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Referat

Die Hamatopoese ist ein streng regulierter Prozess, in welchem pluripotente
hamatopoetische Stammzellen verschiedene Differenzierungsstadien durchlaufen. Die
zelltypspezifischen Differenzierungsschritte werden durch eine Kaskade verschiedener
Transkriptionsfaktoren gesteuert. In den letzten Jahren sind zunehmend kleine, nicht-
kodierende RNAs (microRNAS) ins Zentrum der Forschung gertickt. MicroRNAs sind in
unterschiedliche biologische Prozesse involviert; sie regulieren die Genexpression auf
posttranskriptioneller Ebene.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifizierung von regulierten
microRNAs wahrend der Monopoese und die Analyse ihrer Regulationsmechanismen.
Zunachst wurde die Zelllinie U-937 als monozytares Differenzierungsmodell etabliert.
AnschlieBend wurden Microarrayanalysen durchgefiihrt, um die microRNA
Expressionsmuster wahrend der monozytaren Differenzierung zu untersuchen. Unter
den hochregulierten microRNAs wurde insbesondere das microRNA-Cluster miR-221 /
-222 weiter analysiert, da eine erhOhte Expression dieser microRNAs vor allem in
soliden Karzinomen beschrieben wurde. Die Analyse der Grundexpression von miR-
221 / -222 in verschiedenen, Uberwiegend ha&matopoetischen Zelllinien zeigte eine
erhohte Expression von miR-221 in der FLT3-ITD assoziierten Zelllinie MV4-11
gegenuber nicht behandelten CD34* Stammzellen. In den nachfolgenden Analysen
konnte die Regulation des miR-221 / -222 Clusters uber den FLT3-ITD-Signalweg nicht
bestatigt werden.

Durch Sequenzanalysen konnte p27XP!, ein wichtiger Zellzyklusregulator, als
potentielles Ziel des microRNA-Clusters miR-221 / -222 ermittelt werden. Die
Ergebnisse gezielter LNA Knockdown Experimente festigten die Hypothese, dass
p27XP! ein direktes Ziel von miR-221 /-222 in der Zelllinie MV4-11 ist.
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Halle (Saale), Univ., Med. Fak., Diss., 57 Seiten, 2017



Synopsis

Hematopoiesis is a strictly regulated process in which pluripotente
hematopoietic stem cells run through various stages of differentiation. The cell-type
specific steps of differentiation are being controlled by a cascade of different
transcription factors. Within the last years, an increasing number of small, non-coding
RNAs (microRNAs) placed themselves at the center of research. MicroRNAs are
involved in various biological processes; they regulate the gene expression on a post-
transcriptional level.

The aim of this thesis was the identification of regulated microRNAs during
monopoiesis and the analysis of its regulatory mechanisms. At first, the cell line U-937
was established as a model for monocyte differentiation. Afterwards microarray
analyses were performed to examine the microRNA expression profiles during the
monocytes differentiation. Amongst the highly regulated microRNAs, especially the
microRNA-cluster miR-221 / -222 was closely examined as an elevated expression of
these microRNAs has been particularly described within solid carcinomas. The analysis
of the basic expression of miR-221 / -222 in different, mostly hematopoietic cell lines
showed an increased expression of miR-221 within the FLT3-ITD associated cell line
MV4-11 compared to non-treated CD34* stem cells. However, subsequent analysis
could not verify the regulation of the miR-221 / -222 cluster via the FLT3-ITD signal
transduction pathway.

With the help of sequential analyses, p27XP!, an important cell cycle regulator,
could be determined as a potential target of the microRNA-Cluster miR-221 / -222. The
results of selective LNA Knockdown experiments strengthened the hypothesis that
p27XPlis a direct target of miR-221 / -222 in the cell line MV4-11.

Wiegboldt, Luisa Svenja: MicroRNAs wahrend der monozytéren Differenzierung und Leukéamie,
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1. Einleitung

1.1. Hamatopoese

1.1.1. Stammzellen

Die Bildung von reifen Blutzellen wird als Hamatopoese bezeichnet. Es handelt
sich um einen streng regulierten Prozess, welcher in der fetalen Leber, der Milz und
dem Knochenmark stattfindet. Die Hamatopoese wird durch einen Pool von
pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen (HSZ) aufrechterhalten. Die HSZ
durchlaufen wahrend der Differenzierung verschiedene Stadien bis die Zellen endgiltig
ausdifferenziert sind. Ferner koénnen die HSZ durch Zellteilung identische
Nachkommen erzeugen. Sie besitzen somit die Fahigkeit zur Selbsterneuerung. Diese
Fahigkeit nimmt jedoch mit zunehmender Differenzierung ab (Ogawa, 1993). Im ersten
Abschnitt der Zelldifferenzierung kdnnen sich aus den HSZ myeloide oder lymphoide
Vorlauferzellen entwickeln. Die weitere Entwicklung der myeloiden Vorlauferzellen fiihrt
zu  Granulozyten- /  Makrophagenvorlaufern  oder  Megakaryozyten-  /
Erythrozytenvorlaufern. Die Granulozyten- / Makrophagenvorlaufer besitzen
anschliel3end die Moglichkeit, sich zu Granulozyten-, Monozyten- oder Granulozyten- /
Monozyten colony-forming-units (CFU) weiter zu differenzieren (Kondo et al., 1997;
Akashi et al., 2000).

Transkriptionsfaktoren spielen eine entscheidende Rolle in der Ausbildung und
Differenzierung von zelllinienspezifischen reifen Blutzellen. Abhangig von der
Expression der Transkriptionsfaktoren und Dauer der Einwirkung koénnen sich
verschiedene Zellen ausbilden (Tenen et al., 1997). Manche Transkriptionsfaktoren
kénnen gegensatzliche Effekte auf verschiedene Vorlauferzellen haben (lwasaki et al.,
2006).

Wahrend der Differenzierung bilden die Zellen unterschiedliche
Oberflachenmarker aus. Der endgiiltige Phanotyp der Zellen wird durch diese
zelltypspezifischen Oberflachenmarker charakterisiert (Ziegler et al.,, 1998). Die
Entwicklung von  monoklonalen  Antikérpern, gegen die verschiedenen
Oberflachenantigene, erleichtert die phanotypische Charakterisierung der Zellen. Das
als CD34 (Cluster of Differentiation) bekannte Antigen wird auf hamatopoetischen
Stammzellen, verschiedenen Vorlauferzellen, Leukamiezellen, Endothelzellen und
einigen fetalen mesenchymalen Zellen exprimiert. CD34 st ein wichtiger

immunologischer Marker zur Identifizierung dieser Zellen (Krause et al., 1994).



1.1.2. Monozyten / Makrophagen

Monozyten gehdéren dem humanen mononuklearen Phagozytensystem an, das
fur die unspezifische Immunantwort gegen pathogene Organismen sowie zur
Tumoriberwachung wichtig ist. Die im Blut zirkulierenden Monozyten stellen eine
grol3e heterogene Gruppe dar, die sich durch ihre Oberflachenmarker, ihre
Phagozytosekapazitat und ihr Differenzierungspotential unterscheiden. Sie werden
nach ihrer Morphologie und Funktion in verschiedene Gruppen unterteilt. Die grofite
Untergruppe (> 80%) beinhaltet die klassischen Monozyten (CD14* / CD16°). Diese
werden durch ihre ausgepragte Fahigkeit zur Zytokinproduktion, Antigenprasentation,
Phagozytose und Zytotoxizitat gegeniber Tumorzellen charakterisiert (Grage-
Griebenow et al., 2001).

Auf spezifische Reize hin verlassen die Monozyten das Knochenmark und
wandern durch periphere BlutgefalRe, so erreichen sie unterschiedliche Gewebe. Dort
differenzieren sie durch Wachstum, Vermehrung ihres lysosomalen Inhaltes, ihrer
Menge an hydrolytischen Enzymen und ihrer Anzahl an Mitochondrien zu
Makrophagen. Die spezifischen Funktionen der Makrophagen sind abhéngig vom
jeweiligen Gewebe (Valledor et al., 1998). Monozytenvorlauferzellen kdnnen sich nicht
nur zu Makrophagen, sondern auch zu Osteoklasten und dendritischen Zellen
weiterentwickeln (Roodman, 1996; Manz et al., 2001).

Die Granulozyten- / Makrophagenvorlaufer zeigen eine charakteristische
Expression von CD34 und des Fcy-Il/lll-Rezeptors (Akashi, Traver et al., 2000; Traver,
Miyamoto et al.,, 2001). Der Monozyten-Kolonie-stimulierende-Faktor-Rezeptor (M-
CSFR), Lysozym, CD11b, CD18 und CD14 sind bekannte Oberflaichenmarker zur
Identifizierung von Monozyten / Makrophagen (Valledor et al., 1998).

Der Monozyten-Kolonie-stimulierende-Faktor (M-CSF) reguliert das Uberleben,
die Proliferation und die Differenzierung von hamatopoetischen Stammzellen zu
monozytaren Vorlaufern und reifen Monozyten (Cecchini, Dominguez et al.,, 1994;
Stanley, Berg et al. 1994). Dartber hinaus reguliert M-CSF Funktionen von Zellen des
weiblichen Reproduktionstraktes und spielt eine wichtige Rolle bei der Fruchtbarkeit
(Cohen et al., 1999). Samtliche bekannte Funktionen von M-CSF werden durch den M-
CSFR vermittelt (Guilbert und Stanley, 1980). Der M-CSFR wird von hamatopoetischen
Stammzellen (Bartelmez et al., 1985), mononukledren Phagozytenvorlauferzellen
(Tushinski et al., 1982), Monoblasten, Promonozyten, Monozyten (Guilbert und
Stanley, 1980), Gewebemakrophagen (Byrne et al., 1981) und dendritischen Zellen
(MacDonald et al., 2005) exprimiert. Bei dem Rezeptor handelt es sich um eine
Tyrosinkinase, welche durch das c-fms proto-onkogen verschlisselt wird (Yeung et al.,

1987). Die monozytenspezifische Expression von c-fms wird unter anderem durch die



Transkriptionsfaktoren PU.1, AML1 (CBFa2) und das CCAAT enhanced-binding
Protein (C/EBP) reguliert, die mit dem c-fms Promoter interagieren (Zhang,
Hetherington et al., 1996). Die Bindung von M-CSF an den M-CSFR fuhrt zu einer
Tyrosinphosphorylierung des Rezeptors und anderer Proteine (Sengupta et al., 1988).

1.2. Leukamie

1.2.1. Einleitung

Leukamien sind Erkrankungen des blutbildenden Systems, die durch eine
abnorme Proliferation von unreifen Blutzellen (Blasten) gekennzeichnet sind. Sie
entstehen in einem mehrstufigen Prozess durch die maligne Transformation von
pluripotenten hamatopoetischen Stammzellen, welche die Fahigkeit zur Differenzierung
verloren haben und sich anschlieBend unkontrolliert vermehren (Appelbaum et al.,
2001). Das Bluthild der Patienten zeigt eine Expansion und Akkumulation unreifer
Vorlauferzellen. Die Verdrangung der normalen Hamatopoese flhrt zu Anémie,
Thrombozytopenie und Granulozytopenie mit daraus resultierender Schwéche. Im
Verlauf der Erkrankung kann es vermehrt zu bakteriellen Infektionen und einer
erhdhten Blutungsneigung kommen. Eine Infiltration von extramedullaren Organen ist
mdoglich (Lowenberg et al., 1999).

Zu den haufigsten Leukamieformen gehoren die akute myeloische Leukamie
(AML), die akute lymphatische Leukamie (ALL), die chronische myeloische Leukamie
(CML) und die chronische lymphatische Leukamie (CLL). Mé&nner sind in der Regel
haufiger betroffen als Frauen. Die ALL ist die haufigste Leukamieform im Kindesalter.
Die Atiologie der Leukamien ist bislang noch nicht abschlieBend geklart. Bisher
identifizierte, pradisponierende Risikofaktoren bei der Entstehung von Leukamien sind
unter anderen ionisierende Strahlen, Zytostatika, mit einiger Wahrscheinlichkeit
verschiedene Chemikalien sowie ein genetisch bedingtes Risiko, z.B. durch Trisomie
21 (Renz-Polster et al., 2004). Irreparable chromosomale Veranderungen, die fir den
Verlust wichtiger Genfunktionen und die Aktivierung von Onkogenen verantwortlich
sind, kénnen universell in fast allen Leuk&miepatienten identifiziert werden (Croce,
2008).

1.2.2. Akute myeloische Leukdmie

Die akute myeloische Leuk&mie ist charakterisiert durch eine Ansammlung von
myeloischen und myelomonozytischen Vorlauferzellen im Knochenmark und im
peripheren Blut. Diese Zellen haben die F&higkeit verloren sich weiter zu

differenzieren. Die AML ist mit ca. 80% die haufigste Leukamieform im



Erwachsenenalter. Die Inzidenz liegt bei ca. drei Erkrankten pro 100.000 Einwohner
pro Jahr und ist somit eher selten. Senioren (> 65 Jahre) haben eine hohere Inzidenz,
diese liegt bei ca. 15 Erkrankten pro 100.000 Einwohner pro Jahr (Renz-Polster et al.,
2004).

In Karyotypanalysen von Leuk&miezellen konnten verschiedene chromosomale
Veranderungen wie Translokationen, Inversionen und Deletionen nachgewiesen
werden. Diese Abweichungen sind vielfach mit den verschiedenen Untergruppen der
AML assoziiert (Look, 1997). Am Haufigsten sind die Translokationen t(15;17), t(8;21),
t(11923) und die Inversion inv(16), welche zusammen ca. 20% aller AMLs hervorrufen
(Mitelman et al., 2007). Die chromosomalen Ver&nderungen dienen nicht nur der
Klassifikation der AML, sondern kdnnen auch als prognostische Marker verwendet
werden. Die Translokationen t(15;17) und t(8;21) sowie die Inversion inv(16) gehen mit
einer besseren Prognose einher (Grimwade et al., 1998). Verdnderungen auf den
Chromosomen 5 und 7 sowie die Translokation t(11923) gehen mit einer schlechteren
Prognose einher (Schoch et al., 2005).

Die seit 1976 verwendete FAB-Klassifikation (French-American-British) gilt mit
einigen Erganzungen bis zum heutigen Tag als Standard bei der Diagnostik und
Klassifikation der akuten myeloischen Leukamien und der myelodysplastischen
Syndrome (MDS) (Bennett et al., 1976). Neben morphologischen, immunologischen
und zytogenetischen Merkmalen werden zunehmend auch Immunphanotypisierungen
und molekulargenetische Methoden verwendet. Seit einigen Jahren gewinnt die WHO-
Klassifikation (World Health Organization) der AML und der MDS immer starker an
Bedeutung. Als generelle Festlegung gilt nach der WHO-Klassifikation, dass bei einem
Blastenanteil von mehr als 20% im Knochenmark von einer AML zu sprechen ist
(Haferlach und Schoch, 2002).

Tabelle 1: FAB-Klassifikation der AML.
In Anlehnung an: Basislehrbuch Innere Medizin, Seite 300 (Renz-Polster et al., 2004).

FAB- | Haufigkeit | Beschreibung Karyotyp

Subtyp

MO 3% Minimal differenziert inv(3g26) und t(3;3)

M1 20% Myeloblastisch ohne Ausreifung | -

M2 25% Myeloblastisch mit Ausreifung t(8;21) und t(6;9)

M3 10% Promyelozytar t(15;17) und t(11;17)

M4 20% Myelomonozytéar t(11923), t(3;3) und inv(16)
M5 20% Monozytéar t(11923) und t(8;16)

M6 ca. 5% Erythroleukamie -

M7 ca. 5% Megakaryoblastar 1(1;22)




1.2.3. Rezeptortyrosinkinase FLT3

Rezeptortyrosinkinasen (RTK) sind an die Zellmembran gebundene Rezeptoren
mit zahlreichen Funktionen. Sie regulieren unter anderem den Zellzyklus, die
Apoptose, die Differenzierung und die Migration von Zellen (Zwick et al., 2001). FLT3
(fms-like  tyrosine kinase 3) gehort zur Untergruppe der Klasse i
Rezeptortyrosinkinasen (RTK Ill), welche auch die c-Kit Rezeptortyrosinkinase (KIT)
und den M-CSFR beinhaltet. FLT3 wird bevorzugt auf hamatopoetischen
Vorlauferzellen exprimiert und spielt eine entscheidende Rolle bei deren Wachstum,
Differenzierung und Proliferation (Lyman und Jacobsen, 1998). Eine erhohte
Expression von FLT3 findet sich in leukéamischen Blasten bei 70-90% der Patienten mit
einer ALL oder AML (Carow, Levenstein et al., 1996; Rosnet, Buhring et al., 1996). Bis
2001 wurden knapp 60 Rezeptortyrosinkinasen entdeckt, mehr als 50% von ihnen sind
an der Genese maligner Tumoren beteiligt (Blume-Jensen und Hunter, 2001).

FLT3-ITD-Mutationen (internal tandem duplication) treten haufig bei
hamatologischen Erkrankungen auf. Sie finden sich in 20-30% der AML-Patienten
(Nakao et al., 1996; Gilliland und Griffin, 2002) und gehen mit einer schlechteren
Prognose einher (lwai, Yokota et al., 1999). Die ITD-Mutation aktiviert die
Tyrosinkinasedomaine des FLT3-Rezeptors. Dieser Vorgang induziert die
Autophosphorylierung des Rezeptors und fihrt zu einer Aktivierung spezifischer
Signalwege (Kiyoi et al., 1998).

1.3. MicroRNAs

1.3.1. Einleitung

MicroRNAs (miRNAs = miRs) sind kleine, phylogenetisch konservierte, nicht-
kodierende RNAs, welche auf posttranskriptioneller Ebene eine Genrepression
vermitteln. MicroRNAs wirken durch eine negative Regulation der Translation. Sie
erkennen ihre Bindestellen, haufig in der 3" untranslatierten Region (UTRs) von Boten-
RNAs (mMRNAs), durch unvollstandige Basenpaarung (Bartel, 2004). MicroRNAs sind in
verschiedene biologische Prozesse, wie die Entwicklung (Karp und Ambros, 2005), die
Differenzierung, die Proliferation (Cheng et al., 2005) und die Apoptose (Xu et al.,
2004) involviert. Des Weiteren spielen sie eine entscheidende Rolle bei der
Etablierung, der Aufrechterhaltung und dem Ablauf der Hamatopoese sowie bei
verschiedenen Krebserkrankungen (Chen et al.,, 2004). Viele microRNAs sind an
genetischen Schwachstellen oder bekannten chromosomalen Bruchpunkten lokalisiert

(Calin et al., 2004). Einige microRNAs kommen universell in allen Geweben und



Organen vor, wahrend andere gewebe- oder organspezifisch sind (Calin und Croce,
2006; Esquela-Kerscher und Slack, 2006).

Die erste gefundene microRNA lin-4 wurde im Jahr 1993 von Victor Ambros
und Kollegen in Caenorhabditis elegans entdeckt und spielt eine entscheidende Rolle
in der Entwicklung des Wurms (Lee et al., 1993). Es wird angenommen, dass die
Expression von ca. 30% der menschlichen Gene durch microRNAs reguliert werden
(Lewis et al., 2005). Die miRBase (Version 20) registriert zurzeit ca. 30424 microRNAs
in knapp 206 Arten (Kozomara und Griffiths-Jones, 2014).

1.3.2. MicroRNA Biogenese

Reife microRNAs sind einzelstrangige RNAs mit ca. 18-26 Nukleotiden, welche
eine 5-Phosphat und eine 3'-Hydroxylgruppe besitzen. Initial werden microRNAs
durch die RNA Polymerase Typ Il zu langen Vorlaufer-miRNAs (primary oder pri-
mMiRNAS) transkribiert, die typische Haarnadelstrukturen (stemloops) mit 60-80 Basen
bilden (Lee, Kim et al., 2004). Diese werden innerhalb des Nukleus von der RNase Il
,Drosha“ und dem Doppelstrang-RNA bindenden Protein ,Pasha“ zu 70-80 Nukleotide
langen pre-miRNAs (precursor miRNAs) prozessiert (Lee et al., 2003). Mit Hilfe von
RAN-GPT und dem Exportrezeptor Exportin-5 werden die pre-miRNAs aktiv aus dem
Nukleus ins Zytoplasma transportiert (Yi et al., 2003). Im Zytoplasma werden die pre-
miRNAs durch die RNase Il ,Dicer” zu reifen, aber noch dopplestrangigen miRNAs
prozessiert (Hutvagner, McLachlan et al., 2001). Lediglich der funktionale Strang der
doppelstrangigen miRNA wird in den so genannten RNA-induced silencing complex
(RISC) aufgenommen. Dieser selektive Ladeprozess wird durch die Stabilitdt der
Enden des Duplex bestimmt. Bei dem aufgenommenen Strang handelt es sich immer
um denjenigen Strang, der nur lose an das 5-Ende gebunden ist. Der nicht
aufgenommene Strang wird durch den zelleigenen Entsorgungsapparat abgebaut

(Schwarz, Hutvagner et al., 2003).
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Abbildung 1: Schematisches Modell der microRNA Biogenese im Menschen.

Dargestellt sind die verschiedenen Abschnitte der microRNA Prozessierung
(Wienholds und Plasterk, 2005).

1.3.3. MicroRNA Funktionsweise

Reife microRNAs erkennen ihre Ziel-mRNA durch die Basenpaarung einer
kurzen Sequenz von 2-8 Nukleotiden, in der sogenannten ,seed-Region“ der
microRNA, mit den komplementaren Nukleotiden in der 3'UTR der mRNA (Lewis et al.,
2003). MicroRNAs konnen ihre Ziele durch zwei unterschiedliche posttranskriptionelle
Mechanismen regulieren: Durch die Blockierung der Translation oder den direkten
Abbau der Ziel-mRNA. Die beiden Regulationsmechanismen sind abh&ngig vom Grad
der Komplementaritat zwischen den Nukleotiden der microRNA und der mRNA. Eine

geringe Komplementaritat zwischen microRNA und mRNA fihrt zur Blockierung der



Translation. Wohingegen eine vollstandige bzw. nahezu vollstdndige Komplementaritét
in einer Teilung der mRNA resultiert. AnschlielBend kommt es zum Zerfall der Ziel-RNA
(Hutvagner und Zamore, 2002).

Eine unvollstandige oder anteilige Komplementaritat zwischen microRNA und
ihrer Ziel-mRNA reicht fir eine Interaktion aus. So kann eine einzelne microRNA
theoretisch eine sehr grof3e Anzahl an Zielen regulieren. Im Umkehrschluss kann
jedoch eine mRNA auch durch verschiedene microRNAs reguliert werden, da ein
einzelnes Gen mehrere microRNA Bindestellen in der 3'UTR aufweisen kann
(Shivdasani, 2006). Bis heute bleibt die genaue Identifizierung der microRNAs und
ihrer Ziele ein wichtiger Forschungsschwerpunkt.

1.3.4. MicroRNAs in der Hamatopoese

Zwischen normalen Zellen und leukamischen Zellen zeigen sich
unterschiedliche microRNA Expressionslevel. Dieser Unterschied deutet auf eine
Funktion der microRNAs wahrend der Hamatopoese und méglicherweise auch bei der
malignen Transformation hin (Ramkissoon et al., 2006). Die biologische Relevanz der
microRNAs wahrend der Hamatopoese wurde durch die Identifizierung von drei
hamatopoesespezifischen microRNAs bei Mausen gezeigt. Ihre Expression unterliegt
in der frihen Hamatopoese und in der zelllinienspezifischen Differenzierung einer
speziellen Regulation. Die miR-181 wird bevorzugt bei Zellen der B-Zelllinie gefunden.
Die ektope Expression von miR-181 in hamatopoetischen Stamm- / Vorlauferzellen
fuhrt zu einer Verdopplung der B-Zelllymphozyten in Gewebekulturen und auch im
peripheren Blut (Chen et al.,, 2004). Die miR-142 findet sich vor allem in B-Zell-
Vorlaufern und myeloiden Vorlaufern, wahrend die miR-223 gehauft in der myeloiden
Linie des Knochenmarks zu finden ist. Die ektope Expression von miR-142 bzw. miR-
223 fihrt jedoch zu einer 30-40%igen Erhdhung der T-Lymphozyten (Chen et al.,
2004).

Die beiden microRNAs miR-15a und miR-16-1 bilden einen Cluster, welches
auf dem Chromosom 13q14 liegt. Die hemi- oder homozygote Deletion dieser Region
findet sich gehauft bei chronisch lymphatischen Leukamien. In ca. 65% der CLL-Falle
mit einer hemi- oder homozygoten Deletion von 13q14 sind diese beiden microRNAs
entfernt oder herunterreguliert (Calin, Dumitru et al., 2002).

Ein weiteres Beispiel fur die Relevanz von microRNAs wahrend der
Hamatopoese ist die miR-155, welche als erstes humanes microRNA-Onkogen
beschrieben wurde (Metzler et al., 2004). Die miR-155 kann in verschiedenen
Lymphomen der B-Zellreihe in unterschiedlichen Entwicklungsstadien nachgewiesen

werden. Erhohte Werte wurden sowohl in aggressiven diffusen grof3zelligen B-Zell-



Lymphomen, in weniger aggressiven chronischen lymphatischen Leukamien, als auch
in Non-Hodgkin-Lymphomen und Hodgkin-Lymphomen gefunden (Eis et al., 2005).
Diese microRNA hat mehrere mégliche Ziele, die mit der Hamatopoese in Verbindung
stehen. Eine Transduktion von miR-155 in gesunde CD34* Zellen fuhrt zu einer
negativen Regulation der Myelopoese und der Erythropoese (Georgantas et al., 2007).

1.3.5. Das microRNA-Cluster miR-221 / -222

Ein besonderer Fokus dieser Arbeit liegt auf den beiden microRNAs miR-221
und miR-222, welche bereits in unterschiedlichen malignen Erkrankungen
nachgewiesen wurden. Eine erhdhte Expression von miR-221 und miR-222 wurde
unter anderem beim Prostatakarzinom (Galardi, Mercatelli et al., 2007), Glioblastom
(Ciafre et al., 2005; le Sage et al., 2007), Melanom (Felicetti et al., 2008) sowie
papillarem Schilddrisenkarzinom (Visone et al., 2007) beschrieben. In TNBC-Zelllinien
(triple negative breast cancer) konnte ebenfalls eine Hochregulation von miR-221
nachgewiesen werden (Nassirpour et al.,, 2013). Verglichen mit gesundem
Knochenmark und CD34* Stammzellen zeigen AML-Patientenproben eine erhdhte
Expression von miR-221 und miR-222 (Dixon-Mclver, East et al., 2008; Isken, Steffen
et al., 2008). Cai und Kollegen konnten eine erhthte Expression von miR-221 bei
Patienten mit einem Kolonkarzinom als Marker fir eine schlechtere Prognose und ein
vermindertes Uberleben identifizieren (Cai et al., 2015).

Die beiden microRNAs gehdren einem Gencluster mit identischen
Bindesequenzen an. Sie liegen auf dem X-Chromosom (Xpl11.3) und sind lediglich
durch 727 Nukleotide voneinander getrennt (Tabasi und Erson, 2008). Mit Hilfe der
Algorithmen frei verfigbarer Datenbanken finden sich aktuell knapp 446 potentielle
Ziele von miR-221 und miR-222 (www.targetscan.org, Version 6.2). Einige bereits
bestatigte Ziele von beiden microRNAs in soliden Tumoren und der Erythropoese sind
p27XPL p57KP2 (Medina et al., 2008) und c-Kit (Felli Fontana et al., 2005). Die
Aufgaben und Funktionsweise von miR-221 / -222 innerhalb der myeloischen
Leukdmien und der Monopoese sind noch weitgehend unerforscht. Auch eine
Bestatigung moglicher Ziele von miR-221 / -222 im myeloiden System und in
Leukémien stehen noch aus.

P27KPl (= CDKN1B) reprasentiert einen wichtigen Zellzyklusregulator. Es
handelt sich bei diesem, zusammen mit p21°°* und p57%*2, um ein Mitglied der Cip/Kip
Familie von cyclin-abhangigen Kinase (CDK) Inhibitoren, welche negativ auf den
Zellzyklus wirken. Das kodierte Protein bindet am Cyclin E-CDK2 oder Cyclin D-CDK4
Komplex und verhindert dessen Aktivierung. Es kontrolliert den Zellzyklusprogress von

der G1-Phase in die S-Phase und moduliert so Zelliiberleben und Apoptose (Sherr und
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Roberts, 1999). Durch diese Zellzykluskontrolle wird p27KP! als Tumorsuppressor
charakterisiert. Im Umkehrschluss findet sich in verschiedenen malignen Erkrankungen
eine reduzierte oder nicht vorhandene Expression von p27%P! in Verbindung mit einer
schlechten Prognose (Tsihlias et al., 1999).

MiR-221 und miR-222 sind wirkungsvolle Inhibitoren der p27K?! Expression.
Durch eine p27XP! spezifische Hemmung konnte gezeigt werden, dass die meisten
Effekte von miR-221 / -222 auf den Zellzyklus durch dieses Protein gesteuert werden
(Felicetti et al., 2008). Wird die miR-221 Uberexprimiert, zeigt sich, dass die Zellen die
G1-Phase Uberwinden und sich in die S-Phase begeben. Gleichzeitig zeigt sich eine
signifikante  Runterregulation  des  p27KPt  Proteinlevels im  papillarem
Schilddrisenkarzinom (Visone et al., 2007).

Die Tyrosinkinase c-Kit (= KIT) ist ein weiteres Ziel von miR-221 und miR-222.
C-Kit spielt eine entscheidende Rolle in der frihen Hamatopoese und der
erythropoetischen Differenzierung. MiR-221 und miR-222 hemmen die normale
Erythropoese und das erythroleukdmische Zellwachstum mittels der Herunterregulation
des KIT-Rezeptors. Funktionelle Studien zeigen eine inverse Korrelation von c-Kit und
der miR-221 / -222 Expression sowohl wahrend der erythrozytaren Differenzierung

(Felli et al., 2005) als auch wahrend der Melanomprogression (Felicetti et al., 2008).
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2. Zielstellung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Expression spezifischer microRNAs
wahrend der monozytéaren Differenzierung zu untersuchen. Des Weiteren sollten die
Ziele und die Regulationsmechanismen der identifizierten microRNAs betrachtet
werden. Zunachst wurden Differenzierungsexperimente mit der Zelllinie U-937 nach
der Stimulation mit PMA durchgefuhrt. AnschlieBend wurde die differenzielle
Expression der microRNAs wahrend der monozytaren Differenzierung mit Hilfe von
Microarrays und quantitativen Realtime-PCRs analysiert.

Ein spezielles Interesse dieser Arbeit galt der Expression und Regulation des
microRNA-Clusters miR-221 / -222. Es wurden funktionelle Experimente mit
Proteinkinaseinhibitoren und Rezeptortyrosinkinasen durchgefuhrt, um zu untersuchen,
ob die Expression von miR-221 und miR-222 durch FLT3-ITD induziert wird.
Weiterfiihrend sollte das Verhaltnis von miR-221 / -222 zu p27%*! in verschiedenen
Zellen / Zelllinien naher analysiert werden. Ferner wurden Versuche zum Nachweis der
biologischen Funktion mittels microRNA Knockdowns durch spezifische LNA

durchgefihrt.



3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Chemikalien / Reagenzien

3-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich
2-Propanol 99,8% Roth
Accutase PAA

Agarose GTQ Roth
Ammoniumpersulfat > 98% (APS) Sigma

Aqua destillat (Aqua dest.) Braun
Bromphenolblau Sigma
Calciumchlorid > 94% (CacCl,) Roth
Desoxycholat Sigma
Desoxyribonuklease | (DNAse I) Sigma- Aldrich
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth
Dithiothreitol (DTT) Invitrogen
DNA ladder mix (Gene Ruler) Fermentas
EDTA, Dinatriumsalz Dihydrat > 99% Roth
Essigsaure 100% Roth

Ethanol 99,8% Roth
Ethidiumbromidlésung 1% Roth

FACS Clean Becton Dickinson
FACS Flow Becton Dickinson
FACS Rinse Becton Dickinson
Glycerol > 99,5% Roth

Igepal Sigma- Aldrich
Lipofectamin reagent (2 mg/ml) Invitrogen
Luminol Roth
Magnesiumchlorid (MgCl.) Fluka
May-Grinwald Farbstoff Sigma- Aldrich
Methanol Roth
Milchpulver (Blotting grade) Roth
Natriumchlorid 99,8% (NacCl) Roth
PageRuler prestained protein ladder Fermentas
Para-Hydroxycoumarinsaure Sigma

Phenylmethanesulfonyl fluoride (PMSF) Fluka
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Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)

Protein assay reagent

PLUS reagent (3 mg/ml)

Protease inhibitor cocktail (PIC)

Rotiphorese Gel 30

Sodiumdodecylsulfat (SDS) ultra pure > 99%
SDS-Page 10x Rotiphorese

Siglo Red

Sodium citrate (Natriumcitrat)

TaqMan Micro-RNA Assay
(hsa-miR-221, hsa-miR-222, RNUEB)

TagMan 2x Universal PCR master mix

TEMED (N,N,N,N"-Tetramethyl-Ethylendiamin)

Trichlormethan / Chloroform 99%
Tris Ultra Qualitat 99,9%
Tris-HCI (Hydrochlorid) > 99%
TRIzol-Reagent

Tween20

Wasser fur die Molekularbiologie
(DEPC-behandelt)

Wasserstoffperoxid 30% (H20>)
WRIGHT-Giemsa Farbstoff (modifiziert)

3.1.2. Antikérper und Sequenzen

Facs-Antikdrper

CD34 PE (Phycoerythrin)
CD11b/Mac-1 PE

IgG1, k PE Isotyp Kontrolle

Western-Blot-Antikorper
Anti-GAPDH

Anti-p27 [Kip1]

Anti-STATS
Anti-phospho-STATS (STATSp)
Goat-anti-mouse IgG-HRP
Goat-anti-rabbit IgG-HRP

Sigma-Aldrich

Bio-Rad

Invitrogen

Sigma

Roth

Roth

Roth

Thermo Scientific Dharmacon
Sigma

Applied Biosystems
Applied Biosystems
Bio-Rad

Roth

Roth

Roth

Invitrogen

Bio-Rad

Roth
Merck
Sigma-Aldrich

Becton Dickinson

Santa Cruz Biotechnology
Becton Dickinson

Santa Cruz Biotechnology
Cell Signaling

Santa Cruz Biotechnology

Santa Cruz Biotechnology
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PCR-Primer

Tabelle 2: PCR-Primer Sequenzen. Die PCR-Primer wurden von Biomers bezogen.
Primer Nukeotidsequenz Temperatur | Ursprung
3-Actin Fw.:57-gga ctt cga gca aga gat gg-3° 51°C human

Rv.: 5-agc act gtg ttg gcg tac ag-3°

M-CSFR Fw.: 5°-gtg gct gtg aag atg ctg aa-3° 51°C human

Rv.: 5°-cct tcc ttc gca gaa agt tg-3°

3.1.3. Kits

Cell Line Nucleofector Kit V Amaxa

Direct CD34 progenitor cell isolation

kit, human (10e10) Macs Reagents Miltenyi Biotec
High-Capacity cDNA reverse

Transcriptions Kit Applied Biosystems
ImProm Il RT-System Promega
MIRCURY LNA microRNA Array kit Exigon
MIRCURY LNA microRNA Array

labeling kit Exigon
MIRCURY LNA microRNA Array

Spike-in miRNA kit Exigon

3.1.4. Material und Reagenz fur die Zellkultur

Stammzellen

Von der Universitatsklinik Halle-Saale zur Verfigung gestellte Leukapherisate
von gesunden Spendern und Spendern ohne Knochenmarkserkrankung dienten der
Isolation von CD34" hdmatopoetischen Stammzellen. Die Studienprotokolle wurden
von der Ethikkommission genehmigt. Schriftiche Einverstandniserklarungen der
Patienten liegen vor.

Zelllinien
Tabelle 3: Zelllinien. Die Zelllinien wurden von ATCC bezogen.

Zelllinie Zelltyp Besonderheit
HL-60 Humane akute myeloische Leukdmie

K-562 Humane chronische myeloische Leukamie in

Blastenkrise

MV4-11 Humane akute monozytare Leukamie FLT3-ITD-Mutation
PC-3 Humanes Prostatakarzinom

U-937 Humanes histiozytares Lymphom
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Zellkulturmedien und Zusatze

Foetal bovine serum (FBS)

Iscove's Modified Dulbecco's Media (IMDM)
Opti MEM |

Phosphate buffered saline (PBS) 10x pH=7,2
Penicillin-Streptomycin-Glutamine (PSG)
rHu IL-6

rH-FLT3

rHu SCF

RPMI 1640

Einfrier-Medium:
IMDM-Medium:

RPMI-Medium;

RTK Inhibitoren
SU5614
PKC412

Plasmide
FLT3-ITD
FLT3-WT

PAA

Bio Wittaker
Gibco

Gibco

Gibco

PAN BIOTECH
Immunotools
PAN BIOTECH
PAA

90% FBS,10% DMSO

10% FBS, 1% PSG,
0,05 ng/ul SCF, 0,05 ng/ul FLT3,
0,05 ng/ul IL-6

10% FBS, 1% PSG

CALBIOCHEM
Novartis

Arbeitsgruppe C. Thiede
Arbeitsgruppe C. Thiede

MiRCURY Locked Nucleic Acid (LNA) Knockdown

hsa-miR-221 (25 pM)
hsa-miR-222 (25 pM)
miR-scramble (199002-00) (25 uM)

3.1.5. Gebrauchsmaterialien

CellTrics-Filter
Deckglas (Lifter Slip)
Facs-Ro6hrchen
Hyperfilm ECL
Kryoréhrchen (1,5 ml)

Macs LS+Saulen
MIRCURY LNA microRNA V8.1 Microarrays

Exigon
Exigon
Exigon

Partec

Exiqon

Becton Dickinson
Amersham

Techno Plastic Products AG (TPP
AG)

Miltenyi Biotec

Exigon



Neubauer-Zahlkammer + Deckglaser
Nitrocellulose Filter

Optically clear sealing film
Pasteurpipetten

PCR Plate (96 Well)

Serologische Pipetten (5, 10, 25, 50 ml)
SuperFrost (Zytospinglaser)
Spritzenfilter (0,20 pm)

UVette

Whatman Membran Gel-Blotting-Papier
Zellkultur Testplatte (6, 12, 24 Well)
Zellkulturflaschen (25, 75, 150 cm?)
Zellschaber (24 cm)
Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml)
Zentrifugen-Tubes (1,5 ml)

3.1.6. Gerate

A-Hyb Hybridisierungsstation
BioDocAnalyse

Biological safety cabinets Clan I
BioPhotometer

BioSpec-1601 E

FACS Calibur™

GenePix Professional 4200A
Hybridisierungskammer
Hypercassette

Hyperprocessor

Inkubator Heracell (5% CO», 37°C,
96% relative Feuchte)

Magnetischer Midi Separator
Mikroskop Axiovert 40C

Mini trans-Blot Cell
Nucleofector |

PCR Block TGradient

PCR Detection System
(MyiQ single color Realtime)

Power PAC 3000
Pipettboy
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Fuchs-Rosenthal
Millipore
Bio-Rad

Roth

Bio-Rad

TPP AG
Menzel-Glaser
TPP AG
Eppendorf
Roth

TPP AG

TPP AG

TPP AG

TPP AG
Trefflab

Miltenyi Biotec
Biometra

NuAire

Eppendorf
Shimadzu

Becton Dickinson
Molecular Devices
Bio-Rad
Bioscience

Amersham

Heraeus
Macs
Zeiss
Bio-Rad
Amaxa

Biometra

Bio-Rad
Bio-Rad

Integra Biosciences
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Schwenktisch WT16 Biometra
Sub-Cell GT Bio-Rad
Thermomixer 5436 Eppendorf
Trans-Blot SD Semi-Dry-transfer Cell Bio-Rad

Vortex TopMix FB15024 Fisher Scientific
Waage Analytic AC 210P MC1 Sartorius
Wasserbad Memmert
Zentrifugen (Multifuge 1 S-R,

Biofuge primoR und Biofuge fresco) Heraeus

3.2. Methoden

3.2.1. Zellkultur

Zelllinien: Die Kultivierung der Zelllinien (U-937, MV4-11, HL-60, K-562 und
PC-3) erfolgte im RPMI-Medium. Das Medium wurde jeden zweiten Tag gewechselt.

Stammzellen: Die Aufreinigung der CD34* Stammzellen aus Leukapherisaten
erfolgte nach einem laborinternen Protokoll und dem Direct CD34 Progenitor Cell
Isolation Kit von MACS nach Herstellerangaben. CD34* Stammzellen wurden im
IMDM-Medium kultiviert. Fir jedes Experiment wurde ein Zellpool aus drei

verschiedenen Patientenproben erstellt.

Puffer A: H.0, 10% PBS, 10% FCS, 0,4% Natriumcitrat, pH 7,2

Puffer B: H.0, 10% PBS, 2,5% FBS, 1 U/ml DNase, 2,5mmol/l MgCls,
pH 7,2

MgCl,-Stammldsung: 500 nM MgCl;

DNAse-Puffer: 10 mM Tris-HCI, 2 mM CacCl;, 50% Gycerol, pH 7,6

DNAse-L6sung: 0,1g DNAse (500M/mg) in 50 ml DNAse-Puffer (1000U/ml)

Adhéarente Zellen: Zunachst wurde das Medium abgesaugt. Anschlie3end
wurden adhérente Zellen fir 5 Minuten mit Accutase behandelt. Durch vorsichtiges
Auf- und Abpipettieren mit dem RPMI-Medium wurden die Zellen von der
Zellkulturplatte gelost.

Zellstock: Nicht benttigte Zellen wurden in flissigem Stickstoff gelagert. Die
Zellen wurden pelletiert, in 1 ml Einfriermedium resuspendiert und anschlie3end in
Kryoréhrchen bei -80°C bis zu ihrer Verwendung gelagert. Zum Auftauen wurden die
Zellen in ein warmes Wasserbad (37°C) uberfuhrt, kurz angewarmt, in PBS gewaschen

(5 Minuten bei 1000 rpm) und abschlieBend mit frischem Medium in Kultur genommen.
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Zellzahl: Nach dem Auftragen einer 1:1 mit Methylenblau verdinnten
Zellsuspension erfolgte die Bestimmung der Zellzahl durch die Auszéhlung der
einzelnen Felder der Neubauer-Zahlkammer.

Stimulation mit PMA: Die Zellen der Zelllinie U-937 wurden mit einer
Konzentration von 300.000-500.000 Zellen/ml Medium in den Zellkulturflachen
ausplattiert. Die Stimulation der Zellen erfolgte mit 10 nM PMA. Die Kontrollzellen
erhielten eine aquivalente Menge von 99%igem Ethanol. Das verwendete PMA wurde
in Ethanol gelost. Nach 24, 48 und 72 Stunden wurden durchflusszytometrische
Analysen des Oberflachenmarkers CD11b, Zellfarbungen mit May-Grinwald-Giemsa
nach Pappenheim und semiquantitative PCRs fir den M-CSFR angefertigt. Das
Experiment wurde dreimal wiederholt. Im nachsten Versuchsaufbau wurden
Microarrayanalysen nach 12, 24 und 48 Stunden durchgefiihrt. Des Weiteren wurden
guantitative RT-PCRs von miR-221 und miR-222 nach 24, 48 und 72 Stunden
angefertigt. Die gRT-PCRs wurden siebenmal wiederholt.

Behandlung mit Tyrosinkinaseinhibitoren: Die Zellen der Zelllinie MV4-11
wurden mit einer Zelldichte von ca. 500.000 Zellen/ml in den Zellkulturflaschen
ausplattiert. Die Stimulation erfolgte mit 1 yM SU5614, 100 nM PKC412 oder einer
aquivalenten Menge DMSO (Kontrolle). Die Zellen wurden einmalig zu Beginn des
Experimentes behandelt. Nach 24 Stunden wurden quantitative RT-PCRs fir miR-221
und miR-222 sowie Western Blot Analysen von STAT5 und STAT5p angefertigt. Das
Experiment wurde zweimal durchgefuhrt. Aus den Ergebnissen wurden Mittelwerte und

Standardabweichungen gebildet.

3.2.2. Durchflusszytometrische Analysen

Zur Detektion von CD-Oberflachenmarkern wurden durchflusszytometrische
Analysen am FacsCalibur durchgefiihrt. Nach einer Waschprozedur mit 1XPBS wurden
100 pl der Zellsuspension (mindestens 50.000 Zellen/ml) mit 10 pl des direkt-
konjugierten monoklonalen Antikorpers bei 4°C fir 20 Minuten im Dunkeln inkubiert.
Nach einer Waschprozedur mit PBS, zum Entfernen nicht gebundener Antikorper,
erfolgte eine durchflusszytometrische Analyse der Zellen in einer 250 ul 1xPBS
Suspension. Um unspezifische Bindungen auszuschliel3en, wurden isotypspezifische
Kontrollen durchgefuhrt. Die Antikorper waren mit PE markiert.

Zur Analyse der Daten wurden das Programm CellQuest (Becton Dickinson)
und die Cyflogic-Facs Software (Version 1.1.0; Perttu Terho, Mika Korkeamaki, CyFlo

Ltd.) verwendet.
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3.2.3. Zellfarbungen nach Pappenheim

Die morphologischen Veranderungen der Zellen wurden mittels panoptischer
Farbungen nach Pappenheim unter dem Mikroskop analysiert. Uber einen
Zentrifugenaufsatz wurden 100 pl der Zellsuspension (Konzentration ca. 150.000
Zellen/ml) auf einen Objekttrager tberfihrt. Die Zellsuspension wurde einmal mit dem
Zentrifugenaufsatz fur 5 Minuten bei 1000 rpm zentrifugiert und ein zweites Mal ohne
den Zentrifugenaufsatz bei 1000 rpm fur 5 Minuten. Im Anschluss an die Trocknung
der Zellen wurden die Objekttrager fir 5 Minuten in einem May-Griinwald Bad gefarbt
und anschlieBend kurz in 1xPBS gewaschen. Als nachstes folgte ein Bad in einer 1:15
verdiinnten WRIGHT-Giemsa-Losung fir 15 Minuten. AbschlieBend wurden die
Objekttrager erst in 1xPBS und dann in sterilem Aqua dest. geschwenkt. Die

getrockneten Objekttrager wurden unter dem Mikroskop beurteilt.

3.2.4. RNA-Isolation

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus den Zellen wurde mittels TRIzol-Reagent
vorgenommen. Im Anschluss an das Zentrifugieren und Absaugen des Uberstandes
wurden die Zellen in 1 ml TRIzol-Reagent aufgenommen. AnschlielRend wurden 200 pl
Chloroform hinzu gegeben und fir 15 Sekunden gemischt. Nach 5 Minuten Wartezeit
wurden die Zellen fur weitere 5 Minuten bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Durch
das Zentrifugieren entstehen drei Phasen: Die obere farblose Phase enthalt die
Gesamt-RNA, die mittlere Interphase beinhaltet die Proteine und die untere Phase
enthalt Chloroform. Die obere Phase wurde vorsichtig abgenommen und die RNA mit
700 pl Isopropanol gefallt. Nach 10 Minuten Wartezeit bei Raumtemperatur wurde die
gefallte RNA fir weitere 10 Minuten bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Im Anschluss
wurde die RNA mit 70%igem Ethanol gewaschen. Die getrockneten RNA-Pellets

wurden in DEPC-Wasser geldst. Der RNA-Gehalt wurde mittels Photometer bestimmt.

3.2.5. Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion (PCR) dient der Amplifikation von spezifischen
DNA-Sequenzen. Es wurden sequenzspezifische Primer verwendet.

Reverse Transkription: Die Transkription der RNA in komplementdre cDNA
erfolgte mit dem ImProm Il RT-Kit und dem Protokoll (Mai 2007) der Firma Promega
nach Herstellerangaben.

PCR: Das ImProm Il Protokoll von Promega wurde nach Herstellerangaben
verwendet. Die PCR-Produkte wurden auf einem 2%igem Agarosegel analysiert. Die
Bandendetektion erfolgte via UV-Licht mittels Ethidiumbromid. Der DNA ladder Mix
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diente als Kontrollmarker. Die PCR-Gele wurden mit der BioDoc Analyse 2.0 Software

von Biometra ausgewertet.

50xTAE: 242 g Tris, 57,1 ml Essigsaure, 100 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0) mit
Aqua dest. auf 1000 ml aufgefullt

2% Agarosegel: 2% Agarose in 1XTAE aufgekocht

3.2.6. Quantitative Realtime-PCR (qRT-PCR)

Die quantitative Realtime-PCR dient der Bestimmung der Expression
verschiedener microRNAs. Die Quantifizierung erfolgt Uber die Messung der
Fluoreszenzfarbstoffe.

Reverse Transkription: Mit dem High-Capacity cDNA Reverse Transcriptions
Kit von Applied Biosystem wurde die gesamt-RNA in einstrdngige CcDNA
umgeschrieben. Hierfir wurde das beigefligte TagMan MicroRNA Assay Protokoll
(Inversert P/IN 4375222 REV B, 2006) von Applied Biosystems nach Herstellerangaben
verwendet.

Realtime-PCR: Fir die Realtime-PCR wurde das TagMan MicroRNA Assay
von Applied Biosystems gemdald des angegebenen Protokolls verwendet. Zur
Datenanalyse wurden die Programme MyiQ (Version 2.0 von Bio-Rad) und
RotorGene6 (Corbett Research) verwendet.

Realtime-PCR Auswertung: Die Auswertung der Realtime-PCRs erfolgte nach
der delta-delta-Ct-Methode (Pfaffl, 2001). Fir die Berechnung wurde ein Schwellenwert
festgelegt, welcher im Bereich des linearen Anstieges der Amplifikationskurven liegt,
um den Ct-Wert (cycle threshold) zu erhalten. Der Ct-Wert stellt den Schnittpunkt der
Amplifikationskurven mit diesem Schwellenwert dar. Es wurde jeweils eine
experimentspezifische Negativkontrolle verwendet. Normalisiert wurde immer zu U6-
snRNA-2 (= RNU6B = U6).

Zur Normalisierung der Ct-Werte wurden die Ct-Werte der U6 (Referenz) von
den Ct-Werten der zu untersuchenden microRNAs (Target) subtrahiert.

ACt = Ct target - Ct Referenz

Die Berechnung der Expressionsdifferenz A(ACt) erfolgt durch Subtraktion des

ACt-Wertes der Kontrolle vom ACt-Wert der stimulierten Probe.
A(ACt) = ACt stimutiert— ACt kontrolle
Das Vielfache der Expressionsverdnderung berechnet sich nach folgender

Formel: Expressionsveranderung = 2 -A&€T)
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3.2.7. Microarrayanalysen

Zur Durchfuhrung des Experiments wurde das miRCURY LNA microRNA Array
kit und das Protokoll von Exiqon 2.Version (November 2006) nach Herstellerangaben
verwendet. Gewaschen wurde mit einer a-Hyp Hybridisierungsstation. Anschlieend an
den letzten Waschschritt wurde der Chip mit einer Luftdise getrocknet und mit dem
GenePix Professional 4200A gescannt. Die Anregung der Fluoreszenzfarbstoffe
erfolgte mit zwei Wellenlangen (532 nm und 635 nm).

Fur das Experiment wurden miRCURY LNA microRNA V8.1 Microarrays und

die dazugehdrigen GenePix Array List (GAL)-files verwendet.

GAL-File:
208000V8[1].0_208001Vv8.0_208002Vv8.0_batch_numbers_20234 or_larger_hsap
208000V8[1].1_208001Vv8.1_208002V8.1_lot_number_20278-20399 hsap

Auswertung der Microarrays: Nach dem Einlesen der Chips wurden die
Daten mittels der GenePix Pro 6.0 Software (Axon Laboratorien) analysiert. Zur
weiteren Datenanalyse wurden Excel und SPSS 17.0 verwendet.

Die eingescannten Bilder enthalten die Informationen Uber die Rot- und
Grunfluoreszenzen. Mit Hilfe einer GAL-Datei wurde ein Gitter tUber das Microarray
gelegt und somit die Zuordnung der Spots zu den jeweiligen microRNAs ermdglicht.
Artefakte auf dem Chip wurden sowohl durch die Software als auch durch visuelle
Kontrollen eliminiert. Die Signalintensitaten jedes einzelnen Spots wurden durch
Subtraktion des lokalen Hintergrundes von der absoluten Intensitat des Spots
errechnet. Der jeweilige Hintergrund basiert auf der medianen Intensitat des Gebietes
um den entsprechenden Spot.

Die Normalisierung erfolgte zu U6, welche gleich eins gesetzt wurde. Die
GenePix Software ermittelte anhand der Rohdaten die gemessenen Rot- und
Grunfluoreszenz (Intensitat) und das Verhaltnis (Ratio of Median) aus der stimulierten
Probe zur nicht stimulierten Probe. Ist die Expression einer microRNA unveréndert, ist
das Verhéltnis eins. Je starker die Expression verandert ist, desto mehr weicht das
Verhéltnis nach oben oder unten von eins ab.

Aus den vier zusammengehorigen Wiederholungen einer microRNA wurden
aus den ,Ratios of Median“ (stimuliert / nicht stimuliert) der Mittelwert und die
Standardabweichung gebildet. Die Mittelwerte mussten sowohl positive Werte, als
auch groliere Werte, als die berechnete Standardabweichung ergeben. Zur weiteren
Analyse der Daten wurden nur microRNAs zugelassen, die folgende

Einschlusskriterien erfiillen konnten:
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X >0und X >0
Regulierte  microRNAs wurden mit Hilfe des Mittelwertes und der
Standardabweichung ermittelt.

Herunterreguliert: X+ 0 < 0,7 sowie Hochreguliert: X-o 21,2

Die statistische Signifikanz wurde mit dem Student’schen t-Test geprift. Als
statistisch signifikant wurden p-Werte < 0,05 gewertet.

Je schwacher die gemessenen Fluoreszenzsignale sind, desto schwieriger ist
es, eine signifikante Aussage Uber die Expressionsverdanderung der microRNAs zu
treffen. Diejenigen microRNAs, die die oben genannten Kriterien nicht erfillen konnten,

wurden daher aus der weiteren Datenanalyse entfernt.

3.2.8. Nukleofektion mit Amaxa

Die Transfektion erfolgte nach Herstellerangaben mit dem cell line nucleofector
kit V und dem Protokoll (Dezember 2007) von Amaxa.

Zundchst wurden die Zellen der Zelllinie U-937 zweimal mit reinem PRMI-
Medium gewaschen. Dann wurden ca. 1x10° Zellen in 100 pl Nucleofector Solution V
resuspendiert und anschlielend mit 2 pg des Plasmids (pAL-FLT3-ITD bzw. pAL-
FLT3-WT) transfiziert. Mittels Elektroporation wurde der Vektor in die Zelle transfiziert.
Die transfizierten Zellen wurden mit 500 pl vorgewadrmtem RPMI-Medium auf eine
Zellkulturplatte tberfuhrt. FLT3-WT wurde als Kontrolle verwendet. Nach 24 Stunden
wurde die totale RNA aus den Zellen gewonnen und qRT-PCRs fir miR-221 und miR-
222 angefertigt. Das Experiment wurde zweimal wiederholt. Aus den Ergebnissen

wurden Mittelwerte und Standardabweichungen gebildet.

3.2.9. LNA-Transfektion mit Lipofectamin Plus

Die Transfektion der locked nucleic acids (LNA) erfolgte nach einem
modifizierten Lipofectamin Plus Protokoll von Exigon.

Fur den Versuch wurden je 1x10° Zellen der Zelllinie MV4-11 zweimal mit
reinem RPMI-Medium gewaschen und im Anschluss in 500 pl Opti-MEM |
resuspendiert. Pro Probe wurden je 4 pl LNA (LNA-221, LNA-222, LNA-221 + LNA-222
oder Scramble) und 8 pul PLUS-Reagent zusammen fiur 20 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end wurde der LNA PLUS-Reagent Mix mit 12 pl
Lipofectamin und 125 pl Opti-MEM | versehen. Nach ca. 20 Minuten Inkubation wurde
der Mix zu den Zellen hinzugegeben. Nach 4 Stunden Inkubation bei 37°C und 5%
CO. wurden die Zellen erneut zweifach mit reinem RPMI-Medium gewaschen, bevor
sie fir 24 Stunden in 2 ml PRMI-Medium kultiviert wurden. Die Kontrolltransfektion

erfolgte mit einer scramble-miR. Nach 24 Stunden wurden die Proteine aus den Zellen
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gewonnen und mittels Western Blot analysiert. Der Versuch wurde dreimal

durchgefihrt.

3.2.10. Gelelektrophorese von Proteinen

Die Auftrennung der Proteine erfolgte nach ihrem Molekulargewicht. Die Zellen
wurden nach dem Zentrifugieren und Absaugen des Uberstandes mit 500 pl RIPA-
Puffer, 1% PMSF, 1% PIC und 0,1% 100 mM DTT versehen, grindlich gemischt und
fur 45 Minuten auf Eis gelagert. Nach weiteren 15 Minuten in der Zentrifuge (bei 13.000
rom und 4°C) wurde der Uberstand in ein neues Tube tberfiihrt und der Proteingehalt
mittels Bradford Methode gemessen. Hierfur wurden 2 pl Probe, 798 pl Aqua dest. und
200 ul Protein assay reagent vermischt und der Proteingehalt gemessen. Zur
elektrophoretischen Auftrennung der Proteine wurde ein 12%iges Tris-glycine SDS-

Polyacrylamidgel verwendet.

Trenngel 12% (10 ml): 3,3 ml Aqua dest., 4,0 ml Rotiphorese Gel 30,
2,5ml 1,5 M Tris (pH=8,8), 100 pl 10xSDS-Page,
100 pl 10% APS, 4 ul TEMED

Sammelgel 5% (10 ml): 5,735 ml Aqua dest., 1,665 ml Rotiphorese Gel 30,
2,5ml 0,5 M Tris (pH =6,8), 100 pul 10xSDS-Page,
50 pl 10% APS, 10 ul TEMED

5xLadepuffer (8 ml): 3,8 ml Aqua dest., 1 ml 0,5 M Tris-HCI (pH=6,8),
0,8 ml Glycerol, 1,6 ml 10xSDS-Page,
0,4 ml 3-Mercaptoethanol,
0,4 ml 0,05% Bromphenolblau

20 pl des Protein-Extraktes wurden mit 5 pl 5xLadepuffer gemischt, fir 10
Minuten auf 95°C erhitzt und bis zur Verwendung auf Eis gelagert. Im Anschluss an
das Beflillen der Kammern mit 1xSDS Elektrophoresepuffer wurde das Gel beladen
und die Proteine entsprechend ihrer Gré3e bei 200 V fur 40 Minuten aufgetrennt. Als
Molekulargewichtsstandard wurde der PageRuler Prestained Protein Ladder
verwendet.

Western Blot: Nach der elektrophoretischen Auftrennung der Proteine mittels
SDS-Page wurden diese auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert.

Das Proteingel, die Whatman Membran und die beiden Nitrocellulose Filter
wurden mit dem Transferpuffer befeuchtet. Im Trans-Blot SD, bei 23 V fir 45 Minuten,
wurden die Proteine auf die Membran Uberfuhrt. Der Erfolg des Transfers konnte
anhand des aufgetragenen Markers beurteilt werden. Die Membran wurde
anschlieRend einmal mit Aqua dest. gewaschen und fur 1 Stunde im Blocking-Puffer

bei Raumtemperatur geblockt.
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Tabelle 4: Zuordnung der priméren und sekundaren Antikérper.

Primare AK Sekundare AK

Anti-p27 Goat-anti-mouse IgG-HRP
Anti-GAPDH Goat-anti-rabbit IgG-HRP
Anti-STATS Goat-anti-rabbit IgG-HRP
Anti-phospho-STAT5 Goat-anti-rabbit IgG-HRP

Der primare Antikdrper wurde Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Zum Entfernen
nicht gebundener Antikorper wurde dreimal fur 15 Minuten mit PBST gewaschen.
AnschlieRend wurde die Membran mit dem jeweiligen sekundaren Antikorper fur 1
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Nicht gebundene Antikorper wurden durch
dreimaliges Waschen mit PBST entfernt. AnschlieRend wurde die Entwicklungslésung
aufgetragen und nach 2 Minuten wurde die Membran in die Hypercassette tberfihrt.
Zur Detektion der ausgeldosten Lumineszens wurde die Membran auf einen sensitiven
Hyperfilm™ ECL tberfiihrt und im Hyperprocessor entwickelt.

Die Beurteilung der entwickelten Hyperfilme erfolgte mit ImageJ 1.37c (National
Institutes of Health) und Microsoft Excel (2002).

RIPA-Puffer: 100 nM NacCl, 50 mM Tris, 0,5% Desoxycholat,
0,5% SDS, 0,5% Igepal, pH=8,0

PBST: 1xPBS, 0,1% Tween20

TBST: 0,1 M Tris, 150 mM Nacl, 0,1% Tween20, pH=7,4

Stripping-Puffer: 2% SDS, 62,5 mM Tris, 0,1 M B-Mercaptoethanol

Transfer-Puffer: 1xSDS-Page, 20% Methanol

Blocking-Puffer: 50 ml PBST, 2,5 g Milchpulver

Lésung A: 200 ml 0,1 M Tris, 50 mg Luminol

Lésung B: 10 mI DMSO, 11 mg para-Hydroxycoumarinsaure

Entwicklungslésung: 2 ml Lésung A, 200 ul Lésung B, 0,6 pl 30% H20-

3.2.11. Statistische Auswertungen

Weiterfilhrende statistische Auswertungen und graphische Darstellungen
wurden mit Microsoft Excel (2002) und SPSS (Version 17.1) durchgefuhrt. Zur
Beurteilung der statistischen Signifikanz wurde der student’sche T-Test verwendet. Ein
P-Wert von 0,05 oder weniger wurde als signifikant betrachtet. Die Ergebnisse wurde

als Mittelwert + Standardabweichung angegeben.
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4. Ergebnisse

4.1. Die Zelllinie U-937 differenziert nach der Stimulation mit

PMA zu Monozyten / Makrophagen

Die humane hamatopoetische Zelllinie U-937 ist ein etabliertes Modell der
monozytaren Differenzierung. Nach der Stimulation mit Phorbol-12-Myristat-13-Acetat
(PMA) differenzieren die Zellen der Zelllinie U-937 vollstdndig zu Monozyten /
Makrophagen (Hass et al., 1989). Die Uberprufung der erfolgreichen Differenzierung
erfolgte mittels durchflusszytometrischer Analysen des Oberflachenmarkers CD11b,
Zellfarbungen mit May-Grinwald-Giemsa nach Pappenheim und semiquantitativen
PCRs fur den M-CSFR.

U-937 Zellen wurden Uber einen Zeitraum von drei Tagen (24, 48 und 72
Stunden) mit 10 nM PMA behandelt und analysiert. Die Kontrollzellen wurden
aquivalent mit 99%igem Ethanol behandelt. Abbildung 2A zeigt exemplarisch eine
durchflusszytometrische Analyse des Oberflaichenmarkers CD11b. Im Verlauf des
Experiments nimmt der Anteil der CD11b exprimierenden Zellen in der mit PMA
behandelten Gruppe kontinuierlich zu (Abbildung 2B). Nach 24 Stunden kann der
myeloide Differenzierungsmarker CD11b auf 19,8% * 10,9%, nach 48 Stunden auf
54,4% + 8,3% und nach 72 Stunden auf 62,4% * 4,8% der mit PMA stimulierten Zellen
nachgewiesen werden. Die Kontrollzellen zeigen zu keinem Zeitpunkt eine signifikante
Expression des Oberflachenmarkers CD11b. Die Werte entsprechen den Mittelwerten
von drei unabhangigen Experimenten + Standardabweichung. Mit einem p-Wert von <
0,05 sind die Messungen signifikant gegenliber der Kontrolle.

Die morphologischen Veranderungen der Zellen wurden nach vorangehender
Zytospinfixation mit einer May-Griinwald-Giemsa Zellfarbung nach Pappenheim
sichtbar gemacht (Abbildung 2C). Im Blut zirkulierende Monozyten zeigen in der
Pappenheimfarbung ein charakteristisches Erscheinungsbild. Die grof3en Zellen sowie
die Zellkerne haben eine irreguldre Kontur, der grau-blaue Zytoplamaanteil ist erhéht
und zeigt feine Granulationen (Ostendorf und Seeber, 1997). Mit PMA stimulierte
Zellen zeigen bereits nach 24 Stunden deutliche morphologische Veranderungen. Die
Zellen erscheinen grol3er und der Plasmaanteil nimmt zu. Das Kern-Plasma-Verhaltnis
verschiebt sich zugunsten des Plasmas. Das Zytoplasma der stimulierten Zellen stellt
sich fein granuliert dar. Der nun gelappte Kern verlagert sich in eine exzentrische
Position und die Zellen werden zum Teil adharent (Abb. 2C oben). Auch bei l&angerer
Stimulation zeigen die Kontrollzellen keine morphologischen Veranderungen. Die

Zellen bleiben klein und rundlich. Der prominente und runde Kern liegt zentral. Das
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Zytoplasma stellt sich homogen ohne Granula dar und nimmt nur einen geringen Teil
der Zelle ein (Abb. 2C unten).

Der M-CSFR wird unter anderem auf monozytéaren Vorlaufern, Monozyten und
Makrophagen exprimiert (Guilbert und Stanley, 1980; Byrne et al., 1981; Tushinski et
al.,, 1982). Der Nachweis des M-CSFR erfolgte mittels einer semiquantitativen PCR.
Nach der Behandlung mit PMA zeigen die U-937 Zellen zu allen Messzeitpunkten eine
deutliche Expression des Oberflachenmarkers M-CSFR, wohingegen die Kontrollzellen

zu keinem Zeitpunkt eine Expression des Rezeptors aufweisen (Abbildung 2D).
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Abbildung 2: Differenzierung von U-937 Zellen zu Monozyten / Makrophagen nach der
Stimulation mit PMA zu den Zeitpunkten 24, 48 und 72 Stunden im Vergleich zur
Kontrolle.

A: Exemplarische Darstellung einer durchflusszytometrischen Analyse des
Oberflachenmarkers CD11b.

B: Balkendiagramm der durchflusszytometrischen Analysen des Oberflachenmarkers
CD11b in U-937 Zellen nach der Stimulation mit 10 nM PMA bzw. 99% Ethanol
(Kontrolle). Die Balken reprasentieren den Mittelwert und die dazugehorige
Standardabweichung von drei unabhéngigen Experimenten. * entspricht p < 0,05.

C: Morphologische Verédnderung von U-937 Zellen nach 10 nM PMA bzw. 99%
Ethanol. Zytospinfixation und Zellfarbungen mit May-Grinwald-Giemsa nach
Pappenheim (VergroRerung: 400x). Die Markierungen zeigen exemplarisch
differenzierte Zellen.

D: Semiquantitative PCR fur den M-CSFR in U-937 Zellen nach 10 nM PMA bzw. 99%
Ethanol. M = Bandenmarker. Als Ladekontrolle wurde 3-Actin verwendet.
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Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der morphologischen und
immunph&notypischen Analysen eine erfolgreiche Differenzierung der Zelllinie U-937
zu Monozyten / Makrophagen nach der Stimulation mit 10 nM PMA.

4.2. PMA induziert eine spezifische microRNA Expression in
der Zelllinie U-937

MicroRNAs sind eine Gruppe kleiner, nicht kodierender RNAs, die in
verschiedene biologische Prozesse und in die Hamatopoese involviert sind (Chen et
al., 2004; Xu et al., 2004; Chen und Lodish, 2005; Karp und Ambros, 2005). Das
Augenmerk dieser Arbeit galt den microRNAs wahrend der monozytaren
Differenzierung. Hierzu wurde die Zelllinie U-937 mit 10 nM PMA bzw. 99%igem
Ethanol (Kontrolle) stimuliert. Nach 12, 24 und 48 Stunden wurde die RNA der Zellen
isoliert und mittels mIRCURY™ LNA microRNA Arrays von EXIQON analysiert. Die
Microarrays wurden zu miR-U6-2 normalisiert. Zur Identifizierung derjenigen
microRNAs, die in die Monopoese involviert sind, wurden die Expressionsdaten der
stimulierten Zellen (PMA) zu den Werten der Kontrolle (Ethanol) ins Verhaltnis gesetzt.
Das Signifikanzniveau wurde auf p < 0,05 festgelegt.

MicroRNAs mit einer signifikant veranderten Expression (p < 0,05) sind in den
Tabellen 5-7 (siehe Anlagen) aufgelistet. Die Auswertung des Microarrays nach 12
Stunden (Tabelle 5) ergibt 38 signifikant veranderte microRNAs, hiervon sind 28
hochreguliert und 10 herunterreguliert. Tabelle 6 (24 Stunden) zeigt funf hochregulierte
und 27 herunterregulierte microRNAs. Im letzten Array nach 48 Stunden (Tabelle 7)
finden sich 26 hochregulierte und 11 herunterregulierte microRNAs. In den drei Arrays
konnen verschiedene microRNA Expressionsgruppen identifiziert werden. Einzelne
microRNAs sind nicht in allen Arrays als signifikant verandert nachweisbar, wahrend
andere microRNAs dauerhaft reguliert sind. Die letzte Gruppe beinhaltet diejenigen
microRNAs, die im Verlauf eine gegensatzliche Regulation zeigen.

Zur Gruppe der nicht dauerhaft regulierten microRNAs gehdren unter anderem
die miR-155 und die miR-612. Die miR-155 zeigt nach 12 Stunden eine starke
Hochregulation (6,57-fach). In den nachfolgenden Arrays (24 und 48 Stunden) ist die
miR-155 nicht signifikant verandert. Im ersten Array (12 Stunden) ist die miR-612 nicht
signifikant verandert. Nach 24 und 48 Stunden zeigt miR-612 eine 1,58-fach bzw. eine
1,36-fach erhdhte Expression. Die miR-29a ist ein Beispiel fur eine microRNA mit einer
gegensétzlichen Regulation. Sie stellt sich nach 12 Stunden als hochreguliert (2,45-

fach) und nach 48 Stunden als herunterreguliert (0,47-fach) dar.
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In den microRNA Expressionsanalysen konnten vier zu allen Zeitpunkten
induzierte microRNAs identifiziert werden (Abbildung 3A). Es handelt sich um miR-23a,
miR-21 und das Cluster miR-221 / -222. Im Mittel zeigt die miR-23a eine 1,7-fach und
die miR-21 eine 3,1-fach erhohte Expression. Die Expression der miR-221 ist zu den
verschiedenen Messpunkten durchschnittlich 3,2-fach erhoht. Im Gegensatz dazu zeigt
die miR-222 eine grtRere Varianz. Die Expression der miR-222 ist im Vergleich zur
Kontrolle 6,6-fach (12 Stunden) bzw. 1,6-fach (48 Stunden) erhoht.

Eine erhohte Expression von miR-221 / -222 konnte bereits in verschiedenen,
Uberwiegend soliden Tumoren gezeigt werden (Ciafre et al., 2005; Galardi et al., 2007;
Visone et al.,, 2007; Felicetti et al.,, 2008). Innerhalb der Hamatopoese und
insbesondere im myeloiden System ist Uber diese beiden microRNAs noch wenig
bekannt. Zur Verifizierung der Hochregulation des microRNA-Clusters miR-221 / -222
durch PMA wurde die Expression der beiden microRNAs gezielt mit gRT-PCRs
Uberprift. Die Zelllinie U-937 wurde mit 10 nM PMA stimuliert. 99% Ethanol diente als
Kontrolle. Nach 24, 48 und 72 Stunden wurden quantitative RT-PCRs fur miR-221 und
miR-222 durchgefiihrt. Die Normalisierung erfolgte, wie im vorherigen Experiment, zu
U6-2.

Aus Abbildung 3B geht die bereits gezeigte Hochregulation der beiden
microRNAs nach der Stimulation mit PMA hervor. Nach der Behandlung mit PMA zeigt
sich zu allen Zeitpunkten eine erhohte Expression von miR-221 und miR-222. Die qRT-
PCRs zeigen im Vergleich mit den Microarrays eine grof3ere Varianz. Die erhohte
Expression der miR-221 variiert von einer 3,4-fachen (12 Stunden) zu einer 1,3-fachen
(72 Stunden) Induktion. Die miR-222 ist zu den verschiedenen Messpunkten im Mittel
2,6-fach erhoht exprimiert.

Zusammengefasst zeigen beide Experimente eine Hochregulation des miR-221
| -222 Clusters wahrend der durch PMA induzierten myeloiden Differenzierung der
Zelllinie U-937.
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Abbildung 3: Spezifische microRNA Expression wahrend der Differenzierung zu
Monozyten / Makrophagen in U-937 Zellen nach PMA.

A: MicroRNA Microarray Expressionsanalyse in U-937 Zellen nach 10 nM PMA
(Kontrolle: 99% Ethanol). Darstellung der Ratios (PMA / Ethanol) von miR-23a, miR-21,
miR-221 und miR-222 zu den Zeitpunkten 12, 24 und 48 Stunden. * entspricht: p-Wert
< 0,05. Normalisiert zu U6-snRNA-2.

B: Induktion von miR-221 und miR-222 nach 10 nM PMA in U-937 Zellen. Darstellung
der relativen Expression (PMA / Ethanol) als Boxplot nach 24, 48 und 72 Stunden.
Normalisiert zu U6-2. Dargestellt sind die Ergebnisse von sieben unabhdngigen qRT-
PCRs. Der graue Bereich entspricht der relativen Expression (PMA / Ethanol) der
mittleren 50% der Proben. Die obere und untere Begrenzung der grauen Box stellen
das 1. und 3. Quartil dar.

4.3. Das microRNA-Cluster miR-221 / -222 zeigt eine

zelllinienspezifische Expression

Die bisherigen Ergebnisse der Microarrays und gRT-PCRs deuten auf eine
Hochregulation von miR-221 und miR-222 in U-937 Zellen wahrend der durch PMA
induzierten monozytaren Differenzierung hin. Zur n&heren Quantifizierung des
microRNA-Clusters wurden weitere, Uberwiegend hamatopoetische Zelllinien wie MV4-

11, HL-60 sowie K-562 hinzugezogen und analysiert. Eine erhOhte Expression des
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microRNA-Clusters miR-221 / -222 in der Prostatakarzinomzelllinie PC-3 wurde bereits
beschrieben und diente als positive Kontrolle (Galardi et al., 2007). Frisch ausplattierte,
nicht behandelte CD34" hamatopoetische Stammzellen wurden als nicht maligne
Referenz ausgewahlt. Die Messung der Grundexpression von miR-221 / -222 erfolgte
mittels gRT-PCRs. Die Expressionswerte wurden zu U6-2 normalisiert und relativ zur
Expression der CD34" Stammzellen dargestellt (Abbildung 4).

Die humane AML-Zelllinie MV4-11 zeigt eine knapp 2-fach hdohere Expression
von miR-221 im Vergleich zu den CD34" Stammzellen. Die Expression der miR-222 ist
in MV4-11 Zellen und CD34" Zellen identisch. Verglichen mit den CD34" Stammzellen
weisen die beiden Zelllinien U-937 und HL-60 eine verminderte Expression von miR-
222 bei vergleichbarer Expression von miR-221 auf. Die humane CML-Zelllinie K-562
zeigt keine messbare Expression der beiden untersuchten microRNAs. Die
Prostatakarzinomzelllinie PC-3 hat eine héhere Expression von miR-221 und miR-222
im Vergleich mit den CD34* Stammzellen. Die relative Expression von miR-221 ist in
allen Zelllinien héher als die Expression von miR-222.

Inshesondere die knapp 2-fach héhere Expression von miR-221 in der FLT3-
ITD assoziierten Zelllinie MV4-11 hebt sich gegeniber den CD34* Stammzellen und

den anderen hamatopoetischen Zelllinien ab.
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Abbildung 4: Relative Expression von miR-221 und miR-222 in verschiedenen Zelllinien
im Verhaltnis zur Expression in frisch ausplattierten CD34" Stammzellen.

Mittels qRT-PCR analysierte miR-221 / -222 Expression. Dargestellt sind Mittelwerte
und Standardabweichungen von zwei unabhéngig voneinander durchgefiihrten
Experimenten.
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4.4. Die Expression von miR-221 und miR-222 sinkt nach der

Behandlung mit Tyrosinkinaseinhibitoren

Rezeptortyrosinkinasen (RTK) haben zahlreiche regulierende Funktionen, unter
anderem wahrend der Apoptose, der Differenzierung und der Zellmigration (Zwick et
al.,, 2001). Die FLT3-Rezeptortyrosinkinase wird bevorzugt auf hamatopoetischen
Vorlauferzellen exprimiert (Lyman und Jacobsen, 1998). FLT3-ITD-Mutationen finden
sich gehauft bei hamatologischen Erkrankungen (Nakao et al., 1996).

Da im vorangegangenen Experiment die Zellinie MV4-11 die hochste
Expression von miR-221 im Vergleich mit den anderen myeloiden Zelllinien
aufgewiesen hat, sollte nachfolgend der Einfluss von FLT3-ITD auf die Expression der
miR-221 und miR-222 untersucht werden. Hierfir wurden MV4-11 Zellen mit
verschiedenen Proteinkinaseinhibitoren (PKI) behandelt. PKC412 ist ein FLT3-RTK-
Inhibitor, der die Tyrosinphosphorylierung des FLT3-Rezeptors hemmt (Weisberg,
Boulton et al., 2002) und somit auch den nachgeordneten STAT5-Signalweg in FLT3-
ITD Zellen (Grundler, Thiede et al., 2003). SU5614 ist ebenfalls ein FLT3-RTK-Inhibitor
sowie auch von KIT und PDGFR (Krystal et al., 2001; Yee et al., 2002).

MV4-11 Zellen wurden fir 24 Stunden mit den Inhibitoren PCK412 (100 nM)
oder SU5614 (1 uM) behandelt. Als Kontrolle wurde eine aquivalente Menge DMSO
verwendet. Die Auswirkung der Proteinkinaseinhibitoren auf den nachgeordneten
Signalweg von FLT3-ITD wurde mittels Western Blot unter der Verwendung von
spezifischen Antikérpern gegen STATS5 bzw. pSTATS5 nachgewiesen. In den mit PKI
behandelten Zellen kann im Gegensatz zur Kontrolle keine Phosphorylierung von
STAT5 nachgewiesen werden (Abbildung 5A). Zum Nachweis der miR-221 / -222
Expression wurde die RNA der Zellen isoliert und qRT-PCRs durchgefiihrt. Als Folge
der PKC412 Behandlung sinkt die Expression von miR-221 und miR-222 um ca. 20%.
Die Applikation von SU5614 vermindert die Expression der beiden microRNAs um

knapp 60% gegeniber der Kontrolle (Abbildung 5B).
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Abbildung 5: Die Blockade des FLT3-ITD-Signalweges mit Tyrosinkinaseinhibitoren
verringert die Expression von miR-221 und miR-222 in MV4-11 nach 24 Stunden.

A: Western Blot zum Nachweis der STAT5 Phosphorylierung nach der Behandlung mit
PKC412 und SU5614. Die Kontrollzellen wurden mit DMSO behandelt. STAT5 wurde
als Kontrolle verwendet.

B: Mittels gRT-PCR analysierte Expression von miR-221 / -222 nach einmaliger PKI-
Gabe. Mittelwerte und Standardabweichungen von zwei unabhangig durchgefiihrten
Experimenten.

4.5. Die Uberexpression von FLT3-ITD in U-937 Zellen fihrt
nicht zur Induktion von miR-221 /-222

Zur weiteren Uberpriifung des Einflusses von FLT3-ITD auf die Expression von
miR-221 / -222 wurde FLT3-ITD bzw. FLT3-WT (wildtyp) in U-937 Zellen mittels
transienter Nukleofektion Uberexprimiert. Nach 24 Stunden wurde die RNA der
transfizierten Zellen gewonnen und gqRT-PCRs fur die Expression von miR-221 und
miR-222 durchgefihrt. Die Normalisierung erfolgte Uber die U6-2.

Entgegen der Hypothese, dass FLT3-ITD fir die Hochregulation des miR-221 /
-222 Clusters in der Zelllinie MV4-11 verantwortlich ist, fiihrte die Uberexpression von
FLT3-ITD in U-937 Zellen nicht zur Induktion der miR-221 bzw. miR-222 (Abbildung 6).
Verglichen mit der Kontrolle (WT) zeigt die miR-221 eine Herunterregulation um ca.
50% auf 0,5 + 0,1. Die miR-222 weist eine Tendenz zur Herunterregulation (0,9 + 0,1)

gegenuber der Kontrolle auf.
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Abbildung 6: Die Uberexpression von FLT3-ITD in U-937 Zellen nach 24 Stunden fihrt
nicht zur Induktion von miR-221 / -222.

Mittels gqRT-PCR analysierte Expression von miR-221 und miR-222 nach der
Uberexpression von FLT3-ITD im Vergleich zur Kontrolle (FLT3-WT). Normalisiert
wurde zu U6-2. Mittelwerte und Standardabweichungen von zwei unabh&ngig
durchgefiihrten Experimenten.

4.6. P27KPlist ein putatives Ziel von miR-221/-222

Zur ldentifikation potentieller Ziele von miR-221 / -222 wurden frei zugangliche
Datenbanken verwendet. Durch eine Analyse dieser Datenbanken wurde die p27X?
(CDKN1B) mRNA als mdogliches Ziel der miR-221 [/ -222 identifiziert
(www.targetscan.org, Version 7.1). Bei p27¥P! handelt es sich um einen bekannten
Zellzyklusregulator (Koff, 2006) und Tumorsuppressor (le Sage et al., 2007). Im
3'untranslatierten Bereich (3'UTR) von p27%P! konnten zwei potentielle Bindestellen fiir
miR-221 / -222 ermittelt werden. Die Binderegionen der miR-221 / -222 in der 3'UTR

von p27¥P! sind in verschiedenen Organismen stark konserviert (Abb. 7).

p27KipL 3'UTR

| l
A A

\201-208 ,,274-281,

\

Hs 5-..,AUGUAGCA..-3° 5-.A--UGUAGCA..-3
Mm 5-..AUGUAGCA..-3° 5-..UGUAGCA..-3
miR-221 3-..UACAUCG..-5" 3-..UACAUCG..-5"
miR-222 3’-..UACAUCG..-5 3'-..UACAUCG..-5

Abbildung 7: Potentielle Bindestellen von miR-221 / -222 in der 3'UTR von p27K®?,

Schematische Darstellung der hochkonservierten genomischen ,seed sequenz‘ von
miR-221 und miR-222 in der 3'UTR von p27XP! in verschiedenen Spezies. P27kP!
beinhaltet zwei potentielle Bindesequenzen von miR-221 / -222 (www.targetscan.org,
Version 7.1). Hs- H. sapiens, Mm- M. musculus.
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Zur Quantifizierung des p27XP! Proteinlevels wurden die bereits ausgewahlten
Zelllinien mittels Western Blot analysiert. Die p27¥P Proteinlevel wurden
densitometrisch quantifiziert und mittels GAPDH normalisiert. Anschlieend erfolgte
eine Darstellung relativ zu frisch ausplattierten humanen CD34" hamatopoetischen
Stammzellen.

Die Proteinexpression von p27XP! variiert stark zwischen den untersuchten
Zelllinien (Abbildung 8A). Die hochste Konzentration von p27XP! kann in unbehandelten
U-937 Zellen nachgewiesen werden. Die CML-Zelllinie K-562 zeigt ebenfalls eine
deutliche p27K®! Expression. Die Zelllinie HL-60 weist die geringste Grundexpression
von p27%Pl auf. Fasst man die relative Expression von miR-221 / -222 (Abbildung 4)
und die Proteinexpression von p27¥P! zusammen, kann weder eine direkte noch eine
inverse Korrelation zwischen der Expression des microRNA-Clusters und dem p27K?

Proteinlevel festgestellt werden (Abbildung 8B).
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Abbildung 8: P27XP! Proteinexpression in verschiedenen Zelllinien.

A: Im Western Blot Verfahren wurden die Proteinlevel von p27X*! in verschiedenen
Zelllinien untersucht. Als Ladekontrolle wurde GAPDH verwendet. Die Analyse erfolgte
durch densitometrische Auswertung und anschlie@ender Normalisierung mit den
ermittelten Werten von GAPDH. Die Werte entsprechen den Mittelwerten von zwei
Experimenten.

B: Zusammenfassende Darstellung der Expression von miR-221 / -222 mit der
Grundexpression von p27XPl in verschiedenen Zelllinien relativ zur Expression in
CD34* Stammzellen.
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4.7. Der kombinierte LNA Knockdown von miR-221 + miR-222

erhoht das Proteinlevel von p27Kirt

MicroRNAs regulieren die Genexpression auf posttranskriptioneller Ebene
durch eine Interaktion zwischen microRNA und Ziel-mRNA. Als Folge kommt es zu
einer Hemmung der Translation bzw. Zerteilung der mRNA, gefolgt von einer Induktion
der RNA Degradierung des Ziels (Bartel, 2004). Mittels des spezifischen locked nucleic
acids (LNA) vermittelten microRNA Knockdown wird eine effektive und
sequenzspezifische Komplementéarinterferenz bewirkt, wodurch der hemmende Effekt
der microRNA auf die Proteinexpression aufgehoben wird. Die microRNA
Knockdowntechnik kann somit zur Bestatigung der biologischen Funktion verwendet
werden (Orom et al., 2006).

Um zu analysieren, ob p27¢*! ein Ziel des Clusters miR-221 / -222 darstellt,
wurden MV4-11 Zellen mit spezifischen LNA transfiziert. Es wurde ein Versuchsaufbau
gewahlt, in welchem jeweils die miR-221 bzw. miR-222 einzeln, als auch beide
microRNAs zusammen untersucht wurden. 24 Stunden nach der Transfektion wurde
die Proteinexpression von p27KP!  mittels Western Blot analysiert. Nach
densitometischer Quantifizierung wurden die p27%°P! Proteinlevel mittels GAPDH
normalisiert und anschliel3end relativ zur scramble-LNA dargestellt (Abbildung 9).

Weder der selektive Knockdown von miR-221, noch von miR-222 hat einen
Effekt auf das Proteinlevel von p27X*t, Der kombinierte Knockdown (miR-221 + miR-
222) fuhrt zu einer Erhéhung der p27XP! Proteinexpression um ca. 40% (1,4 + 0,3)

gegenlber der Kontrolle.
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Abbildung 9: Proteinexpression von p27%P! nach LNA Knockdown (miR-221, miR-222
bzw. miR-221 + miR-222) in MV4-11 Zellen nach 24 Stunden im Vergleich zur
Kontrolle.

Mittels Western Blot wurde die p27¥P! Proteinexpression analysiert. Als Ladekontrolle
wurde GAPDH verwendet. Die Analyse erfolgte durch densitometrische Auswertung
und anschlieBender Normalisierung mit den ermittelten Werten von GAPDH. Die
Darstellung erfolgt relativ zur Scramble (Kontrolle). Die Werte entsprechen den
Mittelwerten von drei Experimenten.
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5. Diskussion

5.1. Hintergrund der Arbeit

Die Hamatopoese bezeichnet die Bildung und Reifung von Blutzellen. Sie ist
gekennzeichnet durch eine Abfolge streng regulierter und dynamischer Prozesse.
Pluripotente hAmatopoetische Stammzellen durchlaufen wahrend ihrer Differenzierung
verschiedene Stadien (Ogawa, 1993). Stérungen innerhalb dieser Prozesse kdnnen zu
einem Ungleichgewicht von Differenzierung, Proliferation und Apoptose fuhren. Als
Folge dieses Ungleichgewichtes kann es unter anderem zu einer fehlenden
Differenzierung bei gleichzeitig Ubermé&Riger Vermehrung von unreifen Vorlauferzellen
kommen (Appelbaum et al, 2001). Eine Analyse der zugrunde liegenden
Regulationsmechanismen und deren Storfaktoren bilden die Basis fur das Verstandnis
der daraus entstehenden Erkrankungen, sowie die Entwicklung von moglichen
Therapiemethoden. Neben verschiedenen Transkriptionsfaktoren haben zunehmend
auch microRNAs entscheidende Rollen innerhalb dieser Prozesse (Chen et al., 2004;
Chen und Lodish, 2005).

Die Entdeckung der microRNAs war ein wichtiger Schritt in der modernen
Molekularbiologie. MicroRNAs kénnen entscheidende Funktionen in verschiedenen
biologischen Prozessen haben, unter anderem in der Entwicklung, Differenzierung,
Proliferation und Apoptose (Xu et al., 2004; Cheng et al., 2005; Karp und Ambros,
2005). In den letzten Jahren wurde intensiv die direkte Verbindung zwischen den
microRNAs und ihren biologischen Funktionen erforscht (Esquela-Kerscher und Slack,
2006). Ein vollstandiges Verstandnis der Rolle der microRNAs kann nur durch eine
genaue Analyse ihrer Wirkmechanismen in verschiedenen Zell- und Tumorformen
erfolgen. Daher lag ein weiteres Augenmerk der Forschung in der Identifizierung von
regulierten microRNAs in menschlichen Tumoren (Calin und Croce, 2006; Cho, 2007).
Eine einzelne microRNA kann mehrere hundert Ziel-mRNAs besitzen, somit bleibt die
Identifikation dieser Ziele eine wichtige Aufgabe. Neben der Bestatigung der Interaktion
zwischen microRNA und mRNA ist auch die Validierung der Effekte der microRNA auf

seine Ziele essenziell.
5.2. U-937 als Modell der monozytaren Differenzierung

Monozyten / Makrophagen gehéren dem humanen mononukledren
Phagozytensystem an. Sie spielen eine entscheidende Rolle in der Immunabwehr und
der Tumoruberwachung (Grage-Griebenow et al., 2001). Die Mechanismen ihrer

Differenzierung und Regulation sind essentiell zum Verstandnis dieser Zellen. Die
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Monopoese geht mit der Expression verschiedener Gene, Oberflachenmarker und
morphologischer Veranderungen einher (Valledor et al., 1998).

Als Modell fur die Differenzierung zu Monozyten / Makrophagen wurde die
humane histiozytare Lymphomzelllinie U-937 verwendet. Die Zellen stammen
ursprunglich aus der Pleuraflissigkeit eines Patienten mit einem diffusen histiozytaren
Lymphom (Sundstrom und Nilsson, 1976). PMA aktiviert die Proteinkinase C und
induziert auf diesem Weg die Differenzierung der Zelllinie U-937 zu Monozyten /
Makrophagen. Somit wird eine Analyse dieser Zellen wahrend der Differenzierung
ermoglicht (Pedrinaci et al., 1990; Trowbridge und Thomas, 1994).

Zunéchst sollte die Funktionsweise des gewéhlten Modells Uberprift werden.
Hierfir wurden U-937 Zellen mit 10 nM PMA stimuliert und zu verschiedenen
Zeitpunkten (24, 48 wund 72 Stunden) auf die Expression spezifischer
Oberflachenmarker und ihrer morphologischen Verdnderungen hin analysiert. Nach der
Stimulation mit PMA nahm die Expression des Oberflachenmarkers CD11b stetig zu.
Dieses Ergebnis korreliert mit der Arbeit von Ziegler und Kollegen, die CD11b als
monozytaren Marker verwandten (Ziegler et al., 1998). Nach 24 Stunden exprimierten
knapp 20% der Zellen den myeloiden Differenzierungsmarker CD11b. Cartee und
Kollegen zeigten einen &hnlichen Anstieg von CD11b nach 24 Stunden unter
vergleichbaren Zellkulturbedingungen (Cartee et al., 2001). Die Kontrollzellen wiesen
zu keinem Zeitpunkt eine Expression von CD11b auf.

Der M-CSFR wird auf Zellen des mononukleédren Phagozytensystems von der
Vorlauferzelle bis zum Makrophagen exprimiert (Tushinski et al., 1982). In der
durchgefuhrten PCR war der Rezeptor nach der Stimulation mit PMA kontinuierlich
nachweisbar. Die Kontrollzellen zeigten zu keinem Zeitpunkt eine Expression des M-
CSFR. Bestétig wird diese Beobachtung durch Kogan und Kollegen (Kogan et al.,
2012).

In der Pappenheimfarbung weisen Monozyten ein typisches Erscheinungsbild
auf (Ostendorf und Seeber, 1997). Die in dieser Arbeit beobachteten morphologischen
Veranderungen nach der Behandlung mit PMA stimmten mit diesem Erscheinungsbild
Uberein. Die Zellen und die Zellkerne hatten eine irregulare Kontur. Das Zytoplasma
imponierte grau-blau und zeigte feine Granulationen. Die Kontrollzellen zeigten zu
keinem Zeitpunkt sichtbare morphologische Veranderungen.

Ubereinstimmend mit der Literatur zeigten die morphologischen und
immunph&notypischen Veranderungen eine erfolgreiche Differenzierung der Zelllinie U-
937 zu Monozyten / Makrophagen nach der Stimulation mit PMA. Neben der
Bestéatigung des U-937 Modells dienten die Experimente vorrangig als Basis fir die

nachfolgenden microRNA Expressionsanalysen. Der Anteil an CD11b* Zellen nach 24
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Stunden (ca. 20%) lies die Vermutung zu, dass sich die Zellen noch in der
Differenzierung befinden, wohingegen die meisten Zellen nach 72 Stunden bereits
differenziert / ausdifferenziert imponierten. Fir die Microarrays wurden daher die
Zeitpunkte 12, 24 und 48 Stunden ausgewahlt. Die Microarrayanalyse nach 12
Stunden sollte diejenigen microRNAs ermitteln, die madglicherweise eine

Differenzierung einleiten.

5.3. Hochregulation von miR-221 und miR-222 wahrend der

Differenzierung zu Monozyten / Makrophagen

Die microRNA Expressionsmuster variieren in den verschiedenen Gewebe- und
Zelltypen, so auch im hamatopoetische System (Chen und Lodish, 2005; Kluiver et al.,
2006). Der Zusammenhang zwischen den verschiedenen microRNAs und der
Entstehung von hé&matologischen und anderen Erkrankungen ist bisher noch nicht
abschliel3end erforscht.

Microarrays haben sich in den letzten Jahren als eine gangige Methode bei der
Erforschung von microRNAs erwiesen. Ein Vorteil dieser Methode ist, dass die globale
bzw. differenzielle Expression von mehreren hundert microRNAs in nur einem Versuch
untersucht werden kann. Des Weiteren ist, abhangig vom verwendeten Hersteller, in
der Regel nur eine sehr geringe Menge RNA notwendig. Die Microarrays eignen sich
somit optimal als Screeningmethode. Die bereits auf dem Array vorgesehene vierfache
Bestimmung der einzelnen microRNAs ermdglicht das Auffinden von Artefakten.
Potentielle Fehlerquellen sind die RNA-Degradierung wahrend der Préparation, eine
unspezifische Hybridisierung sowie eine schlechte RNA-Qualitat. Die Validierung der
Microarraydaten anhand alternativer Methoden ist empfehlenswert. Eine Mdglichkeit
zur Bestatigung von Microarrays sind quantitative Realtime-PCRs mit spezifischen
Primern fir jede microRNA (Schena et al., 1996; Liu et al., 2004; Kuhn et al., 2008).

Um die Expression der microRNAs wéahrend der monozytaren Differenzierung
zu untersuchen wurden U-937 Zellen mit PMA stimuliert. AnschlieBend wurde die
microRNA Expression zu unterschiedlichen Zeitpunkten (12, 24 und 48 Stunden)
analysiert. Zur Identifikation signifikant veranderter microRNAs wurden die
Expressionsdaten der stimulierten Zellen (PMA) zu den Werten der Kontrolle (99%
Ethanol) ins Verhaltnis gesetzt. Die Arrays wurden zu U6-2 normalisiert.

Die Auswertung der drei Microarrays zeigte jeweils mehrere hoch- und
herunterregulierte microRNAs. Die miR-155 zeigte nach 12 Stunden eine starke
Hochregulation. In den anderen beiden Arrays war die miR-155 nicht signifikant

verandert. Chen und Kollegen konnten ebenfalls eine Hochregulation von miR-155
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wahrend der Differenzierung zu Monozyten [/ Makrophagen zeigen. Diese
Arbeitsgruppe verwendete das Differenzierungsmodell HL-60 + TPA nach 24 Stunden
(Chen et al., 2008). Eine andere Arbeitsgruppe konnte im Versuchmodell U-937 + PMA
eine Runterregulation von miR-155 nach 24, 48 und 72 Stunden nachweisen (Gerloff et
al., 2014). Die unterschiedlichen Ergebnisse sind am ehesten auf methodische
Unterschiede zuriickzufuhren.

Mehrere Arbeitsgruppen haben die Hochregulation der miR-424 wéahrend der
Differenzierung zu Monozyten / Makrophagen in CD34" Stammzellen, HL-60, NB-4 und
APL-Patientenproben beschrieben (Kasashima et al., 2004; Rosa et al., 2007). In den
vorliegenden Experimenten konnte die Expression der miR-424 nicht konsistent
nachgewiesen werden. Dieser Umstand kann auf die verschiedenen Zellen / Zelllinien
zurlckgefihrt werden.

Lediglich vier microRNAs waren in allen drei Arrays als hochreguliert
nachweisbar. Es handelte sich um die miR-21, miR-23a und das Cluster miR-221 / -
222. Auf die miR-21 wurde in dieser Arbeit nicht naher eingegangen, da sie im
Rahmen einer weiteren Doktorarbeit innerhalb der Arbeitsgruppe untersucht wurde
(Lehretz, 2014). Die miR-23a bildet einen Cluster mit miR-27a und miR-24-2. Die
Arbeitsgruppe um Yu konnte nachweisen, dass die miR-23a und miR-27a bereits in
unbehandelten U-937 hoch exprimiert vorliegen (Yu et al., 2006). Daher wurde von
einer weiteren Analyse dieser microRNA abgesehen.

Insbesondere das microRNA-Cluster miR-221 / -222 zeichnete sich in den
Microarrayanalysen nach 12 und 24  Stunden durch sehr hohe
Expressionsunterschiede aus. Eine erhdhte Expression von miR-221 und miR-222
wurde bereits in mehreren soliden Tumoren (Ciafré et al., 2005; Galardi et al., 2007;
Visone et al., 2007; Felicetti et al., 2008) und in akuten myeloischen Leuk&mien (Dixon-
Mclver et al., 2008; Isken et al., 2008) gezeigt. In der Literatur finden sich eine Vielzahl
von Untersuchungen zur Expression von miR-221 / -222. Allerdings beschéftigen sich
nur wenige Arbeitsgruppen mit der Expression dieser beiden microRNAs wahrend der
Hamatopoese.

Korrelierend mit den Ergebnissen dieser Arbeit konnten Sharbati und Kollegen
die Hochregulation von miR-222 in der humanen monozytéaren Zelllinie THP-1 nach der
Behandlung mit 250 ng/ml PMA zeigen (Sharbati et al., 2012). Eine weitere
Arbeitsgruppe konnte die Hochregulation von miR-221 / -222 nach der Stimulation mit
0,3 uM TPA in der Zelllinie HL-60 nachweisen (Chen et al., 2008). Im Gegensatz dazu
zeigte sich wahrend der Erythropoese und der terminalen Differenzierung von
dendritischen Zellen eine Runterregulation von miR-221 / -222 (Felli et al., 2005) bzw.

miR-221 (Lu et al., 2011). Die unterschiedlichen Expressionsmuster dieser beiden
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microRNAs in den verschiedenen hamatopoetischen Zellen / Zelllinien sind noch nicht
abschlie3end geklart. Daher wurden zunachst diese beiden microRNAs flr weitere
Analysen ausgewahlt.

Zur Validierung der Daten der Microarray Expressionsanalysen wurden die
beiden microRNAs gezielt mehrfach mit qRT-PCRs analysiert. U-937 Zellen wurden
erneut mit PMA stimuliert. Die anfertigten qRT-PCRs bestatigten die Hochregulation
von miR-221 und miR-222 wahrend der Differenzierung zu Monozyten / Makrophagen
in U-937 Zellen. Eine nicht konstante Zelldichte wahrend der Differenzierung ist
moglicherweise verantwortlich fur die grof3e Streuung der Messwerte in den gRT-
PCRs. Die grof3ere Spannweite der relativen Expression von miR-221 / -222 in den
guantitativen RT-PCRs konnte auch methodisch bedingt sein. Andere Arbeitsgruppen
haben ebenfalls erhebliche Schwankungen in den Expressionswerten zwischen
Microarray und qRT-PCR beobachtet (Choong et al., 2007; Chen et al., 2008).

5.4. Regulation von miR-221/-222

Die funktionellen und regulatorischen Aspekte von miR-221 und miR-222
innerhalb der Hamatopoese bzw. des myeloiden Systems sind aktuell noch weitgehend
unerforscht. Die Daten der Microarrays und qRT-PCRs deuteten auf eine
entscheidende Rolle des microRNA-Cluster miR-221 / -222 wahrend der
Differenzierung zu Monozyten / Makrophagen hin. Um die komplexen
Regulationsmechanismen zu klaren, wurden weiterfiihrende Versuche mit beiden
microRNAs durchgefuhrt. Zun&chst wurde die Grundexpression der beiden microRNAs
in verschiedenen Zelllinien mittels gRT-PCRs analysiert. Neben berwiegend
leukamischen Zelllinien wurden CD34* hamatopoetische Stammzellen und eine solide
Karzinomzelllinie (PC-3) untersucht.

Frisch aufgetaute, nicht behandelte CD34* Stammzellen wurden als nicht-
maligne Referenz verwendet. Die in dieser Arbeit verwendeten CD34* Stammzellen
stammten aus Leukapherisaten der angegliederten onkologischen Abteilung (siehe
Material und Methoden). Als Vorbereitung zur Leukapherese werden die Spender in
der Regel mit dem Wachstumsfaktor G-CSF vorstimuliert (Hosing, 2012). Neuere
Daten zeigen, dass die Auswirkungen einer Vorbehandlung mit G-CSF auf
nachfolgende Experimente noch nicht abschliel3end analysiert sind (Becker, 2014). Bei
weiterfiihrenden Experimenten sollte dieser Aspekt daher bertcksichtigt werden.

Die Prostatakarzinomzelllinie PC-3 zeigte eine héhere Expression von miR-221
und miR-222 gegenuber den CD34* Stammzellen. Die erhdhte Expression dieser
beiden microRNAs in PC-3 wurde bereits durch eine andere Arbeitsgruppen validiert

(Galardi et al., 2007) und diente daher als positive Kontrolle. In der humanen CML-
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Zelllinie K-562 konnte weder eine Expression von miR-221 noch von miR-222
nachgewiesen werden. Die Leukamiezellinie HL-60 wies eine geringe
Grundexpression von beiden microRNAs auf. Beide Ergebnisse korrelierten mit der
Arbeit von Felli und Kollegen (Felli et al., 2005).

Neben PC-3 zeigte insbesondere die FLT3-ITD assoziierte Zelllinie MV4-11
eine erhodhte Expression von miR-221. Die erhfhte Expression von miR-221 in MV4-11
fuhrte zu der Hypothese, dass die FLT3-ITD-Mutation hierfir verantwortlich sein
kénnte. FLT3-ITD-Mutationen finden sich gehauft bei hamatologischen Erkrankungen
und bei bis zu 20% der AML-Patienten (Nakao et al., 1996). Durch die FLT3-ITD-
Mutation wird die Tyrosinkinasedoméne des FLT3-Rezeptors aktiviert, welches
nachfolgend zur Autophosphorylierung des Rezeptors fuhrt (Kiyoi et al.,, 1998). Als
Folge dieser Autophosphorylierung kommt es unter anderem zur Blockade der
myeloiden Differenzierung (Zheng et al., 2004).

Um zu testen, ob die FLT3-ITD-Mutation Auswirkungen auf die Expression von
miR-221 oder miR-222 hat, wurde die Tyrosinphosphorylierung des Rezeptors mit
verschiedenen Proteinkinaseinhibitoren gehemmt. Nach der Behandlung mit PKC412
bzw. SU5614 wurden Western Blots angefertigt. Im Gegensatz zur Kontrolle (DMSO)
zeigte sich nach der PKI-Behandlung keine Phosphorylierung von STATS.
Verschiedene Arbeitsgruppen bestatigen die Effektivitat der PKI (Yee et al., 2002;
Grundler et al., 2003). Parallel durchgefiihrte quantitative RT-PCRs zeigten eine
verminderte Expression von miR-221 und miR-222 in MV4-11 nach der Behandlung
mit den beiden PKI.

Zur weiteren Analyse der Regulation von miR-221 und miR-222 wurde FLT3-
ITD bzw. FLT3-WT (Kontrolle) in der Zelllinie U-937 uberexprimiert. Anschlie3end
wurde die Expression der beiden microRNAs mittels gRT-PCRs gemessen. Entgegen
der Hypothese konnte keine Induktion des miR-221 / -222 Clusters nach der
Uberexpression von FLT3-ITD in U-937 gezeigt werden. Unter vergleichbaren
Zellkulturbedingen konnten Gerloff und Kollegen die Regulation der miR-155 Uber den
FLT3-ITD-Signalweg bestatigen (Gerloff et al., 2014). Im Gegensatz zur miR-155
scheint die Regulation von miR-221 / -222 nicht Uber den FLT3-ITD-Signalweg
stattzufinden.

Da die verwendeten Proteinkinaseinhibitoren (PKC412 und SU5614) keine
spezifischen FLT3-ITD-Inhibitoren sind, ist die Runterregulation von miR-221 / -222
maoglicherweise Folge der Hemmung einer anderen Kinase. Die beiden PKI hemmen
unter anderem PKC, SYK, VEGFR (Weisberg et al., 2002), KIT und PDGFR (Krystal et
al., 2001; Yee et al., 2002).
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5.5. P27Krlist ein Ziel von miR-221 / -222

Neben der Analyse der Regulationsmechanismen von miR-221 und miR-222
lag ein weiterer Fokus dieser Arbeit auf der ldentifizierung eines potentiellen Ziels
dieser beiden microRNAs. Mittels frei verfugbarer Programme und Datenbanken
konnte p27€Pl, ein bekannter Zellzyklushemmer und Tumorsuppressor, als putatives
Ziel des Clusters miR-221 / -222 ermittelt werden (www.targetscan.org, Version 6.2).
P27KP! pindet sich an cyclin-abhangige Kinasen und verhindert deren Aktivierung. In
verschiedenen malignen Erkrankungen findet sich eine verminderte oder fehlende
Expression von p27KPl welches mit einer erhohten Zellzyklusprogression, einem
hoheren Tumorstadium und einer schlechteren Prognose assoziiert ist (Tsihlias et al.,
1999; Visone et al., 2007; Nassirpour et al., 2013). Es ergab sich daher die Hypothese,
dass sich die Grundexpression von p27¥Pt zwischen normalen Zellen und
leuk&mischen Zelllinien deutlich unterscheiden musste.

Zur Charakterisierung der Grundexpression von p27<P* wurde das Proteinlevel
in den verschiedenen Zelllinien mittels Western Blot untersucht. Frisch aufgetaute
CD34* Stammzellen zeigten eine geringe Grundexpression von p27KP!, Dieses
Ergebnis korreliert mit der Arbeit von Yaroslavskiy und Kollegen (Yaroslavskiy et al.,
1999). Die Grundexpression von p27¥P! variierte stark zwischen den untersuchten
Zelllinien. Die hochste Expression wiesen U-937 und K-562 Zellen auf. Die geringste
Expression von p27¥®! lies sich in der Zelllinie HL-60 nachweisen. Die Expression von
p27XPl in PC-3 und U-937 konnte auch durch andere Arbeitsgruppen nachgewiesen
werden (Cartee et al., 2001; Galardi et al., 2007).

Daruber hinaus sollte betrachtet werden, ob eine Korrelation zwischen der
Expression von miR-221 / -222 und dem Level von p27X*! vorliegt. In dieser Arbeit
konnte keine Korrelation zwischen der Grundexpression von p27¥Pt und der
Expression von miR-221 / -222 in den verschiedenen Zelllinien nachgewiesen werden.
Dies ist moglicherweise darauf zuriickzufiihren, dass p27XP! in den verschiedenen
Zelllinien durch unterschiedliche Mechanismen reguliert wurde. Im Gegensatz dazu
zeigt sich im papillarem Schilddrisenkarzinom, im Mammakarzinom und bei chronisch
lymphatischen Leukamien eine inverse Korrelation zwischen p27X*! und der relativen
Expression von miR-221 / -222 (Visone et al., 2007; Frenquelli et al., 2010; Nassirpour
et al., 2013).

Die Expression von p27XP! wird in verschiedenen soliden Tumoren und CLL
nachweislich durch miR-221 / -222 reguliert (Galardi et al., 2007; Gillies und Lorimer,
2007; Visone et al., 2007; Felicetti et al., 2008; Frenquelli et al., 2010; Nassirpour et al.,
2013). Die Bestatigung von p27%*! als Ziel des Clusters miR-221 / -222 in AML steht
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noch aus. Um p27¥P! als Ziel von miR-221 / -222 in MV4-11 Zellen zu bestatigen
wurden LNA  Knockdown Experimente durchgefiihrt. Die effektive und
sequenzspezifische Gegenstranghemmung des LNA Knockdowns kann zur
Bestatigung der biologischen Funktion von microRNAs herangezogen werden (Orom et
al., 2006). Nach 24 Stunden hatte weder die selektive Transfektion von LNA-221, noch
von LNA-222 einen Effekt auf das Proteinlevel von p27¥Plin MV4-11 Zellen. Wurden
jedoch beide LNA zusammen transfiziert, zeigte sich eine signifikante Erh6hung des
p27€P! Proteinlevels in der FLT3-ITD assoziierten Zelllinie MV4-11.

Da miR-221 und miR-222 einem Gencluster mit identischen Bindesequenzen
angehoren, ist der fehlende Effekt von LNA-221 bzw. LNA-222 mdglicherweise
dadurch bedingt, dass die zweite microRNA den Verlust ausgleicht. Die Ergebnisse
kénnten auch auf einen synergetischen Effekt von miR-221 und miR-222 hindeuten.
Die Untersuchung dieses synergetischen Effektes und deren Auswirkungen missen
noch naher untersucht werden. Da co-exprimierte microRNAs moglicherweise ein
funktionelles Verhéltnis teilen, ist die Zusammenarbeit dieser beiden microRNAs
hochstwahrscheinlich fir die Feinregulation der Gen- und Proteinexpression
verantwortlich (Bartel, 2004). Die Kontrollmechanismen, welche flr die Expression von
co-exprimierten microRNAs verantwortlich sind, wurden noch nicht vollstandig

untersucht.
5.6. Perspektiven

Gesunde Zellen, hdmatologische Erkrankungen und solide Tumore zeigen
unterschiedliche microRNA Expressionsmuster (Garzon et al., 2006). Mehrere Studien
zeigen eine Korrelation zwischen der microRNA Expression und Kklinischen bzw.
prognostischen Parametern (Esquela-Kerscher und Slack, 2006; Cai et al., 2015). Da
die jeweiligen microRNA Expressionsmuster und die untersuchten Erkrankungen
hochspezifisch sind, besteht die Mdglichkeit die microRNAs als ein neues
diagnostisches und prognostisches Mittel einzusetzen. Bereits heute ist es moglich,
verschiedene CLL-Verlaufe anhand ihrer microRNA Expressionsmuster zu
unterscheiden (Calin et al.,, 2005). Neuere Studien zeigen die Mdglichkeit das
Plasmalevel von miR-221 als Marker des pra- und postoperativen Monitoring beim
Larynxkarzinom zu verwenden (Yilmaz et al., 2015).

Neben den diagnostischen Mdglichkeiten sollten sich in der n&heren Zukunft
auch therapeutische Optionen durch die Erforschung der microRNAs, sowie ihrer Ziele
und deren Regulationsmechanismen ergeben. Allerdings muss zunachst geklart
werden, ob die jeweils gefundenen Veranderungen der microRNA Expression auch

urséchlich fur das Auftreten der Erkrankung sind. Gegenstand der aktuellen Forschung
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ist der Grundgedanke microRNAs als Therapieansatz oder zusatzliche Therapieoption
zu ermd@glichen, da microRNAs sowohl als Onkogene und auch als Tumorsuppressor
wirken kénnen (Esquela-Kerscher und Slack, 2006).

In vielen malignen Erkrankungen findet sich eine verminderte microRNA
Expression, daher ist hier die Induktion dieser microRNAs geplant, um die fehlende
Tumorsuppression wieder herzustellen. Eine zweite Variante ist die gezielte
Inhibierung von einzelnen onkogenen microRNAs zur Normalisierung der microRNA
Expressionslevel. Eine microRNA spezifische Hemmung ist unter anderem durch LNA
moglich. Viel versprechende klinische Studien mit speziellen LNA werden bereits bei
Hepatitis C Infektionen durchgefihrt (Janssen et al., 2013). Erste praklinische in vivo
Versuche bei Mausen zeigen die erfolgreiche Verwendung von LNA-i-miR-221 beim
Multiplem Myelom (Di Martino et al., 2014). Eine weitere Mdglichkeit microRNAs als
therapeutisches Mittel zu verwenden, besteht darin, durch diese die Ansprechbarkeit
eines anderen Medikamentes zu veradndern. Der Knockdown von miR-221 / -222 in
Mammakarzinomzelllinien fuhrt zu einer Tamoxifen-induzierten Hemmung des
Zellwachstums und zur Apoptose (Zhao et al., 2008).

Die Wirkung von microRNAs spielt sich klassischerweise  auf
posttranskriptioneller Ebene ab und wird Uber eine Sequenz in der 3'UTR der Ziel-
MRNA vermittelt. Ein gangiges Experiment zur Verifizierung dieser Mechanismen
erfolgt Uber Luciferase-Assays. Die negative regulatorische Wirkung einer microRNA
spiegelt sich in diesem Experiment in der Reduktion der Luziferaseaktivitat wider und
eignet sich somit als weiterfilhrendes Experiment. Des Weiteren ware eine gezielte
Uberexpression der zu untersuchenden microRNA mittels microRNA-mimics zu
erwagen.

Da p27¥Pl unter anderem einen hemmenden Effekt auf den Zellzyklus hat,
eignen sich insbesondere Zellzyklusanalysen, colony-forming assays und
Wachstumskurven als weiterfihrende Experimente. Ferner sollte die Expression von
p27%¥P1 wahrend der Differenzierung von U-937 zu Monozyten / Makrophagen bestimmt
werden. Yaroslavskiy und Kollegen konnten eine Zunahme von p27¥? wahrend der
monozytaren Differenzierung von CD34* Stammzellen nachweisen (Yaroslavskiy et al.,
1999).
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6. Zusammenfassung

MicroRNAs sind kleine, nicht-kodierende RNAs, die in eine Vielzahl von
biologischen Prozessen involviert sind. In dieser Arbeit konnte, mit Hilfe von microRNA
Expressionsanalysen und gRT-PCRs, die erhéhte Expression des microRNA-Clusters
miR-221 / -222 wahrend der Differenzierung von U-937 Zellen zu Monozyten /
Makrophagen nach der Stimulation mit PMA gezeigt werden.

Die Literaturrecherche ergab eine erhdhte Expression des microRNA-Clusters
miR-221 / -222 in diversen soliden Karzinomen und AML-Patientenproben. Zur
weiteren Befundeinordnung wurden verschiedene, Uberwiegend hamatopoetische
Zelllinien auf die Grundexpression dieser beiden microRNAs untersucht. Hierbei zeigte
sich eine erhdhte Expression von miR-221 in der FLT3-ITD assoziierten Zelllinie MV4-
11. FLT3-ITD-Mutationen treten gehauft bei hamatologischen Erkrankungen auf. Die
funktionellen und regulatorischen Aspekte von miR-221 / -222 innerhalb des myeloiden
Systems sind aktuell noch weitgehend unklar. Daher wurden zunéchst Experimente mit
speziellen Proteinkinaseinhibitoren und der FLT3-Rezeptortyrosinkinase zur
Uberprufung der Regulationsmechanismen durchgefiihrt. Die Expression von miR-221
und miR-222 wird durch Proteinkinaseinhibitoren vermindert. Eine Regulation von miR-
221 | -222 Uber den FLT3-ITD-Signalweg konnte in dieser Arbeit jedoch nicht
nachgewiesen werden.

P27%P1 ein bekannter Zellzyklushemmer und Tumorsuppressor, ist in mehreren
soliden Karzinomen ein bestétigtes Ziel von miR-221 / -222. Ferner zeigt sich in
verschiedenen soliden Karzinomen und chronisch lymphatischen Leuka&mien eine
inverse Korrelation zwischen p27¥P! und der Expression von miR-221 / -222. Die in
dieser Arbeit untersuchten Zelllinien und CD34" Stammzellen zeigten keine inverse
Korrelation zwischen p27%P! und miR-221 / -222.

Die Ergebnisse der LNA Knockdown Experimente deuten darauf hin, dass
p27¢P! in der AML-Zelllinie MV4-11 ebenfalls ein direktes Ziel von miR-221 / -222 ist.
Des Weitern deuten die Daten dieser Arbeit auf einen synergetischen Effekt von miR-
221 und miR-222 hin. Weiterfuhrende Experimente zur Erforschung der
Regulationsmechanismen von miR-221 / -222 sowie deren Funktionen in der

Monopoese und Leukamie sind notwendig.
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Thesen

1. PMA induziert die Differenzierung der Zelllinie U-937 zu Monozyten /
Makrophagen.

2. Der Oberflachenmarker CD11b, Zellfarbungen nach Pappenheim und der M-
CSFR koénnen als Marker fur eine erfolgreiche myeloide Differenzierung
verwendet werden.

3. Wahrend der Monopoese kommt es zu Verdnderungen der microRNA
Expression.

4, Die miR-21, miR-23a und miR-221 / -222 sind wéahrend der Differenzierung zu
Monozyten / Makrophagen dauerhaft hochreguliert.

5. Gesunde Zellen und leukamische Zellen zeigen eine unterschiedliche
Expression von miR-221 / -222.

6. In der FLT3-ITD assoziierten Zelllinie MV4-11 zeigt sich eine erhdhte
Expression von miR-221.

PKI hemmen die Expression von miR-221/-222 in der Zelllinie MV4-11.
Die Uberexpression von FLT3-ITD in der Zelllinie U-937 fuihrt nicht zur Induktion
von miR-221 /-222.

9. Die Expression von p27€Pl variiert zwischen CD34* Stammzellen,

10.

leukdmischen Zellen und soliden Karzinomen.
pP27Kirl jst ein Ziel von miR-221 / -222 in der Zelllinie MV4-11.



Anlagen (Tabellen)
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Tabelle 5: MicroRNA Expression in U-937 nach 10 nM PMA nach 12 Stunden.
Dargestellt sind Ratio (PMA / Ethanol), Standardabweichung und p-Wert.

Ratio
Name ID (PMA/Ethanol) Standardabweichung p-Wert
U6-snRNA-2 11279 1.00 +0.04 9.9 x 10
hsa-let-7a 17748 1.65 +0.43 5.4 x 1092
hsa-miR-15b 17280 2.08 + 0.46 9.8 x 1003
hsa-miR-16 10967 1.69 +0.19 2.5x 1072
hsa-miR-20a 10999 2.14 +0.25 2.4 x 102
hsa-miR-21 5740 3.39 +0.70 1.2 x 10702
hsa-miR-23a 11026 1.52 +0.23 1.2 x10°02
hsa-miR-24 17506 4.32 +1.28 5.3 x 10702
hsa-miR-27a 19593 2.74 +0.37 2.9 x 10702
hsa-miR-29a 11039 2.45 +0.44 2.7 x 1002
hsa-miR-29c¢ 11041 1.82 +0.29 2.3 x 10702
hsa-miR-98 11182 2.49 +0.62 3.3x10703
hsa-miR-100 19581 1.96 +0.48 3.6 x 1002
hsa-miR-129-5p 10934 1.86 +0.15 9.8 x 10
hsa-miR-132 10937 2.06 +0.77 2.2 x 10702
hsa-miR-142-5p 19015 1.63 +0.10 2.7 x 10706
hsa-miR-155 10964 6.57 + 2.50 1.4 x 10703
hsa-miR-183 10977 1.87 +0.53 1.6 x 1002
hsa-miR-221 11022 3.19 +0.82 2.8 x10%
hsa-miR-222 11023 6.61 +2.40 1.1x10%
hsa-miR-370 11082 2.21 + 0.67 9.4 x 10703
hsa-miR-411 17482 2.38 + 0.86 3.8 x 10702
hsa-miR-483-3p 13180 2.31 +0.31 1.8x 10703
hsa-miR-
518e*/519a*/519b-
5p/519c-
5p/522*/523* 13137 2.87 +1.13 3.3x 10
hsa-miR-519¢e* 13132 2.80 +0.95 3.7 x 102
hsa-miR-587 17594 4.18 +2.08 2.1x10%
hsa-miR-625 17573 2.12 +0.58 5.2 x 102
hsa-miR-652 17281 2.97 + 1.46 4.7 x 102
hsa-miR-671-5p 17939 2.83 +0.58 7.4 x10703
hsa-let-7e 17751 0.18 +0.18 2.7 x 1002
hsa-miR-30d 19596 0.17 +0.14 7.5x10%
hsa-miR-299-5p 11038 0.31 +0.26 2.8 x 103
hsa-miR-302a 11222 0.26 +0.15 1.0 x 10
hsa-miR-326 11059 0.11 +0.10 4.9x10%
hsa-miR-453 11117 0.27 +0.15 2.0 x 10702
hsa-miR-525-5p 11175 0.52 +0.08 9.1 x 100
hsa-miR-559 14755 0.52 +0.11 5.7 x 10
hsa-miR-592 17312 0.13 + 0.05 1.1x100
hsa-miR-642 17305 0.39 +0.28 2.2 x 102
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Tabelle 6: MicroRNA Expression in U-937 nach 10 nM PMA nach 24 Stunden.
Dargestellt sind Ratio (PMA / Ethanol), Standardabweichung und p-Wert.

Ratio

Name ID (PMA/Ethanol) Standardabweichung p-Wert

U6-snRNA-2 11279 1,01 +0,12 9,9 x 10
hsa-miR-21 5740 2,97 +1,15 1,5x10%
hsa-miR-23a 11026 1,55 +0,12 3,0 x 10%
hsa-miR-221 11022 3,73 +0,51 1,5x 107
hsa-miR-222 11023 5,25 + 0,45 6,1 x 10
hsa-miR-612 17346 1,58 + 0,08 1,8 x 10
hsa-miR-18a 10983 0,40 + 0,08 3,7x 10
hsa-miR-18b 13141 0,36 +0,10 1,7 x 10
hsa-miR-19a 10997 0,38 + 0,06 3,4 x 10%
hsa-miR-20a 11008 0,48 +0,03 7,2x10%
hsa-miR-124 14328 0,26 + 0,10 8,0 x 10%
hsa-miR-142-3p 10947 0,49 + 0,01 1,9 x 101
hsa-miR-185 5560 0,34 + 0,02 2,9 x 10
hsa-miR-199a-5p 19590 0,53 +0,13 1,1 x 1002
hsa-miR-210 13511 0,35 + 0,20 1,0 x 10
hsa-miR-218 11018 0,21 +0,11 4,2 x10%
hsa-miR-326 11059 0,11 + 0,02 2,5x100
hsa-miR-361-5p 14301 0,33 +0,11 1,5x 107
hsa-miR-375 11088 0,40 +0,13 1,9 x 10
hsa-miR-378 11105 0,48 +0,14 5,1 x 10%
hsa-miR-382 11097 0,37 + 0,06 1,5x 100
hsa-miR-451 11248 0,28 +0,19 1,2 x 1002
hsa-miR-494 14287 0,33 + 0,03 6,6 x 10%
hsa-miR-503 11135 0,37 +0,12 7,7 x 10
hsa-miR-515-5p 11149 0,29 +0,12 1,2 x10%
hsa-miR-518c* 13131 0,27 + 0,06 4,7 x 103
hsa-miR-542-3p 14315 0,09 + 0,08 1,8 x 107
hsa-miR-583 17295 0,16 + 0,05 9,4 x 10%
hsa-miR-593* 17564 0,43 + 0,08 5,2 x 10
hsa-miR-617 17552 0,25 +0,13 1,4 x 1002
hsa-miR-628-3p 17471 0,30 +0,19 8,4 x 10
hsa-miR-642 17305 0,34 + 0,06 3,9 x 10
hsa-miR-769-3p 17809 0,38 + 0,26 3,3x10%
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Tabelle 7: MicroRNA Expression in U-937 nach 10 nM PMA nach 48 Stunden.
Dargestellt sind Ratio (PMA / Ethanol), Standardabweichung und p-Wert.

Ratio
Name ID (PMA/Ethanol) Standardabweichung p-Wert
U6-snRNA-2 11279 1.00 +0.03 9.81 x 10™
hsa-let-7c 19004 3.81 +1.88 3.44 x 10
hsa-miR-21 5740 2.85 + 0.50 2.46 x 10%
hsa-miR-23a 11026 1.90 +0.15 5.73 x 10%
hsa-miR-99a 11183 2.22 +0.70 3.91x 10
hsa-miR-
129*/129-3p 11200 4.48 +1.57 4.08 x 10
hsa-miR-141 10946 6.34 +3.80 2.44 x 10%
hsa-miR-142-3p 10947 1.86 +0.01 9.67 x 10°*
hsa-miR-142-5p 19015 1.32 + 0.06 1.27 x 1002
hsa-miR-192 13172 3.22 +2.00 9.85 x 10%
hsa-miR-193b 10987 2.06 +0.43 1.00 x 10
hsa-miR-215 11015 9.87 +7.98 9.89 x 10%
hsa-miR-221 11022 2.55 +0.80 9.19 x 10
hsa-miR-222 11023 1.60 + 0.40 1.96 x 102
hsa-miR-376a 11089 1.92 +0.40 3.58 x 103
hsa-miR-429 13171 4.40 +2.48 3.20 x 103
hsa-miR-483-3p 13180 3.61 +1.45 1.27 x 104
hsa-miR-484 13181 1.84 +0.11 3.91 x 102
hsa-miR-516b 11151 3.16 +1.23 458 x 10
hsa-miR-518a-
5p/527 11177 2.20 +0.09 1.94 x 103
hsa-miR-553 17271 1.97 +0.47 1.57 x 102
hsa-miR-606 17387 1.74 +0.23 3.30 x 104
hsa-miR-612 17346 1.36 +0.13 3.78 x 102
hsa-miR-626 17351 3.17 +1.91 1.59 x 102
hsa-miR-635 17391 4.16 +1.62 2.10x 10
hsa-miR-649 15619 6.39 + 4.67 2.82 x 10
hsa-miR-661 17582 419 +1.14 6.51 x 10%
hsa-miR-18a 10983 0.43 +0.20 1.48 x 1092
hsa-miR-18b 13141 0.33 + 0.07 4.92 x 1006
hsa-miR-19a 10997 0.31 + 0.05 4.43 x 10
hsa-miR-19b 10998 0.40 +0.13 3.14 x 103
hsa-miR-29a 11039 0.47 +0.10 6.80 x 10%
hsa-miR-106a/17 17605 0.50 +0.10 9.22 x 103
hsa-miR-152 17676 0.11 + 0.06 8.70 x 10
hsa-miR-197 10992 0.11 +0.11 5.19 x 104
hsa-miR-494 14287 0.43 +0.04 3.50 x 109
hsa-miR-497 11129 0.05 + 0.05 5.49 x 103
hsa-miR-592 17312 0.17 + 0.08 8.75 x 10
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