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1. Einleitung

1.1 Hamatopoese

Die Hamatopoese beschreibt den Prozess der Differenzierung von naiven
multipotenten hamatopoetischen Stammzellen (HSC) zu reifen funktionellen
Blutzellen. Bei der Hamatopoese unterscheidet man zwischen der embryonalen
und der adulten Hamatopoese. Die embryonale Hamatopoese findet in den ersten
Wochen der Saugetier-Embryogenese statt. Hierbei werden erstmals Blutzellen im
embryonalen Dottersack gebildet. Wahrend der weiteren embryonalen
Entwicklung verlagert sich die Hamatopoese in die Leberanlagen des Embryos
und erst kurz vor der Geburt ist der Hauptteil der Hamatopoese im Knochenmark
lokalisiert [1]. Die adulte Hamatopoese (Abbildung 1) findet im Knochenmark und
in den lymphatischen Organen statt. HSCs zeichnen sich durch ihr unendliches
Selbsterneuerungs- und ihr multipotentes Differenzierungspotential aus. Mit
zunehmenden Differenzierungsstatus verlieren die hamatopoetischen Zellen ihre
Stammzelleigenschaften. Die Multipotenten Progenitorzellen (MPP) besitzen noch
das hohe Differenzierungspotential der HSCs, zeigen jedoch nur noch begrenzte
Selbsterneuerungseigenschaften [2]. Durch die weitere Reifung kénnen sich aus
den MPPs die myeloiden Vorlauferzellen (CMPs) oder die lymphatischen
Vorlauferzellen (CLPs) entwickeln [3-4]. Die CLPs entwickeln sich uber
linienspezifische Vorlauferzellen zu reifen B- und T-Lymphozyten sowie zu
naturlichen Killerzellen. Aus den CMPs bilden sich einerseits die Megakaryozyten-
und Erythrozyten-Vorlauferzellen (MEPS), welche dann zu Megakaryozyten bzw.
Thrombozyten und Erythrozyten ausreifen und andererseits die granulozytaren
und monozytaren Vorlauferzellen (GMPs), aus denen sich die Granulozyten und
Monozyten entwickeln [1, 5]. Die wahrend der Hamatopoese entstehenden
Zellsubpopulationen kénnen anhand von verschiedenen Zelloberflachenmarkern
(CD (cluster of differentiation)) identifiziert werden. Die hamatopoetische
Stammzelle zeichnet sich durch die Expression des Zelloberflachenmarkers CD34
aus [6-7]. Wahrend der myeloiden Differenzierung wird auf den GMPs der
Oberflachenmarker CD11b exprimiert [8]. Die reifen Granulozyten exprimieren

zusatzlich den CD15 Oberflachenmarker, wahrend die Monozyten und
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Makrophagen anhand des CD14 Oberflachenmarkers identifiziert werden kénnen

[8].
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Abbildung 1: Schematische Ubersicht der Hamatopoese (verandert nach Rieger et al., de
Bruin et al. und Egeland et al. [1, 5, 8]).

Die Prozesse der hamatopoetischen Differenzierung werden durch verschiedene
Transkriptionsfaktoren gesteuert. Die Differenzierung der lymphoiden Linien wird
mafigeblich durch die Transkriptionsfaktoren GATA-3, Pax5 und E2A gesteuert [9-
10]. An der Entwicklung der Megakaryozyten und Erythrozyten sind GATA-1 und
GATA-2 entscheidend beteiligt [10-11]. Die Differenzierung der myeloiden Linien
wird hauptsachlich durch die beiden Transkriptionsfaktoren PU.1 und C/EBPa
kontrolliert [10, 12]. Wahrend C/EBPa der Hauptregulator fur die Differenzierung
von Granulozyten ist [12-13], wird die monozytare Differenzierung durch PU.1
reguliert [10, 12-13]. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass PU.1 schon in den
fruihen Stadien der Hamatopoese, sowie bei der B-Zell Differenzierung eine
wichtige Rolle spielt [14-16]. Der Block von PU.1 fuhrt zum Verlust von reifen
Monozyten, neutrophilen Granulozyten, B- und T-Zellen [14-16]. Die Reduktion der
PU.1 Expression induziert eine akute myeloische Leukamie (AML) [17-18].
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1.2 Leukamie

Leukdmien sind eine heterogene Gruppe maligner Erkrankungen des
blutbildenden bzw. des lymphatischen Systems. Allen Leukamien liegt eine
Entartung von frihen Vorlauferzellen der normalen Blutbildung zugrunde. Die
leukamischen Zellen verlieren dabei die Fahigkeit zur Ausreifung zu
funktionsfahigen Blutzellen und entziehen sich somit den normalen
Kontrollmechanismen von Zellwachstum und Differenzierung. Dies fihrt zum
Mangel von funktionsfahigen Blut- und Immunzellen. Die folgende generalisierte
Ausbreitung im blutbildenden Knochenmark und im lymphatischen System fuhrt
zur Verdrangung der regularen Hamatopoese und letztlich zu einer
Ausschwemmung leukamischer Zellen ins periphere Blut. Man unterscheidet nach
den betroffenen Zelltypen zwischen den myeloischen und den lymphatischen
Leukamien. Zusatzlich wird zwischen akuten Leukamien, bei denen die
Blutvorlauferzellen nicht ausdifferenzieren, und chronischen Leukéamien, bei denen
die Zellen zwar ausdifferenzieren aber hyperproliferativ sind, unterschieden. So
lassen sich Leuka&mien klinisch und immunologisch/zytologisch in vier

Hauptformen unterteilen:

1. akut myeloische Leukamie (AML)

2. akut lymphatische Leukamie (ALL)

3. chronisch myeloische Leukamie (CML)
4. chronisch lymphatische Leukamie (CLL)

Etwa 11500 Menschen sind 2010 in Deutschland an einer Leuk&mie erkrankt [19].
Das Erkrankungsrisiko fur Leukamien sinkt bei Kindern mit zunehmendem Alter
und nimmt etwa ab dem 30. Lebensjahr wieder kontinuierlich zu. Die absolute 5
Jahres Uberlebensrate von Leukamiepatienten betrug 2009 -2010 im Median
47 % [19].
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1.2.1 Die akut myeloische Leukamie

Die akute myeloische Leukamie (AML) ist eine klonale Erkrankung der
Myelopoese mit Transformation einer frihen myeloischen Vorlauferzelle. Es
kommt zu einer z. T. massiven Vermehrung unreifer Vorlauferzellen im
Knochenmark mit einer Verdrdngung der normalen Hamatopoese und einer
Ausschwemmung der Zellen in das periphere Blut (Leukozytose). Die
Verdrangung der Hamatopoese mit Anamie, Thrombozytopenie und
Granulozytopenie fuhrt zu den meist eher unspezifischen Symptomen der
Erkrankung. So klagen die Patienten haufig Uber Abgeschlagenheit, Mudigkeit,
Tachykardie, Blasse sowie haufige Infekte. Zusatzlich besteht eine gesteigerte
Blutungsneigung. Bei ca. 10 % der Falle kann eine aleukamische Prasentation mit
Leukopenie beobachtet werden. Die AML tritt mit einer Inzidenz von 3-4 Fallen pro
100000 Einwohner pro Jahr mit einer steigenden Haufigkeit im hoheren
Lebensalter auf [20]. Sie macht insgesamt 3 % aller malignen Erkrankungen aus
und ist die haufigste todlich verlaufende Neoplasie zwischen dem 30. und 40.
Lebensjahr [20]. Als Risikofaktoren fur die Entwicklung einer AML gelten die
Knochenmarkschadigung durch Noxen (ionisierende Strahlen, alkylierende
Substanzen, Topoisomerasehemmer, Benzol, Zigarettenrauch), pradisponierende
hamatologische Erkrankungen wie das myelodysplastische Syndrom, aplastische
Anamie, Multiples Myelom (in dem Fall spricht man von der Entwicklung einer
sekundéaren AML) und genetische Faktoren (Trisomie 21, Fanconi-Anamie, Bloom-
Syndrom). Oft liegen einer AML chromosomale Aberrationen zugrunde, so z. B.
Translokationen (t(8;21), t(15;17), inv(16)) oder Deletionen (gesamter Arm oder
ein Teil von Chromosom 5q, 7q, 20q oder 12p; Trisomien +8, +13, +21).

Die unterschiedlichen Subgruppen innerhalb der AML unterscheiden sich anhand
der Differenzierungsstadien der myeloischen Progenitorzellen (Klassifizierung der
AML MO bis M7 nach der French-American-British Cooperative Group; FAB-
Klassifikation) (Tabelle 1).
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Tabelle 1: FAB-Klassifikation der AML [21-23]

AML- Subtypen Haufigkeit (in % von AML)
MO Minimal differenzierte AML 5
M1 AML ohne Ausreifung 10
M2 AML mit Ausreifung 30-45
M3 Akute Promyelozyten- Leukamie APL 5-8
M3V Variante Microgranulare APL
M4 Akute myelomonozytére Leukamie 15-25
M4Eo mit Eosinophilie
M5 Akute monozytare Leukamie 3-6
a) undifferenziert
b) differenziert
M6 Akute Erythroleukamie 5-6
M7 Akute megakaryozytare Leukdmie 3-5

Gegenwartig erfolgt die klinische Einteilung der AML nach der WHO-Klassifikation,

die 1999 etabliert wurde. Sie bericksichtigt die morphologischen und

immunphanotypischen Kriterien der FAB-Klassifikation, bezieht jedoch auch

genetische, biologische und klinische Merkmale mit ein [22, 24].

1.

AML mit spezifischen genetischen Abnormalitéaten
AML mit multilinearer Dysplasie
AML, sonst nicht kategorisiert

AML mit undefiniertem Phanotyp
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Die AML wurde in ihren frthen Beschreibungen als ,akute“ Erkrankung definiert,
da es zum damaligen Zeitpunkt noch keine Mdglichkeiten gab, den rasch
progredienten Krankheitsverlauf aufzuhalten. Heute besteht die Behandlung der
AML mit kurativer Intention in einer systemischen Chemotherapie. Darunter
erreichen in Abhangigkeit von Risikoprofil und Alter 60—70 % der Patienten eine
komplette Remission nach dem ersten Behandlungszyklus. Die mediane
Remissionsdauer betragt jedoch nur 12 bis 14 Monate, danach schlie3en sich
weitere Zyklen Chemotherapie oder eine allogene Stammzelltransplantation als
Therapiemoglichkeiten an. Eine Ausnahme bietet die APL (akute
Promyelozytenleukamie, nach FAB AML Typ M3). Bei dieser Subform der AML,
kann allein durch die Behandlung mit ATRA (all-trans-Retinolsaure) und

Chemotherapie eine Langzeittiberlebensrate von Gber 90 % erzielt werden [25].

Da die Therapie der AML bei einer hohen Remissionsrate viele schwerwiegende
Nebenwirkungen und Komplikationen hat, sollte es weiterhin Bestrebungen geben,
besser vertragliche Therapien zu entwickeln, die den Patienten eine lang
anhaltende Remission ohne die bekannten Therapiekomplikationen ermagglichen.

1.3 Der FLT3 Rezeptor

Der FMS-like Tyrosin Kinase 3 Rezeptor (FLT3) spielt eine wichtige Rolle in der
normalen Hamatopoese und bei der Ausbildung von Leukamien. Flt3 ist auf dem
Chromosom 13912 lokalisiert und gehort zur Type Ill Rezeptor Tyrosin Kinase
(RTK) Familie. Alle Mitglieder der RTK Il Familie spielen eine wichtige Rolle bei
der Regulation von Proliferation, Differenzierung und dem Uberleben normaler
hamatopoetischer Zellen [26]. Der membrangebundene FLT3 Rezeptor besteht
aus einer extrazellularen Region mit funf immunglobulinahnlichen Domanen, der
Transmembrandoméne, der Juxtamembrandomane und zwei Tyrosinkinase-
doménen (Abbildung 2) [27]. Der FLT3 Rezeptor wird hauptsachlich in
hamatopoetischen Progenitorzellen im Knochenmark, Thymus oder den

Lymphknoten exprimiert [28].
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Ligandenbindedoméne

Transmembrandomane
Zellmembran
Juxtamembrandoméne
Insertionsort
Interne Tandem Duplikation (ITD) Kinasedomane 1
. Kinasedoméne 2
Insertionsort

Punktmutationen (TKD) C-Terminus

Abbildung 2: Schematische Ubersicht des FLT3 Rezeptors (nach Litzow [29]).

1.3.1 Der FLT3-Rezeptor in der normalen Hamatopoese

Die funktionelle Regulation des FLT3 Rezeptors wahrend der hamatopoetischen
Differenzierung stellt einen wichtigen Prozess dar. Die Aktivierung des FLT3
Rezeptors erfolgt durch die Bindung des FLT3 Liganden (FL) an der
extrazellularen Ligandenbindedoméne. Der FL ist ein Transmembranprotein und
wird von Knochemark Fibroblasten [30], hamatopoetischen Zellen der myeloiden
Linien sowie B- und T-Zelllinien exprimiert [31]. Der FL kann als
membrangebundenes sowie als ungebundenes Protein vorkommen [32-33]. Die
Bindung zwischen FLT3 und FL fihrt zur Homodimerisierung des Rezeptors,
gefolgt von Autophosphorylierung und Phosphorylierung von cytoplasmatischen
Substraten. Die Aktivierung des FLT3 Rezeptors fuhrt zur Induktion der PI3K-AKT
[34-35], Ras-Raf-MEK-ERK [36-37] sowie STAT5 Signalwege [38], die in die
Regulation von Proliferation und Differenzierung unreifer hdmatopoetischer Zellen
involviert sind (Abbildung 3) [39].
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Abbildung 3: Ubersicht der FLT3 aktivierten Signalwege. Durch die FLT3-ITD Mutation werden
die Ras-Raf-MEK-ERK, PI3K-AKT Signalwege sowie die STAT5 Aktivierung konstitutiv induziert
(nach Takahashi et al. [40]).

1.3.2 Der FLT3 Rezeptor in der AML

Mehrere Studien haben gezeigt, dass der FLT3 Rezeptor in ca. 93 % der AMLs
anomal und erhoht exprimiert wird [41-44]. Zuséatzlich sind 30 % aller AMLs mit
einer Tyrosinkinase aktivierenden Mutation des FLT3 Rezeptors assoziiert [45].
Hierbei werden hauptsachlich zwei Mutationen unterschieden: (1) die interne
Tandemduplikation (ITD) [46] und (2) die Punktmutationen in der zweiten
Tyrosinkinasedoméne (TKD) [47-48]. Bei den internen Tandemduplikationen
handelt es sich um Insertionen von zusatzlichen Nukleotiden von variabeler Lange
(3-400 bp) und Lokalisierung in der Juxtamembrandoméane des FLT3 Rezeptors
[49]. Bei den FLT3-TKD Mutationen tritt meist eine Nukleotidsubstitution im Codon
835 auf, die einen Aminosaureaustausch von Aspartat zu Tyrosin (D835Y)
verursacht [49]. Die FLT3-ITD tritt bei ca. 15-35% aller AML Patienten auf,
wéahrend die FLT3-TKD bei ca. 5-10 % aller AMLs gefunden werden kann [49].

Beide Mutationen fuhren zur konstitutiven und FL unabh&ngigen Aktivierung der
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FLT3 Tyrosinkinaseaktivitdt und induzieren die FLT3 Signalwege PISK-AKT, Ras-
Raf-MEK-ERK [50-54]. Wahrend die FLT3-ITD zuséatzlich zu einer starken
Aktivierung von STATS5 fuhrt, konnte fir die FLT3-TKD Mutation und den FL
aktivierten FLT3 Wildtyp keine bzw. lediglich eine geringe STAT5 Aktivierung
gezeigt werden [50-57] (Abbildung 3). Weiterhin wurde nachgewiesen, dass die
FLT3-ITD induzierten Signalwege bzw. eine erhthte FLT3 Expression zur
Aktivierung von NF-kB flhren [58-60]. Die durch FLT3-ITD deregulierten
Signalwege induzieren erhohte Proliferation, Uberleben und den Block der
Differenzierung von leuk&mischen Zellen. Zuséatzlich wurde gezeigt, dass die
FLT3-ITD zur Supression der myeloiden Transkriptionsfaktoren C/EBPa [61-62]
und PU.1 [50, 62] fuhrt, was fur die FLT3-TKD nicht zutrifft. Fir C/EBPa konnte
gezeigt werden, dass Hyperphosphorylierung am Serin 21 durch FLT3-ITD
aktiviertes ERK1/2 zu einem Block der C/EBPa Funktion fuhrt [61]. Fur die
Suppression von PU.1 konnte bis jetzt noch kein funktioneller Mechanismus
nachgewiesen werden. In klinischen Untersuchungen konnte fur FLT3-TKD
Mutationen kein prognostischer Einfluss auf den Verlauf einer AML gezeigt
werden, im Gegensatz dazu sind FLT3-ITDs mit einer sehr schlechten Prognose
assoziiert [63-65]. In verschiedenen Studien konnte nachgewiesen werden, dass
der Block der FLT3 Tyrosinkinaseaktivitat [66-70] oder der FLT3-ITD induzierten
Signalwege wie STATS5 [71] und NF-kB [72-73] eine reduzierte Proliferation bzw.
erhbhte Mortalitdt oder gar die Differenzierungsfahigkeit [74] von FLT3-ITD
assoziierten leukdmischen Zellen bewirkt. Daher sollten weitere Ziele der FLT3-
ITD induzierten Signalkaskade als neue therapeutische Ansatze in der FLT3-ITD

assoziierten AML untersucht werden.

1.4 MicroRNAs
MicroRNAs (miRNAs) sind kleine, 19 — 25 Nukleotide lange, nicht kodierende

RNAs, die die Genexpression durch Translationsinhibierung regulieren. Dazu
binden die miRNAs an homologe Bereiche ihrer Ziel-mRNA und leiten deren
Degradierung bzw. eine Translationtsinhibierung ein [75-76]. Die erste
beschriebene microRNA, war die lin-4 [77]. Sie wurde vor tber 20 Jahren in C.
elegans entdeckt. Viele miRNAs sind auch in entfernter verwandten Organismen
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hoch konserviert, was den Schluss zulasst, dass miRNAs in essentielle Prozesse
eingebunden sind. So wurde gezeigt, dass microRNAs die Genexpression unter
anderem wahrend der embryonalen Entwicklung [78], Zellproliferation [79],
Apoptose [79], des Glukosemetabolismus [80], und bei der Krebsentstehung [81-
83] regulieren. Bis heute konnten schon tber 2500 miRNAs beim Menschen
identifiziert werden (http://mirbase.org).

1.4.1 microRNAs: Biogenese und Funktion

Die MicroRNA-Gene sind in allen Spezies relativ gleichmal3ig auf den
verschiedenen Chromosomen verteilt, mit Ausnahme des Y-Chromosoms, auf
dem nur sehr wenige bis keine miRNAs gefunden werden konnten [84]. Circa
50 % der bekannten miRNAs treten als Gencluster auf [85-86]. Die
Primartranskripte der miRNAs sind polycystronische Einheiten [87]. Analysen
haben gezeigt, dass viele mMiRNA-Gene in Transkriptiontseinheiten (TE) lokalisiert
sind [88]. So konnten Rodriguez et al. zeigen, dass miRNAs sowohl in Introns als
auch in Exons auftreten konnen [88]. Demnach kénnen miRNAs in vier Gruppen
unterteilt werden: Intron lokalisierte miRNAs, Exon lokalisierte miRNAs, miRNAs
die zwischen zwei Genen liegen (intergenisch) und anders lokalisierte miRNAs
[84]. Viele miRNAs liegen in Introns von Protein kodierenden Genen. Hier konnte
gezeigt werden, dass diese miRNAs Uber dieselben Promotoren wie ihr ,Wirtsgen®
reguliert werden [85, 88-89]. In verschiedenen Studien wurden auch microRNA
spezifische Promotoren nachgewiesen [85, 90-92]. MicroRNA-Gene werden von
der RNA Pol Il transkribiert [93] und anschlieRend prozessiert (Abbildung 4). Das
erste Transkript welches langer als 1 kb sein kann, wird als primare miRNA (pri-
mMiRNA) bezeichnet. Die pri-miRNA wird durch den Drosha-Komplex zu einem 60-
80 bp langen Haarnadelkomplex, der Vorlaufer-miRNA (pre-miRNA), gekuirzt [87].
Diese pre-miRNA wird dann durch Exportin-5 aus dem Zellkern transportiert und
im Cytoplasma vom Dicer-Komplex in einen ca. 22 Nukleotide langen miRNA
Doppelstrang prozessiert [87]. Die reife miRNA wird in den RNA induzierten
Silencingkomplex (RISC) geladen [94]. Der miRNA-RISC Komplex bindet
anschlieBend an komplementare Regionen in der 3’ untranslatierten Region
(3UTR) von mRNAs [95]. Durch die Bindung des miRNA-RISC Komplex an der
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3'UTR einer mRNA kommt es zur translationellen Repression [95]. Da die
Komplementaritat zwischen miRNA und mRNA nur auf wenige Nukleotide
beschrankt ist, kann eine mMIRNA sehr viele putative mMRNA-Ziele haben.
Andererseits bedeutet dies, dass mehrere miRNAs an der translationellen
Regulation einer mRNA beteiligt sein kbnnen [96].

—

s ~
// \\\
/ RNA Polymerase Il pri-miRNA \\
/ DNA " \

F DO \‘
[ I l / \\
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{ |
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\
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der miRNA Prozessierung (nach Slack und
Weidhaas [97]).

1.4.2 miRNAs in der Hamatopoese und Leukamogenese
MicroRNAs spielen eine wichtige Rolle in vielen biologischen Prozessen. Auch bei
der Hamatopoese und bei der Leukdmie Entstehung wurden viele miRNAs

funktionell untersucht. Eine der wohl bekanntesten miRNAs wéahrend der

11



Einleitung

myeloiden Differenzierung ist die miR-223. Die miR-223 ist wichtig fur die
Ausbildung von Granulozyten [98]. Weiterhin wurde gezeigt, dass die miR-223
durch den myeloiden Transkriptionsfaktor C/EBPa reguliert wird [91, 98]. Als Ziele
der miR-223 wurden NFI-A [98] und und der Zellzyklusregulator E2F1 publiziert
[91]. Fur die miR-29 wurde ebenfalls eine Funktion wahrend der myeloiden
Differenzierung beschrieben. So induziert die Expression der miR-29 die
monozytére und granulozytare Differenzierung von CD34" HSCs [99]. Als Beispiel
fur eine lymphoide differenzierungsassoziierte miRNA ist die miR-181 zu nennen
[100]. Im Gegensatz dazu wurde fur die miR-181 auch gezeigt, dass sie bei
erhohter Expression einen myeloiden Differenzierungsblock bei der AML auslost
[101]. So kann am Beispiel der miR-181 gezeigt werden, dass miRNAs, wenn sie
zum richtigen Zeitpunkt im entsprechenden Mald exprimiert werden, als
Feinregulatoren der Differenzierung fungieren. Die Dysregulation der miRNA
Expression kann jedoch zur Storung der Differenzierung bzw. zur
Leukdmieentstehung fuhren. Eine weitere, sehr prominente und viel untersuchte
mMiRNA die bei der Hamatopoese involviert ist, ist die miR-155, die im Mittelpunkt

der vorliegenden Arbeit steht.

1.4.3 Die miR-155

Die miR-155 wurde erstmals 2002 in einem globalen gewebsspezifischen miRNA-
Screen in der Maus identifiziert [102]. Im humanen Genom, ist die miR-155 im
dritten Exon des nichtkodierenden Gen Bic auf Chromosomen 21 lokalisiert [103].
2005 wurde die miR-155 erstmals funktionell beschrieben [103-104]. Hier wurde
gezeigt, dass die miR-155 beim B-Zell-Lymphom zusammen mit seinem Wirtsgen
Bic hoch exprimiert vorliegt [103-104]. In verschiedenen Arbeiten wurde
beobachtet, dass die miR-155 transkriptionell tGber denselben Promotor wie Bic
reguliert wird [105-107]. Fur mehrere Transkriptionsfaktoren wurde bereits gezeigt,
dass sie in die Regulation der miR-155 involviert sind. So wurden NF-kB und AP1
bei der inflammatorischen Antwort [105, 107] sowie fir STAT5 beim subkutanen
T-Zell-Lymphom [108] als essentielle Transkriptionsfaktoren am miR-155

Promotor beschrieben.

12



Einleitung

In ihrer nicht malignen Funktion wird die miR-155 in den frihen hamatopoetischen
Stammzellen [109-110] sowie bei der inflammatorischen Antwort hoch exprimiert
[105, 111-114]. Hier ist sie in die proliferativen Prozesse der HSCs (self-renewal)
[110, 115] sowie in die Aktivierung und Ausreifung von lymphatischen und
dendritischen Zellen involviert [105, 111-114]. In weiteren Arbeiten zum B-Zell-
Lymphom wurde die miR-155 als onkogene miRNA beschrieben, die bei erhdhter
Expression Proliferation induziert und zu einem aggressiveren Krankheitsverlauf
fuhrt [116-120]. Die miR-155 wurde auch bei verschiedenen soliden Tumoren wie
beim hepatozellularen Karzinom [121], Mamakarzinom [122], Liposarkom [123],
Glioblastom [124] sowie beim Larynxkarzinom [125] als Onkogen beschrieben.

Im h&matopoetischen System wurde gezeigt, dass die erhOhte Expression der
miR-155 zu einer myeloproliferativen Erkrankung und zum Block der myeloiden
Differenzierung fuhrt [110, 126]. Zusatzlich wurde von verschiedenen Gruppen
gezeigt, dass die miR-155 in der AML erhdht exprimiert vorliegt und mit der FLT3-
ITD Mutation assoziiert ist [126-131]. In klinischen Studien wurde nachgewiesen,
dass die erhohte Expression der miR-155 beim Lymphom und bei der Leukamie
mit einer schlechten Prognose assoziiert ist [132-133]. Bei verschiedenen
Erkrankungen wurden bereits mehrere unterschiedliche Zielgene der miR-155
beschrieben. So wurde gezeigt, dass die miR-155 SHIP1 bei der AML [134] und
beim B-Zell-Lymphom [118], FOXO3a beim Mamakarzinom [122], E2F2 beim
Kolorektalkarzinom [135] und BACH1 beim Nierenkarzinom [136] supprimiert.

Studien zum therapeutischen Block der miR-155 mit Locked nucleic acids (LNAS)
oder Nanopartikel gebundenen antimiRs zeigten im Mausmodell fir ein B-Zell-
Lymphom ein verlangertes Uberleben und eine verringerte Tumorprogression
[116, 120]. Durch die bereits publizierten Daten ergab sich die Hypothese, dass
die miR-155 in der FLT3-ITD assoziierten AML zur Leukéamieprogression beitragt

und somit ein neues therapeutisches Ziel darstellen kdnnte.
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2. Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate und Software

Gerate

Affymetrix 428™ GeneChip Scanners
a-Hyb™ Hybridization Station

Autoklav Model 5050 EVL
Bakterieninkubator

Brutschrank, Heracell 150i

CCD-Kamera (G-Box)
Durchflusszytometer BD FACSCalibur
Elektrophoresesysteme
Elektroporationsgerét Nucleofector® 2b Device
Feinwaage AX4202

Geldokumentation Gene Flash
Kuhlzentrifuge Heraeus Fresco 17
Lichtmikroskop Axio Vert.Al
Luminometer Lumat LB9705

MACS® cell separation columns
MACS® separator

Mikrowelle

Milli-Q-Anlage

Nano-Photometer

pH-Meter

Pipetten 2ul, 10ul, 20ul, 2001, 200pl, 1000ul
Pipettierhilfe

Real Time PCR System 7500

Real Time Thermal Cycler (Rotor-Gene™ 3000)
Schuttelinkubator Model 3031

Schittler Rotamax 120

Sterilbank Modell HeraSafe Heraeus
Stromversorgung Power Pac 1000
Thermal Cycler T100™

ThermoCycler (T Gradient Thermoblock)
Trans-Blot® SD Semi-Dry Electrophoretic

Hersteller/ Vertrieb

Affimetrix

Miltenyi, Biotec GmbH
Tuttnauer

Memmert GmbH

Thermo Scientific
Syngene Bioimaging

BD Pharmingen™
Bio-Rad Laboratories Inc.
LONZA

Sartorius

Syngene Bioimaging
Thermo Scientific

Zeiss Deutschland
Berthold Technologies
Miltenyi Biotec

Miltenyi Biotec

Severin

Millipore

Implen

Hanna Instruments
Rainin; Eppendorf
Integra Bioscience
Applied Biosystems
Corbett Research Australia
GFL

Heidolph

Thermo Scientific
Bio-Rad Laboratories Inc.
Bio-Rad Laboratories Inc.
Biometra®

Bio-Rad Laboratories Inc.
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Vortexer

Wasserbad

Software

CellQuest™
Cyflogic 1.2.1
GenePix® Pro 6.0
Image J

SPSS17

Office

2.1.2 Reagenzien

Chemikalien

Acrylamid (Rotiphorese® Gel 30)
Agar

APS (Ammoniumperoxodisulfat)
B-ME (B-Mercaptoethanol)

Protein Assay Dye Reagent

BSA (Bovine serum albumin) purified
CaCl, (Calciumchlorid)

CEP701

DEPC (Diethylpyrocarbonat)

DMSO (Dimethylsulfioxid)

dNTPs

DTT (Dithiothreitol)

ECL Westernblot Detektionsreagenzien
EDTA (Ethyldiamintetraessigsaure)
Ethanol

Ethidiumbromid

Formaldehyd

GelRed™ Nucleic Acid Gel Stain
Giemsa

Glycerin

Glycerol

Fisher Scientific
GFL

Hersteller/ Vertrieb

BD Pharmingen™

CyFlo Ltd

Molecular Devices

National Institutes of Health
IBM

Microsoft

Hersteller/ Vertrieb

Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich
Bio-Rad Laboratories Inc.
SERVA Electrophoresis GmbH
Carl Roth GmbH
LC-Labortories
Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich
QIAGEN
Sigma Aldrich
Amersham Bioscience
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich
Carl Roth GmbH
Biotium Inc.
Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
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HCI (Salzséaure)
Hefe

HEPES (Hydroxyethylpiperazinethansulfonsaure)

Isopropanol

May-Griinewald-Lésung

Milchpulver

Methanol

MgCl, (Magnesiumchlorid)

NaCl (Natriumchlorid)

Na,HPO, (Natriumhydrogenphosphat)
Phosphatase-, Proteinase Inhibitor Cocktails
PKC412

PMA (Phorbol-12-myristat-13-acetat)
PMSF (Phenylmethansulfonylfluorid)
Ponceau S

SDS (Natriumdodecylsulfat)

STATS Inhibitor

SuU5614

Temed (Tetramethylethylendiamin)
Tris-Base (Trisaminomethan)
Tris-HCI

Triton-X-100

TRIzol ®

Tween®20

Zytokine

rHu M-CSF (Macrophage Colony Stimulating Factor)

IL-3 (Interleukin-3)
IL-6 (Interleukin-6)

rHUSCF (Recombinant Human Stem Cell Factor)

rHuFIt3 (Recombinant Human FIt3-Ligand)

Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich
LC-Laboratories
Sigma-Aldrich
Fluka
Sigma-Aldrich
Carl Roth GmbH
Merck-Millipore
LC-Laboratories
Bio-Rad Laboratories GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Carl Roth GmbH
Invitrogen

Carl Roth GmbH

Hersteller/ Vertrieb

ImmunoTools GmbH
ImmunoTools GmbH
ImmunoTools GmbH
PAN™ Biotech GmbH
PAN™ Biotech GmbH
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Medien und Zusétze

Ampicilin

Blasticidin

DMSO (Dimethylsulfioxid)

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
FBS (Fotales Kalberserum)

IMDM (Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium)
Penicillin/Streptomycin (P/S)

PBS (Phosphate buffered saline)

Polybren

Puromyzin

RPMI 1640 (+ Phenolrot)

Kommerzielle Kits

AMAXA™ Cell line Nucleofector® Kit V

AMAXA™ Cell line Nucleofector® Kit L

AMAXA™ Cell line Nucleofector® Kit C

Bio-Rad Protein Assay

BLOCK-iT™ Pol Il miR RNAi Expression Vector Kit
CD34 Progenitor Cell Isolation Kit, human

Dual Luciferase™ Reporter Assay Kit

HiSpeed® Plasmid Maxi Kit

Revert Aid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit

Lipofectamin™ LTX Reagent

miRCURY ™ LNA microRNA Array microarray kit
miRCURY™ LNA microRNA Array Labeling kit
PEG-it™ Lentivirl Precipitation Solution
pPACKH1 HIV Lentivector Packaging Kit
QuantiTect® SYBR Green PCR Kit

QIAEX® Il Gel Extraction Kit

QIAprep® Spin Miniprep Kit

QuikChange® Il XL Site-Directed Mutagenesis Kit
TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit
TOPO® TA cloning Kit for subcloning

Hersteller/ Vertrieb

Carl Roth GmbH

Carl Roth GmbH
Sigma-Aldrich

PAA Laboratories GmbH
PAA Laboratories GmbH
Gibco®

Gibco®

PAA Laboratories GmbH
Takara

MP Biomedicals

PAA Laboratories GmbH

Hersteller/ Vertrieb

Lonza

Lonza

Lonza

Bio-Rad Laboratories GmbH
Invitrogen™

Milteny Biotec
Promega GmbH
QIAGEN

Thermo Scientific
Invitrogen™
EXIQON A/S
EXIQON A/S
System Biosciences
System Biosciences
QIAGEN

QIAGEN

QIAGEN

Agilent Technologies
Applied Biosystems

Invitrogen™
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Enzyme

Antarctic Phosphatase
Phusion Polymerase
Tag-Poymerase
RNAse A

T4 DNA Ligase

XBal

Marker und Ladepuffer

6x Loading Dye Solution
GeneRuler™ DNA Ladder Mix

Page Ruler™ Plus Prestained Protein Ladder

Vektoren

pcDNA3.1

pcDNA™6.2-GW/EmGFP-mIR
pcDNA™6.2-GW/EmGFP-neg (pcDNA6.2-scr)
pCR-2.1®-TOPO®-Vector

pGL3 (Firefly Luziferase Reporter Vektor)

pRL (Renilla Luziferase Reporter Vektor)
pmMiRZip-scr.

pmiRZip-155

pPACKH1 Packaging Plasmid Mix

pPcDNA3.1-p65

pcDNAS.1-PU.1

pMX-STAT5A-IRES-EGF
pMX-STAT5A1*6-IRES-EGF

Hersteller/ Vertrieb

New England Bio Labs Inc.
Finnzymes

Promega GmbH rAPid Alkaline
Sigma Aldrich

Thermo Scientific

Thermo Scientific

Hersteller/ Vertrieb

Thermo Scientific
Thermo Scientific

Thermo Scientific

Quelle

Invitrogen™
Invitrogen™
Invitrogen™
Invitrogen™
Promega GmbH
Promega GmbH
System Biosciences
System Biosciences

System Biosciences

Dr. S. Schwind, Abteilung fur
Hamatologie und Onkologie,

Universitatsklinikum Leipzig

Prof. D. G. Tenen, Havard
Stem Cell Institute, Havard
Medical School, Boston [137]

Prof. T. Kitamura Institute of
Medical Science, University of
Tokyo [138]
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PAL-FLT3-WT Prof. T. Fischer, Klinik fur

PAL-FLT3-TKD Hamatologie und Onkologie,

PAL-FLT3-ITD Universitatsklinikum Magdeburg
A.0.R. [54]

pGL3-1783 Prof. M. Mallardo, Department

pGL3-1380 of Biochemistry and Medical

pGL3-1065 Biotechnologies, University of

Naples Federico Il [105]

Oligonukleotide

Fur die Detektion der Expression der miR-155, snoRNA135 und RNUB6 wurden die
spezifischen TagMan® MicroRNA Assays verwendet. Alle weiteren aufgelisteten Primer

wurden manuell designt und von Biomers.net GmbH bezogen.

Klonierung

Fur die Klonierung des pRL-PU.1-3'UTR-Wt Luziferasekonstruktes wurde die Wildtyp
PU.1-3UTR von humaner genomischer DNA amplifiziert und nach einer
Zwischenklonierung in den pCR-2.1®-TOPO®-Vector, in die Xbal Restriktionsstelle des
pRL Vektors inseriert. Fur die Amplifikation der PU.1 -3'UTR wurden folgende Primer

verwendet:
PU.1-3'UTR Xbal for 5-TCT AGA TAC GAC TTC AGC GGC GAA GTG CTG-3
PU.1-3'UTR Xbal rev 5'-GGC CGG GCG AGG GCT AAT TAT TAT GGC AG-3’

Die Mutagenese der PU.1-3UTR wurde mit dem QuikChange® Il XL Site-Directed
Mutagenesis Kit entsprechend dem Herstellerprotokoll durchgefiihrt. Fir die Mutagenese

wurde der pRL-PU.1-3'UTR-Wt Vektor genutzt. Es wurden flogende Primer verwendet:
PU.1-3'UTR-Mut for 5-CTG CCATAATAATTA GCC CTC GCC CGG CC-%’

PU.1-3'UTR-Mut rev 5’-GGC CGG GCG AGG GCT AAT TAT TAT GGC AG-5’

Die Klonierung des pcDNA6.2-miR-155 Vektors wurde anhand des BLOCK-IiT Pol Il miR
RNAIi Expression Vector Kit durchgefiihrt. Hierzu wurden die folgenden Oligonukleotide
geman des Herstellerprotokolls in den pcDNA6.2-GW/EmGFP-mIR Plasmid ligiert.
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miR-155-top 5-TGC TGT TAA TGC TAA TCG TGA TAG GGG TTT TTG
CCT CCA ACT GAC TCC TAC ATATTA GCA TTA A-3’

miR-155-bottom 5’-CCT GTT AAT GCT AAT ATG TAG GAG TCA GTT GGA
GGC AAA AAC CCC TAT CAC GAT TAG CAT TAAC-3’

Alle Vektoren wurden mittels Sequenzierung auf ihre Richtigkeit untersucht.

Sequenzierung

pRL
Luc-C -for 5-AGA GAG ATC CTC ATA AAG GC-3
EBV-rev 5-GTG GTT TGT CCA AAC TCATC-3

pcDNA™6.2-GW/EmGFP-mIR
miRNA for. Seq. 5-TCC CAA GCT GGC TAG TTA AG-3’
miRNA rev Seg. 5-CTC TAG ATC AAC CAC TTT GT-3’

pCR-2.1®-TOPO®-Vector
M13 for 5-GTA AAA CGA CGG CCA G-3
M13 rev 5-CAG GAA ACA GCT ATG AC-3

Chromatinimmunprazipitation (ChlIP)

Fir die ChIP Analysen der p65 Bindung am miR-155 Promotor wurden folgende

Primer verwendet:

p65 ChIP 1786-for 5-TTC TGG GGA TGA AAG GTC AC-3
p65 ChIP 1786-rev 5-CCT GCT CAG ATC CAT GT-3
p65 ChIP 1380-for 5-TGC TCC CAAGTT CCT TAACC-3

p65 ChIP 1380-rev 5-GTG ACT GGG GCC TTT TTG TA-3
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LNAs und siRNAs

MiRCURY LNA™ hsa-miR-155 Inhibitor
MiRCURY LNA™ mmu-miR-155 Inhibitor
mMiRCURY LNA™ negative control A

All Stars Negative Control siRNA (S103650318)
p65 siRNA (SI100301672)
STATS siRNA (S103045014)

Antikorper

Western Blot Primarantikérper

Anti-human-GAPDH (FL-335) Kaninchen, polyklonal
Anti-hunman-p65 (C-20) Kaninchen, polyklonal
Anti-human-PU.1 (T-21) Kaninchen, polyklonal
Anti-human-STATS5 (C17) Kaninchen, polyklonal
Anti-human-pSTATS5 (Tyr694) Kaninchen, monoklonal

Western Blot Sekundarantikérper

HRP- Anti-Kaninchen-1gG Ziege

Durchflusszytometrie Antikorper

PE-konjugierter anti-human-CD11b  Maus IgGy,k
PE-konjugierter anti-human-CD14 Maus 1gG;,k
PE-konjugierter anti-human-CD15 Maus 1gG;,k
PE-konjugierter anti-human-CD34 Maus 1gG;,k
FITC-konjugierter anti-human-CD38 Maus IgG,k
PE-konjugierter anti-human-CD135  Maus IgG,k
PE-konjugierte IgG-Isotyp Maus 1gG;,k

ChIP Antikorper

Anti-human-p65 X (C-20) Kaninchen, polyklonal

normales Kaninchen IgG Kaninchen

EXIQON A/S
EXIQON A/S
EXIQON A/S

Qiagen
Qiagen
Qiagen

Hersteller/ Vertrieb

Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology

Cell Signaling

Hersteller/ Vertrieb

Santa Cruz Biotechnology

Hersteller/ Vertrieb

BD Pharmingen”™
BD Pharmingen”™
BD Pharmingen™
BD Pharmingen™
BD Pharmingen”™
BD Pharmingen™
BD Pharmingen™

Hersteller/ Vertrieb

Santa Cruz Biotechnology
Santa Cruz Biotechnology
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2.1.3 Biologische Materialien

Bakterien Hersteller/ Vertrieb
One Shot® TOP 10 Invitrogen™
Subcloning Efficiency™ DH5a™ Invitrogen™
XL1-Blue Agilent Technologies

C57BL/6 Maus

In C57BL/6 Mausen wurde die Expression der miR-155 analysiert. Die gesorteten
Knochenmarksproben der Mause wurden durch Dr. V. Madan vom Cancer Science
Institute der Nationaluniversitdit von Singapur zur Verfligung gestellt. Die
Knochenmarkszellen wurden mittels FACS ARIA nach LSK (Lin® Scal® cKit"), CMP
(allgemeine myeloide Vorlaufer), GMP (Granulozyten-Makrophagen Vorlaufer), MEP
(Megakaryozyten-Erythrozyten Vorlaufer) und Granulozyten sortiert. Es wurden 3
unabhangige Experimente mit einem Pool von je 3-4 Mausen analysiert. Die RNA-
Praparation sowie die Expressionsanalysen der miR-155 und snoRNA135 mittels

guantitativer Real-Time-PCR wurden am Universitatsklinikum Leipzig durchgeftihrt.

FLT3-ITD assoziiertes STAT5 Knockout Mausmodell

Die Mause wurden von Dr. Rebekka Dechow aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Justus
Duyster an der Technischen Universitat Miinchen / Klinikum Rechts der Isar etabliert.
Dazu wurde das Knochenmark von Mxl-cre STAT5"™* bzw. Kontroll- STAT5"x
BALB/c Mausen isoliert und mittels retroviraler Transduktion mit FLT3-ITD infiziert. Die
infizierten Zellen wurden anschlieRend in letal bestrahlte BALB/c Mause transplantiert. Zur
Induktion des Mx1-cre vermittelten STATS Knockouts, wurde den Mausen 250 pg HMW
polyinosinic:polycytidylic acid (pipC), an Tag 11, 14, 18 und 21 nach der Transplantation,
intraperitonial injiziert. Der vollstandige STAT5 Knockout konnte am Tag 22 nach der
Transplantation beobachtet werden. Durch Injektion von pipC wurde der Promotor der

Mx1-cre Rekombinase und somit der STAT5 Knockout induziert.
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C3H Mause

Die C3H Mause wurden als Mausmodell verwendet um den miR-155 Block als
therapeutischen Ansatz in der FLT3-ITD assoziierten AML zu untersuchen. Es wurden
C3H Mause verwendet, da diese syngen zu den verwendeten 32D Zellen sind. Die Tiere
wurden von Charles River bezogen. Die Arbeiten mit den Tieren fanden am Max Burger
Zentrum in Leipzig in Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Dr. Stefan Fricke vom
Frauenhofer Institut fur Zelltherapie und Immunologie statt.

priméare humane Zellen

Die primaren humanen CD34+ hamatopoetischen Vorlauferzellen wurden aus
Leukapherisaten mittels Ficoll-Hypaque Dichtegradientenzentrifugation und Purifikation
durch immunmagnetische Antikdrper mittels CD34 Progenitor Cell Isolation Kit gewonnen.
Mittels Durchflusszytometrie wurde die Reinheit der isolierten Zellen Uberprift. Die
Reinheit lag durchschnittlich bei 83 % CD34+ Zellen.

Patientenproben

Fur die vorliegende Arbeit wurden bei 60 AML-Patientenproben sowie bei 3 Proben von
gesunden Spendern die Expression der miR-155 analysiert. Hierzu wurde die RNA aus

dem Knochenmark mittels TRIzol® extrahiert.

Die AML Patientenproben wurden, mit schriftlicher Einverstandniserklarung der Patienten
entsprechend der Deklaration von Helsinki, vom Universitatsklinikum Minster und vom
Universitatsklinikum Leipzig zur Verfigung gestellt. Die Proben der gesunden Spender
stammen vom Universitatsklinikum Leipzig. Die Studienprotokolle zur Sammlung von AML
Patientenproben wurden durch die zustandigen Ethikkomitees gepriift. Alle Proben
wurden zytogenetisch und molekular analysiert. Es handelte sich um hauptsachlich um
die AML Subtypen: zytogenetisch normaler und komplexer Karyotyp, Translokation
t(15;17), Translokation t(8;21), Inversion inv(16). Des Weiteren erfolgte eine Einteilung der
Proben nach ihrem FLT3-Status. Eine Auflistung der verwendeten Proben sowie alle

bekannten Details sind in (Tabelle 2) dargestellt.
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Tabelle 2: Charakteristika der verwendeten Patientenproben

Patient Nr. Karyotyp FLT3-Status Alter Geschlecht Material
AML
1 normaler Karyotyp WT 21 m Knochenmark
2 normaler Karyotyp TKD 39 w Knochenmark
3 normaler Karyotyp TKD 58 w Knochenmark
4 normaler Karyotyp WT 43 w Knochenmark
5 normaler Karyotyp TKD 58 m Knochenmark
6 komplexer Karyotyp ITD/TKD 29 m Knochenmark
7 komplexer Karyotyp ITD 30 w Knochenmark
8 (8;21) ITD 42 m Knochenmark
9 (8;21) ITD/TKD 67 m Knochenmark
10 normaler Karyotyp ITD 70 w Knochenmark
11 komplexer Karyotyp WT 51 w Knochenmark
12 Trismonie 22, inv(16), CBF?-MYH11 pos WT 60 w Knochenmark
13 unbekannt WT 48 m Knochenmark
14 del(5), t(15;17) WT 31 w Knochenmark
15 Trisomie 8; t(15;17) TKD 23 w Knochenmark
16 Trisomie 8; t(15;17) WT 50 m Knochenmark
17 t(15;17) WT 70 m Knochenmark
18 t(15;17) WT 71 w Knochenmark
19 inv(16) TKD 39 m Knochenmark
20 inv(16) TKD 42 m Knochenmark
21 inv(16) TKD 29 m Knochenmark
22 inv(16) TKD 41 w Knochenmark
23 inv(16) WT 45 w Knochenmark
24 t(8;21) WT 36 w Knochenmark
25 del(7), t(8;21) WT 26 m Knochenmark
26 del(9), t(8;21) WT 53 w Knochenmark
27 t(8;21) WT 42 m Knochenmark
28 del(7), inv(16) TKD 40 m Knochenmark
29 normaler Karyotyp ITD 61 m Knochenmark
30 normaler Karyotyp ITD 17 w Knochenmark
31 normaler Karyotyp ITD 26 m Knochenmark
32 normaler Karyotyp ITD 67 w Knochenmark
33 normaler Karyotyp ITD 72 m Knochenmark
34 normaler Karyotyp ITD 77 w Knochenmark
35 normaler Karyotyp ITD 48 w Knochenmark
36 normaler Karyotyp ITD 71 m Knochenmark
37 normaler Karyotyp WT 44 m Knochenmark
38 normaler Karyotyp WT 61 m Knochenmark
39 normaler Karyotyp WT 71 w Knochenmark
40 normaler Karyotyp WT 72 m Knochenmark
41 normaler Karyotyp WT 69 m Knochenmark
42 normaler Karyotyp WT 57 w Knochenmark
43 normaler Karyotyp WT 78 m Knochenmark
44 komplexer Karyotyp WT 64 w Knochenmark
45 normaler Karyotyp WT 72 m Knochenmark
46 normaler Karyotyp WT 63 m Knochenmark
a7 normaler Karyotyp WT 66 w Knochenmark
48 normaler Karyotyp WT 72 w Knochenmark
49 normaler Karyotyp WT 70 w Knochenmark
50 normaler Karyotyp WT 65 m Knochenmark
51 normaler Karyotyp WT 49 w Knochenmark
52 normaler Karyotyp WT 65 w Knochenmark
53 normaler Karyotyp WT 72 w Knochenmark
54 normaler Karyotyp ITD/TKD 60 w Knochenmark
55 normaler Karyotyp ITD 66 w Knochenmark
56 normaler Karyotyp ITD 67 m Knochenmark
57 normaler Karyotyp ITD 63 m Knochenmark
58 normaler Karyotyp ITD 59 m Knochenmark
59 normaler Karyotyp WT 52 m Knochenmark
60 normaler Karyotyp ITD 47 w Knochenmark
Gesund
61 normaler Karyotyp WT 36 w Knochenmark
62 normaler Karyotyp WT 41 m Knochenmark
63 normaler Karyotyp WT 41 m Knochenmark
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Zelllinie

32 DFLT3—|TD
32 DFLT3-WT

HEK 293T
MV4;11
U937
WEHI-3B

murine, transformierte Knochenmarkzellen mit
konstitutiver Expression des humanen FLT3-ITD
bzw. humanen FLT3-WT

humane, embryonale Nierenzellkarzinomzellen
humane, akute monozytische Leukamiezellen
humane, histozytische Lymphomazellen

murine,myelomonozytéare Leukamizellen

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Die Kultivierung der eukaryotischen Zelllinien sowie der primaren CD34+-Zellen erfolgte

Quelle

Prof. C. Miller-Tidow
Klinik ~ far  innere
Medizin IV,
Universitatsklinkum
Halle [54]

DSMZ
DSMZ
DSMZ
DSMZ

nach Standardmethoden in den entsprechenden Kulturmedien. Die Inkubation der Zellen

erfolgte in Begasungsinkubator bei 37°C, 96 % relativer Luftfeuchte und 5 % CO,.

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde eine Verdinnung der Zellsuspension auf eine

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

Einzelquadranten) ausgezahlt und anschlie@end auf das vorhandene Volumen der

Zellsuspension umgerechnet.

Zusammensetzung der Kulturmedien

32 DFLTS—WT

32 DFLT3-ITD

CD34+

HEK 293T
MV4;11
U937

WEHI-3B

RPMI 1640 + 10% FBS + 10%

15 mg/ml Blasticidin

RPMI 1640 + 10 % FBS

WEHI| Uberstand +

IMDM + 10 % FBS, 50 ng/ul rHUSCF, 50 ng/ul rHuFIt3 und
50 ng/ul IL-6, welches nach 3 Tagen durch 50 ng/pl IL-3

ersetzt wurde
DMEM + 10 % FBS + 1 % P/S
IMDM + 10 % FBS + 1 % P/S

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

RPMI1640 + 5 % FBS +50 yM [3-Mercaptoethanol
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2.2.2 Klonale Koloniewachstumsanalysen

Zur Analyse des klonalen Wachstums von 32D7-"*'™® Zellen nach Block der miR-155
wurden Koloniewachstumsassays durchgefiihrt. Der Assay ist ein funktioneller Test, der
die Zahl koloniebildender Einheiten erfasst. Dazu wurden 5x10° Zellen in ein semifluides
1 %iges Methylcellulose-Medium eingebracht. Nach 12 Tagen wurden die sichtbaren

Kolonien ausgezahlt und fotographisch Dokumentiert.

2.2.3 Gesamt-RNA-Extraktion

Zur RNA Préparation wurden 1x10° bis 1x10° Zellen eingesetzt. Die Zellen wurden bei
1000 rpm abzentrifugiert und der Uberstand abgenommen. Dann wurde das Zellpellet in
1ml TRIzol® aufgenommen. Diese Loésung enthalt Phenol und Guanidiniumthiocyanat in
einphasiger Lésung. AnschlieRend wurden 200 pl Chloroform dazugegeben, die Proben
15 s lang kraftig geschiittelt und fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend
wurden die Proben fur 15 min, bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Dies flhrte zur
Auftrennung von drei Phasen: eine untere rote Phenol-Chloroform-Phase, eine milchige
Interphase und eine obere farblose wéassrige Phase. Die RNA reichert sich ausschlieflich
in der oberen wassrigen Phase an, wahrend DNA und Proteine sich in der Interphase und
der Phenol-Chloroform-Phase befinden. Die obere Phase mit RNA wurde daraufhin in ein
neues Reaktionsgefald uberfuhrt. Zur Prazipitation der RNA wurden 700 pl Isopropanol
zugegeben und das Gemisch 10 min bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlielend wurden
die Proben fur 10 min, bei 13000 rpm und 4 °C zentrifugiert. Dadurch wurde die gefallte
RNA pelletiert. Der Uberstand wurde abgenommen. Zum Waschen der RNA wurde 1 ml
70 % iger Ethanol zugegeben und fir 10 min, bei 13000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das
RNA-Pellet wurde anschliel3end luftgetrocknet und in 20 ul DEPC-Wasser aufgenommen.

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

2.2.4 Konzentrationsbestimmung der RNA

Mit einem Spektralphotometer kénnen Quantitat und Qualitat von Nukleinsauren bestimmt
werden. Das Absorptionsmaximum von Nuklinsduren liegt bei 260 nm. Die RNA-
Konzentration wurde anhand photometrischer Absorptionsmessung und Berechnung der
optischen Dichte (OD) bei 260 nm und 280 nm bestimmt. Der Ajs/Azgo Quotient flr
ausreichend reine RNA liegt bei 1,8 £ 0,2.
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2.2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction — PCR) ermoglicht eine
hochspezifische Vervielfaltigung, selbst geringster Mengen DNA. Bei einer PCR wird ein
DNA-Fragment (Template) mit Hilfe von zwei, dem Template komplementaren,

synthetischen DNA-Oligonukleotiden (Primer) amplifiziert.

Eine PCR besteht aus mehreren Schritten. In der initialen Denaturierungsphase (5 min bei
95 °C, Hot Start) werden doppelstrangige DNA sowie gebildete Primerdimere
aufgeschmolzen. Daran schlief3t sich eine Abfolge von 30-40 Zyklen mit folgenden
Reaktionsschritten: Denaturierung (thermischem Aufschmelzen des Templates zu
Einzelstrangen; 30-60 s bei 95 °C), Annealing (Primerhybridisierung an einzelstrangige
Template-DNA; 30-60 s bei 50-66 °C) und Primerextension (30-60 s bei 72 °C). Durch die
zyklische Wiederholung der Schritte kommt es zu einer exponentiellen Amplifikation der
Zielsequenz. Ein finaler Extensionsschritt (5 min bei 72°C) soll unvollendete
Extensionsschritte komplettieren. Die jeweils verwendeten Reaktionszeiten und
Temperaturen sind von der Lange der Amplifikate und den spezifischen Sequenzen der

verwendeten Primer abhangig.

Die PCR kann qualitativ und quantitativ eingesetzt werden, und wurde bei der RNA-
Analyse, Klonierung, Mutagenese  sowie  ChlP-Analyse  verwendet. Far
Standardanwendungen wurde die hitzestabile Tag-DNA-Polymerase und bei der

Klonierungen sowie fir Mutagenese die Pfu-DNA-Polymerase verwendet.

Reverse Transkription

Mittels retroviraler reverser Transkriptase, einer RNA-abhédngigen DNA-Polymerase, wird
die mRNA (messenger RNA) in cDNA (complementary DNA) umgeschrieben. Dies
erm@glicht die PCR-Technik auch fur die RNA-Analytik zu verwenden. Fir die Reverse
Transkriptase Reaktion wurde das Revert Aid™ H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit
verwendet. Fur die RT-Reaktion wurde je Probe 200 ng Gesamt-RNA eingesetzt. Der
RNA wurden jeweils 1 pl Oligo-(dT)-Primer, 4 pl 5fach Reaktionspuffer (250 mM Tris-HCI
pH 8,3, 250 mM KCI, 20 MM MgCl,, 50 mM DTT), 2 uyl dNTP Mix (10 mM), 0,5 ul
RiboLock RNAse Inhibitor und 1 pl Reverse-Transkriptase (200 Units, Revert Aid™ H
Minus M-Mul V Reverse Transcriptase) sowie DEPC-Wasser zu einem Gesamtvolumen
von 20 pl zugegeben. Die Reaktion im Thermo Cycler erfolgte bei 42 °C fir 60 min. Durch
Erhitzen auf 70 °C fur 15 min wurde die Reaktion abgestoppt. Das entstandene cDNA-
Gemisch wurde direkt fur die PCR verwendet oder bei -20 °C gelagert.
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Semiquantitative PCR

Die semiquantitative PCR wurde bei den ChIP Analysen verwendet. Fir eine
Standardreaktion wurde ein 20 pl Ansatz bestehend aus 2 pl cDNA, jeweils 1 pl des
entsprechenden Primerpaares (10 pmol), je 2 pl dNTP-Mix (10 uM), 2 pl Reaktionspuffer,
2ul MgCl, und 0,3 pul Tag-DNA-Polymerase (2,5 Units) und 9,7 ul DEPC-Wasser
eingesetzt. Die PCRs wurde in einem ThermoCycler T Gradient Thermoblock bzw.
Thermal Cycler T100 durchgefiihrt. Die Denaturierung erfolgte fir 30 s bei 95 °C. Fir die

Amplifikation wurden 40 Zyklen und einer Annealing-Temperatur von 54 °C angewandt.

Quantitative Realtime PCR

Die quantitative Realtime-PCR ermoglicht die zeitgleiche Amplifikation von Sequenzen
und ihre quantitative Analyse. Die Quantifizierung wird mit Hilfe von Fluoreszenz-
Messungen durchgefihrt, die nach jedem PCR-Zyklus erfasst werden. Die Fluoreszenz
nimmt proportional mit der Menge der PCR-Produkte zu. Am Ende der PCR wird anhand
der erhaltenen Fluoreszenzsignale die Quantifizierung in der exponentiellen Phase der
PCR vorgenommen. Fir die Reaktionen wurde das QuantiTect® SYBR Green PCR Kit
verwendet. SYBR Green | ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der sich in die kleine Furche
doppelstrangiger DNA einlagert. Mittels Messung der emittierten Fluoreszenz
(proportional zur DNA-Menge) in der exponentiellen Phase kann der Anstieg des PCR-
Produktes in Echtzeit erfasst werden. Am Ende der PCR lasst sich aus den gewonnenen
Daten die exponentielle Phase bestimmen, in deren Beginn eine Schwelle (threshold)
gelegt wird, um jeder PCR-Messkurve eindeutig einem PCR-Zyklen-Wert zuordnen zu
kénnen, bei der das Fluoreszenz-Signal diesen Schwellenwert durchbricht (C-Wert,

threshold cycle).

Die Reaktionen erfolgten in einem Rotor-Gene™ 3000, Real Time Thermal Cycler sowie
im Real Time PCR System 7500. Zur Normalisierung wurde die Expression von
Referenzgenen gemessen, da diese konstant exprimiert werden. Als Referenzgen wurde
bei der Analyse der miRNAs RNUBS6 in den Zelllinien und AML-Patientenproben sowie
snoRNA135 bei den Mausexperimenten verwendet. Bei der Messung der mRNA wurde
das housekeeping-Gen GAPDH gemessen. Die Analysen der miRNA Expression wurde
unter Verwendung der entsprechenden TagMan® MicroRNA Assays nach Angaben des
Herstellers durchgefuhrt. Alle verwendeten Primer sind unter 2.1.2 (Oligonukleotide)

aufgelistet.
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Die Berechnung erfolgte nach der Delta-Delta-C+ (AACr)-Methode der relativen
Quantifizierung, um das Verhéltnis der Gruppen zueinander zu ermitteln. Dabei wird die
Expression des Zielgens auf die Expression des konstitutiv exprimierten Referenzgens
bezogen und aus den Delta-CT-Werten (AC;) beider Gruppen anschlieRend der Delta-
Delta-Ct-Wert (AAC+) gebildet. Um den Expressionsunterschied (fold change) zwischen
den beiden Gruppen zu ermitteln wird dieser Wert anschlieBend in die Formel 2 —A(ACy)
eingesetzt [139].

ACT = CT, Zielgen — CT, Referenzgen
A(ACT) = ACT behandelt/ Patient — ACT Kontrolle)

Ratio = 22(¢)

2.2.6 Agarose-Gelelektrophorese

Fur die Analysen von semiquantitativen PCR Produkten sowie die praparative
Isolierungen von DNA-Fragmenten wurden Agarosegele verwendet. Dazu wurden die ca.
20 ul PCR-Produkt / Probe mit 4 ul Ladepuffer gemischt und mittels eines 1,5 %igem
Agarosegels elektrophoretisch nach GréRRe aufgetrennt. Durch das Anfarben der DNA mit
interkalierendem Ethidiumbromid bzw. GelRed sowie die Verwendung eines DNA-
GroRenstandards wurden die DNA-Banden in einem Geldokumentationsgeréat visualisiert

und analysiert.

TAE-Puffer: 0,4 M Tris, 1,1 % Essigsaure, 2 % 0,5 M EDTA in destilliertem Wasser.

2.2.7 microRNA-Array

Microarrays erlauben die Untersuchung differentieller DNA bzw. RNA Expressionsmuster
in unterschiedlichsten Zellpopulationen. Die Technologie der MicroRNA-Arrays basiert auf
dem Gebrauch von Locked Nucleic Acid (LNA)-modifizierten Oligonukleotiden. LNA ist ein
synthetisches RNA/DNA-Analogon, das sich nach Einbau in die Oligonukleotide durch

erhdhte Thermostabilitét der Nukleinsdureduplexe auszeichnet [140-141].

Die Erstellung des miRNA-Expressions-Profils wahrend der MCSF induzierten myeloiden
Differenzierung von CD34" Progenitorzellen wurde mittels miRCURY™ LNA microRNA
Array Microarray Kit entsprechend den Herstellerangaben durchgefihrt. Auf dem

microRNA-Array waren, gemall miRBase 8.1 (Juli 2006) ,454 miRNA komplementare
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LNAs angeordnet. Nach Isolation der gesamt RNA, wurde diese mit den
Fluoreszenzfarbstoffen Hy3™ und Hy5™ mittels miRCURY™ LNA microRNA Array
Labeling kit nach Protokoll des Herstellers gelabelt. AnschlieRend wurden die gelabelten
RNAs in der a-Hyb™ Hybridisation Station auf einen Array hybridisiert. Die gebundenen
miRNAs wurden (ber die Bindung an die Fluoreszenzfarbstoffe Hy3™ und Hy5™
(entsprechend den Farbstoffen Cy3™ und Cy5™) mittels eines Affymetrix 428™
GeneChip Scanners detektiert. Die so erhobenen Daten wurden mit Hilfe des

Computerprogramms GenePix® Pro 6.0 sowie Excel ausgewertet.

2.2.8 Klonierung
Das Einbringen eines gewunschten DNA-Fragments in einen Vektor bezeichnet man als

Klonierung.

Das gewlnschte DNA-Fragment wird aus genomischer DNA oder cDNA mit Hilfe
spezifischer Primer in einer PCR amplifiziert. Nach elektrophoretischer Auftrennung und
Detektion des gewiinschten DNA-Fragments im Agarosegel wurde dieses ausgeschnitten
und mittels QIAEX® Il Gel Extraction Kit nach Protokoll des Herstellers isoliert,
gegebenenfalls durch Restriktionsenzyme verdaut und in einer Ligasereaktion mittels T4-
Ligase, nach Herstellerangaben, mit dem Vektor kovalent verknipft. Anschlie3end
wurden kompetente Bakterien mit dem Ligationsprodukt transformiert und auf Selektions
Agar-Platten kultiviert. Einzelne Kolonien wurden gepickt und nach einer Mini-
Plasmidpraparation mittels QlAprep® Spin Miniprep Kit nach Herstellerprotokoll, durch

eine Sequenzierung die erfolgreiche Herstellung des gewlinschten Konstrukts tberpriift.

Fur den Luziferase Vektor mit der PU.1-3’'UTR wurde die 3'UTR Sequenz (369 bp) aus
genomischer DNA der Zelllinie U937 amplifiziert und nach Zwischenklonierung in den
pCR-2.1®-TOPO®-Vector, in die Xbal Restriktionsstelle 3 zum Luziferasegen des pRL-
Vektor kloniert.

Fur den Uberexpressionsvektor der miR-155 wurde die Sequenz der reifen miR-155 in
den pcDNA™6.2-GW/EmGFP-miR Plasmid mittels des BLOCK-iT™ Pol Il miR RNAi

Expression Vector Kits nach Angaben des Herstellers kloniert.

Alle verwendeten Primer sind in unter 2.1.2 (Oligonukleotide — Klonierung) aufgelistet.
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2.2.9 In-vitro-Mutagenese

Die gezielte Modifizierung der Basensequenz eines klonierten DNA-Abschnittes ohne
phéanotypische Selektion bezeichnet man als in-vitro-Mutagenese. Veranderungen
kénnen z.B. Deletionen, Insertionen und Substitutionen einzelner Basenpaare oder
ganzer DNA-Abschnitte sein.

Die Mutation des PU1-3'UTR Vektors (pRL-PU.1-3'UTR-Wt) erfolgte unter Verwendung
des QuikChange® Il XL Site-Directed Mutagenesis kit entsprechend den
Herstellerangaben. Der pRL-PU.1-3’'UTR-Wt Vektor wurde mit spezifischen Primern
(siehe 2.1.2 Oligonukleotide — Klonierung) in der miR-155 Binderegion mutiert. Hierfur
wurden 4 Punktmutationen (Abbildung 32A) basierend auf der PCR-Technologie
eingebaut. Durch Sequenzierung des mutierten Vektors (pRL-PU.1-3’'UTR-Mut) wurde die

erfolgreiche Mutation kontrolliert.

2.2.10 Gewinnung von Plasmiden

Plasmide sind kleine extrachromosomale, ringférmige, autonom replizierte,
doppelstrangige DNA-Molekile. Zur Gewinnung von Plasmiden wurden kompetente
Bakterien mittels Hitzeschock (entsprechend des Herstellerprotokolls) transformiert. In der
Regel kodieren Plasmide ein Antibiotikaresistenzgen, das ein selektives Wachstum der
Plasmid enthaltenden und exprimierenden Bakterien ermdglicht. Die Bakteriensuspension
wurde in Petrischalen mit entsprechendem Antibiotikum versetztem LB-Agar aufgetragen
und Uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Anschlieend wurde mit einer Impfése eine Kolonie
entnommen und in 200 ml Ampicillin (50 pg/ml) versetztem LB-Flussigmedium fur 12-16 h
bei 37 °C und konstantem Schutteln (200 rpm) inkubiert. Zur Isolierung der Plasmid-DNA
aus Bakterienkulturen wurde das HiSpeed® Plasmid Maxi Kit bzw. EndoFree® Plasmid
Maxi Kit folgend den Herstellerangaben durchgefihrt.

LB-Medium: 1% Bacto-Trypton; 1% NaCl; 0,5 % Bacto-Hefeextrakt in destillierten
Wasser.; autoklaviert; pH 7,0

LB-Agarplatten: 1,5 % Bactoagar in LB-Medium; autoklaviert
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2.2.11 Transiente Transfektion

Das zeitweilige Einbringen von Plasmiden oder Oligonukleotiden in eine eukaryotische
Zelle bezeichnet man als Transfektion. Es wurden verschiedene Transfektionsmethoden
wie Lipofektion und Elektroporation verwendet. Diese Methoden zeigen eine sehr hohe

Effektivitat bei der Transfektion von Suspensionszellen.

Lipofektion mit Lipofectamin™ LTX

Bei der Lipofektion werden Ulasmide oder Oligonukleotide mit Hilfe von Liposomen
eingeschleust. Die Liposomen fusionieren mit der Zellmembran und ermdglichen so den

Transport der DNA ins Zellinnere.

Die Lipofektion wurde fir die Transfektion der adharenten 293T Zellen fur die
Luziferaseassays bzw. Virusproduktion verwendet. Die Transfektion erfolgte

entsprechend dem Herstellerprotokoll. Die Transfektionseffizientz lag bei 90-100 %.

Elektroporation mit AMAXA™ Nucleofector Cell line Kit

Bei der Elektroporation wird mittels eines kurzen elektrischen Pulses eine kurzzeitig
erhohte Permeabilitdt der Zellmembran erzeugt, die eine Diffusion von Plasmiden oder
Oligonukleotiden ins Zellinnere ermdglicht.

Fiur die Transfekton wurden entsprechend dem Herstellerprotokoll — 1x10°
Susspensionszellen sowie 2 ug Plasmid eingesetzt. Bei der Transfektion von LNAs
wurden 200 nM bzw. 160 nM siRNA verwendet. Die Transfektionseffizienzen wurden
mittels Durchflusszytometrie untersucht und lagen bei U937 Zellen zwischen 50-60 %, bei
MV4;11 Zellen zwischen 40-60 % und bei 32D Zellen bei ca. 80 %.

2.2.12 Pappenheim-Farbung (May- Grinwald- Giemsa)

Zur morphologischen Analyse von Zellen wurde die May-Grinwald-Farbung nach
Pappenheim angewand. Dazu wurden 10000-50000 Zellen mittels Zentrifugation (5 min
bei 1000 rpm auf einem Objekttrager aufgebracht. Die Objekttrager wurden anschliel3end
fur 5min in einer Farbewanne mit May- Grinwald inkubiert und danach mit PBS
gewaschen. Dann wurden die Objektrager fir 15 min in einer 1:15 verdidnnten
Giemsalosung inkubiert. Zum Abschluf3 wurden die Objektrdger mit PBS und mit

destiliertem Wasser gewaschen.
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2.2.13 Gewinnung des miRZip-155 Lentivirus

293T Zellen wurden mittels Lipofectamin LTX mit dem pmiRZip-155 bzw. pmiRZip-scr und
dem Verpackungsplasmidmix pPACKH1 entsprechend dem Hertsellerprotokoll
transfiziert. Da das Virus in das Kulurmedium der Zellen abgegeben wird, wurde der
Uberstand 24 und 48 h nach der Transfektion gesammelt, und sterilfiltriert. AnschlieRend
wurde das Virus mit der PEG-it Virus Prazipitationslésung und Zentrifugation pelletiert.
Das Viruspellet wurde anschlieBend in 50 ul Medium aufgenommen. Das Virus wurde

entweder direkt auf die zu transduzierenden Zellen gegeben oder bei -80 °C gelagert.

2.2.14 Transduktion der Zellen mit dem Lentivirus

Bei der Transduktion (auch Infektion) von Lentiviren wird Fremd-DNA in die Zellen
eingebracht, die durch Integration ins zellulare Genom zu einer stabilen Expression des
Zielgens fuhrt. Lentiviren sind eine Gattung innerhalb der Retroviren, die im Gegensatz
zum Gammaretrovirus den Vorteil haben auch nicht teilungsaktive, eukaryotische Zellen

zu infizieren.

Fir die lentivirale Transduktion wurden 5*10° 32D™™'™ Zellen je Ansatz ausplattiert und
an zwei aufeinanderfolgenden Tagen mit dem Lentivirus behandelt. Dem Kulturmedium
wurde Polybren zugegeben, um die Infektionseffizienz zu erh6éhen. Mittels
Durchflusszytometrie wurde die Fluoreszenz des GFP-Markers ermittelt und die
Transduktionseffizienz des Lentivirus bestimmt. Diese lag im Durchschnitt 30-50 %.
Mittels durchflusszytometriescher Sortierung bzw. Antibiotika Selektion wurden die

infizierten Zellen auf 100 % angereichert.

2.2.15 Luziferase-Reporter-Assay

Mittels Reportergenkonstrukten kann die Genexpression bzw. die Promotoraktivitat
untersuchen und quantitativ analysieren. Als Reportergene verwendet man vornehmlich
Gene, die Proteine kodieren, welche einfach und mit hoher Sensitivitat nachweisbar sind.
Beim Luziferase Reporter Assay nutzt man das hochsensitiv nachweisbare Enzym
Luziferase. Mittels eines Luminometers werden die Photonen, die durch katalytische
Oxidation des Luziferins entstehen, gemessen. Beim Dual-Luciferase™ Reporter-Assay-
System werden innerhalb eines Systems zwei verschiedene Luziferasen simultan
exprimiert und gemessen: zum einen, die Firefly (Photinus pyralis)-Luziferase, die als
Reporter im verwendeten Luziferase-Reporterkonstrukt vorhanden ist, und zum anderen
die Renilla (Renilla reniformis)-Luziferase, die unter Kontrolle eines konstitutiven

Promotors steht und so als Kontrollreporter (pRLO) zurr Normalisierung dient. Die Aktivitat
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des Luziferase-Reporterkonstrukts korreliert mit dem Effekt der untersuchten Faktoren auf
die spezifische Genexpression. Der Dual-Luciferase™ Reporter-Assay wurde gemalf3 den
Herstellerangaben durchgefiihrt. Bei den Promotoraktivitatsassays wurden die Vektoren
wie folgt transfiziert: Luziferasereporterkonstrukt pGL3 0,7 ug, pRL 0,1pg und
Uberexpressionskonstrukt (pcDNA3.1 bzw. pMX) 0,2 pg. Fur die Untersuchung der miR-
155 Bindung an der PU.1-3'UTR wurden folgende Vektoren eingesetzt: pRL-PU.1-3'UTR
0,7 ug, pGL3 0,3 pg und pcDNAG6.2 Konstrukt 1 pg.

2.2.16 Durchflusszytometrie (FACS)

Zur quantitativen Bestimmung von Oberflachenmolekilen und intrazellularen Proteinen,
Peptiden und DNA wird das Verfahren der Durchflusszytometrie angewendet. Das
grundlegende Prinzip ist eine Antigen-Antikdrper-Reaktion, die mit Fluoreszenzfarbstoff-
markierten spezifischen Antikérpern durchgefuhrt wird. Die Antikdrper sind meist gegen
bestimmte Oberflachenproteine (z.B. Proteine der CD-Klassifizierung) gerichtet.

Um die Expression spezifischer Oberflachenantigene zu bestimmen, wurden Zellen fir 20
Minuten mit den entsprechenden Fluorochrom-markierten Antikorpern inkubiert. Durch die
Anregung mittels Laser verschiedenener Wellenlangen konnte die Bindung der
Fluorochrom konjugierten Antikorper analysiert werden. Zur Bestimmung von
Transfektions- bzw. Transduktionseffizienzen wurden die Zellpopulationen mittels
Fluoreszenz-Durchflusszytometrie analysiert. Die Auswertung der erhobenen Daten

erfolgte mit der CellQuest-Software bzw. Cyflogic.

2.2.17 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die quantitative Bestimmung der Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des Bio-Rad
Protein Assays durch photometrische Messung der Absorption bei 595 nm nach Bradford
gemessen. Die Proteinkonzentration der Proben wurde anhand einer Eichkurve, aus BSA-

Ldsungen mit bekannter Konzentration, errechnet.

2.2.18 Elektrophoretische Auftrennung der Proteine in einem SDS-
Polyacrylamidgel
Proteine lassen sich entsprechend ihrer jeweiligen Molmasse in einer diskontinuierlichen

SDS-Gelelektrophorese auftrennen. In einem vertikalen Gelelektrophoresesystem
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passieren die Proben zunachst ein Sammelgel zur Vortrennung sowie Aufkonzentrierung
und anschlieBend ein Trenngel, wo sich die Proteine aufgrund ihrer molekularen Grolde
trennen. 30-90 ug Proteinldsung, welche die zu trennenden Proteine enthielt, wurde mit
Ladepuffer gemischt und anschlieend sofort fir 10 min bei 95 °C hitzedenaturiert. Die
Proteine sowie eine farbstoffmarkierter Grof3enstandardt (Page Ruler™ Plus Prestained
Protein Ladder) als zur Molekulargewichtsabschatzung, wurden auf das Gel geladen und

durch Anlegung einer Spannung von 200 V fur 1 h aufgetrennt.

Trenngel: 5-15 % Polyacrylamid-L6sung; 375 mM Tris/HCI, pH 8,8; 0,1 % SDS; 0,3 %
APS; 0,1 % TEMED
Sammelgel: 5% Polyacrylamid-Losung; 12,5 mM Tris/HCI, pH 6,8; 0,1 % SDS; 0,3 %
APS; 0,1 % TEMED
SDS-Elektrophoresepuffer: 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1 % SDS in destilliertem

Wasser

2.2.19 Western-Blot

Im Anschluss an die Gelelektrophorese erfolgt der Western-Blot (auch Immunoblot). Beim
Western Blot werden die aufgetrennten Proteine elektrophoretisch, durch Anlegen einer
Spannung von 150 mA far 50 min, aus dem SDS-Polyacrylamidgel auf eine
Nitrocellulose- bzw. PVDF (Polyvinylidendifluorid)-Membran tberfiihrt und fest an diese
gebunden. AnschlieRend wurde die Membran mittels Ponceau-S angefarbt, um die
Effizienz des Blot-Vorgangs zu tberprifen. Vor der Nachweisreaktion wurde die Membran
mithilfe von 5 %iger Trockenmilch abgesattigt, um lUberschissige Proteinbindestellen zu
saturieren und unspezifische Bindungen der Antikdrper zu verhindern. Zum Nachweis der
Proteine wurde die Membran Uber Nacht bei 4 °C mit spezifischen gegen die
nachzuweisenden Proteine gerichteten Primarantikbrpern inkubiert. Dann wurde die
Membran mit PBST gewaschen und anschlieBend fur 1 h bei Raumtemperatur mit einem
sekundaren gegen konstante Bereiche des ersten Antikdrpers gerichteten Antikdrpern
inkubiert. Der Sekundarantikbrper ist mit dem Enzym Meerrettichperoxidase (HRP —
horseradish peroxidase) konjugiert, die durch Wasserstoffperoxid oxidiert und
anschlieend in dieser Form mit Luminol reagiert, was eine Chemilumineszenz bewirkt.
Durch Detektion der Chemilumineszenz als Schwarzfarbung auf einem Rontgenfilm oder
mittels CCD-Kamera, kann die Expression spezifischer Proteine sichtbar gemacht

werden. Zur Quantifizierung der Bandenintensitat wurde die Software ImageJ genutzt.
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Transferpuffer: 25 mM Tris; 192 mM Glycin; 0,1 % SDS; 20 % Methanol in destilliertem
Wasser.

2.2.20 Chromatin-Immunopréazipitation (ChlP)

Mit Hilfe der Chromatin-Immunoprazipitation kann die Protein-DNA-Interaktionen im
Chromatinkontext lebender Zellen analysiert werden. Die zu einem bestimmten Zeitpunkt
bestehenden Protein-DNA-Komplexe in den Zellen wurden mittels Formaldehyde fixiert,
und so reversible quervernetzt. Die Zellen wurden anschlielend mittels Ultraschall
aufgeschlossen und die DNA in 200 — 1000 Basenpaar (bp) Fragmente geschert. Uber
spezifische Antikorper wurden Protein-DNA-Komplexe gebunden und tber Agarose Beats
aufgereinigt. Nach der Aufreinigung wurde die Verentzung der Proteine und der DNA
gel6st und die Proteine mit Hilfe von Proteinase K verdaut. Die DNA wurde dann mittels
spezifischer Primer in einer semiquantitativen PCR analysiert, um zu bestimmen welche

DNA-Fragmente einen Komplex mit dem entsprechenden Protein gebildet haben.

Um die Bindung von NF-kB (p65) im Promotorbereich des miR-155 Gen zu untersuchen,
wurden MV4;11 Zellen genutzt. Fir die ChIP Analysen wurde ein Protokoll des
Epigenome Network of Excellence verwendet: http://www.epigenome-
noe.net/researchtools/protocol.php_protid=10.html. Die spezifischen Primer wurden
entsprechend den putativen NF-kB Bindestellen im Promotorbereich der miR-155 designt.
Alle  verwendeten Primer sind wunter 2.1.2 (Oligonukleotide - Chromatin-
Immunoprazipitation) aufgelistet. Die verwendeten Antikorper sind unter 2.1.2 (Antikdrper
— ChiIP-Antikorper) aufgefihrt.

2.2.21 Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung wurde der Student t Test fir unabhangige und
unverbundene Stichproben verwendet (Excel). Ab einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p
kleiner als 5 % (p < 0.05) wurde das Ergebnis als statistisch signifikant gewertet. Wurde
dieses Niveau erreicht, sind die Werte in den Abbildungen durch Sterne gekennzeichnet:
p=<005* p=<0,01*. Die Ergebnisse wurden bei mehr als zwei unabhangigen
Experimenten als Mittelwert + Standartabweichung dargestellt. Die Balkendiagramme
wurden mit Excel und die Box-Whisker- Plots mit SPSS 19 erstellt.
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3. Ergebnisse

3.1 MicroRNA Expressionsanalyse wahrend der MCSF induzierten

Differenzierung von CD347/CD38" Progenitorzellen

3.1.1 Etablierung eines MCSF induzierten Differenzierungsmodells von
CD34/CD38" Progenitorzellen
Um die miRNA Expression wahrend der MCSF induzierten myeloiden
Differenzierung von pluripotenten myeloiden Progenitorzellen zu analysieren,
musste ein Differenzierungsprotokoll etabliert werden. Dazu wurden CD34°/CD38"
Zellen mittels MACS® Separation aus Leukapherisaten selektiert. Die isolierten
Zellen wurden mittels Durchflusszytometrie auf die Oberflachenmarker CD34 und
CD38 untersucht. In den Analysen konnte gezeigt werden, dass die isolierten
Zellen im Mittel 83,4 % CD34 /CD38 positiv waren und somit den pluripotenten

hamatopoetischen Progenitorzellen entsprachen (Abbildung 5).

I Isotypkontrolle anti CD34/CD38

CD34 PE

v

CD38 FITC

Abbildung 5: Durchflusszytometrische Analyse der aufgereinigten CD34" Zellen. Die Zellen
wurden nach der immunomagnetischen Aufreinigung aus Leukapherisaten mittels
Durchflusszytometrie auf die Expression von CD34 und CD38 untersucht. Die Abbildung zeigt die
Isotypkontrolle (links) im Vergleich zu den anti CD34 und anti CD38 Antikdrper inkubierten Zellen.

Die separierten Zellen zeigten eine Reinheit von ca. 83 %.

Um das Differenzierungspotenzial der CD34" Progenitorzellen zu analysieren,
wurden die Zellen bis Tag 3 in RPMI1640 Medium mit 10 % FBS, 50 ng/ml SCF,
50 ng/ml FL und 50 ng/ml IL-6 mit unterschiedlichen MCSF Konzentrationen

(0 ng/ml, 1 ng/ml, 10 ng/ml, 100 ng/ml) kultiviert. Ab dem 4. Tag wurden die Zellen
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in RPMI1640 Medium mit 10 % FBS, 50 ng/ml SCF, 50 ng/ml FL und 10 ng/ml IL-3
mit den angegebenen MCSF Konzentrationen kultiviert. Die Zellen wurden an Tag
0,1, 3,6,9, 12, 15 und 18 mittels Durchflusszytometrie auf die Expression des
Stammzellmarkers CD34 bzw. auf die differenzierungsassoziierten
Oberflachenmarker CD11b, CD14 und CD15 analysiert (Abb. 2-5). Es konnte
gezeigt werden, dass die Expression des héamatopoetischen Stammzell-
assoziierten Oberflachenmarkers CD34 unabhéngig von der MCSF-Konzentration
stark abnahm (Abbildung 6).
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Abbildung 6: Die Expression des CD34 Oberflachenmarkers wahrend der MCSF induzierten
myeloiden Differenzierung. Es ist zu erkennen, dass die Expression des CD34
Oberflachenmarkers unabhangig von der MCSF Stimulation stark abnimmt. Der Graph zeigt den

Mittelwert der durchflusszytometrischen Untersuchungen von je 3 unabhéngigen Experimenten.

Der Oberflachenmarker CD11b ist ein genereller differenzierungsassoziierter
Oberflachenmarker wéahrend der Reifung von myeloiden Zellen. Wahrend der
Kultivierung der Zellen ist eine Zunahme des CD11b Oberflachenmarkers in allen
Konditionen deutlich zu erkennen, was die myeloide Reifung der Zellen belegt. Die

Zunahme der CD11b Expression in den MCSF-stimulierten Zellen ist starker als in
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den Kontrollzellen, jedoch zeigen die verschiedenen MCSF-Konzentrationen
keinen wesentlichen Einfluss auf die CD11b Expression (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Expressionsanalyse des CD11lb Oberflachenmarkers wéahrend der MCSF
induzierten myeloiden Differenzierung. Es ist zu erkennen, dass die Expression des CD11b
Oberflachenmarkers durch die MCSF-Stimulation stérker zunimmt als in der Kontrolle. Die
Zunahme der CD11b Expression zeigt die myeloide Differenzierung der Zellen an. Der Graph zeigt
den Mittelwert der durchflusszytometrischen Untersuchungen von je 3 unabhangigen

Experimenten.

Des Weiteren wurde die Expression des monozytaren Oberflachenmarkers CD14
untersucht, um die von MCSF stimulierte Reifung von Monozyten nachzuweisen.
Hier ist eine verstarkte Zunahme des CD14 Oberflachenmarkers in den MCSF-
stimulierten Zellen zu erkennen. Der gréf3te Unterschied in der CD14 Expression,
zwischen den MCSF-stimulierten Zellen und den Kontrollzellen, zeigt sich an Tag
12 und 15. Die unterschiedlichen MCSF-Konzentrationen zeigen nur einen
leichten Einfluss auf die CD14 Expression (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Die Expression des CD14 Oberflachenmarkers wahrend der MCSF induzierten
myeloiden Differenzierung. Es ist zu erkennen, dass die Expression des CD14
Oberflachenmarkers durch die MCSF-Stimulation starker zunimmt als in der Kontrolle. Die CD14
Expression zeigt die zunehmende monozytéare Differenzierung an. Der Graph zeigt den Mittelwert

der durchflusszytometrischen Untersuchungen von je 3 unabhangigen Experimenten.

Um zu zeigen, dass die MCSF stimulierten Zellen starker in die monozytare Linie
differenzieren, wurde die Expression des Granulozyten-assoziierten
Oberflachenmarkers CD15 untersucht. Hier zeigt sich kein Unterschied in der
CD15 Expression zwischen den MCSF stimulierten und den Kontrollzellen
(Abbildung 9). Es ist zu erkennen, dass ca. 25% der Zellen den
Oberflachenmarker CD15 tragen, was im Vergleich zu ca. 60 % CD14 positiven

Zellen (Abbildung 8) eine verstarkte Reifung der monozytaren Linie zeigt.
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Abbildung 9: Expressionsanalyse des CD15 Oberflachenmarkers wahrend der MCSF
induzierten myeloiden Differenzierung. Es ist kein Unterschied in der Expression des CD15
Oberflachenmarkers zwischen MCSF Stimulation und Kontrolle zu erkennen. Die geringe Zunahme
der CD15 Expression zeigt die granulozytare Differenzierung an. Der Graph zeigt den Mittelwert

der durchflusszytometrischen Untersuchungen von je 3 unabhangigen Experimenten.

Zur weiteren Kontrolle der myeloiden Differenzierung wurde die morphologische
Veranderung der Zellen untersucht. Hierzu wurden die Zellen zu verschieden
Zeitpunkten auf Objektrager zentrifugiert und mittels Pappenheim-Farbung
angefarbt (Abbildung 10). Es ist zu erkennen, dass die undifferenzierten
CD347/CD38" Zellen am Tag 0 groRRe Kerne und einen geringen Zytoplasmasaum
aufweisen. Die Differenzierung der Zellen erkennt man durch das veranderte
Verhaltnis zwischen Kern und Zytoplasma und an der Zunahme der Granularitat
der Zellen. Es ist zu erkennen, dass sowohl die MCSF-stimulierten Zellen als auch
die Kontrollzellen zu Monozyten differenzieren. Bei den Kontrollzellen handelt es
sich um eine Spontandifferenzierung, bei der wie bereits in den
durchflusszytometrischen Untersuchungen (Abbildung 7 und Abbildung 8) gezeigt

werden konnte weniger Zellen ausreifen als bei den MCSF-stimulierten Ansatzen.
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Abbildung 10: Morphologische Untersuchung der myeloiden Differenzierung. Pappenheim-
Farbung von CD34 positiven Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten (Tag 0, Tag 9 und Tag 15). Die
Zellen wurden ohne (Kontrolle) bzw. mit MCSF (10 ng/ml) kultiviert. Die MCSF stimulierten Zellen

zeigen eine gréRere Anzahl differenzierter Zellen.

3.1.2 MicroRNA Expressionsanalysen in der myeloiden Differenzierung von
humanen CD34/CD38" Progenitorzellen
MicroRNAs spielen eine wichtige Rolle in der hdmatopoetischen Differenzierung
und in der Leukdmogenese. Daher wurde das miRNA Expressionsmuster
wahrend der MCSF-induzierten myeloiden Differenzierung von humanen
CD347/CD38" Progenitorzellen zu Monozyten untersucht. Dazu wurden
CD34%/CD38" Zellen mittels MACS® Seperation aus Leukapherisaten isoliert. Fiir
die durchgefihrten Experimente wurden immer die isolierten Zellen von 3
unterschiedlichen Leukapherisaten gepoolt, um die Varianzen der miRNAs durch
die individuellen Expressionen in den einzelnen Spendern zu reduzieren. Die
CD34'/CD38" Zellen wurden wie in 3.1.1 erlautert kultiviert und mit 10 ng/ml
MCSF zur myeloiden Differenzierung stimuliert bzw. als Kontrolle mit dem
Lésungsmittel (H,O) behandelt. Nach 9 Tagen in Kultur wurde die gesamt RNA
der Zellen isoliert. Die aufgereinigte RNA wurde mittels miRCURY LNA™
microRNA Array Labeling Kit mit den Fluoreszensfarbstoffen Cy3 (MCSF
stimulert) und Cy5 (Kontrolle) markiert und anschlieend auf einen Exiqon
miRCURY LNA™ microRNA Array hybridisiert. Um eine Varianz der beiden

Fluoreszensfarbstoffe Cy3 und Cy5 zu verringern, wurde das Experiment mit
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vertauschten RNA Labeling wiederholt. Die Normalisierung der Array Daten
erfolgte Uber die snRNA U6 (small nuclear RNA). Anschlieend wurde aus den
Expressionswerten der miRNAs das Verhaltnis (MCSF/Kontrolle) gebildet. Mittels
T-Test wurde die Signifikanz der verschiedenen Expressionswerte zueinander
bestimmt. Alle miRNAs die in beiden Wiederholungen gleich reguliert waren
(Induktion oder Repression) und die im T-Test einen Wert p < 0,1 hatten wurden in
die weitere Betrachtung einbezogen. So konnten insgesamt 137 miRNAs als
unterschiedlich exprimiert identifiziert werden (Abbildung 11). Von den
identifizierten miRNAs konnte fur 6 miRNAs eine Repression und fur 131 miRNAs
eine Induktion wahrend der MCSF-induzierten myeloiden Differenzierung von

CD34 positiven humanen Vorlauferzellen gezeigt werden.
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Abbildung 11: MicroRNA Expressionsprofil wahrend der MCSF induzierten myeloiden
Differenzierung von humanen CD34" Progenitorzellen. Die Abbildung zeigt die logarithmische
Darstellung der Ratio (MCSF/Kontrolle) der miRNA Expression am Tag 9 der MCSF Stimulation.

Dargestellt sind die verrechneten Mittelwerte aus zwei Microarrays (p < 0,1).
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Die Expressionsverhaltnisse (MCSF/Kontrolle) der 6 reprimierten und der 20 am

starksten induzierten miRNAs sind in Tabelle 3 dargestellt.

Tabelle 3. Top 26 regulierte miRNAs am Tag 9, der MCSF induzierten myeloiden

Differenzierung von humanen CD34" Progenitorzellen.

miRNA Ratio MCSF / Kontrolle Stabw.
hsa-miR-106a 0,580554701 0,16
hsa-miR-155 0,586898947 0,30
hsa-let-7c 0,613873426 0,11
hsa-let-7i 0,622128606 0,10
hsa-let-7a 0,634776841 0,08
hsa-miR-503 0,76863001 0,06
hsa-miR-197 2,281146508 0,32
hsa-miR-520e 2,283033695 0,03
hsa-miR-520a 2,285517964 0,27
hsa-miR-497 2,324589019 0,05
hsa-miR-302b 2,335689569 1,22
hsa-miR-369-5p 2,382737279 0,22
hsa-miR-369-5p 2,415088445 0,77
hsa-miR-515-5p 2,432221082 0,21
hsa-miR-95 2,439642414 0,41
hsa-miR-448 2,481907354 0,32
hsa-miR-181c 2,504869489 1,12
hsa-miR-518f*-526a 2,506567009 0,88
hsa-miR-374 2,531307175 1,43
hsa-miR-453 2,567725749 0,75
hsa-miR-224 2,577846066 0,82
hsa-miR-492 2,578942847 0,19
hsa-miR-302b* 2,596132108 0,19
hsa-miR-429 2,697883019 0,04
hsa-miR-487b 3,036697443 0,95
hsa-miR-452* 3,435261471 0,91

Bei den miRNA Expressionsanalysen fiel die miR-155 als stark reprimierte miRNA
wahrend der MCSF-induzierten myeloiden Differenzierung auf. In verschiedenen

Publikationen wurde die miR-155 bereits als onkogene miRNA beschrieben. So
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wurde im Mausmodell gezeigt, dass eine Uberexpression der miR-155 in
hamatopoetischen Stammzellen zu einer myeloproliferativen Erkrankung flhrt
[126]. Des Weiteren wurde gezeigt, dass eine hohe miR-155 Expression in AML
Patienten mit einer schlechten Prognose assoziiert ist [132]. Daher sollte in der
vorliegenden Arbeit der Fokus auf die Rolle der miR-155 in der Leukamogenese

bzw. der myeloiden Differenzierung naher untersucht werden.
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3.2 Funktionelle und Regulatorische Analyse der miR-155 in der FLT3-ITD
assoziierten AML

3.2.1 miR-155 Expression in AML Patienten

In den vorangegangenen miRNA-Microarray-Analysen konnte gezeigt werden,
dass die Expression der miR-155 wahrend der myeloiden Differenzierung stark
herunter reguliert wird. Da die miR-155 in verschiedenen Studien bereits als
onkogene miRNA beschrieben wurde, stellte sich die Frage, wie die miR-155 in
verschiedenen AML-Patientenproben exprimiert wird. Hierzu wurde mittels qRT-
PCR die Expression der miR-155 im Knochenmark von 56 AML-Patienten und 3
gesunden Spendern analysiert. Hier konnte gezeigt werden, dass die miR-155 in
den AML-Patientenproben hoher exprimiert ist, als in den Proben der gesunden
Spender (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Expressionsanalysen der miR-155 in AML-Patientenproben. Die gRT-PCR
zeigt eine erhthte Expression der miR-155 im Knochenmark von AML-Patienten im Vergleich zu

Proben von gesunden Spendern. (o AusreilRer; A extreme Ausreil3er)

Zur naheren Analyse der miR-155 Expression in der akuten myeloischen
Leukamie wurden 25 Patientenproben nach den klinisch prognostischen

Mutationen FLT3-ITD, NPM1 Mutation, sowie den klinisch prognostischen
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zytogenetischen Abberationen Inversion 16 (inv.16), Translokation (15;17)
(t(15;17)) und Translokation (8;21) (t(8;21)) gruppiert und die miR-155 Expression
gegen die Proben von 3 gesunden Spendern verglichen. Hier zeigte sich, dass die
miR-155 in den AML-Patientenproben mit einer FLT3-ITD Mutation am hdchsten
exprimiert ist (Abbildung 13)
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Abbildung 13: Expressionsanalysen der miR-155 in Patientenproben in Abh&ngigkeit von
verschiedenen prognostischen Faktoren. Die qRT-PCR zeigt die Expression der miR-155 im
Knochenmark von AML-Patienten sortiert nach verschiedenen Prognostischen Faktoren ( FLT3-
ITD, NPM1 Mutation, Inversion 16, Translokation t(15;17) und Translokation t(8;21)) im Vergleich
zu Proben von gesunden Spendern. Es ist zu erkennen, dass die miR-155 in den FLT3-ITD

assoziierten Proben am hdchsten exprimiert ist. (o Ausreil3er; A extreme Ausreiler)

Die bisherigen Untersuchungen haben gezeigt, dass die miR-155 in FLT3-ITD
assoziierten AML-Patientenproben am hdchsten exprimiert ist, daher wurde
weiterfihrend untersucht, ob es einen Zusammenhang zwischen dem FLT3-
Status und der miR-155 Expression gibt. Hierzu wurden 56 AML-Patientenproben
nach ihrem FLT3-Status in folgende Gruppen unterteilt: FLT3-WT, FLT3-TKD,
FLT3-ITD/TKD, FLT3-ITD sowie 3 Proben von gesunden Spendern und die miR-
155 Expression verglichen (Abbildung 14). Die Ergebnisse zeigen, dass die miR-
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155 in AML-Proben mit FLT3-ITD Mutation signifikant héher exprimiert ist als in
AML-Patientenproben mit Wildtyp FLT3, FLT3-TKD Mutationen oder Proben von
gesunden Spendern. Der Vergleich der miR-155 Expression zwischen den Proben
mit FLT3-ITD Mutation oder den Proben mit einer Doppelmutation FLT3-ITD/TKD
zeigt ebenfalls eine erhdhte Expression der miR-155 in den FLT3-ITD assoziierten
Proben, jedoch ist dieser Unterschied nicht signifikant.
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Abbildung 14: Expressionsanalyse der miR-155 in Patientenproben mit unterschiedlichem
FLT3-Status. gRT-PCR der miR-155 Expression im Knochenmark von 3 gesunden Spendern and
56 AML-Patienten sortiert nach ihrem FLT3-Status (FLT3-WT (n = 28), FLT3-TKD (n = 9), FLT3-
ITD/TKD (n = 3) und FLT3-ITD (n = 16)). Die miR-155 Expression ist signifikant erhéht in Patienten
mit FLT3-ITD Mutationen.

3.2.2 Die Uberexpression von FLT3-ITD induziert die miR-155 Expression

In verschiedenen Arbeiten sowie in den vorangegangenen Ergebnissen konnte
eine Korrelation zwischen der miR-155 Expression und dem Auftreten einer FLT3-
ITD Mutation bei AML-Patienten gezeigt werden[127-130]. Um zu untersuchen ob

die FLT3-ITD Mutation zur Induktion der miR-155 fuhrt, wurden verschiedene
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FLT3-Konstrukte (FLT3-WT, FLT3-TKD, FLT3-ITD) in U937 Zellen transfiziert.
Nach 24 h wurde die RNA der Zellen isoliert und die Expression der miR-155
mittels gRT-PCR gemessen und mittels 2°2¢" Methode berechnet. Zur
Normalisierung wurde die small nuclear RNA U6 (RNU6B) verwendet. Die
Ergebnisse zeigen, dass die miR-155 in den FLT3-ITD transfizierten Zellen 2,2
Fach hoher exprimiert wurde als in den FLT3-WT exprimierenden Zellen
(Abbildung 15). Des Weiteren ist zu erkennen, dass die Uberexpression von FLT3-
TKD zu einer Reduktion der miR-155 Expression fuhrt (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Die Uberexpression von FLT3-ITD induziert die miR-155 Expression. Die qRT-
PCR zeigt die Expression der miR-155 in U937 Zellen nach Uberexpression von GFP, FLT3-WT,
FLT3-TKD und FLT3-ITD. Die Expression der miR-155 wird durch die Uberexpression von FLT3-
ITD erhdht, wahrend FLT3-TKD zur Reduktion der miR-155 Expression fihrt. Die Balken

reprasentieren den Mittelwert aus 3 unabangigen Experimenten * Standardabweichung.

Zur weiteren Analyse der FLT3-ITD Abhangigkeit der miR-155 Expression wurden
murine 32D Zellen untersucht, die ein humanes FLT3-WT (32D """ bzw. FLT3-
ITD (32D7"*'™°) stabil exprimieren[54]. Da fiir das Wachstum der 32DF-*WT
Zellen IL-3 notwendig ist, die 32D™-""'™° Zellen jedoch IL-3 unabh&ngig wachsen,
wurden die Zellen fur 24 h sowohl in IL-3 konditionierten Medium als auch ohne IL-
3 kultiviert. Mittels gRT-PCR wurde die Expression der miR-155 bestimmt. Es ist
zu erkennen, dass die Expression der miR-155 in den 32D zellen,
unabhangig von IL-3, 10-fach hoher ist als in den 32D™-"VT Zellen (Abbildung 16).

Zwar fuhrt die IL-3 Versorgung der Zellen zu einer ca. 5-fach erhohten miR-155
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Expression, der Expressionsunterschied zwischen den beiden Zelllinien 32D W7

und 32D™-"3'TP pleibt jedoch bestehen. Zusammenfassend zeigen die Daten, dass

eine FLT3-ITD Mutation mit einer erh6hten miR-155 Expression korreliert.
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Abbildung 16: FLT3-ITD induziert die miR-155 Expression. Die Expression der miR-155 ist in

stabil FLT3-ITD exprimierenden 32D Zellen signifikant hoher als in 32D™""" Zellen. Die Induktion

FLT3-ITD

durch IL-3 zeigt ebenfalls eine signifikant erhéhte Expression der miR-155 in 32D Zellen. Die

Balken reprasentieren den Mittelwert aus 3 unabangigen Experimenten + Standardabweichung. ( *
p < 0,05)

3.2.3 Der Block der FLT3-ITD Tyrosinkinaseaktivitat reduziert die miR-155
Expression

Um die Abhangigkeit der miR-155 Expression von FLT3-ITD induzierten
Signalwegen naher zu untersuchen, sollte die Tyrosinkinaseaktivitat von FLT3-ITD
mittels Proteinkinase Inhibitoren (PKIs) geblockt werden. PKC412 [67], SU5614
[68-69] und CEP701 [70] wurden bereits in verschieden Publikationen als potente
PKls fur die FLT3-ITD Tyrosinkinaseaktivitat beschrieben. Die Experimente
wurden mit der humanen Zelllinie MV4;11 durchgefiuhrt, welche ein oft
verwendetes Zelllinienmodell fir eine FLT3-ITD assoziierte AML darstellt.

1x10° MV4;11 Zellen wurden fiir 24 h mit 100 nM PKC412, 1000 nM SU5614 oder
1000 nM CEP701 behandelt. Als Kontrolle wurde DMSO genutzt. STATS5 wird
Uber FLT3-ITD induzierte Signalwege konstitutiv phosphoryliert [54-56], daher

wurde mittels Western Blot fur phosphoryliertes STATS (pSTATS5) der Block der
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FLT3-ITD Tyrosinkinaseaktivitat tberprift. Nach Behandlung der MV4;11 Zellen
mit den verschiedenen PKIs konnte kein pSTAT5 mehr nachgewiesen werden
(Abbildung 17A). Die Analyse der miR-155 Expression in den PKI behandelten
MV4;11 Zellen zeigte eine Reduktion um ca. 80 % der miR-155 Expression nach
Block der FLT3-ITD Tyrosinkinaseaktivitat (Abbildung 17B).
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Abbildung 17: Der Block der FLT3-ITD Tyrosinkinaseaktivitat inhibiert die miR-155
Expression. MV4;11 Zellen wurden fir 24 h mit den Proteinkinaseinhibitoren (PKI) PKC412
(100 nM), SU5614 (1 uM) und CEP701 (100 nM) behandelt. (A) Der Western Blot zeigt den Block
der STATS5 Phosphorylierung nach Inhibition der FLT3-ITD Kinaseaktivitat. (B) Die Expression der
mMiR-155 in MV4;11 Zellen ist nach PKI Behandlung um ca. 80 % reduziert. Die Balken

reprasentieren den Mittelwert aus 3 unabangigen Experimenten * Standardabweichung.

3.2.4 Der Block von STATS fuhrt zur Reduktion der miR-155 Expression

Es ist bekannt, dass die FLT3-ITD zu einer starken konstitutiven Aktivierung von
STATS fiuhrt, wahrend FLT3-WT und FLT3-TKD die STAT5 Phosphorylierung nur
gering induziert [50, 54, 57]. Da die Uberexpression von FLT3-ITD zur Induktion
der miR-155 fiihrt, die Uberexpression von FLT3-WT bzw. FLT3-TKD jedoch nicht
(Abbildung 15), wurde die Hypothese aufgestellt, dass STAT5 eine wichtige Rolle
in der Regulation der miR-155 spielt. Um dies zu untersuchen wurden MV4;11
Zellen fuar 24h mit 50puM STATS5 Inhibitor (N‘-((4-Oxo0-4H-chromen-3-
yl)methylen)nikotinohydrazid) behandelt. Der STATS5 Inhibitor blockiert die Protein-
Proteininteraktion von STAT5, indem es die SH2 —-Domaéane (Src- homology 2) von
STATS inhibiert. Dadurch kann STATS5 nicht mehr phosphoryliert bzw. aktiviert

werden. Mittels gRT-PCR wurde die Expression der miR-155 in den behandelten
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Zellen gemessen. Hier konnte eine um 80 % reduzierte miR-155 Expression in
den STATS5 Inhibitor behandelten Zellen gezeigt werden (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Die Inhibition von STAT5 reduziert die Expression der miR-155. MV4;11 Zellen
wurden fir 24 h mit einem STATS5 Inhibitor behandelt. Die Expression der miR-155 wurde durch
den Block von STAT5 um 80 % reduziert. Die Balken reprasentieren den Mittelwert aus 2

unabangigen Experimenten.

Zur weiteren Untersuchung der Rolle von STAT5 in der miR-155 Regulation wurde
in MV4;11 Zellen die STAT5 Expression mittels spezifischer siRNA geblockt. Dazu
wurden MV4;11 transient mit 1 pg STAT5-siRNA bzw. Kontroll-siRNA transfiziert.
Nach 24h in Kultur wurden Proteine und RNA aus den Zellen isoliert. Mittels
Western Blot wurde der siRNA-vermittelte Knockdown von STAT5S Uberprift. Hier
konnte eine Reduktion des STAT5 Proteinlevels um ca. 60 % gezeigt werden
(Abbildung 19A). Die Expression der miR-155 wurde durch gRT-PCR analysiert.
Hier konnte eine Reduktion der miR-155 Expression um ca. 60 % nach STAT5

Knockdown nachgewiesen werden (Abbildung 19B).
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Abbildung 19: Der siRNA-vermittelte Knockdown von STATS5 verringert die miR-155
Expression. (A) Der Western Blot zeigt exemplarisch die Reduktion des STAT5 Protein 24 h nach
STAT5 siRNA transfektion in MV4;11 Zellen. (B) Die Expression der miR-155 ist nach siRNA-
vermittelten STATS5 Block reduziert. Die Balken repréasentieren den Mittelwert aus 3 unabangigen

Experimenten + Standardabweichung. (** p <0.01)

Die vorhergehenden Daten zeigen, dass der Block von STAT5 zur Reduktion der
FLT3-ITD induzierten miR-155 Expression fuhrt. Um den Einfluss von STAT5 auf
die FLT3-ITD induzierte miR-155 Expression in vivo zu untersuchen, wurden
Knochenmarkproben von transgenen FLT3-ITD Mausen mit STAT5 Knockout
(STAT5") bzw. ohne STAT5 Knockout (STAT5"19 analysiert. Die Mause
wurden von Dr. Rebekka Dechow aus der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Justus
Duyster an der Technischen Universitdt Minchen / Klinikum Rechts der Isar
etabliert. Dazu wurde das Knochenmark von Mx1-cre STAT5"™°* hzw. Kontroll-
STAT5"™M* BALB/c Mausen isoliert und mittels retroviraler Transduktion mit
FLT3-ITD infiziert. Die infizierten Zellen wurden anschlie3end in letal bestrahlte
BALB/c Mause transplantiert. Zur Induktion des Mx1-cre vermittelten STATS
Knockouts, wurde den Mausen 250 ug HMW polyinosinic:polycytidylic acid (pipC),
an Tag 11, 14, 18 und 21 nach der Transplantation, intraperitonial injiziert. Der
vollstdndige STATS5 Knockout konnte am Tag 22 nach der Transplantation
beobachtet werden. Durch Injektion von pipC wurde der Promotor der Mx1-cre
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Rekombinase und somit der STATS5 Knockout induziert. Es konnte gezeigt
werden, dass die Expression der miR-155 in den FLT3-ITD STAT5” Méausen im
Vergleich zu den FLT3-ITD STAT5"™" Mausen signifikant um 60 % reduziert ist
(Abbildung 20)
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Abbildung 20: Der Knockout von STAT5 im FLT3-ITD AML Mausmodell fiuhrt zur Reduktion
der miR-155 Expression. (A) Schematische Ubersicht zur Etablierung des FLT3-ITD AML
Mausmodell mit Mx1-cre induzierbaren STAT5 Knockout. (B) Die Expressionsanalysen der miR-
155 im Knochenmark von FLT3-ITD AML Mausen zeigen eine hochsignifikante Reduktion in den
STATS5 Knockout Mausen (STAT5"') (** p<0,01)

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass STAT5S ein wichtiger Faktor in der
FLT3-ITD induzierten miR-155 Expression ist.

3.2.5 Der Block von NF-kB (p65) fuhrt zur Reduktion der miR-155
Expression

In  verschiedenen Publikationen wurde bereits gezeigt, dass der

Transkriptionsfaktor NF-kB (p65) die miR-155 Expression in der inflammatorischen

Antwort induziert [105, 119]. Weiterhin wurde gezeigt, dass NF-kB durch FLT3
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Signalwege [53, 58] angeschaltet wird und in AML Blasten aktiv ist [53, 142-143].
Um die Frage zu beantworten, ob p65 in der FLT3-ITD induzierten miR-155
Expression eine Rolle spielt, wurde die miR-155 in MV4;11 Zellen nach siRNA-
vermitteltem p65 Knockdown analysiert. Hierzu wurden MV4;11 Zellen mit p65
spezifischer siRNA bzw. Kontroll-siRNA transient transfiziert. Nach 24 h wurden
Proteine und RNA aus den Zellen isoliert. Der siRNA-vermittelte p65 Knockdown
wurde durch Western Blot Uberpruft. Hier konnte eine Reduktion der p65
Proteinmenge um 60 % nach siRNA Transfektion gezeigt werden (Abbildung 21A).
Mittels gRT-PCR wurde gezeigt, dass die miR-155 Expression nach p65
Knockdown um ca. 30 % reduziert war (Abbildung 21B).
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Abbildung 21: Der siRNA vermittelte Knockdown von NF-kB (p65) fuhrt zur Reduktion der
miR-155 Expression. (A) Der Western Blot zeigt den siRNA vermittelten Knockdown von NF-kB
(p65) in MV4;11 Zellen. (B) Der Knockdown von NF-kB fuhrt zur Reduktion der miR-155 in MV4;11
Zellen. Die Balken reprasentieren den Mittelwert aus 3 unabdngigen Experimenten +
Standardabweichung. (** p<0,01)

In den vorhergehenden Experimenten konnte gezeigt werden, dass STATS5 und
p65 eine wichtige Rolle in der FLT3-ITD induzierten miR-155 Expression spielen.
Um dieses regulatorische Netzwerk weiter zu untersuchen, sollte gezeigt werden,
ob der Knockdown von p65 und STAT5 die Induktion der miR-155 Expression
nach FLT3-ITD Uberexpression in U937 Zellen verhindern kann. Hierzu wurden

U937 mit FLT3-ITD und verschiedenen siRNAs (Kontroll siRNA, p65 siRNA,
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STATS5 siRNA und STATS / p65 siRNA) co-transfiziert. Nach 24 h wurde die RNA
der Zellen isoliert und die Expression der miR-155 mittels gRT-PCR gemessen. Es
konnte gezeigt werden, dass sowohl der Knockdown von p65 oder STATS zu
einer reduzierten Induktion der miR-155 Expression fihrt. Der starkste Effekt
konnte fir den Co-Knockdown von p65 und STAT5 gezeigt werden. Hier wurde
die Induktion der miR-155 Expression um 80 % reduziert (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Der Knockdown von STAT5 und NF-kB verringern die FLT3-ITD vermittelte
miR-155 Induktion. U937 Zellen wurden mit FLT3-ITD und verschiedenen siRNAs (Kontrolle,
STAT5, NF-kB (p65) sowie Kombination von STATS und NF-kB (p65) siRNA) co-transfiziert. Nach
24 h wurde die miR-155 Expression mittels gRT-PCR analysiert. Der siRNA vermittelte Block der
FLT3-ITD induzierten Signalwege von STAT5 und NF-kB fuhrt zu einer geringeren Induktion der
miR-155 Expression. Die Balken reprasentieren den Mittelwert aus 3 unabangigen Experimenten
+ Standardabweichung. (* p < 0,05)
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3.2.6 NF-kB (p65) bindet direkt am miR-155 Promotor

Bei in silico Analysen im 5’ upstream Bereich des miR-155 Locus konnten zwei
potenzielle Bindestellen fir p65 sowie eine putative STAT Bindestelle gefunden
werden (Abbildung 23).
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Abbildung 23: Schematische Ubersicht der miR-155 Promotorregion.

Gatto et al. haben bereits gezeigt, dass p65 die miR-155 wéahrend der Ebstein-
Barr Virus Infektion durch direkte Promotorbindung induziert [105]. Des Weiteren
konnte gezeigt werden, dass beim kutanen T-Zell Lymphom STAT5 im
Promotorbereich der miR-155 bindet und so deren Expression induziert [108]. Um
die transkriptionelle Regulation der miR-155 weiter zu analysieren, wurde mittels
Promotor-Luziferase Assay die Aktivierung des miR-155 Promotors in MV4;11
Zellen untersucht. Dazu wurden 3 Promotor-Luziferasekonstrukte mit
unterschiedlich langen miR-155 Promotorbereichen genutzt (pGL3-1065, pGL3-
1380 und pGL3-1783) bzw. als Kontrolle ohne miR-155 Promotor (pGL3)
(Abbildung 24).
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Abbildung 24: Schematische Ubersicht der miR-155 Promotor Luziferase Konstrukte.
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Zur Analyse der miR-155 Promotoraktivierung wurden 1x10° MV4;11 Zellen mittels
Lipofektion mit einem Firefly Luziferasekonstrukt (pGL3, pGL3-1783, pGL3-1380
oder pGL3-1065) und mit einem Renilla Luziferasekonstrukt transient transfiziert.
Nach 24 h wurde die Luziferaseaktivitat mittels DUAL Luziferaseassay (Promega)
gemessen. Die gemessenen Werte der Firefly Luziferase wurden durch Division
mit den Renilla Luziferase Werten normalisiert. Es ist zu erkennen, dass die
Aktivierung des miR-155 Promotors mit der Lange des klonierten

Promotorbereiches zunimmt (Abbildung 25).
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Abbildung 25: Luziferaseassay zur Bestimmung der Promotoraktivitdt des miR-155
Promotor in MV4;11 Zellen. Die Promotoraktivitat nimmt mit dem Verlust der NF-kB Bindestellen
ab (pGL3-1380 und pGL3-1065). Die Balken repréasentieren den Mittelwert aus 2 unabangigen

Experimenten.

Mittels Chromatinimmunoprazipitation (ChIP) wurde untersucht, ob p65 und
STATS auch in der FLT3-ITD assoziierten AML durch direkte Promotorinteraktion
die miR-155 reguliert. In MV4;11 Zellen konnte fur beide putativen Bindestellen
(Abbildung 26A) gezeigt werden, dass p65 am miR-155 Promotor gebunden ist
(Abbildung 26B). Fur STATS5 konnte in MV4;11 Zellen keine Bindung am miR-155
Promotor nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Da bereits bekannt ist,
dass NF-kB durch den FLT3-ITD induzierten PI3K/Akt Signalweg aktiviert wird [59-
60, 144], wurde untersucht ob die p65 Bindung am miR-155 Promotor FLT3-ITD

abhangig erfolgt. Dazu wurden MV4;11 Zellen mit dem PKI CEP701 (100 nM)
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oder mit DMSO (Kontrolle) behandelt. Nach 24 h wurde eine ChIP Analyse fur p65
durchgefuhrt. Hier konnte gezeigt werden, dass nach der Inhibierung des FLT3-
ITD Signalweges keine Bindung von p65 am miR-155 Promotor nachgewiesen
werden konnte (Abbildung 26C). Diese Daten lassen den Schluss zu, dass die p65
Bindung am miR-155 Promotor FLT3-ITD abhangig ist.
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Abbildung 26: NF-kB (p65) bindet FLT3-ITD abhangig am miR-155 Promotor. (A)
Schematische Darstellung des miR-155 Promotors mit Lage der Oligos zur Amplifikation der
aufgereinigten DNA. (B) Chromatinimmunoprazipitation (ChlP) fur NF-kB (p65) in MV4;11 Zellen.
NF-kB (p65) bindet an beide vorhergesagte NF-kB Bindestellen. (C) Nach Block der FLT3-ITD
Kinaseaktivitat durch den Proteinkinaseinhibitor CEP701 in MV4;11 Zellen bindet NF-kB nicht mehr

am miR-155 Promotor.

3.2.7 Konstitutiv aktives STAT5 verstarkt die NF-kB (p65) induzierte miR-
155 Promotoraktivitéat

Um den Einfluss von p65 und STAT5 auf die miR-155 Promotoraktivitat weiter zu
untersuchen, wurden Promotor-Luziferaseassays durchgefuhrt. Hierzu wurden
293T Zellen mit einem miR-155 Promotor Luziferasekonstrukt (pGL3-1783) oder
einem Kontroll Luziferasekonstrukt (pGL3) transfiziert. Zuséatzlich wurden p65,
STATS oder konstitutiv aktives STAT5 (STATS5 1*6) in den Zellen tUberexprimiert.
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Als Kontrolle diente der Leervektor pcDNA3.1. Nach 24 h wurde die
Luziferaseaktivitat der Zellen gemessen. Hier konnte gezeigt werden, dass p65 die
Aktivierung des miR-155 Promotors im Vergleich zur Kontrolle ca. 10-fach erhéht.
Im Gegensatz dazu, fiihrte die Uberexpression von STAT5, oder von konstitutiv
aktivierten STAT5 (STAT5 1*6) nicht zu einer Aktivierung des miR-155 Promotors.
Die Co-Expression von p65 und STAT5 1*6 zeigte im Vergleich zur
Einzeltransfektion mit p65, sowie zur Co-Expression von p65 und STAT5 eine
zusatzliche Verstarkung der miR-155 Promotoraktivitat (Abbildung 27).
Zusammenfassend lasst sich aus den Daten schliel3en, dass p65 durch direkte
Promotorbindung zur Aktivierung der miR-155 Expression fuhrt. Konstitutiv aktives
STATS verstarkt die p65 abhangige miR-155 Induktion.
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Abbildung 27: NF-kB (p65) und STAT5 1*6 induzieren die miR-155 Promotoraktivitat. 293T
Zellen wurden transient mit dem miR-155 Promotor Luziferase Konstrukt (pGL3-1783) oder der
Kontrolle (pGL3) und dem Leervektor, p65, STAT5 und konstitutiv aktiven STAT5 co-transfiziert.
Nach 24 h wurde die Luziferaseaktivitdt gemessen. Es ist zu erkennen, dass die Promotoraktivitat
primar durch NF-kB (p65) induziert wird. Die Co-Expression von NF-kB und konstitutiv aktiven
STATS fihrt zu einer zusatzlichen Erhéhung der miR-155 Promotoraktivitat. Die Balken
reprasentieren den Mittelwert aus 3 unabhangigen Experimenten = Standardabweichung. Alle

Werte wurden zur Renilla Luziferase normalisiert und zur pGL3 Aktivitat berechnet (* p < 0,05).
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3.2.8 Die Reduktion der miR-155 Expression ist wichtig fur die myeloide
Differenzierung

O’Connell et al. konnten in vivo bereits zeigen, dass die erhéhte Expression der
miR-155 in murinen hamatopoetischen Stammzellen zu einer myeloproliferativen
Erkrankung fuhrt [126]. Um die Funktion der miR-155 wahrend der Hamatopoese
bzw. in der Leukdmogenese besser zu verstehen, wurde die Expression der miR-
155 in verschiedenen Zell-Subpopulationen aus murinen Knochenmark
untersucht. Die zu untersuchenden Knochenmark-Subpopulationen LSK, CMP,
GMP, MEP und Granulozyten wurden mittels Durchflusszytometer sortiert.
Anschlie3end wurde die RNA isoliert und mittels qRT-PCR die Expression der
miR-155 Expression gemessen. Es ist zu erkennen, dass die miR-155 in den
undifferenzierteren Knochenmark-Subpopulationen (LSK und CMP) am héchsten
expremiert ist und mit zunehmender Reifung der Zellen in ihrer Expression
abnimmt (Abbildung 28).

Relative miR-155 Expression
(]

Abbildung 28: Die miR-155 Expression wird wéhrend der myeloiden Differenzierung
herabreguliert. Darstellung der miR-155 Expression in sortierten Knochenmark-Populationen
(LSK: Lin- Sca+ Kit+; CMP: Common Myeloid Progenitor; GMP: Granulocyte Macrophage
Progenitor; MEP: Megakaryocyte Erythroid Progenitor und Granulozyten). Je Messung wurde das
Knochenmark von 3 C57BL/6 Mausen gepoolt. Die Balken reprasentieren den Mittelwert aus 3
unabhéngigen Messungen + Standardabweichung. Alle Werte wurden zur snoRNA 135

normalisiert.
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Zur weiteren Untersuchung der miR-155 Expression wahrend der myeloiden
Differenzierung wurden U937 Zellen als Modellsystem ausgewahlt. Durch die
Behandlung der Zellen mit Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) differenzieren
U937 Zellen zu Monozyten / Makrophagen. Es wurden 1x10° Zellen mit 10 nM
PMA bzw. Ethanol (Kontrolle) behandelt. Nach 24 h, 48 h und 72 h wurde die RNA
der Zellen prapariert und die Expression der miR-155 mittels gRT-PCR bestimmit.
Es ist zu erkennen, dass die miR-155 Expression wahrend der PMA induzierten

myeloiden Differenzierung von U937 Zellen stark reduziert wird (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Die miR-155 Expression wird in der PMA induzierten myeloiden
Differenzierung von U937 Zellen reprimiert. U937 Zellen wurden fur 24 h, 48 h und 72 h mit
10 nM PMA oder EtOH (Kontrolle) behandelt. Die PMA induzierte myeloide Differenzierung der
U937 Zellen fuhrt zu einer starken Repression der miR-155 Expression. Die Balken reprasentieren

den Mittelwert aus 3 unabhangigen Experimenten * Standardabweichung.

Aufgrund der bisherigen Ergebnisse wurde der Einfluss einer erhohten miR-155
Expression auf die myeloide Differenzierung untersucht. Dazu wurden U937
Zellen mittels Nukleofektion transient mit einem miR-155 Expressionskonstrukt
(pcDNAG6.2-miR-155) bzw. mit einem Kontrollkonstrukt (pcDNAG6.2-scr) transfiziert.
Nach 24 h wurde durch die Stimulation mit PMA (1 nM) die myeloide
Differenzierung der U937 Zellen induziert. Die transfizierten Zellen wurden nach
24h, 48h und 72h mittels Durchflusszytometrie auf die Expression des
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myeloiden Differenzierungsmarker CD11b untersucht. Hier konnte gezeigt werden,
dass die miR-155 Uberexprimierenden U937 Zellen eine um ca. 25 % geringere
CD11b Expression aufwiesen (Abbildung 30). Diese Daten lassen die Hypothese
zu, dass die Reduktion der miR-155 notwendig fir eine funktionierende myeloide

Differenzierung ist.
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Abbildung 30: Die Uberexpression der miR-155 reduziert die PMA induzierte myeloide
Differenzierung von U937 Zellen. U937 Zellen wurden mit miR-155 Expressionsvektor
(pcDNAG6.2-miR-155) oder Kontrollvektor (pcDNA6.2-scr) transfiziert. Nach 24 h Stunden wurden
die Zellen fur 24 h, 48 h und 72 h mit PMA (1 nM) zur myeloiden Differenzierung stimuliert. Die
Dotplots zeigen exemplarisch die Zunahme des myeloiden Differenzierungsmarkers CD11b. Die
Balken reprasentieren den Mittelwert der CD11b Expression aus 3 unabhangigen Experimenten *
Standardabweichung (** p < 0,01).

63



Ergebnisse

3.2.9 PU.listeine direktes Ziel der miR-155

Der Transkriptionsfaktor PU.1 ist einer der wichtigsten Regulatoren der myeloiden
Differenzierung [145]. In silico Analysen zeigen, dass die 3’UTR der PU.1 mRNA
eine putative Bindestelle der miR-155 beinhaltet (Abbildung 31A). Es ist bereits
bekannt, dass PU.1 in FLT3-ITD assoziierten AMLSs reprimiert wird [55, 62]. Daher
wurde untersucht, ob eine Uberexpression von FLT3-ITD, zur Reduktion des PU.1
Proteinlevels fuhrt. Dazu wurde FLT3-WT bzw. FLT3-ITD in U937 Zellen transient
Uberexprimiert. Nach 24 h wurde mittels Western Blot die Proteinmenge von PU.1
untersucht. Durch die Analysen konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression
von FLT3-ITD im Vergleich zu FLT3-WT zu einer Reduktion des PU.1 Proteins
fuhrt (Abbildung 31B). Da eine Uberexpression von FLT3-ITD einerseits zur
erhdohten miR-155 Expression (Abbildung 15) und andererseits zur Reduktion des
PU.1 Protein, einem putativen Ziel der miR-155, fuihrt, wurde untersucht, ob PU.1
ein direktes Ziel der miR-155 ist. Um den Einfluss der miR-155 auf PU.1 naher zu
untersuchen, wurde die miR-155 in U937 Zellen transient tberexprimiert. Nach
24h wurden die Proteine isoliert und mittels Western Blot analysiert. Hier konnte
gezeigt werden, dass die Uberexpression der miR-155 zur Reduktion des PU.1
Protein fuhrt (Abbildung 31C). Als nachstes stellte sich die Frage: Ist die miR-155
wichtig fur die FLT3-ITD vermittelte PU.1 Suppression? Um diese Frage zu
beantworten wurde die miR-155 in der FLT3-ITD assoziierte AML Zelllinie MV4;11
blockiert. Dazu wurden MV4;11 Zellen durch Nukleofektion mit Kontroll- (scr.) bzw.
miR-155 spezifischen Locked Nucleic Acids (LNAS) transfiziert. Nach 24 h wurden
die Proteine isoliert und PU.1 mittels Western Blot analysiert. Hier konnte gezeigt
werden, dass der LNA-vermittelte miR-155 Block zu einer Zunahme des PU.1
Protein fuhrt (Abbildung 31D).
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Abbildung 31: PU.1 ist eine putatives Ziel der miR-155. (A) Schematische Ubersicht der
putativen miR-155 Bindestelle in der PU.1 3‘UTR. Die Uberexpression von (B) FLT3-ITD bzw. (C)
miR-155 in U937 Zellen fihrt zur Reduktion von PU.1. (D) Der LNA vermittelte Knockdown der
mMiR-155 in MV4;11 Zellen erhoht die PU.1 Proteinmenge. Die Western Blot Analysen wurden 24 h
nach Transfektion durchgefihrt.

Um zu untersuchen, ob die miR-155 direkt an der PU.1 3’'UTR bindet, wurde die
PU.1 3’UTR in ein Luziferasekonstrukt kloniert (pRL-PU.1-3’'UTR-WT). Zusatzlich
wurde ein weiteres Luziferasekonstrukt kloniert (pRL-PU.1-2’UTR-Mut), bei dem
durch den Austausch von einzelnen Nukleotiden eine Mutation in die PU.1 3'UTR
eingefugt wurde (Abbildung 32A). Um die Bindung der miR-155 an der PU.1
3'UTR zu analysieren wurden die Luziferasekonstrukte allein oder mit dem
PCDNAG6.2-scr bzw. dem pCDNAG6.2-miR-155 in 293T Zellen transfiziert. Nach
24 h wurde die Luziferaseaktivitat der Zellen ermittelt. Hier konnte gezeigt werden,
dass die Uberexpression der miR-155 nur in den Zellen mit dem Wildtyp PU.1
3'UTR Konstrukt zu einer hoch signifikanten Abnahme der Luziferaseaktivitat fihrt
(Abbildung 32B). Zusammenfassend zeigen die Daten, dass die FLT3-ITD
vermittelte Suppression von PU.1 durch die direkte Interaktion der miR-155 mit der
PU.1 3'UTR ausgelOst wird.
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Abbildung 32: Die miR-155 bindet direkt an der PU.1 3’UTR. (A) Schematische Darstellung der
PU.1 3'UTR Luziferasekonstrukte. Die PU.1 Wildtyp 3’'UTR bzw. mutierte PU.1 3'UTR wurden in
die Xbal Restriktionsseite des pRL Vektors kloniert. (B) 293T Zellen wurden mit dem Wildtyp (pRL-
PU.1-3‘UTR-Wt) oder dem mutierten (pRL-PU.1-3‘UTR-Mut) PU.1 3'UTR Luziferasekonstrukt und
der miR-155 (pcDNA6.2-miR-155) bzw. der Kontrolle (pcDNA6.2-scr.) co-transfiziert. Nach 24h
wurde die Renilla Luziferaseaktivitdit gemessen und zur Firefly Luziferase normalisiert. Die
Uberexpression der miR-155 filhrt nur bei der Wildtyp PU.1 3'UTR zu einer Reduktion der
Luziferaseaktivitat. Die Balken reprasentieren den Mittelwert aus 5 unabhangigen Experimenten +
Standardabweichung (** p < 0,01).

3.2.10 Die miR-155 ist wichtig fir die FLT3-ITD induzierte maligne
Transformation

Mizuki et al. haben gezeigt, dass die stabile Expression von FLT3-ITD in murinen

32D Zellen zu einer Transformation der Zellen und einem IL-3 unabhéangigen

Wachstum fuhrt [54]. Um zu Untersuchen wie wichtig die miR-155 fir FLT3-ITD
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induzierte maligne Transformation ist, wurde die Koloniebildung von 32D-™3'TP
Zellen in Methylzellulose Medium untersucht. Dazu wurden die 32D-">"™® Zellen
durch Nukleofektion mit 200 nM miR-155 spezifischen LNAs bzw. 200 nM Kontroll-
LNAs transfiziert. 4 h nach der Transfektion wurden je 5000 Zellen in 3 ml
Methylzellulose Medium ausplattiert und im Inkubator kultiviert. Nach 12 Tagen
erfolgte die Auszéhlung der sichtbaren Kolonien. Hierbei war eine hoch signifikant
geringere Anzahl der Kolonien bei den miR-155 LNA transfizierten 32D7-"'T°
Zellen zu erkennen. Im Vergleich zu den Kontroll-LNA transfizierten Zellen

konnten im Mittel 60 % weniger Kolonien gefunden werden (Abbildung 33).
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Abbildung 33: Der LNA vermittelte Block der miR-155 in 32D™-™'™ Zellen reduziert das

Koloniewachstum. 32D™'™® Zellen wurden mit miR-155 spezifischen LNAs (200 nM) oder der

Kontrolle (scr.) transfiziert. 4 h nach der Transfektion wurden Triplikate mit je 5000 Zellen in
Methylzellulose ausgebracht. Nach 12 Tagen wurden die Kolonien analysiert. Die Balken
reprasentieren den Mittelwert aus 3 unabhangigen Experimenten + Standardabweichung (** p <
0,01).

Zusatzlich zur transienten Inhibition der miR-155 mit LNAs, sollte auch der stabile
Knockdown der miR-155 mittels lentiviraler Infektion von miRZip Konstrukten
untersucht werden. Hiezu wurden 32D™"'™® Zellen stabil mit einem pmiRZip-155
bzw. einem Kontroll Konstrukt (pmiRZip-scr.) infiziert. Da die Konstrukte ebenfalls
fur GFP und eine Puromyzinresistenz kodieren, wurden die Zellen 5 Tage nach
der Infektion mittels Durchflusszytometrie fur GFP sortiert und anschliel3end mit
Puromyzin-haltigem Medium selektiert. AnschlieRend wurden je 1000 Zellen in

Methylzellulose Medium ausplattiert und im Inkubator kultiviert. Nach 6 Tagen
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wurden die Kolonien ausgezahlt und dokumentiert. Die 32D™-"*"™® Zellen mit dem
stabilen miR-155 Knockdown zeigten eine im Mittel um 35 % reduzierte

Koloniebildung im Vergleich zur Kontrolle( Abbildung 34).
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Abbildung 34: Der stabile Knockdown der miR-155 in 32D

FLT3-ITD

Zellen reduziert das

Koloniewachstum. 32D Zellen wurden lentiviral mit dem miR-155 Knockdown Konstrukt

(pmiRZip-155) oder dem Kontroll Konstrukt (pmiRZip-scr.) infiziert. Nach der Selektion wurden je
1000 Zellen als Triplikate in Methylzellulose ausgebracht. Nach 6 Tagen wurden die Kolonien

analysiert. Die Balken reprasentieren den Mittelwert aus 2 unabhangigen Experimenten.

Um die funktionelle Relevanz der miR-155 fir die FLT3-ITD induzierte
Transformation weiter zu analysieren, wurde der Einfluss der miR-155 Inhibition
auf die Proliferationsrate von AML Zellen untersucht. Dazu wurden je 1x10° stabil
pmMiRZip-155 bzw. pmiRZip-scr. infizierte 32D-"*'® Zellen in Puromyzin-haltigem
Selektionsmedium ausplattiert. Alle 24 h wurde die optische Dichte der Zellkultur
bei 600 nm (OD600) gemessen. Die Ergebnisse zeigen, dass der Knockdown der
miR-155 zu einer Reduktion der Proliferationsrate auf 72 % der miRZIP-Kontroll
infizierten 32D7-"*"TP Zellen fiihrt (Abbildung 35).
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Abbildung 35: Der stabile Knockdown der miR-155 vermindert die Proliferation von
32D ' Zellen. 32D '™ Zellen wurden lentiviral mit dem miR-155 Knockdown Konstrukt
(pmiRZip-155) oder dem Kontroll Konstrukt (pmiRZip-scr.) infiziert. Nach der Selektion wurden je
1x10° Zellen in Kulturmedium angesetzt. Die Messung der optischen Dicht bei 600 nM erfolgte alle
24 h. Die Punkte der Wachstumskurve reprasentieren den Mittelwert aus 3 unabhéangigen

Experimenten + Standardabweichung (** p <0,01).

Nachdem gezeigt werden konnte, dass der Block der miR-155 zu einer Reduktion
der Proliferation fuhrt, sollte analysiert werden, ob die Inhibition der miR-155 auch
einen Einfluss auf das Uberleben von AML-Zellen hat. Hierzu wurden MV4;11
Zellen transient mit einem pmiRZip-155, zum Knockdown der miR-155, oder
einem pmiRZip-scr. Konstrukt als Kontrolle transfiziert. Nach 48 h wurden
apoptotische Zellen mittels Durchflusszytometrie gemessen. Dazu wurde ein
Annexin V Assay verwendet. Es konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der
miR-155 in MV4;11 Zellen im Mittel zu einem 30 %igen Anstieg der apoptotischen
Zellen fuhrt (Abbildung 36).
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Abbildung 36: Der Block der miR-155 induziert Apoptose in MV4;11 Zellen. MV4;11 Zellen
wurden transient mit dem miR-155 Knockdown Konstrukt (pmiRZip-155) oder dem
Kontrollkonstrukt (pmiRZip-scr.) transfiziert. Nach 48h wurde der Anteil apoptotischer Zellen
anhand von Durchflusszytometrie mittels Annexin V Assay bestimmt. Die Dotplots zeigen
exemplarisch die Ergebnisse der Durchflusszytometrie. Die Balken reprasentieren den Mittelwert

aus 3 unabhangigen Experimenten * Standardabweichung. (* p < 0,05).

3.2.11 Die Uberexpression des miR-155 Ziels PU.1 in FLT3-ITD assoziierten
AML-Zellen induziert Apoptose

Da in dieser Arbeit bereits gezeigt wurde, dass der Block der miR-155 zu einer
erhdohten PU.1 Proteinmenge (Abbildung 31D), sowie zu erhéhter Apoptose von
FLT3-ITD assoziierten AML-Zellen fiuhrt (Abbildung 36), sollte untersucht werden
ob die Uberexpression von PU.1 ebenfalls zur erhdhten Apoptose von FLT3-ITD
positiven AML-Zellen fuhrt. Dazu wurde PU.1 transient in MV4;11 Zellen
Uberexprimiert und nach 24 h durchflusszytometrisch mittels Annexin V Assay, der
Anteil an apoptotischen Zellen bestimmt. Die Ergebnisse zeigen, dass die
Uberexpression von PU.1 in MV4;11 Zellen zur Verdopplung der Anzahl an
apoptotischen Zellen fuhrt (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Die Uberexpression von PU.1 in FLT3-ITD assoziierten MV4;11 Zellen
induziert Apoptose. MV4;11 Zellen wurden transient mit einem PU.1 Expressionskonstrukt
(pcDNA3.1-PU.1) oder Leervektor (pcDNA3.1) transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen mittels
Annexin V Assay durchflusszytometrisch auf Apoptose analysiert. Die Uberexpression von PU.1
fuhrt zu einem hochsignifikanten Anstieg der apoptotischen Zellen. Die Dotplots zeigen
exemplarisch die Ergebnisse der Durchflusszytometrie. Die Balken reprasentieren den Mittelwert

aus 3 unabhangigen Experimenten + Standardabweichung (** p < 0,01).

3.3 Block der miR-155 als therapeutischer Ansatz in der FLT3-ITD
assoziierten AML

3.3.1 Etablierung eines FLT3-ITD Mausmodells

Die bisherigen in vitro Analysen dieser Arbeit zeigen, dass die miR-155 durch
FLT3-ITD aktivierte Signalwege induziert wird. Weiterhin konnte gezeigt werden,
das die miR-155 eine wichtige Rolle in der FLT3-ITD induzierten Transformation
von AML Zellen spielt und der Block der miR-155 zu einer Reduktion der
Proliferation sowie zu einer erhéhten Apoptoserate von leukdmischen Zellen fuhrt.
Daher stellte sich die Frage, ob die miR-155 als therapeutisches Ziel in der FLT3-
ITD assoziierten AML genutzt werden kann. Die hier vorgestellten in vivo
Untersuchungen wurden am Max Burger Zentrum in Leipzig in Kooperation mit der
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Arbeitsgruppe von Dr. Stefan Fricke vom Frauenhofer Institut fir Zelltherapie und
Immunologie durchgefihrt. Fur diese Untersuchungen, sollte ein FLT3-ITD
Mausmodell genutzt werden, welches von Mizuki et al. publiziert wurde [54]. Durch
die Injektion von 1x10° 32DF-*WT oder 32D™"'™P Zellen in die Schwanzvene von
syngenen C3H/HeN Mausen entwickeln die Tiere eine leukamische Erkrankung
und versterben. Werden die ursprunglichen 32D Zellen appliziert, wird keine
leukamische Erkrankung ausgebildet. In den Vorversuchen konnte gezeigt
werden, dass die Tiere die die 32D™ '™ Zellen injiziert bekamen in einem
Zeitraum von 20 - 21 Tagen an einer leukamischen Erkrankung verstarben. Die
Tiere, die die 32D-WT Zellen injiziert bekamen, (iberlebten zwischen 53 - 57
Tage und verstarben dann ebenfalls an einer leukdmischen Erkrankung
(Abbildung 38).
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Abbildung 38: Die Injektion von FLT3 Uberexprimierenden 32D Zellen in C3H Mause, fuhrt
zur Induktion einer leukdamischen Erkrankung. Die Kaplan-Meier-Kurve zeigt das kumulative
Uberleben von C3H Méausen nach Injektion von 1x10° 32D YT bzw. 32D '™ Zellen. Die FLT3-
ITD exprimierenden Zellen fiihren zu einem aggressiveren Verlauf der leukdmischen Erkrankung

und einem frilherem Versterben der Tiere.
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Die Tiere beider Gruppen zeigten kurz vor dem Tod einen Anstieg der Leukozyten
im peripheren Blut. Die Akkumulation der Leukozyten spiegelt die Zunahme der
32D Zellen im Blut wider. Da die 32D™"*"T bzw. 32D "™ Zellen ein humanes
FLT3 (huCD135) exprimieren, konnte die Akkumulation der Zellen im peripheren
Blut mit einem anti-humanen CD135-Antikdrper mittels Durchflusszytometrie
analysiert werden. Hier ist deutlich zu erkennen, dass sich die FLT3-ITD
exprimierenden 32D Zellen deutlich schneller im peripheren Blut ansammeln als
die FLT3-WT exprimierenden 32D Zellen (Abbildung 39). Diese Daten spiegeln
auch die hohere Aggressivitdt und die schlechtere Prognose einer FLT3-ITD

assoziierten AML wider.
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Abbildung 39: Akkumulation von FLT3 exprimierenden 32D Zellen im peripheren Blut von
C3H Mausen. Je 1x10° 32D7*WT pzw. 32D '™ Zellen wurden in C3H Méause injiziert. Die
Akkumulation der leukédmischen Zellen im Blut wurde durch die Detektion des humanen FLT3
(huCD135) mittels Durchflusszytometrie untersucht. Die Datenpunkte zeigen den Mittelwert der

ermittelten CD135 positiven Zellen im peripheren Blut + Standardabweichung.

Nach dem Tod wurden die Tiere seziert und analysiert. Die Tiere beider Gruppen
(FLT3-WT, FLT3-ITD) zeigten eine vergrof3erte Milz sowie eine vergrolerte Leber
(Abbildung 40).
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32DFLT3-TD

Abbildung 40: Die Injektion von FLT3 Uberexprimierenden 32D Zellen fuhrt zu einer
Hepatosplenomegalie. Links normal grof3e Leber und Milz aus nicht erkrankten Tieren 60 Tage
nach Injektion von urspringlichen 32D Zellen. Rechts exemplarische Darstellung fur die

vergrol3erte Leber und Milz von M&usen mit leuk&mischer Erkrankung nach Injektion von FLT3

FLT3-ITD

Uberexprimierenden 32D Zellen (hier 32D ). Der dargestellte Grol3enbalken entspricht 1 cm.

Die vorherigen Daten zeigen, dass die miR-155 die Zellproliferation und die
leuk&mische Zelltransformation in der FLT3-ITD assoziierten AML foérdert. Daher
stellte sich die Frage ob die miR-155 als therapeutisches Ziel genutzt werden
konnte. Um dies zu untersuchen, sollte die miR-155 im vorher beschriebenen
FLT3-ITD assoziierten AML Mausmodell blockiert werden. Hierzu wurden zwei
Anséatze gewahlt: 1. Der Block durch eine miR-155 spezifische LNA; 2. Der Block

durch die lentivirale Infektion mit einem miR-155 spezifischen miRZip Vektor.

3.3.2 LNA-vermittelter Block der miR-155 im FLT3-ITD assoziierten AML
Mausmodell
LNAs sind modifizierte RNA Molekule, bei deren Ribose Einheit das 2’
Sauerstoffmolekil und das 4’ Kohlenstoffmolekul durch eine zusatzliche Bricke
miteinander verknipft sind. Dadurch wird die Ribose in der 3'-endo Konformation
fixiert und ist strukturell unflexibler als das unmodifizierte Analogon. Dies erhéht
signifikant die Hybridisierungseigenschaften und fuhrt zur Resistenz gegenuber
Endo- und Exonukleasen [140-141]. Durch die komplementare Bindung von LNAs
an spezifische miRNAs wird die Funktion der miRNAs unterbunden [146]. Es
konnte bereits in verschiedenen Publikationen gezeigt werden, dass LNAs ein
hohes therapeutisches Potenzial besitzen [120, 147-149]. Daher sollte untersucht
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werden, ob der LNA vermittelte Block der miR-155 in 32D™-"*'™® Zellen zu einer
Reduktion der leukamischen Erkrankung im C3H Mausmodell fuhren kann. Dazu
wurden die 32D7-*'™P Zellen mittels Nukleofektion mit 200 nM miR-155
spezifischer LNA oder scramble LNA (Kontrolle) tranzfiziert. AnschlieRend wurden
die Zellen fiir 24 h kultiviert. AnschlieRend wurden jeweils 1x10° 32D-"*"° Zellen
Uber die Schwanzvene in 5 Tiere pro Gruppe (LNA bzw. Kontrolle (scr)) injiziert.
Die Tiere wurden taglich auf Gewicht, Verhalten und Aussehen untersucht. Einmal
in der Woche wurde den Tieren Blut abgenommen und ein Blutbild sowie eine
durchflusszytometrische Analyse erstellt. Nach dem Tod wurden die Tiere seziert
und die Milz, die Leber und das Knochenmark mittels Durchflusszytometrie
untersucht. Die Tiere beider Gruppen verstarben nach 15 - 21 Tagen, so dass
zwischen den beiden Gruppen kein signifikanter Unterschied im Uberleben zu
erkennen ist (Abbildung 41).
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Abbildung 41: Uberlebenskurven nach LNA-vermittelten miR-155 Block. Die Kaplan-Meier-

Kurve zeigt das kumulativen Uberleben der C3H Mause nach Injektion von leukamischen 32D™™

'T® Zellen. Die Zellen wurden 24 h vor der Injektion mit miR-155 spezifischen LNAs bzw. mit einer
unspezifischen Kontrolle (scr) transfiziert. Es ist kein signifikanter Unterschied im Uberleben der

Tiere zwischen den beiden Gruppen (scr, LNA) zu erkennen.

Die Zunahme der leukamischen Zellen (32D™-"*"™®) im peripheren Blut bzw. die
Akkumulation in Milz, Leber und Knochenmark wurde mittels Durchflusszytometrie

untersucht. Dazu wurde eine anti-humaner CD135 (FLT3) Antikorper verwendet,
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der spezifisch am, von den 32D7-"'™° Zellen exprimierten, humanen FLT3 bindet.
Die Analysen des peripheren Blutes am Tag 12 und Tag 18 nach der Injektion
zeigen in beiden Gruppen eine deutliche Zunahme der leukamischen Zellen. Es ist
kein signifikanter Unterschiede zwischen den beiden Gruppen in der Anzahl der

leukamischen Zellen zu erkennen (Abbildung 42).
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Abbildung 42: Analyse der Zunahme von leukdmischen Zellen im peripherem Blut von C3H
Mausen. Die durchflusszytometrischen Analysen mittels anti-humanen CD135-Antikérper zeigen
die Zunahme der leukamischen 32D™ '™ Zellen im peripheren Blut von C3H Mausen am Tag 12
und 18 nach Injektion. Es ist kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (scr,

LNA) zu erkennen.

Nach dem Tod der Tiere wurden das Knochenmark, die Milz und die Leber
untersucht. Die Tiere beider Gruppen hatten zum Todeszeitpunkt eine stark
vergrofRerte Milz und Leber (vgl. Abbildung 40 links). Es ist kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen zu erkennen (Abbildung 43).

76



Ergebnisse

32DFLT3-ITD 32DFLT3-ITD
scr LNA

Leber

Milz

Abbildung 43: Analyse von Milz und Leber nach LNA vermittelten miR-155 Block im
32D ™™ C3H Mausmodell. In beiden Gruppen (scr, LNA) entwickelten die Tiere eine
Hepatosplenomegalie. Es ist kein signifikanter Unterschied in der GréRe der Leber bzw. Milz

zwischen den Gruppen festzustellen. Der Gréf3enbalken entspricht 1 cm.

Die durchflusszytometrischen Analysen zeigen einen signifikant héheren Anteil an
leuk&mischen Zellen im Knochenmark der Tiere aus der Kontrollgruppe (scr)
(Abbildung 44). In der Milz konnte bei beiden Gruppen ein hoher Anteil an
leukamischen Zellen nachgewiesen werden, jedoch ist kein signifikanter
Unterschied zwischen den Gruppen zu erkennen (Abbildung 44). Auch in der
Leber der Tiere konnten viele leukamische Zellen nachgewiesen werden, hier ist
ebenfalls die Tendenz zu erkennen, dass in den Tieren der Kontrollgruppe mehr

leukamische Zellen in der Leber akkumuliert waren (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Analyse der Akkumulation von leukdmischen 32D Zellen im

Knochenmark, Milz und Leber von C3H Méausen. Die durchflusszytometrischen Analysen zeigen

im Vergleich zur Kontrollgruppe eine signifikant geringere Anzahl an LNA transfizierten 32D

Zellen im Knochenmark der C3H Mause. In der Milz ist kein Unterschied zu erkennen. In der Leber

ist der Trend einer geringern Anzahl von LNA behandelten 32D™ '™

Zellen im Vergleich zur
Kontrolle zu erkennen (* p < 0,05).
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3.3.3 Lentiviraler Knockdown der miR-155 im FLT3-ITD assoziierten AML
Mausmodell
Neben dem LNA vermittelten Block sollten auch die Effekte eines stabilen
Knockdowns der miR-155 im 32D-"*'™® C3H Mausmodell untersucht werden.
Dazu wurden 32D Zellen lentiviral mit einem Kontrollkonstrukt (pmiRZip-
scr.) oder einem miR-155 inhibierendem Konstrukt (pmiRZip-155) infiziert. Die
infizierten 32D Zellen wurden anschlieRend fur 3 Tage kultiviert. Da die pmiRZip-
Vektoren auch fur GFP und eine Puromyzinresistenz kodieren, wurden die
infizierten Zellen anhand des GFP mittels Durchflusszytometrie sortiert und
anschlieBend durch Puromyzin selektiert. Um zu untersuchen, ob ein stabiler
Knockdown der miR-155 zur Reduktion einer durch 32D™™"'™® Zellen induzierten
leukamischen Erkrankung fuihrt, wurden je 1x10° pmiRZip-scr. oder pmiRZip-155
infizierte 32D™"*'™® Zellen (iber die Schwanzvene in C3H Mause injiziert. Jede
Gruppe bestand aus 6 Tieren. Die Tiere wurden taglich auf Gewicht, Verhalten
und Aussehen untersucht. Einmal in der Woche wurde den Tieren Blut
entnommen und ein Blutbild sowie eine durchflusszytometrische Analyse erstellt.
Nach dem Tod wurden die Tiere seziert und die Milz, die Leber und das
Knochenmark mittels Durchflusszytometrie untersucht. Die Tiere beider Gruppen
verstarben nach 17-24 Tagen (Abbildung 45). Beim Uberleben der Tiere kann kein
signifikanter Unterschied zwischen den beiden Gruppen (pmiRZip-scr., pmiRZip-

155) festgestellt werden.
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Abbildung 45: Uberlebenskurven nach miRZip vermittelten miR-155 Block. Die Kaplan-Meier-

Kurve zeigt das kumulative Uberleben der C3H Mause nach Injektion von leukamischen 32D

Zellen. Die Zellen wurden lentiviral mit pmiRZip-scr. (Kontrolle) bzw. pmiRZip-155. infiziert und
mittels Durchflusszytometrie und Puromyzin selektiert. Es ist kein signifikanter Unterschied im

Uberleben der Tiere zwischen den beiden Gruppen (pmiRZip-scr., pmiRZip-155) zu erkennen.

Die Analyse der leukamischen Zellen im peripheren Blut erfolgte mittels
Durchflusszytometrie. Die Untersuchungen vom Tag 12 und 19 zeigen die
Zunahme der leukamischen Zellen im peripheren Blut der C3H Mause. Am Tag 12
ist kein Unterschied beim Anteil der malignen Zellen im Blut festzustellen. Am Tag
19 zeigen die Tiere der Kontrollgruppe im Mittel anndhernd doppelt so viele
(25,1 %) leukamische 32D™™'™® Zellen im Blut wie die miRZip-155-Gruppe
(13,5 %) (Abbildung 46).
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Abbildung 46: Analyse der Zunahme von leukdmischen Zellen im peripherem Blut von C3H
Méausen. Die durchflusszytometrischen Analysen mittels anti humanen CD135 Antikdrper zeigen
die Zunahme der leukédmischen 32DFLT3-ITD Zellen im peripheren Blut von C3H Mausen am Tag
12 und 19 nach Injektion. Am Tag 19 sind im Blut der Tiere, welche die mit pmiRZip-155 infizierten

32DFLT3-ITD injiziert bekamen, ca. 50 % weniger leukamische Zellen nachweisbar (o Ausreil3er).

Nachdem die Tiere verstorben waren, wurden die Milz, die Leber und das
Knochenmark prapariert und naher analysiert. Alle Tiere in beiden Gruppen
zeigten eine stark vergroRerte Milz sowie eine vergréRerte Leber (Abbildung 47).

Es konnte kein signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen festgestellt

werden.
32DFLT3-ITD 32DFLT3-ITD
miRZip-scr. miRZip-155
Leber .

Abbildung 47: Analyse von Milz und Leber nach miRZip-155 vermittelten Block der miR-155
im 32D C3H Mausmodell. In beiden Gruppen (pmiRZip-scr., pmiRZip-155) entwickelten die
Tiere eine Hepatosplenomegalie. Es ist kein signifikanter Unterschied in der Gré3e der Leber bzw.

Milz zwischen den Gruppen festzustellen. Der GroRenbalken entspricht 1 cm.
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Nach der Praparation der gestorbenen Tiere wurden das Knochenmark, die Milz
und die Leber mittels anti-human  CD135-Antikdrper  basierender
Durchflusszytometrie auf die Akkumulation von leukdmischen 32D Zellen
untersucht. Die Daten zeigen eine tendenziell geringere Akkumulation der
32D "'P Zellen mit pmiRZip-155 im Knochenmark, Milz und Leber (Abbildung
48). Vergleicht man die Mittelwerte der leukamischen Zellen der pmiRZIp-155
Gruppe findet man im Knochenmark 18 %, in der Milz 23 % und in der Leber 24 %

weniger 32D™-1™P Zellen als in der Kontrollgruppe.
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Abbildung 48: Analyse der Akkumulation von leukdmischen 32D Zellen im

Knochenmark, Milz und Leber von C3H Méausen. Die durchflusszytometrischen Analysen zeigen
im Vergleich zur Kontrollgruppe eine geringere Anzahl an miRZip-155 exprimierenden 32DFLT3-

ITD Zellen im Knochenmark, Leber und Milz der C3H Mause (o AusreilRer).

Die Daten der durchgefihrten Experimente zeigen, dass der Block der miR-155
tendenziell zur Reduktion von FLT3-ITD assoziierten leukamischen Zellen in vivo
fuhrt. Somit kann man schlussfolgern, dass die miR-155 ein potenzielles neues
therapeutisches Ziel in der akuten myeloischen Leukamie mit FLT3-ITD

Mutationen darstellt.
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4. Diskussion

Die hamatopoetische Differenzierung ist ein sehr komplexer Prozess, bei dem
viele Regulationsmechanismen zum tragen kommen. Die Storung dieser Prozesse
durch Mutationen oder die Deregulation von einzelnen Bestandteilen flihren zu
einer fehlerhaften H&amatopoese und kann so eine Leuk&mie auslosen.
MicroRNAs sind an vielen wichtigen Regulationsmechanismen in der
Hamatopoese bzw. Leukdmogenese beteiligt. Daher sollte zu Beginn der
vorliegenden Arbeit untersucht werden, welche miRNAs wahrend der
hamatopoetischen Differenzierung reguliert werden. Dazu wurde die miRNA
Expression mittels miRNA Microarray, wahrend der MCSF induzierten myeloiden
Differenzierung von primaren humanen CD34 positiven Vorlauferzellen untersucht.
In 2 unabhangigen Experimenten wurden 137 miRNAs als signifikant verandert
exprimiert gefunden (Abbildung 11). Eine der am starksten regulierten miRNAs
wahrend der myeloiden Differenzierung, war die miR-155. Da bereits in
verschiedenen Studien eine Assoziation der miR-155 mit verschiedenen malignen
Erkrankungen gezeigt wurde [103-104, 150-153], sollte in der vorliegenden Arbeit
die Regulation und die Funktion der miR-155 im myeloiden System bzw. bei der

akuten myeloischen Leukamie untersucht werden.

4.1 Regulatorische Analysen der miR-155 in der FLT3-ITD assoziierten AML

Zur naheren Untersuchung der miR-155 wurde das Knochenmark von 56 AML
Patienten und von 3 gesunden Spendern auf die Expression der miR-155
untersucht. Die Daten zeigen, dass die miR-155 in den meisten AML
Patientenproben deutlich hoher exprimiert ist, als in den Proben der gesunden
Spender (Abbildung 12). Diese Ergebnisse werden von anderen Arbeiten
unterstitzt, in denen ebenfalls eine erhdhte Expression der miR-155 in AML
Patientenproben nachgewiesen werden konnte [126, 131]. In den weiteren
Analysen wurden Patientenproben anhand verschiedener prognostischer Faktoren
(FLT3-ITD, NPM1 Mutation, inv.16, t(15;17) und t(8;21)) unterteilt und die
Expression der miR-155 untersucht (Abbildung 13). Es ist deutlich zu erkennen,
dass die miR-155 in den Patientenproben mit einer FLT3-ITD Mutation am
hochsten exprimiert ist. Die Korrelation einer erhdhten miR-155 Expression mit der
FLT3-ITD Mutation wurde in den letzten Jahren von verschiedenen Gruppen
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publiziert [126-131, 154]. Zuséatzlich konnte in einer groReren Kohorte von AML
Patientenproben, geordnet nach ihrem FLT3 Status (FLT3-WT, FLT3-TKD, FLT3-
TKD/ITD und FLT3-ITD) gezeigt werden, dass die miR-155 in den FLT3-ITD
assoziierten Proben signifikant hoher exprimiert ist als in Proben von gesunden
Spendern bzw. in AML Patientenproben mit FLT3-WT oder FLT3-TKD Mutation
(Abbildung 14).

Aufgrund dieser Ergebnisse sollte die Regulation und die Funktion der miR-155 in
der FLT3-ITD assoziierten AML untersucht werden. Garzon et al. konnten in ihren
Untersuchungen keinen regulatorischen Einfluss durch FLT3-ITD auf die miR-155
Expression nachweisen [128]. Im Gegensatz dazu zeigen die Ergebnisse dieser
Arbeit, dass die Uberexpression von FLT3-ITD zu einer Induktion der miR-155
Expression fihrt, wahrend die Uberexpression von FLT3-WT bzw. der FLT3-TKD
Mutation keine Induktion bzw. die Reduktion der miR-155 Expression bewirkt
(Abbildung 15). Der Block der FLT3 Tyrosinkinaseaktivitdt durch verschiedene
Proteinkinaseinhibitoren fuhrt zu einer starken Reduktion der miR-155 Expression
in der FLT3-ITD assoziierten AML Zellinie MV4;11 (Abbildung 17).
Zusammenfassend zeigen die Daten einen Einfluss der FLT3-ITD induzierten

Signalwege auf die miR-155 Expression.

Ein wichtiger Faktor in der FLT3-ITD assoziierten AML ist STAT5. STAT5 ist ein
Transkriptionsfaktor, der an vielen Prozessen in der normalen sowie in der
pathogenen Hamatopoese beteiligt ist [155-156]. Es wurde vielfach gezeigt, dass
die FLT3-ITD Mutation eine starke konstitutiven Aktivierung von STAT5 bewirkt,
wahrend die Stimulation von FLT3-WT durch den FLT3 Liganden sowie die FLT3-
TKD Mutation lediglich zu einer leichten Aktivierung von STAT5 fahrt [50, 54, 56-
57]. Da die miR-155 Expression nur nach Uberexpression von FLT3-ITD oder in
FLT3-ITD assoziierten Patientenproben erhéht war, also in Zellen mit aktiviertem
STAT5, wurde die Rolle von STAT5 bei der Regulation der miR-155 naher
untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass sowohl der STAT5 Block durch einen
STATS Inhibitor als auch der siRNA vermittelte Block von STAT5 zur Reduktion
der miR-155 Expression in FLT3-ITD assoziierten AML Zellen fuhrt (Abbildung 18,
Abbildung 19). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass der induzierte STAT5
Knockout im FLT3-ITD Mausmodell die miR-155 Expression deutlich mindert
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(Abbildung 20). Kopp et al. haben gezeigt, dass STATS5 eine wichtige Rolle bei der
miR-155 Regulation, im kutanen T-Zell-Lymphom spielt [108]. Hierbei konnten sie
zeigen, dass STAT5 am Promotor der miR-155 bindet und die Expression der
miR-155 induziert. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurde in MV4;11 Zellen
mittels Chromatinimmunoprazipitation die Bindung von STAT5 am Promotor der
miR-155 untersucht. Hierbei konnte jedoch keine Bindung von STATS

nachgewiesen werden.

Ein weiterer Faktor, der in der Regulation der miR-155 eine Rolle spielt ist NF-kB
(p65). In friheren Arbeiten wurde bereits beschrieben, dass NF-kB durch direkte
Bindung am miR-155 Promotor zur Induktion der miR-155 Expression wahrend
der inflammatorischen Antwort auf eine Epstein-Barr Virus Infektion fuhrt [105-
106]. Es wurde ebenfalls gezeigt, dass NF-kB in der akuten myeloischen
Leukdmie [142-143, 157] konstitutiv aktiv ist und dass FLT3-ITD induzierte
Signalwege zur Aktivierung von NF-kB filhren [58-59]. In der vorliegenden Arbeit
konnte nachgewiesen werden, dass der Block von NF-kB (p65) zur Reduktion der
miR-155 Expression fuhrt (Abbildung 21). Weiterhin wurde mittels Promotor
Luziferase Assay und Chromatinimmunoprazipitation gezeigt, dass NF-kB (p65),
in FLT3-ITD assoziierten AML Zellen durch die direkte Bindung am miR-155
Promotor zu dessen Aktivierung fuhrt (Abbildung 25, Abbildung 26, Abbildung 27).
Zusatzlich konnte durch Chromatinimmunoprazipitation gezeigt werden, dass die
Bindung von NF-kB (p65) am miR-155 Promotor abhéngig von FLT3-ITD
induzierten Signalwegen ist. So konnte nach Block der FLT3-ITD
Tyrosinkinaseaktivitat durch CEP701 keine Bindung von NF-kB am miR-155
Promotor mehr nachgewiesen werden (Abbildung 26). Diese Daten werden von
verschiedenen Publikationen unterstitzt, die zeigen dass der Block von FLT3
Signalwegen durch Silvesterol [158] bzw. der Block von NF-kB durch MLN4924
[73] in der FLT3-ITD assoziierten AML zu einer Reduktion der miR-155 Expression
fuhrt.

Da STATS einen starken Einfluss auf die miR-155 Expression zeigte, aber keine
direkte Bindung von STAT5 am miR-155 Promotor nachgewiesen werden konnte,
sollte analysiert werden wie STATS5 funktionell an der miR-155 Regulation beteiligt

ist. In Abbildung 22 ist zu erkennen, dass der siRNA vermittelte Knockdown von
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STAT5 und NF-kB (p65) zur Inhibition der FLT3-ITD induzierten miR-155
Expression fuhrt. Dieser Effekt addiert sich, wenn STAT5 und NF-kB (p65)
gleichzeitig blockiert werden. Dies wurde als ein erster Hinweis dafiir gesehen,
dass NF-kB (p65) und STATS5 synergistisch zusammen wirken. Bei den weiteren
Analysen zum Zusammenwirken von NF-kB (p65) und STAT5 wurde mittels
Promotorluziferase Assay die Aktivierung des miR-155 Promotor nach
Uberexpression von NF-kB (p65) und STAT5 untersucht. Hierbei konnte gezeigt
werden, dass NF-kB (p65) allein zur Aktivierung des miR-155 Promotors fihrt
(Abbildung 27). Da STATS in der FLT3-ITD assoziierten AML konstitutiv aktiv
vorliegt, wurde zur Untersuchung ein STAT5 Wildtyp (pMX-STAT5) Konstrukt und
ein mutiertes STAT5 Konstrukt (pMX-STAT5 1*6) genutzt, bei dem es durch 2
Punktmutationen zum Austausch von 2 Aminosduren kommt und ein konstitutiv
aktives STATS5 erzeugt wird [159]. Die Uberexpression von STAT5 oder konstitutiv
aktivem STATS (STATS 1*6) allein, sowie die Co-Expression von NF-kB (p65) und
Wildtyp STATS fihrten nicht zu einer verstarkten Induktion des miR-155
Promotors (Abbildung 27). Im Vergleich dazu zeigt die Co-Expression von NF-kB
(p65) und konstitutiv aktivem STATS eine signifikante Erhéhung der miR-155
Promotoraktivitat (Abbildung 27). Der dargestellte Effekt ist zwar sehr gering, kann
jedoch mit der schlechten Transfektionseffizienz der groBen STAT5 Vektoren
erklart werden. Die Beobachtungen werden auch durch verschiedene
Publikationen gestutzt, in denen gezeigt wurde, dass konstitutiv aktives STAT5 zu
einer erhdhten DNA  Bindeaffinitat und zu einem  gesteigerten
Transaktivierungspotential von NF-kB (p65) fuhrt [138, 160-163]. Eine direkte
Interaktion von STAT5 und NF-kB (p65) konnte in der vorliegenden Arbeit, sowie
in verschiedenen Publikationen nicht gezeigt werden [138, 162]. Dazu wie
konstitutiv aktives STATS5 zu einer hoheren DNA Bindeaffinitat oder einem
erhohten Transaktivierungspotential von NF-kB fihrt, ist bis jetzt nicht viel
bekannt. Dies ware deshalb eine interessante Fragestellung fiur eine

weiterflihrende Untersuchung.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass NF-kB (p65) durch die direkte
Bindung am miR-155 die Expression der miR-155 induziert. Konstitutiv aktives
STATS verstéarkt die NF-kB vermittelte miR-155 Expression (Abbildung 49).
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4.2 Funktionelle Analysen der miR-155 in der FLT3-ITD assoziierten AML

Um die Funktion der miR-155 besser =zu verstehen, wurde eine
Expressionsanalyse in verschiedenen Mausknochenmark Subpopulationen
durchgefuhrt. Es ist gut zu erkennen, dass mit steigendem Differenzierungsstatus
der Zellen die Expression der miR-155 verringert wird (Abbildung 28). Diese Daten
stimmen auch mit den Ergebnissen der miRNA Microarray Analysen Uberein, die
ebenfalls eine Reduktion der miR-155 Expression wahrend der MCSF induzierten
myeloiden Differenzierung von humanen CD34" Progenitorzellen zeigen (Tabelle
3). Zusatzlich konnte im Zelllinienmodell gezeigt werden, dass die PMA induzierte
Monozyten / Makrophagen Differenzierung in U937 Zellen ebenfalls zu einer
Reduktion der miR-155 Expression fuhrt (Abbildung 29). Im Gegensatz dazu
verringert die Uberexpression der miR-155, die Differenzierungskapazitat von
PMA induzierten U937 Zellen (Abbildung 30). O’Connell et al. haben in vivo
gezeigt, dass eine konstitutive Expression der miR-155 in ha&matopoetischen
Stammzellen zu einer myeloproliferativen Erkrankung fuhrt [126, 164]. Zusatzlich
wurde gezeigt, dass die Uberexpression der miR-155 in humanen CD34" Zellen
die Ausbildung von myeloiden und erythroiden Zellkolonien verhindert [110]. Aus
diesen Daten lasst sich schlussfolgern, dass die Repression der miR-155

Expression ein notwendiges Ereignis wahrend der myeloiden Differenzierung ist.

Die Funktion von miRNAs ist die Regulation der Translation. Dazu wird die reife
mMiRNA in den RISC (RNA induced silencing complex) geladen. Die Bindung der
RISC gebundenen miRNA an die 3'UTR einer Ziel-mRNA fuhrt zur Repression der
Translation [75-76]. In in silico Analysen konnte PU.1 als putatives Ziel der miR-
155 identifiziert werden. Die putative miR-155 Bindestelle in der PU.1 3'UTR st
hoch konserviert. Es ist bekannt, dass eine verminderte Expression von PU.1 eine
Leukamie induziert [18] und zum Block der myeloiden Differenzierung fuhrt [14,
17]. Weiterhin wurde gezeigt, dass PU.1 in der FLT3-ITD assoziierten AML
reprimiert wird [50, 62]. Da bisher nicht erklart wurde, wie PU.1 durch FLT3-ITD
reprimiert wird, stellte sich die Frage ob die erhdhte miR-155 Expression zur
Repression von PU.1 fuhrt. Mittels Uberexpression von FLT3-ITD bzw. miR-155 in
U937 Zellen konnte eine verringerte Expression von PU.1 gezeigt werden
(Abbildung 31). Im Gegensatz dazu zeigte der LNA vermittelte Block der miR-155,
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in FLT3-ITD assoziierten MV4;11 Zellen, eine verstarkte PU.1 Expression
(Abbildung 31). In Luziferaseassays wurde die direkte Bindung der miR-155 an
der PU.1 3’'UTR untersucht. Hier konnte gezeigt werden, dass die miR-155 nur in
der Wildtyp PU.1 3’'UTR, jedoch nicht in einer PU.1 3’'UTR mit mutierter miR-155
Bindestelle zur Reduktion der Luziferaseaktivitat fuhrt. Diese Ergebnisse werden
von Arbeiten unterstitzt in denen gezeigt wurde, dass PU.1 in dendritischen
Zellen [113] sowie in B-Zellen [112] ein direktes Ziel der miR-155 ist. Weiterhin
wurde in verschiedenen Arbeiten die inverse Korellation zwischen PU.1 und der
miR-155 Expression nachgewiesen [119, 158, 165]. Zusammenfassend belegen
diese Daten, dass PU.1 in der FLT3-ITD assoziierten AML ein direktes Ziel der
miR-155 ist.

In den weiteren Untersuchungen wurde die Relevanz der miR-155 fir die FLT3-
ITD induzierte Zelltransformation analysiert. Hier konnte gezeigt werden, dass der
Knockdown der miR-155 in FLT3-ITD assoziierten AML-Zellen zu einem
verminderten Koloniewachstum (Abbildung 33, Abbildung 34) und zu einer
Reduktion der Proliferation fuhrt (Abbildung 35). Der Einfluss der miR-155 auf die
Proliferation von Tumorzellen wurde auch von anderen Arbeitsgruppen bei
verschiedenen malignen Erkrankungen, z. B. beim hepatozellularem Karzinom
[121], Mamakarzinom [122], Liposarkom [123], Glioblastom [124] sowie beim
Larynxkarzinom [125] nachgewiesen. Zusatzlich konnte in der vorliegenden Arbeit
gezeigt werden, dass der Block der miR-155 zu einer erhéhten Apoptose von
FLT3-ITD assoziierten AML-Zellen fiuhrt (Abbildung 36). Babar et al. haben beim
B-Zell-Lymphom ebenfalls nachgewiesen, dass ein miR-155 Knockdown eine
erhohte Zellmortalitat bewirkt [116]. Ein weiteres Ergebnis dieser Arbeit ist, dass
die Uberexpression des miR-155 Ziels PU.1 eine erhéhte Apoproserate bei FLT3-
ITD positiven AML-Zellen auslost (Abbildung 37). Dass PU.1 Apoptose in
malignen Zellen induziert, wurde auch von weiteren Arbeitsgruppen publiziert
[166-168]. Ueno et al. haben gezeigt, dass PU.1 durch die direkte
Transaktivierung von TRAIL Apoptose in Myelom Zellen auslost [167]. Es ist
davon auszugehen, dass die in der Arbeit beschriebenen Einfliisse der miR-155
auf Proliferation und Apoptose nicht nur auf die Inhibition von PU.1
zurUckzufuhren sind. In zahlreichen Arbeiten wurden weitere Ziele der miR-155

publiziert, die ebenfalls einen Einfluss auf Proliferation und Apoptose haben. So
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wurde gezeigt, dass die miR-155 vermittelte Suppression von SHIP1 bei der AML
[134] und beim B-Zell-Lymphom [118] zur Verstarkung der Proliferation fuhrt. Far
das Mamakarzinom wurde beschrieben, dass die miR-155 die Proliferation und
das Uberleben von Tumorzellen durch den Block von FOXO3a erhoht [122].
Weiterhin wurde publiziert, dass der miR-155 verursachte Block von E2F2 beim
Kolorektalkarzinom [135] bzw. BACH1 beim Nierenkarzinom [136] die Proliferation
verstarkt. Da im Rahmen der vorliegenden Arbeit der Schwerpunkt auf die
Untersuchung des FLT3-ITD/miR-155/PU.1 Netzwerkes gelegt wurde, kann hier
keine Aussage zur Rolle von weiteren miR-155 Zielen in der FLT3-ITD
assoziierten AML getroffen werden. Aktuell gibt es keine weiteren Publikationen zu

miR-155 vermittelten Genregulation in der FLT3-ITD assoziierten AML.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse zu den regulatorischen und
funktionellen Untersuchungen der miR-155 in der FLT3-ITD assoziierten AML,
dass die Expression der miR-155 durch NF-kB (p65) und STATS5, zwei FLT3-ITD
aktivierten Zielen, induziert wird. NF-kB (p65) bindet dabei direkt am Promotor der
miR-155, wahrend konstitutiv aktives STAT5 zu einer zusatzlichen
transkriptionellen Induktion fuhrt. Die erhdhte Expression der miR-155 bewirkt
unter anderem die Suppression von PU.1, was eine erhdhte Proliferation und die
Inhibition der myeloiden Differenzierug nach sich zieht. Weiterhin konnte in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die miR-155 wichtig fur die FLT3-ITD
induzierte Proliferation ist und damit auch eine entscheidende Rolle in der FLT3-

ITD angetriebenen Leukamogenese spielt (Abbildung 49).
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Abbildung 49: Modell: Ein NF-kB/STAT5/miR-155 Netzwerk supprimiert PU.1 in der FLT3-ITD

angetriebenen Leukamie.

4.3 Block der miR-155 als therapeutischer Ansatz in der FLT3-ITD

assoziierten AML

Fir die FLT3-ITD [64] Mutation sowie fir die miR-155 [132] konnte eine
prognostische Relevanz in der AML nachgewiesen werden. Beide Faktoren sind
mit einer schlechten Prognose assoziiert. Da der Block der miR-155 in Mausen mit
B-Zell-Lymphom die Proliferation von Tumorzellen sowie die Tumormasse selbst
reduziert und Apoptose induziert [116, 120], wurde die miR-155 als
therapeutisches Ziel in der FLT3-ITD assoziierten AML in vivo untersucht. Das
verwendete Mausmodell wurde von Mizuki et al. zur Analyse von FLT3-ITD in der
Leukamogenese etabliert [54]. Es handelt sich hierbei um ein methodisch
einfaches System, da lediglich eine leukdmische Zelllinie in syngene Mé&use
appliziert wird. Ein weiterer Vorteil dieses Systems ist, dass die Ausbildung der
leuk&mischen Erkrankung lediglich 18 - 25 Tage dauert. Bei Transplantations-
modellen mit viraler FLT3-ITD Uberexpression in Knochenmarkzellen betragt die
Latenzzeit fur eine leukdmische Erkrankung zwischen 70 - 120 Tage [57, 169-

170]. Da die im Mausmodell genutzten 32D7-™'™ Zellen ein humanes FLT3
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exprimieren, konnte die Zunahme der Tumorzellen sehr einfach mittels anti-
humanem FLT3 Antikorper durchflusszytometrisch untersucht werden. Die
Ergebnisse der Mausmodell Etablierung (3.3.1) zeigen ein ahnliches Resultat wie
die publizierten Daten von Mizuki et al. [54]. Die Mause verstarben innerhalb von
20 - 21 Tagen (Abbildung 38) an einer leukdmischen Erkrankung und entwickelten

eine Hepatosplenomegalie (Abbildung 40).

Der therapeutische Block der miR-155 in der FLT3-ITD assoziierten AML wurde
bereits von zwei Gruppen analysiert [73, 158]. In beiden Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass der Block der miR-155 in vivo zu einem verlangerten Uberleben der
Versuchstiere gefuhrt hat. Der Nachteil dieser Arbeiten ist jedoch, dass der Block
der miR-155 durch die Inhibition von FLT3 bzw. NF-kB induziert wurde. Da der
Block von FLT3 bzw. NF-kB gleich mehrere Signalwege inhibiert, kbnnen die
publizierten Ergebnisse nicht nur auf den Block der miR-155 zurlckgefuhrt
werden. Daher sollte in dieser Arbeit gezeigt werden, ob der direkte Block der
miR-155 durch LNAs zu einem verlangerten Uberleben der Mause fiihrten kann.
Hierzu wurden die LNAs mittels Nukleofektion in die 32D™-""™° Zellen transfiziert.
In vorherigen in vitro Versuchen konnten in Koloniewachstumsassays bereits
deutliche Effekte des LNA vermittelten miR-155 Blocks nachgewiesen werden
(Abbildung 33). In den in vivo Analysen zum LNA vermittelten miR-155 Block
konnte kein Unterschied beim Uberleben der Tiere festgestellt werden. Beide
Gruppen (32D scr bzw. 32DF-'TP |LNA) verstarben nach 17 — 22 Tagen an
einer leukamischen Erkrankung (Abbildung 41). Bei der Untersuchung der
Akkumulation von Tumorzellen im peripheren Blut (Abbildung 42) sowie bei der
Ausbildung der Hepatosplenomegalie (Abbildung 43) konnten keine Unterschiede
festgestellt werden. Durch die Betrachtung der Tumormasse in verschiedenen
Geweben zum Todeszeitpunkt, konnte eine signifikant geringere Anzahl an LNA
transfizierten 32DF-'"®  Zellen im Knochenmark nachgewiesen werden
(Abbildung 44). In der Leber konnte man tendenziell weniger Tumorzellen
erkennen wenn die Zellen mit LNAs gegen die miR-155 transfiziert waren
(Abbildung 44). In der Milz war kein Unterschied in der Anzahl der 32D7-"3'TP
Zellen nachzuweisen (Abbildung 44). In verschiedenen Publikationen wurde
bereits in vivo gezeigt, dass der Block der miR-155 zur Reduktion von

Tumormasse oder zur geringern Proliferation von Tumorzellen fihrt [116, 120,
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171-172]. Die Behandlung mit LNAs bzw. AntimiR-155 Oligonukleotiden erfolgt in
diesen Publikationen systemisch und mehrmals. Die systemische Gabe von LNAs
konnte aus Kostengrinden nicht durchgefihrt werden. Eine angestrebte
Kooperation mit einer Firma die LNAs produziert, konnte wéahrend der Anfertigung
der Arbeit nicht realisiert werden. Um dennoch einen effizienten und anhaltenden
Block der miR-155 fiir die in vivo Analysen zu erzeugen, wurde die miR-155 in
32D *'® Zellen durch einen lentiviralen Knockdown mittels miRZip-System
inhibiert. Der lentivirale Knockdown der miR-155 in 32D™-"*'™® Zellen fiihrte in den
in vivo Untersuchungen zu &hnlichen Ergebnissen wie der LNA vermittelte miR-
155 Block. Die Tiere beider Gruppen bildeten nach 17 — 24 Tagen eine
leukamische Erkrankung aus (Abbildung 45). Es konnte kein Unterschied beim
Uberleben der Tiere festgestellt werden. Alle Tiere entwickelten eine
Hepatosplenomegalie (Abbildung 47). Die Blutanalysen zeigten eine leicht
geringere Akkumulation von 32D™-"*'™® Zellen mit miR-155 Block im peripheren
Blut am Tag 19 (Abbildung 46). Jedoch sind die Unterschiede nicht signifikant und
aufgrund der geringen noch lebenden Tiere kann dieses Ergebnis lediglich als
Tendenz gewertet werden. Interessanter Weise konnte bei der Analyse von
Knochenmark, Milz und Leber gezeigt werden, dass eine geringere Akkumulation
der 32D ™'P Zellen vorlag, wenn sie mit miRZip-155 infiziert waren (Abbildung
48). Die Unterschiede der Zellakkumulation sind nicht signifikant, unterstitzen
allerdings die in vivo Ergebnisse des LNA vermittelten miR-155 Block (3.3.2).
Schneider et al. haben im Mausexperiment gezeigt, dass die Uberexpression der
miR-155 zu einem besseren Anwachsen von transplantierten Knochenmark fuhrt
[173]. Dies konnte erklaren, warum weniger Tumorzellen im Knochenmark
gefunden wurden, wenn die miR-155 durch LNA oder miRZip-155 blockiert war.
Bei der Nachbetrachtung der durchgefihrten in vivo Experimente kann man die
Anzahl der injizierten 32D™"'™® Zellen als sehr hoch bezeichnen. Die Injektion
von 1x10° 32D7-™'TP Zellen fiihrt in einer sehr kurzen Zeit zu einer aggressiven
leuk&mischen Erkrankung. Durch eine Reduktion der injizierten leuk&mischen
32DF-"*1TP Zellen kénnte man méglicherweise die bereits gezeigten Unterschiede
in der Tumorzellakkumulation verstarken, bzw. ein verlangertes Uberleben der
Tiere mit miR-155 Block erreichen. Zusammenfassend weisen die Resultate der in

vivo Experimente darauf hin, dass der Block der miR-155 in der FLT3-ITD
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assoziierten AML durchaus therapeutisches Potential besitzt. Hierzu muss
allerdings ein effizienter Block der miR-155 erreicht werden. Der Block der miR-
155 durch eine kontinuierliche Behandlung mit therapeutischen LNAs kénnte, wie
bereits beim B-Zell-Lymphom gezeigt [120], zu einer deutlich reduzierten

Proliferation von Tumorzellen im FLT3-ITD assoziierten AML Mausmodell fiihren.

Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die
miR-155 in der FLT3-ITD assoziierten AML durch die FLT3 induzierten
Signalwege von STAT5 und NF-kB reguliert wird. Weiterhin konnte nachgewiesen
werden, dass der Transkriptionsfaktor PU.1 ein direktes Ziel der miR-155 in der
FLT3-ITD assoziierten AML ist. Eine hohe Expression der miR-155 fihrt zur
erhohten Proliferation wahrend der Block der miR-155 in FLT3-ITD assoziierten
AML Zellen Apoptose induziert. In den in vivo Untersuchungen konnten erste
Hinweise daflr gefunden werden, dass miR-155 ein potenzielles therapeutisches

Ziel in der FLT3-ITD assoziierten AML darstellen kdnnte.
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5. Zusammenfassung

MicroRNAs (miRNAs) sind kleine nicht kodierende RNAs, die durch translationelle
Regulation viele biologische Prozesse steuern. In den letzten Jahren wurde der
Einfluss von miRNAs auf die Hamatopoese und die Leukdmogenese von vielen
Arbeitsgruppen untersucht. Hierbei wurde gezeigt, dass eine erhdohte miR-155
Expression mit einer internen  Tandemduplikation  (ITD) in  der
Juxtamembrandomane des FLT3 Rezeptors (FLT3) FLT3 korelliert. Ca. 30 % aller
akuten myeloischen Leukamien (AML) sind mit der prognostisch ungunstigen
FLT3-ITD Mutation und assoziiert.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals gezeigt werden, dass die Expression
der miR-155 durch die FLT3-ITD induzierten NF-kB und STAT5 Signalwege
reguliert wird. So konnte nachgewiesen werden, dass NF-kB (p65) durch die
direkte Bindung am Promotor zur Induktion der miR-155 Expression fuhrt.
Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass konstitutiv aktives STATS zu einer
erhohten Aktivitdt des miR-155 Promotors fuhrt.

In funktionellen Analysen konnte bewiesen werden, dass der myeloide
Transkriptionsfaktor PU.1 ein direktes Ziel der miR-155 ist. Die Uberexpression
der miR-155 fuhrt folglich zu einer Reduktion der myeloiden Differenzierung.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der Block der miR-155 in vitro zur erhdhten
Apoptose und einer geringeren Proliferation von FLT3-ITD assoziierten AML
Zellen fuhrt.

In in vivo Analysen wurde der Block der miR-155 als neuer therapeutischer Ansatz
in der FLT3-ITD assoziierten AML untersucht. Hierbei konnte kein verlangertes
Uberleben der Versuchstiere nachgewiesen werden, jedoch zeigen die Ergebnisse
eine reduzierte Akkumulation von leukamischen Zellen nach dem Block der miR-
155.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass die miR-155 ein wichtiger Faktor in der
FLT3-ITD assoziierten AML ist und geben einen Hinweis darauf, dass die miR-155

ein neues potenzielles Ziel bei der AML Therapie darstellen kdnnte.
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