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1. Zusammenfassung

Hamatopoese bezeichnet den Prozess der Blutzellbildung ausgehend von hdmatopoetischen
Stammzellen (HSC). Aus HSCs entstehen multipotente Vorlauferzellen, die je nach
Entwicklungslinie sich in oligopotente myeloide bzw. lymphoide Vorlauferzellen differenzieren
kénnen. Uber weitere Entwicklungs- und Differenzierungsschritte entstehen schlieRlich
ausdifferenzierte, reife Blutzellen, wie z.B. Erythrozyten oder B-Zellen [1, 2]. Die Regulation
der hamatopoetischen Differenzierung unterliegt hierbei einer Vielzahl unterschiedlicher
Mechanismen sowie Faktoren. Neben Zytokinen beeinflussen Transkriptionsfaktoren in einem
prazise abgestimmten und hoch komplexen Netzwerk die Regulation der einzelnen
Differenzierungsprozesse. Tal und RUNX1 gehdren zu den essentiellen hamatopoetischen
Transkriptionsfaktoren und sind u.a. fur die Differenzierung der HSCs zu Erythrozyten sowie
Megakaryozyten von groRer Bedeutung [3, 4]. Des Weiteren sind microRNAs an vielen
regulatorischen Prozessen der Hamatopoese beteiligt. Sie steuern sowohl die
Selbsterneuerung der HSCs als auch deren Differenzierung in reife Blutzellen. MicroRNAs
konnen hierbei sowohl von Transkriptionsfaktoren reguliert werden als auch deren Wirkung
beeinflussen [5]. So wird die Expression der microRNA miR 451, welche zusammen mit miR-
144 in einem Cluster lokalisiert ist, spezifisch durch den erythroiden Transkriptionsfaktor
GATA-1 wahrend der erythroiden Differenzierung induziert. Die Anwesenheit der miR-451
wiederum ist essentiell fir die terminale Erythropoese [6, 7]. Darlber hinaus konnte in Studien
gezeigt werden, dass die Expression der miR-451 in verschiedenen malignen Erkrankungen

dereguliert ist und diese daher als diagnostischer Biomarker relevant sein konnte [8, 9].

Wahrend der Leukdmogenese sind diese essentiellen Bestandteile des regulatorischen
Netzwerks vielfach Ziel von genetischen Modifikationen. Diese kénnen u.a. zu einer
aberranten Expression des Faktors oder gar zur Bildung von leukdmischen Fusionsproteinen
fuhren. So entsteht durch die chromosomale Translokation t(8;21)(q22;922) das leukamischen
Fusionsproteins RUNX1-ETO [10]. Dieses wird in 12 % aller akuten myeloischen
Leukdmieerkrankungen nachgewiesen und besteht aus der N-terminalen Sequenz von
RUNX1 und nahezu der vollstandigen ETO-Sequenz am C-Terminus [11]. Auf diese Weise
kombiniert RUNX1-ETO das DNA-Bindemotiv von RUNX1 (RHD-Domane) mit den NHR-
Domanen, die u.a. die Interaktion mit Co-Repressoren ermdglichen, im ETO-Anteil. Folglich
ist RUNX1-ETO in der Lage, an RUNX1-Zielgene zu binden und deren Regulation Uber die
Rekrutierung von Cofaktoren zu beeinflussen. Hierbei kann RUNX1-ETO sowohl aktivierend

als auch reprimierend auf die Genexpression wirken [12-14].



In der vorliegenden Arbeit konnte in unterschiedlichen Zelllinien bzw. hCD34+ Zellen mittels
Uberexpressions- bzw. Knockdown-Experimenten der Zusammenhang zwischen der miR-451
Expression und der erythroiden Differenzierung aufgezeigt werden. Es besteht sowohl eine
direkte Interaktion von Tal1 und GATA1 mit dem regulatorischen Bereich (Enhancer) des miR-
451 Lokus, als auch eine gezielte Aktivierung der miR-451 Expression bei Anwesenheit dieser
essentiellen hamatopoetischen Transkriptionsfaktoren. Eine induzierte Uberexpression der
miR-451 in hCD34+ Zellen fuhrte sowohl zur Ausbildung erythroider Kolonien als auch zur
verstarkten Expression erythroider Oberflachenmarkergene, wie z.B. CD71 und GYPA.
DarUber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass RUNX1 ebenfalls den Lokus der miR-451
reguliert. Die Bindung von RUNX1 im Promotorbereich des Lokus resultiert in einer
verminderten Expression der miR-451 sowie erythroider Differenzierungsgene, wahrend
megakaryozytare Gene, wie z.B. CD41 verstarkt exprimiert werden. Die Anwesenheit dieser
Transkriptionsfaktoren im Bereich des Enhancers bzw. Promotors wurde in verschiedenen
Zelllinien bzw. hamatopoetischen Stammzellen ebenfalls wahrend der erythroiden bzw.
megakaryozytaren Differenzierung untersucht. lhre Bindung im miR-451 Lokus verstérkte sich
jeweils, sodass in erythroiden Zellen vermehrt GATA1 sowie Tal1 Bindung im Bereich des
Enhancers festgestellt wurde wahrend die Induktion der megakaryozytaren Differenzierung zu
einer verminderten Okkupation durch Tal1 und GATA1 fihrte, jedoch zu einer signifikant

gesteigerten Prasenz von RUNX1 im Promotorbereich.

Die Tatsache, dass RUNX1-Bindemotive im Promotorbereich des miR-451 Clusters
vorhanden sind und diese microRNA ein scheinbar wichtiger Faktor wahrend der erythroiden
Differenzierung ist, fihrte im zweiten Teil dieser Arbeit zu Untersuchungen, ob das
leukamischen Fusionsproteins RUNX-ETO die Expression der miR-451 beeinflusst. RUNX1-
ETO entsteht durch chromosomale Aberrationen, die wahrend der Auspragung von akuter
myeloischer Leukamie (AML) auftreten kdbnnen. AML ist eine maligne Erkrankung, bei der die
Myelopoese und damit ebenfalls die Bildung von Erythrozyten gestort ist, sodass sich unreife
Vorlauferzellen im Blut anreichern. In dieser Arbeit konnte aufgezeigt werden, dass RUNX1-
ETO im Allgemeinen die Expression erythroider Gene und damit direkt die erythroide
Differenzierung reprimiert. Aullerdem konnte eine direkte Interaktion von RUNX-ETO mit dem
Promotorbereich des miR-451 Lokus nachgewiesen werden. Die Expression des
leukamischen Fusionsproteins resultierte des Weiteren in einer reduzierten Okkupation des

Lokus durch GATA1 und damit ebenfalls verminderten miR-451 Expression.

Somit konnte mit der vorliegenden Arbeit ein weiterer Aspekt geklart werden, wie das

leukdmische Fusionsprotein RUNX1-ETO die hamatopoetische Differenzierung negativ



beeinflusst, sodass eine Akkumulation unreifer myeloider Vorlauferzellen im Blut sowie

Knochenmark auftritt.



2. Einleitung

2.1. Hamatopoese

Als Hamatopoese wird der Prozess bezeichnet, bei dem die verschiedenen zelluldren
Bestandteile des Bluts gebildet und stetig erneuert werden. Hierbei wird zwischen der
embryonalen und adulten Hamatopoese unterschieden, die wahrend der Entwicklung
wellenférmig an verschiedenen Orten ablauft [15]. In Vertebraten findet die primitive
embryonale Hamatopoese im Dottersack des Embryos statt. Wahrend das Wachstum des
Embryos schnell voranschreitet, dient die primitive Hamatopoese zur Produktion von ersten
primitiven nukledren Erythrozyten aus mesodermalen Zellen heraus. Auf diese Weise wird die
Versorgung des Gewebes mit Sauerstoff sichergestellt [1]. Aus den gebildeten erythroiden
Vorlauferzellen, die jedoch {ber keine Selbsterneuerungskapazitdt sowie Pluripotenz
verfugen, entstehen Erythrozyten und Makrophagen [16]. Dieser Vorgang ist jedoch nur
transient und wird schnell durch die definitive embryonale Hamatopoese ersetzt. Erste
hamatopoetischen Stammzellen (hematopoietic stem cells, HSCs) werden in der Region der
Aorten, Gonaden und des Mesonephros (AGM) des sich entwickelnden Embryos aus
Endothelzellen gebildet und migrieren in die fotale Leber, Milz und Thymus. Diese Zellen
besitzen nun die Fahigkeit zur Selbsterneuerung und Differenzierung in die verschiedenen
Blutzellen. AnschlieBend migrieren die HSCs in das Knochenmark, dort findet im adulten

Menschen die Hamatopoese hauptsachlich statt [17].

Hamatopoetische Stammzellen werden in Langzeit-repopulierende (long-term HSCs, LT-
HSCs) und Kurzzeit-repolpulierende Stammzellen (short-term HSCs, ST-HSCs)
unterschieden. LT-HSCs befinden sich in bestimmten Bereichen des Knochenmarks, der
sogenannten Stammzellnische, und besitzen die Fahigkeit sich ein Leben lang zu teilen,
verweilen jedoch meist im Go-Stadium [18]. Nach der Aktivierung verlassen LT-HSCs die
Nische und teilen sich asymmetrisch in eine LT- sowie eine ST-Stammzelle. ST-HSCs
verlieren das Potential zur Selbsterneuerung und differenzieren zu multipotenten
Vorlauferzellen (multipotent progenitor cells; MPPs) [19]. Die weitere Differenzierung der
MPPs fuhrt zur Entstehung von oligopotenten Vorlauferzellen, den lymphoiden (common
lymphoid progenitors, CLP) und myeloischen (common myleoid progenitors, CMPs)
Vorlauferzellen, deren Differenzierungspotential sich auf die jeweilige Linie beschrankt.
Wahrend der Lymphopoese differenzieren anschlieiend CLPs zu reifen B- und T-
Lymphozyten sowie natlrlichen Killerzellen (NK-Zellen) [20]. Aus CMPs entstehen

Megakayozyten-Erythrozyten (MEP)-  sowie  Granulozyten-Makrophagen  (GMP)-



Vorlauferzellen, die schliellich zur Entwicklung von Megakayozyten und Erythrozyten sowie

Granulozyten und Makrophagen fihren [21].

2.1.1. Erythropoese

Erythrozyten bzw. rote Blutkdrperchen sind essentiell flir den Sauerstofftransport und
entstehen im adulten Menschen aus hamatopoetischen Stammzellen im Knochenmark. Aus
multipotenten Vorlauferzellen (MPP) bilden sich myeloische Vorlauferzellen (CMP), die sich
weiter zu oligopotenten megakaryozytaren-erythroiden Vorlauferzellen (MEP) differenzieren
[20, 21]. Erste unreife Vorlauferzellen, die sich ausschlieBlich in Erythrozyten differenzieren
kdénnen, werden als burst forming unit-erythrocyte (BFU-E) bezeichnet und kénnen als grofe
Kolonien mit mehreren tausend Hamoglobin-haltigen Zellen in Methylcellulosekulturen
detektiert werden. Aus diesen bilden sich die etwas reiferen und von Erythropoetin (EPO)
abhangigen erythroiden Vorlauferzellen colony-forming units-erythrocyte (CFU-E), deren
Kolonien in Methylcellulose aus nur noch bis zu 125 Zellen bestehen [22]. In der terminalen
erythroiden Differenzierung entstehen aus den CFU-E Zellen nachfolgend Proerythroblasten
(Pro-E), basophile Erythroblasten (Baso-E), polychromatische Erythroblasten (Poly-E) und
orthochromatische Erythroblasten (Ortho-E) [23]. Mit jeder mitotischen Teilung kondensiert der
Zellkern und verdichtet sich das Hamoglubin im Zytoplasma, sodass der Erythroblast
zunehmend kleiner wird und rot erscheint [24]. Mit dem Ausstolien des Zellkerns, der
sogenannten Enukleation, reift der Erythroblast zum Retikulozyten [25]. Durch Autophagie
werden anschlielRend weitere Zellorganellen, wie zum Beispiel Mitochondrien und Ribosomen,
entfernt. Daraufhin setzen sich die Proteine des Zytoskeletts in einem zweidimensionalen
Netzwerk zusammen, sodass die typisch bikonkave Form des Erythrozyten erscheint
(Abbildung 1). Dieser Prozess dauert etwa sieben Tage [26]. Die neugebildeten Erythrozyten
besitzen eine durchschnittliche Lebenszeit von 120 Tagen und um den standigen Bedarf an
neuen Erythrozyten zu decken, werden pro Tag 1 % der Erythrozyten ersetzt und somit 2*10"

neue rote Blutkérperchen gebildet [27].
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Abbildung 1: Reifestadien wahrend der terminalen Erythropoese.

Die Entwicklungsstadien der terminalen Erythropoese werden als Proerythroblasten (Pro-E), basophile
Erythroblasten (Baso-E), polychromatische Erythroblasten (Poly-E) und orthochromatische Erythroblasten (Ortho-
E) bezeichnet. Nach der Enukleation entstehen Retikulozyten und schlielich reife Erythrozyten. Modifiziert nach
[28].

Fir die Reifung der Erythrozyten ist das Zusammenspiel von Zytokinen und
Transkriptionsfaktoren essentiell. Neben dem Stammzellfaktor (SCF) ist vor allem
Erythropoetin (EPO) bedeutend fir die Erythropoese [29]. In CFU-E Zellen ist der
Erythropoetinrezeptor (EPOR) das Schliisselsignal zum Uberleben der Zellen, da es durch die
Bindung von EPO an seinen Rezeptor zu Konformationsanderungen kommt. Hierdurch
werden intrazelluldre Proteindomanen in rdumliche Nahe gebracht, die durch beiderseitige
Phosphorylierungen Signalkaskaden auslésen. Somit werden CFU-E Zellen vor Apoptose

geschutzt, kdnnen proliferieren und schlielich differenzieren [30, 31].

Zu den wichtigsten Transkriptionsfaktoren, die die Erythropoese steuern, zahlen TAL1, GATA1

sowie RUNX1. Diese sind nachfolgend naher erlautert.

2.1.2. Oberflachenmarker

Wahrend der hamatopoetischen Differenzierung weisen die unterschiedlichen
Entwicklungsstadien der HSCs einzigartige Expressionsmuster spezifischer Gene auf. Diese
kénnen daraufhin zur Klassifizierung der Zellen herangezogen werden. Mittels der
Immunphanotypisierung wird die Expression von Antigenen auf der Zelloberflache bestimmt.
Unter Verwendung monoklonaler Antikodrper Iasst sich fur jede Zelle ein spezifisches Profil aus
Oberflachenmarkern, den cluster of differentiation (CD), erstellen. HSCs sowie die
multipotenten hamatopoetischen Vorlauferzellen prasentieren CD34 auf ihrer Zelloberflache,
dieses wird jedoch bei fortschreitender Differenzierung herunterreguliert. Differenziertere
hamatopoetische Zellen, die noch CD34 positiv sind, exprimieren zusatzlich linienspezifische
Oberflachenmarker [32, 33]. CD41 wird ebenfalls auf hamatopoetischen Vorlauferzellen, aber
insbesondere auf Zellen der megakaryozytaren Differenzierungslinie gefunden. CD41 bildet

zusammen mit CD61 den Fibrinogenrezeptor, der durch die Bindung von u. a. Fibrinogen und



Fibronektin die Aggregation der Thrombozyten sowie die Anlagerung an das Subendothelium
vermittelt. Da das CD41-Antigen wahrend der gesamten megakaryozytaren Differenzierung
auf den Zellen vorhanden ist, ist es ein geeigneter Oberflachenmarker um diese
linienspezifische Differenzierung nachzuweisen [34, 35]. Zur Untersuchung der erythroiden
Differenzierung werden die Oberflachenantigene CD71 und CD235a herangezogen. CD71
(Transferrin Rezeptor 1) ist ein integrales Membranglykoprotein, das die Aufnahme von Eisen
in die Zelle vermittelt. Das Antigen wird besonders in frihen erythroiden Vorlauferzellen
exprimiert und mit fortschreitender Reifung der Erythroblasten nimmt die Anwesenheit von
CD71 auf der Zelloberflache ab. Daher ist CD71 besonders geeignet die frihen erythroiden
Differenzierungsstadien von den reiferen zu unterscheiden, die verstarkt CD235a bzw.
Glycophorin A (GYPA) auf ihrer Zelloberflache prasentieren [36, 37].

2.1.3. Regulation der Hamatopoese durch Zytokine

Die Selbsterneuerung und Differenzierung hamatopoetischer Stammzellen wird von einem
prazise abgestimmten Netzwerk aus Zytokinen beeinflusst. Sowohl intrinsische Zytokine als
auch extrinsische Signale aus der lokalen Nische kénnen iber das Schicksal der Stamm- oder
Vorlauferzelle entscheiden. Zu den Zytokinen des hamatopoietischen Systems z&hlen
Interleukine (IL), Kolonie-stimulierende Faktoren (CSF), Interferone, Erythropoetin (EPO) und
Thrombopoetin (TPO). Diese aktivieren Uber verschiedene evolutiondr konservierte
Rezeptoren Signalkaskaden. Das von ihnen Ubermittelte Signal steuert die Genexpression
zelllinienspezifisch und abhangig von dem intrazelluldaren Zustand der Zielzelle. Auf diese
Weise kdnnen HSCs im ruhenden Zustand verbleiben, proliferieren oder sich zu reifen Zellen
des Blutsystems differenzieren [38]. Wahrend einige Zytokine verschiedene
Differenzierungslinien beeinflussen und Uber ein breites Wirkungsspektrum verfligen, wie zum
Beispiel der Stammzellfaktor (SCF), FMS-like tyrosine kinase 3 (FIt-3), granulocyte
macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) und IL-3, wirken andere Zytokine spezifisch
auf einzelne Differenzierungslinien oder -stadien. Hierzu zahlen unter anderem granulocyte
colony-stimulating factor (G-CSF), macrophage colony-stimulating factor (M-CSF) und
Erythropoietin (EPO) [39]. In der nachfolgenden Abbildung 2 ist eine Ubersicht der wichtigsten

hamatopoetischen Zytokine dargestellt.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der wichtigsten Differenzierungsstadien wahrend der Hamatopoese.
Langzeit-repopulierende Stammzellen (LT-HSC) sind zur Selbsterneuerung fahig und differenzieren tber Kurzzeit-
repopulierende (ST-HSC), die das Potential zur Selbsterneuerung zunehmend verlieren, zu multipotenten
Vorlauferzellen (MPP). Im weiteren Differenzierungsprozess entstehen oligopotente Vorlauferzellen der
lymphoiden (CLP) und myeloischen (CMP) Differenzierungslinien. Im Weiteren kdnnen sich die lymphoiden
Vorlauferzellen zu B-, T- und natirlichen Killerzellen differenzieren, wahrend zunachst aus den myeloischen
Vorlauferzellen Megakaryozyten-Erythrozyten- (MEP)- sowie Granulozyten-Makrophagen (GMP)- Vorlauferzellen
entstehen. Diese differenzieren im Anschluss zu reifen Thrombozyten und Erythrozyten sowie Granulozyten und
Makrophagen. An dem Selbsterneuerungs- und Differenzierungsprozess der hamatopoetischen Stammzellen ist
u.a. eine Vielzahl von Zytokinen beteiligt. Zu den wichtigsten Wachstumsfaktoren zahlen der Stammzellfaktor
(SCF), FMS-like tyrosine kinase 3 (Flt-3), granulocyte macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF) und
granulocyte colony-stimulating factor (G-CSF), macrophage colony-stimulating factor (M-CSF), Erythropoietin
(EPO), Thrombopoetin (TPO) und die Interleukine IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7 und IL-15. Modifiziert nach [1, 39].

2.1.4. Regulation der Hamatopoese durch Transkriptionsfaktoren

Hamatopoetische Stammzellen unterliegen wahrend ihrer Entwicklung verschiedenen
Differenzierungsprozessen. Diese werden neben den Zytokinen essentiell von
Transkriptionsfaktoren gesteuert, die eine Schlisselrolle in der Regulierung der
Differenzierung einnehmen. Transkriptionsfaktoren agieren hierbei in einem komplexen, fein
abgestimmten regulatorischen Netzwerk, welches die einzelnen Differenzierungsschritte
wahrend der embryonalen sowie adulten Hamatopoese steuert. Auflerdem spielen
Transkriptionsfaktoren eine entscheidende Rolle bei der Produktion, Selbsterneuerung sowie
dem Uberleben der HSCs [40].

Transkriptionsfaktoren weisen Proteindomanen auf, denen es ermdglicht an spezifische DNA-
Sequenzen in der Promoter- oder Regulatorregion eines Zielgens zu binden. Uber Protein-
Protein-Interaktionen mit weiteren Transkriptionsfaktoren sowie epigenetischen Regulatoren
bildet sich ein Proteinkomplex, der je nach Zusammensetzung einen aktivierenden oder

reprimierenden Einfluss auf die Genexpression auslbt. Des Weiteren ist maf3geblich fir die



Regulation der Genexpression die Verfugbarkeit der Transkriptionsfaktoren und weiterer
Regulator- bzw. Cofaktorproteinen in der Zelle, die Bindungsaffinitit an spezifische
Sequenzabschnitte sowie der Einfluss von posttranslationalen Modifikationen. Zu den
essentiellen Transkriptionsfaktoren wahrend der Entwicklung der embryonalen und adulten
Hamatopoese zahlen Tal1l, LMO2, MLL und RUNX1. Sie sind notwendig fur die
Selbsterneuerung, Produktion und das Uberleben der HSCs. Die Erythropoese und
Megakaryopoese  wird hingegen linienspezifisch hauptséachlich durch die
Transkriptionsfaktoren GATA1, Tal1, KLF1, RUNX1, FLI1 und PU.1 sowie deren Cofaktoren
FOG1 und CBP/p300 reguliert [41-45] (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Regulation der Erythropoese und Megakaryopoese durch Transkriptionsfaktoren.

Hamatopoetische Stammzellen (LT-HSC, ST-HSC) differenzieren Gber multipotenten Vorlauferzellen (MPP) zu den
linienspezifischen myeloischen Vorlauferzellen (CMP) im Anschluss zu den Megakaryozyten-Erythrozyten-
Vorlauferzellen (MEP). Uber weitere Differenzierungsprozesse entstehen reife Thrombozyten und Erythrozyten. An
dem Selbsterneuerungs- und Differenzierungsprozess der hamatopoetischen Stammzellen sind verschiedene
Transkriptionsfaktoren beteiligt. Einige der wichtigsten sind RUNX1 (Runt-related factor 1), Tal1 (T-cell acute
lymphocytic leukemia 1), LMO2 (LIM domain only protein 2), MLL (mixed lineage-leukemia), GATA2 (GATA binding
protein 2), PU.1 (spleen focus forming virus proviral integration oncogene spi1), FOG1 (friend of GATA1), Fli1
(friend of leukemia virus integration 1), GATA1 (GATA binding protein 1), EKLF (Kriippel-like factor 1). Modifiziert
nach [1, 46].

2.1.4.1. Der Transkriptionsfaktor Tal1

Tal1 ist ein Transkriptionsfaktor aus der Familie der basic helix-loop-helix (bHLH)-Proteine und
ein essentieller Regulator auf verschiedenen Ebenen der hamatopoetischen Entwicklung.
Uber die HLH-Doméine bildet Tal1 Heterodimere mit weiteren bHLH-Proteinen, den
sogenannten E-Proteinen. Hierzu zahlen u.a. E12, E47 und HEB. Die Tal1 Heterodimere
binden sequenzspezifisch an E-box Motive (CANNTG) Uber die Aminosaurereste ihrer
basischen (b) Region [47, 48].

Tal1 wurde ursprunglich als Ziel einer chromosomalen Translokation in der T-Zell akuten
lymphatischen Leukamie (T-ALL) identifiziert. Das Tal1-Gen auf dem Chromosom 1 ist hierbei
in den Lokus des T-Zell Rezeptor 6 (TCR-0) auf dem Chromosom 14 transloziert, sodass Tal1
wahrend der T-Zell-Entwicklung exprimiert wird. Da die Expression von Tal1 wahrend der
Differenzierung der T-Zellen im Normalfall herunterreguliert ist, scheint diese fehlerhafte

Aktivierung von Tal1 und dessen Komplexbildung mit den Bindungspartnern LMO1 und LMO2



eine Hauptursache der T-Zell Leukdamogenese zu sein. Anschliefiende Expressionsanalysen
legten jedoch nahe, dass Tal1 eine wichtige Rolle wahrend der normalen Hamatopoese
einnimmt [49-52]. Wahrend der primitiven Hamatopoese entstehen am Tag 7 (E7) der
Embryogenese aus mesodermalen Vorlauferzellen im Dottersack und in der Aorta-Gonado-
Mesonephros (AGM) Region primitive, kernhaltige Erythrozyten. Diese Zellen migrieren
anschlielend am Tag 11 (E11) in die fotale Leber, den hauptsachlichen Produktionsort fur
Blutzellen im Embryo [53]. Die entscheidende Bedeutung von Tal1 wahrend der embryonalen
hamatopoetischen Entwicklung wurde durch die Etablierung eines Tal1” knock-out
Mausmodells deutlich. Die homozygoten Tal1” Embryos starben am Tag 9.5 (E9.5), waren
blass und wiesen keine hamatopoetischen Zellen im Dottersack auf [54]. Um die Funktion und
Wichtigkeit von Tal1 wahrend der adulten Hamatopoese zu untersuchen, generierten Mark
Hall und Kollegen eine transgene Maus mit einem konditionellen knock-out von Tal1 unter der
Verwendung des Cre/Lox-Systems. Der knock-out war Interferon-induzierbar und resultierte
in einer gestorten Megakaryopoese und Erythropoese, da friihe Vorlauferzellen beider
Differenzierungslinien fehlten. Vorlauferzellen der Makrophagen- und Granulozyten-
differenzierung waren hingegen von dem Tal1 knock-out nicht betroffen. Mittels dieser beiden
Mausmodelle konnte gezeigt werden, dass Tal1 ein essentieller Transkriptionsfaktor wahrend
der frihen embryonalen Hamatopoese ist. Jedoch ist Tal1 ebenfalls unverzichtbar fur die

Differenzierung der Erythrozyten und Megakaryozyten in der adulten Hamatopoese [3].

2.1.4.2. Der Transkriptionsfaktor GATA1

GATAT1 ist ein Transkriptionsfaktor aus der GATA-Familie. Diese besteht in Wirbeltieren aus
sechs Proteinen und regulieren die Transkription wahrend der embryonalen Entwicklung sowie
hamatopoetischen Zelldifferenzierung. Alle GATA-Proteine besitzen ein oder zwei Zink-Finger
DNA-Bindedomanen, die hoch konserviert sind und die Bindung an die Konsensus-Sequenz
(A/T)GATA(A/G) vermittelt [55]. Die Genexpression von GATA1 ist in HSCs unterdriickt und
wird erst durch die Bindung von GATA2 an den GATA1 Lokus wahrend der hdmatopoetischen
Differenzierung erhoht. Hierbei ist die GATAT1 Expression auf die erythroide und
megakaryozytare Differenzierungslinie beschrankt. Die gesteigerte Expression von GATA1
initiiert die Erythropoese in Megakaryozyten-Erythrozyten-Vorlauferzellen (MEPs) [56, 57].
GATA1 interagiert mit einer Vielzahl von Coregulatoren, die die Aktivitdt von GATA1
modulieren. Einer der bedeutendsten ist FOG1 (friend of GATA7), der wahrend der
hamatopoetischen Entwicklung mit GATA1 co-exprimiert wird. Die Interaktion von GATA1 mit
FOG1 wird durch die Zink-Finger-Doméane am N-Terminus vermittelt, wahrend Uber die C-
terminale Zink-Finger-Doméane die Bindung an die DNA erfolgt [58, 59]. Eine abnormale

Expression von GATA1 wurde in unterschiedlichen Krankheiten, wie unter anderem in
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Thrombozytopenie und makrozytare Anamie sowie in Leukamien bei Patienten mit Down
Syndrom, festgestellt [60-62]. Mittels in vivo Experimenten konnte die essentielle Rolle von
GATA1 fur die Reifung von Erythrozyten und Megakaryozyten aufgezeigt werden. Eine
Inaktivierung des GATA71 Lokus auf dem X-Chromosom wahrend der embryonalen
Erythropoese ist bei mannlichen Embryos zwischen Tag 10.5 und 11.5 (E10.5-11.5) letal. Die
Embryos sind am Tag 9.5 sehr blass, da die Differenzierung der erythroiden Zellen im
Proerythroblasten-Stadium gestoppt ist und daher keine embryonalen, erythroiden Zellen
generiert werden. Weibliche heterozygote (GATA17*) Méause sind bei der Geburt blasser als
Wildtyp-Mause durch die Inaktivierung von GATA71 auf einem X-Chromosom, jedoch
Uberwinden die Mause diese Einschrankung durch die Selektion von hamatopoetischen
Vorlauferzellen, die beide normalen Allele tragen [63]. Ein konditioneller GATA1 knock-out
spezifisch in der megakaryozytaren Differenzierungslinie von Mausen resultierte in einer stark
erhdhten Proliferation von Megakaryozyten im Knochenmark, wahrend die Anzahl an reifen,

funktionellen Thrombozyten abnimmt [64].

2.1.4.3. Der Transkriptionsfaktor RUNX1

Der Transkriptionsfaktor RUNX1 (Runt-related transcription factor 1, AML1, acute myeloid
leukemia 1) gehdrt zu der Familie der RUNX Proteine, die bei Sdugetieren aus drei Mitglieder
besteht, RUNX1, RUNX2 und RUNX3. N-Terminal besitzen RUNX Proteine eine 128
Aminosauren umfassende DNA-Bindedoméane, die runt homology-Domane (RHD). Diese ist
von Drosophila bis zum Menschen hoch konserviert und vermittelt ebenfalls die Bindung mit
weiteren Transkriptionsfaktoren, wie beispielsweise zu GATA1 und PU.1, und dem Cofaktor
CBFB. RUNX1 bindet spezifisch an die Sequenz TGT/cGGT und die DNA-Bindung von
RUNX1 wird durch die Heterodimerisierung mit CBF verstarkt [65-68]. Am C-Terminus von
RUNX1 sind das Kernlokalisationssignal, eine inhibitorische Domane, eine Transaktivierungs-
domane und das VWPRY-Motiv lokalisiert. Mittels dieser C-terminalen Domanen assoziiert
RUNX1 mit Cofaktoren, wie unter anderem p300/CBP und Sin3a, und moduliert in
Abhangigkeit der rekrutierten Cofaktoren die Expression des Zielgens [69-71]. RUNX1 ist ein
bedeutender Transkriptionsfaktor in der embryonalen sowie adulten hamatopoetischen
Entwicklung. Wahrend der Embryogenese ist die Aktivitat von RUNX1 essentiell fur die
Ausbildung hamatopoetischer Stammzellen aus speziellen Endothelzellen (hemogenic
endothelium) heraus [4]. Ein knock-out von RUNX1 ist embryonal lethal am Tag 12.5 (E12.5).
Die primitive Hamatopoese ist bei den Mausembryos nicht betroffen, jedoch kommt es zu
keiner Entwicklung der definitiven Hamatopoese. So finden sich in der fétalen Leber der
RUNX1" Embryos keine hdmatopoetischen Zellen der verschiedenen Differenzierungslinien

[72]. In Experimenten mit adulten Mausen, die einen konditionellen RUNXT knock-out
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aufweisen, konnte gezeigt werden, dass RUNX1 nicht mehr fir die Erhaltung der HSCs von
Bedeutung ist, jedoch fur die megakaryozytare Differenzierung. Denn die knock-out Mause
wiesen eine 5-fach geringere Thrombozytenanzahl auf, die Megakaryozyten besalien
hypolobulierte Zellkerne und erscheinen zudem kleiner als normal [73, 74]. Die Differenzierung
der erythroiden-megakaryozytaren Vorlauferzellen zu reifen Megakaryozyten ist demnach
abhangig von dem RUNX1-Proteingehalt. Wahrend die Expression von RUNX1 wahrend der

Erythropoese abnimmt, wird diese hochreguliert wahrend der Megakaryopoese [67].

Die Bedeutung von RUNX1 wahrend der Hamatopoese wird besonders deutlich bei der
Betrachtung verschiedener Leukamien, die oft genetische Modifikationen durch
chromosomale Translationen, Mutationen und Deletionen des RUNX7-Gens aufweisen. Die
haufigsten chromosomalen Translokationen sind 1(8;21)(q22;922) und inv(16)(p13;922) in
etwa 25 % der adulten akuten myeloischen Leukamien (AML) sowie t(12;21)(p13;q22) in 20-
25 % der padiatrischen akuten lymphatischen Leukdmie (ALL) [10, 68, 75, 76]. Die hierbei
entstehenden Fusionsproteine, wie zum Beispiel RUNX1-ETO, interferieren oft mit der

transkriptionellen Aktivierung durch RUNX1 und wirken daher oft als direkte Repressoren [77].

2.2. Epigenetik

Die klassische Definition der Epigenetik besagt, dass Veranderungen auf chromosomaler
Ebene ohne Anderungen in der DNA-Sequenz einen stabil vererbbaren Phanotyp
verursachen. Epigenetik als Begriff wurde hierbei erstmals im Jahr 1942 von Conrad
Waddington formuliert [78]. Zu den vererbbaren chromosomalen Modifikationen zahlen die
Methylierung der DNA sowie die posttranslationalen Modifikationen der N- und C-terminalen
Histonenden. Dies beinhaltet u. a. die Phosphorylierung, Acetylierung, Methylierung,
Ubiquitinierung, Sumoylierung, Carbonylierung, Biotinylierung und Citrullinierung. Die
Haltbarkeit der einzelnen Histonmodifikationen varriert jedoch erheblich. Wahrend
Histonmethylierungen relativ stabil sind und Uber die mitotische Teilung hinweg erhalten
bleiben kdnnen, sind Acetylierungen und Phosphorylierungen dynamischer. lhre Halbwertszeit
variiert zwischen einigen Minuten bis Stunden [79, 80]. Die Anwesenheit verschiedener
Histonmodifikationen beeinflusst die Struktur des Chromatins sowie die Zuganglichkeit der
DNA. Dies wirkt sich direkt auf zellularer Prozesse, wie u.a. Transkription, Induktion von
Apoptose sowie DNA-Reparatur, aus. Daher konnen fehlerhafte chromosomale
Modifikationen zu einer abnormalen Genexpression und schlieBlich zur Entstehung von
Krankheiten fuhren [81]. Im nachfolgenden werden der Aufbau des Chromatins sowie die

Modifikationen der Histone naher dargestellt.
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2.2.1. Chromatinstruktur

Die eukaryotische geomische DNA ist dicht gepackt in einem komplexen Geflecht aus DNA
und Proteinen und im Zellkern, dem Nukleus, lokalisiert. Die Kondensation der DNA erfolgt
schrittweise und kann in einzelne Ebenen, wie in Abbildung 4 dargestellt, unterschieden

werden.

Nukleosomen 11 nm

Solenoid 30 nm

300 nm

700 nm

1400 nm
Chromosom

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Chromatinstruktur.

Schrittweiser Aufbau des Chromatins in eukaryotischen Zellen. Die DNA-Doppelhelix bildet zusammen mit den
Histonproteinen die Nukleosomen. Diese reihen sich kettenférmig aneinander und durch weiteres Umwinden
entsteht das Solenoid bzw. die 30 nm Faser. Weitere Kondensationsschritte fiihren schlief3lich zur Ausbildung des
Chromosoms. Modifiziert nach [82].

Zunachst winden sich 145 - 147 Basenpaare der DNA-Doppelhelix um ein Oktamer aus zwei
Kopien der Histonproteine H2A, H2B, H3 und H4 und bilden das Nukleosom [83]. Die
unstrukturierten N- und C-terminalen Enden der Histone sind hierbei zuganglich flr
posttranslationale Modifikationen. Linker-Histone (z.B. H1 oder H5) lagern sich an das
Nukleosom an und beeinflussen somit die Orientierung der Linker-DNA zum Nukleosom [84,
85]. Die Linker-DNA besitzt eine Lange von 20-90 bp und verbindet zwei Nukleosomen
miteinander, sodass die Struktur als ,beads in a string” erscheint. Durch Schlaufenbildung
entsteht das Solenoid oder auch die sogenannte 30 nm-Faser. Es folgen weitere

Kondensierungen und Faltungen bis das Chromosom final gebildet ist [86].
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2.2.2. Histonmodifikationen

Histone sind kleine (bis zu 20 kDa) Proteine, die durch einen hohen Anteil der basischen
Aminosauren Arginin und Lysin positiv geladen sind. Die Histone sind evolutiondr hoch
konserviert und werden in finf Hauptklassen unterschieden: H1, H2A, H2B, H3 und H4. Alle
Histone besitzen drei a-helikale Strukturen, die die Heterodimerisierung der Histone ermdoglicht
[87]. Die weniger strukturierten N- und C-terminalen Histonenden, die aus dem Nukleosom
herausragen, dienen der Interaktion zwischen den Nukleosomen sowie als Plattform fir
Transkriptionsfaktoren und Chromatin modifizierende Enzyme [88]. Posttranslationale
Modifikationen der Histone regulieren ganz entscheidend den Kondensationsgrad des
Chromatins. Wahrend die Mehrheit der Modifikationen an den Histonenden erfolgt, wurde auch
Modifikationen innerhalb der globularen Domanen gefunden. Diese beeinflussen die

Interaktion zwischen den Histonen und der DNA sowie innerhalb der Histondimeren [89].

Bisher wurden u.a. folgende posttranslationale Modifikationen beschrieben: Phosphorylierung,
Acetylierung, Methylierung, Glykosylierung, Ubiquitinierung, Sumoylierung, Deiminierung,
Prolinisomerisierung und Citrullinierung. Die Modifikationen kdnnen sowohl die gleiche
Aminosaure betreffen als auch die Anwesenheit weiterer Modifikationen in rdumlicher Nahe

beeinflussen. Dies wird als ,cross-talk” zwischen den Histonmodifikationen bezeichnet [90].

Die Aminosaure Lysin kann gleich mehrere Modifikationen tragen. So kann sie sowohl
phosphoryliert als auch methyliert und acetyliert werden. Hierbei tritt bei Lysinen eine Mono-,
Di- und Trimethylierung auf, wahrend u. a. auf Arginin nur eine oder zwei Methylgruppen
Ubertragen werden kann. Diese Variabilitdt der Modifikationen sowie ihre gegenseitige
Beeinflussung flhrte im Jahr 2000 zur Formulierung des Histoncodes [91]. Die Modifikationen
an den Histonenden bestimmen somit, ob das Chromatin zuganglich ist und welche Proteine
zum Chromatin rekrutiert werden. Dies beeinflusst direkt die transkriptionelle Genregulation
sowie DNA-Replikation und -Reparatur in den jeweiligen Bereichen des Chromatins [90]. So
fuhrt die Acetylierung von Lysinen zur Neutralisierung der positiven Ladung der Seitenkette
und damit zur Entfaltung des Chromatins. Dies hat zur Folge, dass DNA-Bereiche nun fir
Enzyme zuganglich werden und die Transkription stattfinden kann [92]. Diese offenen
Chromatinbereiche werden als Euchromatin bezeichnet, wahrend nicht zugangliche
Abschnitte des Chromatins als Heterochromatin definiert werden. Im Gegensatz dazu fuhrt die
Entfernung der Acetylgruppen durch Histondeacetylasen (HDACs) zur Komprimierung der
Chromatinstruktur und Genrepression [93]. Die Meythlierung von Lysinen kann die
Genexpression sowohl aktivieren als auch reprimieren. Der Einfluss auf die Transkription ist
hierbei abhangig von dem jeweiligen Aminosaurerest sowie von dem Ausmald der

Methylierung (Mono-, Di- oder Trimethylierung). Diese Variabilitdt der posttranslationalen
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Modifikationen flhrt zu einer stark erhéhten Komplexitat der transkriptionellen Genregulation
[90].

2.3. Akute myeloische Leukamie (AML)

Akute myeloische Leukamie ist eine der haufigsten akuten Leukamien bei Erwachsenen und
die Wahrscheinlichkeit einer Erkrankung steigt mit dem Alter. Unter 65 Jahren treten pro
100000 Menschen ca. 1,3 Neuerkrankungen auf, wahrend es nach 65 Jahren 12,2 neue Falle
sind. Hierbei ist besonders fatal, dass die Heilung der jingeren Patienten sich zwar signifikant
verbessert hat auf bis zu 40%, jedoch nicht die der alteren Betroffenen. Nur 5 % bis 15% der
Patienten Uber 60 Jahren kénnen geheilt werden, da oftmals keine intensive Chemotherapie
ohne schwerwiegende Nebeneffekte angewendet werden kann. Somit betragt die

durchschnittliche Uberlebensdauer alterer Patienten oft nur 5 bis 10 Monate [94, 95].

AML ist eine maligne Erkrankung, die gekennzeichnet ist durch die klonale Expansion
myeloider Vorlauferzellen im peripheren Blut sowie im Knochenmark. Die Blastzellen sind
etwas grof3er als normale Lymphozyten und besitzen ebenfalls gréRere Zellkerne, die in ihrer
Gestalt sowie der Anzahl der Kernkdrperchen variieren kénnen. Der Ausbruch von AML erfolgt
in der Mehrheit der Falle in gesunden Menschen, jedoch kann AML auch zusatzlich in
Patienten mit schon bestehenden hamatologischen Erkrankungen, wie zum Beispiel dem
Down Syndrom, Bloom Syndrom oder der Fanconi Anamie, oder als Folge einer Therapie
entstehen [96]. Erkrankte leiden oft an Thrombozytopenie, Anamie, kdrperliche Erschdpfung,

starkem Gewichtsverlust sowie Blutungen und Infektionen [97].

In 97 % der AML Falle konnten genetische Mutationen nachgewiesen werden, die die
Grundlage zur Klassifizierung der AML darstellen [98]. Nach dem ,two-hit model” von Gilliland
und Griffin zur Leuk@dmieentstehung muss eine Mutation zur Aktivierung von Signalwegen, die
ein starkes proliferierendes Zellwachstum steuern, fuhren (Klasse I) und gleichzeitig muss eine
weitere Mutation die normale hamatopoetische Differenzierung stéren (Klasse Il). So zéhlen
unter anderem Mutationen in den Transkriptionsfaktoren RUNX71 und C/EBPa sowie
chromatische Aberrationen, die zur Produktion von Fusionsproteinen wie RUNX1-ETO in
t(8;21) und CBFB-MYH11 in inv(16) flhren, zur Klasse || Mutationen [99-101].

In 1976 versuchte das French-American-British (FAB) Klassifizierungssystem erstmals die
verschiedenen Arten von AML in acht Untergruppen (MO bis M7) anhand der Zytomorphologie

zu unterteilen (Tabelle 1).
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Tabelle 1: Einteilung der akuten myeloischen Leukamie nach FAB-Klassifikation [102]

typische Zytogenetische
FAB-Subtyp Bezeichnung
Aberrationen
MO AML mit minimaler myeloischer Differenzierung
M1 AML ohne Ausreifung
M2 AML mit Ausreifung t(8;21), 1(6;9)
M3 Akute Promyelozytenleukamie t(15;17), t(5;17), t(11;17)
M4 Akute myelomonozytére Leukamie
M4eos Akute myelomonozytare Leukdmie mit Eosinophilie inv(16), t(16;16)
Mba Akute Monoblastenleukamie
M5b Akute Monozytenleukamie
M6 Akute Erythroleukamie
M7 Akute Megakaryoblastenleukamie

Ab 2001 wurde das System von der Weltgesundheitsorganisation (WHO) mehrfach
Uberarbeitet und zuletzt 2016 erweitert, da zusehends Fortschritte in der Charakterisierung
betroffener Zellen hinsichtlich der genetischen Informationen sowie dem klinischen

Erscheinungsbild und der Prognose Betroffener gemacht wurden [103] (Tabelle 2).

Tabelle 2: WHO-Klassifikation der akuten myeloischen Leukamie [104, 105]

AML mir rekurrenten zytogenetischen Aberrationen

e AML mit t(8;21)(q22;g22), AML1-ETO

e  Akute Promyelozytenleukdmie [AML mit t(15;17)(922;911-12) und Varianten, PML/RARa]

e AML mit abnormen Knochenmarkeosinophilen [inv(16)(p13g22) oder t(16;16)(p13;q11),
CBFB/MYH11]

e  AML mit 11923(MLL)-Aberrationen

AML mit Multiliniendysplasie

e AML mit vorangegangenem myelodysplastischem Syndrom

e AML ohne vorangegangenes myelodysplastisches Syndrom

therapieassoziierte AML und myelodysplastisches Syndrom

e Alkylanzienassoziiert

e Epipodophyllotoxinassoziiert

AML ohne weitere Spezifizierung

e Akute myelomonozytare Leukamie e Akute erythroide Leukamie

e  Akute monozytare Leukamie e  Akute megakaryozytare Leukamie
¢ Minimal differenzierte AML e Akute basophile Leukamie

e  AML ohne Reifung e Akute Panmyelose mit Myelofibrose

e AML mit Reifung
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Seit 1970 blieb die primare Behandlung mit intensiver Induktionschemotherapie unverandert.
Erkrankte jungeren Alters (unter 60 Jahren) sowie sonst gesunde altere Patienten erhalten
eine ,7+3“ Induktionschemotherapie mit Cytarabin und Anthracyclin bis zur vollstandigen
morphologischen Remission. Diese erreichen 65-73 % der jungeren Ersterkrankten und 38-
65 % der AML-Patienten Uber 60 Jahren [106, 107]. Die Feststellung des allgemeinen
Gesundheitszustandes der AML Erkrankten ist generell von grof3er Bedeutung fir die Auswahl
der jeweiligen Behandlungsstrategie, da besonders bei den alteren Patienten die
Induktionschemotherapie nicht mehr angewendet werden kann und auf andere
Therapiemdglichkeiten zurtickgegriffen werden muss [108]. Zur Vermeidung eines Ruckfalls
bzw. einer Wiedererkrankung schlief3t sich der ersten intensiven Induktionschemotherapie
eine weitere Chemotherapie mit weniger hohen Dosen von Cytarabin oft in Kombination mit
einer hamatopoetischen Stammzelltransplantation an [109]. 50-60 % der Patienten, die eine
Stammzelltransplantation von einem allogenen Spender erhalten haben, sind im Anschluss
geheilt [110]. Da jedoch oft ein passender Spender nicht verfligbar ist oder aber eine komplette
Remission nicht erreicht werden kann, wird nach neuen alternativen Therapien gesucht.
Hypomethylierende Reagenzien, wie zum Beispiel Decitabin und Azacitidin, scheinen bei
alteren Patienten die Lebenserwartung um etwa 4 Monate zu verlangern [111]. Doch die
Erkenntnis, dass spezifische Mutationen und genetische Modifikationen flr die Auspragung
von AML verantwortlich sind, fiihrte zur Entwicklung neuer gezielter Therapien und Inhibitoren.
Derzeit werden verschiedene Flt-3 (Fms-like tyrosine kinase 3) Inhibitoren in klinische Studien
untersucht, da Flt-3 stark in HSCs exprimiert wird und dort von grof3er Bedeutung ist fir die
Proliferation und das Zelliberleben [112]. Ein weiterer Fokus liegt auf der Immuntherapie.
Hierbei werden unter anderem dem Patienten oder einem passenden Spender Lymphozyten
entnommen, die anschlieBend genetisch modifiziert und dem Patienten wieder verabreicht
werden. Ein Beispiel sind CAR (chimeric antigen receptor) -modifizierte T-Zellen. Diese
prasentieren auf ihrer Zelloberflache einen T-Zellrezeptor, der Antigenbindedoméanen gegen
Immunglobuline aufweist, die spezifisch sind fur leukdmische Oberflachenproteine. Auf diese
Weise binden die T-Zellen spezifisch an die leukdmischen Zellen und induzieren tber die
Aktivierung des T-Zellrezeptors die Zytotoxizitat [113]. Diese Methode sowie ein weiterer
Ansatz, bei dem angereicherte NK-Zellen verabreicht werden, kdnnen vor allem angewendet

werden um einen Ruckfall nach vorheriger Behandlung gegen AML zu unterbinden [114].

2.3.1. Das leukamische Fusionsprotein RUNX1-ETO

Wie zuvor beschrieben, ist der Transkriptionsfaktor RUNX1 in Leukamien oft genetisch
modifiziert. In etwa 12 % aller AML-Erkrankungen und 40 % des M2-Subtyps von AML wird
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das Fusionsprotein RUNX1-ETO, welches durch eine der haufigsten chromosomalen

Translokation t(8;21) entsteht, gefunden.

1973 wurde als erstes von Janet Rowley, die Proben von Leukdmiepatienten untersuchte, die
8;21 Translokation mit den Bruchstellen bei 822 und 21922.3 entdeckt (Abbildung 5) [115].
Die beiden Gene, die an diesen Bruchstellen liegen, wurden daraufhin Anfang 1990 von
mehreren Gruppen als RUNX1 und ETO identifiziert [116, 117].
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Abbildung 5: Analyse der Chromosomen eines mannlichen AML-Patienten mit der Translokation t(8;21)(q22;q22).
Der Pfeil markiert die Bruchstelle am Chromosom 8 und die Fusionsstelle am Chromosom 21 [105].

2.3.2. Domanenstruktur von RUNX1-ETO

Das RUNX1-Gen auf dem Chromosom 21 besteht aus den Exons 1-8 und der Lokus umspannt
260 kb. Die Regulation der RUNX1-Expression erfolgt Uber einen proximalen P2 sowie
distalen P1 Promoter. Durch alternatives SpleiRen entstehen hierbei drei RUNX1-Varianten
(RUNX1 a-c) [118-120]. Das ETO (Eight-Twenty-One; RUNX1T1, MTG8) -Gen befindet sich
auf dem Chromosom 8 und besteht aus 13 Exons, die sich Uber 87 kb spannen. Alternative
SpleiR-Varianten sind ebenfalls von ETO bekannt. Die Einbeziehung des Exons 9a in die
MRNA flhrt zu einer Verschiebung des Leserasters, sodass ein Stopcodon an Position 400
bzw. 427 entsteht und die Transkripte am C-Terminus um 177 Basen verklrzt sind. Dies hat
zur Folge, dass den trunkierten ETO-Proteinen die beiden C-terminalen Zink-Finger-Domanen
sowie die P/S/T-reiche Domane fehlen, wodurch die Interaktion mit weiteren Proteinen gestort
ist [121]. ETO-Proteine weisen vier hoch konservierte nervy homology region (NHR) Domanen
auf, die die Interaktion mit einer Vielzahl von aktivierenden sowie repressiven Cofaktoren
vermitteln [122]. Bei der chromosomalen Translokation befinden sich die Bruchstellen im
RUNX1-Lokus im Intron 5 und im Intron 1 des ETO-Lokus. Es sind verschiedene Bruchstellen

innerhalb der jeweiligen Introns bekannt, jedoch entsteht immer das gleiche Fusionsprodukt,
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da keine weiteren SpleilRakzeptorstellen vorhanden sind [11]. RUNX1-ETO besteht somit aus
der N-terminalen Sequenz von RUNX7 und nahezu dem vollstdndigen ETO-Gen am C-

Terminus.

2.3.3. Interaktionspartner von RUNX1-ETO

RUNX1-ETO beeinflusst die Expression von tausenden von Gene durch seine
zusammengesetzte Domanenstruktur. Uber die RHD Doméne im N-terminalen RUNX1-Teil
kann RUNX1-ETO an DNA-Sequenzen, die dem Bindemotiv von RUNX1 entsprechen, binden.
Die RH-Domane erlaubt ebenfalls die Interaktion mit Cofaktoren, die an diese Region in
RUNX1 binden. Durch die im C-terminalen ETO-Anteil gelegenen NHR-Domanen erfolgt die
Interaktion mit vornehmlich Co-Repressoren, die nun zur DNA rekrutiert werden und die
Genexpression reprimieren (Abbildung 6). Auf diese Weise entsteht ein hoch komplexes

Netzwerk aus Cofaktoren, die die Expression von RUNX1-Zielgenen beeinflusst [123].

t(8;21)
RUNX1 l ETO
RHD NHR1 NHR2 NHR3 NHR4
DNA Bindedoméne TAFHomologie  Oligomerisierung  Coiled-coil Motiv MYND
C/EBPalpha HEB N-CoR MTG16 N-CoR
GATA1 E2A SMRT SMRT
CBFbeta mSin3a HDACs
PU.1 ETO
ETO2
HDACs

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Domanenstruktur von RUNX1-ETO und dessen Interaktionspartnern.
RUNX1-ETO besteht aus 752 Aminosauren und besitzt N-Terminal die runt homology Doméane (RHD) des RUNX1-
Proteins, die die Bindung an die DNA vermittelt. C-Terminal schlie3t sich nahezu das vollstandige ETO-Protein mit
den inkludierten nervy homology Regionen (NHR) 1-4 an. NHR1 weist eine Homologie zu den TAF Proteinen auf
und erlaubt die Interaktion mit E-Proteinen, wie HEB und E2A. Die Oligomerisierung von RUNX1-ETO erfolgt tiber
die NHR2, die ebenfalls fir die Interaktion mit Co-Repressoren, wie N-CoR, SMRT und Sin3a sowie ETO und ETO2
verantwortlich ist. Die NHR3 Domaéane beinhaltet ein coiled-coil Motiv, wahrend die NHR4 Domane, die auch als
myeloid-nervy-DEAF1 (MYND)-Domane bezeichnet wird, ein Zinkchelat-Motiv aufweist. Modifiziert nach [124].
Die NHR2 und NHR4 Domanen sind bedeutend fiir die Interaktionen mit Corepessoren wie
unter anderem Sin3a, N-CoR und SMRT, die wiederum die Histondeacetylasen (HDAC) 1-3
rekrutieren. Dies flhrt zur Repression der Genexpression, da die Ausbildung des
Heterochromatins geférdert wird. Aufllerdem ist die NHR2 Domane essentiell fir die
Oligomerisierung von RUNX1-ETO sowie fur die Interaktion mit ETO und dessen Homologe
[12, 125]. RUNX1-ETO interagiert ebenfalls direkt mit der DNA-Methyltransferase 1 (DNMT1)
und dessen Rekrutierung zum Interleukin-3 Promotor flihrt zum Beispiel zur Reprimierung der
Genexpression [126]. So beschreiben viele verschiedene Gruppen, dass RUNX1-ETO
spezifisch RUNX1-Zielgene epigenetisch reprimiert durch den Anstieg repressiver

Histonmodifikationen, wie die H3K9 und H3K27 Methylierungen [13, 127]. Interessanter Weise
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interagiert der transkriptionelle Aktivator p300, der Histonreste acetyliert, mit der NHR1
Domane im ETO-Anteil. RUNX1-ETO und p300 wurden zusammen auf Promotoren von
Genen, wie p271 und Id1, die wichtig fur die Selbsterneuerung sind und deren Genexpression
von RUNX1-ETO aktiviert wird, gefunden. Des Weiteren scheint die Acetylierung von RUNX1-
ETO durch p300 ein wichtiger Bestandteil bei der Induzierung der Leukdmie durch RUNX1-
ETO zu sein [14].

Somit kann RUNX1-ETO sowohl als Aktivator als auch als Repressor der Genexpression
wirken. Dies scheint abhdngig zu sein von posttranslationalen Modifikationen an RUNX1-ETO

direkt sowie der Interaktion mit Corepressoren und p300.

2.3.4. RUNX1-ETO im Tiermodell

Der Einfluss von RUNX1-ETO auf die Hamatopoese wurde in verschiedenen Tiermodellen
untersucht. In Drosophila fihrt die RUNX1-ETO Expression zur Expansion von unreifen
Vorlauferzellen des Blutsystems [128]. Im Zebrafisch, der zu den Vertebraten zahlt und ein
ahnliches Blut- und Organsystemsystem wie Saugetiere besitzt, zeigen sich durch die
induzierbare Expression von RUNX1-ETO Symptome ahnlich der in AML-Patienten. Es kommt
zur Akkumulation unreifer Blastzellen und es findet keine normale hamatopoetische
Entwicklung statt [129]. In verschiedenen Ansatzen wurde der Einfluss von RUNX1-ETO auch
im  Mausmodell evaluiert. Im Mausmodell mit einem Tetrazyklin-induzierbaren
Expressionssystem konnte gezeigt werden, dass das Vollldngeprotein von RUNX1-ETO mit
752 Aminosauren Leukamie nicht alleine induzieren kann, sondern eine schon zuvor erwahnte
zweite Mutation, wie zum Beispiel in Flt-3, bendétigt. Die RUNX1-ETO9a Spleildvariante mit 572
Aminosauren, die fast identisch zur trunkierten RUNX1-ETO Variante mit 552 Aminosauren
ist, hingegen kann sehr schnell und alleine, wie das trunkierte Fusionsprotein, Leukamie
induzieren [130-133]. Des Weiteren konnte aufgezeigt werden, dass die Expression von
RUNX1-ETO in Mausen embryonal lethal ist, da keine definitive hdmatopoetische Entwicklung
stattfindet. Die RUNX7-ETO heterozygoten Embryonen sterben etwa am Tag 13.5 (E13.5),
ahnlich den RUNX1 defizienten Mausembryos. Jedoch weisen RUNX7-ETO™ Embryos im
Gegensatz dazu zusatzlich abnormale Monozyten oder dysplastische hamatopoetische
Vorlauferzellen, die eine ungewdhnlich hohe Selbsterneuerungsrate besitzen, auf. Daher
scheint RUNX1-ETO nicht nur die normale biologische Funktion von RUNX1 zu ersetzen und
damit als dominant-negativer Regulator zu agieren, sondern auch direkt eine fehlerhafte
Proliferation der HCSs auszulésen [134-136].
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2.3.5. Zielgene von RUNX1-ETO

RUNX1-ETO besitzt wie RUNX1 die runt homology Doméane und somit ist im Allgemeinen
anzunehmen, dass RUNX1-ETO an DNA-Sequenzen von RUNX1 Zielgenen binden und die
Expression dieser beeinflussen kann. Es konnte jedoch sowohl in vitro als auch in vivo gezeigt
werden, dass RUNX1-ETO bevorzugt an mindestens doppelt vorhandene RUNX1 DNA-
Bindemotive bindet. Hierbei war nicht entscheidend, ob es sich um die trunkierten RUNX1-
ETO9a bzw. RUNX1-ETOtr oder aber das Volllangeprotein handelte [137].

Der wissenschaftliche Fokus zur Identifizierung von RUNX1-ETOs Zielgenen liegt vornehmlich
auf Genen, die bei Leukamie differentiell exprimiert sind oder aber diese unterstiitzen. Als
eines der ersten direkten Zielgene wurde das Tumorsuppressorgen p14°%F identifiziert.
Wahrend RUNX1 die Expression von p74RF stimuliert, fiinrt die Bindung von RUNX1-ETO an
dessen Promotorbereich zur Repression. Da p14”RF somit als Tumorsuppressor im p53
Signalweg nicht mehr wirken kann, wird die Tumorentstehung damit bevorteilt [138]. RUNX1-
ETO kann jedoch auch als transkriptioneller Aktivator agieren. Dies konnte fur den negativen
Zellzyklusregulator p21"VA¥! in RUNX1-ETO exprimierenden hamatopoetischen Stammzellen
und Zelllinien nachgewiesen werden, nachdem in AML-Patienten eine erhdhte p271"AF
Expression gefunden wurde. p21WAF blockiert die Aktivitat Zellzyklus-abhangiger Kinasen und
schitzt vor Apoptose in verschiedenen leukamischen Zelllinien. Es konnte gezeigt werden,
dass RUNX1-ETO direkt an den Promotorbereich von p21"4*" bindet und diesen aktiviert,
sodass die p21"*F" Expression verstarkt wird [139-142]. RUNX1-ETO reguliert jedoch nicht
nur die Expression wichtiger Proteine, sondern auch von microRNAs (miRNAs). Durch
genomweite Analysen von AML-Patienten konnte gezeigt werden, dass das miRNA
Expressionsmuster bei den unterschiedlichen chromosomalen Translokationen verschieden
ist. In Patienten, die die t(8;21) Translokation aufwiesen, war die miR-126/126* Uberexprimiert.
In nachfolgenden Experimenten mit AML-Zellen konnte gezeigt werden, dass die miR-126
Apoptose inhibiert und fir ein erhdhtes Zelliberleben verantwortlich ist [143]. Im Gegensatz
dazu konnte aufgezeigt werden, dass RUNX1-ETO die Expression der miR-223 durch die
Rekrutierung Chromatin beeinflussender Enzyme reprimiert. RUNX1-ETO bindet direkt an
RUNX1-Bindestellen im Promotorbereich der miR-223 und rekrutiert sowohl HDACs als auch
DNMTs, sodass die Ausbildung des Heterochromatins verstarkt wird und keine Expression
mehr moglich ist. Da die miR-223 bei der Differenzierung myeloider Vorlauferzellen von grof3er
Bedeutung ist, fuhrt die RUNX1-ETO induzierte Expressionsreprimierung zur

Differenzierungsblockade der myeloiden Vorlauferzellen [144].
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2.4. microRNAs

MicroRNAs (miRNAs) gehdren mit einer Lange von 18-24 Nukleotiden zu der Klasse der
kleinen RNA-Molekiile, die nicht fur Proteine kodieren [145]. Bei diesen endogenen RNA-
Molekilen handelt es sich um hochkonservierte Sequenzen in den Genomen von Tieren,
Pflanzen, Pilzen und Viren [146]. Zurzeit sind Uber 2500 humane miRNAs in der miRNA
Datenbank ,miRBase"” [147] gelistet und die Tendenz ist steigend, nachdem die erste miRNA
lin-4 von Victor Ambros und seinen Kollegen 1993 in Caenorhabditis elegans entdeckt wurde.
Hierbei handelte es sich um eine RNA-Sequenz von 22 Nukloetiden, die nicht fiir ein Protein
kodierte sondern komplementare Sequenzen zu der 3‘ untranslatierten Region (UTR) der lin-
14 mRNA aufwies. Es wurde daraufhin festgestellt, dass lin-4 die Translation von lin-14 durch
eine antisense Interaktion von RNA-RNA-Molekulen blockiert [148]. Dieser Mechanismus ist

bekannt als RNA Interferenz.

2.4.1. Biogenese und Wirkmechanismus der microRNAs

Etwa 30 % der microRNA Gene sind innerhalb von Proteinkodierenden Introns lokalisiert,
sodass ihre Expression zusammen mit dem Protein erfolgt. Die meisten miRNAs besitzen
jedoch einen eigenen Genlokus, der die direkte Expression durch die RNA Polymerase II
ermdglicht [149]. Verwandte miRNAs sind darlber hinaus oft in Clustern lokalisiert, sodass

eine koordinierte Expression aller miRNA Gene gleichzeitig erfolgen kann [150].

Die Biogenese der miRNAs erfolgt in zwei rdumlich voneinander getrennten Prozessen im
Zellkern bzw. Zytoplasma (Abbildung 7). Im Menschen werden die miRNAs als ein tUber 1 kb
langes Primartranskript (pri-miRNA) mittels der RNA Polymerase Il generiert. Diese pri-miRNA
weist eine stem-loop Struktur auf und besitzt am 5’ Ende ein 7-Methylguanosin sowie am 3°
Ende einen poly A-Schwanz [151]. Drosha, eine RNase Ill Endonuklease, schneidet am 3‘ und
5° Ende des Stammes mit den RNase Ill Domanen (Rllla/b), sodass am 3‘ Ende ein Uberhand
von zwei Nukleotiden entsteht [152]. Dies erfolgt in dem Mikroprozessor-Komplex zusammen
mit dem Cofaktor DGCR8 (DiGeorge syndrome critical region 8). Die beiden Doppelstrang-
RNA-Bindedomanen von DGCRS8 erkennen hierbei die pri-miRNA, wahrend der C-Terminus
die Interaktion mit Drosha vermittelt [153]. Die entstandene pre-miRNA weist nach der
Prozessierung eine Hairpin-ahnliche Struktur von etwa 60 bis 70 Nukleotiden auf und wird
anschliefend zur Reifung in das Zytoplasma exportiert [154]. Fir den Export formt die pre-
mMiRNA zusammen mit dem Protein Exportin 5 und dem GTP-Bindeprotein Ran-GTP einen
Komplex. Wahrend der Translokation durch die Zellkernpore wird GTP hydrolysiert, sodass
der Komplex im Zytoplasma aufgelést wird [155, 156]. Dicer, ebenfalls eine RNase llI

Endonuklease, bindet an die pre-miRNA bevorzugt mit einem 3‘ Uberhang von zwei
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Nukleotiden, die von Drosha generiert wurden und spaltet mit den RNase IIl Domanen (Rllla/b)
in einem Abstand von 21 bis 25 Nukleotiden zum 3’Ende die Doppelstrang-RNA [157]. Die
Effektivitat der Prozessierung mancher pre-miRNAs und deren Lange als reife miRNAs wird
von TRBP, dem TAR RNA-Bindeprotein, durch die Interaktion mit Dicer moduliert [158]. Der
entstandene 18 bis 24 Nukleotid lange RNA-Doppelstrang, bestehend aus der reifen miRNA
und deren komplimentaren Gegensequenz (miRNA*), wird von den Argonaute-Proteinen
(AGO1-4) gebunden, sodass sich der RNA-induced silencing complex (RISC) formiert. Der
RISC-Komplex entwindet mittels einer Helikaseaktivitat das miRNA-Duplex und der miRNA*-
Strang wird degradiert, wahrend die reife miRNA im RISC-Komplex verbleibt (miRSC) [159].
Die miRNA im RISC leitet den Komplex zur Ziel-mRNA und bindet diese meist in der 3’'UTR.
Hierbei ist die Sequenzkomplementaritat der Nukleotide zwei bis acht am 5’Ende der miRNA,
die auch seed-Sequenz genannt wird, essentiell fir die Zielerkennung. Ist diese
Sequenzkomplementaritat nahezu perfekt und damit ausreichend, wird die mRNA gespalten
und abgebaut. Ist die Komplementaritat jedoch nur unzureichend, wie es oft in Saugetieren

der Fall ist, so wird nur die Translation inhibiert [160].
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Abbildung 7: Synthese der microRNAs.

MicroRNA Gene werden durch die RNA Polymerase Il im Zellkern transkribiert und es entsteht das Primartranskript,
die pri-miRNA. Die pri-miRNA wird anschlieRend im Mikroprozessor von Drosha und DGCR8 gespalten, sodass
der Vorlaufer pre-miRNA entsteht. Der Transport aus dem Zellkern in das Zytoplasma der pre-miRNA erfolgt durch
Exportin 5 und Ran-GTP. Die finale Prozessierung findet hier durch die Abspaltung der loop-Region durch Dicer
und TRBP statt. Das entstandene miRNA-Duplexmolekil bestehend aus der reifen miRNA und der
komplementéren miRNA* wird in den RNA-induced silencing complex (RISC) inkorporiert und durch eine Helikase
entwunden. Das miRNA*-Fragment wird abgebaut, wahrend die reife miRNA den aktiven miRISC-Komplex bildet.
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Dieser bindet komplementare Sequenzen in der 3’'UTR von Ziel-mRNAs, wodurch dessen Translation inhibiert oder
aber die mRNA abgebaut wird. Modifiziert nach [161].

2.4.2. microRNAs in der Hamatopoese

MicroRNAs sind an allen Prozessen in der Hamatopoese beteiligt. Sie beeinflussen sowohl
den Erhalt der Selbsterneuerung der hamatopoetischen Stammzellen als auch deren
Differenzierung in reife Blutzellen. Hierbei ist die Regulation der miRNAs und deren
Interaktionen mit Transkriptionsfaktoren von grof3er Bedeutung, sowohl als Regulator als auch
Zielstruktur.

Fir die Familie der miR-125 (miR-125a/125b1/125b2) konnte gezeigt werden, dass diese
miRNAs stark in hamatopoetischen Stammzellen sowie Vorlauferzellen exprimiert werden,
jedoch nimmt die Expression wahrend der Differenzierung ab [162]. Dies deutet darauf hin,
dass die Mitglieder dieser miRNA-Familie von essentieller Bedeutung sind bei vielen
verschieden zellularen Prozessen. Hierzu zahlen u.a. die Zelldifferenzierung und -proliferation
sowie Apoptose, indem sie verschiedene Transkriptionsfaktoren, Matrixmetalloproteasen und
Wachstumsfaktoren beeinflussen [163, 164]. Ein weiteres Beispiel ist das Cluster der HOX-
Gene. Die Proteine der HOX-Familie sind Transkriptionsfaktoren, die essentiell flr die
embryonale bzw. adulte Entwicklung sowie Hamatopoese sind. Neben den HOX-Proteinen
codiert das Cluster auch fiur Mitglieder der miR-196 Familie, deren Expression mit der
bestimmter HOX-Proteine korreliert. Es konnte gezeigt werden, dass u. a. HOXA7 und HOXAS8
direkte Ziele der miR-196b sind und auf diese Weise die Expression der HOX-Gene

ausbalanciert bzw. wahrend der Differenzierung herunterreguliert wird [165].

microRNAs sind jedoch nicht nur von grof3er Bedeutung bei der Erhaltung der HSCs, sondern
auch deren Differenzierung in die verschiedenen Linien. Hierfir missen stillgelegte
Differenzierungsgene aktiviert werden, wahrend Stammzellgene abgeschaltet werden
mussen. Dieser Prozess ist streng kontrolliert durch Transkriptionsfaktoren, die wiederum
durch miRNAs reguliert werden. Wahrend der megakaryozytaren Differenzierung ist der
Transkriptionsfaktor RUNX1 sowie die miR-27a von grofer Bedeutung. Die Expression von
RUNX1 wird in der frihen Hamatopoese aktiviert und dies wiederum fihrt zu einer
gesteigerten miR-27a Expression. In einem fFeedback-Loop reprimiert die miR-27a, die
Bindestellen in der 3UTR von RUNX1 besitzt, nun die Expression von RUNX1 wahrend der
Megakaryopoese [166]. Weitere wichtige miRNAs, die in die Differenzierung der
Megakaryozyten involviert sind, konnten identifiziert werden. MiR-34a fordert die
Megakaryozytenentwicklung, indem sie cMyb und Cyclin-abhangige Kinasen reprimiert,
wodurch die Proliferation der HSCs gestort wird [167]. cMyb ist ebenfalls ein Ziel der miR-150

in Megakaryozyten-Erythrozyten-Vorlauferzellen (MEP), sodass die Repression von cMyb die
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Entscheidung der Differenzierung in Richtung der megakaryozytaren Linie beglnstigt [168].
Expressionsanalysen wahrend der erythroiden Differenzierung zeigten, dass die microRNAs
miR-150, miR-155, miR-221 und miR-222 herunterreguliert sind, wahrend andere microRNAs,
wie miR-451, miR-15b und miR-16 hochreguliert vorliegen. Deren Expression korreliert direkt
mit dem Erscheinen erythroider Markerproteine, wahrend sich die die Expression der miR-28
invers zur Markerproteinexpression verhalt [169]. Dartber hinaus sind weitere miRNAs in der

Regulation der Lymphopoese beteiligt, wie u.a. miR-150, miR-181 und das miR-17-92 Cluster
[5].

2.4.3. microRNAs in malignen Erkrankungen

Da microRNAs ein bedeutender Bestandteil der Regulation zellspezifischer Prozesse sind,
kann deren Fehlregulation zu malignen Krankheiten fihren. So wird vermutet, dass eine
anormale Expression von miRNAs auch eine entscheidende Rolle bei der Krebsentwicklung
spielt. So kann fir eine genauere Klassifizierung einer vorliegenden Krebserkrankung nun
neben der bisherigen klassischen mRNA Expressionsanalysen auch die Analyse hinsichtlich

der Expression von miRNAs genutzt werden.

Calin und Mitarbeiter konnten 2002 erstmals eine Verbindung zwischen einer Krebs-
erkrankung und miRNAs herstellen. Sie fanden heraus, dass die Genregion der beiden
MiRNAs miR-15 und miR-16 in einer 30 bp kleinen Region des Chromosoms 13q14 lokalisiert
ist, welche in mehr als 65 % der B-Zell chronischen lymphatischen Leukamie (B-CLL)
Patienten deletiert ist. Somit ist die Expression der miR-15 und miR-16 in B-CLL
herunterreguliert oder ganzlich abwesend [170]. Weitergehend konnten sie feststellen, dass
miRNA Gene nicht zuféllig im Genom angeordnet sind, sondern eine Vielzahl von miRNA
Genen in sogenannten fragile sites lokalisiert sind. Fir diese Genomregionen konnte gezeigt
werden, dass diese die Instabilitat der DNA in Krebszellen beginstigen. AuRerdem sind sie oft
Teil von chromosomalen Modifizierungen, wie u.a. Translokationen und Deletionen [171]. In
neueren Studien konnte darlber hinaus gezeigt werden, dass Proteine, die an der miRNA
Prozessierung und Reifung beteiligt sind, ebenfalls Ziele sind fir genetische Mutationen
darstellen. Dies betrifft u.a. die Proteine TARBP2 und Exportin 5 [172, 173]. Des Weiteren
konnte festgestellt werden, dass epigenetische Veranderungen, wie anormale DNA-
Methylierungen und Histonmodifikationen, ein Hauptgrund fir die fehlregulierte miRNA
Expression in malignen Erkrankungen sind. Mit Hilfe von genomweiten Deep-Sequencing
Analysen konnte herausgefunden werden, dass mMIRNA Gene, deren Expression in
Krebserkrankungen vermindert ist, eine reduzierte Anwesenheit der aktiven

Histonmodifikation H3K4me3 und dafir im Gegenzug ein hohes Level der repressiven
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Histonmodifikation H3K9me2 aufweisen. AuRerdem konnte aufgezeigt werden, dass miRNA
Promotoren oft von einer CpG-Insel Hypermethylierung betroffen sind, wodurch die
Expression reprimiert wird [174]. Viele Studien wurden durchgefihrt und es konnten fur die
unterschiedlichen Tumore und Krebsarten abweichende miRNA Expressionsprofile erarbeitet
werden. Damit ergab sich die Hypothese, dass miRNAs einen maf3geblichen Einfluss auf die
Pathogenese von Krebserkrankungen haben. Sie kénnen deswegen nicht nur zur
Klassifizierung von Krebssubtypen herangezogen werden, sondern kénnten auch als neue
Zielstrukturen fur die Krebstherapie dienen. So konnte gezeigt werden, dass BCLZ2 ein Ziel der
miR-15 und miR-16 ist, deren Expressionen invers korrelieren mit der BCL2 Expression in
CLL. Beide miRNAs reprimieren die Expression von BCLZ2 posttranslational, sodass dies in
Therapieanséatzen genutzt werden kénnte um die Uberexpression von BCL2 in Tumoren
abzuschwachen [175]. Jedoch kdnnen miRNAs nicht nur als Tumorsuppressoren wirken,
sondern auch als Onkogene (oncomirs). So ist die Expression der microRNA miR-155 in
einigen Erkrankungen, u.a. Hodgkin Lymphoma, B-Zell-Lymphoma sowie Brustkrebst, stark
erhdht, woraufhin die Expression von c-Myc, einem essentiellen Transkriptionsfaktor, ebenfalls
stark erhoht wird. Die Uberexpression von ¢c-Myc wird mit vielen weiteren Krebserkrankungen

assoziiert, da c-Myc die unkontrollierte Zellproliferation unterstutzt [176, 177].

2.4.4. microRNA Cluster miR-144/451

Die Gene der miR-144 und miR-451 sind zusammen in einem Cluster auf dem Chromosom
17q11.2 lokalisiert. Hierbei befindet sich der miR-144/451 Lokus in der intergenischen Region
des Proteinkodierenden Gens ERAL1 (Era G-protein-like 1), welches jedoch in die
entgegengesetzte Richtung transkribiert wird. Die kodierende Sequenz beider reifer miRNAs
ist in Wirbeltieren hoch konserviert [178, 179]. Eine Darstellung des miR-144/451 Lokus ist in
der Abbildung 8 gezeigt.
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Abbildung 8: Darstellung des Lokus des miR-144/451 Clusters im University of California Santa Cruz Genome
(UCSC) Browser. Gelb hinterlegt ist der Bereich der reifen miRNA-144 bzw. miR-451. Diese Sequenz ist hoch
konserviert in Wirbeltieren.

Dore und Mitarbeiter konnten in Experimenten mit einem Zebrafisch-Modell aufzeigen, dass
die Abwesenheit der miR-451 in Zebrafischembryos zu einer schweren Andmie und einer

verminderten Expression erythroider Markerproteine fuhrt. Sie schlossen aus ihren
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Ergebnissen, dass die miR-451 fir die spatere Reifung bzw. den Erhalt der erythoiden
Vorlauferzellen im Zebrafisch wichtig ist. Mit Hilfe eines murinen Zellsystems konnten sie
herausfinden, dass die Expression der miR-451 vornehmlich auf die erythroide Linie
beschrankt ist und dass der Lokus des miR-144/451 Clusters von GATA1 spezifisch wahrend
der erythroiden Differenzierung aktiviert wird. Mit Chromatin-lImmunoprezipitations-
experimenten in murinen Zellen konnten sie dariiber hinaus feststellen, dass GATA1 in einem
regulatorischen Bereich 2,8 kb upstream des Clusters bindet [7]. MiR-144/451"- Mause wurden
normal geboren, zeigten jedoch eine leichte Anamie sowie Retikulozytose mit einer
Anreicherung unreifer erythroider Vorlauferzellen im Knochenmark und Milz. Die adulte
Hamatopoese der miR-144/451" Mause wies Defekte in der terminalen Erythropoese auf [180,
181]. Dies und die Tatsache, dass die miR-451 Expression wahrend der Erythropoese ansteigt
und ihr Maximum im letzten Erythroblastenstadium sowie Retikulozyten erreicht wird, deutet
daraufhin, dass miR-451 von essentieller Bedeutung fir die terminale Erythropoese ist [6]. Fur
die miR-144 konnten Fu und Mitarbeiter im Zebrafisch-Modell zeigen, dass diese miRNA
wahrend bestimmter Differenzierungsstadien exprimiert wird und dass die miR-144 die
Expression des embryonalen a-Hamoglobins negativ reguliert, jedoch nicht die des f-
Hamoglobins. Dies erfolgt Uber die posttranslationale Repression des Kriippel-like factor D
(kIfd) durch die Bindung der miR-144 an dessen 3'UTR. KIfD, ein erythroider
Transkriptionsfaktor, bindet sowohl an den Promotor des erythroiden a-Hamoglobins als auch
des miR-144/451 Clusters, und aktiviert deren Expression. Dies ergibt einen Feedback-Loop
zur Expressionsregulation des erythroiden a-Hamoglobins wahrend der primitiven
Erythropoese [182]. Jedoch gibt es kein orthologes Protein zum Zebrafisch KIfD im
Saugetiersystem, es besteht jedoch eine hohe Sequenzhomologie zum humanen KLF1 [183].
In weiteren Experimenten konnte gezeigt werden, dass die miR-144 einen groReren Einfluss
auf die primitive und adulte Hamatopoese in Zebrafischen ausuibt iber die Regulierung der
Expression wichtiger Transkriptionsfaktoren, wie u.a. Tal1l, GATA1, RUNX1 und PU.1.
Daruber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass die miR-144 die Bildung des
Gefalsystems im Zebrafisch reguliert [184]. Diese Experimente sowie weiterfihrende miRNA
Expressionsanalysen in verschiedenen Spezies haben ergeben, dass die miRNAs miR-144

und miR-451 vornehmlich in erythroiden Zellen exprimiert werden [185, 186].

Die miR-451 scheint auRerdem auf3erhalb ihrer Rolle fir die erythroide Differenzierung auch
als Tumorsuppressor in verschiedenen malignen Erkrankungen von Bedeutung zu sein.
Neuere Studien zeigen sogar, dass miR-451 als diagnostischer Biomarker eingesetzt werden
konnte [8, 9]. In verschiedenen Untersuchungen konnte aufgezeigt werden, dass die
Expression der miR-451 in Tumorerkrankungen oft dereguliert ist und sich so die These ergibt,

dass die microRNA miR-451 eine entscheidende Rolle in der Onkogenese einnimmt. Es
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konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression der miR-451 das Wachstum von

Glioblastomazellen inhibiert und deren Apoptose fordert [187]. Des Weiteren inhibiert die miR-

451 das Wachstum der Speiserohrenkrebszelllinie EC9706 sowie der Zellen des nicht-

kleinzelligen Lungenkarzinoms (NSCLC) und Leberzellkarzinoms. Neuste Forschungen

zeigen,

dass die Expression der miR-451 ebenfalls bei

Osteosarkomen sowie Eierstockkrebs herunterreguliert ist [188-194].

3. Material und Methoden

3.1. Chemikalien und Gerate

Magenkrebs,

Darmkrebs,

Eine Auflistung der verwendeten Chemikalien und Gerate sowie deren Herkunft befindet sich

im Anhang.

3.2. Antikorper

Die folgenden Antikorper wurden entweder fiir eine Chromatin-Immunoprazipitation (IP) oder

im Western Blot (WB) verwendet.

Tabelle 3: Ubersicht der verwendeten Primérantikdrper

Name Spezies Verwendung Beschreibung Hersteller
polyklonaler Antikorper gegen den C- Santa Cruz
anti-ETO Ziege 5 pg/IP
Terminus (sc-9737)
olyklonaler Antikdrper gegen die Cell Signalin
anti-GATA1 | Kaninchen 10 pl PO . Per geg g 9
Aminosauren um das Prolin 401 (4591S8)
B monoklonaler Antikérper gegen das HA- Covance,
anti-HA Maus 1:1000 fur WB )
Peptid CYPYDVPDYASL (1 mg/ml) (MMS101P)
olyklonaler Antikérper gegen das Epito Abcam
anti-HA Kaninchen 5 pg/IP PO Perges priop
YPYDVPDYA (ab9110)
polyklonaler Antikdrper gegen den C- Abcam,
anti-H3 Kaninchen | 3 pg/IP ) )
Terminus des humanen Histon-H3 (ab1791)
anti- monolonaler Antikorper gegen das Abcam
Maus 3 pg/lP ) ) ) i
H3K4me3 trimethylierte Lysin 4 des Histon H3 (ab1012)
) ) polyklonaler Antikorper gegen das Abcam
anti-H3K9Ac | Kaninchen 3 pg/IP
acetylierte Lysin 9 des Histons H3 (ab10812)
polyklonaler Antikérper gegen ein Peptid
anti- B B Abcam
) Kaninchen 1:1000 fir WB der Aminosauren 400-500 des murinen
LaminB1 ) (ab16048)
LaminB1 (1 mg/ml)
olyklonaler Antikérper gegen das Epito Abcam
anti-Sin3A Kaninchen 5 ug/IP POy perged priop
MKRRLDDQESDVYAAQQRR (ab3479)
) monoklonaler Antikdrper gegen ein Abcam
anti-p300 Maus 5 ug/IP . .
Peptid der Aminosauren 2071-2091 (ab3164)
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Name Spezies Verwendung Beschreibung Hersteller
anti-RNA- monoklonaler Antikérper gegen das Abcam
Maus 3 ug/lP )
Pol Il CTD Peptid YSPTSPS der RNA Polymerase Il | (ab5408)
) ) polyklonaler Antikorper gegen ein Peptid | Abcam
anti-RUNX1 | Kaninchen 5 ug/IP .
der Aminosauren 200-300 (ab23980)
) ) polyklonaler Antikdrper gegen den N- OriGene
anti-Tal1 Kaninchen 5 pg/IP
Terminus (TA590662-OR)
polyklonaler Antikérper gegen die Abcam
anti-Tal1 Kaninchen | 5 pg/IP L ]
Aminosauren um das Serin 122 (ab75739)
monoklonaler AntikOrper gegen das Cell Signaling
anti-WDR5 Kaninchen 10 pl B
Volllange-Protein (#13105)
Tabelle 4: Ubersicht der verwendeten Sekundarantikdrper
Name Spezies Verwendung Beschreibung Hersteller
anti-Maus . Santa Cruz
Ziege 1:5000 fur WB Anti-Maus IgG (200 ug/0,5 ml)
IgG-HRP (sc-2005)
anti-
Santa Cruz
Kaninchen Ziege 1:5000 fur WB Anti-Kaninchen 1gG (200 pg/0,5 ml)
(sc-2004)
IgG-HRP
Tabelle 5: Ubersicht der verwendeten Immunoglobuline
Name Verwendung Beschreibung Hersteller
I9G Maus 3-5 ug/IP Maus IgG (200 ug/0,5 ml) Santa Cruz (sc-2025)
IgG Kaninchen 3-5 ug/IP Kaninchen IgG (200 ug/0,5 ml) Santa Cruz (sc-2027)
1gG Ziege 3-5 pg/IP Ziege 1gG (200 pg/0,5 ml) Santa Cruz (sc-2028)

3.3. Molekularbiologische Methoden

3.3.1. Standardmethoden

Molekularbiologische Methoden wurden nach den Protokollen von Sambrook et al. [195]
durchgeflihrt. Dazu gehdrt die Anzucht von Bakterien, die Aufreinigung von Plasmid-DNA, die
DNA mittels

Gelelektrophoresen und Polymerasekettenreaktionen. Eine Auflistung der verwendeten Kits

Modifikation  von Restriktionsendonukleasen und Ligasen sowie

u.a. zur Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterien, Isolierung von RNA und genomischer DNA

aus eukaryotischen Zellen und Aufreinigung von PCR-Fragmenten ist in Tabelle 6 gegeben.

Tabelle 6: Auflistung der verwendeten Kits

Name des Kits Anwendung Hersteller

Zymo Research,

ChIP DNA Clean & Concentrator Aufreinigung der ChIP-DNA

Freiburg
Fisher Scientific,
Schwerte

) ) Aufreinigung von DNA-
GeneJET™ Gel Extraction Kit

Fragmenten aus Agarosegelen
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Name des Kits

Anwendung

Hersteller

GeneJET™ Genomic DNA Purification Kit

Aufreinigung genomischer

Thermo Scientific,

DNA aus eukaryotischen Zellen St. Leon-Rot
o Aufreinigung von Plasmid-DNA Fisher Scientific,
GeneJET™ Plasmid Miniprep .
aus 3 ml Bakterienkulturen Schwerte
Fisher Scientific,
GeneJET™PCR Purification Kit Aufreinigung von PCR-Produkten
Schwerte
Omniscript®-RT Kit Umschreibung von RNA in cDNA Qiagen, Hilden

Aufreinigung von Plasmid-DNA Life Technologies,

PureLink™ HiPure Plasmid Filter Midiprep Kit

aus 50-100 ml Bakterienkulturen Carlsbad
Aufreinigung von miRNA und total
miRNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden
RNA aus eukaryotischen Zellen
. ) Nachweis und Quantifizierung von ) )
miScript SYBR® Green PCR Kit Qiagen, Hilden

miRNA

Restriktions- und modifizierende Enzyme wurden von Fisher Scientific (Schwerte) und New

England Biolabs (Ipswich) bezogen.

3.3.2. Vektoren

3.3.2.1. Expressionsvektor — pcDNA3.1-Flag

Im pcDNA3.1 Vektor befindet sich

Cytomegalievirus (CMV) eine multiple Klonierungsstelle (multiple cloning site; MCS), die das

im Anschluss an den Promoter des humanen

Einbringen der Gensequenz ermoglicht. Der Vektor wurde dahingehend verandert, dass sich
vor der MCS die Sequenz des Flag-Affinitatstags befindet, wodurch die Expression von Flag-
Fusionsproteinen erreicht wird. Zur Amplifikation des Plasmids in Bakterien ist auf dem Vektor

das Ampicillin-Resistenzgen vorhanden.

Zur Amplifikation der Sequenz des humanen GATA1 wurde cDNA aus K562 Zellen benutzt

und die verwendeten Primer sind nachfolgend aufgelistet.

Tabelle 7: Ubersicht der verwendeten Primer zur Klonierung des humanen GATAT in den pcDNA3.1-Flag Vektor

Name | Enzym | Nukleotidsequenz 5" >3°
hGATA1 forw EcoRI CGATGAATTCACCATGGAGTTCCCTGGCCT
hGATA1 rev Xhol CGATCTCGAGTCATGAGCTGAGCGG

3.3.2.2. Lentiviraler Vektor pLeGO-iG2

Zur lentiviralen Transduktion von Gensequenzen in Saugerzellen wurde der pLeGO-iG2
Vektor verwendet. Dieser wurde von Prof. Dr. Boris Fehse (Universitatsklinikum Hamburg-

Eppendorf) zur Verfliigung gestellt. Die Expression des Zielgens erfolgt iber den Promoter des
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Spleen Focus-Forming Virus (SFFV) und mittels der IRES-Sequenz wird das Grin
fluoreszierende Protein (GFP) als Reportergen exprimiert. Die Selektion in Bakterien

ermdglicht das Ampicillin-Resistenzgen auf dem Vektor.

Zur Amplifikation der Sequenz des humanen GATA7 wurde der zuvor klonierte pcDNA3.1-
Flag-GATA1 Vektor benutzt. Die cDNA-Sequenz von RUNX71-ETO und RUNX1-ETOtr wurde
ebenfalls aus einem sich schon im Labor befindlichen pcDNA3-2HA-RUNX1-ETO Vektor

amplifiziert. Die verwendeten Primer sind nachfolgend aufgelistet.

Tabelle 8: Ubersicht der verwendeten Primer zur Klonierung des humanen GATA1 sowie RUNX1-ETO und
RUNX1-ETOtr in den pLeGO-iG2 Vektor

Name Enzym Nukleotidsequenz 5 >3"

hGATA1 forw EcoRl CGATGAATTCACCATGGAGTTCCCTGGCCT
hGATA1 rev Notl CTATGCGGCCGCTCATGAGCTGAGC
RUNX1-ETO forw Notl ATATGCGGCCGCACCATGTACCCTTACGACGTGC
RUNX1-ETO rev Not ATATGCGGCCGCCTAGCGAGGGGTTGTCTCTAT
RUNX1-ETOtr forw Notl ATATGCGGCCGCACCATGTACCCTTACGACGTGC
RUNX1-ETOtr rev Notl ATATGCGGCCGCCTAGCTGCTACTGCCGCCACC

3.3.2.3. Lentiviraler Vektor pLeGO-G2

Zur Uberexpression genomischer miRNA-Sequenzen mittels lentiviraler Transduktion von
Saugerzellen wurde der pLeGO-G2 Vektor verwendet. Dieser wurde ebenfalls von Prof. Dr.
Boris Fehse (Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf) zur Verfligung gestellt. Die Expression
des Reportergens GFP erfolgt Uber den SFFV-Promoter. Die Anzucht in Bakterien ermdglicht
das Ampicillin-Resistenzgen auf dem Vektor. Flr die Expression des miR-144/451 Clusters
wurde die genomische DNA aus K562 Zellen verwendet. Die genomische Sequenz des
Clusters wurde mittels der Restriktionsenzyme BsrGl und EcoRlI direkt im Anschluss an die

GFP-Sequenz kloniert. Folgende Primer wurden verwendet.

Tabelle 9: Ubersicht der verwendeten Primer zur Klonierung des humanen miR-144/451 Clusters in den pLeGO-
G2 Vektor

Name | Enzym | Nukleotidsequenz 523"
miR-144 forw BsrGl CGTGTACAAGTAACAAGCCATGCTTCCTGTGC
miR-451 rev EcoRI CAGAATTCGAGTCTCACTATGTTGTCTAGGCTGG

Nach erfolgreicher Klonierung des miR-144/451 Clusters wurden die Seed-Sequenzen der
miR-144 und miR-451 einzeln oder doppelt mutiert. Hierfir wurden die folgenden

Mutageneseprimer verwendet.
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Tabelle 10: Ubersicht der verwendeten Primer firr die Mutagenese der Seed-Sequenz der miR-144 und miR-451

Name Nukleotidsequenz 5" >3°

miR-144 seed mut forw GGGCCCTGGCTGGGATATCATCATATTCAGAAAGTTTGCGATGAG
miR-144 seed mut rev CTCATCGCAAACTTTCTGAATATGATGATATCCCAGCCAGGGCCC
miR-451 seed mut forw CACTTGGGAATGGCAAGGAATCGGATACCATTACTGAGTTTAGTA
miR-451 seed mut rev TACTAAACTCAGTAATGGTATCCGATTCCTTGCCATTCCCAAGTG

3.3.2.4. Lentiviraler Vektor pSIEW

Der Vektor pSIEW ermoglicht durch lentivirale Transduktion das Einbringen von
Gensequenzen in Saugerzellen. Der Vektor besitzt einen SFFV-Promotor und kodiert fir das
Reportergen GFP, welches unabhangig zur Zielgensequenz Uber eine IRES-Sequenz
exprimiert wird. Dartiber hinaus verfligt der Vektor Uber das Ampicillin-Resistenzgen, welches

die Selektion in Bakterien erlaubt.

Die verwendeten Plasmide, die im Labor vorhanden waren, kodieren fiir das humane Tal7 und
RUNX1.

3.3.2.5. Lentiviraler Knockdown-Vektor pSEW

Zur lentiviralen Transduktion von shRNAs in Saugerzellen wurde der pSEW Vektor benutzt.
Dieser Vektor wurde in der Arbeitsgruppe so modifiziert, dass er fir die Anzucht in Bakterien
eine Ampicillin-Resistenz und zur Selektion in Sdugerzellen eine Zeocin-Resistenz besitzt.
Dieser Vektor verfugt Uber einen CMV-Promoter, der die Expression des GFP-Reportergens
und der Zeocin-Resistenz steuert, sowie Uber einen RNA-Polymerase IlI-Promoter, der fir die
Expression der shRNA sorgt. Die folgenden shRNA-Sequenzen wurden bereits in der

Arbeitsgruppe etabliert.

Tabelle 11: Ubersicht der verwendeten shRNA-Sequenzen im pSEW Vektor

Name Nukleotidsequenz 5" >3°

shLacZ Kontrolle | ACCTCGTGACCAGCGAATACCTGTTTCAAGAGAACAAGAGGTATTCGCTGGTCACT
shTal1 #1 ACCTCGACAAGAAACTAAGCAAGAATTCAAGAGATTCTTGCTTAGTTTCTTGTCTT
shRUNX1 #1 ACCTCGGCAGAAACTAGATGATCAGATCAAGAGTCTGATCATCTAGTTTCTGCCTT
shRUNX1 #2 ACCTCGGCAGAAACTATATGATCAGATCAAGAGTCTGATCATCTAGTTTCTGCCTT
shRUNX1-ETO#1 | ACCTCACCTCGAAATCGTACTGAGAATCAAGAGTTCTCAGTACGATTTCGAGGTTT
shRUNX1-ETO#2 | ACCTCCCTCGAAATCGTACTGAGAAGTCAAGAGCTTCTCAGTACGATTTCGAGGTT

3.3.2.6. Lentiviraler Knockdown-Vektor pGIPZ

Der Knockdown-Vektor pGIPZ (Open Biosystems) erméglicht die lentivirale Transduktion von

Saugerzellen und exprimiert unter der Kontrolle des CMV-Promoters das Markergen GFP, die
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Puromycin-Resistenz zur Selektion in Saugerzellen sowie die shRNA. Zur Anzucht in
Bakterien verfugt der Vektor Uber eine Ampicillin-Resistenz. Die folgenden shRNA-Konstrukte

wurden bezogen.

Tabelle 12: Ubersicht der verwendeten shRNA-Sequenzen im pGIPZ Vektor

Name Bestellkodierung reife antisense-Sequenz 5 >3
shKontrolle RHS4346 CTTACTCTCGCCCAAGCGAGA
shGATA1 #1 V3LHS_348336 TCATCTTGTGATAGAGGCC
shGATA1 #2 V3LHS_348337 AGCTTGTAGTAGAGGCCGC
shTal1 #2 V3LHS_413460 ATCACTCTACTATCATTGT

3.3.2.7. Luciferase-Vektor pGL4.10

Der pGL4.10 Vektor kodiert fir das Luciferasereportergen luc2 (Photinus pyralis) und besitzt
keinen eigenen Promoter, sondern eine multiple Klonierungsstelle, die das Einfligen eines
Promoters zur Steuerung des Luciferasegens ermoglicht. Zur Amplifikation des Plasmids in
Bakterien ist auf dem Vektor das Ampicillin-Resistenzgen vorhanden. Der Promoter des miR-
144/451 Clusters wurde bis 750 bp upstream der genomischen miR-144-Sequenz mit

folgenden Primern in die MCS kloniert.

Tabelle 13: Ubersicht der verwendeten Primer zur Klonierung des humanen miR-144/451 Promotors in den
pGL4.10 Vektor

Name | Enzym | Nukleotidsequenz 5 >3°
ATATGGTACCGCCAGGACCCTTCCTGCCCTAT
TTGCCAAGCTTCCACTGGGGGCACAGGAAGCAT

miR-144/451 prom forw
miR-144/451 prom rev

Kpnl
Hindlll

3.3.2.8. Luciferase-Vektor pGL4.23

Der pGL4.23 Vektor besitzt einen Minimalpromotor upstream des Luciferasereportergens luc2
(Photinus pyralis), sodass die unabhangige Expression des Luciferasegens erfolgen kann.
Dem Minimalpromotor kann eine Enhancer-Sequenz vorgeschaltet werden, die daraufhin in
der Lage ist die Expression der Luciferase zu beeinflussen. Dies erfolgt Uber die multiple
Klonierungsstelle. Zur Anzucht in Bakterien kodiert der Vektor fur die Ampicillin-Resistenz.
Folgende Primer wurden zur Klonierung der Enhancer-Sequenz des miR-144/451 Clusters
verwendet. Der Enhancer umfasst den Bereich 3410 bp bis 4680 bp upstream der

genomischen miR-144-Sequenz.
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Tabelle 14: Ubersicht der verwendeten Primer zur Klonierung des humanen miR-144/451 Enhancers in den
pGL4.23 Vektor

Name | Enzym | Nukleotidsequenz 53"
miR-144/451 enh forw Kpnl CGATGGTACCGTCTGAACTCCTGGGTTCAA
miR-144/451 enh rev Xhol CGATCTCGAGCTACGCTGGGTGACAGAATG

3.3.3. Quantitative real time — PCR (qRT-PCR)

Die qRT-PCR dient zur Analyse der mRNA- bzw. miRNA-Expression. Hierflr wurde zunachst
mit Hilfe des miRNeasy Mini Kits (Qiagen) die totale RNA isoliert sowie eine Fraktion
angereicherter reifer miRNAs. Dies ermdglicht die Expressionsanalyse von Genen und
prozessierten reifen miRNAs aus einer Probe. Die Umschreibung der RNA in cDNA zur
Genexpressionsanalyse erfolgte mit dem Omniscript-RT Kit (Qiagen) mittels reverser
Transkription. Fur die Synthese der cDNA diente als Primer ein Hexanukleotid Random-Primer
Mix (Carl Roth). Die qRT-PCR wurde anschlief’iend mit dem LightCycler480 System (Roche)
durchgefuhrt. Hierfur setzten sich die PCR-Ansatze wie folgt zusammen: 25 yl SYBR-Mix
(MESA BLUE gPCR MasterMix Plus for SYBR® Assay, Eurogentec), 0,5 ul forward-Primer
(10 pmol/ul), 0,5 ul reverse-Primer (10 pmol/pl), 22 pl H2O und 2 pyl cDNA (15-50 ng/ul). Die
Komponenten wurden vermischt und zur Doppelbestimmung zwei Mal 24 ul des qRT-PCR-
Ansatzes in eine 96 Well-Platte (4titude) tberflihrt.

Tabelle 15: gRT-PCR Programm zur Quantifizierung der cDNA

Programmschritt Temperatur [°C] Zeit Zyklen
Aktivierung der Polymerase 95 10 min 1x
Denaturierung 95 30 sec

Primer-Anlagerung 58 30 sec 50x
DNA-Synthese 72 30 sec

Messung 78 1 sec 1x
Schmelzkurve 60— 97 Messung in 5°C Schritten 1x

Zur Berechnung der mRNA-Expression wurde die AACT-Methode herangezogen [196]. Die
Normalisierung der Expression erfolgte auf die Referenzgene Gyilcerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase (GAPDH) und TATA-Box-Bindeprotein (TBP). Als Bezugspunkt fur die
Berechnung der relativen mRNA-Expression dienten Messungen der jeweiligen Kontrollzellen,
deren Wert auf 1 gesetzt wurde. Im Folgenden sind die verwendeten humanen Primer

aufgelistet.
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Tabelle 16: Ubersicht der verwendeten Primer zur Messung der cDNA

Name

Nukleotidsequenz 523"

a-Globin forw
a-Globin rev
B-Globin forw
B-Globin rev
CD41 forw
CDA41 rev

CD71 forw
CD71 rev
GAPDH forw
GAPDH rev
GATA 1 forw
GATAT1 rev

GpA forw

GpA rev

EPOR forw
EPOR rev
miR-144/451 forw
miR-144/451 rev
RUNX1 forw
RUNX1 rev
RUNX1-ETO forw
RUNX1-ETO rev
Tal1 forw

Tall rev

TBP forw

TBP rev

CAAGACCAACGTCAAGGCCG
TTAACCTGGGCAGAGCCGTG
CCACTCCTGATGCTGTTATG
CAGGAGCCTGAAGTTCTCAG
AATGGCCCCTGCTGTCGTGC
TGCACGGCCAGCTCTGCTTC
AGGACGCGCTAGTGTTCTTC
CCAGGCTGAACCGGGTATATG
TCTTTTGCGTCGCCAGCCGAGC
TGACCAGGCGCCCAATACGACC
GACACTCCCCAGTCTTTCAGG
CAGTTGAGGCAGGGTAGAGC
CCCTCCAGAAGAGGAAACCGGAGA
GGCACGTCTGTGTCAGGTGAGG
ATCCTGGAGGGCCGCACCGA
AGGGGGTCCAGGTCGCTAGGC
GATGTACTAGTCCGGGCACCCCC
GTGCCCTGGCAGTCAGTAGGTTG
TCGACTCTCAACGGCACCCGA
TGACCGGCGTCGGGGAGTAG
AAAAGCTTCACTCTGACCAT
TAGTTAACGTTGTCGGTGTA
TCGGCAGCGGGTTCTTTGGG
CCATCGCTCCCGGCTGTTGG
TTCGGAGAGTTCTGGGATTGTA
TGGACTGTTCTTCACTCTTGGC

Zur Quantifizierung der reifen miRNA wurde sowohl das miScript-System (Qiagen) als auch

das TagMan-System von Life Technologies verwendet. Fir das miScript-System wurden

300 ng RNA aus der miRNA angereicherten Fraktion mit dem miScript II RT Kit (Qiagen)

umgeschrieben. Die cDNA wurde anschlieend verdiinnt, sodass 3 ng pro qRT-PCR-Reaktion

eingesetzt werden konnten. Die qRT-PCR wurde an dem LightCycler480 (Roche) durchgefihrt
und hierbei das miScript SYBR® Green PCR Kit (Qiagen) verwendet. Das PCR-Programm

bestand aus folgenden Schritten.

Tabelle 17: gRT-PCR Programm zur Quantifizierung der miRNA

Programmschritt | Temperatur [°C] | Zeit | Zyklen
Aktivierung der Polymerase 95 15 min 1x
Denaturierung 94 15 sec 45x
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Programmschritt Temperatur [°C] Zeit Zyklen
Primer-Anlagerung 55 30 sec

DNA-Synthese 70 30 sec

Messung 78 1 sec 1x
Schmelzkurve 60— 97 Messung in 5°C Schritten 1x

Die Berechnung erfolgte ebenfalls nach der AACT-Methode und als Referenzgene dienten

SNORDG68 sowie RNU6-2 [196]. Folgende Primer wurden zur Analyse von Qiagen verwendet.

Tabelle 18: Ubersicht der verwendeten Primer zur Messung der miRNA

Name Bestellkodierung
hsa-RNUG6-2 MS00033740
hsa-SNORDG68 MS00033712
hsa-miR-144-3p MS00020328
hsa-miR-451a MS00004242
hsa-miR-126-3p MS00003430
hsa-miR-27a-3p MS00003241
hsa-miR-223-3p MS00003871
hsa-miR-28-3p MS00009254
hsa-miR-222-3p MS00007609
hsa-miR-221-3p MS00003857
hsa-mir-146-5p MS00003535
hsa-miR-150-5p MS00003577
hsa-miR-34a-5p MS00003318

Fir die Quantifizierung der reifen miRNA mit dem TagMan-System (Life Technologies) wurden

50-100 ng RNA spezifisch mit einer Primermischung aus den gewtinschten Primern durch die

reverse Transkriptase umgeschrieben. Dabei wurden folgende TagMan-Sonden verwendet.

Tabelle 19: Ubersicht der verwendeten TagMan-Sonden zur Messung der miRNA

Name Bestellkodierung
hsa-RNU6B 001093
hsa-RNU48 001006
hsa-miR-144-3p 197375_mat
hsa-miR-451a 001141

Die reverse Transkription erfolgte nach dem folgenden Programm.

Tabelle 20: PCR-Programm der reversen Transkription

Temperatur [°C]

| Zeit

16

| 30 min
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Temperatur [°C] Zeit

42 30 min
85 5 min
4 15}

Zur Analyse der Proben mittels qRT-PCR wurden diese anschlieliend 1:1 verdinnt und
zusammen mit weiteren Komponenten vermischt. Die Messung an dem LightCycler480
(Roche) erfolgte in einer 96 Well-Platte und in Triplikaten. Die folgenden PCR-Parameter

wurden eingestellt.

Tabelle 21: gRT-PCR Programm zur Quantifizierung der miRNA mittels TagMan

Programmschritt Temperatur [°C] Zeit Zyklen
Aktivierung der Polymerase 95 10 min 1x
Denaturierung 95 15 sec

Anlagerung & Synthese 60 60 sec 40x

Die anschlieRende Berechnung der relativen miRNA-Expression erfolgte nach der AACT-
Methode unter Normalisierung der Ergebnisse auf die Referenzgene und als Bezugspunkte

fungierten Messungen mit den jeweiligen Kontrollzellen [196].

Zur Quantifizierung von Chromatin-Immunoprazipitations-DNA (ChIP) wurden 2-3 pl des
Chromatins flir eine Doppel- bzw. Dreifachbestimmung verwendet. Die gqRT-PCR wurde an
dem LightCycler480 (Roche) durchgefihrt und die PCR-Ansatze setzten sich wie folgt
zusammen: 25 pul SYBR-Mix (MESA BLUE gPCR MasterMix Plus for SYBR® Assay,
Eurogentec), 0,5 ul forward-Primer (10 pmol/ul), 0,5 ul reverse-Primer (10 pmol/ul), 21-22 ul
H2O und 2-3 pyl Chromatin. Die Komponenten wurden vermischt und in eine 96 Well-Platte

Uberfuhrt. Das PCR-Programm wurde wie folgt gewahlt.

Tabelle 22: gRT-PCR Programm zur Quantifizierung der ChiIP-DNA

Programmschritt Temperatur [°C] Zeit Zyklen
Aktivierung der Polymerase 95 5 min 1x
Denaturierung 95 20 sec

Primer-Anlagerung 60 20 sec 50-60x
DNA-Synthese 72 20 sec

Messung 78 1 sec 1x
Schmelzkurve 60 —95 Messung in 5°C Schritten 1x

Eine Ubersicht der verwendeten Primer findet sich in der Tabelle 23.
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Tabelle 23: Ubersicht der verwendeten Primer zur Messung der ChIP-DNA

Name

Nukleotidsequenz 5" >3°

Chromosom 18 forw
Chromosom 18 rev

GAPDH Promoter forw
GAPDH Promoter rev

GpA Promoter forw

GpA Promoter rev
miR-144/451 Promoter 1 forw
miR-144/451 Promoter 1 rev
miR-144/451 Promoter 2 forw
miR-144/451 Promoter 2 rev
miR-144/451 Promoter 3 forw
miR-144/451 Promoter 3 rev
miR-144/451 Enhancer 1 forw
miR-144/451 Enhancer 1 rev
miR-144/451 Enhancer 2 forw
miR-144/451 Enhancer 2 rev
miR-144/451 Enhancer 3 forw
miR-144/451 Enhancer 3 rev
miR-144/451 negativ Kontrolle forw
miR-144/451 negativ Kontrolle rev
OGG1 Promoter forw

OGG1 Promoter rev

ACTCCCCTTTCATGCTTCTG
AGGTCCCAGGACATATCCATT
GCTACTAGCGGTTTTACGGGCG
TGCGGCTGACTGTCGAACAGG
CAGGCGCTTAACAACTTGCATCA
CATACATCCTGAGATCATGAGCTG
CCTGGGCTGTGCCTGACCAC
AGCACTGTGAGGGGCTGGGG
CCGGTATGATAAAAGGCAAGCAG
AAGGTTCCCTTTGGTCACACTAA
GTGAGAAAAGGCCTTCTAGGGAA
CTTTTATCATACCGGTCCCTCCC
CTTCCTGTTCCTCTGAGTCATGC
GAGAAACTGAAGGCAGAGAGGAG
GGCTCCTGATAAACAGAAGGCTG
GGATTGCTGTGAGTAGGGTGTG
CTGTCTGTGGGGTTTCTGAGTAG
GTGAGGCATTGTCGTTATGTCTG
GTGTTACTTCTGCAGGGAAGTCT
TGAATAAACAAGGCCCTCATGACT
AACCACCGCTCATTTCACCTAGA
CCCACCCTGATTTCTCATTGGC

Mittels der gemessenen Ct-Werte konnte die Anreicherung bezogen auf den Input mit

folgender Formel berechnet werden: 100*2*(Ct100% input — Ctchip-ip).

3.3.4. miRNA-Sequenzierung

Zur Bestimmung differentiell exprimierter miRNAs wurden RNA-Proben im Transkriptom-
analyselabor in Géttingen untersucht. Hierfur wurden K562 Zellen in biologischen Triplikaten
mit den lentiviralen Uberexpressionsvektoren pSIEW und pSIEW-RUNX1 transduziert. Die
totale RNA wurde mit Hilfe des ,miRNeasy Mini Kits“ isoliert und anschlieRend mit DNAse |
(Sigma) behandelt, um eine Kontamination mit DNA zu vermeiden. Zur Erstellung der RNA-
Bibliothek wurde das ,TruSeq Small RNA Sample Preparation Kit“ (lllumina; catalog RS-200-
0012) verwendet. Die exakte Quantifizierung der cDNA-Bibliotheken wurde mit dem
QuantiFluorTM dsDNA System (Promega) durchgefuhrt, anschlielend wurden diese
amplifiziert und sequenziert mittels ,cBot and HiSeq 2000“ (lllumina SR, 1x51 bp, 4 GB pro
Probe). Die Sequenzierungsdaten konnten mit der lllumina Software BaseCaller zu bcl-

Dateien umgewandelt werden, die wiederum die fastq-Dateien durch das Programm CASAVA
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(Version 1.8.2) ergaben. Eine Qualitatsprifung erfolgte mit FastQC (Version 0.10.1, Babraham
Bioinformatics) und unterschiedlich exprimierte kleine RNA-Molekile konnten mit Hilfe der
OASIS Plattform (Pubmed ID 25701573) identifiziert werden.

3.3.5. Chromatin-Immunoprazipitation (ChiP)

Mittels Chromatin-Immunoprazipitation kann die Interaktion von Proteinen mit der DNA
analysiert werden. Hierfiir wurden 5*10° bis 1*10” Zellen geerntet und in 10 ml RPMI-Medium
resuspendiert. Durch die Zugabe von 0,75 % (v/v) Formaldehyd fur 15 min bei
Raumtemperatur wurden die Protein-DNA-Komplexe kovalent miteinander verbunden. Diese
Reaktion wurde durch die Zugabe von 125 mM Glycin fir 5 min bei Raumtemperatur gestoppt.
Die Zellen wurden anschliefend drei Mal mit kaltem PBS gewaschen und final bei 4°C und
1200 g fur 5 min pelletiert. Das Pellet wurde in 600 pl bzw. 1200 pyl ChlP-Lyse-Puffer mit
Proteaseinhibitor resuspendiert und fur 45 min auf Eis inkubiert. Zur Fragmentierung der DNA
in ca. 1000 Basenpaar grof3e Sticke, wurde das Lysat mit dem Ultrasschallgerat Bioruptor
(Diagenode) sonifiziert. Zur Abtrennung der Zelltrimmer wurde die Probe flr 4 min bei 4°C
und 8000 g zentrifugiert. Das Chromatin im Uberstand wurde sofort verwendet oder aber

aliquotiert und bei -80°C gelagert.

Fir die Immunoprazipitationen wurden zunachst Protein G-Beads (Life Technologies)
vorbereitet. Hierfir wurden 50 pl Beads mit RIPA-Puffer gewaschen und anschlieRend mit
100 ng Lachssperma DNA pro ul Beads fur 30 min bei 4°C inkubiert. In einem weiteren
Inkubatiosschritt erfolgte die Blockierung mit Roti-Block fur 45 min bei 4°C. Die blockierten
Beads wurden anschlieRend in 300 pl RIPA-Puffer aufgenommen. Die Ansatze der ChIPs
setzten sich wie folgt zusammen: 25 ug Chromatin, 20 yl Beads, 3-5 ug Antikérper und
Proteaseinhibitor. Mit RIPA-Puffer wurden die Anséatze auf eine Konzentration von 0,1 % SDS
aufgefullt. Die Proben wurden bei 4°C unter kontinuierlicher Rotation Gber Nacht inkubiert. Fur
die Input-Probe wurden 25 pug Chromatin versetzt mit Proteaseinhibitor bei 4 °C gelagert. Am
nachsten Tag wurden die magnetischen Beads mit Hilfe von magnetischen Standern drei Mal
mit dem Waschpuffer 1 und anschlieRend mit dem Waschpuffer 2 fir jeweils 10 min bei 4°C
unter kontinuierlicher Rotation gewaschen. Beim Wechseln des Waschpuffers wurde ebenfalls
das Reaktionsgefald gewechselt. Anschlieiend wurden die Beads in 120 ul Elutionspuffer
resuspendiert und fir 30 min bei 30°C und 1000 rpm inkubiert. Hierdurch I6sten sich die
Protein-DNA-Komplexe von den Beads. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefaR
Uberfiihrt und mit 5 pl Proteinase K versetzt. Ab hier wurden die Input-Proben mitgeflihrt. Daflr
wurde das Volumen mit Elutionspuffer auf 120 pl aufgefiillt und ebenfalls 5 pl Proteinase K

hinzugegeben. Die Proteinase K baute im nachfolgenden Schritt die Proteine ab, sodass die
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zuvor stabilisierten DNA-Protein-Komplexe zerfielen. Hierfir erfolgte eine Inkubation der
Proben bei 65°C fir 5 Stunden. Das Chromatin wurde abschliefend mit Hilfe des ,ChIP DNA

Clean & Concentrator Kits“ (Zymo Reasearch) aufgereinigt und in 40 pl eluiert.

Tabelle 24: Zusammensetzung der verwendeten Puffer fur ChIP

Name Zusammensetzung

1xPBS 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NazHPOs4, 1,7 mM KHzPO4

50 mM HEPES-KOH pH 7,5; 140 mM NaCl; 1 mM EDTA pH 8,0; 1 % Triton-X-
100, 1 % Natrium-Deoxycholat; 0,4 % SDS

50 mM Tris-HCI pH 8; 150 mM NaCl; 2 mM EDTA pH 8,0; 1 % NP-40; 0,5 %
Natrium-Deoxycholat

0,1 % SDS; 1 % Triton-X-100; 2 mM EDTA pH 8; 150 mM NaCl; 20 mM Tris-HCI

ChIP-Lyse-Puffer

RIPA-Puffer

Waschpuffer 1

pH 8

0,1 % SDS; 1 % Triton-X-100; 2 mM EDTA pH 8; 500 mM NaCl; 20 mM Tris-HCI
Waschpuffer 2

pH 8
Elutionspuffer 1 % SDS; 100 mM NaHCOs3
SDS 1 mg/mlin H20

3.3.6. Gesamtzellextrakten

Zur Herstellung von Gesamtzellextrakten wurden die Zellen nach dem Ernten und Pelletieren
mit PBS gewaschen und 350 ul RIPA-Puffer versetzt. Proteaseinhibitor wurde hinzugefligt und
nachdem die Zellen fur 5 min auf Eis inkubierten, wurde 2 ul NP-40 zugegeben und die Probe
gut gemischt. Nach einer Inkubation von 20 min auf Eis wurden die Proben fir 10 min bei 4°C
sowie 15000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde aliquotiert, 1:4 mit Proteinladepuffer

versetzt und anschlieRend direkt verwendet werden.

Tabelle 25: Zusammensetzung der verwendeten Puffer zur Herstellung von Gesamtzellextrakten

Name Zusammensetzung
1xPBS 137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na2HPO4, 1,7 mM KH2PO4
50 mM Tris-HCI pH 8; 150 mM NaCl; 2 mM EDTA pH 8,0; 1 % NP-40; 0,5 %
RIPA-Puffer
Natrium-Deoxycholat
20% NP-40 2 mlI NP-40 in 10 ml H20
4x Protein-Ladepuffer 500 mM Tris pH 6,8; 4 % SDS; 30 % Glycerol; 40 mM DTT; Bromphenolblau

3.3.7. Luciferase Assay

Fir den Luciferase Assay wurden die Hek293T und K562 Zellen 48 Stunden nach der
Transfektion geerntet und mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden mit 90 pl Luciferase-
Lysepuffer fir 15 min auf Eis lysiert. Die Zelltrimmer wurden anschliel3end runter zentrifugiert

und 10 ul des Lysats wurde in eine 96-Well-Platte pipettiert. Durch die Zugabe des Luciferase-
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Puffers katalysiert die Luciferase die Oxidation des Luciferins, wobei Licht emittiert wird.
Dieses wird im Luminometer Microlumat LB96P bei einer Wellenlange von 562 nm gemessen.

Die Messung des Luciferase-Lysepuffers dient hierbei als Basalwert der gesamten Messung.

Tabelle 26: Zusammensetzung der verwendeten Puffer fur Luciferase Assay

Name | Zusammensetzung
Luciferase-Lysepuffer 50 mM Tris pH 7,4; 1 % Triton X-100; 50 mM NaCl
Luciferase-Puffer 21,625 mM Glycylglycin; 1 mM ATP; 10 mM MgSOs; 0,075 mM Luciferin

Zur Kontrolle der Transfektionseffizienz wurde ein Vektor co-transfiziert, der flr die [3-
Galaktosidase kodiert. Dies ermdglicht die Normalisierung der Luciferasewerte beztliglich der
einzelnen Transfektionseffizenzen. Zur Aktivitdtsmessung der (3-Galaktosidase wurden 10 pl
des Lysats in eine 96 Well-Platte pipettiert und mit 100 ul B-Galaktosidasepuffer versetzt. Die
Messung der Gelbfarbung, die aus der Hydrolyse des o-Nitrophenyl-B3-D-galaktopyranosid
(ONPG) zu Galaktose und ortho-Nitrophenol resultierte, erfolgte mit dem SPECTRAmax™340
(Molecular Devices, Sunnyvale) und dem Programm SPF SoftMaxPro bei einer Wellenlange

von 420 nm.

Tabelle 27: Zusammensetzung der verwendeten Puffer fir 3-Galaktosidase Assay
Name Zusammensetzung

11,1 mM MgClz; 50 mM 3-Mercaptoethanol; 3,25 mM ONPG;
74,4 mM Natrium-Phosphat pH 7,5

B-Galaktosidasepuffer

Natrium-Phosphat-Lésung
(100 mM)
ONPG 13,28 mM in 100 mM Natrium-Phosphat-Lésung

82 mM NazHPO4*2H20; 18 mM NaH2PO4*2H20

3.4. Zellbiologische Methoden

3.41. Zelllinien

Tabelle 28: Ubersicht der verwendeten Zelllinien

Name Zelltyp Medium

Hek293T humane embryonale Nierenzellen DMEM

K562 humane Leuké@miezelllinie aus einem CML-Patienten RPMI

TF-1 humane Erythroleukamie-Zelllinie RPMI

Kasumi-1 akute myeloische Leukamie-Zelllinie (AML FAB M2) RPMI

CD34 humane Stammzellen positiv flir CD34, isoliert aus dem peripheren | SFEM mit Zytokinen
Blut von Spendern versetzt
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3.4.2. Kultivierung humaner Zelllinien

Die in der Tabelle 28 aufgelisteten Zelllinien wurden im Brutschrank bei 37°C, 95 % relativer
Luftfeuchtigkeit und 5 % CO: kultiviert. Das DMEM- bzw. RPMI-Medium der Hek293T bzw.
K562 Zellen wurde mit 1 % Penicillin/Streptomycin, 2 mM L-Glutamin sowie 10 % fotalem
Kalberserum versetzt. Dem RPMI-Medium der TF-1und Kasumi-1 Zellen wurde 20 % fotalem
Kalberserum, 1 % Penicillin/Streptomycin und 2 mM L-Glutamin beigefugt und die TF-1 Zellen
bendtigten zusatzlich 2 ng/ml GM-CSF zur Kultivierung.

3.4.3. Einfrieren und Auftauen humaner Zelllinien

3*10¢ Zellen wurden in 1 ml fotalem Kalberserum mit 10 % DMSO langsam in einer mit
Isopropanol gefiiliten Einfrierbox abgekuhlt. AnschlieRend wurden die Zellen bei -80°C bzw.

im flissigen Stickstoff gelagert.

Zellen, die in Kultur genommen werden sollten, wurden schnell bei 37°C aufgetaut und in das

jeweilige Medium Uberflihrt. Nach 24 Stunden wurde das Medium vollstandig ausgetauscht.

3.4.4. Differenzierung humaner Zelllinien in Richtung Erythrozyten und
Megakaryozyten

Fur die Differenzierung von K562 Zellen in Richtung Erythrozyten bzw. Megakaryozyten

wurden 2*108 Zellen in einer 10 cm-Schale ausgesat. Fiir die Megakaryozytendifferenzierung

wurde dem Kultivierungsmedium 30 nM TPA (12-o-tetradecanoylphorbol-13-acetate) zugefligt

und fir die Induktion der erythroiden Differenzierung wurden die Zellen mit 30 yM Hemin

inkubiert.

3.4.5. Isolierung humaner hamatopoetischer Stammzellen aus peripherem
Blut

Die durch G-CSF mobilisierten hamatopoetischen Stammzellen von gesunden Spendern
wurden apheretisch isoliet und freundlicherweise von der Arbeitsgruppe Bonig,
Blutspendedienst Frankfurt zur Verfugung gestellt. Die peripheren mononuklearen Zellen
wurden zunachst von den Lymphozyten und Monozyten durch Dichtegradienten-
Zentrifugation mittels Ficoll abgetrennt [197]. Unter Verwendung des ,CD34 Microbead Kits"
(Milenyi Biotec) wurden die CD34+ Zellen durch positive Selektion anschlieRend nach
Angaben des Herstellers isoliert. Die isolierten CD34+ Zellen wurden auf ihre Reinheit mittels
Durchflusszytometrie (FACS = fluorescence-activated cell sorting) hin untersucht. CD34+
Zellen, die nicht sofort verwendet wurden, wurden in dem ,,CryoStor CS10 Medium* (Stemcell

Technologies) resuspendiert und bei -80°C gelagert.
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3.4.6. Kultivierung primarer humaner hamatopoetischer Stammzellen

hCD34+ Zellen wurden in Serum freiem Medium (Stemcell Technologies) unter Zugabe von

Zytokinen in einer Zelldichte von 5*10° Zellen/ml Medium expandiert. Das Medium setzte sich

wie folgt zusammen [198].

Tabelle 29: Zusammensetzung des Expansionsmediums humaner CD34+ Zellen

Bezeichnung

Konzentration

rekombinanter humaner Stammzellfaktor (SCF)
rekombinanter humaner FIt3-Ligand
humanes Interleukin-3 (IL-3)

humanes Interleukin-6 (IL-6)

100 ng/ml
100 ng/ml
20 ng/ml
20 ng/ml

3.4.7. Differenzierung humaner CD34+ Zellen zu Erythrozyten und

Megakaryozyten

Die Differenzierung von hCD34+ Zellen zu Erythrozyten bzw. Monozyten erfolgte in speziellem
Differenzierungsmedium Uber einen Zeitraum von 9 bis 12 Tage. Der Differenzierungsstatus
wurde mittels Durchflusszytometrie kontrolliert. Hierfir wurden die Espression der
Oberflachenmarker Glycophorin A (GYPA) und CD71 fir die erythroide Differenzierung und
CD41 fur die megakaryozytare Differenzierung gemessen. Fir das Eythrozyten-
Differenzierungsmedium wurde das Serum freie Medium |l (Stemdell Technologies) mit

folgenden Zusatzen versetzt [198].

Tabelle 30: Zusammensetzung des Differenzierungsmediums humaner CD34+ Zellen zu Erythrozyten

Bezeichnung Konzentration
rekombinanter humaner Stammzellfaktor (SCF) 20 ng/ml
humanes Interleukin-3 (IL-3) 5 ng/ml
Erythropoietin (EPO) 3 U/ml
Dexamethason 2 uM

Estradiol 0,2 uyM

Das megakaryozytare Differenzierungsmedium bestand ebenfalls aus dem Serum freien
Medium Il (Stemcell Technologies) und wurde mit dem Zytokincocktail ,StemSpan

Megakaryozyten Expansionsmix“ (Stemcell Technologies) versetzt.

Die Differenzierung von hCD34+ Zellen in Richtung der megakaryozytaren-erythroiden
Vorlauferzellen (MEP = Megakaryocyte-erythroid progenitor) erfolgte in einem kombinierten
Differenzierungsmedium [199]. Dieses bestand neben dem Serum freien Medium Il (Stemcell

Technologies) aus folgenden Zusatzen.
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Tabelle 31: Zusammensetzung des Differenzierungsmediums humaner CD34+ Zellen zu Erythrozyten-
Megakaryozyten-Vorlauferzellen

Bezeichnung Konzentration
rekombinanter humaner Stammzellfaktor (SCF) 100 ng/ml
humanes Interleukin-3 (IL-3) 10 ng/ml
Erythropoietin (EPO) 0,5-3 U/ml
humanes Interleukin-6 (IL-6) 10 ng/ml
Thrombopoietin (TPO) 50 ng/ml
L-Glutamin 2mM

Nach 7 Tagen wurde die Konzentration des Erythropoietin von 0,5 U/ml auf 3 U/ml erhéht und

nach 10 Tagen erfolgte die Ernte der Zellen.

3.4.8. Koloniebildende Wachstumsversuche mit dem humanen Colony
Formation Units — Assay (CFU — Assay)

Mit Hilfe des CFU-Assays konnte die Differenzierung von hCD34+ Zellen, die durch
Transduktion modifiziert wurden, analysiert werden. Hierflir wurden die hCD34+ Zellen nach
einer dreitagigen Kultivierung in Expansionsmedium lentiviral transduziert. Die erfolgreich
transduzierten hCD34+ Zellen wurden anhand ihres GFP-Signals am FACSAria (BD
Biosciences, Heidelberg) sortiert. AnschlieRend wurden die Zellen fir zwei weitere Tage in
Expansionsmedium kultiviert, bevor diese in das Methylcellulose-Medium (StemMACS HSC-
CFU mit Epo, human) Uberfiihrt wurden. 1*10* sortierte hCD34+ Zellen wurden in 300 pl
SFEM-Medium versetzt mit 3 % Penicillin/Streptomycin aufgenommen und zu 3 ml des
zahflissigen Methylcellulose-Mediums gegeben. Nach intensiven Mischens wurden jeweils
1,4 ml des Mediums in eine 35 mm groRe Zellkulturschale Uberflhrt. Das Medium ist mit
folgenden Zytokinen versetzt: rekombinanter humaner Stammzellfaktor (SCF), humanes
Interleukin-3 (IL-3), humanes Interleukin-6 (IL-6), Erythropoietin (EPO), Granulozyten
Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor (GM-CSF), Granulozyten Kolonie-stimulierender
Faktor (G-CSF). Diese Zytokinzusammensetzung ermdglicht den hCD34+ Zellen zu
proliferieren und in verschiedene Zelltypen zu differenzieren. Die hohe Viskositat des
Methylcellulose-Mediums fuhrt dabei zur Ausbildung abgegrenzter Kolonien, da sich die Zellen
nicht frei im Medium verteilen kdnnen. Nach 12 Tagen erfolgte die Zuordnung der Kolonien

durch mikroskopische Analysen.

3.4.9. Herstellung lentiviraler Partikel

Zur Herstellung der lentiviralen Partikel wurden 1,4*10” Hek293T Zellen in einer T175

Zellkulturflasche ausgesat. Nach 24 Stunden erfolgte die Transfektion mit folgendem Ansatz:
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28,8 ug lentivirales Plasmid (pLeGO-G2, pLeGO-iG2, pSEW, pSIEW, pGIPZ), 10,1 ug
Hullproteinplasmid (pMDG2-VSV-G), 18,7 ug Verpackungsplasmid (pCMVdelta8 91/M334)
und 144 pg Transfektionsreagenz Polyethylenimin (1 mg/ml) in 430 yl DMEM ohne Zusatze.
Die Ansatze wurden gemischt, fur 20 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlielend auf
die Hek293T Zellen gegeben. Nach 24 Stunden erfolgte ein Mediumswechsel und nach

weiteren 48 bis 96 Stunden wurde der Virusuberstand gesammelt und bei 4°C gelagert.

3.4.10. Ultrazentrifugation lentiviraler Partikel

Durch das Aufkonzentrieren der Viruspartikel konnte die Transduktionseffizienz effektiv
gesteigert werden. Hierfir wurde der gesammelte Virusiberstand zunachst durch
Zentrifugation fiir 5 min bei 1500 rpm von Zellresten getrennt und anschliel3end mit Hilfe eines
22 um Filters steril filtriert. Der Uberstand wurde in Zentrifugationsréhrchen (BD Biosciences
#326823, Heidelberg) Uberfuhrt und mit einer 20 %-igen Saccharoselésung unterschichtet. Fur
zwei Stunden bei 25000 rpm und 4°C erfolgte die Ultrazentrifugation in einer BD L8-60M
Zentrifuge mit dem Rotoreinsatz SW-Ti 32. AnschlieRend wurde der Uberstand vollstéandig
entfernt und die Viruspartikel in sterilem PBS resuspendiert. Bis zur Verwendung wurden die

Viruspartikel bei -80°C gelagert.

Tabelle 32: Zusammensetzung der verwendeten Puffer flr die Ultrazentrifugation lentiviraler Partikel

Name | Zusammensetzung
20%-ige Saccharoseldsung 200 g D(+)-Saccharose in 1 | H20, steril
1xPBS 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM NazHPOs4, 1,7 mM KHzPO4

3.4.11. Transduktion humaner hamatopoetischer Zellen

Fur die Transduktion der Zelllinien K562 bzw. TF-1 wurden 1,4*10° Zellen in 3 ml
Kultivierungsmedium aufgenommen und in ein Loch einer 6 Well-Platte Uberflhrt. Dem
Medium wurden 12 pg Protaminsulfat und 200 pl des konzentrierten Virus beigefigt. Die Platte
wurde anschliefliend bei 30°C und 2000 rpm fir 60 min zentrifugiert. Nach vier Stunden
wurden die Zellen mit zusatzlich 2 ml frischen Medium versorgt. Am darauffolgenden Tag
erfolgte die zweite Transduktion nach identischen Prozedere. 12 bis 24 Stunden nach der
letzten Transduktion wurden die Zellen pelletiert und in virusfreies Kultivierungsmedium
Uberflhrt.

Fur die Transduktion der hamotopoetischen Stammzellen hCD34+ wurden 5*10° Zellen in 1 ml
Expansionsmedium aufgenommen und in ein Loch einer 24 Well-Platte ausgesat.
AnschlieRend wurden 200 ul Virus und 3,2 ug Protaminsulfat (400 ug/ml) auf die Zellen
gegeben. Die Platte wurde ebenfalls bei 30°C und 2000 rpm flr 60 min zentrifugiert. Am

45



darauffolgenden Tag erfolgte entweder die zweite Transduktion oder die hCD34+ Zellen
wurden pelletiert und nachfolgend in das jeweilige Expansions- bzw. Differenzierungsmedium
uberfuhrt.

3.4.12. Transiente Transfektion humaner Zelllinien

Die transiente Transfektion konnte zur Herstellung von Gesamtzellextrakten verwendet
werden. Hierfiir wurden 2*108 Hek293T Zellen in eine 10 cm Kulturschale in 10 ml Medium
ausgesat. Nach 24 Stunden erfolgte die Transfektion mit folgendem Ansatz: 2 ug Plasmid und
18 ug Polyethylenimin (1 mg/ml) in 200 yl DMEM ohne Zusatze. Vier Stunden nach der

Transfektion wurde das Medium gewechselt.

Fir den Luciferase Assay wurden 9*10* Hek293T bzw. 2,5*10° K562 Zellen pro 500 pl in 24-
Well-Platten zur Transfektion ausgesat. Nach 24 Stunden wurden folgende Ansatze auf die
Zellen pipettiert: 75 yl DMEM bzw. RPMI-Medium ohne Zusatze, 3 ul Transfektionsreagenz
Metafectene, 250 ng B-Galactosidase-Plasmid, 250 ng Promotor- bzw. Enhancer-Plasmid und

500 ng Plasmid der Transkriptionsfaktoren.

3.4.13. FACS-Analyse (fluorescence activated cell sorting)

Mit Hilfe der FACS-Analyse kann die Exposition von Oberflachenproteinen ermittelt werden.
Hierfir wurden humane Zellen mit den entsprechenden Antikérpern, die einen konjugierten
Farbstoff besalen, inkubiert und anschlieliend im FACSCanto (BD Biosciences, Heidelberg)
unter Verwendung der FACSDiva Sotware (BD Biosciences, Heidelberg) analysiert. Fur die
Farbung wurden 2*10° Zellen mit PBS gewaschen und anschlieRend fiir 10 min mit dem FcR
Blockierungsreagenz (Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach) bei 4°C inkubiert. Hierdurch sollten
unspezifische Bindungen an Fc-Rezeptoren verhindert werden. Die Zellen wurden
nachfolgend zwei Mal mit PBS gewaschen und mit dem jeweiligen Antikérper fir 20 min bei
4°C im Dunkeln inkubiert. Final wurden die Zellen zwei Mal gewaschen mit PBS und in 250 pl

PBS aufgenommen. AnschlieBend konnte die Analyse mittels FACS erfolgen.

Folgende Antikérper wurden von der Firma Miltenyi Biotec bezogen: CD34-APC zur
Untersuchung des Stammzellcharakters, CD235a (GPYA)-APC und CD71-APC zur Analyse
der erythroiden Differenzierung und CD42b-APC zur Untersuchung der Megakaryozyten-
Differenzierung. Fir letzteres wurde ebenfalls ein CD41-APC Antikérper der Firma BioLegend

(Fell) verwendet.
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4. Zielsetzung

Wahrend der Hamatopoese entstehen aus pluripotenten Stammzellen reife Erythrozyten, die
fur den Sauerstofftransport essentiell sind [20, 21]. Die Regulation des Differenzierungs-
prozesses bedarf hierbei einer Vielzahl unterschiedlicher Faktoren. Tal1 und RUNX1 zahlen
u.a. zu den essentiellen Transkriptionsfaktoren und sind innerhalb des Regulationsprozesses
sehr wichtig. Daraus folgend sind sie besonders haufig Ziel genetischer Modifikationen
wahrend der Auspragung von Leukamien [3, 4]. So fihrt die chromosomale Translokation
1(8;21)(g22;922) zur Entstehung des leukamischen Fusionsproteins RUNX1-ETO [10, 68]. Die
Anwesenheit von RUNX1-ETO beeinflusst die Repression sowie Aktivierung einer Vielzahl
von unterschiedlichen Genen, die vermehrt mit der direkten Induktion als auch Progression
der akuten myeloischen Leukdmie im Zusammenhang stehen [138, 142]. Hierbei sind eine
groRe Anzahl von RUNX1-Zielgenen betroffen, da RUNX1-ETO ebenfalls Gber die RHD
Domane an DNA-Sequenzen mit dem RUNX1-Bindemotiv binden kann [124]. Neben der
Expression klassischer proteinkodierender Gene ist auch die Regulation verschiedener
microRNAs durch die Anwesenheit von RUNX-ETO beeinflusst. MiRNAs sind sowohl bei der
Erhaltung der HSCs als auch wahrend des Differenzierungsprozesses in die verschiedenen
Linien von Bedeutung. FUr die miR-451 konnte gezeigt werden, dass die Expression
vornehmlich auf die erythroide Differenzierungslinie beschrankt ist. Dartiber hinaus ist die miR-
451 essentiell fur die terminale Erythropoese und die Aktivierung des Lokus erfolgt spezifisch
durch den erythroiden Transkriptionsfaktor GATA1 wahrend der erythroiden Differenzierung
[7, 200, 201].

Ziel dieser Arbeit war die Identifizierung von microRNAs, die einen Einfluss auf die humane
erythroide-megakaryozytare Differenzierung austben. Hierbei sollte zunachst mittels miRNA-
Sequenzierung von RUNX1 Uberexprimierenden K562 Zellen festgestellt werden, ob miRNAs
im Vergleich zur Kontrolle differentiell exprimiert sind. Dabei kristallisierte sich heraus, dass
die miR-451 durch die Uberexpression von RUNX1 reprimiert wird. Da die bisherigen
Ergebnisse zur miR-451 auf Studien im Mausmodel bzw. Zebrafisch beruhen, sollten diese im
humanen System eruiert werden. Hierfir wurde die Expression der miR-451 zunachst in
unterschiedlichen humanen Zelllinien sowie hCD34+ Zellen untersucht, sowie anschlieRend
wahrend der erythroiden sowie megakaryozytaren Differenzierung. Da die miR-451 fir die
erythroide Differenzierung von groller Bedeutung ist und diese wahrend der akuten
myeloischen Leukamie dereguliert wird, sollte weiterflihrend Uberprift werden, welchen
Einfluss das leukdmische Fusionsprotein RUNX1-ETO sowohl auf die Expression als auch

Epigenetik des miR-144/451 Lokus ausiibt. Die hieraus gewonnenen Ergebnisse sollen helfen,
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die Wirkweise von RUNX1-ETO wahrend der akuten myeloischen Leukamie weiter

aufzuschlisseln.
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5. Ergebnisse
5.1. miR-451 wahrend der Hamatopoese

5.1.1. Identifikation von miRNAs, die wahrend der erythroiden-megakaryo-
zytaren Differenzierung von Bedeutung sind

Zur ldentifizierung von miRNAs, die bei der Himatopoese von Bedeutung sind, wurden K562
Zellen lentiviral transduziert, sodass diese den Transkriptionsfaktor RUNX1 stabil
Uberexprimierten. Die totale RNA der modifizierten Zellen wurde mittels einer miRNA-
Sequenzierung hinsichtlich differentiell exprimierter miRNAs im Vergleich zu den
Kontrollzellen, die lediglich mit dem Leervektor transduziert wurden, untersucht. Es wurden
387 miRNAs identifiziert, die in den RUNX1 Uberexprimierenden Zellen eine signifikant
veranderte Expression aufwiesen (Anhang; Tabelle 35). Hiervon war die Expression von 244
miRNAs hochreguliert, wahrend die Expression von 143 miRNAs herabreguliert war
(Abbildung 9).

387 veranderte miRNAs

K562
RUNX1

244 hochreguliert

143 runterreguliert

Abbildung 9: Schematische Darstellung der Anzahl differentiell exprimierter miRNAs bei der miRNA-Sequenzierung
in RUNX1 Uberexprimierenden K562 Zellen.

Von den 387 veranderten miRNAs in den RUNX1 (berexprimierenden K562 Zellen war die Expression von 244
miRNAs hochreguliert. Bei 143 miRNAs wurde eine verminderte Expression gemessen.

Von diesen 387 differentiell exprimierten miRNAs konnten 30 miRNAs einer Rolle in der
Hamatopoese zugeordnet werden. Hierbei war die Expression von 27 miRNAs hoch- und 3
miRNAs herunterreguliert (Tabelle 33).

Tabelle 33: Liste der 30 regulierten miRNAs in RUNX1 Uberexprimierenden K562 Zellen, die wahrend der
Hamatopoese von Bedeutung sind

reife miRNA log2 fache Veranderung
hsa-miR-126-3p -1,21
hsa-miR-96-5p -0,85
hsa-miR-451a -0,74
hsa-miR-21-5p 0,42
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reife miRNA log2 fache Veranderung
hsa-miR-424-5p 0,71
hsa-miR-22-3p 0,79
hsa-miR-342-5p 0,98
hsa-miR-27a-3p 1,00
hsa-miR-223-3p 1,01
hsa-miR-146b-5p 1,03
hsa-miR-27b-3p 1,07
hsa-miR-144-3p 1,13
hsa-miR-15a-5p 1,18
hsa-miR-342-3p 1,53
hsa-miR-23a-3p 1,56
hsa-miR-142-5p 1,78
hsa-miR-181d-5p 1,79
hsa-miR-181b-5p 1,91
hsa-miR-34c-5p 1,94
hsa-miR-150-5p 2,21
hsa-miR-28-3p 2,21
hsa-miR-142-3p 2,24
hsa-miR-29a-3p 2,43
hsa-miR-181c-5p 2,45
hsa-miR-34a-5p 2,57
hsa-miR-222-3p 2,59
hsa-miR-28-5p 2,60
hsa-miR-10a-5p 2,91
hsa-miR-146a-5p 4,25
hsa-miR-221-3p 4,27

Da RUNX1 ein essentieller Transkriptionsfaktor wahrend der Megakaryozyten-Entwicklung ist,
lag der Fokus zur Validierung des miRNA-Sequenzierungsergebnisses auf den 11 miRNAs,
die in der Literatur beschrieben wurden, eine Rolle bei der erythroiden-megakaryozytaren
Differenzierung zu spielen (
Abbildung 10; Tabelle 34). Hierfir wurde die RNA der RUNX1 Gberexprimierenden Zellen bzw.

der Kontrollzellen auf die Expression dieser 11 miRNAs hin untersucht.
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miR-27a

miR-146a ~ MiR-28

miR-150

miR-ad/'
Megakaryozyte
MEE N
miR-126 ...

miR-144 T

miR-451 " mir-221 .
miR-222
miR-223

Erythrozyten

Abbildung 10: Schematische Darstellung der miRNAs, die an der erythroiden-megakaryozytaren Differenzierung
beteiligt sind.

Griiner Pfeil bedeutet eine positive Beeinflussung und der rote Pfeil verdeutlicht einen negativen Einfluss auf die
Differenzierung.

Tabelle 34: Liste der 11 miRNAs, denen Aufgaben wahrend der erythroiden bzw. megakaryozytaren
Differenzierung zugeschrieben werden

reife miRNA Bedeutung wéahrend der Erythropoese bzw. Megakaryopoese

hsa-miR-27a-3p erhohte Expression wahrend Megakaryopoese, Expression ist RUNX1 abhangig [166]

hsa-miR-28-3p negative Korrelation mit Expression des erythroiden Rezeptorproteins CD71 [169]

hsa-miR-34a-5p inhibiert Zellproliferation, begtinstigt Megakaryozytendifferenzierung [167, 202]

hsa-miR-126-3p erhohte Expression nach Induktion erythroider Differenzierung in K562 & hCD34+ Zellen
[203]

hsa-miR-144-3p im Cluster mit miR-451 lokalisiert, exprimiert wahrend Erythropoese [7]

hsa-miR-146a-5p erhohte Expression wahrend Megakaryopoese [204]

hsa-miR-150-5p fordert die Differenzierung von MEPs zu Megakaryozyten [168]

hsa-miR-221-3p inhibiert normale Erythropoese [205]

hsa-miR-222-3p inhibiert normale Erythropoese [205]

hsa-miR-223-3p erhohte Expression inhibiert Erythropoese [206]

hsa-miR-451a erhdhte Expression wahrend Erythropoese, wichtig fur erythroide Homdostase [7, 186]
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Abbildung 11: Validierung der miRNA-Sequenzierung.

K562 Zellen wurden lentiviral mit dem RUNX1-Uberexpressionsvektor transduziert. Die totale RNA erfolgreich
transduzierter Zellen wurde extrahiert und die reifen miRNAs mit Hilfe des miscript-Systems in qRT-PCR
Experimenten analysiert. Die Expression der miRNAs miR-27a, miR-28, miR-34, miR-146a, miR-150, miR-221,
miR-222 und miR-223 ist im Vergleich zur Leervektorkontrolle erhéht, wahrend die Expression der miRNAs miR-
126, miR-144 und miR-451 vermindert ist. Aus mindestens zwei unabhéangigen Experimenten mit jeweils drei
unabhangigen Werten wurde die Standartabweichung ermittelt und als Fehlerbalken dargestellt.

Die hochregulierte Expression der miRNAs miR-27a, miR-28, miR-34, miR-146a, miR-150,
miR-221, miR-222 und miR-223 aus dem Sequenzierungsexperiment konnte mittels gqRT-PCR
bestatigt werden. Die verminderte Expression der miRNAs miR-126 und miR-451 stimmte
ebenfalls im gRT-PCR-Experiment mit den Sequenzierungsdaten lberein (Tabelle 34). Nur
die Expression der miR-144 sollte nach den Sequenzierungsdaten hochreguliert sein, wurde
jedoch in der Uberpriifung im qRT-PCR-Experiment runterreguliert gefunden (Abbildung 11).
Da die miR-144 zusammen mit der miR-451 in einem Cluster lokalisiert ist, wiirde eine
beidseitige Herunterregulation in Anwesenheit von RUNX1 wahrscheinlicher sein. Somit

konnte die miRNA-Sequenzierung erfolgreich bestatigt werden.

5.1.2. Expression der miRNAs miR-144 und miR-451 wahrend der

erythroiden bzw. megakaryozytaren Differenzierung
Unter anderem Dore et al. [7] und Pase et al. [201] konnten zeigen, dass die miR-451 wahrend
der Erythrozyten-Differenzierung verstarkt exprimiert wird und zudem fir die erythroide
Differenzierung von grofRer Bedeutung ist, da die miR-451 eine regulatorische Wirkung auf den
Transkriptionsfaktor GATA1 hat. Daher wurde die Expression des Clusters in verschiedenen

Zellsystemen und wahrend der Differenzierung untersucht.
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Abbildung 12: miR-144/451 Expression in verschiedenen Zelllinien.

Die Expression des miR-144/451 Clusters wurde in den Erythroleukdmie-Zelllinien K562 und TF-1, sowie der
Monozyten-Zelllinie U937, der Nierenzellinie HEK293T und den AML-Zelllinien Kasumi-1 und SKNO1
nachgewiesen mittels qRT-PCR. Die Expression wurde prozentual zur Expression des Referenzgens GAPDH
berechnet.

Die Expression des miR-144/451 Clusters war in der Erythroleukamie-Zelllinie K562 am
hdchsten, wahrend die Expression des Clusters in der ebenfalls erythroleukamischen Zelllinie
TF-1 bzw. in der Monozyten-Zelllinie U937 sich auf dem niedrigeren Niveau der embryonalen
Nierenzelllinie HEK293T befand. Im Vergleich zur Zelllinie K562 wiesen die AML-Zelllinien
Kasumi-1 und SKNO1 eine verminderte Expression des miR-144/451 Clusters auf (Abbildung

12).

Flr die megakaryozytaren bzw. erythroiden Differenzierungsexperimente wurden K562, TF-1
und hCD34+ Zellen verwendet. Die erfolgreiche Differenzierung der jeweiligen Zellen wurde
mittels qRT-PCR spezifischer Differenzierungsgene oder FACS Uber deren Exposition an der
Zelloberflache hin untersucht. Zur Bestatigung der erythroiden Differenzierung wurde die
Expression des Oberflachenmarkers Glykophorin A (GYPA) bzw. des Transferrinrezeptors
(CD71) gemessen, die jeweils erhdht wahrend der Erythropoese vorliegt. Wahrend der
megakaryozytaren Differenzierung ist die Expression dieser erythroiden Gene reduziert,
jedoch die Expression des integralen Membranproteins CD41 (Integrin alpha chain 2b) erhéht
[34-37]. Die Expression von GYPA und CD71 war im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
erhoht in K562, die mit Hemin behandelt wurden, sowie in TF-1 und hCD34+ Zellen, deren
Medium EPO beigefugt wurde (Abbildung 13 A-C). Demnach war die erythroide

Differenzierung erfolgreich in den verschiedenen Zellsystemen induziert worden.
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Abbildung 13: Veranderung der Glykophorin A und CD71 Expression nach Induktion erythoider Differenzierung in
den Zelllinien K562 und TF-1 bzw. humanen CD34+ Zellen.

(A) K562 Zellen, die mit 30 uM Hemin behandelt wurden, wiesen eine erhdhte GYPA Expression im Vergleich zu
den unbehandelten Kontrollzellen auf. (B) TF-1 Zellen wurden mit 1 U EPO behandelt, wodurch die Expression von
GYPA sowie CD71 stark anstieg. (C) Humane CD34+ Zellen wurden in dem erythoiden Differenzierungsmedium
kultiviert und wiesen im Vergleich zu expandierten Kontrollzellen eine stark erhohte Expression der Gene GYPA
und CD71 auf. Aus mindestens zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils drei unabhangigen Werten wurde die
Standartabweichung ermittelt und als Fehlerbalken dargestellt.

Zur Induktion der megakaryozytaren Differenzierung wurde das Medium von K562 Zellen mit
TPA versetzt. Die auf diese Weise behandelten K562 Zellen wiesen eine erhdhte CD41
Expression im Vergleich zu den unbehandelten Kontrollzellen auf (Abbildung 14 A). Humane

CD34+ Zellen, bei denen die Megakaryozyten-Differenzierung induziert wurde, zeigten eine

deutlich reduzierte Expression des erythroiden Proteins Glykophorin A (Abbildung 14 B).
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Abbildung 14: Veranderung der CD41 und Glykophorin A Expression nach Induktion megakaryozytarer
Differenzierung in K662 und hCD34+ Zellen.

(A) K562 Zellen, die mit 30 nM TPA behandelt wurden, wiesen eine erhéhte CD41 Expression im Vergleich zu den
unbehandelten Kontrollzellen auf. (B) Humane CD34+ Zellen wurden in dem megakaryozytaren
Differenzierungsmedium kultiviert und wiesen im Vergleich zu expandierten Kontrollzellen eine stark verminderte
Glykophorin A Expression auf. Aus mindestens zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils drei unabhéngigen
Werten wurde die Standartabweichung ermittelt und als Fehlerbalken dargestellt.

Zusatzlich zu den qRT-PCR Experimenten wurde die Differenzierung der hCD34+ Zellen

mittels FACS kontrolliert. Hierbei wurden die expandierten sowie differenzierten Zellen mit
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spezifischen Antikdrpern angefarbt. Die in grau dargestellten expandierten Zellen spiegeln den
Ausgangspunkt wieder, wahrend die in Rot fur Glykophorin A (CD235a), in Gelb fir CD71 und
in Blau fir CD41 die angefarbten, differenzierten Zellen darstellen. Die Verschiebung der
jeweiligen Populationen nach rechts ergibt eine erhéhte Anwesenheit der Oberflachenmarker
GYPA und CD71 nach Induktion der erythroiden Differenzierung, sowie eine erhohte

Exposition von CD41 wahrend der megakaryozytaren Differenzierung (Abbildung 15).

A B C

Zellzahl

o 1 2 3 4 5 1] 1 2 3 4 5 a 1 2 3 4 5
10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10

APC-CD235%a APC-CD71 APC-CD41

Abbildung 15: Veranderung der Exposition der Oberflachenmarker Glykophorin A (CD235a), CD71 und CD41 nach
Induktion erythroider bzw. megakaryozytarer Differenzierung in hCD34+ Zellen.

Mittels FACS-Messungen wurde die Exposition der Oberflachenproteine Glykophorin A (A) und CD71 (B) nach
erythroider Differenzierung von hCD34+ Zellen bestimmt sowie die Oberflachenpréasenz von CD41 (C) nach
megakaryozytérer Differenzierung. Expandierte undifferenzierte hCD34+ Zellen sind im oberen Abschnitt in grau
dargestellt, wahrend im unteren Abschnitt die jeweils angefarbten differenzierten hCD34+ Zellen abgebildet sind.
Nach erfolgreicher Differenzierung des jeweiligen Zellsystems wurde das Expressionsniveau
des miR-144/451 Clusters bestimmt. Eine Induzierung der Megakaryozyten-Differenzierung
resultierte in einer verminderten miR-144/451 Expression in den K562 sowie hCD34+ Zellen
(Abbildung 16 A-B), wahrend nach einer Induzierung der erythroiden Differenzierung es zu
einer gesteigerten miR-144/451 Expression in den verschiedenen Zellsystemen kam

(Abbildung 16 C-E).
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Abbildung 16: Veranderung der miR-144/451 Expression nach Induktion der megakaryozytarer bzw. erythroider
Differenzierung in K562, TF-1 und hCD34+ Zellen.

(A) Magakaryozytare Differenzierung in K562 durch Zugabe von 30 nM TPA ins Kultivierungsmedium reduzierte
die miR-144/451 Expression. (B) hCD34+ Zellen, die in megakaryozytarem Differenzierungsmedium kultiviert
wurden, wiesen eine deutlich geringere Expression des miR-144/451 Clusters auf als undifferenzierte
Kontrollizellen. (C) Die Induktion der erythroiden Differenzierung in K562 Zellen durch Zugabe von 30 yM Hemin
bzw. durch 1 U EPO in TF-1 Zellen (D) resultierte in einer gesteigerten Expression des miR-144/451 Clusters. (E)
hCD34+ Zellen, die in erythroiden Differenzierungsmedium kultiviert wurden, wiesen eine drastisch erhéhte
Expression des miR-144/451 Clusters auf im Vergleich zu undifferenzierten Kontrollzellen. Aus mindestens zwei
unabhangigen Experimenten mit jeweils drei unabhangigen Werten wurde die Standartabweichung ermittelt und
als Fehlerbalken dargestellt.

5.1.3. miR-451 induziert erythroide Differenzierung in hCD34+ Zellen

Da die Expression des miR-144/451 Clusters wahrend der erythroiden Differenzierung erhéht
ist, sollte im Folgenden festgestellt werden, ob die miRNAs miR-144 bzw. miR-451 alleine die
erythroide Differenzierung von humanen CD34+ Zellen bedingen kann. Hierfir wurden
hCD34+ Zellen mit lentiviralen Konstrukten transduziert, die die Expression der einen miRNA
in Kombination mit der Seed-Sequenz-Mutante der zweiten miRNA ermoglichte. Auf diese
Weise wurde nur eine funktionell aktive miRNA in der Zelle exprimiert und die Prozessierung
der einzelnen miRNAs aus dem Cluster nicht verandert. Zunachst wurde die Expression des
Clusters, bestehend aus einer aktiven bzw. mutierten miRNA und deren Doppelmutante, in
K562 Zellen nachgewiesen (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Nachweis der Uberexpression des Wildtyp- bzw. mutierten miR-144/451 Clusters in lentiviral
transduzierten K562 Zellen. )

(A) K562 Zellen wurden lentiviral mit den Uberexpressionskonstrukten des miR-144/451 Clusters transduziert.
Hierbei war die erreichte Uberexpression des Wildtypclusters ahnlich dem Konstrukt, der die mutierte Seed-
Sequenz der miR-451 enthielt. Das Konstrukt der Doppelmutante, in der beide Seed-Sequenzen mutiert vorlagen,
und das Konstrukt, in dem die Seed-Sequenz der miR-144 mutiert war, erreichten eine héhere Uberexpression.
Aus mindestens zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils drei unabhangigen Werten wurde die
Standartabweichung ermittelt und als Fehlerbalken dargestellt. (B) Schematische Darstellung der miR-144/451
Expressionskonstrukte mit den jeweiligen Mutationen (rotes Kreuz).

Die anschlieRend durchgefiihrten koloniebildenden Wachstumsexperimente (CFU-Assay) mit
transduzierten hCD34+ Zellen (Abbildung 18), die diese miRNA exprimierenden Konstrukte
aufwiesen, ergaben bei dem Konstrukt, welches die funktionale miR-451 und mutierte miR-
144 exprimierte (Abbildung 19 A Spalte 5), eine erhdhte erythroide Kolonieanzahl im Vergleich
zum Wildtyp-Konstrukt (Abbildung 19 A Spalte 2). Im Gegensatz dazu wies das Konstrukt mit
der mutierten miR-451 sowohl in der Doppel- (Abbildung 19 A Spalte 3) als auch
Einzelmutante (Abbildung 19 A Spalte 4) einen geringeren erythroiden Anteil der Kolonien auf.
Demnach induziert eine erhdhte Anwesenheit der miR-451 die erythroide Differenzierung in
humanen CD34+ Zellen. Dieser Effekt konnte ebenfalls fir hCD34+ Zellen beobachtet werden,
die Tal1 Uberexprimierten (Abbildung 19 B). Der Prozentansatz an erythroiden Kolonien
verdoppelte sich nahezu. Dieses Experiment diente auch als Kontrolle, dass die CFU-Assays
funktional sind, da Tal1 ein beschriebener Transkriptionsfaktor ist, der die erythroide

Differenzierung induziert [48].
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Abbildung 18: Schematische Darstellung der Durchfihrung des koloniebildenden Wachstumsexperimens (CFU-
Assay)

hCD34+ Zellen werden mit Viren, die fir das Zielgen kodieren, transduziert. Nach der Selektion erfolgreich
transduzierter Zellen mittels der Expression des Reportergens GFP, werden diese in Methylcellulosemedium
ausgesat. Die nach 12 Tagen gebildeten Kolonien werden anschlieRend im Mikroskop analysiert.
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Abbildung 19: miR-451 und Tal1 erhéhen die Anzahl an erythroiden Kolonien im CFU-Assay mit transduzierten
hCD34+ Zellen.

(A) Humane CD34+ Zellen wurden lentiviral mit Uberexpressionskonstrukten transduziert, die die Wildtyp- bzw.
mutierten Seed-Sequenzen der miR144 oder miR-451 im Cluster enthielten. Das Konstrukt, das die mutierte Seed-
Sequenz der miR-144 und die funktionale Sequenz der miR-451 exprimierte, zeigte eine deutliche Erhdhung der
erythroiden Kolonieanzahl im Vergleich zur Leervektor- oder Wildtypkontrolle. (B) hCD34+ Zellen, die Tal1
Uberexprimierten, wiesen eine doppelt so hohe Erythozytenzahl auf als die Kontrolle. Aus mindestens zwei
unabhangigen Experimenten mit jeweils drei unabhangigen Werten wurde die Standartabweichung ermittelt und
als Fehlerbalken dargestellt.

5.1.4. Regulation der Expression des miR-144/451 Clusters durch
hamatopoetische Transkriptionsfaktoren

Zu den wichtigen hamatopoetischen Transkriptionsfaktoren, die an der megakaryozytaren
bzw. erythroiden Differenzierung beteiligt sind, zahlen neben RUNX1 ebenso GATA1 sowie
Tal1. In vorherigen Arbeiten im Labor konnte gezeigt werden, dass RUNX1 zusammen mit
Tal1 ein entscheidender Regulator der Differenzierung von megakaryozytaren-erythroiden
Vorlauferzellen (MEPs) darstellt [207]. Darauf beziehend wurde nachfolgend untersucht, ob
neben RUNX1 auch Tal1 und GATA1 einen Einfluss auf die Expression der miRNAs miR-144
und miR-451 ausuben.
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Eine Uberexpression des megakaryozytaren Transkriptionsfaktors RUNX7 in K562 Zellen
fuhrte zu einer Herunterregulierung der miR-144/451 Expression (Abbildung 20 A-B) bzw.
Abbildung 11 fur die reife miR-144 und miR-451. Aufierdem wurde, wie in Kuvardina et al.
[207] beschrieben, die Expression des erythroiden Markerproteins Glykophorin A deutlich
reduziert (Abbildung 20 C).
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Abbildung 20: Uberexpression von RUNX1 reprimiert die Expression des miR-144/451 Clusters sowie von
Glykophorin A in K562 Zellen. )

K562 Zellen wurden lentiviral mit dem RUNX7-Uberexpressionsvektor transduziert und die Expression mittels qRT-
PCR bestimmt. (A) Kontrolle der Uberexpression von RUNXT in transduzierten K562 Zellen. (B) Die
Uberexpression von RUNX7 reprimiert die Expression des miR-144/451 Clusters. (C) Die Expression des
erythroiden Gens Glykophorin A (GYPA) ist erheblich herunterreguliert bei Uberexpression von RUNX1. Aus
mindestens zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils drei unabhangigen Werten wurde die
Standartabweichung ermittelt und als Fehlerbalken dargestellt.

Im Gegensatz dazu erhohte eine Uberexpression der Transkriptionsfaktoren Tal1 und GATA1,
die essentiell sind fur die erythroide Differenzierung, in K562 Zellen die miR-144/451
Expression. Wahrend bei der Tal1-Uberexpression die Expression des Clusters der miR-
144/451 (Abbildung 21 A-B) leicht erhéht ist, verstarkt die Uberexpression von GATAT die
Expression der miR-144/451 erheblich (Abbildung 21 E-F). Die Uberexpression von Tal1
fuhrte ebenfalls zu einer gesteigerten Expression des beschriebenen erythroiden Zielgens
Glykophorin A, die sowohl auf mMRNA-Ebene als auch auf der Zelloberflache mittels FACS

nachgewiesen werden konnte (Abbildung 21 C-D).
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Abbildung 21: Uberexpression von Tal1 und GATAT erhdht die Expression des miR-144/451 Clusters und von
Glykophorin A in K562 Zellen.

K562 Zellen wurden lentiviral mit Tal1- bzw. GATA1-Uberexpressionsvektoren transduziert und die Expression
mittels qRT-PCR nachgewiesen. (A) Kontrolle der Uberexpression von Tal1 in transduzierten K562 Zellen. (B) Die
Uberexpression von Tal1 erhdht die Expression des miR-144/451 Clusters. (C) Die Expression des erythroiden
Gens Glykophorin A (GYPA) ist heraufreguliert bei Uberexpression von Tal1. (D) Die Uberexpression von Tal1
erhéht die Anzahl an GYPA positiven K562 Zellen. (E) Kontrolle der Uberexpression von GATAT in transduzierten
K562 Zellen. (F) Die Uberexpression von GATAT erhdht erheblich die Expression des miR-144/451 Clusters. Aus
mindestens zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils drei unabhangigen Werten wurde die
Standartabweichung ermittelt und als Fehlerbalken dargestellt.

In den nachfolgenden Knockdown-Studien sollten diese Ergebnisse bestatigt werden. Hierflr
wurden K562 Zellen mit jeweils zwei verschiedenen shRNAs gerichtet gegen RUNX1, Tal1

sowie GATA1 transduziert. Fir diesen Versuch wurden die zwei shRNA Konstrukte verwendet,

die im Westernblot nachweislich die Proteinexpression am deutlichsten reprimierten [208].

Mittels gRT-PCR wurde anschlieRend die Effizienz der Herunterregulation des betreffenden
Transkriptionsfaktors bestimmt sowie die Expression der reifen miR-451 bzw. des miR-
144/451 Clusters. Der Knockdown von RUNX1 war erfolgreich und reduzierte die RUNX1
Expression auf etwa 50 % und fihrte zu einer verstarkten Expression des miR-144/451
Clusters (Abbildung 22 A-B).
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Abbildung 22: Knockdown von RUNX1 erhdht die Expression des miR-144/451 Clusters in K562 Zellen.

K562 Zellen wurden lentiviral mit zwei verschiedenen RUNX7-Knockdown-Konstrukten transduziert und die
Expression mittels qRT-PCR bestimmt. (A) Nach Knockdown von RUNX1 sinkt die Expression von RUNX1 in
transduzierten K562 Zellen. (B) Der Knockdown von RUNX1 erhoht die Expression des miR-144/451 Clusters. Aus
mindestens zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils drei unabhangigen Werten wurde die
Standartabweichung ermittelt und als Fehlerbalken dargestellt.

Die Herunterregulation der Tal1- und GATA7-Expression konnte erfolgreich auf mMRNA-Ebene
gezeigt werden (Abbildung 23 A, E). Diese resultiert in einer ebenfalls verminderten
Expression des miR-144/451 Clusters sowie des Glykophorin A (Abbildung 23 B-C, F-G).
Mittels FACS-Messung konnte bei den K562 Zellen, die die Knockdown-Konstrukte gegen
Tal1 bzw. GATA1 exprimierten, eine verminderte Oberflachenexpression des erythroiden
Markerproteins CD71 festgestellt werden (Abbildung 23 D, H). Die Ergebnisse der
Knockdown-Experimente bestatigen die Resultate der Uberexpressionsexperimente, da sie

sich, wie erwartet, gegensatzlich verhalten.
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Abbildung 23: Knockdown von Tal1 und GATA1 reprimiert die Expression des miR-144/451 Clusters sowie die
Expression der erythroiden Gene GYPA und CD71 in K562 Zellen.

K562 Zellen wurden lentiviral mit zwei verschiedenen Tal1 bzw. GATA1 Knockdown-Konstrukten transduziert und
die Expression mittels qRT-PCR bestimmt. (A) Nach Knockdown von Tal1 sinkt die Expression von Tal1 in
transduzierten K562 Zellen. (B) Der Knockdown von Tal1 reprimiert die Expression des miR-144/451 Clusters. (C)
Die Expression von Glykophorin A ist vermindert beim Knockdown von Tal1. (D) Der Knockdown von Tal1 fir zu
einer reduzierten Okkupation von CD71 auf der Zelloberflache von transduzierten K562 Zellen. Diese konnte mittels
FACS nachgewiesen werden. (E) Nach Knockdown von GATA1 sinkt die Expression von GATA1 in transduzierten
K562 Zellen. (F) Der Knockdown von GATA1 fuhrt zu einer reprimierten Expression des miR-144/451 Clusters. (G)
Die Expression von Glykophorin A ist vermindert nach GATA1 Knockdown. (H) Mittels FACS konnte eine reduzierte
Okkupation von CD71 auf der Zelloberflache von transduzierten K562 Zellen nach Knockdown von GATA1
nachgewiesen werden. Aus mindestens zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils drei unabhangigen Werten
wurde die Standartabweichung ermittelt und als Fehlerbalken dargestellt.

Die veranderte Expression des miR-144/451 Clusters nach Knockdown der
Transkriptionsfaktoren RUNX1, Tal1 und GATA1 konnte ebenfalls fir die reife, prozessierte
miR-451 gezeigt werden (Abbildung 24 A-C). Wahrend die verminderte Expression von

RUNXT1 zu einer leichten Erhdhung der reifen miR-451 flihrte, reduzierte die herabgesetzte

Expression von Tal7 und GATA1 den Anteil der reifen miR-451 im Vergleich zur Kontrolle.
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Abbildung 24: Knockdown von RUNX1 erhoht die Expression der miR-451, wahrend der Knockdown von Tal1 und
GATA1 die Expression der miR-451 reprimiert in K562 Zellen.

K562 Zellen wurden lentiviral mit zwei verschiedenen RUNX1, Tal1l bzw. GATA1 Knockdown-Konstrukten
transduziert und die Expression der miR-451 mittels des miscript-Systems in gqRT-PCR bestimmt. (A) Knockdown
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von RUNXT1 fihrt zu einer leichten Erhdhung der reifen miR-451 in transduzierten K562 Zellen. (B) Der Knockdown
von Tal1 senkt den Gehalt an der reifen miR-451. (C) Die Anwesenheit der reifen miR-451 ist vermindert beim
Knockdown von GATA1. Aus mindestens zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils drei unabhangigen Werten
wurde die Standartabweichung ermittelt und als Fehlerbalken dargestellt.

5.1.5. Regulation der Promotor- bzw. Enhanceraktivitat des miR-144/451
Clusters durch hamatopoetische Transkriptionsfaktoren

Die Expression des miR-144/451 Clusters wird von einem eigenen Promotor gesteuert, jedoch

konnte Dore et al. [7] in ChIP-Experimenten fir den Mauslokus zeigen, dass GATA1 verstarkt

in einem Bereich weit aul’erhalb des Promotors (-2,8 kb) bindet. Dies deutet darauf hin, dass

sich dort ein regulatorischer Bereich, ein sogenannter Enhancer-Bereich, befindet.

Der Promotor- bzw. Enhancer-Bereich wurde zunachst in HEK293T und K562 Zellen auf ihre
Eigenaktivitat hin untersucht. Wie in Abbildung 25 deutlich zu erkennen ist, ist die Aktivitat des
Promotor- sowie des Enhancer-Bereiches in den K562 Zellen, die dem hamatopoetischen

Zellsystem verwandter sind, deutlich hdéher als in den HEK293T Zellen.
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Abbildung 25: Messung der Eigenaktivitdt des Promotor- und Enhancer-Bereiches des miR-144/451 Lokus in
HEK293T und K562 Zellen.

Im Luciferase Assay wurde die Eigenaktivitdt des Promotor- und Enhancer-Bereiches des miR-144/451 Lokus
untersucht. Hierfir wurden HEK293T sowie K562 Zellen mit dem Promotor- bzw. Enhancer-Konstrukt transfiziert.
In HEK293T Zellen ist der Promotor des miR-144/451 aktiver, wahrend in den K562 Zellen der Enhancer-Bereich
eine héhere Eigenaktivitat zeigt. Die Eigenaktivitat der miR-144/451 Lokusbereiche ist in den K562 Zellen deutlich
hoher als in den HEK293T Zellen. Aus mindestens zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils drei unabhangigen
Werten wurde die Standartabweichung ermittelt und als Fehlerbalken dargestellt.

Anhand der Ergebnisse von den Expressionsanalysen sowie der Eigenaktivitdtsmessung des
Promotor- bzw. Enhancer-Bereiches, konnte nun davon ausgegangen werden, dass
hamatopoetische Transkriptionsfaktoren, die in K562 Zellen exprimiert werden, eine Rolle bei

der Aktivierung dieser regulatorischen Bereiche spielen. Daraufhin wurde der Lokus der miR-

144/451 auf deren Bindestellen hin in silico analysiert.
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Abbildung 26: Schematische Darstellung des humanen miR-144/451 Lokus.

In silico vorausgesagte Bindestellen fiir die Transkriptionsfaktoren RUNX1 (blau), Tal1 (violett) und GATA1 (griin)
wurden sowohl im Promotorbereich (-750 bp) als auch in einem regulatorischen Bereich 3400-4700 bp upstream
(Enhancer-Bereich) markiert. Der Pfeil symbolisiert den Transkriptionsstart des miR-144/451 Clusters.
Hochkonservierte Bereiche sind in rot markiert und der 2650 bp grof3e Bereich zwischen der Promotor- und
Enhancer-Region ist nicht konserviert.

Im Bereich von 750 bp upstream der miR-144 Sequenz befindet sich die Promotorregion.
Diese weist neben Bindestellen fir RUNX1 und Tal1 eine hochkonservierte Region im Bereich
der GATA1-Bindestelle auf. Eine weitere regulatorische Region befindet sich 3400-4700 bp
upstream der miR-144 Sequenz, die im Weiteren als Enhancer-Bereich bezeichnet wird.
Innerhalb dieser 1300 bp befinden sich mehrere gebindelte Regionen mit Bindestellen fur
GATA1, RUNX1 und Tal1 sowie einen hochkonservierten Bereich. Zwischen dem Enhancer-
und Promoterbereich gibt es einen etwa 2650 bp grof3en, nicht konservierten Bereich. Dieser

diente in ChIP-Experimenten als Kontrollregion (Abbildung 26).

Luciferase Assays mit transfizierten K562 Zellen ergaben, dass GATA1 sowohl auf den
Promotor als auch Enhancer aktivierend wirkt. Die Transfektion mit Tal1 alleine veranderte
nicht die Aktivitat der Luciferase beider Bereiche, jedoch in Kombination mit dessen Cofaktor
E47 wirkte der Komplex ebenso aktivierend auf den Promotor sowie Enhancer. RUNX1
hingegen reprimierte sowohl die Aktivitdt des Promotors als auch Enhancer-Bereiches
(Abbildung 27 A-B).
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Abbildung 27: GATA1 und Tal1/E47 wirken aktivierend auf den miR-144/451 Promotor- und Enhancer-Bereich,
wahrend RUNX1 die Aktivitat reprimierte in K562 Zellen.

K562 Zellen wurden sowohl mit dem Promotor- bzw. Enhancer-Konstrukt transfiziert als auch mit den jeweiligen
Transkriptionsfaktoren. Nach 48h wurde die Luciferaseaktivitat gemessen. (A) Im Luciferase Assay mit K562 Zellen
wirken GATA1 und Tal1+E47 aktivierend auf den Promotorbereich des miR-144/451 Lokus, wahrend Tal1 alleine
keinen Einfluss auf die Luciferaseaktivitat zeigt und RUNX1 die Aktivitdt des Promotors herabsenkt. (B) Auf den
Enhancer-Bereich wirken im Luciferase Assay mit K562 Zellen GATA1 und Tal1+E47 aktivierend, wahrend Tal1
alleine wieder keinen Einfluss auf die Luciferaseaktivitat zeigt und RUNX1 die Aktivitat des Enhancers stark
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reprimiert. Aus mindestens zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils drei unabhangigen Werten wurde die
Standartabweichung ermittelt und als Fehlerbalken dargestellt.

In Luciferase Assays mit K562 Zellen, die Knockdown-Konstrukte gegen GATA1 bzw. Tal1
exprimierten, konnte der gegenteilige Effekt beobachtet werden. So fuhrt die Verminderung
der GATA1- und Tal1-Expression zu einer Repression der Promotor- sowie Enhancer-Aktivitat
(Abbildung 28 A-B).

ve)

A

miR-144/451 Enhancer
relative Luciferaseaktivitat (RLU)

miR-144/451 Promotor
relative Luciferaseaktivitat (RLU)

Abbildung 28: Knockdown von GATA1 und Tal1 in K562 Zellen wirkt reprimierend auf die miR-144/451 Promotor-
und Enhancer-Aktivitat.

K562 Zellen wurden sowohl mit dem Promotor- bzw. Enhancer-Konstrukt transfiziert als auch mit den jeweiligen
Knockdown-Konstrukten gegen Tal1 bzw. GATA1. Nach 48h wurde die Luciferaseaktivitdt gemessen. Im Luciferase
Assay mit K562 Zellen wird der Promotorbereich (A) sowie Enhancer-Bereich (B) des miR-144/451 Lokus
reprimiert, wenn GATA17 und Tal1 Expression durch Knockdown herunterreguliert ist. Aus mindestens zwei
unabhangigen Experimenten mit jeweils drei unabhangigen Werten wurde die Standartabweichung ermittelt und
als Fehlerbalken dargestellt.

5.1.6. GATA1, Tal1 und RUNX1 binden im Promotor- bzw. Enhancerbereich
des miR-144/451 Lokus

Nachdem der Einfluss der Transkriptionsfaktoren GATA1, Tal1 und RUNX1 auf den Promotor-

bzw. Enhancer-Bereich in den Luciferase Assays deutlich wurde und fir alle drei

Transkriptionsfaktoren Bindestellen sowohl in der Enhancer- als auch Promotorregion in silico

hervorgesagt wurden, sollte mittels Chromatin-Immunoprazipitation von expandierten hCD34+

Zellen eine direkte Bindung von GATA1, Tal1 sowie RUNX1 im Bereich des Promoters bzw.

Enhancers nachgewiesen werden.

GATA1 bindet vorwiegend im Enhancer-Bereich des humanen miR-144/451 Lokus, ahnlich
den Ergebnissen von Dore et al. im murinen System [7]. Fur den Transkriptionsfaktor Tal1
konnte eine verstarkte Bindung im Bereich des Enhancers festgestellt werden, wahrend
RUNX1 bevorzugt im Promotorbereich des Lokus bindet (Abbildung 29 A-C)
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Abbildung 29: GATA1 und Tal1 binden bevorzugt in der Enhancer-Region, wahrend RUNX1 verstarkt im
Promotorbereich bindet in undifferenzierten hCD34+ Zellen.

ChIP-Lysate von undifferenzierten hCD34+ Zellen wurden fir die Chromatin-Immunoprazipitation verwendet. Die
Anreicherung durch die jeweiligen Antikérper wurde mittels QRT-PCR nachgewiesen. (A) GATA1 bindet vermehrt
im Enhancer-Bereich, wahrend keine Bindung im unkonservierten Bereich (neg. Kontrolle) bzw. im Bereich des
Promotors stattfindet. (B) Tal1-Bindung erfolgt vermehrt im Enhancer-Bereich, wahrend keine Bindung im nicht
konservierten Bereich (neg. Kontrolle) bzw. eine schwache Bindung im Bereich des Promotors nachgewiesen
werden konnte. (C) Die Anreicherung von RUNX1 konnte vorwiegend im Promotorbereich nachgewiesen werden,
wahrend keine Bindung im unkonservierten Bereich (neg. Kontrolle) bzw. eine schwache Anreicherung im Bereich
des Enhancers stattfindet. Aus mindestens zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils drei unabhangigen
Werten wurde die Standartabweichung ermittelt und als Fehlerbalken dargestellt.

Fir die Negativkontrolle der ChlPs wurden die Primer im nicht konservierten Bereich des miR-
144/451 Lokus gewahlt. Als Positivkontrolle fir den Tal1- bzw. RUNX1-Antikbrper wurden
beschriebene Bindestellen ihrer Zielgene in expandierten hCD34+ Zellen mittels qRT-PCR
analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass Tal1 an den Promotorbereich seines Zielgens
Glykophorin A bindet, wahrend RUNX1 den Promoter seines Zielgens CD41 okkupiert
(Abbildung 30 A-B). Hiermit konnte bestatigt werden, dass das Chromatin-

Immunoprazipitationsexperiment erfolgreich durchgefihrt wurde.
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Abbildung 30: Tal1 bindet an den Promotorbereich von Glykophorin A, wahrend RUNX1 im Promotorbereich von
CD41 bindet in hCD34+ Zellen.

ChIP-Lysate von undifferenzierten hCD34+ Zellen wurden fir die Chromatin-Immunoprazipitation verwendet. Die
Anreicherung durch die jeweiligen Antikérper wurde mittels qRT-PCR nachgewiesen. (A) Tal1 bindet an den
Glykophorin A Promotor in undifferenzierten hCD34+ Zellen. (B) RUNX1 Anreicherung konnte am CD41 Promotor
in undifferenzierten hCD34+ Zellen nachgewiesen werden. Aus mindestens zwei unabhangigen Experimenten mit
jeweils drei unabhangigen Werten wurde die Standartabweichung ermittelt und als Fehlerbalken dargestellt.

5.1.7. Okkupation des miR-144/451 Lokus wahrend der Differenzierung

Im Weiteren sollte analysiert werden, wie das Bindeverhalten der Transkriptionsfaktoren bzw.
die Anwesenheit von Histonmodifikationen sich andert wahrend der Differenzierung. Hierflr
wurden hCD34+ Zellen in Differenzierungsmedien kultiviert, die entweder die erythroide oder

megakaryozytare Differenzierung erlaubten.

Die Okkupation von GATA1 und Tal1l im Enhancer-Bereich nimmt nach der erythroiden
Differenzierung (hCD34+-E) zu, wahrend die Bindung nach einer megakaryozytaren
Differenzierung (hCD34+-M) im Vergleich zu den undifferenzierten, expandierten hCD34+
Zellen reduziert war. Die RUNX1-Bindung im Promotorbereich ist nach der erythroiden
Differenzierung herabgesetzt, jedoch nach einer megakaryozytaren Differenzierung stark
erhoht (Abbildung 31 A-C). Demnach binden die erythroiden Transkriptionsfaktoren GATA1
und Tal1 verstarkt wahrend der Erythropoese im Bereich des miR-144/451 Lokus, RUNX1-

Bindung hingegen scheint wahrend der Megakaryopoese maximal zu sein.
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Abbildung 31: GATA1 und Tal1 Bindung steigt nach erythroider Differenzierung, wahrend die Anreicherung von
RUNX1 nach megakaryozytarer Differenzierung von hCD34+ Zellen zunimmt.

ChlP-Lysate von undifferenzierten, erythoid (E) und megakaryozytar (M) differenzierten hCD34+ Zellen wurden fiir
die Chromatin-Immunopréazipitation verwendet. Die Anreicherung durch die jeweiligen Antikérper wurde mittels
gRT-PCR nachgewiesen. (A) GATA1 und (B) Tal1 Bindung an den miR-144/451 Enhancer-Bereich nimmt zu nach
erythoider Differenzierung von hCD34+ Zellen (hCD34+-E) und sinkt im Vergleich zu undifferenzierten hCD34+
Zellen, wenn die hCD34+ Zellen der megakaryozytaren Differenzierung (hCD34+-M) unterlagen. (C) Die
Anreicherung von RUNX1 im Promotorbereich des miR-144/451 Lokus steigt nach megakaryozytarer
Differenzierung und sinkt bei erythroider Differenzierung von hCD34+ Zellen. Aus mindestens zwei unabhangigen
Experimenten mit jeweils drei unabhangigen Werten wurde die Standartabweichung ermittelt und als Fehlerbalken
dargestellt.

Neben der Okkupation der Transkriptionsfaktoren wurde auch die Veranderung der aktiven
Histonmodifikationen H3K4me3 und H3K9Ac im Bereich des miR-144/451 Promotors wahrend
der Differenzierung analysiert. Nach Induktion der erythroiden Differenzierung steigt sowohl
die Trimethylierung am Lysin 4 des Histon 3 (H3K4me3) als auch die Acetylierung am Lysin 9
des Histon 3 (H3K9Ac) erheblich an. Eine schwachere Steigerung dieser Modifikationen kann
auch bei den megakaryozytar differenzierten hCD34+ Zellen im Vergleich zu den expandierten
Zellen beobachtet werden (Abbildung 32 A-B).
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Abbildung 32: Die Anwesenheit von H3K4me3 und H3K9Ac nimmt stark zu nach erythroider Differenzierung von
hCD34+ Zellen.

ChIP-Lysate von undifferenzierten, erythoid (E) und megakaryozytar (M) differenzierten hCD34+ Zellen wurden fiir
die Chromatin-Immunopréazipitation verwendet. Die Anreicherung durch die jeweiligen Antikérper wurde mittels
gRT-PCR nachgewiesen. Die Anwesenheit der Histonmodifikationen H3K4me3 (A) sowie H3K9Ac (B) ist stark
erhéht in hCD34+ Zellen nach Induktion der erythoiden Differenzierung (hCD34+-E), aber auch leicht nach der
megakaryozytéren Differenzierung (hCD34+-M). Aus mindestens zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils drei
unabhéangigen Werten wurde die Standartabweichung ermittelt und als Fehlerbalken dargestellt.

Der Anstieg dieser beiden Histonmodifikationen, die fiir einen transkriptionell aktiven
Chromatinbereich sorgen, stimmt mit den zuvor dargestellten Expressionsdaten der miR-
144/451 Gberein. Somit ist das Chromatin im Bereich des miR-144/451 Lokus zuganglich bei
erythroider Differenzierung und dies resultiert in einer gesteigerten Expression des miR-

144/451 Clusters wahrend der Erythropoese.

5.2. miR-451 in RUNX1-ETO exprimierenden Zellen

5.2.1. RUNX1-ETO reprimiert die erythroide Differenzierung

In der Literatur wurde unter anderem beschrieben, dass bei Patienten des AML FAB M2-Typs,
die das leukdmische Fusionsprotein RUNX1-ETO exprimieren, die erythroide Differenzierung
gestort bzw. blockiert ist [209, 210]. Dies fuhrt zu einer Anreicherung von unreifen
Vorlauferzellen im Knochenmark der Patienten. Da die miR-451 an der erythoiden
Differenzierung von Stammzellen beteiligt ist, sollte im nachfolgenden evaluiert werden, ob
RUNX1-ETO einen Einfluss auf die Expression der miR-451 bzw. auf das Cluster miR-144/451
hat.

Fir die Experimente mit dem RUNX1-ETO Fusionsprotein bzw. dessen trunkierte Form,
wurden humane Zelllinien sowie hdmatopoetische Stammzellen lentiviral transduziert, sodass
RUNX1-ETO bzw. RUNXT-ETOtr Uberexprimiert wurden. Die Uberexpression auf
Proteinebene konnte im Westernblot nachgewiesen werden (Abbildung 33). In den
Kontrollzellen, die nur mit dem Leervektor transfiziert wurden, war keine Bande durch den HA-
Tag Antikérper sichtbar. Jedoch in den mit RUNXT-ETO bzw. RUNX1-ETOtr transfizierten
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Zelllysaten konnte der HA-Tag, der der RUNX-ETO Sequenz vorgeschaltet ist, nachgewiesen
werden. RUNX1-ETO weist mit dem HA-Tag zusammen eine Masse von etwa 88 kDA auf
bzw. die trunkierte Form 66 kDa. Lamin B1 besitzt eine Masse von 66 kDa und diente als

Ladekontrolle.

75kDa — S ——— anti-Lamin B1

Abbildung 33: Kontrolle der Uberexpression von RUNX1-ETO und RUNX1-ETOtr in HEK293T Zellen mittels
Westernblot.

Proteinlysate transfizierter HEK293T Zellen wurden elektrophoretisch aufgetrennt. In folgender Reihenfolge erfolgte
die Auftragung: Spur 1: Marker, Spur 2: Lysat der Kontrollzellen, die mit dem Leervektor transfiziert waren, Spur 3:
Lysat der RUNX1-ETO exprimierenden Zellen, Spur 4: Lysat der RUNX1-ETOtr exprimierenden Zellen. Im oberen
Abschnitt erfolgte die Inkubation mit einem HA-Tag Antikdrper zur Visualisierung des HA-getaggten RUNX1-ETO
und im unteren Abschnitt mit einem Lamin B1 Antikérper als Ladekontrolle. RUNX1-ETO konnte mit einer Masse
von 88 kDa in der Spur 3 nachgewiesen werden, wahrend der Nachweis von RUNX1-ETOtr mit 66 kDa in Spur 4
erfolgreich war. Im unteren Abschnitt konnte Lamin B1 mit einer Masse von 66 kDa in allen Zelllysaten gleich
intensiv nachgewiesen werden.

Zunachst wurde die Expression erythroider Gene in K562 Zellen, die mit RUNX1-ETO
transduziert wurden, analysiert. Hierbei wurde deutlich, dass RUNX1-ETO sowie dessen
trunkierte Form die Expression von a-Globin sowie KLF1 herabregulieren (Abbildung 34 A-B).
Fur die Expression von Glykophorin A konnte diese Repression noch deutlicher gezeigt
werden. Trotz der Induktion erythroider Differenzierung mittels Hemin, woraufhin die
Expression von GYPA stark anstieg, war die Expression stark reprimiert in den Zellen, die
RUNX1-ETO exprimierten (Abbildung 34 C). RUNX1-ETO und RUNX1-ETOtr beeinflussten
auch die Expression des erythroiden Oberflachenmarkers CD71 negativ. Dies konnte in
mehreren Messungen mittels FACS nachgewiesen werden. Exemplarisch ist eine CD71-
Messung von RUNX1-ETO bzw. RUNX1-ETOtr exprimierenden K562 Zellen in Abbildung

34 D dargestellt.
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Abbildung 34: RUNX1-ETO (RE) und RUNX1-ETOtr (REtr) reprimieren die Expression der erythroiden Gene a-
Globin, KLF1, GYPA sowie CD71 in K562 Zellen.

K562 Zellen wurden lentiviral mit RUNX1-ETO bzw. RUNX1-ETOtr Uberexpressionskonstrukten transduziert und
die Expression mittels gRT-PCR nachgewiesen bzw. die Exposition von CD71 auf der Zelloberflache mittels FACS.
(A) Uberexpression von RUNX1-ETO bzw. RUNX1-ETOtr fiihrt zur Herabregulation der a-Globin Expression. (B)
Die Expression von KLF1 ist reprimiert bei Uberexpression von RUNX1-ETO bzw. RUNX1-ETOtr. (C) K562 Zellen
wurden mit RUNX7T-ETO bzw. RUNX1-ETOfr transduziert und mit Hemin behandelt. In der behandelten
Leervektorkontrolle steigt die Expression von GYPA stark an, wahrend die GYPA Expression erheblich reprimiert
ist, wenn RUNX1-ETO bzw. RUNX1-ETOtr vorhanden ist. Aus mindestens zwei unabhangigen Experimenten mit
jeweils drei unabhangigen Werten wurde die Standartabweichung ermittelt und als Fehlerbalken dargestellt. (D)
Mittels FACS wurde die Anwesenheit von CD71 auf der Zelloberflache der transduzierten K562 Zellen bestimmt.
Die Kontrolle (grau) weist eine erheblich gréere Anzahl an CD71 positiven Zellen auf als die RUNX7-ETO (rot)
und RUNX1-ETOtr (blau) exprimierenden K562 Zellen.

Um auszuschlieen, dass dieser repressive Effekt von RUNX1-ETO und RUNX1-ETOtr nur in
der einen verwendeten Zelllinie K562 vorliegt, wurden sowohl TF1 als auch hCD34+ Zellen

mit den beiden Uberexpressionskonstrukten transduziert.

Die starke Reprimierung der Expression von Glykophorin A und CD71 durch beide RUNX1-
ETO Konstrukte konnte sowohl auf mRNA- (Abbildung 35 A-B) als auch auf Proteinebene
mittels FACS (Abbildung 35 C-D) fur TF-1 Zellen aufgezeigt werden. Wahrend auf der einen
Seite durch die Anwesenheit von RUNX1-ETO (tr) die Anzahl GYPA-positiver Zellen abnimmt,

reduziert sich bei CD71 erheblich die Anwesenheit des Proteins auf allen Zellen.
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Abbildung 35: Uberexpression von RUNX1-ETO (RE) und RUNX1-ETOtr (REtr) in TF-1 Zellen reprimiert die
Expression von Glykophorin A sowie von CD71.

TF-1 Zellen wurden lentiviral mit RUNX7-ETO bzw. RUNX1-ETOtr Uberexpressionskonstrukten transduziert und
die Expression mittels gqRT-PCR nachgewiesen. (A) Uberexpression von RUNX1-ETO bzw. RUNX1-ETOtr in TF-
1 Zellen filhrt zu einer starken Herunterregulation der GYPA Expression. (B) Uberexpression von RUNX7-ETO und
RUNXT1-ETOIr reprimiert die Expression von CD71 erheblich. (C) Die Anzahl GYPA positiver Zellen ist deutlich
vermindert nach Uberexpression von RUNX1-ETO und RUNX1-ETOtr. (D) In RUNX1-ETO und RUNX1-ETOtr
Uberexprimierenden TF-1 Zellen ist die mittlere Fluoreszenzintensitat des CD71 stark vermindert. Aus mindestens
zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils drei unabhangigen Werten wurde die Standartabweichung ermittelt
und als Fehlerbalken dargestellit.

Die Expression der erythroiden Gene GYPA und KLF1 ist in hCD34+ Zellen, die RUNX1-ETO
bzw. RUNX1-ETOtr exprimieren, erheblich reduziert (Abbildung 36 A-B). Darlber hinaus
konnte in Koloniebildenden Wachstumsexperimenten mit transduzierten hCD34+ Zellen
gezeigt werden, dass durch die Anwesenheit von RUNX1-ETO bzw. RUNX1-ETOtr die
Differenzierung dieser Stammzellen stark gestort ist. Die RUNXT-ETO (tr) exprimierenden
Zellen wiesen deutlich weniger Kolonien auf im Vergleich zur Kontrolle und der Anteil

erythroider Kolonien ist zudem erheblich reduziert (Abbildung 36 C-D).

A B

1.5+ 1.5+

relative GYPA Expression
relative KLF1 Expression

72



o
w)

200

40
=
c
£ 150 ° 2 30+
= S
i : |
S
& 100 8 204
T [=]
= £
5 & %
c @
< 504 = 104 a A
E N E ‘%
<
0 T T T 0 T T T
J O S Q& O &
&@\ \é\ e séo\ \g} &
N & & © > S
& S & N
& &

Abbildung 36: Uberexpression von RUNX1-ETO (RE) und RUNX1-ETOtr (REtr) in hCD34+ Zellen reprimiert die
Expression von Glykophorin A sowie von KLF1 und die Auspragung erythroider Kolonien im CFU-Assay.

hCD34+ Zellen wurden lentiviral mit RUNX7-ETO bzw. RUNX1-ETOtr Uberexpressionskonstrukten transduziert.
Die Expression wurde mittels qRT-PCR nachgewiesen bzw. die Anzahl der Kolonien im CFU-Assay mikroskopisch
bestimmt. (A) Uberexpression von RUNX71-ETO bzw. RUNX1-ETOtr in hCD34+ Zellen fuhrt zu einer starken
Herunterregulation der GYPA Expression. (B) Uberexpression von RUNX7-ETO und RUNX1-ETOtr reprimiert die
Expression von KLF1. (C) Die Anzahl an Kolonien im CFU-Assay ist deutlich vermindert nach Uberexpression von
RUNX1-ETO und RUNX1-ETOtr. (D) Der Anteil erythoider Kolonien in den RUNX17-ETO (tr) Giberexprimierenden
hCD34+ Zellen im CFU-Assay ist deutlich vermindert. Aus mindestens zwei unabhangigen Experimenten mit
jeweils drei unabhangigen Werten wurde die Standartabweichung ermittelt und als Fehlerbalken dargestellt.

Um zu analysieren, ob RUNX1-ETO direkt die Expression der Gene GYPA und KLF1
beeinflusst, wurden ChlP-Assays mit RUNX7-ETO und RUNX1-ETOtr exprimierenden K562
sowie hCD34+ Zellen durchgefiihrt. Auf diese Weise kann eine Bindung von RUNX1-ETO an
die spezifischen Promotorbereiche und somit direkte Beeinflussung deren Aktivitat

nachgewiesen werden.

In den nachfolgenden ChlIP-Experimenten konnte eine Anreicherung sowohl von RUNX1-ETO
als auch RUNX1-ETOtr im Promotorbereich des Glykophorin A Lokus in K562 sowie hCD34+
Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 37 A-C). Fir den Promotorbereich des KLF1 Gens
konnten diese Anreicherungen ebenfalls in beiden Zellsystemen beobachtet werden
(Abbildung 37 D-F). Somit okkupierten RUNX1-ETO sowie RUNX1-ETOtr die Promotor-

bereiche dieser erythroiden Gene, wodurch deren Expression reprimiert werden konnte.
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Abbildung 37: RUNX1-ETO (RE) und RUNX1-ETOtr (REtr) binden an die Promotorbereiche von Glykophorin A und
KLF1 in K562 und hCD34+ Zellen im ChlP-Assay.

ChiIP-Lysate von K562 Zellen, die lentiviral mit RUNX7-ETO bzw. RUNX71-ETOtr transduziert worden waren,
wurden fir die Chromatin-Immunoprazipitation verwendet. Die Anreicherung durch den HA-Tag Antikérper wurde
mittels gRT-PCR nachgewiesen. (A) RUNX1-ETO bindet an den Glykophorin A Promotor in K562 Zellen. (B)
RUNX1-ETOtr bindet an den Glykophorin A Promotor in K562 Zellen. (C) In hCD34+ Zellen okkupiert RUNX1-
ETOtr den Glykophorin A Promotor. (D) RUNX1-ETO bindet an den KLF1 Promotor in K562 Zellen. (E) RUNX1-
ETOtr okkupiert den KLF1 Promotor in K562 Zellen. (F) In hCD34+ Zellen bindet RUNX1-ETOtr den KLF1
Promotor. Aus mindestens zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils drei unabhangigen Werten wurde die
Standartabweichung ermittelt und als Fehlerbalken dargestellt.

5.2.2. RUNX1-ETO reprimiert die Expression der miR-451

Nachdem in den verwendeten Zellmodellen bestatigt werden konnte, dass RUNX1-ETO die
Expression erythroider Gene reprimiert und darlber hinaus in Stammzellexperimenten die
Differenzierung ganzlich stért, sollte nachfolgend analysiert werden, ob RUNX1-ETO sowie
RUNX1-ETOtr ebenso die Expression der miR-451 negativ beeinflusst. Hierflir wurden K562,
TF-1 sowie hCD34+ Zellen mit RUNXT1-ETO bzw. RUNXT1-ETOtr transduziert und
anschlielend die Expression des Clusters miR-144/451 analysiert. Es konnte sowohl in den
verwendeten Zelllinien K562 bzw. TF-1 als auch in den humanen CD34+ Zellen gezeigt
werden, dass durch die Uberexpression von RUNX7-ETO und RUNX1-ETOtr die miR-144/451
Expression stark herunterreguliert wurde (Abbildung 38 A-C).
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Abbildung 38: Uberexpression von RUNX1-ETO (RE) und RUNX1-ETOtr (REtr) in K562, TF-1 und hCD34+ Zellen
reprimiert die Expression des miR-144/451 Clusters.

K562, TF-1 und hCD34+ Zellen wurden lentiviral mit RUNX1-ETO bzw. RUN)_(1-ETOtr Uberexpressions-
konstrukten transduziert. Die Expression wurde mittels gqRT-PCR nachgewiesen. Die Uberexpression von RUNX1-
ETO bzw. RUNX1-ETOtr fihrt in K562 (A), TF-1 (B) und hCD34+ Zellen (C) zu einer Herunterregulation der miR-
144/451 Expression. Aus mindestens zwei unabhéangigen Experimenten mit jeweils drei unabhangigen Werten
wurde die Standartabweichung ermittelt und als Fehlerbalken dargestellt.

Im nachfolgenden Experiment sollte dieser repressive Effekt von RUNX1-ETO riickgangig
gemacht werden. Hierfir wurden zunachst K562 Zellen mit RUNX7-ETOtr transduziert. Die
Zellen, die nachweislich RUNX7-ETOtr exprimierten, wurden daraufhin mit den RUNX1-ETO
Knockdown-Konstrukten erneut transduziert. Nach erfolgreicher Selektion wurde die
Expression von RUNX1-ETOtr Uberpruft. Ein etwa 50%-iger Knockdown im Vergleich zu den
RUNX1-ETOtr Uberexprimierenden Zellen konnte erreicht werden (Abbildung 39 A). Der
Knockdown von RUNX1-ETOtr resultierte in einer erhdhten Expression des erythroiden Gens
CD71 und dem miR-144/451 Cluster (Abbildung 39 B-C). Somit konnte die Repression der

erythroiden Gene wieder zum Teil aufgehoben werden.
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Abbildung 39: Knockdown von RUNX1-ETOtr in RUNXT-ETOItr Uberexprimierenden K562 Zellen erhoht die
Expression von CD71 sowie des Clusters miR-144/451.
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K562 Zellen wurden lentiviral zunéchst mit dem RUNX7-ETOtr Uberexpressionskonstrukt transduziert. Die positiv
transduzierten Zellen wurden mittels FACS von den nicht transduzierten Zellen getrennt und anschlieRend mit den
Knockdown-Konstrukten gegen RUNX7-ETO erneut transduziert. Die Expression wurde mittels qRT-PCR
nachgewiesen. (A) Kontrolle des Knockdown von RUNX1-ETOfr in RUNX1-ETOtr Uberexprimierenden K562
Zellen. (B) Knockdown von RUNX1-ETOtr fihrt zu einer gesteigerten Expression von CD71. (C) Expression des
miR-144/451 Clusters ist hochreguliert nach Knockdown von RUNX1-ETOtr. Aus mindestens zwei unabhangigen
Experimenten mit jeweils drei unabhangigen Werten wurde die Standartabweichung ermittelt und als Fehlerbalken
dargestellt.

Zur Kontrolle wurde die Uberexpression von RUNX1-ETOtr sowie die Expression von CD71
und miR-144/451 in den einfach transduzierten K562 Zellen, die nur RUNX1-ETOtr

exprimierten, auf mMRNA-Ebene nachgewiesen. Wahrend RUNXT1-ETOtr Gberexprimiert wird,
ist die Expression von CD71 bzw. dem Cluster miR-144/451 reprimiert (Abbildung 40 A-C).
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Abbildung 40: Uberexpression von RUNX1-ETOtr in K562 Zellen reprimiert die Expression von CD71 sowie des
Clusters miR-144/451.

K562 Zellen wurden lentiviral mit dem RUNX7-ETOtr Uberexpressionskonstrukt transduziert. Die Expression wurde
mittels qRT-PCR nachgewiesen. (A) Kontrolle der Uberexpression von RUNX7-ETOtr in K562 Zellen. (B)
Uberexpression von RUNX1-ETOtr fiihrt zu einer reprimierten Expression von CD71. (C) Expression des miR-
144/451 Clusters ist herunterreguliert nach Uberexpression von RUNXT-ETOfr. Aus mindestens zwei
unabhangigen Experimenten mit jeweils drei unabhangigen Werten wurde die Standartabweichung ermittelt und
als Fehlerbalken dargestellt.

Far die Expression der reifen miR-451 konnte in diesem Zellsystem ebenfalls gezeigt werden,
dass die Uberexpression des trunkierten RUNX7-ETOs die Expression der miR-451 reprimiert.
Jedoch flhrt ein erneuter Knockdown von RUNX1-ETOtr wieder zu einem leichten Anstieg der
miR-451 Expression (Abbildung 41 A-B).
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Abbildung 41: Uberexpression von RUNXT-ETOtr in K562 Zellen reprimiert die miR-451 Expression, wahrend
erneuter Knockdown die miR-451 Expression steigert.

K562 Zellen wurden lentiviral zunéchst mit dem RUNX7-ETOtr Uberexpressionskonstrukt transduziert. Die positiv
transduzierten Zellen wurden mittels FACS von den nicht transduzierten Zellen getrennt und anschlieRend mit den
Knockdown-Konstrukten gegen RUNX7-ETO erneut transduziert. Die Expression wurde mit Hilfe des miscript.-
Systems mittels QRT-PCR nachgewiesen. (A) Uberexpression von RUNX1-ETOIr in K562 Zellen reprimiert die
miR-451 Expression. (B) Ein anschlieBender Knockdown von RUNX1-ETOtr fuhrt zu einer erhéhten Expression
der miR-451. Aus mindestens zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils drei unabhangigen Werten wurde die
Standartabweichung ermittelt und als Fehlerbalken dargestellt.

Darlber hinaus konnte das Experiment in hCD34+ Zellen, die sowohl RUNX1-ETO!tr als auch
cKit Uberexprimierten, erfolgreich wiederholt werden (Abbildung 42). Ein Knockdown von
RUNX1-ETO konnte mit beiden shRNA Konstrukten erreicht werden (Abbildung 43 A),
wodurch die Expression von CD71 und dem miR-144/451 Cluster steigt (Abbildung 43 B-C).

*

RUNX1-ETOtr - tdTomatoVirus shRUNX1-ETOtr - GFP Virus
* ‘ . Zeocin .

" e ’ NCD34+ Zellen RUNX1-ETOtr +cKit Knockdownvon RUNX1-ETOtr +
-*_ exprimierende cKit exprimierende
: hCD34+ Zellen hCD34+ Zellen

cKit - GFP Virus

Abbildung 42: Schematische Darstellung der doppelten Transduktion der hCD34+ Zellen mit cKit sowie RUNX1-
ETOtr

hCD34+ Zellen werden mit Viren transduziert, die entweder fir RUNX71-ETO oder cKit kodieren. Anhand der
Expression der Reportergene tdTomato und GFP werden die doppelt positiven hCD34+ Zellen mittels cell sorting
selektioniert. AnschlieRend werden die Zellen mit Knockdown-Konstrukten gegen RUNX71-ETOtr transduziert und
mittels Zeocin selektioniert.
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Abbildung 43: Knockdown von RUNX1-ETOtrin RUNX1-ETOtr und cKit Gberexprimierenden hCD34+ Zellen erhoht
die Expression von CD71 sowie des Clusters miR-144/451.

hCD34+ Zellen wurden zunéchst mit einem cKit sowie RUNX1-ETOtr Uberexpressionskonstrukt transduziert. Die
positiv transduzierten Zellen wurden anschlieBend mit den Knockdown-Konstrukten gegen RUNX7-ETO erneut
transduziert. Die Expression wurde mittels qRT-PCR nachgewiesen. (A) Kontrolle des Knockdown von RUNX1-
ETOtrin RUNX1-ETOtr und cKit Uberexprimierenden hCD34+ Zellen. Expression von RUNX1-ETOtr ist vermindert.
(B) Knockdown von RUNX1-ETOtr fiihrt zu einer gesteigerten Expression von CD71. (C) Expression des miR-
144/451 Clusters ist hochreguliert nach Knockdown von RUNX1-ETOfr. Aus mindestens zwei unabhangigen
Experimenten mit jeweils drei unabhéangigen Werten wurde die Standartabweichung ermittelt und als Fehlerbalken
dargestellt.

5.2.3. RUNX1-ETO reprimiert die Promotor- und Enhanceraktivitit des miR-
144/451 Clusters

Nachdem in den Expressionsanalysen der repressive Effekt von RUNX1-ETO und RUNX1-
ETOtr auf die Expression erythroider Gene sowie des miR-144/451 Clusters deutlich wurde
und RUNX1-ETO uber die RUNT-Domane an DNA-Sequenzen binden kann, sollte im
Weiteren untersucht werden, ob RUNX1-ETO einen Effekt auf die Aktivitat des Enhancers
bzw. Promotors des miR-144/451 Lokus im Luciferase Assay in K562 Zellen ausubt. Es konnte
gezeigt werden, dass RUNX1-ETO und dessen trunkierte Form sowohl die Aktivitdt des
Promotors (Abbildung 44 A) als auch die des Enhancers (Abbildung 44 B) erheblich reprimiert.
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Abbildung 44: RUNX1-ETO und RUNX1-ETOtr wirken reprimierend auf die Aktivitdt des miR-144/451 Promotor-
und Enhancerbereichs in K562 Zellen.

K562 Zellen wurden sowohl mit dem Promotor- bzw. Enhancer- Konstrukt transfiziert als auch mit RUNX71-ETO
bzw. RUNX1-ETOtr. Nach 48h wurde die Luciferaseaktivitdit gemessen. Im Luciferase Assay mit K562 Zellen
reprimieren RUNX1-ETO und RUNX1-ETOtr die Aktivitat des Promotor- (A) sowie des Enhancer-Bereiches (B) des
miR-144/451 Lokus. Aus mindestens zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils drei unabhangigen Werten
wurde die Standartabweichung ermittelt und als Fehlerbalken dargestelit.

5.2.4. RUNX1-ETO (tr) okkupiert die Promotorregion des miR-144/451 Lokus

Wie schon erwahnt kann RUNX1-ETO Uber die RUNT-Domane an DNA-Sequenzen mit
RUNX1-Bindemotiven binden. Da zuvor gezeigt werden konnte, dass RUNX1 im Bereich des
Promotors an den miR-144/451 Lokus bindet, wurde nachfolgend untersucht, ob RUNX1-ETO
bzw. RUNX1-ETOtr ebenfalls Uber diese Fahigkeit verfugt.

Zunachst wurden ChlP-Assays mit K662 und hCD34+ Zellen durchgefuhrt, die RUNX1-ETO
bzw. RUNX1-ETOtr exprimierten. Hierbei konnte nachgewiesen werden, dass sowohl RUNX1-
ETO als auch RUNX1-ETOtr im Promotorbereich des miR-144/451 Lokus in beiden
Zellsystemen binden (Abbildung 45 A-C).
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Abbildung 45: RUNX1-ETO (RE) und RUNX1-ETOtr (REtr) binden an die Promotorregion des miR-144/451 Lokus
in K662 und hCD34+ Zellen im ChIP-Assay.

ChIP-Lysate von K562 und hCD34+ Zellen, die lentiviral mit RUNX71-ETO bzw. RUNX1-ETOtr transduziert worden
waren, wurden fur die Chromatin-lImmunoprazipitation verwendet. Die Anreicherung durch den HA-Tag Antikérper
wurde mittels qRT-PCR nachgewiesen. (A) RUNX1-ETO bindet an den miR-144/451 Promotor in K562 Zellen. (B)
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RUNX1-ETOtr okkupiert den miR-144/451 Promotor in K562 Zellen. (C) In hCD34+ Zellen bindet RUNX1-ETOftr an
den Promotorbereich des miR-144/451 Lokus. Aus mindestens zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils drei
unabhangigen Werten wurde die Standartabweichung ermittelt und als Fehlerbalken dargestellit.

Da es sich bei den bisherigen Experimenten um Uberexpressionen des Fusionsproteins
handelt, wurden nachfolgend in Kasumi-1 Zellen, die RUNX71-ETO endogen exprimieren,
ChlIP-Assays durchgefihrt. Hierfir wurde der ETO-Antikorper verwendet, da dieser in der
Lage ist im Bereich der ETO-Region des Proteins zu binden. Da Proteine der ETO-Familie
Uber keine direkte DNA-Bindedomane verfugen, sondern nur in Komplexen mit deren
Cofaktoren vorliegen, sollte die erreichte Anreicherung nur durch RUNX1-ETO resultieren.
Dennoch wurde zur Kontrolle der gleiche ChIP-Assay mit dem ETO-Antikérper in K562
Wildtypzellen durchgefuhrt. Diese exprimieren ETO-Proteine jedoch kein RUNX1-ETO.

Wie in der nachfolgenden Abbildung deutlich zu sehen ist, konnte mit dem ETO-Antikdérper in
K562 Zellen keine Anreicherung auf dem miR-144/451 Promotor nachgewiesen werden
(Abbildung 46 A). In den Kasumi-1 Zellen hingegen war dieses mir Hilfe des ETO-Antikdrpers
moglich. Somit konnte in diesen Zellen eine Okkupation von endogenem RUNX1-ETO im
Bereich des Promotors des miR-144/451 Lokus bewiesen werden (Abbildung 46 B).
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Abbildung 46: Endogenes RUNX1-ETO okkupiert die Promotorregion des miR-144/451 Lokus in Kasumi-1 Zellen
im ChIP-Assay.

ChiIP-Lysate von K562 bzw. Kasumi-1 Zellen wurden fiir die Chromatin-Immunoprazipitation verwendet. Die
Anreicherung durch den ETO- Antikérper wurde mittels gqRT-PCR nachgewiesen. (A) Es konnte keine Anreicherung
an den miR-144/451 Promotor in K562 Zellen nachgewiesen werden. (B) Endogenes RUNX1-ETO okkupiert den
Promotorbereich des miR-144/451 Lokus in Kasumi-1 Zellen. Aus mindestens zwei unabhangigen Experimenten
mit jeweils drei unabhangigen Werten wurde die Standartabweichung ermittelt und als Fehlerbalken dargestellt.

5.2.5. RUNX1-ETOtr Bindung an den Promotorbereich des miR-144/451

Lokus beeinflusst dessen Epigenetik
RUNX1-ETOtr ist wie RUNX1-ETO in der Lage an den Promotorbereich des miR-144/451
Lokus zu binden und Uber die verschiedenen Bindestellen im ETO-Teil des Proteins
Cofaktoren zu rekrutieren. Dies wirde unter anderem die Histonmodifikationen beeinflussen,
wodurch die reprimierte Expression des miR-144/451 Clusters erklart werden kénnte. Um

diese Hypothese zu beweisen, wurden ChlP-Assays in K562 Zellen, die als Kontrolle nur den
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Leervektor enthielten oder aber RUNX1-ETOtr exprimierten, durchgeflhrt. Zunachst konnte
beobachtet werden, dass in Anwesenheit von RUNX1-ETOtr sowohl die Anreicherung von
GATA1 im Enhancerbereich des miR-144/451 Lokus geringer wird als auch die Bindung der
RNA Polymerase Il und von WDR5 im Bereich des Promotors abnimmt (Abbildung 47 A-C).
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Abbildung 47: In Anwesenheit von RUNX1-ETOtr (RE tr) verringert sich die Okkupation von GATA1, RNA
Polymerase Il und WDRS im Lokusbereich der miR-144/451 in K562 im ChlP-Assay.

ChiIP-Lysate von K562 Zellen, die lentiviral mit RUNX7-ETOtr bzw. dem Leervektor zur Kontrolle transduziert
worden waren, wurden fiir die Chromatin-lmmunoprazipitation verwendet. Die Anreicherung durch den jeweiligen
Antikdrper wurde mittels qRT-PCR nachgewiesen. (A) In Anwesenheit von RUNX1-ETOtr sinkt die Anreicherung
von GATA1 im Bereich des miR-144/451 Enhancers in K562 Zellen. (B) RUNX1-ETOtr liberexprimierende K562
Zellen weisen weniger Bindung der RNA Polymerase Il an den miR-144/451 Promotor auf. (C) In Anwesenheit von
RUNX1-ETOtr sinkt die Anreicherung von WDR5 im Bereich des miR-144/451 Promotors in K562 Zellen. Aus
mindestens zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils drei unabhangigen Werten wurde die
Standartabweichung ermittelt und als Fehlerbalken dargestellt.

Die reduzierte Bindung von WDRS5, das fir die Trimethylierung am Lysin 4 des Histon 3
verantwortlich ist, in Anwesenheit von RUNX1-ETOtr resultiert ebenfalls in einer verminderten
H3K4 Trimethylierung im Promotorbereich (Abbildung 48 A) [211]. Ebenfalls konnte eine

leichte Abnahme der H3K9 Acetylierung in den Zellen, die RUNX7T-ETOtr exprimieren,
beobachtet werden (Abbildung 48 B).
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Abbildung 48: In Anwesenheit von RUNX1-ETOtr (RE tr) reduzieren sich die Histonmodifikationen H3K4me3 sowie
H3K9Ac im Promotorbereich des miR-144/451 Lokus in K562 im ChlP-Assay.

ChiIP-Lysate von K562 Zellen, die lentiviral mit RUNX7-ETOfr bzw. dem Leervektor zur Kontrolle transduziert
worden waren, wurden fiir die Chromatin-lmmunoprazipitation verwendet. Die Anreicherung durch den jeweiligen
Antikdrper wurde mittels qRT-PCR nachgewiesen. (A) In Anwesenheit von RUNX1-ETOtr sinkt die Trimethylierung
am H3K4 im Bereich des miR-144/451 Promotors in K562 Zellen. (B) RUNX1-ETOtr Uberexprimierende K562
Zellen weisen eine geringe Acetylierung am H3K9 im Bereich des miR-144/451 Promotors auf. Aus mindestens
zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils drei unabhangigen Werten wurde die Standartabweichung ermittelt
und als Fehlerbalken dargestellt.
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6. Diskussion

1993 wurde in C. elegans die lin-4 RNA als erstes Mitglied einer hochspezialisierten Klasse
von kleinen regulatorischen RNAs entdeckt. Damals noch als short temporal RNA (stRNA)
betitelt, wurden 2001 alle daraufhin gefundenen stRNAs als mircoRNAs bezeichnet. Seitdem
wurde eine Vielzahl neuer miRNAs in den unterschiedlichsten Spezien entdeckt [148]. Die
intensive Erforschung der miRNAs in den letzten Jahren zeigte, dass diese bei der Regulation
der Expression der meisten Gene von essentieller Bedeutung sind [212]. Eine Vielzahl von
miRNAs sind besonders wahrend der Hamatopoese involviert, da dieser ein komplexer
Prozess ist, der von einem ganzen Netzwerk aus Transkriptionsfaktoren sowie weiteren

Regulatorproteinen gesteuert wird.

Wahrend der erythroiden Differenzierung ist das microRNA Cluster miR-144/451 von grolder
Bedeutung. Die Expression der miR-451 ist vornehmlich auf die erythroide
Differenzierungslinie beschrankt und wird durch den erythroiden Transkriptionsfaktor GATA1
spezifisch aktiviert. Der Verlust der miR-451 flhrt zu einer gestdrten terminalen Erythropoese
und damit zur Anreicherung unreifer erythroider Vorlauferzellen [7, 200]. Dartber hinaus
scheint die miR-451 eine Rolle bei der Entstehung von malignen Erkrankungen zu spielen. So
konnte in verschiedenen Studien nachgewiesen werden, dass die Expression der miR-451 in

Tumorerkrankungen dereguliert ist [188-192].

In der vorliegenden Arbeit wurde zunachst der Einfluss der miR-451 auf die erythroide
Differenzierung von hamatopoetischen Stammzellen sowie humaner Zelllinien untersucht. Im
Anschluss konnte aufgezeigt werden, dass das Fusionsprotein RUNX1-ETO, welches
wahrend der akuten myeloischen Leukdmie exprimiert wird, sowohl die Expression des

miRNA-Cluster miR-144/451 dereguliert als auch dessen Epigenetik im Promotorbereich.

6.1. miR-451 wahrend der Hamatopoese

6.1.1. miR-451 induziert die erythroide Differenzierung in hCD34+ Zellen

Der Transkriptionsfaktor RUNX1 ist essentiell fur die megakaryozytare Differenzierung und in
vorherigen Arbeiten konnte u.a. gezeigt werden, dass hierbei RUNX1 die Expression
erythroider Gene, wie u.a. KLF1, reprimiert [74, 207]. Auf diese Weise soll die Anwesenheit
erythroider Regulatoren, wie z.B. Transkriptionsfaktoren, miRNAs sowie Cofaktoren, die das
erythroide Genprogramm initiieren, verhindert werden. In der vorliegenden Arbeit konnte
weiterfuhrend aufgezeigt werden, dass RUNX1 auch die Expression von miRNAs, die bei der
Hamatopoese von Bedeutung sind, stark beeinflusst. Hierflir wurde die humane Zelllinie K562,

die sowohl erythroide als auch megakaryozytare Merkmale aufweist, mit einem RUNX1
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exprimierenden Vektor transduziert. Mittels miRNA-Sequenzierung wurden u.a. 30 differentiell
exprimierte miRNAs gefunden, die laut Literatur wahrend der Hamatopoese von Bedeutung
sind. Davon spielen 11 miRNAs eine Rolle bei der erythroiden-megakaryozytaren
Differenzierung [7, 166-169, 186, 202-206]. Auf diese Weise konnte gezeigt werden, dass
RUNX1 die Expression erythroider miRNAs wie miR-451, miR-144 und miR-126 reprimiert um
die megakaryozytare Differenzierung zu ermdglichen. In diesem Zusammenhang steigt auch
die Expression megakaryozytarer miRNAs, wie z.B. der miR-146a, miR-150 und miR-27a
(Abbildung 11). Somit konnten vorherige Daten bestatigt und neue erythroide miRNAs miR-
144 und miR-451 als Ziele von RUNX1 ausfindig gemacht werden.

In vorherigen Studien konnte auch aufgezeigt werden, dass die Expression der microRNAs
miR-144 und miR-451 u.a. wahrend der erythroiden Differenzierung im Zebrafisch gesteigert
ist [7, 201]. Dieses konnte nun ebenfalls im humanen System mittels induzierter erythroider
Differenzierung in den Zelllinien K662 und TF-1 sowie in den hamatopoetischen Stammzellen
hCD34+ nachgewiesen werden. Die erhohte Expression der erythroiden Markergene GYPA
und CD71 korrelierte mit einer ebenfalls gesteigerten Expression des miR-144/451 Clusters
(Abbildung 13 und Abbildung 15) [36, 37]. Um die Exklusivitat der miR-144/451 Expression in
der erythroiden Linie zu untersuchen, wurde diese wahrend der megakaryozytaren
Differenzierung untersucht. Die Induktion der megakaryozytaren Differenzierung flihrte zu
einer gesteigerten Expression des Markergens CD41 sowie zu einer reduzierten miR-144/451
Expression (Abbildung 16). Daher scheint die Expression des miR-144/451 Clusters auf die

erythroide Differenzierungslinie beschrankt zu sein.

In Experimenten mit transduzierten humanen CD34+ Zellen, die das miR-144/451 Cluster
exprimierten, konnte des Weiteren nachgewiesen werden, dass die miR-451 die erythroide
Differenzierung in den Stammzellen induziert. hCD34+ Zellen, die das Cluster mit der
funktionalen miR-451 DNA-Sequenz beinhielten, zeigten eine deutlich erhéhte Anzahl an
erythroiden Kolonien im Vergleich zur Kontrolle. Dies ist vergleichbar mit der gesteigerten
Anzahl erythroider Kolonien durch die Transduktion des Vektors mit dem erythroiden
Transkriptionsfaktor Tal7 (Abbildung 19). Demnach scheint die Anwesenheit und Funktionalitat
der miR-451 aktiv fur die erythroide Differenzierung verantwortlich zu sein. Bruchova-Votavova
und Mitarbeiter konnten einen ahnlichen Einfluss der miR-451 in K562-Zellen zeigen. Sie
induzierten die erythroide Differenzierung mittels Hemin und transfezierten die K562 Zellen mit
pre-miR-451. Die Zellen zeigten ebenfalls eine gesteigerte GYPA Expression sowie eine
Zunahme der Hamoglubinkonzentration [213]. Demnach kdénnte die miR-451 zur

Verbesserung der in vitro Herstellung von Erythrozyten verwendet werden. In Kombination mit
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bereits etablierten Protokollen, die den Einsatz u.a. von Zytokinen vorsehen, kénnte auf diese

Weise die Erythrozytenherstellung stark erhéht werden.

In umgekehrter Weise konnte dieser Einfluss zuvor fir die miR-223 gezeigt werden. Eine
erhohte Expression der miR-223 reprimiert die erythroide Differenzierung, da der erythroide
Co-Regulator LMO2 ein direktes Ziel der miR-223 ist. Da LMO2 zu dem transkriptionellem
Komplex von Tal1, E2A und GATA1 gehdrt, stort dessen verminderte Expression die
Funktionalitat des Komplexes. Somit kann die erythroide Differenzierung nicht mehr stattfinden
[206, 214]. Diese Ergebnisse und Beispiele zeigen, dass microRNAs einen direkten

regulatorischen Effekt auf die hamatopoetische Differenzierung haben.

6.1.2. Regulation des miR-144/451 Clusters durch hamatopoetische
Transkriptionsfaktoren

Die wichtigsten hamatopoetischen Transkriptionsfaktoren wahrend der erythroiden bzw.
megakaryozytaren  Differenzierung sind RUNX1, Tall sowie GATA1. Diese
Transkriptionsfaktoren beeinflussen die Expression einer Vielzahl von Genen aber auch von
microRNAs. RUNX1 ist wahrend der megakaryozytaren Differenzierung von groler
Bedeutung und beeinflusst diese positiv [74]. Daher reprimiert RUNX1 Gene, die die
Megakaryopoese hemmen  wirden und aktiviert  Gene, die far die
Megakaryozytendifferenzierung wichtig sind. So bindet RUNX1 unter anderem an den Lokus
des erythroiden Regulators KLF1 und blockiert dessen Expression, sodass die Differenzierung
in Richtung der Megakaryopoese erfolgt [207]. Im Gegensatz dazu beeinflussen GATA1 und
Tal1 die Expression erythroider Gene positiv [3, 56]. So konnte fir den erythroiden
Transkriptionsfaktor GATA1 gezeigt werden, dass dieser an den Lokus des miR-144/451

Clusters bindet und dessen Expression hochreguliert [7].

Der Einfluss der Transkriptionsfaktoren Tal1, GATA1 sowie RUNX1 auf das miR-144/451
Cluster wurde in dieser Arbeit genauer untersucht. Zunachst konnte in
Uberexpressionsstudien mit den Transkriptionsfaktoren aufgezeigt werden, dass die erhdhte
Expression von RUNX1 in K562 Zellen die miR-144/451 Expression reprimiert, wahrend die
Uberexpression von GATAT und Tal1 zu einer gesteigerten miR-144/451 Expression fuhrt
(Abbildung 20 und Abbildung 21). Diese Ergebnisse bestdtigen die Annahme, dass die
microRNAs miR-144 und besonders die miR-451 wahrend der Erythropoese von Bedeutung
sind. Daher wird ihre Expression wahrend der megakaryozytaren Differenzierung unter
anderem durch RUNX1 reprimiert. Im umgekehrten Fall fuhrt ein Knockdown von RUNX1 zur
gesteigerten Expression des miR-144/451 Clusters, wahrend die Herunterregulation von Tal1
und GATA1 die Reprimierung der Clusterexpression bedingt (Abbildung 22 und Abbildung 23).
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Fir die einzelne miR-451 konnte dies ebenfalls gezeigt werden (Abbildung 24). Somit
beeinflussen die essentiellen hamatopoetischen Transkriptionsfaktoren RUNX1, Tal1 und
GATA1 direkt die Expression des miR-144/451 Clusters.

6.1.3. Regulation der Promotor- bzw. Enhanceraktivitat des miR-144/451
Clusters durch hamatopoetische Transkriptionsfaktoren

Dore und Mitarbeiter konnten fur den Mauslokus des miR-144/451 Clusters in ChIP-
Experimenten zeigen, dass der erythroide Transkriptionsfaktor GATA1 in einem Bereich weit
aulierhalb des Promotors (-2,8 kb) verstarkt bindet [7]. Die Expression des miR-144/451
Clusters wird daher nicht nur von einem eigenen Promotor gesteuert, sondern ebenfalls von
einem Enhancer-Bereich reguliert. Durch eine in silico Analyse des humanen miR-144/451
Lokus wurden verschiedene potentielle Bindestellen fur die Transkriptionsfaktoren Tal1,
RUNX1 sowie GATA1 entdeckt (Abbildung 26). Diese sind sowohl im Promotor- als auch
Enhancer-Bereich lokalisiert. Zudem befindet sich eine hoch konservierte Region im Bereich
des Promotors. Es konnte gezeigt werden, dass RUNX1 die Aktivitdt des Promotor- und
Enhancer-Bereich hemmt (Abbildung 27). Dies ist im Einklang mit den gewonnenen
Expressionsdaten, da RUNX1 ebenfalls einen reprimierenden Einfluss auf diese ausubt.
GATA1 und Tal1 zusammen mit dessen Co-Transkriptionsfaktor E47 erhéhen die Promotor-
und Enhancer-Aktivitat, wahrend dessen Knockdown die Aktivitat des Promotors sowie
Enhancers vermindert. Diese Ergebnisse stimmen ebenfalls mit den Expressionsanalysen

uberein.

Mittels Chromatin-lImmunoprazipitation von humanen CD34+ Zellen wurde anschliel3end die
direkte Bindung von RUNX1, Tall und GATA1 im Promotor- bzw. Enhancer-Bereich
nachgewiesen. Wahrend RUNX1 bevorzugt im Promotorbereich des miR-144/451 Lokus
bindet, zeigen GATA1 und Tal1 eine deutliche Bindung im Bereich des Enhancers (Abbildung
29). Die Bindung der Transkriptionsfaktoren variiert zudem wahrend der Differenzierung. Die
Anreicherung von GATA1 und Tal1 im Bereich des Enhancers nimmt wahrend der erythroiden
zu und ab bei der megakaryozytaren Differenzierung. Die Okkupation des Promotorbereichs
durch RUNX1 steigt hingegen wahrend der megakaryozytdren Differenzierung und ist
reduziert wahrend der erythroiden Differenzierung (Abbildung 31). Demnach reprimiert die
direkte Bindung von RUNX1 im Promotorbereich die Expression des miR-144/451 Clusters.
Binden jedoch die erythroiden Transkriptionsfaktoren GATA1 und Tal1 im Enhancer-Bereich

des Lokus, so steigt dessen Aktivitat sowie die Expression des miR-144/451 Clusters.

Somit konnten die Daten von Dore und Mitarbeiter fir den humanen miR-144/451 Lokus

bestatigt werden, da GATA1 die Aktivitat des Enhancer-Bereichs sowie des Promotors steigert
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[7]. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass neben GATA1 auch Tal1 einen aktivierenden
Einfluss auf beide Bereiche auslibt. Beide Transkriptionsfaktoren binden verstarkt nach
induzierter erythroider Differenzierung im Enhancer-Bereich, wenn die Expression des miR-
144/451 Clusters am hochsten ist. Weiterfihrend konnte aufgezeigt werden, dass die
Histonmodifikationen H3K4me3 sowie H3K9Ac, die in Verbindung mit einem transkriptionell
aktiven Chromatinbereich stehen, ebenfalls nach erythroider Differenzierung stark erhéht
vorliegen (Abbildung 32) [90, 215]. Dies fuhrt zum Schluss, dass der miR-144/451 Lokus durch
Chromatin 6ffnende Histonmodifikationen wie H3K4me3 und H3K9Ac wahrend der erythroiden
Differenzierung zuganglich ist. Somit kdnnen die erythroiden Transkriptionsfaktoren GATA1
und Tal1 verstarkt im Bereich des Enhancers binden und die Expression des miR-144/451

Clusters induzieren.

Die Trimethylierung am Histon H3K4 erfolgt durch den MLL/WDR5-Komplex, wahrend
p300/PCAF u.a. die Acetylierung am Histon H3K9 vermitteln. Beide Komplexe werden von
Tal1l und GATA1 an den Lokus rekrutiert, sodass die Offnung des Chromatins erfolgt [211,
216]. Fiar p300 konnte dartber hinaus gezeigt werden, dass es direkt mit Tal1 und GATA1
interagiert. Dartuber hinaus wird GATA1 durch p300 ebenfalls acetyliert und dies fuhrt zu einer
transkriptionellen Aktivierung sowie gesteigerten Genexpression [217, 218]. Weitere
Regulatorproteine sowie Cofaktoren kdnnen zum Lokus rekrutiert werden und die Expression
des Clusters bzw. der microRNAs miR-144 und miR-451 aktivieren (Abbildung 49 A).

Wahrend der Megakaryopoese ist die Expression der miR-144 und miR-451 nicht erwinscht.
Somit bindet der Transkriptionsfaktor RUNX1, der im Gegensatz zu GATA1 und Tal1 wahrend
der megakaryozytaren Differenzierung stark exprimiert wird, im Promotorbereich des miR-
144/451 Lokus. RUNX1 kann ebenfalls eine Vielzahl von Cofakoren, wie u.a. HDAC1 oder
Sin3a, rekrutieren. In diesem Fall jedoch flihrt dies zu einer Verdichtung der Chromatinstruktur,
sodass die Expression der microRNAs miR-144 und miR-451 verhindert wird. In
weiterflhrenden Experimenten konnte fur den Promotorbereich des miR-144/451 Lokus
gezeigt werden, dass nach der megakaryozytaren Differenzierung das Corepressorprotein
Protein Arginin Methyltransferase 6 (PRMT6) den Promotor verstarkt okkupiert. PRMT6 ist fur
die asymmetrische Dimethylierung am Histon H3R2 (H3R2me2as) verantwortlich und diese
Histonmodifikation wurde ebenfalls vermehrt im Bereich des Promotors vorgefunden [208,
219]. H3R3me2 befindet sich in transkriptionell inaktivem Chromatin und ist u.a. mit fur die
Inhibierung der aktivierenden H3K4 Trimethylierung (H3K4me3) zustandig [220]. Daher nimmt
die Histonmodifikation H3K4me3 stark ab und der daflir verantwortliche Proteinkomplex
MLL/WDRS5 verlasst mit p300/PCAF den miR-144/451 Lokus [208]. Auf diese Weise werden

die aktivierenden Histonmodifikationen H3K4me3 und H3K9Ac durch die repressive
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Modifikation H3R2me2 ersetzt. Dies fuhrt zur Komprimierung des Chromatins und die

Expression der miR-144 sowie miR-451 ist stark gehemmt (Abbildung 49 B).

Erythropoese Megakaryopoese
A ry P B gakaryop

H3R2me2

miR-144/451 Enhancer miR-144/451 Promotor

Abbildung 49: Modell der Okkupation des miR-144/451 Enhancer- bzw. Promotorbereichs durch die
Transkriptionsfaktoren Tal1, GATA1 und RUNX1 wahrend der Erythropoese sowie Megakaryopoese

(A) Wahrend der erythroiden Differenzierung binden die Transkriptionsfaktoren GATA1 und Tal1 im Bereich des
Enhancers des miR-144/451 Lokus. Durch die Rekrutierung weiterer Coaktivatoren, wie u.a. dem MLL/WDR5-
Komplex und p300/PCAF o6ffnen die aktivierenden Histonmodifikationen H3K4me3 sowie H3K9Ac den
Chromatinbereich des Lokus, sodass die Genexpression erfolgen kann. (B) Wahrend der Megakaryopoese
okkupiert RUNX1 den Promotorbereich des miR-144/451 Lokus und rekrutiert Corepressorproteine, wie u.a.
HDAC1, Sin3a und PRMT6. PRMT6 katalysiert die Histonmodifikation H3R2me2, die zur Komprimierung des
Chromatins beitragt, sodass die Expression der miR-144 bzw. miR-451 stark vermindert ist.

6.2. miR-451 in RUNX1-ETO exprimierenden Zellen

6.2.1. RUNX1-ETO reprimiert die miR-451 Expression

Bei AML-Patienten, die dem FAB M2-Typs zugeordnet werden kdnnen und das Fusionsprotein
RUNX1-ETO exprimieren, wurde festgestellt, dass unter anderem die erythroide
Differenzierung gestort ist. In Experimenten mit humanen CD34+ Zellen konnte gezeigt
werden, dass RUNX1-ETO die Ausbildung erythroider Kolonien inhibiert, wahrend gleichzeitig
die Proliferationsrate dieser Zellen stark erhéht ist [209]. Diese Ergebnisse konnten in dieser
Arbeit bestatigt und erweitert werden. Hierflr wurde parallel mit dem Volllangeprotein RUNX1-
ETO sowie der trunkierten Isoform RUNX1-ETOtr gearbeitet, da diese direkt Leukamie

induzieren kann [131].

RUNX1-ETO und RUNX1-ETOtr Uberexprimierende K562 Zellen zeigten eine verminderte
Expression der erythroiden Gene a-Globin sowie KLF1. Mittels FACS-Messungen wurde
weiterhin festgestellt, dass die Prasenz des erythroiden Markerproteins CD71 auf der
Zelloberflache von K562 Zellen in Anwesenheit der RUNX1-ETO Proteine reduziert ist. Selbst
nach der Induktion der erythroiden Differenzierung durch die Zugabe von Hemin wurde diese
durch die Uberexpression von RUNX1-ETO und RUNX1-ETOtr erheblich reprimiert (Abbildung
34). Um auszuschlie®en, dass der Effekt sich auf ein Zellsystem beschrankt, wurden die
Expressionen von CD71 und GYPA auch in TF1 Zellen bei Anwesenheit von RUNX1-ETO und
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RUNX1-ETOtr hin untersucht. Die Expression beider Gene war stark reprimiert sowie die
Anzahl GYPA- und CD71-positiver Zellen im Vergleich zur Kontrolle erheblich reduziert
(Abbildung 35). Somit fuhrt die Anwesenheit der RUNX1-ETO Proteine zu einer reduzierten
Expression verschiedener erythroider Gene in humanen Zelllinen. Dieser reprimierende Effekt
konnte daruber hinaus auch in RUNX1-ETO (tr) transduzierten hCD34+ Zellen nachgewiesen
werden. Aullerdem bildeten im CFU-Assay RUNX71-ETO(tr) Uberexprimierende hCD34+
Zellen deutlich weniger erythroide Kolonien aus (Abbildung 36). Somit konnte bestatigt
werden, dass RUNX1-ETO sowie die trunkierte Isoform in den Zelllinien K562 und TF1 sowie
in humanen CD34+ Zellen die Expression erythroider Gene reprimiert und damit die erythroide
Differenzierung hemmt. Um sicherzustellen, dass die Reprimierung der Genexpression von
KLF1 und GYPA direkt durch die Fusionsproteine erfolgt, wurde dessen Bindung an die
Promotorbereiche untersucht. In ChlP-Assays konnte eine direkte Okkupation der KLF1 und
GYPA Promotorbereiche nachgewiesen werden (Abbildung 37). Somit konnte gezeigt werden,
dass RUNX1-ETO die Expression erythroider Gene auch direkt durch die Bindung an deren

Promotorbereiche beeinflusst.

Fur die verwendeten Zellsysteme konnte nun gezeigt werden, dass RUNX1-ETO sowie
RUNX1-ETOtr an die Promotorbereiche erythroider Gene bindet und deren Expression
reprimiert. Nachfolgend wurde daher untersucht, ob die Fusionsproteine auch einen Einfluss
auf die Expression sowie Promotorokkupation des Clusters miR-144/451 ausiiben. Die
Uberexpression von RUNX71-ETO und RUNX1-ETOtr fihrte in den Zelllinien K562 und TF-1
sowie in den humanen CD34+ Zellen zu einer deutlichen Reprimierung der miR-144/451
Expression (Abbildung 38). Nach einem anschlieRenden Knockdown steigt die Expression der
miR-144/451 sowie von CD71 wieder an. Daher kann eindeutig die Repression der Expression
auf die Anwesenheit der leukdmischen Fusionsproteine zurlick gefiihrt werden (Abbildung 39
und Abbildung 43). Dieser reprimierende Effekt konnte im Weiteren auch fiir die Promotor- und
Enhancer-Aktivitat des miR-144/451 Clusters gezeigt werden (Abbildung 44). Somit
reprimieren RUNX1-ETO und RUNX1-ETOtr neben den bereits bekannten erythroiden Genen
auch die Expression des miR-144/451 Clusters. Dies unterstitzt die bisherigen
Beobachtungen, die sowohl im Patienten als auch im Tiermodell gefunden wurden. In beiden
Fallen kommt es in Anwesenheit des leukdmischen Fusionsproteins zur Expansion unreifer
hamatopoetischer Vorlauferzellen, die Uber die gesteigerte Fahigkeit zur Selbsterneuerung
verfigen. Demnach ist die Differenzierung der hamatopoetischen Stammzellen in reife
Blutzellen nicht mehr mdglich [96, 129, 134].

In dieser Arbeit sowie in vorherigen Studien konnte aufgezeigt werden, dass das miR-144/451

Cluster wahrend der terminalen erythroiden Differenzierung von grof3er Bedeutung ist [6]. Die
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miR-451 scheint dartber hinaus auch alleine die erythroide Differenzierung induzieren zu
kénnen. Daher wird das Cluster der miR-144/451 ebenfalls zu einem wichtigen Faktor, der
durch RUNX1-ETO zur Auspragung der akuten myeloischen Leuk@mie reprimiert werden

muss.

6.2.2. RUNX1-ETO okkupiert die Promotorregion des miR-144/451 Lokus

Die DNA-Bindung von RUNX1-ETO bzw. RUNX1-ETOtr erfolgt tber die identische RUNT-
Domane und Bindemotiv von RUNX1 [137]. Da in vorherigen Experimenten gezeigt werden
konnte, dass RUNX1 bevorzugt an den Promotorbereich des miR-144/451 Lokus bindet,
wurde die Okkupation der Promotorregion nach Uberexpression von RUNX7-ETO untersucht.
Die Bindung von RUNX1-ETO bzw. RUNX1-ETOtr konnte in K562 sowie hCD34+ Zellen
nachgewiesen werden (Abbildung 45). Dartber hinaus konnte fiur Kasumi-1 Zellen, die
endogen RUNXT1-ETO exprimieren, die Bindung an die Promotorregion des miR-144/451
Lokus gezeigt werden (Abbildung 46). Somit besteht die Okkupation des miR-144/451
Promotors durch RUNX1-ETO nicht nur in artifiziellen Uberexpressionsexperimenten sondern
auch auf endogenem Level. Da RUNX1-ETO sowie RUNX1-ETROtr tber die NHR-Domanen
im ETO-Anteil des Fusionsproteins mit einer Vielzahl von Cofaktoren interagieren kann, wurde
abschlieliend untersucht, welchen Einfluss die Anwesenheit des Fusionsproteins auf die
Histonmodifikationen sowie Rekrutierung aktivierender Cofaktoren am Promotorbereich hat.
Es konnte gezeigt werden, dass die Bindung von GATA1 und der RNA Polymerase im Bereich
des Enhancers bzw. Promotors geringer ist als im Vergleich zu den Kontrollzellen. Da GATA1
essentiell fir die Expression des miR-144/451 Clusters ist, erklart dies zusammen mit der
reduzierten RNA Polymerase Bindung die verminderte Expression des Clusters [7]. Die
Anwesenheit von WDRS5, welches im MLL Komplex fir die Trimethylierung am Lysin 4 des
Histon 3 (H3K4me3) verantwortlich ist, ist am Promotorbereich ebenfalls reduziert (Abbildung
47) [211]. Daraus folgend ist die Histonmodifikation H3K4me3 ebenfalls verringert. Da es sich
hierbei genau wie bei der Acetylierung des H3K9 (H2K9Ac) um eine aktivierende
Histonmodifikation handelt, stimmt dessen Abnahme in Anwesenheit von RUNX1-ETOtr mit

der reprimierten Expression des miR-144/451 Clusters Uberein (Abbildung 48).

Somit inhibiert RUNX1-ETO genau wie RUNX1 die Expression erythroider Gene und speziell
in diesem Fall die Expression des miR-144/451 Clusters. Wahrend der megakaryozytaren
Differenzierung ist die Expression von RUNX1 stark erhéht und die Expression muss sich
ausschliel3lich auf die fur die Megakaryopoese relevante Gene beschranken. Daher bindet
RUNX1 an dessen Genbereiche und rekrutiert Coaktivatoren, sodass die Genexpression

gesteigert wird. Die Expression erythroider Gene hingegen ist nicht erwlinscht. Somit okkupiert
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RUNX1 Promotorbereiche erythroider Gene und rekrutiert Corepressoren. Hierzu zahlen wie
schon genannt u.a. Histonmodifizierende Proteine wie PRMT®6, die die repressive Modifikation
H3R2me2 katalysiert. Auf diese Weise kondensiert das Chromatin und die Expression der

betroffenen Gene ist reprimiert [207, 219].

Die Inhibierung der erythroiden Differenzierung durch RUNX1-ETO erfolgt am
frihestmdglichen Zeitpunkt der Erythropoese. So konnte u.a. gezeigt werden, dass RUNX1-
ETO direkt mit GATA1 Uber die RUNT-Doméane interagiert und dessen Aktivitat erheblich
reduziert. Die Acetylierung zweier Lysincluster, die die GATA Zinkfingermotive flankieren,
durch p300/CBP ist essentiell fir die Aktivitdt von GATA1. RUNX1-ETO blockiert diese

Transaktivierung und inhibiert auf diese Weise die erythroide Entwicklung [210].

Weiterhin konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass RUNX1-ETO den identischen
Promotorbereich des miR-144/451 Lokus wie RUNX1 okkupiert. Auf diese Weise kann
RUNX1-ETO Corepressoren mittels der NHR-Domanen zum Promotor rekrutieren, sodass
Coaktivatoren, wie GATA1 und WDRS5, sowie die RNA Polymerase Il den Promotorbereich
verlassen. Aktive Histonmodifikationen, wie H3K4me3 und H3K9Ac, werden durch repressive
ersetzt. Daraufhin kondensiert das Chromatin und die Genexpression ist gehemmt. Somit
blockiert RUNX1-ETO zweifach die Expression des miR-144/451 Clusters. Zunachst inhibiert
es direkt die Aktivitat von GATA1, welches fiir die Expression des miR-144/451 Clusters
essentiell ist, und zudem bindet das leukamische Fusionsprotein selbst im Promotorbereich

und verandert dessen Epigenetik (Abbildung 50).

t(8;21) Translokation

miR-144/451 Promotor

Abbildung 50: Modell der Reprimierung der miR-144/451 Expression durch RUNX1-ETO

RUNX1-ETO bindet an den Promotorbereich des miR-144/451 Lokus und rekrutiert Corepressoren, wie u.a. Sin3a
und HDAC1. Repressive Histonmodifikationen fliihren zur Kondensation des Chromatins, sodass der Lokus nicht
mehr zuganglich ist und die Expression der miRNAs miR-144 und miR-451 nicht mehr stattfinden kann. Gleichzeitig
inhibiert RUNX1-ETO die Acetylierung von GATA1 durch p300, sodass die transkriptionelle Aktivitdt von GATA1
blockiert ist. Dies reprimiert die Expression des miR-144/451 Clusters ebenfalls.
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Untersuchungen ergaben, dass leukdmische Fusionsproteine, wie RUNX1-ETO, die
Expression von c-Myc induzieren. Eine Hyperaktivitdt von c-Myc trdgt erheblich zur
Leukdmogenese bei, da es fur Zellwachstum sowie hamatopoetische Differenzierung
essentiell ist [177]. Nun wurde von Su und Mitarbeitern entdeckt, dass c-Myc auch im
Promotorbereich des miR-144/451 Clusters bindet und HDACS rekrutiert. Dies resultiert in der
Deacetylierung der Histone, sodass die Expression der miRNAs miR-144 und miR-451

reprimiert wird [221].

Dies impliziert, dass die Expression des miR-144/451 Clusters konsequent durch
verschiedene Ereignisse wahrend der akuten myeloischen Leukamie reprimiert wird. Das
konnte darauf zurtick zu fihren sein, dass die miR-451 sowohl fir die Induktion der erythroiden
Differenzierung von grof3er Bedeutung ist, als auch als Tumorsuppressor wirken kann [8, 9].
Demnach scheint es besonders wichtig zu sein, dass die Anwesenheit der miR-451

unterdriickt wird, sodass die Leukamogenese fortschreiten kann.

Diese Wirkweise von RUNX1-ETO konnte ebenfalls fir die miR-223 sowie fir das Cluster miR-
222/221 gezeigt werden. Die Expression der miRNAs ist von grof3er Bedeutung fur die
Differenzierung myeloider Vorlduferzellen. In verschiedenen Experimenten konnte aufgezeigt
werden, dass die Expression dieser miRNAs in Anwesenheit von RUNX1-ETO reprimiert ist.
Die Promotorbereiche der miR-223 sowie miR-222/221 weisen ebenfalls RUNX1-Bindestellen
auf, an die RUNX1-ETO bindet und Corepressoren, wie u.a. HDACs und DNMTs, rekrutiert.
Auf diese Weise andert sich die Struktur des Chromatins und die Expression der miR-223 und
des miR-222/221 Clusters wird reprimiert. Dies fuihrt wie bei den miRNAs miR-144 bzw. miR-

451 zur Differenzierungsblockade und Anreicherung unreifer Vorlauferzellen [144, 222].

Mit Hilfe dieser Arbeit konnte ein weiterer Aspekt aufgedeckt werden, auf welche Weise
RUNX1-ETO die normale Entwicklung hamatopoetischer Stammzellen reprimiert, sodass

unreife Vorlauferzellen im Blut und Knochenmark wahrend der Leukdmogenese akkumulieren.
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7. Anhang

7.1. Ergebnisse der miRNA-Sequenzierung RUNX1 liberexprimierender K562
Zellen

Tabelle 35: Ergebniss der miRNA-Sequenzierung von RUNX1 berexprimierenden K562 Zellen. Dargestellt ist
die Expressionsveranderung der miRNAs zur Referenz (Leervektor).

Mature miRNA log2 foldchange | p-value Mature miRNA log2 foldchange | p-value

hsa-miR-143-3p 6.80 0.00E+00 hsa-miR-4429 -0.01 9.96E-01
hsa-miR-181a-3p 6.42 3.45E-75 hsa-miR-1343-5p -0.01 9.95E-01
hsa-miR-205-5p 6.09 3.10E-57 hsa-miR-3661 -0.01 9.82E-01
hsa-miR-363-3p 5.34 2.36E-31 hsa-miR-1278 -0.01 9.76E-01
hsa-miR-1 5.14 7.09E-11 hsa-miR-454-5p -0.01 9.46E-01
hsa-miR-1269a 4.75 1.61E-33 hsa-miR-25-3p -0.02 8.33E-01
hsa-miR-4532 4.70 5.08E-93 hsa-miR-3157-3p -0.02 9.28E-01
hsa-miR-187-3p 4.69 4.09E-12 hsa-miR-548al -0.03 9.63E-01
hsa-miR-664b-3p 4.63 6.61E-18 hsa-miR-18a-5p -0.03 8.42E-01
hsa-miR-221-3p 4.27 2.03E-64 hsa-miR-520d-3p -0.03 9.74E-01
hsa-miR-146a-5p 4.25 2.49E-108 | hsa-miR-1276 -0.03 9.69E-01
hsa-miR-214-5p 4.20 1.01E-05 hsa-miR-4689 -0.03 9.63E-01
hsa-miR-3617-5p 3.99 3.51E-06 hsa-miR-520d-5p -0.03 9.69E-01
hsa-miR-214-3p 3.96 6.43E-06 hsa-miR-491-3p -0.04 9.48E-01
hsa-miR-143-5p 3.90 6.65E-05 hsa-miR-335-5p -0.04 8.37E-01
hsa-miR-582-3p 3.73 2.23E-05 hsa-miR-195-5p -0.04 8.87E-01
hsa-miR-181b-3p 3.58 5.22E-05 hsa-miR-6824-3p -0.04 9.46E-01
hsa-miR-222-5p 3.47 1.01E-08 hsa-miR-1180-3p -0.04 8.39E-01
hsa-miR-29b-3p 3.34 5.61E-05 hsa-miR-5697 -0.05 9.22E-01
hsa-miR-29b-2-5p 3.22 1.94E-10 hsa-miR-7-1-3p -0.06 6.80E-01
hsa-miR-1911-5p 3.14 2.02E-03 hsa-miR-520a-5p -0.06 8.54E-01
hsa-miR-340-5p 3.14 5.22E-41 hsa-miR-1229-3p -0.07 9.23E-01
hsa-miR-3617-3p 3.13 2.05E-03 hsa-miR-93-3p -0.08 6.65E-01
hsa-miR-489-3p 3.09 3.45E-22 hsa-miR-3675-5p -0.08 8.26E-01
hsa-miR-29¢-3p 3.07 7.77E-31 hsa-let-7e-3p -0.08 7.68E-01
hsa-miR-1277-3p 2.94 5.31E-04 hsa-miR-191-3p -0.09 6.75E-01
hsa-miR-10a-5p 2.9 8.95E-44 hsa-miR-6513-3p -0.09 8.94E-01
hsa-miR-766-3p 2.84 1.03E-32 hsa-miR-32-3p -0.09 6.62E-01
hsa-miR-5695 2.78 5.47E-04 hsa-miR-423-5p -0.09 4.59E-01
hsa-miR-190a-5p 2.74 1.29E-13 hsa-miR-525-5p -0.09 8.95E-01
hsa-miR-196a-5p 2.73 2.62E-14 hsa-miR-708-5p -0.10 9.14E-01
hsa-miR-28-5p 2.60 3.89E-04 hsa-miR-4638-3p -0.10 8.58E-01
hsa-miR-222-3p 2.59 7.25E-31 hsa-miR-3155a -0.10 8.74E-01
hsa-miR-34a-5p 2.57 2.28E-06 hsa-miR-526b-5p -0.10 8.43E-01
hsa-miR-653-5p 2.55 3.52E-32 hsa-miR-581 -0.11 8.27E-01
hsa-miR-628-5p 2.53 7.21E-55 hsa-miR-6816-3p -0.11 9.00E-01
hsa-miR-3065-3p 2.50 5.57E-11 hsa-let-7c-5p -0.11 8.09E-01
hsa-miR-6844 2.49 1.17E-02 hsa-miR-4704-3p -0.12 8.53E-01
hsa-miR-181c-5p 2.45 8.49E-61 hsa-miR-8072 -0.12 8.91E-01
hsa-miR-29a-3p 2.43 2.15E-42 hsa-miR-339-5p -0.12 6.40E-01
hsa-miR-340-3p 2.40 1.65E-23 hsa-miR-1323 -0.13 7.65E-01
hsa-miR-3613-5p 2.40 5.29E-11 hsa-miR-33b-5p -0.13 4.59E-01
hsa-miR-6730-5p 2.36 9.46E-03 hsa-miR-302a-5p -0.13 8.96E-01
hsa-miR-3613-3p 2.35 5.08E-07 hsa-miR-320b -0.14 8.64E-01
hsa-miR-656-3p 2.35 1.63E-02 hsa-miR-1263 -0.14 7.38E-01
hsa-miR-34b-5p 2.34 1.25E-02 hsa-miR-548ac -0.15 8.60E-01
hsa-miR-6769b-3p 2.30 2.28E-04 hsa-miR-125a-5p -0.15 3.86E-01
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Mature miRNA log2 foldchange | p-value Mature miRNA log2 foldchange | p-value

hsa-miR-664a-3p 2.28 4.62E-26 hsa-miR-597-3p -0.16 7.42E-01
hsa-miR-5683 2.28 6.71E-07 hsa-miR-219b-3p -0.16 7.20E-01
hsa-miR-653-3p 2.27 2.86E-04 hsa-miR-16-1-3p -0.16 6.51E-01
hsa-miR-142-3p 2.24 2.53E-19 hsa-miR-195-3p -0.16 7.48E-01
hsa-miR-4750-5p 2.22 2.57E-02 hsa-miR-20a-5p -0.16 3.19E-01
hsa-miR-28-3p 2.21 1.19E-12 hsa-miR-3651 -0.17 4.23E-01
hsa-miR-150-5p 2.21 7.13E-03 hsa-miR-6847-5p -0.18 8.56E-01
hsa-miR-582-5p 219 3.05E-02 hsa-miR-520e -0.18 8.52E-01
hsa-miR-7703 2.19 1.83E-02 hsa-miR-5581-3p -0.19 5.56E-01
hsa-miR-7706 217 3.02E-03 hsa-miR-548a-5p -0.19 5.87E-01
hsa-miR-6819-3p 2.16 3.02E-02 hsa-miR-21-3p -0.19 1.68E-01
hsa-miR-29a-5p 2.16 8.47E-10 hsa-miR-7854-3p -0.20 6.61E-01
hsa-miR-181c-3p 2.14 1.26E-41 hsa-miR-219a-1-3p | -0.20 4.56E-01
hsa-miR-664a-5p 213 1.93E-12 hsa-miR-147b -0.20 5.71E-01
hsa-miR-1538 2.10 2.55E-03 hsa-miR-339-3p -0.21 1.69E-01
hsa-miR-1179 2.09 1.37E-02 hsa-miR-4655-5p -0.21 8.30E-01
hsa-miR-642a-5p 2.09 1.04E-09 hsa-miR-548j-5p -0.21 5.04E-01
hsa-miR-24-3p 2.09 2.38E-02 hsa-miR-378a-5p -0.21 1.55E-01
hsa-miR-1248 2.06 2.96E-05 hsa-miR-4326 -0.22 1.62E-01
hsa-miR-642b-5p 2.06 1.18E-06 hsa-miR-5706 -0.22 5.57E-01
hsa-miR-328-3p 2.05 7.87E-15 hsa-miR-424-3p -0.23 3.70E-01
hsa-miR-10b-5p 2.02 4.18E-18 hsa-miR-141-5p -0.24 5.57E-01
hsa-miR-148a-3p 2.00 6.02E-34 hsa-miR-6892-5p -0.24 7.78E-01
hsa-miR-10a-3p 1.99 9.36E-18 hsa-miR-4787-3p -0.24 7.48E-01
hsa-miR-874-5p 1.99 3.43E-10 hsa-miR-487a-3p -0.24 7.78E-01
hsa-miR-6746-3p 1.97 4.93E-02 hsa-miR-548t-5p -0.24 7.98E-01
hsa-miR-6837-3p 1.95 5.37E-02 hsa-miR-4484 -0.25 7.70E-01
hsa-miR-34c-5p 1.94 1.76E-11 hsa-miR-6762-3p -0.25 7.94E-01
hsa-miR-181b-5p 1.91 8.79E-13 hsa-miR-579-5p -0.26 4.27E-01
hsa-miR-6726-3p 1.90 4.28E-02 hsa-miR-17-5p -0.27 5.76E-02
hsa-miR-3065-5p 1.90 1.75E-05 hsa-miR-19b-1-5p -0.27 1.33E-01
hsa-miR-301a-3p 1.88 3.70E-23 hsa-miR-92a-3p -0.27 1.33E-01
hsa-miR-6505-3p 1.85 5.35E-02 hsa-miR-580-3p -0.27 1.94E-01
hsa-miR-3154 1.85 1.20E-02 hsa-miR-643 -0.27 3.96E-01
hsa-miR-184 1.85 9.90E-06 hsa-miR-4753-5p -0.27 7.29E-01
hsa-miR-326 1.84 9.99E-10 hsa-miR-3157-5p -0.28 3.90E-01
hsa-miR-30c-5p 1.82 3.88E-04 hsa-miR-6857-3p -0.28 6.59E-01
hsa-miR-421 1.81 1.05E-22 hsa-miR-655-3p -0.29 7.20E-01
hsa-miR-219a-5p 1.80 1.23E-04 hsa-miR-377-3p -0.29 7.67E-01
hsa-miR-3134 1.80 5.97E-02 hsa-miR-3165 -0.29 7.00E-01
hsa-miR-181d-5p 1.79 1.03E-24 hsa-miR-5582-3p -0.29 6.58E-01
hsa-miR-142-5p 1.78 3.23E-22 hsa-miR-200b-3p -0.30 2.50E-01
hsa-miR-210-5p 1.78 2.72E-19 hsa-miR-296-5p -0.30 5.86E-01
hsa-miR-6836-3p 1.75 4.84E-02 hsa-miR-4638-5p -0.30 7.53E-01
hsa-miR-3615 1.74 7.65E-19 hsa-miR-484 -0.31 3.75E-02
hsa-miR-24-1-5p 1.72 3.55E-03 hsa-miR-1296-5p -0.31 5.05E-02
hsa-miR-361-3p 1.71 1.01E-13 hsa-miR-624-3p -0.31 2.20E-01
hsa-miR-24-2-5p 1.71 1.20E-12 hsa-miR-6886-5p -0.32 7.13E-01
hsa-miR-186-3p 1.70 3.32E-03 hsa-miR-3144-3p -0.32 5.47E-01
hsa-miR-433-3p 1.68 5.62E-02 hsa-miR-4749-5p -0.32 7.23E-01
hsa-miR-676-3p 1.68 7.21E-02 hsa-miR-4766-5p -0.32 6.71E-01
hsa-miR-3064-5p 1.67 7.66E-02 hsa-let-7d-3p -0.32 5.27E-01
hsa-miR-542-3p 1.66 9.01E-09 hsa-miR-548I -0.32 2.95E-01
hsa-miR-374b-5p 1.66 2.57E-13 hsa-miR-518b -0.33 4.77E-01
hsa-miR-26b-5p 1.66 2.64E-34 hsa-miR-125a-3p -0.33 4.94E-02
hsa-miR-3660 1.66 9.78E-05 hsa-miR-519b-3p -0.33 7.38E-01
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hsa-miR-135b-5p 1.65 9.26E-17 hsa-miR-19b-3p -0.33 2.77E-02
hsa-miR-6793-3p 1.64 3.11E-02 hsa-miR-449b-5p -0.34 7.17E-01
hsa-miR-204-5p 1.62 2.73E-12 hsa-miR-99b-5p -0.34 3.21E-01
hsa-miR-6516-5p 1.62 1.60E-03 hsa-miR-106b-3p -0.34 4.72E-02
hsa-miR-943 1.61 5.03E-02 hsa-miR-328-5p -0.34 7.27E-01
hsa-miR-4284 1.60 8.05E-02 hsa-miR-301a-5p -0.35 3.79E-01
hsa-miR-3611 1.59 4.88E-04 hsa-miR-570-3p -0.35 2.03E-01
hsa-miR-4778-3p 1.58 8.31E-02 hsa-miR-7977 -0.35 5.88E-01
hsa-miR-23a-3p 1.56 1.09E-13 hsa-miR-2278 -0.36 5.77E-01
hsa-miR-6756-3p 1.55 1.26E-01 hsa-miR-4762-5p -0.36 4.97E-01
hsa-miR-200a-3p 1.54 1.42E-02 hsa-miR-3939 -0.36 3.38E-01
hsa-miR-410-3p 1.54 3.47E-06 hsa-miR-19a-5p -0.36 1.88E-01
hsa-miR-20b-5p 1.53 4.94E-05 hsa-miR-132-3p -0.37 4.74E-03
hsa-miR-342-3p 1.53 3.01E-11 hsa-miR-4726-5p -0.38 6.94E-01
hsa-miR-874-3p 1.53 3.73E-08 hsa-miR-5189-5p -0.38 5.19E-01
hsa-miR-542-5p 1.52 1.86E-03 hsa-miR-379-5p -0.38 4.16E-01
hsa-miR-34b-3p 1.51 1.33E-01 hsa-miR-4797-3p -0.39 5.12E-01
hsa-miR-29c-5p 1.51 8.82E-08 hsa-miR-4521 -0.39 7.36E-02
hsa-miR-375 1.49 2.19E-18 hsa-miR-4704-5p -0.39 4.82E-01
hsa-miR-744-5p 1.48 4.15E-38 hsa-miR-933 -0.39 2.55E-01
hsa-miR-18b-5p 1.48 3.18E-03 hsa-miR-939-5p -0.40 3.87E-01
hsa-miR-889-3p 1.48 9.13E-07 hsa-miR-4512 -0.40 4.97E-01
hsa-miR-652-3p 1.47 2.56E-15 hsa-miR-4652-3p -0.40 5.99E-01
hsa-miR-4999-5p 1.46 1.16E-01 hsa-miR-3136-5p -0.40 1.92E-01
hsa-miR-301b 1.46 2.49E-16 hsa-miR-3922-3p -0.40 1.11E-01
hsa-miR-3127-5p 1.46 2.05E-03 hsa-miR-27a-5p -0.40 1.06E-02
hsa-miR-140-5p 1.44 9.36E-10 hsa-miR-518f-3p -0.42 5.49E-01
hsa-miR-3607-3p 1.43 7.91E-15 hsa-miR-1226-5p -0.43 6.16E-01
hsa-miR-107 1.43 5.86E-09 hsa-miR-20a-3p -0.44 4.34E-04
hsa-miR-6732-3p 1.42 4.94E-02 hsa-miR-30c-1-3p -0.45 2.37E-03
hsa-miR-30b-5p 1.40 4.38E-19 hsa-miR-130b-5p -0.45 2.03E-05
hsa-miR-6764-3p 1.39 1.77E-01 hsa-miR-4766-3p -0.45 2.97E-01
hsa-miR-6882-5p 1.38 1.36E-01 hsa-miR-4664-3p -0.46 3.28E-01
hsa-miR-369-5p 1.38 4.65E-02 hsa-miR-128-1-5p -0.46 4.23E-02
hsa-miR-190a-3p 1.38 1.19E-01 hsa-miR-6797-3p -0.46 6.01E-01
hsa-miR-103a-2-5p | 1.36 7.74E-03 hsa-miR-4803 -0.47 5.08E-01
hsa-miR-26a-5p 1.36 1.18E-03 hsa-miR-4517 -0.47 1.36E-01
hsa-miR-1298-5p 1.35 1.25E-01 hsa-miR-3187-3p -0.47 2.67E-01
hsa-miR-652-5p 1.34 2.48E-07 hsa-miR-17-3p -0.47 6.68E-04
hsa-miR-518c-3p 1.33 1.17E-01 hsa-miR-5587-3p -0.48 2.87E-01
hsa-miR-210-3p 1.32 1.52E-14 hsa-miR-144-5p -0.48 2.33E-02
hsa-miR-574-3p 1.31 3.33E-09 hsa-miR-616-3p -0.49 3.18E-01
hsa-miR-1237-3p 1.30 2.41E-02 hsa-miR-5092 -0.49 5.99E-01
hsa-miR-338-3p 1.29 1.45E-01 hsa-miR-7114-3p -0.50 4.03E-01
hsa-miR-3202 1.27 1.94E-01 hsa-miR-1343-3p -0.50 1.83E-01
hsa-miR-361-5p 1.27 1.13E-07 hsa-miR-548n -0.50 9.50E-02
hsa-miR-3188 1.27 6.07E-03 hsa-miR-1301-3p -0.51 1.14E-01
hsa-miR-141-3p 1.26 3.55E-11 hsa-miR-937-5p -0.51 5.98E-01
hsa-miR-30e-3p 1.26 2.87E-14 hsa-miR-27b-5p -0.52 1.26E-01
hsa-miR-4646-3p 1.26 1.18E-01 hsa-miR-505-3p -0.53 9.43E-04
hsa-miR-374a-5p 1.26 7.75E-10 hsa-miR-1294 -0.53 7.09E-02
hsa-miR-30e-5p 1.25 5.70E-09 hsa-miR-6815-5p -0.54 5.01E-01
hsa-miR-148b-3p 1.25 2.48E-11 hsa-miR-1909-3p -0.54 5.96E-01
hsa-miR-6751-3p 1.25 1.82E-01 hsa-miR-3692-3p -0.55 5.40E-01
hsa-miR-3685 1.22 1.69E-01 hsa-miR-6886-3p -0.55 5.73E-01
hsa-miR-369-3p 1.22 7.56E-02 hsa-miR-15a-3p -0.55 3.01E-01
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hsa-miR-1468-5p 1.22 7.41E-10 hsa-miR-1285-3p -0.55 2.58E-01
hsa-miR-4687-5p 1.21 2.81E-03 hsa-miR-877-5p -0.56 1.81E-03
hsa-miR-23b-3p 1.21 3.33E-11 hsa-miR-3175 -0.56 5.09E-01
hsa-miR-580-5p 1.20 1.10E-01 hsa-miR-370-3p -0.56 2.61E-01
hsa-miR-3200-3p 1.20 5.39E-03 hsa-miR-7974 -0.57 4.29E-01
hsa-miR-499a-5p 1.20 1.54E-04 hsa-miR-331-5p -0.57 1.29E-02
hsa-miR-429 1.19 1.10E-01 hsa-miR-3618 -0.57 5.66E-01
hsa-miR-4781-3p 1.18 4.20E-03 hsa-miR-378c -0.57 3.90E-01
hsa-miR-15a-5p 1.18 5.52E-08 hsa-miR-588 -0.57 3.25E-01
hsa-miR-642a-3p 1.17 2.49E-05 hsa-miR-132-5p -0.57 3.07E-02
hsa-miR-548e-5p 1.17 9.88E-06 hsa-miR-345-3p -0.58 5.77E-01
hsa-miR-760 1.16 1.30E-02 hsa-miR-4755-3p -0.58 4.33E-01
hsa-miR-6737-3p 1.15 7.72E-02 hsa-miR-299-3p -0.58 1.56E-01
hsa-miR-1976 1.15 7.69E-03 hsa-miR-6783-3p -0.59 4.69E-01
hsa-miR-409-3p 1.15 4.65E-05 hsa-miR-3683 -0.60 5.48E-01
hsa-miR-454-3p 1.15 3.62E-09 hsa-miR-379-3p -0.60 3.75E-01
hsa-miR-4761-3p 1.14 1.01E-04 hsa-miR-3908 -0.60 5.11E-01
hsa-miR-6855-5p 1.14 2.62E-01 hsa-miR-576-5p -0.61 2.10E-05
hsa-miR-592 1.13 2.51E-01 hsa-miR-548s -0.61 1.43E-02
hsa-miR-4742-3p 1.13 3.93E-02 hsa-miR-485-5p -0.61 4.11E-01
hsa-miR-3928-3p 1.13 3.80E-03 hsa-miR-1284 -0.61 2.43E-01
hsa-miR-146b-3p 1.13 5.68E-19 hsa-miR-4728-3p -0.61 5.06E-01
hsa-miR-144-3p 1.13 6.71E-17 hsa-miR-939-3p -0.62 4.32E-01
hsa-miR-1908-5p 1.12 2.20E-11 hsa-miR-330-3p -0.62 5.01E-03
hsa-miR-3194-3p 1.12 1.67E-02 hsa-miR-4746-5p -0.62 4.14E-02
hsa-miR-188-3p 1.12 2.00E-02 hsa-miR-4676-5p -0.62 5.03E-01
hsa-miR-3064-3p 1.12 2.58E-01 hsa-miR-6805-5p -0.63 5.05E-01
hsa-miR-1287-5p 1.12 6.95E-02 hsa-miR-193b-5p -0.63 1.50E-01
hsa-miR-128-3p 1.11 4.03E-06 hsa-miR-5010-5p -0.64 3.74E-01
hsa-miR-6818-5p 1.11 2.26E-01 hsa-miR-4676-3p -0.64 3.16E-01
hsa-miR-3672 1.10 1.39E-01 hsa-miR-320c -0.65 4.80E-01
hsa-miR-612 1.09 2.97E-01 hsa-miR-495-3p -0.65 3.91E-01
hsa-miR-6833-3p 1.09 2.31E-01 hsa-miR-224-3p -0.66 1.06E-03
hsa-miR-3196 1.09 3.43E-02 hsa-miR-223-5p -0.66 4.62E-11
hsa-miR-191-5p 1.08 1.09E-06 hsa-miR-6763-3p -0.67 4.58E-01
hsa-miR-130a-3p 1.08 1.10E-01 hsa-miR-6802-3p -0.67 3.48E-01
hsa-miR-27b-3p 1.07 8.85E-15 hsa-miR-6513-5p -0.68 4.60E-01
hsa-miR-6855-3p 1.07 7.33E-03 hsa-miR-145-3p -0.70 4.26E-04
hsa-miR-3687 1.06 2.04E-04 hsa-miR-4786-5p -0.70 9.79E-02
hsa-miR-200c-3p 1.06 1.48E-05 hsa-miR-6503-5p -0.70 1.31E-01
hsa-miR-6879-3p 1.06 2.46E-01 hsa-miR-486-5p -0.71 1.22E-02
hsa-miR-323b-3p 1.04 1.17E-01 hsa-miR-197-5p -0.71 1.73E-01
hsa-miR-146b-5p 1.03 1.91E-14 hsa-miR-485-3p -0.71 4.16E-01
hsa-miR-548as-3p 1.03 1.74E-01 hsa-miR-302a-3p -0.71 4.50E-01
hsa-miR-32-5p 1.03 1.10E-05 hsa-miR-4516 -0.71 1.08E-01
hsa-miR-331-3p 1.02 2.30E-05 hsa-miR-16-2-3p -0.72 2.66E-07
hsa-miR-223-3p 1.01 1.48E-04 hsa-miR-4443 -0.73 7.08E-02
hsa-miR-548aw 1.01 2.23E-01 hsa-miR-7851-3p -0.73 3.35E-01
hsa-miR-374b-3p 1.01 1.52E-08 hsa-miR-215-5p -0.73 1.00E-03
hsa-miR-5588-5p 1.00 2.90E-01 hsa-miR-3610 -0.73 4.36E-01
hsa-miR-27a-3p 1.00 1.15E-07 hsa-miR-548ax -0.73 3.11E-03
hsa-miR-660-3p 1.00 5.63E-02 hsa-miR-1272 -0.74 1.68E-01
hsa-miR-3174 0.98 1.82E-01 hsa-miR-451a -0.74 7.08E-06
hsa-miR-342-5p 0.98 1.48E-04 hsa-miR-543 -0.74 3.55E-01
hsa-miR-3681-3p 0.98 6.77E-02 hsa-miR-550a-3-5p | -0.75 9.06E-03
hsa-miR-155-5p 0.98 7.58E-02 hsa-miR-629-5p -0.75 4.67E-09
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hsa-miR-660-5p 0.98 3.64E-06 hsa-miR-573 -0.77 1.69E-01
hsa-miR-4479 0.97 2.92E-01 hsa-miR-4672 -0.77 2.88E-01
hsa-miR-4767 0.95 2.15E-01 hsa-miR-3918 -0.79 1.68E-01
hsa-miR-6755-5p 0.95 3.40E-01 hsa-miR-3177-3p -0.80 6.40E-03
hsa-miR-432-5p 0.94 5.46E-02 hsa-miR-7155-3p -0.80 2.32E-01
hsa-miR-30d-3p 0.94 8.83E-08 hsa-let-7f-2-3p -0.80 1.56E-02
hsa-miR-5006-3p 0.93 2.71E-01 hsa-miR-4745-3p -0.80 3.99E-01
hsa-miR-19a-3p 0.93 2.57E-10 hsa-miR-3163 -0.81 8.35E-02
hsa-miR-33a-5p 0.92 5.39E-05 hsa-miR-520a-3p -0.82 4.85E-02
hsa-miR-136-5p 0.92 5.51E-02 hsa-miR-5001-5p -0.82 3.42E-01
hsa-miR-3149 0.92 3.00E-01 hsa-miR-6775-3p -0.82 1.53E-01
hsa-miR-148a-5p 0.92 4.67E-09 hsa-miR-493-3p -0.82 1.09E-02
hsa-miR-374a-3p 0.92 2.80E-08 hsa-miR-942-5p -0.83 6.79E-08
hsa-miR-197-3p 0.92 5.56E-05 hsa-miR-6733-5p -0.83 2.37E-01
hsa-miR-455-3p 0.91 2.72E-01 hsa-miR-501-3p -0.84 1.61E-02
hsa-miR-145-5p 0.91 1.79E-06 hsa-miR-96-5p -0.85 9.45E-05
hsa-miR-6806-3p 0.91 2.84E-01 hsa-miR-6875-5p -0.85 3.48E-01
hsa-miR-30d-5p 0.91 2.07E-12 hsa-miR-6805-3p -0.86 3.08E-01
hsa-miR-449a 0.90 2.22E-02 hsa-miR-18a-3p -0.86 1.32E-03
hsa-miR-487b-3p 0.89 6.35E-02 hsa-miR-3942-3p -0.86 5.82E-02
hsa-miR-2277-3p 0.89 7.20E-02 hsa-miR-320e -0.86 2.69E-01
hsa-miR-6852-5p 0.89 4.84E-02 hsa-miR-151a-5p -0.86 1.94E-12
hsa-miR-6793-5p 0.88 3.39E-01 hsa-miR-1227-3p -0.87 1.83E-01
hsa-miR-3912-3p 0.88 1.01E-03 hsa-miR-4458 -0.87 1.70E-01
hsa-miR-1255a 0.87 1.62E-02 hsa-miR-212-3p -0.88 1.94E-04
hsa-miR-1249 0.87 3.37E-02 hsa-miR-6747-3p -0.89 4.03E-02
hsa-miR-5008-3p 0.86 3.53E-01 hsa-miR-135a-3p -0.89 1.42E-01
hsa-miR-337-3p 0.86 1.12E-01 hsa-miR-299-5p -0.91 2.40E-01
hsa-miR-944 0.86 9.04E-04 hsa-miR-3691-3p -0.91 2.82E-01
hsa-miR-330-5p 0.85 2.74E-06 hsa-miR-3688-3p -0.93 3.44E-01
hsa-miR-4454 0.85 2.95E-01 hsa-miR-3176 -0.93 2.22E-03
hsa-miR-769-3p 0.84 5.83E-03 hsa-miR-219b-5p -0.94 1.03E-02
hsa-miR-136-3p 0.83 6.00E-05 hsa-miR-4671-3p -0.94 2.22E-01
hsa-miR-194-3p 0.82 2.46E-02 hsa-miR-452-3p -0.95 5.55E-08
hsa-miR-498 0.82 3.67E-01 hsa-miR-624-5p -0.95 1.37E-06
hsa-miR-1197 0.82 3.85E-01 hsa-miR-3942-5p -0.96 3.39E-03
hsa-miR-891a-5p 0.82 1.22E-01 hsa-miR-126-5p -0.96 5.31E-03
hsa-miR-221-5p 0.81 4.17E-02 hsa-miR-3189-3p -0.96 1.93E-01
hsa-miR-6894-3p 0.81 2.97E-01 hsa-miR-6804-5p -0.96 3.35E-01
hsa-miR-7705 0.80 9.17E-03 hsa-miR-556-5p -0.97 1.51E-01
hsa-miR-185-3p 0.80 5.16E-04 hsa-miR-3667-5p -0.98 3.90E-04
hsa-miR-103a-3p 0.80 1.44E-04 hsa-miR-149-5p -1.00 1.41E-03
hsa-miR-5001-3p 0.79 3.17E-02 hsa-miR-1304-5p -1.00 3.67E-05
hsa-miR-22-3p 0.79 2.34E-10 hsa-miR-4640-3p -1.00 2.31E-01
hsa-miR-3605-3p 0.79 4.48E-02 hsa-miR-411-3p -1.01 1.23E-01
hsa-miR-22-5p 0.79 2.27E-05 hsa-miR-3684 -1.01 8.87E-03
hsa-miR-499b-5p 0.78 4.37E-01 hsa-miR-3940-3p -1.01 5.54E-04
hsa-miR-6735-5p 0.78 2.99E-01 hsa-miR-190b -1.01 1.34E-03
hsa-miR-4749-3p 0.78 3.72E-01 hsa-miR-4804-3p -1.02 2.53E-01
hsa-miR-185-5p 0.78 3.51E-09 hsa-miR-3662 -1.02 1.74E-01
hsa-miR-4677-3p 0.77 3.58E-06 hsa-miR-372-3p -1.03 1.98E-01
hsa-miR-1306-5p 0.77 8.98E-07 hsa-miR-503-3p -1.06 2.15E-01
hsa-miR-651-5p 0.76 1.22E-03 hsa-miR-490-3p -1.06 2.76E-01
hsa-miR-411-5p 0.76 2.97E-06 hsa-miR-376b-3p -1.07 2.53E-01
hsa-let-7g-3p 0.76 3.19E-01 hsa-miR-4745-5p -1.09 4.75E-02
hsa-miR-4741 0.76 3.08E-01 hsa-miR-5696 -1.09 2.34E-01
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hsa-miR-4731-3p 0.75 3.00E-01 hsa-miR-1292-5p -1.11 1.17E-02
hsa-miR-769-5p 0.75 1.57E-07 hsa-miR-935 -1.12 2.57E-01
hsa-miR-3074-3p 0.74 2.18E-02 hsa-miR-7-5p -1.12 1.44E-01
hsa-miR-4646-5p 0.74 4.33E-01 hsa-miR-3159 -1.12 5.57E-04
hsa-miR-766-5p 0.73 7.65E-02 hsa-miR-4786-3p -1.13 1.44E-01
hsa-miR-377-5p 0.73 3.98E-01 hsa-miR-488-3p -1.13 2.18E-01
hsa-miR-134-5p 0.73 9.24E-02 hsa-miR-548ay-3p -1.14 6.10E-04
hsa-miR-3171 0.73 2.18E-02 hsa-miR-3128 -1.14 6.53E-02
hsa-miR-425-5p 0.72 5.36E-05 hsa-miR-378i -1.14 2.39E-01
hsa-miR-675-5p 0.72 1.93E-01 hsa-miR-5690 -1.14 1.44E-08
hsa-miR-424-5p 0.71 8.20E-04 hsa-miR-586 -1.14 9.09E-02
hsa-miR-627-5p 0.70 1.86E-02 hsa-miR-4738-3p -1.15 1.43E-01
hsa-let-7a-5p 0.70 3.54E-02 hsa-miR-556-3p -1.16 1.37E-01
hsa-miR-148b-5p 0.69 8.76E-09 hsa-miR-1914-5p -1.16 6.82E-02
hsa-miR-599 0.69 4.98E-01 hsa-miR-378a-3p -1.16 6.29E-03
hsa-miR-23a-5p 0.68 1.14E-04 hsa-miR-519d-5p -1.16 1.90E-01
hsa-miR-337-5p 0.68 4.13E-01 hsa-miR-3691-5p -1.17 3.73E-03
hsa-miR-940 0.67 1.73E-02 hsa-miR-126-3p -1.21 1.02E-03
hsa-miR-4653-5p 0.67 4.91E-01 hsa-miR-3652 -1.22 1.42E-01
hsa-miR-4422 0.67 4.09E-01 hsa-miR-296-3p -1.22 2.41E-02
hsa-miR-654-3p 0.66 3.14E-03 hsa-miR-96-3p -1.22 5.56E-03
hsa-miR-628-3p 0.66 5.95E-03 hsa-miR-641 -1.23 8.27E-10
hsa-miR-497-5p 0.66 9.63E-03 hsa-miR-452-5p -1.23 6.90E-10
hsa-miR-2467-5p 0.66 6.67E-02 hsa-miR-4753-3p -1.23 1.60E-01
hsa-miR-6807-3p 0.66 4.29E-01 hsa-miR-4522 -1.23 1.99E-01
hsa-miR-6842-3p 0.66 2.43E-03 hsa-miR-1273h-3p -1.24 3.19E-04
hsa-miR-425-3p 0.65 6.57E-04 hsa-miR-6840-5p -1.26 1.19E-02
hsa-miR-6750-3p 0.65 3.52E-01 hsa-miR-4802-3p -1.27 1.08E-01
hsa-miR-6741-3p 0.65 2.55E-01 hsa-miR-3191-5p -1.27 1.33E-01
hsa-miR-2277-5p 0.65 3.99E-02 hsa-miR-409-5p -1.28 1.80E-02
hsa-miR-324-5p 0.65 7.47E-03 hsa-miR-202-5p -1.28 2.20E-04
hsa-miR-151b 0.64 3.16E-02 hsa-miR-4659a-5p -1.28 1.88E-01
hsa-miR-6761-5p 0.64 5.09E-01 hsa-miR-504-5p -1.29 1.33E-04
hsa-miR-6716-3p 0.64 3.43E-01 hsa-miR-629-3p -1.29 2.09E-05
hsa-miR-3681-5p 0.64 1.07E-02 hsa-miR-7704 -1.29 3.28E-05
hsa-miR-590-3p 0.63 1.28E-03 hsa-miR-26a-2-3p -1.29 5.33E-15
hsa-miR-1275 0.63 2.51E-01 hsa-miR-181d-3p -1.30 9.50E-02
hsa-miR-671-5p 0.62 1.60E-06 hsa-miR-663a -1.37 1.44E-02
hsa-miR-4731-5p 0.62 4.72E-01 hsa-miR-15b-3p -1.37 7.16E-15
hsa-miR-2355-3p 0.62 4.90E-01 hsa-miR-7846-3p -1.38 3.82E-02
hsa-miR-6514-5p 0.62 4.58E-01 hsa-miR-4420 -1.39 3.33E-02
hsa-miR-4639-5p 0.62 5.29E-01 hsa-miR-3659 -1.40 1.30E-01
hsa-miR-3146 0.62 5.22E-01 hsa-miR-3144-5p -1.40 1.51E-02
hsa-miR-6734-5p 0.60 4.70E-01 hsa-miR-1286 -1.41 1.07E-03
hsa-miR-3653 0.60 1.25E-01 hsa-miR-1292-3p -1.42 6.99E-02
hsa-miR-6820-5p 0.59 4.55E-01 hsa-miR-139-5p -1.43 3.40E-05
hsa-miR-675-3p 0.58 2.48E-01 hsa-miR-25-5p -1.44 4.43E-04
hsa-miR-382-5p 0.58 3.90E-01 hsa-miR-4524a-5p -1.44 1.38E-01
hsa-miR-615-3p 0.57 6.23E-02 hsa-miR-3150a-3p -1.47 9.58E-03
hsa-miR-4685-3p 0.57 3.56E-01 hsa-miR-502-3p -1.47 1.24E-06
hsa-miR-499b-3p 0.57 5.58E-01 hsa-miR-6794-3p -1.48 9.60E-02
hsa-miR-376c-3p 0.57 2.14E-01 hsa-miR-551a -1.48 4.45E-05
hsa-miR-6804-3p 0.56 5.36E-01 hsa-miR-4503 -1.49 7.87E-02
hsa-miR-590-5p 0.56 3.58E-02 hsa-miR-383-5p -1.50 2.22E-03
hsa-miR-6509-5p 0.55 4.84E-01 hsa-miR-1293 -1.51 1.72E-04
hsa-miR-30a-5p 0.54 5.01E-02 hsa-miR-4804-5p -1.53 7.49E-02
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hsa-miR-937-3p 0.54 2.90E-01 hsa-miR-3929 -1.53 7.10E-02
hsa-miR-3607-5p 0.54 4.82E-01 hsa-miR-99a-5p -1.55 3.13E-07
hsa-miR-3620-3p 0.54 3.43E-01 hsa-miR-371a-5p -1.57 3.65E-02
hsa-miR-503-5p 0.54 1.46E-01 hsa-miR-23b-5p -1.58 2.08E-02
hsa-miR-4667-5p 0.54 5.91E-01 hsa-miR-3944-5p -1.59 6.02E-03
hsa-miR-4688 0.54 5.90E-01 hsa-miR-3130-5p -1.62 3.56E-02
hsa-miR-6721-5p 0.54 5.23E-01 hsa-miR-5094 -1.63 1.93E-04
hsa-miR-181a-2-3p | 0.53 2.97E-04 hsa-miR-6758-3p -1.63 1.14E-01
hsa-miR-491-5p 0.53 3.30E-01 hsa-miR-26a-1-3p -1.65 1.54E-05
hsa-miR-6516-3p 0.53 2.62E-01 hsa-miR-6503-3p -1.66 1.42E-10
hsa-miR-6508-5p 0.53 5.82E-01 hsa-miR-4477b -1.66 3.70E-06
hsa-miR-362-3p 0.53 1.89E-01 hsa-miR-4424 -1.68 5.29E-02
hsa-miR-30b-3p 0.53 1.49E-02 hsa-miR-92a-1-5p -1.68 3.95E-06
hsa-miR-431-5p 0.52 8.83E-02 hsa-miR-4442 -1.68 8.57E-02
hsa-miR-380-3p 0.52 4.67E-01 hsa-miR-4492 -1.69 2.78E-03
hsa-miR-545-5p 0.52 1.56E-01 hsa-miR-942-3p -1.70 8.90E-08
hsa-miR-106a-5p 0.51 1.25E-01 hsa-miR-218-1-3p -1.70 8.27E-02
hsa-miR-532-3p 0.51 1.36E-02 hsa-miR-3117-3p -1.76 3.99E-02
hsa-miR-6877-3p 0.50 5.64E-01 hsa-miR-100-5p -1.77 8.71E-06
hsa-miR-192-5p 0.50 1.62E-03 hsa-miR-520f-3p -1.83 4.78E-02
hsa-miR-140-3p 0.50 1.27E-03 hsa-miR-3150a-5p -1.84 1.45E-08
hsa-miR-3912-5p 0.50 6.19E-01 hsa-miR-6780a-5p -1.85 4.30E-02
hsa-miR-659-5p 0.49 1.33E-01 hsa-miR-3667-3p -1.87 2.00E-14
hsa-miR-4515 0.49 6.18E-01 hsa-miR-1226-3p -1.89 1.51E-09
hsa-miR-3115 0.49 4.51E-01 hsa-miR-129-1-3p -1.91 3.55E-02
hsa-miR-99b-3p 0.49 1.21E-03 hsa-miR-4466 -1.92 9.33E-03
hsa-miR-152-3p 0.48 1.75E-02 hsa-miR-4797-5p -1.98 4.26E-02
hsa-let-7e-5p 0.48 3.66E-04 hsa-miR-335-3p -2.01 3.20E-27
hsa-miR-561-5p 0.48 1.73E-03 hsa-miR-373-3p -2.01 4.53E-12
hsa-miR-30a-3p 0.47 2.73E-01 hsa-miR-584-5p -2.02 1.71E-29
hsa-miR-186-5p 0.47 1.40E-04 hsa-miR-3150b-3p -2.04 5.01E-06
hsa-miR-500a-3p 0.47 2.85E-02 hsa-miR-524-3p -2.04 3.15E-02
hsa-miR-6772-3p 0.47 5.28E-01 hsa-miR-6125 -2.06 5.31E-03
hsa-miR-671-3p 0.46 2.26E-04 hsa-miR-6753-3p -2.10 2.84E-02
hsa-miR-6810-3p 0.46 5.86E-01 hsa-miR-139-3p -2.11 3.60E-02
hsa-miR-4713-5p 0.46 2.31E-01 hsa-miR-5189-3p -2.14 5.56E-05
hsa-miR-1306-3p 0.46 6.12E-02 hsa-miR-664b-5p -2.15 5.17E-09
hsa-miR-486-3p 0.45 6.31E-02 hsa-miR-3656 -2.23 3.05E-02
hsa-miR-3194-5p 0.45 7.29E-02 hsa-miR-4659a-3p -2.29 1.09E-10
hsa-miR-3679-5p 0.45 3.93E-01 hsa-miR-5089-3p -2.39 1.65E-02
hsa-miR-3177-5p 0.45 6.45E-01 hsa-miR-4662a-5p -2.42 2.99E-25
hsa-miR-5009-5p 0.44 5.66E-01 hsa-miR-584-3p -2.44 1.32E-02
hsa-let-7d-5p 0.44 8.28E-02 hsa-miR-3917 -2.47 5.24E-08
hsa-miR-1908-3p 0.44 5.56E-02 hsa-miR-3648 -2.56 7.15E-11
hsa-miR-6818-3p 0.44 6.40E-01 hsa-miR-1271-5p -2.57 1.05E-06
hsa-miR-106b-5p 0.44 4.80E-03 hsa-miR-6763-5p -2.60 8.25E-03
hsa-miR-4661-3p 0.43 3.18E-01 hsa-miR-3150b-5p -2.65 1.66E-03
hsa-miR-2110 0.42 1.22E-01 hsa-miR-224-5p -2.66 1.03E-31
hsa-miR-21-5p 0.42 9.87E-03 hsa-miR-1257 -2.68 6.05E-05
hsa-miR-6885-3p 0.41 5.94E-01 hsa-miR-6789-3p -2.70 3.63E-03
hsa-miR-6850-5p 0.41 6.56E-01 hsa-miR-212-5p -2.77 8.19E-22
hsa-miR-4748 0.41 6.24E-01 hsa-miR-202-3p -2.81 2.13E-06
hsa-miR-6836-5p 0.41 5.56E-01 hsa-miR-7976 -2.83 4.87E-38
hsa-miR-744-3p 0.41 2.92E-02 hsa-miR-3140-5p -2.85 3.64E-03
hsa-miR-4742-5p 0.41 5.13E-01 hsa-miR-6087 -2.97 3.32E-26
hsa-miR-3934-5p 0.39 4.15E-01 hsa-miR-500b-3p -3.29 1.28E-19
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hsa-let-7f-5p 0.39 6.70E-02 hsa-miR-4497 -3.32 2.97E-05
hsa-miR-6798-3p 0.39 2.97E-01 hsa-miR-488-5p -3.56 8.72E-05
hsa-miR-4712-3p 0.38 7.02E-01 hsa-miR-1246 -3.87 2.68E-18
hsa-miR-548ar-3p 0.38 3.99E-01 hsa-miR-5091 -4.07 2.70E-05
hsa-miR-4775 0.38 3.28E-01 hsa-miR-4449 -4.59 3.72E-58
hsa-miR-4761-5p 0.37 5.33E-01 hsa-miR-4488 -4.78 9.27E-11
hsa-miR-597-5p 0.37 6.53E-01

hsa-miR-501-5p 0.37 2.30E-01

hsa-miR-182-3p 0.37 1.62E-01

hsa-miR-494-3p 0.37 4.48E-01

hsa-miR-877-3p 0.37 6.04E-01

hsa-miR-6777-5p 0.36 7.08E-01

hsa-miR-3909 0.36 3.30E-02

hsa-miR-3135a 0.35 6.14E-01

hsa-miR-324-3p 0.34 7.82E-02

hsa-miR-636 0.34 5.28E-01

hsa-miR-548k 0.33 2.43E-02

hsa-miR-6820-3p 0.33 7.11E-01

hsa-miR-6866-5p 0.32 6.96E-01

hsa-miR-192-3p 0.32 4.70E-01

hsa-miR-519c¢-3p 0.32 4.58E-01

hsa-miR-6877-5p 0.31 7.38E-01

hsa-miR-127-3p 0.31 1.77E-01

hsa-miR-4772-3p 0.31 5.85E-01

hsa-miR-323a-3p 0.31 5.38E-01

hsa-miR-6515-3p 0.30 7.38E-01

hsa-miR-382-3p 0.30 7.22E-01

hsa-miR-3127-3p 0.29 6.60E-01

hsa-miR-577 0.29 2.86E-01

hsa-miR-6803-3p 0.29 6.27E-01

hsa-miR-519d-3p 0.28 7.02E-01

hsa-miR-194-5p 0.28 1.90E-01

hsa-miR-29b-1-5p 0.28 4.70E-01

hsa-miR-5000-3p 0.28 5.10E-01

hsa-miR-522-3p 0.28 7.32E-01

hsa-miR-26b-3p 0.27 9.60E-02

hsa-miR-3140-3p 0.27 5.95E-01

hsa-miR-579-3p 0.26 6.22E-01

hsa-miR-3668 0.26 6.67E-01

hsa-miR-3682-3p 0.26 7.77E-01

hsa-miR-365a-5p 0.26 7.39E-01

hsa-miR-6742-3p 0.25 6.97E-01

hsa-miR-98-5p 0.25 1.36E-01

hsa-miR-92b-3p 0.25 9.78E-02

hsa-miR-182-5p 0.25 3.95E-02

hsa-miR-4677-5p 0.25 4.52E-01

hsa-miR-1296-3p 0.25 7.01E-01

hsa-miR-127-5p 0.24 7.13E-01

hsa-miR-5585-5p 0.24 7.97E-01

hsa-miR-450b-5p 0.24 1.59E-01

hsa-miR-381-3p 0.24 2.21E-01

hsa-miR-199b-5p 0.24 2.83E-01

hsa-miR-523-3p 0.24 6.69E-01

hsa-miR-1291 0.24 4.82E-01

hsa-miR-6840-3p 0.24 8.04E-01

hsa-miR-548u 0.23 7.03E-01
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hsa-miR-31-5p 0.23 7.03E-01
hsa-miR-6812-3p 0.23 7.10E-01
hsa-miR-767-5p 0.23 3.07E-02
hsa-miR-431-3p 0.22 7.54E-01
hsa-miR-151a-3p 0.22 7.93E-02
hsa-let-7i-5p 0.22 2.50E-01
hsa-miR-1185-1-3p 0.22 7.78E-01
hsa-miR-6505-5p 0.22 8.17E-01
hsa-miR-200a-5p 0.22 8.17E-01
hsa-miR-4772-5p 0.21 3.52E-01
hsa-miR-493-5p 0.21 5.21E-01
hsa-miR-3129-3p 0.21 8.18E-01
hsa-miR-615-5p 0.21 6.04E-01
hsa-miR-4660 0.21 7.55E-01
hsa-miR-3605-5p 0.20 6.50E-01
hsa-miR-125b-2-3p 0.20 7.09E-01
hsa-miR-101-3p 0.20 2.95E-01
hsa-miR-3121-3p 0.19 7.68E-01
hsa-miR-4690-3p 0.19 7.99E-01
hsa-miR-193a-5p 0.19 5.98E-01
hsa-miR-3124-5p 0.19 8.04E-01
hsa-let-7b-3p 0.19 8.33E-01
hsa-miR-345-5p 0.18 1.23E-01
hsa-miR-3679-3p 0.18 8.59E-01
hsa-miR-33b-3p 0.17 3.74E-01
hsa-miR-193a-3p 0.17 6.96E-01
hsa-miR-548b-3p 0.17 4.76E-01
hsa-miR-6739-3p 0.17 8.50E-01
hsa-miR-1180-5p 0.16 8.47E-01
hsa-miR-518e-3p 0.16 8.07E-01
hsa-miR-423-3p 0.15 3.03E-01
hsa-miR-516b-5p 0.15 6.81E-01
hsa-miR-188-5p 0.15 5.43E-01
hsa-miR-6777-3p 0.14 7.80E-01
hsa-miR-6727-5p 0.14 8.75E-01
hsa-miR-627-3p 0.14 6.16E-01
hsa-miR-183-5p 0.13 5.31E-01
hsa-miR-6749-3p 0.13 8.55E-01
hsa-miR-98-3p 0.13 8.53E-01
hsa-miR-362-5p 0.13 5.71E-01
hsa-miR-524-5p 0.13 8.79E-01
hsa-miR-4652-5p 0.12 7.11E-01
hsa-miR-589-3p 0.12 4.39E-01
hsa-miR-33a-3p 0.12 6.11E-01
hsa-miR-5010-3p 0.12 7.33E-01
hsa-let-7b-5p 0.12 6.34E-01
hsa-miR-1307-5p 0.1 5.42E-01
hsa-miR-6868-3p 0.11 8.72E-01
hsa-miR-520g-3p 0.1 8.92E-01
hsa-miR-2355-5p 0.10 8.51E-01
hsa-miR-548e-3p 0.10 6.68E-01
hsa-miR-1247-5p 0.10 9.13E-01
hsa-miR-1307-3p 0.10 5.00E-01
hsa-miR-92b-5p 0.10 6.94E-01
hsa-miR-505-5p 0.09 8.12E-01
hsa-miR-93-5p 0.09 3.56E-01
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hsa-miR-539-3p 0.09 8.78E-01
hsa-miR-4511 0.08 8.37E-01
hsa-miR-502-5p 0.08 7.69E-01
hsa-miR-5587-5p 0.08 9.24E-01
hsa-miR-183-3p 0.08 6.68E-01
hsa-miR-15b-5p 0.07 7.38E-01
hsa-miR-16-5p 0.07 8.39E-01
hsa-miR-4635 0.07 9.23E-01
hsa-miR-654-5p 0.07 9.30E-01
hsa-miR-320a 0.07 6.03E-01
hsa-miR-101-5p 0.07 7.32E-01
hsa-miR-152-5p 0.06 8.88E-01
hsa-miR-3138 0.06 9.26E-01
hsa-miR-122-5p 0.06 9.44E-01
hsa-let-7g-5p 0.06 6.51E-01
hsa-miR-532-5p 0.06 6.82E-01
hsa-miR-4645-3p 0.06 9.50E-01
hsa-miR-449c¢-5p 0.06 8.80E-01
hsa-miR-4661-5p 0.05 8.08E-01
hsa-miR-3173-5p 0.05 9.23E-01
hsa-miR-6786-3p 0.05 9.49E-01
hsa-miR-758-3p 0.05 8.81E-01
hsa-miR-135b-3p 0.05 8.72E-01
hsa-miR-193b-3p 0.04 8.11E-01
hsa-miR-6846-3p 0.03 9.74E-01
hsa-miR-6515-5p 0.03 9.71E-01
hsa-miR-129-2-3p 0.03 9.45E-01
hsa-miR-4465 0.03 9.47E-01
hsa-miR-6853-3p 0.03 9.72E-01
hsa-miR-4687-3p 0.03 9.69E-01
hsa-miR-3609 0.03 8.83E-01
hsa-miR-3944-3p 0.03 9.59E-01
hsa-miR-6729-3p 0.02 9.87E-01
hsa-miR-6733-3p 0.02 9.86E-01
hsa-miR-4706 0.01 9.89E-01
hsa-miR-589-5p 0.01 9.09E-01
hsa-miR-767-3p 0.01 9.54E-01
hsa-miR-1268b 0.01 9.89E-01
hsa-miR-130b-3p 0.01 9.44E-01
hsa-miR-561-3p 0.00 9.98E-01
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