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Zusammenfassung

2 Zusammenfassung

MicroRNAs (miRNAs) sind kleine, nicht kodierende RNAs, welche die Proteintranslation
posttranskriptionell regulieren. Ausgangspunkt der Arbeit war der Befund, dass die miR-142 in
ca. 20% aller diffus grof3zelligen B-Zell Lymphome (DLBCL) durch Mutationen veréandert
vorliegt (Kwanhian et al., 2012). Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurden fluoreszierende
Proteine und miRNAs in eukaryotischen Zellen ko-exprimiert. Bei den miRNAs handelte es
sich um die miR-142-wt, eine miR-142-3p und eine MiR-142-5p Mutante sowie die miR-34a.
Der Vektor pcDNAS.1/Hygro(-) wurde zur Klonierung der miR-142 und deren Mutanten
verwendet. In einem ersten Schritt wurde eGFP in die MCS zwischen die Schnittstellen fur
Xbal und Hindlll kloniert, sodass das Produkte pcDNA3.1/Hygro(-)GFP entstand. Dieser
Klonierungsschritt wurde auch fur mCherry durchgefihrt, sodass auch der Vektor
pcDNA3.1/Hygro(-)mCherry ~ durch  Klonierung  gebildet  wurde. Unter dem
Fluoreszenzmikroskop lieR sich in transfizierten Zellen eine deutliche Uberexpression der
Fluoreszenzproteine nachweisen. Im Anschluss erfolgte die Sequenzierung. Die folgenden
Experimente wurden nur fir den Vektor pcDNAS3.1/Hygro(-)GFP durchgefiihrt. In weiteren
Schritten wurde die precursor-Sequenz der miR-142-wt, der miR-142-mut2 (3p-Mutante) und
miR-142-mut3 (5p-Mutante) durch PCR amplifiziert und zwischen die Schnittstellen fir BamHI
und Xhol an das 3" Ende der eGFP-Sequenz in den Vektor inseriert. Kontrollen mittels
Fluoreszenzmikroskopie bestatigten, dass eGFP weiterhin Uberexprimiert wurde, was
ebenfalls durch Western Blot bestatigt wurde. Im Northern Blot war sowohl die reife miR-142

als auch die pre-miR-142 sichtbar, sowohl der Mutante 2, 3 als auch der miR-142-wt.

Zusatzlich wurde die miR-34a und miR-200c in den Vektor pSG5-GFP kloniert. Hierbei wurden
die gleichen Methoden angewendet wie oben beschrieben. Zuletzt wurde eine deutliche
Uberexpression der miR-34a im Northern Blot bestétigt. Bei den Experimenten wurde mittels
Western Blot die Expression von eGFP, mittels Northern Blot die Anwesenheit der miRNA und

durch Sequenzierung die korrekte DNA-Sequenz ermittelt.
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3 Summary

MicroRNAs (miRNAs) are short, non-coding RNAs that post-transcriptionally regulate gene
expression. The basis for this work was the finding that miR-142 is mutated in about 20% of
diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL) (Kwanhian et al., 2012). In this thesis, vectors were
generated to achieve the co-expression of fluorescent proteins and miRNAs in eukaryotic cells.
The miRNAs of interest were miR-142-wt, one miR-142-3p mutant and one miR-142-5p mutant
as well as miR-34a. For the miR-142 experiments, the vector pcDNA3.1/Hygro(-) was used.
First, the eGFP gene was cloned into the MCS of pcDNA3.1/Hygro(-) between the restriction
sites Xbal and Hindlll. The cloning resulted in the product pcDNA3.1/Hygro(-)GFP.
Analogously mCherry was cloned building the vector pcDNA3.1/Hygro(-)mCherry. Using
fluorescence microscopy, the expression of eGFP and mCherry in eukaryotic cells was shown.
The following experiments were only done with the vector pcDNA3.1/Hygro(-)GFP. The
precursor for miR-142-wt, miR-142-mut2 (3p-mutant) and miR-142-mut3 (5p-mutant) were
amplified by PCR and inserted directly behind the 3" end of the coding sequence of the gene
eGFP between the BamHI and Xhol restriction sites. The expression of eGFP was verified by
fluorescence microscopy and by Western blot. Expression of the miR-142-wt, miR-142-mut2,
miR-142-mut3 as well as the corresponding precursor RNAs was shown by Northern blotting.

Another series of experiments were done cloning the miR-34a and the miR-200c into the vector
pSG5-GFP. The same methods were applied as described above. The expression of miR-34a
was demonstrated by Northern blot. In addition, western blots were carried out to show the
expression of the eGFP-Protein. The correct sequence of the inserted miRNA was determined

by sequencing.
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4 Einleitung

Die vorliegende Doktorarbeit beschatftigt sich mit der Klonierung von microRNAs in einen
Expressionsvektor und deren Ko-Expression mit Fluoreszenzproteinen. MicroRNAs sind
kleine 18-25 Nukeotid-lange, nicht-codierende Ribonukleinséuren, die durch komplementéare
Bindung an die 3'UTR diverser mRNAs einen entscheidenden Einfluss auf die
posttranskriptionelle Genregulation besitzen (Liao et al.,, 2014). Viele Entwicklungs-,
Differenzierungs- und Proliferationsprozesse werden von diesen kleinen RNAs gesteuert
(Hwang und Mendell, 2006). Im Jahr 1993 entdeckten Lee et al. (1993) die erste microRNA,
lin-4 und deren Bedeutung flr die ontogenetische Entwicklung von C. elegans (Lee et al.,
1993). Fehlregulierte microRNAs konnten mit diversen Tumoren, u. a. dem Colon- und dem
Mamakarzinom, aber auch Lymphomen assoziiert werden.

Die Basis dieser Dissertation stellt das Paper ,MicroRNA-142 is mutated in about 20% of
diffuse large B-cell ymphoma“ von (Kwanhian et al., 2012) dar. Es konnte in dieser Publikation
erstmals gezeigt werden, dass ca. 20 % aller DLBCL Proben Mutationen in der miR-142
aufweisen. Die Aufarbeitung zeigte in 11 von 56 DLBCL Proben Mutationen. Hiervon war
sowohl die reife miR-142-3p als auch die reife miR-142-5p betroffen. Des Weiteren wurden
Mutationen in der “precursor* Sequenz gefunden. Diese Erkenntnisse wurden von (Hezaveh
et al., 2016) bekraftigt. Sie konnte in 5 von 40 DLBCL Proben Mutationen der miR-142 finden.
Auch in fast 10 Prozent der untersuchten Proben von follikularen Lymphomen wurden
Mutationen in der Sequenz der miR-142 gefunden. Dies fuhrte zur Schlussfolgerung, dass die
miR-142 eine wesentliche Bedeutung fur die Lymphomentstehung besitzt (Hezaveh et al.,
2016). Ziel dieser Arbeit war die Erstellung eines Klonierungsvektors zur Transfektion
eukaryotischer Zellen mit den miR-142 Mutanten und dem miR-142 Wildtyp. Im Speziellen
wurden der Wildtyp, eine 3p- Mutante, im Folgenden als miR-142-mut2 und eine 5p-Mutante,
im Folgenden als miR-142-mut3 bezeichnet, in den Vektor pcDNA3.1/Hygro(-) kloniert. Dieser
Vektor eignet sich hervorragend zur Selektion eukaryotischer Zellen mit Hilfe des
Antibiotikaresistenzgens gegen Hygromycin. Des Weiteren besitzt er die notwendigen
Sequenzen zur Expression in eukaryotischen Zellen. Zur optischen Selektionierung positiver
Klone mittels Fluoreszenz wurden zuerst GFP und mCherry eingefugt und die Expression
mikroskopisch in der 293T-Zelllinie bestatigt und durch Sequenzierung verifiziert. Dartiber
hinaus wurde die Modifikation mit eGFP noch im Western Blot nachgewiesen. Nach
Klonierung des Fluoreszenzproteins folgte die miR-142-wt, die miR-142-3p und miR-142-5p
Mutanten. AnschlieBend wurde der Vektor sequenziert und die RNA Expression durch

Northern Blot bestatigt.
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Die vorliegende Doktorarbeit beschéftigt sich zudem mit der miR-200c und der miR-34a. Die
miR-34a ist von besonderer wissenschaftlicher Bedeutung, da sie direkt P53 vermittelt
reguliert wird. Die 3 Vertreter der miR-34 Familie zeigen sogar die hdochste P53 vermittelte
Induzierbarkeit aller miRNAs (Hermeking, 2007). p53 ist eines der am haufigsten mutierten
Gene in humanen Krebszellen (Rokavec et al., 2014). Uber die p53-Kaskade ist die miR-34a
an der Apoptose bei Zellstress, genetischen Schaden oder Chromosomenaberrationen
beteiligt (Chen und Hu, 2012). In vielen Tumoren fiihrt eine Deletion oder die Methylierung der
CpG-Region zur funktionellen Inaktivitat oder zur Transkriptionsrepression des Gens p53
(Adams et al., 2016). Die miR-34a und miR-200c wurden in den Vektor pSG5-GFP kloniert.
Die Klonierung erfolgte analog zur Klonierung der miR-142. Hierbei wurden die microRNAs an
das 3" Ende der Sequenz des Fluoreszenzproteins direkt nach dem stop codon des Gens GFP
in den Vektor eingefigt.
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4.1 Eigenschaften von microRNAs und deren Funktion in der

posttranskriptionellen Genregulation

MicroRNAs sind kleine, nicht-kodierende, einzelstrangige 18-25 Nukleotid lange
Ribonukleinsduren (He und Hannon, 2004), die sequenzspezifisch durch komplementare
Basenpaarung an die 3’'UTR einer mRNA, in seltenen Féllen an die codierende Region der
MRNA binden. miRNAs durchlaufen eine Reihe von Reifungsprozessen, die als Prozessierung
bezeichnet werden. Das Primartranskript, die sogenannte pri-miRNA, kann eine Lange von
500 bis zu mehreren tausend Nukleotiden aufweisen (Kim, 2005). Diese besitzen, vergleichbar
mit mMRNAs, einen Poly-A Schwanz am 3" Ende, eine Cap Struktur am 5" Ende, aber im
Unterschied zu vielen anderen kleinen RNA Molekilen eine charakteristische
Haarnadelstruktur. Das im Nukleus lokalisierte Enzym Drosha schneidet die beiden
Uberhange der pri-miRNA ab und bildet die pre-miRNA mit einer Lange von 60-70 bp.
Entscheidend hierbei sind die RNase Il Domanen und die RNA-Bindungsdoméne, was in
seiner Gesamtheit den Mikroprozessorkomplex ausmacht und mit Hilfe des Cofaktors DGCR8
die pri-miRNA schneidet. Die entstandene pre-miRNA mit ihrer charakteristischen “stem-loop®
Konformation wird nun durch Exportin 5, einem RAN-GTP abhéangigen Exporter, aus dem
Nukleus ins Zytoplasma transportiert, wo der letzte Reifungsschritt erfolgt (Leisegang et al.,
2012). Im Zytoplasma wird die pre-miRNA durch das Enzym Dicer, einer weiteren RNase llI,
auf die Lange der reifen miRNA (18-25 Nukleotide) geschnitten. Die reife miRNA bt ihre
Funktion in einem als RISC (RNA-induced-silencing-complex) bezeichneten Effektorkomplex
aus. Eine herausragende Rolle im RISC bildet das Ago2 Protein, das den enzymatischen
Abbau der mRNA bewerkstelligt. Neueste Untersuchungen ergaben, dass nicht die Menge an
mMiRNAs in einer Zelle deren funktionelle Aktivitat bestimmt, sondern die Assoziation der
mMiRNAs zum Ago-Komplex. miRNAs sind stabile Ribonukleinsauren, deren ,,Ago-Assoziation®
ein wesentlicher Schritt zur Inhibition einer mMRNA darstellt (Ayoubian et al., 2019). Der RISC
wird durch mindestens ein Ago-Protein gebildet und somit bestimmt auch die Beladung des
RISCs mit der speziellen miRNA deren inhibitorisches Potenzial (Flores et al., 2014). Dies wird
unter anderem durch die Komplementaritat einer miRNA und deren “target” beeinflusst. Je
mehr mRNAs sich in der Zelle befinden und desto héher deren Komplementaritat ist, desto
starker ist die Ago-Assoziation der entsprechenden miRNAs. Der Grof3teil der in einer Zelle
vorkommenden miRNAs ist nicht an Ago gebunden und somit inaktiv. Bei kompletter
Komplementaritat der “seed“-Region und der 3'UTR erfolgt eine Degradierung durch Ago2
oder bei inkompletter Komplementaritat eine Inhibition der Translation. Man geht heutzutage

davon aus, dass der Mechanismus der Inhibition im Tierreich Uberwiegt. Durch diese



Einleitung

repressiven Einflisse kann die Zelle auch auf posttranskriptioneller Ebene die

Proteinbiosynthese regulieren (Lee et al., 1993).
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Abbildung (Abb.) 1: miRNA Prozessierung und die miRNA-vermittelte Genregulation;

verandert nach (Esquela-Kerscher und Slack, 2006): Die RNA-Polymerase Il bildet die
primary-miRNA, die noch im Zellkern durch die Endonuklease Drosha zur pre-miRNA
gespalten wird. Exportin 5 transportiert unter Zuhilfenahme des Coenzyms RAN-GTP die pre-
MIiRNA ins Zytoplasma. Dort wird die pre-miRNA durch das Enzym Dicer zu einer miRNA-
Duplex umgesetzt und nach Aufspaltung in zwei Einzelstrange die reife einzelstrangige miRNA
auf den RISC beladen. Je nach Komplementaritat der entsprechenden mRNA und miRNA
fuhrt der miRNA-RISC Komplex, bei inkompletter Komplementaritat zur Unterdriickung der
Translation und bei vollstdndiger komplementarer Paarung zur Zerschneidung der mRNA. Die
Blockierung der Translation scheint hierbei der Uberwiegende der beiden Mechanismen zu

sein.
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4.2 Das diffus grof3zellige B-Zell Lymphom

Das diffus grof3zellige B-Zell Lymphom (DLBCL) wird der Gruppe der Non-Hodgkin-Lymphom
(NHL) zugeordnet. Die NHL und die Hodgkin-Lymphome bilden zusammen die Klasse der
Lymphome, der soliden Krebsformen des Immunsystems (Shankland et al., 2012). Mit 90%
aller Lymphome reprasentieren die NHL die weitaus groRere, allerdings auch sehr
inhomogene Gruppe. Die Hodgkin-Lymphome machen die verbleibenden 10% aus
(Shankland et al., 2012). Mit ca. 30% aller NHL im européischen Raum stellt das DLBCL die
haufigste Entitat dar und hat somit eine hohe epidemiologische Relevanz (Martelli et al., 2013).
Als Vertreter der hochmalignen, schnell wachsenden Lymphome zeigt es ohne Behandlung
einen aggressiven und todlichen Verlauf mit rascher Tumorprogression. Durch eine auf3erst
hohe Proliferationsrate und somit einer kurzen Tumorverdopplungszeit ist die schnelle
Diagnose von entscheidender Bedeutung fir therapeutische und somit auch prognostische
Zwecke. Biomarker die zur frilhen Diagnosestellung beitragen, kénnten somit auch die
Prognose ganz entscheidend verbessern (Qadir und Faheem, 2017).

Ein bereits etablierter Biomarker ist eine hohe LDH, ein Mal fuir den Zelluntergang, der mit der
Tumormasse korreliert und somit als negativer Prognosefaktor gewertet werden kann (Yadav
et al., 2016). Die einfache Devise “je mehr Zeit ohne gezielte Chemotherapie bis zur
Diagnosestellung verstreicht, umso schlechter die individuelle Prognose®“ behalt hier ihre
Gliltigkeit. Da die hochmalignen Lymphome durch schnelles Wachstum gekennzeichnet sind,

sprechen sie in einem kurativen Behandlungsschema auch gut auf eine Chemotherapie an.
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Haufigkeit von Lymphomen im Jahr 2010 in England nach den
Aufzeichnungen des nationalen Krebsregisters

ALL/CLL DLBCL fNHL
(19%) (27%) (11%)

Multiples Myelom HL andere NHL TNHL
(20%) (8%) (12%) (3%)

Daten stammen von Release edition reference tables,
Office for National Statistics

Abb. 2: Haufigkeit der Lymphom-Subtypen in England im Jahr 2010; veréndert nach
(Lowry und Lynch, 2013): Die Haufigkeitsverteilung darf in westlichen Nationen als
vergleichbar angesehen werden. Somit stellen das DLBCL und das follikulare NHL mehr als

ein Drittel aller Lymphome dar. In beiden Subtypen wurden Mutationen der miR-142
nachgewiesen (Hezaveh et al., 2016).
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4.3 Die Funktion der miR-142

Die miR-142 wird vom Chromosom 17 des menschlichen Genoms codiert, unmittelbar flankiert
vom “Benzodiazepin Rezeptor Associated Protein 1“ (BZRAP1). Aus der 87 Basenpaare
langen “hairpin® Struktur der pre-miR-142 entstehen zwei reife miRNAs, die miR-142-3p und
miR-142-5p.

stem-loop Struktur
g g e a uaa ag a
5' acagugca uca ccauaaaguag aagcacuac o
DL Bl O I L DA O D |
3' ugucaugu agu gguauuucauc uuugugaug g g u
g g a C —ug ga g

C

Abb. 3: Die pre-miR-142 mit ihrer “stem-loop* Struktur und die reifen miR-142-3p und -
5p; verandert nach (www.miRBase.org): Abgebildet ist die pre-miR-142 vor der
enzymatischen Aufspaltung durch das Enzym Dicer mit der charakteristischen
Haarnadelstruktur, die die beiden daraus entstehenden reifen miR-142-5p und miR-142-3p
voneinander trennt. Hervorgehoben ist die Sequenz der reifen miRNAs (rosa gefarbt).

Die miR-142 scheint eine zentrale Stellung in der Kontrolle der Hamatopoese des Menschen
einzunehmen (Sun et al., 2010). Sie kommt vorwiegend in hamatopoetischen Zellen vor und
stellt dort einen grofRen Anteil aller miRNA-Molekile dar (Teruel-Montoya et al., 2014).
Untersuchungen von miR-142 (-/-) knock-out Mausen konnten zeigen, dass ein Verlust der
mMiRNA zu einer Immundefizienz in Folge einer Hypogammaglobulindmie sowie einer
unzureichenden Immunantwort auf Viren und l6sliche Antigene fuhrt (Kramer et al., 2015). Die
miR-142 spielt zudem eine Rolle in der Entstehung von Fieber und weiteren
immunmodulatorischen Prozessen. Bei ansteigender Koérpertemperatur filhrt ein negativer
feedback-Mechanismus maoglicherweise vermittelt durch eine verminderte Expression von
RNA-binding-motif 3 (RBM3) zu einer Expressionssteigerung der miR-142-5p, die wiederum
diverse Pyrogene als “target” besitzt. Dies kdnnte ein méglicher Schutzmechanismus vor
kritischer Hyperthermie sein (Wong et al., 2016). Dartiber hinaus tragt sie eine wesentliche
Bedeutung in diversen anderen biologischen Prozessen, wie der Lymphomentstehung, der
Lungenentwicklung, Inflammation und Kardiomyopathie (Shrestha et al., 2017). Auch bei der
Atherosklerose, einem chronisch entziindlichen Prozess, scheint die miR-142-5p eine Rolle
zu spielen. Die miR-142-5p ist in Makrophagen, welche an der Entziindungsreaktion beteiligt
sind, hochreguliert. Bei durch LDL stimulierten Makrophagen wurden besonders hohe Spiegel

an miR-142-5p entdeckt (Xu et al., 2015). Dieser Prozess geschieht auch bei der Bildung von
9
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atherdsen Plaques. Hierbei phagoyztieren Makrophagen LDL-Molekile und werden zu

Schaumzellen. Dies ist ein wesentlicher Schritt in der Pathogenese der Atherosklerose.

4.4 Die Funktion der miR-34a

Die miR-34a gehort zur miR-34 Familie, zu der insgesamt zwei weitere miRNAs zahlen, die
miR-34b und miR-34c. Die miR-34a ist im menschlichen Genom auf dem Chromosom 1
codiert, wahrend die miR-34b und miR-34c auf dem Chromosom 11 codiert sind. Die Familie

der miR-34 ist evolutionsbiologisch hoch konserviert.

stem-loop Struktur
- -2 - - ug uu - a -guga a
9' ggcc gc ugug ag uuucu ggcagugu cuu gcugguuguu gc a
LEEE o teer e reree  reeerrer tee trerrrrrr |
3' ccgg ug gcac uc gaaga ccgucaua gaa cgacuaacga ug u
G gg uu g gu uc - aggaa a

Abb. 4: Die pre-miR-34a mit ihrer “stem-loop“ Struktur und die reife miR-34a; verandert
nach (www.miRBase.org): Abgebildet ist die pre-miR-34a vor der enzymatischen

Aufspaltung mit der Haarnadelstruktur. Farblich markiert ist die Sequenz der reifen miR-34a.

Die miR-34a ist eine Tumorsuppressor-miRNA und besitzt viele Onkogene als “target®, die
unter anderem an Proliferation, Apoptose und Differenzierung beteiligt sind. Widerfahrt einer
Zelle immenser Zellstress, so kommt es zur gesteigerten Expression und Stabilisierung von
P53, was eine direkte Erhéhung der Transkriptionsrate der miR-34a bewirkt. Diese wirkt Uber
die Inhibition der Expression diverser Proteine auf mRNA-Ebene als Tumorsuppressor. Sie
wirkt im Zusammenspiel mit P53 der Tumorentstehung entgegen. Der Promotor der miR-34a
besitzt eine Bindungsstelle fir verschiedene Transkriptionsfaktoren zum Beispiel: P53
(Slabakova et al., 2017). Verschiedene Regulationsmechanismen werden weiter unten in der
Abbildung dargestellt. In vielen Tumoren ist die miR-34a deutlich herunterreguliert oder sogar
komplett deletiert (Yan et al.,, 2019). Misso et al. (2014) untersuchte die Haufigkeit von
Methylierungen der CpG Sequenz in Proben von Kolorektalen Karzinomen und fand heraus,
dass Uber 45 % aller Proben diese epigenetische Veréanderung aufwiesen und dass sie stark
mit dem Vorkommen von Metastasen assoziiert ist. Eine inverse Korrelation zwischen der
Methylierung und der Konzentration der miR-34a wurde ebenfalls festgestellt. Im

Umkehrschluss stellt dies einen vielversprechenden Mechanismus der Tumorkontrolle dar,

10
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weil der Einsatz von Demethylierungsagentien zu einer Inhibition des Tumorwachstums und
einer geringeren Metastasenbildung fuhren kénnte (Misso et al., 2014). “Mimics“ der miR-34a
waren tatsdchlich die ersten miRNAs, die in einer klinischen Studie Anwendung fanden und
dementsprechend nicht nur im theoretischen Setting vielversprechend waren (Adams et al.,
2016). Durch einen G1 oder G2/M Zellzyklusarrest, infolgedessen Apoptose eintritt, kann die
miR-34a aufgrund von DNA-Schaden hochreguliert werden und somit vermittelt durch P53
eine maligne Entartung verhindern. Die miR-34a wurde in diversen Karzinomen
herunterreguliert vorgefunden. Zu diesen zéhlen die HPV-assoziierten Karzinome, das

kolorektale Karzinom und das hepatozellulare Karzinom (Jiang und Hermeking, 2017).

Cell stress

\ Ac 053
=..'.|= DNA

CpG island miR-34a

eiir Al

Methylation

hairpin Pri-miR34a

N= =
TTTTITTT  (TTTTTTTTT

Abb. 5: Regulationsmechanismen der Transkription der miR-34a; verandert nach (Misso
et al., 2014): Die miR-34a ist von groRer Bedeutung bei genetischen Schaden und wirkt als
Tumorsuppressor-miRNA. Ein entscheidendes Steuerelement, das als Transkriptionsfaktor
dient, ist das Protein P53, das seinerseits auch als Tumorsuppressor wirkt. Der miR-34a
Promotor besitzt sowohl eine direkte P53 Bindungsstelle als auch eine CpG Region. Uber die
CpG-Region kann eine Methylierung als epigenetische Verdnderung zu einer verminderten
Transkription fiihren, was in einigen Tumoren beobachtet werden konnte (Lodygin et al.,
2008). Auch Mutationen im Gen p53 konnen eine verminderte Transkription der miR-34a

herbeifihren und somit der maligenen Zellentartung zutréglich sein.
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4.5 Die Funktion der miR-200c

Die miR-200c gehort ebenso wie 4 weitere miRNAs, (die miR-200a, miR-200b, miR-141 und
miR-429) zur miR-200 Familie. Die miRNAs lassen sich in Hinblick auf deren Lokalisation im
menschlichen Genom 2 Clustern zuordnen. Die miR-200c bildet zusammen mit der miR-141
ein Cluster auf Chromosom 12. Die verbleibenden 3 miRNAs der Familie werden von einer
Sequenz auf Chromosom 1 codiert (Mongroo und Rustgi, 2010).

stem-loop Struktur

cu - a u u ggu
5' cc cguc uuaccc gcaguguu ggg gc u

Lt rerrrr rrrrrrrr rer
3' gg guag aauggg cgucauaa cuc ug g

ag u C u - agg

Abb. 6: Die pre-miR-200c mit ihrer “stem-loop*“ Struktur und die reife miR-200c;
verandert nach (www.miRBase.org): Abgebildet ist die pre-miR-200c vor der enzymatischen
Aufspaltung mit der Haarnadelstruktur. Farblich hervorgehoben ist die Sequenz der reifen miR-
200c, wobei der aus 23 Nukleotiden bestehende Einzelstrang den Leitstrang mit der “seed*-
Sequenz darstellt.

Die miR-200c kommt, ebenso wie die anderen Vertreter der miR-200 Familie, vorrangig in
epithelialen Zellen vor, wobei in mesenchymalem Gewebe Methylierungsreaktionen des miR-
141/miR-200c-Promotors zu einer Unterdriickung der Expression der miR-200c fuhren (Neves
et al., 2010). Aberrante Regulierungs- und Methylierungsmuster des Promotors wurden in
vielen Krebsarten entdeckt u.a. dem Prostatakarzinom (Lynch et al., 2016).
Dies ist mitunter dem Zusammenhang geschuldet, dass die miR-200c Einfluss auf die
epithelial-mesenchymale Transition (EMT) haben konnte, was bekanntlich einer der
entscheidenden Schritte der Karzinogenese ist (Korpal und Kang, 2008). Dieser oft initiale
Schritt fihrt dazu, dass die Zellen ihre feste Adhasion verlieren und Eigenschaften erlangen,
die sie zur Migration befahigen (Yilmaz und Christofori, 2009).
Aufgrund dieser Eigenschaften wurde anfangs geplant das Klonierungsprodukt pSG5-GFP-
miR-200c zu erstellen. Im Verlauf entschied sich die Arbeitsgruppe gegen dieses
Forschungsprojekt, sodass zwar der Vektor bereits erstellt worden war, ein Northern Blot zur
Verifizierung der miRNA nicht mehr durchgeftihrt wurde. Analog zum Vektor pSG5-GFP-miR-
34a wurden beim Vektor pSG5-GFP-miR-200c Expressionsversuche des Fluoreszenzproteins
durchgefiuhrt. Folglich, da dieses Projekt nicht vollstandig abgeschlossen wurde, wird in der
Diskussion nicht naher auf die miR-200c eingegangen.
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5 Zielsetzung der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war die Herstellung von Vektoren zur Ko-Expression fluoreszierender
Proteine und miRNAs in eukaryotischen Zellen. In diesem Rahmen wurden
Klonierungsexperimente durchgefiihrt. Zwei miRNAs waren hierbei von zentralem Interesse,
die miR-34a und die miR-142. Zudem erfolgte die Klonierung der miR-200c in den Vektor
pSG5-GFP. Das Vorgehen war analog zur miR-34a, einschlie8lich Western Blot und
Sequenzierung. Lediglich auf den NB wurde verzichtet, da man sich dagegen entschied mit
dem Klonierungsprodukt pSG5-GFP-miR-200c weiterzuarbeiten.

Fur die genauere wissenschaftliche Betrachtung der miR-142 wurde sich entschieden, weil ein
hoher Prozentsatz der DLBCL Mutationen in der miR-142 aufweist, sowohl in der reifen miR-
142-3p als auch in der reifen miR-142-5p (Kwanhian et al., 2012). Wenig spéter wurde diese
Erkenntnis, namlich ein hoher Anteil an Mutationen der miR-142 in DLBCL, von einer weiteren
Arbeitsgruppe bestatigt (Hezaveh et al., 2016). Sie fanden zusatzlich Mutationen der miR-142
in follikularen Lymphomen. In |Ihrer Masterarbeit ,Functional analysis of microRNA-142 by
CRISPR-Cas9 mediated knock-out” hat M.Sc. Jaqueline Fréhlich mit Hilfe des CRISPR/Cas9
Systems an miR-142 knock-out BJAB und JURKAT Zelllinien geforscht. Basierend auf diesen
Zelllinien kam die Idee der Transfektion der erstellten BJAB und Jurkat miR-142 knock-out
Zelllinien mit Klonierungsvektoren, welche die miR-142-3p und miR-142-5p Mutanten
beinhalten. Es wurde zunachst nach einem geeigneten Vektor zur Transfektion der Zelllinien
gesucht. Die Entscheidung fiel auf den Vektor pcDNAS3.1/Hygro(-). Dieser kann durch seinen
Promotor auch in eukaryotischen Zelllinien eingesetzt werden. Er bietet durch die
Antibiotikaresistenzgene fur Hygromycin und Ampicillin Selektionsfaktoren sowohl fir
eukaryotische als auch prokaryotische Zellen. Die Klonierung der Fluoreszenzproteine eGFP
und mCherry in die MCS war der erste Schritt. Nachdem der Vektor pcDNA3.1/Hygro (-
)mCherry erstellt worden war, wurde dieser Vektor nicht mehr fir weitere
Klonierungsexperimente genutzt. Es wurde nur noch mit dem Vektor pcDNA3.1/Hygro(-)GFP
gearbeitet. AnschlieRend wurden die miR-142-Mutanten und die miR-142-wt in die MCS des
Vektors eingebaut und zwar an das 3" Ende der fur das Fluoreszenzprotein codierenden
Region. Zur Kontrolle der Expression des GFP wurde die Fluoreszenzmikroskopie
herangezogen. Bei positivem Signal, wurde daraufhin eine Protein- und RNA-Extraktion
durchgefuhrt und zunéchst das Vorhandensein von GFP mittels Western Blot bestétigt. Die
Anwesenheit und Uberexpression der miRNA wurde mittels Northern Blots nachgewiesen. Zur
Klonierung der miR-34a wurde entschieden, auf einen bereits vorhandenen GFP
Expressionsvektor zurtickzugreifen, den Vektor pSG5-GFP. Die miR-34a spielt als

Tumorsuppressor-miRNA eine entscheidende Rolle in diversen Krebsarten.
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Als Folgeexperiment steht nun die Transfektion der miR-142 “knock-out” Zelllinien BJAB und
JURKAT an. Anhand dieser Folgeexperimente konnte die Bedeutung der Mutationen fur die
Tumorentstehung des DLBCL weiter erforscht werden. Die Vektoren wurden u. a. zur
Transfektion der JURKAT und BJAB miR-142-knock-out Zelllinien mit anschlielender
Selektionierung der transfizierten Zellen mittels FACS erstellt. Einzelne Zellen kénnten somit
auf unterschiedliche Parameter wie Genexpression und Wachstumsmuster analysiert werden.
Anhand der heranwachsenden Zellkultur kann das Zellwachstum betrachtet und sowohl die
Wachstumsgeschwindigkeit als auch auf morphologische und molekularbiologische
Unterschiede untersucht werden.
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6 Material und Methoden

Bei den Methoden handelt es sich um in diesem Labor etablierte Techniken, deren

Funktionalitat bereits bestatigt wurde. Daher wurde sich in Absprache mit Prof. Dr. F. Grasser

und dem Dekanat der Universitat des Saarlandes darauf geeinigt, Uberwiegende Teile der

Abschnitte Material und Methoden aus zuvor in dieser Arbeitsgruppe verfassten Arbeiten zu

Ubernehmen. Der Material- und Methodenteil stammt gréRtenteils aus der Doktorarbeit von Dr.
Martin Hart (Hart, 2014) und der Masterarbeit von Jaqueline Frohlich (Frohlich, 2016).

6.1 Materialien

6.1.1 Gerate

Zentrifugen

CO: Inkubator
Electrophoresis power supply
Hybridisierungsofen
Mikroskop

PCR Cycler

Phosphoimager

Photometer
“Semi-dry” Blotter

Shaker

Sonication device

Megafuge 1.0 R (Heraeus)
202 MK (Sigma)
HeracellTM 150i (Thermo Scientific)

Consort EV-231 (Consort bvba)

Phero Stab 300 (Biotec Fisher)

UM 400B Hyp (Bachhofer)

Leica DMI 6000B

Peltier Thermal Cycler 200

(MJ Research)

PhosphoimagerTM-Typhoon with plates and
cassettes for exponation (Molecular Dynamics,
Amersham)

NanoDropTM 2000 (ThermoFisher)

2117 Multiphor (LKB Bromma)
Thermomixer Compact (Eppendorf)
POLYMAX 1040 (Heidolph)

REAX 2000 (Heidolph)

REAX 2 (Heidolph)

Sonifier 250 (Branson)

Proteinextrakte
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Tank-Blotting chamber

UV-Dokumentation

6.1.2 Chemikalien

Acrylamid

Agarose NCEO UltraQuality
Ammonium persulfate (APS)
Ampicillin

Bactoagar

Bisacrylamid

Blocking reagent
Bromophenol “blue*
cComplete Mini Protease Inhibitor Cocktalil
Denhardt’s solution 50x
Diethylpyrocarbonate

EDTA

Ethidiumbromid

Fetal calf serum (FCS)
Fixation concentrate ADEFO
Gamma UT*?P

Luria Broth Agar (GIBCO)

N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine (TEMED)

Nukleotide (ANTPs)
Nukleotide (NTPs)
Methylimidazole

PeqGOLD TriFastTM

2005 Transphor Electro Blotting Unit (LKB
Bromma)

ChemiDocTM XRS+ (Biorad)

Roth

Roth

Serva

Bayer

DIFCO

Roth

Boehringer
Serva

Roche Diagnostics
Sigma

Sigma

Serva

Roth

Sigma

Chemi GmbH
Hartmann Analytics
Becton Dickinson
Serva

Peqglab
Invitrogen

Sigma

Peqglab
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Penicillin, Streptomycin
PolyFect
Propidium iodide

RNase A

SequaGel UreaGel system

Skim milk powder

Sodiumdodecylsulfate (SDS)

Tris base
Triton-X-100
Trypsin/EDTA

Tween20

6.2 Puffer und Lésungen

Bromphenolblau Ladepuffer (2x)

Blaumarker

Blockingpuffer

Crosslinkreagenz

50x Denhardt’s Solution

Urea
EDTA

Bromphenolblau

Bromphenolblau
Glycerol
EDTA

Magermilchpulver
in PBS-Puffer

Methylimidazol
EDC-Hydrochlorid

ad 24 ml H-.O

Albumin fraction V

GE Healthcare 25
Qiagen

Roth
Machery-Nagel
Nationa Diagnostics
Topfer

Serva

Serva

Serva

GE Healthcare

Serva

8M
50 mM
0,2-0,4

mg/ml

0,25 %

50 %

50 mM

5% (wi/v)

245 yl
0,759

1%
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dNTPs

ECL-LOsung A

ECL-L6sung B

ECL-L6sung C

ECL-L6sungs-Mix

Ethidiumbromidlésung

Hybridisierungspuffer
(Northern Blot)

HEBS Buffer (2X)

Lysepuffer (0,15M)

Polyvinylpyrrolidon K30
Ficoll 400

dATP, dCTP,
dGTP, dTTP je

Luminol in DMSO

p-Coumarséaure in DMSO

Tris HCL pH 8,5

Lésung A
Lésung B
Ldsung C
ad 250 ml H,O

Ethidiumbromid

20x SSC

1 M Na;HPO4

10 % SDS

50x Denhardt’s Solution

Blockreagenz wenige mg

NaCl

KCI
Na;HPO4
Glucose

Hepes

1%
1%

10 mM

250 mM

90 mM

1M

2,5ml
1,113 ml
25 ml

10 mg/
ml H-O

7,5 ml
0,6 ml
21,0 mi
0,6 ml

244 mM
10 mM
1,4 mM
15 mM
42 mM

Ad to 450 ml, and to 500 ml after adjusting pH

NaCl

Igepal
ad 1000 ml H20O bidest.

0,1%
0,1%
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MgCl. (2M)

5x MSE

PBS

PBS (ohne Mg?* und Ca?")

Polymerase-Reaktionspuffer
(10x), (Sigma)

Puffer N2

Puffer N3

Zugabe von Proteaseinhibitoren

direkt vor Gebrauch

MgClz X 6H20
MgSO4 x 7H20

ad 100 ml H2O bidest.

1 M MOPS
0,3 M NAAc
0,5M EDTA

ad 1000 ml H»O bidest.

NacCl

KCI

MgCl;

CaCl;
Na-K-Phosphat

NaCl
KCI

Na,HPO4 x 12 H,O
KH2PO4
adpH 7,4

KCI
Tris-HCI, pH 8,3

Gelatine

Tris

Ethanol

KCI

Triton X-100

ad pH 6,3 mit HzPO.

Tris
Ethanol
KCI

20,33 g (1M)
24,65 g (1M)

200 ml
16,7 ml
16,7 ml

140 mM
25 mM
0,5 mM
1 mM
10 mM

8,0 g/l
0,2 g/l

2,940/l
0,2 g/l

500 mM
100 mM
1 mg/ml

100 mM

15 %

900 mM
0,15 % (v/v)

100 mM
15 % (v/v)

1,15 M
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Puffer N5

RNA-Ladepuffer Il

S1-Puffer

S2-Puffer

S3-Puffer

Sammelgelstock

Sample-Buffer (2x)

SDS-Laufpuffer

ad pH 6,3 mit HzPO4

Tris

Ethanol

KCI

ad pH 8,5 mit HzPO4

Formamid

5x MSE

Formaldehyd

50% Glycerol

Spatelspitze Bromphenolblau
Spatelspitze Xylen-Cyanol FF
160 pl Aqua bidest.

Tris-HCI
EDTA
RNase A
pH 8,0

NaOH

SDS
Kaliumacetat
pH 5,1

Tris-HCI pH 6,8
SDS

Tris HCL (pH 6,8)

SDS
3Mercaptol,2-propanediol
Glycerol

Bromphenolblau

Tris/HCI
SDS

100 mM
15 % (v/v)
1M

750 pl
150 u
240 ul
200 ul

50 mM
10 mM
100 pg/ml

200 mM
1%
28M

0,5M
0,4 %

130 mM
6 %

10 %
10 %
0,05 %

0,025 M
0,1%
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SOB-Medium

SSC-Puffer (20x)

STET-Puffer

Stripping-Puffer

T4-Ligasepuffer (10fach)

TAE-Puffer (50x)

TBE-Puffer (10x)

Glycin

Trypton
Hefe-Extrakt
NaCl

KCI

ad 1000ml H2O bidest, autoklaviert

02M

20,09
5009
0,69
0,59

Zugabe von 20 mM MgCI; direkt vor Gebrauch

NaCl

Tri-Natriumcitrat-2-hydrat

Tris (pH 8,0)
EDTA (pH 8,0)
Triton X-100
Saccharose

Zugabe von 0,5 mg/ml

Gebrauch

Tris (pH 8,0)
EDTA (pH 8,0)

Na-Pyrophosphat

Denhardt’s Solution

ATP
MgCl.
DTT

Tris/HCI (pH 7,5)

Tris
Natriumacetat
EDTA

add pH 7,8 mit Essigsaure

Tris

Borsaure

3M
0,3 M

10 mM

50 mM

0,5 % (v/v)
8% (wi/v)

Lysozym direkt vor

0,05 mM
0,2 mM
0,05 % (v/v)
0,1x

10 mM
50 mM
10 mM
660 mM

2M
25 mM
05M

89 mM
89 mM
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TE-Puffer

Transferpuffer

Transformations-Losung 1

Transformations-Losung 2

Trenngelstock

Hochsalzpuffer |

Niedriegsalzpuffer Il

EDTA

Tris/HCL
EDTA

add pH 7,6 mit Essigsaure

Tris/HCI
Glycin
Methanol
SDS

RbCI
MnCl, x 4H,0
CaCl; x 2H,0

CHsCOOH (pH7)

Glycerol

ad 1000 ml H20 bidest, sterilfiltriert
ad pH 5,8 mit 0,2 M CH3;COOH

MOPS (pH 6,8)

RbClI
C&Clz-Hzo
Glycerol

ad 1000 ml H,O bidest, sterilfiltriert

Tris-HCI pH 8,8
SDS 0,4 % (w/v)

5x SSC
1% SDS

1x SSC
1% SDS

2 mM

10 mM
1 mM

25 mM

192 mM

20 % (v/v)
0,05 % (w/v)

0,10 M
0,05 M
0,01 M
0,03 M
15,0 % (V/v)

0,500 M
0,010 M
0,075 M
15%(v/v)

15M
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6.3 Membranen, Filter und Saulen

HybondTM-N membrane
Hyperfilm ECLTM
Nitrocellulosefilter

Amersham Biosciences
Amersham Biosciences
Schleicher & Schuell

NucleoBond® Machery-Nagel
ProtranTM nitrocellulose membrane Schleicher & Schuell
6.4 Enzyme

Alkalische Phosphatase Roche

DNase | Invitrogen

Klenow fragment Fermentas

Lysozym Sigma Aldrich
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase New England Biolabs
Restictionendonuclease New England Biolabs
T4-DNA Ligase New England Biolabs
T7-RNA Polymerase New England Biolabs
Tag Polymerase Sigma Aldrich
Trypsin/EDTA GE Healthcare

6.5 Zelllinien

6.5.1 293T-Zelllinie

Die 293T-Zelllinie ist humanen Ursprungs und abgeleitet aus HEK (human embryonic kidney)
Zellen, die durch Transformation mit dem Adenovirus 5 kanzerogene Charakteristika erworben
hat. Die Zelllinie ist einfach zu kultivieren und die Zellen nehmen fremdes DNA-Material in
Transfektionsexperimenten auf. Durch die urspriingliche Transformation besitzen die Zellen
die genetische Information fur das SV40 “large T Antigen®. Daher ist nach Transfektion mit
Plasmiden, die einen SV40 ori aufweisen, die Replikation der Fremd-DNA mdglich. Sowohl
der Vektor pSG5 als auch der Vektor pcDNA3.1/Hygro(-) besitzen einen SV40 ori. Der

Einfachheit halber wurde somit ausschlief3lich mit 293T-Zellen gearbeitet. Nur bei den
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Positivkontrollen der Northern Blots wurden BJAB und JURKAT RNA-Extrakte, wegen der

Uberexpression der miR-142 in Lymphozyten genutzt.

6.6 Medium fur Zellkulturen

6.6.1 Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)

DMEM st ein gangiges Medium zur Kultivierung adhérenter Zellkulturen. Es beinhaltet
Aminoséauren, Vitamine, Glucose, Phenolrot, Natriumpyruvat sowie anorganische Salze und
bildet somit ein ideales Nahrmedium fir Zellen. Um ausschlie3lich eukaryotische Zellen zu
zuchten, wurde es mit 1 % Penicillin (40 U/ml) und Streptomycin (50 pg/ml) vermengt. 10 %
FKS wurde dem Medium beigefligt. Dieses enthalt neben Wachstumsfaktoren eine Vielzahl

an weiteren Proteinen.

6.7 Bakterien

6.7.1 E. coli DH5a Bakterien

Bei E. coli DH5a Bakterien handelt es sich um gentechnisch veranderte Escherichia coli
Bakterien. Die Bakterien weisen genetische Modifikationen auf, die die Transformation und
damit die Aufnahme fremder DNA erleichtern. Hierfir weist deren Genom einige Mutationen
in der prokaryotischen DNA auf, welche die Aufnahme und den intrazellularen Erhalt von
Fremd-DNA erleichtern. Dieser Bakterienstamm besitzt beispielsweise eine recA1 “missense*-
Mutation, die verhindert, dass eine DNA Rekombination der Plasmide erfolgt. Dies sorgt flr
eine Stabilisierung des aufgenommenen Plasmids. Zudem ist das endAl Protein, eine
Endonuklease, die Fremd-DNA verdaut, mutiert. Daher ist die Einschleusung von Plasmiden

im Vergleich zu nativen E. coli Stammen erleichtert.

6.7.2 Medium fir Bakterien

Die Bakterien wurden in Lysogeny Broth (LB) Medium kultiviert, in diesem Medium tGber Nacht
ca. 12 h auf dem Schdttler bei 37 °C gelagert und durch Zentrifugation vom Medium getrennt.
Durch Zusatz von 0,1 % Ampicillin lie3en sich spezifisch die Bakterien, die ein Resistenzgen
fur Ampicillin besitzen, selektionieren. Da die Vektoren pSG5 und pcDNA3.1/Hygro(-) beide
ein Ampicillinresistenzgen besitzen, wurde stets das Antibiotikum zur Kultivierung beigeflgt.
LB-Agar Platten wurden zur Ausplattierung nach Transformation genutzt. Die Konzentration
des LB-Agars betrug 3,75 %. 0,1 % Ampicillin wurde als Selektionsfaktor dem Medium
beigefugt.
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6.8 Vektoren

6.8.1 Der Vektor pcDNA3.1/Hygro(-)

Der Vektor pcDNA3.1/Hygro(-) ist ca. 5,6 kB grof3 und eignet sich zur Transfektion und
Genexpression in eukaryotischen Zellen. Der Vektor enthalt zudem einen prokaryotischen T7-
Promotor. Zur Selektion besitzt das Plasmid zwei Antibiotikaresistenzgene, ein Gen fir eine
Ampicillinresistenz sowie eines flr Hygromcyin. Der CMV Promotor ist hervorragend geeignet
um eine hohe Genexpressionsrate in Saugerzellen zu erzielen. Durch den SV40 ori erfolgt
eine Replikation in Zellen, die das SV40 “large T Antigen® bilden. In der MCS stehen diverse
Schnittstellen fur Klonierungsexperimente zur Verfiigung. Der Vektor wurde zur Ko-Expression
von GFP und der miR-142 benutzt. Es wurden insgesamt drei verschiedene Endprodukte
gebildet: die Vektoren pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142, pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-
mut2 und pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut3.

Abb. 7: ,Gene map“ des Vektors pcDNA3.1/Hygro(-); verandert nach
(http://www.biofeng.com): Zu sehen ist der Vektor pcDNA3.1/Hygro(-). Dieser ist ca. 5,6 kB
grof3. Nach dem CMV-Promotor innerhalb der MCS ist die Reihenfolge der Schnittstellen der
einzelnen Restriktionsenzyme aufgelistet. Zudem sind die Antibiotikaresistenzgene hellgrau
abgebildet.
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6.8.2 Der Vektor pSG5

Der Vektor pSG5 ist ca. 4,1 kB groR. Durch seinen SV40 ori kann die Replikation in
eukaryotischen Zellen, die das SV40 “large T Antigen“ besitzen, stattfinden. Als
Selektionsmedium kann Ampicillin benutzt werden. Nachgelagert dem T7 Promotor weist der
Vektor pSG5 3 Schnittstellen fur Restriktionsenzyme auf. In genannter Reihenfolge kann
EcoRlI, BamHI und Bglll genutzt werden.

TP SV40/5V40 ori

beta-globin intron

. __—EcoR |
\ | 4,1 kB —— BamH |
\ ——Bgl Il
SV40 pA
ampicillin

Abb. 8: ,,Gene map“ des Vektors pSG5; verandert nach (http://www.biofeng.com):
Dargestellt ist der Vektor pSG5. Dieser besitzt eine Grof3e von ca. 4,1kB. Innerhalb der MCS
sind die 3 Schnittstellen fur Restriktionsenzyme zu sehen. Ebenfalls abgebildet in gelb ist das

Resistenzgen fir Ampicillin.
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6.9 Marker

6.9.1 “DNA Ladder*

Als Referenz fur PCR, Verdau und allen Verfahren, denen sich eine Gelelektrophorese von
DNA anschloss, wurde die “2-log DNA Ladder von neb benutzt. Diese beinhaltet
Nukleinsauren von 0,1 bis 10 kb und die hohe Auflosung der Banden ermdglicht ein genaues

Ablesen der Fragmentlange.

2-Log DNA Ladder

ng
40
40

45

122

N
27
23

124
49

y

a2

61

1.0% TBE agarose gel.
Mass values are for
1 po/ane.

Abb. 9: “2-log DNA Ladder* (0,1-10kb); verédndert nach (www.neb.com): Die “2-log DNA
Ladder” besteht aus aufgereinigten und klar definierten Nukleotiden, die durch
elektrophoretische Auftrennung die Zuordnung von DNA in einem Bereich von 0,1 bis 10 kb
ermoglicht. 3 Banden sind hervorgehoben, da sie in der “Ladder” durch gré3ere Mengen an
DNA reprasentiert sind. Dies erleichtert das Ablesen. Hervorgehoben sind die Banden 0,5, 1
und 3kb.

27


http://www.neb.com/

Material und Methode

6.9.2 “Protein Standard Ladder*

Als Referenz fiur das SDS-PAGE Verfahren wurde der “Blue Prestained Protein Standard®,
“Broad Range* von neb gewahlt. Dieser bildet auf 11 Banden Proteine mit einer Molekilmasse
von 11 bis 190 kDa ab, deren Kopplung an ein blaues Chromophor ein direktes Ablesen nach

der Elektrophorese ermdglicht.

190 —|
135 —

100 —

75 — '
58 —

46 —

<

25 —| [

22 —

17 —

i
kDa

Abb. 10: “Blue Prestained Protein Standard®, “Broad Range®“ (11-190kDa); veréndert
nach (www.neb.com): Der “Blue Prestained Protein Standard“, “Broad Range“ bildet auf
scharfen Banden durch die hohe Reinheit ausgewahlter Proteine eine Bandbreite der
Molekilmasse von 11 bis 190 kDa ab. Die blaue Farbung entsteht durch eine Kopplung an ein
blaues Chromophor. Besonders hervorgeheben sind die Banden fir 25 und 75kDa wodurch

ein leichteres Ablesen der GroRe mdaglich ist.
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6.10 Antikdrper und Primer

6.10.1 Primare Antikorper

In den Western Blot Verfahren wurden primare Antikdrper genutzt um die Expression von
Fluoreszenzproteinen zu detektieren. Zudem wurde die Expression des “house-keeping-
Gens* beta-Aktin als interne Kontrolle fur alle Proben Uberpruft.

Primarer GFP Antikdrper: Der primare Antikdrper, der zur Detektion von GFP genutzt wurde,
richtet sich gegen das humane Protein und stammt aus Ratten. Es ist ein monoklonaler

Antikorper der Firma Santa-Cruz, der in einer Verdinnung von 1:200 angewandt wurde.

Primérer beta-Aktin Antikdrper: Der primare Antikdrper wurde zur Detektion von beta-Aktin
genutzt, richtet sich gegen das humane Protein und stammt aus Mausen. Es ist ein
monoklonaler Antikorper der Firma Santa-Cruz, der in einer Verdinnung von 1:5000

angewandt wurde.

6.10.2 Sekundare Antikorper

Durch die Kopplung einer Meerrettichperoxidase an die sekundaren Antikoérper wird die
Oxidation von Luminol unter Reduktion von Wasserstoffperoxid katalysiert, wobei
Chemilumineszenz entsteht. Dieses Verfahren wurde bei allen sekundaren Antikdrpern
genutzt. Zur Kopplung an den primaren GFP Antikérper wurde ein a-rat-pox Antikdrper
verwendet. Zur Kopplung an den priméaren beta-Aktin Antikbrper wurde ein a-mouse-pox

Antikodrper genutzt. Beide fanden in einer Verdinnung von 1:5000 Anwendung.

29



Material und Methode

6.10.3 Primer fur die Klonierung

Tabelle (Tab.) 1: Primer fur die Klonierung: In der folgenden Tabelle sind die Primer in 5°-

3" Konfiguration mit Schmelz- (Tw) und Hydbridisierungstemperatur (T») dargestellt. Die Primer

wurden durchnummeriert. Im Ergebnisteil werde ich mich nur noch auf die Nummern beziehen.

Nr Name Sequenz (5°-3") Tmin °C | Tain °C
(1) | FOR:EcoR1-mir-34a GGAATTCGAGATGGAGTCTTGCTAGTTGC 58 63
(2) REV:Spel-mir-34a GACTAGTGAAGAGCTTCCGAAGTCCTG 58 63
(3) FOR:Xbal-GFP GCTCTAGAATGGTGAGCAAGGGCGAGGA 68 63
(4) | REV:Hindlll-Xhol-Notl- | CCAAGCTTCTCGAGGCGGCCGCGGATCCTTA 77 63
BamH1- GEPI CTTGTACAGCTCGTC
(5) | FOR:Hindlll-mCherry CCCAAGCTTATGGTGAGCAAGGGCGAGGA 70 65
(6) | REV:Xbal-Spel-Notl- | CCAAGCTTCTCGAGGCGGCCGCGGATCCCTA 79 65
mCherry CTTGTACAGCTCGTCCATG
(7) | FOR:BamH1-mir-142 CGGGATCCGGGATCTTAGGAAGCCACAA 68 63
(8) REV:Xhol-mir-142 | CCGCTCGAGATGGAGGCCTTTCAGGCATCTG 72 63

6.10.4 Primer flr die Sequenzierung

Tab. 2: Primer fur die Sequenzierung: In der folgenden Tabelle sind die Primer in 5°-3

Konfiguration mit Schmelz- (Twv) und Hydbridisierungstemperatur (Ta) dargestellt. Diese Primer

wurden fir die Colony-PCR oder zur Sequenzierung genutzt.

Nr Name Sequenz (5°-3") Tmin°C | Tain°C
9) FOR:pSG5 ATCACTCTCGGCATGGACGAG 62 50
(10) REV: pSG5 GCAGAACTTGTTTATTGCAGC 55 50
(11) FOR: pSG5-GFP ATCACTCTCGGCATGGACGAG 62 50
(12) REV: pSG5-GFP GCTGCAATAAACAAGTTCTGC 55 50
(13) FOR:pcDNA GAGCTCTCTGGCTAACTAG 54 49
(14) REV: pcDNA ACAGTCGAGGCTGATCAG 56 49

30




Material und Methode

6.11 Bakterielle Zellkultur

6.11.1 Aufzucht und Lagerung von Bakterien
modifiziert nach (Hart, 2014)

Die Amplifizierung von Plasmiden erfolgte durch Transformation von Bakterien mit dem
jeweiligen Plasmid, Selektion dieser Bakterien durch Ausplattieren auf einer LB-Agarplatte mit
Ampicillin und deren anschlieRende Inkubation tUber Nacht bei 37°C. Am folgenden Tag
wurden zur Analyse der Plasmid-DNA die Bakterien der einzelnen Kolonien mit einem
Zahnstocher gepickt, diese in ein Eppendorfgefafd tberfihrt und jeweils in einem PCR-Ansatz
der gewinschte Abschnitt des Plasmids amplifiziert. Anschlielend erfolgte eine
Gelelektrophorese nach Kontrollverdau zur Verifizierung der Transformation also der
Uberprifung der Anwesenheit eines rekombinanten Plasmids. Zur Amplifizierung und Isolation
gréRerer Mengen Plasmid-DNA wurden 100ml LB-Medium plus Ampicillin (0,1% (w/v)) mit der
zuvor analysierten Bakterienkolonie oder mit Bakterien aus einer DMSO-Stammhaltung
beimpft. Kurzfristig gelagert wurden die Bakterien in Form von Zellkolonien auf mit Parafilm
abgedichteten Agarplatten bei 4°C. Zur Langzeitlagerung der Bakterien wurden 500ul der
Bakteriensuspension mit 20% (v/v) DMSO versetzt und bei -70°C eingefroren.

6.11.2 Herstellung kompetenter Bakterien

(Hart, 2014), CaCl,-Methode (Kushner, 1978)

E. coli Bakterien sind normalerweise nicht in der Lage Fremd-DNA aufzunehmen, sondern
versuchen sich mittels speziell entwickelter Schutzmechanismen, wie z. B. durch
Restriktionsenzyme, davor zu schitzen. Um nun Plasmid-DNA effizient in Bakterien
vermehren zu kdnnen, ist es nétig, diese kinstlich in die Bakterien einzuschleusen, d. h. die
Bakterien missen erst fur die Aufnahme der Fremd-DNA kompetent gemacht werden. Diese
Kompetenzinduktion kann mit Hilfe von Chemikalien durchgefihrt werden. Die Herstellung
transformationskompetenter Bakterien beginnt damit, dass 30 ml SOB-Medium 1:100 mit einer
2 M MgCl,-Lésung versetzt und mit 50 pl einer auf Eis aufgetauten E. coli pMOS-Suspension
inokuliert wurden. Danach wurde diese sog. Vorkultur auf einem Schuttler Gber Nacht bei 37°C
inkubiert. Am folgenden Tag wurden 200 ml SOB-Medium mit 8 ml der Vorkultur angeimpft
und bei 37°C unter stdndigem Schiitteln solange kultiviert bis die Bakteriensuspension eine
OD 550nm von ~0,3 erreicht hatte und die Bakterien sich somit in der exponentiellen
Wachstumsphase befanden. Dann wurde die in vier 50 ml Falcons aliquotierte
Bakteriensuspension fur 15 min auf Eis inkubiert und danach 10 min bei 3000 rpm und 4°C
abzentrifugiert. Anschliel3end wurden die Bakterienpellets in je 16 ml Transformationspuffer 1

resuspendiert und erneut 15 min auf Eis gehalten. Nun folgte eine erneute, 10 minltige
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Zentrifugation der Bakteriensuspensionen bei 3000 rpm und 4°C. Die Bakterienpellets wurden
jeweils in 4 ml Transformations-Lésung 2 resuspendiert, zu je 150 pl in Eppendorfgefalle
aliquotiert und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung der kompetenten
Bakterien erfolgte bei -70°C.

6.11.3 Transformation kompetenter Bakterien

(Lederberg und Cohen, 1974), (Hart, 2014)

Das kunstliche Einbringen von l8slicher Plasmid-DNA in eine daftir kompetente Bakterienzelle
wird als Transformation bezeichnet. Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit der Hitzeschock-
Transformation gearbeitet. Hierzu wurden entweder max. 1 pg Plasmid-DNA oder 5 pl eines
Ligationsansatzes zu 50 ul einer zuvor auf Eis aufgetauten, kompetenten DH5a-Suspension
pipettiert. Dieser Ligationsansatz wurde 20 min lang auf Eis inkubiert, was dazu fuhrte, dass
sich die DNA an der Bakterienzellwand anlagern konnte. Im néchsten Schritt erfolgte ein
Hitzeschock fiir 90 sec bei 42°C. Der Mechanismus des Hitzeschocks ist noch ungeklart, aber
es scheint als verursache der rasche Temperaturanstieg eine Permeabilisierung der
Bakterienzellwand, sodass die DNA ins Cytosol aufgenommen werden kann. Danach wird der
Transformationsansatz sofort auf Eis abgekihlt und 100 ul antibiotikafreies LB-Medium
hinzugegeben, um den durch den Hitzeschock gestressten Bakterien das Erreichen der
exponentiellen Wachstumsphase zu erleichtern. Diese sogenannte Vorkultur wird mindestens
fr 30 min bei 37°C inkubiert und anschlieRend auf einer LB-Agarplatte ausplattiert oder zum
Inokulieren einer LB-Flussigkultur verwendet. Die Agarplatte oder Flissigkultur wird danach
Uber Nacht bei 37°C Uber Kopf inkubiert bzw. geschittelt. Die effiziente Selektion der
erfolgreich transformierten Bakterien richtete sich nach dem jeweiligen, auf dem Plasmid
kodierten Resistenzgen. Daher wurden alle in dieser Arbeit verwendeten LB-Agarplatten bzw.

LB-Medien mit 0,1% (w/v) Ampicillin versetzt.

6.11.4 Colony-PCR

Die Colony-PCR mit anschlieRender Gelelektrophorese erfolgte zum Nachweis eines
rekombinanten Plasmids. Hierfir wurden von einer beimpften LB-Agarplatte Bakterien mit
einem Zahnstocher gepickt und in einen PCR-Ansatz Uberfiihrt. Die Lyse der Bakterien unter
Freisetzung des genetischen Materials erfolgte hierbei durch die Bedingungen der PCR. Fir
Folgeexperimente wurde ein geringer Anteil der Bakterien einer Kolonie jeweils auf eine neue
LB-Agarplatte Uberfuhrt. Die PCR erfolgte wie unter DNA-Techniken PCR (Kapitel 6.13.3)
beschrieben mit geringen Modifikationen. Der erste Schritt, die Denaturierung erfolgte bei 98

Grad Celsius und dauerte 2x 1 min, also langer als in gangigen PCR-Protokollen. Diese
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Anderung wurde vorgenommen um die Effiziens der Denaturierung der DNA und der Zelllyse
Zu steigern. Die restlichen Schritte wurden aus dem weiter unten beschriebenen Protokoll
Ubernommen. Insgesamt stellte sich die Colony-PCR mit anschlielender Gelelektrophorese
als zuverlassige Methode heraus, mit der die Orientierung, die Transformation und die

Anwesenheit rekombinanter DNA bestéatigt werden konnte.

6.12 Eukaryotische Zellkultur

6.12.1 Kultivierung von adharenten Monolayer Zellkulturen

modifiziert nach (Hart, 2014)

Im Rahmen dieser Arbeit wurde mit adharent wachsenden Monolayer-Zellkulturen gearbeitet:
293T-Zellen. Kultiviert wurden alle Zelllinien in Zellkulturflaschen (75 cm?) bei 37°C und 5%
CO; in einem Brutschrank. Die entsprechenden Medien, in denen diese Zelllinien kultiviert
wurden, sind in Kapitel 6.6 aufgefiihrt. In der Regel wurden die Zellen montags und freitags
gesplittet. Dazu wurde der Zellrasen, nachdem das alte Kulturmedium steril abgenommen
wurde, zur vollstandigen Entfernung aller Mediumreste mit PBS gewaschen und die Zellen mit
1 ml Trypsin/EDTA wenige Minuten bei 37°C und 5% CO. im Brutschrank inkubiert. Das
Enzym Trypsin ist eine Protease und ermdglicht das Ablésen der Zellen von der
Flaschenoberflache, sowie das Vereinzeln der Zellen durch den enzymatischen Abbau einiger
Zelloberflachenproteine. Die Trypsin-Reaktion wurde durch Zugabe des entsprechenden
Mediums gestoppt, ein Teil dieser Suspension in eine neue Kulturflasche tberfihrt und mit

dem jeweiligen Kulturmedium auf 20 ml Gesamtvolumen aufgefillt.

6.12.2 Transfektion eukaryotischer Zellen mittels Calciumphosphatmethode

Die Transfektion eukaryotischer Zellen erfolgte mittels der Calciumphosphatmehtode. Die
Konfluenz der zu transfizierenden Zellen sollte 60-80 Prozent betragen um die Effizienz der
Methode zu optimieren. Die 293T-Zellen wurden in einer 6-Wellplate kultiviert. Hierfiir wurden
die Zellen in einer 1:10 Verdinnung ausgeséat und 24h bei 37°C und 5% CO; im Brutschrank
inkubiert. Fur die Transfektion wurden 5 pg DNA in ein Eppendorfgefal? vorgelegt. Unter der
Sterilbank wurden die weiteren Schritte durchgefihrt. Zur DNA wurden 214 ul Aqua dest.
hinzupipettiert und unter permanentem Vortexen 31 pl 2 M CaCl,-Losung tropfenweise
dazugegeben. Vorbereitend wurden in einem neuen 1,5 ml Eppendorfgefald 250 ug HEBS-
Puffer vorgelegt. Die Losung aus DNA und CaCl, wurde ebenfalls unter dauerhaftem Vortexen
zum HEBS Puffer tropfenweise und langsam hinzugefiigt (Testoni et al., 2015). Hierbei kommt

es zum Aneinanderlagern der DNA an die Calciumphosphatkristalle aufgrund elektrostatischer
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Wechselwirkungen. Die entstehenden Prazipitate sollten feinkornig und weil3 erscheinen. War
der Niederschlag grobkoérnig, so wurde die zuvor beschriebene Prozedur wiederholt. Nach
dem Zusammenfuhren wurde 25 min gewartet, bevor die Prazipitate tropfenweise zum Well
hinzupipettiert wurden. Hierbei wurde auf eine homogene Verteilung des Transfektionsagens
geachtet. Die DNA-Kristall Prazipitate werden bei Kontakt mit der Zellmembran durch
Endozytose aufgenommen und gelangen somit ins Zytoplasma. Das Medium wurde 4h bei
37°C und 5% CO- im Brutschrank stehen gelassen und danach mit PBS gewaschen um die
toxischen Effekte des Calciumphosphats auf die Zellen so gering wie moglich zu halten. Der
Mediumwechsel wurde ebenfalls durchgefihrt. 2 Wells einer 6-Wellplate waren fir die
Proteinmenge eines Western Blots i. d. R. ausreichend. Die Transfektion der 293T-Zellen mit

der Calciumphosphatmethode wurde zur Proteingewinnung fiir Western Blots durchgeftihrt.

6.12.3 Transfektion eukaryotischer Zellen mit PolyFect (Qiagen)
modifiziert nach (Hart, 2014)

Zur Transfektion von 293T-Zellen wurde PolyFect verwendet. Es ist ein DNA-
Transfektionsreagenz und wird durch die Anwesenheit von Serum wahrend der Transfektion
nicht beeinflusst. Dieses Transfektionsreagenz besitzt eine hohe Transfektionseffizienz, sowie
eine geringe Zytotoxizitat und besteht aus einem positiv geladenen Polymer, das von einem
porésen Nanopartikel umgeben ist. Die positive Ladung des Polymers dient dazu, die zu
transfizierende, negativ geladene DNA zu binden und so die Formierung eines Nanopartikel-
Polymer-DNA-Komplexes sicherzustellen. Dieser Komplex wird von den eukaryotischen
Zellen endozytotisch aufgenommen und der Nanopartikel-Komplex schiitzt dabei die DNA vor
dem Abbau. Die eukaryotischen, adharenten Zellen wurden laut Vorschrift ausgesat, bei 37°C
und 5% CO: inkubiert, nach 24 h entsprechend den Herstellervorgaben transfiziert und nach
48 h geerntet oder weiterverwendet. Die Transfektion der 293T-Zellen mit PolyFect wurde zur
RNA-Gewinnung fir Northern Blots durchgefihrt.
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6.13 DNA-Techniken

6.13.1 Praparative Plasmid-Isolation mittels NucleoBond-Kit

(Hart, 2014)

Zur Isolation grofRer Mengen an hochreiner Plasmid-DNA aus einer Bakteriensuspension,
wurde das NUCLEOBOND ™-Kit von Macherey Nagel benutzt. Nach Firmenprotokoll wurden
die Bakterien zunéachst einer alkalischen Lyse unterzogen und das erhaltene Zelllysat mittels
einer Anionenaustauschersaule aufgearbeitet. Die NUCLEOBOND™-AX 100-Saulen (Midi)
ermdglichen eine Aufbereitung von bis zu 100 ml Bakterienkultur. Zunachst wurde eine 50 ml
Ubernachtkultur Bakterien, welche mit dem entsprechenden Plasmid transformiert wurden, 10
min bei 5000 rpm und 4°C mit Hilfe der Heraeus Megafuge 1.0 RF pelletiert, der Uberstand
verworfen und das Pellet in 4 ml Puffer S1 (+RNaseA) resuspendiert. Danach erfolgte die
Zugabe von 4 ml Puffer S2, der Ansatz wurde gevortext und fir maximal 5 min bei RT inkubiert.
Der S2-Puffer enthalt SDS, das die bakterielle Zellwand zerstért, die Bakterien lysiert und zur
Freisetzung der intrazellularen Zellbestandteile fihrt. Darliber hinaus enthalt dieser Puffer
NaOH, welches die chromosomale DNA, die Plasmid-DNA und die Proteine denaturiert. Im
nachsten Schritt wurde die Suspension mit 4 ml Puffer S3 neutralisiert, durch mehrmaliges
invertieren gemischt und darauffolgend 5 min auf Eis inkubiert. In diesem Zeitraum
hybridisieren die beiden Strange der wesentlich kleineren Plasmid-DNA wieder und verbleiben
in Losung, wohingegen die weitaus groliere chromosomale DNA einzelstrangig bleibt und mit
den ebenfalls denaturierten Proteinen ausfallt. Danach erfolgte erneut ein
Zentrifugationsschritt (25 min, 6000 rpm, 4°C) und der DNA-enthaltende Uberstand wurde auf
die zuvor mit 4 ml Puffer N2 equilibrierte NUCLEOBOND ™-AX 100-S&ule gegeben und wegen
der Salz-und pH-Bedingungen, die im Lysat herrschten, konnten die stark negativ geladenen
Nukleinsduren an die Saulenmatrix binden und wurden zuriickgehalten. Danach wurde die
Saule zur Entfernung der RNA und den lbrigen Proteinen 2 x mit 5 ml Puffer N2 gewaschen
und anschlieBend die Plasmid-DNA mit 5 ml Puffer N5 eluiert. Nun erfolgte die DNA-Fallung
durch Zugabe von 3,6 ml Isopropanol und die Pelletierung der Plasmid-DNA durch
Zentrifugation (30 min, 6000 rpm, 4°C). Abschliel3end wurde die DNA mit 2 ml Ethanol (70%)
gewaschen, abhéngig von der Gré3e des DNA-Pellets in einem entsprechenden Volumen TE-

Puffer gelost und der DNA-Gehalt, sowie der Reinheitsgrad photometrisch bestimmit.
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6.13.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung

(Hart, 2014)

Zur Messung der Konzentration und des Reinheitsgrades von DNA und RNA wurde mit Hilfe
des Ultraspec 3000 Photometers bzw. des NanoDropTM 2000c die Extinktion bei 260 nm bzw.
280 nm bestimmt. Da Nukleinsduren Licht der Wellenlange 260 nm absorbieren, ist die
Absorption ein Mal} fiir den DNA-Gehalt einer Losung. Eine optische Dichte (OD) von 1,0 bei
A =260 nm entspricht:

doppelstrangige DNA (dsDNA) einer Konzentration von 50 mg/ml
einzelstrangige DNA (ssDNA) einer Konzentration von 40 mg/mi
einzelstrangige RNA (ssRNA) einer Konzentration von 40 mg/mi

Oligonukeotid-DNA einer Konzentration von 33 mg/ml

Die Ursache fir die héhere Absorption einzelstrangiger DNA im Vergleich zu doppelstrangiger
DNA ist im Hyperchromizitatseffekt begriindet. Die Reinheit von Nukleinsduren wurde tber
den Quotienten aus OD260 nm /OD280 nm bestimmt. Da Proteine Licht der Wellenlange 280
nm absorbieren, beschreibt der Quotient OD260nm /OD280 nm den Reinheitsgrad der DNA-
/RNA-Probe. Dieser sollte bei reiner DNA bzw. RNA zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Tiefere
Werte sind ein Hinweis auf Verunreinigungen mit Proteinen oder Phenolresten. Fir die
Messung mit dem Ultraspec 3000 Photometer wurde die DNA-/RNA-L8sung 1:100 mit H,O
bidest auf ein Endvolumen von 500 pl verdinnt und die OD260 nm und OD280 nm gemessen.
Bei Messungen am NanoDropTM 2000c wurden 2 pl unverdinnte DNA-/RNA-LOsung
eingesetzt. Als Referenz diente H>O bidest.

6.13.3 Polymerase-Kettenreaktion

(Hart, 2014)

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) stellt ein enzymatisches in-vitro-Verfahren zur
selektiven Vermehrung von Nukleinsauresequenzen definierter Lange aus einem Gemisch
von Nukleinsduremolekiulen dar. Grundlage dieser Methode ist die Eigenschaft von DNA-
Polymerasen ausgehend von einem freien 3’-Hydroxy-Ende einer einzelstrangigen DNA-
Matrize (Template) den dazu komplementaren DNA-Einzelstrang synthetisieren zu kdnnen.

Im Folgenden ist ein gangiges PCR-Pipettierschema dargestellt:
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Tab. 3: Pipettierschema eines 50ul Standart-PCR-Ansatzes

Komponente Menge / Volumen Endkonzentration
dNTP's 2 ul je 100 mM
10xReaktionspuffer 5ul 1x
5'-Primer 1l 50 uM
3"-Primer 1l 50 uM
Matrizen DNA 1-5 pl 0,1-0,5 ug
Tag-Polymerase 0,5 ul 5U
H2Oidest ad 50 pl

Am Anfang der PCR wird zunéchst die doppelstrangige DNA-Matrize bei 95°C in zwei
Einzelstrange denaturiert. Danach wird die Reaktion wieder abgekihlt, damit synthetisch
hergestellte Oligonukleotide (Primer), die jeweils zu einer spezifischen DNA-Sequenz der
beiden einzelstrangen Matrizen komplementar sind, mit diesen hybridisieren kénnen. Dieser
Schritt wird als Annealing bezeichnet. Die daflir ausgewahlte Annealing-Temperatur ist
abhangig von Lange und Sequenz bzw. GC-Gehalt der verwendeten Primer. Die Annealing-
Temperatur liegt meistens zwischen 51°C und 65°C. Durch das Annealing der Primer an ihre
komplementaren Sequenzen der einzelstrdngigen Matrizenstrange steht nun der DNA-
Polymerase ein freies 3"-Hydroxy-Ende zur Verfiigung, das als Startpunkt fir die Synthese
des zum Template komplementéren Tochterstranges dient. Dieser, als Elongation bezeichnete
Schritt der PCR, lauft bei 72°C ab, dem Temperaturoptimum der Polymerase und bendtigt zur
Synthese der Tochterstrange freie dNTPs (Desoxyribonukleosidtriphosphate) im
Reaktionsmix. Obwohl die im ersten Elongationszyklus synthetisierten Tochterstrange oft
langer als der zu amplifizierende Sequenzbereich sind, besitzen sie jedoch durch die Primer
festgelegte Startpunkte, die auf diese Weise den zu amplifizierenden Sequenzbereich genau
bestimmen. Wahrend des zweiten Reaktionszyklus (Denaturierung, Annealing und
Elongation) werden die zuvor neu synthetisierten DNA-Doppelstrange ebenfalls als Templates
genutzt. Ab dem dritten Reaktionszyklus entstehen hauptsachlich Doppelstrange, die von
Primern flankiert werden. Die zyklischen Wiederholungen von Denaturierung, Annealing und
Elongation ermdglichen eine nahezu exponentielle Amplifikation der gewilnschten
Zielsequenz, in denen alle neu synthetisierten Tochterstrange als Templates dienen kdonnen.
Die am haufigsten in PCRs eingesetzte DNA-Polymerase stammt aus dem thermophilen
Bakterium Thermus aquaticus (Tag-Polymerase), deren Temperaturoptimum bei 72°C liegt
und auch noch bei den 94°C hei3en Denaturierungsschritten stabil bleibt. Beim Design der
Oligonukleotid-Primer  wurde darauf geachtet, dass beide Primer &hnliche
Schmelztemperaturen aufweisen und sich keine Primerdimere durch Selbstkomplementaritat
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bilden konnten. Alle verwendeten Primer wurden in lyophilisierter Form bezogen und vor der
Verwendung in sterilem, DNAse-freiem Wasser gelost. Die PCR-Reaktionen wurden in einem
Peltier Thermal Cycler 200 der Firma MJ Research durchgefiihrt. In der Tabelle 4 ist ein
Standard-PCR-Programm dargestellt, dessen Annealing-Temperatur den jeweiligen
Schmelztemperaturen der Primer und dessen Elongationszeit der jeweiligen Sequenzlange
des Amplifikats (0,5-1 min pro kb Sequenzlange) angepasst wurde. Um eventuelle
Kontaminationen ausschlieen zu konnen, wurde bei jeder PCR eine Wasserkontrolle
mitgefuhrt, welche alle Komponenten des PCR-Ansatzes bis auf das DNA-Template enthielt.
Der letzte Schritt einer jeden PCR bestand aus einem stark verlangerten Elongationsschritt,
der zum Aufflillen noch einzelstrangig vorliegender DNA-Strénge diente. Um zu Uberprifen,
ob die PCR erfolgreich ablief, wurden 25 ul eines PCR-Ansatzes gelelektrophoretisch

aufgetrennt.

Tab. 4: Einstellungen eines Standard PCR Programms

Reaktionsschritt Temperatur Zeit

1) Denaturierung 95°C 2 min

2) Denaturierung 95°C 1 min
Annealing Abhangig vom Primer 1 min
Elongation 72°C 0,5—1min

3) Letzte Elongation 72°C ca. 10min

6.13.4 Agarosegelelektrophorese
(Hart, 2014), (Sambrook et al., 1989)

Die Agarosegelelektrophorese ist eine molekularbiologische Methode zur Auftrennung von
Nukleinsauren, um DNA-Fragmente verschiedener Grof3en sichtbar zu machen. Aufgrund der
negativen Ladung der DNA wandert diese im elektrischen Feld in Richtung der Anode. Dabei
wirken die Agarosegele wie Molekularsiebe, wobei kleinere DNA-Fragmente schneller durch
die Poren des Gels wandern als gréRere. Die Porengrof3e des Agarosegels wird durch die
Agarosekonzentration des Gels bestimmt, daher richtet sich die eingesetzte Konzentration
nach der GrofRe der aufzutrennenden DNA-Fragmente. Mittels eines bekannten DNA-
Molekulargewichtstandards kann die Grof3e der aufgetrennten DNA-Fragmente bestimmt
werden. Zur Herstellung eines Agarosegels wurde die entsprechende Menge Agarose in 450
ml 1x TAE-Puffer durch aufkochen in einer Mikrowelle gelést und nach dem Abkuihlen mittels
Magnetrihrgerat auf etwa 60°C mit 25 pl Ethidiumbromid-Stammlésung (10 mg/ml in H>O0)
versetzt. Danach wurde die Agaroseldsung auf eine Glasplatte mit Messingrahmen (24,5 cm

X 24,5 cm x 1 cm), der zuvor mit 1% Agaroselosung abgedichtet wurde und bereitgestellten
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Halterungen mit Messing-Kammen, die zur Aussparung der ca. 35 pl fassenden Probetaschen
dienten, gegossen. Nach dem Auspolymerisieren des Agarosegels wurden die Kamme
gezogen, das Gel in Klarsichtfolie verpackt und bis zur Verwendung bei 4°C zwischengelagert.
Um das Absinken der DNA-Proben in die Geltaschen gewéhrleisten zu kénnen, wurden diese
mit einem Finftel ihres Gesamtvolumens an glycerolhaltigem Blaumarker versetzt und auf
diese Weise konnte auch gleichzeitig, durch den im Blaumarker enthaltenen Farbstoff
Bromphenolblau, die Lauffront der DNA-Proben im Gel sichtbar gemacht werden. Ein Gelstuck
mit der adaquaten Anzahl an Taschen wurde in eine mit 1x TAE-Puffer geflllte
Gelelektrophoresekammer verbracht. Zur Bestimmung der GroéRe der aufzutrennenden DNA-
Fragmente, wurde in die &ulReren Taschen separat 10 pl eines Molekulargewichtstandards (“2-
log-kb DNA Ladder®, neb) aufgetragen. Danach wurden die mit Blaumarker versetzten DNA-
Proben in die restlichen Geltaschen pipettiert. AbschlieBend wurden die DNA-Fragmente
durch Anlegen eines elektrischen Feldes aufgetrennt (140V fir ca. 1h). Durch die Zugabe des
unter UV-Licht fluoreszierenden Ethidiumbromids, das in doppelstrangige DNA interkaliert, war
es mdoglich, die DNA-Fragmente nach erfolgter Auftrennung unter UV-Licht bei 254 nm als
fluoreszierende Banden zu dokumentieren (ChemiDoc™ XRS+, Bio-Rad). Aber diese
kurzwellige UV-Strahlung schadigt die DNA so stark, dass diese unbrauchbar fur weitere
gentechnische Arbeiten wird. Daher wurden DNA-Fragmente, die zur Klonierung
weiterverwendet wurden, vor der Dokumentation des Gels mittels einer UV-Lampe bei einer
Wellenlange von 365 nm sichtbar gemacht und mit Hilfe eines sterilen Skalpells aus dem

Agarosegel ausgeschnitten.

6.13.5 NucleoSpin-Gelextraktion von DNA

(Hart, 2014)

Zur Gelextraktion von DNA-Fragmenten aus einem Agarosegel oder zur Aufreinigung einer
DNA-L6sung (PCR-Clean-up) wurde das Monarch® DNA Gel Extraction Kit von neb unter
Verwendung des Firmenprotokolls benutzt. Dieses Verfahren beruht auf dem Prinzip der
lonenaustauschchromatographie, welchem die Bindung von DNA an eine silicahaltige Saule
zu Grunde liegt. Danach wurden durch einen Waschschritt unspezifisch gebundene Molekiile
von der Saule entfernt und anschlielRend die DNA mit einem Elutionspuffer und Zentrifugation
von der Saule in ein frisches Eppendorfgefal’ eluiert. Die auf diese Weise extrahierte DNA
wurde nun entweder mit Restriktionsenzymen geschnitten oder zur direkten Ligation in den

Vektor benutzt.
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6.13.6 Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen
(Hart, 2014), (Sambrook et al., 1989)

Restriktionsendonukleasen (Restriktionsenzyme) stammen ursprunglich aus
Mikroorganismen und verdauen Fremd-DNA zur Abwehr von Bakteriophagen. Dabei wird die
von den Enzymen als fremd erkannte DNA abgebaut. Allgemein unterscheidet man drei
Klassen von Restriktionsendonukleasen. Jedoch nur Restriktionsenzyme der Klasse Il finden
in der Molekularbiologie Verwendung. Diese Klasse von Endonukleasen erkennt spezifisch
eine Sequenz von vier bis acht Basenpaaren in doppelstrangiger DNA, wobei diese
Sequenzen normalerweise auch die Schnittstelle selbst beinhalten. Diese
Erkennungssequenzen sind meist palindromische Sequenzen. Die
Restriktionsendonukleasen konnen zwei unterschiedliche Arten von Schnitten erzeugen.
Einerseits konnen die Restriktionsenzyme direkt gegentberliegende Basenpaare schneiden,
so dass glatte Enden, sog. blunt ends, entstehen. Andererseits konnen sie die DNA versetzt
schneiden, wodurch (berhdngende Enden am 5°- oder am 3'-Ende, sog. “sticky ends®,
gebildet werden. Die Aktivitat von Restriktionsenzymen ist durch die Enzymmenge definiert,
die bendtigt wird, um 1 ug DNA im optimalen Milieu bei optimaler Temperatur (meist 37°C)
innerhalb von 60 min vollstandig zu schneiden und wird in Units (u) angegeben.

In einem Restriktionsansatz wurden fur analytische Zwecke 0,5-1 ug DNA und flir praparative
Zwecke bis zu 4 yg DNA eingesetzt. Die Anzahl der verwendeten Units betrug je nach
Restriktionsenzym zwischen 2-10 U/g DNA. Der Restriktionsverdau erfolgte jeweils gemaf
dem Herstellerprotokoll (Temperatur, Inkubationsdauer, Puffer) mit den mitgelieferten 10 x
Puffern und falls benétigt 10 x BSA. Es besteht auch die Mdglichkeit einen Doppelverdau
durchzufiihren, was bedeutet, dass die DNA mit zwei Restriktionsenzymen gleichzeitig
geschnitten wird. Dabei muss darauf geachtet werden, dass ein entsprechender Puffer
verwendet wird, in dem beide Enzyme eine angemessene Restriktionsaktivitat besitzen.

Vor der Zugabe der Enzyme, wurden die Restriktionsansatze gevortext, kurz abzentrifugiert,
die Enzyme hinzupipettiert und fir mindestens 2 h oder Giber Nacht bei 37°C inkubiert. Danach
wurden sie mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt, um einerseits den Erfolg des
Restriktionsverdaus zu uberprifen und anderseits gleichzeitig die DNA von Restriktionspuffer

und Enzymen zu reinigen.
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Tab. 5: Pipettierschema eines Standard Restriktionsverdaus

Komponente Menge / Volumen
Restriktionsenzym 1U
10 x Restriktionspuffer 2 Ml
DNA 1-2 ul
H2Obidest ad 20 pl

6.13.7 Dephosphorylierung von Vektor DNA

(Hart, 2014), (Bolivar et al., 1977), (Chaconas und van de Sande, 1980)

Nach dem Restriktionsverdau linearisierte Vektor-DNA, wurde unter Verwendung von
alkalischer Phosphatase (CIP, calf intestinal phosphatase) die reaktive Phosphatgruppe am
5°-Ende entfernt, um eine Rezirkularisierung oder auch Konkatemerisierung des Vektors zu
verhindern. Wenn Vektoren mit zwei unterschiedlichen Restriktionsendonukleasen verdaut
wurden, ist eine Rezirkularisierung eher unwahrscheinlich, jedoch eine Konkatemerisierung,
d.h. eine Verbindung mehrerer Vektoren miteinander, moglich. Daher wurde auch nach einem
Doppelverdau der Vektor dephosphoryliert. Die Dephosphorylierung wurde nicht in einem
separaten Schritt durchgefihrt, sondern stattdessen wurde der Restriktionsansatz zusatzlich
mit 1 pl CIP versetzt und mindestens fiir 2 h oder tiber Nacht bei 37°C inkubiert. Nach Ablauf
der Inkubationszeit wurde der Dephosphorylierungs- und Restriktionsansatz mittels
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt, der Vektor aus dem Gel ausgeschnitten, Uber

NUCLEOSPIN™-S&ulen reisoliert und zur Ligation von DNA-Fragmenten weiterverwendet.

6.13.8 Ligation von DNA Fragmenten

(Hart, 2014), (Dugaiczyk et al., 1975), (Western und Rose, 1991)

Mit Hilfe der T4-DNA-Ligase, welche aus mit dem Bakteriophagen T4 infizierten E. coli
Bakterien isoliert wurde, erfolgte wahrend einer Ligation die enzymatische Verkniipfung von
zueinander passenden DNA-Fragmenten. Dieses Enzym Kkatalysiert in-vitro unter ATP-
Verbrauch die Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen benachbarten 3"-Hydroxy-
und 5°-Phosphatenden in doppelstrangiger DNA und ermdglicht somit die Bildung einer
intakten, rekombinanten ds-Plasmid-DNA. Dabei kdnnen die beiden Enden der zu ligierenden
Nukleinsduremolekile entweder tGberhangend oder stumpf sein. Um eine effektive Ligation
von zwei Nukleinsdure-molekilen zu gewahrleisten, wurden die Konzentrationen der

eingesetzten Vektor- und Insert-DNA so gewahlt, dass beide im Reaktionsansatz aquimolar
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vorlagen. Die nachfolgende Tabelle 6 zeigt einen typischen Ligationsansatz. Die Inkubation
des Ligationsansatzes erfolgte Uber Nacht bei 4°C. Zur anschlielenden Transformation
kompetenter Bakterien, wurden 5 pl eines Ligationsansatzes verwendet. Zur Uberprifung der
erfolgreichen Dephosphorylierung des Vektors, wurde bei jeder Ligation ein Ligationsansatz
ohne Insert als Kontrolle mitgefihrt.

Tab. 6: Standard Ligationsansatz

Komponente Volumen
Insert 4-7 ul
dephosphorylierter Vektor 1-4 ul
10 x T4-Ligase-Puffer 1 Ml
T4-Ligase (1U/ul) 1l

6.14 RNA-Techniken

6.14.1 RNA-Isolation
(Hart, 2014)

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus eukaryotischen Zellen, wurde das peqGOLD TriFast™-
Reagenz (PEQLAB) nach einem modifizierten Protokoll verwendet. Hierbei handelt es sich um
eine optimierte Guanidinisothiocyanat/Phenol-Methode zur gleichzeitigen Extraktion von RNA,
DNA und Proteinen. Um RNA aus Monolayer-Zellkulturen zu extrahieren, wurde zuerst das
Zellkulturmedium aus den Kulturschalen entfernt. Nun wurde 1 ml peqGOLD TriFast™ pro 10
cm? Oberflache auf den Zellrasen pipettiert, die Zellen lysiert, abgeschabt und die Zell-TriFast-
Suspension fir eine 5 minttige Inkubation in ein Falcon tberfuhrt, um die Dissoziation der
Nukleotidkomplexe sicherzustellen. Nach der Inkubation wurde pro verwendetem ml TriFast™
0,2 ml Chloroform zur Suspension pipettiert, die Proben 15 sek geschittelt und wieder 10 min
lang bei RT inkubiert. Daraufhin erfolgte ein Zentrifugationsschritt (30 min, 6000 rpm, 4°C), um
eine Phasentrennung des Homogenats zu erreichen. Dabei trennte sich das Homogenat in
drei Phasen, in eine untere rot gefarbte Phenol-Chloroform-Phase, eine weil3e Interphase und
in eine obere, wassrige Phase, die ausschliel3lich die RNA enthielt. Die wassrige Phase wurde
darauf in ein frisches Falcon udberfuhrt. Zur Féllung der RNA wurden pro ml eingesetzten
TriFast 0,5 ml Isopropanol hinzugegeben, gevortext und die Losung 15 min auf Eis gekihlt.
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Nun erfolgte wieder ein 30-60 mindtiger Zentrifugationsschritt bei 4°C und 6000 rpm, um die
geféllte RNA zu pelletieren. Das RNA-Pellet wurde kurz an der Luft getrocknet und danach in
100-200 pl DEPC-Wasser bei 4°C Uber Nacht gelost.

6.14.2 Northern Blot

(Hart, 2014)

Die Methode des Northern Blots diente zur Auftrennung und Identifikation von einzelstrangigen
RNA-Molekiilen. Zunachst wurde die Gesamt-RNA mittels einer Gelelektrophorese der Grol3e
nach aufgetrennt, die RNA-Fragmente auf eine Nylonmembran geblottet und fixiert. Danach
wurde das entsprechende Fragment durch Hybridisierung mit einer spezifisch markierten
Sonde, die aus einzelstrangiger DNA oder RNA besteht und an das fixierte RNA-Fragment
mittels homologer Basenpaarung bindet, nachgewiesen. Die Sonde kann sowohl mit
radioaktiven Molekulen oder nicht-radioaktiven Bestandteilen, wie z.B. Digoxigenin oder Biotin,

markiert sein.

6.14.3 Herstellung des Polyacrylamidgels und Gelelektrophorese

modifiziert nach (Hart, 2014)

Fur die Herstellung des 12% Polyacrylamidgels wurde das SequaGel® Kit (National
Diagnostics) verwendet. Das Kit besteht aus drei Komponenten: SequaGel-Konzentrat, -
Verdinner und -Puffer. Die Lésungen enthalten neben Acrylamid und Bisacrylamid auch
Harnstoff (7M) zur Denaturierung der RNA und Auflosung ihrer Sekundarstrukturen. Die
Auftrennung der RNA-Proben im Polyacrylamidgel erfolgte durch das Anlegen eines
elektrischen Feldes, wobei die negativ geladene RNA in Richtung der Anode wandert. Wegen
der Vernetzung des Gels wandern groRere RNA-Molekile langsamer durch das Gel als
kurzere. Nach dem Zusammenpipettieren aller Komponenten wurde das noch flissige Gel
zum Auspolymerisieren zwischen zwei, durch Spacer getrennte und zuvor mit 1%iger Agarose
abgedichtete, Glasplatten (24 cm x 16,5 cm) gegossen und ein Kamm fir 16 Taschen
zwischen die Platten geschoben. Zur Probenvorbereitung wurden 20 pyg RNA fir die miR-
Expressionskontrollen, sowie fir die Northern Blots der 293T-Zelllinien und 5 uyg RNA mit 5-
10 pl RNA-Ladepuffer Il versetzt. AnschlieRend wurden die so vorbereiteten Proben in die
Taschen des Polyacrylamidgels pipettiert. Die Auftrennung der RNA-Proben erfolgte fir ~3 h
bei 15 Watt. Danach wurde der Erfolg der Elektrophorese nach Anfarben der RNA in einem
Ethidiumbromidbad (10 pl Ethidiumbromid-Stammlésung (10mg/ml) in 100 ml 1x TBE) bei

einer Wellenlange von 254 nm dokumentiert.
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6.14.4 RNA Transfer
(Hart, 2014)

Nach der Dokumentation des Polyacrylamidgels, erfolgte der RNA-Transfer auf eine neutrale
Nylonmembran (Hybond™-N+, Amersham) mit Hilfe einer “Semi-dry-blotting-Apparatur®
(StarLab). Zum Blotten wurden funf Lagen in H>O bidest getrankte Whatman Filterpapiere auf
die Anode gelegt, darauf die Nylonmembran, gefolgt von dem Polyacrylamidgel und finf
weiteren Lagen H,O bidest getrankter Filterpapiere. Danach wurde die Kathode aufgelegt und
die RNA fir 30 min bei 15 V auf die Nylonmembran geblottet. Zur Fixierung der besonders
kleinen microRNA-Molekiule auf der Nylonmembran, wurde diese auf drei Whatman
Filterpapiere, die mit einem chemischen Crosslinkreagenz (Pall and Hamilton, 2008) getrankt
waren, aufgelegt, in Klarsichtfolie luftdicht verpackt und fir 1-2 h bei 55°C in einem
Hybridisierungsofen inkubiert.

6.14.5 Herstellung einer radioaktiv markierten Sonde

(Hart, 2014)

Zum Nachweis von RNA-Molekilen auf einer Nylonmembran wurden radioaktiv markierte,
einzelstrangige RNA-Sonden benutzt. Die Herstellung der radioaktiv markierten Sonden
erfolgte mit Hilfe des mirVana™ miRNA Probe Construction-Kit von Ambion. Die zur Synthese
der RNA-Sonde bendétigten DNA-Oligonukleotide, deren Sequenzen der nachzuweisenden
microRNA-Sequenzen entsprachen, enthielten am 3"-Ende zusétzlich eine 8 nt lange Sequenz
(5'-CCTGTCTC-3"), welche mit dem T7-Promotorprimer hybridisieren kann. Dadurch konnte
durch Hybridisierung des Templates mit dem T7-Promotorprimer mit Hilfe des Exo-Klenow
Enzyms ein doppelstrangiges DNA-Template synthetisiert werden. Der Hybridisierungsmix
bestand aus 2 ul T7-Promotor-Primer (100 uyM), 6 ul Hybridisierungspuffer und 2 ul
Oligonukleotid-Template (100 uM). Dieser Hybridisierungsmix wurde zur Hybridisierung von
Template und Primer zuerst 5 min bei 70°C und anschlieRend ebenfalls 5 min bei RT inkubiert.
Zu den hybridisierten Oligonukleotiden wurde der folgende Reaktionsmix aus 2 ul 10x Klenow
Reaction Buffer, 2 pl 10x dNTP Mix, 4 ul Nuklease-freiem Wasser und 2 ul Exo-Klenow
pipettiert und dieser Ansatz 30 min bei 37°C inkubiert. Das so hergestellte dsDNA-Template
konnte nun entweder bei -20°C gelagert oder fir die in-vitro-Transkription mit radioaktiv
markierten UTPs mittels der T7-RNA-Polymerase eingesetzt werden. Der in-vitro-
Transkriptionsmix wurde aus folgenden Komponenten zusammenpipettiert: 1 pyl dsDNA
Template, 2 yl 10x Transkriptions-Puffer, 1 yl ATP, 1 yl CTP, 1 pl GTP, 5 pl gelabeltes UTP
(32P), 2 ul T7-RNA-Polymerase, 7 ul Nuklease-freies Wasser. Dieser Ansatz wurde gevortext,
kurz abzentrifugiert und 10 min lang bei 37°C inkubiert. Im Anschluss wurde das noch

vorhandene dsDNA-Template durch Inkubation des Ansatzes bei 37°C fur 10 min mit 1 pl
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DNasel entfernt. Die so hergestellte, radioaktiv markierte Sonde wurde danach sofort im
Northern Blot eingesetzt.

6.14.6 Spezifischer Nachweis von RNA

(Hart, 2014)

Nach dem chemischen Crosslinken der RNA mit der Nylonmembran, wurde diese in eine
Hybridisierungsrohre aus Glas transferiert und 30 min bei 50°C mit Hybridisierungspuffer auf
dem Drehrad eines Hybridisierungsofens prahybridisiert. Im n&chsten Schritt wurde, die zuvor
hergestellte radioaktiv markierte Sonde, welche spezifisch die nachzuweisende RNA-Sequenz
binden kann, in den Hybridisierungspuffer pipettiert und die Membran tber Nacht bei 50°C auf
dem Drehrad eines Hybridisierungsofens inkubiert. Am darauf folgenden Tag wurde der
Hybridisierungspuffer mit der Sonde entfernt. Danach wurde der Blot zuerst zweimal 15 min
mit jeweils 30 ml Hochsalzpuffer (5x SSC/1% SDS) bei 50°C auf dem Drehrad des
Hybridisierungsofens gewaschen und darauf wiederum zweimal 15 min mit jeweils 30 ml
Niedrigsalzpuffer (1x SSC/1% SDS) bei 50°C inkubiert. Zum Abschluss wurde der Blot in
Klarsichtfolie verpackt und tber Nacht auf einem Phospho-Imager-Screen exponiert und am

nachsten Tag mit einem Phosphoimager™-Typhoon (Molecular Dynamics) gescannt.

6.15 Protein Techniken

6.15.1 Herstellung von Proteinextrakten aus eukaryotischen Zellen unter

reduzierenden Bedingungen

(Hart, 2014), (Deininger, 1990)

Die Gesamtzellextrakte aus adharenten Monolayerzelllinien, die im Rahmen dieser Arbeit
verwendet wurden, wurden unter Verwendung eines 2x Sample-Buffers hergestellt. Der 2x
Sample-Buffer enthalt einerseits 3-Mercapto-1,2-propanediol, das Disulfidbriicken reduziert
und dadurch die Tertiarstrukturen von Proteinen aufspaltet, und andererseits SDS, welches
Sekundar- und Tertiarstrukturen von Proteinen l6st und bei allen Proteinen fur ein gleiches
Masse-/Ladungsverhéltnis sorgt. Daher ist das Laufverhalten der Proteine in der SDS-
Gelelektrophorese nicht mehr abhéangig von ihrer Ladung, sondern nur noch von ihrer Masse.
Zur Herstellung von Proteinextrakten aus adhérenten Monolayerzelllinien wurde das
Kulturmedium abgenommen, der Zellrasen mit PBS abgespililt, die Zellen durch Zentrifugation
fur 10 min bei 1200 rpm bei 4°C pelletiert und nochmals zweimal mit PBS gewaschen. Das
erhaltene Pellet wurde zuné&chst auf Eis mit einer definierten Menge 2x SDS-Sample-Buffer

resuspendiert. Anschlie3end erfolgte eine 3 x 5 sek lange Sonifizierung der Zellen, daraufhin
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die Denaturierung der Proteine fir 5-10 min bei 98,5°C im Wasserbad und ein 10 minutiger
Zentrifugationsschritt bei 13000 rpm und 4°C zur Sedimentierung nicht l6slicher
Zellbestandteile. Da in dieser Arbeit 2x Sample-Buffer ohne Bromphenolblau benutzt wurde,
konnte der Proteingehalt einer 1:100 Verdunnung der Gesamtzellextrakte in 0,1 M NaOH
photometrisch durch Messung der OD280nm bestimmt werden. Die Berechnung der
Proteinmenge, die in der Gelelektrophorese eingesetzt werden soll, erfolgte nach folgender

Formel:

6.4

— =30 pg Protein
OD2gp

Das Ergebnis dieser Formel stimmt mit der Proteinextrakimenge (in ul) Gberein, die 30 ug
Protein entspricht. Bis zur Verwendung wurden die Proteinextrakte bei -20°C gelagert.

6.15.2 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (PAGE)

(Hart, 2014), (Laemmli, 1970)

Die SDS-PAGE ist eine Methode zur elektrophoretischen Auftrennung von Proteinen nach
ihrem Molekulargewicht, ihrer Gesamtladung oder ihrer dreidimensionalen Struktur. Im
Rahmen dieser Arbeit erfolgte die Auftrennung der Proteinextrakte ausschlief3lich unter
denaturierenden Bedingungen, da der verwendete Laufpuffer, das Polyacrylamidgel und der
2x Sample Buffer, das negativ geladene Detergens SDS im Uberschuss enthielten. Dieses
Detergens lagerte sich an die hydrophoben Regionen der Proteine an und zwar ein SDS-
Molekil an je zwei Aminoséaurereste. Dadurch wurden nahezu alle nichtkovalenten
Wechselwirkungen innerhalb der Proteine gelést und das Protein war proportional zu seiner
Masse negativ geladen, wodurch die Eigenladung des Proteins vernachlassigbar wurde.
Darliber hinaus wurden alle Disulfidbriicken im Protein durch das 3-Mercapto-1,2-propanediol
des 2x Sample Buffers gespalten und die Proteine hauptséachlich wegen ihres
unterschiedlichen Molekulargewichts aufgetrennt. Aufgrund der negativen Ladungen erfolgte
nach Anlegen eines elektrischen Feldes eine Wanderung der Proteine hin zur Anode. Bei der
Herstellung von Polyacrylamidgelen kommt es zur Polymerisation von Acrylamid, welches
Uber N,N"-Methyl-Bisacrylamid quervernetzt wird. Die Polymerisationsreaktion wird durch
Ammoniumpersulfat (APS) gestartet und durch N,N,N",N"-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
katalysiert. Die Laufstrecke der Proteine in einem Polyacrylamidgel mit geeigneter Porengréi3e
ist proportional zum Logarithmus ihres Molekulargewichtes. Das Mischungsverhéltnis aus
Acrylamid und Bisacrylamid bestimmt die PorengréBe der Gelmatrix. Zur Erhdhung der

Auflosung bei der Auftrennung der Proteine, wurde in dieser Arbeit ausschliel3lich eine
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diskontinuierliche Gelelektrophorese eingesetzt, die in zwei Gelsystemen mit unterschiedlicher
PorengrofRe und unterschiedlichen pH-Werten durchgefiihrt wurde. Zuerst missen die
Proteine ein grobporiges Sammelgel (Uppergel) passieren, um eine einheitliche Lauffront zu
bilden, bevor sie in einem feinporigen Trenngel (Bottomgel) aufgetrennt wurden. Um das
relative Molekulargewicht der zu untersuchenden Proteine bestimmen zu kdnnen, wurde
parallel zu diesen ein Molekulargewichtsmarker mit aufgetrennt, der aus Proteinen bekannter
Molekulargewichte bestand.

6.15.3 Herstellung eines SDS-Polyacrylamidgels und Gelelektrophorese

(Hart, 2014)

Zur Herstellung eines SDS-Polyacrylamidgels wurden zwei Glasplatten (14,5 x 16,5 cm), die
zuvor mit 70%igem Ethanol gereinigt wurden, durch Teflon-Abstandshalter voneinander
getrennt und mit 1%iger Agaroseldsung abgedichtet. Danach wurde zunachst das Trenngel in
den Zwischenraum zwischen den zwei Glasplatten gegossen und mit H,O bidest
Uberschichtet. Nachdem das Trenngel auspolymerisiert war, wurde das Wasser abgegossen
und das Sammelgel auf das Trenngel gegossen. Zur Aussparung der Taschen im Sammelgel,
in die spater die Proteinproben pipettiert wurden, wurde ein Teflonkamm eingesetzt. Der
Teflonkamm und der unterste Teflon-Spacer wurden entfernt, sobald das Sammelgel
auspolymerisiert war und danach wurde das Gel senkrecht in eine Gelelektrophoresekammer
eingespannt. Die obere und untere Kammer der Gelelektophoreseapparatur wurde mit SDS-
Laufpuffer und die Geltaschen entweder mit 10 ul eines Molekulargewichtsmarkers oder
Proteinproben beflillt. Die elektrophoretische Trennung der Proteinproben erfolgte im
Sammelgel bei 25 mA und im Trenngel bei 35 mA fur ~2 h. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
ausschlielich 8,75%ige Polyacrylamidgele verwendet.

6.15.4 Western Blot
(Hart, 2014)

Mit Hilfe der Methode des Western Blots, wurden die zuvor in der SDS-Gelelektrophorese
aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulose-Membran Ubertragen und bei niedriger
lonenstarke Uber hydrophobe Wechselwirkungen auf dieser Membran immobilisiert. Dabei
behalten die aufgetrennten und immobilisierten Proteine weitgehend ihre funktionelle Aktivitét
und Immunreaktivitat. Dadurch wird es mdglich einzelne Proteine durch spezifische Antikorper
immunologisch nachzuweisen (Immunoblot). Gebundene Antikdrper koénnen entweder
radioaktiv oder durch Chemilumineszenz detektiert werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurden

die Proteine und die daran gebundenen Antikdrper ausschliel3lich mittels Chemilumineszenz
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nachgewiesen. Der Western Blot wurde in einer mit Transferpuffer gefillten Plastikwanne
luftblasenfrei zusammengebaut, unter Verwendung eines zusammensteckbaren PVC-Gitters.
Die zum Aufbau benétigten Komponenten wurden im PVC-Gitter in folgender Reihenfolge
zusammengeflgt: ein Wattetuch, zwei Whatman-Filterpapiere, das Polyacrylamidgel, die
Protran™-Nitrocellulose-Methoden Membran (Schleicher & Schuell), zwei Filterpapiere und
zum Abschluss wieder ein Wattetuch. Der Transfer der Proteine aus dem Polyacrylamidgel
auf die Nitrocellulose-Membran erfolgte in einer mit Transferpuffer gefullten Kammer (LKB
2005 Transphor Electro Blotting Unit) fir 1,5 -2 h bei 350 mA. Nach dem Western blotting
wurden die auf der Membran fixierten Proteine unspezifisch mittels PonceauS™ (Sigma-
Aldrich) angefarbt und die Markerspur mit einem Skalpell abgeschnitten. Zum Absattigen der
unspezifischen Bindungsstellen der Ubrigen Membran, wurde diese zunachst 30 min bei RT in
5%iger PBS-Milch geblockt und darauffolgend mit dem entsprechenden Primarantikorpern in
2-5 ml PBS-Milch (5%) luftblasenfrei in eine Klarsichthille eingeschweif3t. Die mit dem
Primarantikorper eingeschweildste Membran wurde tber Nacht bei 4°C auf einem Taumler
inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde die Membran 3 x 15 min in PBS auf einem Schiittler
gewaschen, um unspezifisch gebundene Primarantikérper zu entfernen. Zum Nachweis der
gebundenen Primarantikorper erfolgte nun eine Inkubation mit dem Sekundarantikorper, der
gegen den primaren Antikorper gerichtet und mit Meerrettich-Peroxidase gekoppelt war. Der
Sekundarantikorper wurde 1:5000 in 5%iger PBS-Milch verdinnt und 1 h lang bei 4°C auf
einem Taumler inkubiert. Danach wurde die Membran erneut 3 x 15 min in PBS-Puffer
gewaschen und anschlieBend die mit Antikbrpern markierten Proteine mittels einer
enzymkatalysierten ECL-Lichtreaktion (Enhanced Chemoluminescence) detektiert. Nach
Zugabe von 5 yl H20, und 10 ml ECL-Reagenz auf die Membran erfolgte eine Peroxidase-
katalysierte Reduktion von H»O, und gleichzeitige Oxidation von Luminol, was eine Licht-
Emission der Wellenldnge A =428 nm bewirkte, die durch Auflegen eines lichtempfindlichen
ECL™-Films (Hyperfilm ECL™, Amersham) auf die Membran dokumentiert wurde. Danach

wurde dieser Film entwickelt, fixiert und getrocknet.
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6.15.5 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie wurde angewendet um die Expression von GFP bzw. mCherry
visuell bei allen Klonierungsprodukten nachzuweisen. Hierfir wurden 293T-Zellen auf 6-Well
Plates ausgesat. Die 293T-Zellen wurden entsprechend Kapitel 6.12.3 mit dem Ziel-Vektor
transfiziert. 24 Stunden nach der Transfektion erfolgte die Betrachtung unter dem
Fluoreszenzmikroskop. Hier konnte bei Anregung durch blaues Licht die Emission von Licht
der Wellenlange 509nm erzeugt werden und somit die Expression von GFP bewiesen werden.
Zum Nachweis von mCherry wurde zur Anregung griines Licht verwendet, sodass mCherry
durch rote Fluoreszenz sichtbar gemacht werden konnte.
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7 Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit ist die Herstellung von Vektoren zur Expression von miRNAs in einem Vektor,
welcher zusatzlich das GFP-Protein bzw mCherry-Protein exprimiert. Die miRNA-kodierende
Sequenz sollte dazu auf die 3"-Seite des stop-Codons des GFP-Proteins kloniert werden, so
dass ein Transkript bestehend aus GFP-miRNA-polyA entsteht (Rodriguez et al., 2004). Im
folgenden Ergebnisteil wird die Herstellung des Ko-Expressionsvektors pSG5-GFP-miR-34a
aus den Vektoren pSG5-miR-34a und pSG5-GFP sowie die Herstellung des Ko-
Expressionsvektors aus pcDNA3.1/Hygro(-) beschrieben. Beim letztgenannten Vektor wurde
die Wildtyp pre-miRNA-142 sowie zwei mutierte pre-miRNAs-142 (im Folgenden als mut2 und
mut3 bezeichnet) in den Ko-Expressionsvektor kloniert, nachdem eGFP aus dem Vektor
pSG5-GFP in die MCS kloniert wurde und somit die Vektoren pcDNA3.1/Hygro (-)GFP-
miR-142, pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut2 und pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut3
hergestellt wurden.
Fur den resultierenden Vektor pSG5-GFP-miR-34a wurde die eGFP-Expression mittels
Western Blot hachgewiesen, die Expression der einklonierten miRNA mittels Northern Blot.
AbschlieRend wurde eine Sequenzierung des Abschnitts, der fir eGFP und die pre-miRNA
kodiert, durchgefihrt.
Fur den Vektor pcDNAS.1/Hygro(-)GFP-miR-142 wurde entsprechend vorgegangen und
sowohl fur den Wildtyp-Vektor als auch fir die 3p (-mut2) und 5p-Mutante (-mut3) die eGFP-
Expression mittels Western Blot nachgewiesen. Der Nachweis der einklonierten miRNA
erfolgte mittels Northern Blot. Ausgangsvektor flir die Herstellung der verschiedenen Vektoren
pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142 war der Vektor pcDNA3.1/Hygro(-), in den zun&chst eGFP
aus dem pSG5-GFP und anschlieRend die jeweilige miR-142 aus den Vektoren pSG5-miR-
142, pSG5-miR-142-mut2 bzw. pSG5-miR-142-mut3 einkloniert wurde.
Fur die Vervielfaltigung der Vektoren wurde E. coli verwendet, Transfektionsversuche zur
Expression der miRNAs und von Fluoreszenzproteinen wurden mit 293T-Zellen durchgefuhrt.
Mit den Vektoren wurden aul3erdem verschiedene weitere Versuche durchgefihrt. Die eGFP-
und fir den auf pcDNA basierenden Vektor zusatzlich die mCherry-Expression wurden
fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen. Aul3erdem wurden entsprechende Versuche mit der
miR-200c durchgefuhrt und der Vektor pSG5-GFP-miR-200c analog zu den miR-34a-
Expressionsvektoren erstellt. In diesem Fall wurde ausschlieRlich der Western Blot zum
Nachweis der Expression von eGFP, die Sequenzierung des Klonierungsprodukts und der
mikroskopische eGFP-Nachweis durchgefuhrt. Da die Arbeitsgruppe sich dagegen entschied
mit dem Vektor pSG5-GFP-miR-200c weiterzuarbeiten, wurde auf die RNA-Analyse mittels
Northern Blot verzichtet. Ebenso wird in der Diskussion nicht weiter auf diesen Vektor
eingegangen.
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71 Erstellung des Ko-Expressionsvektors pSG5-GFP-miR-34a

In den folgenden Kapiteln ist die Erstellung des Vektors pSG5-GFP-miR-34a beschrieben.

7.1.1 PCR der pre-miR-34a des Vektors pSG5-miR-34a

Zur Kontrolle des Vektors pSG5-miR-34a wurde dieser mittels der Primer (1) und (2) auf das
Vorhandensein der pre-miR-34a gepruft und gleichzeitig die pre-miR-34a fir die weiteren

Klonierungsversuche amplifiziert.

Ladder

<
=z
(&)
o)
o
=
Y

pre-miR-34a

Negativ-
kontrolle

Abb. 11: PCR der pre-miR-34a aus dem
Template pSG5-miR-34a: Die Spalten zeigen (von
links nach rechts): die “2-log DNA Ladder*, die pre-
miR-34a und eine Negativkontrolle (PCR ohne
Vektor). Die Abbildung zeigt die Banden der PCR
der Templates pSG5-miR-34a nach einer
Gelelektrophorese von ca. 60 min in einem 2%
Agarosegel unter UV-Durchleuchtung. Die Lange

des Amplikons betragt etwa 0,2 kb.

—— <«—— PCR-Produkt

Die Abbildung 11 zeigt eine Agarose-Gelelektrophorese des Vektors pSG5-miR-34a nach
Amplifikation der pre-miR-34a mit den Primern (1) und (2). 0,2 pg Plasmid DNA wurde mittels
PCR entsprechend Kapitel 6.13.3 behandelt und dadurch die pre-miR-34a Sequenz aus dem
Vektor spezifisch amplifiziert. Die Abbildung zeigt, dass der Vektor pSG5-miR-34a die fur die
Klonierung bendtigte pre-miR-34a enthalt. Das PCR-Produkt ist etwa 0,2 kb lang. Zur Kontrolle
der Sequenz wurde ein ausgewahlter Teil des Vektors durch die Fa. Seg-it sequenziert. Die

Sequenzierung ist im Anhang zu finden und bestétigt das Vorhandensein der pre-miR-34a.
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7.1.2 Erstellung des Ko-Expressionsvektors pSG5-GFP-miR-34a durch

Klonierung

Ausgangsvektor fur die Erstellung des Vektors pSG5-GFP-miR-34a war der Vektor pSG5-GFP
und der Vektor pSG5-miR-34a, die aus E. coli aufgereinigt in Losung vorlagen. Sowohl die
pre-miR-34a-Sequenz als auch das Gen eGFP sollen unter der Kontrolle des SV40-Promotors
vom Vektor pSG5 ko-exprimiert werden. Mittels der Primer (1) und (2) wurde die pre-miRNA
aus dem Vektor pSG5-miR-34a in-vitro amplifiziert und anschlieRend mittels
Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Die etwa 0,2 kb lange Bande, welche die pre-miR-34a
enthielt, wurde ausgeschnitten, mittels eines Cleanup-Kits wie in Kapitel 6.13.5 beschrieben

aufgereinigt und mit EcoRI und Spel geschnitten um “sticky-ends” zu erzeugen.

Der Vektor pSG5-GFP wurde ebenfalls mit den Restriktionsenzymen EcoRI| und Spel
innerhalb der MCS geschnitten, und mit der CIP dephosphoryliert. Nach erfolgter
Dephosphorylierung wurden der linearisierte Vektor pSG5-GFP und die pre-miR-34a Sequenz
mittels T4-DNA-Ligase ligiert. Der Ligationsansatz wurde in kompetenten E. coli Bakterien
mittels Hitzeschockmethode transformiert. Diese wurden zunéchst bei 37 °C in LB-Medium
ohne Antibiotika inkubiert und anschlieBend auf Agarplatten mit dem Selektionsantibiotikum
Ampicillin ausplattiert. Die Agarplatten wurden bei 37 °C im Brutschrank tber Nacht inkubiert
und am Folgetag die gewachsenen Kolonien fiir eine Colony-PCR verwendet. So konnten
diejenigen Kolonien identifiziert werden, die den Vektor pSG5-GFP-miR-34a enthielten. Mit
zwei ausgewahlten Kolonien wurden die weiteren Versuche durchgefiihrt und der Vektor
charakterisiert. Diese werden im Folgenden als pSG5-GFP-miR-34a-1 und pSG5-GFP-miR-
34a-2 bezeichnet. Abb. 12 zeigt schematisch das Konstrukt pSG5-GFP-miR-34a.
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Abb. 12: Schematische Darstellung des Vektors pSG5-GFP-miR-34a: Die Abbildung zeigt
die Struktur des Vektors pSG5-GFP-miR-34a und die Anordnung der verschiedenen Gene.
Der Vektor hat eine Gr63e von ca. 5,1 kbp.

7.1.3 Sequenzierung des relevanten Bereichs innerhalb des Vektors pSG5-
GFP-miR-34a

Ausgangsprodukt fur die Sequenzierung war der Vektor pSG5-GFP-miR-34a-1. Die im

Anhang abgebildete Sequenz stellt das Sequenzierungsprodukt der Klonierung ,pSG5-GFP-

miR-34a“ dar, zusammengesetzt aus den Uberlappenden Sequenzen der Produkte aus

“forward“ und “reverse” Sequenzierung. Im Anhang zu sehen ist ein ca. 2 kb langer Bereich

des Vektors pSG5-GFP-miR-34a. Hierfir wurden die Sequenzierungsprimer “forward® und
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“reverse” so gewahlt, dass durch tberlappende Abschnitte der Giberwiegende Teil von eGFP,
sowie die vollstandige pre-miR-34a und die ausgewahlten Schnittstellen EcoR1, Spel und BglIl
dargestellt werden konnten. Das Sequenzierungsprodukt ist in der 5°-3" Orientierung
rekonstruiert, welche mittels Sanger-Sequenzierung durch die Firma Seg-it erstellt wurde. Die
Sequenz ist im FASTA-Format dargestellt.

Die Sequenzierung zeigt, dass innerhalb der MCS im Vektor pSG5-GFP-miR-34a sowohl die
pre-miR-34a als auch das eGFP-Gen vorhanden sind. Somit konnte gezeigt werden, dass die
unter Kapitel 7.1 vorgeschlagene Herstellung des Vektor pSG5-GFP-miR-34a erfolgreich war.
Da die Sequenzierung positive Ergebnisse zeigte, sollte nachfolgend die Expression von
eGFP und der pre-miR-34a nach Transfektion in Saugerzellen nachgewiesen werden. Die
Primersequenzen (1) und (2) konnten durch die Sequenzierung nicht wiedergefunden werden.
Diese waren verwendet worden, um die pre-miR-34a aus dem Vektor pSG5-miR-34a zu
amplifizieren, welches in den pSG5-GFP inseriert wurde. Im Rahmen der Sequenzierung
wurden auf3erdem fir einzelne Basenpaare Unterschiede zwischen den Vektoren pSG5-GFP-
miR-34a-1 und pSG5-GFP-miR-34a-2 gefunden. Diese wurden orange markiert und werden
im Rahmen der Ergebnisdiskussion Kapitel 8.7 diskutiert. Der sequenzierte Teil der Vektoren
pSG5-GFP-miR-34a entspricht der theoretischen Vektorkarte (Abb. 12).

7.1.4 Nachweis der eGFP Expression im Vektor pSG5-GFP-miR-34a
durch Western Blot

Zum Nachweis der eGFP Expression auf Proteinebene wurden Western Blot Versuche
durchgefiuihrt. 293T-Zellen wurden mit der Calciumphosphatmethode mit den Vektoren pSG5,
pSG5-miR-34a, pSG5-GFP, pSG5-GFP-miR-34a-1 und pSG5-GFP-miR-34a-2 wie im Kapitel
6.12.2 beschrieben transfiziert und fir 24 h in Medium DMEM im Brutschrank inkubiert.
AnschlieRend wurden die Zellen entsprechend Kapitel 6.15.1 lysiert, die Lysate mittels SDS-
Page aufgetrennt und durch Elektroblot auf eine Nitrocellulosemembran geblottet. Diese
wurde mit spezifischen Antikorpern gegen eGFP bzw. beta-Aktin inkubiert und mit
Sekundarantikorpern die Lokalisation der Proteine durch Chemilumineszenz sichtbar
gemacht. Im Folgenden konnten sowohl eGFP als auch beta-Aktin nachgewiesen werden. Die
GroRRe der beiden Proteine wurde anhand der parallel aufgetrennten “Blue Prestained Protein
Standard Ladder” bestatigt.
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Abb. 13: Western Blot von eGFP und beta-Aktin in Zelllysaten transfizierter 293T-Zellen:
30 pg des wie in Kapitel 6.15.1 beschrieben aufgereinigten Proteins wurden mittels SDS-Page
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aufgetrennt, geblottet und mittels Primér bzw. Sekundarantikdrpern sichtbar gemacht. Die
Spalten zeigen (von links nach rechts) Proteinextrakte von Zellen, die mit dem Vektor pSG5,
pSG5-miR-34a, pSG5-GFP, pSG5-GFP-miR-34a-1 und pSG5-GFP-miR-34a-2 transfiziert

wurden.

Durch den Western Blot, der in Abb. 13 zu sehen ist, konnte gezeigt werden, dass eGFP
sowohl von den mit dem Vektor pSG5-GFP als auch durch die mit den Vektoren pSG5-GFP-
miR-34a transfizierten 293T-Zellen exprimiert wird. Dies bestatigt, dass die transfizierten
293T-Zellen ein geeignetes Expressionssystem fur eGFP darstellen und dass die einklonierte
pre-miR-34a im Vektor pSG5-GFP-miR-34a die Expression von GFP nicht verhindert.

Die Expression von GFP in den transfizierten Zellen konnte aul3erdem
fluoreszenzmikroskopisch durch Anregung der griinen GFP-Fluoreszenz mit blauem Licht
optisch nachgewiesen werden, was die Ergebnisse des Western-Blots untermauert. Um
aul3erdem zu zeigen, dass das pSG5-GFP-miR-34a Konstrukt in 293T-Zellen zur Expression
der pre-miR-34a und der miR-34a fuhrt, wurden im folgenden Northern-Blot Versuche

durchgefinhrt.
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7.1.5 Nachweis der miR-34a Expression durch den Vektor pSG5-GFP-miR-
34a durch Northern Blot

Zum Nachweis der Expression der miR-34a wurden Northern Blot Versuche durchgefunhrt.
293T-Zellen wurden mit PolyFect mit den Vektoren pSG5, pSG5-miR-34a, pSG5-GFP, pSG5-
GFP-miR-34a-1 und pSG5-GFP-miR-34a-2 wie im Kapitel 6.12.3 beschrieben transfiziert und
fur 24 h in DMEM im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen entsprechend
Kapitel 6.14.1 lysiert, die gereinigte RNA gelelektrophoretisch aufgetrennt und in einem “Semi-
dry“ Blotter auf eine Nylonmembran geblottet. Nach Herstellung, Hybridisierung und mehreren
Waschschritten wurden durch die gebundenen radioaktiv markierten Sonden die miRNAs auf

Rontgenfilm sichtbar gemacht.

Der Northern Blot zeigt, dass die miR-34a im pSG5-miR-34a-1 und pSG5-miR-34a-2 sowie in
den beiden pSG5-GFP-miR-34a Bahnen deutlich exprimiert wird. Der pSG5-GFP zeigt
ebenfalls Expression der miR-34a. Keine Expression der miR-34a ist in der pSG5-Bahn zu
sehen. Die pre-miR-34a wird von allen transfizierten Zellen exprimiert. Der Northern Blot zeigt,
dass die Erstellung des Vektors pSG5-GFP-miR-34a erfolgreich war und dieser zur
Expression der miR-34a fuhrt. Dies bestatigt das Ergebnis der Sequenzierung in Kapitel 11, in
der die Sequenz der pre-miR-34a im pSG5-GFP-miR-34a nachgewiesen wurde. Die pSG5-
GFP-Bahn zeigt eine Bande fir die miR-34a. Hierauf wird im Rahmen der Ergebnisdiskussion

naher eingegangen.
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Abb. 14: Northern Blot der miR-34a: 5 pg RNA wurde mittels
Gelelektrophorese (s. Kapitel 6.14.2) aufgetrennt, geblottet und

mittels radioaktiv markierter Sonden sichtbar gemacht. Die
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Spalten zeigen RNA Extrakte aus 293T-Zellen die mit folgenden

% @
< <
n Q
c o
£ £
o o
LL L
S
N
O U
v
. O

Vektoren transfiziert wurden (von links nach rechts): pSG5, pSG5-
miR-34a, pSG5-GFP und zweimal pSG5-GFP-miR-34a. Unter
dem Northern Blot ist eine Ladekontrolle abgebildet. Die Membran

wurde hierzu mit Ethidiumbromid angefarbt und eine

Fluoreszenzaufnahme angefertigt.

pre-miR-34a

= —l Ladekontrolle
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7.2 Erstellung des Ko-Expressionsvektors pSG5-GFP-miR-200c

In den folgenden Kapiteln ist die Erstellung des Vektors pSG5-GFP-miR-200c beschrieben.
Die Abbildungen der PCR und des Western Blots werden gezeigt, ebenso wie die
Sequenzierung (s. Kapitel 11). Noch vor der Durchfiihrung des Northern Blots wurde sich
gegen eine Nutzung des Klonierungsprodukts fiir Folgeexperimente entschieden, sodass auf
die Durchfuhrung eines Northern Blots verzichtet wurde. Prinzipiell erfolgte die Erstellung
analog zum pSG5-GFP-miR-34a, sodass prinzipiell nichts gegen eine Ko-expression des

Fluoreszenzproteins und der miR-200c spricht.

7.2.1 PCR der pre-miR-200c des Vektors pSG5-miR-200c

Zur Amplifizierung der pre-miR-200c wurde der Vektor pSG5-miR-200c als Template
verwendet. Es erfolgte eine PCR der pre-miR-200c, welche gleichzeitig fur die weiteren

Klonierungsversuche benutzt werden konnte.

pre-miR-200c

<
=z
0O
o
o
a5
~

Ladder
Negativ-
kontrolle

Abb. 15: PCR der pre-miR-200c aus dem
Template pSG5-miR-200c: Die Spalten zeigen
(von links nach rechts): die “2-log DNA Ladder®, die
pre-miR-200c und eine Negativkontrolle (PCR ohne
Vektor). Die Abbildung zeigt die Banden der PCR
des Templates pSG5-miR-200c nach einer
Gelelektrophorese von ca. 60 min in einem 2%
Agarosegel unter UV-Durchleuchtung. Die Lange
des Amplikons betragt ca. 0,33 kb.

<€— PCR-Produkt
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Die Abbildung 15 zeigt eine Agarose-Gelelektrophorese des Vektors pSG5-miR-200c nach
Amplifikation der pre-miR-200c. 0,2 pg Plasmid DNA wurde mittels PCR entsprechend Kapitel
6.13.3 behandelt und dadurch die pre-miR-200c Sequenz aus dem Vektor spezifisch
amplifiziert. Die Abbildung zeigt, dass der Vektor pSG5-miR-200c die fur die Klonierung
bendtigte pre-miR-200c enthalt. Das PCR-Produkt ist etwa 0,33 kb lang. Zur Kontrolle der
Sequenz wurde ein ausgewahlter Teil des Vektors amplifiziert und durch die Fa. Seq-it
sequenziert. Die Sequenzierung ist im Anhang zu finden und bestéatigt das Vorhandensein der
pre-miR-200c.

7.2.2 Erstellung des Ko-Expressionsvektors pSG5-GFP-miR-200c durch

Klonierung

Ausgangsvektor fur die Herstellung des Vektors pSG5-GFP-miR-200c¢ war der Vektor pSG5-
GFP und der Vektor pSG5-miR-200c, die aus E. coli aufgereinigt in Losung vorlagen. Sowohl
die pre-miR-200c-Sequenz als auch das Gen eGFP sollen unter der Kontrolle des SV40-
Promotors vom Vektor pSG5 ko-exprimiert werden. Die pre-miRNA wurde aus dem Vektor
pSG5-miR-200c in-vitro amplifiziert und anschlieBend mittels Agarosegelelektrophorese
aufgetrennt. Die etwa 0,33 kb lange Bande, welche die pre-miR-200c enthielt, wurde
ausgeschnitten, mittels eines Cleanup-Kits wie in Kapitel 6.13.5 beschrieben aufgereinigt und

mit EcoRI und Spel geschnitten um “sticky-ends* zu erzeugen.

Der Vektor pSG5-GFP wurde ebenfalls mit den Restriktionsenzymen EcoRI und Spel
innerhalb der MCS geschnitten, und mit der CIP dephosphoryliert. Nach erfolgter
Dephosphorylierung wurden der linearisierte Vektor pSG5-GFP und die pre-miR-200c
Sequenz mittels T4-DNA-Ligase ligiert. Der Ligationsansatz wurde in kompetenten E. coli
Zellen mittels Hitzeschockmethode transformiert. Diese wurden zunachst bei 37 °C in LB-
Medium ohne Antibiotika inkubiert und anschlieBend auf Agarplatten mit dem
Selektionsantibiotikum Ampicillin ausplattiert. Die Agarplatten wurden bei 37 °C im
Brutschrank tiber Nacht inkubiert und am Folgetag die gewachsenen Kolonien fiir eine Colony-
PCR verwendet. So konnten diejenigen Kolonien identifiziert werden, die den Vektor pSG5-
GFP-miR-200c enthielten.
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7.2.3 Sequenzierung des relevanten Bereichs innerhalb des Vektors pSG5-
GFP-miR-200c

Ausgangsprodukt fur die Sequenzierung war der Vektor pSG5-GFP-miR-200c. Die im Anhang
abgebildete Sequenz stellt das Sequenzierungsprodukt der Klonierung ,pSG5-GFP-miR-
200c” dar. Der ca. 2kb grol3e Abschnitt, der sequenziert wurde, zeigt den Uberwiegenden Teil
der Sequenz von eGFP, sowie die vollstandige pre-miR-200c und die ausgewahlten
Schnittstellen EcoR1, Spel und Bglll. Das Sequenzierungsprodukt ist im Anhang unbearbeitet
im Rahme der “forward“-Sequenzierung in der 5°-3" Orientierung dargestellt. Erganzend ist die
“reverse“-Sequenzierung in 3°-5" Orientierung abgebildet. Diese wurden mittels Sanger-
Sequenzierung durch die Firma Seg-it erstellt. Die Sequenz ist im FASTA-Format dargestellt.
Somit konnte gezeigt werden, dass die unter Kapitel 7.2 vorgeschlagene Herstellung des
Vektor pSG5-GFP-miR-200c¢ erfolgreich war. Da die Sequenzierung positive Ergebnisse
gezeigt hatte, soll im folgenden Kapitel die Expression von eGFP nach Transfektion in
Saugerzellen nachgewiesen werden. Nach erfolgreicher Klonierung wurde sich gegen ein
Weiterarbeiten mit dem Klonierungsprodukt entschieden und somit auch gegen die Erstellung

eines Northern Blots.

7.2.4 Nachweis der eGFP Expression im Vektor pSG5-GFP-miR-200c durch
Western Blot

Zum Nachweis der eGFP Expression auf Proteinebene wurden Western Blot Versuche
durchgefiihrt. 293T-Zellen wurden mit der Calciumphosphatmethode mit den Vektoren pSG5,
pSG5-miR-200c, pSG5-GFP, pSG5-GFP-miR-200c-1 und pSG5-GFP-miR-200c-2 wie im
Kapitel 6.12.2 beschrieben transfiziert und fir 24 h in Medium DMEM im Brutschrank inkubiert.
AnschlieRend wurden die Zellen entsprechend Kapitel 6.15.1 lysiert, die Lysate mittels SDS-
Page aufgetrennt und in einem Elektroblot auf eine Nitrocellulosemembran geblottet. Diese
wurde mit spezifischen Antikorpern gegen eGFP bzw. beta-Aktin inkubiert und mit
Sekundarantikorpern die Lokalisation der Proteine durch Chemolumineszenz sichtbar
gemacht. Im Folgenden konnten sowohl eGFP als auch beta-Aktin nachgewiesen werden. Die
GroRRe der beiden Proteine wurde anhand der parallel aufgetrennten “Blue Prestained Protein
Standard Ladder® bestatigt.
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GFP
GFP miR 200c

pSG5
miR 200c
GFP miR 200c

27 kDa _ GFP
42 kDa [ beto-Aktin

Abb. 16: Western Blot von eGFP und beta-Aktin in Zelllysaten transfizierter 293T-Zellen:
30 pg des wie in Kapitel 6.15.1 beschrieben aufgereinigten Proteins wurden mittels SDS-Page
aufgetrennt, geblottet und mittels Primar bzw. Sekundarantikdrpern sichtbar gemacht. Die
Spalten zeigen (von links nach rechts) Proteinextrakte von Zellen, die mit dem Vektor pSG5,
pSG5-miR-200c-, pSG5-GFP, pSG5-GFP-miR-200c-1 und pSG5-GFP-miR-200c-2

transfizierte wurden.

Durch den Western Blot, der in Abb. 16 zu sehen ist, konnte gezeigt werden, dass eGFP
sowohl durch den Vektor pSG5-GFP als durch pSG5-GFP-miR-200c exprimiert wird. Dies
bestétigt, dass die transfizierten 293T-Zellen ein geeignetes Expressionssystem fir eGFP
darstellen und dass die einklonierte pre-miR-200c im Vektor pSG5-GFP-miR-200c die
Expression von GFP nicht verhindert.

Die Expression von GFP in den transfizierten Zellen konnte aullerdem
fluoreszenzmikroskopisch durch Anregung der griinen GFP-Fluoreszenz mit blauem Licht

optisch nachgewiesen werden, was die Ergebnisse des Western-Blots untermauert.

61



Ergebnisse

7.3 Erstellung der Ko-Expressionsvektoren pcDNA3.1/Hygro
(-)GFP-miR-142, pcDNAS.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut2 und
pcDNAS3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut3

In den folgenden Kapiteln ist die Erstellung der Vektoren pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142,

pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut2 und pcDNAS3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut3
beschrieben.

7.3.1 PCR der pre-miR-142 des Vektors pSG5-miR-142, pSG5-miR-142-mut2
und pSG5-miR-142-mut3

Zur Kontrolle der Vektoren pSG5-miR-142, pSG5-miR-142-mut2 und pSG5-miR-142-mut3

wurde in diesen sequenzspezifisch die pre-miR-142 und deren Mutanten amplifiziert. Dazu

wurden die Primer (7) und (8) verwendet. Das PCR Produkt wurde jeweils fir die weiteren

Klonierungsversuche verwendet.
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Abb. 17: PCR der pre-miR-142 aus den Templates pSG5-miR-142, pSG5-miR-142-mut2
und pSG5-miR-142-mut3: Die Spalten zeigen (von links nach rechts): die “2-log DNA Ladder*,
die pre-miR-142-wt sowie deren Mutanten mut2 und mut3 und eine Negativkontrolle (PCR
ohne Vektor). Die Abbildung zeigt die Banden der PCR der Templates pSG5-miR-142, pSG5-
MiR-142-mut2 und pSG5-miR-142-mut3 nach einer Gelelektrophorese von ca. 60 min in
einem 2% Agarosegel unter UV-Durchleuchtung. Die Lange des Amplikons betragt etwa 0,3
kb.

Die Abbildung 17 zeigt eine Agarose-Gelelektrophorese der Vektoren pSG5-miR-142, pSG5-
mMiR-142-mut2 und pSG5-miR-142-mut3 nach Amplifikation der pre-miR-142 mit den Primern
(7) und (8). 0,2 pg Plasmid DNA wurde mittels PCR entsprechend Kapitel 6.13.3 behandelt
und dadurch die pre-miR-142 Sequenzen aus den Vektoren spezifisch amplifiziert. Die
Abbildung zeigt, dass die pre-miR-142 in den Vektoren pSG5-miR-142, pSG5-miR-142-mut2
und pSG5-miR-142-mut3 vorhanden ist. Das PCR-Produkt ist etwa 0,3 kb lang.
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7.3.2 Erstellung der Ko-Expressionsvektoren pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142,
pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut2 und pcDNAS3.1/Hygro(-)GFP-miR-
142-mut3 durch Klonierung

Ausgangsvektor fur die Herstellung des Vektors pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142 und der
zwei erstellten Mutanten war der Vektor pcDNA3.1/Hygro(-), der Vektor pSG5-GFP sowie die
Vektoren pSG5-miR-142, pSG5-miR-142-mut2 und pSG5-miR-142-mut3, die aus E. coli
aufgereinigt in Losung vorlagen. Sowohl die pre-miR-142 Sequenz wie auch deren Mutanten
und das eGFP-Gen sollten unter der Kontrolle des CMV-Promotors auf dem Vektor
pcDNA3.1/Hygro(-) ko-exprimiert werden. Mittels der Primer (3) und (4) wurde zunéchst eGFP
aus dem Vektor pSG5-GFP amplifiziert und durch Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Die
etwa 0,7 kb lange Bande, welche die eGFP Sequenz enthielt wurden ausgeschnitten, mittels
eines “Cleanup-Kits“, wie in Kapitel 6.13.5 beschrieben, aufgereinigt und mit Xbal und Hindlll
geschnitten um “sticky-ends* zu erzeugen. Der Vektor pcDNA3.1/Hygro(-) wurde ebenfalls mit
Xbal und Hindlll innerhalb der MCS geschnitten und mit der CIP dephosphoryliert. Nach
erfolgter Dephosphorylierung wurden der linearisierte Vektor pcDNA3.1/Hygro(-) und die
eGFP Sequenz mittels T4-DNA-Ligase ligiert. Der Ligationsansatz wurde in kompetente E. coli
Zellen mittels Hitzeschockmethode transformiert. Die Bakterien wurden zunéchst bei 37 °C in
LB-Medium ohne Antibiotika inkubiert und anschlieRend auf Agarplatten mit dem
Selektionsantibiotikum Ampicillin ausplattiert. Die Agarplatten wurden bei 37 °C im
Brutschrank Uber Nacht inkubiert und am Folgetag die gewachsenen Kolonien durch eine
Colony-PCR analysiert. So konnten diejenigen Kolonien identifiziert werden, die einen Vektor
pcDNA3.1/Hygro(-)GFP enthielten. Mit maximal zwei ausgewdahlten Kolonien wurden die
weiteren Versuche durchgefuhrt und die miR-142 bzw. deren Mutanten einkloniert. Die
Sequenz der ausgewdahlten Kolonie ist im Anhang abgebildet.

Zur Einklonierung der pre-miR-142 und deren Mutanten in den Vektor pcDNA3.1/Hygro (-
)GFP wurde analog vorgegangen. Die pre-miRNA aus den Vektoren pSG5-miR-142, die die
Sequenz fur die mutierte miR-142 enthielten, wurden in-vitro amplifiziert und anschlie3end
mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt. Die etwa 0,3 kb langen Banden, welche die pre-
miR-142, die pre-miR-142-mut2 bzw. die pre-miR-142-mut3 enthielten wurden
ausgeschnitten, mittels eines Cleanup-Kits wie in Kapitel 6.13.5 beschrieben aufgereinigt und
mit BamH1 und Xhol geschnitten um “sticky-ends® zu erzeugen.

Der Vektor pcDNA3.1/Hygro(-)GFP wurde ebenfalls mit den Restriktionsenzymen BamHI und
Xhol innerhalb der MCS geschnitten und mit der CIP dephosphoryliert. Nach erfolgter
Dephosphorylierung wurden der linearisierte pcDNA3.1/Hygro(-)GFP und die drei pre-miR-142
Sequenzen in drei Versuchsansatzen mittels T4-DNA-Ligase ligiert. Die Ligationsansétze

wurden fur die wt-Sequenz sowie fur die mut2 und die mut3 in kompetente E. coli Zellen mittels
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Hitzeschockmethode transformiert. Diese wurden zuné&chst bei 37 °C in LB-Medium ohne
Antibiotika inkubiert und anschlieRend auf Agarplatten mit dem Selektionsantibiotikum
Ampicillin ausplattiert. Die Agarplatten wurden bei 37 °C im Brutschrank tber Nacht inkubiert
und am Folgetag die gewachsenen Kolonien durch drei Colony-PCR Versuchsreihen
analysiert. So konnten diejenigen Kolonien identifiziert werden, die den Vektor
pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142 bzw. die mut2 oder mut3 enthielten. Mit zwei ausgewéhlten
Kolonien des pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142 bzw. einer Kolonie des pcDNA3.1/Hygro(-
)GFP-miR-142-mut2 und des pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut3 wurden die weiteren
Versuche durchgefihrt. Die Abbildung zeigt schematisch das Konstrukt pcDNA3.1/Hygro(-
)GFP-miR-142 (Abb. 18). Dieses wurde Ubereinstimmend mit der Sequenzierung (s. Kapitel
11) erstellt und dient der Veranschaulichung des erstellten Vektoren pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-
miR-142. Analog zu der hier abgebildeten schematischen Rekonstruktion des Vektors
pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142 sind die weiteren schematischen Rekonstruktion im Anhang
dargestellt. Dort befinden sich somit folgende Rekonstrutkionen: der Vektor pcDNA3.1/Hygro(-
)GFP-miR-142-mut2 (Abb. 27) und pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut3 (Abb. 28).
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Abb. 18: Schematische Darstellung des Vektors pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142: Die
Abbildung zeigt die Struktur des Vektors pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142 und die Anordnung
der verschiedenen Gene und DNA-Sequenzen. Der Vektor hat eine Grof3e von ca. 6,5 kbp.

7.3.3 Sequenzierung der relevanten Bereiche innerhalb der Vektoren

pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142, pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut2
und pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142- mut3

Ausgangsprodukt fir die Sequenzierung waren die Vektoren pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-
142, pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut2 und pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut3 wie
sie im vorherigen Kapitel und im Anhang schematisch dargestellt sind. Die zusammengesetzte

DNA-Sequenz sowie die unbearbeiteten Sequenzen sind im Anhang abgebildet.
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Die equenzen stellen die Produkte der jeweiligen Klonierung dar, zusammengesetzt aus den
Uberlappenden Bereichen der Produkte der “forward” und “reverse® Sequenzierung. Zu sehen
ist ein ca. 1.9 kb langer Bereich der MCS des jeweiligen Vektors. Fir die Sequenzierung
wurden die Sequenzierungsprimer “forward® und “reverse” so gewahlt, dass durch
Uberlappende Abschnitte der Gberwiegende Teil von eGFP, sowie die vollstdndige pre-miR,
der “forward® PCR-Primer und die ausgewéhlten Schnittstellen BamHI, Xhol und Hindlll
dargestellt werden konnten. Die DNA-Sequenz ist in der 5°-3" Orientierung rekonstruiert. Die
Originalsequenzen wurden durch die Firma Seg-it erstellt. Die Sequenz ist im FASTA-Format
dargestellt.

Im Rahmen der Sequenzierung des Vektors pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-1 wurden fir
einzelne Basenpaare Unterschiede zwischen den Vektoren pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-
1 und pcDNAS.1/Hygro(-)GFP-miR-142-2 gefunden. Diese wurden orange markiert und
durchgestrichen oder eingeklammert (s. Legende) und werden im Rahmen der
Ergebnisdiskussion (Kapitel 8.7) diskutiert. Der sequenzierte Teil des Vektors
pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-mir-142-1 entspricht der theoretischen Vektorkarte (Abb. 18).

Die DNA-Sequenzen zeigen, dass innerhalb der MCS im Vektor pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-
142 bzw. den mutierten Versionen des Vektors sowohl die pre-miR-142a als auch das eGFP-
Gen vorhanden sind. AulBerdem werden die Punktmutationen in der Mutante 2 und 3
nachgewiesen (Kwanhian et al., 2012). Somit konnte gezeigt werden, dass die unter Kapitel
7.3.2 Dbeschriebene  Erstellung der Vektoren  pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142,
pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-mir-142-mut2 und pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut3 erfolgreich
durchgefihrt wurde.

Da die Sequenzierung die gewlinschten Ergebnisse gezeigt hatte, sollte anschlieRend die
Expression von eGFP und der miR-142 bzw. deren Mutanten nach Transfektion in

Saugerzellen nachgewiesen werden.

7.3.4 Nachweis der eGFP-Expression durch die Vektoren
pcDNAS3.1/Hygro(-)GFP-miR-142, pcDNAS3.1/Hygro(-)GFP-miR- 142-
mut2 und pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut3 mittels Western
Blot und Fluoreszenzmikroskopie

Zum Nachweis der eGFP Expression auf Proteinebene wurden Western Blot Versuche
durchgefiuhrt. 293T-Zellen wurden mit der Calciumphosphatmethode mit den Vektoren pSG5,
pSG5-miR-142, pcDNA3.1/Hygro(-), pcDNA3.1/Hygro(-)GFP, pcDNA3.1/Hygro (-)GFP-
miR-142-1, pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-2, pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut2 und
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pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut3 wie im Kapitel 6.12.2 beschrieben transfiziert und fur
24 h in Medium DMEM im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen
entsprechend Kapitel 6.15.1 lysiert, die Lysate mittels SDS-Page aufgetrennt und durch einen
Western Blot analysiert. Die Membranen wurden mit spezifischen Antikrpern gegen eGFP
bzw. beta-Aktin inkubiert und die gebundenen Antikorper und daurch die Proteine durch
Sekundarantikorper sichtbar gemacht. Es konnten sowohl eGFP als auch beta-Aktin
nachgewiesen werden. Die GroRe der beiden Proteine wurde anhand der parallel

aufgetrennten “Blue Prestained Protein Standard“ bestimmit.

pSG5

pSG5-miR-142

pcDNA*1

pcDNA-GFP*2
pcDNA-GFP-miR-142-1
pcDNA-GFP-miR-142-2
pcDNA-GFP-miR-142-mut2
pcDNA-GFP-miR-142-mut3

270 [ e e ] o

42kDa [ = ”’M beta-Aktin

Abb. 19: Western Blot von eGFP und beta-Aktin in Zelllysaten transfizierter 293T-Zellen:

30 pg des wie in Kapitel 6.15.1 beschrieben aufgereinigte Proteins wurden durch SDS-Page
aufgetrennt, geblottet und mittels Primér bzw. Sekundarantikdrpern sichtbar gemacht. Die
Spalten zeigen (von links nach rechts) Proteinextrakte von Zellen, die mit dem Vektor pSG5,
pSG5-miR-142, pcDNA3.1/Hygro(-), pcDNA3.1/Hygro(-)GFP, pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-
142-1, pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-2, pcDNA3.1/Hygro (-)GFP-miR-142-mut2 bzw.
pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut3 transfiziert wurden. pcDNA*1 ist der Vektor
pcDNA3.1/Hygro(-), pcDNA-GFP*2 ist der Vektor pcDNA3.1/Hygro (-)GFP.

Durch den WB, der in Abb. 19 zu sehen ist, konnte gezeigt werden, dass eGFP sowohl durch
den Vektor pcDNA3.1/Hygro(-)GFP, als auch durch alle Vektoren, in die zusatzlich die pre-

miR-142 einkloniert wurde, exprimiert wird. Als Ladekontrolle entschieden wir uns fir 3-Aktin.
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Der Western Blot bestatigt, dass die transfizierten 293T-Zellen ein geeignetes
Expressionssystem fur eGFP bzw. die Vektoren darstellen und dass die einklonierte pre-miR-
142 in den Vektoren pcDNA3.1/Hygro(-)GFP die Expression von eGFP nicht verhindert.

Die Expression von eGFP in den transfizierten Zellen konnte aulRerdem
fluoreszenzmikroskopisch durch Anregung der griinen GFP-Fluoreszenz mit blauem Licht
optisch nachgewiesen werden, was die Ergebnisse des Western Blots untermauert.

S5 CDNA PCDNA
i 142 cp;FP GFP
mir mir 142
BF
GFP

Abb. 20: Transfizierte 293T-Zellen in der Bright Field (BF) Mikroskopie und in
der Fluoreszenzaufnahme (GFP); (von links nach rechts): Mit dem
pSG5-miR-142 transfizierte Zellen, mit dem pcDNA3.1/Hygro(-)GFP transfizierte
Zellen und mit dem pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR142 Vektor transfizierte Zellen.
In der oberen Zeile ist der Zellrasen in der BF Mikroskopie zu sehen, darunter in der
Fluoreszenzmikroskopie. (Abbildung freundlicherweise erstellt von Frau Dr. rer. nat. Jennifer
Menegatti)
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pCDNA
pSG5 pCDNA mCherry
mirl42 mCherry mir 142
BF ~
mCherry

Abb. 21: Transfizierte 293T-Zellen in der Bright Field (BF) Mikroskopie und in
der Fluoreszenzaufnahme (mCherry): (von links nach rechts): Mit dem
pSG5-miR-142 transfizierte Zellen, mit dem pcDNA3.1/Hygro(-)mCherry transfizierte
Zellen und mit dem pcDNA3.1/Hygro(-)mCherry-miR142 Vektor transfizierte Zellen.
Der pcDNA-mCherry-miR142 Vektor wurde in einem Anschlussprojekt der Arbeitsgruppe
erstellt. In der oberen Zeile ist der Zellrasen in der BF Mikroskopie zu sehen, darunter in der
Fluoreszenzmikroskopie. (Abbildung freundlicherweise erstellt von Frau Dr. rer. nat. Jennifer

Menegatti).

Somit wurde die Expression von GFP und mCherry auch fluoreszenzmikroskopisch
nachgewiesen. Die gezeigten Aufnahmen belegen die Expression von GFP bzw. mCherry
nach Transfektion von 293T-Zellen. Die Abb. 20 und 21 zeigt, dass nach Transfektion der
293T-Zellen mit den Vektoren, die ein Fluoreszenzprotein bzw. ein
Fluoreszenzprotein und die jeweilige miRNA enthielten, dies weiterhin zur Expression
des Fluoreszenzproteins fuhrt. Eine leichte Abnahme der Fluoreszenz st
in den Zellen zu beobachten, bei denen der Vektor sowohl die Sequenz des
Fluoreszenzproteins als auch der miRNA enthélt. Eine verminderte Expression von GFP bei
gleichzeitiger Anwesenheit von miR-142 wurde schon im Western Blot beobachtet (Abb.19).

Um auBBerdem zu zeigen, dass die pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142 Konstrukte in 293T-
Zellen zur Expression der pre-miR-142 und der miR-142 fihren, wurden im folgenden Northern

Blot Versuche durchgefihrt.
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7.3.5 Nachweis der miR-142 Expression durch die Vektoren pcDNA3.1/Hygro
(-)GFP-miR-142, pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR- 142-mut2 und
pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut3 mittels Northern Blot

Zum Nachweis der pre-miR-142 Expression und der miR-142 Expression auf RNA Ebene
wurden Northern Blot Versuche durchgefuhrt. 293T-Zellen wurden mit PolyFect mit den
Vektoren pSG5, pSG5-miR-142, pcDNAS.1/Hygro(-), pcDNAS3.1/Hygro(-)GFP,
pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-1, pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-2, pcDNA3.1/Hygro (-
)JGFP-miR-142-mut2 und pcDNAS.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut3 wie im Kapitel 6.12.3
beschrieben transfiziert und fir 24 h in DMEM im Brutschrank inkubiert. AnschlieRend wurden
die Zellen entsprechend Kapitel 6.14.1 lysiert, die RNA aufgereinigt, anschlieRend mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt und in einem “Semi-dry“ Blotter auf eine Nylonmembran
geblottet. Die RNA wurde mittels Crosllinking auf der Nylonmembran fixiert und im Anschluss
mittels radioaktiv markierter RNA-Sonden auf Roéntgenfilm sichtbar gemacht. Es erfolgte in je
zwei unabhangigen Northern Blot Versuchsansatzen die Hybridisierung mit einer miR-142-3p
Sonde (Abb. 22) bzw. eine miR-142-5p Sonde (Abb. 23) um die beiden miRNAs spezifisch
sichtbar zu machen. Zusatzlich wurden jeweils Jurkat-Zelllysat aufgetragen (Spur 5), da
Jurkat-Zellen die miR-142 konstitutiv exprimieren.
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Abb. 22: Northern Blot zum Nachweis der Expression der miR-142-3p (mittels miR-142-
3p Sonde): 5 ug RNA wurde mittels Gelelektrophorese (s. Kapitel 6.14.2.) aufgetrennt,
geblottet und mittels radioaktiv markierter Sonden sichtbar gemacht. Die Spalten zeigen RNA-
Extrakte aus 293T-Zellen die mit folgenden Vektoren transfiziert wurden (von links nach
rechts): pSG5, pSG5-miR-142, pcDNA3.1/Hygro(-), pcDNAS3.1/Hygro(-)GFP, Jurkat-Zelllysat
(untransfiziert), = pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-1, pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-2,
pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut2 und pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut3. Unter
dem NB ist eine Ladekontrolle abgebildet. Die Membran wurde hierzu mit Ethidiumbromid
angefarbt und eine Fluoreszenzaufnahme angefertigt. pcDNA*1 ist der Vektor
pcDNA3.1/Hygro(-), pcDNA*2 ist der Vektor pcDNA3.1/Hygro(-)GFP. Analog wurde die
Expression der miR-142-5p durch NB analysiert.
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Der NB in Abb.22 zeigt, dass die miR-142-3p Variante in den Spuren pSG5-miR-142,
pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-1, pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-2, pcDNA3.1/Hygro (-
)GFP-miR-142-mut2 und pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut3 nachgewiesen werden
konnte. Jurkat-Zelllysat zeigten ebenfalls Expression der miR-142-3p. Keine Expression der
miR-142 ist in der Spur pSG5 sowie in den pcDNA3.1/Hygro(-) und pcDNA3.1/Hygro(-)GFP
Spuren zu sehen. Die pre-miR-142 wird von den mit pSG5-miR-142, pcDNA3.1/Hygro (-
)GFP-miR-142-1, pcDNAS3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-2, pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-
mut2, pcDNAS.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut3 transfizierten Zellen exprimiert. Die Bindung der
miR-142-3p Sonde in der Spur pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut2 ist schwacher
ausgepragt als in den anderen pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142 Varianten. Bei diesem
Konstrukt ist die miR-142-3p mutiert, wodurch die Bindung der *?P-markierten Sonde etwas

vermindert wird (Kwanhian et al., 2012).
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Abb. 23: Northern Blot zum Nachweis der Expression der miR-142-5p (letztgenannte
mittels miR-142-5p Sonde): 5 pg RNA wurde mittels Gelelektrophorese (s. Kapitel 6.14.2)
aufgetrennt, geblottet und mittels radioaktiv markierter Sonden sichtbar gemacht. Die Spalten
zeigen RNA-Extrakte aus 293T-Zellen die mit folgenden Vektoren transfiziert wurden (von links
nach rechts): pSG5, pSG5-miR-142, pcDNA3.1/Hygro(-), pcDNA3.1/Hygro(-)GFP, Jurkat-
Zelllysat (untransfiziert), pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-1, pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-
142-2, pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut2 und pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut3.
Unter dem Northern Blot ist eine Ladekontrolle abgebildet. Die Membran wurde hierzu mit
Ethidiumbromid angefarbt und eine Fluoreszenzaufnahme angefertigt. pcDNA*1 ist der Vektor
pcDNA3.1/Hygro(-), pcDNA*2 ist der Vektor pcDNA3.1/Hygro(-)GFP.
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Der Northern Blot in Abb.23 zeigt, dass die miR-142-5p Variante in den Bahnen pSG5-miR-
142, pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-1, pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-2,
pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut2 und pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut3 exprimiert
wird. Jurkat-Zelllysat zeigt ebenfalls Expression der miR-142-5p. Keine Expression der miR-
142 ist in der pSG5-Bahn und in den pcDNA3.1/Hygro(-) und pcDNA3.1/Hygro (-)GFP
Bahnen zu sehen. Die pre-miR-142 wird von den mit pSG5-miR-142, pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-
miR-142-1, pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-2, pcDNA3.1/Hygro (-()GFP-miR-142-mut2,
pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut3 transfizierten Zellen und Jurkat-Zellen exprimiert. Die
Bindung der miR-142-5p Sonde in der Bahn pcDNA3.1/Hygro (-)GFP-miR-142-mut3 ist
deutlich schwacher ausgepragt als in den anderen pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142
Varianten. Bei diesem Konstrukt ist die miR-142-5p mutiert. Im Vergleich mit der Mutante 2 ist
die Signalstarke der Mutante 3 deutlich schwacher ausgepragt. Dies ist auf die verringerte

Bindung der *?P-markierten Sonde zurlickzuftihren (Kwanhian et al., 2012).

Die NBs in Abb. 22 und Abb. 23 zeigen, dass die hergestellten Vektoren neben GFP auch die
einklonierten miRNAs exprimieren. Die Klonierung der Vektoren war somit erfolgreich und
fuhrte zur Expression der miR-142 in 293T-Zellen. Auf Sequenzebene konnte dies ebenfalls
bestatigt werden (s. Kapitel 11). In der Sequenz konnte die pre-miR-142 im pcDNA3.1/Hygro(-
)GFP-miR-142 bzw. dessen Mutanten ebenso wie GFP nachgewiesen werden.
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8 Diskussion

8.1 MicroRNAs und Karzinogenese

Im Folgenden wird der Einfluss von miRNAs auf die Krebsentstehung diskutiert. Die
Bedeutung vieler miRNAs fiir die Karzinogenese ist weiterhin ein grof3es Forschungsgebiet
und deren Beitrag zur Entstehung von Krebs ist noch groRenteils unklar. Daher ist die
Forschung auf diesem Gebiet von groRer Wichtigkeit.

Der genetische Code von mehr als 50% aller miRNAs ist in krebsassoziierten
Chromosomenbereichen lokalisiert oder befinden sich auf fragilen genomischen Arealen
(Calin et al., 2004). Dies Erkenntnis legt nahe, dass miRNAs einen Einfluss auf die
Karzinogenese ausiiben (Zhang et al., 2007). miRNAs sind wichtige Steuerelemente
wesentlicher Prozesse wie z. B. des Zellzyklus, der Proliferation und der Zellteilung (Calin und
Croce, 2006). Veranderungen der Genexpression einzelner miRNAs koénnen zur
Tumorentstehung beitragen. Genexpressionsmuster der miRNAs von histologischen Proben
konnten diagnostische Riuckschlisse auf die Tumorart geben und es konnten sogar
genetische miRNA Fingerabdriicke mittels Microarrays fur diverse Tumoren erstellt werden
(lorio und Croce, 2012). miRNAs besitzen zudem prognostische und viele potentielle
therapeutische Anwendungsgebiete (Bader et al., 2010). Im Falle einer abnormen
Genexpression wird das zellulare mRNA-miRNA Gleichgewicht gestort. Flihrt eine miRNA zur
Inhibierung der Translation der mMRNA eines Protoonkogens, so wirkt sie als Tumorsuppressor.
Sie inhibiert ein Protoonkogen, das zur Proliferation der Zelle beitragen wirde. Kommt es zur
veminderten Genexpression der miRNA, so kann die miRNA ihre urspriingliche Funktion nicht
mehr erflillen. Infolgedessen wird die Zellproliferation gesteigert, was zur Krebsentstehung
beitragen kann. Ein prominentes Beispiel hierfiir stellt die miR-200c dar (Mutlu et al., 2016).
Kommt es jedoch zu einer Uberexpression einer miRNA, deren Nukleotidsequenz Ago-
vermittelt an die 3" UTR einer Tumorsuppressor mRNA bindet, so wird die Aktivitat dieses
Enzyms abnehmen mit der Folge, dass der Tumorsuppressor seine Funktion nur noch sehr
eingeschrankt austiben kann (Esquela-Kerscher und Slack, 2006). Eine solche Onkomir ist die
miR-21-3p, die in Interaktion mit dem Tumorsuppressor P53 tritt (Medina et al., 2010).

Das bislang einzige Beispiel fur die Mutation einer miRNA in Tumoren ist der Nachweis von
Mutationen der miR-142 in DLBCL, AML und follikul&aren Lymphomen. Die Bedeutung dieses
Mechanismus im Rahmen der Krebsentstehung der genannten hamatoonkologischen
Krebsarten ist noch groRtenteils unklar. Die fur miRNAs codierenden Regionen sind
hochkonservierte genetische Bereiche und die gefundenen Mutationen stellen einen
interessanten Forschungsansatz dar. Inwiefern diese Mutationen die Krebsentstehung fordern

ist bisher weiterhin nicht vollstandig geklart. Um weitere Forschung zu ermdglichen wurden
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jeweils eine 3p und eine 5p-Mutante sowie der Wildtyp in einen Ko-Expressionsvektor im
Rahmen dieser Doktorarbeit kloniert.

Auch bei der haufigsten hdmatologischen Krebsart, der chronisch lymphatischen Leukamie
(CLL), konnten Veranderungen der quantitativen intrazellularen miRNA Mengen gefunden
werden. Bei der molekularbiologischen Analyse von mehr als 60 CLL Proben im Vergleich mit
CD5*-B-Lymphozyten gesunder Patienten, konnte gezeigt werden, dass in mehr als der Halfte
der Falle eine Deletion des Chromosoms 13 auf dem kurzen Arm, der Position 13q14
vorkommt (Calin et al.,, 2002). Die entsprechenden microRNAs deren Genexpression
hierdurch abnormal veréndert ist, waren die miR-15 und miR-16 (Calin et al., 2002). Beide
befinden sich in der deletierten Region und waren in ca. 68 % der untersuchten CLL Proben
herunterreguliert.

Eine weitere miRNA, bei der ein Zusammenhang zur Krebsentstehung hergestellt werden
konnte, war die Eu-mmu-miR-155, deren Uberexpression im transgenen Mausmodell zu einer
Splenomegalie bereits nach 3 Wochen, einer Leukopenie im peripheren Blut, histologischer
Vermehrung der roten Pulpa der Milz unter Verdrangung der weil3en Pulpa mit atypischen und
blastischen Lymphozytenmorphologie in der Milz und letztendlich zu lymphoproliferativen
Erkrankungen fuhrte (Costinean et al., 2006). Sie lieferte einen weiteren Beweis, dass bereits
die Uberexpression einer einzigen miRNA zu Krebs fiihren kann. Auch im Menschen wurden
erhéhte miR-155 Konzentrationen in Tumoren gefunden, allen voran im DLBCL und anderen
aggressiven Lymphomen; aber auch in nicht lymphatischen, soliden Tumoren wie dem
Mamma-, Bronchial- und Colonkarzinom (Volinia et al., 2006). Verschiedene miRNAs kdnnten
daher eine entscheidende Rolle fir zukiinftige diagnostische und therapeutische Konzepte

spielen.
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Abb. 24: Wirkung der miRNA als onkogene miRNA oder Tumorsuppressor miRNA;
veréandert nach (lorio und Croce, 2012):. Erfolgt die komplementare Bindung der miRNA an
eine mMRNA, die einen Tumorsuppressor transkribiert, so fuhrt eine erniedrigte Expression
dieser miRNA durch posttranskriptionelle Genregulation zu einer starkeren Wirkung des
Tumorsuppressors, wodurch eine Tumorentstehung verhindert wird ggf. bei kumulativen
Zellschaden geht die Zelle in die Apoptose. Eine vermehrte Transkription der miRNA,
Genamplifikation oder Hypomethylierung, die zu einer funktionellen Wirkverstarkung der
Tumorsuppressor mRNA fihrt, hatte dann keinen krebsfordernden Einfluss. Dem
entgegengesetzt kommt es bei einer geringeren Aktivitat einer miRNA, die komplementér im
funktionellen Zustand ein Onkogen antagonisiert, zu einer Hochregulierung des Onkogens und
schlussendlich kann dies zur Krebsentstehung filhren. Weitere Prozesse, wie
Hypermethylierung, Deletion oder verminderte Transkription einer tumorsuppressiv wirkenden

mMiRNA koénnen ebenso zur Krebsentstehung beitragen (lorio und Croce, 2012).
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8.2 Einfluss der miR-34a auf den Tumorsuppressor P53 und die
Krebsentstehung

In vorliegender Doktorarbeit wurden Vektoren zur Ko-Expression von fluoreszierenden
Proteinen und miRNAs erstellt. Die miR-34a Expression ist in vielen Tumoren vermindert.
Zudem hat sie Einfluss auf mehr als 700 Transkripte, die Zellproliferation, -teilung und -
differenzierung mitgestalten (Ghandadi und Sahebkar, 2016). Es gab sogar bereits klinische
Versuche bei Krebspatienten mit dem Ziel eine Steigerung der Expression der miR-34a in
Krebszellen zu bewirken und somit deren intrazellulares Vorkommen zu erhéhen (Slabakova
et al., 2017).
Das Protein P53 ist einer der bedeutendsten Tumorsuppressoren mit Einfluss auf die miR-
34a. Seit dem Jahr seiner Entdeckung 1979 hat es enormes wissenschaftliches Interesse
erweckt. Rund 17.000 Publikationen bis zum Ende des Jahres 2000 zeugen von einem
immensen Interesse und deuten das Potential dieses Proteins flr die Vermeidung der
Krebsentstehung und als Tumorsuppressor an (Vogelstein et al., 2000). Es gibt viele Wege,
die zu einer Funktionsabschwéchung des Proteins P53 fihren, allen gemeinsam ist die
H&aufung in diversen Krebsarten. Pathomechanistisch finden sich verschiedene Formen, wobei
oft die Haufung eines Mechanismus in einer Krebsarten Uberwiegt. Die Mutation der
Gensequenz ist die bekannteste und weitreichendste Form (Martincorena und Campbell,
2015). In den meisten Fallen ist es jedoch nicht eine Mutation die unmittelbar zu Krebs fihrt,
sondern vielmehr ein two-hit-model bzw. multiple-hit-model (Wang et al., 2018).
Mutationen der Gensequenz p53 wurden in sehr vielen Krebszellen gefunden. Hierbei kommt
es durch Abweichung der Nukleotidsequenz konsekutiv zu einer verdnderten
Aminosauresequenz und schlussendlich zur Inaktivitat oder verminderten Affinitat des Proteins
P53 zu dessen Bindungsstellen an der DNA (Blandino et al., 2019). Somit kann die Aktivierung
Apoptose-triggernder Proteine nicht adaquat gestartet werden (Mrakovcic et al., 2019).
Onkogene Viren vermdgen P53 funktionell auszuschalten, indem sie an P53 binden oder
dieses degradieren und dadurch dessen Wirkung blockieren (Tornesello et al., 2018). Diese
virusbedingte Dysregulation tritt vermehrt in hepatozellularen Karzinomen, Zervixkarzinomen
und Lymphomen auf.
Das Protein P53 hat auch einen Einfluss auf das Vorkommen von diversen microRNAs in der
Zelle z.B. induziert es durch Bindung an den miR-34a Promotor die Expression von miR-34a
(Nie et al., 2019). Kommt es zu einer Mutation von p53 oder dessen Bindungsstelle am
Promotor der miR-34a, so kann dies zu niedrigeren Mengen von miR-34a in den Zellen fuhren.
Auch eine Hypermethylierung der Cpg-Region am Promotor kann das gleiche Resultat
herbeifihren. Auch im Multiplem Myelom (MM) konnten Fehlregulierungen der miR-34a
gefunden werden. In Myelom Zellen wurde eine Herunterregulierung der miR-34a festgestellt
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(Nie et al., 2019). Als Folge daraus ergab sich, dass essentielle molekulare Mechanismen der
Zellproliferation und Apoptose der dysregulierten Zellen nun verandert ablaufen (Misso et al.,
2014). Einer der Pathomechanismen bei Wirkungsverlust der miR-34a, ist die Fehlregulation
des “Erk2/Akt-pathway“. (Di Martino et al.,, 2014) fihrte zur Untersuchung dieses
Zusammenhangs Experimente an Myelom Zellen durch. Nach Transfektion der MM-Zellen mit
miR-34a mimics wurde die Beeinflussung mehrerer Signalkaskaden untersucht. Die miR-34a
mimics trugen zur Inaktivierung der antiapoptotischen Proteine Erk2 und Akt bei. Durch die
Funktionsabschwachung der Kinasen kommt es zur Aktivierung der Caspasen 6 und 3 und
schlussendlich zur miR-34a-vermittelten Apoptose (Di Martino et al., 2014). Im
Umkehrschluss, falls die miR-34a Aktivitat vermindert wird, so wird die Balance des Zellzyklus
im Rahmen des “Erk2/Akt-pathways® gestort. Die Kinasen sind vermehrt aktiv und durch deren
Phosphorylierungsaktivitat wird die Apoptose geschadigter, potentiell karzinogener Zellen
erschwert. Dieser Zusammenhang wurde in-vitro mit einer murinen Myelomzelllinie mittels
miR-34a mimics naher erforscht (Di Martino et al., 2014). Eine weitere Publikation unterstiitze
diese These und somit den antiproliferativen, proapoptotische und antitumortsen Charakter
der miR-142 durch posttranskriptionelle Interaktion mit dem “Erk2 und Akt-pathway“ (El
Bezawy et al., 2017).

Ein direktes “target” der miR-34a stellt die mRNA des “forkhead box transcription factor 1%, das
sogenannte FOXP1 dar. Als Regulationsmechanismus nimmt der Transkriptionsfaktor FOXP1
Einfluss auf viele Gene, unter anderem den “Wnt/B-Catenin-pathway“ (Walker et al., 2015). In
diesem Signalweg wird die Aktivitdt des Transkriptionsfaktors u. a. Uber den Wnt-Liganden
kontrolliert (Nusse und Clevers, 2017). Der Wnt-Ligand unterdriickt im aktiven Zustand eine
Phosphorylierungs- und Ubiquitinierungskaskade des B-Catenins. Durch Ubiquitinierung und
Phosphorylierung wird p-Catenin fir das Proteasom markiert und proteolytisch abgebaut.
Dieser Regulationsmechanismus ist in vielen Tumoren aberrant, wodurch es zur Verstarkung
des Wnt/B-Catenin Signalwegs und damit zu verstarkter Aktivitdt des Transkriptionsfaktors im
Nukleus kommt. Dies stellt mechanistisch einen wichtigen “hallmark of cancer” in diversen
Krebsarten dar (Duchartre et al., 2016).

Im DLBCL stellt die Uberexpression des Gens foxp1 einen negativen Prognosefaktor dar. Das
Protein FOXP1 scheint als Coaktivator zu fungieren und den Wnt-Signalweg zu verstéarken,
indem es durch Aktivierung der CBP-Acetyltransferase die Acetylierung von (-Catenin
herbeifiihrt. Diese Aktivierung ist fur den Transkriptionsfaktor von entscheidender Bedeutung
(Walker et al., 2015).

Die miR-34a hat das Potential als prognostischer Marker von Tumoren zu fungieren. Eine

geringe Konzentration von miR-34a in Tumorzellen hat sich als negativer prognostischer
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Parameter in Brustkrebszellen gezeigt (Agarwal et al., 2015). Es zeigte sich, dass ein Verlust
des Tumorsuppressors miR-34a mit einem kiirzeren Uberleben einherging.

Daher kénnte die miR-34a zukinftig in den klinischen Alltag zur prognostischen Einschétzung
Einzug halten.

8.3 Weitere “targets” der miR-34a

PD-1 ist ein Transmembranprotein, das durch seine immunsuppressive Funktion bei vielen
pathologischen und physiologischen Prozessen mitwirkt. Auch bei verschiedenen Tumoren
werden erhohte Mengen von PD-1 gefunden (Droeser et al., 2013). Der PD-1 aktivierende
Ligand ist PD-L1. Im Zusammenspiel bewirken Sie eine Supprimierung der Immunantwort.
Diesen Mechanismus haben sich viele Tumorzellen zu nutzen gemacht um der kdrpereigenen
Immunantwort zu entgehen. Besondere Aufmerksamkeit hat der Ligand durch seine
Uberexpression in malignen Krebsarten gefunden. Durch Aktivierung des “PD-L1/PD-1-
pathway“ entgehen die malignen Zellen dem Zelltod (Menter et al., 2016). Durch dessen
immunsuppressive Funktion entgeht die Tumorzelle der Zerstérung durch das eigene
Immunsystem und erlaubt daher eine unentdeckte Proliferation. Durch Inhibition spezieller
Immuncheckpoints entgeht die maligne Zelle der durch T-Lymphozyten eingeleiteten
Apoptose. So wurde die Uberexpression des Rezeptors oder dessen Liganden bereits in vielen
Tumoren wie Pankreaskarzinomen, Magenkarzinomen, dem malignen Melanom, Hodgkin
Lymphomen und des NSCLC dokumentiert (Liu et al., 2008).

Wang et al. (2015) fanden heraus, dass eine inverse Korrelation bei der AML zwischen der
miR-34a und PD-L1 besteht. Dies wurde durch Bindung der miR-34a an die mRNA des PDL-
1 Proteins und dessen erniedrigte Proteinbiosynthese nach miRNA-mRNA-Interaktion erklart
(Wang et al., 2015). Die inverse Korrelation bedeutet, dass die miR-34a durch dessen Einfluss
auf den “PD-L1/PD-1-pathway“ einen entscheidenden Beitrag zur Immunantwort und dem
Schutz vor der Krebsentstehung beitragen kdénnte. Durch Repression der Translation des PD—
L1 durch Bindung der miR-34a an die 3'UTR der PDL-1 mRNA wirkt sie somit als
Immunmodulator. Der Einfluss der Immunantwort an der Krebsentstehung ist bereits im
klinischen und therapeutischen Bereich verankert. Hier werden sogenannte Checkpoint-
Inhibitoren bereits zur Krebstherapie eingesetzt um durch Unterdriickung dieses Mechanismus
die Krebszellen dem koérpereigenen Immunsystem zugénglich zu machen (Sundar et al.,
2015).
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Abb. 25: P53-unabhéngige Regulierung der miR-34a; verandert nach (Slabakova et al.,
2017): Die Abbildung 25 zeigt einige exemplarische Beispiele, die im komplexen Gefiige als
Regulations- und Feedback Mechanismen einen Einfluss auf die miR-34a haben. Blau
umkreist sind extrinsische Einfliisse durch die Umgebung, das Immunsystem und Faktoren die
zur EMT beitragen. Rot umkreist sind intrinsische Mechanismen z. B. epigenetische Faktoren,
mMiRNA Reifungsprozesse, Onkogene und Tumorsupressoren. Es wird ebenfalls zwischen
negativen  Regulationsmechanismen  (rote  Buchstaben z.B. Myc), positiven
Regulationsmechanismen (schwarze Buchstaben z.B. BRCA-1) unterschieden, wobei viele
Faktoren kontextabhangige duale Funktionen besitzen konnen (blaue Buchstaben)
(Slabakova et al., 2017).

8.4 Einfluss der miR-142 auf die Krebsentstehung

Bei der Prozessierung der pre-miR-142 entstehen zwei reife microRNA, die miR-142-3p und
die miR-142-5p (Sharma, 2017). In verschiedensten Tumoren konnte eine Uberexpression,
Mutation oder Herabregulierung der reifen miR-142 gefunden werden (Tsang et al., 2015). Im
Folgenden werden einige Beispiele aufgefiihrt, bei denen eine Assoziation der miR-142 mit
der Krebsentstehung gefunden wurde.

MALT-Lymphome sind eine spezielle Krebsart, deren Entstehungsmechanismus im Magen

Uberwiegend auf der chronischen Entziindungsreaktion durch Helicobater pylori beruht.
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Folglich sind die Fruhstadien bei Helicobacter-positiven MALT-Lymphomen auch durch eine
rein antibiotische Eradikationstherapie des Bakteriums ohne Chemotherapie oder Operationen
erfolgreich zu behandeln (Thieblemont und Zucca, 2017). Patienten die keine vollstandige
Remission (CR) aufwiesen, zeigten eine Uberexpression von miR-142-5p in den
histologischen Proben des MALT-Lymphoms. Patienten mit vollstandiger Remission wiesen
deutlich niedrigere Spiegel von miR-142-5p in den Gewebeproben auf (Saito et al., 2012). Die
miR-142-5p hat als potentielles “target” die 3° UTR der mRNA des proapoptotisch wirkenden
Proteins TP53INP1 (Tumor Protein P53 Inducible Nuclear Protein 1) (Fernandez et al., 2017).
Diese mRNA wird, wie der Name andeutet, durch P53 induziert und fiihrt bei zellularem Stress
zum programmierten Zelltod (Wang et al., 2016). Dieser Zusammenhang weist einen
prognostischen Biomarker fir MALT-Lymphome nach. Anhand der miR-142-5p Spiegel kann
man von einem Ansprechen des MALT-Lymphoms auf die Eradikationstherapie schlieBen
(Saito et al., 2012).

Auch in einer zweiten hdmatoonkologischen Krebsart konnten neue Erkenntnisse zur miR-142
gewonnen werden. Im DLBCL, dem haufigsten in Europa auftretendem Lymphom fanden sich
Mutationen in der miR-142 Sequenz, wohingegen in nicht karzinogenem Gewebe keine
Mutationen nachgewiesen wurden (Kwanhian et al., 2012). Die Mutationen der B-
Lymphoyzten konnten sowohl in der Sequenz der reifen miR-142-3p als auch in der reifen
miR-142-5p gefunden werden. Zuséatzlich zu DLBCL konnten auch in follikularen Lymphomen
Mutationen der miR-142 nachgewiesen werden (Hezaveh et al., 2016). Die Haufigkeit dieser
Mutationen wurde in den genannten Publikationen in DLBCL zwischen 10-20 %, in follikularen
Lymphomen bei ca. 10 % beschrieben.

AuBer in B-Zell-Lymphomen konnten Punktmutationen der miR-142-3p auch in AML-Zellen
festgestellt werden (Trissal et al., 2018). Hier konnte gezeigt werden, dass infolge der
Punktmutation der miR-142-3p eine funktionelle Abschwéchung beider reifer miR-142 Formen
und somit auch der miR-142-5p auftritt. Die Hemmung der Translation der meisten “targets”
der miR-142-3p konnte durch die Mutationen nicht mehr erfolgen z.B. TGFBR1, ASH1L und
RACL1. Die Punktmutationen stellen somit “loss-of function“ Mutationen dar. ASH1L spielt eine
Schlusselrolle in der Regulation der Hoxa-Gene. Durch fehlende Repression der miR-142 kam
es zur vermehrten Expression der Hoxa9/al0 Gene und somit zur Beeinflussung der
hamatopoetischen Zellteilung. Dieser Signalweg tragt vermutlich zur Leukamieentstehung bei
(Trissal et al., 2018).

In nicht lymphatischem Krebs konnte eine Uberexpression der miR-142 nachgewiesen
werden. Im NSCLC, welcher weiterhin der Krebs in Deutschland mit der hochsten Mortalitéat
ist, konnten in Gewebsproben erniedrigte TGFBR1 Spiegel nachgewiesen werden (Lei et al.,

2014). TGFBR1 als Tumorsuppressor ist ein Schliisselfaktor im TGF-B Signalweg. Die miR-
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142-3p reguliert durch Bindung an die 3’'UTR der mRNA des Proteins TGFBR1 dessen
Translation und fuhrt somit zu einer Herunterregulierung seiner Proteinbiosynthese. Folglich
sinkt die Aktivitat des Tumorsuppressors (Yang et al., 2017). Auch die miR-142-5p scheint
eine Rolle beim NSCLC zu spielen. Es konnte gezeigt werden, dass diese miRNA bei
Krebszellen ebenfalls herunterreguliert war und es wurde vermutet, dass die miR-142-5p als
Tumorsuppressor der Karzinogenese entgegenwirkt, indem sie Invasion, Migration und
Proliferation von Zellen verhindert (Wang et al., 2017). Diese Wirkung konnte durch das
Protein PIK3CA vermittelt sein, das als direktes “target® der miR-142-5p identifiziert wurde
(Wang et al., 2017).

Auch in einem weiteren Tumor, dem Kolonkarzinom, kénnte miR-143-3p als Biomarker
fungieren (Gao et al., 2019b). In der vorgestellten Studie wurden insgesamt mehr als 500
Proben kolorektaler Schleimhaut untersucht, davon 363 Proben kolorektaler Karzinome und
156 Kontrollproben. In allen konnte mir-142-3p nachgewiesen werden, wobei die Spiegel in
Proben von kolorektalen Karzinomen signifikant niedriger waren. Dariiber hinaus konnten
sogar prognostische Riickschliisse getroffen werden. Patienten mit niedrigen miR-142-3p
Serumspiegel wiesen eine schlechtere Prognose auf. Das Uberleben von Patienten mit
niedrigem miR-142-3p Spiegel war vergleichsweise niedrig. In dieser Publikation konnte somit
gezeigt werden, dass die miR-142-3p durchaus Potential als Biomarker besitzt, sowohl zur
Differenzierung zwischen gesunder kolorektaler Schleimhaut als auch zur prognostischen
Wertung (Zhu et al., 2018).

8.5 Weitere “targets” der miR-142

Zu den hamatologischen Zellen gehoéren die myeloische und lymphatische Zellreihe. Zu den
Krebsarten der hamatologischen Zellenreihe zéhlen die NHL, Leukdmien, das Multiple Myelom
sowie viele weitere.

Die miR-142 spielt eine entscheidende Rolle in hAmatopoetischen Zellen (Shrestha et al.,
2015). In DLBCL, der haufigste Lymphomart des alternden Menschen, konnte in 20% aller
Proben Mutationen der miR-142 nachgewiesen werden (Kwanhian et al., 2012). Der WNT/j3-
Catenin-Signalweg hat einen wesentlichen Einfluss auf Zellproliferation, Differenzierung und
Karzinogenese und nimmt somit Einfluss auf Initiation, Promotion und Progression bei der
Umwandlung einer gesunden zu einer Krebszelle. Das Protein APC fungiert als
Tumorsuppressor und nimmt ebenfalls an dieser Signaltransduktionskaskade des WNT/B-
Catenin teil und zwar in einem Multi-Protein-Kompex, der infolge einer Proteinkaskade letztlich
zur Phosporylierung von B-Catenin und somit zur Degradierung durch das Proteasom fuhrt
(Ayala-Calvillo et al., 2018). Da B-Catenin im Rahmen des WNT/B-Catenin-Signalwegs als

Wachstumsfaktor zu Zellwachstum fuhrt, wirkt APC durch Beschleunigung dessen Abbaus
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proapoptotisch (Benchabane und Ahmed, 2009). Aul3er APC wirkt auch die miR-142-3p
inhibitorisch auf den WNT/B-Catenin-Signalweg. Dies erfolgt durch direkte Interaktion der miR-
142 mit B-Catenin und somit durch Unterdriickung dessen Translation (Hu et al., 2016). Der
Einfluss der Schleifenstruktur der pre-miR-142 scheint hier von grofdter Bedeutung.
Mutationen, die zu einer Veranderung der Schleifenstruktur der pre-miR-142 fihrten, verloren
ihr inhibitorisches Potential auf den WNT/B-Catenin-Signalweg (Hu et al., 2016).

Wnt Off Wnt On Wit

Frizzled

LRP5/6 Frizzled

lich

atel

N

5 Ecatenlb
Proteasome% ey \@
v "y

B-cateni
@ —A < QUi
E ‘\f[ J-WM\\ D \f f \f WM‘\

Abb. 26: Der WNT/B-Catenin-Signalweg; verandert nach (Gao et al., 2014): Abbildung 26
zeigt verschiedene Regulationsprozesse, durch deren Einfluss der WNT/B-Catenin Signalweg
gesteuert wird. In der linken Halfte ist das aktivierte Protein APC sowie der Multi-Enzym-
Komplex zu erkennen, durch dessen Einfluss in Abwesenheit von WNT der Abbau von B-
Catenin gefordert wird. Dieser Schritt fihrt nach Markierung durch Phosporylierung und
Ubiquitinierung zum Funktionsverlust von 3-Catenin durch enzymatische Spaltung durch das
Proteasom. Rechte Halfte: Sobald WNT an seinen Rezeptor bindet, kommt es zur Spaltung
des Multi-Enzym-Komplexes. Hierbei lagert sich Axin an LRP5/6 und B-Catenin wird nicht
mehr phosphoryliert. B-Catenin lagert sich an das Protein TCF im Nukleus mit dessen Hilfe es

zur Hochregulierung diverser Gene kommt (Gao et al., 2014).
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8.6 Funktion der miR-142 im Immunsystem

Ein interessanter Aspekt der miR-142 ist deren Funktion im Immunsystem. Die miR-142 ist
eine der wenigen miRNA, die spezifisch in hamatopoetischen Zellen vorkommt und deren
Differenzierung beeinflusst (Landgraf et al., 2007). Auch in regulatorischen T-Zellen (Tregs)
scheint die miR-142 von Bedeutung zu sein (Gao et al., 2019a). Tregs sind an der
Selbsttoleranz beteiligt und dienen somit der Pravention von Autoimmunerkrankungen, einer
immer grofRer werdenden Gruppe an Erkrankungen, bei denen das Immunsystem seine
eigentliche Aufgabe verfehlt und korpereigenes Gewebe angreift. Die Funktion der Tregs ist
abhangig vom intrazellularen cAMP-Spiegel (Anandagoda et al., 2019). Die miR-142-5p nimmt
Einfluss auf den cAMP-cGMP Umbau. Als entscheidendes “target® wurde die
Phosphodiesterase-3b (Pde3b) mRNA gefunden, die die enzymatische Reaktion katalysiert.
Unterstitzend wurde durch (Anandagoda et al., 2019) ein murines Modell von spezifischen
Tregs miR-142 defizienten Mausen etabliert. Diese zeigten multisystemische
Inflammationsreaktionen a.e. autoimmuner Genese in Leber, Lunge und Haut; trotz initial
normaler Anzahl an Tregs wahrend der Entwicklung.

Ein weiteres murines Modell untersuchte die Bedeutung der miR-142 auf das Immunsystem.
Hierflir wurden gezielt miR-142 knock-out Mause erzeugt und untersucht (Shrestha et al.,
2015). MiR-142(”") Mause wiesen eine Splenomegalie auf und zeigten laborchemisch eine
Leukopenie, wobei lediglich die lymphatische, nicht aber die myeloische Zellreihe betroffen
war. In diesen Tierreihen wurde der knock-out durch homologe Rekombination erzeugt und
die Tiere wiesen reduzierte miR-142-3p und miR-142-5p Spiegel auf. Die Tiere zeigten eine
Immundefizienz und insbesondere die Abwehr von Viren war vermindert.

Das Modell hat erneut an Bedeutung gewonnen in Bezug auf die Uberlegung, dass in AML-
Zellen “loss-of function“ Mutationen der miR-142 gefunden wurden, die sowohl die Funktion
der miR-143-3p als auch der miR-142-5p abschwécht (Trissal et al., 2018).

Das mononukledre Phagozytensystem (MPS) ist ein essentieller Bestandteil der
Immunantwort und verbindet durch Antigenprasentation das unspezifische mit dem
spezifischen Immunsystem. Dendritische Zellen sind ein wesentlicher Bestandteil davon und
durch Antigenprasentation kdnnen sie den Lymphozyten zur spezifischen Immunantwort und
zum Immungedé&chtnis verhelfen. In CD4+-dendritischen Zellen wurden hohe Spiegel an miR-
142 gemessen. Die hohe Expression der miR-142 scheint eine entscheidende Bedeutung fir
die Entwicklung zur dendritischen Zelle zu haben (Mildner et al., 2013). Die miR-142-3p konnte
in héherer Konzentration als die miR-142-5p gefunden werden. Erwartungsgemaf konnten in
der Milz der miR-142 -/- M&usen eine 2,5fach erniedrigte Zahl an CD4+-dendritischen Zellen
im FACS detektiert werden. Durch die kompromittierte Funktion der dendritischen Zellen, ist
die Funktion der CD4+ T-Lymphozyten ebenfalls beeintrachtigt (Mildner et al., 2013).
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Auch naturliche Killerzellen (NK-Zellen) werden in Ihrer Funktion von der miR-142 beeinflusst
(Berrien-Elliott et al., 2019). NK-Zellen sind wesentlich an der Immunantwort gegen Viren
beteiligt. Wie oben erwahnt waren die miR-142(7") Mé&use anfallig gegeniiber Viren im
Rahmen der Immundefizienz. Dies wurde anhand des murinen Cytomegalievirus (MCMV)
getestet. Der zugrundeliegende Mechanismus hierbei scheint vom IL-15 Signalweg abhé&ngig
zu sein. IL-15 induziert die Expression der miR-142. Durch fehlende Induzierbarkeit bei MiR-
142(7") Mausen kam es vermutlich zur intrinsischen Apoptose der NK-Zellen (Berrien-Elliott et
al., 2019).
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8.7 Ergebnisdiskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschieden miRNA-Expressionsvektoren erstellt, wobei von
der miR-142 in den entsprechenden Expressionsvektor eine Wildtyp und zwei mutierte miRNA
Varianten einkloniert wurden. Die erstellten Vektoren pSG5-GFP-miR-34a und
pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142 sowie die beiden Mutationen wurden in Bezug auf die
Expression der miR-34a, der miR-142, der miR-142-mut2 und der miR-142-mut3 sowie auf die
Expression von eGFP charakterisiert. Da sich die Arbeitsgruppe gegen ein Weiterforschen an
der miR-200c entschieden hatte, wurde in Bezug auf den Vektor pSG5-GFP-miR-200c auf die
Erstellung eines Northern Blot verzichtet. Bei den verbliebenen Vektoren wurden neben der
eigentlichen Klonierung Western Blots, Northern Blots, Sequenzanalysen und mikroskopische
Analysen der exprimierenden Zellen durchgefilhrt. Die transfizierten 293T-Zellen zeigten
sowohl die Expression der jeweiligen miRNA als auch von eGFP. Die Klonierungen der
Vektoren und die Analysen konnten somit erfolgreich durchgefiihrt werden.

Bei der Erstellung der Vektoren pSG5-GFP-miR-34a und pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142
zeigte sich, dass die Sequenzierung der erstellten Konstrukte Unterschiede in der Sequenz
lieferte. Die meisten gefundenen ,Mutationen®, insbesondere diejenigen im 3‘-Teil der
Sequenz sind wahrscheinlich auf Ungenauigkeiten der Sequenzierung zuriickzufihren. Eine
genaue Sequenzierung wird durch die Fa. Seg-it nur fur die ersten ca. 0,3 kb garantiert. Die
Atiologie anderer Mutationen konnte nicht einfach geklart werden. Fur den Vektor
pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142 betrifft dies insbesondere das Fehlen der Xhol
Konsensussequenz in der zweiten Sequenzierung. Das Fehlen dieser essentiellen Sequenz
in einer der Sequenzierungen bei gleichzeitigem Vorhandensein der Sequenz fir die pre-miR-
142 und eGFP kénnte auf einen Fehler bei der Sequenzierung hindeuten.

Die Vektoren pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut2 und pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-
mut3 wurden nur jeweils einmal erstellt und daher auch nicht zweimal sequenziert. Fur die
zweimal sequenzierten Vektoren wurde nur jeweils die langere und vollstandigere Sequenz
zusammengefigt im Anhang abgebildet, die anderen Sequenzen wurden original und
unbearbeitet als “reverse” und “forward“ Sequenzierungen im Anhang gezeigt.

Bei der Erstellung und Testung des Vektors pSG5-GFP-miR-34a fiel auf, dass im Northern
Blot (Kapitel 7.1.5, Abb. 14) eine miR-34a-Expression auch in der Northern Blot Spur
nachgewiesen werden konnte, die Lysat von pSG5-GFP transfizierten Zellen enthielt. Dies
konnte auf eine versehentliche Stimulation der Zellen, z. B. durch eine Kontamination
hinweisen, die zur miR-34a Expression fiuhrte. Auch ein Fehlpipettieren ist hier moglich. Da
alle weiteren Experimente mit diesem Vektor normal waren, deutet nichts auf einen

grundsatzlichen Fehler bei der Klonierung hin.
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Fur den Vektor pcDNAS.1/Hygro(-)GFP-miR-142 und seine Mutanten wurden im Northern Blot
die miR-142 durch eine 3p und eine 5p-Sonde nachgewiesen. Diese Vorgehensweise wurde
gewahlt, da aus der pre-miR-142 zwei reife miRNAs entstehen, die miR-142-3p und die miR-
142-5p. Dabei konnte auch gezeigt werden, dass die spezifisch bindenden Sonden an die
miR-142-3p bzw. 5p-Varianten, die mutiert waren nicht so stark gebunden hat. Die -mut2 hatte
eine Mutation in der 3p-Variante, die -mut3 hatte eine Mutation in der 5p-Variante. Das
Bindungsverhalten der Sonden lasst sich Uber deren Sequenzen erklaren, die zwar
komplementar zur normalen 3p- und 5p-Variante sind, allerdings nicht zu der jeweiligen
Punktmutation in den Mutanten. Fir die 5p-Variante war die Affinitat der Sonde geringer
ausgepragt als fur die 3p-Variante (s. Abb. 22 und Abb. 23). Die Punktmutationen kénnen aus
Kapitel 11 (in der Sequenzierung, Mutationen jeweils orange markiert) ersehen werden. Diese
befinden sich in der “seed“-Sequenz der miR-142-3p bzw -5p.

Analoge Versuche zum Vektor pSG5-GFP-miR-34a wurden mit einer anderen miRNA im
Rahmen dieser Arbeit ebenfalls durchgefiihrt. Die miR-200c wurde analog zur miR-34a flr
Klonierungen verwendet. Mit diesem erstellten Konstrukt wurden alle Versuche bis auf den
Northern Blot durchgefihrt.

Erwahnenswert im Rahmen der Ergebnisdiskussion ist auf3erdem, dass ein Vektor kloniert
wurde anhand des pcDNA3.1/Hygro(-), der das rot fluoreszierende Protein mCherry beinhaltet.
Der Vektor wird als pcDNA3.1/Hygro(-)mCherry bezeichnet. Dies wurde entsprechend dem
eGFP Protein im Rahmen dieser Arbeit in den transfizierten 293T-Zellen
fluoreszenzmikroskopisch nachgewiesen. Aufgrund des Umfangs wurde darauf verzichtet
analog zu den GFP Vektoren die miR-142 und deren Mutanten in den pcDNA3.1/Hygro (-
)mCherry zu klonieren. Dies wurde in Folgeprojekten der Arbeitsgruppe durchgefiihrt (s. Abb
21).
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8.8 Ausblick

Durch die Erstellung der Klonierungsvektoren zur Ko-Expression von eGFP und der miR-34a
oder miR-142 konnten in Anschlussprojekten wichtige Informationen zum Beitrag der miRNAs
zur Krebsentstehung gewonnen werden. Hierbei ist die Charakterisierung der beiden miRNA
wie sie im Rahmen dieser Arbeit begonnen wurde ein essentieller Schritt um maogliche
klinische Anwendungsgebiete zu erforschen. Die Klonierungsvektoren sind erstellt worden um
weitere molekularbiologische Forschung zu ermdglichen.

Die miR-34a und die miR-142, stellen vielversprechende Kandidaten fir therapeutische und
prognostische Zwecke dar. Fur weitere Versuchsreihen und Projekte ware es daher
vielversprechend, Gen- und Proteinexpressionsstudien in weiteren Saugerzelllinien
durchzufiihren um die Wirkung der miRNAs besser zu verstehen. Eine Charakterisierung des
Transkriptoms und Proteoms in Relation zur miRNA Expressionsrate ware hier von grofzem
Interesse.

In-vitro kbnnten stabil transfizierte Zelllinien mit den induzierbaren miR-142 Mutanten weitere
Studien erleichtern. Dabei kénnte die mutiertern miRNAs, und deren Klonierungsprodukte und
Charakterisierung das Verstandnis vom Effekt der Mutation der miRNAs steigern.
Schlussendlich kénnten dann Versuche mit priméren Zellen und ggf. Versuche in Tiermodellen
Aufschluss Uber weitere in vivo Effekte geben und auch das Verstandnis der Rolle der miR-
34a und der miR-142 und deren Mutationen fur die Krebsentstehung und Tumorprogression

verbessern. In Bezug auf den
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11  Anhang

Im Folgenden werden die Sequenzierungsergebnisse gezeigt. Die Sequenzierung erfolgte
nach Sanger durch die Firma SEQ-it.

Originalsequenz: “forward“ Sequenzierung pSG5-GFP-miR-34a-1

5 GGGGTCGTGACAGACCCACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGG
CATGGACGAGCTGTACAAGTAAAGATCGGAATTCCAGGCCTGTCCCCCGAGTCCCCTCCGGATGCCGTGGACCGGCCAGC
TGTGAGTGTTTCTTTGGCAGTGTCTTAGCTGGTTGTTGTGAGCAATAGTAAGGAAGCAATCAGCAAGTATACTGCCCTAGAA
GTGCTGCACGTTGTGGGGCCCAAGAGGGAAGATGAAGCGAGAGATGCCCAGACCAGTGGGAGACGCCAGGACACTAGTA
GATCTTATTAAAGCAGAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGC
ATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGGTCGACTCTAGACTCTTCCGC
TTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGT
TATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCC
GCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAA
CCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTAC
CGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTA
GGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGGTACTATCGTC
TTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCACTGGGCAGCTAGCCACTGGTACAGGATTAGCAGAGCGTAGGTATGTA
GGCGGTGGCTACAAGAGTTCTGGAAGTTG3’

Originalsequenz: “reverse® Sequenzierung pSG5-GFP-miR-34a-1

3’AGAATAACCTAGTGTCTGGCGTCTCCCACTGGTCTGGGCATCTCTCGCTTCATCTTCCCTCTTGGGCCCCACAACGTGCA
GCACTTCTAGGGCAGTATACTTGCTGATTGCTTCCTTACTATTGCTCACAACAACCAGCTAAGACACTGCCAAAGAAACACT
CACAGCTGGCCGGTCCACGGCATCCGGAGGGGACTCGGGGGACAGGCCTGGAATTCCGATCTTTACTTGTACAGCTCGTC
CATGCCGAGAGTGATCCCGGCGGCGGTCACGAACTCCAGCAGGACCATGTGATCGCGCTTCTCGTTGGGGTCTTTGCTCA
GGGCGGACTGGGTGCTCAGGTAGTGGTTGTCGGGCAGCAGCACGGGGCCGTCGCCGATGGGGGTGTTCTGCTGGTAGT
GGTCGGCGAGCTGCACGCTGCCGTCCTCGATGTTGTGGCGGATCTTGAAGTTCACCTTGATGCCGTTCTTCTGCTTGTCG
GCCATGATATAGACGTTGTGGCTGTTGTAGTTGTACTCCAGCTTGTGCCCCAGGATGTTGCCGTCCTCCTTGAAGTCGATS’

Originalsequenz: “forward“ Sequenzierung pSG5-GFP-miR-34a-2

5 GGAGTCTGCAGACCCACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCA
TGGACGAGCTGTACAAGTAAAGATCGGAATTCCAGGCCTGTCCCCCGAGTCCCCTCCGGATGCCGTGGACCGGCCAGCTG
TGAGTGTTTCTTTGGCAGTGTCTTAGCTGGTTGTTGTGAGCAATAGTAAGGAAGCAATCAGCAAGTATACTGCCCTAGAAGT
GCTGCACGTTGTGGGGCCCAAGAGGGAAGATGAAGCGAGAGATGCCCAGACCAGTGGGAGACGCCAGGACACTAGTAGA
TCTTATTAAAGCAGAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCAT
TTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGGTCGACTCTAGACTCTTCCGCTT
CCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTA
TCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGC
GTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACC
CGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACC
GGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAG
GTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCTTTATCCGGTAACTATCGTCTT
GAGTCCACCCGGTAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGTTATGTAGCCGT
GCTACAGAGTCTTGAAGTGGTGCCTTACCTACGCTACCCTAGATGAACAGTATTGTATCTGCCCTCTGCTGAGCAGTTTACT
TCGGAAAAGGTTGTAGCTCTTGATCCCGCCACACTCACGCTGGTATCGATGGGTTTTTGTTGCCAGCGCACCAAATTATCT
GG3
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Originalsequenz: “reverse” Sequenzierung pSG5-GFP-miR-34a-2

3 AATTTTCTAGTGTCTGGCGTCTCCCACTGGTCTGGGCATCTCTCGCTTCATCTTCCCTCTTGGGCCCCACAACGTGCAGC
ACTTCTAGGGCAGTATACTTGCTGATTGCTTCCTTACTATTGCTCACAACAACCAGCTAAGACACTGCCAAAGAAACACTCA
CAGCTGGCCGGTCCACGGCATCCGGAGGGGACTCGGGGGACAGGCCTGGAATTCCGATCTTTACTTGTACAGCTCGTCCA
TGCCGAGAGTGATCCCGGCGGCGGTCACGAACTCCAGCAGGACCATGTGATCGCGCTTCTCGTTGGGGTCTTTGCTCAGG
GCGGACTGGGTGCTCAGGTAGTGGTTGTCGGGCAGCAGCACGGGGCCGTCGCCGATGGGGGTGTTCTGCTGGTAGTGGT
CGGCGAGCTGCACGCTGCCGTCCTCGATGTTGTGGCGGATCTTGAAGTTCACCTTGATGCCGTTCTTCTGCTTGTCGGCCA
TGATATAGACGTTGTGGCTGTTGTAGTTGTACTCCAGCTTGTGCCCCAGGATGTTGCCGTCCTCCTTGAAGTCGATGCCCTT
CAGCTCGATGCGGTTCACCAGGGTGTCGCCCTCGAACTTCACCTCGGCGCGGGTCTTGTAGTTGCCGTCGTCCTTGAAGA
AGATGGTGCGCTCCTGGACGTAGCCTTCGGGCATGGCGGACTTGAAGAAGTCGTGCTGCTTCATGTGGTCGGGGTAGCG
GCTGAAGCACTGCACGCCGTAGGTCAGGGTGGTCACGAGGGTGGGCCAGGGCACGGGCAGCTTGCCGGTGGTGCAGAT
GAACTTCAGGGTCAGCTTGCCGTAGTGGCATCGCCCTCGCCCTCGCCGGACACGCTGAACTTGTGGCCGTTTACGTCGCC
GTCCAGCTCGACCAGGATGGGCACCACCCCGGTGAACAGCTCCTCGCCCTTGCTCACCATGGTGGCCTGAATTAATTCGC
CCTATAGTGAGTCGTATTACATTCTTTGCCAAATGATGAGACAGCACATACCAGCACGTTGCCCAGAGCTGTAGGAAAAAGA
GATGCATGACATGATAGCAGAGGGGCCCGATTGACTCAGAGTATTTTATCCTCATCTCAAACAGTGTATATCATTGTACCAT
AAAAGAGAAGGCAGATGATGAACCAGGATGTGAGGTGGTTTCTACAATAGAAATTTCACGCCCCAGCCAGGAATAATGCGA
ATTTCTCACCGTAACTGAGTAACCAGTGTCTCCTAAACCGTGTGCCTGAS’

Legende:

Gelb EcoRI Konsensussequenz

Blau: Spel Konsensussequenz

Lila Bglll Konsensussequenz

> Vektor pSG5-GFP-miR-34a-1

; Sequenzierung pSG5-GFP-miR-34a-1, zusammengesetzt aus den Sequenzierungen
(“forward®) und (“reverse®), durchgefiihrt von der Fa. Seq-it.

; Der zuletzt am 3‘-Ende markierte Teil wurde in der Sequenzierung des anderen Klons nicht
mitsequenziert (kursiv)

; weilRe Buchstaben in der Spel und Bglll Konsensussequenz zur besseren Sichtbarkeit

5 TCAGGCACACGGTTTAGGAGACACTGGTTACTCAGTTACGGTGAGAAATTCGCATTATTCCTGGCTGGGGCGTGAAATTT
CTATTGTAGAAACCACCTCACATCCTGGTTCATCATCTGCCTTCTCTTTTATGGTACAATGATATACACTGTTTGAGATGAGG
ATAAAATACTCTGAGTCAATCGGGCCCCTCTGCTATCATGTCATGCATCTCTTTTTCCTACAGCTCTGGGCAACGTGCTGGT
ATGTGCTGTCTCATCATTTGGCAAAGAATGTAATACGACTCACTATAGGGCGAATTAATTCAGGCCACCATCGTGAGCAAGE

ATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAAGATCGGAA
TTCCAGGCCTGTCCCCCGAGTCCCCTCCGGATGCCGTGGACC BRI CIcACICnnonnccoAcIcnonAcone

BEATGAAGCGAGAGATGCCCAGACCAGTGGGAGACGCCAGGACINAINININISITATTAAAGCAGAACTTGTTTATTGCA
GCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTG
TCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTCTGGTCGACTCTAGACTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGG
TCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGA
AAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCG
CCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGT
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TTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGG
GAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGC
ACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGC I TTATCCGG | AACTATCGTCTTGAGTCCA(/)CCCGGTAAGACACGACTTA
TCGC(C)ACTGG=CAGCTAGCCACTGGTA(/)CAGGATTAGCAGAGCG 'AG I TATGTAG-CCGTGE-CTACAAGAGT ICT(1)G
AAGT G

; Ende der Sequenz

Originalsequenz: “forward“ Sequenzierung pSG5-GFP-miR-200c-1

5 GAGGCGGACAGACCCACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCA
TGGACGAGCTGTACAAGTAAAGATCGGAATTCACCAGGAAGTGTCCCCAGGGACTCGGGTGGTGGGGGGATGGGAGCCA
GGGATCTGCAGCTTTTCCGCAGGGATCCTGGGCCTGAAGCTGCCTGACCCAAGGTGGGCGGGCTGGGCGGGGGCLCCTC
GTCTTACCCAGCAGTGTTTGGGTGCGGTTGGGAGTCTCTAATACTGCCGGGTAATGATGGAGGCCCCTGTCCCTGTGTCA
GCAACATCCATCGCCTCAGGTCCCCAGCCCTTAGCTGGCTGCAGCCCCCTCCCCACTTCCCACGCACCCCGGAAGCCCCT
CGTCTTGAGCTGAGAGCGTTGCACAAGGGGTGACTAGTAGATCTTATTAAAGCAGAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGT
TACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATC
AATGTATCTTATCATGTCTGGTCGACTCTAGACTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGC
GGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGA
GCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGA
GCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAA
GCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCCGCTACCAGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGCGC
TTCTCATAGCTCACGCTGTAGGATCTCAGATCGGGTAAGTCGTTCGCTCCAGCTGGGCAGGGGCAGATACCCCCCGTCAG
CCCGACCGCTGACGGCTTATGCAGTACTATCGTCGTGAGGTGCCAACTCGGTAGACACGTACATATGCGCCACCTGGACA
GCACCAACCTGCTAGCATGACTAGCAGAGGCAGAGTATCGTTAGGCCAGCGTACTACAAGTCTCTGCAAGAAGGTGACTAC
CTACGCGTCACTATGAGACCGAACTGACCATGGCCATGTCCTGCGTCATCGGACCTGCAGCTACS’

Originalsequenz: “reverse” Sequenzierung pSG5-GFP-miR-200c-1

3'CGAATTTTCTAGTCCCCCTTGTGCACGCTCTCAGCTCAAGACGAGGGGCTTCCGGGGTGCGTGGGAAGTGGGGAGGGG
GCTGCAGCCAGCTAAGGGCTGGGGACCTGAGGCGATGGATGTTGCTGACACAGGGACAGGGGCCTCCATCATTACCCGG
CAGTATTAGAGACTCCCAACCGCACCCAAACACTGCTGGGTAAGACGAGGGCCCCCGCCCAGCCCGCCCACCTTGGGTCA
GGCAGCTTCAGGCCCAGGATCCCTGCGGAAAAGCTGCAGATCCCTGGCTCCCATCCCCCCACCACCCGAGTCCCTGGGG
ACACTTCCTGGTGAATTCCGATCTTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGAGTGATCCCGGCGGCGGTCACGAACTCCAG
CAGGACCATGTGATCGCGCTTCTCGTTGGGGTCTTTGCTCAGGGCGGACTGGGTGCTCAGGTAGTGGTTGTCGGGCAGCA
GCACGGGGCCGTCGCCGATGGGGGTGTTCTGCTGGTAGTGGTCGGCGAGCTGCACGCTGCCGTCCTCGATGTTGTGGCG
GATCTTGAAGTTCACCTTGATGCCGTTCTTCTGCTTGTCGGCCATGATATAGACGTTGTGGCTGTTGTAGTTGTACTCCAGC
TTGTGCCCCAGGATGTTGCCGTCCTCCTTGAAGTCGATGCCCTTCAGCTCGATGCGGTTCACCAGGGTGTCGCCCTCGAA
CTTCACCTCGGCGCGGGTCTTGTAGTTGCCGTCGTCCTTGAAGAAGATGGTGCGCTCCTGGACGTAGCCTTCGGGCATGG
CGGACTTGAAGAAGTCGTGCTGCTTCATGTGGTCGGGGTAGCGGCTGAAGCACTGCACGCCGTAGTCAGGTGGTCACGA
GGGTGGGCCAGGGCACGGGCAGCTTGCCGGTGGTGCAGATGAACTTCAGGGTCAGCTTGCCGTAGTGGCATCGCCCTCG
CCCTCGCCGGACACGCTGACTTGTGGCCGTTTACGTCGCGTCAGCTCGACCAGGATGGGCACCACCCCGGTGACAGCTC
CTCGCCTGCTCCACCATGTGCCTGATATCGCCTATAGTGAGTCGTATTACATCTTGCAATGATGAGACAGCACAATACAGCA
CGTGCAGGACTGTAGAAAGGAGAGCATGAACTGGTTAGCAGGGCCGGTGACTGAGATTATCTCTACTCCAACGTTATACAC
TTGAAACCGTAAGGAAAAGGGGCTAS’
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Originalsequenz: “forward“ Sequenzierung pcDNA3.1/Hygro(-)ymCherry

5 ATGGGTACTGGACATCATCAGGAGTTCATGCGCTTCAAGGTGCACATGGAGGGCTCCGTGAACGGCCACGAGTACGAGA
TCGAGGGCGAGGGCGAGGGCCGCCCCTACGAGGGCACCCAGACCGCCAAGCTGAAGGTGACCAAGGGTGGCCCCCTGC
CCTTCGCCTGGGACATCCTGTCCCCTCAGTTCATGTACGGCTCCAAGGCCTACGTGAAGCACCCCGCCGACATCCCCGAC
TACTTGAAGCTGTCCTTCCCCGAGGGCTTCAAGTGGGAGCGCGTGATGAACTTCGAGGACGGCGGCGTGGTGACCGTGA
CCCAGGACTCCTCCCTGCAGGACGGCGAGTTCATCTACAAGGTGAAGCTGCGCGGCACCAACTTCCCCTCCGACGGCCC
CGTAATGCAGAAGAAGACCATGGGCTGGGAGGCCTCCTCCGAGCGGATGTACCCCGAGGACGGCGCCCTGAAGGGCGA
GATCAAGCAGAGGCTGAAGCTGAAGGACGGCGGCCACTACGACGCTGAGGTCAAGACCACCTACAAGGCCAAGAAGCCC
GTGCAGCTGCCCGGCGCCTACAACGTCAACATCAAGTTGGACATCACCTCCCACAACGAGGACTACACCATCGTGGAACA
GTACGAACGCGCCGAGGGCCGCCACTCCACCGGCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAGGGATCCGCGGCCGCCTCGAG
AAGCTTAAGTTTAAACCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCT
TCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTC
ATTCTATTCTGGGGGGGTGGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGAT
GCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGTGCTCTAGGGGGTATCCCCCACGCGCCCTGTAGCCGCG
CATAAGCCGCGTTAGTGTTACGCGCAGCGTGAACCGCTTCCTTGCAAGGCCCTACGGCAGCTCATAGATTCTTCCTTCATT
TCGCCACGGTCGCGGTTTCCGGTCAGGCTAAATCGGGGCTCCCCTTAGGTCGATAGCCTTACCGGACCCTGACCTTAAAA
CTCTGACATATAGCGT3’

Originalsequenz: “reverse” Sequenzierung pcDNA3.1/Hygro(-)mCherry

3'CCCCCGGCCGGTGGAGTGGCGGCCCTCGGCGCGTTCGTACTGTTCCACGATGGTGTAGTCCTCGTTGTGGGAGGTGAT
GTCCAACTTGATGTTGACGTTGTAGGCGCCGGGCAGCTGCACGGGCTTCTTGGCCTTGTAGGTGGTCTTGACCTCAGCGT
CGTAGTGGCCGCCGTCCTTCAGCTTCAGCCTCTGCTTGATCTCGCCCTTCAGGGCGCCGTCCTCGGGGTACATCCGCTCG
GAGGAGGCCTCCCAGCCCATGGTCTTCTTCTGCATTACGGGGCCGTCGGAGGGGAAGTTGGTGCCGCGCAGCTTCACCTT
GTAGATGAACTCGCCGTCCTGCAGGGAGGAGTCCTGGGTCACGGTCACCACGCCGCCGTCCTCGAAGTTCATCACGCGCT
CCCACTTGAAGCCCTCGGGGAAGGACAGCTTCAAGTAGTCGGGGATGTCGGCGGGGTGCTTCACGTAGGCCTTGGAGCC
GTACATGAACTGAGGGGACAGGATGTCCCAGGCGAAGGGCAGGGGGCCACCCTTGGTCACCTTCAGCTTGGCGGTCTGG
GTGCCCTCGTAGGGGCGGCCCTCGCCCTCGCCCTCGATCTCGAACTCGTGGCCGTTCACGGAGCCCTCCATGTGCACCTT
GAAGCGCATGAACTCCTTGATGATGGCCATGTTATCCTCCTCGCCCTTGCTCACCATTCTAGAGGGCCCGTTTAAACGCTA
GCCAGCTTGGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTCGATAAGCCAGTAAGCAGTGGGTTCTCTAGTTAGCCAGAGAGC
TCTGCTTATATAGACCTCCCACCGTACACGCCTACCGCCCATTTGCGTCAATGGGGCGGAGTTGTTACGACATTTTGGAAG
TCCGTTGATTTTGGTGCCAAAACAAACTCCCATTGACGTCATGGGGTGGAGACTTGGGAAATCCCCGGTGAGTCAACCGCT
ATCCACCGCCCATTGATGTACTGCCAAACCGCATCACCATGGTAATAGCGATGACTATACGTAGATGTACTGCCAGTAGCA
AAGTCCCATAGTCATGTACTTGGCATTATGCCAAGGCGGGCCCATTTAACGTCCATTGGACGTCATAGGGGGCGTTACCTT
GCATATTGAATAACTTGAAGTTACATGCAAGTTGGCAGTACGGTAATTCTCCACATGACTCATTGAAAGTCAATTTGTGCTAG
CTATATGACGATCATATCGS’

Originalsequenz: “forward“ Sequenzierung pcDNA3.1/Hygro(-)GFP

5 GCCGTCTTTACGGGGTGGTGCATCCTGGTCGAGCTGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAG
GGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCA
CCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAG
TCCGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGACGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGT
GAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGTGAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCCTGGGG
CACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATGGCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTC
AAGATCCGCCACAACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACCCCCATCGGCGACGGCC
CCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCCAGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATG
GTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAGGATCCGCGGCCGCCT
CGAGAAGCTTAAGTTTAAACCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCG
TGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCCATTGTCTGAGTA
GGTGTCATTCTATTCCTGGGGGGGTGGGGGTGGGGGS

96



Anhang

Originalsequenz: “reverse” Sequenzierung pcDNA3.1/Hygro(-)GFP

3'CCAAGTGCCCGAGAGTGATCCCGGCGGCGGTCACGAACTCCAGCAGGACCATGTGACGGCGTCTCGTTGGGGTCTTTG
CTCAGGGCGGACTGGGTGCTCAGGTAGTGGTTGTCGGGCAGCAGCACGGGGCCGTCGCCGATGGGGGTGTTCTGCTGG
TAGTGGTCGGCGAGCTGCACGCTGCCGTCCTCGATGTTGTGGCGGATCTTGAAGTTCACCTTGATGCCGTTCTTCTGCTTG
TCGGCCATGATATAGACGTTGTGGCTGTTGTAGTTGTACTCCAGCTTGTGCCCCAGGATGTTGCCGTCCTCCTTGAAGTCG
ATGCCCTTCAGCTCGATGCGGTTCACCAGGGTGTCGCCCTCGAACTTCACCTCGGCGCGGGTCTTGTAGTTGCCGTCGTC
CTTGAAGAAGATGGTGCGCTCCTGGACGTAGCCTTCGGGCATGGCGGACTTGAAGAAGTCGTGCTGCTTCATGTGGTCGG
GGTAGCGGCTGAAGCACTGCACGCCGTAGGTCAGGGTGGTCACGAGGGTGGGCCAGGGCACGGGCAGCTTGCCGGTGG
TGCAGATGAACTTCAGGGTCAGCTTGCCGTAGGTGGCATCGCCCCTCGCCCTCGCCGGACACGCTGAACTTGTGGCCGTT
TACGTCGCCGTCCAGCTCGACCAGGATGGGCACCACCCCCGGTGAACAGTTCCTCGCCCTTTGCTCACCATTTCTAGAAG
GG5’

Originalsequenz: “forward“ Sequenzierung pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-1

5"CCCCCCTGTGGCAGACCCACGAGAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGG
CATGGACGAGCTGTACAAGTAAGGATCCGGGATCTTAGGAAGCCACAAGGAGGGCTGGGGGGCTCTTGGAGCAGGAGTC
AGGAGGCCTGGGCAGCCTGAAGAGTACACGCCGACGGACAGACAGACAGTGCAGTCACCCATAAAGTAGAAAGCACTACT
AACAGCACTGGAGGGTGTAGTGTTTCCTACTTTATGGATGAGTGTACTGTGGGCTTCGGAGATCACGCCACTGCTGCCGCC
CGCTGCCCGCCACCATCTTCCTCGGCGCTCGGGGACCTCGTGTGACAGGTGAGCACCTTACGGCCCCTCCCTACCCCGA
AGCTTAAGTTTAAACCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTT
CCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCA
TTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCG
GTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCTGTAGCGGCGCAT
TAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTC
TTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGT
GCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTCACGTAGTGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTCGC
CCTTGACGTTGGAGTCCACGTCTTTATAGTGACTCTGTCAAACTGACACACTCACCTATCTCGCTATCTTGATTATAAGGAAT
TGCCGAATCCGGCTATGTTAAAATGGACTGATACAAATTTACGCGATATCGTGAATGTGTCAGTAGTGAAGTCAGTCCAGCC
AGCCAGATGC3’

Originalsequenz: “reverse“ Sequenzierung pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-1

3 TGGGGAGGCTAGGGGAACTCTCGAGCGGGTAGGGAGGGGCCGTTAAGGTGCTCACCTGTCACACGAGGTCCCCGAGC
GCCGAGGAAGATGGTGGCGGGCAGCGGGCGGCAGCAGTGGCGTGATCTCCGAAGCCCACAGTACACTCATCCATAAAGT
AGGAAACACTACACCCTCCAGTGCTGTTAGTAGTGCTTTCTACTTTATGGGTGACTGCACTGTCTGTCTGTCCGTCGGCGT
GTACTCTTCAGGCTGCCCAGGCCTCCTGACTCCTGCTCCAAGAGCCCCCCAGCCCTCCTTGTGGCTTCCTAAGATCCCGG
ATCCTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGAGTGATCCCGGCGGCGGTCACGAACTCCAGCAGGACCATGTGATCGCGC
TTCTCGTTGGGGTCTTTGCTCAGGGCGGACTGGGTGCTCAGGTAGTGGTTGTCGGGCAGCAGCACGGGGCCGTCGCCGA
TGGGGGTGTTCTGCTGGTAGTGGTCGGCGAGCTGCACGCTGCCGTCCTCGATGTTGTGGCGGATCTTGAAGTTCACCTTG
ATGCCGTTCTTCTGCTTGTCGGCCATGATATAGACGTTGTGGCTGTTGTAGTTGTACTCCAGCTTGTGCCCCAGGATGTTGC
CGTCCTCCTTGAAGTCGATGCCCTTCAGCTCGATGCGGTTCACCAGGGTGTCGCCCTCGAACTTCACCTCGGCGCGGGTC
TTGTAGTTGCCGTCGTCCTTGAAGAAGATGGTGCGCTCCTGGACGTAGCCTTCGGGCATGGCGGACTTGAAGAAGTCGTG
CTGCTTCATGTGGTCGGGGTAGCGGCTGAAGCACTGCACGCCGTAGTCAGGGTGGTCACGAGGGTGGGCCAGGGCACG
GGCAGCTTGCCGGTGGTGCAGATGAACTTCAGGGTCAGCTTGCCGTAGTGGCATCGCCCTCGCCCTCGCGGACACGCTG
AACTTGTGACGTTTACGTCGCGTCCAGCTCGACAGGGATGGCACCACCCCGGTGACAGCTCTCGCCCTTGCTCACATTCTA
GAGGGACCGTTTAAACGCTAGCAGCTGGGTCTCCTATAGTGAGTCGTAATATTTCGATAGACAGTTAAGCCAGTGGTCCTC
TAGGTAGCCGAAGCTCTGGCTATAGATCTCCACGTAACGCTACGCAATGGCTTCATTGGCCGGAATS
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gelb hinterlegt wurde BamHl

blau hinterlegt wurde Xhol
ila hinterlegt wurde Hindlll

turkis hinterlegt wurde PCR-Primer

> Sequenzierung 1: pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-1 vector, partial sequence
; Sequenzierung pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-1, zusammengesetzt aus den
Sequenzierungen “forward“ und “reverse®, durchgefuhrt von der Fa. Seg-it.

5 CCGTAAACATCCGCCCATGAGCGCATGCCGTAGCGTTACGTGAAGGTCCTATATTAAGCCAAGCCTTTCTGCCTACTAGA
GAACCACTGCTTACTGCTAATCGAAATATACGACTCACCTATAGGGAGACCAGCTTGCTAGCGTTTAAACGGTCCCTCCTAG
AATGGTGGAGCAGGGCGAGGAGCTGTCACCGGGGGTGGTGCCCATCCTGTCGAGCTGACGGCGACGTAAACGCCACAAG
TTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGGGCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGC

TGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCTGACTACGECETCCAGTCCTTCAGCCEGCTACCCCCACCACATCAAGCA

GGATCCGGGATCTTAGGAAGCCACAAGGAGGGCTGGGGGGCTCTTGGAGCAGGAGTCAGGAGGCCTGGGCAGCCTGAA

GAGTACACGCCGACGGACAGACA BRI A A AC AT CACEENEIASH
B e ASIEIASIEIE GG CTTCGGAGATCACGCCACTGCTGCCGCCCGCTGCCCGCCACCATCTTCC

TCGGCGCTCGGGGACCTCGTGTGACAGGTGAGCACCTTACGGCCCCTCCCTACCCCG ANV NISRIAAGTTTAAAC
CGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAA
GGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGG
GTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGG
CTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGG
TGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCT
CGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCT
CGACCCCAAAAACTTGATTAGGGTGATGG() TTCACGTAGTGGCCATCGCCCTGATAGACGGTTTTCGCCCTT(1)GACGT
GGAGTCCACGTCTT (A)ATAGTGACTCT(C)GTCAAACTGACACACTCACCTATCTCGCTATCTTCAT TATAAG
GAATT(T)GCCGATTCCGCCTATG(C)CTAAAA(A) TGEAC(C) TGATACAAATTTA(A)CGCGATATC(C)GTG(C)AATGTGTCAGT

®

; Ende der Sequenz
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Anhang

Originalsequenz: “forward“ Sequenzierung pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-2

5 CCCGTGGCCAGACCCCACGAGAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCA
TGGACGAGCTGTACAAGTAAGGATCCGGGATCTTAGGAAGCCACAAGGAGGGCTGGGGGGCTCTTGGAGCAGGAGTCAG
GAGGCCTGGGCAGCCTGAAGAGTACACGCCGACGGACAGACAGACAGTGCAGTCACCCATAAAGTAGAAAGCACTACTAA
CAGCACTGGAGGGTGTAGTGTTTCCTACTTTATGGATGAGTGTACTGTGGGCTTCGGAGATCACGCCACTGCTGCCGCCC
GCTGCCCGCCACCATCTTCCTCGGCGCTCGGGGACCTCGTGTGACAGGTGAGCACCTTACGGCCCCTCCCTACCCCGCT
CGAGAAGCTTAAGTTTAAACCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCG
TGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAG
GTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGG
GATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCTGTAGCG
GCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTT
CGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCG
ATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAACTTGATTAGGGTGATGGGTTCACGTAGTGGCCATCGCCCTGATAGACG
GTTTTCGCCCTTTGACGTGGAGTCACGTCTTAATAGTGACTCTGGTCAACTGACACACTCACCTATCTCGTCTTATCCTTTGA
ATTATAGGAATTTGCGATTCCGCTATGCCTAAAAATGACCTGATACAAATTTAACGCGATATCCGTGGAATGTGTCAGTAGG
TGAAGTCCAGCTCCAGCAGGC3’

Originalsequenz: “reverse” Sequenzierung pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-2

3'CCAGTGCTAGGGTGCGGCTCGAGCGGGGTAGGGAGGGGCCGTAAGGTGCTCACCTGTCACACGAGGTCCCCGAGCGC
CGAGGAAGATGGTGGCGGGCAGCGGGCGGCAGCAGTGGCGTGATCTCCGAAGCCCACAGTACACTCATCCATAAAGTAG
GAAACACTACACCCTCCAGTGCTGTTAGTAGTGCTTTCTACTTTATGGGTGACTGCACTGTCTGTCTGTCCGTCGGCGTGTA
CTCTTCAGGCTGCCCAGGCCTCCTGACTCCTGCTCCAAGAGCCCCCCAGCCCTCCTTGTGGCTTCCTAAGATCCCGGATC
CTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGAGTGATCCCGGCGGCGGTCACGAACTCCAGCAGGACCATGTGATCGCGCTTC
TCGTTGGGGTCTTTGCTCAGGGCGGACTGGGTGCTCAGGTAGTGGTTGTCGGGCAGCAGCACGGGGCCGTCGCCGATGG
GGGTGTTCTGCTGGTAGTGGTCGGCGAGCTGCACGCTGCCGTCCTCGATGTTGTGGCGGATCTTGAAGTTCACCTTGATG
CCGTTCTTCTGCTTGTCGGCCATGATATAGACGTTGTGGCTGTTGTAGTTGTACTCCAGCTTGTGCCCCAGGATGTTGCCG
TCCTCCTTGAAGTCGATGCCCTTCAGCTCGATGCGGTTCACCAGGGTGTCGCCCTCGAACTTCACCTCGGCGCGGGTCTT
GTAGTTGCCGTCGTCCTTGAAGAAGATGGTGCGCTCCTGGACGTAGCCTTCGGGCATGGCGGACTTGAAGAAGTCGTGCT
GCTTCATGTGGTCGGGGTAGCGGCTGAAGCACTGCACGCCGTAGTCAGGTGGTCACGAGGGTGGGCCAGGGCACGGGC
AGCTTGCCGGTGGTGCAGATGAACTTCAGGGTCAGCTTGCCGTAGGTGGCATCGCCCTCGCCCTCGCCGGACACGCTGA
ACTTGTGGCGTTTACGTCGCCGTCAGCTCGACAGGATGGGCACCACCCCCGGTGACAGCTCCTCGCCCTGCTCCACCATT
CTAGGAGGGACCGTTTAAACGCTAGCAAGCTGGTCTCCCTATAGGTGAGTCGTATATTTCGATTAGCAGTAAGCAGTGGTT
CTCTAGTAGGCAGAAAGGCTTGGCTTAATATAGGACCTTCACGTAACGCTACGGCATGCGCTCATGGGCGGATGTTTACGG
5
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Anhang

Originalsequenz: “forward” Sequenzierung pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut2

5 TCCGGTGGCAGGACCCCACGAGAGCGCGATCACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGC
ATGGACGAGCTGTACAAGTAAGGATCCGGGATCTTAGGAAGCCACAAGGAGGGCTGGGGGGCTCTTGGAGCAGGAGTCA
GGAGGCCTGGGCAGCCTGAAGAGTACACGCCGACGGACAGACAGACAGTGCAGTCACCCATAAAGTAGAAAGCACTACTA
ACAGCACTGGAGGGTGTAGTGATTCCTACTTTATGGATGAGTGTACTGTGGGCTTCGGAGATCACGCCACTGCTGCCGCC
CGCTGCCCGCCACCATCTTCCTCGGCGCTCGGGGACCTCGTGTGACAGGTGAGCACCTTACGGCCCCTCCCTACCCGCT
CGAGAAGCTTAAGTTTAAACCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCG
TGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAG
GTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGG
GATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCTGTAGCG
GCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTT
CGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCC
GATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCTGATAGA
CGGTTTTCGCCCTTTGACGTGGAGTCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTGTCAACTGGACACACTCACCTATCTCGTCTATTC
CTTTGAATTATAAGGGATTTGCCGAATCCGCTATGTAAAAATGGACTGATACAAAATTTACCGATATCGTGATAGGTCAGTAT
GCTGATAAGTCCCAGGTCCAGCAGCAGAAAGTS’

Originalsequenz: “reverse” Sequenzierung pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut2

3'CTGGGGGCTAGGGAGTCTCGAGCGGGTAGGGAGGGGCCGTAAGGTGCTCACCTGTCACACGAGGTCCCCGAGCGCCG
AGGAAGATGGTGGCGGGCAGCGGGCGGCAGCAGTGGCGTGATCTCCGAAGCCCACAGTACACTCATCCATAAAGTAGGA
ATCACTACACCCTCCAGTGCTGTTAGTAGTGCTTTCTACTTTATGGGTGACTGCACTGTCTGTCTGTCCGTCGGCGTGTACT
CTTCAGGCTGCCCAGGCCTCCTGACTCCTGCTCCAAGAGCCCCCCAGCCCTCCTTGTGGCTTCCTAAGATCCCGGATCCTT
ACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGAGTGATCCCGGCGGCGGTCACGAACTCCAGCAGGACCATGTGATCGCGCTTCTCG
TTGGGGTCTTTGCTCAGGGCGGACTGGGTGCTCAGGTAGTGGTTGTCGGGCAGCAGCACGGGGCCGTCGCCGATGGGG
GTGTTCTGCTGGTAGTGGTCGGCGAGCTGCACGCTGCCGTCCTCGATGTTGTGGCGGATCTTGAAGTTCACCTTGATGCC
GTTCTTCTGCTTGTCGGCCATGATATAGACGTTGTGGCTGTTGTAGTTGTACTCCAGCTTGTGCCCCAGGATGTTGCCGTC
CTCCTTGAAGTCGATGCCCTTCAGCTCGATGCGGTTCACCAGGGTGTCGCCCTCGAACTTCACCTCGGCGCGGGTCTTGT
AGTTGCCGTCGTCCTTGAAGAAGATGGTGCGCTCCTGGACGTAGCCTTCGGGCATGGCGGACTTGAAGAAGTCGTGCTGC
TTCATGTGGTCGGGGTAGCGGCTGAAGCACTGCACGCCGTAGTCAGGTGGTCACGAGGGTGGGCCAGGGCACGGGCAG
CTTGCCGGTGGTGCAGATGAACTTCAGGTCAGCTGCCGTAGTGGCATCGCCCTCGCCTCGCGACACGCTGACTGTGGCGT
TTACGTCGCGTCAGCTCGACAGATGGCACCACCCGTGAACAGCTCCTCGCCTGCTCACATCTAGAGGACGGTTTAACGCTA
GCCAGCTTGGGTCTCTATAGTGAGTCGATATTCGATAGCCAGTAAGCATGGGTCCTAGTTAGCCGAAGCTGCTTATAGAAC
TCCACGTAACGCATACGCATGCGTATGCGATGTCAACGACATTGAAGTCTS’
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gelb hinterlegt wurde BamHI

blau hinterlegt wurde Xhol
ila hinterlegt wurde Hindlll

turkis hinterlegt wurde PCR-Primer

Sequenz:
> Sequenzierung 2: pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut2 vector, partial sequence

; Sequenzierung pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut2, zusammengesetzt aus den
Sequenzierungen, durchgefiihrt von der Fa. SEQ-it.

5"AGACTTCAATGTCGTTGACATCGCATACGCATGCGTATGCGTTACGTGGAGTTCTATAAGCAGCTTCGGCTAACTAGGAC
CCATGCTTACTGGCTATCGAATATCGACTCACTATAGAGACCCAAGCTGGCTAGCGTTAAACCGTCCTCTAGATGTGAGCA
GGCGAGGAGCTGTTCACGGGTGGTGCCATCTGTCGAGCTGACGCGACGTAAACGCCACAGTCAGCGTGTCGCGAGGCGA
GGGCGATGCCACTACGGCAGCTGACCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTG

>
(@]
]
>
(@]
(@]
_|
‘

AGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAGGATCCGGGATCTTAGGAAGCCACAAG
GAGGGCTGGGGGGCTCTTGGAGCAGGAGTCAGGAGGCCTGGGCAGCCTGAAGAGTACACGCCGACGGACAGACAEREH

|

BGGCTTCGGAGATCACGCCACTGCTGCCGCCCGCTGCCCGCCACCATCTTCCTCGGCGCTCGGGGACCTCGTGTGACAG
GTGAGCACCTTACGGCCCCTCCCTACCCCISTINIYYISmIAAGTTTAAACCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGT
TGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAA
ATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAG
GATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCT
CTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTAC
ACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGC
TCTAAATCGGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATG
GGTTCACGTAGTGGGCCATCGCCTGATAGACGGTTTTCGCCCTTTGACGTGGAGTCACGTTCTTTAATAGTGGACTCTGTC
AACTGGACACACTCACCTATCTCGTCTATTCCTTTGAATTATAAGGGATTTGCCGAATCCGCTATGTAAAAATGGACTGATAC
AAAATTTACCGATATCGTGATAGGTCAGTATGCTGATAAGTCCCAGGTCCAGCAGCAGAAAGT3
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Abb. 27: Schematische Darstellung des Vektors pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut2:
Die Abbildung zeigt die Struktur des Vektors pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut2 und die
Anordnung der verschiedenen Gene und DNA-Sequenzen. Dieser Vektor unterscheidet sich

vom Vektor pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142 durch eine Punktmutation in der 3p-Variante der

miR-142. Der Vektor hat eine Gréf3e von ca. 6,5 kbp.
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Anhang

Originalsequenz: “forward” Sequenzierung pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut3

5 CATGGACGAGCTGTACAAGTAAGGATCCGGGATCTTAGGAAGCCACAAGGAGGGCTGGGGGGCTCTTGGAGCAGGAGT
CAGGAGGCCTGGGCAGCCTGAAGAGTACACGCCGACGGACAGACAGACAGTGCAGTCACCCATAAATTAGAAAGCACTAC
TAACAGCACTGGAGGGTGTAGTGTTTCCTACTTTATGGATGAGTGTACTGTGGGCTTCGGAGATCACGCCACTGCTGCCGC
CCGCTGCCCGCCACCATCTTCCTCGGCGCTCGGGGACCTCGTGTGACAGGTGAGCACCTTACGGCCCCTCCCTACCCCG
CTCGAGAAGCTTAAGTTTAAACCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCC
GTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCCACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTA
GGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGGCAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGG
GGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGGAAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCTGTAGC
GGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTACGCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTT
TCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGCCGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCC
GATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAAACTTGATTAGGGTGATGGTTTCACGTAGTGGGCCATCGGCCCTGATA
GAACGGTTTTCGCCTTTGACGTTGGAGTCCACGTTCTTTATAGTGGACTCTTGTGCAGACTGGACTACACTTCAACCTATCT
TCGGTCTATTCTTTTGAATTTATGAGGG 3

Originalsequenz: “reverse” Sequenzierung pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut3

3 TCAGTCGTTAATTGGCTGGTAGTCTGAGCGGGTTGGAGGGGCCGTAGGTGCTCACCTGTCACACGAGGTCCCCGAGCG
CCGAGGAAGATGGTGGCGGGCAGCGGGCGGCAGCAGTGGCGTGATCTCCGAAGCCCACAGTACACTCATCCATAAAGTA
GGAAACACTACACCCTCCAGTGCTGTTAGTAGTGCTTTCTAATTTATGGGTGACTGCACTGTCTGTCTGTCCGTCGGCGTGT
ACTCTTCAGGCTGCCCAGGCCTCCTGACTCCTGCTCCAAGAGCCCCCCAGCCCTCCTTGTGGCTTCCTAAGATCCCGGAT
CCTTACTTGTACAGCTCGTCCATGCCGAGAGTGATCCCGGCGGCGGTCACGAACTCCAGCAGGACCATGTGATCGCGCTT
CTCGTTGGGGTCTTTGCTCAGGGCGGACTGGGTGCTCAGGTAGTGGTTGTCGGGCAGCAGCACGGGGCCGTCGCCGATG
GGGGTGTTCTGCTGGTAGTGGTCGGCGAGCTGCACGCTGCCGTCCTCGATGTTGTGGCGGATCTTGAAGTTCACCTTGAT
GCCGTTCTTCTGCTTGTCGGCCATGATATAGACGTTGTGGCTGTTGTAGTTGTACTCCAGCTTGTGCCCCAGGATGTTGCC
GTCCTCCTTGAAGTCGATGCCCTTCAGCTCGATGCGGTTCACCAGGGTGTCGCCCTCGAACTTCACCTCGGCGCGGGTCT
TGTAGTTGCCGTCGTCCTTGAAGAAGATGGTGCGCTCCTGGACGTAGCCTTCGGGCATGGCGGACTTGAAGAAGTCGTGC
TGCTTCATGTGGTCGGGGTAGCGGCTGAAGCACTGCACGCCGTAGGTCAGGGTGGTCACGAGGGTGGGCCAGGGCACG
GGCAGCTTGCCGGTGGTGCAGATGAACTTCAGGTCAGCTTGCCGTAGTGGCATCGCCCTTCGCCCTCGCGGACACCGCT
GAACTTGGTGGCCGTTTACGTCGCCGTTCCAGCTTCGACCAGGATGGCCACCCACCCCCGTGAACAGCTTCTCGCCCTTG
CTCTACCATTTCTAGAAGGCCGTTTAACGCTAGCAAGCTTGGGGTCCTCCCTATGTGAGGTCGTAATTATATTCGAATAGGC
AGTAGCAGTGGGGTTTCTTCTAGTAGCCAGAAGACTCGGCTTTATATGACCTCTCCCACCGGTATACGGS’
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gelb hinterlegt wurde BamHI

blau hinterlegt wurde Xhol

ila hinterlegt wurde HINDIII

turkis hinterlegt wurde PCR-Primer

Sequenz:
> Sequenzierung 3: pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut3 Sequenz

; Sequenzierung pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut3, zusammengesetzt aus den
Sequenzierungen, durchgefiihrt von der Fa. SEQ-it.

5 CCGTATACCGGTGGGAGAGGTCATATAAAGCCGAGTCTTCTGGCTACTAGAAGAAACCCCACTGCTACTGCCTATTCGAA
TATAATTACGACCTCACATAGGGAGGACCCCAAGCTTGCTAGCGTTAAACGGCCTTCTAGAAATGGTAGAGCAAGGGCGAG
AAGCTGTTCACGGGGGTGGGTGGCCATCCTGGTCGAAGCTGGAACGGCGACGTAAACGGCCACCAAGTTCAGCGGTGTC
CGCGAGGGCGAAGGGCGATGCCACTACGGCAAGCTGACCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCAAGCTGCCCGTGCCCTG

GCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCAGTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCT

CACATGGTCCTGCTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTACAAGTAAGGATCCGGGAT
CTTAGGAAGCCACAAGGAGGGCTGGGGGGCTCTTGGAGCAGGAGTCAGGAGGCCTGGGCAGCCTGAAGAGTACACGCC
GACGGACAGACAGACAGTGCAGTCACCCATAAA TAGAAAGCACTACTAACAGCACTGGAGGGTGTAGTGTTTCCTACTTT
B A EIASIEE G CTTCGGAGATCACGCCACTGCTGCCGCCCGCTGCCCGCCACCATCTTCCTCGGCGCTCGG
GGACCTCGTGTGACAGGTGAGCACCTTACGGCCCCTCCCTACCCCGAISINIYNISINiAAGTTTAAACCGCTGATCAGCC
TCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGTTGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGTGCCACTCCC
ACTGTCCTTTCCTAATAAAATGAGGAAATTGCATCGCATTGTCTGAGTAGGTGTCATTCTATTCTGGGGGGTGGGGTGGGG
CAGGACAGCAAGGGGGAGGATTGGGAAGACAATAGCAGGCATGCTGGGGATGCGGTGGGCTCTATGGCTTCTGAGGCGG
AAAGAACCAGCTGGGGCTCTAGGGGGTATCCCCACGCGCCCTGTAGCGGCGCATTAAGCGCGGCGGGTGTGGTGGTTAC
GCGCAGCGTGACCGCTACACTTGCCAGCGCCCTAGCGCCCGCTCCTTTCGCTTTCTTCCCTTCCTTTCTCGCCACGTTCGC
CGGCTTTCCCCGTCAAGCTCTAAATCGGGGGCTCCCTTTAGGGTTCCGATTTAGTGCTTTACGGCACCTCGACCCCAAAAA
ACTTGATTAGGGTGATGGTTTCACGTAGTGGGCCATCGGCCCTGATAGAACGGTTTTCGCCTTTGACGTTGGAGTCCACGT
TCTTTATAGTGGACTCTTGTGCAGACTGGACTACACTTCAACCTATCTTCGGTCTATTCTTTTGAATTTATGAGGGS3
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Abb. 28: Schematische Darstellung des Vektors pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut3:
Die Abbildung zeigt die Struktur des Vektors pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142-mut3 und die
Anordnung der verschiedenen Gene und DNA-Sequenzen. Dieser Vektor unterscheidet sich

vom Vektor pcDNA3.1/Hygro(-)GFP-miR-142 durch eine Punktmutation in der 5p-Variante der

miR-142. Der Vektor hat eine Gréf3e von ca. 6,5 kbp.
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