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1.Einleitung

1.1 Das ALK-positive grof3zellig anaplastische T-Zell-Lymphom

1.1.1 Geschichte des ALK-positiven grof3zellig anaplastischen T-Zell-
Lymphoms

Bei dem grof3zellig anaplastischen T-Zell Lymphom (ALCL) handelt es sich um
eine Neoplasie, die zu den peripheren T-Zell-Lymphomen gehért und damit zu
den Non-Hodgkin-Lymphomen zahit.

Das ALCL wurde erstmalig 1985 als eigene Lymphomentitat unter den
peripheren T-Zell-Lymphomen beschrieben, gekennzeichnet durch Kriterien wie
eine starke CD30-Expression, die Fahigkeit der intrasinusoidalen Ausbreitung
und die pleomorphe Morphologie der Tumorzellen (1). Ende der 80er Jahre
wurde bei einer Vielzahl von ALCL-Féallen eine charakteristische Translokation
zwischen den Chromosomen 2 und 5 (t(2;5) (p23;935)) gefunden (2-6). Die
dabei beteiligten Gene wurden spéater als ALK (anaplastic lymphoma kinase)
auf 2p23 und NPM (Nucleophosmin) auf 5935 identifiziert (7). Im Laufe der Zeit
wurden neben NPM noch weitere Fusionspartner fur das ALK-Gen im ALK-
positiven ALCL entdeckt.

Das ALK-positive und ALK-negative ALCL galten trotz unterschiedlichem
Erkrankungsalter und abweichender Prognose lange Zeit als Untergruppen des
systemischen ALCL. Aufgrund der rein kutanen Manifestation, des indolenten
Verlaufs und der ausgezeichneten Prognose wurde die kutane Form des ALCL
schon frih von den systemischen ALCL-Formen abgegrenzt (8). Die aktuelle
WHO-KIlassifikation der Tumoren des hamatopoetischen und lymphatischen
Gewebes von 2008 fuhrt inzwischen das ALK-positive, das ALK-negative und
das kutane ALCL als distinkte Entitaten auf (9, 10).



1.1.2 Epidemiologie und Klinik des ALK-positiven ALCL

Laut den aktuellen Daten des ZKFD (Zentrum fir Krebsregisterdaten) des

Robert Koch-Instituts lag der Anteil der Non-Hodgkin-Lymphome aller
Krebsneuerkankungen in Deutschland 2010 sowohl bei Mannern als auch bei
Frauen bei 3,4% (Abbildung 1) (11). Die Inzidenz fur das Jahr 2011 wurde mit
19,8 Neuerkrankungen/100.000 Einwohner/Jahr
peripheres bzw. kutanes T-Zell-Lymphom wurde in demselben Jahr 1184-mal in
Deutschland gestellt (12). In Europa macht das ALK-positive ALCL 6,4%, das
ALK-negative ALCL 9,4% und das kutane ALCL 0,8% aller peripheren T-Zell-

Lymphome aus (13). Es handelt sich also um eine seltene Erkrankung. Im

beziffert. Die Diagnose

Gegensatz zum ALK-negativen ALCL, das vor allem altere Menschen betrifft,
tritt das ALK-positive ALCL in der Regel bei Kindern, Jugendlichen und jungen
Erwachsenen auf (14). An beiden Entitaten erkranken Manner haufiger als
Frauen (15).
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Abbildung 1: Prozentualer Anteil der héaufigsten Tumorlokalisationen an allen

Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2010 (ohne nicht-melanotischen Hautkrebs) (RKI und
GEKID (Hrsg.), 2013) — Angaben in Prozent (11).

Die Klinik des ALCL entspricht der anderer aggressiver Non-Hodgkin-

Lymphome. Neben Abgeschlagenheit, Infektanfalligkeit und einer

Lymphadenopathie kann eine B-Symptomatik, bestehend aus Fieber uber
38,0°C, Nachtschweil3 und unerklarlichem Gewichtsverlust tiber 10% innerhalb
der letzten 6 Monate, auftreten. Eine extranodale Manifestation ist h&ufig und



beim ALK-positiven ALCL oft in Knochen, Knochenmark, Haut,

Subkutangewebe und Lunge lokalisiert (15).

1.1.3 Diagnose und Stadieneinteilung des ALK-positiven ALCL

Anamnese, korperliche Untersuchung, Labordiagnostik sowie bildgebende
Verfahren koénnen nur einen Hinweis auf die Erkrankung ALCL geben. Die
endgultige Diagnosestellung erfolgt durch eine feingewebliche Untersuchung
nach Lymphknotenexstirpation. Mikroskopisch imponiert das ALCL durch eine
intrasinusoidale Infiltration und das anaplastische Aussehen der Tumorzellen.
Charakteristisch fur das ALCL ist das Auftreten sogenannter ,Hallmark-Zellen®.
Diese Zellen besitzen einen exzentrisch gelegenen nieren- oder
embryoférmigen Kern sowie einen prominenten Golgi-Apparat (16). Beim ALK-
positiven ALCL werden morphologisch mehrere Formen unterschieden. Neben
der am haufigsten vorkommenden Form mit grof3en, pleomorphen Tumorzellen,
treten in 10% bis 20% der Félle kleinzellige oder lymphohistiozytische Varianten
auf (17). Die Kkleinzellige Variante weist eine grof3e Anzahl kleiner bis
mittelgrol3er Tumorzellen auf. Grol3e, anaplastische Zellen finden sich meist
perivaskular. Die  lymphohistiozytische  Variante ist durch die
Histiozyteninfiltration gekennzeichnet (16). Weitere seltenere Formen wie zum
Beispiel die sarkomatoide Form oder die siegelringzellige Variante wurden
beschrieben (18). Charakteristisch fir ALCL-Zellen ist die starke CD30-
Expression. Obwohl die Tumorzellen einen T-Zell-Ursprung haben, zeigen sie
meist einen abweichenden Immunphanotyp (17). Das ALCL ist haufig
gekennzeichnet durch den Verlust des T-Zell-Rezeptor-Komplexes oder der
Molekule des T-Zell-Signalwegs (19). T-Zell-typische Antigene wie CD2, CD3,
CD4, CD5, CD7, CD8, CD43 oder CD45RO sind nicht immer ausgepréagt. Kann
keiner dieser Oberflachenmarker nachgewiesen werden, spricht man von einem
Null-Phanotyp. TIA-1 (T-cell intracytoplasmic antigen-1), Granzym B, Perforin,
Granulysin, EMA (epithelial membrane antigen), Clusterin sowie CD56 kénnen
ebenfalls exprimiert werden (17). Die Diagnose ALK-positives ALCL wird
schlie3lich immunhistologisch durch den ALK-Nachweis gestellt.



Die Stadieneinteilung des ALCL von | bis IV erfolgt analog zu der Einteilung der
Hodgkin-Lymphome nach Ann Arbor. Dabei werden sowohl die Anzahl als auch
die Lokalisation der Tumormanifestationen einbezogen. Die Stadieneinteilung
kann unter anderem durch die Bezeichnung A, B oder E erganzt werden, wobei
A bei nicht vorhandener B-Symptomatik und B beim Vorliegen einer B-
Symptomatik verwendet wird. E kennzeichnet den extranodalen Befall (20). In
der Uberwiegenden Anzahl der Félle wird das ALCL in Stadium Il oder IV
diagnostiziert (21).

1.1.4 NPM-ALK

Die in 75% bis 80% der ALK-positiven ALCL auftretende Translokation
zwischen den Chromosomen 2 und 5 wurde Ende der 80er Jahre entdeckt (2-
6). 1994 wurden die an der Translokation beteiligten Gene NPM auf dem
langen Arm des Chromosom 5 und ALK auf dem kurzen Arm von Chromosom 2
identifiziert (7). ALK ist eine Transmembranrezeptor-Tyrosin-Kinase und gehort
zur Superfamilie der Insulinrezeptoren. In humanem Gewebe wurden ALK-
Transkripte in Hoden, Plazenta, fotaler Leber, Dinn- und Dickdarm, fétalem und
adultem Hirn nachgewiesen (7). Immunhistochemisch konnte ALK beim
Erwachsenen regular in Gliazellen, Perizyten und vereinzelten Neuronen in
Thalamus, Hypothalamus, Basalganglien, im zerebralen Kortex und im Kleinhirn
lokalisiert werden (22). Der Verlust der ALK-Homologen in Caenorhabditis
elegans und Drosophila melanogaster fuhrt zu Defekten in der
Mitteldarmentwicklung sowie in der neuronalen Vernetzung und der Plastizitat
(23). Adulte ALK-defiziente Mause hingegen zeigen einen diskreten Phanotyp
mit Verbesserung des rdumlichen Gedachtnisses (24). Die ALK-Funktion im
Menschen ist weitgehend unklar. Die Gberwiegend prénatale und im zentralen
Nervensystem lokalisierte ALK-Expression in Saugetieren konnte auf eine
Bedeutung wahrend der neuronalen Entwicklung hindeuten (25).
Nucleophosmin ist ein ubiquitar exprimiertes Protein, das am Transport von
neusynthetisierten Proteinen zwischen Zytoplasma und Nukleolus beteiligt ist.
Durch die Translokation kommt es zur Entstehung eines NPM-ALK-
Fusionsgens, bestehend aus der 3'-ALK-Doméane und der 5 -NPM-Domane.
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Die Bildung des Fusionsproteins fuhrt zur konstitutiven Aktivierung der ALK-
Kinase-Doméne. Dies resultiert in einer Aktivierung verschiedener wichtiger
Signalkaskaden und Veranderungen in entscheidenden Prozessen wie der
Zellzyklus-Progression, dem Zelliberleben, der Migration sowie zytoskelettalen
Abnormalitaten, einer erhdhten Ribosomenstabilitat und einer vermehrten de
novo Purin-Synthese. Diese Effekte werden unter anderem Uber die
Signalwege JAK/STAT (Januskinase/signaltransducer and activator of
transcription), PI3K/AKT (phosphoinositide 3-kinase/AKT), MAPKs (mitogen-
activated protein kinases) und PLCy (phospholipase C vy) vermittelt. Die
Translokation agiert als Onkogen und tragt entscheidend zur Pathogenese des
ALK-positiven ALCL bei. Im Laufe der Zeit wurden noch weitere Gene als
Translokationspartner fur ALK im ALCL identifiziert, wie TPM3 und TPM4
(tropomyosin),  ATIC (5-aminoimidazole-4-carboxamide ribonucleotide
formyltransferase/IMP cyclohydrolase), TFG (TRK-fused gene), CLTC (clathrin
heavy chain 1), MSN (moesin), MYH9 (myosin, heavy chain 9) und ALO17
(ALK lymphoma oligomerization partner on chromosome 17). Diese
Translokationen fihren ebenso zu einer konstitutiven ALK-Aktivierung (17).

1.1.5 Prognose und Therapie

Patienten mit einem ALK-positiven ALCL haben eine weitaus bessere Prognose
als solche mit einem ALK-negativen ALCL. Das Funfjahresuberleben liegt bei
ca. 70% im Vergleich zu 49% (15). Zu den Faktoren, die fur das ALK-positive
ALCL prognostisch ungunstig sind, gehoren die CD56-, Survivin- und EMA-
Expression sowie eine Erkrankung an der kleinzelligen Variante des ALK-
positiven ALCL wund ein hoch-intermediarer bis hoher Internationaler
Prognostischer Index (IPl) (17, 26-29). Der Internationale Prognostische Index
wurde entwickelt, um den Verlauf aggressiver Non-Hodgkin-Lymphome besser
einschatzen zu konnen. Der LDH-Serum-Spiegel, das Alter des Patienten, die
Anzahl extranodaler Manifestationen, der Allgemeinzustand und das
Tumorstadium flie3en in die Beurteilung ein. Fur Patienten unter 60 Jahre wird
der altersadaptierte IPl genutzt, der nur den LDH-Serum-Spiegel, den
Allgemeinzustand und das Tumorstadium beriicksichtigt (30).
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Standardtherapie fur Patienten mit einem ALK-positiven ALCL ist eine
anthrazyklinhaltige Chemotherapie, meist mit Cyclophosphamid,
Hydroxydaunorubicin, Vincristin und Prednisolon (CHOP). Trotz guter Prognose
gibt es Patienten mit therapierefraktarem oder rezidivierendem ALK-positivem
ALCL. Deshalb werden alternative Therapien bendétigt.

Eine Option bietet der MMAE (Monomethylauristatin E)-gekoppelte CD30-
Antikdrper Brentuximab Vedotin (BV). Nach Bindung des Antikdrpers an den
CD30-Rezeptor kommt es zur Internalisierung des Rezeptor-Liganden-
Komplexes. Lysosomale Proteolyse fuhrt zur Freisetzung von MMAE, das an
Tubulin bindet und so das mikrotubulare Netzwerk zerstort. Dies resultiert in
Zellzyklusarrest und Apoptose der Tumorzelle. Eine klinische Phase Il Studie
an 58 Patienten mit therapierefraktdrem oder rezidivierendem systemischen
ALCL zeigte die Wirksamkeit von BV. Die komplette Remissionsrate betrug bei
Patienten mit ALK-negativem ALCL 52%, mit ALK-positivem ALCL 69%. Das
mittlere progressionsfreie Uberleben lag bei 14,3 Monaten. Bei 60% der
Patienten traten ausgepragte oder lebensbedrohliche Nebenwirkungen auf (31).
Am 25.10.2012 wurde BV von der Europdaischen Arzneimittel-Agentur als
Therapeutikum bei therapierefraktdrem oder rezidivierendem, systemischem
ALCL zugelassen.

Als weitere Zielstruktur der medikamentdosen Therapie dient ALK. Die
konstitutive ALK-Aktivierung ist direkt in die Pathogenese des ALCL involviert
(32). Da ALK physiologischerweise nur in wenigen Zellen exprimiert wird, lasst
ihre Blockade auf ein geringes Nebenwirkungsprofil hoffen (33). Verschiedene
Substanzen wie CH5424802 (34), GSK1838705A (35) oder NVP-TAE684 (36)
wurden in vitro und in vivo im Mausmodell getestet und erzielten Erfolge.
Crizotinib, ein ALK-Inhibitor, der bereits im ALK-positiven Lungenkarzinom
eingesetzt wird, zeigte in einer klinischen Phase Il Studie bei geringfligigen
Nebenwirkungen auch im ALK-positiven ALCL Wirksamkeit. Alle neun
Patienten mit einem ALCL erreichten eine komplette Remission, das
progressionsfreie  Uberleben (lber zwei Jahre betrug 63,7%, das
Zweijahresuberleben 72,7% (37). Problematisch ist hierbei das Auftreten von



Resistenzen im Verlauf der Behandlung (38). Weitere Therapiestrategien zielen
auf die Inhibierung einiger Proteine ab, die durch ALK reguliert werden und in
die fur die Pathogenese des ALCL entscheidenden Signalwege JAK/STAT und
PI3K/AKT involviert sind (39).

Eine ALK-Vakzinierung stellt eine maogliche, zuklnftige Option dar. ALK ist
immunogen. Bei der Mehrzahl der Patienten mit einem ALK-positiven ALCL
wurden Antikorper gegen das NPM-ALK-Fusionsprotein entdeckt (40, 41). Es
wurde festgestellt, dass der Serumantikorpertiter negativ mit dem Stadium der
Erkrankung und der Menge der zirkulierenden Tumorzellen korreliert und bei
hohem Titer eine geringere kumulative Rezidivinzidenz auftritt (40). Die DNA-
Vakzinierung mit einem Plasmid, das fur einen grof3en Teil der humanen
intrazytoplasmatischen ALK-Domane kodiert, schiitzte Mause vor einem lokalen
und systemischen Lymphomwachstum (42).

Eine weitere potentielle therapeutische Mdglichkeit konnte die Beeinflussung
deregulierter miRNAs darstellen. Aberrant exprimierte miRNAs, die in die
Tumorgenese involviert sind, bieten ein mogliches Therapieziel (siehe 1.2.3).
Auch im ALCL wurden deregulierte miRNAs identifiziert und kdnnten einen
Angriffspunkt fur die Behandlung darstellen (siehe 1.2.4) (39).

1.2 miRNAs: Funktion und charakteristische Expression im
ALCL

1.2.1 Biogenese und Funktion von miRNAs

MicroRNAs (miRNASs) sind nichtkodierende, ca. 22 Nukleotide lange RNAs, die
durch Bindung an ihre Ziel-mRNAs an der posttranskriptionellen Regulation
zahlreicher Gene beteiligt sind. Sie sind evolutiondr konserviert und wurden in
unterschiedlichen Spezies entdeckt (43). Seit der Erstbeschreibung der miRNA
lin-4 in Caenorhabditis elegans im Jahr 1993 wurden unzadhlige miRNAs
identifiziert (44). Allein im Menschen sind 2588 reife miRNAs bekannt (45).



Reife miRNAs werden aus Vorlaufermolekilen, den pri-miRNAs, gebildet. Pri-
MiRNAs entstehen durch Transkription unabhangiger miRNA-Gene oder sind
Bestandteil der Introns proteinkodierender Transkripte. Sie bilden eine
Haarnadelstruktur und werden im Nukleus durch die RNAse Il Endonuklease
Drosha zu 60 bis 70 Nukleotiden langen pre-miRNAs prozessiert. Anschlie3end
wird die pre-miRNA durch das Ran-GTP-abhangige Protein Exportin 5 aktiv ins
Zytoplasma transportiert. Dort erfolgt ein weiterer Prozessierungsschritt durch
die RNAse Ill Endonuklease Dicer und es entsteht ein imperfekter miRNA-
miRNA*-Doppelstrang. Dieser lagert sich unter anderem an ein
Argonauteprotein an und wird Bestandteil des miRISCs (miRNA-induced
silencing complex). Meist verbleibt der Strang mit dem weniger thermostabilen
5-Ende im miRISC und fihrt in Abhangigkeit von der Komplementaritat
zwischen miRNA und Ziel-mRNA zum Abbau der mRNA oder der
translationalen Repression. Die miRNA* wird degradiert.

Die Interaktion zwischen miRNA und Ziel-mRNA erfolgt Uber komplementéare
Basenpaarung. Im Gegensatz zu Pflanzen ist die Bindung zwischen mRNA und
mMiRNA in Metazoen grol3tenteils imperfekt. Die miRNA-Bindungsstelle liegt
meist in der 3'-UTR (untranslated region) der Zielgen-mRNA. Die Erkennung
der Zielstruktur basiert vor allem auf drei Mechanismen. Die ,Seed-Regel”
besagt, dass die sogenannte ,Seed-Region“, die Nukleotide 2 bis 8 des 5'-
Endes der miRNA, perfekt an die mRNA binden sollten. Fehlpaarungen
zwischen miRNA und mRNA sollten sich in der Mitte des mIRNA-mRNA-
Doppelstrangs befinden. Des Weiteren sollte das 3-Ende der miRNA eine
gewisse Komplementaritat zur Ziel-mRNA aufweisen, um die Wechselwirkung
zu stabilisieren. Dies ist von besonderer Bedeutung, wenn die Basenpaarung in
der Seed-Region imperfekt ist. Ausnahmen dieser Regeln wurden beobachtet.
Zusatzliche Voraussetzungen, wie eine AU-reiche Sequenz in Umgebung der
Bindungsstelle sowie eine Bindungsstelle, die in der Nahe des Poly-A-
Schwanzes oder des Stoppkodons liegt, erhohen die Effizienz der miRNA-
MRNA-Interaktion.



Eine miRNA kann verschiedene Ziel-mRNAs besitzen und so die Expression
diverser Gene beeinflussen. Eine mRNA wiederum kann tber Bindungsstellen
fur verschiedene miRNAs verfugen und durch diese reguliert werden (46). Die
Bindung mehrerer miRNA-Molekile innerhalb einer 3-UTR kann eine
Steigerung der Repressionseffektivitat bewirken (47).

1.2.2 miRNA-Beteiligung an der Kanzerogenese

mMiRNAs spielen eine entscheidende Rolle in einer Vielzahl biologischer
Prozesse wie Differenzierung, Proliferation und Apoptose. Die Deregulation von
MiRNAs, die Tumorsuppressor- oder Onkogene oder epigenetische
Mechanismen kontrollieren, tragt einen Teil zur Kanzerogenese bei (Abbildung
2) (48).

2002 wurden erstmals B-CLL (Chronisch Lymphatische Leuk&mie)-Falle mit
einer Deletion auf Chromosom 13 (13ql4) auf eine aberrante mMiRNA-
Expression untersucht. Alle proteinkodierenden Gene in diesem Bereich zeigten
keine ausgepragten Veranderungen. Eine Deletions- und Expressionsanalyse
ergab eine Deletion bzw. Herunterregulation der miR-15 und miR-16 und liel3
eine Funktion dieser miRNAs als Tumorsuppressoren und ihre Involvierung in

die Pathogenese der CLL vermuten (49).

Erste Hinweise, dass miRNAs auch als Onkogene fungieren kénnen, wurden
mit der Entdeckung der Uberexpression der miR-155 und des miR-17~92-
Clusters in verschiedenen Tumoren geliefert (48). Die Entwicklung von B-Zell-
Malignomen in transgenen Ma&usen mit gezielter miR-155-Uberexpression
bewies zum ersten Mal, dass eine miRNA-Uberexpression zu einer malignen
Neoplasie fihren kann (50). miRNAs sind aul3erdem an der Regulation von
Proteinen, die in epigenetische Mechanismen involviert sind, beteiligt und
kénnen so die Transkription von Genen beeinflussen (48).
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Abbildung 2: MicroRNAs kénnen als Tumorsuppressoren und Onkogene fungieren. (Esquela-
Kerscher, 2006) a] In Normalgewebe resultiert eine korrekte miRNA-Transkription, -Prozessierung und
-Bindung an komplementéare Sequenzen der Ziel-mRNA in der Repression der Zielgen-Expression durch
Blockade der Proteintranslation oder veranderte mRNA-Stabilitdt. Das Gesamtergebnis ist eine normale
Auspragung des Zellwachstums, der Proliferation, der Differenzierung und des Zelltods. b| Die verringerte
Expression oder Deletion einer miRNA, die als Tumorsuppressor fungiert, fihrt zur Tumorformation. Eine
Reduktion oder eine Elimination reifer miRNAs kann aufgrund von Defekten in jedem Stadium der miRNA-
Biogenese auftreten (gekennzeichnet durch Fragezeichen) und fihrt letztendlich zu einer inadaquaten
Expression des miRNA-Zielonkoproteins (violettes Viereck). Das Gesamtergebnis konnte eine erhdhte
Proliferation, Invasivitdt oder Angiogenese, eine verminderte Apoptoserate oder undifferenziertes oder
entdifferenziertes Gewebe umfassen, was zur Tumorbildung fihren wirde. c| Die Amplifikation oder
Uberexpression einer onkogenen miRNA wiirde ebenfalls in einer Tumorbildung resultieren. In dieser
Situation wirden erhdhte Mengen einer miRNA, die zu einer inadaquaten Zeit oder im falschen Gewebe
gebildet werden, die Expression eines miRNA-Ziel-Tumorsuppressorgens verhindern (pink) und zu einer
Tumorprogression fihren. Erhéhte Level einer reifen miRNA kénnten aufgrund der Amplifikation des
miRNA-Gens, eines konstitutiv aktiven Promoters, einer erhdhten Effizienz der miRNA-Prozessierung oder
einer erhdhten Stabilitat der miRNA auftreten (gekennzeichnet durch Fragezeichen). ORF open reading
frame (51).

10



1.2.3 miRNAs als Therapieoption

Wie im vorangegangenen Abschnitt beschrieben, kdnnen miRNAs wesentlich
an der Tumorgenese beteiligt sein. Sie bieten so ein potentielles Therapieziel.
Je nachdem, ob eine miRNA als Onkogen oder als Onkosuppressorgen wirkt,
ist eine Blockade oder eine Wiederherstellung ihrer Aktivitdt winschenswert.
Eine Aktivitatssteigerung kann durch das Einschleusen doppelstrangiger
miRNA-Mimics erreicht werden (52). Um einen Funktionsverlust zu erreichen,
gibt es die Mdglichkeit, miRNA-Antagonisten zu verabreichen. Dabei handelt es
sich um spezifische, chemisch modifizierte Oligonukleotide, die zu einer
Blockade der miRNA-Aktivitdt fuhren. Eine Herausforderung der miRNA-
basierten Therapie ist das Erreichen des Wirkortes. miRNA-Mimics oder
miRNA-Antagonisten kénnen derzeit systemisch, lokal oder nasal appliziert
werden. Da eine miRNA verschiedene Zielgene besitzt, kann eine Modulation
ihrer Aktivitat Einfluss auf viele Signalwege nehmen. Dies birgt sowohl hohes
therapeutisches Potential als auch die Gefahr ausgepragter Nebenwirkungen
(53). Das einzige miRNA-basierte Therapeutikum, das bislang in einer
klinischen Studie zum Einsatz kommt, heil3t Miravirsen. Das subkutan
verabreichte Miravirsen blockiert die miR-122, eine leberspezifische miRNA, die
eine wichtige Rolle im Lebenszyklus des Hepatitis-C-Virus (HCV) spielt. Die
Wirksamkeit dieses Medikaments bei Patienten mit einer chronischen HCV-
Infektion wurde in einer klinischen Phase lla Studie bestatigt (54).

1.2.4 Aberrante miRNA-Expression im ALCL

Verschiedene Arbeitsgruppen haben sich mit dem Thema der miRNA-
Expression im ALCL befasst. Merkel et al. untersuchten die miRNA-Expression
mittels miRNA-Arrays in ALK-positiven und ALK-negativen Zelllinien, in
Tumoren von NPM-ALK-transgenen Mausen und in humanem ALCL-
Tumorgewebe und identifizierten ein aberrantes miRNA-Profil (55). In einer
Studie von Lawrie et al., die mittels miRNA-Array die miRNA-Expression in
Zelllinien zahlreicher B- und T-Zell-Neoplasien mit dem gesunden Pendant

verglich, waren im ALCL unter anderem miR-21, miR-27a und miR-135b
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hochreguliert, wahrend miR-324, miR-454 und miR-342 herunterreguliert waren
(56). Matsuyama et al. konzentrierten ihre Beobachtungen auf die miR-135b im
ALK-positiven ALCL. Eine Inhibierung der miR-135b in vitro fuhrte zu einer
verminderten IL-17-Produktion und weiterer Proteine, die fur den mit TH17-
Uberlappenden Immunphanotyp des ALCL relevant sind. In vivo fuhrte eine
reduzierte miR-135b-Expression zu einer Abnahme der Tumorgefal3bildung und
des Wachstums im Mausmodell (57). Dejean et al. identifizierten VEGF
(vascular endothelial growth factor) als Zielgen der im ALK-positiven ALCL
verringert exprimierten miR-16 und konnten zeigen, dass eine miR-16-
Uberexpression in vivo zu einer verminderten Tumorangiogenese und einem
geringeren Tumorwachstum fihrte (58). Des Weiteren wurde eine mit dem
ALK-positiven ALCL assoziierte miRNA-Signatur identifiziert, bestehend aus
sieben miRNAs, von denen funf hoch- (miR-512-3p, miR-886-5p, miR-886-3p,
mMiR-708 und miR-135b) und zwei herunterreguliert (miR-146a und miR-155)
waren. Zusatzlich wurde ein fur das ALK-negative ALCL charakteristisches
mMiRNA-Profil ermittelt, das sich von anderen peripheren T-Zell-Lymphomen
unterschied. Unter 32 in vitro entdeckten, mit ALK assoziierten miRNAs,
befanden sich auch das Uberexprimierte miR-17~92-Cluster und seine
Paralogen, und lielRen die Arbeitsgruppe vermuten, dass sie einen wichtigen
Bestandteil des ALK-nachgeschalteten Signalwegs darstellen konnten (59).
Spaccarotella et al. untersuchten STAT3-abhangig exprimierte miRNAs in ALK-
positiven ALCL-Zellen und legten ihr Augenmerk dabei auf das miR-17~92-
Cluster. Der STAT3-Verlust fuhrte in vitro und in vivo zu Zellzyklusarrest und
Apoptose. Dies konnte aber durch eine Uberexpression des miR-17~92-
Clusters verhindert werden. Diese Beobachtung lie3 die Arbeitsgruppe tber
eine Beteiligung des miR-17~92-Clusters an der Lymphomgenese spekulieren
(60). Desjobert et al. analysierten mittels RT-gPCR und Northern-Blotting die
Expression der miRNA-29-Familie im ALCL. Die miR-29a, b und ¢ waren
herunterreguliert, aber in Bezug auf die miR-29b und miR-29c konnte kein
signifikanter Unterschied zwischen ALK-positiven und ALK-negativen Zelllinien
gefunden werden. Die Expression der miR-29a hingegen war vermindert und
ALK-abhangig reguliert. Es konnte gezeigt werden, dass die miR-29a in Zellen
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und im Mausmodell die MLC1 (myeloid cell leukemia 1)-Expression minderte
und so proapaptotisch wirkte (61).

Unsere Arbeitsgruppe untersuchte mittels Next Generation-Sequencing
Unterschiede in der miRNA-Expression zwischen den ALK-positiven ALCL-
Zelllinien Karpas-299, SUDHL-1 und KiJK und der ALK-negativen ALCL-
Zelllinie Mac-1 (62). Dabei fielen besonders die miR-29c und miR-146a auf, die
herunterreguliert und im ALK-positiven ALCL signifikant unterschiedlich
exprimiert waren. Nach Uberexpression dieser miRNAs zeigte eine
Transkriptomanalyse per Next Generation-Sequencing zahlreiche
herunterregulierte Gene. Nach Transfektion der SUDHL-1-Zellen und Karpas-
299-Zellen mit der miR-29¢ bzw. miR-146a wurde die Expression der Gene, die
zusatzlich dber durch das Programm miRanda vorhergesagte miRNA-
Bindungsstellen verfugten, mit einer RT-qPCR Uberpruft. Dabei ergaben sich
unter anderem fur die miR-29c ADAM19, CCNF, CCNA2, COL6A3, DOTLL,
GGCT, LMNB1, RCC2 und TDG, fur die miR-146a BSG und SRPRB als
potentielle Zielgene. Bei einigen dieser Gene wurde eine Uberexpression
bereits in anderen Tumoren beobachtet, zum Teil mit Auswirkung auf die
Malignitat der Erkrankung (63).

Im Folgenden soll auf die Funktion der miR-29c und miR-146a sowie der
identifizierten Kandidatengene genauer eingegangen werden.

1.2.5 miRNA 29c
1.2.5.1 Funktion der miRNA 29c

Die humane miRNA-Familie 29 besteht aus der miR-29a, miR-29b-1, miR-29b-
2 und miR-29c. miR-29a und miR-29b-1 sind auf Chromosom 7g32.3 lokalisiert,
mMiR-29b-2 und miR-29¢c auf Chromosom 1qg32.2. Die fir die miRNAs
kodierenden Sequenzen liegen innerhalb des Clusters dabei weniger als 1 kb
voneinander entfernt und die reifen mMIRNAs entstehen aus einem
gemeinsamen Primartranskript (64). Die miRNA-29-Familie besitzt zahlreiche

Zielgene, welche fur Proteine kodieren, die wesentlich an der Bildung der
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Extrazellularmatrix ~ beteiligt sind. Eine  Beteiligung der miR-29-
Familienmitglieder an  physiologisch  bedeutsamen  Prozessen  wie
Zellproliferation, Differenzierung und Apoptose wurde berichtet (64).

1.2.5.2 Deregulation der miRNA 29c in Tumoren

Eine Herunterregulation der miR-29c-Expression wurde unter anderem im
Hepatozellularen Karzinom oder im Magenkarzinom beobachtet (65, 66). Bei
Patienten mit CLL, malignem Pleuramesotheliom und malignem Melanom ist
ein geringes miR-29c-Level zusatzlich mit einer schlechteren Prognose
assoziiert (67-69). Die miR-29c konnte eine Rolle bei der Invasivitdt und dem
metastatischen Potential einiger Tumoren spielen. Sengupta et al.
beobachteten im Nasopharxnxkarzinom (NPC) eine verringerte Expression der
miR-29c. Unter den identifizierten Zielgenen der miR-29c befanden sich auch
Komponenten der Extrazellularmatrix und gaben Anlass zu der Vermutung,
dass die verringerte Expression der miR-29c an der Invasivitdt und dem
metastatischen Potential der NPC-Zellen beteiligt sein konnte (70). Wang et al.
stellten ein vermindertes miR-29c-Level in einer stark metastasierenden im
Vergleich zu einer langsam metastasierenden Lungenkarzinomzelllinie fest. In
vitro Versuche belegten, dass die miR-29c die Adhé&sion, Migration und
Invasion der Tumorzellen verringerte. In vivo konnte eine Hemmung der

Tumorinvasion und Metastasierung beobachtet werden (71).

1.2.6 miRNA 146a
1.2.6.1 Funktion der miRNA 146a

Die miR-146a gehort neben der miR-146b zur miRNA-146-Familie. Das Gen fur
die miR-146a ist auf Chromosom 5, das fiur die miR-146b auf Chromosom 10
lokalisiert. Die Sequenz der reifen miRNAs unterscheidet sich jedoch nur in
zwei Nukleotiden (72). 2006 wurde entdeckt, dass eine LPS-Stimulation von
THP1-Zellen, einer monozytischen Zelllinie, die von einem Patienten mit Akuter
Monozytenleukamie stammt, eine NF-xB-abhangige, vermehrte Expression der
miR-146a zur Folge hatte (73). NF-xB ist ein Transkriptionsfaktor, der unter
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anderem die Zellproliferation, Zelldifferenzierung, das Zelliberleben,
entzindliche Prozesse und die Immunantwort beeinflusst (74). Die miR-146a
inhibiert wiederum TRAF6 und IRAK-1, Bestandteile der NF-xB-aktivierenden
Signalkaskade, und wirkt so negativ rickkoppelnd auf die NF-xB-Aktivierung
(73). Im Laufe der Zeit wurden weitere Zielmolekile wie das
proinflammatorische Zytokin IL-8, das Chemokin CCL-8 und IRAK-2 identifiziert,
was die modulatorische Funktion der miR-146a in der angeborenen
Immunantwort bestatigt (72). Eine weitere Studie deutet darauf hin, dass die
miR-146a zusatzlich eine Rolle in der adaptiven Immunantwort spielt. Eine
Stimulation des T-Zell-Rezeptors hat eine hohere miR-146a-Expression zur
Folge. Als Zielgen der miR-146a wurde FADD (Fas-associated death domain
protein) identifiziert, ein Adaptorprotein, das an der Signalkaskade zur
Vermittlung des AICD (activation induced cell death) beteiligt ist (75). AICD ist
eine Form der Apoptose, die in T-Zellen durch wiederholte Aktivierung des T-
Zell-Rezeptors induziert wird (76). Die miR-146a hat also eine antiapoptotische
Wirkung. Des Weiteren wird der miR-146a eine Beteiligung an der
hamatopoetischen Zelldifferenzierung zugeschrieben. Verschiedene Studien
haben bei Uberexpression oder Hinunterregulation der miR-146a Effekte auf die
Hamatopoese, insbesondere die Megakaryozytopoese, beobachtet. Die
Mechanismen sind weitgehend unklar (72).

1.2.6.2 Deregulation der miRNA 146a in Tumoren

In zahlreichen soliden, malignen Neoplasien wie dem Mammakarzinom,
Prostatakarzinom und Magenkarzinom wurde eine aberrante miR-146a-
Expression entdeckt (72). Die miR-146a ist ebenfalls in die Entstehung
hamatologischer und lymphatischer Neoplasien involviert. In Blut- und
Knochenmarksproben unbehandelter Patienten mit Akuter Myeloischer
Leukdmie wurde im Vergleich zu CD34+-Zellen gesunder Probanden eine
verminderte miR-146a-Expression entdeckt (77). In einer vergleichenden Studie
von CLL-Patientenmaterial unterschiedlichen Karyotyps war die miR-146a-
Expression im CLL-Subtyp mit einer Trisomie des Chromosom 12 signifikant
erniedrigt (78). miR-146a-defiziente Mause entwickeln im Alter haufig myeloide
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Sarkome in der Milz, bisweilen auch in Leber und Niere. Zusatzlich kommt es
zu einer Myeloproliferation im Knochenmark. Auch B- und T-Zell-Lymphome
treten bei diesen Mausen im Vergleich zu Wildtyp-Mausen Uberdurchschnittlich
haufig auf (79).

1.3 Funktionen potentieller Zielgene der miRNAs 29c und 146a

1.3.1 Funktionen der potentiellen Zielgene der miRNA 29c
1.3.1.1 ADAM Metallopeptidase domain 19 (ADAM19)

Das auf Chromosom 5033.3 gelegene Gen kodiert fur zwei Varianten des
ADAM19-Gens, einem Mitglied der ADAM (a disintegrin and metalloprotease
domain)-Familie. ADAM-Proteine sind an zellularen Prozessen wie Adhasion,
Migration und Signaltransduktion beteiligt (80). ADAM19 scheint eine Rolle in
der korrekten Entwicklung des kardiovaskularen Systems zu spielen (81).
Ramdas et al. vermuteten, dass die Entstehung einer renalen Fibrose durch
einen Anstieg von ADAM19, vermittelt Gber einen Abfall des miR-29-Levels,
bedingt sein konnte. Ein direkter Nachweis dieser Interaktion wurde jedoch
nicht getroffen (82). Eine hohe ADAM19-Expression wurde in Nierentumoren
beobachtet. In primaren Hirntumoren war sie gleichzeitig mit einer erhdhten

Tumorzellinvasivitat verbunden (83).

1.3.1.2 Cyclin A2 (CCNA2)

Das CCNA2-Gen ist auf Chromosom 4q27 lokalisiert. Der Zellzyklus in
Saugetieren wird durch Cyclin-abhangige Kinasen (CDKs) kontrolliert, deren
Aktivitat durch Komplexbildung mit Cyclinen moduliert wird. CCNA2 wird in
proliferierenden, somatischen Zellen exprimiert und kann CDK1 und CDK2
aktivieren. Die Cyclin-A2-Expression steigt zu Beginn der S-Phase, persistiert
wéahrend S- und G2-Phase und nimmt mit Beginn der Mitose wieder ab (84). Es
wird angenommen, dass CCNA2 das Fortschreiten der S-Phase vorantreibt und
eine Bedeutung im Ubergang der G2-Phase in die M-Phase hat (85). Eine
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abweichende Cyclin-A2-Expression wurde in zahlreichen, verschiedenen
Tumoren, unter anderem auch in Non Hodgkin-Lymphomen, beobachtet (86). In
einigen Tumoren wie dem Mammakarzinom, dem nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinom, dem Nierenzellkarzinom, dem Larynxkarzinom, dem
Weichteilsarkom und dem malignen Melanom ist ein hohes CCNA2-Level mit

einer schlechteren Prognose assoziiert (87).

1.3.1.3 Cyclin F (CCNF)

Das auf Chromosom 16p13.3 gelegene Gen kodiert fur Cyclin F. Dieses Cyclin
wird wahrend der S-Phase exprimiert und erreicht seine hdochste Konzentration
wahrend der G2-Phase. Cyclin F ist an der Feineinstellung der
Zentrosomenduplikation und der DNA-Synthese beteiligt. Es spielt ebenfalls
eine Rolle beim Schutz der Zelle vor genomischer Instabilitat und dem Erhalt
eines ausbalancierten Desoxynukleotid-Pools (88). Eine erhodhte Cyclin F-
Expression wurde im Adenokarzinom der Lunge beobachtet (89). Im
Hepatozellularen Karzinom war eine verringerte CCNF-Expression mit einer

schlechteren Differenzierung und Prognose verbunden (90).

1.3.1.4 Collagen, type VI, alpha 3 (COL6A3)

Dieses auf Chromosom 237 gelegene Gen kodiert fur die a-3-Kette des
Kollagen VI. Kollagen VI ist unter anderem Bestandteil der Extrazellularmatrix
von Muskulatur, GefalRen, Sehnen und der Haut und interagiert mit anderen
Komponenten der Extrazellularmatrix (91, 92). Mutationen im COL6A3-Gen
treten bei Myopathien wie der kongenitalen Muskeldystrophie Typ Ullrich und
der Bethlem Myopathie auf. (93, 94) Die COLG6A3-Expression korreliert in
adipésen Patienten mit Body-Mass-Index und Fettmasse und kénnte in die
Entziindungsentstehung im Fettgewebe involviert sein (95). Malignome wie das
Ovarialkarzinom und das Magenkarzinom zeigen eine vermehrte COLG6AS3-
Expression. Tumorspezifsche Splicing-Varianten der COL6A3-mRNA wurden
im Blasenkarzinom, Prostatakarzinom und Kolonkarzinom gefunden (96, 97).
Des Weiteren konnte eine vermehrte COL6A3-Bildung in Tumorzellen eine

wichtige Rolle in der Resistenzentstehung gegen Cisplatin spielen (98).
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1.3.1.5 DOT1-like histone H3K79 methyltransferase (DOT1L)

Das DOT1L-Gen ist auf Chromosom 19p13.3 gelegen. DOTI1L katalysiert die
Methylierung des Histon H3 Lysin 79 (H3K79). Kovalente Histonmodifikationen
wie die Methylierung wirken auf die Chromatinstruktur und beeinflussen als
epigenetische Mechanismen die Transkriptionsregulation. DOTI1L ist in
Prozesse der Genexpression, der Zellzyklusregulation und der DNA-Reparatur
involviert (99). Im Mausmodell wurde die Bedeutung von DOTI1L in der
Embryonalentwicklung, der Hamatopoese und der Kkardialen Funktion
nachgewiesen (100). DOT1L ist entscheidend an der Entwicklung einiger
Leukamien beteiligt, die eine Translokation des MLL (mixed lineage leukemia)-

Gens aufweisen (101).

1.3.1.6 Gamma-glutamyl-cyclotransferase (GGCT)

Das GGCT-Gen ist im Menschen auf Chromosom 7pl4-15 lokalisiert und
kodiert fUr ein Protein, das Bestandteil des Gamma-Glutamyl-Zyklus ist und die
Bildung des 5-Oxoprolins aus Gamma-Glutamyl-Dipeptiden katalysiert (102).
Dieser Zyklus ist an der Homoostase von Glutathion beteiligt, einem Tripeptid,
das in viele bedeutende biologische Prozesse wie der DNA- und
Proteinsynthese, dem Transport, der Enzymaktivitat, dem Metabolismus und
dem Schutz der Zelle involviert ist (103). GGCT st in vielen Geweben
exprimiert, insbesondere in Epithelien. Eine abweichende GGCT-Expression
wurde in verschiedenen Tumoren beobachtet und GGCT als potentieller

Tumormarker diskutiert (104).

1.3.1.7 Lamin B1 (LMNB1)

Lamine sind Hauptbestandteile der Kernmembran und an bedeutenden
Prozessen wie der Kernstabilitat, der Chromatinstruktur und der Genexpression
beteiligt (105). Sie werden abhéngig von Sequenz und Expressionsmuster in
die Subtypen A und B unterteilt (106). Das auf Chromosom 5g23.2 lokalisierte
Gen LMNBL1 kodiert fur das Lamin B1 (107). Eine Duplikation des LMNB1-

Locus fihrt zu autosomal dominanter Leukodystrophie, einer seltenen, im
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Erwachsenenalter auftretenden, demyelinisierenden Erkrankung des zentralen
Nervensystems (108). Im Pankreaskarzinom ist LMNBL1 in die Pathogenese des
Tumors involviert. Es reguliert Zellmigration, Invasion und Wachstum. Eine
hohe LMNB1-Konzentration ist mit einer schlechten Prognose verbunden (105).
Lamin B1 ist ebenfalls im Hepatozellularen Karzinom (HCC) Uberexprimiert. Die
Bestimmung zirkulierender LMNB1-mRNA konnte der Friherkennung des HCC
dienen (109).

1.3.1.8 Regulator of chromosome condensation 2 (RCC2)

Das RCC2-Gen ist auf Chromosom 1p36.13 Iokalisiert. RCC2 ist ein
zentromerassoziiertes Protein und in die Zellzyklusprogression involviert (110).
Matsuo et al. identifizierten das im Magenkarzinomgewebe Uberexprimierte
RCC2 als mogliche Zielstruktur der miR-29c. Die Arbeitsgruppe konnte mittels
Reportergenassay eine direkte Bindung der miR-29¢c an die RCC2-mRNA
nachweisen und vermutete, dass diese Interaktion zur miR-29c induzierten

Wachstumsinhibierung in Magenkarzinomzellen beitragt (111).

1.3.1.9 Thymine-DNA glycosylase (TDG)

Das auf Chromosom 12924.1 gelegene Gen kodiert fur TDG, ein
Reparaturenzym, das Thymin oder Uracil aus G:T oder G:U Fehlpaarungen
entfernt. Zusatzlich wird TDG eine Rolle in der aktiven DNA-Demethylierung
und damit der Aufrechterhaltung des DNA-Methylierungsstatus zugeschrieben
(112). Der Nachweis einer direkten TDG-Regulation durch die miR-29c mittels
Reportergenassay wurde bereits im Nasopharynxkarzinom und im
Lungenkarzinom beschrieben (70, 113).

1.3.2 Funktionen der potentiellen Zielgene der miRNA 146a
1.3.2.1 Basigin (BSG)

Das auf Chromosom 19p13.3 lokalisierte Gen kodiert fur Basigin, ein zur
Immunglobulin-Superfamilie gehdrendes Transmembranprotein. Basigin wird

auch als CD147 oder EMMPRIN (extracellular matrix metalloproteinase
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inducer) bezeichnet. Es hat zahlreiche Funktionen und spielt unter anderem
eine Rolle in der Spermatogenese, der Befruchtung, der Nidation, der
neuronalen Entwicklung, der Thymusentwicklung und der T-Zell-Aktivierung
(114). Verschiedene Erkrankungen wie zum Beispiel die rheumatoide Arthritis,
die Arteriosklerose und chronische Lebererkrankungen sind mit einer
vermehrten Basigin-Expression verbunden (115). Im Gewebe zahlreicher
Tumore wurden erhohte Basigin-Level gefunden. Basigin induziert
Matrixmetalloproteinasen, die am Abbau der Extrazellularmatrix beteiligt sind
und stimuliert VEGF und ist so vermutlich in die Invasivitat und Angiogenese
verschiedener Tumoren involviert (116). Eine Uberexpression des Basigins
wurde auch im ALCL beobachtet (117).

1.3.2.2 Signal recognition particle receptor, B subunit (SRPRB)

Das humane SRPRB-Gen liegt auf Chromosom 3g22.1. SRPRB ist ein Mitglied
der G-Protein-Superfamilie. Es weist eine hohe Homologie mit dem murinen
SR auf. SRB und SRa bilden in Séugetieren die Untereinheiten des SRP
(signal recognition particle)-Rezeptors, der an der Oberfliche des
endoplasmatischen Retikulums lokalisiert ist und SRP bindet. SRP erkennt den
N-Terminus entstehender, sekretorischer Proteine und ist an ihrer
kotranslationalen Einschleusung in das Lumen des endoplasmatischen
Retikulums beteiligt (118). Eine erhdohte SRPRB-Expression wurde in
Karzinomen der Leber, Lunge, Mamma, des Osophagus und des Kolons
entdeckt (119).
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1.4 Zielsetzung der Arbeit

Die Untersuchungen des miRNA-Expressionsprofils im ALK-positiven ALCL in
unserer Arbeitsgruppe zeigte unter anderem eine charakteristisch geringe
Expression der beiden miRNAs 29c und 146a im ALK-positiven ALCL im
Vergleich zum ALK-negativem ALCL und T-Zellen.

Eine  Transkriptomanalyse  mittels  Next-Generation-Sequencing  nach
Uberexpression dieser miRNAs in den ALK-positiven ALCL-Zellen SUDHL-1
ergab zahlreiche herunterregulierte Gene. Nach Transfektion der SUDHL-1-
und Karpas-299-Zellen mit der miR-29c bzw. miR-146a wurde die Expression
der Gene, die zusatzlich tber durch das Programm miRanda vorhergesagte
MiRNA-Bindungsstellen verfigten, mit einer RT-qPCR Uberpruft. Dabei ergaben
sich unter anderem fur die miR-29c ADAM19, CCNF, CCNA2, COLG6A3,
DOT1L, GGCT, LMNB1, RCC2 und TDG, fiur die miR-146a BSG und SRPRB
als potentielle Zielgene. Eine Uberexpression der meisten dieser Gene wurde
bereits in anderen malignen Neoplasien beobachtet und einige weisen

interessante, tumorrelevante Funktionen auf (63).

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung einer potentiell direkten Interaktion
zwischen der entsprechenden miRNA und der Ziel-mRNA der identifizierten
Kandidatengene. Dies sollte mithilfe eines Reportergenassays erfolgen. Hierfur
sollte zunachst der Teil der 3'-UTR der mRNA potentieller Zielgene, welcher die
vorhergesagten Bindungsstellen fir die miRNA enthielt, in einen Luciferase-
exprimierenden Vektor kloniert werden. Nach Transfektion der Konstrukte und
der miRNAs in Zellen und deren Lyse sollte die Luciferaseaktivitat in An- und
Abwesenheit der entsprechenden mIiRNA gemessen werden. Dies sollte
Aufschluss Uber eine negativ regulierende Wirkung der miRNAs auf die
Genexpression der Kandidaten-Zielgene ermdglichen.
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2. Material und Methoden

2.1 Verzeichnis der verwendeten Gerate und Chemikalien

2.1.1 Chemikalien

Chemikalie
Ethanol
Roti-Chloroform/I

2.1.2 EDV-Programme

EDV-Programm

GenomelLab GeXP software 10.2
EndNote X7.1

JMP 11

Microsoft Office 2007

Mikrowin

2.1.3 Enzyme

Enzym

Phusion Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase
Proteinase K

RNase OUT

Sac |

SuperScript || Reverse Transcriptase
Uracil-DNA Glycosylase

2.1.4 Gerate

Gerat
Biofuge fresco
Centrifuge/Vortex Combi Spin FVL 2400
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Hersteller
Merck
Roth

Hersteller

Beckman Coulter
Thomson Reuters
SAS

Microsoft Corporation
Mikrotek

Hersteller

Thermo Fisher Scientific
Roth

Life Technologies
Thermo Fisher Scientific
Life Technologies
Roche

Hersteller
Thermo Fisher Scientific
Peglab



Gerat

Centrifuge 5402

GenomeLab GeXP Genetic Analysis System
Inkubationsschuttler
Inkubationsmischer Thriller
Inkubator B6030

Invertoscope ID 03

Megafuge 1.0

Magnetriihrer MR 2000

Microwave 800

Mikrofuge 16 Centrifuge
Mini-Zentrifuge

Mixer Uzusio VTX 3000

Multifuge 1L-R Centrifuge
Nanodrop 2000 Spectrophotometer
Pipetten

Pipetten

Pipettierhilfe accu jet-pro
Thermocycler Gene Amp PCR Systems 9700
TriStar LB941

Wasserbad

Waage

Zahlkammer Neubauer improved

2.1.5Kits

Kit

Agencourt Clean Seq Kit
Dual-Luciferase Reporter Assay System
GenomeLab DTCS Quick Start Kit
In-Fusion HD Cloning Kit

innuPREP DOUBLEpure Kit
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit
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Hersteller

Eppendorf

Beckman Coulter

Infors HT Ecotron
Peglab

Thermo Fisher Scientific
Zeiss

Thermo Fisher Scientific
Heidolph

Severin

Beckman Coulter
Neolab Heidelberg

LMS

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Gilson

Eppendorf

Brand GmbH und Co KG
Applied Biosystems
Berthold Technologies
GFL

Sartorius

Hecht Assistent

Hersteller
Beckman Coulter
Promega
Beckman Coulter
Clontech
Analytik Jena
Macherey-Nagel



Kit

PureYield Plasmid Miniprep System
QIAamp DNA Blood Mini Kit
QuantiTect SYBR Green PCR Kit
miRNeasy MiniKit

miScript Il RT Kit

2.1.6 Medien und Zusatze

Medien und Zusatze fur Bakterienkulturen
LE-Agarose

LB-Broth Base Medium

Ampicillin Na-Salt

Medien und Zusatze fur die Zellkultur
DMEM (1x) + GlutaMax - |

Opti-Mem |

FCS Fetal Bovine Serum Gold
Penicillin/Streptomycin

2.1.7 Plasmide und Bakterien

Bakterien

Stellar Competent Cells

Plasmid
pmirGLO Dual-Luciferase miRNA Target
Expression Vektor
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Hersteller
Promega
Qiagen
Qiagen
Qiagen
Qiagen

Hersteller

Biozym

Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich

Life Technologies
Life Technologies
PAA

Life Technologies

Hersteller

Clontech

Promega



2.1.8 Primer

Primer Hersteller
10x miScript Universal Primer Qiagen

Hs RNUG6-2 1

Hs_miR-29c_1

Hs_miR-146a_1

Primer fur die cDNA-Synthese

Random-Primer Roche

Oligo dT Promega
Primer fur die Insertsynthese Sigma-Aldrich

ADAM19inf_F
ADAM19inf R

CCNA2inf_F
CCNA2inf R

CCNFinf_F
CCNFinf_R

COLGA3Inf_F
COL6A3Inf R

DOT1Linf F
DOT1Linf R

GGCTinf_F
GGCTinf_R

TTAGTTGTTTAAACGAGGGGAGAGTATGAGGAG
GACTCGAGGCTAGCGGCCGACTGTGAGAGAGGA

TTAGTTGTTTAAACGGGGTTCTCAGAATGGAATAA
GACTCGAGGCTAGCGACAGAACACAGACCACCAG

TTAGTTGTTTAAACGCCCACTTCGGTCTCCCAA
GACTCGAGGCTAGCGGGACGGGTCTACAGTTCC

TTAGTTGTTTAAACGCCATCGCCAACTTGTCTC
GACTCGAGGCTAGCGCAGGCATAACATGAAACTCC

TTAGTTGTTTAAACGTAAGTGGTAAAAGGCAACTTA
GACTCGAGGCTAGCGTGCCATCAACCCTGTGGC

TTAGTTGTTTAAACGGGGTGTATGAGGGCCTGA
GACTCGAGGCTAGCGTCAGACAGAGCAGAGCAAT
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Primer Hersteller

Primer fur die Insertsynthese Sigma-Aldrich
LMNBL1linf _F TTAGTTGTTTAAACGTCTTATGAGGAGGGGAGG
LMNB1inf R GACTCGAGGCTAGCGGAGTGCTTACATGGTGATTA
RCC2inf_F TTGATTGTTTAAACGGTTATGAGGTGCCTTTCCC
RCC2inf R GACTCGAGGCTAGCGTTCCCATCCACCCAAGTC
TDGInf_F TTAGTTGTTTAAACGACAGGAAGAAGAAAGCCATG
TDGInf R GACTCGAGGCTAGCGTGCTCCTAATCCCTGATGC
BSGinf_F TTAGTTGTTTAAACGCTCCCTGCTCCACGTCTG
BSGinf R GACTCGAGGCTAGCGCGGGCTCTCGTGAAACAC
SRPRBInf_F TTAGTTGTTTAAACGAGGAAGGGGTACAAGATGT
SRPRBInf_R GACTCGAGGCTAGCGAGACAGGCTGTTTTCTTTAC
Primer fur die Sequenzierung Sigma-Aldrich
pmirGlo_F TGACCGGCAAGTTGGACGCC

pmirGlo_R GGCCGCCCCAAGGGGTTATG

TagMan Assays

TagMan GAPDH-Control Reagents (Human) Life Technologies
TagMan TBPGene Assay Roche
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2.1.9 Puffer

Puffer
PBS-Puffer, 0,01 M, pH 7,4
50 mM Phosphatpuffer

11
5 Phosphate
buffered saline

tablets
1x TBE-Puffer 11
89 mM TRIS 10,8 g TRIS
89 mM Borsaure 5,5 g Borsaure
2,5 mM EDTA 0,93 g EDTA
TE-Puffer, pH8 10 mi

Hersteller

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
Merck
AppliChem

1 mM EDTA-disodium salt 20 pl 0,5 M EDTA-
disodium salt
solution

100 pl 1 M Trizma

hydrochloride buffer

10 mM TRIS-Hydrochloride

solution

2.1.10 Reagenzien

Reagenz

0,05% Trypsin-EDTA (1X), phenol red
5x First-Strand Buffer

5x Phusion HF buffer incl. MgCl,

6x DNA loading dye

Buffer Ecl 136 Il, Sac |

dNTPs

DTT

Gel Red

GeneRuler 100bp DNA ladder
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Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich

Hersteller

Life Technologies

Life Technologies
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Life Technologies
Biotium

Thermo Fisher Scientific



Reagenz Hersteller

GeneRuler 1kb DNA ladder Thermo Fisher Scientific
HiPerfect Transfection Reagent Qiagen
QIAzol Lysis Reagent Qiagen
Lipofectamine 2000 Thermo Fisher Scientific

miRIDIAN microRNA Mimic Housekeeping Positive Thermo Fisher Scientific
Control #2 (GAPD)

MiRIDIAN microRNA Mimic miRNA 146a-5p Thermo Fisher Scientific
MiRIDIAN microRNA Mimic miRNA 29c¢-3p Thermo Fisher Scientific
Probes Master Roche

Trypanblau Sigma-Aldrich

2.1.11 Verbrauchsmaterialien

Fur die Versuche wurden Verbrauchsmaterialien der Firmen Becton Dickinson,
Eppendorf, Hartmann, Lab Ware, Neolab, Peglab, Sarstedt und Thermo Fisher

Scientific verwendet.

2.1.12 Zellen

HeLa-Zellen (humane Zervixkarzinomzellen)

HEK293T-Zellen (humane embryonale Nierenzellen)

2.1.13 Hersteller

Hersteller Standort

Analytik Jena Jena

AppliChem Darmstadt

Applied Biosystems Darmstadt
Beckman Coulter Krefeld

Biotium Hayward, USA
Biozym Hessisch Oldendorf
Brand GmbH und Co KG Wertheim
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Hersteller

Clontech

Eppendorf

GFL

Hecht Assistent
Heidolph

Heraeus

Infors HT Ecotron
Life Technologies
LMS

Macherey Nagel
Merck

Microsoft Corporation
Neolab Heidelberg
PAA

Peglab

Promega

Qiagen

Roche

Roth

Sarstedt

Sartorius

SAS

Severin
Sigma-Aldrich
Thermo Fisher Scientific
Thomson Reuters
Zeiss
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Standort
Saint-Germain-en-Laye,
Frankreich
Hamburg
Burgwedel
Sondheim/Rhon
Schwabach
Hanau
Bottmingen
Darmstadt
Tokio, Japan
Daren
Darmstadt
Redmond, USA
Heidelberg
Colbe

Erlangen
Madison, USA
Hilden
Penzberg
Karlsruhe
Numbrecht
Gottingen
Cary, USA
Sundern
Steinheim
Waltham, USA
New York, USA
Oberkochen



2.2 Klonierung der 3-UTR der potentiellen Zielgene in den
pmirGLO Dual-Luciferase miRNA Target Expression Vektor

2.2.1 Praparation des Vektors

Fur die Klonierung wurde der pmirGLO Dual-Luciferase miRNA Target
Expression Vektor von Promega genutzt. Dieser Vektor verfigt unter anderem
Uber ein Firefly-Luciferase-Gen und eine humanisierte Renilla Luciferase-
Neomycin Resistenzkassette. Um einen Teil der 3-UTR der mRNA
verschiedener Gene an das 3-Ende des Firefly-Luciferase-Gens zu klonieren,
wurde das Plasmid mittels Sacl-Restriktionsverdau linearisiert (Tabelle 1). Der
Restriktionsverdau erfolgte fur 2 h bei 37°C.

Tabelle 1: Linearisierung des pmirGLO Dual-Luciferase miRNA Target Expression Vektors mit Sacl

Reagenz Ausgangskonzentration Volumen [ul]
Sacl 10 U/ul 2
Buffer Ecl 136ll, Sacl 10x 2
Plasmid 489,4 ng/pl 16
Gesamtvolumen 20

Anschlielend wurde der Restriktionsverdau in einem 1,0%igen Agarosegel bei
140 mV elektrophoretisch aufgetrennt. Die analog zum Gro3enmarker bei ca.
7,3 kb verlaufende Bande wurde ausgeschnitten und mit dem innuPREP
DOUBLEpure Kit von Analytik Jena nach dem Protokoll des Herstellers
aufgereinigt. Die Konzentration des linearisierten und aufgereinigten Vektors
wurde am Nanodrop 2000 vermessen.

2.2.2 Praparation der Inserts

Die Inserts stellen einen Teil der 3'-UTR der Kandidatengen-mRNA dar und
enthalten die Bindungsstellen fir die miRNA. Sie wurden wie in Tabelle 2
beschrieben mittels PCR aus der DNA humaner Lymphozyten amplifiziert. Die
verwendeten Primer (2.1.8) wurden mithilfe des In-Fusion Primer design

Programms (Clontech) designt.
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Tabelle 2: PCR zur Amplifikation der Inserts

Reagenz Ausgangskonzentration Volumen [u]
Phusion HF buffer incl. MgCl, 5x 5,00
dNTPs 10 mM 0,50
Primer F 10 uM 0,60
Primer R 10 uM 0,60
Lymphozyten-DNA 50 ng/ul 2,00
Phusion Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase 2 U/l 0,25
ddH,O 16,05
Gesamtvolumen 25,00
Programm

Temperatur Zeit

98°C 2 min

98°C 20s

52°C 60 s 38 Zyklen

72°C 9N0s

72°C 10 min

12°C oo

Zur Uberprifung der Amplifikation der PCR-Produkte wurden jeweils 10 pl des
PCR-Ansatzes in einem 1,5%igen Agarosegel bei 140 mV gelelektrophoretisch
aufgetrennt. Traten zusatzlich zu den der Basenpaarlange entsprechend
spezifischen Produkten unspezifische Banden auf, wurde das Produkt mit der
richtigen Grole aus dem Gel ausgeschnitten. Die anderen Produkte wurden
direkt aufgereinigt. Dies erfolgte mit dem NucleoSpin Gel and PCR Clean-up Kit
von Macherey-Nagel nach Protokoll des Herstellers. Anschliel3end erfolgte die
Vermessung der DNA-Konzentration am Nanodrop 2000.

2.2.3 In-Fusion-Klonierung, Transformation und DNA-Extraktion

Die Klonierung der potentiellen miRNA-Zielregionen in den pmirGLO Dual-
Luciferase miRNA Target Expression Vektor erfolgte mit dem In-Fusion HD
Cloning Kit von Clontech. Es wurden pro Reaktion 209,2 ng des linearisierten
und aufgereinigten Vektors eingesetzt. Die DNA-Menge der Inserts wurde, wie
vom Hersteller empfohlen, in Abhéangigkeit von deren GroRe gewéhlt (Tabelle
3). Die Anséatze wurden 15 min bei 50°C inkubiert und anschlieRend fur die

Transformation 1:10 mit TE-Puffer, pH 8, verdunnt.
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Tabelle 3: Klonierung der Inserts in den pmirGLO Dual-Luciferase miRNA Target Expression Vektor

Reagenz Ausgangskonzentration Volumen [ul]
Infusion HD Enzyme Premix 5x 2,0
Insert:

ADAM19 53,3 ng/ul 2,0
CCNA2 13,8 ng/ul 4.0
CCNF 22,4 ng/ul 3,0
COL6A3 32,2 ng/ul 2,0
DOT1L 28,6 ng/ul 4.0
GGCT 36,6 ng/ul 2,0
LMNB1 29,1 ng/ul 2,0
RCC2 23,4 ng/ul 3,0
TDG 62,9 ng/ul 1,6
BSG 27,2 ng/ul 2,0
SRPRB 53,0 ng/ul 2,0
ddH,O ad 10,0
Gesamtvolumen 10,0

Die die miRNA-Zielregionen enthaltenden Vektoren wurden in Stellar
Competent Cells transformiert. Dabei wurden 5 ng DNA in entsprechendem
Volumen jeweils zu 50 pl Bakterien pipettiert und 30 min auf Eis inkubiert. Im
Anschluss erfolgte ein Hitzeschock bei 42°C fur 45 s im Wasserbad. Nach 2
min Inkubation auf Eis wurden jeweils 450 ul auf 37°C vorgewéarmtes SOC-
Medium zugefligt und die Ansatze fir 1 h bei 37°C und 220 rpm schittelnd
inkubiert. AnschlielBend wurden 200 pl pro Ansatz auf Agarplatten mit einer
Ampicillinkonzentration von 100 pg/ml ausplattiert und tGber Nacht bei 37°C
inkubiert.

Nach 16 h Inkubationszeit bei 37°C wurden pro Konstrukt zwischen drei und
zwolf Kolonien gepickt und in jeweils 3 ml LB-Medium mit einer
Ampicillinkonzentration von 100 pug/ml tGbertragen. Die Ansatze wurden 24 h bei
37°C und 220 rpm schuttelnd inkubiert.

Am nachsten Tag erfolgte die DNA-Isolation mit dem PureYield Plasmid
Miniprep System von Promega nach Protokoll des Herstellers. Die Vermessung

der DNA-Konzentration erfolgte am Nanodrop 2000.
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2.2.4 Uberpriifung der Klonierung
2.2.4.1 Screening-PCR

Zur Uberpriifung des korrekten Einbaus der Inserts wurde zunéchst orientierend
eine PCR unter Verwendung der Sequenzierprimer durchgefuhrt (Tabelle 4).
Der Forward-Primer lagerte sich 132 bp vor der Sacl-Schnittstelle an, der
Reverse-Primer 95 Basenpaare nach der Schnittstelle, sodass sich bei einer
Religation des Vektors eine ProduktgroRe von 227 bp ergab. Bei korrektem
Einbau des Inserts wurde die ProduktgroRe um die GréfRe des Inserts

verlangert.

Tabelle 4: PCR zur Uberpriifung der Klonierung

Reagenzien Ausgangskonzentration Volumen [u]
Phusion HF buffer incl. MgCl, 5x 5,00
dNTPs 10 mM 0,50
Primer F 10 uM 0,60
Primer R 10 uM 0,60
Linearisierter Vektor bzw. Klon-DNA 10 ng/ul 1,00
Phusion Hot Start High-Fidelity DNA Polymerase 2 U/l 0,25
ddH,O 17,05
Gesamtvolumen 25,00
Programm

Temperatur Zeit

98°C 2 min

98°C 20s

60°C 60 s 38 Zyklen

72°C N0s

72°C 10 min

12°C o0

Die PCR-Ansatze wurden in einem 1,5%igen Agarosegel bei 140 mV
elektrophoretisch aufgetrennt. Im Vergleich mit dem nicht linearisierten Vektor
als Kontrolle lie3 sich anhand der Basenpaarlangen der PCR-Produkte eine

erste Aussage treffen, ob die Klonierung erfolgreich war.
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2.2.4.2 Sequenzierung der selektierten Klone

Um den Einbau des entsprechenden Inserts zu kontrollieren und die Sequenz
der miRNA-Bindungsstellen zu Uberprufen, wurde pro Konstrukt ein per PCR
selektierter Klon sequenziert. Die Sequenzierreaktion erfolgte mit dem
GenomeLab DTCS Quick Start Kit von Beckman Coulter, das die
Kettenabbruchmethode nach Sanger mittels unterschiedlich
fluoreszenzmarkierter Didesoxynukleotide nutzt (Tabelle 5). Als Primer wurden

die Sequenzierprimer verwendet.

Es wurden zunadchst 400 ng DNA pro Reaktion eingesetzt. Das schwache
Signal machte im weiteren Verlauf bei einigen Konstrukten eine Steigerung auf
bis zu 600 ng pro Reaktion notig. Bei einem Konstrukt (pmirGLO + CCNF) war
es erforderlich, die DNA vor Einsetzen in die Sequenzierreaktion bei 65°C 5 min

zu denaturieren.

Tabelle 5: Sequenzierreaktion mit dem GenomelLab DTCS Quick Start Kit

Reagenz Volumen [ul]
DTCS Mix 2,0
Konstrukt DNA-Menge [ng]

pmirGLO + ADAM19 400 1,3
pmirGLO + CCNA2 400 1,6
pmirGLO + CCNF 500 1,8
pmirGLO + COL6A3 400 1,5
pmirGLO + DOTI1L 600 1,3
pmirGLO + GGCT 400 1,6
pmirGLO + LMNB1 600 2,3
pmirGLO + BSG 400 1,4
pmirGLO + SRPRB 600 3,5
Primer pmirGlo F oder R (10 uM) 1,0
ddH,O ad 10,0
Gesamtvolumen 10,0
Programm

Temperatur Zeit

96°C 20s

50°C 20s 30 Zyklen

60°C 4 min
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Im Anschluss erfolgte die Aufreinigung mit dem Agencourt Clean Seq Kit von
Beckman Coulter, das die Bindung der DNA an Magnetbeads nutzt. Zu 10 pl
der Sequenzierreaktion wurden 10 pl Clean-Seq und 42 pl 85%iges Ethanol
zugefugt und gemischt. Anschlieend wurde der Ansatz 3 min auf einer
Magnetplatte inkubiert. Die Flussigkeit wurde danach abgesaugt. Dann wurde
mit 100 pl 85%igem Ethanol gewaschen und der Rest des Alkohols komplett
entfernt. Die Resuspension erfolgt mit 40 pl SLS (Sample Loading Solution).

Anschlie3end wurden die Ansatze in eine 96-Well-Sequenzierplatte tberflhrt,
bis zur Pelletbildung auf eine Magnetplatte gestellt und mit einem Tropfen
Mineraloil Uberschichtet. Eine 96-Well-Puffer-Platte wurde entsprechend der
Probenbelegung in der Sequenzierplatte mit Separation-Buffer beflllt. Die
Sequenzierung erfolgte mit dem GeXP-Sequenzer von Beckman Coulter. Die
anschlielBende Analyse wurde mit dem GenomelLab GeXP Genetic Analysis
System von Beckman Coulter durchgefthrt.

Bei zwei Konstrukten (pmirGLO + TDG und pmirGLO + RCC2) war eine
Sequenzierung nach diesem Protokoll nicht erfolgreich. Sie wurden extern
sequenziert (Institut fur Medizinische Genetik und Angewandte Genomik,
Uniklinikum TUbingen; Applied Biosystems 3130 xL Genetic Analyzer).

2.3 Transfektion der pmirGLO-Konstrukte und der miRNA-
Mimic-29¢ bzw. miRNA-Mimic-146a in HEK293T-Zellen

2.3.1 Kultivierung der Zellen
Es wurden HEK293T-Zellen und HelLa-Zellen kultiviert.

Die Zellen wurden aufgetaut und unmittelbar in 10 ml DMEM mit 10% Fetalem
Kalberserum (FCS) und 1% Penicillin/Streptomycin (P/S) gegeben und
anschlieRend bei 700 rpm 5 min lang zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt, das Zellpellet in 5 m DMEM mit 10% FCS und 1% P/S
resuspendiert und in eine Zellkulturflasche mit 175 cm? Oberflache uberfiihrt.
Dazu wurden 20 ml DMEM mit 10% FCS und 1% P/S gegeben. Am né&chsten
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Tag erfolgte ein Mediumwechsel. Im weiteren Verlauf wurden die Zellen taglich

mikroskopisch kontrolliert und bei konfluierendem Wachstum gesplittet.

2.3.2 Relative Quantifizierung der basalen Expression der miRNAs 29c
und 146a in HEK293T- und HelLa-Zellen

2.3.2.1 Herstellung von Zellpellets fur die miRNA-Extraktion

Zunachst wurden Zellpellets hergestellt, um daraus die miRNA mit dem
miRNeasy MiniKit von Qiagen zu extrahieren. Ein Pellet durfte laut
Herstellerangaben die Anzahl von 7x10° Zellen nicht tbersteigen um die
verwendeten S&aulen nicht zu tGberladen. Dies erforderte eine Zellzahlung.

Dafur wurden die Zellen nach dem Waschen mit 5 ml PBS mit 2 ml Trypsin-
EDTA abgelost. Die Reaktion wurde mit 8 ml DMEM mit 10% FCS und 1% P/S
gestoppt. Ein Teil der Zellsuspension wurde mit Trypanblau gefarbt und die
lebenden Zellen anschliel3end in der Neubauer-Zadhlkammer lber 4 Quadrate
ausgezahlt. Um die Zellzahl in 10*/ml zu erhalten, wurde die durchschnittliche
Anzahl Zellen pro Quadrat mit dem Verdinnungsfaktor multipliziert. Aus der
Konzentration der Zellsuspension wurde das bendtigte Volumen berechnet und
in ein 15 ml-Polypropylenréhrchen pipettiert. Die Zellen wurden mit 4°C kaltem
PBS auf 10 ml aufgefillt und 5 min bei 4°C und 2000 rpm zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgesaugt, das Zellpellet in 1 ml 4°C kihlem PBS
resuspendiert und in ein 1,5 ml-Reaktionsgefald Gberfuhrt. Danach erfolgte ein
weiterer funfminutiger Zentrifugationsschritt bei 4°C und 13.000 rpm.

Nach Verwerfen des Uberstandes wurde das Zellpellet bei -80°C eingefroren,

um die miRNA-Gewinnung zu einem spateren Zeitpunkt fortzusetzen.

2.3.2.2 miRNA-Extraktion

Die miRNA-Extraktion wurde mit dem miRNeasy MiniKit von Qiagen nach
Protokoll des Herstellers durchgefuhrt. Dabei wird neben der miRNA auch die
Gesamt-RNA isoliert. Die RNA-Konzentration wurde anschlieRend am
Nanodrop 2000 vermessen.
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2.3.2.3 Reverse Transkription der miRNA in cDNA

500 ng der extrahierten RNA der HEK293T-Zellen und HelLa-Zellen wurden mit
dem miScript Il RT Kit von Qiagen, wie in Tabelle 6 aufgefuhrt, in cDNA revers
transkribiert. Die Proben wurden im Anschluss mit 80 ul nukleasefreiem Wasser

1:5 verdinnt.

Tabelle 6: Reverse Transkription von miRNA in cDNA mit dem miScript Il RT Kit

Reagenz Ausgangskonzentration Volumen [u]
miScript HiSpec Buffer 5x 4,0
miScript Nucleics Mix 10x 2,0
miScript RT-Mix 2,0
Template miRNA 440,7 ng/pl 1,1
ddH,O 10,9
Gesamtvolumen 20,0
Programm
Temperatur Zeit
37°C lh
95°C 5 min

4°C o

2.3.2.4 Relative Quantifizierung der basalen Expression der miRNAs 29c
und 146a bei HEK293T- und HeLa-Zellen im Vergleich zu SUDHL-1-Zellen

Die relative Quantifizierung der basalen Expression der miR-29c und miR-146a
in HEK293T- und HelLa-Zellen erfolgte mit einer RT-gPCR unter Verwendung
des QuantiTect SYBR Green PCR Kits von Qiagen. SYBR Green ist ein
Fluoreszenz-emittierender Farbstoff, der an doppelstrangige DNA bindet und
somit durch Messung des Fluoreszenzsignals eine Quantifizierung der DNA
erlaubt. Als Vergleich diente cDNA der ALK-positiven ALCL-Zelllinie SUDHL-1.
Die RT-gPCR-Reaktion wurde mit den Zelllinien wie in Tabelle 7 beschrieben in
Duplikaten durchgefiihrt. Zur Normalisierung wurde RNUG6B amplifiziert. Die

Auswertung der Daten erfolgte mit der 222“-Methode.
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Tabelle 7: Relative Quantifizierung der miR-146a und miR-29c mittels RT-qPCR

Reagenz Ausgangskonzentration Volumen [ul]
miScript Universal Primer 10x 2
miScript Primer assay (RNUB6 bzw. miRNA29c 10x >
bzw. miRNA 1463a)

Template cDNA 5 ng/pl 2
QuantiTect Sybr Green PCR MM 2x 10
ddH,O 4
Gesamtvolumen 20
Programm

Temperatur Zeit

95°C 15 min

95°C 15s

55°C 30s 55 Zyklen

70°C 30s

60°C his 97°C Schmelzkurve

2.3.3 Etablierung der Transfektionsbedingungen

2.3.3.1 Transfektion der HEK293T-Zellen mit dem pmirGLO Dual-
Luciferase miRNA Target Expression Vektor und der miRIDIAN microRNA
Mimic Housekeeping Positive Control #2

Die Transfektion der Zellen erfolgte mittels Lipofectamine 2000 (Thermo Fisher
Scientific). Die Lipofektion nutzt Liposomen, um Nukleinsduren in Zellen zu
schleusen. Lipofectamine 2000 enthalt kationische Lipide, die mit den

anionischen Nukleinsduren komplexiert werden.

Die Zellen wurden zunéchst in einer Dichte von 4x10° Zellen/Well in einer 12-
Well-Platte ausgesat. Hierfur wurden HEK293T-Zellen in einer Zellkulturflasche
abtrypsiniert, resuspendiert und gezahlt (2.3.2.1). Das bendétigte Volumen der
Zellsuspension wurde in ein 15 ml-Polypropylenréhrchen Uberfuhrt und bei
700 rpm 5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet
in DMEM mit 10% FCS und 1% P/S resuspendiert. 1 ml der L6sung wurde
jeweils in ein Well der 12-Well-Platte pipettiert.

Nach 16 h Inkubation wurde das Medium (DMEM mit 10% FCS und 1% P/S)
abgesaugt und gegen 1 ml DMEM ohne Zusatz des FCS und Antibiotikums
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ausgetauscht. Nach 1 h Inkubation bei 37°C und 5% CO, erfolgte die
Transfektion. Zur Ermittlung der optimalen Transfektionsbedingungen wurden
verschiedene Mengen des pmirGLO Dual-Luciferase miRNA Target Expression
Vektors mit unterschiedlichen Volumina Lipofectamine 2000 transfiziert (Tabelle
8). Als miRNA wurde die miRIDIAN microRNA Mimic Housekeeping Positive
Control #2 von Thermo Fisher Scientific verwendet, die eine Herunterregulation
der GAPDH-mRNA bewirkt.

Tabelle 8: Etablierung der Transfektionsbedingungen

Ansatz Volumen Volumen miRIDIAN microRNA Menge pmirGLO Dual-
Lipofectamine Mimic Housekeeping Positive Luciferase miRNA Target
2000 [ Control #2 (c=20uM) [ul] Expression Vektor [ug]

1 4 16 1,6

2 6 16 2,0

3

(unbehandelte | 0 0 0

Kontrolle)

Jeweils 100 pl Opti-Mem | wurden mit 16 gl miRIDIAN microRNA Mimic
Housekeeping Positive Control #2 sowie der entsprechenden Vektormenge
versetzt. Lipofectamine 2000 wurde mit 100 pl Opti-Mem | verdinnt und 5 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Die beiden Anséatze wurden gemischt und zur
Komplexbildung 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend wurden
die Ansatze vorsichtig in jeweils ein Well mit HEK293T-Zellen gegeben,
geschwenkt und 6 h bei 37°C und 5% CO; inkubiert. Danach erfolgte die
Zugabe von 120 pl FCS.

2.3.3.2 Zellpellets fur DNA- und RNA-Extraktion

Nach 16 h Inkubation der Zellen wurden Zellpellets zur RNA- und DNA-
Extraktion gewonnen. Das Medium wurde abgesaugt und die Zellen mit 1 ml
PBS sehr vorsichtig gewaschen. AnschlieRend wurden 0,5 ml Trypsin-EDTA
und nach Abldsen der Zellen 0,5 ml DMEM mit 10% FCS und 1% P/S zugefugt.
Diese Zellsuspension wurde in ein 1,5 ml-Reaktionsgefal? tberfihrt und 5 min
bei 2000 rpm und 4°C zentrifugiert. Nach diesem Waschschritt wurde das
Zellpellet in 1 ml 4°C kaltem PBS resuspendiert und auf zwei 1,5 ml-
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Reaktionsgefale aufgeteilt. Danach erfolgte eine funfminitige Zentrifugation bei

4°C und 13.000 rpm. Der Uberstand wurde im Anschluss verworfen.

Die Zellpellets wurden bei -80°C eingefroren und zu einem spéateren Zeitpunkt

weiterverarbeitet.

2.3.3.3 DNA-Extraktion und Uberpriifung der Transfektion des pmirGLO
Dual-Luciferase miRNA Target Expression Vektors

Die DNA-Extraktion erfolgte mit dem QlAamp DNA Blood Mini Kit (Qiagen) und
wurde nach dem Protokoll des Herstellers fir kultivierte Zellen durchgefuhrt. Die
DNA-Konzentration wurde am Nanodrop 2000 vermessen und die Proben auf

eine Konzentration von 0,4 ng/ul verdinnt.

Anschlieend wurde eine RT-gPCR mit dem QuantiTect Sybr Green PCR Kit
von Qiagen durchgefuhrt um den Transfektionserfolg zu beurteilen (Tabelle 9).

Dafur wurden die Sequenzierprimer verwendet.

Tabelle 9: DNA-Quantifizierung nach Transfektion

Reagenz Ausgangskonzentration Volumen [u]
Primer pmirGlo F 10 uM 2
Primer pmirGlo R 10 uM 2
Template cDNA 0,4 ng/pl 2
QuantiTect Sybr Green PCR MM 2x 10
ddH,O 4
Gesamtvolumen 20
Programm

Temperatur Zeit

95°C 15 min

95°C 15s

60°C N0s 52 Zyklen

70°C ls

60°C his 97°C Schmelzkurve

Die Auswertung erfolgte durch Vergleich der Ct-Werte zwischen den
unterschiedlich transfizierten Zellen und der unbehandelten Kontrolle.
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2.3.3.4 RNA-Extraktion und Uberprifung der Transfektion der miRIDIAN

microRNA Mimic Housekeeping Positive Control #2

Die RNA-Extraktion erfolgte mit dem RNeasy MiniKit von Qiagen nach Angaben

des Herstellers. Die RNA-Konzentration wurde am Nanodrop 2000 gemessen.

Anschlieend wurde die cDNA-Synthese mit der SuperScript Il Reverse

Transcriptase (Life Technologies) durchgefuhrt. Zunachst lagerten sich die

Primer an die RNA an (Tabelle 10). Daraufhin erfolgte die eigentliche reverse

Transkription (Tabelle 11). Danach wurden die Proben mit 80 pl nukleasefreiem

Wasser 1:5 verdinnt, um eine Konzentration von 2,5 ng/ul zu erhalten.

Tabelle 10: Primer-Anlagerung an RNA

Reagenz Ausgangskonzentration
Random-Primer pd(N)6 1 ng/ul

Oligo dT 500 ng/ul

RNA 50 ng/ul

Gesamt

Programm

Temperatur Zeit

70°C 2min

20°C 10 min

Tabelle 11: cDNA-Synthese mit Superscript Il Reverse Transcriptase

Reagenz Ausgangskonzentration
First-Strand Buffer 5x

DTT 0,1 M

dNTPs 10 mM

RNAse Out 40 U/l

Superscript Il Reverse Transcriptase 200 U/l

ddH,O

Gesamtvolumen

Programm

Temperatur Zeit
42°C 1h
95°C 5 min
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Im Anschluss wurde eine RT-gPCR mit TagMan-Sonden zur Bestimmung der
GAPDH-mRNA-Level durchgefuhrt. Als TagMan-Sonden werden Oligo-
Nukleotide bezeichnet, die an einem Ende ein Donor-Fluorochrom (Reporter)
und am entgegengesetzten Ende ein Akzeptor-Fluorochrom (Quencher)
besitzen. Wird das Donor-Fluorochrom durch eine bestimmte Lichtwellenlange
angeregt, so nimmt das Akzeptorfluorochrom bei raumlicher Nahe einen Tell
der Energie auf. Eine Zunahme des raumlichen Abstands zwischen Reporter
und Quencher bei Abbau durch die 5°-3-Exonuklease-Akitivitdt der Tag-
Polymerase bei DNA-Synthese resultiert in einer Steigerung der
Reporterfluoreszenz. Diese Fluoreszenz wird gemessen und erlaubt

Ruckschlusse auf die entstandene DNA-Menge.

Die RT-gPCR wurde wie in Tabelle 12 dargestellt in Duplikaten durchgefihrt.
Normalisiert wurde mit TBP (TATA-box binding protein). Die Auswertung der
Daten erfolgte mit der 222“-Methode.

Tabelle 12: RT-qPCR mit TagMan-Sonden zur Ermittlung der GAPDH-mRNA-Level

Reagenz Ausgangskonzentration Volumen [u]
Uracil-DNA Glycosylase 2 U/l 0,2
Assay (GAPDH bzw.TBP) 10x 2,0
Probes Master 2X 10,0
cDNA 2,5 ng/ul 4.0
ddH,O 3.8
Gesamtvolumen 20,0
Programm
Temperatur Zeit
40°C 10 min
95°C 10 min
95°C 15s }

- 55-Zyklen
60°C 1 min

2.3.4 Transfektion der HEK293T- Zellen mit miRNA-Mimic 29¢c bzw. miRNA-
Mimic 146a und pmirGLO-Konstrukten

Zunachst wurden 4x10° HEK293T-Zellen/Well in 29 Wells dreier 12-Well-

Platten ausgesat. Diese Zellen wurden nach 20 h Inkubationszeit bei 37°C und
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5% CO, mit 2 ug Vektor-DNA sowie 16 pl miRIDIAN microRNA Mimic miRNA
146a bzw. miRNA 29c mit 6 pl Lipofectamine 2000 transfiziert (Tabelle 13).

Tabelle 13: Transfektion der HEK293T-Zellen

Ansatz Vektor-DNA miRIDIAN Volumen
microRNA Lipofectamine
Mimic 2000 [
1 Unbehandelte Kontrolle
2 Lipofectamine 2000 6
3 miRNA 29c miRNA 29c 6
4 | miRNA 146a miRNA 146a | 6
pmirGLO Dual-Luciferase miRNA
5 | Vektor Target Expression Vektor 6
6 | Vektor + miRNA29c | PMIGLO Duak-Luciferase miRNA |\ iona ogc | 6
Target Expression Vektor
7 | Vektor + miRNA 146a | PMITGLO Dual-Luciferase miRNA | oA 1462 | 6
Target Expression Vektor
8 | Vektor + ADAM19 pmirGLO + ADAM19 6
Vektor + ADAM19 mit : .
9 MIRNA 29¢ pmirGLO + ADAM19 miRNA 29c 6
10 | Vektor + CCNA2 pmirGLO + CCNA2 6
Vektor + CCNA2 mit . .
11 MIRNA 29¢ pmirGLO + CCNA2 mMiRNA 29c 6
12 | Vektor + CCNF pmirGLO + CCNF 6
Vektor + CCNF mit . .
13 MIRNA 29¢ pmirGLO + CCNF miRNA 29c 6
14 | Vektor + COL6A3 pmirGLO + COL6A3 6
Vektor + COL6A3 mit : .
15 MIRNA 29¢ pmirGLO + COL6A3 miRNA 29c 6
16 | Vektor + DOTI1L pmirGLO + DOT1L 6
Vektor + DOT1L mit . .
17 MIRNA 29¢ pmirGLO + DOTI1L mMiRNA 29c 6
18 | Vektor + GGCT pmirGLO + GGCT 6
Vektor + GGCT mit . .
19 MIRNA 29¢ pmirGLO + GGCT mMiRNA 29c 6
20 | Vektor + LMNB1 pmirGLO + LMNB1 6
Vektor + LMNB1mit . .
21 MIRNA 29¢ pmirGLO + LMNB1 miRNA 29c 6
22 | Vektor + RCC2 pmirGLO + RCC2 6
Vektor + RCC2 mit . .
23 MIRNA 29¢ pmirGLO + RCC2 mMiRNA 29c 6
24 | Vektor + TDG pmirGLO + TDG 6
Vektor + TDG mit . .
25 MIRNA 29¢ pmirGLO + TDG miRNA 29c 6
26 | Vektor + BSG pmirGLO + BSG 6
Vektor + BSG mit . .
27 MiRNA 146a pmirGLO + BSG miRNA 146a | 6
28 | Vektor + SRPRB pmirGLO + SRPRB 6
o9 | Vektor + SRPRBmIt | i) 0 + SRPRB miRNA 146a | 6

mMiRNA 146a
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Nach weiteren 20 h wurden die Zellen abtrypsiniert, gezahlt und in Triplikaten a
3x10* Zellen/Well in 180 pl DMEM mit 10% FCS und 1% P/S in einer 96-Well-

Platte ausgesat.

2.4 Reportergenassay

Das Dual-Luciferase Reporter Assay System von Promega basiert auf der
Messung der Firefly-Luciferase- und der Renilla-Luciferase-Aktivitat. An das 3'-
Ende des Firefly-Luciferase-Gens, das im pmirGLO Dual-Luciferase miRNA
Target Expression Vektor enthalten ist, wurde jeweils der 3'-UTR-Genabschnitt
der Kandidatengene, der durch das miRanda-Programm vorhergesagte
Bindungsstellen der entsprechenden miRNA enthélt, kloniert. Bindet nach
Transfektion die miRNA an die Zielstruktur, resultiert dies in der Degradierung
der mRNA oder in translationaler Repression. Dies fuhrt zu einer verminderten
Firefly-Luciferase-Aktivitdt. Die Aktivitat der Renilla-Luciferase bleibt davon
unbeeinflusst und kann so zur Normalisierung genutzt werden. Nach Lyse der

Zellen kann dies mit einem Luminometer erfasst werden.

Das Medium der in den 96-Well-Platten ausgeséaten Zellen wurde nach 20 h
Inkubation bei 37°C und 5% CO, abgesaugt und die Zellen mit 180 ul PBS
gewaschen. 20 pl 1x Passive Lysis Buffer wurden pro Well zugefuigt. Danach
wurde die Platte 15 min auf einer Wippe inkubiert. Nach vollstandiger Lyse
wurde der Reportergenassay durchgefuhrt.

Zunachst wurde den Zelllysaten 100 pl Luciferase Assay Reagent zugefugt.
Dies enthielt Beetle Luciferin, das Substrat der Firefly-Luciferase. Anschliel3end
wurde die Lumineszenz gemessen. In einem darauffolgenden Schritt wurden
100 pl Stop and Glo Reagent zugefligt. Dies beinhaltete Coelenterazine, das
Substrat der Renilla-Luciferase, sowie eine Firefly-Luciferase supprimierende
Substanz. AnschlieBend wurde die Lichtemission erneut gemessen. Das
Pipettieren und die Messung wurden mit dem TriStar LB941 (Berthold

Technologies) mit dem in Tabelle 14 benannten Programm durchgefihrt.
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Tabelle 14: Programm des TriStar LB941 von Berthold Technologies
Programm
100 pl Luciferase Assay Reagent Il
2 s schitteln
10 s Messung der Firefly-Luciferase-Aktivitat
100 pl Stop and Glo Reagent
2 s schitteln

10 s Messung der Renilla-Luciferase-Aktivitat

Es ergaben sich pro Probe jeweils ein Messwert fir die Lumineszenz nach
Zugabe des Luciferase Assay Reagent und des Stop and Glo Reagent. Um die
Hintergrundlumineszenz wéhrend der Messung der Firefly-Luciferase nicht in
die Berechnung einflieRen zu lassen, wurde der Mittelwert der in Triplikaten
angesetzten unbehandelten Kontrolle berechnet und von allen Messwerten
abgezogen. Die Hintergrundaktivitdt der Renilla-Luciferase wurde auf die
entsprechende Weise eliminiert. Um die Messwerte zu normalisieren und so
Unterschiede zwischen der Transfektionseffizienz nicht zu bericksichtigen,
wurde der Firefly-Luciferase-Messwert jeder Probe durch ihren zugehorigen

Renilla-Luciferase-Messwert dividiert.

Der Vergleich der aus den Triplikaten gebildeten Mittelwerte erfolgte mit dem
Wilcoxon-Test mithilfe der JMP 11-Software. Als statistisch signifikant wurden

Veradnderungen mit einem p-Wert < 0,05 angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1 Klonierung der 3-UTR der potentiellen Zielgene in den
pmirGLO Dual-Luciferase miRNA Target Expression Vektor

3.1.1 Uberpriifung der Klonierung

3.1.1.1 Kontrolle des linearisierten Vektors und der amplifizierten Inserts
vor Einsatz in die Klonierungsreaktion

Vor Einsatz des linearisierten Vektors und der amplifizierten Inserts in die
Klonierungsreaktion wurden diese Uber eine elektrophoretische Auftrennung auf
einem Agarosegel Uberprdft.

Der Grol3envergleich des linearisierten pmirGLO Dual-Luciferase miRNA Target
Expression Vektors mit dem Marker auf dem 1,0%igen Agarosegel liel3 auf eine
Ubereinstimmung mit der tatsachlichen GroRe von 7350 bp schlieBen (nicht
gezeigt). Nach Auftrennung der per PCR amplifizierten Inserts in einem
1,5%igen Agarosegel wurde die GrofRe des entstandenen Produkts mit der
anhand des PCR-Designs zu erwartenden Produktlange verglichen (Tabelle
15). Bei der Amplifikation der 3'-UTR von CCNF, GGCT und BSG traten
zusétzliche, unspezifische Banden auf (Abbildung 3). In diesen Fallen wurde
das PCR-Produkt mit der richtigen Grof3e aus dem Agarosegel ausgeschnitten
und mit dem innuPREP DOUBLEpure Kit von Analytik Jena extrahiert.
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Marker TDG CCNF COL&A3 GGCT SRPRB BSG CCHA? DOTIL RCC2 ADAMAS LMNB1 neg. Ko Marker

Abbildung 3: Gelelektrophoretische Auftrennung der per PCR amplifizierten Inserts

Die elektrophoretische Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte in einem 1,5%igen Agarosegel bei 140 mV.
Bei der Amplifikation der 3°-UTR der mRNA von CCNF, GGCT und BSG traten zusatzliche Banden auf.
Die auf der richtigen Hohe verlaufenden Banden wurden aus dem Gel ausgeschnitten (rote Markierung).
neg. Ko Negativkontrolle.

Tabelle 15: ProduktgroRen der amplifizierten Inserts

Insert Anhand des PCR-Designs Ungefahr abgeschatzte GroRRe
berechnete GroRRe auf dem Gel

TDG 1479 bp 1500 bp

CCNF 245 bp 1000 bp/ 260 bp/ 150 bp

COL6A3 268 bp 270 bp

GGCT 166 bp 200 bp

SRPRB 917 bp 1000 bp

BSG 197 bp 200 bp/ 1500 bp

CCNA2 153 bp 190 bp

DOTIL 1438 bp 1700 bp

RCC2 187 bp 200 bp

ADAM19 675 bp 750 bp

LMNB1 255 bp 300 bp

3.1.1.2 Screening-PCR

Um eine erste Aussage treffen zu kdénnen, ob die Klonierung erfolgreich war,
wurde eine Screening-PCR mit der aus den Klonen extrahierten Plasmid-DNA
durchgefuhrt.

Die mit dem unverdauten pmirGLO Dual-Luciferase miRNA Target Expression
Vektor als Template durchgefuhrte PCR lieferte das Produkt mit einer Grol3e

von 227 bp, das basierend auf der Lokalisation der Primer ohne ein Insert zu
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erwarten war. Bei korrektem Einbau des jeweiligen Inserts wurde das Produkt

um dessen Grol3e verlangert (Tabelle 16). Nach Auftragen der PCR-Produkte

auf ein 1,5%iges Agarosegel und elektrophoretischer Auftrennung bei 140 mV

konnte durch den GrdlRenvergleich der PCR-Produkte eine Auswahl positiver

Klone getroffen werden (Abbildung 4). Fir alle Konstrukte konnte so jeweils ein

Klon ausgewahlt werden, der anschlielRend sequenziert wurde.

Abbildung 4: Gelelektrophoretische Auftrennung der Produkte der Screening-PCR am Beispiel des

pmirGLO-Konstrukts nach Integration der 3°-UTR der TDG-mRNA

Fur die Screening-PCR zur Uberpriifung der erfolgreichen Integration des 3"-UTR-Abschnitts der TDG-
mRNA in den pmirGLO Dual-Luciferase miRNA Target Expression Vektor, wurde die extrahierte Plasmid-
DNA der Klone 1, 2 und 3 als Template verwendet und anschlieBend in einem 1,5%igen Agarosegel bei
140 mV elektrophoretisch aufgetrennt. Das PCR-Produkt von Klon 2 zeigte mit ungefahr 250 bp die
gleiche Grol3e wie der unverdaute Vektor. Die Produkte von Klon 1 und 3 hingegen waren ca. 1,7 kb grol3.

Tabelle 16: GroRe der PCR-Produkte in Abhéngigkeit von der Integration der verschiedenen 3'-
UTR-Abschnitte in den pmirGLO Dual-Luciferase miRNA Target Expression Vektor

Konstrukt

Vektor, religiert
Vektor mit ADAM19
Vektor mit CCNA2
Vektor mit CCNF
Vektor mit COL6A3
Vektor mit DOT1L
Vektor mit GGCT
Vektor mit LMNB1
Vektor mit RCC2
Vektor mit TDG
Vektor mit BSG
Vektor mit SRPRB

Anhand des PCR-Designs

berechnete GréfRe
227 bp

902 bp
380 bp
472 bp
495 bp
1665 bp
393 bp
482 bp
414 bp
1706 bp
424 bp
1144 bp

48

Ungefahr abgeschatzte
GroRRe auf dem Gel

300 bp
1000 bp
400 bp
500 bp
500 bp
1500 bp
400 bp
500 bp
400 bp
1700 bp
450 bp
1000 bp



3.1.1.3 Sequenzierung der selektierten Klone und Uberpriufung der
vorhergesagten miRNA-Bindungsstellen

Die selektierten Klone wurden sequenziert. Zunachst diente die Sequenzierung
der Bestéatigung, dass tatsachlich das richtige Insert kloniert wurde. Dies traf in
allen Fallen zu. In einem zweiten Schritt wurde die Sequenz der durch das
Zielgen-Vorhersage-Programm miRanda ermittelten miRNA-Bindungsstellen
mit der Sequenz der Klone verglichen, um von korrekten potentiellen
Bindungsstellen ausgehen zu kénnen (Abbildung 5 und 6). In der 3 -UTR von
ADAM19, DOTI1L sowie TDG lagen miRNA-Bindungsstellen aul3erhalb des
sequenzierten Bereichs. In diesen Fallen war eine Bestatigung nicht mdglich
(Abbildung 6).

BSG 3-UTR

3' uuggguaccUUAAG--UCAAGAGU 5' hsa-miR-146a
ELU R RN
63:5' ugcuugcaaGAUUCCAAGUUCUCa 3' BSG

SRPRB 3-UTR

3' uuggguaccUUAAGUCAAGAGU 5' hsa-miR-146a 3' uuggguacCUUAAGUCAAGAGU 5' hsa-miR-146a
Piinnnnennl I et
165:5' uuuuuuLUaAGUUCAGUUCUCc 3' SRPRB 834:5' uacaaaguGAAAAAAGUUCUCu 3' SRPRB

Abbildung 5: Durch das Zielgen-Vorhersage-Programm miRanda vorhergesagte Bindungsstellen
fir die miR-146a (verandert nach Steinhilber, 2014)

Griin unterlegte Bindungsstellen stimmten in den Sequenzen Uberein. Die Abbildung wurde in Anlehnung
an die Dissertation von Steinhilber, J. erstellt (63).
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ADAM19

37 auwmnmocm s* m—un—zsa 3" auuggcuaaaguuuaCCACGAu 5' hsa-miR-29¢
- o T
29¢c

||||||
288:5" ga

1642:5' ucucugcacacaauaGGUGCUu 3' ADAM19

3" auuGGCUAAAGUUUACCACGAU 5' hsa-miR- ' AUUGGCUAAAGU-UUACCACGAU 5°' hsa-miR-29¢
N

; ] AL
| 818:5' cucCCUCUAAUGUGUGGUGCUU 3° ADAM19

1462: 5" acuCCCACUCCACARAGGUGCUG 3' ADAM1S

3' auuggcuaaaguuuaCCACGAu 5' hsa-miR-29c 3' auugg N iR-29¢
866:5° Aec\mcgggug.ccuul'lwm 3" ADAM19 1387:5" yugguggu!:;u:al.lleél.x’u':llru 3" ADAM19
CCNA2 —l
CCNF
COL6A3
DOT1L

3' auuggcuaaaguUUACCACGAU 5' hsa-miR-29c
LAY
683:5' caugugcugcgcGAUGGUGCUg 3' DOTIL

37 GAU 5° hsa-miR-29
[N
1673:5° qugcwmmqm}q 3' DOT1L

GGCT
—
LMNB1
|
RCCZ [ TR

|

TDG

ll
|

3' auuggcuaaagUUUACCACGAu 5°' hsa-miR-29¢
i NN
1:5" ======------GAAUGGUGCUu 3' TDG
3' auUGGCUAAAGUUUACCACGAU 5' hsa-miR-29¢
I Pz LLRL L et
864:5' acuCUCAUUUAARACUGGUGCUu 3°

Abbildung 6: Durch das Zielgen-Vorhersage-Programm miRanda vorhergesagte Bindungsstellen
fur die miR-29c (verandert nach Steinhilber, 2014)

Griin unterlegte Bindungsstellen stimmten in den Sequenzen Uberein. Grau unterlegte Bindungsstellen
lagen auRerhalb des sequenzierten Bereichs. Die Abbildung wurde in Anlehnung an die Dissertation von
Steinhilber, J. erstellt (63).

50



3.2 Transfektion der pmirGLO-Konstrukte und der miRNA-
Mimic-29¢ bzw. miRNA-Mimic-146a in HEK293T-Zellen

3.2.1 Ermittlung der basalen Expression der miRNAs 29c und 146a in
HEK?293T-Zellen und HeLa-Zellen

Um die basale Expression der miR-29¢ und miR-146a in HEK293T-Zellen und
HelLa-Zellen zu bestimmen wurde eine RT-qPCR in Duplikaten durchgefihrt.
Als Kalibrator diente die Zelllinie SUDHL-1, die eine schwache Expression
dieser miRNAs zeigt (63).

Das miR-29c-Level war sowohl in HEK293T-Zellen als auch in HeLa-Zellen mit
0,4% bzw. 0,5% erheblich geringer ausgepragt als in SUDHL-1-Zellen. Die
Expression der miR-146a war in HeLa-Zellen mit 105% geringflgig hoher als in
SUDHL-1-Zellen. HEK293T-Zellen wiesen mit 11% eine niedrigere Expression
auf (Abbildung 7). Da HEK293T-Zellen in Bezug auf beide miRNAs niedrigere
Level als HeLa-Zellen aufwiesen, wurden sie fur die Transfektion ausgewahlt.
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Abbildung 7: Basale Expression der miR-29¢ und miR-146a in HEK293T-Zellen, HelLa-Zellen und
SUDHL-1-Zellen

Die relative Quantifizierung der Expression der miR-29c und miR-146a in den Zelllinien erfolgte per RT-
gPCR. Normalisiert wurde mit RNU6B. Die Daten der Duplikate wurden mit der 22““Methode analysiert.
Die miRNA-Expressionslevel der HEK293T- und HelLa-Zellen werden prozentual im Verhéltnis zum
Mittelwert der SUDHL-1-Zellen dargestellt.
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3.2.2 Etablierung der Transfektionsbedingungen

3.2.2.1 Uberpriifung der Transfektion des pmirGLO Dual-Luciferase
mMiRNA Target Expression Vektors

Um die Transfektionsbedingungen zu optimieren, wurden verschiedene
Volumina Lipofectamine 2000 verwendet und unterschiedliche Mengen des
pmirGLO Dual-Luciferase miRNA Target Expression Vektors transfiziert. Die
Uberprifung der Transfektion des Vektors erfolgte 22 h nach der Transfektion
Uber eine gPCR unter Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR-Green
(LightCycler 480, Roche Applied Science). Sie wurde jeweils in Duplikaten
durchgefuhrt. Die Beurteilung der Transfektion beruhte auf dem Vergleich der
Ct-Werte der transfizierten Zellen. Der durchschnittliche Ct-Wert der mit 2,0 pg
Vektor und 6 pl Lipofectamine 2000 transfizierten Zellen lag mit 18,80 niedriger
als nach der Transfektion mit 1,6 pg Vektor und 4 pl Lipofectamine 2000
(Tabelle 17). Deshalb wurden fur die Transfektion der HEK293T-Zellen mit den

pmirGLO-Konstrukten und miRNA-Mimics diese Bedingungen ausgewahlt.

Tabelle 17: Mittels LightCycler 480 ermittelte Ct-Werte der qPCR der verschiedenen Transfektions-
ansatze

Ansatz Ct-Wert Mittelwert Ct-Werte
Transfektion mit 1,6 pg pmirGLO Dual-Luciferase miRNA 19,57 19,54

Target Expression Vektor und 4 pl Lipofectamine 2000 1950

Transfektion mit 2,0 pg pmiRGLO Dual-Luciferase miRNA 18,91 18,80

Target Expression Vektor und 6 pl Lipofectamine 2000 18.68

3.2.2.2 Uberprifung der Transfektion der miRIDIAN microRNA Mimic
Housekeeping Positive Control #2

Die Uberexpression der miRIDIAN microRNA Mimic Housekeeping Positive
Control #2 resultiert in einer Herunterregulation der GAPDH-mRNA. Um die
Transfektion zu uberpriufen und die Unterschiede zwischen der Verwendung
von 4 ul und 6 pl Lipofectamine 2000 zu ermitteln, wurde 22 h nach der
Transfektion eine RT-gPCR zur relativen Quantifizierung der GAPDH-mRNA
durchgefuhrt.
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Die Transfektion der HEK293T-Zellen mit der miRIDIAN microRNA Mimic
Housekeeping Positive Control #2 unter Verwendung von 4 pl Lipofectamine
2000 bewirkte im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle eine
Herunterregulation der RNA auf 43%. Da der Einsatz von 6 pl Lipofectamine
2000 ohne starkeren zytotoxischen Effekt in einer noch geringeren GAPDH-
Expression von 36% resultierte, wurde dieses Volumen fur die Transfektion der
HEK293T-Zellen mit den pmirGLO-Konstrukten und der miRNA-Mimics
ausgewahlt (Abbildung 8).
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Abbildung 8: GAPDH-Expression nach Transfektion der HEK293T-Zellen mit der miRIDIAN
microRNA Mimic Housekeeping Positive Control #2 unter Verwendung unterschiedlicher Volumina
Lipofectamine 2000

Die relative Quantifizierung der GAPDH-Expression erfolgte 22 h nach Transfektion der HEK293T-Zellen
mittels RT-qPCR. Normalisiert wurde mit TBP. Die Daten der Duplikate wurden mit der 2*2““Methode
analysiert. Die Resultate werden als mRNA-Level im Verhéltnis zum Mittelwert der unbehandelten
HEK293T-Zellen dargestellt.

3.3 Reportergenassay

3.3.1 Auswertung der Kontrollen

Die direkte Interaktion zwischen miRNA und mRNA wurde mittels eines
Reportergenassays erfasst (2.3.4).

Nicht transfizierte HEK293T-Zellen dienten als unbehandelte Kontrolle und die
hier gemessene Lumineszenz wurde als Leerwert angenommen. Des Weiteren

wurde Zellen das Transfektionsreagenz Lipofectamine 2000 ohne Zugabe von
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Plasmid oder miRNA-Mimics zugefugt. Zusatzlich wurden HEK293T-Zellen nur
mit der miRNA-Mimic-29¢c bzw. miRNA-Mimic-146a transfiziert. Da in diesen
Anséatzen kein Reporterplasmid vorhanden war, entsprach die dort gemessene
Lumineszenz wie erwartet in etwa dem Leerwert. Weiterhin wurden Zellen mit
dem Reporterplasmid transfiziert, sowohl ohne, als auch mit Zugabe der
MiRNA-Mimic-29¢ bzw. miRNA-Mimic-146a. Der Vergleich zwischen diesen
Ansétzen ergab keinen signifikanten Unterschied in der Firefly-Luciferase-
Aktivitat (Abbildung 9). Da alle Kontrollen erwartungsgemald ausfielen, erfolgte

die weitere Auswertung der Ergebnisse.
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Kontrolle 2000 miR-29¢ miR-146a

Abbildung 9: Firefly-Luciferase-Aktivitat nach Transfektion in den Kontrollen

Die Messung der Lumineszenz erfolgte 40 h nach der Transfektion. Dargestellt sind die aus den
Triplikaten berechneten Mittelwerte der nicht normalisierten, absoluten Messwerte der Firefly-Luciferase-
Aktivitat in den Kontrollen sowie die Standardabweichung nach oben.

3.3.2 Interaktion zwischen der miRNA 29c und den Kandidatengenen

Die HEK293T-Zellen wurden sowohl allein mit einem pmirGLO-Konstrukt mit
integrierter potentieller MiRNA-Binderegion als auch mit dem pmirGLO-
Konstrukt und der miRNA-Mimic transfiziert. Die normalisierte Firefly-
Luciferase-Aktivitat dieser beiden Anséatze wurde miteinander verglichen. Eine
signifikant reduzierte Firefly-Luciferase-Expression resultierte aus der Bindung
der transfizierten miRNA-Mimic an den 3" -UTR-Abschnitt des miRNA-Zielgens.
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Die Uberexpression der miR-29c filhrte bei den pmirGLO-Konstrukten mit der
3-UTR von ADAM19, CCNA2, COL6A3, GGCT, LMNB1, RCC2 und TDG zu
einer signifikanten Abnahme der relativen Firefly-Luciferase-Aktivitat. Die
Lumineszenz in den mit den pmirGLO-Konstrukten mit der 3'-UTR von CCNF
und DOTIL transfizierten Zellen war bei Kotransfektion der miR-29c nicht
signifikant erniedrigt (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Relative Firefly-Luciferase-Aktivitdt nach Transfektion der pmirGLO-Konstrukte mit
und ohne Uberexpression der miR-29¢

Die Luciferase-Aktivitat der mit dem Vektor bzw. mit dem Vektor und der miRNA-Mimic-29c transfizierten
HEK293T-Zellen wurde 40 h nach der Transfektion in den Zelllysaten bestimmt. Ebenso erfolgte die
Messung in den mit den pmirGLO-Konstrukten transfizierten Zellen mit und ohne Uberexpression der miR-
29c. Normalisiert wurde mit der Renilla-Luciferase-Aktivitdt. Aus der normalisierten Firefly-Luciferase-
Aktivitat der Triplikate wurden Mittelwert und Standardabweichung berechnet. Die Resultate werden als
relative Firefly-Luciferase-Aktivitat im Verhéltnis zum Mittelwert der mit dem jeweiligen pmirGLO-Konstrukt
transfizierten HEK293T-Zellen dargestellt. Zusétzlich ist die Standardabweichung nach oben abgebildet.
Der Vergleich der aus den Triplikaten gebildeten Mittelwerte erfolgte mit dem Wilcoxon-Test. p-Wert < 0,05
wurde als signifikant angenommen (*).
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3.3.3 Interaktion zwischen der miRNA 146a und den Kandidatengenen

Die gleichzeitige Transfektion des pmirGLO-Konstrukts mit der 3-UTR von
SRPRB und der miRNA-Mimic-146a fuhrte in HEK293T-Zellen zu einer
signifikanten Abnahme der Firefly-Luciferase-Aktivitat.

Die Uberexpression der miR-146a fiihrte zu keiner signifikanten Abnahme der
relativen Firefly-Luciferase-Aktivitdt des pmirGLO-Konstrukts mit der 3'-UTR
von BSG (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Relative Firefly-Luciferase-Aktivitdt nach Transfektion der pmirGLO-Konstrukte mit
und ohne Uberexpression der miR-146a

Die Luciferase-Aktivitat der mit dem Vektor bzw. mit dem Vektor und der miRNA-Mimic-146a transfizierten
HEK293T-Zellen wurde 40 h nach der Transfektion in den Zelllysaten bestimmt. Ebenso erfolgte die
Messung in den mit den pmirGLO-Konstrukten transfizierten Zellen mit und ohne Uberexpression der miR-
146a. Normalisiert wurde mit der Renilla-Luciferase-Aktivitdt. Aus der normalisierten Firefly-Luciferase-
Aktivitat der Triplikate wurden Mittelwert und Standardabweichung berechnet. Die Resultate werden als
relative Firefly-Luciferase-Aktivitdt im Verhaltnis zum Mittelwert der mit dem jeweiligen Konstrukt
transfizierten HEK293T-Zellen dargestellt. Zusatzlich ist die Standardabweichung nach oben abgebildet.
Der Vergleich der aus den Triplikaten gebildeten Mittelwerte erfolgte mit dem Wilcoxon-Test.p-Wert < 0,05
wurde als signifikant angenommen (*).
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4. Diskussion

4.1 Reportergenassay

Die miRNAs 29c und 146a sind im ALK-positiven ALCL charakteristisch stark
herunterreguliert. Nach Uberexpression dieser miRNAs in ALK-positiven ALCL-
Zellen ergab eine Transkriptomanalyse mit anschlielender RT-gPCR-
Validierung potentielle Zielgene fur die miRNAs. Als Kandidatengene fir die
miR-29¢ wurden ADAM19, CCNA2, CCNF, COL6A3, DOT1L, GGCT, LMNB1,
RCC2 und TDG, fur die miR-146a BSG und SRPRB identifiziert. Eine
veranderte Expression von miRNAs und die damit verbundene Deregulation
ihrer Zielgene kann zur Entstehung von Tumorerkrankungen beitragen (48). Die
Identifikation der direkten miR-29c- und miR-146a-Zielgene im ALK-positiven
ALCL in der vorliegenden Arbeit sollte das Verstandnis der ALK-vermittelten
Onkogenese erweitern und dadurch auch potentielle neue Therapieoptionen
beleuchten.

Es wird vermutet, dass jede miRNA an zahlreiche mRNAs binden und die
Expression verschiedener Gene beeinflussen kann (120). Daher stellt die
Identifikation der Zielstrukturen einer miRNA eine besondere Herausforderung
dar. Verschiedene Methoden stehen dabei zur Verfligung.

Es existieren zahlreiche computerbasierte Zielgen-Vorhersage-Programme. Die
verschiedenen Algorithmen, nach denen die potentiellen Zielgene ausgewahlt
werden, berlcksichtigen im Wesentlichen die Eigenschaften der Bindung
zwischen miRNA und mRNA sowie die hohe evolutiondre Konservierung der
mMiRNA-Bindungsstellen. Diese Programme sind zeitsparend und wenig
kostenintensiv, liefern jedoch auch viele falsch-negative und -positive
Ergebnisse (121). Daher ist eine experimentelle Analyse unerlasslich. Bei
biochemischen Verfahren wie CLASH (crosslinking, ligation and sequencing of
hybrids) oder CLIP (crosslinking and immunoprecipitation) und deren Varianten

werden nach Immunoprazipization des miRISC die damit assoziierten RNAs
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mittels Sequenzierung analysiert (122). Die Untersuchung des Transkriptoms
vor und nach Herunterregulation oder Uberexpression einer miRNA bietet die
Maglichkeit, Zielgene zu ermitteln, die Uber den Abbau der entsprechenden
MRNA reguliert werden. Die Regulation der Genexpression durch translationale
Repression wird hierbei allerdings nicht erfasst. Diese Mdoglichkeit bieten
Untersuchungsverfahren auf Proteomebene wie SILAC (stable isotope labeling
by amino acids in cell culture) (123). Sowohl bei der Transkriptom- als auch bei
der Proteomanalyse kann nicht zwischen direkten oder indirekten Zielgenen
unterschieden werden. Hier liegt der grof3e Vorteil des Reportergenassays. Er
erlaubt den Nachweis der direkten Regulation eines Zielgens durch eine
mMiRNA.

In dieser Arbeit bot die Durchfihrung des Dual-Luciferase Reporter Assay
Systems von Promega die Moglichkeit, eine direkte Interaktion zwischen der
miR-29¢ bzw. miR-146a und der mRNA des entsprechenden Kandidatengens
zu bestatigen. Analysesysteme, die Luciferase als Reportergen nutzen, sind
weit verbreitet. Die Vorteile von Firefly-Luciferase-Testsystemen liegen in der
guten Sensitivitdt und dem breiten linearen Messbereich Uber mehrere
Potenzen (124). Fur die Durchfihrung des Experiments wurde der Teil der 3'-
UTR, der die Bindungsstellen der miRNA enthielt, in den Reportervektor
kloniert. Eine Bindung der miRNA an die Zielstruktur resultierte durch
Destabilisierung der mRNA oder Blockade der Translation in einer verminderten
Luciferaseaktivitat. Als Reporterplasmid wurde der pmirGLO Dual-Luciferase
MiRNA Target Expression Vektor der Firma Promega verwendet. Dieser Vektor
hat den Vorteil neben der Firefly-Luciferase als primdarem Reportergen auch
Uber eine Renilla-Luciferase als Kontrollreporter zu verfugen. Durch die
Normalisierung auf die interne Kontrolle wurden experimentelle Schwankungen
effektiv eliminiert. Unterschiede, bedingt durch Zellzahldifferenzen, Variationen
in der Transfektions- und Zelllyseeffizienz sowie Abweichungen des
Pipettiervolumens, konnten so minimiert und die Aussagekraft des Tests erhoht

werden.
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Mit diesem Experiment ist es gelungen, ADAM19, CCNA2, COL6A3, GGCT,
LMNB1, RCC2 und TDG als direkte Zielgene der miR-29c im ALK-positiven
ALCL zu identifizieren. Des Weiteren konnte eine direkte SRPRB-Regulation

durch die miR-146a gezeigt werden.

4.2 Identifizierung der direkten miRNA 29c-Zielgene im ALK-
positiven ALCL

Eine geringe Expression der miR-29¢c wurde neben dem ALK-positiven ALCL in
zahlreichen malignen Neoplasien wie dem Hepatozellularen Karzinom,
Magenkarzinom, Pleuramesotheliom, Nasopharynxkarzinom oder dem
Lungenkarzinom nachgewiesen, zum Teil verbunden mit einer schlechteren
Prognose und einer héheren Malignitat des Tumors (65-71). Eine genauere
Untersuchung der miR-29¢ im ALK-positiven ALCL ergab mittels
Transkriptomanalyse verschiedene, potentielle Zielgene (63). Ziel dieser Arbeit
war die Untersuchung einer direkten Regulation dieser Gene durch die miR-
29c. Der Reportergenassay konnte dies fur ADAM19, CCNA2, COL6A3, GGCT,
LMNB1, RCC2 und TDG bestétigen.

Angesichts dieser Ergebnisse stellt sich die Frage, in welchem Ausmald die
verminderte Expression der miR-29c uber die fehlende Herunterregulation der
genannten Gene einen Einfluss auf die Pathogenese des ALK-positiven ALCL
hat.

Die TDG-Repression durch die miR-29c konnte bereits von Sengupta et al. im
Nasopharynxkarzinom und Morita et al. im Lungenkarzinom mittels
Reportergenassay nachgewiesen werden. Morita et al. vermuteten, dass die
miR-29c unter anderem mithilfe dieses Mechanismus eine Aufrechterhaltung
des DNA-Methylierungsstatus bewirkt und damit eine tumorprotektive Wirkung
haben konnte (70, 113). Tatsachlich gehdren Hypo- und Hypermethylierung zu
den epigenetischen Veranderungen, die in Tumoren beobachtet werden (125).
Es ist gut moglich, dass die verminderte Repression von TDG durch die miR-
29c auch im ALK-positiven ALCL zur Tumorentstehung beitragt.
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Das Protein GGCT ist am Gamma-Glutamyl-Zyklus und so an der Glutathion-
Homoostase beteiligt (102). GGCT ist in zahlreichen Normalgeweben,
insbesondere in Epithelien, exprimiert. Eine signifikant verminderte GGCT-
Expression findet sich in Tumoren der Niere und des Urothels. In Tumoren des
Magens, der Gallenwege, der Lunge und des Osophagus hingegen ist die
GGCT-Expression erhéht (104). Im Plattenepithelkarzinom des Osophagus
korreliert die GGCT-Expression mit der Wahrscheinlichkeit von
Lymphknotenmetastasen und einer geringgradigeren Differenzierung der
Tumorzellen (126). Die siRNA-Injektion zur Herunterregulation der GGCT-
Expression fuhrte in Mausen mit Lungentumoren zu signifikant geringerem

Tumorwachstum (127).

RCC2 ist ein zentromerassoziiertes Protein, das sowohl bei der
Zellzyklusprogression als auch bei der Mitose eine Bedeutung hat (110, 128).
Matsuo et al. identifizierten RCC2 bereits im Magenkarzinom als Zielgen der
miR-29c. Sowohl die Uberexpression der miR-29c als auch der RCC2-
Knockdown fiihrten zu einer Wachstumsinhibierung der Magenkarzinomzellen
und lieBen die Arbeitsgruppe annehmen, dass der Wachstumsvorteil der
Tumorzellen aus einer erhdhten RCC2-Expression resultieren konnte (111).

CCNA2 ist ebenfalls in die Zellzyklusprogression involviert. In zahlreichen
Malignomen wurde eine erhohte Cyclin A2-Expression beobachtet, oft
korrelierend mit einer gesteigerten Proliferation, einem hdoheren Tumorstadium
und einer schlechteren Prognose (84). Die verminderte Regulation von GGCT,
RCC2 und CCNAZ2 durch die miR-29c im ALK-positiven ALCL kdnnte auch hier
einen Einfluss auf die Tumorzellproliferation und damit auf das Tumorwachstum

haben.

Eine aberrante LMNB1-Expression wurde unter anderem im Mammakarzinom,
im Pankreaskarzinom und im Hepatozellularen Karzinom nachgewiesen (129).
Im Pankreaskarzinom ist ein erhdhtes LMNB1-Expressionslevel mit einer
hoheren Anzahl an Fernmetastasen, einer geringgradigeren Differenzierung
sowie einer schlechteren Prognose verbunden (105). Eine vermehrte LMNB1-

Expression ist im Hepatozellularen Karzinom mit einem héheren Tumorstadium,
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einer gesteigerten TumorgroRe und einer grolReren Anzahl an
Lymphknotenmetastasen assoziiert (109). Auch im ALK-positiven ALCL konnte
LMNB1 zu vermehrter Tumorzellausbreitung fihren und so zu den haufig
vorkommenden extranodalen Manifestationen in Knochen, Knochenmark, Haut,

Subkutangewebe und Lunge beitragen.

ADAML19 ist ein Mitglied der ADAM-Familie, die in Prozesse wie die Proteolyse
sowie Zellmigration, -fusion und -adh&sion involviert ist. Eine hohere Expression
wurde im Nierenzellkarzinom und in primaren Hirntumoren nachgewiesen. In
letzteren war diese verbunden mit einer héheren Tumorinvasivitat (83). Da
ADAM19 an Zell-Zell- und Zell-Matrix-Interaktionen beteiligt ist, ist es gut
vorstellbar, dass es auch im ALK-positiven ALCL zur Tumorzellinvasivitat
beitragt.

Ein ahnlicher Effekt ist fir COL6A3 denkbar. Das COL6A3-Gen kodiert fur die
a-Kette des Kollagen VI, einem Kollagen, das in nahezu allen Bindegeweben
gebildet wird und mit anderen Bestandteilen der Extrazellularmatrix interagiert
(130). COLGBA3 ist im Ovarialkarzinom uberexprimiert und dort mit einer
geringgradigeren Differenzierung und somit einer schlechteren Prognose
verbunden (98). Im Magenkarzinom und im duktalen Adenokarzinom des
Pankreas wird COL6A3 ebenfalls stark exprimiert (131, 132). Eine gesteigerte
COLG6A3-Expression im Serum von Patienten mit Pankreaskarzinom ist mit dem

Vorliegen einer perineuralen Invasion assoziiert (133).

Es liegt die Vermutung nahe, dass die geringe Expression der miR-29c zu einer
erhdohten Expression dieser Gene im ALK-positiven ALCL fihrt. Ob sie dort
tatsachlich Utberexprimiert sind, sollte durch eine quantitative Analyse auf
Proteinebene zum Beispiel mittels Westernblot oder auf mRNA-Ebene mittels
RT-gPCR im Vergleich zu Lymphknotengewebe bzw. T-Zellen und dem ALK-
negativen ALCL ermittelt werden. Da die Expression all dieser Gene bereits in
anderen Tumorerkrankungen untersucht worden ist und eine hohe Expression
in vielen Entitdten zum Teil mit einer geringeren Differenzierung sowie einer
gesteigerten Proliferation, Invasivitat oder Metastasierung in Verbindung

gebracht werden konnte, stellt sich die Frage, in welchem Ausmal} dies auch
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fur das ALK-positive ALCL zutrifft. Dazu sollte das biologische Verhalten der
Tumorzellen funktionell mit und ohne Uberexpression der miR-29¢ untersucht
werden. Die Invasivitat kdnnte beispielsweise Uber einen Invasionsassay, die

Proliferation Uber eine Wachstumskurve in vitro erfasst werden.

Innerhalb der 3 -UTR von DOTI1L und CCNF lie3en sich keine Bindungsstellen
der miR-29c nachweisen. Da miRNA-Bindungsstellen jedoch auch aul3erhalb
der 3-UTR im kodierenden Bereich oder in der 5-UTR der mRNA liegen
kénnen, kann eine direkte Regulation der Genexpression von DOT1L oder
CCNF nicht mit Sicherheit ausgeschlossen werden (134, 135). Es konnte sich
jedoch auch um indirekte Zielgene der miR-29c handeln. Ebenso lasst sich
nicht vollstandig ausschlie3en, dass die in der Transkriptomanalyse gezeigte
Regulation dieser Gene auf sekundare Effekte zurickzufihren ist. Die
Uberexpression einer miRNA kann durch die unphysiologisch hohe miRNA-
Konzentration in der Zelle beispielsweise Fehlpaarungen zwischen miRNA und
MRNA begunstigen und so zu Artefakten fuhren (136, 137). Des Weiteren
konnen experimentelle Verfahren wie zum Beispiel die Transfektion ein

verandertes Genexpressionsmuster in Zellen verursachen (138).

4.3 Identifizierung der direkten miRNA 146a-Zielgene im ALK-
positiven ALCL

Die miR-146a ist an Mechanismen der angeborenen und der adaptiven
Immunantwort beteiligt und spielt eine Rolle bei der H&amatopoese,
insbesondere der Megakaryozytopoese (72, 75, 139). Eine aberrante miR-
146a-Expression wurde bereits in vielen anderen Tumoren beobachtet. Neben
dem ALK-positiven ALCL wurde ein vermindertes miR-146a-Expressionslevel in
anderen hamatologischen und lymphatischen Neoplasien nachgewiesen (77,
78). Auch in soliden Neoplasien wie unter anderem im Prostatakarzinom, im
Pankreaskarzinom, im Magenkarzinom oder im Hepatozellularen Karzinom tritt
eine erniedrigte miR-146a-Expression auf (72, 140). Im Hepatozellularen

Karzinom korreliert eine niedrigere miR-146a-Expression mit einem
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fortgeschritteneren Tumorstadium (140). Im Magenkarzinom ist ein geringeres
miR-146a-Level mit Lymphknotenmetastasierung und vendser Invasion
assoziiert und kann als unabhangiger, prognostischer Faktor fur das
Gesamtuberleben gelten (141). Im Gegensatz dazu werden der miR-146a im
oralen Plattenepithelkarzinom und dem Zervixkarzinom tumorférdernde

Eigenschaften zugeschrieben (142, 143).

Eine direkte BSG-Regulation durch die miR-146a konnte im Reportergenassay
nicht gezeigt werden. Da die Bindung einer miRNA jedoch auch auf3erhalb der
3-UTR im kodierenden Bereich oder der 5-UTR der mRNA erfolgen kann,
schliel3t dieses Experiment eine direkte Regulation nicht aus (134, 135). Es
konnte sich jedoch auch um ein indirektes Zielgen der miR-146a handeln.
Ebenso konnte die in der Transkriptomanalyse gezeigte Regulation dieser
Gene durch sekundare Effekte verursacht sein.

Die miR-146a zeigte hingegen eine direkte Interaktion mit SRPRB. Die Rolle
von SRPRB im Menschen ist weitgehend unklar. SRPRB zeigt eine grol3e
Homologie mit dem murinen SRB und kénnte an der Einschleusung von
Membranproteinen und sekretorischen Proteinen in das endoplasmatische
Retikulum beteiligt sein (119). Eine verglichen mit Normalgewebe erhdhte
SRPRB-Konzentration wurde in Karzinomen der Leber, Lunge, Mamma, des
Osophagus und des Kolons nachgewiesen (118, 119). Li et al. hingegen
konnten keine SRPRB-Expression in Hepatozellularen Karzinom-Zellen
nachweisen. Eine Erhohung der SRPRB-Expression fuhrte zu einer
Wachstums- und Zellzyklushemmung in den Hepatozellularen Karzinom-Zellen.
Dies liel3 die Arbeitsgruppe vermuten, dass SRPRB in die Regulation des
Zellzyklus involviert sein konnte (144).

Durch die fehlende SRPRB-Regulation durch die miR-146a im ALK-positiven
ALCL konnte es zu einer erh6hten SRPRB-Expression kommen. Ob, und wenn
ja, wie, SRPRB an der Tumorprogression des ALK-positiven ALCL beteiligt ist,
sollte Gegenstand zukunftiger Untersuchungen werden. Eine Analyse des
biologischen Verhaltens in ALK-positiven Zellkulturlinien mit und ohne

Uberexpression dieses Gens konnte erste Hinweise darauf geben.

63



4.4 Schlussfolgerungen und Ausblick

Diese Arbeit zeigt, dass die im ALK-positiven ALCL herunterregulierten miRNAs
29c und 146a direkte Interaktionen mit verschiedenen Genen zeigen, die in
anderen Entitaten interessante, tumorrelevante Funktionen aufweisen.
ADAM19, CCNA2, COL6A3, GGCT, LMNB1, RCC2 und TDG werden
unmittelbar durch die miR-29c reguliert. Die miR-146a beeinflusst direkt die
SRPRB-Expression.

Dies lasst vermuten, dass die geringe Expression dieser beiden miRNAs Uber
die fehlende negative Regulation der genannten Gene in die Pathogenese des
ALK-positiven ALCL involviert ist. Auch wenn anhand dieses Experiments keine
Aussage dariiber getroffen werden kann, ob das niedrige Expressionslevel der
MiRNAs 29c und 146a Auswirkungen auf das biologische Verhalten der
Tumorzellen hat, so deuten doch die in der Literatur beschriebenen Funktionen
der direkt regulierten Gene deutlich darauf hin. Diese Vermutung sollte jedoch
experimentell validiert werden. Zunachst sollten funktionelle Analysen mit und
ohne Uberexpression der miRNAs bzw. der einzelnen Gene in den ALK-
positiven Tumorzellen Aufschluss Uber ihren Einfluss auf Invasivitat, Migration

oder Proliferation geben.

Sollte eine tumorprotektive Wirkung dieser miRNAs im ALK-positiven ALCL in
vitro und in vivo bestatigt werden, so konnte die Wiederherstellung ihrer
Aktivitat ein mogliches, kunftiges Therapieziel darstellen. Eine hdhere
Expression der miR-29c wurde bereits in anderen Publikationen mit einer
tumorprotektiven Wirkung in Verbindung gebracht. Yang et al. beobachteten,
dass die miR-29c in vitro einen hemmenden Einfluss auf Proliferation und
Migration einer Kolonkarzinomzelllinie ausiibte. Die Uberexpression der miR-
29c resultierte in vivo in einer Unterdriickung des Tumorwachstums (145). In
Lungenkarzinomzelllinien fuhrte ein hoheres miR-29c-Level zu einer Inhibierung
von Zellproliferation, Adhasion, Invasion und Migration. Im
Lungenkarzinommodell in Nacktmausen unterdriickte eine hthere Expression
der miR-29c¢ die Metastasierung (71). Ahnliche Effekte konnten auch fiir die
miR-146a beobachtet werden. Die Transfektion der miR-146a flhrte in vitro bei
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Prostatakarzinomzellen zu einer Hemmung der Proliferation, in
Magenkarzinom- und Mammakarzinomzellen zu einer Reduktion der Migration.
In allen Zelllinien konnte eine verminderte Invasivitat beobachtet werden (141,
146, 147).

Derzeit existiert bislang ein einziges, in eine klinische Studie eingetretenes
Therapeutikum, das uber die Antagonisierung einer miRNA wirkt. Miravirsen
dient der Behandlung einer HCV-Infektion (148). Das gezielte Einschleusen von
mMiRNA-Mimics und die damit verbundene Wiederherstellung der miRNA-
Aktivitat hingegen sind bisher nur experimentell moglich; eine miRNA-basierte
Therapie des ALK-positiven ALCL koénnte jedoch zukinftig eine zusatzliche

Behandlungsmoglichkeit dieses Lymphoms darstellen.
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5. Zusammenfassung

Das ALK-positive grof3zellig anaplastische T-Zell-Lymphom (ALCL) ist ein
peripheres T-Zell-Lymphom und gehort somit zu den Non-Hodgkin-
Lymphomen. Es ist in 80% der Félle durch eine Translokation zwischen den
Chromosomen 2 und 5 charakterisiert. Die dadurch bedingte Bildung des
onkogenen Fusionsproteins NPM-ALK fuhrt zur konstitutiven Aktivierung der
ALK-Kinase-Doméne. Dies resultiert Uber die Aktivierung verschiedener
Signalwege unter anderem in Verdnderungen der Zellzyklusprogression, des
Uberlebens und der Migration der Tumorzellen.

mMiRNAs sind nichtkodierende, ca. 22 Nukleotide lange RNAs, die durch
Bindung an ihre Ziel-mRNAs an der posttranskriptionellen Regulation
zahlreicher Gene beteiligt sind. Sie spielen eine entscheidende Rolle in einer
Vielzahl biologischer Prozesse wie Differenzierung, Proliferation und Apoptose.
Die Deregulation von miRNAs, die beispielsweise epigenetische Mechanismen,
Tumorsupressor- oder Onkogene kontrollieren, kann einen Teil zur

Kanzerogenese beitragen.

Im ALK-positiven ALCL sind unter anderem die miRNAs 29c und 146a
charakteristisch gering exprimiert. Nach Uberexpression dieser miRNAs in ALK-
positiven ALCL-Zellen ergab eine Transkriptomanalyse mit anschlieRender RT-
gPCR-Validierung potentielle Zielgene fur die miRNAs. Als Kandidatengene fir
die miR-29¢c wurden ADAM19, CCNA2, CCNF, COL6A3, DOTI1L, GGCT,
LMNB1, RCC2 und TDG, fur die miR-146a BSG und SRPRB identifiziert. Viele
dieser Gene zeigen in anderen Tumorentitdten eine erhdohte Expression und

sind zum Teil mit tumorrelevanten Funktionen assoziiert.

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung einer potentiell direkten Interaktion
zwischen den miRNAs 29c und 146a und der Ziel-mRNA der identifizierten
Kandidatengene mittels Reportergenassay. Hierfur wurde ein Teil der 3'-UTR
der mRNA potentieller Zielgene in einen Luciferase-exprimierenden Vektor
kloniert. Dieser Abschnitt enthielt jeweils die vom Zielgen-Vorhersage-
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Programm miRanda ermittelten mdglichen Bindungsstellen fir die miR-29c
bzw. miR-146a. Nach Transfektion der Konstrukte und der miRNAs in
HEK293T-Zellen und deren Lyse wurde die Luciferaseaktivitat in An- und
Abwesenheit der miRNAs 29c oder 146a gemessen. Mit diesem Experiment ist
es gelungen, ADAM19, CCNA2, COL6A3, GGCT, LMNB1, RCC2 und TDG als
direkte Zielgene fur die miR-29c im ALK-positiven ALCL zu bestatigen. Des
Weiteren konnte SRPRB als direktes Zielgen der miR-146a ermittelt werden.
Eine direkte Regulation von CCNF und DOT1L durch die miR-29c sowie von
BSG durch die miR-146a konnte nicht nachgewiesen werden.

Diese Ergebnisse konnen Hinweise auf die Art des Einflusses der miRNAs 29c
und 146a auf die Biologie des ALK-positiven ALCLs geben. Die Expression der
direkten Zielgene ist bereits in anderen Tumorerkrankungen untersucht worden
und eine hohe Expression konnte in vielen Entitdten mit einer geringeren
Differenzierung sowie einer gesteigerten Proliferation, Invasivitat oder
Metastasierung in Verbindung gebracht werden. Dies lasst vermuten, dass die
geringe Expression der miRNAs 29c und 146a Uber die fehlende negative
Regulation der genannten Gene in die Pathogenese des ALK-positiven ALCL
involviert ist. Eine funktionelle Analyse des biologischen Verhaltens der
Tumorzellen mit und ohne Uberexpression der miRNAs 29c¢ und 146a konnte
ein nachster Schritt sein, um weitere Hinweise auf die Funktion dieser miRNAs

in dieser Tumorentitat zu erhalten.

Sollte sich die tumorprotektive Wirkung der miRNAs 146a und 29c bestatigen,
so konnte die Wiederherstellung ihrer Funktion im ALK-positiven ALCL eine
zukunftige therapeutische Mdglichkeit darstellen.
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6. Verzeichnisse

6.1 Abklrzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

ADAM19 a disintegrin and metalloproteinase 19
AICD activation induced cell death

AKT Proteinkinase B

ALCL anaplastic large cell lymphoma

Grol3zellig anaplastisches T-Zell-Lymphom

ALK anaplastic lymphoma kinase

ALO17 ALK lymphoma oligomerization partner on
chromosome 17

ATIC 5-aminoimidazole-4-carboxamide
ribonucleotide formyltransferase/IMP

cyclohydrolase

bp Basenpaare

BSG Basigin

BV Brentuximab Vedotin

bzw. beziehungsweise

CCL-8 chemokine (C-C motif) ligand 8

CCNA2 Cyclin A2

CCNF Cyclin F

CDK Cyclin-abhangige Kinase

cDNA complementary desoxyribonucleic acid

CLASH crosslinking, ligation and sequencing of
hybrids

CLIP crosslinking and immunoprecipitation

CLL Chronisch Lymphatische Leukamie

CLTC clathrin heavy chain 1

CO2 Kohlenstoffdioxid
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COLG6AS
Ct
ddH,O
DNA
dNTPs
DOT1
DOT1L
DTT
EDTA
EMA
EMMPRIN
FCS
FADD

g
GAPDH
GEKID

GGCT
GTP

h

HCV
HCC
Hrsg.
IL

IPI
IRAK
JAK
kb

I

LDH
LMNB1
LPS

collagen, type VI, alpha-3

cycle threshold

bidestilliertes Wasser
desoxyribonucleic acid
Desoxynukleotide

disruptor of telomeric silencing 1
DOT1-like histone H3K79 methyltransferase
Dithiothreitol
Ethylendiamintetraessigsaure

epithelial membrane antigen
extracellular matrix metalloproteinase inducer
Fetales Kalberserum

Fas-associated death domain protein
Gramm
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V.
gamma-glutamyl cyclotransferase
Guanosintriphosphat

Stunde

Hepatitis-C-Virus

Hepatozellulares Karzinom
Herausgeber

Interleukin

Internationaler Prognostischer Index
interleukin-1 receptor-associated kinase
Januskinase

Kilobase

Liter

Lactatdehydrogenase

Lamin B1

Lipopolysaccharid
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M Molar

MAPK mitogen-activated protein kinase
min Minute

miR microRNA

mMiRISC mMiRNA-induced silencing complex
MiRNA microRNA

MLC1 myeloid cell leukemia 1

MLL mixed lineage leukemia

MMAE Monomethylauristatin E

MRNA messenger RNA

MSN moesin

MYH 9 myosin, heavy chain 9

NF-xB nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of

activated B-cells

NPC Nasopharynxkarzinom

NPM Nucleophosmin

ORF open reading frame

PBS phosphate buffered saline

PCR Polymerase-Kettenreaktion

PI3K phosphoinositide 3-kinase

PLCy phospholipase C y

pmirGlo pmirGLO Dual-Luciferase miRNA Target
Expression Vektor

P/S Penicillin/Streptomycin

Ran Ras-related nuclear protein

RCC2 regulator of chromosome condensation 2

RISC RNA-induced silencing complex

RKI Robert Koch-Institut

RNA ribonucleic acid

RNU6B RNA, U6 small nuclear 2

rpm rounds per minute

RT-gPCR real-time quantitative PCR
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S Sekunde

SILAC stable isotope labeling by amino acids in cell
culture

SRP signal recognition particle

SRPRB signal recognition particle receptor subunit 3

STAT signal transducer and activator of transcription

TBE TRIS-Borat-EDTA

TBP TATA-box binding protein

TDG thymine-DNA glycosylase

TE TRIS-EDTA

TFG TRK-fused gene

TIA T-cell intracytoplasmic antigen

TPM tropomyosin

TRAF TNF receptor associated factor

U unit

UTR untranslated region

VEGF vascular endothelial growth factor

\% Volt

WHO Weltgesundheitsorganisation

ZKFD Zentrum fur Krebsregisterdaten
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