Western Blot korrespondieren zu den entsprechenden Ratios aus RASSF1A und
GAPDH.

Ein moglicher miR-181a- und miR-181b-vermittelter Effekt auf die RASSFI1A-
Proteinmenge wurde nach Transfektion von miR-181a- und miR-181b-spezifischen
Mimic-Molekilen in U937-Zellen sowie in miR-ZIP-181a- und miR-ZIP-181b-
exprimierenden NB4-Zellen untersucht. Die Analyse mittels Western Blot zeigte eine
Uber den Messzeitraum von 48h starke Abnahme der RASSF1A-Proteinmenge nach
miR-181a- bzw. miR-181b-Mimic-Transfektion im Vergleich zur Kontrolltransfektion
mit unspezifischen Mimic-Molekilen. Dabei fiihren miR-181b-Mimic-Molekile zu
einer 100%-igen und miR-181a-Mimic-Molekiile zu einer 70%-igen Repression des
Proteins nach 48h (Abb. 24 A). Die Analyse der RASSF1A-Proteinmenge in miR-ZIP-
exprimierenden Zellen mittels Western Blot zeigte eine Erhéhung des Proteins um
80% nach stabilem knock down von miR-181a und um 70% nach stabilem knock
down von miR-181b (Abb. 24 B).
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Abbildung 24  Das miR-181a- und miR-181b-Level beeinflusst die RASSF1A-Proteinmenge.

A und B Analyse der RASSF1A-Proteinmenge mittels Western Blot 24h und 48h nach Transfektion von miR-181a
und miR-181b Mimic-Molekilen sowie der Kontroll-Mimics in U937-Zellen (A) und in NB4-Zellen nach lentiviraler
Inhibierung von miR-181a und miR-181b (B). Die Normalisierung erfolgte durch GAPDH. Die Zahlenwerte unter
den Western Blots korrespondieren zu den entsprechenden Ratios aus RASSF1A und GAPDH.

3.4.3 Direkte Bindung von miR-181a und miR-181b an die RASSF1A 3'UTR

Der Nachweis der direkten Bindung von miR-181a und miR-181b an die 3’'UTR von
RASSF1A erfolgte mittels eines modifizierten Luziferase-Assays. Dabei handelt es
sich um eine klassische Methode zum Nachweis einer direkten microRNA-mRNA-
Interaktion. Die zu untersuchende 3"UTR wird dafiir hinter das Luziferasegen
inseriert. Durch die Bindung der microRNA an die entsprechenden Bindestellen in
der 3’'UTR kommt es zum Abbruch der Translation der Luziferase-mRNA und somit
zur Reduktion der Luziferaseaktivitat (266). Die Mutation der microRNA-Bindestellen
wiederum ruft die Wiederherstellung der Translation und somit die Erhéhung der
Luziferaseaktivitat hervor. Dadurch erfolgt der spezifische Nachweis der microRNA-
Bindung an die 3'UTR der Ziel-mRNA. Zur Herstellung des Luziferasekonstruktes
wurde die komplette RASSF1A 3'UTR in die Xbal-Schnittstelle des pGL3-
Kontrollvektors inseriert (siehe 2.2.16). Diese befindet sich zwischen Luziferase-Gen
und Poly-A-Sequenz (Abb. 25 A). Mittels in vitro-Mutagenese der 3 miR-181-

Bindestellen wurden 3 bis 4 Basen in der seed-Sequenz der jeweiligen Bindestelle
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ausgetauscht und somit die miR-181a/miR-181b-Bindestellen zerstért (siehe 2.2.17;
Abb. 25 B).

A » Xba |
", v
peL3-control-Vektor \\ __HSV 40 firefly - Luziferase H \\
PGL3/3'UTR RASSF1A-Wildtyp
L J
T
3'UTR RASSF1A

5' UUUUUAUGAAGUGCGUGAAUGUA  RASSF1A 3'UTR WT (Position 1: 671-677)
JRANIR

3 -.ACUUACA... hsa-miR-181
10
5" UUUUUAUGAAGUGCGUCAcCUCUC RASSF1A 3' UTR mutiert (Position 1: 671-677)

5" GGGCCAGGGUCUGUGUGAAUGUG RASSF1A 3'UTR WT (Position 2: 587-593)

JRinny
3 ..ACUUACA...  hsa-miR-181

I
5" GGGCCAGGGUCUGUGUAACUAUG RASSF1A 3'UTR mutiert (Position 2: 587-593)

5' AAAGGUUUUGGAUCUUGAAUGUG RASSF1A 3' UTR WT(Position 3: 392-398)

ARy
3 ..ACUUACA...  hsa-miR-181

5° AAAGGUUUUGGAUCUCGCACGCG RASSF1A 3" UTR mutiert (Position 3: 392-398)

Abbildung 25  Luziferasekonstrukte mit originaren und mutierten Sequenzen der miR-181-Bindestellen.

A Schematische Darstellung eines Teils des pGL3-Luziferase-Konstruktes mit der Xbal-Restriktionsschnittstelle,
in welche die RASSF1A 3"UTR eingebracht wurde. Im Konstrukt pGL3/3"UTR RASSF1A 3'UTR-Wildtyp sind die
miR-181-Bindestellen durch die Zahlen 1-3 gekennzeichnet. Mit pGL3/3’"UTR RASSF1A 3'UTR-mutiert ist das
Konstrukt, welches die mutierten Bindestellen (M) trégt, gekennzeichnet. B Schematische Présentation der
vorhergesagten sowie mutierten miR-181-Bindestellen in der RASSF1A-3'UTR. Die Zahlenwerte in Klammern

geben den Abstand der Nukleotide relativ zum Terminationskodon des humanen RASSF1A an.

Die zwei Luziferasekonstrukte (pGL3-3'UTR RASSF1A-Wildtyp und pGL3-3'UTR
RASSF1A-mutiert) wurden jeweils in Kombination mit miR-181a-, miR-181b- bzw.
Kontroll-Mimic-Molektlen sowie einem Renilla Luciferase Reportervektor (pRLO) in
U937-Zellen mittels Elektroporation eingebracht. U937-Zellen wurden aufgrund ihrer
geringen miR-181a- und miR-181b-Expression als Modellsystem zur Durchfiihrung
des Luziferase-Assays genutzt (Abb. 13). 24h nach Transfektion wurde die

Luziferase-Aktivitdt in den Zellen luminometrisch bestimmt. Die Ergebnisse zeigten
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eine microRNA-Mimic-vermittelte Reduktion um ca. 60% (miR-181a) bzw. 50% (MiR-
181b). Dieser Effekt konnte durch die Mutation der Bindestellen aufgehoben werden
(Abb. 26). Die Berechnung der Luziferase-Aktivitdt nach miR-181a- bzw. miR-181b-
Mimic-Transfektion erfolgte relativ zu der Luziferase-Aktivitat nach Kontroll-Mimic-
Transfektion (Mimic-NK).

U937-Zellen
14

1,2

1,0
*

0,8 *
0,6
0,4
0,2

0

+ + +

pGL3-Kontrollvektor

pGL3-RASSF1A 3'UTR-
Wildtyp + + +

pGL3-RASSF1A 3'UTR-
mutiert + + +

RLU

Mimic NK + + +
Mimic miR-181a + + +

Mimic miR-181b + + +

Abbildung 26  MiR-181a und miR-181b binden direkt an die RASSF1A 3'UTR.

Luziferase-Assay in U937-Zellen. Kotransfektion der pGL3-Konstrukte (pGL3-Kontrollvektor bzw. pGL3-
RASSF1A-WT oder pGL3-RASSF1A-mutiert) in Kombination mit den entsprechenden Mimic-Molekilen (Mimic
miR-181a, miR-181b, NK) sowie des Renilla-Luziferase-Vektors. Zur Normalisierung wurde die gemessene

Renilla-Luziferase-Aktivitat genutzt. * p < 0,05.

3.5 Spezifische Suppression des RASSF1A-Proteins in der
PML/RARa-assoziierten APL

RASSF1A konnte bereits als ein wichtiger Regulator zellularer Funktionen in
zahlreichen Zelltypen beschrieben werden (245). Dabei moduliert es die zwei
wichtigen im Krebs deregulierten Signalwege Apoptose und Zellzyklus (252), (239).
Auch PML/RARa induziert die onkogene Transformation durch die Deregulation von
Zellzyklus und Apoptose (257). Aus diesem Grund wurde hypothetisiert, dass
RASSF1A auch in der PML/RARa-assoziierten APL als Tumorsuppressor fungieren
konnte. Um dies zu belegen wurde initial eine Analyse der RASSF1A-Menge in
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Knochenmarkszellproben von AML-Patienten sowie in gesunden Blutproben
durchgefiihrt (Tabelle 4). Die Western Blot-Analyse zeigte eine signifikant reduzierte
RASSF1A-Proteinmenge in APL-Patienten [t(15;17)] im Vergleich zu AML-Patienten
mit normalem Karyotyp. Alle anderen untersuchten Subgruppen und die nicht-AML-
Patienten wiesen dagegen keine signifikant veranderten RASSF1A-Proteinmengen
auf (Abb. 27).
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Abbildung 27  Verminderte RASSF1A-Proteinmenge in Knochenmarkzellen von APL-Patienten.

Analyse der RASSF1A-Proteinmenge in Knochenmarkszellproben von AML-Patienten und nicht-AML-Zellproben
(gesunde Blutzellen) mittels Western Blot. Der Box-Whisker-Plot (links) zeigt die RASSF1A-Proteinmengen in den
analysierten AML-Subgruppen und nicht-AML-Patienten. Rechts daneben befinden sich die dazugehdrigen
Western Blots. Die Zahlenwerte unter den Bildern korrespondieren zu den entsprechenden Ratios aus RASSF1A
und GAPDH, welche zu Patient #15 normalisiert wurden. * p < 0,05.

Des Weiteren wurde in den untersuchten Patientenproben ein Nachweis der
RASSF1A-mRNA-Menge mittels gPCR durchgefuhrt. Hier zeigte sich keine
signifikant unterschiedliche RASSF1A-Expression in den einzelnen Subgruppen.
Insbesondere in den Knochenmarksproben von Patienten mit t(15;17) konnte keine
erniedrigte RASSF1A-mRNA-Menge nachgewiesen werden (Abb. 28).
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Abbildung 28 Die RASSF1A mRNA ist in der AML nicht reguliert.

Analyse der RASSF1A-mRNA-Menge mittels qPCR in verschiedenen AML-Subgruppen und nicht-AML Patienten.
Die Normalisierung der RASSF1A-mRNA-Expressionswerte erfolgte anhand der Expression von GAPDH. Im
Box-Whisker-Plot sind die ddCt-Werte dargestellt. Die Anzahl der untersuchten Patienten in jeder Gruppe (n) ist
unter der entsprechenden Box dargestellt.

Aullerdem wurde eine Analyse der RASSF1A-Proteinmenge in den bereits
untersuchten PML/RARa-knock in-Mausen (C57BIl/6-mCG*™®) durchgefiihrt. Im
Knochenmark dieser Mause zeigte sich im Western Blot eine signifikante Reduktion
der RASSF1A-Proteinmenge im Vergleich zu den Wildtypmausen (C57BI/6 —WT);
(Abb. 29).
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Abbildung 29  Erniedrigte RASSF1A-Proteinmengen im Knochenmark von PML/RARa-knock in-Mausen.
Analyse der RASSF1A-Proteinmenge in PML/RARa-knock in- (C57BI/6-mCG+/PR) und Wildtyp-Mausen (C57BI/6-
WT). Rechts neben dem BOX-Whisker-Plot befinden sich die Original-Western Blots. Die Anzahl der
untersuchten Mause in jeder Gruppe (n) ist unter der entsprechenden Box dargestellt. * p < 0,05.
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3.6 RASSF1A induziert Apoptose in NB4-Zellen

Da bisher keine funktionelle Charakterisierung von RASSF1A in Leukamiezellen
durchgefiihrt wurde, sollte in den folgenden Experimenten die biologische Relevanz
von RASSF1A in der APL untersucht werden. Dafir wurde initial eine transiente
Uberexpression von RASSF1A in NB4-Zellen durchgefiihrt. Hierfiir wurden jeweils
ein pcDNA3.1-RASSF1A-Konstrukt und der entsprechende pcDNA3.1-Leervektor als
Kontrolle in NB4-Zellen mittels Elektroporation eingebracht. Anhand FACS-
basierender Messung von Annexin V und 7-AAD wurde die Anzahl apoptotischer
Zellen 24h nach der Transfektion bestimmt. Die Ergebnisse zeigten, dass nach
RASSF1A-Uberexpression eine signifikante Zunahme apoptotischer Zellen, d.h.
Verdopplung Annexin V+/ 7-AAD- -Zellen, im Vergleich zur Kontrolle zu beobachten
war (Abb. 30).
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Abbildung 30  Transiente Expression von RASSF1A induziert Apoptose in NB4-Zellen.

Annexin V/7-AAD-Messung mittels FACS in NB4-Zellen nach transienter Expression von RASSF1A. Die
Messung erfolgte 24h nach Transfektion. Das Diagramm (rechts) zeigt den Anteil 7-AAD-/ Annexin V+-Zellen
nach Transfektion der pcDNA3.1-RASSF1A- bzw. pcDNA3.1-NK-Konstrukte. ** p < 0,01.

3.7 RASSF1A ist essentiell fir die ATRA-abhéngige Differenzierung
von NB4-Zellen

In der weiteren funktionellen Charakterisierung von RASSF1A in der APL wurde eine
Analyse des Proteins wahrend der ATRA-induzierten Differenzierung durchgefihrt.
Hier wurden NB4-Zellen einmalig mit 1 uM ATRA und dem entsprechenden Volumen
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DMSO behandelt. Die Messung des RASSF1A-Proteins mittels Western Blot zeigte
eine deutliche Induktion der Proteinmenge auf das 1,4-Fache nach 48h und 2,9-
Fache nach 72h in den ATRA-behandelten Zellen im Vergleich zur DMSO-Kontrolle
(Abb. 31 A). Des Weiteren wurde der Einfluss der Apoptose-induzierenden Agens
Arsentrioxid (As,03) auf die RASSF1A-Proteinmenge untersucht. Hierflir wurden
NB4-Zellen einmalig mit 1 pM As,O3; und dem entsprechenden Volumen des
Losungsmittels (1%-ige HCI-Losung) behandelt. Im Western Blot konnte keine
Zunahme des RASSF1A-Proteins nach As,Os-Applikation im Vergleich zur Kontrolle
nachgewiesen werden. Nach 48h zeigte sich sogar eine leichte Reduktion der
RASSF1A-Proteinmenge um 20% im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 31 B).
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Abbildung 31  Analyse der RASSF1A-Proteinmenge in NB4-Zellen nach ATRA- und As;03-Behandlung.
A und B Analyse der RASSF1A-Proteinmenge mittels Western Blot in NB4-Zellen nach Applikation von ATRA
und DMSO (A) sowie As»Os; und 1%-iger HCI-Losung (B). Die Zahlenwerte unter den Western Blots
korrespondieren zu den entsprechenden Ratios aus RASSF1A und GAPDH. Die Normalisierung erfolgte zu
GAPDH.

Des Weiteren wurde die RASSF1A-Funktion mittels lentiviraler Transduktion
RASSF1A-spezifischer shRNAs inhibiert. Hierfur wurde ein Set aus 4 verschiedenen
shRNA-kodierenden lentiviralen Vektoren sowie der entsprechende Kontrollvektor in
NB4-Zellen eingebracht (siehe 2.2.19, S. 44). Nach Antibiotika-basierender Selektion
wurde die Effizienz des knock downs mittels gPCR-basierender Amplifikation der
RASSF1A-mRNA untersucht. Die Resultate zeigten, dass nach Expression
RASSF1A-spezifischer shRNA-Molekile eine Verminderung der RASSF1A-mRNA-
Menge um ca. 80% gegenuber der Kontrolle zu beobachten war (Abb. 32 A). Durch
Applikation von 1 puM ATRA wurde in den shRNA-exprimierenden Zellen die
granulozytéare Differenzierung induziert. Die Expression der Oberflachenmarker
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CD11b und GCSF-R wurde anschliel3end mittels FACS gemessen. Die Menge an
CD11b-Oberflachenmolekilen war 48h nach ATRA-Behandlung in den RASSF1A-
shRNA-exprimierenden Zellen um ca. 80% gegentber der Kontrolle reduziert. Eine
nahezu komplette Repression des GCSF-R-Oberflachenmarkers konnte 72h nach
ATRA-Gabe in den RASSF1A-shRNA-behandelten Zellen im Vergleich zur Kontrolle
beobachtet werden (Abb. 32 B).
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Abbildung 32 Verminderte ATRA-abhangige Differenzierung nach stabiler Inhibierung von RASSF1A in
NB4-Zellen.

A Analyse der RASSF1A-mRNA-Menge nach lentiviraler Infektion von NB4-Zellen mit einem Mix aus 4
RASSF1A-shRNA-Konstrukten (ShRNA-RASSF1A) sowie dem entsprechenden Kontrollkonstrukt (ShRNA-NK). B
Messung der CD11b- und GCSF-R-Expression mittels FACS. Das Histogramm (mitte oben) zeigt die CD11b-
Expression 48h nach ATRA-Applikation. Das Histogramm (mitte unten) zeigt die GCSF-R-Expression 72h nach
ATRA-Applikation. Die Balkendiagramme (rechts) reprasentieren den prozentualen Anteil CD11b- bzw. GCSF-R-
positiver Zellen an der Gesamtzellzahl im jeweiligen Transfektionsansatz. ** p < 0,01.

3.8 Das miR-181a/miR-181b-Cluster und RASSF1A modulieren den
Zellzyklus durch die Regulation von Cyclin D1

Die bisherigen funktionellen Untersuchungen konnten dem miR-181a/miR-181b-
Cluster eine Rolle in der PML/RARa-assoziierten APL und den miR-181a/miR-181b-
Ziel RASSF1A eine Rolle in der ATRA-induzierten Differenzierung der APL-Blasten

zuweisen. Jedoch ist bisher der exakte Wirkmechanismus von RASSF1A in der APL
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noch ungeklart. Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass RASSF1A sowie
ATRA zur Repression des Zellzyklusregulators Cyclin D1 fuhren (53); (252).
Aufgrund dessen wurde Cyclin D1 als ein mdgliches Ziel von RASSF1A in der APL

untersucht werden.

3.8.1 RASSF1A ist ein negativer Regulator des Zellzyklusproteins Cyclin D1

Zunachst wurde die Cyclin D1-Proteinmenge in NB4-Zellen nach einmaliger
Behandlung mit 1 pM ATRA bzw. mit dem entsprechendem Volumen des
Losungsmittels DMSO bestimmt. Die Western Blot-Analyse zeigte eine Reduktion
von Cyclin D1 auf 0,7 48h nach ATRA-Applikation im Vergleich zur DMSO-Kontrolle
(Abb. 33 A). Des Weiteren wurde das Cyclin D1-Protein 24h nach transienter
Expression von RASSF1A in NB4-Zellen gemessen. Im Western Blot zeigte sich eine
komplette Repression von Cyclin D1 infolge der artifiziellen RASSF1A-Expression im
Vergleich zur Transfektion mit dem leeren Kontrollplasmid (Abb. 33 B).
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Abbildung 33 ATRA und RASSF1A reduzieren die Cyclin D1-Proteinmenge in NB4-Zellen.

A und B Analyse des Cyclin D1-Proteins in NB4-Zellen mittels Western Blot 48h nach ATRA- bzw. DMSO-
Applikation (A) sowie 24h nach Transfektion des pcDNA3.1-RASSF1A-Vektors bzw. des Kontrollvektors
(pcDNA3.1-NK), (B). Die Normalisierung erfolgte zu GAPDH. Die Zahlenwerte unter den Western Blots

korrespondieren zu den entsprechenden Ratios aus Cyclin D1 und GAPDH.

Des Weiteren wurde der Einfluss des shRNA-vermittelten knock downs von
RASSF1A auf den Zellzyklus untersucht. Hierflir wurden shRNA-exprimierende NB4-
Zellen 24h nach Behandlung mit 1uM ATRA mit Propidiumjodid (Pl) gefarbt und
mittels FACS der DNA-Gehalt bestimmt. Die Analyse der einzelnen Zellzyklusphasen
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zeigte eine Reduktion der Zellzahl in der GO/G1-Phase und eine Zunahme der

Zellzahl in der S- und G2-Phase im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 34).
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Abbildung 34  Sh-RNA-vermittelter knock down von RASSF1A inhibiert den ATRA-induzierten
Zellzyklusarrest.

Zellzyklusanalyse von RASSF1A-shRNA- bzw. Kontroll-shRNA-exprimierenden NB4-Zellen 24h nach ATRA-
Applikation (1 pM). n.s.= nicht signifikant. ** p < 0,01.

3.8.2 Die miR-181a/miR-181b-vermittelte Induktion von Cyclin D1 ist RASSF1A
abhangig

Neben dem Einfluss von RASSF1A auf Cyclin D1 wurden auch miR-181a- und miR-
181b-vermittelte Effekte auf den Zellzyklus und die Cyclin D1-Proteinmenge
untersucht. Die Zellzyklusanalyse von miR-ZIP-exprimierenden NB4-Zellen zeigte
eine erhohte Anzahl Zellen in der SubG1- und G1/G0O-Phase sowie eine verringerte
Zellzahl in der S- und G2-Phase nach stabiler Repression von miR-181a und miR-
181b im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 35 A). Des Weiteren konnte 48h nach
Transfektion von miR-181a- sowie miR-181b-Mimic-Molekilen eine verstarkte Cyclin
D1-Proteinmenge in NB4-Zellen im Vergleich zur Kontrolle mittels Western Blot
nachgewiesen werden (Abb. 35 B). Zum Nachweis der RASSF1A-Abhéngigkeit der
miR-181a- und miR-181b-vermittelten Induktion von Cyclin D1, wurde eine
Kotransfektion von miR-181a- bzw. miR-181b-Mimic-Molekilen und pcDNAS3.1-
RASSF1A bzw. pcDNA3.1-NK (Kontrollvektor) in NB4-Zellen durchgefiihrt. Dabei
wird RASSF1A als cDNA ohne natirliche 3’'UTR exprimiert, was die so generierte
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RASSF1A-mRNA als Ziel des miR-181a/miR-181b-Clusters ausschlief3t. Die Analyse
der Cyclin D1-Proteinmenge 48h nach Transfektion zeigte, dass die Expression von
RASSF1A ohne funktionelle 3'UTR die miR-181a- und miR-181b-vermittelte
Induktion von Cyclin D1 verhindert (Abb. 35 C).
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Abbildung 35 MiR-181a- und miR-181b-vermittelte Induktion von Cyclin D1 in NB4-Zellen ist RASSF1A-
abhangig.

A Zellzyklusanalyse miR-ZIP-exprimierender Zellen (miR-ZIP-181a,-181b und -NK). Das Diagramm zeigt den
prozentualen Anteil der Zellen in der entsprechenden Phase des Zellzykluses. B und C Western Blot fir Cyclin
D1 48h nach Transfektion von miR-181a-, miR-181b-, NK-Mimic-Molekiilen (B) und 48h nach Kotransfektion von
microRNA-Mimics und pcDNA3.1-RASSF1A bzw. pcDNA3.1-NK (C). Die Normalisierung erfolgte zu GAPDH. Die

Zahlenwerte unter den Western Blots korrespondieren zu den entsprechenden Ratios aus Cyclin D1 und GAPDH.
*p=<0,05und **p=<0,01.
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4 Diskussion

MicroRNAs nehmen als Feinregulatoren der Genexpression eine zentrale Rolle in
der Steuerung zellularer Prozesse ein. Bei der malignen Transformation einer Zelle
werden diese basalen Prozesse gestort und fuhren zur Entstehung von Krebs. In
diesem Zusammenhang konnte eine immer gréRer werdende Zahl von Publikationen
die Bedeutung der microRNAs in der Entstehung und Aufrechterhaltung des
malignen Phé&notyps zeigen und hervorheben. So konnte fur das in der
Hamatopoese wichtige miR-181a/miR-181b-Clusters (115) die Expression sowie
verschiedene Funktionsweisen in der Leukamie und im speziellen in der AML
beschrieben werden (214), (170). Dies deutet auf eine spezifische Rolle des
microRNA-Clusters in der malignen Hamatopoese hin. So beschrieben Careccia et
al. eine signifikant erhéhte Expression des miR-181a/miR-181b-Clusters in Blasten
von Patienten mit akuter Promyelozytenleukamie (APL) im Vergleich zu gesunden
Promyelozyten (212). Uber die biologische Relevanz von miR-181a und miR-181b in
der APL ist bisher nur unzureichend geklart. Lediglich in einer Arbeit von Zhuang et
al. wurde der inhibitorische Effekt von miR-181la auf die ATRA-induzierte
Differenzierung von APL-Zellen durch die Repression der Adenylatcyclase AC9
beschrieben (267). Im Vordergrund der vorliegenden Arbeit stand somit die
detaillierte funktionelle Analyse des miR-181a/miR-181b-Clusters sowie die
Identifikation neuer Ziele, welche in die Genese bzw. Aufrechterhaltung der APL

involviert sind.

4.1 APL-spezifische Expression und Funktion des miR-181la/miR-
181b-Clusters

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die klinisch zur Behandlung
der APL angewandte Agens all-trans Retinsaure (ATRA) die Expression der
gesamten miR-181-Familie in der APL-Zelllinie NB4 reprimiert (Abb. 7 B). Die in
einem genomischen Cluster organisierten miR-181a und miR-181b liegen dabei in
einem &hnlich hohem Expressionsniveau vor, was darauf deutet, dass beide

microRNAs unter der Kontrolle eines gemeinsamen Promoters stehen. Daneben
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werden die ebenfalls in einem genomischen Cluster organisierten miR-181c und
miR-181d nach ATRA-Applikation im NB4-Zellsystem ebenfalls reprimiert, weisen
jedoch deutlich unterschiedliche Expressionsniveaus auf. Diese Beobachtung konnte
darauf deuten, dass neben der transkriptionellen Regulation der nur 17 Basenpaar
entfernt liegenden miR-181c und miR-181d posttranskriptionell wirkende Faktoren
ursachlich sind. Des Weiteren handelt es sich bei der Repression des
hamatopoetisch-relevanten miR-181a/miR-181b-Clusters um einen Uuber den
Differenzierungszeitraum hinweg stabilen Effekt. Dieser scheint somit im direkten
Zusammenhang mit der ATRA-abhéngigen Differenzierung zu stehen (Abb. 8 D).
Auch in vivo konnten diese Beobachtungen durch die Analyse von APL-
Patientenproben vor und wahrend der ATRA-Therapie verifiziert werden (Abb.9).
Bestatigt werden diese Daten durch diverse Publikationen anderer Arbeitsgruppen,
welche ebenfalls die ATRA-abhéngige Repression einer oder beider microRNAs des
miR-181a/miR-181b-Clusters beschreiben (125), (43), (142).

In der klinischen Behandlung der APL werden im Rahmen der Chemotherapie
zytostatische Agenzien sowie Arsentrioxid eingesetzt (29), (268). Es konnte im
Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dass diese Stoffe keinen reprimierenden
Einfluss auf die miR-181a/miR-181b-Expression in APL-Zellen haben (Abb. 10).
Ursachlich hierfir konnte die Tatsache sein, dass diese Agenzien vorwiegend
apoptotische Effekte und nur in einem sehr geringem Mal3e Differenzierung in AML-
Zellen hervorrufen (Abb. 11), (62), (64), (269), (270), (271). Im Gegensatz dazu
induziert die Gabe von ATRA die Differenzierung von APL-Zellen zu reifen
Granulozyten ohne die Induktion von Apoptose (Abb. 6, Abb. 11), (62), (54). Diese
Beobachtungen untermauern die Annahme, dass es sich bei der ATRA-basierenden
Repression von miR-181a und miR-181b um einen vorrangig
differenzierungsassoziierter Effekt handelt. Zudem deuten diese Ergebnisse auf eine
Relevanz des microRNA-Clusters in der APL-Pathogenese.

ATRA fuhrt zum Abbau von PML/RARa und verandert dadurch die Genexpression
gravierend (43), (42). Dies lasst vermuten, dass auch die Expression von miR-181a
und miR-181b in Abhéngigkeit vom onkogenen Fusionsprotein PML/RARa reguliert
wird. Durch die Analyse der miR-181a/miR-181b-Expression in den ATRA-
responsiblen nicht-PML/RARa-tragenden Zelllinien U937 und HL60 konnte diese

Vermutung untermauert werden. Beide Zelllinien differenzieren nach Behandlung mit
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pharmakologischen Dosen ATRA zu Granulozyten mit der charakteristischen
Expression des Oberflachenmarkers CD11b (Abb. 8 B, C), zeigen jedoch keine
Repression der miR-181a- und mir-181b-Expression (Abb. 8 E, F). Diese
Beobachtungen unterstitzten die Hypothese einer PML/RARa-abhéngigen
Regulation des miR-181a/miR-181b-Clusters. In diesem Zusammenhang ist
anzumerken, dass Su et al. die ATRA-abhangige Suppression der miR-181-Familie
in HL60-Zellen beobachten konnten (170). Im Gegensatz zu der in der vorliegenden
Arbeit verwendeten und im Allgemeinen als pharmakologische Dosis genutzten
ATRA-Konzentration von 1 uM, haben Su et al. in ihrer Arbeit eine Konzentration von
2 UM eingesetzt. Diese hohere ATRA-Konzentration kénnte mdogliche toxische
Effekte zur Folge haben, was die abweichenden Resultate erklaren kdnnte.

Neben der transkriptionellen Repression von Zielgenen (42), kann das onkogene
Fusionsprotein PML/RARa auch die Expression spezifischer Gene induzieren (272),
(43). Nach Literaturangaben konnte dieser Effekt indirekt durch die Rekrutierung von
Korepressoren (273), (274) bzw. Aktivierung von Kofaktoren (275), (276), (277)
erzeugt zu werden. In der vorliegenden Arbeit konnte die PML/RARa-abhangige
Induktion der miR-181a- und miR-181b-Expression in vivo und in vitro gezeigt
werden. So wurde eine erhdhte miR-181la- und miR-181b-Expression in der
PML/RARa-exprimierenden Zelllinie NB4, in Knochenmarkszellen von PML/RARa-
knock in-Mausen und in Knochenmarksproben von APL-Patienten nachgewiesen
(Abb.13, 15). Ahnliche Resultate konnten bereits in Publikationen von Li et al. (132),
Jongen-Lavrencic et al. (131) und Su et al. (170) mittels Analyse primarer AML-
Patientenproben prasentiert werden. Des Weiteren konnte in der vorliegenden Arbeit
gezeigt werden, dass das miR-181a/miR-181b-Cluster unmittelbar nach Induktion
von PML/RARa in PR9-Zellen verstarkt exprimiert wird (Abb. 14). Dies weist auf
einen direkten Einfluss von PML/RARa auf die Transkription der beiden microRNAs
hin. Dabei ist anzumerken, dass bisher keine PML/RARa-Bindestellen im
Promotorbereich der MIR181A1/MIR181B1- und MIR181A2/MIR181B2-Gene
nachgewiesen wurden (43). Auch in eigenen Promotoranalysen in einem 2 kb
groRen Bereich vor dem Transkriptionsstart der microRNA-Gene konnten keine
RARa-Bindestellen identifiziert werden. Die im Rahmen der Dissertation
gewonnenen Ergebnisse zur Regulation des miR-181a/miR-181b-Clusters stehen

somit im Einklang mit bisherigen Vero6ffentlichungen und geben erste Hinweise auf
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eine PML/RARa-abhéangige Induktion des microRNA-Clusters. Sie lassen jedoch die
Frage nach dem exakten Mechanismus noch offen.

Interessanterweise konnte auch im AML-Subtyp t(8;21), welcher durch die
Expression des onkogenen Fusionsproteins AML1-ETO charakterisiert ist, eine
erhohte, jedoch nicht signifikante, miR-181a- und miR-181b-Expression gemessen
werden (Abb.15 B). Sowohl bei PML/RARa als auch AML1/ETO handelt es sich um
chromosomale Translokationen, welche &hnliche Veranderungen hinsichtlich der
Expression bestimmter Gene hervorrufen konnen. So werden z. B. die
differenzierungsrelevanten Mitglieder der C/EBP-Familie in t(15;17) als auch in
t(8;21) reprimiert (278), (274). In der AML resultiert die Wiederherstellung der
C/EBPa-Expression und -Funktion zur granulozytaren Differenzierung und Reifung
(278). In der APL ist C/EBPf ein direktes Ziel des Retinsaurerezeptors und wird
durch die Behandlung mit ATRA induziert (Abb. 6), (56). In diesem Zusammenhang
konnte auch die inverse Korrelation der miR-181a- und miR-181b-Expression mit der
C/EBPB-mRNA-Expression wahrend der ATRA-basierenden Differenzierung
beobachtet werden (Abb. 6 und Abb. 8 D). Neben der weitlaufig beschriebenen Rolle
der C/EBPs als transkriptionelle Aktivatoren (56), (279) konnten ihnen auch
repressorische Eigenschaften zugewiesen werden (280). So kodnnten C/EBP-
Proteine, welche in der APL durch PML/RARa reprimiert werden, als transkriptionelle
Repressoren des miR-181a/miR-181b-Clusters in der gesunden Hamatopoese
wirken. Unterstitzt wird diese Hypothese durch signifikant erhohte miR-181a-
Expressiponswerte in AML-Patienten, welche durch CEBPA-Genmutationen einen
Funktionalitatsverlust des C/EBPa-Proteins aufweisen (205). Des Weiteren konnten
zahlreiche Publikationen einen Zusammenhang zwischen einer erhéhten miR-181a-
und miR-181b-Expression und einer guten Verlaufsprognose fur Patienten mit einer
CN- bzw. CA-AML aufzeigen (209), (205), (206), (208). Auch in der APL werden
durch die Kombinationstherapie von Chemostatika, ATRA und Arsentrioxid Komplett-
Remissionsraten von bis zu 80% erreicht (29), (30), (31), (32). Somit kdnnte eine
erhohte miR-181a/miR-181b-Expression im direkten Zusammenhang mit einem
guten Ansprechen der AML-Patienten auf die Therapie stehen. Die in dieser Arbeit
gezeigte APL-spezifische Expression des miR-181la/miR-181b-Clusters und die

signifikante Reduktion infolge der ATRA-Behandlung in vitro und in vivo deuten auf
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das microRNA-Clusters als ein moglicher prognostischen Marker in der APL und
unterstiitzen somit bisherige Erkenntnisse auf diesem Gebiet (214).

Der miR-181-Familie konnte bereits eine Rolle bei der Entstehung von Krebs
zugewiesen werden (178), (191), (206), (209). Dabei kénnen die einzelnen miR-181-
Mitglieder in  Abhéngigkeit vom  untersuchten  Gewebe sowohl als
Tumorsuppressoren als auch als Onkogene fungieren. Die Tatsache, dass die miR-
181a- und miR-181b-Expression in der APL signifikant erhoht ist (Abb. 15), (212),
legt die Vermutung nahe, dass beide microRNAs in die Ausbildung des onkogenen
Phanotyps der PML/RARa-abhangigen APL involviert sind. Die im Rahmen der
Dissertation durchgefuhrten funktionellen Untersuchungen zeigten, dass der stabile
miR-ZIP-vermittelte knock down von miR-181a- bzw. miR-181b die Proliferation und
Koloniebildungskapazitdt hemmt sowie Apoptose in APL-Zellen induziert (Abb. 17 —
20). Interessanterweise, konnten hier unterschiedlich starke miR-ZIP-vermittelte
knock down-Effekte beobachtet werden. So fuhrt die Reduktion der miR-181a-Menge
zu einer Verdopplung der Menge an p53, einem zentralen Regulator von Apoptose
und Zellzyklus (281), wohingegen die p53-Menge in den miR-ZIP-181b-
exprimierenden Zellen nur unwesentlich im Vergleich zur Kontrolle erhéht ist (Abb. 17
A). Dem entsprechend ist auch die Apoptoserate in den miR-ZIP-181la-
exprimierenden Zellen im Vergleich zu der in den miR-ZIP-181b-exprimierenden
Zellen um ca. 30% erhoht (Abb. 17 B). Auch im replating assay fuhrt der knock down
von miR-181a zu einer starken initialen Reduktion der Koloniezahl, welche in den
folgenden Aussaaten wieder zunimmt (Abb. 18). Dies korreliert mit den
Apoptosedaten und zeigt einen starken miR-181a-vermittelten Einfluss auf zellulare
Prozesse, welche das Uberleben der Zellen beeinflussen. Dagegen wird durch den
knock down von miR-181b priméar ein weniger starker Effekt auf Apoptose und
Koloniezahl in der ersten Aussaat des replating assays ausgetbt. Jedoch nimmt im
Laufe des Assays die Koloniezahl der miR-ZIP-181b-exprimierenden Zellen stetig ab.
Dies wiederum deutet auf einen mdglichen Einfluss von miR-181b auf die self-
renewal-Kapazitat der APL-Zellen. Moéglicherweise ist dieser Effekt fir den knock
down von miR-181a nicht nachweisbar, da hier die primar starker wirkende miR-ZIP-
18l1a-vermittelte  Apoptose im Vordergrund steht. Diese abweichenden
Beobachtungen in Bezug auf die biologische Funktion der beiden microRNAs

konnten durch unterschiedliche Sequenzhomologien zwischen microRNA und Ziel-
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MRNA sowie durch die mdgliche Repression mehrerer Ziel-mRNAs verursacht
werden.

Des Weiteren konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die ektopische
Expression von miR-181a und miR-181b die ATRA-induzierte Differenzierung von
APL-Zellen hemmt (Abb. 21). Dabei zeigte sich, dass die gleichzeitige Transfektion
von miR-181a- und miR-181b-Mimic-Molekulen lediglich einen schwachen
synergistischen Effekt auf die ATRA-vermittelte Differenzierung der APL-Zellen hat.
Ursache hierfur kénnte die unnatirlich starke Anreicherung von microRNA-Mimic-
Molekilen in den Zellen nach der Transfektion und der daraus resultierenden
Sattigung der microRNA-Bindestellen in den 3’"UTRs der Ziel-mRNAs sein, welche
durch die simultane Transfektion von miR-181a- und mir-181b-Mimic-Molekulen nicht
verstarkt werden kann. Nach miR-ZIP-vermittelten knock down der beiden
microRNAs konnte keine Analyse eines mdglichen synergistischen Effekts
durchgefiihrt werden, da die simultane Expression der beiden antisense-Molekile
unter der transkriptionellen Kontrolle eines Promoters keine zusatzliche Repression
des miR-181a/miR-181b-Clusters im Vergleich zu den Einzelexpressionen erzeugen
konnte (Abb. 16). Zusammenfassend, konnte einerseits die miR-181a/miR-181b-
abhangige Proliferationen der APL-Zellen sowie ein miR-181a/miR-181b-vermittelter
Block der Differenzierung gezeigt werden. Somit konnte anhand der durchgefuhrten
Experimente eine funktionelle Relevanz des miR-181a/miR-181b-Clusters fir die
Ausbildung des PML/RARa-abhangigen onkogenen Phanotyps nachgewiesen
werden. Kirzlich publizierte Daten von Su et al. (170) bekraftigen die hier gemachten
Beobachtungen. Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass miR-181a die myeloide
Differenzierung in HL60-Zellen und CD34+-Progenitorzellen blockiert und als
onkogene microRNA fungieren kann. Dem gegeniber stehen Daten von Hickey et al.
(206) und Li et al. (209), welche miR-181a und miR-181b als antileukamische
Faktoren in der AML beschreiben. Einerseits unterstiitzen die in diesen Publikationen
gemachten Beobachtungen die Rolle von miR-181la und miR-181b als gute
prognostische Faktoren in der AML. Andererseits stehen die dort gemachten
Beobachtungen hinsichtlich der miR-181-Funktionalitat im Gegensatz zu den Daten
von Su et al. (170) und denen, die im Rahmen dieser Arbeit erzielt wurden und miR-
181a und miR-181b einen onkogenen Charakter zuschreiben. Eine mogliche

Erklarung fur diese divergenten Beobachtungen kdnnte die Tatsache sein, dass in
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den Arbeiten von Hickey et al. und Li et al. alle funktionellen Studien in AML-Zelllinien
mit einer Translokation des mixed lineage leukemia (MLL)-Gens [t(4;11) und t(9;11)]
durchgefuihrt wurden. Im Gegensatz zur APL ist ein MLL-rearragement nicht auf
einen speziellen AML-Subtyp beschrankt (28). Ebenso haben Patienten mit einem
MLL-rearragement im Gegensatz zu APL-Patienten eine schlechte Prognose (282).
Daher konnte man annehmen, dass durch die beiden Translokationstypen
unterschiedliche miR-181-Expressionen verursacht werden. Zudem konnten durch
das  Vorhandensein unterschiedlicher MRNA-Ziele bzw. spezifischer
Selektionsmechanismen verschiedene Funktionsweisen des microRNA-Clusters
hervorgerufen werden. Dabei bleibt die Frage offen, ob ein onkogener oder ein
tumorsuppressiver Charakter des miR-181a/miR-181b-Clusters in der AML im
Vordergrund steht oder ob er sich spezifisch nach den zugrundeliegenden, die AML
auslosenden, Faktoren richtet.

Die im Rahmen dieser Arbeit gemachten Beobachtungen zur Expression und
Funktion des miR-181a/miR-181b-Clusters unterstreichen die hochspezifische
Funktionsweise von microRNAs, welche maligeblich von der Expression der
microRNAs und den Vorhandensein putativer Ziele bestimmt wird und durch eine

Vielzahl verschiedener Faktoren reguliert werden kann.

4.2 RASSF1A als neuer differenzierungsassoziierter Faktor in der
APL

Im Krebs vermitteln onkogene microRNAs ihre Funktion durch die Inhibierung von
Tumorsuppressoren (283), (195), (180), (284). So konnte z. B. in der APL miR-146a
ein onkogener Charakter durch Repression von Smad4 zugewiesen werden (145),
(285). In der vorliegenden Arbeit wurde der bereits gut beschriebene
Tumorsuppressor RASSF1A (Ras association domain family member 1 isoform A)
als ein direktes Ziel von miR-181a und mir-181b in der APL beschrieben (Abb. 26).
Die Mitglieder der miR-181-Familie sind die einzigen microRNAs, welche 3
konservierte Bindestellen in der 3'UTR von RASSF1A besitzen (Abb. 22).

Bereits Meng et al. konnten RASSF1A als direktes Ziel von miR-181a in
Leberkrebszellen identifizieren (230). Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte die
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direkte Interaktion von miR181a und miR-181b mit der 3'UTR von RASSF1A in AML-
Zellen nachgewiesen werden (Abb. 26). Verifiziert werden konnte dies durch die
Transfektion von miR-181a- und miR-181b-Mimic-Molekilen bzw. durch einen
stabilen knock down von miR-181a und miR-181b und der daraus resultierenden
Verdnderung der RASSF1A-Proteinmenge in AML- und APL-Zellen (Abb. 24).
Zudem konnte eine inverse Korrelation zwischen der RASSF1A-Proteinmenge und
der miR-181a-/miR-181b-Menge in NB4- und U937-Zellen, in PML/RARa-knock in-
Mausen sowie nach ATRA-induzierter Differenzierung von APL-Zellen beobachtet
werden (Abb. 8 D; 13; 15 A; 23; 31 A). Diese Daten bekréftigen die miR-181a- und
miR-181b-vermittelte Repression des Tumorsuppressors RASSF1A in der APL.
RASSF1A  wird in einer  Vielzahl  von Krebserkrankungen  durch
Promotorhypermethylierung inaktiviert. In der AML konnten bisher keine
Promotorhypermethylierungen am RASSF1A-Genlokus nachgewiesen werden (231),
(232), (233). Der im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte Nachweis des RASSF1A-
Proteins in AML-Zelllinien und in primaren AML-Patientenproben konnte die bisher
publizierten Daten bestatigen. Dabei zeigt sich, dass in der APL, d.h. in NB4-Zellen,
Patientenproben mit t(15;17) sowie PML/RARa-knock in-Mausen, deutlich geringere
RASSF1A-Proteinmengen als in den Kontrollen nachweisbar waren (Abb. 23, 27,
29). In Verbindung mit den erh6hten miR-181a/miR-181b-Expressionswerten in der
APL (Abb. 15) und der zunehmenden RASSF1A-Proteinmenge bei gleichzeitiger
Repression des miR-181a/miR-181b-Clusters wahrend der ATRA-abhangigen
Differenzierung (Abb. 8 D; 31 A), zeigen diese Daten eine APL-spezifische inverse
Korrelation des RASSF1A-Proteins und der miR-181a/miR-181b-Expression, und
deutet somit auf einen APL-spezifischen Mechanismus.

Interessanterweise zeigte die Messung der RASSF1A-mRNA mittels gPCR in
primaren AML-Patientenproben keine APL-spezifische Suppression (Abb. 28).
Unterstitzt wird diese Beobachtung durch bereits publizierte RASSF1A-mRNA-
Expressionsdaten in AML-Patienten (234). Hier konnte ebenfalls keine verénderte
RASSF1A-mRNA-Menge im Zusammenhang mit einem bestimmten Subtyp gezeigt
werden. Diese Daten deuten auf mogliche posttranskriptionelle
Regulationsmechanismen in der AML, welche neben der APL-spezifischen miR-
181a/miR-181b-vermittelten Repression von RASSF1A die Funktionalitat des

Tumorsuppressors inhibieren konnten. In diesem Zusammenhang ist anzumerken,
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dass in der AML-Zelllinie HL60 ebenfalls eine sehr geringe RASSF1A-Proteinmenge
detektiert werden konnte (Abb. 23). Somit kénnte auch hier eine microRNA-
vermittelte posttranskriptionelle Regulation von RASSF1A vorliegen. Weitere Studien
mussten in diesem Zusammenhang klaren, ob auch hier ein miR-181a/miR-181b-
abhangiger Mechanismus zugrunde liegt. Des Weiteren ergab die Analyse der
RASSF1A-Proteinmenge in gesunden Zellen (gesunde Blutzellen und CD34+-Zellen)
keinen signifikanten Unterschied zur RASSF1A-Proteinmenge in den untersuchten
malignen AML-Zellen, mit Ausnahme der PML/RARa-assoziierten APL. Somit
kénnten in den anderen AML-Subtypen Faktoren wirken, welche ausschlief3lich die
Funktionalitdt des Tumorsuppressors und nicht die Proteinmenge beeinflussen.
Weiteren Untersuchungen sind hier notwendig, um diese Faktoren naher zu
charakterisieren.

Interessanterweise, konnte bereits gezeigt werden, dass die Expression des
RASSF1-Gens in den verschiedenen Funktionszellen des hamatopoetischen
Systems besonders hoch ist (Anhang A 1); (286). Dies legt die Vermutung nahe,
dass die Mitglieder dieser Genfamilie in die Funktionalitat hAmatopoetischer Zellen
involviert sind und das deren Deregulation in die AML-Pathogenese involviert sein
kénnte. Bisher konnte jedoch noch keine funktionelle Relevanz des RASSF1A-
Proteins in der h&matopoetischen Differenzierung bzw. Leuk&mie beschrieben
werden. RASSF1A ist ein Tumorsuppressor, dessen Reexpression in RASSF1A-
defizienten Zellen zur Minderung der Tumorigenitat fuhrt (245), (231). Die im
Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrte ektopische Expression von RASSF1A in NB4-
Zellen resultierte in einer signifikant erhdohten Apoptoserate (Abb. 30), wodurch
RASSF1A eine tumorsuppressive Funktion in der APL zugewiesen werden konnte.
Dem gegenuber steht die Beobachtung, dass wéahrend der mittels Arsentrioxid
induzierten Apoptose keine Induktion von RASSF1A in NB4-Zellen zu detektieren
war (Abb. 31 B). Hier konnten infolge der As,Os-Behandlung apoptoseasoziierte
Signalwege induziert werden, welche die Induktion von RASSF1A nicht einschliel3en.
Zudem konnte auch keine Reduktion der miR-181a- und miR-181b-Expression
infolge der Behandlung mit As,O3in NB4-Zellen beobachtet werden (Abb. 10). Diese
Beobachtungen unterstitzen den hypothetisierten  APL-spezifischen und
differenzierungsassoziierten Zusammenhang zwischen der Expression des miR-
181a/miR-181b-Clusters und RASSF1A. Auch der Nachweis der funktionellen
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Relevanz von RASSF1A wahrend der ATRA-induzierten Differenzierung durch die
Inhibierung der ATRA-abhangigen Granulopoese infolge des shRNA-vermitteltem
knock downs von RASSF1A bekréaftigt diese Aussage (Abb. 32). Somit scheint auch
in der APL, wie bereits von Donninger et al. postuliert, die RASSF1A-vermittelte
Funktion weniger apoptoseassoziiert, sondern vielmehr differenzierungsassoziiert,

d.h. zellzyklusregulierend, zu sein (287).

4.3 Funktionelle Relevanz der miR-181a/miR-181b-RASSF1A-

Interaktion bei der Deregulation des Zellzykluses in der APL

Der Prozess der Differenzierung von unreifen Zellen zu reifen spezialisierten
Funktionszellen ist mit dem Austritt der Zelle aus dem Zellzyklus verbunden. Dieser
komplexe Prozess wird durch die Modifikation diverser zellzyklusregulierender
Proteine gesteuert (288). Shivakumar et al. konnten zeigen, dass RASSF1A den
Ubergang von der G1-Phase zur Synthese-Phase des Zellzyklus effektiv durch den
Block der Cyclin D1-Akkumulation inhibiert (252). In der APL wiederum schlief3t die
Induktion der Differenzierung nach ATRA-Behandlung die Modulation spezifischer
Zellzyklus-regulierender Proteine wie Cyclin D1 ein (289). In der vorliegenden Arbeit
konnte die ATRA-induzierte Repression von Cyclin D1 bestatigt werden (Abb. 33 A).
Ebenso konnte der supprimierende Effekt von RASSF1A auf die Cyclin D1-
Proteinmenge durch transiente Uberexpression des Tumorsuppressors in NB4-Zellen
veranschaulicht werden (Abb. 33 B). Zudem zeigt die Zellzyklusanalyse ATRA-
induzierter APL-Zellen, in welchen die RASSF1A-Proteinmenge mittels shRNA
reprimiert wurde, eine deutliche Reduktion in der G1-Phase und einen Anstieg in der
S- und G2-Phase (Abb. 34). Diese Ergebnisse deuten auf eine Notwendigkeit von
RASSF1A fir die Induktion des Zellzyklusarrests wahrend der ATRA-abhéangigen
Granulopoese der APL-Zellen. Des Weiteren zeigte die Zellzyklusanalyse miR-ZIP-
exprimierender Zellen eine Reduktion in der S- und G2-Phase mit entsprechender
Zunahme der G1/G0-Phase des Zellzykluses, und somit die Notwendigkeit der
Expression des miR-181a/miR-181b-Clusters fur die Aufrechterhaltung der
Zellteilungsfahigkeit der APL-Zellen (Abb. 35 A). Unterstutzt wird dies durch die

Induktion des Cyclin D1-Proteins infolge der intrazellularen Erh6hung der miR-181a-
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und miR-181b-Menge in NB4-Zellen durch microRNA-Mimics(Abb. 35 B). Durch die
ektopische Expression von RASSF1A ohne funktionelle 3’"UTR konnte der Beleg fur
die RASSF1A-Abhéangigkeit der miR-181a- und miR-181b-vermittelten Induktion von
Cyclin D1 experimentell belegt werden (Abb. 35 C).

Im Gegensatz zu ATRA resultiert die Behandlung mit As,O3 nicht in die Repression
von Cyclin D1 (290). Dies wiederum unterstitzt die bisherigen Beobachtungen, dass
die Induktion der Apoptose mittels As,O3 keinen Einfluss auf die Expression des
microRNA-Clusters und RASSF1A hat. Interessanterweise konnte bereits gezeigt
werden, dass ATRA ebenso wie RASSF1A den JNK-pathway inhibiert (291), (253).
Die As,0O3-induzierte Apoptose in APL-Zellen hingegen ist mit der Induktion des JNK-
pathways verbunden (292). Diese Daten unterstitzen die Annahme, dass die
RASSF1A-vermittelte Repression des Zellzykluses ein spezifischer Mechanismus der
ATRA-induzierten Differenzierung von APL-Blasten ist. Schlussfolgernd scheint die
zellzyklusinhibierende Funktion von RASSF1A ein wichtiger Faktor fur die
granulozytéare Differenzierung von APL-Blasten zu sein.

Zusammenfassend konnte im Rahmen dieser Dissertation das miR-181a/miR-181b-
Cluster als ein wichtiger Faktor der PML/RARa-assoziierten APL beschrieben
werden. Dessen funktionelle Relevanz kommt durch die Repression des
Tumorsuppressors RASSF1A und das damit verbundene Vorantreiben des
Zellzykluses zum Tragen. Die Behandlung der APL-Zellen mit ATRA wiederum
resultiert in die Repression des miR-181a/miR-181b-Clusters. Die damit verbundene
Anreicherung des RASSF1A-Proteins wiederum fuhrt zum Block des Zellzykluses
und ist somit ein essentieller Bestandteii des ATRA-abhangigen
Differenzierungsprozesses von APL-Zellen (Abb. 36).
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Abbildung 36 Das miR-181a/miR-181b-Cluster und RASSF1A modulieren Differenzierung und
Proliferation von APL-Zellen durch die Regulation von Cyclin D1.

Das onkogene Fusionsprotein PML/RARa induziert die Expression von mir-18la und miR-181b. Beide
microRNAs inhibieren die RASSF1A-Proteinsynthese. Dies wiederum foérdert das Fortschreiten des Zellzykluses
und die Proliferation durch die Akkumulation von Cyclin D1. Die Behandlung von APL-Blasten mit
pharmakologischen Dosen ATRA fiihrt zur Zerstérung von PML/RARa, gefolgt von der Unterdriickung der miR-
181a/b-Transkription in vitro und in vivo. Dies resultiert in der Wiederherstellung der RASSF1A-Proteinsynthese.
RASSF1A wiederum fordert den Zellzyklusarrest und die Differenzierung durch die Inhibierung der Cyclin D1-
Akkumulation.

4.4 Ausblick

In der vorliegenden Dissertation konnte dem miR-181a/miR-181b-Cluster eine Rolle
in der PML/RARa-assoziierten APL zugewiesen werden. Der Nachweis der
funktionellen Relevanz des microRNA-Clusters fur die Auspragung der Krankheit
wurde durch die Identifikation des Tumorsuppressors RASSF1A als ein Ziel des
microRNA-Clusters und dessen Einbindung in die Zellzyklusregulation von APL-
Zellen erbracht.

Neben den gewonnen Erkenntnissen bestehen im Hinblick auf die Relevanz und die
Funktionalitat des microRNA-Clusters sowie des Ziels RASSF1A weiterhin zu

klarende Fragen. Es konnte die APL-spezifische und PML/RARa-abhangige
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Expression des microRNA-Clusters gezeigt werden. Der zugrunde liegende
Mechanismus wurde jedoch nicht identifiziert. Hierfir bedarf es weiterer
Untersuchungen, welche mdgliche Interaktionspartner von PML/RARa identifizieren,
deren Modulierung in Abhéngigkeit von PML/RARa und ATRA einen Einfluss auf die
miR-181a/miR-181b-Expression hat. Auf diesem Wege konnten auch weitere
microRNAs identifiziert werden, welche durch denselben Regulationsmechanismus in
die APL-Pathogenese involviert sein konnten. Des Weiteren konnten aufgrund der
ebenfalls starken Expression von miR-181d funktionelle Untersuchungen zu einer
mdoglichen Involvierung dieses miR-181-Mitgliedes in die APL-Pathogenese
durchgefiihrt  werden. Die Identifikation eines PML/RARa-abhangigen
Regulationsmechanismus des miR-181a/miR-181b-Clusters und die Untersuchung
weiterer PML/RARa-regulierter microRNAs und deren Ziele konnte somit zu einem
tieferen Verstandnis der APL-Entstehung beitragen.

Die im Rahmen der Dissertation durchgefihrten funktionellen Untersuchungen
wurden ausschlie3lich in vitro durchgefiihrt. Somit ware die Untersuchung des miR-
181a/miR-181b-Clusters in einem etablierten APL-Mausmodell (258), (293) fur den
Nachweis der biologischen Relevanz des microRNA-Clusters von hohem Interesse.
Hier kdnnte die miR-181a/miR-181b-Expression in den murinen APL-Blasten durch
den Einsatz von miR-181a- und miR-181b-spezifischen Locked Nucleic Acids (LNAS)
reprimiert werden. Dadurch konnte der Ausbruch der Krankheit verzogert bzw. die
APL-Blasten empfindlicher fir therapeutische Agenzien gemacht werden. Dies
wiederum koénnte die Grundlage fur die Entwicklung neuer weniger invasiver
Therapieansatze fur die Behandlung der APL sein.

Die gewonnen Erkenntnisse zur funktionellen Relevanz von RASSF1A wahrend der
ATRA-induzierten Differenzierung geben erste Hinweise auf die Funktionsweise des
Tumorsuppressors in hamatopoetischen Zellen. Neben den im Rahmen dieser
Dissertation durchgefihrten Arbeiten wurden bisher keine weiteren Studien im
hamatopoetischen System durchgefuhrt. Jedoch konnten in diversen gesunden und
vor allem malignen Geweben eine Vielzahl von Funktionen des Tumorsuppressors
beschrieben werden (231), (222), (245). So konnten neben der Inhibierung von
Cyclin D1 weitere RASSF1A-vermittelte Mechanismen wahrend der Differenzierung
der APL-Blasten von Bedeutung sein. So konnte in dieser Arbeit gezeigt werden,
dass die Reduktion der miR-181la/miR-181b-Menge neben der Induktion von
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RASSF1A auch die Induktion des Zellzyklusregulators und Tumorsuppressors p53
zur Folge hat. Song et al. wiederum beschrieben die RASSF1A-vermittelte
Stabilisierung von p53 durch die Zerstérung des p53-hemmenden Komplex MDM2-
DAXX-HAUSP (256). In der APL wiederum fuhrt PML/RARa zum Abbau von p53
(294) und DAXX inhibiert als Koreppressor von PML/RARa (295) den ATRA-
regulierten Transkriptionsfaktor C/EBPB (296). Diese Daten lassen somit vermuten,
dass RASSF1A wahrend der Differenzierung der APL-Blasten neben der Repression
von Cyclin D1 durch die Stabilisierung von p53 zusatzlich regulierend in den
Zellzyklus eingreifen konnte. In diesem Zusammenhang muissten noch weitere
funktionelle Untersuchungen durchgefuhrt werden, welche einen moglichen
regulatorischen Einfluss von RASSF1A auf die Stabilitdt von p53 aufzeigen. Zudem
kbnnte &quivalent zum miR-181a/miR-181b-Cluster RASSF1A in einem APL-
Mausmodell untersucht werden. Der Nachweis der biologischen Relevanz von
RASSF1A in vivo wirde die bisherigen in vitro-Daten untermauern und RASSF1A
eine grofRere Bedeutung fur die APL-Pathogenese zuweisen.

Zusammenfassend konnten in der vorliegenden Dissertation experimentelle Beweise
fur eine funktionelle Involvierung des miR-181a/miR-181b-Clusters in die akute
Promyelozytenleukamie durch die Repression des Zellzyklusregulators RASSF1A
erbracht werden. Diese Daten konnten als Grundlage fur weitere Untersuchungen
hinsichtlich der Relevanz von RASSF1A im hamatopoetischen System dienen.
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5 Zusammenfassung

Die akute Promyelozytenleukédmie (APL) ist eine maligne Erkrankung des
blutbildenden Systems und ist als ein Subtyp der akuten myeloischen Leuka&mie
(AML) durch das onkogene Fusionsprotein PML/RARa gekennzeichnet. Dieses fuhrt
durch die Rekrutierung von Korepressoren und Histondeactylasen zur
transkriptionellen Stilllegung differenzierungsrelevanter Gene und somit zum Block
der granulozytaren Differenzierung im Stadium der Promyelozyten. Die Behandlung
mit pharmakologischen Dosen all-trans Retinsdure (ATRA) fuhrt zur Ausreifung der
promyelozytischen Blasten zu funktionsfahigen Granulozyten und in Kombination mit
Chemotherapie im Allgemeinen zur Heilung der Erkrankung. Am komplexen Prozess
der Krankheitsentstehung der APL ist eine Vielzahl von Faktoren beteiligt. Unter
ihnen befinden sich kleine nicht-proteinkodierende RNA-Molekile, die microRNAs.
Diverse Publikationen konnten dem microRNA-vermittelten posttranskriptionellen
silencing-Mechanismus bereits eine bedeutende Rolle in der Differenzierung und
Krebsentstehung zuweisen.

In der vorliegenden Arbeit konnte die Repression des miR-181a/miR-181b-Clusters
wahrend der ATRA-abhangigen Differenzierung von APL-Blasten in vitro und in vivo
beschrieben werden. Im APL-Zelllinienmodell und in PML/RARa-knock in-Méausen
konnte gezeigt werden, dass die miR-181la/miR-181b-Expression durch das
onkogene Fusionsprotein PML/RARa induziert wird. Der Nachweis einer erhthten
miR-181a- und miR-181b-Expression in primaren APL-Patientenproben bestétigte
diese Beobachtungen. Des Weiteren fuhrte die Reduktion der miR-181a/miR-181b-
Expression in der APL-Zellinie NB4 zur Minderung der Koloniezahl und
Proliferationrate sowie zur Induktion von Apoptose. Mechanistische Untersuchungen
belegten die direkte Bindung des microRNA-Clusters an die 3'UTR des
Tumorsuppressors RASSF1A. Die Erh6hung der miR-181a/miR-181b-Menge und die
shRNA-vermittelte Repression des Tumorsuppressors inhibieren die ATRA-induzierte
Differenzierung von APL-Zellen. Es konnte zudem gezeigt werden, dass dieser
Prozess durch die RASSF1A-abhangige Repression des Zellzyklusregulators Cyclin
D1 vermittelt wird. Des Weiteren wurde in APL-Patientenproben und in PML/RARa-
knock in-Mausen eine erniedrigte RASSF1A-Proteinmenge nachgewiesen,

wohingegen die Uberexpression von RASSF1A zur Apoptose in APL-Zellen fiihrt.
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Zusammenfassend konnte RASSF1A als ein neuer ATRA-regulierter Faktor wahrend
der granulozytaren Differenzierung von APL-Blasten identifiziert werden, der durch
den miR-181a/miR-181b-vermittelten silencing-Prozess in die Pathogenese der
PML/RARa-abhangigen APL involviert ist.
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7 Anhang
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Abbildung A1 Verstarkte Expression des RASSF1-Gens in Zellen des hdmatopoetischen Systems.

Das Diagramm wurde erstellt durch AndrewGNF basierend auf Daten von Su et al. (286).

( URL: https://fen.wikipedia.org/wiki/RASSF1; Stand: 16.10.2015)
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