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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Definition der chronischen myeloischen Leuké&mie - Inzidenz,
Verlauf, Symptome

Die chronische myeloische Leukédmie (CML) ist eine klonische Erkrankung der hama-
topoetischen Stammzelle, der in 95 % der Félle eine reziproke Translokation zwischen
den langen Armen der Chromosomen 9 und 22 (t(9;22)(q34;q11)) zugrunde liegt™.
Durch diese kommt es zu einer Verknipfung des 5°-Endes des BCR-Gens mit dem 3‘-
Ende des ABL1-Gens auf dem entstandenen verkirzten Chromosom 22. Das so ge-
bildete Fusionsgen kodiert fur die Tyrosinkinase BCR—ABL1, welche durch konstitutive
Aktivierung die onkogene Transformation der hamatopoetischen Stammzelle fordert?.
Dies betrifft myeloische und erythrozytare Zellen, Megakaryozyten, Monozyten sowie
seltener reife B- oder T-Lymphozyten. Als Folge der Transformation treten eine exzes-
sive Proliferation und reduzierte Apoptose der CML-Zellen auf, die eine Suppression

der normalen Hamatopoese bedingen?.

Die Erkrankung lauft triphasisch ab3. Der Grofteil der erwachsenen CML-Patient/-in-
nen wird in der chronischen Phase (CP) der CML diagnostiziert. Da diese in 40 % der
Falle asymptomatisch# ist und mehrere Jahre andauern kann, wird das Vorliegen einer
CML oft als Zufallsbefund festgestellt. Als Symptome kdénnen aufgrund der Anamie
und Splenomegalie Mudigkeit, Fieber und Nachtschweil3 sowie Gewichtsverlust und
Abdominalschmerzen vorliegen. Weniger haufig und auf ein fortgeschrittenes Stadium
hinweisend treten Priapismus, eine Lymphadenopathie, kutane oder subkutane Infilt-
rationen und extramedullare Blastenansammlungen, z. B. Chlorome, auf. Das Un-
gleichgewicht zwischen Blutgerinnung und Blutfluss beglnstigt sowohl Thrombosen
als auch Blutungen. Die Symptome der CP lassen sich vergleichsweise einfach be-
handeln. Ohne Intervention besteht jedoch die Gefahr, dass die Erkrankung in eine
Phase vermehrter Instabilitat (,akzelerierte Phase®, AP) tbergeht und letztendlich in
der ,Blastenkrise“ (BK) gipfelt. Diese geht mit Symptomen ahnlich denen einer akuten

Leukamie einher und fiihrt unbehandelt innerhalb weniger Monate zum Tod?.

In der westlichen Hemisphare liegt bei 15 % der neu diagnostizierten Leukamiefalle
eine CML vor. Bei einer konstanten Inzidenz von 1,2-1,5/100.000 Einwohner/Jahr und

einer jahrlichen Mortalitat von 1,7 % ist ihre Pravalenz insgesamt steigend. Die CML



Einleitung

betrifft alle Altersgruppen, wobei der Erkrankungsgipfel zwischen 55—-60 Jahren liegt

und Kinder sehr selten betroffen sind?.
1.2 Diagnostik

Entsprechend der Leitlinie Chronisch Myeloische Leukamie! sollte bei Verdacht auf
eine CML neben der korperlichen Untersuchung und einem Differentialblutbild der
Nachweis des Philadelphia-Chromosoms erfolgen. Dieser erfolgt durch die PCR (Po-
lymerase-Ketten-Reaktion) oder FISH (Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung), die
schmerzarm an peripheren Blutproben erfolgen. Allerdings ist die Aussagekraft dieser
Verfahren zur Diagnosestellung eingeschrankt, da die FISH potenziell prognostisch
relevante zusatzliche chromosomale Veranderungen im Rahmen einer klonalen Evo-
lution Ubersieht und die PCR BCR—-ABL1-Transkripte weiterer RNA-Fusionstypen oft
nicht amplifiziert. Unerlasslich fur die Diagnosestellung der CML ist daher die zytoge-
netische Knochenmarkuntersuchung. Diese bestatigt das Vorliegen des Philadelphia-
Chromosoms, erkennt zuséatzliche chromosomale Aberrationen und quantifiziert den

Anteil von Blasten und Basophilen im Knochenmark.

Im Differentialblutbild ist eine charakteristische Leukozytose (10-500 x 10%I Leukozy-
ten) sowie eine Linksverschiebung der Hamatopoiese mit Dominanz der neutrophilen
Granulozyten und Vorliegen von unreifen Stufen detektierbar. Zudem treten neben ei-
ner haufigen basophilen und eosinophilen Granulozytose eine Thrombozytose bzw.
seltener oder spat eine prognostisch ungunstige Thrombozytopenie sowie Anamie auf.
Zytologisch liegen im hyperzellularen Knochenmark eine myeloische Hyperplasie und

in fortgeschrittenen Stadien Blasten vor?.
1.3 Befunde bei CML-Transformation

Bei fehlender Intervention kann die chronische Phase in die akzelerierte Phase und
letztendlich in die Blastenkrise fortschreiten3. Bei Diagnosestellung befinden sich etwa
5-10 % der Patient/-innen in einer fortgeschrittenen Phase. Der Progress der CML
aulRert sich Uber eine therapierefraktare Leukozytose, eine Zunahme der Anamie so-
wie der Blasten und Basophilen in Knochenmark und peripherem Blut. Nach dem Eu-
ropean LeukemiaNet (ELN) wird die akzelerierte Phase uber das Vorliegen von
= 15 % peripheren Blasten, = 30 % peripheren Blasten und Promyelozyten, = 20 %
peripheren Basophilen, einer zytogenetischen klonalen Evolution oder therapieunab-
hangigen Thrombozytopenie (< 100 x 10% Thrombozyten) definiert. In der

2
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Blastenkrise liegen = 30 % Blasten im peripheren Blut oder Knochenmark oder ein

extramedullarer Blastennachweis beispielsweise in Haut und Weichgewebe vor?.
1.4 Therapie
1.4.1 Ziel der Therapie und Remissionskriterien

Unter den Chemotherapeutika Hydroxyurea, Busulfan und IFN-a wies die CML mit ei-
nem medianen Uberleben von 6 Jahren eine schlechte Prognose auf. Diese wurde
durch die Einfihrung der TKI im Jahr 2001 maf3geblich verbessert. Zur Quantifizierung
des Behandlungserfolgs mit TKI werden Meilensteine bestimmt. Diese markieren ha-
matologische, zytogenetische und molekulare Remissionsstadien bei Erstdiagnose,
nach drei, sechs und zwdlf sowie nach > 18 Monaten. Das erste Ziel der Therapie ist
die komplette hamatologische Remission (CHR). Diese wird tber das Vorliegen von <
10.000/pL Leukozyten, <5 % Basophilen, < 450.000/uL Thrombozyten, die Abwesen-
heit von (Pro-)Myelozyten oder Myeloblasten im Differenzialblutbild sowie eine feh-
lende Splenomegalie definiert. Das zweite Ziel besteht darin, das Therapie-Anspre-
chen durch die komplette zytogenetische Remission (cCyR), d. h. die Abwesenheit
von Leukamiezellen mit Philadelphia-Chromosom (Ph*-Zellen) im Blut, zu vertiefen®?,
Je nach Hohe dieser wird sie in verschiedene Stadien (komplett, partiell, minor, mini-
mal und keine CyR) unterteilt, wobei bei der kompletten zytogenetischen Remission
keine Ph*-Metaphasen vorliegen. Die cCyR ist der wichtigste therapeutische End-
punkt, da sie prognostisch giinstig fiir das Uberleben ist. Der dritte Meilenstein basiert
auf der Héhe der BCR—ABL1-Transkripte. Bei einem Wert von < 0,1 % nach zwolf
Monaten wird die gute (majore) molekulare Remission (MMR) erreicht. BCR—-ABL1-
Transkripte < 0,01 % bzw. 0,0032 % stehen fur eine tiefe molekulare Remission (MR4
bzw. MR4.5). Die MMR wurde das Hauptziel, nachdem die IRIS-Studie belegte, dass
das Erreichen dieser das Rezidivrisiko verringert. Jedoch verbesserte das Vorliegen

dieser bislang nicht eindeutig das Uberleben??2,

1.4.2 Fruhere Therapien und Verdnderung der Prognose durch Einfiuh-
rung von Tyrosinkinase-Inhibitoren

Bis zur Einfihrung der TKI im Jahr 2001 wies die Therapie der CML nur méafigen
Therapieerfolg aufl. Neben der Behandlung mit den Chemotherapeutika Hydroxyurea
und Busulfan stellte die allogene Stammzelltransplantation eine weitere, dabei die ein-

zig kurative, Therapieoption dar. Allerdings ging sie mit einer erhéhten Sterblichkeit

3
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einher. Ab 1986 galt Interferon a (IFN-a) als weitere Therapieoptionen, unter welcher
das mediane Uberleben von 3—4 Jahren auf 6—7 Jahre verlangert sowie bei circa 10—
15 % der Patient/-innen eine cCyR erreicht wurde. Der Therapieerfolg von IFN-a wurde
aufgrund starker unerwunschter Arzneimittelwirkungen geschmalert. Die Einfuhrung
der Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI) im Jahre 2001 revolutionierte die Therapie der
CML fur alle Prognose- und Altersgruppen. Im inaktiven Zustand der Tyrosinkinase
hemmt Imatinib (Glivec®, syn. STI571) die Kinaseaktivitat durch kompetitive und se-
lektive Bindung an die ATP-Bindungsstelle der ABL1-Tyrosinkinase-Domane?. Dies
unterbindet die Autophosphorylierung von BCR—ABL1 sowie die Phosphorylierung von
Substraten und induziert die Apoptose von CML-Zellen. Unter Imatinib stieg das 10-
Jahres-Uberleben auf 85 % bzw. bei nur CML-assoziierten Todesfallen auf 93 %, die
hamatologische Remission auf 95 %, die komplette zytogenetische Remission auf 76
% und die molekulare Remission auf 40 % an®3%6, Zudem sank die Mortalitat nach
Einfihrung von Imatinib in den ersten zwolf Jahren von 10 % auf 2 %?. Trotz dieser
Verbesserungen blieben nur 60 % der Patient/-innen nach funf Jahren bei Imatinib3.
Dies lag neben der Intoleranz gegeniber Imatinib an primaren Resistenzen sowie am
Verlust des Ansprechens aufgrund erworbener Resistenzen. Aus diesem Grund wur-
den weitere TKIs, die gegen spezifische Kinasemutationen wirken, entwickelt. Zu die-
sen gehoren in der zweiten Generation die TKIs Nilotinib und Dasatinib und in der
dritten Generation Ponatinib”.

1.4.3 Tyrosinkinase-Inhibitoren

TKIs konnen hinsichtlich ihrer Mechanismen in drei Hauptklassen unterteilt werden:
Typ-1-Inhibitoren (Dasatinib und Bosutinib) greifen an der aktiven Konformation der
Kinasedoméane an, wahrend Typ-2-Inhibitoren (Imatinib, Nilotinib und Ponatinib) diese
in ihrer inaktiven Konformation stabilisieren. Typ-3-Inhibitoren schlie3en allosterische
Inhibitoren (GNF-2, GNF-5) ein, die die Kinaseaktivitat durch Bindung an regulative
Doméanen hemmen®. Des Weiteren unterscheiden sich TKIs hinsichtlich ihrer Zielstruk-
turen, Wirksamkeit gegeniiber Mutationen in der BCR—ABL1-Kinase und Potenz!!.
Wahrend Nilotinib, Dasatinib und Ponatinib im Vergleich zu Imatinib keine Unter-
schiede in der Uberlebensrate der CML-Patient/-innen aufwiesen, zeigten sie sich I-
matinib Uberlegen hinsichtlich des zytogenetischen und molekularen Ansprechens?.
Da dennoch auch hier unerwiinschte Arzneimittelwirkungen zum Therapieabbruch

fuhren, sollten individuelle Risikofaktoren wie Komorbiditdten und unerwinschte
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Arzneimittelwirkungen des TKIs bei der Auswahl des Arzneimittels beriicksichtigt wer-
den. Imatinib kann mit gastrointestinalen Komplikationen, Myalgien, Hautaffektionen,
Leberfunktionsstorungen sowie in schweren Fallen mit einer Neutropenie und Throm-
bozytopenie einhergehen. Als wichtigste unerwiinschte Arzneimittelwirkungen kénnen
unter Nilotinib Hyperglykdmie und kardiovaskulare Erkrankungen und unter Dasatinib
Flissigkeitsretention und Thrombozytopenien auftreten. Zu jenen von Bosutinib zah-
len Diarrhoen und Lebertoxizitéat, zu jenen von Ponatinib ebenfalls kardiovaskulare
Komplikationen. So hat Imatinib beispielsweise bei Patient/-innen mit kardiovaskularen
Risikofaktoren gegentber anderen TKI Vorteilel.

1.5 Ursachen fur Nicht-Ansprechen auf Therapie mit Tyrosinkinase-
Inhibitoren

Obwohl die Einfuhrung von TKIls die Therapie der CML revolutionierte, sprechen circa
30 % der Patient/-innen aufgrund von primaren oder erworbenen Resistenzen unzu-
reichend oder nicht auf Imatinib (400 mg/Tag) an®. Die Kriterien flir Therapieversagen

bzw. Nicht-Ansprechen? sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Tabelle 1: Definition des Therapieversagens auf TKI-Therapie®®.

Meilensteine nach Behandlungsbeginn | Parameter
3 Monate e Keine CHR
e Ph*-Metaphasen > 95 %
6 Monate e Ph*-Metaphasen > 35 %
e BCR-ABL1-Transkripte > 10 %
12 Monate e Ph*-Metaphasen =1 %
o BCR-ABL1-Transkripte > 1 %
18 Monate o BCR-ABL1-Transkripte > 0,1 %
Jederzeit ¢ Verlust der MMR mit mindestens flinffachem
Anstieg der BCR—ABL1-Spiegel

Ein Nicht-Ansprechen auf Therapie birgt die Gefahr eines Progresses in die akzele-
rierte Phase oder Blastenkrise mit einer hohen Sterblichkeit!°. Die Suche nach mogli-
chen Ursachen fur Therapie-Nicht-Ansprechen wies auf BCR-ABL1-abhéngige Me-
chanismen hin’. Diese basieren auf Amplifikationen und Mutationen im Fusionsgen,
die zu einer erh6éhten Kinaseaktivitat oder zu verminderter Bindung von Imatinib fih-
ren. Das Verstandnis dieser Mechanismen fiihrte zur Entwicklung einer zweiten und
dritten Generation von TKIs. Obwohl die neuen TKI-Generationen im Vergleich zu I-

matinib eine bessere klinische Wirksamkeit in der Einstellung der CML und seltenere
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Transformation von der chronischen Phase zur Blastenkrise erreichten, trat das Nicht-
Ansprechen auf TKI-Therapie weiterhin auf. Ursachlich daftir kbnnen BCR—-ABL1-un-
abhangige Mechanismen sein’10. Diese beruhen auf verschiedenen Faktoren wie der
Aktivierung onkogener Signalwege, Regulation von Arzneimittel-Transportern, der
Verhinderung von Apoptose durch erhdhte Spiegel von Inhibitoren pro-apoptotischer
Proteine und epigenetischen Dysregulationen. Zu Letztgenannten lassen sich microR-
NAs, kurze nichtkodierende Ribonukleinsduren zahlen, die posttranskriptionell die Ge-
nexpression regulieren'!. Zahlreiche microRNAs sind in der CML auf das Nicht-An-
sprechen auf TKI involviert, indem sie beispielsweise Efflux-Arzneimittel-Transporter,

anti-apoptotische Proteine und onkogene Signalwege hochregulieren’.

Weiterhin kbénnen bestimmte Faktoren wie Alter, Milzgro(3e, Blastenanteil im Blut und
Hohe der Thrombozyten zum Zeitpunkt der Diagnose Einfluss auf das Therapie-An-
sprechen nehmen. Anhand dieser Faktoren schatzt der EUTOS-Long Term Survival

(ELTS)-Wert das Ansprechen auf Imatinib sowie das Gesamtiberleben?.
1.5.1 BCR-ABL1l-abhé&ngige Resistenzmechanismen

Der erste Mechanismus, der bei Resistenz gegen TKIs identifiziert wurde, war die
Uberexpression von BCR-ABL1, die zu einer erhohten Kinaseaktivitat fiihrte’. Diese
verursacht unter anderem die Schadigung von DNA-Reparatur-Mechanismen, bei-
spielsweise Uber die Hemmung der Uracil-DNA-Glycosylase oder die Hochregulation
reaktiver Sauerstoffspezies. Am intensivsten erforscht wurden als Ursache fir TKI-
Resistenz in der CML bisher Mutationen in der Kinasedoméane von BCR-ABL1'2. ABL1
besteht aus einer Phosphatbindungs- und einer Aktivierungsschleife sowie einer da-
zwischen liegenden ATP-Bindungsstelle und katalytischen Doméane?. Durch die Ande-
rung der Konformation der ATP-Bindungsstelle konnen TKIs nicht mehr an die kataly-
tische Domane binden. Mehr als 100 Mutationen, die zu einer absoluten oder relativen
Resistenz gegeniber Imatinib fihren kénnen, sind mittlerweile bekannt!. Zu den be-
kanntesten Mutationen gehort die Punktmutation T3151, bei der im Protein ein Tausch
von Threonin gegen Isoleucin erfolgt. Hierdurch wird die Bildung der Wasserstoffbri-
ckenbindung, die flr die Bindung von Imatinib, Dasatinib und Nilotinib nétig ist, unter-
bunden?2. Nur der TKI der dritten Generation, Ponatinib, bindet nicht tiber eine Was-
serstoffbrickenbindung an T315I, sodass er wirksam gegeniber Zellen mit T3151-Mu-
tation ist'3. Weitere Mutationen, die zu einer verminderten Bindung von Imatinib fiih-
ren, betreffen die Phosphatbindungs- (G250E, E255K) und die Aktivierungsschleife
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(H396R) sowie seltener den Bereich aulRerhalb der BCR-ABL1-Kinase-Domane
(T212R)?%’. Trotz der Weiterentwicklung von TKis treten jedoch weiterhin bei 10-15 %
der Patient/-innen mutationsbedingte Resistenzen auf. Eine Mutationsanalyse kann
bei der Auswabhl eines passenden TKI helfen'. Beispielsweise ist die Mutation V299L
sensitiv gegentiber Nilotinib, jedoch nicht gegentiber Dasatinib®.

Auch wenn Mutationen in der Kinasedoméane von BCR-ABL1 am intensivsten er-
forscht sind, kénnen sie 20-40 % aller Therapieresistenzen nicht erklaren'2. Weitere
Resistenzmechanismen erfolgen BCR—ABL1-unabhangig und werden im néchsten

Abschnitt besprochen.
1.5.2 BCR-ABL1-unabhangige Resistenzmechanismen

In geringerem Mal3e kdnnen TKI-Resistenzen auch BCR—ABL1-unabhangig auftre-
ten’. Zu den verschiedenen Ursachen zéhlen unter anderem die Reduktion des intra-
zellularen TKI-Spiegels durch veranderten Transport des TKIs in (z. B. durch den
Transporter hOCT1) und aus der Zelle (z. B. durch die ABC-Transporter). Eine Reduk-
tion im Plasma kann auch durch Bindung an Serumproteine wie das saure Alpha-1-
Glykoprotein erfolgen. Zu Therapieresistenz tragen des Weiteren eine Stérung der
CML-Stammzellen, bei denen quieszierte, d. h. mitotisch inaktive, Stammzellen ge-
genuber TKI insensitiv sind, und von Natur aus resistente Stammzellen zu Therapie-
resistenz bei. Auch chromosomale Veranderungen im Rahmen der klonalen Evolution
wie einem zusatzlichen Philadelphia-Chromosom oder Abnormalitaten auf Chromo-
som 17 vermindern den Effekt von Imatinib. Diese treten in der akzelerierten Phase zu
30 % und in der Blastenkrise zu 80 % auf’.

Auch durch Aktivierung onkogener Signalwege kann die Wirkung von TKIs umgangen
werden'?, Zu diesen zahlen neben den WNT-, JAK-STAT- und Hedgehog- Signalwe-
gen die PI3BK/AKT- und RAS/RAF/MEK/ERK-Signalwege, deren verstarkte Aktivierung
mit Resistenz gegentber TKls assoziiert ist”'#. Durch den RAS/RAF/MEK/ERK-Sig-
nalweg wird Gber eine Phosphorylierungskaskade die Transkription von pro-prolifera-
tiven Transkriptionsfaktoren wie MYC im Nukleus vermittelt. Im PI3K/AKT-Signalweg
vermittelt die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) die Konversion von Phosphatidylinosi-
tol (4,5)-Bisphosphat (PIP2) zu Phosphatidylinositol (3,4,5)-Trisphosphat (PIP3), wel-
ches Uber PDK1 AKT aktiviert'>6. AKT hemmt in der Folge pro-apoptotische Proteine
wie CASP9 sowie die anti-proliferativen p21 und p53 und aktiviert mMTOR und NF-kB,
welche Zellwachstum und -iiberleben stimulieren’-22, Uber den JAK/STAT-Signalweg

7
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vermittelt STAT die Transkription von Genen, die mit Zellproliferation, -differenzierung
und -Uberleben assoziiert sind wie VEGF und das anti-apoptotische MCL123. In imati-
nibresistenten Zellen fordert der verstarkt aktivierte WNT/3-Catenin-Signalweg Zell-
proliferation, -invasion und Metastasierung, der Hedgehog-Signalweg bei TKI-Resis-

tenz Zelluberleben10:24-27

Weitere Ursachen fur Therapieresistenz gegentuber TKIs sind epigenetische Modifizie-
rungen wie DNA-Methylierung, Histonmodifikation und nichtkodierende RNAs. Durch
DNA-Methylierung wird die Expression von Genen wie HOXAS unterdriickt, die z. B.
Uber p53 wesentliche Regulatoren hdmopoetischer Differenzierung und Leukdamoge-
nese sind. Folglich kénnen CML-Zellen unkontrolliert akkumulieren”-28, Durch Histon-
modifikation werden beispielsweise Histonacetyltransferasen und Histondeacetylasen
transkribiert bzw. stummgeschaltet, die verschiedene pro- und anti-apoptotische Gene
sowie Zellzyklus-steuernde Gene regulieren’?°, Weiterhin modulieren microRNAs

Therapie-Ansprechen und die Entwicklung der CML30:31,
1.6 Rolle von microRNAs bei CML

1.6.1 microRNAs — Definition und Wirkungsweise

MicroRNAs (microRNAs, miRs) sind circa 19-25 nt kurze, einzelstréangige, nichtkodie-
rende RNAS, die eine zentrale Rolle in der posttranskriptionellen Regulation der Gen-
expression einnehmen. Hierdurch beeinflussen sie zellulare Prozesse wie Prolifera-
tion, Differenzierung und Apoptose!’3?, Mittlerweile wurden im menschlichen Genom
circa 2.000 reife microRNAs identifiziert, deren Anzahl mit der Komplexitat des Ent-
wicklungsprogramms korreliert. Seit ihrer Entdeckung in den frihen 1990er Jahren
wurden sie in einer Breite von verschiedenen Organismen, vom unizellularen Organis-
mus wie der einzelligen Alge bis zu multizellularen Organismen wie dem Menschen,
beschrieben, was auf die microRNA-vermittelte biologische Funktion als altes und ent-
scheidendes zellulares Regulationselement hindeutet. Fur die Bedeutung der
microRNA-Funktion spricht ferner die starke evolutionare Konservierung sowohl ein-

zelner microRNA-Sequenzen als auch der microRNA-Verarbeitungsmaschinerie0:33,

Ungefahr 60 % der menschlichen mRNAs werden von microRNAs reguliert3*. Uber
diese wird eine mRNA von vielen microRNAs reguliert, wahrend umgekehrt eine
microRNA an vielen mRNAs ansetzt. Ausgeilbt wird die Regulation hauptséchlich
durch Bindung der microRNA an die 3‘-UTR ihrer Ziel-mRNA. Hier erfolgt die Bindung
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Uber Basenpaarung der seed-Sequenz, die an Position 2-8 nt vom 5'-Ende der
microRNA entfernt liegt, und der komplementéaren seed-Match-Sequenz in der 3*-UTR
der mRNA3®, In geringem MaRe findet die Regulation der mRNA auch in der 5'-UTR
und kodierenden Region statt34. Abhangig vom Grad der microRNA-mRNA-Komple-
mentaritat hemmt oder degradiert die microRNA ihre Ziel-mRNA33, Da microRNAs
Schlusselfunktionen in zentralen Prozessen wie Proliferation, Differenzierung und
Apoptose innehaben, kbnnen Veranderungen der microRNA-Spiegel maf3geblich zum
Krankheitsgeschehen beitragen'*-36.

1.6.2 Biosynthese von microRNAs

Durch hauptséchlich vier Schlusselenzyme wird die Biosynthese von microRNAs eng
reguliert. Zu diesen zahlen Drosha, Exportin 5, Dicer und Argonaute 2 (AGO2)%,
Transkribiert werden die microRNA-kodierenden Gene von der RNA-Polymerase |l
oder I11°3. AnschlieRend erhalt das oftmals mehrere Hundert Nukleotide lange Primar-
transkript der microRNA (pri-microRNA, primary microRNA) ein 7-Methylguanosin-
Cap am 5-Ende sowie einen Poly-A-Schwanz am 3‘-Ende. Die pri-microRNAs unter-
liegen ihrer ersten Spaltung durch den Mikroprozessor-Komplex bestehend aus der
Typ llI-RNase Drosha und dem Co-Faktor dsRNA-Bindeprotein Pasha (DGCRS8), der
die pri-microRNA in pre-microRNA (precursor-microRNA)-Stréange von circa 70 nt
Lange prozessiert®637, Die pre-microRNA faltet sich zu einer Haarnadel-Struktur und
wird durch Exportin-5 in Anwesenheit des 5-RAN-GTP-Komplexes als Co-Faktor aus
dem Nukleus heraus ins Zytosol geschleust, wo sie durch das dsRNA-Bindeprotein
TRBP entwunden und durch die Typ llI-RNase Dicer in circa 19-25 nt lange Stréange
geschnitten wird313236, Diese bestehen aus zwei funktionellen microRNA-Duplexen,
einem Haupt- und einem Gegenstrang (oft mit ,** markiert), der microRNA-5p und -
3p8. Die Wahl des Hauptstrangs erfolgt aufgrund von thermodynamischen Eigen-
schaften?’. Durch Abspaltung der terminalen Schleife wird die pre-microRNA in eine
Doppelstrang-Konfiguration tberfuhrt und in den Ribonukleoproteinkomplex RISC
(RNA-induced silencing complex) aufgenommen, in dem sie nach Entwindung durch
AGO-Proteine mithilfe von Co-Faktoren wie PACT in ihre reife Form tberfuhrt wird3e,
Der Gegenstrang wird haufig degradiert, kann jedoch wie miR-376* im Gliom regula-
torische Funktionen austiben3>3°, Gebunden an RISC beeinflusst die microRNA die

Translation ihrer Ziel-mRNA. Bei unvollstdndiger Komplementaritat der seed-Sequenz
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der microRNA und seed-Match-Sequenz der mRNA erfolgt eine Hemmung der Trans-

lation, bei vollstandiger Komplementaritat die Degradation der mRNA?°,
1.6.3 Bedeutung von microRNAs in der Onkologie

Neben der Rolle von microRNAs in physiologischen Zellvorgangen fordert die Dysre-
gulation ihrer Expression maligne Geschehen wie Karzinogenese*!. Ursachlich fir
eine dysregulierte microRNA-Expression sind genomische Verédnderungen wie Muta-
tionen, Deletionen, Amplifikationen und aberrante Transkription, epigenetische Me-
chanismen wie DNA-Methylierung und Histonveranderungen oder eine fehlerhafte Bi-
ogenese von microRNA-Biogenese-steuernden Enzymen wie Drosha, Dicer, Expor-
tinl und AGO2273¢, Dysregulierte microRNAs wiederum beeinflussen die Karzinoge-
nese durch die posttranskriptionelle Degradierung oder translationale Repression von
zentralen mRNAs’3031 Werden Protoonkogene durch microRNAs herunterreguliert,
wirkt die microRNA tumorsupprimierend (sog. Tumorsuppressor-miRNA, ts-miRNA).
Sie kann jedoch gegensatzlich dazu uber die Hemmung von Tumorsuppressoren eine
onkogene Rolle austiben (sog. Onco-miRNA)?732, Diese besteht unter anderem in der
Regulierung von Efflux-Arzneimittel-Transportern, anti-apoptotischen Proteinen und

onkogenen Signalwegen, die Zellwachstum und Metastasierung beeinflussen’41.

Erstmals wurde die Rolle von microRNAs an Krebsgeschehen durch die Minderex-
pression von miR-15a und miR-16-1 in der chronischen lymphatischen Leukadmie in
den Fokus geriickt. Die beiden microRNAs regulieren das anti-apoptotische BCL2,
welches bei einer Vielzahl von Krebsgeschehen wie Leukdamien eine Schliisselrolle
spielt. Seitdem wurden in zahlreichen Erkrankungen aberrante microRNA-Expressi-
onsmuster beschrieben, durch die Diagnose und Krankheitsstadium ermittelt sowie

eine Aussage Uber Prognose und Therapie-Ansprechen getroffen werden kann?”:42,

Auch in der CML wirken dysregulierte microRNAs an Therapieversagen mit. Beispiels-
weise wird BCR—-ABL1 von den tumorsupprimierenden miR-203, miR-320a und miR-
451 inhibiert, sodass bei ihrer Minderexpression in der CML BCR—ABL1 hochreguliert
wird und folglich ungehemmt den PI3K/AKT-Signalweg stimuliert3041.43 Weitere dys-
regulierte microRNAs, die zur Resistenz gegeniber Imatinib beitragen, sind miR-199b,
mMiR-212 und miR-217. Durch die Herunterregulation von miR-212 wird die ABCG2-
Efflux-Pumpe hochreguliert, die Imatinib aus der Zelle schleust. Die erhdhte Expres-

sion von DNMT3A aufgrund von Minderexpression der miR-217 verhindert die

10



Einleitung

Imatinib-vermittelte Wachstumshemmung, wahrend die Uberexpression von MYC
durch Minderexpression von miR-451 die Differenzierung der Leukadmiezellen verhin-
dert”4445 Diese microRNAs zahlen zu einem groRen Netzwerk an minder- oder tiber-
exprimierten CML-relevanten microRNAs, deren Expressionsmuster in verschiedenen
Krankheitsphasen unterschiedlich exprimiert vorliegen und an der Vorhersage von Di-

agnose, Prognose und Ansprechen auf TKI-Therapie beteiligt sein konnen30:46,

1.6.4 Klinische Anwendung von microRNAs als Biomarker und Therapie-
molekile in der CML

Da neben vielen Erkrankungen auch in der CML Krankheitsprogress und Nicht-An-
sprechen auf Therapie durch die bisherigen Methoden nicht friih genug entdeckt wer-
den, ist die Entwicklung von pradiktiven Biomarkern fir die Uberwachung des Krank-
heitsverlaufs und des Therapie-Ansprechens von grof3er Bedeutung zur Verbesserung
der Therapie und Prognose!®4’. Die Entdeckung von im Blut zirkulierenden microR-
NAs und ihrer mal3geblichen Rolle in Erkrankungen er6ffnet durch die Messung ihrer
Expressionsmuster als Biomarker neue diagnostische Moglichkeiten3®. Da spezifische
Expressionsmuster mit der Schwere von Krankheitsstadien korrelieren und sensitiv auf
dynamische Prozesse wie den Progress der CML oder Anwendung von Therapie rea-
gieren, kann ihre Messung zur Diagnose, Prognose und Einschéatzung des Therapie-
Ansprechens genutzt werden?’3°, Trotz umfangreicher Forschung steht die Implemen-
tierung von microRNAs als Biomarker in der klinischen Medizin jedoch noch aus, da
der Hintergrund mancher microRNA-Veranderungen noch nicht geklart wurde und die

Umsetzung in ein diagnostisches Mittel noch erfolgen muss#.

Dartber hinaus werden aufgrund ihrer Regulation von Genen und Signalwegen
microRNA-basierte Therapeutika vorgeschlagen. Durch Modulation der microRNA-Ex-
pression durch microRNA-Inhibition oder -Ersatz kann an zahlreichen Zielgenen und
Signalwegen angesetzt werden. Praklinische und klinische Studien zu microRNA-ba-
sierten Therapien in Krebsgeschehen und die klinische Einfihrung eines microRNA-
Mimetikums im Jahr 2013 fUr die Krebstherapie liefern erfolgversprechende Ergeb-
nisse3°4°. Jedoch erschweren auch hier Faktoren wie die Auswahl des Tragersystems

sowie toxische und unspezifische Effekte die Einfuhrung in die Klinik®6,
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1.7 Differenziell exprimierte microRNAs bei CML-Therapie-Resis-
tenz

Bei Vorarbeiten wurde bei einer Stichprobe von 45 behandlungs-naiven CML-Patient/-
innen eine verminderte Expression der miR-142-5p und miR-365a-3p bei den Patient/-
innen gemessen, die nicht auf Imatinib ansprachen®°. VergleichsgroRRe waren Patient/-
innen, die auf Imatinib respondierten. Hieraus entstanden die Zielsetzungen dieser Ar-
beit.

1.8 Zielsetzung

Diese vorliegende Arbeit beruht auf der Beobachtung, dass die microRNAs miR-142-
5p und miR-365a-3p bei CML-Patient/-innen, die auf Imatinib ansprachen bzw. eine
Resistenz entwickelten, signifikant unterschiedlich in Leukozyten und Knochenmark
exprimiert sind®°. Sie hat zum Ziel, einen potenziellen funktionellen Einfluss der beiden
Kandidaten-microRNAs auf putative, mit CML und Chemoresistenz assoziierte Ziel-

gene zu identifizieren.

Dafur wurden im ersten Teil der Arbeit potenzielle microRNA-mMRNA-Interaktionen mit-
tels in-silico-Zielgensuche ermittelt und im zweiten Teil der Arbeit in Reportergen-As-
says untersucht. Im dritten Teil der Arbeit wird der Frage nachgegangen, ob sich miR-
142-5p und miR-365a-3p als Kandidaten fir pradiktive Biomarker zur friihen Detektion
von Nicht-Ansprechen auf eine Imatinib-Therapie eignen. Dartber hinaus soll basie-
rend auf miR-142-5p und miR-365a-3p eine mdgliche Therapiestrategie fir ein Nicht-
Ansprechen auf Imatinib-Therapie entworfen werden. Die Ergebnisse dieser Arbeit sol-
len einen Beitrag zur Aufklarung von Mechanismen des Nicht-Ansprechens auf eine
Imatinib-Therapie leisten. Zusatzlich soll die Arbeit den klinischen Nutzen der miR-

142-5p und miR-365a-3p als pradiktive Biomarker und Therapiestrategie beurteilen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Allgemeine Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2: Verbrauchsmaterial.

Material und Methoden

Material

Bezeichnung

Quelle

Pipetten

Eppendorf Research
Multipette
Mehrkanalpipette

Eppendorf AG
(Hamburg, Deutschland)

PipetBoy acu
PipetBoy acu 2

Integra Biosciences GmbH
(Biebertal, Deutschland)

Pipettenspitzen

Pipettenspitzen, 10 pl—-25 ml

Sarstedt AG & Co. KG
(NUmbrecht, Deutschland)

Zentrifugenréhrchen Microfuge-Tubes (0,5-2 ml), Eppendorf AG
RNAse-frei (Hamburg, Deutschland)
Falcon-Tubes, 15 und 50 ml Sarstedt AG & Co. KG
(NUmbrecht, Deutschland)
PCR-GefalRe Multiply®-uStrip Pro 8er Kette | Sarstedt AG & Co. KG

(NUmbrecht, Deutschland)

Multiwell-Platten

TC-Platte 96 Well, Standard,
F

Sarstedt AG & Co. KG
(Ndmbrecht, Deutschland)

96 Well Optical Bottom Plates
PolymerBase, weil3

Nalge Nunc International
(Rochester, USA)

Kulturflaschen

TC-Flasche T75, Standard,
Beluftungskappe

Sarstedt AG & Co. KG
(Ndmbrecht, Deutschland)

2.1.2 Gerate

Tabelle 3: Auflistung der Gerate.

Gerat Bezeichnung Bezugsquelle
Zentrifuge | Kuhl- Modell 5415 R Eppendorf AG
zentrifuge (Hamburg, Deutschland)
Kahl- Heraeus Multifuge 3 S-R Thermo Fisher Scientific
zentrifuge (Darmstadt, Deutschland)
Labor- Modell 5810 Eppendorf AG
zentrifuge (Hamburg, Deutschland)
Tisch- VWR Galaxy MiniStar VWR International
zentrifuge (Radnor, USA)
Modell 5418 Eppendorf AG
(Hamburg, Deutschland)

Thermocycler

GeneAmp PCR System 9700

Thermo Fisher Scientific
(Darmstadt, Deutschland)

T100™ Thermal Cycler

Bio-Rad Laboratories
(Minchen, Deutschland)

Spektrophotometer

Biochrom WPA Biowave ||

Biochrom GmbH
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(Berlin, Deutschland)

Waage LC 4800 P Sartorius AG
(Géttingen, Deutschland)
Mikrowelle Modell M 730 Miele & Cie. KG

(Gltersloh, Deutschland)

Elektrophoresekammer

Sub-Cell® GT Cell, Modell
192

Bio-Rad Laboratories
(Minchen, Deutschland)

Hochspannungsquelle

PowerPac™ HC High-Cur-
rent Power Supply

Bio-Rad Laboratories
(Minchen, Deutschland)

UV-Transilluminator

TFL-20M

Biometra
(Géttingen, Deutschland)

Gel-Dokumentations- Kodak Image Station 440CF | Kodak GmbH
system (Stuttgart, Deutschland)
Schuttler | Thermo- Thermomixer compact Eppendorf AG
schattler (Hamburg, Deutschland)
Plattform- Polymax 2040 Heidolph Instruments GmbH &
schittler CO. KG (Schwabach,
Deutschland)
Wipp- VWR Rocking Platform, Art.- | VWR International
schittler Nr. 444-0145 (Radnor, USA)

Schuttelinkubator

GFL 3032

GFL Technology
(Burgwedel, Deutschland)

CO3-Schrank

Heraeus Kendro Heracell™
150 CO; Incubator

Thermo Fisher Scientific
(Darmstadt, Deutschland)

Zellkulturbrutschrank

Heracell™ Zellkultur-
brutschrank

Thermo Fisher Scientific
(Darmstadt, Deutschland)

Kuhl- und Gefrier-

Comfort NoFrost

Liebherr-International AG

schranke (Bulle, Schweiz)
ProfiLine Liebherr-International AG
(Bulle, Schweiz)
Sterile Bank HeraSafe™ Zellkulturbank Thermo Fisher Scientific
(Darmstadt, Deutschland)
Wasserbad GFL 1003 GFL Technology
(Burgwedel, Deutschland)
Mikroskop Olympus CK2 Olympus GmbH

(Hamburg, Deutschland)

Luminometer

Veritas™ Microplate Lumino-
meter Modell 9100-002

Turner BioSystems Inc.
(Sunnyvale, USA)
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2.1.3 Software und Datenbanken

Tabelle 4: Software.

Material und Methoden

Software

Quelle

Primer-BLAST-Tool

(Bethesda, USA)

National Center for Biotechnology Information

Primer Design Tool

Takara Bio Europe

(Saint-Germain-en-Laye, Frankreich)

Microsoft Excel

Microsoft
(Redmond, USA)

SnapGene Viewer v 4.1-5.3

GSL Biotech LLC
(San Diego, USA)

NEBuilder Assembly Tool v1.12.15

(Ipswich, USA)

New England Biolabs GmbH

GraphPad Prism 5

GraphPad Software
(La Jolla, US)

Tabelle 5: Datenbanken.

Datenbanken

Quelle

TargetScan 7.2

(Cambridge, USA)

Whitehead Institute for Biomedical Research

microRNA.org-Targets and
Expression

(New York, USA)

Memorial Sloan Kettering Cancer Center

Microcosm Targets

EMBL-EBI

(Cambridgeshire, UK)

DIANA-MicroT v 5.0

DIANA LAB

(Department of Computer Science and Biomedi-
cal Informatics der Universitat Thessaly, Hellenic
Pasteur Institute, Information Management Sys-

tems Institute des ‘Athena’ Research Center)

Annotation Tool)

DAVID Gene Batch Viewer (DAVID

DAVID Bioinformatics Resources 6.7

2.1.4 Spezielle Verbrauchsmaterialen und Kits

Tabelle 6: Material flr die Polymerase-Kettenreaktion.

Material

Bezeichnung

Bezugsquelle

TE-Puffer (pH 8,0)

ROTI®Stock 100x TE

Carl Roth
(Karlsruhe, Deutschland)

Tag-DNA-Polymerase,
10x PCR-Puffer,

Invitrogen™ Taq DNA Poly-
merase, recombinant

Thermo Fisher Scientific
(Darmstadt, Deutschland)

50 mM MgCl;

dNTPs dNTP Mix 25 mM each Biozym Scientific
(Hessisch Oldendorf,
Deutschland)

H.O Ultra Pure Water Biochrom GmbH

(Berlin, Deutschland)
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Tabelle 7: Material fir die Gelelektrophorese, Aufreinigung und Amplifikation.

Material/Kits

Bezeichnung

Bezugsquelle

Agarosepulver

peqGOLD Agarose, univer-
sal®

VWR International
(Radnor, USA)

TRIS-Borat-EDTA-Puffer

TBE Buffer (10X)

Thermo Fisher Scientific
(Darmstadt, Deutschland)

Ethidiumbromid

[10 mg/ml]

Thermo Fisher Scientific
(Darmstadt, Deutschland)

Ladepuffer

6x Loading Dye

Thermo Fisher Scientific
(Darmstadt, Deutschland)

DNA-GroRRenmarker

GeneRuler™ 100 bp/1 kb
DNA Ladder

Thermo Fisher Scientific
(Darmstadt, Deutschland)

DNA-Aufreinigungs-Kit

GeneJET™ Gel Extraction
Kit

Thermo Fisher Scientific
(Darmstadt, Deutschland)

GeneJET™ PCR Purifica-
tion Kit

Thermo Fisher Scientific
(Darmstadt, Deutschland)

Plasmidisolierungs-Kit

QIAGEN Plasmid Mini Kit

Qiagen
(Hilden, Deutschland)

peqGOLD Plasmid Miniprep
Kit |

peqGOLD XChange Plas-
mid Maxi Kit

VWR International
(Radnor, USA)

Tabelle 8: Material fir die Klonierung und Transformation.

Material

Bezeichnung

Bezugsquelle

Leervektor

pmirGLO Dual-Luciferase mi-
croRNA Target
Expression Vector

Promega
(Mannheim, Deutschland)

Klonierungs-Kit

In-Fusion® HD Cloning Kit

Takara Clontech
(Saint-Germain-en-Laye,
Frankreich)

Kompetente Zellen

Stellar™ Competent Cells

Takara Clontech
(Saint-Germain-en-Laye,
Frankreich)

Nahrmedium

SOC-Medium

Takara Clontech
(Saint-Germain-en-Laye,
Frankreich)
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Tabelle 9: Material fur die Zellkultur und fur die Reportergen-Assays.

Material Bezeichnung Bezugsquelle
Zahlkammer Fuchs-Rosenthal-Zahl- | LO - Laboroptik Ltd
kammer (Lancing, UK)
HepG2-Zellen HEP-G2 DSMZz
(Braunschweig, Deutschland)
Nahrmedium Gibco™ RPMI 1640 Thermo Fisher Scientific

Medium

(Darmstadt, Deutschland)

Opti-MEM-Medium

Gibco™ Opti-MEM™ |

Thermo Fisher Scientific
(Darmstadt, Deutschland)

Transfektionsreagenz

SIPORT™ NeoFX™
Transfection Agent

Thermo Fisher Scientific
(Darmstadt, Deutschland)

Fotales Kalberserum

FBS SUPERIOR sta-
bil®

Bio&SELL GmbH
(Feucht/Niurnberg, Deutschland)

PBS-Puffer

BioWhittaker® PBS

Lonza
(Walkersville, USA)

Penicillin/Streptomycin

Gibco™ Pen Strep

Thermo Fisher Scientific
(Darmstadt, Deutschland)

Biotase

Accutase/Biotase

Bio&SELL GmbH
(Feucht/Nurnberg, Deutschland)

2.1.5 Primer und RNA-Nukleotide

2.1.5.1 Primer

Tabelle 10: Auflistung der Namen und Sequenzen der Klonierungsprimer.

Name der Primer? Sequenz der Primer 5-3® Annealing-
Temperatur
| (C)

ABL2_|_F_pmirGLO GCTCGCTAGCCTCGAGGGCTGTT- 60
GGAAGTAGCTGT

ABL2_| R_pmirGLO CGACTCTAGACTCGATCCAAGGGATAGCTG-
CACAC

ABL2_Il_F_pmirGLO GCTCGCTAGCCTCGACCAG- 68
TAATCTCGCCAGGTGT

ABL2 II_R_pmirGLO CGACTCTA-
GACTCGAATTTTCAGGTACCCCACAGGG

cKIT_F_pmirGLO GCTCGCTAGCCTCGAA- 72
GAGGGAGGTATGGACTGGG

cKIT_R_pmirGLO CGACTCTAGACTCGAACGTGGAACAC-
CAACATCCTT

MCL1_F _pmirGLO GCTCGCTAGCCTCGAAGCCTCAGTACTG- 72
TACAAGGGA

MCL1_R_pmirGLO CGACTCTA-
GACTCGAAAGTGGGGCCCCTAAAAACC

PTEN_F_pmirGLO GCTCGCTAGCCTCGAGATAT- 72
GCCCAGACTGCATACGA

PTEN_R_pmirGLO CGACTCTAGACTCGAGTGCCACAGCAAA-
GAATGGT
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SHC4_F_pmirGLO GCTCGCTAGCCTCGACTT- 68
GAATGAACTGCTGGGGC

SHC4_R_pmirGLO CGACTCTAGACTCGAGGCAAATGGAT-
TTCCACTTTAAGAC

Sorcin_F_pmirGLO GCTCGCTAGCCTCGAGCTCTCCTTTGCTT- 72

GTCCTCT

Sorcin_R_pmirGLO

TGCATCC

CGACTCTAGACTCGATGGTAAGTTTCACAC-

aPrimer wurden bei Sigma Aldrich (St. Louis, USA) gekauft
bIn fett ist die zur 3-UTR komplementéare Primersequenz, in diinn die zum pmirGLO-Vektor komple-
mentare Primersequenz markiert

Tabelle 11: Auflistung der Namen und Sequenzen der Sequenzierprimer.

Name der Primera | Sequenz der Primer 5-3° Position in der 3-UTR
pmirGLO F Seq ATTAAGGCCAAGAAGGGCGG In pmirGLO-Sequenz
pmirGLO R Seq | CAGCTTCCTTTCGGGCTTTG In pmirGLO-Sequenz
ABL2 Il F Seq CAGACCGACAATCAGCCTGT 3981-4000

ABL2 Il R Seq CTTGCTTGGCTTGTGTTCCC 4072-4091

cKIT F Seq TTTGGGGTTGTGTTGTCACC 1695-1714

cKIT R Seq CAGTGGTCCACAGAAGAGCA 559-578

MCL1 F Seq ACAGAAAGAGGTGAGCTGTGTT 1928-1949

MCL1 R Seq CGGAAGTTGCAAAGTTCAAAAGG | 767-789

PTEN _F Seq TTTTTGGATGTGCAGCAGCTT 2585—-2605

PTEN R_Seq GACAAGGTATGGAAAACGTGTCA | 1888-1910

SHC4 F_Seq TGTCCTTAAAAAGGGGATCAGCA | 1839-1861

SHC4 R Seq CTAGGCCAGAGGATTTGGGC 654673
Sorcin_F_Seq GCCCAGTTTCAGTTTCCCCA 1069-1088
Sorcin_R_Seq AGGCATGACTGATAATGGCTCA 225-246

aPrimer wurden bei Sigma Aldrich (Missouri, USA) gekauft

Tabelle 12: Sequenzen der mutierten Basen und der Originalbasen sowie ihre
Positionen in der 3-UTR und im Vektorkonstrukt.

Name der Kon- Sequenz der Mutagenese | Original- | Position Position der
strukte 5-3 sequenz | der Muta- | Mutagenese
5-3 genese in | im Vektor-
der 3-UTR | konstrukt
ABL2II-142-MU_1 TTGACGTACTGGTT? TTTA 3918-3921 | 3847-3850
ABL2I1-142-MU_1+2 | AAAACCGCGTTGTT? TTTA 4247-4250 | 4176-4179
CKIT-365-MU 1 TTTGGCATAGTATT? AGGG 1143-1146 | 4558-4561
CKIT-365-MU_1+2 ACCCTTATGCGATGTC? | GGCATT | 749-754 4164-4169
MCL1-142-MU 1 AGCACCGCGTGTAG? TTTA 2234-2237 | 3802—-3807

aDie Basen der Mutagenese sind fett markiert und grau hinterlegt.
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2.1.5.2 RNA-Oligonukleotide

Tabelle 13: Auflistung der verwendeten precursor-microRNAs

precursor-microRNA Katalognummer Bezugsquelle
microRNA-Negativkontrolle | Ambion™ AM17110 Thermo Fisher Scientific
pre-miR-142-5p Ambion™ PM10979 (Darmstadt, Deutschland)
pre-miR-200c-3p Ambion™ PM11714

pre-miR-365a-3p Ambion™ PM11133

2.2 In-silico-Zielgensuche

Fir die computerbasierte Zielgensuche wurden die Datenbanken TargetScan®?,
microRNA.org (syn. microRNA.org-Targets and Expression, miRanda)>-53, Micro-
Cosm Targets (syn. miRBase Targets, ENS-EMBL)>*%® und DIANA-microT3":5¢ ver-
wendet. Nur konservierte Bindestellen wurden bericksichtigt. TargetScan (v7.2) bietet
eine akkurate Einstufung der vorhergesagten Zielstrukturen einer jeden microRNA,
kalkuliert die gesamte Repression einer mRNA anhand der Haufigkeit der Bindestellen
einer einzelnen microRNA sowie die Wahrscheinlichkeit der evolutionédren Konservie-
rung und der zu erwartenden Destabilisierung der mRNA. DIANA-microT (v5.0;
microT-CDS-Algorithmus) schatzt die Wahrscheinlichkeit der Interaktion einer
microRNA mit einer mRNA basierend auf Bindungs- und Konservierungseigenschaf-
ten wie Bindelange, -sequenz und -position im Transkript. MicroRNA.org (Version:
2010) bewertet mogliche microRNA-mRNA- Interaktionen anhand der Starke der evo-
lutionaren Konservierung und bezieht Effekte durch Anderungen in der mRNA-Expres-
sion, Informationen Uber Bindestellen und kontextuelle Merkmale wie die Zuganglich-
keit der Sekundéarstruktur mit ein. Die Vorhersagen moglicher microRNA-mRNA-Inter-
aktionen stitzt MicroCosm Targets (v89) auf die Faktoren Konservierung, Thermody-
namik und mRNA-Struktur.

Die aus der Datenbank-Suche hervorgehenden Zielgene wurden in den Gene Name
Batch Viewer des Annotation Tools der Database for Annotation, Visualization and
Integrated Discovery (DAVID) (DAVID Bioinformatics Resources 6.7)°’ eingespeist
und nach bestimmten Schlagwortern (,CML*, ,leukemia®, ,chemoresistance“ und ,pa-
thways in cancer*) gefiltert, um mogliche Zielgene der microRNAs assoziiert mit CML,
Leukamien, Signalwegen in Krebsgeschehen und Chemoresistenz zu erhalten. Die

Ergebnisse wurden anschlielend durch Literatursuche auf eine moégliche Mitwirkung
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in Krankheitsgeschehen der CML, Leukadmien und Karzinogenese sowie nach Beteili-
gung an Signalwegen in der CML, Zelliberleben und Therapieresistenz geprift, um
nicht-relevante Gene auszuschlief3en. Bei einer Anzahl von mindestens zehn Publika-
tionen wurde das Gen fir weitere Untersuchungen durch Reportergen-Assays ausge-
wahlt. Dadurch ergab sich die Auswahl der Gene ABL2 (Abelson murine leukemia viral
oncogene homolog 2), cKIT (c-Kit, CD117), MCL1 (Myeloid cell leukemia 1), PTEN
(Phosphatase and tensin homolog), SHC4 (Src Homology 2 Domain Containing Fa-
mily, Member 4) und SRI (Soluble resistance-related calcium-binding protein).

2.3 Validierung der microRNA-mRNA-Interaktionen

2.3.1 Vorgehensweise

Um die Regulation eines Gens durch eine microRNA zu untersuchen, wurden 3‘-UTR-
Abschnitte, die in-silico vorhergesagte microRNA-Bindestellen enthalten, in den Vektor
pmirGLO Kloniert (siehe 2.3.7). Aufgrund der Lange der 3-UTR von ABL2 wurden zwei
Vektorkonstrukte mit 3-UTR-Abschnitten kloniert (siehe Tabelle 14)%8. Zur Vervielfalti-
gung der Plasmide wurden kompetente Zellen transformiert (siehe 2.3.7.2). Anschlie-
Rend wurden mit den isolierten Plasmiden und microRNAs HepG2-Zellen transient

transfiziert (siehe 2.3.8).

48 h nach der Transfektion wurden die Reportergen-Assays durchgefuhrt (siehe 2.3.9).
Bei Bindung der microRNA an die in den Plasmiden enthaltenen 3’-UTR-Regionen der
ausgewahlten mRNAs wurde die Translation dieser unterdriickt, sodass das Lichtsig-
nal der Firefly-Luciferase reduziert wurde. Zur Ermittlung der genauen Bindestelle der
microRNAs schloss sich die gezielte Mutagenese einzelner Bindestellen an (siehe
2.3.7.4). Die verwendeten precursor-microRNAs stammen von Thermo Fisher Scien-
tific (siehe Tabelle 13).

2.3.2 pmirGLO-Vektor

Im Dual-Luciferase-Reportergen-Assay werden die Aktivitaten zweier Luciferasen ge-
messen. In der vorliegenden Arbeit wurde als Reportergen-Vektor der pmirGLO Dual-
Luciferase miRNA Target Expression Vector verwendet. Dieser ist 7350 bp lang und
kodiert fur die Luciferasen der Firefly (Photinus pyralis) und der Renilla (Renilla renifor-
mis). Der 3-UTR-Abschnitt der Zielgen-mRNA wurde in die multiple Klonierungsstelle

zwischen kodierender Region fur die Firefly-Luciferase (luc2) und der SV40 late
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Poly(A)-Signalsequenz ligiert. Im Vektor liegen 3‘ davon die Sequenzen fiur den SV40
early enhancer/promoter und das Kontroll-Reportergen hRluc-neo. Beide Luciferasen
werden bei Translation des Leervektors exprimiert. Dies geschieht ebenfalls, nachdem
der 3-UTR-Abschnitt eingefligt wurde. Nach Translation der Luciferasen katalysiert
zunachst die Firefly-Luciferase unter Verbrauch von ATP, Mg?* und Oz das hinzuge-
gebene Luciferase Assay Reagent Il (LAR I1), welches als Substrat fir die Firefly-Lu-
ciferase-vermittelte Katalyse von Luciferin zu Oxyluciferin benétigt wird, wobei Energie
in Form von Licht entsteht. Dies kann durch ein Luminometer erfasst werden. Die Bin-
dung einer microRNA an den eingefiigten 3‘-UTR-Abschnitt fihrt jedoch zu einer De-
stabilisierung der mRNA der Firefly-Luciferase und zu einem Translationsstopp, auf-
grund dessen weniger Firefly-Luciferase-Protein entsteht. Da hierdurch weniger Fire-
fly-Luciferase-Substrat umgesetzt wird, nimmt das Lichtsignal ab, wodurch sich die
Starke der Translationshemmung durch die microRNA quantifizieren lasst. Die Renilla-
Luciferase wird trotzdem weiterhin als endogene Kontrolle exprimiert und setzt unver-
andert ihr Substrat um. Sie vermittelt unter Verbrauch von O2 die Katalyse von Coelen-
terazin zu Coelenteramid. Dafiir wird 10 s nach Zugabe von Luciferin Stop and Glo®-
Reagent injiziert, welches zum einen als Substrat fiir die Renilla-Luciferase dient, zum

anderen die Reaktion der Firefly-Luciferase hemmt.

SV40 late
MICS poly(A) signal
i SV4Q early
enhancer/promoter

pmirGLO
Vector

(7,350bp)

hRluc-neo
fusion

PGK
promoter

Synthetic
poly(A) signal

Abbildung 1: Aufbau des pmirGLO-Vektors. Downstream des PGK-Promoters, einem nicht-
viralen Universal-Promoter, und des Firefly-Luciferase-Gens luc?2 liegt die MCS (multiple clo-
ning site). Dieses kurze DNA-Segment beinhaltet multiple Restriktionsstellen, an denen ein
DNA-Abschnitt in das Plasmid eingefligt werden kann. Durch das SV40 late poly(A) signal wird
sowohl dessen Transkription terminiert als auch die mRNA polyadenyliert. Downstream davon
wird durch SV40 early enhancer/promoter die Transkription des Kontroll-Reporters hRluc-neo,
der Renilla-Luciferase, angeregt und durch das Synthetic poly(A) signal terminiert. Das 3
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davon liegende Ampicillin-Resistenzgen AMP'-Gen ermdglicht eine bakterielle Selektion bei
der Vektor-Amplifikation. Quelle: https://www.promega.de

2.3.3 Primerdesign

Mit jeweils einem 3‘-UTR-Abschnitt der Gene cKIT, MCL1, PTEN, SHC4 und SRI
wurde je ein Vektorkonstrukt erstellt. Aufgrund der 3'-UTR-Lange von ABL2 wurden

mit zwei Abschnitten der 3-UTR zwei Vektorkonstrukte von ABL2 hergestellt.

Zur Vorbereitung der Amplifikation der 3-UTR-Abschnitte wurden Vorwarts- und Riick-
warts-Primer (F- und R-Primer) mithilfe des Primer Design Tools von Takara Bio Eu-
rope designt und von Sigma Aldrich synthetisiert (siehe Tabelle 10). Dabei wurde fur
die nachfolgende Klonierung je ein Abschnitt des Primers komplementar zur Vektor-
sequenz und der andere komplementar zur Sequenz der 3-UTR gewabhlt. Die Primer
wurden gel6st, indem sie nach Zentrifugation mit der vom Hersteller angegebenen
Menge H20 auf eine Konzentration von [100 uM] gebracht wurden. Zur weiteren Ver-
wendung wurden sie mit TE-Puffer (ROTI®Stock 1XTE) auf [10 uM] verdinnt.

2.3.4 PCR-Amplifikation und Gelelektrophorese

Zur Amplifikation der DNA-Abschnitte wurden PCRs durchgefiihrt. Flr einen Ansatz
von 25 pl wurden F- und R-Primer (jeweils [10 uM/pl]) mit dem Template (cDNA (Insti-
tut fur Experimentelle und Klinische Pharmakologie, UKSH, Kiel, Deutschland) in [25
ng/ul]), dNTPs (je [25 mM]), Puffer ([200 mM] Tris-HCI (pH 8.4), [500 mM] KCI), Mag-
nesiumchlorid ([50 mM]), Tag-DNA-Polymerase ([5 U/ul]) und H20 zusammengefigt.
Die initiale Denaturierung wurde flr alle 3-UTR-Konstrukte bei 95 °C fur 3 min durch-
gefuhrt, gefolgt von 32 Zyklen mit Denaturierung bei 98 °C fur 20 s. Das Annealing
wurde bei der spezifischen Annealing-Temperatur der Primer (siehe Tabelle 10) fur 15
s und die Elongation ftir 100 s bei 72 °C, dem Arbeitsoptimum der Polymerase, durch-
gefuhrt. Zuletzt verblieb das Gemisch fiir die finale Elongation fir 3 min bei 72 °C. Eine

Abkuhlung auf 4 °C wirkte einer weiteren Replikation der DNA entgegen.

Zur Ermittlung der individuellen Temperatur-Arbeitsoptima der Vorwarts- und Rlck-
warts-Primer (siehe Tabelle 10) wurden verschiedene Temperaturen im Bereich von
-5-10 °C unter der vom Hersteller angegebenen Schmelztemperatur getestet. Die
PCR-Amplifikate wurden zunéchst durch Agarosegelelektrophorese ihrer Gré3e nach

aufgetrennt. Danach wurde das Produkt mit den deutlichsten Banden ausgewabhilt.
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Optimiert wurde die PCR durch Anwendung hoherer Temperaturen im Annealing-

Schritt oder Anderungen in der Template-Konzentration.

2.3.5 Herstellung des Agarosegels

Fur die Herstellung eines 1,5 %-igen Agarosegels wurden zu 250 ml 1X TRIS-Borat-
EDTA-Puffer, 1,5 % (3,75 g) Agarosepulver und 10 % (25 pl) Ethidiumbromid hinzu-
gegeben. Das PCR-Amplifikat wurde mit 4 ul eines DYE-Farbpuffers versetzt und ne-
ben einem 100 bp- (GréRenbereich: 100 bp bis 2.000 bp) und einem 1 kb-DNA-Gro-
Renmarker (GroRenbereich: 250 bp bis 10000 bp) auf das Agarosegel aufgetragen.
Der Farbpuffer bewirkt durch eine Dichteanhebung eine gleichmaRige Verteilung auf
dem Boden der Geltaschen. Die Proben wurden bei 120 V fir 60 min im Gel aufge-
trennt und durch Anfarben mit Ethidiumbromid auf einem Geldokumentationssystem
detektiert. Ethidiumbromid kann nach Interkalation in Nukleinsauren durch Verande-
rung seines Absorptionsspektrums zum Nachweis dieser unter UV-Licht genutzt wer-
den. Zum Extrahieren der DNA wurde die Banden mit gewlnschter Gro3e aus dem
Gel geschnitten und mittels des GeneJet™ Gel Extraction Kits aufgereinigt. Dabei wer-
den durch einen Binde-Puffer DNA-Fragmente an die Silica-Membran einer Spinsaule

gebunden. Anschlie3end wurde die DNA-Konzentration photometrisch gemessen.

2.3.6 DNA-Konzentrationsbestimmung

Mithilfe eines Photometers wurden Konzentration sowie Reinheit der isolierten Nukle-
insauren ermittelt. Fur die Bestimmung der Quantitat wurde die UV-Absorption bei ei-
ner Wellenlange von 260 nm gemessen und fir die Bestimmung der Qualitat mit den
Absorptionswerten bei 230 nm und 280 nm ins Verhéltnis gesetzt. Diese sollte fur eine
reine Probe bei A2s0/A2s0 = 1,8—2,0 (keine Kontamination durch Proteine oder Phenole)

und Azso/A230 = 2,0 (keine Kontamination durch organische Substanzen) liegen.

2.3.7 Klonierung der 3‘-UTR-Abschnitte in den pmirGLO-Vektor
2.3.7.1 Restriktion und Ligation

Die PCR-Amplifikate der entsprechenden 3‘-UTR-Zielsequenz wurden in den
pmirGLO Dual-Luciferase microRNA Target Expression Vector nach Angaben des In-
Fusion® HD Cloning Kits wie folgt kloniert: PCR-Amplifikate in einer Konzentration von

[100 ng] wurden mit jeweils 1 pl durch Xhol (New England Biolabs GmbH, Ipswich,
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USA) verdauten pmirGLO-Vektor sowie 2 ul Infusion HD Enzyme Premix versetzt und
das Reaktionsvolumen mit H20 auf 10 pl aufgefllt (fir Angaben zu Vektorkonstrukten

siehe Tabelle 14). Danach erfolgte eine Inkubation fir 15 min bei 50 °C.

2.3.7.2 Hitzeschocktransformation kompetenter Zellen

Die Transformation wurde gemalf der Herstellerangaben mit hitzekompetenten Bakte-
rien (Stellar™ Competent Cells) durchgefiihrt. Diese vom E. coli-Stamm HSTO08 ent-
stammenden kompetenten Zellen sind zur Transformation, d. h. Aufnahme freier DNA,
fahig. Diese vervielfaltigen sie wahrend ihres Wachstums. Zuerst wurden je 2,5 pl der
Vektorkonstrukte mit kompetenten Zellen (max. 10 % des Kulturvolumens) fir 30 min
auf Eis inkubiert. Darauf folgten die Permeabilisierung durch einen Hitzeschock von
42 °C fur 1 min, weitere 2 min Kiihlung auf Eis sowie die Aufnahme der Zellen in SOC-
Medium auf insgesamt 500 ul Volumen. Zuletzt erfolgte eine Inkubation fir 90 min im
Schuttelinkubierer bei 37 °C und 450 rpm.

Zur prazisen Entnahme einzelner Kolonien wurden 100 pl des Gemisches in drei Ver-
dinnungsstufen (1:5, 1:25 und 1:100) auf Ampicillin-haltigen Agarplatten ausplattiert.
Das Ausplattieren bewirkt eine Selektion auf pmirGLO-transformierte Zellen, da auf
den Selektionsplatten ausschlief3lich Plasmide wie pmirGLO wachsen kdnnen, die ein
Ampicillin-Resistenzgen tragen (Beschreibung des pmirGLO-Vektors siehe Abb. 1).
Nach Inkubation bei 37 °C Gber Nacht wurden jeweils flinf einzeln liegende Kolonien
gepickt und in je einem Falcon-Réhrchen mit 5 ml Flussigkultur aus Ampicillin-haltigem
Medium uber eine weitere Nacht bei 37 °C im Schiittelinkubator inkubiert.

2.3.7.3 Isolierung der Plasmide

Die Isolierung der Plasmide erfolgte je nach Menge der Flissigkultur mittels QIAGEN
Plasmid Mini Kit, peqGOLD Plasmid Miniprep Kit | oder dem peqGOLD XChange Plas-
mid Maxi Kit. In allen Kits wurden die Bakterien zuerst durch alkalische Lyse aufge-
schlossen und die Plasmid-DNA an die Silikamembran (peqGOLD Plasmid Miniprep
Kit I) bzw. Anionenaustauschermembran (peqGOLD XChange Plasmid Maxi Kit, QI-
AGEN Plasmid Mini Kit) der Elutionssaule gebunden. Nach dem Waschen und Trock-
nen der Saulen wurde die DNA mit gering salzhaltigem Elutionspuffer (5 mM Tris-HCI,
pH 8.5) von der Silikamembran und mit stark salzhaltigem Elutionspuffer (100 mM Tris-
HCI, 15 % EtOH, 1 M KCI; pH 8.5) von der Anionenaustauschermembran eluiert. Bei

24



Material und Methoden

Letzterem wurde die Plasmid-DNA abschlieBend durch Isopropanol ausgefdallt. Die
Konzentration der Plasmid-DNA wurde mittels eines Photometers bestimmt (siehe

2.5), ihre Lagerung erfolgte anschliel3end bei —20 °C.

Tabelle 14: Gene Accession Number der mRNA sowie Lange, Position und Be-

zeichnung der 3‘-UTR-Vektorkonstrukte.

Ziel- Gene Acces- Bezeichnung | Vektor Lange Lange Position

mMRNA sion Number des Vektor- der 3’- | des des Ab-
konstrukts UTR Amplikon | schnitts in

[bp] [bp] der 3'-UTR
[bp]

ABL2 |I* | NM_007314.3 | ABL2 I-3'- pmirGLO | 8391 1313 473-1786
UTR

ABL2 11 | NM_007314.3 | ABL2_II-3- pmirGLO | 8391 659 3746-4404
UTR

cKIT NM 000222.2 | cKIT-3*-UTR | pmirGLO | 2158 1826 260-2085

MCL1 NM_021960.4 | MCL1-3"- pmirGLO | 2828 1892 457-2348
UTR

PTEN NM_000314.6 | PTEN-3'- pmirGLO | 6458 1207 1553-2759
UTR

SHC4 NM_203349.3 | SHC4-3'- pmirGLO | 2234 1863 316-2178
UTR

SRI NM 003130.3 | SRI-3*-UTR pmirGLO | 1361 1269 42-1310

aAufgrund der Lange der ABL2-3-UTR wurden zwei Vektorkonstrukte erstellt.
2.3.7.4 Gezielte Mutagenese

Zur Ermittlung der exakten Bindestelle einer microRNA an die 3’-UTR-Sequenz der
Ziel-mRNA kann die gezielte Mutagenese (site directed mutagenesis) verwendet wer-
den. Hierbei werden durch Punktmutationen Basen innerhalb der seed-Sequenz aus-
getauscht, sodass die microRNA nicht mehr binden kann. In dem Fall liegt das Repor-
tergen-Signal nicht mehr reduziert, sondern auf Hohe des Referenzwerts vor, wodurch
auf die mutierte Stelle als spezifische Bindestelle fir die microRNA geschlossen wer-
den kann. Um die Punktmutationen in den Vektor einzufihren, kann mit Vorwérts- und
Ruckwarts-Primern, die 4-6 mutierte Basen enthalten, eine PCR mit dem Template-
Plasmid durchgefiihrt werden.

Die drei microRNA-mRNA-Paarungen miR-142-5p—ABL2_II, miR-142-5p—MCL1 und
miR-365a-3p—cKIT, bei denen in Reportergen-Assays eine Interaktion nachgewiesen
wurde, wurden exemplarisch fir die gezielte Mutagenese ausgewahlt. Vektoren mit
Punktmutationen von 4—6 Basen in den vorhergesagten Bindestellen wurden von Gen-
Script (USA) bezogen (siehe Tabelle 12). Mit diesen wurden anschlieRend

25



Material und Methoden

Reportergen-Assays durchgefuhrt (siehe 2.3.9). Bei weiterhin reduzierter Reporter-
gen-Aktivitdt des mutierten Vektorkonstrukts (MU 1) verglichen zum Referenzwert
(,C“) wurde eine weitere seed-Sequenz mutiert (MU 2). Dafur wurde als Template das

einmalig mutierte Vektorkonstrukt verwendet.

2.3.7.5 Sequenzierung

Um den Erfolg der Klonierung beurteilen zu kdnnen, wurden die Vektorkonstrukte vom
Institut fur Klinische Molekularbiologie (IKMB) der Christian-Albrechts-Universitat zu
Kiel mittels Kettenabbruchmethode nach Sanger® sequenziert. Dazu wurde das Plas-
mid ([100 ng/pl]) mit 1 pl Sequenzierprimer ([5 pM]) (siehe Tabelle 11) versetzt.

2.3.8 Zellkultur

Zur Vermeidung von Kontaminationen erfolgten alle Arbeiten an den Zellen unter einer
sterilen Arbeitsbank. Fir die Versuche wurden HepG2-Zellen vom Leibniz-Institut
DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH bezogen®°.
Dies sind hepatozellulare Karzinomzellen eines 15-jahrigen Kaukasiers mit hoher
Proliferationsrate, Fahigkeit zu Adharenz und epithelartigem Wachstum im Mo-
nolayer®!. Das Zellkulturmedium bestand aus RPMI 1640 Medium supplementiert mit

10 % fotalem Kalberserum und 1 % Penicillin/Streptomycin.

Zum Auftauen wurden die bei —80 °C kryokonservierten HepG2-Zellen im Wasserbad
bei 37 °C erwarmt, anschliel3end in 12 ml eines vorgewarmten Nahrmediums Uberfuhrt
und bei 1200 rpm und Raumtemperatur (RT) 5 min zentrifugiert. Nach dem Verwerfen
des Uberstands wurde das Pellet mit 12 ml vorgewarmten Nahrmedium resuspendiert
und in Zellkulturflaschen (75 cm?) im Inkubator bei 37 °C und 5 % CO:2 kultiviert.

Mit dem Erreichen einer 70-80 %-igen Konfluenz, d. h. je nach Teilungsverhéltnis alle
4-7 Tage, wurden die Zellen passagiert. Dafur wurden die Zellen nach Entnahme des
Mediums mit 1 x PBS (phosphate buffered saline) gespult und fir 15 min mit 3 ml
Biotase versetzt, welche mittels ihrer proteolytischen und kollagenolytischen Enzyme
zum Abl6sen der Zellen vom Flaschenboden fuhrt. AnschlieRend wurde die Zellsus-
pension fur 5 min bei 1200 rpm zentrifugiert und das Zellpellet in frischem Medium
resuspendiert. Im néachsten Schritt wurden die Zellen mit Hilfe der Fuchs-Rosenthal-

Zahlkammer gezahlt und eine definierte Zellzahl ausgesat.
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2.3.9 Dual-Luciferase-Reportergen-Assays

Die transiente Transfektion beschreibt das temporare Einbringen eines Plasmids in
eine Wirtszelle, hier in HepG2-Zellen. Diese wurden wie unter 2.3.8 beschrieben kulti-
viert und in einer Konzentration von [100.000 Zellen/ml] verwendet. Die Plasmid-DNA
der unmutierten sowie mutierten Vektorkonstrukte und der Leervektor pmirGLO wur-
den mit H20 auf [50 ng/ul] verdiinnt. MicroRNA-Mimetika und -Negativkontrolle wurden
bei Thermo Fisher Scientific erstanden (Tabelle 13) und mit H20 auf eine Konzentra-
tion von [50 nM] verdinnt. Das Transfektionsagenz Invitrogen™ siPORT™ NeoFX™
Transfection Agent wurde gemaR der Herstellerangaben mit Opti-MEM® I-Medium ver-
setzt. Pro Mikroreaktionsgefald wurden 10 ul dieses Transfektionskomplexes auf eine
Platte mit 96 MikroreaktionsgefalRen aufgetragen und 10 min inkubiert. Anschliel3end
wurden 10 pl des Gemischs, bestehend aus der Plasmid-DNA oder dem Leervektor
([100 ng/Mikroreaktionsgefal3]), dem microRNA-Mimetikum bzw. der microRNA-Nega-
tivkontrolle in aufsteigenden Konzentrationen ([10 nM], [25 nM], [50 nM], [100 nM]) und
Opti-MEM® I-Medium zu jedem Mikroreaktionsgefaf hinzugefiigt. Zuletzt wurden diese
mit je 80 pl HepG2-Zell-Suspension ([100.000 Zellen/ml]) bedeckt. Eine Versuchsreihe

bestand aus sieben Mikroreaktionsgefal3en a 100 yl Gesamtvolumen.

Das Nahrmedium wurde 24 Stunden nach Transfektion gewechselt. Nach weiteren 24
Stunden wurden die Reportergen-Aktivitaten mit dem Dual-Luciferase® Reporter As-
say System (Promega) auf einem Veritas™ Microplate Luminometer gemessen. Dafir
wurden die Reagenzien Passive Lysis-Buffer (PLB), LAR Il und Stop and Glo®-Rea-
gent gemald der Herstellerangaben angesetzt. Nach Entnahme des Mediums, zwei-
maliger Spulung mit 1 x PBS und 30 min Zelllyse mit 1 x PLB auf dem Plattformschdtt-
ler wurde das Lysat in eine Luminometerplatte mit 96 Mikroreaktionsgefaf3en tberfiihrt
und diese in das Luminometer eingesetzt. Mit einem Injektor injiziert dieses in jedes
Mikroreaktionsgefald zuerst 50 pl LAR Il. Das dabei emittierte Licht wird 2 s spater
gemessen. Nach 10 s werden Uber einen zweiten Injektor 50 pl Stop and Glo®-Reagent

injiziert und die Lichtemission nach weiteren 10 s gemessen.

Eine Positivkontrolle erfolgte mit hsa-miR-200c und der 3*-UTR von PTEN, mit der sie
in einer vorherigen Studie im Nasopharynxkarzinom eine signifikante Interaktion auf-
wies®? (siehe Abb. 10). Die Bindestelle der Publikation liegt in der 3'-UTR an Position
2514-2521 und im vorliegenden PTEN-Vektorkonstrukt an Position 4636-4644.
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2.3.10 Statistische Auswertung der Dual-Luciferase-Reportergen-Assays

Zur Beurteilung des Effekts der microRNA auf das jeweilige Vektorkonstrukt wurden
die gemessenen Rohdaten der Firefly- und Renilla-Aktivitdt durch die folgenden
Schritte normalisiert. Zuerst wurden die Rohdaten der Firefly- auf die der Renilla-Akti-
vitat normalisiert [Xnorm = AKktivitatrirefiy / Aktivitatreniia]. Anschlie3end wurde jeweils das
auf die Renilla-Aktivitat normalisierte Signal des Vektorkonstrukts, welches mit dem
microRNA-Mimetikum behandelt wurde, auf das Signal des mit Negativkontrolle be-
handelten Vektorkonstrukts normalisiert, wodurch der Einfluss einer méglichen endo-
genen microRNA-Expression verringert wird [Xnorm2 = Xnorm, microRNA / Xnorm, Nc]. Die glei-
che Berechnung wurde fur die Messwerte des Leervektors ausgefihrt, um Effekte der
microRNA auf den Leervektor zu bertcksichtigen. Schlief3lich wurden die so ermittel-
ten Werte des Vektorkonstrukts auf den Median aller Leervektorwerte normalisiert
[Xnorm3 = Xnorm2, Vektorkonstrukt / Xnorm2, Median Lv], wodurch Effekte der microRNAs auf den
Vektor aul3erhalb der klonierten Sequenz eliminiert wurden und der normalisierte
Messwert zur Quantifizierung der Signalveranderung auf einen Referenzwert von 1

(,C“) bezogen werden konnte.

Die Berechnung der statistischen Signifikanz der Dual-Luciferase-Reportergen-As-
says wurde mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests in Prism GraphPad Version 7.04
(GraphPad Software) durchgefiihrt. p < 0,05 wurden als statistisch signifikant angese-
hen; * steht fur p < 0,05, ** fur p < 0,01 und *** fur p < 0,001. Bei Angabe der Prozent-

werte wurde auf ganze Zahlen gerundet.
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3 Ergebnisse

3.1 Vorhersage und Auswahl putativer Zielgene der microRNAs

Die in-silico-Zielgensuche durch die Datenbanken TargetScan 7.2, MicroCosm Tar-
gets und DIANA-microT ergab fur miR-142-5p 2853 und fir miR-365a-3p 1523 poten-
zielle Zielgene. Durch Analyse der DAVID-Datenbank, die den biologischen Kontext
von Genen berucksichtigt, wurden die Genlisten nach den Schlagwoértern ,CML", ,leu-
kemia“, ,chemoresistance” und ,pathways in cancer®) gefiltert. Als Nachstes schloss
sich eine Literatursuche fur diese Genauswahl an. Der Schwerpunkt der Literatursuche
wurde auf die Beteiligung der potenziellen Zielgene an CML und CML-assoziierten
Signalwegen, Leukdmie und Chemoresistenz gesetzt. Zur weiteren Limitierung der
Auswahl wurde festgelegt, dass die entsprechenden Gene in mindestens zehn Publi-
kationen in einem entsprechenden Zusammenhang beschrieben sein mussten. Hie-
raus resultierten die folgenden sechs Gene: ABL2; [81363-70], cKIT: [>21.71-78], MCL1:
[23:30.79-86] PTEN: [87-%6], SHC4: [*897-105] und SRI: [19¢-115]) (siehe Tabelle 15). Alle
sechs Gene sind mit kanzerogenen Signalwegen sowie Leukéamien wie der CML as-
soziiert und tragen zu Chemoresistenz bei. ABL2 spielt als Fusionsprotein in seltenen
Leukamien eine Rolle. Uber Signalwege des BCR—-ABL1-Netzwerks wie die STAT3-,
Cortactin/WASP-, WAVE/ABI1-, RAC- und MMPs reguliert ABL2 die Organisation des
Zytoskeletts und Invasion neoplastischer Zellen. Des Weiteren wurde ABL2 mit der
Entwicklung einer Chemoresistenz in diversen soliden Tumoren in Verbindung ge-
bracht®136365 Neben ABL2 stellt auch cKIT eine Zielstruktur des TKIs Imatinib dar.
Neben der Hemmung von BCR-ABL1 durch Imatinib ist die Hemmung von cKIT in der
CML nétig, um den maximalen Effekt des TKIs zu erreichen. Eine konstitutive Aktivie-
rung und Uberexpression von cKIT findet sich neben der CML in diversen malignen
Krankheitsgeschehen und verursacht Resistenzen gegeniber verschiedenen Thera-
pien inklusive TKI. cKIT induziert neben dem PI3K/AKT-Signalweg die
RAS/RAF/MEK/ERK- und JAK2-Signalwege, die Proliferation und Zelltod begtinsti-
genld16.21.71,727478 Jper diese Signalwege wird auch die Expression von MCL1 regu-
liert. MCL1 gilt in verschiedenen Krebsgeschehen als potenzieller entscheidender Fak-
tor fur Therapieresistenzen. In CML-Zellen wird MCL1 BCR—-ABL1-abhangig konstitu-
tiv exprimiert. Die Herunterregulation von MCL1 erh6hte die Sensitivitat von CML-Zel-
len auf Imatinib?3798_ Eine Beteiligung an CML wird ebenfalls der SHC-Familie
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Tabelle 15: Putative Zielgene im Zusammenhang mit CML, CML-assoziierten Signalwegen, Leukamie und Chemoresistenz

Gen

Zusammenhang mit CML, CML-assoziierten Signalwegen, Leukamie und Chemoresistenz

Literatur/Quellen

ABL2

induziert die Aktivierung der STAT-, RAS/RAF/MEK/ERK-, PI3K/AKT-Signalwege

reguliert tiber MMPs und die RAC-, RhoA-, Cortactin/N-WASP-, WAVE/ABI1-Signalwege das Aktin-Zy-
toskelett und Migration/Invasion

Hochregulation in Karzinogenese mit schlechter Prognose assoziiert

Teil von Fusionsgenen in AML und T-ALL

ABL2 wird von Imatinib inhibiert

Hochregulation in fortgeschrittenen Phasen der CML

maglicher Faktor der Imatinib-Resistenz durch aberrante Signalgebung oder als Imatinib-,Abfanger” =>
Herunterregulation mdgliche erfolgversprechende Therapiestrategie bei Chemoresistenz in CML

[8, 13, 63—70]

cKIT

Onkogen; anti-apoptotisch, pro-proliferativ

reguliert RAS/RAF/MEK/ERK-, PI3K/AKT- und JAK/STAT-Signalwege

Aktivierende cKIT-Mutationen in Leukamien und systemischer Mastozytose

In CML gleichzeitige Aktivierung bei BCR-ABL1-Aktivierung; cKIT-Signalweg gilt als Uberlebensfaktor
in der CML

Zielstruktur von Kinaseinhibitoren wie Imatinib, Veranderungen in cKIT wie Mutationen verursachen I-
matinibresistenz, starkere Zellproliferation und verkiirztes Uberleben von CML-Patient/-innen

[2,21,71—78]

MCL1

Onkogen; anti-apoptotisch

Uberlebensfaktor fir hamatopoetische Stammzellen

Aktivierung durch die JAK/STAT-, RAS/RAF/MEK/ERK-, STAT5- und PI3K-Signalwege
Uberexpression in der akzelerierten Phase der CML und bei Nicht-Ansprechen auf Imatinib; férdert das
Uberleben von Imatinib-resistenten Zellen

Herunterregulation reicht meist zur Einleitung von Krebszellapoptose, héhere anti-leukamische Aktivitat
von TKI => vielversprechende therapeutische Zielstruktur fur Leukamien

[23,30,79—86]

PTEN

Tumorsuppressor; aktiviert den PI3K/AKT-Signalweg

Mutationen fihren zu Inaktivierung von PTEN => erhdhte Kanzerogenitét in zahlreichen lymphoiden und
soliden Krebsgeschehen

reguliert Proliferation und Uberleben von hdmatopoetischen Stamm-/Vorlauferzellen

[87—96]
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microRNA-vermittelte Regulation von PTEN-Signalwegen in Resistenzbildung gegentber Chemo- und
Strahlentherapie involviert

Minderexpression in der CML; Funktion wird durch BCR—ABL1 eingeschrankt => verstarkte Zellprolife-
ration und aberrante Expression von hdmatopoetischen CML-Vorlauferzellen

Uberexpression ist negativer prognostischer Marker®, an Karzinogenese der pra-B-ALL beteiligt

SHC4 SHC-Kinasen aktivieren die PI3K/AKT-, Grb2/RAS/RAF/MEK/ERK-, RAC/RHO-Signalkaskaden; sind | [*89771%%]
assoziiert mit Karzinogenese, Proliferation, Differenzierung und Metastasierung
SHC-Polypeptide werden als Substrate von BCR—ABL1 in CML-Zellen konstitutiv phosphoryliert, SHC-
Expression korreliert mit Differenzierung
SHC4 wird bei Karzinogenese Uberexprimiert
SHC4 reguliert Gber die RAS/RAF/MEK/ERK-, MuSK- und TrkB- Signalwege Metastasierung, Differen-
zierung, Zelliberleben und Zellmorphologie

SRI vermittelt iber Hochregulation von RAS/RAF/MEK/ERK-, VEGF/PI3K/AKT-, STAT3-Signalwege und [106-115]

MMPs Tumorwachstum, Angiogenese und Metastasierung

assoziiert mit Multiresistenz in einer Vielzahl an Tumorarten und in Leukéamiezellen

Hochregulation in CML und AML, Hochregulation assoziiert mit Chemoresistenz und schlechter Prog-
nose

reguliert Apoptose-regulierende Gene wie BCL2 und die Expression von ABCB1/P-Glykoprotein
Ausschalten fuhrt zur Chemosensibilisierung

asslugabig
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zugeschrieben, zu der SHC4 gehort. Uber diese werden die PI3K/AKT-, RAC/RHO-
und Grb2/RAS/RAF/MEK/ERK-Signalwege initiiert. Durch die Aktivierung des letzte-
ren tragt SHC4 zu Zellmigration bei. Des Weiteren kann in Melanomzellen durch die
Herunterregulation von SHC4-induzierten Signalwegen Therapieresistenz entgegen-
gewirkt werden®7.98.102,116,117 Finen bekannten Faktor fiir Multiresistenz stellt SRI dar.
In Leukamien trug Uberexprimiertes SRI zur Chemoresistenz bei. CML-Zellen wurden
durch die Herunterregulation von SRI chemosensibilisiert. Sorcin agiert tber MMPs
und die RAS/RAF/MEK/ERK- JAK/STAT- und PI3K/AKT-Signalwege!®®1l Der
PI3K/AKT-Signalweg wird ebenfalls iber PTEN negativ reguliert. Seine Rolle als Tu-
morsuppressor ist neben der CML in zahlreichen lymphoiden und soliden Krebsge-
schehen sowie in Therapieresistenz beschrieben. Bei Kanzerogenese liegt jedoch
auch eine Uberexpression von PTEN vor. Diese wurde im Mammakarzinom mit einem
verminderten Gesamtiiberleben assoziiert und fuhrte durch eine Herunterregulation
des PI3K/AKT-Signalwegs zum Uberleben und zur onkogenen Transformation von
pra-B-Zellen®7-89.93.949 7r Ermittlung spezifischer Interaktionen zwischen miR-142-
5p und miR-365a-3p und den ausgewahlten Genen wurden im nachsten Schritt Re-
portergen-Assays durchgefihrt. Als Kriterium fur die Auswahl dazu wurde die Vorher-
sage der Interaktion von mindestens zwei der vier Datenbanken festgelegt. Dies traf
auf neun microRNA-mRNA-Interaktionen zu. Die Bindestellen der vorhergesagten In-
teraktionen sind in Tabelle 1 im Anhang aufgefuhrt.

3.2 Untersuchung der microRNA-mRNA-Bindung durch Reporter-
gen-Assays

Zur Validierung der Interaktion von miR-142-5p und miR-365a-3p mit den identifizier-
ten potenziellen Zielgenen, wurden Reportergen-Assays mittels Klonierung der 3'-
UTR-Sequenzen der Zielgene in pmirGLO-Vektoren durchgefihrt (siehe 2.3.7).

3.2.1 Interaktion von miR-142-5p und der miR-365a-3p mit dem ersten
Abschnitt der 3’-UTR von ABL2 (ABL2_I)

Durch miR-142-5p zeigte sich eine Reduktion des Firefly-Luciferase-Lichtsignals des
ABL2-3'-UTR-tragenden Vektors (ABL2_I) um 58 % ([10 nM]), 70 % ([25 nM]) und 63
% ([50 nM]) im Vergleich zum Referenzwert (siehe Abb. 2, A). Die vier in-silico vorher-
gesagten Bindestellen in der 3'-UTR von ABL2 (ABL2_l), die in Abb. 2, B dargestellt
sind.
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ABL2 | (WT) miR-142-5p Vorhergesagte Bindestelle in der 3‘-UTR (834-839)

1.5 ABL2_I|-3-UTR 5 _.GGCAGGCTGTCTTCCTTTATT.. 3'
LI
hsa-miR-142-5p 3 TCATCACGAAAGATGAAATAC 5

1.04

Vorhergesagte Bindestelle in der 3‘-UTR (985-990)

ok

0.5 — * ABL2 I-3-UTR 5 .GCAGCTGTGTATTTTTCTTTATC.. 3'
= LI
- hsa-miR-142-5p 3 TCATCACGAAAGATGAAATAC 5'
0.0

Normalisierte Reportergen-Aktivitat

Cc 10 25 50

M Vorhergesagte Bindestelle in der 3‘-UTR (1276-1281)

ABL2_I-3-UTR 5 _ATTGGGAATATTCTTTATTTATT. 3
INRERN
hsa-miR-142-5p  3° TCATCACGAAAGATGAAATAC 5

Vorhergesagte Bindestelle in der 3‘-UTR (1546-1552)

ABL2_I-3-UTR 5 _ATTCTCTTTTTAAAGCTTTATGAAT.. 3
LLETTL
hsa-miR-142-5p 3° TCATCACGAAAGATGAAATAC 5

Abbildung 2: Reportergen-Assays und Darstellung der Interaktion zwischen miR-142-
5p und der ABL2-3-UTR (ABL2_I). MiR-142-5p unterdriickte die Reportergen-Aktivitat des
Wildtyp (WT)-Vektorkonstrukts bezogen auf den Referenzwert (,C*) um 58 % ([10 nM]), 70 %
([25 nM]) und 63 % ([50 nM]). Zur Berechnung wurde der Median verwendet, die Fehlerbalken
basieren auf dem Interquartilsabstand, die statistische Signifikanz auf dem Mann-Whitney-U-
Test (n = 6 ([10, 25, 50 nM])); ** p < 0,01. (B) Seed-Sequenz und putative Bindestellen der
miR-142-5p an der ABL2-3-UTR (ABL2_I) sind fett dargestellt. Abbildungen modifiziert nach
Klimper und Bruckmueller et al.°,

Die vorhergesagte miR-365a-3p ubte ebenfalls einen inhibitorischen Effekt auf die
ABL2-3-UTR (ABL2_I) aus: die Firefly-Luciferase-Aktivitat wurde relativ zum Refe-
renzwert bei [10 nM] um 20 % und bei [25 nM] um 40 % reduziert, wohingegen bei
einer hoheren Konzentration von [50 nM] keine verminderte Firefly-Luciferase-Aktivitat
gemessen wurde (siehe Abb. 3, A). In Abb. 3, B ist die in-silico vorhergesagte Binde-
stelle der miR-142-5p in der 3-UTR von ABL2 (ABL2_l) dargestellt.
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Abbildung 3: Bindung der miR-365a-3p an die ABL2-3-UTR (ABL2_I) in Dual-Luciferase-
Reportergen-Assays. Eine Repression der Reportergen-Aktivitdt des WT-Vektors bezogen
auf den Referenzwert (,C*) durch miR-365a-3p lag bei [10 nM] um 20 % und bei [25 nM] um
40 % vor. Keine signifikante Repression wurde bei [50 nM] gemessen. Dargestellt sind Median,
Interquartilsabstand und Mann-Whitney-U-Test (n = 6 ([10, 25, 50 nM])); ** p < 0,01. (B) In fett
sind seed-Sequenz und putative Bindestelle der miR-365a-3p an der 3*-UTR von ABL2
(ABL2_1) markiert. Abbildungen modifiziert nach Kliumper und Bruckmueller et al.*.

3.2.2 Interaktion von miR-142-5p mit dem zweiten Abschnitt der ABL2-3’-
UTR (ABL2_II)

Zur Untersuchung vorhergesagter Bindungen der miR-142-5p an die ABL2-3-UTR im
Vektorkonstrukt (ABL2_Il) wurden ebenfalls Reportergen-Assays durchgefihrt (siehe
Abb. 4, A). Eine Interaktion mit miR-365a-3p wurde nicht Uberpriift, da fir sie in diesem
3'-UTR-Abschnitt keine Bindung vorhergesagt wurde.

MiR-142-5p unterdriickte die normalisierte Reportergen-Aktivitat des Wildtyp-Vektor-
konstrukts bezogen auf den Referenzwert um 18 % ([10 nM]), 26 % ([25 nM]) und 18
% ([50 nM]) (siehe Abb. 4, A). Um zu eruieren, ob dieser Effekt auf einer spezifischen
Bindung der miR-142-5p an der vorhergesagten Bindestelle an Position 3907-3923
der ABL2-3'-UTR beruht, wurden mittels gezielter Mutagenese vier Basen der seed-
Region an Position 3918-3921 ausgetauscht. Nach erfolgtem Basenaustausch wur-
den HepG2-Zellen mit dem mutierten Vektor (MU 1) und pre-miR-142-5p co-transfiziert
und erneut Reportergen-Assays unterzogen. Eine Reduktion der Reportergen-Aktivitat
durch miR-142-5p verglichen mit dem Referenzwert fand nach gezielter Mutagenese
an Position 3918-3921 noch immer um 12 % ([10 nM]), um 12 % ([25 nM]) und um 20
% ([50 nM]) statt (siehe Abb. 4, B). Da Position 3918-3921 somit nicht alleinig fur die

Reduktion des Lichtsignals durch miR-142-5p verantwortlich sein konnte, wurde eine
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weitere vorhergesagte Bindestelle an Position 4247-4250 (MU 2) mutiert und das
zweifach mutierte Vektorkonstrukt (MU 1+2) mit pre-miR-142-5p co-transfiziert. Da-
rauffolgende Reportergen-Assays zeigten eine vollstandige Aufhebung der Repres-
sion des Lichtsignals durch miR-142-5p (siehe Abb. 4, C, D).
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Abbildung 4: Untersuchung der Interaktion der miR-142-5p mit der ABL2-3‘-UTR
(ABL2_1l) in Reportergen-Assays vor und nach Mutagenese. (A) Die Reportergen-Aktivitat
des WT-Vektorkonstrukts bezogen auf den Referenzwert (,C“) wurde durch miR-142-5p bei
[10 nM] um 18 %, bei [25 nM] um 26 % und bei [50 nM] um 18 % reprimiert. (B) Nach Muta-
genese einer seed-Region (MU 1) lag noch immer eine Reduktion des Lichtsignals vor, welche
durch (C) eine zweite Mutagenese (MU 2) aufgehoben wurde. Die rechnerische Auswertung
erfolgte mittels Medians, Interquartilsabstands und Mann-Whitney-U-Tests (WT: n = 34 ([10
nM]), 28 ([25 nM]), 30 ([50 nM]); MU 1: n = 13 ([10, 25 nM]), 12 ([50 nM]); MU 1+2: n =12 ([10
nM]), 9 ([25 nM]), 10 ([50 nM))); * p < 0,05, *** p < 0,001. (D) Putative Bindestellen und seed-
Sequenz der miR-142-5p sind fett, mutierte Basen grau dargestellt. Abbildungen modifiziert
nach Klimper und Bruckmueller et al.%°.

3.2.3 Interaktion zwischen miR-142-5p und miR-365a-3p und der cKIT-3’-
UTR

Durch miR-142-5p wurde die Reportergen-Aktivitat des Wildtyp-Vektorkonstrukts be-
zogen auf den Referenzwert um 39 % ([10 nM]), 52 % ([25 nM]) und 43 % ([50 nM])
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vermindert (siehe Abb. 5, A). Die in-silico vorhergesagten seed-Sequenzen, Uber die

eine magliche Interaktion geschieht, sind in Abb. 5, B dargestellt.
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Abbildung 5: Reportergen-Assays und Darstellung der Bindung der miR-142-5p an der
cKIT-3*-UTR. (A) MiR-142-5p unterdriickte die Reportergen-Aktivitdt des WT-Vektorkon-
strukts bei [10 nM] um 39 %, bei [25 nM] um 52 % und bei [50 nM] um 43 %. Die rechnerische
Auswertung erfolgte mittels Medians, Interquartilsabstands und Mann-Whitney-U-Tests (n = 6
([10, 25, 50 nM])); ** p < 0,01. (B) Seed-Sequenz und putative Bindestellen der miR-142-5p
an der cKIT-3-UTR sind fett dargestellt. Abbildungen modifiziert nach Klimper und Bruck-
mueller et al.*.

Auch miR-365a-3p bewirkte eine Reduktion des Firefly-Luciferase-Lichtsignals des
Wildtyp-Vektorkonstrukts bezogen auf den Referenzwert. Wie in Abb. 6, A dargestellt,
reduzierte miR-365a-3p die normalisierte Reportergen-Aktivitdt um 24 % ([10 nM]), 24
% ([25 nM]) und 29 % ([50 nM]). Zur Ermittlung einer spezifischen Bindung zwischen
miR-365a-3p und der cKIT-3-UTR wurden zun&chst vier Basen an Position 1143—
1146 im Vektorkonstrukt (MU 1) ausgetauscht. Da die Reportergen-Aktivitat weiterhin
eine Minderung um 11 % ([10 nM]), 18 % ([25 nM]) und 30 % ([50 nM]) aufwies (siehe
Abb. 6, B), wurde eine weitere Bindestelle mutiert, indem an Position 749-754 vier
Basen ausgetauscht wurden (MU 2). Nach Co-Transfektion von HepG2-Zellen mit
zweifach mutierten Vektorkonstrukten (MU 1+2) und pre-miR-365a-3p war keine Re-

duktion des Firefly-Luciferase-Lichtsignals mehr vorhanden (siehe Abb. 6, C, D).
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Abbildung 6: Reportergen-Assays zur Untersuchung der Interaktion zwischen miR-
365a-3p und cKIT-3‘-UTR vor und nach Mutagenese. (A) MiR-365a-3p minderte die Repor-
tergen-Aktivitat des WT-Vektors bei [10 nM] um 24 %, bei [25 nM] um 24 % und bei [50 nM]
um 29 %. (B) Wahrend nach Mutagenese der ersten seed-Sequenz (MU 1) die Reportergen-
Aktivitat immer noch reduziert vorlag, unterschied sich diese nach (C) Mutagenese der zweiten
seed-Region (MU 2) nicht signifikant vom Referenzwert (,C*). Fur die Berechnung angewendet
wurden Median, Interquartilsabstand und Mann-Whitney-U-Test (n = 44 ([10 nM]), 43 ([25
nM]), 32 ([50 nM]); MU 1: n = 23 ([10 nM]), 22 ([25 nM]), 26 ([50 nM]); MU 1+2: n = 13 ([10,
25, 50 nM])); ** p < 0,01, *** p < 0,001. (D) Putative Bindestellen an der cKIT-3-UTR sowie
seed-Sequenz der miR-365a-3p sind fett, Mutagenesen grau markiert. Abbildungen modifiziert
nach Klimper und Bruckmueller et al.®.

3.2.4 Interaktion von miR-142-5p mit der 3’-UTR von MCL1

Die Firefly-Luciferase-Aktivitat des Wildtyp-Vektorkonstrukts lag nach Transfektion mit
pre-miR-142-5p bezogen auf den Referenzwert im Reportergen-Assay bei [10 nM] um
16 %, bei [25 nM] um 23 % und bei [50 nM] um 26 % reduziert vor (siehe Abb. 7, A).

Aufgrund der negativen Tendenz der Werte wurde eine weitere Konzentration von [100
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nM] getestet, um zu Uberprifen, ob miR-142-5p die Reportergen-Aktivitat konzentrati-
onsabhangig reduziert. Bei [L00 nM] wies die Reportergen-Aktivitat verglichen mit dem

Referenzwert eine Reduktion um 28 % auf.

Um zu ermitteln, ob die Repression der Reportergen-Aktivitat auf einer spezifischen
Bindung der miR-142-5p am 3‘-UTR von MCL1 beruht, schloss sich eine gezielte Mu-
tagenese an. Dazu wurden an Position 2234-2237 vier Basen ausgetauscht (MU 1).
Mit dem mutierten Vektorkonstrukt und pre-miR-142-5p wurden anschlieRend HepG2-
Zellen co-transfiziert. In weiteren Reportergen-Assays konnte keine Repression des
Reportergen-Lichtsignals durch miR-142-5p gemessen werden (siehe Abb. 7, B). Die
Bindestellen der mdglichen in-silico vorhergesagten Interaktionen sind in Abb. 7, C

veranschaulicht.
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Abbildung 7: Interaktion von miR-142-5p mit der MCL1-3“-UTR vor und nach Muta-
genese. (A) Die Reportergen-Aktivitat des WT-Vektorkonstrukts wurde von miR-142-5p um
16 % ([10 nM]), 23 % ([25 nM]), 26 % ([S0 nM]) und 28 % [100 nM] reduziert. (B) Nach Muta-
genese der ersten seed-Region (MU 1) war die Reportergen-Aktivitat nicht mehr signifikant
reprimiert. Die Berechnung erfolgte mittels Medians, Interquartilsabstands und Mann-Whitney-
U-Tests (n = 37 ([10 nM]), 50 ([25 nM]), 42 ([50 nM]), 13 ([100 nM]); MU 1: n = 24 ([10 nM])),
18 ([25 nM]), 19 (][50 nM])); *** p < 0,001. (C) Fett sind seed-Sequenz und putative Bindestellen
der miR-142-5p, grau die mutierte Sequenz in der 3*-UTR von MCL1 markiert. Abbildungen
modifiziert nach Klimper und Bruckmueller et al.*.

3.2.5 Interaktion von miR-142-5p, miR-365a-3p und miR-200c mit der
PTEN-3’-UTR

Die Firefly-Luciferase-Aktivitat der Wildtyp-Vektorkonstrukte, die mit pre-miR-142-5p
co-transfiziert wurden, lag bezogen auf den Referenzwert bei [L0 nM] um 64 %, bei
[25 nM] um 65 % und bei [50 nM] um 35 % reduziert vor (siehe Abb. 8, A). Die in-silico
vorhergesagten Bindestellen der miR-142-5p zeigt Abb. 8, B.

>
w

PTEN (WT) miR-142-5p Vorhergesagte Bindestelle in der 3-UTR (1963-1967)

PTEN-3-UTR 5  _TAGGATTTACACATTTATAT.. 3
(NRRR
hsa-miR-142-5p 3' TCATCACGAAAGATGAAATAC &

-
W\
I

=
o
1

e Vorhergesagte Bindestelle in der 3‘-UTR (2189-2195)

PTEN-3-UTR 5 _ATATTAAAACGTAACTTTATT.. 3

o
o

— NRRRN
i hsa-miR-142-5p 3 TCATCACGAAAGATGAAATAC 5'

e
=
I

Normalisierte Reportergen-Aktivitat

c 10 25 50 Vorhergesagte Bindestelle in der 3*-UTR (2249-2253)
nM

PTEN-3-UTR 5 _TAATGGGCTTTTGCACTGTTATT.. 3
EEEEA
hsa-miR-142-5p 3" TCATCACGAAAGATGAAATAC 5§

Vorhergesagte Bindestelle im 3-UTR (2427-2433)

PTEN-3-UTR 5 _CATACTCTCCTTACTTIATT.. 3
FEEELED
hsa-miR-142-5p 3' TCATCACGAAAGATGAAATAC &

Vorhergesagte Bindestelle im 3‘-UTR (2503-2509)

PTEN-3-UTR 5 _AGTCCTAATTAAAACTTTATTTATG.. 3'
LEEEnn
hsa-miR-142-5p 3' TCATCACGAAAGATGAAATAC 5

Abbildung 8: Reportergen-Assays und Darstellung der Interaktion zwischen miR-142-
5p und 3-UTR von PTEN. (A) MiR-142-5p war in der Lage, die Reportergen-Aktivitat des
PTEN-3'-UTR-tragenden WT-Vektorkonstrukts um 62 % ([10 nM]), 65 % ([25 nM]) und 35 %
([50 nM]) zu reduzieren. Die Berechnung erfolgte mit Median, Interquartilsabstand und Mann-
Whitney-U-Test (n = 12 ([10, 25, 50 nM])); *** p < 0,001. (B) Putative Bindestellen der miR-
142-5p an der PTEN-3-UTR und ihre seed-Sequenz sind fett dargestellt. Abbildungen modifi-
ziert nach Klimper und Bruckmueller et al.*.
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Ebenso wie durch pre-miR-142-5p bewirkte die Co-Transfektion mit pre-miR-365a-3p
eine verminderte Firefly-Luciferase-Aktivitat des Wildtyp-Vektorkonstrukts. Durch miR-
365a-3p wurde die Reportergen-Aktivitdt bezogen auf den Referenzwert bei [10 nM]
um 15 % und bei [25 nM] um 26 % reduziert, wohingegen bei einer Konzentration von
[50 nM] kein supprimierender Effekt vorlag (siehe Abb. 9, A). Die in-silico vorherge-
sagte Bindestelle ist in Abb. 9, B abgebildet.
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Abbildung 9: Reportergen-Assays zur Untersuchung der Bindung der miR-365a-3p an
die PTEN-3‘-UTR. (A) MiR-365a-3p reprimierte die Reportergen-Aktivitat des WT-Vektorkon-
strukts bezogen auf den Referenzwert (,C*) bei [10 nM] um 15 % und bei [25 nM] um 26 %.
Fur [50 nM] wurde keine signifikante Repression gemessen. Dargestellt sind Median, Inter-
quartilsabstand und Mann-Whitney-U-Test (n = 12 ([10 nM]), 12 ([25 nM]), 9 ([50 nM])); *** p
< 0,001. (B) Die seed-Sequenz und putative Bindestelle der miR-365a-3p an der 3*-UTR von
PTEN sind fett markiert. Abbildungen modifiziert nach Kliimper und Bruckmueller et al.*.

Um die korrekte Ausflihrung der Transfektion und der Reportergen-Assays zu uber-
prufen, wurden diese zusatzlich mit pre-miR-200c und dem 3‘-UTR-Abschnitt von
PTEN durchgefiuihrt. Die Reportergen-Aktivitat der mit pre-miR-200c co-transfizierten
Wildtyp-Vektorkonstrukte wies verglichen mit dem Referenzwert eine Reduktion des
Lichtsignals bei [10 nM] um 24 %, bei [25 nM] um 26 % und bei [50 nM] um 25 % auf
(siehe Abb. 10, A). Die in der vorherigen Untersuchung von Chen und Guo et al. er-
mittelte Bindestelle von miR-200c an der PTEN-3'-UTR®? ist in Abb. 10, B veranschau-
licht.
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Abbildung 10: Bestatigung der Interaktion zwischen miR-200c und PTEN-3‘-UTR in Re-
portergen-Assays als Positivkontrolle. (A) MiR-200c bewirkte eine signifikante Repression
des Firefly-Luciferase-Lichtsignals des WT-Vektorkonstrukts bezogen auf den Referenzwert
(,C*) bei [10 nM] um 24 %, bei [25 nM] um 26 % und bei [50 nM] um 25 %. Ausgewertet wurden
die Reportergen-Assays mittels Medians, Interquartilsabstands und Mann-Whitney-U-Tests (n
= 6 ([10, 25, 50 nM])); ** p < 0,01. (B) Die seed-Sequenz der miR-200c und ihre Bindestelle

an der 3'-UTR von PTEN sind fett markiert. Abbildungen modifiziert nach Klimper und Bruck-
mueller et al.*®.

3.2.6 Interaktion von miR-142-5p mit der 3’-UTR von SHC4

In den Reportergen-Assays konnte keine Reduktion der Firefly-Luciferase-Aktivitat des
Wildtyp-Vektorkonstrukts, das mit pre-miR-142-5p co-transfiziert wurde, bezogen auf
den Referenzwert nachgewiesen werden (siehe Abb. 11, A). In Abb. 11, B sind die in-
silico vorhergesagten Interaktionen der miR-142-5p mit der 3*-UTR von SHC4 veran-
schaulicht.
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Abbildung 11: Untersuchung der in-silico vorhergesagten Interaktion von miR-142-5p
mit der SHC4-3'-UTR durch Reportergen-Assays. (A) MiR-142-5p war nicht imstande, die
Reportergen-Aktivitat des WT-Vektorkonstrukts bezogen auf den Referenzwert (,C*) zu redu-
zieren. Die Berechnung erfolgte mittels Medians, Interquartilsabstands und Mann-Whitney-U-
Tests (n = 16 ([10 nM]), 14 ([25 nM]), 16 ([SO nM])). (B) Seed-Sequenz der miR-142-5p und
putative Bindestellen an der SHC4-3-UTR sind fett markiert. Abbildungen modifiziert nach
Klimper und Bruckmueller et al.®,

3.2.7 Interaktion von miR-142-5p mit der 3’-UTR von SRI

In den Reportergen-Assays zeigte sich eine Verminderung der Reportergen-Aktivitat
des Wildtyp-Vektors verglichen mit dem Referenzwert bei [10 nM] um 26 % und bei
[25 nM] um 8 %. Bei [50 nM] wurde keine Repression des Firefly-Luciferase-Lichtsig-
nals gemessen (siehe Abb. 12, A). Eine Darstellung der vorhergesagten Interaktionen
zwischen miR-142-5p und der 3'-UTR von SRI befindet sich in Abb. 12, B.
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Abbildung 12: Reportergen-Assays und Darstellung der Interaktion von miR-142-5p mit
der 3-UTR von SRI. (A) MiR-142-5p reprimierte die Reportergen-Aktivitat des WT-Vektors
bezogen auf den Referenzwert (,C*) bei [10 nM] um 26 % und bei [25 nM] um 8 %. Keine
signifikante Repression wurde bei [50 nM] gemessen. Dargestellt sind Median, Interquartils-
abstand und Mann-Whitney-U-Test (n = 24 ([10 nM]), 27 ([25 nM]), 25 ([50 nM])); ** p < 0,01,
* p £ 0,05. (B) Fett markiert sind seed-Sequenz und putative Bindestellen der miR-142-5p an
der 3-UTR von SRI. Abbildungen modifiziert nach Klimper und Bruckmueller et al.*®.
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4 Diskussion

Vor Einfiihrung der Therapie mit TKIs wies die CML mit einer medianen Uberlebenszeit
von 3—7 Jahren eine schlechte Prognose auf. Diese konnte durch die Implementierung
von TKils in der Klinik maRgeblich verbessert werden®. Einen limitierenden Faktor der
Therapie stellen Therapieresistenzen dar, die unter anderem durch kleine nichtkodie-
rende, die Genexpression regulierende microRNAs verursacht werden”1, Diese tra-
gen Uber die Regulation von anti-apoptotischen und Signalweg-stimulierenden Genen
zu Therapieresistenz bei*3. Bei der Untersuchung der Expressionsmuster von microR-
NAs bei Nicht-Ansprechen im Vergleich zu Therapie-Ansprechen auf die Imatinib-The-
rapie vor Therapiebeginn wurde bei Vorarbeiten dieser Studie eine verminderte Ex-
pression der hsa-miR-142-5p und hsa-miR-365a-3p und eine erhdhte Expression der
hsa-miR-1-3p gemessen®%118, Basierend auf diesem Ergebnis wurden microRNAs zur
weiteren Untersuchung einer Regulation CML-relevanter Gene ausgewahlt. Da miR-
142-5p in beiden Probenarten signifikant herunterreguliert vorlag, stellte sie die viel-
versprechendste Kandidaten-microRNA zur Unterscheidung zwischen Therapie-Nicht-
Ansprechen und Therapie-Ansprechen in der untersuchten Patientenkohorte dar. Zu-
satzlich wurde miR-365a-3p zur weiteren Untersuchung ausgewahlt, da sie die signi-
fikanteste Herunterregulation in Leukozyten und eine Tendenz zur Herunterregulation
im Knochenmark bei Therapie-Nicht-Ansprechen zeigte®°. Um putative Zielgene fir die
microRNAs ausfindig zu machen, wurde zun&chst fir jede microRNA in-silico eine
Zielgensuche mittels der Datenbanken TargetScan®!, microRNA.org®3, MicroCosm
Targets®® und DIANA-microT®¢ durchgefiihrt. AnschlieBend wurde die Zielgen-Aus-
wahl nach einer Filterung durch die Software DAVID und einer Literatursuche mit Fo-
kus auf den bisherigen Zusammenhang zwischen den putativen Zielgenen und CML,
Leukamien, CML-assoziierten Signalwegen und Chemoresistenz auf die aussichts-
reichsten Zielgene eingegrenzt. Lagen mindestens zehn Publikationen zu einem Gen
vor, wurde es flr Reportergen-Assays ausgewahlt (siehe 2.2). In diesen zeigte sich
eine signifikante Interaktion zwischen miR-142-5p und den 3'-UTRs von ABL2, cKIT,
MCL1, PTEN und SRI sowie zwischen miR-365a-3p und den 3-UTRs von ABL2, cKIT
und PTEN (siehe 3.2).

Im Folgenden wird die Diskussion in drei Teile aufgegliedert. Im ersten Teil werden

die technischen Aspekte der Studie beleuchtet. Im zweiten Teil wird die Bedeutung
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der inhaltlichen Ergebnisse diskutiert. Im dritten Teil der Diskussion wird evaluiert, ob
sich die dysregulierten microRNAs als pradiktive Biomarker zur Detektion von Thera-
pie-Nicht-Ansprechen eignen und wie sich ein auf ihnen basierender Ansatzpunkt fur
Therapien darstellen konnte.

4.1 TECHNISCHE ASPEKTE

Im ersten Teil der Diskussion werden die technischen Aspekte der Studie diskutiert.
Zu diesen gehoren die Auswahl und Parameter der Vorhersage-Datenbanken fir die
in-silico-Zielgensuche sowie die Durchfiihrung und Ergebnisse der Mutagenese und

Reportergen-Assays.

4.1.1 In-silico-Vorhersage putativer Zielgene durch microRNA-Ziel-Vor-
hersage-Datenbanken

Um maogliche Zielstrukturen der miR-142-5p und miR-365a-3p zu identifizieren, wurde
in der vorliegenden Arbeit zunachst eine computergestitzte Suche nach potenziellen
microRNA-mRNA-Interaktionen durchgefuhrt. Dafir wurden die Datenbanken Tar-

getScan®!, microRNA.org®3, MicroCosm Targets®® und DIANA-microT®¢ verwendet.

Da kein Konsens Uber den besten Vorhersagealgorithmus herrscht, stellt die Auswabhl
der Datenbanken eine Herausforderung dar. In den letzten 15 Jahren wurden viele
bioinformatische Programme entwickelt, denen unterschiedliche Ansatze fir die
microRNA—-mRNA-Interaktionserkennung zugrunde liegen (siehe 2.2). Die unter-
schiedlichen Algorithmen und Parameter der Datenbanken fiihren daher zu voneinan-
der abweichenden Ergebnissen. Die zur Verfuigung stehenden Datenbanken weisen
Vor- und Nachteile beziglich der Sensitivitat und Spezifitat und somit auch der Falsch-
Positiv- sowie Falsch-Negativ-Rate der Vorhersagen auf. Um die Auswahl der
microRNA—-mRNA-Interaktionen zu erhéhen, die mit der gré3ten Wahrscheinlichkeit
experimentell validiert werden, wird die parallele Verwendung von mehr als einer Vor-

hersage-Datenbank empfohlen>1119.120,

Aus diesem Grund wurden fir diese Studie ebenfalls mehrere Datenbanken ausge-
wahlt (siehe 2.2). Die erste ist die Datenbank TargetScan. TargetScan stellt die
hochste Anzahl an Organismen und vollstéandigsten Informationen tber ihre Isoformen
bereit. Dadurch kann es mit einer hdheren Wahrscheinlichkeit als andere Datenbanken

Interaktionen vorhersagen, die biologisch validiert werden. Da TargetScan die Suche
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nach strengen Kriterien durchfiihrt, durch die nur die seed-Region, 3-UTR und kano-
nische Bindestellen, d. h. Stellen mit vollstandiger seed-Komplementaritat, berticksich-
tigt werden und die Konservierung der microRNA-mRNA-Interaktionen stark gewichtet
wird, ist TargetScan fur die Detektion dariber hinausgehender Interaktionsstellen nicht
geeignet®:120, Daher sollten weitere Algorithmen mit anderen Parametern hinzugezo-
gen werden. In dieser Arbeit wurden dafir die Datenbanken DIANA-microT,
microRNA.org und MicroCosm ausgewabhlt, die bereits in zahlreichen Studien mit Tar-
getScan und untereinander kombiniert wurden'?%-123, Wahrend DIANA-microT den
Nachteil hat, nicht wie TargetScan zwischen verschiedenen Isoformen zu unterschei-
den, kann die Datenbank mdgliche Interaktionen vorhersagen, die nicht konserviert
sind oder aufRerhalb der 3‘-UTR in der kodierenden Region der mRNA liegen. Daruiber
hinaus berucksichtigt DIANA-microT, dass das Vorliegen einer microRNA-mRNA-In-
teraktion nicht die biologische Herunterregulation der mRNA garantiert>!. Die Daten-
bank microRNA.org weist ahnliche Vorteile auf, da sie nicht-kanonische Stellen, d. h.
Stellen ohne perfekte seed-Komplementaritat, und weitere biologische Faktoren mit
einbezieht. So wird berucksichtigt, dass Anderungen in der Expression einer mRNA
Indikatoren fiir eine Regulation durch microRNAs sein konnen®%2, Durch das Einbe-
ziehen dieser zusatzlichen Faktoren erzielt microRNA.org zwar eine héhere Sensitivi-
tat, allerdings auch eine hohere Falsch-Positiv-Rate als TargetScan. TargetScan liefert
die prazisesten Vorhersagen, weist jedoch eine hohe Falsch-Negativ-Rate auf, die mit
einer geringen Sensitivitat einhergeht. Als Kombinationspartner zu TargetScan erhoht
microRNA.org die Sensitivitat und Prazision der Vorhersagen'?°. Obwohl die Daten-
bank MicroCosm veraltet ist, liegt ein Vorteil ihrer Verwendung darin, dass in der letz-
ten Version (v5) durch das Entfernen nicht validierter 3'-UTR die Informationen tber
experimentell validierte 3-UTR humaner Transkripte verbessert wurden. Da
MicroCosm zudem in der Lage ist, hochkomplementare microRNA-mRNA-Paare zu
identifizieren, wird es zuséatzlich zu aktuelleren Datenbanken zur Vorhersage von Ziel-

strukturen verwendet>4:55.121,124,

An dieser Stelle ist hinzuzufiigen, dass sich aufgrund der verschiedenen den Daten-
banken zugrundeliegenden Informationen trotz gleicher Sequenz die Positionen der
vorhergesagten Interaktionen zwischen den Datenbanken unterscheiden kénnen®L. In
der vorliegenden Studie betrifft dies unter anderem die Bindung von miR-142-5p an
der 3*-UTR von SRI, die durch TargetScan 7.2, microRNA.org und MicroCosm
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innerhalb der Positionen 130-138, jedoch von DIANA-microT an Position 1233-1241
vorhergesagt wurde. Aus diesem Grund wurde eine Isoform der mRNAs festgelegt
(siehe Tabelle 14) und deren 3-UTR in SnapGene Viewer, einem Programm zur Dar-
stellung von DNA-Sequenzen, auf die vorhergesagten Sequenzen untersucht. Hier
fand sich die durch DIANA-microT vorhergesagte Sequenz ebenfalls an Position 130—
138 der SRI-3-UTR. In Tabelle 1 im Anhang sind daher die Positionen der Vorhersa-
gen auf die ausgewahlte mRNA-Isoform korrigiert aufgefuhrt.

Trotz der Bemihungen um genaue in-silico-Vorhersagen wurden bisher nur circa
25 % aller vorhergesagten microRNA-Gen-Interaktionen experimentell validiert (Stand
2016)°L. Dies betont die erhebliche Bedeutung experimenteller Untersuchungen. In der
vorliegenden Studie wurden durch in-silico-Suche microRNA-mRNA-Paare zur weite-
ren Untersuchung ausgewahlt. Da nur ein geringer Prozentsatz an microRNA-mRNA-
Interaktionen von mehr als einem bioinformatischen Programm vorhergesagt wird,
wurde in der vorliegenden Studie als Kriterium zur Auswabhl fur weitere Untersuchun-
gen die Vorhersage von mindestens zwei der vier Datenbanken festgelegt. Dies traf
auf neun microRNA—-mRNA-Interaktionen zu (siehe Anhang, Tabelle 1).

4.1.2 Messung von microRNA-mRNA-Interaktionen mittels Reportergen-
Assays

In der vorliegenden Arbeit wurde der Frage nachgegangen, ob miR-142-5p und miR-
365a-3p mit potenziell CML-relevanten Zielgenen interagieren. In den Reportergen-
Assays zeigte sich eine signifikante Interaktion zwischen miR-142-5p und den 3-UTRs
von ABL2, cKIT, MCL1, PTEN und SRI sowie zwischen miR-365a-3p und 3‘-UTRs von
ABL2, cKIT und PTEN (siehe 3.2). Lediglich fir die in-silico vorhergesagte SHC4-3'-
UTR ergab sich keine signifikante Interaktion mit miR-142-5p (siehe 3.2.6). Dieses Er-
gebnis Uberrascht nicht, da selbst die besten Pradiktionsalgorithmen eine Falsch-Po-

sitiv-Rate von 20-50 % haben?5,

Um zu ermitteln, ob eine spezifische Bindung der microRNA die Reduktion des Firefly-
Luciferase-Lichtsignals verursacht, wurden gezielte Mutagenesen vorhergesagter 3'-
UTR-Regionen durchgefihrt. Dafir wurden exemplarisch die microRNA-mMRNA-
Paare miR-142-5p—ABL2_ll, miR-365a-3p—cKIT und miR-142-5p—MCL1 ausgewahlt.
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Nach einmaliger Mutagenese an Position 2234-2237 in der 3*-UTR von MCL1 lag in
Reportergen-Assays keine Repression des Firefly-Luciferase-Lichtsignals durch miR-
142-5p mehr vor (siehe 3.2.4). Dies spricht dafir, dass diese Sequenz als entschei-
dende Bindestelle fur die Regulation von MCL1 durch miR-142-5p fungiert. Die 3'-
UTR-Abschnitte von ABL2_I1l und cKIT hingegen wurden zweimal mutiert, um die ent-
scheidende Bindestelle der Regulation durch die microRNA ausfindig zu machen
(siehe 3.2.2, 3.2.3). Diese Ergebnisse legen nahe, dass die Regulation der 3*-UTR von
ABL2_II durch miR-142-5p hauptsachlich an Position 4247-4250 und in geringerem
Maf3e an Position 3918-3921 geschieht. Die 3-UTR von cKIT wird gro3tenteils an
Position 749-754 und nur sehr gering an Position 1143-1146 reguliert.

4.1.2.1 Technische Durchfihrung der Reportergen-Assays

Zur Durchfihrung der Reportergen-Assays wurden HepG2-Zellen verwendet, die in
Zellkulturen standardmafiig Anwendung finden. HepG2-Zellen sind keine CML-Zellen,
sondern hepatozellulare Karzinomzellen. Dies kdnnte die Frage aufwerfen, ob CML-
Zellen zum Nachweis der Regulation eines CML-relevanten Gens durch microRNAs
besser geeignet seien. Da die Untersuchungen in einem in-vitro-Rahmen stattfanden,
wurde ein Zellkultursystem benotigt, welches unabh&angig von seinem Ursprung eine
hohe Proliferationsrate aufweist. Fir eine einfachere Handhabung war dartber hinaus
die Fahigkeit zur Adharenz und zum epithelartigen Wachstum im Monolayer von Vor-
teil. All diese Eigenschaften werden von HepG2-Zellen erfulltst, Zudem sollten die
microRNA—-mRNA-Interaktionen unabhangig von zellularen Faktoren untersucht wer-
den, um ungewollte Interferenzen durch die endogene Expression der microRNAS im
Zellkultursystem zu vermeiden. Ein Einsatz von CML-Zellen ist daher in den vorliegen-

den Untersuchungen nicht ndtig gewesen.

Um die richtige Durchfiihrung der Reportergen-Assays zu Uberprifen, wurde eine Po-
sitivkontrolle mit der 3*-UTR von PTEN und der hsa-miR-200c durchgefthrt, welche in
einer vorherigen Studie eine signifikante Hemmung der 3‘-UTR von PTEN zeigte
(siehe 3.2.5)%2, Die Interaktion der hsa-miR-200c mit PTEN lief3 sich signifikant in allen
microRNA-Konzentrationen reproduzieren (siehe Abb. 10), wodurch die korrekte

Durchfuihrung der experimentellen Untersuchungen bestatigt werden konnte.

Die Messung der microRNA—mMRNA-Interaktionen erfolgte bei aufsteigenden Konzent-

rationen, um mogliche konzentrationsabhéangige Unterschiede in der Regulation der
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MRNAs durch miR-142-5p und miR-365a-3p zu erkennen. Bei der Wahl der Konzent-
rationen wurde sich nach den gangigen microRNA-Konzentrationen in Reportergen-
Assays anderer Studien!?6-129 gerichtet. In der Starke der Regulation der 3'-UTR durch
die microRNA wurden in den unterschiedlichen Konzentrationen verschiedene Muster
beobachtet.

Je hoher die microRNA-Konzentration in der Paarung miR-142-5p—MCL1 war, desto
starker erfolgte die Repression der 3*-UTR von MCL1 (Abb. 7, A). Um auf eine mdgli-
che konzentrationsabhéangige Regulation zu prifen, wurde bei dieser Paarung zusétz-
lich eine microRNA-Konzentration von [100 nM] untersucht. Auch hier zeigte sich eine
starkere Herunterregulation der 3-UTR von MCL1 als durch [50 nM] miR-142-5p. Die-
ses Ergebnis deutet auf eine konzentrationsabhangige Regulation der 3‘-UTR von
MCL1 durch miR-142-5p hin.

In den drei Konzentrationen [10 nM], [25 nM] und [50 nM] zeigten auch die Paare miR-
142-5p—ABL2_1 (Abb. 2), miR-142-5p—ABL2_lI (Abb. 4, A), miR-142-5p—cKIT (Abb. 5),
miR-365a-3p—cKIT (Abb. 6, A) und miR-142-5p—PTEN (Abb. 8) signifikante Herunter-
regulationen des Firefly-Luciferase-Lichtsignals. Jedoch fand diese nicht linear wie bei
der Paarung miR-142-5p—MCL1, d. h. am starksten bei [25 nM], gefolgt von [10 nM]
oder [50 nM], statt.

Bei den Paarungen miR-365a-3p—ABL2 (Abb. 3), miR-365a-3p—PTEN (Abb. 9) und
miR-142-5p—SRI (Abb. 12) wurde eine Herunterregulation des Firefly-Luciferase-Licht-
signals zwar bei microRNA-Konzentrationen von [10 nM] und [25 nM], jedoch nicht bei

[50 nM] gemessen.

Die Phanomene der nichtlinearen und fehlenden Interaktionen in bestimmten Konzent-
rationen wurden bereits von Shu et al. beobachtet, aufgrund derer sie auf eine nichtli-
neare mMRNA-Regulation in einem engen Konzentrationsbereich, auferhalb dessen
kaum Regulation der mRNA stattfindet, durch Uberexprimierte microRNAs schlie-
Ren'3. Bisher sind einige Faktoren bekannt, die die Regulation einer mRNA durch
eine microRNA sowie ihre Starke bestimmen®3!. Die Wahl der Zielstrukturen durch
microRNAs erfolgt neben der mRNA—microRNA-Komplementaritat aufgrund von zel-
lularen Bedingungen. So greift die GUberexprimierte let-7a-7f zwar in bestimmten Kon-
zentrationen DICER, allerdings in davon abweichenden Dosen nicht mehr DICER,
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sondern MYC und Cyclin D1 an. Auch spielt die Hoéhe der endogenen mRNA-Spiegel
eine Rolle, da geringer exprimierte Gene moglicherweise leichter von microRNAs an-
gegriffen werden'3°. Dieser Punkt ist bei der Bewertung der Ergebnisse der vorliegen-
den Arbeit vernachlassigbar, da mRNA-Spiegel in gleicher H6he verwendet wurden.
Die Starke der Regulation korreliert mit der Anzahl der tibereinstimmenden Basen zwi-
schen seed-Sequenz der microRNA und seed-match-Sequenz der mRNA sowie der
Anzahl an seed-match-Sequenzen einer mRNA. Weitere Umstande, die die Repres-
sion von mRNAs durch microRNAs beeinflussen kénnen, sind die Sekundarstruktur
der Zielstruktur und die allosterische Hemmung durch andere RNA-bindende Ele-
mente!3!, Da in der vorliegenden Arbeit Bereiche der 3‘-UTR in einen Vektor kloniert

wurden, konnte der Einfluss dieser Faktoren weitestgehend minimiert werden.

Nach der Mutagenese kann ein Phanomen auftreten, das ebenfalls von Elzein et al.
beschrieben wird'?6, Dies besteht in der verstarkten Lumineszenz oberhalb des Refe-
renzwerts von 1 (,C*) bzw. des Leervektorwerts nach Mutagenese. Diese Hochregu-
lationen finden sich in der vorliegenden Studie nach Mutagenese der 3-UTR von
ABL2_II (MU 1+2) bei [25 nM] miR-142-5p (siehe Abb. 4, C) und MCL1 (MU 1) bei [10
nM] miR-142-5p (Abb. 7, B). Auch in einer weiteren Studie von Dluzen et al. zeigte
sich nach Mutagenese von PLD1 und Co-Transfektion mit miR-4717-3p ein hdheres
Reportergen-Signal als das der Kontrolle!®?. Ursachen fiir dieses Phanomen sind den-
noch weitestgehend unbekannt. Beispielsweise kénnte die Verstarkung der Luci-
ferase-Aktivitat nach gezielter Mutagenese bezogen auf die Referenz (,C*) auf

Punktmutationen in der 5‘-Region der Luciferase zurlickzufihren sein®8,

4.1.2.2 Allgemeine Limitationen der Reportergen-Assays

Eine allgemeine Limitation der Reportergen-Assays besteht in der experimentellen Va-
riabilitat. Diese kann aufgrund von Unterschieden in der Lebensféahigkeit der Zellen
und Transfektionseffizienz der Vektoren sowie in den Pipettiervolumina, der Zell-Lyse-
und Assay-Effizienz entstehen®133, Um diese Faktoren als mdgliche Ursachen aus-
zuschlie3en, wurde der Reportergen-Assay mit einem Vektor, der fur die Renilla- und
die Firefly-Luciferasen kodiert, verwendet. Dabei wird die Aktivitat des experimentellen
Vektors, der Firefly-Luciferase-Aktivitat, auf die endogene Kontrolle, die Renilla-Luci-
ferase-Aktivitat, normalisiert'33. Auch Effekte der endogenen microRNA auf die 3'-UTR

und Promotorregion des Vektors konnen experimentelle Variabilitat verursachen®®. Zur
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Minimierung dieser Effekte wurden Normalisierungsschritte der Reportergen-Aktivitat
durchgeflhrt (siehe 2.3.10). Zuerst wurden die Messwerte des mit einem microRNA-
Mimetikum co-transfizierten Vektorkonstrukts bzw. Leervektors auf jene bei Co-Trans-
fektion mit der microRNA-Negativkontrolle normalisiert. Anschliel3end wurden, um Ef-
fekte der microRNA auf den Vektor au3erhalb der klonierten Sequenz auszuschliel3en,
die einzelnen Werte der Vektorkonstrukte auf den Median aller Messwerte des
Leervektors normalisiert. Selten kann es jedoch in transfizierten Zellen zu zuséatzlichen
Effekten kommen, die durch die Normalisierungsmethoden nicht vollstandig auszu-

schlieRen sind.

4.2 INHALTLICHE BEDEUTUNG DER ERGEBNISSE

Als Ergebnis wurde fur miR-142-5p eine direkte Regulation der 3-UTR von ABL2,
cKIT, MCL1, PTEN und SRI und fur miR-365a-3p der 3*-UTR von ABL2, cKIT und
PTEN ermittelt. Die folgenden Abschnitte behandeln die bisherig beschriebene Rolle
von miR-142-5p und miR-365a-3p sowie von ABL2, cKIT, MCL1, PTEN, SHC4 und
SRI in Krankheitsgeschehen mit Fokus auf der CML und Leukéamien, der Interaktion
der putativen Zielgene mit microRNASs in leukamischen Erkrankungen und das Zusam-
menspiel der von ihnen regulierten onkogenen Signalwege. Darauf basierend soll die
maogliche Bedeutung der Interaktion der putativen Zielgene mit miR-142-5p und miR-

365a-3p bei Nicht-Ansprechen auf Imatinib diskutiert werden.

4.2.1 MiR-142-5p

MiR-142-5p ist an der Regulation der Organ- und Gewebeentwicklung wahrend der
Embryogenese sowie an Hamatopoiese, Megakaryopoiese und der Entwicklung der
glatten Muskulatur beteiligt'3*135, In verschiedenen Erkrankungen lag eine Dysregula-
tion von miR-142-5p vor. Je nach Kontext wirkt miR-142-5p onkogen oder tumorsupp-
ressiv. Eine Uberexpression der miR-142-5p wurde im Nierenzell-, Mamma-, kutanen
Plattenepithelkarzinom sowie der akuten lymphatischen Leukéamie (ALL) gemessen.
In der ALL forderte die Uberexprimierte miR-142-5p Wachstum und Zelliiberleben, in-
dem sie tber Hemmung der Translation von Genen wie SMAD3 den proliferations-
hemmenden TGF-R-Signalweg herunterregulierte?>136-138  jedoch lag auch eine Min-
derexpression der miR-142-5p in Gliom- und Magenkarzinom-Zellen, dem nicht-klein-
zelligen Lungenkarzinom (NSCLC), Ovarialzell-, Pankreas- und hepatozellularen Kar-

zinom (HCC) sowie der nicht-alkoholischen Steatohepatitis vor. In diesen
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Erkrankungen wurden Metastasierung, Zellproliferation und -Uberleben, Chemoresis-
tenz sowie Umgehung der Immunabwehr geférdert, indem aufgrund der fehlenden
Hemmung auf Zielgene kanzerogene Signalwege wie die WNT/3-Catenin-, PISK/AKT-
und JAK/STAT-Signalwege hochreguliert wurden. Auch weitere CML-assoziierte
Gene wie RAC1 und RHOA und die anti-apoptotischen BCL2 und MCL1 konnten bei
Minderexpression der miR-142-5p ungehemmt Metastasierung und Chemoresistenz

durch Zelliiberleben fordern122.135139-144
4.2.2 MiR-365a-3p

Mit den oben beschriebenen Signalwegen interagiert ebenfalls miR-365a-3p. Physio-
logisch spielt sie in der Entwicklung der Plazenta eine essentielle Rolle, allerdings re-
guliert sie auch, wie miR-142-5p, minder- oder Uberexprimiert verschiedene Krebsge-
schehen5. Dort agiert sie je nach Kontext als Onco-miRNA oder ts-miRNA. Uberex-
primiert liegt miR-365a-3p in der ALL, dem Mammakarzinom, Plattenepithelkarzino-
men des Larynx und der Haut und dem invasiv-duktalen Adenokarzinom des Pankreas
vor. Dort Ubt sie einen onkogenen Charakter durch Hemmung von Apoptose sowie
Entwicklung von Chemoresistenz aus. Zellwachstum und Metastasierung férdert miR-
365a-3p im LSCC uber die Aktivierung von AKT, einem Mitglied des PI3K/AKT-Signal-
wegs3>146-149 Bei Minderexpression der miR-365a-3p fallt inre tumorsupprimierende
Rolle weg, wodurch die ungehemmte Aktivitat proliferationsférdernder Signalwege zur
Tumorgenese vieler Karzinome beisteuern kann. Dies findet unter anderem im kuta-
nen Plattenepithelkarzinom, Malignen Melanom, Kolon-, Endometrium-, Magenkarzi-
nom, HCC und NSCLC statt. Zu den von ihr regulierten Signalwegen gehdren die
RAS/RAF/MEK/ERK-, PI3K/AKT-, STAT3-, WNT—B-Catenin- und NF-kB-Signalwege,
Uber die miR-365a-3p Karzinogenese, Metastasierung, Proliferation und Invasion so-
wie Chemoresistenz begunstigte. Dazu trug die Minderexpression von miR-365a-3p
uber die ungehemmte Expression ihrer Zielgene wie MCL1, Cyclin D1 und BCL2 bei,

womit Zellzyklusprogress, Hemmung von Apoptose und Proliferation einherging45150-
158

4.2.3 Beurteilung der moglichen Interaktion der miR-142-5p und miR-
365a-3p mit den putativen Zielgenen durch Literatursuche

Um putative Zielgene fir miR-142-5p und miR-365a-3p zu identifizieren, wurde eine

in-silico-Suche mit anschlieRender Literatursuche durchgefihrt. Die Literatursuche
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konzentrierte sich auf den bisherigen Zusammenhang zwischen den putativen Zielge-
nen und CML, Leukamien, CML-assoziierten Signalwegen und Chemoresistenz. Um
die Auswahl auf die aussichtsreichsten Zielgene einzugrenzen, wurden diese beim
Vorliegen von mindestens zehn Publikationen zur Untersuchung in Reportergen-As-

says ausgewahlt.

4.2.4 Interaktion zwischen miR-142-5p und miR-365a-3p und ABL2

In der vorliegenden Studie wurde ABL2 durch in-silico-Suche als mégliche Zielstruktur
fur die bei Imatinib-Nicht-Ansprechen minderexprimierten miR-142-5p und miR-365a-
3p vermutet und in Reportergen-Assays bestéatigt (siehe 3.2.1, 3.2.2). ABL2 gehort wie
ABL1, Teil des BCR—ABL1-Fusionsgens, zur Gruppe der ABL-Kinasen. Seine Hoch-
regulation findet sich in leukamischen Erkrankungen und einer Vielzahl von soliden
Karzinomen. Uber die STAT3-, Cortactin/lWASP-, WAVE/ABI1-, RAC/HEF1- und
RAC/R1-Integrin-Signalwege und MMPs reguliert ABL2 das Aktinzytoskelett und Zell-
migration und -invasion'3. In Fallen der ALL und AML fiihrte ABL2 als Teil onkogener
Fusionsgene wie ETV6—ABL2 und RCSD1-ABL2 zu einer letalen Mastozytose und
Aufhebung der Zytokinabhangigkeit hamatopoetischer Zellen®%>. In der CML, in der
ABL2 von Imatinib inhibiert wird, wurde eine Hochregulation von ABL2 gemessen®®. In
fortgeschrittenen Phasen wie der Blastenkrise, die mit Imatinib-Resistenz assoziiert
werden, konnte Uberexprimiertes ABL2 als Imatinib-,Abfanger” agieren oder durch ver-
anderte Signalgebung zur Resistenz beitragen. Als Therapiestrategie bei Chemoresis-

tenz wird das therapeutische Ansetzen an ABL2 vorgeschlagen®383,

Hochregulation von ABL2 kann durch die Minderexpression von inhibierenden microR-
NAs erfolgen'®®. Basierend auf den Ergebnissen der Reportergen-Assays und Litera-
tursuche der vorliegenden Studie kénnte eine Hochregulation von ABL2, mdglicher-
weise durch Minderexpression der miR-142-5p und miR-365a-3p, zur Aktivierung zent-
raler kanzerogener Signalwege wie den STAT3-, Cortactin/WASP-, WAVE/ABI1-,
RAC/HEF1- und RAC/R31-Integrin-Signalwegen und von MMPs fiihren (siehe Abb.13).
Uber Regulation des Zytoskeletts konnte ABL2 Migration, Invasion, Adhasion, Zell-
wachstum und Zelliberleben verstarken und dadurch zu Nicht-Ansprechen auf Imati-

nib beitragen.
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4.2.5 Interaktion zwischen miR-142-5p und miR-365a-3p und cKIT

Am Beginn vieler onkogener Signalwege steht cKIT, welches in der vorliegenden Stu-
die durch in-silico-Suche als Zielstruktur fir miR-142-5p und miR-365a-3p vorherge-
sagt und in Reportergen-Assays bestétigt wurde (siehe 3.2.3). Das Protoonkogen cKIT
kodiert fur die Typ llI-Rezeptor-Tyrosinkinase cKIT, die in der intrazellularen Signal-
Ubertragung einer Vielzahl an Krebserkrankungen einschlie3lich Leukdmien von Be-
deutung ist. Durch Uberexpression und Mutationen, haufig in Form von Funktionsge-
winn-Mutationen (,Gain-of-Function“-Mutationen) tragt cKIT zur Karzinogenese bei.
Eine bedeutende Rolle wird cKIT in der CML zugeschrieben. cKIT wird in hamatopoe-
tischen Stammzellen, insbesondere auf Vorlauferstammzellen und Mastzellen, expri-
miert. Nach Aktivierung durch den Liganden SCF initiert cKIT die
RAS/RAF/MEK/ERK-, PISK/AKT- und JAK/STAT-Signalwege, welche ebenfalls Uber
BCR-ABL1 ablaufent®71.7275.78 Ein Ausschalten von BCR—-ABL1 genigt zur Verhin-
derung einer Uberstimulation der Signalwege nicht, weshalb cKIT als wichtiger BCR—
ABL1-unabhangiger Uberlebensfaktor der CML gilt?-74. Obwohl die Hemmung cKITs
durch verschiedene TKI wie Imatinib bereits in der Klinik implementiert ist, stellt auch
hier die Resistenzbildung die Therapie vor ein Problem. Diese entsteht durch be-
stimmte cKIT-Mutationen z. B. in der ATP/Imatinib-Bindungstasche, die tber eine kon-
stitutive Aktivierung von cKIT eine starkere Zellproliferation und ein verkiirztes Uberle-

ben von CML-Patient/-innen verursachen?!.71.73.75,

Auch microRNAs tragen zur Uberexpression von cKIT bei. Die cKIT-3-UTR wurde in
der AML von miR-137, miR-193a und miR-193b reguliert'6%-162, Minderexpression der
miR-193a und miR-193b resultierte in leuk&mischer Transformation und verminderter
Apoptose, die Wiederherstellung der miR-137-Spiegel in Proliferationshemmung so-
wie Induktion von Apoptose und Zelldifferenzierung. Eine mogliche Konsequenz der
Minderexpression der miR-142-5p und miR-365a-3p konnte, basierend auf den Ergeb-
nissen der Reportergen-Assays und Literatursuche, die Aktivierung cKIT-induzierter
proliferationsférdernder, anti-apoptotischer Signalwege wie RAS/RAF/MEK/ERK-,
PI3K/AKT- und JAK/STAT-Signalwege sein (siehe Abb. 13), die méglicherweise einen
Beitrag zu Nicht-Ansprechen auf Imatinib leisten.
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4.2.6 Interaktion zwischen miR-142-5p und MCL1

Als weitere Zielstruktur fiir die bei Nicht-Ansprechen auf Imatinib-Therapie minderex-
primierte miR-142-5p wurde durch in-silico-Suche MCL1 ausgemacht und in Reporter-
gen-Assays bestatigt (siehe 3.2.4). Das zur BCL2-Familie gehdérende Onkogen MCL1
tragt zur Pathogenese verschiedener lymphoider und hamatopoetischer Erkrankungen
einschliel3lich der CML sowie einer Vielzahl an soliden Tumoren bei. Durch Zytokine,
Wachstumsfaktoren und die JAK/STAT-, RAS/RAF/MEK/ERK-, STAT5- und PI3K-Sig-
nalwege wird die Expression von MCL1 induziert?327.79-81.84 Nach der Transkription
entstehen zwei MCL1-mRNA-Isoformen: das anti-apoptotische MCL1. und das pro-
apoptotische MCL1s. In dieser Arbeit ist mit ,MCL1" wenn nicht anders erwahnt, die
MCL1.-Form gemeint. Seine anti-apoptotische Rolle fihrt MCL1 im komplexen Netz-
werk der BCL2-Familie aus. An der aufl3eren Mitochondrienmembran neutralisiert es
Uber Heterodimerisierung die Wirkung von pro-apoptotischen BCL2-Familienmitglie-
dern wie BAK. Dadurch wird die Ausschittung von Cytochrom C, welches apoptosefor-
dernde Kaspasen aktiviert, aus dem Mitochondrium gehemmt. MCL1 ist ein Uberle-
bensfaktor flir hamatopoetische Stammzellen®3. In der akzelerierten Phase der CML
und bei Nicht-Ansprechen auf Imatinib lag MCL1 verstarkt exprimiert vor. Durch Ver-
hinderung von Apoptose forderte MCL1 das Uberleben von Imatinib-resistenten Zel-
len’®85, Da die Herunterregulation von MCL1 meist zur Einleitung von Krebs-
zellapoptose reicht und TKI dadurch verstarkt anti-leukamisch wirken, stellt MCL1 ei-

nen vielversprechenden Ansatz zur Behandlung von Leukamien dar8°.83.86,

Die Regulation von MCL1 geschieht dariiber hinaus durch ein breites microRNA-Netz-
werk. In der CML wurde MCL1 durch miR-26a, miR-29c, miR-130b und miR-146a, die
bei Nicht-Ansprechen auf Imatinib minderexprimiert sind, reguliert3°. Dies erfolgte auch
durch die tumorsuppressive miR-130a, deren Spiegel unter Imatinib stiegen und bei
deren verminderter Expression das Gesamtiiberleben sank30163, Eine Minderexpres-
sion der miR-142-5p, durch die die Hemmung auf die MCL1-3'-UTR entfiel, korrelierte
im Ovarialzellkarzinom mit einem kiirzerem progressionsfreien Uberleben42. Basie-
rend auf den Reportergen-Assays und der Literatursuche der vorliegenden Studie
kénnte bei Minderexpression der miR-142-5p hochreguliertes MCL1 durch Verhinde-
rung von Apoptose zu Nicht-Ansprechen auf Imatinib beitragen (siehe Abb. 13).
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4.2.7 Interaktion zwischen miR-142-5p und miR-365a-3p und PTEN

Durch die in-silico-Zielgensuche wurden fir die bei Nicht-Ansprechen auf Imatinib-
Therapie minderexprimierten miR-142-5p und miR-365a-3p Interaktionen mit PTEN
vorhergesagt, welche in Reportergen-Assays bestatigt wurden (siehe 3.2.5). PTEN ist
insbesondere fir seine Funktion als Tumorsuppressor bekannt®2. Eine zentrale Auf-
gabe der Lipidphosphatase PTEN besteht in der Regulation des PI3K/AKT-Signal-
wegs. Zu Beginn des Signalwegs vermittelt PTEN die Konversion von PIP3 zu PIP2,
wodurch der Signalweg herunterreguliert wird®:164, Die Inaktivierung von PTEN durch
z. B. Mutationen tragt zur ungehemmten Aktivitat des PI3K/AKT-Signalwegs und zu
einer erhohten Kanzerogenitéat in zahlreichen lymphoiden und soliden Krebsgesche-
hen bei. In der CML wurde eine Minderexpression von PTEN in BCR—ABL1-exprimie-
renden Stammzellen, vor allem in der chronischen Phase der CML, detektiert®’:88,
BCR-ABL1 beeintrachtigt das Zytosol-Nukleus-Pendeln von PTEN, welches fiur die
Tumorsuppression benotigt wird, mit der Folge verstarkter Zellproliferation und aber-
ranter Expression von hamatopoetischen CML-Vorlauferzellen8:°%, Auch die posttran-
skriptionelle Regulation durch microRNAs inaktiviert PTEN®, Zu den zahlreichen
PTEN-regulierenden microRNAs gehéren miR-193a in der AML, miR-142-5p im
NSCLC, Mammakarzinom und kutanen Plattenepithelkarzinom sowie miR-486-5p in
der CML91137.138,165.166 Dje miR-21-vermittelte Regulation von PTEN-Signalwegen ist

in die Resistenzbildung gegeniiber Chemo- und Strahlentherapien involviert®.

In der vorliegenden Studie wurde in Reportergen-Assays eine Interaktion von miR-
142-5p und miR-365a-3p mit PTEN gemessen. Aufgrund der Minderexpression der
miR-142-5p und miR-365a-3p bei Nicht-Ansprechen auf Imatinib-Therapie®® ware zu
schlussfolgern, dass PTEN bei Nicht-Ansprechen auf Imatinib-Therapie verstarkt ex-
primiert vorliegt. Auch wenn in Erkrankungen bisher Uberwiegend eine Inaktivierung
bzw. Minderexpression von PTEN vorlag, wurde auch die Uberexpression von PTEN,
unter anderem in der pra-B-ALL und dem Mammakarzinom beschrieben9:249%_yn-
destad et al. fanden eine Korrelation zwischen einer hohen intratumoralen PTEN-Ex-
pression und schlechtem Gesamtiiberleben des fortgeschrittenen Mammakarzi-
noms®. Als mdgliche Ursache vermuteten sie, dass sich die mRNA von PTEN mit
mehreren Gentranskripten, die zu Krebsprogress beitragen, Bindestellen fir microR-
NAs teilt. Somit kbnnten durch eine erhdhte Expression von PTEN tumorsupprimie-

rende microRNAs abgefangen und inaktiviert werden. Eine weitere Mdglichkeit der
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Beteiligung von Uberexprimiertem PTEN an Kanzerogenese wird in den Publikationen
von Shojaee et al. und Fortin et al. beschrieben, die die Rolle von hochreguliertem
PTEN in der Entwicklung der pra-B-Zell-ALL beleuchten®3%, In pra-B-Zellen folgte auf
Hochregulation von PTEN eine Herunterregulation des PI3K/AKT-Signalwegs. Jedoch
hatte dies entgegen bisheriger Studien Zelliberleben und onkogene Transformation
von pra-B-Zellen zur Folge. Basierend auf diesen Ergebnissen schlagen Shojaee et
al. und Fortin et al. die Hemmung von PTEN oder Hochregulation des PI3K/AKT-Sig-
nalwegs als neue Therapiestrategie fur pra-B-ALL vor. Dass auch weitere Pathologien
von dieser Strategie profitieren kénnten, begriinden Fortin et al. aufgrund des in wei-
teren Studien beobachteten Zelliberlebens bei einer Herunterregulation von AKT. Im
Gegensatz zur bisherigen Beobachtung der Therapieresistenz bei hyperaktiviertem
AKT wurde als Folge dessen auch Zellseneszenz und Sensibilisierung von Karzinom-

zellen gegentiber Zelltod beschrieben:167,

Angesichts der Ergebnisse der Reportergen-Assays und der Literatursuche liegt die
Schlussfolgerung nahe, dass eine Minderexpression von miR-142-5p und miR-365a-
3p zur verstarkten Expression PTENSs bei Nicht-Ansprechen auf Imatinib-Therapie fuh-
ren konnte. Moglicherweise agiert PTEN darin als ,Abfanger® tumorsupprimierender
microRNAs oder als Herunterregulator von AKT, wodurch Zelliiberleben geférdert
wird. Welche Mechanismen einem mdglichen Beitrag von PTEN am Therapieversagen
gegenuber Imatinib zugrunde liegen kdnnten, stellt eine interessante Forschungsfrage

dar, zu deren Beantwortung es weiterer Untersuchungen bedarf.

4.2.8 Interaktion zwischen miR-142-5p und SHC4

Als Zielstruktur fur die bei Nicht-Ansprechen auf Imatinib minderexprimierte miR-142-
5p wurde durch in-silico-Suche SHC4 ausgewahlt. Eine Interaktion zwischen der 3'-
UTR von SHC4 und miR-142-5p wurde in Reportergen-Assays jedoch nicht bestatigt
(siehe 3.2.6). SHC4 (ShcD, RaLP) gehort zur Familie der SHC-Kinasen, die die
PISK/AKT-, Grb2/RAS/RAF/MEK/ERK- und RAC/RHO-Signalkaskaden aktivieren und
mit Karzinogenese, Proliferation, Differenzierung und Metastasierung assoziiert
sind100-102.117 '1n CML-Zellen erfolgte eine konstitutive Phosphorylierung von SHC-Po-
lypeptiden durch BCR-ABL1%’. In weiteren Krebserkrankungen wie dem Melanom und
Gliom war SHC4 Uberexprimiert und regulierte tber den RAS/RAF/MEK/ERK-Signal-

weg Metastasierung und Differenzierung®°%10%.193  Dariiber hinaus erzeugte die
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Herunterregulation von SHC4 und SHC4-induzierten Signalwegen eine reduzierte Tu-
morgenese und wirkte Therapieresistenz entgegen®116, MicroRNAs kdnnen ebenfalls
zur Hochregulation von SHC4 beitragen'®8, Auf Basis der Literatur konnte hochregu-
liertes SHC4 durch die Minderexpression der miR-142-5p bei Nicht-Ansprechen auf
Imatinib moéglicherweise tber die Aktivierung des RAS/RAF/MEK/ERK-Signalwegs zur
Tumorgenese und Zellmigration beitragen. Allerdings wurde eine Interaktion zwischen
miR-142-5p und SHC4 in Reportergen-Assays nicht bestatigt. Wie in 4.1.1 erlautert,
kann dies trotz in-silico-Vorhersage an der hohen Falsch-Positiv-Rate selbst der bes-

ten Pradiktionsalgorithmen liegent?>.

4.2.9 Interaktion zwischen miR-142-5p und SRI

Fiur die bei Nicht-Ansprechen auf Imatinib-Therapie minderexprimierte miR-142-5p
wurde durch in-silico-Suche als mégliche Zielstruktur SRI ermittelt und in Reportergen-
Assays bestétigt (siehe 3.2.7). Sorcin (SRI) ist in der Pathogenese einer Vielzahl von
malignen Erkrankungen wie Leukamien zu finden. Uber die RAS/RAF/MEK/ERK-,
VEGF/PI3K/AKT-, STAT3-Signalwege und MMPs tragt SRI zu Tumorwachstum, An-
giogenese und Metastasierung beil®®-111 In Leukamien wurde die Hochregulation von
SRI neben einer schlechten Prognose mit Chemoresistenz assoziiert, welcher durch
das Ausschalten von SRI entgegengewirkt werden konnte!!114, Gegeniber einer Viel-
zahl an Chemotherapeutika ist eine Resistenz durch SRI beschrieben (Multiresistenz,
MDR), ein Zusammenhang zwischen MDR und SRI wurde in zahlreichen Tumorarten
diskutiert106-108.112,113 ‘M@glicherweise entsteht dieser tiber die SRI-vermittelte Regula-
tion von Apoptose-regulierenden Genen wie BCL2 und von ABCB1 (P-Glykoprotein,
P-gp), einem Mitglied der ABC-Transporter-Familie!?*113, Firr dieses weist SRI eine
potenzielle Co-Faktor-Rolle auf!!4. Die Phosphorylierung von P-gp wird teilweise durch
Kalzium-abh&ngige Phosphatasen kontrolliert. Uberexprimiertes Sorcin bindet einen
Teil des totalen zellularen Kalziums, sodass dessen Konzentration sinkt und die Phos-
phatasen gehemmt werden. Aufgrund der verstarkten Phosphorylierung von P-gp
konnten somit Arzneimittel zunehmend aus der Zelle geschleust werden. Neben wei-
teren Faktoren wie Hypoxie oder Arzneimittel-Transportern kann eine Krebszelle MDR
durch microRNAs erwerben1:169, Auch Sorcin wird durch microRNAs reguliert*®°, Ein
Wegfall der miR-142-5p-vermittelten Hemmung auf SRI kénnte, basierend auf den Er-
gebnissen der Reportergen-Assays und Literatursuche der vorliegenden Studie, Gber
eine verstarkte Stimulation der RAS/RAF/MEK/ERK-, PISK/AKT- und JAK/STAT-
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Abbildung 13: Zusammenspiel CML-assoziierter Sighalwege mit Genen und microR-
NAs. Dargestellt sind die (1) RAS/RAF/MEK/ERK-, (2) PI3K/AKT-, (3) JAK/STAT-, (4) Cortac-
tin/lWASP-, (5) RAC-, RhoA/ROCK-, (6) WAVE/ABI1-, (7) WNT-Signalwege. Rund umrandet
und rot sind die putativen Zielgene, deren Regulation durch die in durchgehend berandeten
roten Kastchen dargestellten microRNAs in der vorliegenden Arbeit untersucht wurden. Die
Regulation anderer Gene durch miR-142-5p und miR-365a-3p sind in blau dargestellt. Unre-
gelmalBig gestrichelte Kastchen markieren weitere regulierende microRNAs. Durchgehende
Striche stehen fir eine direkte, gestrichelte Striche fir eine indirekte Regulation. Referenzen

der microRNA-Regulationen: ABL2: 6815%; BCL2: 39142, BCR-ABL1: 1030170, cK|T: 155160-162.171,
EZH2: 152—154; JAK: 30,144; MCL1: 30,32,85,127,142,163,172—176; MMPs: 42; PTEN: 32,41,90,91,95,137,138,165,177—

184 RAC1: 122: RAS: 151185 RhoA: 122; SMAD3: 25 SRI: 169: STAT: 30: WNT: 1%,

Signalwege und MMPs (siehe Abb. 13) und/oder Mechanismen der Entwicklung von
MDR wie der Regulation von Arzneimitteltransportern und Apoptose-regulierenden

Genen zu Nicht-Ansprechen auf Imatinib-Therapie beitragen.
4.2.10 Limitationen der inhaltlichen Beurteilung der in-vitro-Interaktionen

Angesichts der signifikanten Interaktionen liegt die Schlussfolgerung nahe, dass bei
Minderexpression der miR-142-5p und miR-365a-3p bei Nicht-Ansprechen auf Imati-
nib die Hemmung auf ABL2, cKIT, MCL1, PTEN und SRI entfallt. lhre Hochregulation
konnte in der Folge zu Resistenz gegenuber Imatinib beitragen. Die Ergebnisse wer-
den von der bisher verfassten Literatur unterstutzt, die die tumorsuppressive Rolle von
miR-142-5p und miR-365a-3p und die onkogene Rolle der Gene in anderen Erkran-
kungen beschreibt (siehe 4.2)141.156 Eine Aussage Uber einen definitiven biologischen
Effekt der microRNAs auf die mRNAs wird allerdings dadurch erschwert, dass die Un-
tersuchungen in einem in-vitro-Rahmen stattfanden. Durch diesen kdnnen grél3ere Zu-
sammenhange wie zellulare Bedingungen, die intratumorale Heterogenitat oder kumu-
lative Effekte durch andere microRNAs Ubersehen werden3%186-188  Zydem lasst die
Starke der Regulation von mRNAs keine Riickschlisse auf den biologischen Einfluss
von microRNAs auf die Proteinspiegel zu, welche fir die Auspragung des Phanotyps
entscheidend sind*®°. Um sich den microRNA-mRNA-Interaktionen im biologischen
Umfeld anzundhern, sind weitere Untersuchungen nétig. Aufgrund mangelnden Mate-
rials konnte in der vorliegenden Studie keine Quantifizierung der mRNA- und Protein-
Spiegel der in-silico vorhergesagten Gene sowie der assoziierten Signalwege in den

Patientenproben vorgenommen werden.
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4.3 KLINISCHE RELEVANZ DER MICRORNAS

Im dritten Teil der Diskussion wird die in verschiedenen Studien betonte klinische Re-
levanz von microRNAs als Biomarker und Therapiestrategie!!:*® besprochen. Dafr
werden die nétigen Kriterien und bestehenden Hurden bei der Implementierung von
microRNAs als pradiktive Biomarker besprochen und das einem therapeutischen Ein-

satz zugrunde liegende Prinzip erlautert.

4.3.1 Klinische Relevanz der microRNAs

Aufgrund ihrer Korrelation mit der Schwere von Krankheitsstadien und der sensitiven
Reaktion auf dynamische Prozesse wie Krankheitsprogress oder Anwendung von The-
rapie kann die Messung von microRNA-Expressionsmustern zur Diagnose, Prognose
und Einschatzung von Therapie-Ansprechen genutzt werden?”20. Da sich die vorlie-
gende Arbeit auf die Rolle von microRNAs bei Therapieversagen konzentriert, wird in
den kommenden Abschnitten die Anwendung von microRNAs als pradiktive Biomarker
beleuchtet. Dabei werden zuerst allgemein Kriterien und Hurden der Anwendung von
microRNAs als pradiktive Biomarker erlautert. Anschlie3end wird diskutiert, ob auch
die klinische Anwendung von miR-142-5p und miR-365a-3p als pradiktive Biomarker
bei Nicht-Ansprechen auf Imatinib-Therapie von Nutzen sein kénnte. Da als Mdglich-
keit zur Uberwindung von Therapieresistenz der therapeutische Einsatz von microR-
NAs diskutiert wird*!, wird sich zuletzt einer moglichen Therapiestrategie basierend auf
miR-142-5p und miR-365a-3p fur Nicht-Ansprechen auf Imatinib angenéhert.

4.3.2 MicroRNAs als pradiktive Biomarker in der CML

Obwohl das Langzeit-Behandlungsergebnis von CML-Patient/-innen durch die Einfuh-
rung von TKIs stark verbessert wurde, sprechen circa 30 % der Patient/-innen auf-
grund von priméren oder erworbenen Resistenzen unzureichend oder nicht auf Imati-
nib an®. Da die bisherigen Methoden zur friihen Detektion eines Therapie-Nicht-An-
sprechens nicht geeignet sind, kdnnen pradiktive Biomarker behilflich sein. Bisherige
Biomarker wie die Messung von je nach Krankheitsstadium unterschiedlich exprimier-
ten Genen waren noch nicht hinreichend prazise'®#’. Eine maRgebliche Rolle in der
Karzinogenese haben aberrant exprimierte microRNAs, von denen ein grol3es Netz-
werk in der CML ausgemacht wurde. Diese tragen zur Therapieresistenz gegenuber

TKI  bei, indem sie zentrale Gene und Signalwege der CML
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regulierent0:1133,43.46,85190,191  Ngchdem bei Vorarbeiten eine Minderexpression von
miR-142-5p und miR-365a-3p bei Imatinib-Nicht-Ansprechen gemessen® und in die-
ser Arbeit ihr moglicher Einfluss auf CML-Signalwege untersucht wurde, stellt sich die
Frage, ob sich die beiden microRNAs als pradiktive Biomarker fur Nicht-Ansprechen

auf Imatinib eignen.

Ein pradiktiver Biomarker identifiziert Personen mit Therapie-Nicht-Ansprechen, die
verglichen mit ahnlichen Personen ohne den Biomarker mit groRerer Wahrscheinlich-
keit ein Therapieversagen erfahren. Dabei sollte er idealerweise folgende Kriterien er-
fullen. Erstens sollte er nicht-invasiv zuganglich, zweitens robust nachzuweisen, drit-
tens spezifisch fur das Ereignis von Interesse sein und dessen Nachweis robust liefern,
viertens sensitiv auf Veranderung in der Pathologie reagieren und flinftens einfach
vom Modellsystem auf den Menschen tbertragbar sein3347,

4.3.2.1 Zuganglichkeit durch nicht-invasive Methoden

Obwohl sich der Grof3teil der microRNAs intrazellular befindet, liegen zahlreiche
microRNAs extrazellular zirkulierend in nicht-invasiv oder minimal-invasiv einfach zu-

ganglichen Korperflissigkeiten wie Blut, Speichel und Urin vor33.

4.3.2.2 Robuster Nachweis der microRNA

MicroRNAs weisen eine hohe evolutiondare Konservierung und Stabilitdt auf. Diese
wird durch den Einschluss in Lipidvesikel oder Bindung an RNA-bindende Proteine
erreicht, wodurch sie vor Degradierung durch Ribonukleasen geschiitzt werden. Ob-
gleich dies gute Eigenschaften fiur eine zuverlassige Messung sind, wird die Repro-
duktion ihrer Expressionsmuster durch die bisherige Inkonsistenz in den Messungen
erschwert!!:33, Bisherige Messmethoden basieren vor allem auf der quantitativen Echt-
zeit-PCR (gRT-PCR) und Microarrays, deren Ergebnisse allerdings nicht zuverlassig
miteinander korrelieren®3. Unterschiedliche Herkuinfte und die fehlende Standardisie-
rung bei der Bearbeitung der Proben fiihren ebenfalls zur geringen Vergleichbarkeit
der Messergebnisse. Dartber hinaus unterliegt die microRNA-Regulation dynami-
schen Veranderungen, die selbst innerhalb einer Zelle auftreten kbnnen und in der
Mikroumgebung des Tumors eine komplexe Heterogenitat erzeugen. Zu diesen zahlen
Faktoren wie Entziindung oder Hypoxie, die auf Schlisselenzyme der microRNA-Re-

gulation einwirken kénnen, sowie die Regulation durch andere microRNAs und lange
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nichtkodierende RNAs (IncRNAs)3%192, Ferner beeinflusst die biologische Diversitat,
basierend auf Alter, Geschlecht, Ethnizitat, Raucherstatus, Arzneimitteleinnahme und

Ernahrung, die microRNA-Expression3%19,

4.3.2.3 Spezifitat fur das Ereignis von Interesse und robuster Nachweis des Er-
eignisses

Durch das Auspragen spezifischer, robuster Expressionsmuster ermdglichen microR-
NAs die Identifizierung von Erkrankungen. In einer verblindeten Studie liel3en sich so
22 Tumorarten mit einer Genauigkeit von tiber 90 % klassifizieren. Als Biomarker sind
besonders gewebespezifische microRNAs vielversprechend, da durch sie prazise der
Gesundheitszustand von Organen Uberprift werden kann333°, Die Spezifizitat von
microRNA-Expressionsmustern wird jedoch dadurch eingeschrankt, dass eine
microRNA im selben Zelltyp mehrere Zielgene haben kann, wahrend eine mRNA von
unterschiedlichen microRNAs reguliert wird. Dadurch fehlt der exklusive Zusammen-
hang zwischen einer microRNA und einer bestimmten Zielstruktur oder Krankheit,

wodurch die Identifikation von Kandidaten-microRNAs erschwert wird?.

4.3.2.4 Sensitive Reaktion auf Veranderungen in der Pathologie

MicroRNAs sind fahig, auf dynamische Verdnderungen wie Krankheitsprogress oder
Therapie zu reagieren. Nach zweiwdchiger Imatinib-Therapie liegen Veranderungen
der Spiegel der miR-146a, miR-150, miR-142-3p und miR-199b-5p vor*>172, Daher
kann aufgrund von microRNA-Expressionsprofilen auf das Ansprechen auf Imatinib
geschlossen werden. Bei Nicht-Ansprechen verglichen mit Ansprechen auf Imatinib
sind die Spiegel von miR-26a, miR-29c, miR-130b und miR-146a vermindert, die die

anti-apoptotischen c-IAP-1 und MCL1 herunterregulieren3%-5,

4.3.2.5 Einfache Ubertragbarkeit von Modellsystemen auf den Menschen

Aktuell beschéftigen sich mehrere Studien mit den Qualitaten von microRNAs als Bio-
marker3. Die Implementierung in der klinischen Medizin steht jedoch noch aus, da
manche Veranderungen in der microRNA-Expression noch nicht vollstandig verstan-
den sind und die Umsetzung in ein diagnostisches Mittel noch erfolgen muss*®. Die
oben beschriebenen Einschrdnkungen in der Spezifizitdt und Reproduzierbarkeit der
microRNA-Expressionsmuster erfordern gro3er angelegte, standardisierte Stu-

dien!39, Um die auf ein Zielorgan bezogene Spezifizitat verglichen mit jener einzelner
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microRNAs zu erhdhen, wird die Kombination mehrerer microRNAs vorgeschla-
gen'%48 Beispielweise deutete die Kombination hoher miR-451- und niedriger miR-21-
Spiegel bei Diagnose der CML auf eine 42-fach héhere Wahrscheinlichkeit hin, nach

zwolf Monaten optimal auf TKI anzusprechen?!.

Ob miR-142-5p und miR-365a-3p als pradiktive Biomarker fir Nicht-Ansprechen auf

Imatinib-Therapie in CML geeignet sind, soll im folgenden Abschnitt diskutiert werden.

4.3.3 MiR-142-5p und miR-365a-3p als pradiktive Biomarker in der CML?

Obwohl eine Vielzahl an microRNAs als pradiktive Biomarker fur das Nicht-Anspre-
chen auf Imatinib-Therapie vorgeschlagen wurden, wurde noch keine in der Klinik va-
lidiert oder implementiert4. Im vorliegenden Abschnitt soll evaluiert werden, ob sich
miR-142-5p und miR-365a-3p als Biomarker fur Nicht-Ansprechen auf Therapie mit
Imatinib eignen. Als potenzieller Biomarker wurde miR-142-5p in Kombination mit miR-
486-5p fur die Fruherkennung einer chronischen Antikdrper-vermittelten Abstol3ung
bei Nierentransplantation vorgeschlagen®34. MiR-365a-5p fand Beachtung als potenzi-

eller Biomarker beim malignen Melanom und HCC45:150,

Durch die Mdglichkeit der minimal-invasiven Entnahme und den Unterschieden in den
Expressionsmustern zwischen Nicht-Ansprechen auf Imatinib-Therapie verglichen mit
Ansprechen erfillen miR-142-5p und miR-365a-3p einen Teil der im vorherigen Ab-
schnitt diskutierten Kriterien als Biomarker. Allerdings kann der Nachweis der microR-
NAs als unzureichend robust angesehen werden, da in vergleichbaren Studien keine
Dysregulation von miR-142-5p und miR-365a-3p gemessen wurdel443:118,191,193 ' \Mgg-
licherweise beruhen die Unterschiede in den microRNA-Expressionsmustern auf der
in 4.3.2.2 beschriebenen Inkonsistenz in den Messungen. Wahrend Jurkovicova et al.
70 unterschiedlich exprimierte microRNAs bei Nicht-Ansprechen (NA) gegentiber An-
sprechen (A) detektierten, waren es bei San José-Enériz et al. 19 microRNAs und bei
Mosakhani et al. eine microRNA. Bei Lavrov et al. lag keine microRNA unterschiedlich
exprimiert vor. Urs&chlich fiir diese Inkonsistenz kdnnen unter anderem Unterschiede
im Studiendesign sein, die unter anderem die inkludierte Stichprobenzahl betreffent®4.
Diese betrug bei Jurkovicova et al. n =9 (A: 5, NA: 4), bei San José-Enériz etal. n =8
(A: 5, NA: 3), bei Mosakhani et al. n =9 (A: 5, NA: 4) und bei Lavrov et al. n = 12 (A:
6, NA: 6). Das Vorliegen von zu niedrigen Stichprobenzahlen wirft das Problem sowohl

falsch-positiver als auch falsch-negativer Ergebnisse auf!®*. Bei Vorarbeiten dieser
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Arbeit wurde dem versucht entgegenzuwirken, indem 45 Patient/-innen (A: 26, NA: 19)
eingeschlossen wurden. Dartber hinaus unterschieden sich die Messmethoden zwi-
schen den Studien. Wahrend die microRNA-Expression in den Studien von Jurko-
vicova et al. und Mosakhani et al. mittels Microarrays und gRT-PCR gemessen wurde,
wurden bei San José-Enériz et al., Lavrov et al. und bei den Vorarbeiten dieser Arbeit
nur die gRT-PCR verwendet. Des Weiteren entstehen Messunterschiede durch die
unterschiedlichen Herkinfte der Gewebeproben. Diese stammten bei Jurkovicova et
al. und Lavrov et al. aus peripherem Blut, bei San José-Enériz et al. und Mosakhani et
al. aus dem Knochenmark. Bei den Vorarbeiten zu dieser Studie wurde dieser Punkt

insofern berticksichtigt, als dass beide Gewebe untersucht wurden14:43:50,191,193

Bevor miR-142-5p und miR-365a-3p als Kandidaten fir pradiktive Biomarker in Be-
tracht gezogen werden, sollten folgende Aspekte bedacht werden. Auch wenn die Vor-
arbeiten zu der vorliegenden Studie hinsichtlich der Stichprobenanzahl umfassender
als die anderen Studien sind, ist diese noch immer gering. Um miR-142-5p und miR-
365a-3p als Kandidaten fur préadiktive Biomarker zu bestétigen, sollte erstens eine
noch grol3ere Stichprobenanzahl in verblindeten, retrospektiven Analysen von Pati-
ent/-innen mit Therapie-Nicht-Ansprechen gegeniber -Ansprechen untersucht wer-
den. Die anschlieRende Testung der microRNAs als Biomarker sollte in grol3 angeleg-
ten prospektiven, randomisierten Studien durchgefuhrt werden. Zweitens sollte zur
Verbesserung der Vergleichbarkeit von Studien untereinander eine Standardisierung
der Probenherkunft, Messmethoden und Datenauswertung erfolgen. Drittens sollten
umfangreichere Kriterien inklusive der biologischen Diversitat mit eingeschlossen wer-
den, viertens eine mogliche microRNA-Kombinationen als Biomarker fur Nicht-Anspre-
chen auf Imatinib-Therapie identifiziert und finftens die eingeschréankte Spezifitat der
miR-142-5p und miR-365a-3p als Biomarker adressiert werden, die aufgrund ihren
vielfaltigen Zielgene und Vorkommen in unterschiedlichen Pathologien (siehe 4.2) be-
steht10.11.33,48,190.195 ' Um das Verstandnis der Rolle von miR-142-5p und miR-365a-3p
bei Nicht-Ansprechen auf TKI-Therapie zu verbessern, ist die vollstandige Aufklarung
ihrer Interaktionen von wesentlicher Bedeutung?®®1°2, Dabei sollte auch die Regulation
von microRNAs durch z. B. IncRNAs beriicksichtigt werden. Hilfreich kénnen hierbei
neuere Techniken wie miR-CLIP-seq sein. Diese Technik ermdglicht die Identifikation
von Wechselwirkungen zwischen spezifischen microRNAs und ihren Ziel-mRNAs oder

IncRNAs durch biochemische Quervernetzung mit anschlielender Sequenzierung.
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Eine weitere Moglichkeit der genaueren Identifikation von microRNA-Zielstrukturen so-
wie krankheitsrelevanter microRNAs und mRNAs besteht in der Durchfiihrung von ge-
nomweiten funktionellen Analysen unter Verwendung von microRNA-Mimetika oder -

Inhibitoren3s.

4.3.4 Therapieansatze durch microRNA-basierte Therapie

Als Moglichkeit zur Uberwindung von Arzneimittelresistenzen, aufgrund derer circa
30 % der CML-Patient/-innen unzureichend oder nicht auf Imatinib ansprechen, wird
der therapeutische Einsatz von microRNAs diskutiert. Dem liegt zugrunde, dass die
Empfindlichkeit auf Arzneimittel durch Manipulation von microRNAs verédndert werden
kann. Hier lasst sich beispielhaft miR-203, welche in Zellen mit T315I-Mutation unter
anderem Uber die Hemmung von Zellwachstum die Sensitivitat auf Imatinib erhdhte,
anfuhren. Die Untersuchung der therapeutischen Fahigkeiten von microRNAs ist bis-
her in Phase | und II-Studien angekommen®114%, Die Modulation von microRNAs in
Tumorzellen kann im Rahmen der microRNA-Inhibitionstherapie oder microRNA-Er-
satztherapie erfolgen. Einem potenziellen Therapieansatz mit miR-142-5p und miR-
365a-3p bei Nicht-Ansprechen auf Imatinib liegt die microRNA-Ersatztherapie zu-
grunde, bei der die Wirkung von ts-microRNAs durch Anhebung ihrer Spiegel wieder-
hergestellt wird. Dazu werden unter anderem synthetische microRNA-Mimetika und
DNA-Plasmide verwendet. Die Mimetika ersetzen fehlende ts-microRNAs, indem sie
im RISC-Komplex die Ziel-mRNA inhibieren. DNA-Plasmide kodieren flr ein
microRNA-Gen, das die endogene microRNA-Expression erhoht®®. Zu den groRten
Herausforderungen bei der Implementierung von microRNA-Therapeutika gehdren ne-
ben der Herstellung des passenden Tragersystems fur das angezielte Organsystem
die Vermeidung von Toxizitat und unspezifischen microRNA-Effekten sowie die Aus-

wahl der besten microRNA-Kandidaten fir die jeweilige Erkrankung?36.

4.3.5 Therapiestrategie mit miR-142-5p- und miR-365a-3p-Mimetika

Ein Therapieansatz mit miR-142-5p und miR-365a-3p fur Nicht-Ansprechen auf Imati-
nib erweist sich als interessant, da hierbei beide microRNAs minderexprimiert vorla-
gen®® und in der vorliegenden Studie in Reportergen-Assays Gene, die mit CML und
Chemoresistenz assoziiert waren, direkt regulierten. Obwohl eine Wiederherstellung
der beiden microRNAs in diversen Pathologien wie dem kutanen Plattenepithelkarzi-
nom?!38.148 gls maoglicher Therapieansatz vorgeschlagen wurde, ist noch kein miR-142-
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5p- oder miR-365a-3p-basiertes Therapeutikum in die klinische Entwicklung tberge-
gangen'®’. Bevor dies geschieht, sollten ihre Expressionsmuster wie in 4.3.2 und 4.3.3
beschrieben in umfangreicheren Studien reproduziert und ihr Targetom und ihre Re-
gulation umfassend untersucht werden. Nach der Entwicklung eines Verabreichungs-
systems mussten die miR-142-5p- und miR-365a-3p-Mimetika strengen praklinischen
Untersuchungen unterzogen werden, die sich vor allem auf ihre Toxizitat, therapeuti-
schen Fahigkeit und Effizienz der Anlieferung konzentrieren. Zuletzt erfolgt die Unter-
suchung der Mimetika in klinischen Studien mit Fokus auf ihrer Toxizitat und Dosis?.

4.4 Fazit

Zusammengefasst behandelt die vorliegende Arbeit erstmalig die potenzielle Interak-
tion von miR-142-5p und miR-365a-3p mit den Zielgenen ABL2, cKIT, MCL1, PTEN
und SRI bei Nicht-Ansprechen auf Imatinib-Therapie. Zusatzlich wird die Moglichkeit
ihres klinischen Einsatzes als préadiktive Biomarker und als microRNA-Therapeutika
bei Nicht-Ansprechen auf Imatinib evaluiert. Angesichts der Ergebnisse der in der vor-
liegenden Arbeit durchgefuhrten Reportergen-Assays liegt die Schlussfolgerung nahe,
dass miR-142-5p tber die Herunterregulation von ABL2, cKIT, MCL1, PTEN und SRI
und miR-365a-3p von ABL2, cKIT und PTEN auf mMRNA-Ebene zu Nicht-Ansprechen
auf Imatinib beitragt. Als Folge ihrer Minderexpression kdnnte die direkte Hemmung
auf ihre onkogenen Zielgene entfallen, sodass die Hochregulation dieser z. B. Uber

Aktivierung von Signalwegen zu Nicht-Ansprechen auf Imatinib beitragen kdnnte.

Aus der Diskussion ergibt sich, dass miR-142-5p und miR-365a-3p wichtige Kriterien
der Anwendung als pradiktive Biomarker erfullen und ein Einsatz dieser als pradiktive
Biomarker zur frihen Detektion des Nicht-Ansprechens die microRNA-Expressions-
muster genutzt werden kdnnte. Die Regulation ihrer Zielgene deutet zudem darauf hin,
dass miR-142-5p- und miR-365a-3p-Mimetika bei Therapie-Nicht-Ansprechen einen
vielversprechenden Ansatz darstellen kénnten. Durch diesen kdnnte tber die Regula-
tion von Zielgenen wie ABL2, cKIT, MCL1, PTEN und SRI der Stimulierung onkogener
Signalwege entgegengewirkt werden. Zur Bestatigung von miR-142-5p und miR-365a-
3p als verlassliche Biomarker-Kandidaten ist eine Replikation ihrer Expressionsmuster
in grol3 angelegten prospektiven, randomisierten Studien notwendig. Dartber hinaus

sollte ihre Rolle bei Nicht-Ansprechen auf TKI-Therapie vollstandig erfasst werden.
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Die Ergebnisse dieser Arbeit konnen als Grundlage fir Folgestudien dienen, in denen
weitere Untersuchungen zur Aufdeckung des microRNA-Targetoms und Regulation

von microRNAs im Fokus stehen sollten.
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5 Zusammenfassung

Obwohl durch Implementierung von TKI in der Klinik die Therapie der CML maf3geblich
verbessert wurde, sprachen 30 % der Patient/-innen aufgrund von Resistenzen nicht
auf Imatinib an. Ursachlich fur diese sind BCR-ABL-abh&ngige sowie -unabhangige
Mechanismen, zu denen auch die Resistenzbildung durch kleine nichtkodierende
microRNAs gehdrt. MicroRNAs kénnen Uber Regulation von Genexpression zu The-
rapieresistenz in der CML beitragen, indem sie Efflux-Arzneimittel-Transporter, anti-
apoptotische Proteine und onkogene Signalwege stimulieren. Zur Verbesserung von
Prognose und Therapie wird einer frihen Detektion des Therapie-Nicht-Ansprechens
durch pradiktive Biomarker grof3e Bedeutung beigemessen. Obwohl eine Vielzahl von
microRNAs in verschiedenen Erkrankungen als Biomarker vorgeschlagen wurde, steht
ihre Implementierung in der klinischen Medizin noch aus. Weiterhin zeigte die Modifi-
kation von microRNA-Spiegeln vielversprechende Ergebnisse bei der Uberwindung
von Chemoresistenz und gilt daher als aussichtsreicher Therapieansatz. Zu den
microRNAs, die bei Nicht-Ansprechen auf Imatinib-Therapie dysreguliert vorlagen, ge-
horen die bei Vorarbeiten dieser Studie als minderexprimiert identifizierten miR-142-
5p und miR-365a-3p. Um zum Verstandnis ihrer moglichen Beteiligung an Nicht-An-
sprechen auf Imatinib-Therapie beizutragen, wurde im ersten Teil der vorliegenden
Studie der potenzielle funktionelle Einfluss der beiden microRNAs auf putative Ziel-
gene analysiert. Daftir wurden potenzielle microRNA-mRNA-Interaktionen mittels in-
silico-Zielgensuche und einer ausfihrlichen Literatursuche ermittelt und anschliel3end
in Reportergen-Assays untersucht. Im zweiten Teil hatte die vorliegende Studie zum
Ziel, eine magliche klinische Anwendung der miR-142-5p und miR-365a-3p als pradik-
tive Biomarker oder therapeutische microRNA-Mimetika bei Nicht-Ansprechen auf |-

matinib-Therapie zu beleuchten.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen eine signifikante Herunterregulation von ABL2,
cKIT, MCL1, PTEN und SRI durch miR-142-5p und von ABL2, cKIT und PTEN durch
miR-365a-3p auf MRNA-Ebene, aus der sich auf eine potenzielle Tumorsuppressor-
rolle der miR-142-5p und miR-365a-3p in der CML schlie3en lasst. Eine Minderexpres-
sion der microRNAs konnte somit Gber das Entfallen der direkten Hemmung auf ihre
Zielgene ABL2, cKIT, MCL1, PTEN und SRI zu deren Hochregulation und potenzieller
Beteiligung an onkogenen Signalwegen fuhren. Moglicherweise erfolgt dadurch ein
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Beitrag zu Nicht-Ansprechen auf Imatinib-Therapie. Dartber hinaus geht aus der Dis-
kussion der klinischen Relevanz der microRNAs hervor, dass miR-142-5p und miR-
365a-3p wichtige Kriterien der Anwendung als pradiktive Biomarker fur Nicht-Anspre-
chen auf Imatinib-Therapie erfullen. Auch ware ein Therapieansatz mit miR-142-5p-
und miR-365a-3p-Mimetika vielversprechend. Um miR-142-5p und miR-365a-3p als
verlassliche Kandidaten fur Biomarker zu bestatigen, ist eine Replikation ihrer Expres-
sionsmuster in grofl3 angelegten prospektiven, randomisierten Studien notwendig. Dar-
Uber hinaus sollte ihre Rolle bei Nicht-Ansprechen auf TKI-Therapie vollstandig erfasst

werden.

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass sich diese Arbeit erstmalig mit einer potenzi-
ellen Interaktion von miR-142-5p und miR-365a-3p mit ABL2, cKIT, MCL1, PTEN und
SRI bei Nicht-Ansprechen auf Imatinib-Therapie beschaftigt und die Rolle von miR-
142-5p und miR-365a-3p sowohl als pradiktive Biomarker als auch als Therapeutika
bei Nicht-Ansprechen auf Imatinib-Therapie beleuchtet. Die Daten dieser Arbeit kon-
nen als Grundlage fir Folgestudien dienen, die die Rolle von miR-142-5p und miR-
365a-3p bei Nicht-Ansprechen auf TKI-Therapie untersuchen. Im Mittelpunkt sollten
dabei vor allem Untersuchungen des Targetoms der microRNAs und ihrer Regulation,

beispielsweise durch andere RNAs, stehen.
Summary

Although the implementation of tyrosine kinase inhibitors in clinical medicine has sig-
nificantly improved the treatment of CML, 30 % of patients fail to respond to imatinib
due to resistance. These resistances result from BCR—-ABL-dependent and -independ-
ent mechanisms, the latter including resistance by small non-coding microRNAs. Via
regulation of the expression of genes encoding efflux drug transporters, anti-apoptotic
proteins, and members of oncogenic signaling pathways, microRNAs contribute to re-
sistance to TKIs. Early detection of treatment non-response by predictive biomarkers
can significantly improve prognosis and therapy. Although numerous microRNAs have
been proposed as biomarkers in various diseases, their implementation in the clinic is
still pending. Furthermore, modification of microRNA levels is considered a promising
therapeutic approach as they provided promising results in overcoming chemo-
resistance. Among the microRNAs that were found to be dysregulated in non-response

to imatinib therapy were miR-142-5p and miR-365a-3p. Decreased expression of these
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were measured in the previous study. To contribute to the understanding of their po-
tential involvement in non-response to imatinib therapy, the first part of the present
work analyzed the potential functional impact of miR-142-5p and miR-365a-3p on pu-
tative target genes. Therefore, potential microRNA—mMRNA interactions were identified
by in-silico target prediction and an extensive literature search and subsequently sub-
jected to dual-luciferase reporter gene assays. The second part of the work aimed to
shed light on a potential clinical implementation of miR-142-5p and miR-365a-3p as
predictive biomarkers or therapeutic microRNA mimics in non-response to imatinib

therapy.

The results of this study show a significant regulation of ABL2, cKIT, MCL1, PTEN,
and SRI by miR-142-5p and of ABL2, cKIT and PTEN by miR-365a-3p at mRNA level.
This suggests a tumor suppressor role of the two microRNAs in CML. Thus, at their
decreased expression, their direct inhibition would fail to downregulate the target
genes ABL2, cKIT, MCL1, PTEN, and SRI. Subsequently, these could be upregulated
and lead to activation of oncogenic signaling pathways. This may contribute to non-
response to imatinib therapy. Furthermore, discussion of the clinical relevance of mi-
croRNAs highlights that miR-142-5p and miR-365a-3p hold important criteria of a pre-
dictive biomarker for non-response to imatinib therapy. In addition, the use of miR-142-
5p and miR-365a-3p mimics in non-response to imatinib therapy depicts a promising
therapeutic approach. To confirm miR-142-5p and miR-365a-3p as robust candidates
for biomarkers, replication of their expression patterns should be conducted in large-
scale prospective, randomized trials. Also, their role in non-response to TKI therapy

should be fully assessed.

In conclusion, this work is the first to address a potential interaction of miR-142-5p and
miR-365a-3p with ABL2, cKIT, MCL1, PTEN, and SRI in non-response to imatinib ther-
apy and to shed light on the role of miR-142-5p and miR-365a-3p as both predictive
biomarkers and therapeutic agents in non-response to imatinib therapy. The results of
this work can serve follow-up studies focusing on the role of miR-142-5p and miR-
365a-3p in non-response to TKI therapy. Particularly, studies of the targetome of mi-

croRNAs and their regulation by, for instance, other RNAs should be at the focus.
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G8

Tabelle 1: In-silico vorhergesagte Bindestellen der miR-142-5p und miR-365a-3p an den 3‘-UTRs der Gene ABL2, cKIT,

MCL1, PTEN, SHC4 und SRI.

2232-2239A8D

Ziel-mRNA microRNAs Position der putativen Binde- TargetScan microRNA.org MicroCosm Tar- | DIANA-microT
stellen und der Mutagenese gets
(MUT) in der 3-UTR
ABL2_IE (473- miR-142-5p 820-8408P XF 820-840 X 104-115¢
1785) 971-991BP 971-991 820-839
1266-1282P 1529-1552 971-990
1525-155280 1266-1282
1525-1552
miR-365a-3p 1127-11488 2065-2071 1127-1148 X X
1931
2051
2606
ABL2_Il (3746- miR-142-5p 3907-3923ABD 3916-3922 3916-3922 X 3907-3923
4404) (MU 1: 3918-3921) 4245-4251 4245-4251 4231-4251
7120H 7125-7141
4231-4251ABDP 7611-7620
(MU 2: 4247-4250) 7898-7925
miR-365a-3p X X X X X
cKIT miR-142-5p 410-432BP 2030-2036 426-431 X 410-432
(260-2085) 1566-15828P 1576-1581 1566-1582
2026—-203748D 2030-2036 2026—-2037
miR-365a-3p 749-755A8 749-755 749-754 1143-1151 X
(MU 2: 749-754) 928-933
928-9338
1143-1151¢
(MU 1: 1143-1146)
MCL1 miR-142-5p 576-587AB.D 581-587 580-587 53-63 54-63
(457-2348) 2232-2238 2232-2238 21822215 576-587
2182-2215¢ 22322239
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(MU 1: 2234-2237)
miR-365a-3p X X X X X
PTEN miR-142-5p 1963—19678 2189-2195 1385 2420-2433 1128-1145
(1553-2759) 2189-2195ABD 2427-2433 1963-1967 2189-2195
224922538 2503-2509 2189-2195 2425-2433
2420-2433AB.CD 2249-2253 24822509
24822514 ABD 2426-2433 2509-2514
2503-2509 3230-3251
3232 46284637
5950-5956
miR-365a-3p 2366—2384ABC 2378-2384 2378-2383 2366-2384 X
SHC4 miR-142-5p 492-498AB 492-498 492-498 X X
(316-2178) 1902-19068 1902-1906
2145-21508 2145-2150
miR-365a-3p X X X X X
SRI miR-142-5p 130-138AB.CD 131-137 130-137 130-138 130-138
(42-1310) 712-718ABD 712-718 712-717 712-717
miR-365a-3p X X X X X

AVorhersage durch TargetScan 7.2

BVorhersage durch microRNA.org-Targets and Expression
CVorhersage durch MicroCosm Targets
PVorhersage durch DIANA-microT

EABL2 wurde aufgrund seiner Lange in ABL2_| und ABL2_II unterteilt
FX: keine Vorhersage

GGrau/kursiv: Position auBerhalb der Amplikonsequenz

HEinzeln genannte Sequenzen markieren Beginn der Bindesequenz
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