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1.  Einleitung

Akute Leukdmien sind bis zum heutigen Tage Erkrankungen, die hdufig zum Tode fiihren.
Die Erforschung der Entstehung dieser Krankheiten sowie die Entdeckung neuer Therapie-
moglichkeiten stehen daher weiterhin im Fokus. Vor kurzer Zeit entdeckte regulative Molekii-
le, die microRNAs, spielen in vielen malignen Erkrankungen eine herausragende Rolle. Wel-
che Rolle der miR-155 in akuten Leukdmien zukommt, soll in dieser Arbeit anhand von Un-

tersuchungen an Zelllinien und klinischen Daten dargestellt werden.

1. Einleitung

1.1. microRNAs

Eine Zelle ist dulleren Einfliissen ausgesetzt, welche sich stindig dndern. Um sich den
Gegebenheiten anzupassen, sind evolutiondr verschiedene Regulationsmechanismen entstan-
den, die den Stoffwechsel auf die dulleren Gegebenheiten einstellen. Einer dieser Mechanis-
men wurde in der Mitte der 1990er-Jahre entdeckt und wird als RNA-Interferenz (RNA1) be-
zeichnet.[1] Der Mechanismus beruht auf komplementidrer Basenpaarung zwischen RNA-
Strangen und wird durch einen Multiproteinkomplex vermittelt. Die Ausbildung doppelstran-
giger RNA fiihrt zu einer Inhibition der Proteinsynthese und damit zu einer Kontrolle der Ex-
pression proteinkodierender Gene. Eine Klasse von einzelstringigen RNAs, die die sequenz-
spezifische Regulation zielgerichtet ermodglichen, wird microRNAs genannt. Der Mechanis-
mus der RNA-Interferenz ist evolutiondr hoch konserviert und findet sich sowohl in pflanzli-

chen als auch in tierischen Zellen.[2]

microRNAs (miRNAs, miRs) sind kleine einzelstringige RNA-Molekiile mit einer Linge
von ungefihr 21 Nukleotiden.[3] Thre spezifische Sequenz bildet die Erkennungseinheit fiir
den Multiproteinkomplex RISC (RNA Induced Silencing Complex). Dieser Komplex bindet an
die Ziel-RNA und greift regulativ in den Translationsmechanismus oder die Stabilitit der
mRNA ein. miRNAs regulieren eine Vielzahl von zelluldren Prozessen. Zu diesen gehoéren
Stoffwechselprozesse, eine Vielzahl von Signaltransduktionswegen, aber auch die Regulation
des Zellzyklus, der Differenzierung und der Steuerung von Apoptose und Nekrose. Welche
Schliisselrolle den miRNAs in der Regulation der Zellhomdostase zukommt, erkennt man an
der Tatsache, dass mehr als 60 Prozent aller proteinkodierenden Gene durch miRNAs regu-
liert werden.[4] microRNAs sind eine Klasse von nichtproteinkodierenden Genen, die selbst

in verschiedenen Spezies dhnliche Sequenzen aufweisen. Beispielsweise zeigen ca. 55 Pro-
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zent der menschlichen miRNA-Sequenzen Homologien in Caenorhabditis elegans und Dro-

sophila melanogaster.[5]

Im menschlichen Genom werden von der Datenbank miRNA database (www.mirbase.org)
aktuell (Stand: November 2015) 2.588 miRNA-Sequenzen gelistet. Die Gene dieser miRNAs
liegen haufig (> 40 Prozent) in Clustern und sind im gesamten Genom verteilt.[6] Diese Clus-
ter werden als transkriptionelle Einheit abgelesen und als polycistronischer Vorldufer weiter
prozessiert.[7] miRNA-Gene konnen jedoch auch einzeln in nicht-proteinkodierenden Ab-
schnitten oder in Exons bzw. Introns von proteinkodierenden Genen liegen. Die meisten
miRNAs haben mehrere Isoformen, die sich nur in den Nukleotidpositionen 2-7 gleichen.
Dieser Bereich wird als Seed-Region bezeichnet und ist fiir die komplementire Basenpaarung
zwischen microRNA und Ziel-RNA essenziell. Da sie in den anderen Positionen voneinander
abweichen, wird vermutet, dass sich ihre Funktionen durch Variabilitit an diesen Stellen un-

terscheiden.[8]

In malignen Erkrankungen spielt die Dysregulation von miRNAs eine grofe Rolle. Ma-
ligne entartete Zellen zeigen haufig zytogenetische Auffilligkeiten wie Translokationen, De-
letionen, Inversionen oder Amplifikationen. Diese beruhen auf Strangbriichen der DNA. Die
fragilen Regionen, in denen es hdufig zu Strangbriichen kommt, kodieren hdufig fiir miRN-
As.[9] Verdnderungen an diesen Stellen fithren potenziell zu Dysregulation bzw. Depression
der miRNA-Expression. Auch andere Mechanismen, wie epigenetische Verdnderungen, Mu-
tationen oder Defekte der miRNA-Biogenese konnen zu einer verdnderten Expression der
miRNAs flihren. Deregulierte miRNAs konnen durch die Beeinflussung nachgeschalteter
Signalwege als Onkogene oder Tumorsuppressorgene einen Einfluss auf den Stoffwechsel
und die Genese maligner Erkrankungen haben.[10-12] Die Biogenese und der Wirkungsme-

chanismus der microRNAs sind im Folgenden detailliert dargestellt.

1.1.1 Biogenese

Die Biogenese der miRNAs erfolgt in mehreren enzymatischen Schritten und ist auf ver-
schiedene Zellkompartimente verteilt. Das Primartranskript des miRNA-Gens wird typi-
scherweise von der Polymerase II (Pol II) synthetisiert.[ 13] Die Transkripte weisen eine Lan-
ge von mehreren Kilobasen auf und werden posttranskriptionell polyadenyliert und mit einer

5'-Kappe versehen. Intramolekulare Basenpaarungen fithren zu der typischen Struktur der
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sogenannten primary-microRNA (pri-miRNA), die eine Haarnadelstruktur und zwei einzel-

stringige Arme aufweist.[14]

Bereits im Zellkern werden die pri-miRNAs gespalten. GroBle Teile der einzelstringigen
Sequenzen werden durch diesen Schritt abgetrennt. Dies geschieht durch die Endonuklease
RNAse III Drosha.[15] Drosha bildet zusammen mit anderen Kofaktoren einen Multiprotein-
komplex, der als Mikroprozessor bezeichnet wird. Ein wesentliches Element dieses Komple-
xes ist das Protein DGCRS (DiGeorge Syndrome Critical Region §). Die kurzen Haarnadel-
strukturen, die von Drosha entlassen werden, zeigen eine Grofle von 60 bis 70 Nukleotiden.
Die sogenannten premature-microRNAs (pre-miRNAs) besitzen nach der Spaltung ein Phos-

phat am 5'-Ende und einen zwei Nukleotide langen Uberhang am 3'-Ende.[16]
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Abbildung 1: Biogenese der miRNAs

Schematisch dargestellt ist die Biogenese und die Prozessierung der miRNAs aus Luo et
al.[17] Pol Il: Polymerase I, A: Adenin, N: Nukleotid, P: Phosphat
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Der Transport der pre-miRNAs in das Zytosol erfolgt iiber das Kanalprotein Exportin-5
(Exp5). Dazu bedarf es der GTPase Ran, die mit Exportin und den pre-miRNAs einen Kom-
plex bildet. Durch Hydrolyse von GTP werden die pre-microRNAs in das Zytosol entlassen.
Der Transport aus dem Kern in das Zytosol findet dabei unabhingig von der Sequenz der

miRNASs statt.[ 18]

Im Zytosol erfolgt eine weitere Spaltung der Transkripte, wodurch die miRNAs ihre end-
giiltige Struktur erhalten. Die Spaltung der pre-miRNAs iibernimmt eine weitere RNAse 111
namens Dicer.[19, 20] Diese Endonuklease schneidet zwei helikale Drehungen entfernt vom
Ende der Haarnadelstruktur beide komplementdre Stringe und trennt somit die Schleife vom
Doppelstrang. Die Doppelstringe bestehen nun aus zwei liber Wasserstoffbriickenbindungen
verbundenen Stringen, von denen der eine als miRNA und der andere als miRNA* bezeich-
net wird. (Da neuerdings mehrere Beispiele entdeckt wurden, bei denen beide Strdnge zu ei-
ner reifen miRNA prozessiert werden konnen, werden diese auch mit dem Suffix -3p oder -5p
unterschieden, je nachdem, von welchem Strang diese entstammen.) Auch diese zweite Spal-
tung erfolgt in einem Multiproteinkomplex, der auch an der Selektion des Stranges und der
Einbettung der miRNA in den RISC-Komplex beteiligt ist. Die Proteine TRBP (TAR RNA-
binding protein) und PACT (Protein activator of PKR) sind integrale Bestandteile dieses
Komplexes.[21, 22]

Von dem RNA-Duplex, bestehend aus miRNA und miRNA*, wird haufig nur ein Strang
in den RISC aufgenommen, wihrend der andere degradiert wird. Welcher der beiden Stréange
aufgenommen wird, hingt hauptsidchlich von der thermodynamischen Stabilitidt des Doppel-
stranges ab. Der Strang, der an seinem 5'-Ende eine labilere Basenpaarung aufweist, wird ge-
wohnlich in den Komplex aufgenommen.[23, 24] Am Beladen des RISC sind verschiedene
Proteine beteiligt, die zusammen den sogenannten RISC Loading Complex (RLC) bilden. Die-
ser Komplex wird unter anderem aus Dicer, TRBP und Argonautproteinen (AGO) gebildet.
Nach der Prozessierung der pre-microRNA durch Dicer wird der RNA-Duplex vermutlich
durch TRBP gebunden und an das Argonautprotein weitergegeben.[25, 26] Es existieren je-
doch Hinweise darauf, dass noch andere Faktoren an der Selektion des Stranges beteiligt sind.

Der genaue Mechanismus ist jedoch noch unbekannt.[27]

Die Biogenese der microRNAs wird durch verschiedene Mechanismen kontrolliert. Zum
einen kann die Expression der Gene, welche fiir miRNAs kodieren, reguliert werden. Auf3er-
dem erfolgt eine Regulierung auf verschiedenen Stufen der Prozessierung. Die Prozessierung

der Vorstufen durch die Enzyme Drosha und Dicer wird sowohl durch Expressionskontrolle
4
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der Enzyme als auch durch deren Kofaktoren reguliert. Die Desaminierung von Adenosin zu
Inosin durch Adenosin-Desaminasen (ADAR) oder andere posttrankriptionelle Modifikatio-
nen sind weitere Mechanismen, die an der Kontrolle der miRNA-Expression beteiligt sind

(Ubersichtsartikel von Krol et al.[28]).

1.1.2. Wirkungsmechanismus

Der Mechanismus, durch welchen miRNAs auf die Proteinsynthese Einfluss nehmen, ist
ein Vorgang, der intensiv erforscht wird. Uber den Wirkmechanismus der miRNAs wurden
bereits viele teils widerspriichliche Studien verdffentlicht. Der Komplex RISC mit seinen Un-
tereinheiten ist maf3geblich an der Vermittlung der Regulation beteiligt. Schliisselproteine des
RISC sind die Argonautproteine. Im menschlichen Genom existieren vier Klassen von Argo-
nautproteinen (AGO I - IV).[29] All diese Isoformen sind an der Repression der Translation
beteiligt.[30] Eine andere wichtige Proteinklasse, die an der RNA-Interferenz teilnimmt, ist
die GW182-Proteinfamilie. Diese Proteine sequestrieren mit RISC und der Ziel-mRNA in
cytosolischen Kompartimenten, welche man P-Korper nennt. Ob die Sequestrierung der
RNA-Duplexe in P-Korpern die Ursache der Regulation oder eine Folge dessen ist, ist noch

nicht vollstandig geklért.[31]

Drei mogliche Wege der Regulation der Proteinsynthese durch miRNAs werden postu-
liert. Der erste Weg besteht in der direkten Spaltung der mRNA an der Stelle der Bindung der
miRNA. Dieser Weg ist vor allem typisch fiir pflanzliche Zellen.[32] Fiir die Spaltung der
mRNA ist eine nahezu perfekte Komplementaritdt der miRNA zur jeweiligen Ziel-mRNA
notwendig. Einzelne nicht komplementére Basenpaare konnen dabei toleriert werden. In hu-
manen Zellen spielt der Weg der direkten Spaltung nur eine untergeordnete Rolle, da die
mRNAs in der Regel keine perfekte Komplementaritit aufweisen.[33] Bislang wurde nur die
humane miRNA-196a beschrieben, die eine fast perfekte Basenpaarung mit der mRNA
HOXBS8 eingeht und diese durch enzymatische Spaltung reguliert.[34] Dementsprechend
zeigt nur eine Isoform der AGO-Proteinfamilie, Ago2, katalytische Aktivitat. Sie ist fiir die
direkte Spaltung der mRNA verantwortlich.[35] Einzelnukleotid-Polymorphismen (SNP),
welche im Bindungsbereich der miRNAs liegen, beeinflussen die Bindung und koénnen zu

einer interindividuellen Anderung der Expression der Ziel-mRNA fiihren.[36]

Ein weiterer Weg der Regulation des Proteoms wird durch Repression der Translation er-
reicht. Die ersten Studien zu diesem Thema zeigten, dass miRNAs kaum Einfluss auf die

5
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mRNA-Quantitéit besitzen, sondern nur die Translation inhibieren. Einige Studien, die diesen
Weg postulierten, deuteten darauf hin, dass die Proteinsynthese nach der Initiation der Trans-
lation stattfindet.[37, 38] Die regulierten mRNAs kosedimentierten in der Zuckergradienten-
Zentrifugation mit Polyribosomen, weshalb davon ausgegangen wurde, dass die Inhibition zu
einem Zeitpunkt nach der Initiation stattfand.[39] AuBerdem konnte gezeigt werden, dass
miRNAs zu einem vorzeitigen Beenden der Transkription und einer Dissoziation der Riboso-
men noch vor dem eigentlichen Stopp-Codon fiihrten.[40] Andere Arbeiten wiederum beleg-
ten, dass die inhibierte mRNA nicht mit Polyribosomen kosedimentierte.[41] Diese Studien
deuteten darauf hin, dass die Repression zum Zeitpunkt der Initiation der Translation stattfin-
det. Mathonnet et al. fanden heraus, dass eine 5'-cap-Struktur fiir die Repression erforderlich
ist und dass die Repression durch Interaktion mit dem Cap-bindenden Komplex elF4F zu-
stande kommt.[42] Eine andere Studie zeigte eine mogliche Interaktion mit dem Initiations-
faktor eIF4E. Die Assoziation der beiden Ribosomen zu einem fertigen 80S-Ribosom wird

vermutlich durch RISC kontrolliert.[43]

AuBerdem wurde ein dritter moglicher Weg entdeckt. Mehrere Ver6ffentlichungen wiesen
daraufhin, dass die miRNAs sehr wohl einen Einfluss auf das mRNA-Niveau haben kon-
nen.[44] Der Bindung der miRNA folgt die Destabilisierung und Degradierung der
mRNA.[45] Der erste Schritt in der Degradierung der mRNA erfolgt durch Abspaltung des
Poly(A)-Schwanzes.[46] An der Deadenylierung der mRNA ist der CCR4-NOT-Komplex
beteiligt. Auch nicht adenylierte mRNAs werden von miRNAs durch Degradierung reguliert.
Fiir diese mRNAs besteht der erste Schritt in der Abtrennung der 5'-Cap-Struktur. Beide
Schritte werden durch die Degradierung der mRNA gefolgt.[47]

All diese Berichte legen nahe, dass die Kontrolle der Proteinsynthese durch miRNAs ein
komplexer Vorgang ist, der sowohl die Repression der Translation als auch die Degradierung
der mRNA beinhalten kann.[48] Entgegen der bisherigen Auffassung, dass miRNAs die Inhi-
bition der Translation bedingen, konnten zwei andere Berichte zeigen, dass miRNAs nicht nur
einen inhibitorischen Effekt auf die Proteinsynthese haben konnen, sondern die Translation
steigern konnen. Auch dies geschieht sequenzspezifisch durch Bindung an AU-reichen Regi-

onen in der 3'-UTR oder der 5'-UTR.[49, 50]
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1.2.  Die microRNA-155

Das Gen MIR155HG (miR-155 Host Gene), welches fiir die miR-155 kodiert, liegt auf
dem langen Arm des Chromosoms 21 (Gen-Lokus 21qg21.3). Es wird auch als BIC (B cell
Integration Cluster) bezeichnet. Dieses nicht proteinkodierende Gen wurde zunichst bei Vo-
geln als Ort der Integration flir das Vogelleukose Virus (ALV) beschrieben.[51] Erst spéter
konnte die miR-155 als Produkt des Gens identifiziert werden.[52, 53] Das Gen beinhaltet
eine typische TATA-Box zur Bindung der RNA-Polymerase sowie Bindungsstellen fiir Tran-
skriptionsfaktoren wie AP-1 (Activator Protein), c-ETS und NF-xB.[53, 54] NF-xB ist vor
allem an der Regulation des Immunsystems beteiligt. Eine weitere Bindungsstelle bindet die
Transkriptionsfaktoren der SMAD-Proteinfamilie, die die Synthese von TGF(-abhingigen
(Transforming Growth Factor) Genen regulieren. Somit wird auch die Expression von BIC

(MIR155HG) durch TGFB induziert.[55]

Die miR-155 spielt im Immunsystem eine wichtige Rolle. Der Antigenkontakt von Lym-
phozyten und Makrophagen fiihrt zu einer starken Induktion der BIC-Expression.[53, 56]
Auch die Reifung der naiven Immunzellen und die Keimzentrumsreaktion ist auf BIC/miR-
155 angewiesen.[57-59] Die miR-155 scheint an der akuten GVHD (Graft-Versus-Host-

Desease) nach Stammzelltransplantation beteiligt zu sein.[60]

Auch in der Reifung antigenprisentierender Zellen spielt die miR-155 eine grofe Rol-
le.[61] Die miR-155 hemmt in dendritischen Zellen eine tiberschieBende Immunantwort durch
Hemmung der Produktion von IL-1.[62] Aulerdem wurde in dendritischen Zellen erstmals
gezeigt, dass auch die miR-155* (miR-155-3p), die weitestgehend komplementir zur miR-
155 (miR-155-5p) ist und aus der selben pre-miRNA prozessiert wird, ebenfalls eine Wirkung
besitzt und die Funktion der miR-155 teilweise antagonisiert.[27]

Neben der Funktion im Immunsystem konnte gezeigt werden, dass die miR-155 in vielen
soliden Tumoren, aber auch hdmatologischen Erkrankungen dereguliert ist. So konnte eine
vermehrte Expression in Mammakarzinomen, Zervixkarzinomen und Bronchialkarzinomen
nachgewiesen werden.[63—-65] Im Falle des Mammkarzinoms waren hohe Expressionswerte
der miR-155 auch mit einem schlechteren Uberleben sowie einem héheren Entdifferenzie-
rungsgrad und Stadium der Erkrankung assoziiert.[63] Bei Patienten mit Bronchialkarzinom
zeigten sich hohere Expressionswerte bei fortgeschrittenem Stadium.[65] In soliden Tumoren
scheint die miR-155 eine Rolle bei der durch TGFf induzierten Migration und Metastasierung

von Zellen zu spielen.[55]
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Im Blut ist die miR-155 in allen gesunden kernhaltigen Populationen nachweisbar. So-
wohl myeloische als auch lymphatische Zellreihen exprimieren die miR-155.[66] Eine hohe
Expression wurde in pluripotenten HSZ gefunden.[67] In vielen hdmatologischen Neoplasien
wurde eine hohe Expression der miR-155 nachgewiesen.[52, 68, 69] Besonders stark ist die
miR-155 in diffus groBzelligen B-Zell-Lymphomen (DLBCL) exprimiert.[70] In Burkitt-
Lymphomen (BL) war die miR-155 nur in den Fillen erhoht, die eine latente Infektion mit
dem Epstein-Barr-Virus (EBV) aufwiesen.[71, 72]

In Zellen der chronisch lymphatischen Leukdmie (CLL) fand sich ebenfalls eine hohe Ex-
pression der miR-155 im Vergleich zu gesunden B-Lymphozyten.[73—75] Analysen des Ge-
noms zeigten, dass die Kopieanzahl des Gens BIC nicht verdndert war und dass eine Amplifi-
kation nicht stattgefunden hatte. Die vermehrte Expression kommt somit vermutlich durch

eine Fehlregulierung auf transkriptioneller oder posttranskriptioneller Ebene zustande.[76]

Es konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression der miR-155 in reifen Lymphozyten
zu einer lymphoproliferativen Erkrankung fiihrt.[77] Eine Uberexpression der miR-155 in
HSZ fiihrt hingegen zu einer Expansion der Granulozyten und Monozyten im Knochenmark
mit Dysplasien. AML-Patienten weisen eine hohere Expression der miR-155 im Knochen-
mark auf als gesunde Probanden.[56] Aus diesen Untersuchungen ergibt sich die Frage nach
der Expression der miR-155 in unterschiedlichen Leukémieentititen und deren Einfluss auf

das Zellwachstum.

Schon viele Gene, deren Expression durch die miR-155 reguliert werden, konnten identi-
fiziert werden.[57] SHIP1, eine Phosphatase, welche die enzymatische Hydrolyse des Phos-
phatidylinositol-(3,4,5)-trisphosphates katalysiert, konnte als Zielgen identifiziert werde.[78,
79] SHIP1 als Zielgen der miR-155 ist dabei besonders interessant, da eine alleinige Suppres-
sion von SHIP1 in HSZ zu einer myeloproliferativen Erkrankung, dhnlich wie bei Uberex-
pression der miR-155, fiihrt.[78] Die Bindungsstelle der miR-155 mit der mRNA von SHIP1
ist in der folgenden Abbildung dargestellt.
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Abbildung 2: Bindungsstelle der miR-155 mit der mRNA von SHIP1[79]
Die Grafik zeigt die Bindungsstelle der miR-155 mit der mRNA von SHIP1.

Moglicherweise bildet die miR-155 ein wichtiges Verbindungsstiick zwischen Entziin-
dungsreaktionen und Krebs und die Induktion in Entziindungsprozessen besitzt vermutlich

eine onkogene Wirkung.[80]

1.3. Akute Leukdmien

Akute Leukdmien sind maligne Erkrankungen des blutbildenden Knochenmarks, die
durch eine enthemmte Proliferation himatopoetischer Vorldauferzellen und einer blockierten
Differenzierung zu reifen Zellen gekennzeichnet sind. Im Gegensatz zu chronischen Leuké-
mien, die einen jahrelangen Verlauf zeigen, fithren akute Leukd@mien unbehandelt innerhalb
weniger Wochen bis Monaten zum Tod. Die ungehemmte Proliferation der malignen Zellen
fiihrt zu einer Verdrangung des gesunden Knochenmarks. Die Abnahme der gesunden, funk-
tionstiichtigen Zellen im Blut bestimmen die klinischen Symptome und machen den tédlichen

Charakter der Erkrankung aus.

Je nach Differenzierung in Zellen der myeloischen oder der lymphatischen Reihe unter-
scheidet man akute lymphatische von akuten myeloischen Leukdmien. Beide lassen sich
durch morphologische, immunhistochemische und durchflusszytometrische Techniken weiter

unterteilen.

Wihrend in der Erforschung und Behandlung der akuten Leukdmien im Kindesalter in
den vergangenen Jahren rasante Fortschritte gemacht wurden und heute ca. 90 Prozent aller
Kinder in entwickelten Landern dauerhaft geheilt werden konnen, sind die Erfolge in der Be-
handlung Erwachsener mit einer akuten Leukédmie noch unbefriedigend.[81] Etwa 80 Prozent
der erwachsenen Patienten mit AML erreichen zwar eine komplette Remission (CR), was
bedeutet, dass leukdmische Blasten in Blut und Knochenmark nicht mehr nachgewiesen wer-

den konnen. Die Fiinf-Jahres-Uberlebensrate (5-JUR) betriigt dennoch nur etwa 40 Prozent,
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was an der hohen Rezidivrate liegt.[82] Innovative Behandlungsmethoden, wie die allogene

Stammzelltransplantation, kénnen die 5-JUR auf nahezu 60 Prozent steigern.[83]

Es konnten bisher verschiedene Ausldser einer Leukédmie identifiziert werden. Neben io-
nisierender Strahlung scheinen auch Benzole verantwortlich zu sein. Die genauen pathogene-
tischen Zusammenhinge sind jedoch noch ungeklart. Es wird jedoch eine multi-step-Genese
mit mehreren genetischen Schiadigungen bis zur Entwicklung des malignen Zellklons ange-
nommen. Eine vorangegangene maligne Erkrankung, welche mit Zytostatika behandelt wur-
de, stellt einen weiteren Risikofaktor fiir die Entwicklung einer Leukdmie dar. Patienten mit
angeborenen genetischen Syndromen, wie beispielsweise dem Down-Syndrom (Trisomie 21)
oder der Fanconi-Andmie (Chromosomenbruchsyndrom), zeigen auch eine erhohte Inzidenz
fiir diese Erkrankung. Akute Leukdmien, die nach zytostatischer Therapie, sowie solche, die
auf dem Boden eines Myelodysplastischen Syndroms (MDS) oder eines Myeloproliferativen
Syndroms (MPS) entstehen, werden als sekundire Leukdmie bezeichnet und den priméren

Leukdmien gegeniibergestellt.

Nach den aktuellen Kriterien der WHO wird die Diagnose einer akuten Leukdmie gestellt,
wenn sich mehr als 20 Prozent leukdmische Blasten im Knochenmark befinden und sich diese
der myeloischen oder der lymphatischen Reihe zuordnen lassen.[84] Im Folgenden sollen die

akute myeloische und lymphatische Leukdmie néher betrachtet werden.

1.3.1. Akute lymphatische Leukdmien

Die Blasten der akuten lymphatischen Leukédmie (ALL) zeigen eine Differenzierungsten-
denz, die der Lymphopoese entspricht. Es konnen Zellen der B- sowie der T-Zellreihe betrof-
fen sein. Insgesamt ist die akute lymphatische Leukdmie eine seltene Erkrankung. Sie kommt
heute mit einer Inzidenz von 1,5 Fillen pro 100.000 Einwohner und Jahr bezogen auf alle
Altersgruppen vor. Zwei Haufigkeitsgipfel lassen sich erkennen. Der Erste liegt im Kindesal-
ter zwischen dem zweiten und fiinften Lebensjahr und stellt in dieser Altersgruppe mit einem
Anteil von ca. 25 Prozent die hdufigste maligne Erkrankung dar. Nach dem 60. Lebensjahr
steigt die Inzidenz erneut an und zeigt hier einen weiteren Haufigkeitsgipfel um das 80. Le-

bensjahr.
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Die Einteilung der ALL erfolgt durch Immunphénotypisierung. Nachfolgende Tabelle
zeigt die ALL-Subtypen, die charakteristischen Oberflichenmarker sowie deren Inzidenzen

im Erwachsenenalter.

Tabelle 1: ALL-Subtypen[85]

Subtyp Marker Inzidenz
B-Vorlaufer-ALL HLA-DR+, CD19+ 72 %
u./o. CD79a+,
CD22+
Pro-B-ALL Keine zusédtzlichen 11 %
Marker
Common-B-ALL CD10+ 49 %
Pra-B-ALL CD10+/-, cylgM+ 12 %
Reife B-ALL sIGM+, CD10+/- 4%
T-Linien-ALL cy o. sCD3+, CD7+ 24 %
Frithe T-ALL CD2-, sCD3-, 6 %
CDla-
Thymische T-ALL CD2+, CD5+, 12 %
CDla+, sCD3+/-
Reife T-ALL CD2+, CD5+, 6 %
CD3+, CDla-

Fiir die Prognose und nicht zuletzt die Therapieentscheidung von Patienten mit ALL spielt
die Identifizierung prognostischer Faktoren eine gro3e Rolle. Das Alter, die Leukozytenzahl
bei Diagnose und der Immunphénotyp sind klinische Faktoren, die klassischerweise fiir die
Einteilung in Risikogruppen genutzt werden. Diese prognostischen Faktoren werden jedoch
zunehmend durch zytogenetische und molekularbiologische Faktoren ersetzt. Die folgende
Tabelle zeigt zytogenetische Faktoren, welche in multizentrischen Studien als prognostisch

relevant identifiziert wurden.
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Tabelle 2: Zytogenetische Risikofaktoren nach Rowe[86]

Risikogruppe Aberration

Giinstige Prognose Starke Hyperdiploidie, del(9q)
t(9;22), t(4;11), t(8;14), Schwache Hypodiploi-

Ungiinstige Prognose . S
dien/Fast Triploidie, Komplexer Karyotyp

Uneindeutige Datenlage t(1;19)

Uber die zytogenetischen Faktoren hinaus sind molekularbiologische Faktoren identifi-
ziert worden, die einen Einfluss auf die Prognose haben. Aktivierende Mutationen des
NOTCHI1- oder des FXBW7-Gens sind mit einer giinstigen Prognose assoziiert. Aulerdem
konnten sie in Zukunft einen pradiktiven Wert bekommen, da sie einen Signalweg aktivieren,
welcher durch Gamma-Sekretase-Inhibitoren selektiv gehemmt werden kann. Die Mutation
des BAALC-Gens ist ein prognostisch ungiinstiger Faktor, sowohl in B-ALL als auch in T-
ALL. Auch die Deletionen oder Mutation des IKAROS-Zinkfinger1-Gens (IKZF1) gehen mit

einer ungiinstigen Prognose bei der B-ALL einher.[86]

1.3.2. Akute myeloische Leukdmien

Akute myeloische Leukdmien (AML) sind iiberwiegend Erkrankungen des Erwachsenen-
alters. Die Jahresinzidenz betrigt 2,5 Fille pro 100.000 Einwohner. Mit 80 Prozent stellt die

AML die hdufigste Form der akuten Leukdmien im Erwachsenenalter dar.

Akute myeloische Leukdmien werden nach der FAB-Klassifikation in acht Untergruppen
(M0-M7) unterteilt. Der Subtyp MO wird als minimal differenzierte AML bezeichnet und ist
nur immunphanotypisch den AML zuzuordnen. Die nachfolgende Tabelle gibt die Untergrup-

pen der AML sowie deren Inzidenzen wieder.
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Tabelle 3: FAB-Klassifikation der AML

Subtyp Morphologisches Bild Inzidenz
MO Minimal differenzierte AML 5-10%
M1 AML ohne Ausreifung 10-20 %
M2 AML mit Ausreifung 3045 %
M3 Akute Promyelozyten-Leukédmie (APL) 510 %

M3V Variante mikrogranuldre APL
M4 Akute myelomonozytire Leukémie
M4 Eo Akute myelomonozytire Leukédmie mit 20 %
Eosinophilie
M5 Akute monozytire Leukdmie 10 %
M6 Akute Erythroleukdmie 5%
M7 Akute megakaryozytire Leukdmie 5%

Die Einteilung der WHO orientiert sich dagegen mehr an klinischen Aspekten und bezieht
die Atiologie der Leukémien mit ein. Diese Einteilung hat sich in der Praxis als aussagekrifti-
ger erwiesen, weshalb die morphologische Einteilung der FAB mehr und mehr in den Hinter-
grund geriét. Die folgende Tabelle zeigt die vier Gruppen der akuten Leukdmien, die von der

WHO unterschieden werden.[84]

Tabelle 4: WHO-Klassifikation der AML [84]

Subtyp Beschreibung
I AML mit definierten zytogenetischen Aberrationen
II AML mit MDS &dhnlichen Verdanderungen
III Therapiebedingte AML und MDS
v Andere Formen der AML (z. B. einige FAB-Subtypen)

Auch die AML wird in verschiedene Risikogruppen eingeteilt, welche nicht zuletzt fiir die
Therapieentscheidung bedeutend sind. Schon lidnger als bei den ALL erfolgt die Einteilung

anhand von zytogenetischen Aberrationen und molekularen Markern. Diese zytogenetischen

13
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Aberrationen und molekularen Auffélligkeiten wurden in multizentrischen Studien als prog-
nostisch bedeutend identifiziert. In der nachfolgenden Tabelle ist die Einteilung der AML in

prognostische Risikogruppen nach Grimwade und Hills zusammengestellt.

Tabelle 5: Risikogruppen nach Grimwade und Hills[87]

Risikogrupe Aberrationen

Giinstige Prognose t(15;17), t(8;21), inv(16)

Intermedidre Prognose Normaler Karyotyp oder andere Aberrationen
abn(3), inv(3), add(5q), del(5q), add(7q), t(6;11),
Ungiinstige Prognose | t(10;11), t(9;22), abn(17p), -5, -7, -17, komplexer

Karyotyp (> 3 Aberrationen)

Auch bei der AML sind molekularbiologische Faktoren beschrieben worden, die einen
Einfluss auf die Prognose haben. Nukleophosmin 1 (NPM1) ist ein Protein, welches am
Transport ribosomaler RNAs in das Zytoplasma beteiligt ist. Die Mutation dieses Gens ist mit
einer giinstigen Prognose assoziiert. Auch die Mutation des Transkriptionsfaktors CEBPA
deutet auf eine giinstige Prognose hin. Die Tyrosinkinase fins like tyrosinkinase 3 (FLT3) ist
ein membranstdndiger Rezeptor, welcher durch den FLT3-Liganden aktiviert wird. Eine In-
terne Tandemduplikationsmutation (ITD-Mutation) dieser Tyrosinkinase steht im Zusammen-

hang mit einer schlechten Prognose.[87]

1.4. Zielstellung

miRNAs stellen eine Klasse von Molekiilen dar, die seit ihrer Entdeckung im Jahr 1993
intensiv erforscht werden. Sie bieten einen vielversprechenden Ansatzpunkt fiir neue Thera-
pien und Medikamente unterschiedlichster Krankheiten, da sie einen Einfluss auf viele Sig-
nalwege und Stoffwechselprozesse der Zelle haben. Bereits in jlingster Zeit wurden Berichte

iiber den therapeutischen Einsatz von miRNAs in vivo veroffentlicht.

In malignen Erkrankungen sind miRNAs hiufig dereguliert. Durch die Dysregulation der
miRNAs konnen Proliferationsrate und Differenzierungsvorginge der malignen Zellen un-

gilinstig beeinflusst werden. Die medikamentdse Beeinflussung der Expression dieser

14
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miRNAs konnte einen Weg bieten, die gestorten Signalwege gezielt zu steuern und damit in
das Zellwachstum einzugreifen. AuBlerdem ist die Einteilung der Patienten in entsprechende
Risikogruppen fiir die Therapieentscheidung von entscheidender Bedeutung. Die Identifizie-
rung neuer prognostischer Faktoren spielt daher eine herausragende Rolle hin zu einer indivi-

dualisierten Therapie.

Die Bedeutung der miR-155 in akuten lymphatischen Leukdmien ist bislang nicht unter-
sucht worden. Die Bedeutung fiir andere hiamatologische Erkrankungen, wie das Hodgkin-
bzw. das Burkitt-Lymphom, sind jedoch durch einige Studien belegt. Auch ein prognostischer
Wert wurde der miR-155 z.B. beim Bronchialkarzinom zugeschrieben. Um die Kenntnisse
iiber die biologische Bedeutung der miR-155 in Zellen der akuten myeloischen und lymphati-
schen Leukdmie zu erweitern, wurde ein Arbeitsprogramm geplant, das zum einen die Ex-
pression der miR-155 in verschiedenen Leukdmiezelllinien, zum anderen den Einfluss der
Hemmung bzw. Uberexpression der miR-155 auf das Wachstum von Zelllinien untersuchen
sollte. Dariiber hinaus wurde untersucht, ob die Expression der miR-155 durch neuartige Me-
dikamente zu beeinflussen ist. AuBerdem wurde die Expression der miR-155 in de novo-
Leukémiezellen von Patienten der eigenen Abteilung mit klinischen Daten verglichen, um

Aussagen iiber einen moglichen Einfluss auf die Prognose zu untersuchen.

Die Arbeit stellt den Versuch einer ersten systematischen Untersuchung der Funktion der
miR-155 in akuten lymphatischen Leukdmien und eine logische Erweiterung des Wissens
iiber ihre Expression in akuten myeloischen Leukdmien dar. Sie ist eine auf den neuesten Er-
kenntnissen in dem innovativen Gebiet der miRNA-Forschung fulende Darstellung des Ein-

flusses dieser Stoffwechselregulation in Zellen der akuten Leukémie.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1 Chemikalien

Produkt Hersteller
2-Propanol JT Baker
6-Aminohexansiure Roth
Ammoniumchlorid Merck
Borsdure Roth
Bromphenolblau Roth
BSA Serva
B—Mercaptoethanol Roth
Chloroform JT Baker
DMSO Sigma
EDTA Merck

Ethanol, unvergillt
Ethanol, vergillt
Glycin

Methanol
Milchpulver
Natriumchlorid
Nukleasefreies Wasser
Propidiumiodid
Salzsdure

SDS

TEMED

Tris Base

Triton X-100
Trypanblau
WST-1

Universitit Rostock, Zentralapotheke
Universitdt Rostock, Zentralapotheke
Roth

Labscan Analytical Sciences

Roth

Roth

Ambion

Merck

Universitit Rostock, Zentralapotheke
Serva

Sigma

Roth

Sigma

Sigma

Roche
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2.1.2. Kits, Fertiglosungen und Enzyme

Produkt Hersteller Bestellnummer
2x qPCR MasterMix Plus ANTP Eurogenetec 05-QPZX-03+WOUN
Annexin V Binding Buffer BD Pharmingen 556454
Annexin V FITC Apoptosekit BD Pharmingen 556419
Biocoll Biochrom L6115
Complete-Mini EDTA free Roche 04693159
dNTP Pharmacia Biotech

ECL Prime Western Blot Detection ReagentEG Healthcare RPN2133
ECL Western Blotting Substrate Thermo Scientific 46430
miRNeasy Mini Kit (50) Qiagen 217004
PBS Biochrom L1825
PhosSTOP Roche 04906837
PKH26GL Sigma PKH26GL
Ponceau S Serva 33427
Precision Protein Kaleidoskop BioRad 161-0375
Rnase-Free DNase Set (50) Qiagen 79254
Restore Plus Western Blot Stripping Puffer Thermo Scientific =~ 46430
Sorafenib Bayer Pharm. Div.  S-8502
Restore™ Plus W B Stripping Buffer Thermo Scientific 46430
Superscript 11 Invitrogen 18064-014
TaqMan® microRNA Assay hsa-miR-155 Applied Biosystems 4427975
TaqMan® microRNA Assay RNU48 Applied Biosystems 4427975
TaqMan® miRNA Rev. Transcription Kit  Applied Biosystems 4366597
TaqMan® Gene Expression Assay BIC Applied Biosystems 4331182
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2.1.3. Ndahrmedien und Antibiotika

Produkt Hersteller Bestellnummer
alpha MEM PAA Laboratories  E15-862
FKS, hitzeinaktiviert PAA Laboratories  Al15-151
IMDM mit L-Glutamin PAA Laboratories  E15-819
Mykokill AB PAA Laboratories  P11-016
Penicillin Streptomycin (10000 U/ml) Biochrom A2213
RPMI 1640 Biochrom FG1215
2.1.4. Gerdte und Materialien

Produkt Hersteller

6-, 24- und 96-Lochplatten Greiner

Micro Amp 96 well reaction plate Applied Biosystems

ABI Prism 7000 SDS Applied Biosystems

Abzug X-Line Vallox

Agarosegelkammer BioRad

AutoMACS und Zubehor Miltenyi Biotech

Avanti 30 Centrifuge Beckmann

Brutschrank BB6220 Cu
Captair Chem

Chambered Coverglass System
Chromatographiepapier
Dri-Block DB 3

ep Dualfilter Tips
FACSCalibur

Falcon Tubes 5 ml
Geldokumentationssystem
Gene Pulser Cuvettes 0,4 cm
Gene Pulser Xcell

GFL 1083

Hera Safe

Image Station 440
Lasermikroskop LSM 410

Heraeus Instruments
Erlab

Nunc

Whatman

Techne

Eppendorf

Becton & Dickinson
Becton & Dickinson
Herolab

BioRad

BioRad

GFL

Heraeus Instruments
Kodak

Carl Zeiss Jena
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Mikroskop Eclipse TE 200
Mini-PROTEAN Tetra Cell

NanoDrop ND1000
Neubauerzdhlkammer

PCR Tubes 0,5/0,2 ml

Pipettensatz (10/20/100/1000 pl)

Plattenphotometer HT3
PVDF-Membran
Rotina 35 R

Safe-Lock Tubes 1,5 ml

Semi-Dry-Blotter Fastblot B34

Sonopuls HD 2070
Sprout Minizentrifuge
Thermal Cycler C1000™

Thermomixer comfort

Zellkulturflaschen 25/75 cm?

2.1.5. Puffer und Losungen

Nikon
BioRad
Peqlab
Blau Brand
Eppendorf
Eppendorf
Anthos

GE Healthcare
Hettich
Eppendorf
Biometra
Bandelin
Biozym
BioRad
Eppendorf

Greiner

Losung Bestandteil Konzentration
1 x TBST (pH 8,0) Natriumchlorid 0,15M
Tris Base 0,01 M
Triton X-100 0,05 Vol %
Anode I Puffer (pH 10,4)  Tris Base 0,03 M
Methanol 20 Vol %
Anode II Puffer (pH 10,4)  Tris Base 0,3M
Methanol 20 Vol %
Kathodenpufter (pH 9,4) Tris Base 0,025 M
6-Aminohexansaure 0,04 M
Methanol 20 Vol %
RIPA-Lyse-Puffer Tris (pH 7,4) 50 mM
Natriumchlorid 150 mM
SDS 0,1 %
NP 40 1 Vol %
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2 x Probenpuffer SDS 0,15M

Glycerin 22 Vol %

EDTA 1 mM

Sammelgelpuffer 25 Vol %

Bromphenolblau 1 Spatelspitze
Sammelgelpuffer (pH 6,8) Tris Base 0,5M

SDS 0,14 mM
Trenngelpuffer (pH 8,8) Tris Base 1,5M

SDS 0,14 mM
Elektrophoresepuffer Tris Base 75 mM

Glycin 0,5M

SDS 10 mM
0,5 x TBE Tris Base 0,45M

Borsiure 0,045 mM

EDTA 0,1 M
2.1.6. Primer und Oligonukleotide
Oligonukleotid Hersteller Bestellnummer
miRCURY ™ LNA Knockdown Probe hsa-miR-155 Exiqon 138537-00
5'-ACC CCT ATC ACG ATT AGC ATT AA-3'
miRCURY ™ LNA Knockdown Probe Scramble-miR Exiqon 199002-00
5'-GTG TAA CAC GTC TAT ACG CCC A-3'
miRCURY ™ LNA Knockdown Probe 5'-fluorescein Exiqon 199002-04
5'-GTG TAA CAC GTC TAT ACG CCC A-3'
miScript miRNA Mimic Syn-hsa-miR-155 Qiagen MSY 0000646
5'-UUA AUG CUA AUC GUG AUA GGG GU-3'
AllStars Neg. Control siRNA (20nmol) Qiagen 1027281
AllStars Neg. siRNA AF 488 (20nmol) Qiagen 1027292
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Random Primer Invitrogen  48190-011
Glukuronidase

5'-TGG TGC TGA GGA TTG GCA-3'

5'-AGC GTG TCG ACC CCA TTC-3'

6-FAM-TGC CCA TTC CTA TGC CAT CGT GTG T-TAMRA

Primer vorwarts
Primer ruckwarts

Sonde

2.1.7. Antikérper

Antikorper fiir Western Blotting

AntikSrper Wirt Klon Hersteller Bestellnummer
Anti-mouse-HRP Ziege polyklonal  Invitrogen 81-6520
Anti-rabbit-HRP Ziege polyklonal  Cell Signaling 7074

GAPDH (ZG003)  Maus monoklonal Invitrogen 39-8600

pAkt (Ser 473) Kaninchen  polyklonal  Cell Signaling 9271

pAkt (Thr308) Kaninchen  polyklonal  Cell Signaling 4056

PTEN (138G6) Kaninchen = monoklonal Cell Signaling 9559

SHIP1 (C40G9) Kaninchen = monoklonal Cell Signaling 27278

Akt Kaninchen  polyklonal  Cell Signaling 9272
Antikorper fiir Durchflusszytometrie

Antigen Fluorochrom Hersteller Bestellnummer
IgG1 FITC Beckton & Dickinson 345815

IgG1 PE Beckton & Dickinson 345816

CD3 PE Beckton & Dickinson 345765

CD19 FITC Beckton & Dickinson 345776

CD33 PE Beckton & Dickinson 345779

CD34 FITC Beckton & Dickinson 345801

CD45 FITC Beckton & Dickinson 345808
HLA-DR FITC Beckton & Dickinson 347400
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2. Material und Methoden

Micro Beads fiir Zellisolierung

Micro Bead Hersteller Bestellnummer
Anti-CD34 Miltenyi Biotec 130-046-702
Anti-FITC Miltenyi Biotec 130-048-701
2.1.8. Zelllinien
Tabelle 6: Verwendete Zelllinien, Zelltyp und Kulturbedingungen
Name Zelltyp Medium
REH Humane pre-B-Zell-Leukdmie | RPMI 1640 + 10 %
FKS +1% P/S
SEM Humane pre-B-Zell-Leukdmie | IMDM + 10 % FKS
+1% P/S
RS4;11 | Humane pre-B-Zell-Leukdmie | aMEM + 10 % FKS
+1% P/S
Jurkat Humane T-Zell-Leukémie RPMI 1640 + 10 %
FKS +1 % P/S
MOLT-4 Humane T-Zell-Leukémie RPMI 1640 + 20 %
FKS +1 % P/S
HL-60 Humane akute myeloische 1640 + 10 % FKS +
Leukdmie 1% P/S
MV4-11 | Humane akute monozytische RPMI 1640 + 10 %
Leukémie FKS +1 % P/S
NB-4 Humane akute promyelozyten | RPMI 1640 + 10 %
Leukémie FKS +1 % P/S
DogKIT | Humanes Burkitt-Lymphom RPMI 1640 + 10 %
FKS +1 % P/S
DoGum | Humanes Burkitt-Lymphom RPMI 1640 + 20 %
FKS +1% P/S
GumBus | Humanes Burkitt-Lymphom RPMI 1640 + 5 %
FKS +1 % P/S
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Die Leukédmiezelllinien wurden bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (DSMZ) bestellt. Die drei Non-Hodgkin-Lymphom-Zelllinien wurden
von Prof. Dolken aus Greifswald zur Verfiigung gestellt, sind jedoch inzwischen auch bei
DSMZ erhiltlich. Genauere Angaben zu zytogenetischen Besonderheiten und Herkunft der

Zelllinien sind dem Anhang zu entnehmen.

2.2.  Zellbiologische Methoden
Alle zellbiologischen Methoden wurden unter sterilen Bedingungen an einer sterilen
Werkbank durchgefiihrt. Medien wurden vor der Verwendung auf 37 °C im Wasserbad er-

warmt.

2.2.1. Zellkultur

Die Suspensionszelllinien wurden in einem Brutschrank bei 37 °C und 5 Prozent CO; un-
ter einer mit Wasserdampf gesittigten Atmosphére kultiviert. Alle zwei bis vier Tage wurden
die Zellen abzentrifugiert (10 min, 4 °C, 180 rpm) und der Uberstand an altem Medium abge-
saugt und verworfen. Das Zellpellet wurde in frischem Kulturmedium gelost und die Zellzahl
bestimmt. Danach wurden die Zellen je nach Zelllinie in einer Konzentration zwischen 0,5

und 1,0 x 10° Zellen pro 1 ml Medium in einer Kulturflasche neu ausgesit.

Fiir die Zahlung der Zellen wurde eine Neubauer-Zahlkammer verwendet. Zuvor wurden
10 pl der Zellsuspension mit Trypanblau vediinnt. Trypanblau ist ein Farbstoff, der intakte
Membranen nicht durchdringt und daher nur tote Zellen mit einer geschéddigten Zellmembran
anfarbt. Vitale Zellen erscheinen im Gegensatz zu toten im Lichtmikroskop daher hell. Blau

gefarbte Zellen wurden demnach als tot definiert und nicht mitgezéhlt.

Viable Zellen wurden in einem Stickstofftank in fliissigem Stickstoff kryokonserviert. Da-
zu wurden 5,0 x 10° Zellen in Kryokonservierungsrohrchen in 900 pl Medium suspendiert
und darauf 100 pl DMSO (Dimethylsulfoxid) gegeben. DMSO verhindert die Auskristallisie-
rung des Wassers, was zu einem Zerreilen der Zellmembran fithren wiirde. Die Rohrchen
wurden zunichst in einem Kasten mit Isopropanol auf -80 °C heruntergekiihlt. Isopropanol
ermdglicht die langsame Abkiihlung um 1 °C pro Stunde. Nach Erreichen der Temperatur

wurden die Rohrchen in einen Stickstofftank tiberfiihrt.

23



2. Material und Methoden

Zum Auftauen der viabel eingefrorenen Zellen wurde die gefrorene Zellsuspension in fri-
schem Komplettmedium zwei Mal bei 180 g gewaschen (4 °C, 10 min). Die Zellzahl wurde
bestimmt und die Zellen in Komplettmedium in einer Zellkulturflasche ausgesit. Die Lym-
phom-Zelllinien wurden nach dem Auftauen zunichst in einer 6-Lochplatte ausgesit und erst

nach einigen Tagen in eine kleine Zellkulturflasche umgesetzt.

2.2.2. Isolierung von mononukledren Zellen aus Blut und Knochenmark

Zu den peripheren mononukledren Zellen (Peripheral Blood Mononuclear Cells, PBMC)
gehodren Lymphozyten, Monozyten und Natiirliche Killerzellen. Auch maligne Leukdmiezel-
len (Blasten) finden sich in dieser Zellgruppe. Die Zellen wurden aus dem Blut bzw. Kno-
chenmark von gesunden Probanden und Patienten gewonnen. Alle Probanden und Patienten
hatten sich zuvor mit der wissenschaftlichen Untersuchung ihres Blutes einverstanden erklért
bzw. die Zellen wurden aus iiberschiissigem Untersuchungsmaterial gewonnen. Das Blut

wurde in EDTA-Ro6hrchen (1,6 mg/ml) abgenommen.

Die Isolierung der PBMC erfolgte mittels Dichtegradientenzentrifugation. Zunichst wurde
die gesamte Probe im Verhéltnis 1:1 mit PBS verdiinnt. Danach wurde die gleiche Menge
Biocoll mit der Zellsuspension iiberschichtet. Biocoll besitzt eine Dichte von 1,077 g/l und ist
damit geeignet Zellpopulationen mit unterschiedlicher Dichte voneinander zu trennen. Durch
die Zentrifugation (12 min, 4 °C, 1.200 g, ungebremst) trennten sich die unterschiedlichen
Zellpopulationen voneinander. Erythrozyten und polymorphkernige Leukozyten (Granulozy-
ten) haben eine hohere Dichte als Biocoll und pelletieren daher am Boden des Reaktionsgefa-
Bes. Oberhalb des Biocolls bildet sich ein Ring aus mononukledren Zellen (PBMC). Throm-

bozyten bleiben im Blutplasma, welches die oberste Phase bildet, zurtick.
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<—— 1 Blutplasma + PBS
(Thrombozyten suspendiert)

<——F— Ring aus mononukledren
Zellen

Biocoll
g Erythrozyten und

Granulozyten

Abbildung 3: Zellpopulationen nach Dichtezentrifugation mit Biocoll
Schematisch dargestellt ist ein Reaktionsgefds mit den nach Dichtezentrifugation entstehen-
den Zellpopulationen.

Nach der Zentrifugation wurde der Zellring mit den mononukledren Zellen aus dem Reak-
tionsgefal} mittels Pasteurpipette extrahiert und zwei Mal in PBS gewaschen. Stellte sich nach
dem Waschen ein rétliches Pellet dar, wurde eine Lyse der verbliebenen Erythrozyten ange-
schlossen. Das Pellet wurde dafiir in 10 ml 0,25 M Ammoniumchloridlésung (NH4CI) resus-
pendiert und fiir 10 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut

zwei Mal in PBS gewaschen.

Hierauf erfolgte die Resuspension des Zellpellet in PBS und die Bestimmung der Zellzahl.
Maximal 1,0 x 107 und mindestens 1,0 x 10> Zellen wurden fiir die Isolierung der RNA einge-

setzt und in 700 ul Qiazol Lyse-Reagens lysiert (siche 2.3.1).

2.2.3. Gewinnung von B-Lymphozyten aus PBMCs
Mittels magnetischer Zellseparation (Magnetis Activated Cell Separation) am Auto-
MACS (Miltenyi Biotech) lassen sich Zellen mit spezifischen Oberflichenmolekiilen anrei-
chern. Hierzu wurden 1 x 10° PBMC von gesunden Spendern in 300 pl MACS-Running Puf-
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fer (MRB) suspendiert. Daraufhin erfolgte die Inkubation mit spezifischen Antikérpern gegen
CD19, welche mit dem Farbstoff FITC markiert waren. Pro 1,0 x 10° erwarteter Zielzellzahl
wurden 10 pl Antikdrper verwendet. Die Inkubation erfolgte bei 4 °C im Dunkeln fiir 15 min.
Nach einem Waschschritt wurden die Zellen erneut in MRB aufgenommen. AnschlieBend
wurde ein mit Magnetpartikeln (Micro Beads) beladener Sekundérantikorper, der den Farb-
stoff FITC bindet, in die Zellsuspension gegeben und die Suspension fiir 15 min bei 4 °C in-
kubiert. Je 1,0 x 10’ Gesamtzellen in der Suspension wurden 10 pl Sekundérantikorper einge-
setzt. Nach der Inkubation wurden die Zellen nochmals in MRB gewaschen. Die Anreiche-
rung erfolgte dann am Auto-MACS. Die Ausbeute und die Reinheit der gewonnenen Zellsus-

pension wurden schlieBlich mittels Durchflusszytometrie bestimmt.

2.2.4. Isolierung hdamatopoetischer Stammzellen aus Knochenmarkpunktat
Hiamatopoetische Stammzellen wurden aus dem Knochenmark von Patienten isoliert. Es
wurde nur solches Knochenmark verwendet, welches morphologisch als auch durchflusszy-
tometrisch keine Infiltration durch maligne Zellklone zeigte. Das Punktat wurde zunéchst wie
Blut aufgearbeitet und eine Dichtezentrifugation durchgefiihrt (siche 2.2.2). Die mononukle-
dren Zellen wurden weiterverwendet um die hdmatopoetischen Stammzellen zu isolieren.

Himatopoetische Stammzellen wurden als CD34"/CD45"-Zellen definiert.

Die zuvor angereicherten mononukledren Zellen wurden in 300 ul MRB pro 1,0 x 10®
Zellen aufgenommen und mit 100 pl Blocking Reagent und 100 ul CD34-MicroBeads ver-
setzt. Fiir 30 min wurden sie bei 4 °C im Dunkeln inkubiert. Danach wurden die Zellen in
MRB gewaschen und abzentrifugiert. Das Pellet wurde erneut in MRB aufgenommen und im
AutoMACS sortiert. Proben aus der Zellsuspension vor der Separation sowie aus der positi-
ven und der negativen Fraktion wurden entnommen, um die Ausbeute und die Reinheit der
Proben am Durchflusszytometer zu bestimmen. Die Positivfraktion wurde in ein Reaktionsge-
fa} iibertragen, abzentrifugiert und fiir die RNA-Isolierung in 700 pl Qiazol Lysereagenz ver-

setzt.
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2.2.5. Transfektion von Suspensionszellen
Um die Funktion von microRNAs zu untersuchen, wurden Oligonukleotide verwendet.
Mittels RNA-Interferenz (RNAi) konnen miRNAs durch einzelstringige Oligonukleotide

inhibiert werden bzw. die Funktion der miRNA imitieren.

Bei der Elektroporation werden die Zellen einem elektrischen Feld ausgesetzt, was zu ei-
ner Entsteheung von Poren in der Zellmembran fiihrt. Durch diese Poren kénnen kleine Mo-

lekiile wie Oligonukleotide in die Zelle diffundieren.

Fiir die Transfektion zur Unterdriickung der miR-155 wurden Antisense-Oligonukleotide
(ASO) verwendet, welche eine zur miRNA komplementéire Basensequenz aufweisen. Die
Oligonukleotide waren am Ribosemolekiil des RNA-Stranges modifiziert (Locked Nucleotide
Acid, LNA), was mit einer stabileren RNA und einer erhdhten Bindeaffinitdt einhergeht. Als
Kontrolle wurde Wasser sowie ein unspezifisches Oligonukleotid verwendet. Zur Untersu-
chung des Einflusses einer hohen Expressionsrate der miR-155 wurden die Zellen mit einer
siRNA transfiziert. Ein Strang der doppelstringigen siRNA entsprach der Sequenz der miR-

155. Als Kontrolle diente eine unspezifische siRNA sowie Elektroporationspuffer.

Einen Tag vor der Elektroporation wurden die Zellen mit einer Konzentration von 0,5 bis
1,0 x 10° pro ml in frischem Vollmedium ausgesit. Am nichsten Tag wurden die Zellen zwei
Mal in Medium ohne Zusitze gewaschen und in einer Konzentration von 1,0 x 107 pro 300 pl
Medium eingestellt. In eine auf Eis gekiihlte Elektroporationskiivette wurden 40 pl des in
Wasser gelosten Oligonukleotides bzw. 40 ul Kontrollfliissigkeit vorgelegt. Darauf wurden
300 pl der Zellsuspension (entsprechend 1,0 x 107 Zellen) gegeben und fiir 10 min auf Eis
inkubiert. Die Zelllinien wurden bei 300 V bzw. 250 V (nur MV4-11) und 960 pFD in einem
Gene Pulser (BioRad) elektroporiert. Danach wurde die Kiivette erneut fiir 10 min auf Eis

gestellt.
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Tabelle 7: Transfektionsansatz

Oligonukleotid | Konzentration | Transfizierte | Spannung Kontrolle
Zellen
Inhibitor (ASO) | 25 uM (40 ul) 1x 10 300V Wasser
(250 V bet
MV4-11)
Analogon 20 uM (40 pl) 1x 10 300V Elektroporations-
(siRNA) puffer

Die transfizierten Zellen wurden in einer 6-Lochplatte in 8 ml frisches Medium ausgesit
und fiir eine Stunde im Brutschrank inkubiert. Nach einer Stunde wurden die Zellsuspensio-
nen zu gleichen Teilen auf vier 6-Lochplatten fiir verschiedene Zeitpunkte aufgeteilt. Die ein-
zelnen Proben wurden mit 4 ml Vollmedium aufgefiillt. Zu den untersuchten Zeitpunkten
wurden die Zellen entnommen, abzentrifugiert, gezdhlt und fiir die Bestimmung der Apopto-

se- und Nekroserate sowie die RNA-Isolierung weiterverarbeitet.

Zur Bestimmung der Transfektionsrate wurden mit einem Fluorochrom markierte LNA-
Oligonukleotide bzw. siRNAs verwendet. Diese sind an den Farbstoff Fluorescein (LNA)
bzw. Alexa Fluor 488 (siRNA) gekoppelt. Im Durchflusszytometer konnte die Transfektions-
rate der so markierten Zellen ermittelt werden. Eine mit Wasser/Elektroporationspuffer elekt-

roporierte Zellprobe wurde als Kontrolle verwendet.

2.2.6. Behandlung von Zellkulturen mit Sorafenib

Die Zellen wurden in einer Konzentration von 0,5 x 10° Zellen pro 1,5 ml aufgenommen.
Danach wurde Sorafenib zu der Zellsuspension gegeben, sodass Konzentrationen von 7,3 uM
und 0,73 uM Sorafenib in den Zellsuspensionen entstanden. Als Kontrolle wurden Zellsus-
pensionen mit DMSO inkubiert. Mit den behandelten Zellsuspensionen wurden 24-
Lochplatten befiillt. Es wurden zwei Vertiefungen mit jeweils 1,5 ml Zellsuspension fiir jeden
zu untersuchenden Zeitpunkt gefiillt. Fiir die Bestimmung der metabolischen Aktivitit wurden
auBBerdem 96-Lochplatten mit 150 ul Suspension pro Vertiefung gefiillt. Vertiefungen mit

reinem Medium dienten als Kontrolle.
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2.2.7. Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie stellt eine Methode dar, mit deren Hilfe Zellen charakterisiert
werden konnen. Die Zellen werden durch hydrodynamische Fokussierung einzeln durch ein
Rohrchen geleitet und mit einem Laserstrahl bestrahlt. Anhand der Ablenkung des Laser-
strahls konnen GréBe und Granularitit der Zellen gemessen werden. Aullerdem konnen die
Zellen mit intra- oder extrazelluliren Farbstoffen, die an Antikorper gebunden sein konnen,
beladen werden. Diese Farbstoffe werden durch den Laserstrahl angeregt und emittieren Licht
einer bestimmten Wellenldnge. Dieses Licht wird als MaB fiir die Beladung der Zelle mit dem

jeweiligen Farbstoff herangezogen.

In dieser Arbeit wurde die Durchflusszytometrie zur Messung der Apoptose- und Nekro-
serate, zur Bestimmung der Transfektionseffizienz und zur Charakterisierung der Zellen nach
ihren Oberflichenmarkern genutzt. Alle Messungen wurden an einem FACSCalibur (Becton

& Dickinson) durchgefiihrt.

2.2.7.1. Bestimmung der Apoptose- und Nekroserate

Annexin ist ein Protein, welches eine hohe Affinitdt zu Phosphatidylserin aufweist, die
Zellmembran jedoch nicht zu durchdringen vermag. Phosphatidylserin befindet sich in der
Innenseite der Zellmembran und wird im Zuge der Apoptose auf die AuBBenseite transloziert.
Nekrotische Zellen, deren Zellmembran reif3t, binden ebenfalls das Protein Annexin. Zellen,
die mit Annexin markiert werden konnen, sind somit apoptotische oder nekrotische Zellen.
Um zwischen apoptotischen und nekrotischen Zellen unterscheiden zu kénnen, wurden die
Zellen zusitzlich mit Propidiumjodid gefarbt, einem Farbstoff, der in die DNA interkaliert.
Bei intakter Membran kann der Farbstoff nicht an die DNA binden. In der FACS-Analyse
konnen also vier Populationen unterschieden werden. Die Zellpopulation, welche weder durch
Annexin noch durch Propidiumjodid angefarbt wird, beinhaltet alle viablen Zellen. Die Zel-
len, die nur durch Annexin angefdrbt werden, sind frithapoptotische Zellen, Annexin- und

Propidiumjodid-positive Zellen gelten als nekrotisch bzw. spitapoptotisch.
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Abbildung 4:Auswertung der Apoptose- und Nekroseraten
Die Abbildung zeigt die durch durchflusszytometrische Messung zu unterscheidenden Zell-
populationen. Jeder Punkt steht fiir eine gezdihlte Zelle.

Fiir die Messung wurden die Zellen in FACS-R6hrchen in Annexin-Binding-Puffer auf-
genommen. Dieser Puffer enthdlt keine Kalziumionen, welche das Binden des Annexins be-
eintrachtigen wiirde. Zu den Proben wurden 5 ul Annexin gegeben und die Reaktion nach 10
min Inkubation durch die Zugabe von Annexinpuffer gestoppt. Unmittelbar vor der Messung

wurden 15 pl Propidiumjodid (20 ng/ml) zu der Probe gegeben.

2.2.7.2. Bestimmung der Transfektionseffizienz

Fiir die Bestimmung der Transfektionseffizienz wurden die Zellen wie oben beschrieben
mit farbstoffmarkierten Oligonukleotiden transfiziert. Die Zellen wurden nach Ablauf der
Inkubationszeit in PBS gewaschen (180 g; 10 min; 4 °C) und in ein FACS-R6hrchen iibertra-
gen. AnschlieBend wurden die Zellen im FL-1-Kanal gemessen und der Anteil der fluoreszie-
renden Zellen bestimmt. Kontrollproben, die mit Wasser bzw. Elektroporationspuffer trans-

fiziert worden waren, dienten zur Bestimmung der Autofluoreszenz.

2.2.7.3. Untersuchung der de novo-Leukimiezellen

Fiir die Bestimmung der Expression von Oberflichenmolekiilen wurden die Zellen zu-
nichst in PBS aufgenommen und 1,0 x 10> Zellen wurden in einem FACS-R&hrchen in 100 pl
PBS suspendiert und mit 10 pl der entsprechenden Antikorper versetzt. AnschlieBend wurden
die Zellen 10 min im Dunkeln bei 4 °C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die
Zellen in PBS gewaschen (180 g; 10 min; 4 °C) und erneut in 400 ul PBS aufgenommen. Ge-

nauere Angaben zu den verwendeten Antikorpern sind dem Materialteil zu entnehmen.
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2.2.8. Bestimmung der Stoffwechselaktivitdit mittels WST-1-Test

Water soluble tetrazolium 1 (WST-1) (4-[3-(4-lodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-
tetrazolio]-1,3Benzol-Disulfonat) ist ein Farbstoff, der in viablen Zellen durch das Succinat-
Tetrazolium-Dehydrogenase-System, welches in den Mitochondrien lokalisiert ist, umgesetzt
wird. Eine enzymatische Umsetzung in Formazan fiihrt zu einem Farbumschlag, der in einem
Spektralphotometer gemessen werden kann. Durch das Ausmal} des Farbumschlags kann so-
mit auf die Viabilitdt der Zellen mit funktionierender mitochondrialer Energiegewinnung ge-

schlossen werden.

In einer 96-Lochplatte wurden die Zellen in einer Konzentration von 5,0 x 10* Zellen pro
150 pul Medium in Tripletts ausgesit. Als Blindwert wurde reines Medium verwendet. Zu der
Zellsuspension wurden 15 pl WST-1 pipettiert und vermischt. Nach einer Inkubationszeit von
zwei und vier Stunden bei 37 °C und 5 Prozent CO; wurde die Absorption bei einer Wellen-

lange von 450 nm und 650 nm gemessen.

2.3.  Molekularbiologische Methoden

2.3.1. Isolierung der RNA
Fiir die RNA-Isolierung wurde das miRNEasy Mini Kit (50) (Qiagen) verwendet. Die Iso-

lierung erfolgte gemiB den Angaben des Herstellers.

Die Zellen wurden zunéchst in einem Reaktionsgefdl mit 700 pl Quiazol-Lysereagenz
vollstandig lysiert, um die RNA freizusetzen. Danach wurde die Probe bei -80 °C gelagert
oder direkt weiterverarbeitet. Das Lysat wurde mit 140 pl Chloroform vermischt und bei
12.000 g bei 4 °C fiir 15 min (Beckmann) zentrifugiert. Es bildeten sich drei Phasen. Eine
rotliche, phenolhaltige Phase am Boden, eine obere weile proteinreiche Schicht und eine
wissrige Nukleinsdure enthaltende Schicht. Die Nukleinsiuren des klaren Uberstandes wur-
den in einem neuen Reaktionsgefdl mit 600 pl Ethanol gefdllt und auf die Silicamembran
iibertragen. Durch mehrere Waschschritte mit verschiedenen Puffern wurde die RNA aufge-
reinigt. Zusdtzlich wurde ein 15-miniitiger DNA-Verdau mit DNAse durchgefiihrt, um even-

tuelle genomische DNA-Kontaminationen zu entfernen.

Zuletzt wurde die RNA in 2 x 20 pl Wasser eluiert und in einem neuen Reaktionsgefal3

aufgefangen. Bis zur Weiterbearbeitung wurden die RNA-Proben bei -80 °C eingefroren.
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2.3.2. Messung der RNA-Konzentration

Die Konzentration der RNA im Eluat wurde an einem Spektralphotometer (NanoDrop ND
1000, PeqLab) durchgefiihrt. Hierzu wurden 2 pl des Eluates auf die Messoberfldche pipet-
tiert und die Absorption bei 260 nm gemessen. Die Reinheit der Probe wurde iiber den Quoti-

enten A260/A280 bestimmt. Der Quotient sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen.

2.3.3. Reverse Transkription

Mit der Reversen Transkription lassen sich zu einer RNA komplementire DNA-

Sequenzen herstellen. Das Produkt dieser Reaktion ist die cDNA.

2.3.3.1. Reverse Transkription kleiner RNAs

Um Sensitivitdt und Spezifitit der Quantifizierung von kleinen RNAs zu verbessern, wur-
den sogenannte Stem-loop Primer verwendet, welche die Affinitit zu den jeweiligen RNAs
erhohen. Die Reverse Transkription der kleinen RNAs kann so in der Effektivitit gesteigert

werden und es konnen falsch negative und falsch positive Ergebnisse reduziert werden.

Fiir die Reaktion wurden RNA in einer Konzentration von 1 ng/ul eingesetzt und in ein
kleines Reaktionsgefdl3 pipettiert. Der Reaktionsansatz fiir die Synthese der cDNA ist in der

Tabelle zusammengefasst.

Tabelle 8: Pipettierschema des Master-Mixes fiir die RT kleiner RNAs

Reagenz Konzentration | Volumen [pnl]/ Reaktion
Wasser RNase-frei - 4,16
RT Primer - 3,00
RT Puffer 10-fach 1,50
RNase Inhibitor 200 U/ul 0,19
dNTP 100 mM 0,15
MultiScribe RT 50 U/ul 1,00
Total 10,00

32



2. Material und Methoden

Die spezifischen Primer waren Bestandteil des TagMan miRNA Expression Assay (Ap-
plied Biosystams) Die Konzentration der miR-155 wurde im Verhéltnis zu einem konstitutio-
nell exprimierten Gen gemessen. Dazu diente die ribosomale RNA RNU48. Der Master-Mix

wurde analog angesetzt.

Fiir die Synthese der cDNA wurden die Proben zunichst fiir 30 min bei 16 °C, gefolgt von
30 min bei 42 °C inkubiert. Die Inaktivierung des Enzyms erfolgte fiir 5 min bei 85 °C. Da-
nach wurde die cDNA bei 4 °C bzw. -20 °C gelagert.

2.3.3.2. Reverse Transkription der gesamten mRNA

Fiir die Bestimmung der Expression des Gens BIC wurde zunéchst die gesamte mRNA in
cDNA {iberschrieben. Dazu wurde die RNA in einem Reaktionsgefdl mit Wasser verdiinnt,
sodass in 9 ul 10 ng RNA enthalten waren. Dazu wurde 1 pl randomisierte Primer (Qiagen)
gegeben und bei 72 °C fiir 10 min inkubiert und danach auf Eis gestellt. AnschlieBend wurde
der Master-Mix zugegeben. Der Ansatz des Master-Mixes ist der nachfolgenden Tabelle zu

entnehmen.

Tabelle 9: Pipettierschema des Master-Mixes fiir die RT der mRNA

Reagenz Konzentration | Volumen [ul]/ Reaktion
Wasser RNase-frei - 1,00
First-Strand Puffer 5-fach 4,00

DTT 0,1 M 2,00
dNTP 2,00
SuperScript II RT 200 U/ul 1,00
Total 10,00

Die Reaktionsgefidle wurden bei 42 °C fiir 1 h inkubiert. Zum Inaktivieren des Enzyms
wurden die Proben auf 90 °C fir 10 min erhitzt. Das Produkt wurde bis zur Weiterverarbei-

tung bei 4 °C bzw. -20 °C gelagert.
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2.3.4. Quantitative Real-Time PCR

Die quantitative Real-Time Poly-chain-reaction (PCR) ist eine Methode, die die Quantifi-
zierung von Nukleinsduresequenzen in einer Probe ermoglicht. Die Nukleinsdure wird von
einer DNA-Polymerase amplifiziert. Aus der Zunahme der DNA wihrend der Amplifikati-
onsschritte ldsst sich auf die urspriingliche Anzahl der Sequenz schlieBen. In dieser Arbeit
wurden TaqMan®-Sonden verwendet, welche den Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer
(FRET) nutzen. Spezifische Sonden, die an die zu untersuchende Sequenz binden, sind an
zwei Farbstoffe gekoppelt, wovon der eine als Reporter, der andere als Quencher bezeichnet
werden. Wihrend der Messung wird der Reporter durch Licht einer bestimmten Wellenldnge
angeregt und sendet einen Teil der absorbierten Energie in Form von Licht einer anderen
Wellenlénge aus. Der Quencher absorbiert dieses Licht, solange er sich in unmittelbarer Néhe
zum Reporter befindet. Bei der Amplifikation der Fragmente werden die Sonden von der Taq-
Polymerase abgebaut und die beiden Farbstoffe trennen sich rdumlich voneinander. Dadurch
steigt das Signal des Reporters, was detektiert werden kann. Die Zunahme des Signales steigt
anfangs proportional zur Konzentration der Sequenz. Der Zyklus, bei dem ein zuvor festge-
setzter Schwellenwert iiberschritten wird, wird als Ct-Wert bezeichnet. Alle Messungen wur-

den am ABI PRISM SDS 7000 (Applied Biosystems) durchgefiihrt.

2.3.4.1. Quantitative PCR der miR-155

Die Analyse erfolgte in Relation auf ein Gen, welches konstitutionell exprimiert wird, ein
sogenanntes Referenzgen. Hierfiir wurde RNU48 gewidhlt, eine ribosomale RNA. Zur Durch-
fiihrung der Messung wurden je 1,33 ul des jeweiligen RT-Produktes in drei Locher einer 96-
Lochplatte pipettiert. Darauf wurden 18,67 pl eines zuvor angesetzten Master-Mixes gegeben.

Die Zusammensetzung des Master-Mixes ist der folgenden Tabelle zu entnehmen.

Tabelle 10: Pipettierschema des Master-Mixes fiir die gPCR der miRNAs

Reagenz Volumen [pl] / Reaktion
2-fach MasterMix (inkl. Enzym) 10,00
20 x TagMan®™ miRNA Assay 1,00
Wasser RNase-frei 7,67
Total 18,67
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Fiir jede DNA-Sequenz wurde ein eigener Master-Mix hergestellt, da die Sonden und
Primer spezifisch fiir die Sequenz sind. Die Programmeinstellungen fiir die qPCR wurden,

wie in nachfolgender Tabelle dargestellt, gewéhlt.

Tabelle 11: Programmeinstellung der qPCR
Reaktionsschritt Temperatur Zeit
Aktivierung des Enzyms 95°C 10 min
Denaturierung 95°C 15 sek
40 x
Synthese 60 °C 60 sek

Denaturierung und Syntheseschritt wurden 40 Mal wiederholt. Die Auswertung der quan-

titativen PCR erfolgte nach der 224 Methode (siche Kapitel 2.6.2.).
2.3.4.2. Quantitative PCR von BIC und Glucuronidase

Als Housekeeping-Gen wurde filir die Bestimmung der relativen Expression des Gens BIC
die mRNA der Glucuronidase verwendet. Zur Durchfiihrung der Messung wurden je 1,66 pl
des jeweiligen RT-Produktes in drei Locher einer 96-Lochplatte pipettiert. Darauf wurden
18,34 ul eines zuvor angesetzten Master-Mixes gegeben. Die Zusammensetzung des Master-

Mixes ist der folgenden Tabelle zu entnehmen.

Tabelle 12: Pipettierschema des Master-Mixes fiir die gPCR von BIC

Reagenz Volumen [pl] / Reaktion
2-fach MasterMix (inkl. Enzym) 10,00
20 x TagMan®™ miRNA Assay 1,00
Wasser RNase-frei 7,34
Total 18,34

Der Master-Mix fiir die Glucuronidase wurde aus eigens hergestellten Primern und Son-
den angesetzt. Von Vorwirts-, Riickwértsprimer und Sonde wurde jeweils 1 pl eingesetzt,

weshalb das Volumen des Wassers auf 5,34 pl reduziert wurde, um das gleiche Gesamtvolu-
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men zu erreichen. Die Programmeinstellungen wurden, wie in nachfolgender Tabelle darge-

stellt, gewéhlt.

Tabelle 13: Reaktionsbedingungen der qPCR

Reaktionsschritt Temperatur Zeit
Aktivierung des Enzyms 95°C 10 min
Denaturierung 95 °C 15 sek
40 x
Synthese 60 °C 60 sek

Denaturierung und Syntheseschritt wurden 40 Mal wiederholt. Die Auswertung der quan-

titativen PCR erfolgte nach der 2"**“-Methode (siche Kapitel 2.6.2.).

2.4. Proteinbiochemische Verfahren

2.4.1. Proteinbestimmung nach Bradford

Mit proteinbiochemischen Verfahren sollte der Einfluss der miR-155 auf die Expression
regulativer Proteine des PI3K/Akt-Signalweges untersucht werden. Transfizierte Zellen wur-
den zu den Zeitpunkten 24 h und 48 h geerntet, abzentrifugiert (10 min, 4 °C, 180 rpm) und in
50 ul RIPA-Puffer aufgenommen. Der RIPA-Puffer war zuvor mit Protease- und Phosphata-
se-Inhibitoren versetzt worden, um einen Abbau und die Dephosphorylierung der Proteine zu

verhindern. Die Proben wurden anschlie8end bei -20 °C eingefroren.

Zur weiteren Aufarbeitung der Proteine wurden die Zellen nach dem Auftauen zunichst
mittels Ultraschallpulsen (2 x 8 Pulse) vollstiandig lysiert. Das Lysat wurde bei 10.000 g fiir
10 min bei 4 °C zentrifugiert und der fliissige Uberstand in ein neues ReaktionsgefiB iibertra-

gen.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration der Proben wurde durch Versetzen der Proben
mit dem Bradfordreagenz (BioRad) erreicht. Dieser Farbstoff bindet an positiv geladene
Aminosaurereste der Proteine, was zu einem Farbumschlag von braun zu blau fiihrt. Die Zu-

nahme der Absorption bei 595 nm lédsst auf den Proteingehalt schlieBen. Anhand einer zuvor
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erstellten Eichkurve mit Proteinlosungen bekannter Konzentrationen konnte die Konzentrati-

on der einzelnen Proben bestimmt werden.

Von jeder Probe wurden mehrere Verdiinnungen mit Aqua dest. hergestellt. Zu 800 ul der
Verdiinnung wurden 200 ul Bradfordreagenz gegeben und das Gemisch fiir 5 min bei Raum-
temperatur inkubiert. AnschlieBend wurden je 200 ul des Gemisches in jeweils drei Vertie-

fungen einer 96-Lochplatte gegeben und die Absorption bei 595 nm gemessen.

Die Proben wurden anschliefend mit gleichem Volumen zweifach Probenpuffer und fiinf
Prozent Mercaptoethanol versetzt und die Proteine bei 95 °C fiir 10 min denaturiert. Danach

wurden die Proben erneut bei -20 °C eingefroren.

2.4.2. Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Mittels SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese lassen sich Proteine anhand ihrer Grof3e in
einem Gel auftrennen. Die Anwesenheit von SDS im Gel verhindert die Auftrennung der Pro-
teine nach ihrer Ladung, sodass die Proteine allein durch ihre unterschiedliche GroBe aufge-

trennt werden.

In die Vertiefungen des zuvor gegossenen 15%-igen Gels wurden 25 pg der Proben {iber-
tragen und auf 40 pl mit Probenpuffer aufgefiillt. In einer Vertiefung wurde ein GroBBenstan-
dard mitgefiihrt. Die Proteine wurden anschlieBend bei gleichbleibender Spannung aufge-
trennt und danach mittels Western Blot auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran iibertragen

(siehe 2.4.3)

2.4.3. Semi Dry Western Blot

Mittels Western Blot wurden flir die vorliegende Arbeit die zuvor in der Gelelektrophore-
se aufgetrennten Proteine auf eine Polyvinylidenfluorid-Membran iibertragen. Nach der Uber-
tragung auf die Membran konnen die Proteine durch verschiedene Techniken sichtbar ge-

macht werden und optisch quantifiziert werden.

Fiir die Ubertragung der Proteine auf die Membran wurde die Semi-Dry-Technik verwen-

det. Gel und Membran liegen bei dieser Methode zwischen mehreren Schichten Whatmann-
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Filterpapier eingebettet. Ein elektrisches Feld, welches senkrecht durch die Membran gerich-

tet ist, wurde angelegt. Die Feldstirke entsprach 1 A/cm? Membranoberfliche.

Nach der Ubertragung der Proteine erfolgte die Firbung der Proteine mit dem Farbstoff
Ponceau S. Dieser Farbstoff bindet reversibel an positiv geladene Aminosédurereste der Prote-
ine und ldsst auf der Membran somit Proteinbanden rotlich erscheinen. Eine ungleichméfige
Proteiniibertragung sowie Luftblaseneinschliisse auf der Membran konnten somit ausge-

schlossen werden.

Die Detektion spezifischer Proteine erfolgte nach der Inkubation der Membran in Losun-
gen, welchen Antikorpern beigesetzt waren. Zunichst wurde die Membran in Anode I1-Puffer
von Panceau S entfarbt und danach in fiinfprozentiger Magermilch in TBST fiir 60 min ge-
blockt. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit dem primdren Antikorper fiir 60 min bei
Raumtemperatur oder iiber Nacht bei 4 °C. Die Antikérper und deren Konzentration sind der
folgenden Tabelle zu entnehmen. Nach der Inkubation wurde die Membran zunéchst drei Mal
fiir jeweils 5 min in TBST gewaschen. Danach erfolgte die Inkubation fiir 60 min mit dem

Sekundérantikdrper, welcher das Fc-Fragment des Primédrantikorpers bindet.

Tabelle 14: Verwendete Antikorper

Antikorper Grofle Verdiinnung Wirt Verdiinnung sek. AK
pAKT Ser473 | 60 kDa 1:500 in 1% MM | Kaninchen 1:5.000
pAKT Thr 308 | 60 kDa 1:500 in 1% MM | Kaninchen 1:5.000
Akt 60 kDa 1:1.000 in 1% MM | Kaninchen 1:5.000
PTEN 54kDa | 1:1.000 in 1% BSA | Kaninchen 1:5.000
SHIP 1 145 kDa 1:500 in 1% MM | Kaninchen 1:5.000
GAPDH 40 kDa | 1:20.000 in 1% MM Maus 1:20.000

Nach erneutem dreimaligem Waschen in TBST fiir jeweils 5 min wurde die Membran fiir
5 min mit einer Substratlosung, welche Luminol und Wasserstoffperoxid enthélt, versetzt. Die
an den Sekundérantikdrper gekoppelte Meerrettich-Peroxidase (HRP) oxidiert das Luminol,
was zu einer Chemilumineszenz fiihrt. An einem Kodak-Imager 440 wurden die Aufnahmen
angefertigt. Wurden an einer Membran mehrere Proteine bestimmt, so erfolgte zwischen den

einzelnen Detektionsverfahren die Losung der Antikorper in Stripping-Puffer.
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2.5. Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Die konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie ist eine Methode, die es erlaubt, durch Aus-
blenden von Streustrahlung Objekte nur in der Fokusebene zu betrachten. Es konnen somit
Schnittbilder des Objektes erzeugt werden. Die mikroskopischen Untersuchungen wurden an
einem Laser-Scan-Mikroskop (LSM 410) der Firma Carl Zeiss durchgefiihrt. Die Anregung
der Farbstoffe erfolgte dabei mit einem Diodenlaser mit der Wellenldnge 488 nm und einem
Helium-Neonlaser mit der Wellenldnge 543 nm. Der Laser tastet das Objekt ab und setzt an-
schlieBend aus den Bildpunkten am Computer ein vollstindiges Bild zusammen. Die Steue-
rung wurde mit dem Programm Carl Zeiss Lsm durchgefiihrt. Den Fluoreszenzdetektoren sind
zwei Emissionsfilter vorgeschaltet, welche nur Licht einer bestimmten Wellenlédnge passieren
lassen. Diese bestanden aus einem Lang-Pass-Filter LP570 und einem Band-Pass-Filter 510-
525. Das Stativ des Mikroskops war ein Axiovert 100. Als Objektiv wurde ein 63er-

Olobjektiv verwendet.

Fiir die vorliegende Arbeit wurde die Laser-Scanning-Mikroskopie dazu verwendet, trans-
fizierte Oligonukleotide und siRNAs innerhalb einer Zelle nachzuweisen. Dazu wurden die
Zellen zunéchst mit fluorochrommarkierten Oligonukleotiden bzw. siRNAs mittels Elektropo-
ration transfiziert. Nach einer Inkubation von 2 h wurden die Zellen geerntet und mit dem
Farbstoff PKH26 GL die Zellmembran angefiarbt. Dazu wurden die Zellen nach dem Ernten
zwel Mal in Medium ohne Zusétze gewaschen und das Pellet in 125 pl der Losung C gelost.
125 pl des Farbstoffes, der zuvor in einem Verhiltnis von 1:125 in der Losung C verdiinnt
worden war, wurden zur Zellsuspension gegeben und fiir 4 min inkubiert. Die Reaktion wurde
mit FKS in gleicher Menge gestoppt, nach Zugabe von 500 pul Komplettmedium herunterzent-
rifugiert und in einem neuen 15 ml Reaktionsgefdll erneut drei Mal gewaschen. Danach wur-

den die Zellen in einem Objekttriger mit Zellkammern aufgenommen und mikroskopiert.

2.6. Statistische Auswertung

2.6.1. Statistische Auswertung

Alle Versuche wurden drei Mal durchgefiihrt. Aus den gemessenen Werten wurde der
Mittelwert sowie die Standardabweichung berechnet. Mittels zweiseitigem t-Test wurde die
Signifikanz berechnet. Ein p-Wert unter 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Die
Berechnungen wurden mit Hilfe des Programmes Microsoft Excel 2007 durchgefiihrt.
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Die Auswertung der Patientendaten erfolgte mit Hilfe des Programmes SPSS fiir
Windows (Version 15). Nach Anfertigen einer Excel-Tabelle wurden die Daten in das Pro-

gramm eingegeben und Box-Plot- und Kaplan-Meier-Diagramme erstellt.

2.6.2. Auswertung der quantitativen PCR

Die Auswertung der quantitativen PCR erfolgte nach der 2**““Methode.[88] Diese Me-
thode erlaubt die relative Quantifizierung des jeweiligen DNA-Fragmentes in Bezug auf eine
endogene Kontrolle. Als endogene Kontrolle dient dabei ein sogenanntes Housekeeping-Gen,
welches in der betreffenden Zelle konstant ohne Einfluss von Transkriptionsfaktoren oder

anderer Regulatoren exprimiert wird.

Die Ct-Werte des zu untersuchenden DNA-Fragmentes und der endogenen Kontrolle
werden zundchst gemittelt. Aus beiden Werten wird darauf die Differenz gebildet. Mit der
entsprechenden Differenz einer Vergleichszellpopulation wird erneut die Differenz gebildet.
Nimmt man die Differenz als Exponent der Basis 2 und bildet daraus den Kehrwert, so lésst
sich die Expression als Vielfaches der jeweiligen Expression in den Vergleichszellen ange-
ben. Werte von 1 zeigen somit eine Expression wie in den Vergleichszellen an. Werte iiber 1
zeigen eine hohere, Werte unter 1 eine geringere Expression als in den Vergleichszellen

an.[88] Die Formel lautet:

Relative Menge des DNA-Fragmentes = 24",

Als Vergleichszellen wurden hdmatopoetische Stammzellen untersucht, die die physiolo-
gische Zellpopulation darstellen, aus denen sich der maligne Zellklon entwickelt. Bei den
Transfektionsversuchen bzw. den Untersuchungen des Multikinaseinhibitors Sorafenib wurde

die Expression zu jedem Zeitpunkt auf die Expression in der Kontrolle bezogen.

Das Programm REST® (Relative Expression Software Tool) nutzt die statistische Methode
des ,,Pair wise fixed reallocation randomisation test®“. Diese Methode erlaubt es Daten zu
vergleichen, bei denen nicht von einer Normalverteilung ausgegangen werden kann. Die Me-
thode zeichnet sich dadurch aus, dass die Ergebnisse eine hohe Reliabilitidt und Reproduzier-
barkeit aufweisen.[89] AuBBerdem kann mit Hilfe des Programmes die Effizienz der PCR fiir
jeden Primer errechnet werden und die theoretische Annahme einer Verdopplung des Frag-

mentes zu jedem Reaktionszyklus korrigiert werden.
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3. Ergebnisse

3.1.  Quantitative PCR fiir die miR-155 und BIC
Um die Expression der miR-155 in Zelllinien und de novo-Zellen zu untersuchen, wurde
eine quantitative Real-Time PCR mit Hilfe von TagMan®“-Sonden genutzt. Als endogene Kon-

trolle diente die small nucleolar RNA C/DR box 48 (RNU48).

Um die Reliabilitit der qPCR zu priifen, wurde die Korrelation zweier unabhéngiger Mes-
sungen miteinander verglichen. Jede Raute der folgenden Abbildung stellt das Wertepaar aus

zwei unabhiangigen Messungen dar. Der Korrelationskoeftizient wurde errechnet.
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Abbildung 5: Korrelation der Ct-Werte von zwei unabhimgigen Versuchen
Dargestellt sind die Ct-Werte zweier unabhdngiger gPCR-Versuche aller verwendeter Zell-
linien. Bestimmt wurde die Expression der miR-155 und der RNU4S.

Der Vergleich der unabhingigen Versuche untereinander zeigt mit einem Korrelationsko-

effizienten von 0,93 eine hohe Korrelation.

Als endogene Kontrolle fiir die Bestimmung der relativen Expression von BIC diente die
Glucuronidase. Analog zur Analyse der PCR-Ergebnisse der kleinen RNAs wurden auch die
Wertepaare zweier unabhédngiger Versuche fiir BIC und die Glucuronidase verglichen. Eine
Abbildung der Wertepaare wurde erstellt und die Berechnung des Korrelationskoeffizienten
durchgefiihrt. Der Korrelationskoeffizient zeugt mit einem Wert von 0,9 ebenfalls von einer

hohen Korrelation zwischen zwei unabhingigen Versuchen.
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Abbildung 6: Korrelation der Ct-Werte von zwei unabhiingigen Versuchen

Dargestellt sind die Ct-Werte von zwei unabhdngigen qPCR-Versuchen aller Zelllinien. Be-
stimmt wurde die Expression des Gens BIC und des Gens Glucuronidase als endogene Kon-
trolle.

3.2

Die Expression von miR-155 und BIC wurde mit der Expression in gesunden HSZ vergli-

Anreicherung der himatopoetischen Stammzellen

chen. Dazu wurden HSZ aus dem Knochenmark von Patienten, welche keine Stammzeller-
krankung aufwiesen, angereichert. Die Stammzellen wurden somit als gesunde Stammzellen
angesehen. Aus sechs verschiedenen Knochenmarkproben erfolgte die Isolierung. Die RNA
aus jewelils drei Proben wurde zu gleichen Teilen vermischt und die Expression aus dem Poo!/
bestimmt. Die Daten der einzelnen Proben vor und nach dem Anreicherungsprozess sind in

der folgenden Tabelle zusammengestellt.

Tabelle 15: Anreicherung hiimatopoetischer Stammzellen

Probe Zellzahl | Zellzahl | CD34+/CD45+ | CD34+/CD45+ | Pool
(VM) (nM) VM) [%] (M) [%]
KMO02 1,56x 10" | 2,38 x 10° 2,26 78,85 I
KMO04 9.45x 10" | 5,80x 10° 3,11 70,06 11
KMO5 9,55x 10° | 4,65x 10° 6,39 76,92 1l
KMO06 530x 10" | 6,40x 10° 7,41 92,59 [
KMO07 2,80x 10" | 7,40x 10° 6,39 90,66 [
KMO08 590x 10" | 1,10 x 10° 433 96,72 I
Mittelwert 84,30

vM: vor der Anreicherung mittels AutoMACS, nM: nach der Anreicherung
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Insgesamt wurde eine mittlere Reinheit von 84 Prozent erreicht. Der Pool II wurde zur
Bestimmung der Expression von BIC verwendet, der Pool I zur Bestimmung der Expression

der miR-155.

3.3. Expression der miR-155 und seines Vorlaufers BIC

Einige Verdffentlichungen der vergangenen Jahre konnten zeigen, dass hdmatopoetische
Zellen verschiedener Differenzierungsstufen Unterschiede in der miR-155-Expression auf-
wiesen. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass auch in verschiedenen Leukdmien die Ex-
pression der miR-155 differenziell erfolgt. Verschiedene Leukdmiezelllinien mit unterschied-
lichen zytogenetischen Aberrationen und Ausreifungsstufen sollten auf die Expression der

miR-155 und seines priméren Transkriptes untersucht werden.

Die Expression der miR-155 wurde in elf verschiedenen Zelllinien, hdmatopoetischen
Stammzellen und reifen B-Lymphozyten untersucht. Dazu zdhlten drei AML-, drei B-ALL-
und zwei T-ALL-Zelllinien sowie drei hochmaligne Non-Hodgkin-Lymphome (hgNHL). Es
erfolgten drei unabhédngige Versuche. Bei jedem Versuch wurde die qPCR in Tripletts ausge-
fiihrt.
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Abbildung 7: Relative Expression der miR-155 in akuten Leukdmien und gesunden Zellen
Die Abbildung stellt die relative Expression der miR-155 in verschiedenen Zelllinien und
gesunden B-Lymphozyten im Bezug auf die Expression in hdmatopoetischen Stammzellen
(HSZ) dar. Ein Wert > 1 bedeutet eine hohere Expression der miR-155, ein Wert < 1 bedeutet
eine geringere Expression. Signifikante Unterschiede mit einem p-Wert von < 0,05 sind mit
einem Stern markiert.
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Die Abbildung zeigt die relative Expression der miR-155 bezogen auf die Expression der
miR-155 in hdmatopoietischen Stammzellen. Dargestellt sind Mittelwert und Standardabwei-
chung aus drei unabhingigen Versuchen. Ein p < 0,05 wurde als statistisch signifikant ange-

sehen und mit einem Stern gekennzeichnet.

In allen untersuchten Zelllinien und B-Lymphozyten konnte die miR-155 nachgewiesen
werden. Gesunde B-Lymphozyten zeigen im Vergleich zu hdmatopoetischen Stammzellen
eine signifikant verminderte Expression. Zwei Zelllinien zeigten eine signifikant hhere Ex-
pression: die B-ALL-Zelllinie SEM erreichte das 1,7-Fache des Wertes der HSZ und die
AML-Zelllinie MV4-11 erreichte gar das 2,3-Fache. Alle anderen ALL- und AML-Zelllinien
zeigten im Vergleich eine verminderte Expression. Die beiden T-ALL-Zelllinien MOLT-4
und Jurkat erreichten nur Werte zwischen rund einem Viertel und der Hélfte der Expression,
die in HSZ gemessen wurde, und zeigten damit gegeniiber den B-ALL-Zelllinien eine gerin-
gere Expression. Die niedrigste Expression wurde in der NHL-Zelllinie DogKIT detektiert,
wogegen DoGUM und GumBus ungefihr die Werte der B-Lymphozyten erreichten. Alle
NHL-Zelllinien zeigten eine signifikant niedrigere Expression als HSZ. Nur die AML-
Zelllinie NB4 zeigte eine Expression, die der Expression in hdmatopoetischen Stammzellen

entsprach.

Die miR-155 ist das Endprodukt einer mehrere Schritte umfassenden Prozessierung eines
primdren Transkriptes, der sogenannten pri-microRNA-155. Die miR-155 wird aus dem Tran-
skript des BIC-Gens (MIR155HG) prozessiert. Die Expression dieses Gens wurde ebenfalls
bestimmt. Dargestellt in der folgenden Abbildung sind die errechneten Mittelwerte dreier un-
abhingiger qPCR-Versuche und deren Standardabweichung. Alle gPCR-Versuche wurden in
Tripletts ausgefiihrt. Ein p-Wert unter 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet und mit

einem Stern gekennzeichnet.

Auch die Expression des BIC-Gens konnte in allen Zelllinien nachgewiesen werden. Die
AML-Zelllinie NB4 zeigte eine zu himatopoetischen Zellen vergleichbare Expression. Die B-
ALL-Zelllinie RS4;11 zeigte eine leicht geringere Expression, die jedoch nicht signifikant
war. Die Zelllinien SEM und MV4-11, welche auch eine hohe miR-155 Expression zeigten,
fielen auch durch eine hohe BIC-Expression auf, die das 4,5-Fache der HSZ deutlich {iber-
stieg. Bei der NHL-Zelllinie GumBus lag eine 2,5-fach hohere Expression im Vergleich zu
HSZ vor. Alle anderen Zelllinien exprimierten das Gen BIC signifikant geringer als hdmato-

poetische Stammzellen. Die T-ALL-Zelllinien MOLT-4 und Jurkat fielen erneut durch eine
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geringere Expression im Vergleich zu den B-ALL Zelllinien auf. Die niedrigste Expression

wurde mit einem Wert von rund 0,01 erneut in der NHL-Zelllinie DogKIT detektiert.
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Abbildung 8: Relative Expression der pri-miR-155 BIC in akuten Leukdimien

Die Abbildung zeigt die relative Expression des Gens BIC in akuten Leukdmie-Zelllinien im
Bezug auf die Expression in hdmatopoetischen Stammzellen. Ein Wert > 1 entspricht einer
hoheren Expression als in HSZ. Ein Wert < I entspricht einer niedrigeren Expression. Unter-
schiede zur Expression in HSZ mit einem p < 0,05 wurden als signifikant gewertet und mit
einem Stern gekennzeichnet.

Die Expression der miRNAs ist nicht nur abhingig von der Expression der sie kodieren-
den Gene, sondern wird auch durch die Regulation der Prozessierung bestimmt (siche 1.1.1.).
Ein Quotient aus der mittleren Expression der miR-155 und des Gens BIC wurde gebildet, um
die Effizienz der Prozessierung der miR-155 abzuschitzen. Die nachfolgende Abbildung zeigt

die Quotienten fiir jede untersuchte Zelllinie.

Die Abbildung zeigt, dass die Zelllinien SEM, MV4-11 und GumBus eine geringe Prozes-
sierungseffizienz besitzen. SEM und MV4-11 zeigen trotz geringer Prozessierungseffizienz
eine hohe miR-155-Expressionswerte. Die Zelllinie GumBus dagegen zeigt eine verminderte
miR-155-Expression im Vergleich zu HSZ. DogKIT, die durch eine sehr geringe miR-155-
Expression aufgefallen war, zeigt, &hnlich wie die Zelllinien REH, Jurkat und HL60, eine sehr
hohe Prozessierungseffizienz. Die Grafik zeigt, dass die unterschiedliche Prozessierung von
BIC zur reifen miR-155 die Unterschiede in der Expression von BIC nivelliert. Einige Zellli-
nien mit sehr hoher BIC-Expression zeigen eine geringe Prozessierungseffizienz, wogegen

Zelllinien mit geringer BIC-Expression eine sehr effiziente Prozessierung durchfiihren.
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Abbildung 9: Effizienz der miR-155-Prozessierung in akuten Leukimien

Dargestellt ist der Quotient aus der mittleren Expression der miR-155 und der mittleren Ex-
pression von BIC. Je hoher der Quotient, desto effizienter wird die miR-155 aus dem Gen BIC
prozessiert.

3.4. Expression der miR-155 in de novo-Leukdmiezellen

Die Expression der miR-155 und von BIC wurden in de novo-Zellen von Patienten mit
akuten Leukdmien bestimmt und mit klinischen Daten verglichen. Die leukdmischen Blasten
wurden aus dem Knochenmark bzw. dem Blut mittels Dichtezentrifugation (siehe 2.2.2.) iso-
liert und durchflusszytometrisch untersucht. Nur Proben mit einem Blastenanteil von iiber 60

Prozent wurden in die Analyse einbezogen.

Insgesamt wurden Proben von 45 Patienten mit AML und von 13 Patienten mit ALL un-
tersucht. Das mittlere Erkrankungsalter bei Diagnose der AML lag bei 63 Jahren, bei der Di-
agnose der ALL bei 50 Jahren. Eine Polychemotherapie mit kurativer Zielsetzung erhielten 31
der Patienten mit AML und zwolf der Patienten mit ALL. Zusédtzlich erhielten 13 Patienten
mit AML eine allogene Stammzelltransplantation sowie vier der Patienten mit ALL. Von al-
len Patienten mit einer AML waren vier Proben eines Rezidivs. Unter den ALL-Patienten gab
es ein Rezidiv. Eine Tabelle mit den Expressionswerten und den klinischen Daten der einzel-
nen Proben befindet sich im Anhang. Durch morphologische und zytochemische Untersu-
chungen wurde die AML entsprechend der FAB-Klassifikation aufgeteilt. Unter den AML-
Patienten konnten drei Proben einer MO, sieben einer M1, vier einer M2, zwei einer M3, acht
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Proben einer M4, sechs einer M5 sowie drei einer M7 zugeteilt werden. Zwolf Proben konn-
ten nicht klassifiziert werden. Unter den ALL-Proben befanden sich zwei pro-B-ALL, sechs
common-B-ALL, eine pri-B-ALL, eine pro-T-ALL, eine prd-T-ALL, eine kortikale T-ALL
und eine reife T-ALL. Bei 28 der Patienten mit AML wurden molekularbiologische Untersu-
chungen zur Bestimmung von Mutationen von FLT3 und NPM1 durchgefiihrt. Bei drei Pati-
enten (zwolf Prozent) konnte eine ITD-Mutation der FLT3 nachgewiesen werden. Sechs aller
untersuchten Proben (21 Prozent) wiesen eine Mutation von NPM1 auf. Die nachfolgende
Grafik zeigt die Expression der miR-155 in den untersuchten Proben als Vielfaches der Ex-

pression der miR-155 in HSZ.
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Abbildung 10: Expression der miR-155 in de novo-Zellen
Dargestellt ist die Expression der miR-155 in de novo-Leukdmiezellen mit Standardabweichung im Vergleich zur Expression in HSZ. Ein Wert > 1
entspricht einer hoheren Expression, ein Wert < 1 entspricht einer geringeren Expression als in HSZ.
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Die miR-155 wurde in allen untersuchten AML- und ALL-Proben nachgewiesen. Vergli-
chen mit der Expression der miR-155 in HSZ zeigte eine Mehrzahl von 41 Patienten mit
AML (91 Prozent) eine verminderte Expression, wovon 37 gar eine signifikant niedrigere
Expression aufwiesen. Nur vier Proben (neun Prozent) zeigten eine héhere Expression als in
HSZ und nur zwei von diesen Werten waren signifikant erhoht. Die Probe 1 zeigte von allen
Proben die hochste Expression und hob sich deutlich von den anderen Proben ab. Diese Probe
stammte von einem Patienten mit einem Rezidiv einer nicht weiter klassifizierbaren AML.
Besondere zytogenetische Auffalligkeit war lediglich ein dizentrisches Chromosom aus den
Chromosomen 1 und 22. Mdgliche Mutationen im FLT3- und NPM1-Gen wurden nicht un-
tersucht. Bei den Proben 23 und 12 konnte jedoch eine Mutation im FLT3-Gen nachgewiesen

werden. Die Probe 12 wies auflerdem noch eine Trisomie &8 auf.

Auch unter den ALL-Proben lag die Expression der meisten Proben unterhalb derer in
HSZ. Zehn der elf Proben mit niedrigerer Expression zeigten eine signifikant geringere Ex-
pression. Nur zwei der Proben (15 Prozent) zeigten eine hohere miR-155-Expression als in
HSZ, wobei nur die Probe 49 einen signifikanten Unterschied zeigte. Bei dieser Probe handel-
te es sich um eine pro-B-ALL. Zytogenetisch zeigte sich eine Translokation t(4;11)(q21;q923),
die mit einer schlechten Prognose assoziiert ist. Die Probe 55 zeigte einen komplex aberranten

Karyotyp (siche Anhang).

3.4.1. Prognostische Bedeutung der miR-155

Um eine mdgliche prognostische Bedeutung der miR-155 in AML zu untersuchen, wurde
eine Uberlebensanalyse von AML-Patienten durchgefiihrt. Aus der Analyse wurden zunéchst
alle Patienten, welche ein Rezidiv erlitten hatten, ausgeschlossen. Au3erdem wurden nur Pati-
enten mit einer potenziell kurativen Therapie (Polychemotherapie mit oder ohne Stammzell-
transplantation) beriicksichtigt. Die Patienten wurden darauthin in zwei Gruppen unterteilt:
die Patienten mit geringerer Expression wurden jenen mit hoherer Expression gegeniiberge-
stellt. Als Diskriminator wurde der Median verwendet. Die Analyse wurde mittels SPSS
durchgefiihrt. Nachfolgende Grafik stellt die Uberlebenskurven der beiden Patientengruppen

dar.
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Abbildung 11: Uberlebensdiag_ramm der AML-Patienten
Dargestellt ist das kumulative Uberleben der zwei Patientengruppen. Blau: miR-155-
Expression geringer als Median, griin: miR-155-Expression hoher als Median aller Proben.

Die Grafik zeigt mit einem p-Wert von 0,998 keinen signifikanten Unterschied zwischen
den beiden Patientengruppen. Um die Patientengruppen weiter zu homogenisieren, wurden
die Patienten nach Grimwade und Hills nach zytogenetischen Gesichtspunkten in drei prog-
nostische Gruppen unterteilt. Auch nach Ausschluss aller Patienten mit giinstiger oder un-
giinstiger Prognose konnten keine Unterschiede im Uberleben zwischen den beiden Patien-
tengruppen festgestellt werden (Daten nicht dargestellt). Wegen der eingeschriankten Anzahl

an Patienten mit ALL und der Inhomogenitdt dieser wurde eine Analyse nicht durchgefiihrt.

3.4.2. Zusammenhang der miR-155-Expression mit prognostischen Faktoren

Es konnte gezeigt werden, dass die miR-155-Expression von verschiedenen Faktoren ab-
héngig ist. Garzon et al. konnten zeigen, dass Leukémiezellen mit einer FLT3-ITD-Mutation
eine hohere miR-155-Expression aufweisen als Zellen, die den Wildtyp des FLT3-Gens ex-
primieren.[90] Um diesen Zusammenhang zu untersuchen, wurden die Proben in zwei Grup-
pen aufgeteilt und untereinander verglichen. Drei Proben (zwolf Prozent) unter allen Proben,

bei denen der FLT3-Status bestimmt wurde, wiesen eine ITD-Mutation des Gens auf. Das
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nachfolgende Box-Plot-Diagramm zeigt die Expression der miR-155 in Abhidngigkeit vom

Mutationsstatus.
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Abbildung 12: Einfluss der FLT3-ITD-Mutation auf die Expression der miR-155
Dargestellt ist die Expression der miR-155 in Abhdngigkeit von der Mutation des FLT3-Gens.
Kleine Kreise stehen fiir milde AusreifSer.

Die Darstellung zeigt, dass Leukdmiezellen, welche eine ITD-Mutation der FLT3 aufwei-
sen, eine hohere miR-155-Expression zeigen. Der Unterschied ist jedoch aufgrund der gerin-
gen Fallzahl nicht signifikant. Die Proben 13 und 17, welche weder eine Mutation im FLT3-
Gen noch zytogenetische Auffélligkeiten oder eine Mutation des NPM1-Gens aufwiesen,
zeigten ebenfalls eine starke miR-155-Expression. Sie sind als Ausreifler dargestellt, da sie

sich auBBerhalb des 1,5-fachen Interquartilabstandes befinden.

Auch die Mutation des NPM1-Gens ist ein prognostischer Faktor. Diese Mutation ist je-
doch bei Abwesenheit einer FLT3-Mutation mit einer gilinstigeren Prognose assoziiert. Es
konnte in der oben zitierten Publikation gezeigt werden, dass auch in Proben, die eine Mutati-
on im NPM1-Gen aufwiesen, eine hohere miR-155-Expression detektiert werden konnte. Die-
ser Zusammenhang wurde auch an den vorliegenden Proben gepriift. Nachfolgend ist die Ex-
pression in Abhingigkeit einer Mutation des NPM1-Gens dargestellt. Proben, die eine Muta-

tion des FLT3-Gens aufwiesen wurden bei der Analyse nicht mit eingeschlossen.
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Abbildung 13: Einfluss der NPM1-Mutation auf die Expression der miR-155
Dargestellt ist die Expression der miR-155 in Abhdngigkeit von der Mutation des NPMI-
Gens.

Es zeigte sich ein leichter Trend zu hoheren Expressionswerten der miR-155 bei Mutation

des Gens NPM1. Dieser Trend ist jedoch bei einem p-Wert von 0,21 nicht signifikant.

3.4.3. Zusammenhang der miR-155-Expression mit dem FAB-Subtyp

Eine weitere Analyse sollte zeigen, ob zwischen den verschiedenen Subtypen der FAB-
Klassifikation signifikante Unterschiede im Expressionsprofil der miR-155 bestehen. Die
Proben, welche einem FAB-Subtyp zugeordnet werden konnten, wurden in verschiedene
Gruppen unterteilt. AnschlieBend wurde die Expression der miR-155 zwischen den einzelnen
Gruppen verglichen. Die folgende Grafik stellt die Unterschiede in der Expression der miR-
155 dar.
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Abbildung 14: Expression der miR-155 in FAB-Subtypen
Dargestellt ist die Hohe der Expression in den Leukdmiezellen nach Aufteilung in FAB-
Subtypen. Kleine Kreise stehen fiir milde Ausreifier, Sterne fiir extreme Ausreifer.

Die Darstellung zeigt, dass es zwischen den einzelnen Gruppen der FAB-Subtypen Unter-
schiede in der Expression der miR-155 gab. Wéhrend die wenig differenzierten Subtypen MO,
M1 und M2 und die Subtypen M4 und M5 eine relativ hohe Expression aufwiesen, zeigten
Zellen der akuten Promyelozytenleukdmie (M3) signifikant geringere Werte. Auch die Zellen
des Subtyps M7 zeigten eine geringere Expression. Diese Unterschiede waren jedoch nicht
signifikant. Die mit Kreisen und Sternen dargestellten Ausreiler in der Gruppe M0, M1, M2
und der Gruppe M4, M5 weisen auBer der Probe 6 molekulare Marker auf, welche mit erh6h-
ter Expression assoziiert sind (FLT3- bzw. NPM1-Mutation). Die Probe 20 weist au3erdem
eine Trisomie 21 auf. Die Probe 6 zeigt auller einer Trisomie 13 keine zytogenetischen Auf-
falligkeiten. Es wurde auch untersucht, ob Unterschiede zwischen primdren Leukdmien und
aus einem MDS hervorgegangenen Leukémien bestehen. Signifikante Unterschiede wurden

zwischen diesen beiden Gruppen nicht nachgewiesen (Daten nicht dargestellt).
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3.5. Hemmung der miR-155 in Zellen der akuten Leukdmie

Um die funktionelle Bedeutung der miR-155 zu untersuchen, wurden Transfektionsversu-
che durchgefiihrt, die durch einen Inhibitor zu einer Suppression der miR-155 fiihren sollten.
Es wurde ein moglicher Einfluss der miR-155 auf Zellwachstum, metabolische Aktivitdt und
Apoptose- und Nekroseverhalten der Zelllinien angenommen. Die im Folgenden dargestellten

Versuche sollten dazu dienen, einen mdglichen Zusammenhang zu untersuchen.

3.5.1. Bestimmung der Transfektionseffizienz

Um eine sichere Hemmung der miR-155 zu erreichen, wurde zunichst die Transfektions-
rate der zu untersuchenden Zelllinien bestimmt. Mittels durchfluss-zytometrischer Messungen
wurde die Transfektionsrate ermittelt. Die Lasermikroskopie wurde dazu verwendet, die

transfizierten Oligonukleotide im Zytoplasma nachzuweisen.

In beiden Zelllinien wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie eine Transfektionsrate von
iiber 80 Prozent ermittelt. Die lasermikroskopischen Aufnahmen zeigen eine dhnlich hohe
Transfektionsrate. Die griin fluoreszierenden Oligonukleotide kommen innerhalb der mit rot
fluoreszierendem Farbstoff angefarbten Zellmembran zur Darstellung. Somit konnte gezeigt

werden, dass die Oligonukleotide das Zytoplasma erreichen.
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Abbildung 15: Transfektionseffizienz der Zelllinien SEM und MV4-11

Dargestellt sind jeweils die Ergebnisse eines Transfektionsexperimentes.

A: Durchflusszytometrie: Die schwarze Kurve stellt die Eigenfluoreszenz der Zellen dar. Die
griine Kurve stellt die Fluoreszenz der mit einem fluoreszierenden Oligonukleotid transfizier-
ten Zellen dar. B: Konfokale Lasermikroskopie:Die Zellmembran wurde mit PKH26 gefdrbt
(rot). Transfizierte Zellen sind griin angefdrbt.

3.5.2. Einfluss der Inhibition auf die Expression der miR-155

Die Expression der miR-155 wurde im Verlauf der Transfektionsversuche mittels qPCR
untersucht. In der folgenden Abbildung sind jeweils die Mittelwerte aus drei unabhingigen
Versuchen sowie die jeweilige Standardabweichung dargestellt. Die Ct-Werte der qPCR wur-
den mit der REST-Methode analysiert. P-Werte < 0,05 wurden als signifikant gewertet.
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Abbildung 16: Inhibition der Expression der miR-155

Dargestellt sind die Mittelwerte von jeweils drei unabhdngigen Versuchen und die jeweilige
Standardabweichung. Als Kontrolle wurden zu jedem Zeitpunkt die mit Wasser transfizierten
Zellen verwendet. K: Kontrolle, LNA AS: unspezifisches LNA Oligonukleotid, LNA 155: miR-
155 spezifisches Oligonukleotid.

Die Zellen, welche mit einem spezifischen Oligonukleotid gegen die miR-155 transfiziert
wurden, zeigten im Vergleich zu den Kontrollzellen eine signifikante Reduktion der miR-155-
Expression. Bereits nach 15 h nach der Transfektion war in der Zelllinie SEM eine signifikan-
te Hemmung der miR-155 nachweisbar. Die Expression der miR-155 stieg erst nach 72 h
wieder an. Die Zellen, welche mit einem unspezifischen Oligonukleotid transfiziert wurden,
zeigten zu keinem Zeitpunkt einen signifikanten Unterschied in der miR-155-Expression zu
den Kontrollzellen. Bei den MV4-11 Zellen wurde eine signifikante Inhibition der miR-155
erst 24 h nach der Transfektion nachgewiesen. Eine maximale Hemmung im Vergleich zu der
Kontrolle wurde nach 48 h erreicht, wobei die miR-155-Expression jedoch nur auf 50 Prozent
reduziert war. Die Zellen, welche mit einem unspezifischen Oligonukleotid transfiziert wurde,

zeigten keine signifikanten Unterschiede in der miR-155-Expression zu den Kontrollzellen.
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3.5.3. Zellproliferation nach Inhibition der miR-155

Kong et al. konnten zeigen, dass in Mammakarzinom-Zelllinien eine Hemmung der miR-
155 zu einer Reduktion der Proliferation fiihrte.[91] Ob dieser Zusammenhang auch in Leu-
kamiezelllinien beobachtet werden kann, sollte in den Transfektionsversuchen gepriift wer-
den. Es wurde die Hypothese aufgestellt, dass eine Hemmung der miR-155 das Proliferati-
onsverhalten der Zellen beeinflusst. Die Hypothese wurde durch die Auszdhlung der Zellen
zu bestimmten Zeiten liberpriift. Zellen, welche nicht mit dem spezifischen Inhibitor trans-

fiziert wurden, dienten als Kontrolle.

SEM

15h 24 h 48 h 72h
MV4-11

Zellzahl (x 108)

15h 24 h 48 h 72h

oK OLNAAS B LNA 155

Abbildung 17: Einfluss der Hemmung der miR-155 auf die Proliferation der Zelllinien
Dargestellt sind die zu jedem Zeitpunkt gezihlten Zellen als Mittelwert aus drei unabhdngi-
gen Versuchen mit der jeweiligen Standardabweichung. K: Kontrolle, LNA AS: unspezifisches
Oligonukleotid, LNA 155: miR-1535 spezifisches Oligonukleotid.

57



3. Ergebnisse

Um den Einfluss der Hemmung der miR-155 auf die Proliferation zu untersuchen, wurden
die viablen Zellen nach 15 h, 24 h, 48 h und 72 h mittels Neubauerzahlkammer gezdhlt. In
den Abbildungen sind jeweils die Mittelwerte mit den errechneten Standardabweichungen zu

jedem Zeitpunkt dargestellt. Signifikanzen wurden mittels zweiseitigem t-Test ermittelt.

Die Zellzahl nahm iiber den beobachteten Zeitpunkt in beiden Zelllinien zu. Innerhalb des
beobachteten Zeitraumes von 72 h nach Transfektion kommt es in beiden Zelllinien zu einer
Verdopplung der urspriinglichen Zellzahl. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle bestanden
nicht. In der Zelllinie MV4-11 proliferierten die Kontrollzellen etwas schneller als die ande-
ren Ansétze. Die Zellen, welche mit dem unspezifischen Oligonukleotid transfiziert wurden,

proliferierten am langsamsten. Diese Unterschiede waren jedoch nicht signifikant.

3.5.4. Metabolische Aktivitdiit nach Transfektion eines miR-155-Inhibitors
Neben dem Einfluss auf die Poliferation wurde auch ein Einfluss der miR-155 auf die me-
tabolische Aktivitdt der Zellen angenommen. Die Inhibitionsversuche sollten einen moglichen

Zusammenhang aufdecken.

Mittels WST-1-Test lassen sich Riickschliisse auf die metabolische Aktivitit der Zellen
ziehen. Die folgenden Grafiken zeigen die Ergebnisse dreier unabhéngiger Transfektionsver-
suche. Die Umsetzung des Farbstoffes WST-1 wurde zu den Zeitpunkten 24 h, 48 hund 72 h
nach Transfektion bestimmt. In der folgenden Abbildung sind die Ergebnisse zusammenge-

fasst.

Die Grafiken zeigen bei beiden Zelllinien eine Zunahme der metabolischen Aktivitdt in
dem untersuchten Zeitraum. In beiden Zelllinien wiesen Kontrollzellen, welche nur mit Was-
ser elektroporiert wurden, die hochste metabolische Aktivitdt auf. In der Zelllinie SEM zeig-
ten die Zellen, welche mit dem miR-155 spezifischen Oligonukleotid transfiziert worden wa-
ren, die geringste metabolische Aktivitdt. In der Zelllinie MV4-11 war in den Zellen, welche
mit dem unspezifischen Oligonukleotid transfiziert worden waren, die geringste metabolische

Aktivitdt zu vermerken. All diese Unterschiede waren jedoch nicht signifikant.
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Abbildung 18: Einfluss der miR-155-Inhibition auf die metabolische Aktivitiit

Dargestellt sind die Absorptionswerte (650—450 nm) als Mittelwert mit der errechneten Stan-
dardabweichung zu den Zeitpunkten 24 h, 48 h und 72 h. K: Kontrolle, LNA AS: unspezifi-
sches Oligonukleotid, LNA 155: miR-155-spezifisches Oligonukleotid. n=3.

3.5.5. Einfluss der miR-155-Hemmung auf Apoptose und Nekrose

Mit Hilfe durchflusszytometrischer Methoden wurden die Zellen im Verlauf des Versu-
ches auf die Apoptose- und Nekroserate hin untersucht. Die Bestimmung wurde zu den Zeit-
punkten 15 h, 24 h, 48 h und 72 h durchgefiihrt. Die Abbildung zeigt die errechneten Mittel-

werte sowie die Standardabweichung dreier unabhingiger Versuche.

Die Abbildungen zeigen keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Ansét-
zen in beiden Zelllinien. In der Zelllinie SEM wurden die hochsten Apoptose- und Nekrosera-
ten nach 24 h gemessen, welche im Verlauf wieder abfielen. Der Anteil der apoptotischen
Zellen blieb stdndig unter neun Prozent und fiel gegen Ende des Beobachtungszeitraumes auf
ca. vier bis sechs Prozent ab. Der Anteil der nekrotischen Zellen erreichte zu Beginn Raten
von etwa einem Drittel. Nach 72 h fiel der Anteil der nekrotischen Zellen auf 13 bis 15 Pro-

zent ab. In der Zelllinie MV4-11 zeigten sich die hochsten Apoptoseraten nach 24 h. Etwa 20
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Prozent der Zellen waren apoptotisch. Die hochsten Nekroseraten von 17 bis 25 Prozent
konnten nach 48 h nachgewiesen werden. Gegen Ende des Versuches fielen die Werte auf

unter 18 Prozent ab.
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Abbildung 19: Einfluss der Inhibition der miR-155 auf Apoptose und Nekrose

Dargestellt sind die Apoptose- und Nekroserate als Mittelwert inklusive Standardabweichung
zu den Zeitpunkten 15 h, 24 h, 48 h und 72 h. K: Kontrolle, LNA AS: unspezifisches Oligonuk-
leotid, LNA 155: miR-155 spezifisches Oligonukleotid. n=3.

3.6.  Uberexpression der miR-155 in Zellen der akuten Leukimie

Drei verschiedene Zelllinien (RS4;11, Jurkat und HL60) wurden mit einer siRNA trans-
fiziert, deren Sequenz derer der miR-155 entspricht und deren Wirkung imitiert. Neben dem
Einfluss auf Proliferation, metabolische Aktivitidt und Apoptose- und Nekroserate wurde auch

der Einfluss auf die Expression wichtiger Proteine des PI3K/Akt-Signalweges untersucht.
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3.6.1. Bestimmung der Transfektionseffizienz

Die Transfektionsrate wurde mit zwei unterschiedlichen Methoden bestimmt. Mittels
Durchflusszytometrie wurde der genaue Anteil der transfizierten Zellen quantifiziert. Eine
Rate tiber 80 Prozent sollte in allen Zelllinien erreicht werden. Mittels Lasermikroskopie
wurden die an einen Farbstoff gekoppelten siRNAs innerhalb der Zelle nachgewiesen. Diese
Methode sollte zeigen, dass die siRNAs das Kompartiment, in dem sie ihre Wirkung entfalten
sollen, erreichen. Die nachfolgende Grafik zeigt die lasermikroskopischen Bilder der Zellen

sowie die mittels Durchflusszytometrie gemessene Rate.

RS4;11

85,81%

Jurkat

Ereignisse

89,50 %

HLED

siRMA-AF

Abbildung 20: Transfektionseffizienz der Zelllinien RS4;11, Jurkat und HL60

A: Durchflusszytometrie: Die Eigenfluoreszenz der Kontrollzellen ist schwarz, die Fluores-
zenz der mit Fluorochrom markierten siRNAs transfizierten Zellen griin dargestellt.
B:Fluoreszenzmikroskopie: Auf den Abbildungen sind die markierten siRNAs griin dargestellt
und die Zellmembran ist rot gefirbt.

Zur Bestimmung der Transfektionseffizienz wurden die Zellen mit einer fluoreszenzmar-

kierten siRNA transfiziert. Die Abbildungen zeigen, dass durch die Elektroporation in allen
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Zellen eine hohe Anzahl der Zellen transfiziert werden konnte. In der Zelllinie RS4;11 betrug
der Anteil der transfizierten Zellen 86 Prozent, in der Zelllinie Jurkat konnten 90 Prozent der
Zellen transfiziert werden und in der Zelllinie HL60 lag deren Anteil bei 97 Prozent. Aul3er-
dem zeigen die fluoreszenzmikroskopischen Bilder, dass die markierten siRNAs in allen Zell-
linien das Zytosol, das Zellkompartiment, in dem sie ihre Wirkung entfalten, erreichen. Das

Ziel von mindestens 80 Prozent transfizierten Zellen wurde somit in allen Zelllinien erreicht.

3.6.2. Einfluss der Uberexpression auf die miR-155-Expression

Die Expression der miR-155 wurde nach der Transfektion iiber einen Zeitraum von 72 h
untersucht. Die Abbildung zeigt die Ergebnisse dreier unabhingiger Versuche. Die relative
Expression der miR-155 bezogen auf die Expression im Kontrollansatz ist auf einer logarith-
mischen Skala dargestellt. Signifikante Unterschiede sind durch ein Sternchen gekennzeich-

net.

Die Darstellung zeigt, dass in allen mit dem spezifischen Oligonukleotid transfizierten
Zellen signifikant hohere Expressionswerte der miR-155 erreicht werden konnten als in den
Kontrollansitzen. Bei den Zelllinien RS4;11 und HL60 wurde der hochste Wert nach 15 h
erreicht, wihrend die hochste Expression in Jurkat-Zellen erst nach 24 h erreicht wurde. In
RS4;11-Zellen konnte die Expression auf das 110-Fache gesteigert werden. Die Zelllinie Jur-
kat zeigte eine auf das 220-Fache gesteigerte Expression der miR-155 verglichen mit den
Kontrollzellen nach 24 h. Zum Zeitpunkt 15 h zeigte sich eine Steigerung auf das 1,5-Fache
in den mit dem unspezifischen Oligonukleotid transfizierten Zellen. In HL60-Zellen erreichte
die Expression ein Maximum nach 15 h. In dieser Zelllinie zeigte sich in den mit dem unspe-
zifischen Oligonukleitod tranfizierten Zellen eine signifikante Zunahme im Vergleich zur
Kontrolle. In den mit dem spezifischen Oligonukleotid transfizierten Zellen wurde eine Stei-
gerung um das 57-Fache nachgewiesen. Die Expression fiel iiber den beobachteten Zeitraum

in allen Zelllinien ab, zeigte jedoch iiber den gesamten Zeitraum signifikant erhohte Werte.
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Abbildung 21: Uberexpression der miR-155 in den untersuchten Zelllinien

Dargestellt wurde die relative Expression und die Standardabweichung in logarithmischer
Skalierung. Die transfizierten Zellen wurden nach 15 h, 24 h, 48 h und 72 h untersucht. K:
Kontrolle, AS: unspezifisches Oligonukleotid, 155: miR-155 spezifisches Oligonukleotid. n=3.

3.6.3. Einfluss der Uberexpression der miR-155 auf die Zellproliferation
Auch nach der Transfektion der Zelllinien RS4;11, Jurkat und HL60 mit dem miR-155

Mimic wurde die Proliferation beobachtet. Die Zellzdhlung erfolgte jeweils zu den Zeitpunk-

ten 15h, 24 h, 48 hund 72 h.

In allen untersuchten Zelllinien zeigte sich eine Zunahme der Zellzahl. Die Zelllinie Jurkat
proliferierte am schnellsten und erreichte im beobachteten Zeitraum eine Zunahme der Zell-
zahl um nahezu den Faktor fiinf. Die anderen beiden Zelllinien erreichten lediglich eine Ver-
dopplung ihrer Zellzahl im beobachteten Zeitraum. Zwischen den einzelnen Ansétzen zeigten
sich keine signifikanten Unterschiede. Die mit der unspezifischen siRNA transfizierten Zel-

len der Zelllinie RS4;11 wiesen eine leicht erhdhte Proliferation im Vergleich zu den anderen
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Ansitzen auf. In der Zelllinie Jurkat zeigten die mit dem Suspensionspuffer transfizierten Zel-

len die stirkste Proliferation. Keine konstanten Unterschiede waren zwischen den einzelnen

Ansétzen der Zelllinie HL60 nachzuweisen.
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Abbildung 22: Einfluss der Uberexpression der miR-155 auf die Zellproliferation
Dargestellt sind die Zellzahlen als Mittelwert von drei unabhdngigen Versuchen und die
Standardabweichung. K: Kontrolle, AS: unspezifische siRNA, 155: miR-155 spezifische

SIRNA.

3.6.4. Einfluss der Uberexpression der miR-155 auf die metabolische Aktivitdit

Mittels WST-1-Test wurde der Einfluss der miR-15 auf die metabolische Aktivitit der

Zellen untersucht. Der Test wurde zu den Zeitpunkten 24 h, 48 h und 72 h durchgefiihrt. Dar-

gestellt sind die Ergebnisse dreier unabhingiger Versuche als Mittelwert mit den zugehorigen

Standardabweichungen.
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Abbildung 23: Einfluss der Uberexpression der miR-155 auf die metabolische Aktivitiit
Dargestellt ist die Absorptionsrate der Zellsuspensionen als Mittelwert und deren Stan-
dardabweichung. K: Kontrolle, AS: unspezifische siRNA, 155: miR-155 spezifische siRNA.
n=3.

In allen Zelllinien nahm die metabolische Aktivitdt im Verlauf des Versuches zu. Signifi-
kante Unterschiede zwischen den einzelnen Ansidtzen konnten nicht festgestellt werden. In der
Zelllinie RS4;11 zeigten die mit der spezifischen siRNA transfizierten Zellen eine etwas ho-
here metabolische Aktivitét. Jedoch war kein signifikanter Unterschied zu sehen. In den ande-

ren beiden untersuchten Zelllinien zeigte sich kein einheitliches Bild.

3.6.5. Apoptose- und Nekroseraten nach Transfektion eines miR-155 Mimic
Der Einfluss der Uberexpression auf Apoptose und Nekrose wurde nach Transfektion mit
miR-155 Mimic mittels durchflusszytometrischer Analyse untersucht. Die Rate der apoptoti-

schen und nekrotischen Zellen wurde zu den Zeitpunkten 15 h, 24 h, 48 h und 72 h bestimmt.
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Abbildung 24: Apoptose- und Nekroseraten nach Uberexpression der miR-155

Die Abbildung zeigt die Mittelwerte dreier unabhdngiger Versuche inklusive der Stan-
dardabweichung der Einzelwerte der drei Zelllinien RS4,11, Jurkat und HL60. K: Kontrolle,
AS: unspezifische siRNA, 155: miR-155 spezifische siRNA.

Die transfizierte Zelllinie RS4;11 zeigte die hochsten Apoptosewerte in den ersten 24 h
des Versuches. Die Nekroserate blieb iiber den gesamten Zeitraum nahezu unverandert bei ca.
20 Prozent. Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Ansidtzen bestanden nicht. Die
Apoptoserate der Zelllinie Jurkat zeigte iiber den beobachteten Zeitraum einen geringen An-
stieg mit einem Maximum nach 72 h. Die Nekroserate erreichte bereits nach 24 h ein Maxi-
mum von ca. 16 Prozent. Auch in dieser Zelllinie waren keine signifikanten Unterschiede
zwischen den verschiedenen Ansdtzen zu erkennen. In HL60-Zellen fiel die Apoptoserate
nach Transfektion im Verlauf des Versuches von ca. zwolf Prozent auf ungefdhr acht Prozent
leicht ab. Die Nekroserate zeigte ein Maximum nach 48 h und fiel darauthin wieder ab. Die
mit unspezifischer oder spezifischer siRNA transfizierten Zellen wiesen zu diesen Zeitpunk-

ten eine etwas hohere Rate auf. Die Unterschiede waren jedoch auch hier nicht signifikant.
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3.6.6. miR-155 beeinflusst die Aktivitdt des PI3K/Akt-Signalweges

Mittels Western Blot wurde der Einfluss der miR-155 auf die Expression und die Phos-
phorylierung wichtiger Proteine des PI3K/Akt-Signalweges untersucht. Aus einem repriasen-
tativen Transfektionsversuch mit den Zelllinien RS4;11 und Jurkat wurden Proteinproben zu

den Zeitpunkten 24 h und 48 h analysiert.

RS4;11 Jurkat

24 h 48 h 24h 48h

K AS 155 K AS 155 K AS 155 K AS 155

pAkt (Serd73)

pAkt (Thr308)

Akt

T - ——— -

Abbildung 25: Expression von Proteinen des PI3K/Akt-Signalweges
Die Abbildung zeigt die mittels Western Blot analysierte Proteine. K: Kontrolle, AS: unspezi-
fisches Oligonukleotid, 155: miR-155 spezifisches Oligonukleotid. n=1

Die Abbildung zeigt die Expression des Proteins Akt und seines Phosphorylierungsstatus-
ses im Verlauf der Transfektion sowie die Expression der Negativregulatoren des PI3K/Akt-
Signalweges SHIP 1 und PTEN. SHIP 1, eine Phosphatase, wurde bereits als mdgliches Ziel-
gen der miR-155 beschrieben.[92] Als Ladungskontrolle wurde die konstant exprimierte Gly-
cerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase verwendet.

Die Zelllinie RS4;11 zeigte nach 24 h keinen Unterschied in der Expression der unter-
suchten Proteine. Nach 48 h zeigte sich jedoch eine Reduktion in der Expression des Proteins

SHIP 1. Die an der Stelle 473 an einem Serinrest bzw. an der Stelle 308 an einem Threonin-
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rest phosphorylierten Formen des Proteins Akt nahmen zum gleichen Zeitpunkt deutlich zu.
Die gesamte Menge des Proteins Akt blieb dagegen iiber den gesamten Zeitraum unveréndert.
Die Zelllinie Jurkat zeigte eine vollstindige Deletion der regulativen Proteine PTEN und
SHIP 1. Auch wiesen die Zellen im Verlauf keine Unterschiede in der Expression des Pro-

teins Akt und dessen Phosphorylierungsstatus auf.

3.7. Behandlung von Zellen der akuten Leukidmie mit dem Kinaseinhibitor
Sorafenib

Das Medikament Sorafenib (BAY 43-9006) ist ein Multikinaseinhibitor. Es hemmt die
Wirkung unterschiedlicher Tyrosinkinasen, die an der Progression und der Angiogenese in
vielen Krebserkrankungen beteiligt sind. Zu diesen Tyrosinkinasen gehdren VEGFR (Vas-
cular Endothelial Growth Factor Receptor), PDGFR (Platelet Derived Growth Factor Recep-
tor), c-KIT und FLT3.[93] Mutationen des Gens FLT3 sind hdufig mit einer hohen Expressi-
on der miR-155 assoziiert.[90] Die Zelllinie MV4-11 weist eine FLT3-ITD-Mutation auf und
exprimiert die miR-155 signifikant stirker als HSZ. Diese und die Zelllinie SEM, die auch
eine hohe miR-155-Expression aufweist, wurden mit Sorafenib behandelt und dessen Einfluss
auf Zellproliferation, Apoptose und Nekrose, metabolische Aktivitit und die miR-155 unter-

sucht. Die Versuche wurden {iber einen Zeitraum von insgesamt 96 h durchgefiihrt.

3.7.1. Sorafenib hemmt die Zellproliferation

Die Zellzahlen der drei Ansdtze wurden nach 6 h, 24 h, 48 h, 72 h und 96 h bestimmit.
Drei unabhéngige Versuche wurden durchgefiihrt und die gezéhlten Zellzahlen gemittelt. Die
folgende Grafik zeigt die Ergebnisse dieser drei Versuche.
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Abbildung 26: Zellproliferation in Abhdingigkeit von der Behandlung mit Sorafenib
Dargestellt sind die zu jedem Zeitpunkt gezdhlten Zellen nach Behandlung mit Sorafenib.
DMSO: Kontrolle, 0,73 uM: 0,73 uM Sorafenib, 7,3 uM: 7,3 uM Sorafenib. Sterne kenn-
zeichnen signifikante Unterschiede mit einem p-Wert < 0,05. n=3.

Eine Behandlung mit Sorafenib fiihrte in beiden Zelllinien zur Abnahme der Zellprolifera-
tion. Bei der hoheren Konzentration fiel die Zellzahl kontinuierlich auf die Hélfte iiber den
beobachteten Zeitraum ab und stieg nach 96 h wieder leicht an. Schon nach 24 h waren signi-
fikant niedrigere Zellzahlen vorhanden. Die Zelllinie MV4-11 zeigte zunichst bei der gerin-
geren Konzentration eine Stagnation der Zellproliferation. Erst nach 72 h konnten signifikant
geringere Zellzahlen gemessen werden. Nach 96 h schlieSlich war die Zellzahl auf etwa die
Hilfte reduziert. Eine Inkubation der Zellen bei 7,3 uM fiihrte bereits nach 24 h zu einem
Abfall der Zellzahl. Ein Minimum von ungefdhr einem Drittel der Ausgangszellzahl wurde

nach 96 h verzeichnet.
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3.7.2. Einfluss von Sorafenib auf die metabolische Aktivitdt

Zusatzlich wurde der Einfluss von Sorafenib auf die metabolische Aktivitdt untersucht.
Insgesamt wurden drei unabhédngige Versuche durchgefiihrt. Die gemessenen Werte nach

24 h,48 h, 72 hund 96 h sind in der folgenden Grafik dargestellt.
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Abbildung 27: Metabolische Aktivitit der mit Sorafenib behandelten Zellen
Dargestellt sind die Mittelwerte. Die Absorption wurde gemessen bei 450 nm und 650 nm.
DMSO: Kontrolle, 0,73 uM: 0,73 uM Sorafenib, 7,3 uM: 7,3 uM Sorafenib. n=3

Die Abbildungen zeigen in beiden Zelllinien einen starken Einfluss von Sorafenib auf die
metabolische Aktivitit der Zellen. Schon nach 24 h zeigte die Zelllinie SEM signifikante Un-
terschiede zwischen der Kontrolle und den mit der hohen Konzentration behandelten Zellen.
Die metabolische Aktivitit fiel bei einer Sorafenib-Konzentration von 7,3 uM stetig ab, wéh-
rend sie bei der Kontrolle erwartungsgeméll zunahm. Bei der geringeren Konzentration von
0,73 uM Sorafenib blieb die metabolische Aktivitit iiber den beobachteten Zeitraum nahezu
unverandert. Ein signifikanter Unterschied zur Kontrolle wurde nach 48 h Beobachtungszeit
nachgewiesen. Anders ist es bei der Zelllinie MV4-11. Die gemessenen Werte fielen auch bei

einer Konzentration von 0,73 pM ab. Ebenso liegt nach 48 h ein signifikanter Unterschied zur
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Kontrolle vor. Bei hoherer Konzentration nahm die metabolische Aktivitit starker ab und
zeigte ebenfalls nach 48 h einen signifikanten Unterschied. Nach 72 h wurde ein Minimum

erreicht, worauf die metabolische Aktivitit wieder leicht anstieg.

3.7.3. Apoptose- und Nekroseraten unter der Behandlung mit Sorafenib

Die sinkenden Zellzahlen im beobachteten Zeitraum zeigten, dass Zellen wéhrend des
Versuches durch die Einwirkung von Sorafenib zugrunde gingen. Um die genauen Raten der
apoptotischen und nekrotischen Zellen zu ermitteln, wurden durchflusszytometrische Mes-

sungen durchgefiihrt. Die Ergebnisse dreier unabhidngiger Versuche wurden gemittelt.

Eine Inkubation mit einer Konzentration von 7,3 pM Sorafenib fiihrte bei der Zelllinie
SEM bereits nach 6 h zu einer erhohten Apoptoserate. Die Apoptoserate erreichte nach 24 h
thren Hohepunkt von 17 Prozent gegeniiber zwei Prozent in den Kontrollzellen und sank da-
nach leicht ab. Bei niedriger Sorafenib-Konzentration zeigten sich signifikant verminderte
Apoptoseraten im Vergleich zu den Kontrollzellen. Die Nekroserate der Zelllinie SEM, die
auch spatapoptotische Zellen umfasst, zeigte bei hoher Konzentration an Sorafenib erst nach
48 h eine Zunahme gegeniiber der Kontrolle. Die Nekroserate stieg bis zu einem Maximum
von 45 Prozent nach 96 h an. Bei niedrigerer Konzentration an Sorafenib blieb die Nekrosera-
te auf dem Niveau der Kontrollzellen (ein bis zwei Prozent). Die Zelllinie MV4-11 zeigte
auch bei niedriger Sorafenib-Konzentration nach 24 h einen Anstieg der Apoptoserate, die
nach 72 h ein Maximum von fast 30 Prozent erreichte und danach wieder leicht abfiel. Bei
hoher Konzentration wurde ebenfalls ein Anstieg bis auf fast 35 Prozent beobachtet, der je-
doch schon nach 48 h sein Maximum erreichte. Die Nekroserate begann bei beiden untersuch-
ten Konzentrationen nach 48 h erkennbar zu steigen und stieg bis zu einem Maximum nach
96 h von 35 Prozent bei niedriger Konzentration und 65 Prozent bei hoher Sorafenib-

Konzentration.
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Abbildung 28: Apoptose- und Nekroseraten unter der Behandlung mit Sorafenib
Dargestellt sind die mittels Durchflusszytometrie gemessenen Raten der apoptotischen und
nekrotischen Zellen der beiden Zelllinien SEM und MV4-11. DMSO: Kontrolle, 0,73 uM:
0,73 uM Sorafenib, 7,3 uM: 7,3 uM Sorafenib. n=3

3.7.4. Einfluss von Sorafenib auf die Expression der miR-155

SchlieBlich wurde die Expression der miR-155 unter dem Einfluss von Sorafenib gepriift.
Zu jedem Untersuchungszeitpunkt wurde die miRNA aus den Zellen isoliert und die Expres-

sion mittels qPCR untersucht.

In den MV4-11-Zellen wurde im Verlauf des Versuches keine Anderung in der miR-155-
Expression beobachtet. Die Expression blieb liber den gesamten Zeitraum bei beiden Sorafe-
nib-Konzentrationen stabil. Die Zelllinie SEM hingegen zeigte bei der geringeren Konzentra-
tion von 0,73 uM eine Expression, die zu Beginn des Versuches leicht auf das 1,2-Fache an-
stieg und nach 72 h wieder den Ausgangswert erreichte. Signifikante Unterschiede zu den
Kontrollzellen zeigten sich nur zum Zeitpunkt 48 h. Eine Inkubation mit 7,3 uM Sorafenib
fiihrte zum signifikanten Anstieg der miR-155-Expression. Hier lag in den behandelten Zellen

nahezu das Doppelte der miR-155-Expression vergleichen mit den unbehandelten Zellen vor.
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Abbildung 29: Expression der miR-155 unter dem Einfluss von Sorafenib

Dargestellt sind die mittels gPCR ermittelten Expressionswerte der miR-155 zu den verschie-
denen Zeitpunkten. Als Kontrolle dienten die mit DMSO inkubierten Zellen, welche rechne-
risch auf 1 gesetzt wurden. Sterne kennzeichnen signifikante Unterschiede mit einem p-Wert
<0,05. n=3
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4. Diskussion

miRNAs sind eine Klasse von regulativen Molekiilen, die zunehmende Bedeutung in der
Erforschung maligner Krankheiten erlangen. Die miR-155 wurde bereits in verschiedenen
soliden Tumoren als deregulierte miRNA beschrieben. AuBlerdem spielt sie in der Regulation
der Immunantwort auf verschiedene Reize eine wichtige Rolle. Damit konnte sie ein Binde-
glied zwischen Inflammation und der Entstehung maligner Erkrankungen sein.[80] Auch in
vielen hdmatologischen Erkrankungen wurde eine Dysregulation der miR-155 beschrieben
und erste funktionelle Erkenntnisse in diesen Erkrankungen wurden gewonnen. Die vorlie-
gende Arbeit verbindet deskriptive Aspekte, wie die Bestimmung der Expression der miR-155
in verschiedenen Leukdmien, mit funktionellen Untersuchungen zur Zellhomoostase. Im Fol-
genden sollen die gewonnenen Erkenntnisse mit aktuellen Studien verglichen und in einen

grofleren Zusammenhang eingebettet werden.

4.1. miR-155/BIC in akuten Leukdmien und gesunden Zellen

Im ersten Teil der Promotionsarbeit wurde die Expression der miR-155 in verschiedenen
hamatologischen Zellen untersucht. Dazu gehorten elf Zelllinien (drei B-ALL, zwei T-ALL,
drei AML und drei hochmaligne NHL), HSZ, B-Lymphozyten und 58 de novo-
Leukidmieproben. Die Zelllinien und de novo-Leukédmieproben wiesen unterschiedliche zyto-
genetische und molekularbiologische Eigenschaften auf, mit denen die miR-155-Expression
verglichen werden sollte. Mittels qPCR, welche eine Methode darstellt, die sehr spezifisch die
Expression misst, und im Gegensatz zu anderen miRNA-Analysemethoden, wie dem
Northern Blot, eine hohe Sensitivitit aufweist, wurde die Expression der miR-155 und seines
Vorldufers BIC bestimmt. Es wurde eine relative Bestimmung der Expression durchgefiihrt.
Die gemessenen Expressionswerte wurden mit einer Kontrollzellgruppe (HSZ) verglichen,
wodurch eine anschauliche Darstellung erreicht werden konnte. Jedoch schrankt dies auch die

Vergleichbarkeit mit anderen Studien ein, die nicht dieselben Vergleichszellen verwendeten.

In allen untersuchten Zellpopulationen konnte die miR-155 nachgewiesen werden. Von
den fiinf ALL-Zelllinien zeigte nur eine B-ALL Zelllinie (SEM) eine Expression der miR-
155, welche die Expression der HSZ iibertraf. Diese Zelllinie besitzt jedoch keine bislang
beschriebene zytogenetische oder molekularbiologische Auffilligkeiten, die mit hoher miR-
155-Expression assoziiert ist. Eine direkte Ursache fiir die erhohte Expression der miR-155

konnte nicht gefunden werden. Eine Erh6hung der Expression durch vermehrte Transskripti-
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on des Genes erscheint wahrscheinlich. Alle anderen ALL-Zelllinien zeigten eine signifikant
geringere Expression als diejenige der HSZ. Im Vergleich zu reifen B-Lymphozyten war die
Expression der miR-155 in den B-ALL-Zelllinien REH und RS4;11 auf etwa das 1,5-Fache
gesteigert. Die T-ALL-Zelllinie MOLT-4 wies die geringste miR-155-Expression unter allen
ALL-Zelllinien auf. Keine der untersuchten ALL-Zelllinien besitzt zytogenetische Auffillig-
keiten, die den Genlokus 2121 einschlieBen bzw. andere molekulare Merkmale, welche mit
dysregulierter miR-155-Expression einhergehen. Bei der Untersuchung der Expression der
pri-miR-155 (BIC) wurde ebenfalls die hochste Konzentration in der Zelllinie SEM gemes-
sen, deren Wert den der HSZ um das 4,5-Fache iibersteigt, wogegen alle anderen ALL-
Zelllinien eine geringe Expression zeigten. Dies legt nahe, dass die erhohte Expression in die-
ser Zelllinie durch eine verstirkte Expression des Gens BIC erfolgt. Verglichen mit den HSZ
war die Expression von BIC in den B-ALL-Zelllinien auf ca. die Hilfte verringert, in den T-
ALL-Zelllinien auf ein Viertel bis ein Drittel. Die BIC-Expression spiegelt somit die Expres-
sion der miR-155 wie erwartet wider. Die in fritheren Studien gemachte Beobachtung, dass
Jurkat, eine T-ALL Zelllinie, kaum BIC exprimiert, ist durch die geringere Sensitivitit des

Verftahrens Northern Blot zu erklaren.[52, 68]

Bei den AML-Zelllinien stach die Zelllinie MV4-11 mit einer miR-155-Expression her-
aus, die das Doppelte der Expression in HSZ deutlich iibertraf. Diese Zelllinie besitzt eine
FLT3-ITD-Mutation, welche mit einer erhohten Expression der miR-155 und verminderter
Expression der miR-144 und miR-451 assoziiert ist.[90, 94, 95] Die beiden AML-Zelllinien
NB-4 und HL-60, die keine FLT3-Mutation aufweisen, zeigen nur eine moderate Expression
der miR-155. NB-4 exprimiert die miR-155 auf dem Niveau der HSZ, HL-60 zeigt eine Ex-
pression, die auf die Halfte reduziert ist. Beide Zelllinien haben keine zytogenetischen Auftil-
ligkeiten, die mit der Expression der miR-155 nach bisherigem Wissensstand in Zusammen-
hang stehen. Unterschiede zu publizierten Studien, wonach die Zelllinie HL-60 keine miR-
155 exprimiert, sind wiederum durch geringere Sensitivitit des Northern Blots zu erkla-
ren.[52] HL-60 und TPH-1 Zellen (AML M2 bzw. M5), die haufig zur Untersuchung von
Differenzierungsprozessen verwendet werden, zeigen eine Zunahme der miR-155-Expression
im Verlauf der Differenzierung.[96, 97] Die Differenzierung wurde hierbei durch TPA (Tet-
radecanoyl-Phorbolacetat) induziert. TPA induziert die Proteinkinase C (PKC) und aktiviert
den ERK/MAPK-Signalweg. Dadurch wird der Differenzierungsprozess eingeleitet.[98] Dies
erklart die vermehrte Expression der miR-155 im Verlauf der Differenzierung, da die PKC
sowie der Transkriptionsfaktor NF-kB an der Induktion der Transkription von BIC mitbetei-

ligt sind.[72] Die hochste Expression des BIC-Gens zeigt ebenfalls die Zelllinie MV4-11. Die
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Expression iibersteigt die Expression in HSZ um etwa das 5-Fache. Die starke Expression des
BIC-Gens legt nahe, dass die erhohte Expression der miR-155 in AML mit FLT3-ITD-
Mutation durch eine gesteigerte Transkription dieses Gens zustande kommt und nicht durch
eine effizientere Prozessierung oder einen verminderten Abbau. Die anderen beiden AML-
Zelllinien zeichneten sich durch eine moderate Expression aus, die den Expressionswerten der

miR-155 entspricht.

Die Expression in den hochmalignen NHL-Zelllinien ist, verglichen mit den HSZ, deut-
lich geringer. Alle in dieser Arbeit verwendeten hochmalignen NHL-Zelllinien stammen von
Patienten, die an einem Burkitt-Lymphom erkrankt waren. Die Zelllinie DogKIT zeigte die
geringste miR-155-Expression aller Zellen. Die Zelllinien DoGUM und GumBus zeigten eine
um etwa auf die Hélfte reduzierte Expression verglichen mit den HSZ. Viele Studien beschéf-
tigen sich mit der Expression von BIC/miR-155 in Lymphomen, weshalb zu diesen Erkran-
kungen viele Daten vorliegen. Es wurde zunéchst berichtet, dass die pri-miR-155 BIC beson-
ders in Hodgkin-Lymphomen (HL) nicht oder nur sehr schwach dagegen in NHL exprimiert
wird.[68] Eine vermehrte Methylierung des BIC-Gens wurde fiir die geringe Expression der
miR-155 in NHL-Zellen verantwortlich gemacht. Es wurde auBlerdem vermutet, dass BIC in
Kooperation mit dem Protoonkogen c-Myc an der Entstehung von Lymphomen in Vogeln
beteiligt ist.[99, 100] Dieser Zusammenhang konnte jedoch fiir menschliche Zelllinien nicht
bestétigt werden. Die grofle Mehrzahl der BL-Proben, die eine Translokation des c-Myc-Gens
aufweisen, zeigen keine oder eine sehr geringe Expression des BIC-Gens.[71] Dies mag auch
daran liegen, dass AID (Activation Induced Cytidin Deaminase) durch die miR-155 reguliert
wird. Neben der somatischen Hypermutation zur Diversifizierung von Immunglobulinen ist
dieses Enzym auch an der Myc-Igh-Translokation beteiligt. Die Autoren vermuten, dass der
miR-155 gar eine tumorsuppressive Wirkung in aktivierten B-Lymphozyten zukommt, die die
inverse Korrelation zwischen Myc-Translokation und BIC-Expression erklért.[101] Die hier
untersuchten BL-Zelllinien wiesen alle eine Translokation des Myc-Gens auf. Alle hgNHL-
Zelllinien wiesen, wie bei BL mit Myc-Translokation erwartet, geringe Expressionswerte der
miR-155 auf. Lediglich die Zelllinie GumBus zeigte bei moderater miR-155-Expression eine

starke Expression des Gens BIC.

AuBerdem wurde in BL-Zellen ein Zusammenhang zwischen der Infektion mit dem
Epstein-Barr-Virus (EBV) und der Expression von BIC beschrieben. Es zeigte sich, dass BL-
Zellen, die eine latente EBV-Infektion aufwiesen, BIC starker exprimierten als EBV-negative

Zellen. Dies gilt aber nur fiir Zellen, welche LMP-1 (Latent Membrane Protein 1) und EB-
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NA-2 (Epstein-Barr Nuclear Antigen 2) exprimieren.[71] LMP1 verursacht die Induktion der
Expression von BIC durch den NF-kB-Signalweg.[102] Die miR-155 wiederum hemmt die
Aktivitit des NF-kB-Signalweges, sodass ein negativer Feedback-Mechanismus besteht.[103]
Interessanterweise konnen Viren auch Gene fiir miRNAs enthalten, die orthologe zu endoge-
nen miRNAs darstellen, wie es fiir die miR-155 durch das Herpesvirus 8 (HHVS8) gezeigt
wurde.[104] Alle in dieser Arbeit untersuchten BL-Zelllinien (DogKIT, DoGUM und Gum-
Bus) sind EBV-negative Zelllinien. Analog zu den genannten Studien weisen die beiden erst-
genannten nur eine geringe Expression von BIC auf. Lediglich GumBus exprimiert BIC deut-
lich stérker. Es wurde auflerdem ein Zusammenhang zwischen der Infektion mit EBV und der
Prozessierungseftizienz beschrieben. Demnach konnte in EBV-negativen BL-Zelllinien ein
Block in der Prozessierung von BIC zur reifen miR-155 nachgewiesen werden. Die Zellen
zeigten selbst bei forcierter Expression von BIC geringe miR-155-Werte. Bei mit EBV infi-
zierten Zellen, welche LMP1 und EBNA-2 exprimieren, wurde dieser Block in der Prozessie-
rung nicht beobachtet.[72] Die Zelllinie GumBus zeichnet sich durch geringe miR-155-
Expressionwerte bei gleichzeitig gesteigerter BIC-Expression aus. Dies spricht fiir eine ver-
minderte Prozessierung, wie es fiir EBV-negative BL-Zelllinien beschrieben wurde. Der Quo-
tient aus der Expression der miR-155 und der Expression des Gens BIC macht dies deutlich
und ldsst Riickschliisse auf die Effektivitit der Prozessierung zu.[52] Eine andere Studie
kommt zu einem gegenteiligen Ergebnis. BL-Zellen zeigten im Gegensatz zu DLBCL-Zellen
generell eine gute Effizienz bei der Prozessierung von BIC zur reifen miR-155. Geringe miR-
155-Werte sind demnach auf eine geringe Expression von BIC zuriickzufiihren.[105] Dies
entspricht den Expressionswerten der Zelllinien DogKIT und DoGUM in dieser Arbeit, wel-
che eine gute Effizienz der Prozessierung zeigen, obwohl sie EBV-negativ sind. Die Diskre-
panz in den Ergebnissen dieser beiden Studien wird von Zhang et al. dadurch erklért, dass
eine geringe miR-155-Expression in BL-Zellen moglicherweise einen Selektionsvorteil bieten
konnte. Zellen, die die Prozessierung von BIC zur reifen miR-155 bei starker BIC-Expression
drosseln konnen, iiberwiegen demnach, da sie einer Proliferationshemmung oder der Apopto-
se entgehen konnen.[105] Im Gegensatz zu DLBCL, in denen die Expression der miR-155 in
hohem Mafle von einer EBV-unabhédngigen, konstitutiv erhdhten Aktivitdit von NF-xB ab-
héngt, bestimmen in BL-Zellen die Infektion mit EBV und die Prozessierung der miR-155 die

Expression.[106]

Auch gesunde B-Lymphozyten exprimierten die miR-155 ungefdhr auf dem Niveau der
Zelllinien DoGUM und GumBus. Dies entspricht der Studie von van den Berg et al., die BIC

in B-Lymphozyten im lymphatischen Gewebe nachweisen konnte.[68]
77



4. Diskussion

4.2. Expression der miR-155 in de novo-Zellen

miRNAs haben das Potenzial, als Biomarker fiir Patienten, die an einer akuten Leukdmie
erkrankt sind, im klinischen Alltag zu dienen. Sie konnten als diagnostische oder prognosti-
sche Marker verwandt werden. Eine genaue Diagnose und die Abschétzung der individuellen
Prognose eines jeden Patienten haben einen unmittelbaren Einfluss auf die Wahl der Thera-
pie. So ist es beispielsweise moglich, durch das Expressionsprofil dreier miRNAs (let-7b,
miR-128 und miR-223) die Unterscheidung zwischen ALL und AML zu treffen. Die miR-
181a kann die Subtypen M4 und M5 von den Subtypen M1 und M2 differenzieren.[107] Zum
anderen besitzen manche miRNAs prognostische Bedeutung in verschiedenen malignen Er-
krankungen (siehe 4.2.1.). Uber die Bedeutung der miR-155 liegen insbesondere im Bezug
auf ALL kaum Daten vor. Die Bedeutung der miR-155 fiir Diagnose und Prognose akuter
Leukdmien wurde durch den Vergleich des Expressionsprofils mit klinischen Daten unter-

sucht.

Insgesamt wurden 58 Proben von Patienten mit einer akuten Leukdmie untersucht (45
AML-Patienten, 13 ALL-Patienten). Die Expression der miR-155 wurde mit HSZ verglichen,
die zuvor aus gesundem Knochenmark isoliert worden waren. Von den insgesamt 45 AML
Proben zeigte die Mehrzahl (91 Prozent) eine gegeniiber HSZ verminderte miR-155-
Expression. Nur vier Proben exprimierten die miR-155 stérker. O’Connell et al. konnten zei-
gen, dass eine forcierte miR-155-Expression zu einer Expansion der Monozyten und Gra-
nulozyten mit Dysplasien bei Méusen fiihrte. In dieser Arbeit wurde aullerdem die miR-155-
Expression in AML-Proben untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass die miR-155 im Kno-
chenmark von AML-Patienten hoher exprimiert wurde als in gesundem Knochenmark.[56]
Die Unterschiede in den Ergebnissen sind darauf zuriickzufiihren, dass die Proben in der zi-
tierten Studie nicht liber eine Dichtezentrifugation aufgearbeitet wurden. Dies bedeutet, dass
einerseits in den AML-Proben ein heterogeneres Zellbild betrachtet wurde als in dieser Ar-
beit. AuBerdem wurden zur Kontrolle gesunde Knochenmarkproben untersucht. In der vorlie-
genden Arbeit wurde jedoch eine Fokussierung auf CD34+/CD45+ HSZ vorgenommen. Die-
se Zellen stellen nur ca. drei bis sechs Prozent der Zellen des gesunden Knochenmarks. In
einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass multipotente HSZ typischerweise eine ho-
here Expression der miR-155 aufweisen als die daraus hervorgehenden oligopotenten Proge-

nitorzellen der einzelnen Zellreihen.[67]
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4.2.1. Prognostische Bedeuting der miR-155
Die prognostische Bedeutung der miR-155 ist fiir verschiedene solide Tumoren be-
legt.[63, 65] Uber die prognostische Bedeutung der miR-155 in akuten Leukiimien ist wenig

bekannt.

Um die prognostische Bedeutung der miR-155 in AML zu untersuchen, wurden zunichst
die Patienten ausgeschlossen, welche eine Mutation der FLT3 aufweisen und allein dadurch
eine ungiinstige Prognose haben. Auch Patienten mit NPMc+ AML wurden ausgeschlossen,
da diese mit einer giinstigen Prognose assoziiert sind. Um das Patientenkollektiv weiter zu
vereinheitlichen, wurden nur Patienten beriicksichtigt, die gemil3 den zytogenetischen Befun-
den ein intermedidres Risiko hatten. Primir palliativ behandelte Patienten wurden ebenfalls
nicht in die Analyse miteinbezogen. Insgesamt verblieben 20 AML-Patienten. Diese wurden
in zwei gleichgroBe Gruppen eingeteilt und das Uberleben der Patienten mit hdherer Expres-
sion mit dem der Patienten mit verminderter Expression verglichen. Es zeigte sich, dass kein
signifikanter Unterschied im Uberleben zwischen diesen beiden Gruppen bestand. Beide Pati-
entengruppen zeigten einen annihernd parallelen Verlauf des kumulativen Uberlebens. Dies
deutet darauf hin, dass die Héhe der miR-155-Expression vermutlich kein prognostischer Fak-
tor ist. Wegen des kleinen Patientenkollektivs von nur 20 Patienten ist eine prognostische
Bedeutung jedoch nicht ausgeschlossen. Eine hohe miR-155-Expression ist jedoch mit ver-
schiedenen zytogenetischen oder molekularbiologischen Faktoren assoziiert, die einen Ein-
fluss auf das Uberleben haben. Eine neuere Studie proklamierte ein Prognose-System in Ab-
hiangigkeit von der Expression dreier miRNAs. Auch fiir die miR-155 zeigt sich eine prognos-
tische Bedeutung.[108] Die Unterschiede zu den hier analysierten Daten sind zum einen im
deutlichen grofleren Patientenkollektiv zu sehen. Auerdem erfolgte die Selektion der Patien-
ten, welche in die Analyse eingeschlossen wurden, lediglich nach der geplanten Therapie (In-
duktions-Chemotherapie vs. palliative bzw. zytoreduktive Therapie). Eine Selektion anhand
von zytogenetischen Risikogruppen erfolgte nicht. Eine weitere Studie zeigte ebenfalls, dass
eine hohe miR-155-Expression ein ungiinstiger prognostischer Marker ist. Dies zeigte sich
sowohl im Hinblick auf das krankheitsfreie Uberleben wie auch auf das Gesamtiiberleben. In
dieser Studie wurde allerdings die Expression des Gens BIC (MIR155HG) als Néherung fiir
die miR-155-Epression bestimmt.[109] Analysen zur prognostischen Bedeutung der miR-155
in akuten lymphatischen Leukdmien konnten wegen geringer Fallzahl und sehr heterogenen
zytogenetischen Befunden nicht durchgefiihrt werden. Hier wire die Analyse eines grofleren

Patientenkollektivs wiinschenswert. Pedersen et al. vermuteten, dass SHIP als prognostischer
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Marker in DLBCL gelten konnte.[110] Die miR-155-Expression ist jedoch auch in DLBCL

nicht als prognostischer Marker etabliert.

Die Isolierung von leukdmischen Blasten aus dem Blut oder Knochenmark und die nach-
folgende Extraktion der RNA aus diesen Zellen ist ein aufwindiger Prozess. Besonders die
Isolierung der Zellen aus dem Knochenmark stellt fiir den Patienten ein invasives Verfahren
dar. Die Arbeitsschritte zur Anreicherung der Zellpopulation und die Schritte zur Gewinnung
der RNA und nachfolgende Messung sind arbeitsaufwindig. Interessanterweise konnte ge-
zeigt werden, dass die miR-155 auch im Serum von Patienten mit verschiedenen malignen
Erkrankungen nachgewiesen werden kann.[111] Insbesondere bei Patienten mit Mammakar-
zinom zeigt sich eine hohe Sensitivitdt und Spezifitdt.[112] Die Bestimmung der miR-155-
Konzentration bei Patienten mit akuter Leukdmie aus dem Serum wiirde eine wenig invasive
Methode darstellen, die zur Diagnose oder Verlaufsbeobachtung eingesetzt werden konnte.
Insbesondere bei Patienten, die keine Blasten in das Blut ausschwemmen, ware dies ein deut-
licher Vorteil. Daher sollte in Zukunft gepriift werden, ob die miR-155 Expression im Serum
mit der Expression in den leukdmischen Blasten korreliert. Die Bestimmung der miR-155-
Expression im Serum konnte so eine Methode darstellen, die auch bei Leukdmiepatienten
anwendbar ist. Den Verlauf der Krankheit durch diese Methode zu kontrollieren, im Sinne

einer MRD-Diagnostik, wére ein mogliches Einsatzgebiet.

4.2.2. Zusammenhang der miR-155 mit molekularen prognostischen Faktoren

Erste molekulare Auffilligkeiten wurden beschrieben, die einen Einfluss auf die Prognose
der AML haben. Zu den ersten und wichtigsten beschriebenen Faktoren gehort die Interne
Tandemduplikationsmutation (ITD) des FLT3-Gens. Die FLT3-Mutation ist bei ca. 25 Pro-
zent aller AML-Patienten nachweisbar und ist damit die hdufigste Mutation bei AML.[113]
Sie geht mit einer schlechten Prognose der AML einher.[114] Allerdings schwindet die prog-
nostische Bedeutung des FLT3 Status bei Patienten, die 70 Jahre oder dlter sind.[95] Der An-
teil der mutierten Allele an allen vorhandenen Allelen der FLT3 hat bei Patienten, die auller-
dem eine Mutation der NPM1 aufweisen, einen groflen prognostischen Wert.[115] Die durch
die Mutation konstitutiv erhohte Aktivitdt der Tyrosinkinase FLT3 fiihrt zu einer vermehrten
Synthese von MCL-1 (Myeloid Cell Leukemia 1), das fiir die Viabilitit der leukdmischen Zel-
len verantwortlich ist.[116] Die ITD-Mutation liegt meist in der juxtamembrandren Bereich

der Tyrosinkinase, nur ca. ein Drittel der Mutation liegt in der Tyrosinkinasedoméne 1.[117]
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Bei der Untersuchung des Zusammenhanges zwischen der Expression der miR-155 und mo-
lekularen prognostischen Faktoren fiel auf, dass die miR-155 in Proben, welche eine Mutation
des FLT3-Gens aufweisen (zwolf Prozent) eine deutlich hohere Expression zeigen. Die Un-
terschiede zwischen den beiden Gruppen sind zwar nicht signifikant, dies konnte jedoch an
der geringen Anzahl an Patienten liegen. Aullerdem waren die Proben mit dem Nachweis ei-
ner FLT3-ITD-Mutation in dem hier untersuchten Patientenkollektiv deutlich unterreprisen-
tiert. Die Ergebnisse stehen im Einklang mit friitheren Studien, die denselben Zusammenhang
zwischen der FLT3-Mutation und der Expression der miR-155 zeigten.[90, 118] Eine erhohte
miR-155-Expression wurde im Ubrigen nur bei einer ITD-Mutation der FLT3 nachgewiesen.
Die FLT3-TKD-Mutation (Tyrosinkinasedoméne) tritt vermehrt bei Patienten mit Inversion
des Chromosoms 16 und der Translokation t(8;21) auf. Eine grole Bedeutung fiir die Ab-
schitzung der Prognose scheint die Mutation nicht zu haben.[119] Auch ein Einfluss der

FLT3-TKD-Mutation auf die miR-155-Expression ist bislang nicht beschrieben.

Ein dhnlicher Zusammenhang wurde fiir die Mutation des NPM1-Gens beschrieben. Eine
Mutation dieses Gens mit der Expression eines zytoplasmatischen NPM1 soll mit einer Zu-
nahme in der Expression der miR-155 assoziiert sein. Die Zunahme der Expression fillt je-
doch deutlich geringer aus als bei der Mutation der FLT3.[90] In den hier untersuchten Pro-
ben konnte kein signifikanter Unterschied in den Expressionswerten der miR-155 gemessen
werden. Der Unterschied zu der Studie von Garzon et al. kommt vermutlich dadurch zustan-
de, dass bei dem Vergleich der NPMc-positiven gegen die NPMc-negativen AML der FLT3-
Status nicht beriicksichtigt wurde. Dadurch konnte es zu einer Verzerrung der Ergebnisse
kommen, da die FLT3-ITD-Mutation mit einer erhohten miR-155-Expression und einer héhe-
ren Raten an NPMc-positiven Proben assoziiert ist.[95] Dies folgt der Argumentation von
Faraoni et al.[118] Ein weiterer prognostischer Marker, Aberrationen des Genlokus 3q26, der
ebenfalls mit einer schlechten Prognose einhergeht, zeigt eine Assoziation mit geringer miR-
155-Expression.[94] Es konnte gezeigt werden, dass die Expression der miR-155 auch von
der Methylierung der CpG-Inseln im Bereich des MIR155HG (BIC) abhingig ist.[120] Mog-
licherweise erkldrt eine Demethylierung in diesem Bereich die hohe miR-155-Expression in

Zellen, welche keine weiteren molekularen oder zytogenetischen Auffilligkeiten besitzen.
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4.2.3. Expression der miR-155 in FAB-Subtypen

Die miR-155 wird in unterschiedlichen Zelltypen des gesunden Blutes differenziell ex-
primiert.[66] Um zu untersuchen, ob sich akute Leukdmien mit unterschiedlicher Differenzie-
rung im Hinblick auf die Expression der miR-155 voneinander unterscheiden, wurden die
Proben anhand ihrer FAB-Klassifikation in vier Gruppen unterteilt. In der ersten Gruppe be-
fanden sich die Proben mit geringer Differenzierung (M0, M1 und M2), zur zweiten Gruppe
gehorte nur die akute Promyelozyten Leukdmie (APL: M3), die dritte Gruppe umfasste die
myelomonozytdren und monozytiren akuten Leukdmien (M4 und M5) und die vierte Gruppe
bestand aus den Subtypen M6 und M7 (erythrozytire und megaloblastire Leukdmien). Es
zeigte sich, dass die wenig differenzierte Gruppe (MO, M1 und M2) und die myelomonozyti-
ren und monozytdren Leukédmien eine dhnliche Expression der miR-155 aufwiesen. Die APL
dagegen zeigte gegeniiber beiden Gruppen eine signifikante Reduktion der miR-155. Auch
die Gruppe, welche die Subtypen M6 und M7 umfasste, zeigte eine geringere Expression.
Unterschiede zu den anderen Gruppen waren jedoch nicht signifikant. Beide APL-Proben
wiesen die flir diese Leukdmien typische Translokation t(15;17) mit dem daraus resultieren-
den Fusionsgen PML-RARa auf. Die charakteristische Translokation mit resultierendem Fu-
sionsgen mag das Hauptereignis in der Entstehung dieser Leukdmieform darstellen. Dies kann

erkldren, weshalb andere Signalwege, hier am Beispiel der miR-155, kaum dysreguliert sind.

4.3. Methodische Aspekte der Transfektionsversuche

Hemmungs- und Uberexpressionsversuche wurden durchgefiihrt, um den Einfluss der
miR-155 auf Zellviabilitdt und Proliferation zu untersuchen. Zellzdhlungen und WST1-Test
zur Bestimmung der metabolischen Aktivitdt der Zellen haben eine groe Aussagekraft be-
ziiglich des Proliferationsverhadltens. Die Messung der Apoptose- und Nekroseraten beurteilt

die Induktion von Zelltodprozessen.

Die Bestimmung der Transfektionseffizienz zeigte, dass in allen untersuchten Zelllinien
eine Transfektionsrate von iiber 80 Prozent erreicht wurde. Diese Rate an transfizierten Zellen
wurde als ausreichend grof3 erachtet. Auch in anderen Studien sind an verschiedenen Zellli-
nien Versuche mit Inhibitoren durchgefiihrt worden. Die Methoden der Inhibition der miR-
155 unterschieden sich mitunter von der in dieser Arbeit durchgefiihrten. Eine Arbeitsgruppe
verwendete ,,Schwamme*, welche aus acht zur miR-155 komplementédren Strdngen in einem

Vektor bestanden. Hierdurch konnte miR-155 im Zytoplasma sequestriert und eine effektive
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Inhibition erreicht werden.[ 100] Eine neuere Methode verwendet Peptidnukleinsduren (PNA),
bei denen das Zuckergeriist der RNA durch ein Peptidstrang ersetzt wird. Dies fiihrt zu einer
verbesserten Stabilitdt der Molekiile. AuBlerdem bendtigen diese Molekiile keine Transfekti-
onsmethoden, um das Zytoplasma zu erreichen und sind daher auch in vivo einsetzbar.[121]
Auch Banerjee et al. erreichten durch die alleinige Inkubation von CD4+ T-Lymphozyten
ohne zusitzliche Transfektionsmethoden eine Inhibition der miR-155 in vitro.[59] Es wurden
auBerdem Inhibitoren synthetisiert, welche die Sequenz mehrerer miRNAs besitzen, wodurch
eine Inhibition verschiedener miRNAs erreicht werden konnte. Diese Inhibition mit einem
mehrere miRNAs inhibierenden Oligonukleotides war dabei gegeniiber einem Gemisch aus

einzelnen Inhibitoren iiberlegen.[122]

Ceppi et al. fiihrten an humanen dendritischen Zellen Inhibitionsversuche mit dem in die-
ser Arbeit verwendeten miR-155-Inhibitor aus. Es wurde fiir die Transfektion mittels Elektro-
poration jedoch eine hohere Konzentration des Inhibitors und eine geringere Anzahl zu trans-
fizierender Zellen genutzt (24 pl Inhibitor auf 100 pl Zellsuspension mit 0,2 x 107). Die in
dieser Arbeit durchgefiihrten Transfektionen konnte eine dhnlich effektive Inhibition erreicht
werden.[62] Die Inhibition der miRNAs durch spezifische Inhibitoren erfolgt jedoch nicht
durch Degradierung der miRNA, sondern durch komplementére Bindung der miRNA im Be-
reich der Seed-Region im Argonautkomplex.[123] Um eine effektive Hemmung der miR-155
durch einen Inhibitor durch qPCR nachzuweisen, muss man jedoch davon ausgehen, dass die
Bindung der miR-155 in einer Degradierung der miR-155 miindet. Dies konnte erkldren, wes-
halb keine effektivere Inhibition durch qPCR nachweisbar ist. Von einer effektiven Inhibition
der Funktion der miRNA ist jedoch auszugehen. Eine andere Arbeit konnte eine wesentlich
effektivere Inhibition der miR-155 erreichen. Die Transfektionsmethode mit Lipofectamin
mag hier eine Rolle spielen.[124] Moglicherweise wird hierdurch ein héherer Anteil der Zel-
len transfiziert. AuBBerdem ist die Inkubation iiber einen wesentlich ldngeren Zeitraum (24 h)

eine weitere Erklarung fiir die Effektivitét der Inhibition.

4.4. Funktionelle Bedeutung der miR-155

Da gezeigt wurde, dass eine alleinige Uberexpressin der miR-155 zu einer proliferativen
Knochenmarkserkrankung fiihren kann, lag die Vermutung nahe, dass die miR-155 einen di-
rekten Einfluss auf die Proliferation in leukdmischen Zelllinien haben konnte.[56, 77] Es er-

folgten Transfektionsversuche mit Inhibitoren der miR-155 sowie Uberexpressionsversuche.
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Im Verlauf der Versuche wurden Zellzdhlungen durchgefiihrt, um die Proliferation in den
unterschiedlichen Ansétzen zu untersuchen. Ein Effekt auf die Proliferation der Zelllinien
konnte weder bei Hemmung der miR-155 noch bei Uberexpression gezeigt werden. Die Hy-
pothese, dass die miR-155 einen Einfluss auf die Proliferation in leukdmischen Zelllinien hat,
konnte somit widerlegt werden. Dies ist im Einklang mit einer Studie, die zeigte, dass eine
Stimulation der miR-155 in gesunden B-Lymphozyten keinen Einfluss auf die Proliferation
hat.[58] Hingegen konnte gezeigt werden, dass die Hemmung der miR-155-Expression durch
Antagonisten von TNFa, wie Etanercept und Infliximab, zu einem geringen antiproliferativen
Effekt in DLBCL-Zelllinien fiihrte. Dieser antiproliferative Effekt ist aber vermutlich nicht
allein auf die Hemmung der miR-155 zuriickzufiihren.[110] Dafiir spricht auch, dass eine
alleinige Inhibition der miR-155 in lymphoblastischen Zellen zu keiner Verdnderung der
Proliferation oder Apoptose fiihrte.[103] Eine andere Studie konnte jedoch zeigen, dass eine
Inkubation der Zelllinie Jurkat mit einem miR-155-Inhibitor zu einer Hemmung der Prolifera-
tion fiihrt.[125] In Hithner-Lymphomzellen konnte ebenfalls die Hemmung eines Zielgens der
miR-155 eine Hemmung der Proliferation durch Induktion der Apoptose bewirken.[100] In
soliden Tumoren konnte ein Effekt der miR-155 auf Proliferation und Apoptose nachgewie-
sen werden.[126] Dies geschieht vermutlich durch Regulation der Expression des Transkrip-
tionsfaktors FOXO3a. Dieser Transkriptionsfaktor reguliert unter anderem die Expression
proapoptotischer Proteine wie Bim und p27.[91] Auferdem scheint die miR-155 ihre onkoge-
ne Wirkung durch den SOCS1/JAK/STAT3-Signalweg zu vermitteln.[80] Die ausbleibende
Wirkung der miR-155-Uberexpression auf die Proliferation in den in dieser Arbeit durchge-
fiihrten Versuchen ist moglicherweise dadurch zu erkldren, dass die Zelllinien durch andere
Faktoren bereits ein stark gesteigertes Zellwachstum haben. Eine weitere Steigerung durch die
miR-155 ist daher nicht moglich. Die metabolische Aktivitdt wurde mittels WST1-Test be-
stimmt. Im Verlauf des Versuches nahm die metabolische Aktivitét in beiden Zelllinien stetig
zu. Unterschiede zwischen den einzelnen Ansédtzen wurden auch hier nicht beobachtet. Die
Zunahme der metabolischen Aktivitit der jeweiligen Zellsuspension ist durch die Zunahme

der Gesamtzellzahl zu erkléren.

Apoptose- und Nekroseraten wurden mittels Durchflusszytometrie im Verlaufe der Versu-
che bestimmt, um einen moglichen Einfluss der miR-155 auf Zelltodprozesse zu untersuchen.
Es zeigte sich wiederum kein Unterschied in den Apoptose- und Nekroseraten nach Inhibition
oder Uberexpression der miR-155. Die zu Beginn der Versuche relativ hohen Apoptosewerte
fielen im Verlauf ab. Die hohen Apoptose- und Nekroseraten zu Beginn des Versuches sind

auf das relativ zytotoxische Verfahren der Elektroporation zuriickzufiihren. Nur die Zelllinie
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Jurkat zeigt eine ansteigende Apoptoserate im Verlauf des Versuches, die vermutlich auf die
schnelle Proliferation zuriickzufiihren ist, die zu einer Apoptoseinduktion der beengt wach-
senden Zellen fiihrt. Die Nekroseraten zeigten stabile Werte, die lediglich in der Zelllinie
RS4;11 nach 48 h einen deutlichen Anstieg verzeichneten. Da Unterschiede in allen drei Zell-
linien zwischen den Ansitzen nicht zu sehen sind, ist ein direkter Einfluss der Uberexpression
auch auf die Apoptoseinduktion bzw. die Nekrose nicht zu vermuten. Die bereits erwihnte
Studie von Kong et al., die eine Apoptoseinduktion in Mammbkarzinom-Zelllinien durch
Hemmung der miR-155 nachweisen konnte, widerspricht den Ergebnissen in dieser Arbeit
jedoch.[91] In B-Lymphozyten konnte die Apoptoseinduktion durch Hemmung der miR-155
jedoch dadurch umgangen werden, dass mehr antiapoptotisches BCL-2 (B-cell lymphoma 2)
exprimiert wurde.[57] Die mRNA von BCL-2 ist ein direktes Ziel der miR-155.[127] Ob das
antiapoptotische Protein BCL-2 auch in den untersuchten Zelllinien eine Rolle spielt, wire
noch zu untersuchen. Eine Inhibition der miR-155 scheint einen Einfluss auf die proapoptoti-
sche Caspase-3 in Jurkat-Zellen zu haben. Ein Einfluss auf den Anteil apoptotischer Zellen,
wie in dieser Arbeit durchgefiihrt, wurde jedoch nicht untersucht.[125] Eine Arbeit konnte
einen tumorsuppressiven Effekt der miR-155 durch Induktion der Apoptose in dendritischen
Zellen nachweisen. Dies geschieht vermutlich durch die Regulation von Inhibitoren Cyklin-
abhingiger Kinasen, welche in Zellen, die vermehrt miR-155 exprimieren, kumulieren. Dies
widerspricht den Erkenntnissen in vielen malignen Erkrankungen mit hoher miR-155-
Expression. Die Autoren vermuten daher, dass der Weg, durch welchen die miR-155 die
Apoptose induziert, in vielen soliden Tumoren und hdmatologischen Malignomen defekt
ist.[61] Eine weitere Studie zeigte jedoch ebenso, dass eine Uberexpression der miR-155 auch
in verschiedenen AML-Zelllinien zu einer Induktion der Apoptose fiihrt. In HL-60-Zellen
wurde dieser Zusammenhang ebenfalls gesehen. Dies bedeutet, dass die miR-155 auch in ma-
lignen Zellen einen tumorsuppressiven Effekt haben kann.[128] In der genannten Studie zeig-
te sich eine sehr schwache Induktion der Apoptose in HL-60. Die Unterschiede zu den hier
dargestellten Versuchen sind am ehesten durch die Methode der Transfektion zu erkliren.
Durch die Methode der Elektroporation kommt es zu einer starken Zunahme apoptotischer
und nekrotischer Zellen. Eine geringe Zunahme der Apoptose als Wirkung der miR-155-

Uberexpression wurde in den hier dargestellten Versuchen vermutlich maskiert.
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4.5. Einfluss der miR-155 auf den PI3K/Akt-Signalweg

Das Protein SHIP1 ist eine 5-Phosphatase, deren Substrat die Physphatidylinositol-(3,4,5)-
trisphosphat ist. Es ist spezifisch fiir hdmatopoetische Zellen.[129, 130] Es wurde gezeigt,
dass SHIP1 ein negativer Regulator des PI3K/Akt-Signalweges und ein Zielgen der miR-155
ist.[79, 92, 110, 131] Der Verlust der Phosphatase SHIP1 mit der daraus resultierenden Dys-
regulation des PI3K/Akt-Signalweges scheint bei der Genese akuter Leukédmien aus MDS
eine Rolle zu spielen. Dieser Verlust wird liberwiegend durch den Einfluss zweier miRNAs
(miR-155 und miR-210) verursacht. Auch wenn eine Unterscheidung der primiren gegeniiber
den aus einem MDS hervorgegangenen akuten Leukdmien anhand der miR-155 nicht gelang,
so schlieft dies den Zusammenhang zwischen SHIP1-Inhibition und Progression des MDS
nicht aus. Mdglicherweise steht bei der Inhibition von SHIP1 wihrend der Progression der

MDS die miR-210 im Vordergrund.[132]

Es sollte nun untersucht werden, ob eine Uberexpression der miR-155 in Zellen mit endo-
gen niedriger Expression ebenfalls zu einer Abnahme des Proteins SHIP1 fiihrt. Auerdem
sollte der Einfluss auf nachgeschaltete Proteine des PI3K/Akt-Signalweges untersucht wer-
den. Die Ergebnisse des Versuches zeigten, dass eine Uberexpression der miR-155 zu einer
Abnahme des SHIP1 in RS4;11-Zellen nach 48 h fiihrte. Ein dhnlicher Effekt konnte in einer
Mikroglia-Zelllinie ebenfalls beobachtet werden. AuBBerdem konnte ein Effekt einer erh6hten
miR-155-Expression auf die Konzentration der mRNA gezeigt werden, was fiir eine Inhibiti-
on durch Degradation der mRNA spricht.[124] Doch auch durch SHIP1 regulierte Proteine
werden beeinflusst. Wihrend die gesamte Menge des Proteins Akt auf gleich hohem Niveau
bleibt, steigt die Menge des phosphorylierten Akts deutlich an, was fiir eine hohere Aktivitét
des Signalweges spricht. PTEN, ebenfalls ein negativer Regulator des PI3K/Akt-Signalweges,
der jedoch nicht durch die miR-155 beeinflusst wird, bleibt unverindert. Ahnliche Ergebnisse
werden durch die direkte Inhibition von SHIP1 erreicht. Der Verlust von SHIP1 mit der nach-
folgenden Dysregulation des PI3K/Akt-Signalweges und auch der MAPK fiihrt zu einer er-
hohten Proliferation von erythroleukdmischen Zellen.[133] Der Mechanismus, durch welchen
die miR-155 die Expression von SHIP1 beeinflusst, kann durch die durchgefiihrten Versuche
nicht untersucht werden. Da die mRNA des SHIP1-Gens nicht untersucht wurde, kann zwi-
schen einer Translationshemmung bzw. Degradierung der mRNA nicht unterschieden wer-
den. Die miR-155 beeinflusst ihre Zielgene sowohl durch Degradierung als auch durch Trans-
lationshemmung.[54] Die Zelllinie Jurkat zeichnet sich im Gegensatz zur Zelllinie RS4;11
durch eine Deletion der Proteine SHIP1 und PTEN aus. Eine Uberexpression der miR-155 hat

also keinen Effekt auf die Aktivitit des Signalweges, da SHIP1 als Zielgen der miR-155 weg-
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féllt. Da der Versuch zur Untersuchung des PI3K/Akt-Signalweges nur ein Mal durchgefiihrt
wurde, kann daher nur ein Hinweis auf den Zusammenhang zwischen miR-155 und
PI3K/Akt-Signalweg in akuten Leukdmien geliefert werden. Weitere Versuche, die eine di-
rekte Wirkung der miR-155 auf SHIP1 in akuten Leukédmien belegen, sollten angestrebt wer-

den.

4.6. Sorafenib als effektives Medikament in akuten Leukdmien

In klinischen Studien zeigte Sorafenib in Kombination mit einer Induktions-
Chemotherapie eine sehr hohe Remissionsrate von 95 Prozent bei FLT3-ITD-positiven AML-
Patienten in einer Phase II-Studie. Bei Patienten ohne FLT3-Muation oder mit Mutation der
transmembranalen Domédne waren die Remissionsraten etwas geringer (83 Prozent).[134]
Einzelne Fallbeschreibungen suggerieren au3erdem einen sinnvollen Einsatz des Medikamen-
tes insbesondere vor allogener Stammzelltransplanation bei Patienten mit Kontraindikationen
gegen eine Konsolidierungstherapie, als Erhaltungstherapie oder vor intensiver Induktions-
Chemotherapie im Rezidiv.[135-137] Es konnte gezeigt werden, dass Sorafenib besonders
bei AML-Patienten mit einer FLT-ITD-Mutation besonders im Rezidiv wirksam ist. Dies
wird darauf zuriickgefiihrt, dass im Rezidiv vermehrt Zellen mit vielen mutierten Allelen se-
lektioniert wurden.[138] Auch der Einsatz als Vorphasetherapie bei Hyperleukozytose oder
vor Einleitung einer Salvage-Chemotherapie bei Patienten mit FLT3-ITD-Mutation konnte
das Ansprechen auf die Therapie steigern.[136] Ein Problem beim klinischen Einsatz von
Multikinaseinhibitoren scheint auflerdem die Entwicklung von sekundidren Resistenzen zu
sein. Dies erfolgt hauptsichlich durch erworbene Mutationen der transmembranalen Doméne
bzw. deren Selektion im Zuge der medikamentdsen Behandlung. Der Wechsel auf einen ande-
ren Multikinaseinhibitor kann hier Erfolg versprechen. Sunitinib scheint auch bei Vorhanden-

sein von Mutationen in der transmembranalen Doméne wirksam zu sein.[139]

In den in dieser Arbeit durchgefiihrten Versuchen konnte gezeigt werden, dass der Multi-
kinaseinhibitor Sorafenib deutliche antiproliferative Effekte in AML und ALL besitzt. Dies
zeigt sich zum einen in der Abnahme der Zellzahl bzw. einer verlangsamten Proliferation ge-
geniiber der Kontrolle als auch in einer verminderten metabolischen Aktivitit verglichen mit
der Kontrolle. Bei den in dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen kann von einer sicheren
Hemmung der FLT3 ausgegangen werden.[138] Auch andere Multikinaseinhibitoren, wie

beispielsweise SU11652, zeigen deutliche antiproliferative Effekte bei AML-Zelllinien. In der
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Studie beschrankten sich die antiproliferativen Effekte jedoch auf Zellen, welche eine FLT3-
ITD-Mutation aufweisen.[140] Dies steht im Widerspruch zu den in dieser Arbeit dargestell-
ten Ergebnissen. Eine antiproliferative Wirkung wurde auch bei SEM nachgewiesen, einer
Zelllinie, welche keine FLT3-ITD-Mutation aufweist. Die diskrepanten Ergebnisse sind da-
rauf zuriickzuflihren, dass Sorafenib dhnlich wie SU11652 auch andere Signaltransduktions-
wege beeinflusst. Eine Voraussage, ob eine Substanz einen antiproliferativen Effekt zeigt, ist

daher nicht auf das Vorhandensein einer einzigen Mutation zuriickzufiihren.

Es konnte gezeigt werden, dass es unter der Inkubation der Zellen mit Sorafenib zu einer
Induktion der Apoptose resultierend in einem Anstieg der apoptotischen und nekrotischen
Zellen kommt. Eine Zunahme der apoptotischen und nekrotischen Zellen iiber den beobachte-
ten Zeitraum wurde bei MV4-11-Zellen unter beiden untersuchten Konzentrationen beobach-
tet. Bei der Zelllinie SEM kam es jedoch nur unter der hohen Konzentration zu einem Anstieg
der apoptotischen und nekrotischen Zellen. Da die Zelllinie SEM keine FLT3-Mutation auf-
weist, ist die pathologisch vermehrte Proliferation hier auf andere Stoffwechselprozesse zu-
rickzufiihren. Die Zelllinie MV4-11 ist jedoch bei konstitutiv erhdhter FLT3-Aktivitdt zum
groflen Teil auf diesen Mechanismus angewiesen. Sie reagiert daher sensitiver auf die Anwe-
senheit von Sorafenib. Die Induktion der Apoptose in leukdmischen Blasten erfolgt durch
Spaltung der Caspasen 3 und 7 sowie dem Enzym PARP. AuBlerdem kommt es zu einem
Zellzyklusarrest, welcher durch Verminderung der Aktivitdt der CDK4 und CyclinD3 zustan-
de kommt.[141]

AML-Patienten, welche eine ITD-Mutation des Gens FLT3 aufwiesen, zeigten signifikant
hohere Expressionswerte der miR-155 als Patienten ohne diese Mutation. Es sollte untersucht
werden, ob die Expression der miR-155 durch Hemmung der FLT3-Tyrosinkinase verringert
werden kann. Dazu wurden die Expressionswerte der miR-155 in den mit Sorafenib behandel-
ten Zelllinien gemessen. Es zeigte sich, dass die Hemmung der FLT3-Aktivitdt keinen Ein-
fluss auf die Expression der miR-155 besitzt. Die Werte zeigten in allen drei Ansdtzen keine
signifikanten Unterschiede. Dies unterstiitzt die Ergebnisse von Garzon et al., die zeigen
konnten, dass eine Hemmung der FLT3 mit dem Inhibitor SU14813 ebenfalls keinen Einfluss
auf die Expression der miR-155 hat.[90] Interessanterweise zeigte sich in der Zelllinie SEM
jedoch ein anderes Ergebnis. Diese Zelllinie besitzt keine Mutation des FLT3-Gens. Im Ver-
lauf des Versuches nahm die Expression der miR-155 in dieser Zelllinie bei hoher Sorafenib-
Konzentration jedoch auf nahezu das Doppelte der urspriinglichen Expression zu. Bei niedri-

gerer Konzentration blieb die Expression dagegen nahezu unverindert. Dies ist vermutlich
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dadurch zu erkldren, dass bei niedriger Sorafenib-Konzentration lediglich eine Wachstums-
hemmung auftritt. Apoptose und Nekrose bleiben gegeniiber der Kontrolle unveréndert. Bei
hoher Konzentration kommt es jedoch zu einer Induktion der Apoptose, was zu einer Abnah-
me der Zellzahl flihrt. Moglicherweise haben Zellen, welche die miR-155 stirker exprimieren,
hierbei einen Selektionsvorteil gegeniiber anderen Zellen, was im Verlauf zu einem Uberwie-
gen dieser Zellpopulation und damit einem scheinbaren Anstieg der miR-155-Expression

fiihrt.
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5.  Schlussfolgerung und Ausblick

Diese Arbeit sollte zum Verstindnis der Rolle der miR-155 in akuten Leukédmien beitra-
gen. Die durchgefiihrten Messungen und Experimente sollten zum einen die Expression der
miR-155 in unterschiedlichen Leukdmieformen untersuchen, um eine Assoziation mit be-
stimmten Subtypen zu erkennen und eine prognostische Bedeutung der miR-155 abzuschit-
zen. Zum anderen sollte der Einfluss der miR-155 auf Stoffwechselprozesse und Proliferati-
onsverhalten der Zellen analysiert werden. SchlieBlich wurde der Einfluss des Multikinasein-

hibitors Sorafenib auf die leukdmischen Zellen untersucht.

Die hier prédsentierten Ergebnisse zeigen eine differentielle Expression der miR-155 in
verschiedenen akuten Leukémien. Ein Zusammenhang mit speziellen Subtypen der akuten
Leukdmien konnte gezeigt werden. Bereits publizierte Ergebnisse, welche einen Zusammen-
hang der miR-155-Expression mit bestimmten molekularbiologischen Markern sahen, konn-
ten bestétigt werden. Jedoch war eine prognostische Aussage aus der Hohe der Expression
nicht abzuleiten. Aufgrund des geringen Patientenkollektivs wire jedoch eine Untersuchung

an einer grofleren Patientenzahl wiinschenswert.

In den in dieser Abreit durchgefiihrten Experimenten konnte kein Einfluss der miR-155
auf Proliferation oder Apoptoseinduktion in den leukdmischen Zellen gezeigt werden. Jedoch
konnte ein Einfluss auf den PI3K/Akt-Signalweg nachgewiesen werden. In weiteren Experi-
menten sollte untersucht werden, ob die miR-155 auf die Chemosensibilitdt der Zelllinien
einen Einfluss hat. Ein moglicher synergistischer Effekt einer miR-155-Inhibition oder miR-

155-Uberexpression auf die Chemosensibilitit wire denkbar.

Die Behandlung der Zelllinien mit dem Multikinaseinhibitor Sorafenib zeigte einen ein-
deutigen antileukdmischen Effekt. In den untersuchten Zelllinien war der Effekt auf das Zell-
wachstum jedoch unterschiedlich. Die Identifizierung der Leukdmiesubtypen, welche beson-
ders sensibel auf Sorafenib ansprechen, wire wiinschenswert. Daher sollte in weiteren Unter-

suchungen Sorafenib an einer grofleren Anzahl leukdmischer Zelllinien getestet werden.

Die durchgefiihrten Versuche nutzten Methoden, die sehr arbeitsintensiv und zeitaufwén-
dig waren. Neuere Methoden, wie das Next Generation Sequencing, haben die Arbeit mit
miRNAs stark vereinfacht. Die Detektion mehrerer Sequenzen kann bei dieser Methode
gleichzeitig erfolgen. Das Zusammenspiel der miRNAs untereinander kann dadurch wesent-

lich einfacher untersucht werden.
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Tabelle 16: Angaben zu den verwendeten Zelllinien

. . miR-155 BIC
Name Typ Generiert aus Zytogenetik - -
Expression p-Wert Expression p-Wert
Vorliufer- pB von 15- human pseudodiploid karyotype - 46(44-47)<2n>X, -X, +16, del(3)(p22),
REH B-ALL jéhrigem Mad- t(4;12;21;16)(q32;p13;q22;q24.3)-inv(12)(p13q22), t(5;12)(q31-q32;p12), der(16)t(16;21)(q24.3;q22) - 0,68 0,02 0,49 0,01
chen im Rezidiv sideline with inv(5)der(5)(p15q31),+18
. pB von 5- S . o e ~ B . .
SEM Vorlaufer jihrigem Mad- human hypodiploid karyotype with 1.5% polyploidy - 45(40-46)<2n>XX, -13, t(4;11)(q21;q23), 1,70 0.00 469 0.00
B-ALL : L del(7)(p14)
chen im Rezidiv
Vorldufer- KM von 32- human hyperdiploid karyotype - 47/48<2n>X/XX, +8, +18, t(4;11)(q21;q23), i(7q) - sideline without
RS4;11 jahriger Frau im e ? ’ 0,66 0,02 0,65 0,15
B-ALL 1 +8/18
Rezidiv
pB von 19- 5 . 90,
MOLT-4 T-ALL jihrigem Mann im human flat-moded hypertetraploid karyotype 8? 99<4r.1>XXYY, +4, +7, +8, +20, +20, del(6)(q16)x2, 0.25 0.00 0.25 0.00
g der(7)t(7;7)(p15;q1 1)x2
Rezidiv
pB von 14- h . . .
cr uman flat-moded hypotetraploid karyotype with 7.8% polyploidy - 87(78-91)<4n>XX, -Y, -Y, -5, -16, -
Jurkat T-ALL Jahirrf‘;{rzzji‘é?fen 17, -22, add(2)(p21)/del(2)(p23)x2 - sideline with additional der(5)t(5;10)(q1 1;p15), del(9)(p11) 047 0,00 0,30 0.01
human flat-moded hypotetraploid karyotype with hypodiploid sideline and 1.5% polyploidy - 82-
B von 35- 88<4n>XX, -X, -X, -8, -8, -16, -17, -17, +18, +22, +2mar, ins(1;8)(p?31;q24hsr)x2,
HL60 AML M2 'ghri 2r Frau der(5)t(5;17)(q1 1;q11)x2, add(6)(q27)x2, der(9)del(9)(p13)t(9;14)(q?22;q?22)x2, 0,46 0,00 0,29 0,02
Jahng der(14)t(9;14)(q?22;q?722)x2, der(16)t(16;17)(q22;q22)x1-2, add(18)(q21) - sideline with: -2, -5, -15,
del(11)(q23.1g23.2)
MV4-1l | AMLMs | VO }g;fgag‘gem human hyperdiploid karyotype - 48(46-48)<2n>XY, +8, +18, +19, 21, (4;11)(q21:q23) 2,32 0,00 5,00 0,01
KM von 23- human hypertriploid karyotype with 3% polyploidy - 78(71-81)<3n>XX, -X, +2, +6, +7, +7, +11, +12,
NB4 AML M3 jahriger Frau im +13, +14, +17, -19, +20, +4mar, der(8)t(8;?)(q24;?), der(11)t(11;?)(?->::11p15->11q22.1::11q13->22.1:), 0,93 0,75 0,98 0,95
zweiten Rezidiv der(12)t(12;M(p11;?), 14p+, t(15;17)(q22;q11-12.1), der(19)t(10;19)(q21.1;p13.3)x2
Burkiti- pB von 56- human flat-moded hyperdiploid karyotype with 3.5% polyploidy; 46-49<2n>XY, +20, dup(1)(q21q42),
DogKIT Lymphom jahrigem Mann im der(2)t(2;14)(q37;q24)t(14;18)(q32;q21), t(8;22)(q24;q11.2), der(14)t(X;14)(p21;p13)t(14;18)(q32;921), 0,02 0,00 0,01 0,00
ymp zweiten Rezidiv dup(17)(q11q22), der(18)t(14;18)(q32;q21); supernumerary acf/dm present at 14%; sdl with add(16)(p13)
highly rearranged human hypodiploid karyotype with 6% polyploidy; 43(40-45)<2n>X, -X, -14, -15,
DoGum Burkitt- Pleuraerguss von der(1)t(1;14)(q32;921.2), t(14;18)(q32;q21), t(2;8)(q14;q24), der(2)t(2;8), dup(4)(p12p15), add(5)(q13), 032 0.00 052 0.03
Lymphom | 49-jahrigem Mann | add(6)(p23), der(6;17)(p1?0;q1?0), add(10)(p12), del(12)(q21), inv(13)(p12q21), der(15)t(5;15)(ql14;q21), ’ ’ ’ ’
add(15)(p11)add(15)(q2?), der(18)t(14;18)(q32;921), add(22)(p11), +2mar
. Liquor cerebro- S o .
GumBus Burkitt- spinalis von 28- human near diploid karyotype with 4% polyp101'dy 46(44.1—46)<2n>,XY, del(3)(p11p21.2), del(6)(q14q24), 0.46 0.05 244 0.01
Lymphom i t(8;14)(q24;932)
jéhrigem Mann

Relative Expression im Vergleich zu gesunden HSZ, Signifikanzniveau im Vergleich zu HSZ
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Tabelle 17: Patientencharakteristika

. Alter bei . - . miR-155
Nr. Diagnose Karyotyp FLT3 NPM1 MDS Krim(i(.helts- Diagnose Therapie- Uber!l? benszeit
stadium [Jahre] ansatz [Tage] Expr. p-Wert
1 AML n.d. 46,XY,dic(1;22)(q10;q10) n.d. n.d. nein rezidiviert 54 palliativ 112} 1,82 0,00
2 AML n.d. 46,XX neg. neg. nein initial 73 kurativ 240 0,26 0,00
3 AML M2 46,XX neg. neg. nein initial 55 kurativ 248+ 0,34 0,02
4 AML M5 46,XX neg. pos. nein initial 66 kurativ 1393 0,38 0,02
5 AML n.d. 45,X,del(20q) n.d. n.d. nein initial 62 kurativ 1736 0,94 0,58
6 AML M1 47, XY, +13 n.d. n.d. ja initial 70 palliativ 79t 1,02 0,80
46,XX,t(15;17)(q22;q21),
7 AML M3 nuc ish(PMLx2),(RARAx2), n.d. n.d. nein initial 51 kurativ 33% 0,20 0,04
(PMLconRARAX2)
8 AML M2 45,XY,-7 n.d. n.d. ja initial 65 palliativ 44% 0,33 0,05
9 AML M4 46,XX,1(1;21)(q21;922)[9],ish t(1;21) n.d. n.d. nein rezidiviert 51 kurativ 2010 0,33 0,02
44,XX,del(5)(q13933),-7,
t(15;17)(pter;ql1),-17,
10 AML n.d. r(l2‘;?;)([251])&31:;2556111(’5‘;‘(21)523/3“){?7?_12, neg. pos. ja initial 72 kurativ 570+ 0,45 0,00
t(12;14)(q1 L;pter),t(15;17) (pter;ql1),-17,
der(21)t(1;21)(p11;pter)[3]
11 AML n.d. komplex aberrant neg. neg. nein initial 66 kurativ 255 0,28 0,03
12 AML M2 47,XY,+8 pos. neg. ja initial 70 kurativ 181¢ 1,22 0,03
13 AML MO 46,XY neg. neg. nein initial 66 palliativ 94+ 0,44 0,13
14 AML MO 46,XY neg. neg. nein initial 64 kurativ 1399 0,46 0,00
45-47,X,-X,(1;M)(p;7),-2,
t(3;?)(p24;?),add(4)(qter),-5, . AT .
15 AML M7 del(6)(q2126),ad d§)6) (qter),del (7)(%q?2 1622,4732435).- neg. neg. nein rezidiviert 56 kurativ 938% 0,42 0,02
8,der(12)t(8;12)(q13;p?13)
16 AML M5 46,XX n.d. n.d. nein initial 84 palliativ 2% 0,20 0,00
17 AML n.d. 46,XX neg. neg. ja initial 71 kurativ 161+ 0,24 0,03
18 AML n.d. 46,XX neg. pos. nein initial 73 palliativ 71 0,42 0,04
45,XX,del(2)(p1?5),-3,del(5)(q13q33),
19 AML M1 der(7)t(7;8)(p11;q10),i(8)(q10),t(12;?)(p11;?)[2]/45,XX,id neg. neg. ja initial 75 palliativ 150+ 0,30 0,00
em,-7,+i(8)(q10)
20 AML M1 47, XX, +21 neg. pos. nein initial 66 kurativ 1232 0,87 0,06
21 AML M5b 46,XX,t(4;11)(g21;923) neg. neg. nein initial 67 palliativ 2% 0,38 0,04
22 AML M1 46,XY n.d. n.d. nein initial 69 palliativ 19+ 0,31 0,00
23 AML M4 46,XY Ppos. neg. nein initial 72 palliativ 76t 1,17 0,12
24 AML n.d. 46,XX neg. neg. nein initial 79 palliativ 761 0,55 0,02
25 AML M4 46,XY neg. pos. nein initial 53 kurativ 151 0,94 0,40
26 AML M4 45,XY,-7 neg. neg. nein initial 73 kurativ 524+ 0,38 0,04
f AML MO 46,XX neg. neg. nein initial 46 kurativ 427 0,45 0,00
28 AML M1 45,X,-Y,1(8;21)(q22;922),-Y,del(9q) n.d. neg. nein initial 45 kurativ 151 0,44 0,00
29 AML n.d. n.d. n.d. n.d. ja initial 78 palliativ 24 0,68 0,02

II
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. Alter bei . . . miR-155
Nr. Diagnose Karyotyp FLT3 NPM1 MDS K:?:;{il:l;lts_ Diagnose Tl;;z;[t)zle- Uben[‘!;;)e:]szelt
[Jahre] g Expr. p-Wert
30 AML M5 46,XY n.d. n.d. nein initial 49 kurativ 395¢ 0,11 0,00
31 AML M4/M5 46,XX n.d. n.d. nein initial 61 kurativ 127 0,25 0,00
49,XY,+8,del(13)(q12q14),+del(13)(q12q14)x2, . s .
32 AML n.d. nuc ish(D138319x1-2,L AMP1x3~4)[97/100] n.d. n.d. nein initial 21 kurativ 14+ 0,40 0,00
33 AML M5b 46,XY neg. neg. ja rezidiviert 52 kurativ 3968 0,20 0,00
34 AML M4 46,XX neg. neg. nein initial 57 kurativ 125 0,54 0,00
35 AML n.d. 46,XX neg. neg. nein initial 75 kurativ 684 0,30 0,00
36 AML M7 46,XY neg. neg. ja initial 66 kurativ 613 0,09 0,00
37 AML n.d. 46,XY n.d. pos. ja initial 73 kurativ 612 0,11 0,00
38 AML M1 45,XX,-7 n.d. n.d. nein initial 73 palliativ 329+ 0,07 0,00
39 AML M4 46,XX pos. neg. nein initial 54 kurativ 236 0,22 0,02
40 AML M3 46,XY,t(15;17)(q22;q921.1) n.d. n.d. nein initial 63 kurativ 460 0,20 0,02
41 AML M4 46,XY n.d. n.d. nein initial 85 palliativ 117 0,48 0,02
47,XY,der(3)del(3)(p13),+8,der(11) . o .
42 AML M7 13:11)(p222:425) n.d. n.d. nein initial 44 kurativ 166+ 0,09 0,00
43 AML M2 46,XY neg. neg. ja initial 58 kurativ 456 0,18 0,00
44 AML M1 46,XX,1(21;22)(q22;q12) neg. neg. nein initial 67 kurativ 396 0,10 0,00
46,XY[24] FISH: Trisomie 21 und zusétzliches Signal
45 AML M4 5'CBFB; konstitutioneller. Karyotyp: n.d. n.d. nein initial 25 kurativ 398 0,20 0,00
47,XY,+21[2]/46,XY[15](kleines Mosaik Trisomie21)
46 k"rt:ff T- 46,XY nd. nd. nein initial 26 kurativ 1577 0,59 0,00
nuc ish(mycx2),
47 common ALL (p16,CEP9)x2(ABL,BCR)x2,(MLLx2), (IGHx2)(IGH3' n.d. n.d. nein initial 37 kurativ 1182 0,74 0,06
sep IGHVx1)
47,XX,+8,4(9;22)(q34;q11),der(9)t(9;22)(q34;q1 1) . s .
48 common ALL ish (ABL1x3),(BCRx4)(ABLI con BCRx3) n.d. n.d. nein initial 40 kurativ 58 0,62 0,04
49 pro-B-ALL 46, XX, t(4;11)(q21;923) n.d. n.d. nein initial 70 kurativ 353 1,55 0,00
so | T B- 47.XY,del(6)(q?16¢23),+19,add(20)(p)[11] nd. nd. nein initial 21 kurativ 1255 032 0,00
51 common B- n.d. n.d. n.d. nein initial 20 kurativ 5 0,73 0,03
ALL
52 ““{:lLfi T- 46,XY n.d. nd. nein initial 43 kurativ 1064 043 0,00
53 °°m/§nL‘£‘ B- 46,XY nd. nd. nein initial 73 kurativ 124 0,40 0,03
54 pro-B-ALL near tetraploid (nicht auswertbar) n.d. n.d. nein initial 63 kurativ 77t 0,37 0,05
45,XY,inv(3)(p21;q926),der(7;8)(q10;q10,
common B- del(7)(q22),del(13)(q?14q31),
55 ALL -?14,?15[22],FISH:nuc ish n.d. n.d. nein initial 63 kurativ 627 1,38 0,06
(plé6x1,pl6dimx1,CEP9x2)/(D8Z2x2,MY Cx2,IGHx2,IG
Hdimx1)/(BCRx2;ABLx3)
56 pro-T-ALL n.d. n.d. n.d. nein rezidiviert 68 kurativ 968 0,11 0,00

III
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. Alter bei . - . miR-155
Nr. Diagnose Karyotyp FLT3 NPM1 MDS K:?:;{il:linlts_ Diagnose Tl;;z;[t)zle- Uben[‘!;:e:]szelt
[Jahre] g Expr. p-Wert
46,XX,nuc ish(MLLteLMLLcen)x2 (MlltelsepMLL-
57 reife ALL cenx1)[43/100] Molekularzytogenetisch Hinweis auf n.d. n.d. nein initial 83 palliativ 216 0,44 0,04
MLL (11g23)
:222).-
58 | pri-B-ALL 48, XY, +der(3)((5;722),-22, nd. nd. nein initial ) kurativ 435 0,15 0,00

+der(22)6(9;22)(q34:q1 1.2)x2[2]/46,XY[ 18]

n.d.: nicht bestimmt,{: Patient verstorben, Relative Expression im Vergleich zu HSZ, Signifikanzniveau bezogen auf HSZ
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Tabelle 18: Expression der miR-155 nach Hemmung mittels ASO
15h 24h 48 h 72 h 15h 24h 48 h 72 h 15h 24h 48 h 72 h
SEM RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155 RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155 RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155
22,5 | 23,1 | 22,1 | 23,1 | 22,8 | 23,4 | 22,7 | 23,6 22,6 | 233 | 22,7 | 23,1 | 22,6 | 23,5 | 224 | 233 22,7 | 253 | 22,3 | 257 | 23,0 | 26,5 | 22,5 | 23,6
#1 224 | 232 | 22,1 | 229 | 22,5 | 234 | 22,7 | 23,6 22,6 | 23,5 | 224 | 23,1 | 225 | 233 | 22,5 | 232 224 | 25,1 | 224 | 252 | 228 | 259 | 22,7 | 23,6
224 | 234 | 22,1 | 232 | 224 | 23,5 | 22,7 | 23,5 22,7 | 232 | 224 | 228 | 225 | 232 | 223 | 233 22,5 | 248 | 224 | 255 | 228 | 256 | 22,8 | 23,7
223 | 22,5 223 | 223 | 222 | 225 | 222 | 23,0 22,2 | 22,6 | 22,5 | 22,1 | 222 | 224 | 224 | 223 22,6 | 26,0 | 22,2 | 254 | 223 | 25,7 | 222 | 248
K #2 22,1 | 223 | 222 | 222 | 22,1 | 223 | 223 | 22,7 LNA- 222 | 224 | 224 | 224 | 22,1 | 225 | 223 | 224 LNA- 224 | 258 | 22,2 | 253 | 222 | 255 | 22,1 | 249
22,1 | 222 | 222 | 224 | 22,1 | 223 | 222 | 225 AS 222 | 223 | 223 | 223 | 22,1 | 223 | 223 | 224 155 22,5 | 258 | 22,3 | 251 | 222 | 254 | 222 | 249
22,2 | 232 | 22,1 | 22,6 | 22,0 | 22,7 | 22,0 | 23,1 22,0 | 223 | 22,1 | 229 | 21,6 | 22,5 | 22,1 | 23,0 223 | 251 | 21,7 | 24,1 | 223 | 25,1 | 22,1 | 247
#3 223 | 23,0 | 22,0 | 228 | 21,5 | 224 | 22,0 | 228 21,9 | 223 | 22,0 | 22,6 | 21,5 | 22,6 | 222 | 229 22,0 | 24,7 | 21,6 | 24,0 | 22,2 | 24,8 | 222 | 247
22,2 | 23,0 | 22,1 | 229 | 21,5 | 22,5 | 21,8 | 22,7 22,0 | 22,5 21,9 | 225 | 21,7 | 23,0 | 22,1 | 229 22,1 | 245 | 21,9 | 241 | 22,1 | 24,7 | 223 | 250
Rel ]jlxpres- 1 1 1 1 1,079 1,129 0,950 1,112 0,317 0,310 0,295 0,508
sion
p-Werte 0,25 0,27 0,61 0,20 0,00 0,00 0,00 0,00
15h 24h 48 h 72 h 15h 24h 48 h 72 h 15h 24h 48 h 72 h
My RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155 RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155 RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155
23,7 | 25,6 | 229 | 240 | 234 | 2477 | 233 | 247 23,7 | 253 | 233 | 252 | 23,0 | 245 | 22,7 | 24,1 23,7 | 250 | 23,7 | 255 | 228 | 252 | 22,7 | 251
#1 234 | 24,6 | 22,8 | 242 | 232 | 245 | 234 | 246 23,6 | 252 | 23,1 | 253 | 23,0 | 24,5 | 22,7 | 24,1 23,6 | 249 | 23,5 | 262 | 224 | 242 | 22,6 | 253
233 | 24,7 | 23,1 | 25,1 | 233 | 244 | 232 | 247 23,6 | 24,7 | 23,1 | 245 | 234 | 251 | 22,6 | 24,1 235 | 24,7 | 23,5 | 255 | 224 | 243 | 23,1 | 26,0
234 | 248 | 22,7 | 23,5 | 23,1 | 243 | 23,1 | 245 23,1 | 24,0 | 233 | 239 | 23,1 | 23,7 | 23,0 | 242 23,1 | 24,7 | 23,1 | 250 | 22,8 | 253 | 22,8 | 249
K #2 233 | 243 | 22,6 | 23,7 | 23,1 | 24,0 | 232 | 243 LNA- 229 | 24,1 | 23,1 | 239 | 22,7 | 24,0 | 23,1 | 24,1 LNA- 228 | 24,6 | 23,2 | 252 | 224 | 252 | 229 | 248
232 (242 | 228 | 242 | 229 | 24,1 | 23,0 | 243 AS 23,0 | 239 | 232 | 23,7 | 22,8 | 244 | 23,0 | 24,1 155 228 | 24,7 | 23,1 | 252 | 224 | 24,7 | 229 | 256
232 | 23,7 | 22,7 | 229 | 23,1 | 233 | 23,7 | 238 22,9 | 23,1 | 23,1 | 228 | 23,1 | 23,1 | 232 | 232 22,5 | 232 | 22,7 | 240 | 234 | 252 | 232 | 240
#3 23,0 | 23,1 | 22,8 | 22,6 | 22,9 | 23,0 | 23,7 | 23,6 229 | 23,0 | 23.0 | 232 | 230 | 232 | 234 | 23,1 224 | 232 | 22,5 | 240 | 234 | 246 | 232 | 241
22,8 | 23,1 | 229 | 233 | 23,0 | 229 | 23,5 | 23,6 229 | 22,8 | 23,0 | 23,0 | 232 | 234 | 233 | 23,1 224 | 23,1 | 22,7 | 241 | 234 | 24,7 | 233 | 245
Rel. ]jlxpres- 1 1 1 1 1,048 1,095 0,941 1,020 0,831 0,636 0,532 0,556
sion
p-Werte 0,73 0,62 0,70 0,90 0,15 0,00 0,00 0,01

Dargestellt sind die Ct-Werte aus drei Versuchen sowie die relative Expression bezogen auf die Kontrolle und die p-Werte.




9. Anhang

Tabelle 19: Zellzahl nach Inhibition mit ASO

Zellzahl [x 10°]

SEM 15h 24h 48h 72h 15h 241 48h 72h 15h 24h 48h 72h
#1 038 0,9 1,0 22 0.8 1,0 1,1 2,1 1,0 038 12 1.8
K #2 038 1,5 12 1,8 LNA-AS 0,7 12 12 1,6 LNA-155 09 12 1,7 1,8
#3 0.4 0.9 13 2,0 05 0.9 13 1.8 0,5 1,0 13 1,9
Mittelwert 0,66 1,10 1,20 1,99 0,66 1,03 1,20 1,80 0,80 0,99 1,40 1,84
p-Werte 0,99 0,78 0,98 037 0,46 0,66 033 038
Mva-11 15h 24h 48h 72h 15h 24h 48h 72h 15h 24h 48h 72h
#1 1,6 1,7 2,0 2,9 1,5 1,7 1,7 1.8 1,1 1,6 1.8 23
K #2 1,4 1,8 2,2 3,8 LNA-AS 2,0 1,6 1,9 3,1 LNA-155 2,0 1,8 22 33
#3 1,5 1,6 2,0 34 1,1 1,4 1,7 2,6 12 1,5 1,9 33
Mittelwert 1,51 1,72 2,08 339 1,52 1,56 1,76 247 1,43 1,63 1,94 2,98
p-Werte 0,96 0,22 0,02 0,12 0,82 0,55 035 0,40
Dargestellt sind die jeweilige Zellzahl aus drei Versuchen, der Mittelwert und der p-Wert bezogen auf die Kontrolle.
Tabelle 20: Metabolische Aktivitit nach Inhibition mit ASO
SEM A (650 — 450 nm)
24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h
#1 0,17 031 0,49 0,13 025 039 0,08 0,22 039
K #2 0,07 0,15 0,19 LNA-AS 0,03 0,08 0,13 LNA-155 0,03 0,10 0,13
#3 0,03 0,11 027 0,01 0,08 023 0,01 0,08 0,17
Mittelwert 0,090 0,192 0318 0,057 0,137 0,248 0,040 0,131 0,229
p-Werte 0,60 0,55 0,59 039 0,46 0,50
Mv4-1 24h 48h 72h 24h 48h 72h 24h 48h 72h
#1 0,12 0,20 0,26 0,09 0,15 0,18 0,13 021 031
K #2 0,17 027 0,40 LNA-AS 0,14 0,20 032 LNA-155 0,14 0,21 035
#3 033 0,43 - 027 032 - 031 032 -
Mittelwert 0,210 0,298 0331 0,167 0,221 0,248 0,194 0,258 0,292
p-Werte 0,64 0,40 0,49 0,86 0,65 0,69

Dargestellt sind die jeweilige Absorption aus drei Versuchen, die Mittelwerte und die p-Werte bezogen auf die Kontrolle.

VI




9. Anhang

Tabelle 21: Apoptoserate nach Inhibition mit ASO

Apoptoserate [%]

SEM 15h 24h 48h 72h 15h 24h 48h 72h 15h 24h 48h 72h

#1 92 63 23 1,9 7,6 8,8 2.8 3.4 73 10,8 44 49

K # 7,1 7,6 6,0 47 LNA-AS 9,7 75 638 5,7 LNA-155 9,9 78 7,4 8,0
#3 54 5,5 4,1 4,6 5,5 5,0 8,0 3,0 6,0 6,0 47 49
Mittelwert 722 6,45 4,12 3,74 7,57 7,11 5,89 4,05 7,73 8,18 5,49 5,93
p-Werte 0,84 0,64 0,41 0,82 0,76 035 039 0,19
Mv4-I1 15h 24h 48h 72h 15h 24h 48h 72h 15h 24h 48h 72h
#1 18,5 18,4 14,6 103 24,6 26,0 222 15,4 23,0 19,7 15,0 13,4

K # 17,8 18,6 12,5 9,9 LNA-AS 183 22,6 15,5 10,9 LNA-155 18,2 22,9 13,7 14,7
#3 11,8 11,8 11,0 9.5 14,8 173 16,2 14,6 13,5 11,5 11,5 9,9
Mittelwert 16,03 16,27 12,69 9,91 19,21 21,96 17,95 13,63 18,24 18,03 13,41 12,65
p-Werte 0,43 0,17 0,11 0,11 0,56 0,69 0,65 0,19

Dargestellt sind die Apoptoseraten in Prozent aus drei Versuchen, die Mittelwerte und die p-Werte bezogen auf die Kontrolle.
Tabelle 22: Nekroserate nach Inhibition mit ASO
SEM Nekroserate [%]

15h 24h 48h 72h 15h 24h 48h 72h 15h 24h 48h 72h

#1 14,5 21,2 12,7 16,0 14,1 28,8 7.9 11,0 17,5 312 10,6 13,7

K # 25,6 30,5 25,8 15,0 LNA-AS 25,6 343 21,1 13,6 LNA-155 21,2 31,9 204 14,2
#3 28,9 19,1 14,8 153 283 23,0 14,2 14,5 24,5 383 2738 14,2
Mittelwert 23,01 23,62 17,78 15,44 22,65 29,04 14,41 13,01 21,05 33,79 19,58 14,01
p-Werte 0,96 031 0,58 0,14 0,71 0,08 0,79 0,02
Mvé-11 15h 24h 48h 72h 15h 24h 48h 72h 15h 24h 48h 72h
#1 20,0 21,6 25,9 13,4 19,8 238 29,9 21,6 15,9 13,8 26,6 11,4

K #2 11,9 10,6 10,1 6,7 LNA-AS 11,7 13,8 16,1 9.4 LNA-155 12,2 10,6 14,6 11,5
#3 21,9 14,0 14,8 12,4 22,6 19,7 30,1 23 2238 15,8 15,9 12,4
Mittelwert 17,91 15,40 16,95 10,81 18,05 19,10 2537 17,75 16,93 13,41 19,05 11,75
p-Werte 0,98 0,44 027 0,24 0,83 0,62 0,75 0,70

Dargestellt sind die jeweiligen Nekroseraten aus drei Versuchen, die Mittelwerte aus drei Versuchen und die p-Werte bezogen auf die Kontrolle.
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9. Anhang

Tabelle 23: Expression der miR-155 nach Uberexpression

RS411 15h 24 48h T2h 15h 24 48h T2h 15nh 24 48h T2h
RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155 RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155 RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155
220 | 260 | 225 | 24,6 | 225 | 249 | 210 | 24,0 233 | 252 | 232 | 261 | 228 | 252 | 220 | 25.0 234 | 161 | 225 | 156 | 226 | 163 | 235 | 166
#1 [ 228 | 252 | 22.5 | 248 | 225 | 249 | 220 | 242 234 | 253 | 23.0 | 252 | 229 | 254 | 23.0 | 25.1 233 [ 160 | 222 | 156 | 22.4 | 158 | 233 | 165
226 | 251 | 22.9 | 25.6 | 22.4 | 248 | 219 | 24.1 232 | 252 | 22.8 | 251 | 23.0 | 261 | 229 | 252 232 | 159 | 223 | 156 | 224 | 157 | 235 | 172
233 | 251 | 225 | 248 | 224 | 25.1 | 232 | 249 233 | 247 | 23.0 | 252 | 220 | 248 | 233 | 253 233 | 159 | 23.0 | 156 | 226 | 159 | 22.6 | 15.8
K | #2 [23.0 | 24.6 | 225 | 247 | 222 | 25.0 | 22.7 | 25.1 | AS | 233 | 24.9 | 22.7 | 24.6 | 22.8 | 25.0 | 233 | 253 | 155 | 230 | 158 | 22.8 | 155 | 223 | 154 | 225 | 159
226 | 245 | 22.7 | 252 | 223 | 250 | 223 | 25.0 232 | 249 | 225 | 244 | 23.1 | 254 | 23.0 | 253 232 | 157 | 229 | 155 | 223 | 153 | 22.8 | 162
233 | 255 | 225 | 247 | 223 | 24.4 | 222 | 243 226 | 247 | 22.6 | 253 | 22.8 | 250 | 222 | 245 232 | 175 | 22.8 | 18.7 | 223 | 20.1 | 223 | 20.1
#3 [ 2310 | 2510 | 22.6 | 25.0 | 22.1 | 242 | 222 | 243 228 | 247 | 223 | 246 | 227 | 250 | 224 | 245 230 | 170 | 225 | 183 | 221 | 193 | 222 | 20.1
230 | 249 | 228 | 253 | 22.1 | 243 | 221 | 243 227 | 248 | 224 | 243 | 23.0 | 258 | 222 | 244 230 | 172 | 22.6 | 183 | 22.0 | 192 | 223 | 207
Rel. Ex- 1 1 1,19 1,08 1,06 1,06 110,46 80,61 56,35 44,65
pression
p-Werte 0.08 026 042 037 0.00 0.00 0,00 0,00
Turkat 15h 24 48h T2h 15h 24h 48h 72h 15h 24 48h 72h
RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155 RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155 RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155
225 | 262 | 228 | 263 | 224 | 264 | 220 | 26,6 23.0 | 260 | 23.0 | 266 | 21,7 | 254 | 22.8 | 26,6 23.0 | 163 | 220 | 162 | 224 | 166 | 232 | 167
#1 [ 222 | 260 | 228 | 263 | 222 | 263 | 228 | 262 220 | 257 | 22.8 | 263 | 21,7 | 255 | 23.0 | 26,5 227 | 160 | 23.0 | 162 | 223 | 162 | 23.1 | 167
222 | 258 | 22.8 | 258 | 222 | 264 | 22.6 | 263 229 | 259 | 227 | 262 | 21.8 | 26.1 | 22.8 | 26,4 226 | 161 | 229 | 16,1 | 222 | 162 | 232 | 169
2.0 | 252 | 215 | 245 | 225 | 257 | 227 | 263 220 | 243 | 22.6 | 25.1 | 229 | 263 | 23.0 | 26,6 220 | 152 | 224 | 154 | 231 | 159 | 22.8 | 164
K | #2 [ 218 | 25.1 | 21,7 | 251 | 223 | 258 | 22.9 | 262 | AS | 22.1 | 243 | 22.5 | 251 | 23.0 | 263 | 232 | 26,6 | 155 | 22.0 | 151 | 222 | 153 | 22.6 | 155 | 225 | 16.4
218 | 250 | 215 | 252 | 224 | 256 | 22.8 | 263 220 | 241 | 224 | 250 | 232 | 27.0 | 23.0 | 26,6 210 | 151 | 223 | 153 | 22.8 | 15.5 | 22.6 | 168
3.0 | 272 | 224 | 262 | 225 | 264 | 22.6 | 26.5 231 | 263 | 22.7 | 269 | 22.6 | 36.7 | 22.7 | 26.5 229 | 159 | 229 | 160 | 23.0 | 17.1 | 232 | 177
#3 [ 231 | 266 | 225 | 263 | 222 | 262 | 22.8 | 263 20 | 264 | 22.5 | 263 | 224 | 264 | 229 | 26,4 226 | 159 | 22.8 | 160 | 23.0 | 166 | 23.0 | 18.0
228 | 263 | 22.7 | 26,7 | 223 | 250 | 22.6 | 26.4 23.0 | 262 | 223 | 260 | 22.6 | 26,6 | 22.7 | 26,5 225 | 158 | 22.7 | 161 | 228 | 165 | 23.1 | 184
Rel. Ex- 1 1 1,50 1,14 0.99 1,02 209,28 223.96 208,97 139,00
pression
p-Werte 0,00 0,29 0.92 0.72 0.00 0.00 0,00 0,00
L6 15h 24n 48h 2h 15h 24h 48h 72h 15h 24h 48h 72h
RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155 RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155 RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155 | RNU | 155
206 | 25.0 | 216 | 248 | 217 | 245 | 217 | 242 203 | 250 | 22,0 | 252 | 214 | 242 | 221 | 242 208 | 173 | 214 | 190 | 220 | 204 | 212 | 205
#1 [ 214 | 249 | 215 | 25.1 | 215 | 245 | 222 | 242 201 | 246 | 22,0 | 247 | 214 | 239 | 22.0 | 244 218 | 174 | 216 | 189 | 21,8 | 201 | 211 | 20.4
204 | 248 | 215 | 25.1 | 21.6 | 244 | 217 | 241 203 | 248 | 217 | 246 | 214 | 24.1 | 21.9 | 24.1 207 | 172 | 21,6 | 19.0 | 215 | 200 | 21.0 | 20.5
232 | 252 | 213 | 239 | 215 | 248 | 21.6 | 25.3 222 | 242 | 21,6 | 25.01 | 220 | 25.1 | 223 | 245 205 | 164 | 214 | 165 | 22.6 | 19.7 | 220 | 192
K | #2 [224 [ 253 | 209 | 23,7 | 21,6 | 248 | 21,7 | 25.1 | AS | 22,0 | 241 | 21,6 | 250 | 21.9 | 250 | 22.5 | 248 | 155 | 212 | 16,1 | 21,1 | 163 | 22.3 | 19.1 | 22.1 | 19.4
228 | 258 | 213 | 23.6 | 215 | 249 | 217 | 249 220 | 246 | 215 | 245 | 219 | 250 | 229 | 24.6 200 | 160 | 211 | 164 | 22,0 | 19.1 | 22.1 | 19.6
24 | 253 | 222 | 252 | 22.0 | 250 | 22.1 | 25.1 223 | 251 | 223 | 25.6 | 221 | 251 | 223 | 252 222 [ 17.0 | 22.0 | 163 | 220 | 172 | 224 | 177
#3 [ 222 | 252 | 22.1 | 25.0 | 222 | 25.1 | 224 | 252 220 | 250 | 22.0 | 25.0 | 22.1 | 24.5 | 225 | 249 219 | 17.0 | 217 | 162 | 217 | 168 | 221 | 173
220 | 252 | 222 | 254 | 220 | 247 | 21.8 | 25.3 224 | 252 | 22.0 | 249 | 223 | 25.6 | 22.1 | 25.0 219 | 168 | 219 | 164 | 210 | 169 | 22.0 | 17.0
Rel. Ex- 1 1 1,03 0,99 1,08 143 57.32 4481 2541 18,13
preSSlon
p-Werte 0.85 092 027 0.01 0.00 0.00 0,00 0,00

Dargestellt sind die Ct-Werte aus drei Versuchen, die relative Expression bezogen auf die Kontrolle und die p-Werte.
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9. Anhang

Tabelle 24: Zellzahl nach Uberexpression

Zellzahl [x 10°]

RS4;11
15h 24h 48 h 72h 15h 24h 48 h 72h 15h 24h 48 h 72h
#1 0,4 0,7 1,0 1.4 0,6 0,8 1,2 2,1 0,5 0,8 0,9 1,8
K #2 0,6 1,0 1,3 1,9 AS 0,6 0,9 1,2 1,7 155 0,6 0,8 1,0 1,8
#3 1,2 1.4 1.4 22 1,6 1,5 1,5 2,6 1,5 1,2 1,5 2,1
Mittelwert 0,70 1,02 1,22 1,81 0,93 1,10 1,32 2,16 0,89 0,92 1,13 1,90
p-Werte 0,62 0,79 0,59 0,39 0,67 0,71 0,73 0,77
Jurkat
15h 24h 48 h 72h 15h 24h 48 h 72h 15h 24h 48 h 72h
#1 0,5 1,1 1,7 43 0,7 1,3 2,0 5,0 1,0 1,3 2,7 5,1
K #2 1,2 2,2 3.8 6,5 AS 1,0 1,3 1,8 3,7 155 0,6 1,2 23 4,7
#3 1.4 1,6 23 44 1.4 1,6 23 4,5 1,1 1,7 22 43
Mittelwert 1,03 1,63 2,64 5,06 1,04 1,42 2,06 4,42 0,91 1,38 2,39 4,69
p-Werte 0,97 0,60 0,45 0,48 0,74 0,53 0,73 0,66
HL60
15h 24h 48 h 72h 15h 24h 48 h 72h 15h 24h 48 h 72h
#1 1.8 1,7 2,8 49 1,8 1,8 2,5 32 1,3 1,8 2,7 2,9
K #2 1,9 1,7 2,0 34 AS 1,9 1,7 24 4,1 155 2,1 1,9 3,0 4,6
#3 1,3 1,7 2,1 2,9 1,2 1,6 22 3,6 1,2 1,5 2,1 34
Mittelwert 1,69 1,69 2,28 3,74 1,61 1,70 2,37 3,63 1,54 1,74 2,58 3,65
p-Werte 0,80 0,96 0,77 0,87 0,67 0,77 0,46 0,91

Dargestellt sind die Zellzahl aus drei Versuchen, die Mittelwerte sowie die p-Werte bezogen auf die Kontrolle.

IX




9. Anhang

Tabelle 25: Metabolische Aktivitit nach Uberexpression

A (650 — 450 nm)

RS4;11
24h 48 h 72h 24h 48 h 72h 24h 48 h 72h
#1 -0,04 -0,01 0,02 -0,02 0,03 0,07 -0,01 0,01 0,05
K #2 -0,02 -0,00 0,03 AS -0,03 -0,02 0,02 155 -0,02 -0,00 0,03
#3 0,05 0,09 0,11 0,06 0,09 0,13 0,06 0,09 0,16
Mittelwert -0,005 0,024 0,055 0,005 0,035 0,073 0,011 0,035 0,080
p-Werte 0,80 0,82 0,69 0,69 0,81 0,63
Jurkat
24h 48 h 72h 24h 48 h 72h 24h 48 h 72h
#1 0,27 0,39 0,41 0,37 0,49 0,50 0,41 0,52 0,57
K #2 0,34 0,53 0,62 AS 0,22 0,39 0,52 155 0,19 0,34 0,46
#3 0,25 0,45 0,53 0,26 0,45 0,55 0,24 0,45 0,56
Mittelwert 0,289 0,458 0,519 0,283 0,441 0,525 0,279 0,436 0,532
p-Werte 0,91 0,76 0,93 0,90 0,76 0,87
HL60
24h 48 h 72h 24h 48 h 72h 24h 48 h 72h
#1 1,05 1,75 2,33 0,80 1,36 2,16 0,69 1,35 2,10
K #2 0,79 1,18 1,83 AS 0,92 1,36 2,12 155 1,04 1,57 2,43
#3 1,36 2,14 2,40 1,76 2,37 - 1,67 - -
Mittelwert 1,068 1,687 2,187 1,160 1,696 2,140 1,132 1,461 2,265
p-Werte 0,81 0,99 0,82 0,86 0,51 0,77

Dargestellt sind die Absorption aus drei Versuchen, die Mittelwerte und p-Werte bezogen auf die Kontrolle. Fehlende Werte waren nicht messbar.




9. Anhang

Tabelle 26: Apoptoserate nach Uberexpression

Apoptoserate [%]

RS4;11

15h 24 h 48 h 72 h 15h 24 h 48 h 72 h 15h 24 h 48 h 72 h

#1 16,1 21,7 14,1 10,6 7,3 11,7 5.8 5.4 7,6 13,2 8,1 15,1

K #2 16,6 17,1 10,0 10,7 AS 14,4 15,8 10,2 17,0 155 11,9 18,9 9,6 19,0
#3 27,0 22,9 11,6 11,9 21,6 14,3 7,0 10,3 17,6 10,3 14,2 11,8
Mittelwert 19,87 20,56 11,87 11,10 14,45 13,93 7,67 10,92 12,35 14,13 10,65 15,31
p-Werte 0,38 0,04 0,08 0,96 0,18 0,12 0,61 0,18

Jurkat

15h 24 h 48 h 72 h 15h 24 h 48 h 72 h 15h 24 h 48 h 72 h

#1 5,0 53 5.8 53 4.4 4,6 6,7 4,4 59 4,7 9,8 5,0

K #2 59 8,0 6,7 8,1 AS 6,6 9,0 7,7 8,0 155 7,0 9,2 6,1 15,0
#3 7,6 6,3 4,6 11,5 7,5 9,2 6,5 9,5 7,7 6,3 6,0 8,0

Mittelwert 6,17 6,55 5,69 8,29 6,17 7,58 6,97 7,30 6,85 6,72 7,31 9,33
p-Werte 1.00 0,58 0,16 0,69 0,51 0,92 0,33 0,78

HL60

15h 24 h 48 h 72 h 15h 24 h 48 h 72 h 15h 24 h 48 h 72 h

#1 12,2 10,5 7,9 6,4 12,7 11,8 10,4 8,7 14,5 12,0 11,6 10,3

K #2 11,2 8,6 8,7 72 AS 6,7 89 8,6 6,3 155 6,2 8,3 7,0 4,7
#3 12,5 12,5 11,6 9,7 12,6 12,7 12,8 10,7 11,5 12,3 9,3 12,1
Mittelwert 11,96 10,50 9,39 7,78 10,63 11,15 10,57 8,59 10,72 10,89 9,29 9,03
p-Wert 0,92 0,71 0,51 0,65 0,66 0,83 0,96 0,65

Dargestellt sind die Apoptoseraten aus drei Versuchen in Prozent, die Mittelwerte und die p-Werte bezogen auf die Kontrolle.

XI




9. Anhang

Tabelle 27: Nekroserate nach Uberexpression

RS4;11 Apoptoserate [%]
15h 24 h 48 h 72h 15h 24h 48 h 72h 15h 24 h 48 h 72h
#1 24,8 27,1 21,8 20,2 11,8 15,1 10,1 10,9 12,2 19,1 16,1 20,8
K #2 25,5 30,4 36,1 29,8 AS 37,8 38,8 33,9 28,2 155 27,0 26,4 33,0 30,8
#3 15,3 15,5 11,1 15,4 13,0 12,0 7,7 19,1 10,9 13,5 21,7 18,4
Mittelwert 21,85 24,31 23,01 21,78 20,85 21,95 17,24 19,41 16,71 19,67 23,61 23,34
p-Werte 0,92 0,82 0,63 0,74 0,46 0,47 0,95 0,80
Jurkat
15h 24 h 48 h 72h 15h 24h 48 h 72h 15h 24h 48 h 72h
#1 13,9 15,3 8,8 5,8 8,2 9,9 10,3 44 7,7 83 10,9 3,6
K #2 9,8 6,5 4,7 3,7 AS 10,0 15,9 8,7 53 155 12,5 15,5 12,5 9,1
#3 24,0 25,1 15,9 16,4 17,8 24,6 23,1 19,3 15,5 26,2 26,8 18,3
Mittelwert 15,87 15,62 9,77 8,64 11,97 16,83 14,03 9,68 11,87 16,63 16,72 10,35
p-Werte 0,50 0,87 0,49 0,88 0,46 0,90 0,32 0,78
HL60
15h 24 h 48 h 72h 15h 24h 48 h 72h 15h 24h 48 h 72h
#1 9,4 10,5 15,5 8,7 9,3 10,6 26,2 19,9 11,1 8,6 28,4 30,0
K #2 8,8 8,8 13,3 10,6 AS 8,2 7,1 15,7 10,7 155 6,7 53 11,7 9,5
#3 19,1 14,7 15,2 9,3 13,7 12,8 15,0 10,3 16,1 12,9 16,0 11,2
Mittelwert 12,41 11,36 14,66 9,53 10,40 10,15 18,97 13,65 11,30 8,92 18,69 16,90
p-Wert 0,63 0,64 0,36 0,32 0,81 0,44 0,51 0,38

Dargestellt sind die Nekroseraten aus drei Versuchen in Prozent, die Mittelwerte und die p-Werte bezogen auf die Kontrolle.

XII




9. Anhang

Tabelle 28: Zellzahl unter Sorafenib

SEM

Zellzahl [x 10°]

6h 24h 48h 72h 96 h 6h 24h 48h 72h 96 h 6h 24h 48h 72h 96 h
#1 07 1,0 12 1,5 1,9 07 07 038 1,0 038 07 07 0.4 03 05
DMSO # 0,5 1,0 L1 18 1,5 0,73uM 0,6 L1 1,0 L1 1,0 7,3 uM 0,5 0,5 0,5 0,4 0,5
#3 0.8 1,1 1.8 2.4 35 07 12 15 1,7 14 038 038 0,6 0.4 03
Mittelwert 0,64 1,05 1,37 1,91 232 0,68 1,01 112 1,26 1,04 0,71 0,65 0,53 0,36 0,42
p-Werte 0,69 0,86 0,46 0,14 0,17 0,56 0,02 0,04 0,02 0,09
Mva-I1 6h 24h 48h 72h 96 h 6h 24h 48h 72h 96 h 6h 24h 48h 72h 96 h
#1 1,1 1,0 1,1 13 1,5 1,1 1,1 1,1 0.9 0.7 1,0 1,0 07 0,5 05
DMSO # 0.9 1,3 L1 1,6 1,7 0,73 uM 12 1,0 12 L1 0,7 7,3 uM L1 1,0 0.8 03 0.4
#3 0.9 0.9 1,4 1,6 1,6 1,1 0.9 1,0 0.9 0.7 0.9 038 07 0,6 03
Mittelwert 0,98 1,05 1,18 1,47 1,62 1,13 1,01 111 0,96 0,70 0,99 0,94 0,70 0,47 038
p-Werte 0,09 0,78 0,53 0,02 0,00 0,90 0,44 0,02 0,00 0,00
Dargestellt sind die Zellzahl aus drei Versuchen, die Mittelwerte und die p-Werte bezogen auf die Kontrolle (DMSO).
Tabelle 29: Metabolische Aktivitiit unter Sorafenib
SEM A (650 — 450 nm)
24h 48h 72h 9 h 24h 48h 72h 9 h 24h 48h 72h 96 h
#1 035 0,59 0,69 0,90 0,16 024 0,19 031 0,15 0,12 0,05 0,05
DMSO # 0,36 0,54 0,66 0,74 0,73uM 0,20 0,19 0,19 0,22 7,3 uM 0,12 0,06 0,01 -0,00
#3 0,54 0,64 0,81 0,85 034 034 034 033 022 0,14 0,06 0,04
Mittelwert 0,417 0,591 0,719 0,831 0,233 0,257 0,241 0,287 0,163 0,103 0,038 0,030
p-Werte 0,09 0,01 0,00 0,00 0,04 0,00 0,00 0,00
Mva-11 24h 48h 72h 96 h 24h 48h 72h 96 h 24h 48h 72h 96 h
#1 025 028 039 0,56 023 0,15 0,13 0,13 0,12 0,05 0,08 0,13
DMSO # 0,26 033 039 0,45 0,73 uM 0,18 0,16 0,13 0,09 7,3 uM 0,08 0,05 0,06 0,07
#3 043 038 035 0,61 0,26 0,13 0,10 0,10 0,19 0,09 0,05 0,08
Mittelwert 0313 0334 0376 0,539 0,221 0,146 0,119 0,110 0,132 0,064 0,063 0,094
p-Werte 0,26 0,01 0,00 0,01 0,07 0,00 0,00 0,01

Dargestellt sind die Absorption aus drei Versuchen, die Mittelwerte und die p-Werte bezogen auf die Kontrolle (DMSO).
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Tabelle 30: Apoptoserate unter Sorafenib

SEM Apoptoserate [%]
6h | 24h | 48h 72h | 96h 6h 24h 48h 72h 96 h 6h 24h 48h 72h 96 h
#L_| 3.0 2,1 3,1 2,6 31 58 1,9 1.8 12 1,7 9.8 19,6 14,0 15,1 9,9
DMSO | # | 38 12 23 23 23 0,73uM 7.9 1,4 0,9 1,6 1,5 7,3 uM 15,7 233 14,7 143 9,6
# | 24 29 4.4 27 238 4,0 2,0 07 12 1,7 9,1 6,7 10,9 10,7 9,2
Mittelwert 3,09 | 2,05 327 2,55 2,71 5,88 1,77 112 1,35 1,63 11,54 | 1655 | 13,20 | 1337 9,57
p-Werte 0,12 0,64 0,05 0,00 0,03 0,05 0,10 0,01 0,01 0,00
Mva-I1 6h | 24h | 48h 72h | 96h 6h 24h 48h 72h 96 h 6h 24h 48h 72h 96 h
#1_| 120 | 128 18,2 14,0 9,5 13,9 24,7 337 357 333 13,7 383 4538 17,2 123
DMSO [ # | 78 9,9 8,7 8,8 8,6 0,73 uM 7,7 16,6 13,9 24,6 26,1 7,3 uM 7.9 32,5 35,0 23,0 15,0
# | 37 6,6 8,0 113 10,4 10,2 28,6 303 252 17,5 7.9 19,8 19,7 21,8 9,9
Mittelwert 785 | 975 | 11,63 | 11,37 | 951 10,61 | 2332 | 2597 | 2851 | 2566 9,86 30,19 | 3351 | 20,68 | 1237
p-Werte 0,41 0,04 0,13 0,03 0,07 0,55 0,05 0,09 0,02 0,18
Dargestellt sind die Apoptoseraten in Prozent, die Mittelwerte aus drei Versuchen und die p-Werte bezogen auf die Kontrolle (DMSO).
Tabelle 31: Nekroserate unter Sorafenib
SEM Nekroserate [%]
6h 24h | 48h | 72h | 9h 6h | 24h 48h 72h 96 h 6h 24h 48h 72h 96 h
#1 438 83 6.4 23 35 39 7,1 74 238 25 42 10,4 26,2 36,2 225
DMSO | #2 22 22 23 3,0 3,4 0,73uM 2,0 2,1 2,4 22 33 7,3 uM 1,8 338 69 213 61,9
#3 29 22 3.8 3.4 32 1,7 23 0.8 2,6 22 22 3,0 2,0 24,7 492
Mittelwert 331 424 | 417 | 289 | 3,39 254 | 3,83 3,57 2,54 2,65 2,75 5,71 11,71 2739 | 44,53
p-Werte 0,50 | 0,88 0,81 0,43 0,15 0,62 0,66 0,42 0,03 0,07
Mvd-11 6h 24h | 48h | 72h | 96h 6h | 24n 48h 72h 96 h 6h 24h 48h 72h 96 h
#1 19,0 1,4 | 11,5 | 103 7,7 184 | 124 16,7 24,6 33,1 16,4 173 284 75,8 83,7
DMSO | _#2 8.4 54 338 8,2 7,0 0,73 uM 49 55 63 217 29,0 7,3 uM 5.6 10,2 9,7 58,5 71,7
#3 9,1 63 8,2 103 | 105 6,7 9,1 207 317 40,5 7,7 10,0 22,1 37,7 39,9
Mittelwert 12,16 | 7,69 | 7,78 | 960 | 839 999 | 9,01 1460 | 2600 | 3419 9,88 | 12,51 20,08 | 5733 | 6513
p-Werte 0,71 | 0,65 0,26 0,03 0,01 0,66 0,19 0,14 0,05 0,05

Dargestellt sind die Nekroserate in Prozent aus drei Veruschen, die Mittelwerte und die p-Werte bezogen auf die Kontrolle (DMSO).
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Annexin V-FITC

Abbildung 30: Durchflusszytometrische Messung der Apoptose und Nekrose
Dargestellt ist ein exemplarischer Versuch. Rote Punkte stehen fiir einzelne Ereignisse im Verlauf des Versuches unter unterschiedlichen Kulturbe-
dingungen. DMSO: Kontrollansatz, 0,73 uM: 0,73 uM Sorafenib, 7,3 uM: 7,3 uM Sorafenib. n =1
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Tabelle 32: Expression unter Sorafenib

6h 24h 48h 72h 96 h 15h 24h 48h 72h 96 h 15h 24h 48 h 72h 96 h
SEM RNU 155 RNU 155 RNU 155 RNU 155 RNU 155 RNU 155 RNU 155 RNU 155 RNU 155 RNU 155 RNU 155 RNU 155 RNU 155 RNU 155 RNU 155
22,2 22,7 22,4 23,6 22,2 233 22,2 239 22,3 24,2 22,1 229 22,5 23,1 21,8 22,9 21,8 23,0 21,5 23,7 22,2 23,0 22,1 23,0 22,1 22,9 22,4 23,5 22,5 23,2
#1 22,3 23,3 22,4 23,3 22,0 233 22,3 23,7 22,2 239 22,0 22,8 22,2 23,1 21,9 22,8 21,9 23,1 21,9 23,3 22,1 23,5 22,0 22,7 22,1 22,8 22,3 23,2 22,3 23,2
22,2 23,0 22,4 23,2 22,1 23,5 22,1 23,5 22,0 239 22,0 229 22,1 233 22,0 22,8 21,6 23,1 22,0 23,0 22,0 234 21,9 22,6 22,0 22,7 22,5 23,2 22,3 234
22,5 22,7 22,4 23,3 22,3 23,0 22,1 232 22,2 233 224 23,5 22,5 23,1 22,6 23,0 21,6 22,4 21,7 23,3 22,3 23,0 22,8 24,1 22,3 22,6 23,3 24,4 24.0 23,6
DMSO # 22,4 22,9 22,4 23,1 22,0 23,0 22,3 23,1 224 232 0,73 uM 22,3 234 22,3 232 22,5 23,2 21,9 22,4 21,9 23,2 7,3 uM 22,1 234 22,5 239 22,3 22,5 23,5 24,1 23,7 23,6
22,5 22,6 22,3 22,9 22,1 234 22,0 23,0 22,1 23,1 22,3 23,6 224 232 224 23,2 21,6 22,7 22,2 23,3 22,1 23,5 22,8 239 22,1 22,5 23,6 23,8 23,8 23,6
22,4 22,8 21,9 23,2 22,0 22,3 22,3 233 22,0 23,1 22,2 22,5 22,2 22,5 22,1 22,5 22,3 23,8 21,8 23,1 22,2 22,6 224 234 21,8 22,4 22,1 22,7 23,0 23,2
#3 22,1 23,5 21,8 23,0 21,7 22,7 224 23,1 22,0 229 22,0 23,0 22,1 22,6 22,0 22,3 22,7 23,9 21,7 23,0 22,1 22,8 22,1 232 21,7 22,2 22,2 22,1 22,8 23,1
22,2 234 22,0 22,9 21,6 22,7 22,2 229 21,9 23,0 22,2 229 22,1 224 22,1 22,5 22,4 24,3 22,1 22,9 22,0 23,0 22,3 233 21,6 22,4 22,3 22,2 23,0 23,2
Rel. Expression 1 1 1 1 1 0,89 1,16 1,21 0,93 0,95 0,83 0,98 1,28 1,37 1,79
p-Werte 0,23 0,05 0,03 0,42 0,67 0,09 0,70 0,00 0,00 0,00
6h 24h 48 h 72h 96 h 6h 24h 48 h 72h 96 h 15h 24h 48 h 72h 96 h
Myt RNU 155 RNU 155 RNU 155 RNU 155 RNU 155 RNU 155 RNU 155 RNU 155 RNU 155 RNU 155 RNU 155 RNU 155 RNU 155 RNU 155 RNU 155
22,6 22,9 22,2 23,0 22,3 22,6 21,9 22,6 22,5 23,1 22,3 23,1 22,3 22,7 22,2 22,1 22,0 22,4 22,3 22,8 22,3 229 22,3 233 22,0 22,7 22,0 22,7 22,7 23,1
#1 22,6 22,9 22,3 22,7 21,9 22,5 22,0 22,3 224 22,8 22,1 229 22,2 22,6 22,2 22,7 22,3 22,5 22,5 22,7 22,2 232 22,3 23,1 22,0 22,6 21,9 22,4 22,6 22,4
22,5 232 22,3 22,6 22,0 23,0 21,8 22,3 22,2 22,7 22,3 23,1 22,1 22,7 22,2 22,4 21,9 22,8 22,6 22,7 22,2 23,6 22,3 23,0 21,9 22,5 22,0 22,2 22,7 22,6
23,0 23,3 22,9 23,3 23,0 232 22,7 23,6 22,6 233 229 23,5 22,6 23,1 22,2 23,0 22,0 23,1 22,0 22,8 22,2 22,3 22,3 22,1 22,4 22,8 - - - -
DMSO #2 22,8 23,6 22,8 23,1 22,5 232 22,7 233 22,6 232 0,73 uM 22,8 232 22,5 23,1 21,9 23,1 22,0 22,8 21,9 22,9 7,3 uM 22,0 22,3 22,2 22,6 22,2 22,8 - - - -
22,7 24,1 22,8 23,1 22,5 23,1 22,6 232 229 232 22,8 232 22,5 232 22,0 22,8 21,9 22,7 21,6 23,1 21,9 22,3 22,2 22,7 22,4 23,1 - - - -
23,5 24,9 23,0 25,2 229 24,0 23,0 24,2 229 24,6 229 24,5 232 24,5 22,8 253 22,9 24,7 22,5 24,6 23,1 25,1 23,0 24,0 232 24,0 22,7 25,1 23,6 25,1
#3 23,1 24,7 23,0 24,5 22,6 24,0 23,1 23,8 22,7 244 22,7 244 23,1 244 22,6 24,2 23,0 24,6 22,6 24,5 22,8 254 23,0 24,2 22,8 23,7 22,7 24,2 23,5 25,2
232 25,0 232 24,2 22,6 24,6 229 24,0 224 244 229 25,1 22,8 244 22,8 24,0 22,9 25,5 22,8 24,3 23,0 26,8 23,1 24,3 22,8 23,9 22,8 24,4 23,5 25,5
Rel. Expression 1 1 1 1 1 0,93 0,98 0,93 0,80 0,91 0,77 1,00 1,06 0,80 1,21
p-Werte 0,63 0,86 0,67 0,09 0,59 0,29 0,99 0,59 0,26 0,45

Dargestellt sind die Ct-Werte aus drei Versuchen, die relative Expression und die p-Werte bezgen auf die Kontrolle (DMSO).
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AbKkiirzungsverzeichnis

5-JUR 5-Jahres-Uberlebensrate

A Adenosin

ADAR RNA-spezifische Adenosin-Desaminase
AGO Argonautprotein

ALL Akute lymphatische Leukdmie

ALV Avian leucosis virus

AML Akute myeloische Leukdmie

AP Activator protein

APL Akute Promyelozytenleukdmie

ASO Antisense Oligonucleotide

BAALC Brain and acute leukemia, cytoplasmic
BCL2 B-cell lymphoma 2

BIC B-cell integration cluster

BL Burkitt-Lymphom

BSA Bovines Serumalbumin

C Cytidin

CCR4 C-C chemokine receptor type 4

CD Cluster of differentiation

cDNA Copy Desoxyribonukleinsdure

CEBPA CCAAT/enhancer-binding protein alpha
CLL Chronisch lymphatische Leukdmie
CML Chronisch myeloische Leukdmie

CR Komplette Remission

Ct Threshold cycle

DGCRS8 DiGeorge syndrome critical region gene 8
DLBCL Diffus groBzelliges B-Zell Lymphom
DMEM Dulbecco’s modified eagle medium
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA Desoxyribonukleinsdure

dNTP Desoxyribonukleotidtriphosphat

DSMZ Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen
EBNA2 Epstein-Barr nuclear antigen 2
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EBV Epstein-Barr-Virus

EDTA Ethylendiamintetraessigséure

elF4E Eukaryotischer Initiationsfaktor 4E
elF4F Eukaryotischer Initiationsfaktor 4F
ERK Extracellular-signal regulated kinase
ETS E26 transformation specific

Exp5 Exportin 5

FAB French, American, British

FACS Fluorescens activated cell sorting
FITC Fluoresceinisothiocyanat

FKS Fetales Kélberserum

FLT3 Fms-like tyrosin kinase 3

FOXO3 Forkhead-Box-Protein 3

FRET Fluoreszenz Resonanz Energie Transfer
FSC Forward scatter

FXBW7 F-box and WD repeat domain—containing 7
G Guanosin

GAPDH Glycerin-3-Phosphat-Dehydrogenase
GTP Guanosintriphosphat

GVHD Graft versus host disease

HG Host gene

hgNHL hochmalignes Non-Hodgkin-Lymphom
HHV Humanes Herpesvirus

HL Hodgkin-Lymphom

HOX Homeobox Gen

HRP Horseradish peroxidase, Meerettich-Peroxidase
HSZ Hamatopoetische Stammzellen

IL Interleukin

IMDM Iscove’s modified Dulbecco’s medium
ITD Internal tandem duplication, Interne Tandemduplikation
JAK Januskinase

KM Knochenmark

LMP1 Latent membrane protein 1

LNA Locked nucleic acid
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LSM
MACS
MAPK
MDS
miR/miRNA
MPS
MRB
MRD
mRNA
N
NF-«B
NHL
NOT
NPM1

PACT

PBMC
PBS
PDGFR
PE

PI
PI3K
PKR
PML
Pol II
P/S
PTEN
qPCR
RARa
REST
RIPA
RISC
RLC

Laser scanning microscope
Magnetic activated cell sorting
Mitogen-activated protein kinase
Myelodysplastisches Syndrom
MicroRNA

Myeloproliferatives Syndrom
MACS running buffer

Minimal residual disease
Messenger RNA

Nukleotid

Nuclear factor kB
Non-Hodgkin-Lymphom
Negative on TATA
Nukleophosmin 1

Phosphat

Protein activator of PKR
Peripheres Blut

Peripheral blood mononuclear cells
Phosphate bufferede saline
Platelet-derived growth factor receptor
Phycoerythrin

Propidiumjodid
Phosphatidylinositol-3-Kinase
Proteinkinase R
Promyelozyten-Leukdmie-Gen
Polymerase I1

Penicillin / Streptomycin
Phsophatase and tensin homolog
Quantitative Real-Time poly chain reaction
Retinsdurerezeptor o

Relative expression software tool
Radioimmunoprecipitation assay
RNA induced silencing complex
RISC loading complex
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RNA
RNAI
RPMI
RT
SDS
SHIP1
siRNA
SMAD
SNP
SOCSI1
SSC
STAT

TGF
TKD
TNF
TPA
TRBP

UTR
VEGFR
WHO
WST

Ribonukleinsédure

RNA-Interferenz

Roswell park memorial institute

Reverse Transkription

Sodium dodecylsulfate

Src homology 2 domain containing inositol phosphatase 1
Short interfering RNA

Small body size mothers against decapentaplegic
Einzelnukleotid-Polymorphismen

Suppressor of cytokine signaling 1

Side scatter

Signal transducers and activators of transcription
Thymidin

Transforming growth factor
Tyrosinkinase-Doméne

Tumornekrosefaktor
Tetradecanoyl-phorbolacetat

TAR RNA binding protein

Uridin

Nicht-translatierte Region

Vascular endothelial growth factor receptor
Weltgesundheitsorganisation

Water soluble tetrazolium
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Thesen der Dissertation

1) Akute Leukdmien sind seltene Erkrankungen der himatopoetischen Stammzellen, die héu-
fig trotz intensiver Therapie todlich verlaufen. Die leukdmischen Zellen zeigen ein autonomes
Wachstum und reifen nicht zu funktionstiichtigen Blutzellen aus.

2) microRNAs sind kurze, einzelstrdngige RNA-Molekiile, welche durch verschiedene Me-
chanismen die Proteinbiosynthese regulieren. Meist fiihren sie zu einer verminderten Expres-
sion der Zielgene.

3) Maligne entartete Zellen zeigen hiufig genetische Aberrationen, die zu einer verdnderten
Expression von Genen fiihren. Dies kann in malignen Zellen zu einer Dysregulation der Ex-
pression von microRNAs fiihren.

4) Die miR-155 ist in verschiedenen hdmatologischen Neoplasien dereguliert. Dies gilt im
Besonderen fiir Hodgkin-Lymphome, Non-Hodgkin-Lymphome und akute Leukdmien mit
Mutationen im FLT3-Gen.

5) Deutliche Unterschiede in der miR-155-Expression zwischen den unterschiedlichen Zellli-
nien konnten festgestellt werden. Auch die de novo-Leukdmiezellen zeigten eine differenziel-
le Expression.

6) Eine hohe miR-155-Expression zeigte eine Assoziation mit bestimmten molekularbiologi-
schen Auffilligkeiten (FLT3-Mutation, NPM1-Mutation) bzw. mit definierten Subtypen der
akuten Leukédmie.

7) Eine prognostische Bedeutung konnte der miR-155 in dem untersuchten Patientenkollektiv
nicht beigemessen werden.

8) Nach Uberexpression und Suppression der miR-155 konnte kein direkter Effekt auf das
Zellwachstum der untersuchten Zelllinien festgestellt werden. Méglicherweise kann die Supp-
ression der miR-155 einen additiven Effekt zu klassischen Chemotherapeutika haben, was in
weiteren Untersuchungen evaluiert werden sollte.

9) Der Multikinaseinhibitor Sorafenib, der neben der FLT3 noch weitere Tyrosinkinasen
hemmt, zeigt antileukdmische Effekte sowohl in vitro als auch in vivo.

10) Ein starker antileuk&dmischer Effekt durch den Tyrosinkinaseinhibitor Sorafenib konnte in
vitro an Zelllinien bestdtigt werden. Eine erwartete Hemmung der miR-155-Expression durch
Hemmung der FLT3 wurde jedoch nicht beobachtet.

11) Das Protein SHIP1 ist ein negativer Regulator des PI3K/Akt-Signalweges, welcher eine
Schliisselfunktion in Proliferations- und Differenzierungsprozessen einnimmt. SHIP1 wurde

als Zielgen der miR-155 erkannt.
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12) Eine erhohte Aktivitdt des PI3K/Akt-Signalweges aufgrund einer Herunterregulierung

von SHIP1 konnte nach Uberexpression der miR-155 in einer Zelllinie gezeigt werden.
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