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Summary 

During hematopoiesis the regulation of cell fate determination and differentiation is 
tightly controlled by a complex network of gene regulatory factors such as transcription 
factors, cofactors and microRNAs (miRNAs). In this network transcription factors and 
miRNAs often form regulatory loops and influence each other’s gene expression.  
The miRNA cluster miR-17-92 is encoded by the MIR17HG gene, which is located on 
chromosome 13 (Ota et al. 2004) and produces six mature miRNAs: miR-17, miR-18a, 
miR-19a, miR-19b, miR-20a and miR-92a. It has diverse functions in physiological 
processes like hematopoiesis, embryonic development and B cell differentiation 
(Ventura et al. 2008), but is also widely described as an important oncogene since the 
miRNA cluster is highly expressed in a variety of cancer types like lung, breast, 
prostate and pancreas, but also in hematopoietic diseases (He et al. 2005; 
Mogilyansky and Rigoutsos 2013).  
The transcription factor T-cell acute lymphocytic leukemia protein 1 (TAL1) belongs to 
the class II of basic-helix-loop-helix (bHLH) proteins which form heterodimers with E-
proteins, members of the class I bHLH-proteins (Murre et al. 1989). These 
heterodimers bind specifically to E-box motifs with the sequence CANNTG to the DNA 
(H. L. Hsu et al. 1991) and form multiprotein complexes with other transcription factors 
and cofactors which participate in TAL1 target gene regulation. TAL1 is essential for 
the formation of hematopoietic stem cells (HSCs) (Porcher et al. 1996) and is involved 
in megakaryocytic and erythroid differentiation (Shivdasani, Mayer, and Orkin 1995; 
Robb et al. 1995) while it is under physiological conditions downregulated in the 
lymphoid lineage (Y. Zhang et al. 2005). Besides, it is dysregulated in 60% of all T-cell 
acute lymphoblastic leukemia (T-ALL) cases (Look 1997; Ferrando et al. 2004; Bash 
et al. 1995) which occurs mostly due to chromosomal rearrangements or deletions, 
leading to aberrant TAL1 expression.  
In this study, it was shown that the transcription factor TAL1 is a direct target of miR-
17-92 and that TAL1 transcriptionally regulates the expression of miR-17-92. Hence, 
TAL1 and miR-17-92 create a regulatory loop in hematopoiesis. 
T-cell leukemic Jurkat cells were overexpressed with miR-17-92 and a control vector 
and cultured in SILAC (stable isotope labeling by amino acids in cell culture) medium. 
The cells were applied to mass-spectrometry analysis and 324 potential target genes, 
which were downregulated by miR-17-92 by an H/L ratio of at least 0.7 were obtained. 
Among these potential target genes, TAL1 was found to be inhibited by miR-17-92 
overexpression which was accompanied by a reduced expression of the TAL1 
transcriptional complex including the E-proteins E47 and HEB which are known to form 
heterodimers with TAL1 and the Lim-domain-binding protein 1 (LDB1). In this line a 
knockdown of TAL1 results in an increase of miR-17-92 messenger RNA (mRNA) 
expression, supporting the idea, that TAL1 and miR-17-92 regulate each other 
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negatively. It could be found that TAL1 and E47 bind to the MIR17HG promoter and 
influence its expression. Furthermore, TAL1 knockdown destabilized the protein 
formation of its heterodimerization partners E47 and HEB which could be rescued by 
subsequent TAL1 overexpression.  
Moreover, an analysis of the 3´-UTR of TAL1 displaying several potential binding sites 
for some members of the miR-17-92 cluster, revealed that miR-19 is the critical 
candidate in inhibiting TAL1 activity. This observation was further strengthened by a 
mutation of the miR-19 seed sequence within the miR-17-92 cluster whereby the 
repressive effect on TAL1 was abolished.  
As TAL1 is a master regulator of erythroid differentiation a colony forming unit (CFU)-
assay with human CD34+-cells transduced with miR-17-92 and a control vector was 
performed. It showed that the subsequent decrease of TAL1 leads to a decrease of 
erythroid colonies and the erythroid-specific surface markers glycophorin A (GPA) and 
CD71.  
Interestingly, the T-helper cell-specific surface marker CD4 was notably 
downregulated during mass-spectrometry. This observation could be confirmed upon 
mRNA and flow cytometry measurement. Besides TAL1 and E47 binding could be 
detected on the CD4 enhancer, exhibiting a conserved double E-box. In this context a 
luciferase reporter gene assay demonstrated a repressive function of TAL1 on the E47 
homodimer. 
In addition to this, the MIR17HG promoter exhibits a long CpG-island which appears 
to be heavily methylated. This methylation pattern, which changes during aging, also 
influences the expression of miR-17-92. 
Consequently, it can be concluded, that TAL1 and miR-17-92 both are interesting 
targets to influence progression of hematopoiesis especially towards erythroid 
differentiation. According to this study, it might be possible to enhance erythrocyte 
production by increasing TAL1 activity through targeting miR-17-92. As both factors 
are implicated in hematopoietic malignancies, it is possible, that a disturbance of the 
regulatory loop between TAL1 and miR-17-92 triggers the initiation of leukemia. 
Hence, the regulatory loop, which was described in this thesis can be an interesting 
target for new therapeutic approaches in the treatment of cancer. As TAL1 is 
abnormally expressed in T-ALL, a cell-specific expression of miR-19 in TAL1+ 
malignant T cells might be a promising opportunity to downregulate TAL1 and thus 
contribute to curing T-ALL.  
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Zusammenfassung 

Während der Hämatopoese wird die Linienentscheidung und Differenzierung von 
Blutzellen durch ein komplexes Netzwerk aus regulatorischen Faktoren wie 
Transkriptionsfaktoren, Kofaktoren und microRNAS (miRNAs) streng kontrolliert. 
Innerhalb dieses Netzwerkes bilden Transkriptionsfaktoren und miRNAs häufig 
regulatorische Schleifen aus und beeinflussen ihre Genexpression gegenseitig.  
Das miRNA Cluster miR-17-92 wird von dem MIR17HG-Gen kodiert, welches auf 
Chromosom 13 liegt (Ota et al. 2004) und aus dem sechs reife miRNAs prozessiert 
werden: miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-19b, miR-20a und miR-92a. Es hat diverse 
Funktionen in physiologischen Prozessen wie der Hämatopoese, der 
Embryonalentwicklung und der B-Zell-Differenzierung (Ventura et al. 2008). Allerdings 
ist das miRNA Cluster auch allgemein als wichtiges Onkogen beschrieben, da es in 
vielen Krebsarten wie Lungen-, Brust-, Prostata- und Bauchspeicheldrüsenkrebs aber 
auch in hämatologischen Erkrankungen hoch exprimiert wird (He et al. 2005; 
Mogilyansky and Rigoutsos 2013).  
Der Transkriptionsfaktor T-cell acute lymphocytic leukemia protein 1 (TAL1) gehört zur 
Klasse II der basic-Helix-loop-helix (bHLH) Proteine, die Heterodimere mit E-Proteinen 
ausbilden, welche zur Klasse I der bHLH-Proteine gehören (Murre et al. 1989). Diese 
Heterodimere binden spezifisch an E-Box Motive mit der Sequenz CANNTG an die 
DNA (H. L. Hsu et al. 1991) und bilden Multiproteinkomplexe mit anderen 
Transkriptionsfaktoren und Kofaktoren, die zur Regulation der TAL1-Zielgene 
beitragen. TAL1 ist essentiell für die Bildung hämatopoetischer Stammzellen (HSCs) 
(Porcher et al. 1996) und ist in die megakaryozytäre und erythrozytäre Differenzierung 
involviert (Shivdasani, Mayer, and Orkin 1995; Robb et al. 1995), während es in der 
lymphoiden Linie unter physiologischen Bedingungen nicht exprimiert wird (Y. Zhang 
et al. 2005). Darüber hinaus ist TAL1 in 60% aller T-Zell akut lymphatischen 
Leukämien (T-ALL) fehlreguliert (Look 1997; Ferrando et al. 2004; Bash et al. 1995), 
was häufig aufgrund von chromosomalen Neuanordnungen oder Deletionen, die zu 
aberranter TAL1 Expression führen, verursacht wird.  
In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass der Transkriptionsfaktor TAL1 ein 
direktes Zielgen von miR-17-92 ist, und dass TAL1 die Expression des miR-17-92 
Clusters transkriptionell reguliert. Folglich bilden TAL1 und miR-17-92 eine 
regulatorische Schleife in der Hämatopoese.  
T-Zell-leukämische Jurkat-Zellen wurden mit miR-17-92 und einem Kontrollvektor 
transduziert und in SILAC (stable isotope labeling by amino acids in cell culture)-
Medium kultiviert. Die Zellen wurden durch Massenspektrometrie analysiert, wobei 
324 potentielle Zielgene gefunden wurden, die mindestens um eine H/L Ratio von 0,7 
durch miR-17-92 herunterreguliert waren. Unter diesen potentiellen Zielgenen befand 
sich auch TAL1, das durch miR-17-92 Überexpression inhibiert wurde. Dies ging mit 
einer Reduktion des TAL1-Komplexes, wie den E-Proteinen E47 und HEB sowie dem 
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Lim-domain-binding protein 1 (LDB1) einher. In diesem Zusammenhang führte ein 
Knockdown von TAL1 zu einer Erhöhung der miR-17-92 messenger RNA (mRNA) 
Expression, was die Idee, dass sich TAL1 und miR-17-92 gegenseitig negativ 
regulieren, unterstützte. Weiterhin konnte eine TAL1- und E47-Bindung am MIR17HG-
Promotor entdeckt werden, was die Expression von miR-17-92 beeinflusst. Des 
Weiteren destabilisierte ein Knockdown von TAL1 die Proteinbildung seiner 
Heterdimerisierungspartner E47 und HEB. Eine anschließende Überexpression von 
TAL1 hob diesen Effekt auf und bewirkte eine Neubildung der Proteine.  
Eine Analyse der 3´-UTR von TAL1, welche viele potentielle Bindestellen für miRNAs 
des miR-17-92 Clusters besitzt, offenbarte, dass miR-19 die entscheidende Rolle in 
der Inhibition der TAL1-Aktivität spielt. Diese Beobachtung wurde weiter durch eine 
Mutation der miR-19 Seed-Sequenz innerhalb des miR-17-92 Clusters unterstützt, 
durch die der reprimierende Effekt auf TAL1 aufgehoben werden konnte.  
Da TAL1 ein Masterregulator der erythroiden Differenzierung ist, wurde ein colony 
forming unit (CFU)-Assay mit humanen CD34+-Zellen, die mit miR-17-92 und einem 
Kontrollvektor transduziert wurden, durchgeführt. Er zeigte, dass die resultierende 
Herunterregulation von TAL1 zu einer geringeren Anzahl an erythroiden Kolonien 
sowie einer geringeren Expression der erythroid-spezifischen Oberflächenmarker 
Glykophorin A (GPA) und CD71 führte.  
Interessanterweise war während der Massenspektrometrie auch der spezifische 
Marker für T-Helferzellen, CD4, deutlich herunterreguliert. Diese Beobachtung konnte 
auch durch Messung der mRNA Expression sowie durch durchflusszytometrische 
Analyse bestätigt werden. Außerdem konnte eine TAL1- und E47-Bindung auf dem 
CD4-Enhancer im Bereich einer konservierten doppelten E-Box entdeckt werden. In 
diesem Zusammenhang offenbarte ein Luciferase-Reportergen-Assay eine 
reprimierende Funktion von TAL1 auf das E47 Homodimer.  
Des Weiteren enthält der MIR17HG-Promotor eine große CpG-Insel, die stark 
methyliert vorliegen kann. Dieses Methylierungsmuster, das sich im Laufe des Alters 
verändert, nimmt Einfluss auf die Expression von miR-17-92.  
Folglich kann abschließend gesagt werden, dass TAL1 und miR-17-92 beides 
interessante Ziele darstellen, um die Hämatopoese in Richtung erythroider 
Differenzierung zu beeinflussen. Gemäß dieser Arbeit könnte es möglich sein, über 
miR-17-92 die Expression von TAL1 zu steigern und somit die Erythrozyten-Produktion 
zu fördern. Da beide Faktoren in Leukämie-Erkrankungen verwickelt sein können, ist 
es möglich, dass eine Störung der regulatorischen Schleife zwischen TAL1 und miR-
17-92 eine Entwicklung von Leukämie auslöst. Daher könnte die regulatorische 
Schleife, die in dieser Arbeit beschrieben wurde, ein interessantes Ziel für neue 
therapeutische Ansätze in der Behandlung von Krebs sein. Da TAL1 in T-ALL häufig 
hoch exprimiert vorkommt, könnte eine zell-spezifische Expression von miR-19 in 
TAL1+ bösartigen T-Zellen eine vielversprechende Möglichkeit darstellen, um TAL1 zu 
inhibieren und somit zur Heilung von T-ALL beizutragen.
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1 Einleitung 

 

1.1 Hämatopoese 
 
In der Hämatopoese werden alle Zellen des Blutsystems aus hämatopoetischen 
Stammzellen (HSC) gebildet. Dazu zählen die roten Blutzellen (Erythrozyten), die 
Megakaryozyten, die Monozyten und Granulozyten, sowie die Lymphozyten. Reife 
Blutzellen weisen eine begrenzte Lebensdauer auf. Im Gegensatz dazu sind HSC in 
der Lage, sich selbst zu erneuern. Sie bilden die Spitze einer Hierarchie und können 
alle anderen kurzlebigen Blutzellen stetig neu bilden (Weissman 2000). So haben 
Erythrozyten beispielsweise eine durchschnittliche Lebensdauer von 30 bis 120 Tagen 
und Thrombozyten von 3 bis 10 Tagen.  
Die Hämatopoese lässt sich einteilen in die embryonale (auch primitive) und die adulte 
(auch definitive) Hämatopoese, von der man ab dem Zeitpunkt der Geburt spricht. Die 
Hauptaufgabe der embryonalen Hämatopoese ist die Versorgung des Embryos mit 
Sauerstoff durch die Bildung von Erythrozyten. Die Bereiche der HSC-Bildung und 
Expansion ändern sich permanent während der Embryogenese. Zunächst findet die 
Hämatopoese extraembryonal im Dottersack statt (Abbildung 1.1). Dort werden bereits 
vor dem ersten Herzschlag die ersten erythroiden Vorläuferzellen gebildet, allerdings 
findet im Dottersack keine terminale Differenzierung statt (McGrath and Palis 2005). 
Ab dem ersten Herzschlag ist auch die Plazenta eine Nische für die HSC-Bildung. Ab 
der vierten Schwangerschaftswoche bilden sich de novo HSCs dann intraembryonal 
in der Aorta-Gonaden-Mesonephros-Region (AGM-Region) und der Plazenta. Von der 
AGM-Region migrieren die HSCs in die Plazenta und die fetale Leber. Diese stellt das 
Hauptorgan für HSC-Expansion und -Differenzierung während des fetalen Lebens dar 
(Mikkola and Orkin 2006). Von dort aus besiedeln die HSCs recht schnell die Milz. 
Kurz vor der Geburt beginnt die adulte Hämatopoese, in der die HSCs langsam 
beginnen, in das Knochenmark zu wandern. Ab diesem Zeitpunkt kann auch eine 
Veränderung der HSC-Eigenschaften beobachtet werden. Sie gehen von dem fetalen 
proliferativen Phänotyp in einen Ruhezustand über, in dem sie sich selbst erneuern 
und erhalten können. Mit dieser Veränderung geht auch eine Modifikation der 
Oberflächenmarker einher (Ogawa et al. 2006). Ab der Geburt findet die HSC-Bildung 
überwiegend im Knochenmark und zu einem geringen Teil in der Milz statt (Rieger and 
Schroeder 2012; Mikkola and Orkin 2006; Orkin and Zon 2008)  
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Abbildung 1.1. Schematische Darstellung der Nischen der HSC-Bildung und -Expansion 
während der Embryogenese im Menschen. 
Die Hämatopoese im menschlichen Embryo beginnt extraembryonal im Dottersack und der Plazenta. 
Ab der vierten Schwangerschaftswoche findet sie in der AGM-Region statt. Die fötale Leber ist das 
Hauptorgan der fötalen HSC-Differenzierung und -Expansion. Ab der Geburt werden die HSCs 
überwiegend im Knochenmark produziert und expandiert. Modifiziert nach (Rieger and Schroeder 
2012).  
 
 
HSCs lassen sich in langzeit-repopulierende Stammzellen (long-term HSC, LT-HSC) 
und kurzzeit-repopulierende Stammzellen (short-term HSC, ST-HSC) unterscheiden 
(S. J. Morrison and Weissman 1994). LT-HSCs behalten ihr Leben lang das Potential, 
sich selbst zu erneuern und sich zu teilen (Abbildung 1.2). Aus ihnen gehen aber auch 
ST-HSCs hervor. Diese können nur kurz ihr Stammzellpotential halten und beginnen 
dann, in multipotente Vorläuferzellen (multipotent progenitors, MPPs) zu 
differenzieren. Sie haben das Potential, sich in alle Zellen des Blutes zu differenzieren, 
können sich aber nicht mehr zurückentwickeln zu einer LT-HSC und sich selbst 
erneuern. Aus den MMPs bilden sich zunächst allgemeine myeloide Vorläuferzellen 
(common myeloid progenitor, CMP) und allgemeine lymphoide Vorläuferzellen 
(common lymphoid progenitor, CLP). Diese Vorläuferzellen sind in ihrem 
Differenzierungspotential auf ihre jeweilige Linie beschränkt. So können CMPs sich 
weiter in megakaryozytäre-erythroide Vorläuferzellen (megakaryocyte erythroid 
progenitor, MEP) oder granulozytäre-monozytäre Vorläufer (granulocyte monocyte 
progenitors, GMP) entwickeln. Aus den MEPs bilden sich dann weiter reife 
Erythrozyten, die für die Sauerstoffversorgung des Blutes zuständig sind, sowie 
Thrombozyten, die in der Wundheilung und der Blutkoagulation eine wichtige Rolle 
spielen (Rieger and Schroeder 2012). Aus GMPs entwickeln sich Makrophagen, 
Granulozyten und Dendritische Zellen, die unverzichtbare Aufgaben im Rahmen der 



  Einleitung 

 7 

angeborenen Immunantwort einnehmen. CLPs können sich in drei verschiedene 
Lymphozyten differenzieren, T-, B- und NK-Zellen, die für die adaptive Immunantwort 
von Bedeutung sind. Ihrer reifen Form geht eine Vorläuferform des jeweiligen 
Lymphozyten-Typs voraus.  
Das Blutsystem besitzt ein großes Anpassungspotential. In Stresssituationen, wie 
beispielsweise einer Anämie oder einer Infektion, kann es sofort reagieren und die 
Blutzellzahl drastisch erhöhen. Sobald die Stresssituation abgeklungen ist, kann das 
Blutsystem die Zellzahlen wieder an den physiologischen Zustand anpassen. Dieses 
Regenerationspotential der Stammzellen macht sich die Medizin seit vielen Jahren im 
Rahmen der Stammzelltransplantation zu Nutze (Rieger and Schroeder 2012).  
 

 
 
Abbildung 1.2. Schematische Darstellung der Hämatopoese.  
LT-HSC stehen an der Spitze der hämatopoetischen Hierarchie und sind der Ursprung aller Blutzellen. 
Aus ihnen bilden sich MPPs, die wiederum Vorläufer der myeloiden und lymphoiden Linie formen. Aus 
diesen Vorläuferzellen entwickeln sich die reifen Blutzellen. LT-HSC: Long-term hämatopoetische 
Stammzelle; ST-HSC: Short-term hämatopoetische Stammzelle; MPP: Multipotent progenitor; CMP: 
Common myeloid progenitor; CLP: Common lymphoid progenitor; MEP: Megakaryocyte erythroid 
progenitor; GMP: Granulocyte monocyte progenitor; EP: Erythrocyte progenitor; Modifiziert nach 
(Passegué et al. 2003).  
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1.2 Einfluss von Transkriptionsfaktoren auf die Hämatopoese  
 
Das hämatopoetische System ist eine hierarchische Anordnung von unterschiedlich 
differenzierten Blutzellen, die bei der HSC beginnt, und in viele verschiedenen 
Zellarten mit diversen Funktionen mündet (Kapitel 1.1 und Abbildung 1.2). Sowohl die 
Differenzierung einer unreifen Blutzelle in eine reife Zelle mit linienspezifischen 
Eigenschaften als auch der Erhalt des Selbsterneuerungspotentials der HSCs 
unterliegen einem strikten Kontrollsystem. Dieses wird bedingt durch ein 
Zusammenspiel von verschiedensten intrinsischen und extrinsischen Faktoren (Orkin 
2000; Orkin and Zon 2008; Cantor and Orkin 2002). Transkriptionsfaktoren sind DNA-
bindende Proteine, die die Expression eines oder mehrerer Gene positiv oder negativ 
beeinflussen können, indem sie spezifisch an bestimmte Regionen der DNA binden 
und durch Rekrutierung der RNA-Polymerase die Transkription modulieren (Maston, 
Evans, and Green 2006). Sie können Einfluss auf die Linienentscheidung in der 
Hämatopoese nehmen und die Differenzierung einer unreifen Vorläufer- oder 
Stammzelle in eine bestimmte Richtung bedingen. Es gibt generelle 
Transkriptionsfaktoren, deren Anwesenheit am Promotor für jede Transkription 
notwendig ist, damit die RNA-Polymerase binden und aktiv werden kann. Die zweite 
Klasse von Transkriptionsfaktoren sind spezifische Transkriptionsfaktoren, zu denen 
auch die hämatopoetischen Transkriptionsfaktoren zählen. Sie kommen nur in den 
Zellen vor, in denen sie auch für die Aktivierung oder Repression ihrer Zielgene 
benötigt werden. Diese spezifischen Transkriptionsfaktoren binden an eine 
Erkennungssequenz an der DNA in der Promotorregion, die bestimmte DNA-
Abschnitte enthalten, sogenannte Enhancer oder Silencer, die die Transkription 
verstärken oder hemmen. Dabei spielt auch die Chromatinorganisation eine große 
Rolle. Wirkt ein Transkriptionsfaktor aktivierend auf die Genexpression, so vermittelt 
er beispielsweise Histonacetylierung, die zu einer Auflockerung des Chromatins führt, 
und somit die Bindung der Faktoren an die DNA erleichtert und die Aktivität des 
Promotors erhöht. Vermittelt ein Transkriptionsfaktor eine Repression der Genaktivität, 
so bedingen Histon-Deacetylasen eine dichtere Chromatinorganisation, was eine 
geringe Bindungsaffinität zur Folge hat und daher zu einer weniger effizienten 
Transkription führt. Transkriptionsfaktoren können außerdem Kofaktoren rekrutieren, 
die entweder als Koaktivatoren oder Korepressoren fungieren und somit Einfluss auf 
die Wirkung des Transkriptionsfaktors nehmen (D. S. Latchman 1997; David S 
Latchman 1993).  
Zu den wichtigsten hämatopoetischen Transkriptionsfaktoren gehören mixed lineage-
leukemia (MLL), runt-related transcription factor 1 (RUNX1), T-cell acute lymphocytic 
leukemia 1 (TAL1), PU.1, GATA binding protein 1 (GATA1) und friend of GATA1 
(FOG1). Ein Verlust eines dieser Gene führt zu maßgeblichen Störungen in der 
hämatopoetischen Entwicklung. RUNX1 ist beispielsweise während der primitiven 
Hämatopoese für die Entwicklung von HSCs in der AGM-Region unverzichtbar. 
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RUNX1 Knockout-Mäuse sterben am embryonalen Tag 12,5 aufgrund gänzlich 
fehlender Hämatopoese in der embryonalen Leber (Okuda et al. 1996). Eine 
Inaktivierung von RUNX1 in adulten HSCs hingegen beeinträchtigt die Stammzell-
Eigenschaften nicht, führt jedoch zu Defekten in der megakaryozytären und 
lymphoiden Linienentwicklung (Ichikawa et al. 2004).  
GATA1 wird insbesondere in Megakaryozyten- und Erythrozyten-Vorläufern exprimiert 
(Orkin and Zon 2008), wobei gezeigt werden konnte, dass das Expressionslevel 
ebenfalls Einfluss auf die Funktion des Transkriptionsfaktors nehmen kann. Geringe 
GATA1-Level gehen mit der Bildung von Eosinophilen einher, während höhere 
GATA1-Konzentrationen mit erythrozytärer und megakaryozytärer Differenzierung 
assoziiert werden (McDevitt et al. 1997). Ein Kofaktor von GATA1, FOG1, ist ebenfalls 
essentiell für die erythroide und megakaryozytäre Entwicklung (Tsang et al. 1997). Ein 
Knockout von FOG1 in Mäusen hat schwerwiegende Defekte der Megakaryopoese 
und der Erythropoese zur Folge (Tsang et al. 1998).  
PU.1 ist in die myeloide sowie lymphoide Linienentscheidung involviert. Auch hier 
spielt die Konzentration des Transkriptionsfaktors eine Rolle für die Richtung, in die 
PU.1 die Expression seiner Zielgene steuert. Hohe PU.1-Level begünstigen die 
Differenzierung vom myeloiden Vorläufern in Makrophagen, während geringe Level B-
Zell Entwicklung steuern (DeKoter and Singh 2000).  
Da physiologische Genregulation und die Entwicklung von malignen Fehlregulationen 
sehr eng beieinander liegen, ist es nicht verwunderlich, dass die meisten bekannten 
hämatopoetischen Transkriptionsfaktoren mit chromosomalen Translokationen oder 
somatischen Mutationen in Verbindung gebracht werden (Orkin and Zon 2008).  
 
 

1.3 Epigenetik 
 
Die basale Expression eines Gens und wie aktiv ein Gen während der Transkription 
abgelesen oder nicht abgelesen wird, hängt nicht ausschließlich von der DNA-
Sequenz ab. Durch epigenetische Modifikationen können Prozesse im Zellkern ein- 
oder ausgeschaltet, verstärkt oder inhibiert werden, während sich das Erbgut, die 
DNA-Sequenz, nicht verändert. Der Begriff Epigenetik wurde erstmalig von Conrad Hal 
Waddington 1942 verwendet (Waddington 2012) und setzt sich zusammen aus dem 
griechischen Wort „epi“, was „über“ bedeutet, und -genetik. Folglich beschreibt die 
Epigenetik einen Prozess, der sich über den Genen und somit über der DNA-Sequenz 
abspielt. Sie betrifft nicht den Genotyp, sehr wohl aber den Phänotyp. Ein klassisches 
Beispiel stellen hierbei die äußerlichen Unterschiede zwischen eineiigen Zwillingen 
dar, die zwar genetisch identisch sind, aber dennoch geringe Variabilität im Phänotyp 
aufweisen (Bell and Spector 2011). Diese äußerlichen Abweichungen werden 
epigenetischen Veränderungen, die auch durch Umwelteinflüsse begünstigt werden 
können, zugeschrieben. Epigenetische Veränderungen werden durch Enzyme 



  Einleitung 

 10 

entweder an den Histonen oder der DNA direkt vorgenommen oder auch wieder 
entfernt. Die bekanntesten epigenetischen Modifikationen stellen Methylierung, 
Acetylierung, Phosphorylierung, Ubiquitinierung und Sumoylierung dar. Durch all diese 
enzymatischen Veränderungen kann die Form des Chromatins so beeinflusst werden, 
dass es beispielsweise sehr eng verpackt vorliegt. So ist es für Transkriptionsfaktoren, 
RNA-Polymerase und andere transkriptionelle Faktoren kaum zugänglich und wird 
daher mit inaktiver Genexpression assoziiert. Das Chromatin kann auch eine 
aufgelockerte Struktur einnehmen, die mit aktiver Transkription korreliert. Diese 
epigenetischen Modifikationen können bei der DNA-Replikation an die Tochterzelle 
weitergegeben werden (Slatkin 2009). Die Epigenetik nimmt eine essentielle Rolle in 
der Regulation der Zellphysiologie ein, da durch Stilllegung bestimmter Gene in einer 
Zelle entschieden wird, dass nur die dafür notwendigen Gene transkribiert werden. 
Natürlich können durch Störungen während dieser Prozesse Krankheiten wie 
beispielsweise Krebs initiiert werden. Wird ein Tumorsuppressorgen fälschlicherweise 
mit reprimierenden epigenetischen Modifikationen markiert und daher stillgelegt, kann 
es zu Fehlexpressionen kommen, die zu malignem Zellwachstum führen können.  
 
 
1.3.1 Chromatinorganisation 
 
Die gesamte DNA einer eukaryotischen Zelle hat eine Länge von zwei Metern und 
einen Durchmesser von nur zwei Nanometern. Damit die gesamte DNA einer Zelle in 
einer organisierten Form in den Zellkern passt, ist sie in einer komplexen Struktur, dem 
Chromatin, angeordnet. Das Chromatin besteht aus Kernproteinen, sogenannten 
Histonen, um die sich die DNA-Doppelhelix windet und durch Kondensation schließlich 
die kompakte Struktur eines Chromosoms erreicht, in der die DNA in der Zelle vorliegt.  
Die kleinste Einheit des Chromatins ist das Nukleosom. Es besteht aus etwa 165 
Basenpaaren, die sich zweimal um ein Histon winden, und einer etwa 10 bis 80 
Basenpaar-langen Linker-DNA, die mehrere Nukleosome miteinander verbindet 
(Abbildung 1.3). Ein Histon besteht aus jeweils zwei Kopien der vier Kern-Histone, H3, 
H4, H2A und H2B, wobei sich diese Kern-Histone als Heterodimer (H3/H4 und 
H2A/H2B) anlagern. Somit bildet sich ein Histon-Oktamer (Thomas and Kornberg 
1975). Histone sind sehr basisch und weisen eine hohe Dichte an Lysin und Arginin 
auf (Bowman and Poirier 2015). Wasserstoffbrückenbindungen und elektrostatische 
Interaktionen zwischen der DNA und den Histonen binden die DNA an den 
Kernbereich der Histone (Arents and Moudrianakis 1993). Die Nukleosome reihen sich 
aneinander und bilden ein Solenoid, eine Struktur mit einem Durchmesser von 30 nm. 
Die 30 nm-Faser bindet ein fünftes Histon, das H1, das jedes Nukleosom mit der 
Linker-DNA verbindet und der Struktur Stabilität verleiht (Felsenfeld and Groudine 
2003). Durch Schlaufenbildung kondensiert das Chromatin immer weiter, bis es zur 
Entstehung der Chromosomen kommt (Abbildung 1.3) (Luger et al. 1997). Wie genau 
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es zur Bildung dieses höchsten Kondensationsgrades des Chromatins kommt, ist nach 
wie vor nicht komplett verstanden. Die Chromatinstruktur ist dynamisch und lässt sich 
grundsätzlich in Hetero- und Euchromatin unterscheiden, wobei Heterochromatin 
transkriptionell inaktive, stark kompakte Chromatinbereiche bezeichnet (Emil 1928), 
während Euchromatin weniger stark kondensiert und zugänglich für 
Transkriptionsfaktoren ist. Es gibt verschiedene Möglichkeiten, durch die die Struktur 
des Chromatins modifiziert werden kann. Nukleosome können durch spezifische 
Komplexe remodelliert werden, wodurch sich die Histon-Oktamere für kurze Distanzen 
entlang der DNA bewegen und so bestimmte Bereiche der DNA freigeben. Dieser 
Prozess läuft unter Verbrauch von ATP ab (Becker and Hörz 2002). Eine weitere 
Möglichkeit der Chromatinmodifikation besteht durch posttranslationale Modifikationen 
(Bowman and Poirier 2015). Außerdem gibt es Histonvarianten mit veränderter 
Proteinsequenz, die eine höhere Affinität für bestimmte Proteine oder eine bestimmte 
chemische Modifikation besitzen, welche die Kern-Histone ersetzen können (Ahmad 
and Henikoff 2002; Redon et al. 2002; Smith 2002).  
 

 
 

Abbildung 1.3. Organisation des Chromatins.  
Die DNA-Doppelhelix windet sich jeweils zweimal um ein Histon und bildet sogenannte Nukleosome. 
Die Nukleosome reihen sich aneinander und bilden einen Solenoid. Durch Schleifenbildung 
kondensieren die Solenoide immer weiter bis sie die Struktur eines kompakten Chromosoms aufweisen. 
Modifiziert nach (Felsenfeld and Groudine 2003).  
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1.3.2 Posttranslationale Histonmodifikationen 
 
Eine entscheidende Rolle in der Regulation der dynamischen, alternierenden Struktur 
des Chromatins nehmen posttranslationale Modifikationen (PTM) ein, welche die 
Zugänglichkeit der DNA und infolgedessen die transkriptionelle Aktivität bestimmter 
Gene maßgeblich beeinflussen. Zu den bekanntesten PTMs gehören Acetylierung, 
Methylierung, Phosphorylierung, Ubiquitinierung und ADP-Ribosylierung. Diese PTMs 
können an den N-terminalen Histonschwänzen, die aus dem Nukleosom herausragen 
und reich an Lysin und Arginin sind, vorgenommen werden. Sie werden durch 
spezifische Enzyme katalysiert. Histon-Acetyltransferasen (HAT) können zum Beispiel 
eine Acetylgruppe zu der Aminosäure Lysin hinzufügen, wodurch eine positive Ladung 
des Histons entfernt wird. Dadurch wird die Bindung zur negativ geladenen DNA etwas 
schwächer, was wiederum zu einer aufgelockerten Chromatinstruktur führt. 
Infolgedessen wird Histon-Acetylierung mit erhöhter Genaktivität in Verbindung 
gebracht (W. Zhang et al. 1998). Folglich werden sie vorwiegend in aktiven 
Promotorbereichen gefunden. Bekannte Histon-Acetylierungen sind H3K9Ac 
(Acetylierung an Lysin 9 des Histons 3), H3K14Ac (Acetylierung an Lysin 14 des 
Histons 3) und H3K27Ac (Acetylierung an Lysin 27 des Histons 3) (Creyghton et al. 
2010; Koch et al. 2007). Acetylgruppen können enzymatisch durch 
Histondeacetylasen (HDAC) wieder entfernt werden.  
Histon-Methylierung kann an den Aminosäuren Lysin und Arginin beobachtet werden 
und führt, je nach Art der Methylierung, zu einer Repression oder Aktivierung der 
Genexpression. Die Methylierung erfolgt durch spezifische Arginin- oder Lysin-
Methyltransferasen, durch Histon-Demethylasen können Methyl-Gruppen von den 
Aminosäuren wieder entfernt werden. Bekannte aktivierende Histon-Methylierungen 
finden an Lysin 4 des Histons 3 (H3K4) statt. Diese Histonmodifikation kann als Mono-
, Di- und Trimethylierung vorgefunden werden, während eine Trimethylierung von 
Lysin 27 des Histons 3 (H3K27me3) eine reprimierende Histonmarkierung darstellt. 
Die aktivierende Histonmarkierung H3K4me3 und die inhibierende Modifikation 
H3K27me3 können zeitgleich in einer bestimmten Chromatin-Region vorhanden sein. 
Man findet dieses bivalente Chromatin häufig in Genen von HSCs, deren Expression 
gering gehalten werden muss, bis sie durch ein Differenzierungssignal aktiviert 
werden, und deren Transkription vorangehen darf (Lausen 2013). Serin-Reste können 
durch Kinasen phosphoryliert werden, Phosphatasen haben die Fähigkeit, diese 
Phosphatgruppen von den Histonschwänzen wieder zu entfernen.  
Die Modifikation von Histonen ist ein dynamischer Prozess. Sie wechseln permanent, 
passen sich an die Gegebenheiten an und interagieren miteinander. Eine 
Phosphorylierung an einer bestimmten Stelle kann beispielsweise die Acetylierung an 
einer anderen Stelle begünstigen. Ebenfalls Einfluss auf die Dynamik der 
Histonmodifikationen kann die DNA-Methylierung (Kapitel 1.3.3) nehmen. Wenn eine 
CpG-Insel methyliert vorliegt, können spezifische DNA-Bindeproteine rekrutiert 
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werden, die wiederum HDACs aktivieren, die folglich Histon-Acetylierungen entfernen 
und zur Repression des Gens beitragen (Felsenfeld and Groudine 2003). Im 
Gegensatz dazu konnte in einer Studie gezeigt werden, dass Histonacetylierung auch 
dafür verantwortlich sein kann, dass ein bestimmter Promotorbereich unmethyliert 
bleibt (Mutskov et al. 2002). Nukleosome, die an Lysin 9 des Histons 3 methyliert sind 
und von dem Heterochromatin Protein HP1 gebunden werden, rekrutieren die 
H3K9me3-spezifische Methyltransferase SUV39H1, wodurch die benachbarten 
Nukleosome ebenfalls methyliert werden (Bannister et al. 2001; Lachner et al. 2001). 
Eine ähnliche Art der „Selbstvermehrung“ kann auch bei Acetylierung beobachtet 
werden. Liegt ein Lysin acetyliert vor, wird es von einer Acetyltransferase erkannt, die 
die benachbarten Nukleosome auch acetyliert. 
 
 
1.3.3 DNA-Methylierung 
 
Epigenetische Modifikationen können nicht nur an den Histonen beobachtet werden. 
Sie können auch direkt an der DNA in Form von DNA-Methylierung vorgenommen 
werden. Man versteht darunter das Hinzufügen einer Methyl-Gruppe an das fünfte 
Kohlenstoffatom des Cytosins eines CpG-Dinukleotids (Robertson 2002). Diese 
Reaktion wird durch eine von drei verschiedenen DNA-Methyltransferasen (Dnmts) 
katalysiert. Dabei ist die Dnmt1 für die Erhaltung der DNA-Methylierung verantwortlich 
während die Dnmt3a und Dnmt3b de novo Methylierung an der DNA katalysieren 
(Beerman and Rossi 2014). Die DNA-Methylierung führt zu einer Inaktivierung oder 
Stilllegung bestimmter Gene (Robertson 2002) und ist essentiell für die 
Embryonalentwicklung, wie durch verschiedene Knockout-Experimente der Dnmts 
demonstriert werden konnten. Mäuse, denen eine dieser drei Dnmts fehlt, sind nicht 
lebensfähig (Okano et al. 1999; E. Li, Bestor, and Jaenisch 1992).  
Viele Studien beweisen, dass sich das Methylierungsmuster im Laufe des Alters 
verändert (Beerman et al. 2013). In älteren Stammzellen konnte beispielsweise eine 
erhöhte DNA-Methylierung an Transkriptionsfaktor Bindestellen gefunden werden, die 
die Transkription von Differenzierungsgenen aktiviert sowie eine verminderte DNA-
Methylierung in Bereichen, die für HSC-Erhaltung bekannt sind (Sun et al. 2014). Der 
Weg von der HSC zu den differenzierten linienspezifischen Zellen ist strikt durch DNA-
Methylierung reguliert (Bock et al. 2012). Daher kann eine Fehlregulation des 
Methylierungsmusters in HSCs an die Tochterzellen weitergegeben werden, was die 
Genexpression und Differenzierung der hämatopoetischen Zellen beeinflussen kann 
(Beerman and Rossi 2014). Darüber hinaus sind methylierte CpGs anfällig für 
Mutationen (Cooper and Krawczak 1989; Mazin 2009). Studien in Mäusen haben 
gezeigt, dass die Ansammlung von Mutationen an methylierten CpGs von HSC-Genen 
mit steigendem Alter das Risiko für AML erhöht (Jan et al. 2012; Krivtsov et al. 2013; 
Will et al. 2012), was zumindest teilweise durch einen Verlust der Methylierung 
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beispielsweise durch eine Dysregulation von Dnmt1 verursacht wird (Beerman and 
Rossi 2014).  
 
 

1.4 MicroRNAs 
 
MicroRNAs (miRNAs) sind einzelsträngige, etwa 22 Nukleotid-kurze, nicht-protein-
kodierende RNAs, welche die Expression unterschiedlichster Gene regulieren, indem 
sie ihre Zielgene posttranskriptional inhibieren oder degradieren. Dazu binden sie mit 
ihrer Seed-Sequenz komplementär an die Erkennungssequenz des Zielgens, die sich 
meistens in der 3´-UTR befindet. Die Seed-Sequenz ist ein etwa sechs Nukleotid-
langer Bereich im vorderen Teil der miRNA, der perfekt mit der Zielsequenz binden 
muss, damit die miRNA regulatorisch auf das Gen Einfluss nehmen kann. Der restliche 
Teil der miRNA-Sequenz muss nicht 100% komplementär binden. Es wird davon 
ausgegangen, dass eine perfekte Bindung der Seed-Sequenz zu einer kompletten 
Degradation der Ziel-mRNA führt (György Hutvágner and Zamore 2002; Zeng, 
Wagner, and Cullen 2002), während eine nicht gänzlich komplementäre Bindung 
lediglich die Inhibition der Protein-Translation zur Folge hat (R. C. Lee, Feinbaum, and 
Ambros 1993; Wightman, Ha, and Ruvkun 1993). Dabei nimmt die Inhibition der 
Translation durch mRNA-Abbau den größeren Teil der beiden Vorgänge ein (Guo et 
al. 2010). MiRNAs liegen meist hoch konserviert vor, entweder zwischen verwandten 
Spezies, teils aber auch über mehrere Spezies verteilt.  
Lin-4 war die erste miRNA, die 1993 von Lee und Kollegen (1993) in dem Nematoden 
Caenorhabditis elegans beschrieben wurde (R. C. Lee, Feinbaum, and Ambros 1993). 
Dort reguliert lin-4 durch Bindung an die mRNA des Gens lin-14 einen 
Entwicklungsschritt im frühen Larvenstadium. Danach gab es zunächst sieben Jahre 
keinen Hinweis auf die Existenz von weiteren miRNAs (Bartel 2004). Erst im Jahr 2000 
wurde mit der Entdeckung von let-7 (Reinhart et al. 2000) die Vermutung gestärkt, 
dass miRNAs eine größere Rolle in der Genregulation multizellulärer Organismen 
einnehmen könnten (Wienholds and Plasterk 2005). Let-7, ähnlich wie lin-4, reguliert 
den Übergang von einem späten Larvenstadium zu einem adulten Zelltyp (Reinhart et 
al. 2000), darüber hinaus wurde let-7 dann im Menschen und in Drosophila sowie elf 
weiteren bilateralen Tierspezies entdeckt (Pasquinelli et al. 2000).  
Nach heutigem Stand sind etwa 8000 Gene in unterschiedlichsten Organismen, wie 
Pflanzen, Viren und Tieren beschrieben worden, die für miRNAs kodieren, darunter 
allein 1000 in menschlichen Zellen (Mendes, Freitas, and Sagot 2009). Sie regulieren 
viele biologische und essentielle Prozesse, wie Zellproliferation, Zelltod und 
Fettmetabolismus (Brennecke et al. 2003; P. Xu et al. 2003) sowie hämatopoetische 
Prozesse während der Linienentscheidung (C. Z. Chen et al. 2004), kommen jedoch 
nicht in einzelligen Organismen wie Hefen vor (Shivdasani 2006). Computerbasierten 
Vorhersagen zufolge werden möglicherweise 20-30% aller menschlichen Gene durch 
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miRNAs reguliert (B P Lewis et al. 2005; Xie et al. 2005). Dabei kann eine einzelne 
miRNA die Expression von mehr als 200 Zielgenen regulieren, während ein Gen 
ebenfalls von mehreren miRNAs beeinflusst werden kann (Fang et al. 2017).  
MiRNAs unterscheiden sich in einigen wesentlichen Punkten von small interfering 
RNAs (siRNAs), die im Grunde aber die gleichen Funktionen ausüben. Beide Klassen 
von kleinen RNAs regulieren Genexpression, indem sie posttranskriptional inhibieren 
und Protein-Translation verhindern (Shivdasani 2006). Während miRNAs von etwa 70 
Nukleotid-langen Vorläufer-RNAs, die als Haarnadel-Struktur vorliegen, im Nukleus 
entstehen und später ins Cytosol exportiert werden, werden siRNAs von langen 
doppelsträngigen RNAs im Cytosol prozessiert. Sie werden von Transposons, Viren 
und heterochromatischer DNA kodiert (Zamore and Haley 2005). MiRNAs hingegen 
werden von ihren eigenen Genen transkribiert. Von jedem Arm des miRNA-Vorläufers, 
der als Haarnadel-Struktur vorliegt, wird eine reife miRNA gebildet, sodass ein miRNA-
miRNA*-Duplex resultiert. Aus jedem siRNA-Vorläufer kann allerdings eine Vielzahl an 
siRNA-Duplexen entstehen, was zu einer großen Ansammlung an verschiedenen 
siRNAs aus einem Vorläufer resultieren kann (Bartel 2004). Eine weitere wichtige 
Unterscheidung kann im Hinblick auf die mRNA Degradation getroffen werden. 
SiRNAs benötigen perfekte Basenpaarung um die mRNA des Gens zu binden und zu 
inhibieren, von dem sie selbst entstanden sind. MiRNAs benötigen keine perfekt 
komplementäre Bindung die darüber hinaus sogar an anderen Genen, die weit entfernt 
auf einem anderen Lokus liegen, stattfinden kann (Bartel 2004), was auch ihre hohe 
evolutionäre Konservierung erklärt. Eine Mutation der miRNA-Sequenz würde keine 
Kompensationmechanismen beim Zielgen auslösen. Der Selektionsdruck würde die 
miRNA-Sequenz aufrechterhalten. SiRNAs sind nicht konserviert sondern variieren 
zwischen verschiedenen Spezies. Eine Mutation ihrer Sequenz würde auch zu einer 
Veränderung der Sequenz des Zielgens führen. Somit bliebe die Regulation durch die 
siRNA aufrecht erhalten (Bartel 2004).  
 
 
1.4.1 Transkription und Prozessierung von miRNAs 
 
Die Transkription von miRNAs findet zunächst, wie bei jedem anderen Gen, im 
Zellkern statt. Die Gene, aus denen miRNAs transkribiert werden, können entweder 
im Intron oder Exon eines Gens liegen, wo sie den gleichen Promotor wie ihr Wirts-
Gen zur Transkription nutzen (Rodriguez et al. 2004) oder in Zwischengenregionen, 
wo sie unter der Kontrolle ihres eigenen Promotors stehen (Monteys et al. 2010). Sie 
werden von der RNA-Polymerase II in eine so genannte primary miRNA (pri-miRNA) 
transkribiert (Y. Lee et al. 2004), eine etwa 1 Kilobase (kb) lange Struktur, die sich zu 
einer Schleife zusammenfaltet und einen typischen Poly-A-Schwanz am 3´-Ende 
sowie ein 7-Methylguanosin-Cap am 5´-Ende besitzt (Bracht et al. 2004; Cai, 
Hagedorn, and Cullen 2004). In einem weiteren Reifungsschritt schneidet die 
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Endonuklease Drosha, eine RNase III, zusammen mit einem Komplex, bestehend aus 
Nukleasen und assoziierten Faktoren sowie dem doppelsträngigen RNA-Bindeprotein 
DGCR8/Pasha die pri-miRNA in etwa 50-80 Nukleotid-große Vorläufer-miRNAs, auch 
precursor miRNAs (pre-miRNAs) genannt (Y. Lee et al. 2003; Denli et al. 2004). Diese 
Vorläufer-miRNAs lagern sich dabei zu einer typischen Haarnadelstruktur zusammen, 
welche durch ihre geringe Größe den Export aus dem Nukleus ins Zytoplasma 
ermöglicht. Dieser wird aktiv von dem Ran-GTP-abhängigen Faktor Exportin-5 
gesteuert (Yi et al. 2003; Lund et al. 2004). Im Zytoplasma wird die pre-miRNA über 
eine weitere RNase III, das Enzym Dicer, in etwa 22 Nukleotid-kurze doppelsträngige 
Fragmente geschnitten (G. Hutvágner et al. 2001), welche die reife miRNA enthalten. 
Durch Zusammenarbeit mit dem RNA-Bindeprotein TRBP gelingt es Dicer, die 
doppelsträngigen RNA-Komplexe zu einzelsträngiger RNA zu prozessieren (Fareh et 
al. 2016). Folglich entstehen aus jeder Haarnadelstruktur zwei reife miRNAs, eine 
sogenannte guide RNA mit dem 5´-Terminus am Ende und die Gegenstrang miRNA*, 
die klassischerweise mit einem Stern (*) gekennzeichnet ist. Der Einzelstrang wird 
mithilfe des Proteins Argonaute 2 (AGO2) in einen RNA-induced silencing complex 
(RISC-Komplex) integriert. Die Bildung des RISC-Komplexes erfolgt asymmetrisch mit 
der miRNA des Duplexes, der die geringere thermodynamische Stabilität und eine 
weniger starke Basenpaarung am 5´-Ende aufweist (Schwarz et al. 2003; Khvorova, 
Reynolds, and Jayasena 2003). In dieser einzelsträngigen Form kann die reife miRNA 
an ihre Ziel-mRNA binden und regulatorisch wirksam werden.  
 

 
 
Abbildung 1.4. MiRNA Prozessierung und Reifung von der Transkription der Vorläufer-miRNA 
bis hin zur reifen funktionsfähigen miRNA. 
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Das Gen einer miRNA wird abgelesen um zunächst eine unreife pri-miRNA zu bilden, die als langes 
Molekül vorliegt. Daraus werden mithilfe der Endonuklease Drosha und DGCR8/Pasha die 
haarnadelförmigen Strukturen der pre-miRNA ausgebildet. In dieser Form verlässt die pre-miRNA den 
Nukleus, ein Prozess, der aktiv von Exportin-5 unterstützt wird. Im Zytoplasma zerschneidet die RNase 
Dicer in Kooperation mit TRBP die Schleife der Haarnadelstruktur. Die pre-miRNA liegt dann in Form 
von zwei einzelsträngigen miRNA Stücken als miRNA-Duplex vor. Eine einzelsträngige guide RNA wird 
dann in den RISC-Komplex integriert, was durch Argonaute 2 ausgelöst wird. In dieser einzelsträngigen 
Form bindet die miRNA an ihre Ziel-mRNA und führt zu translationaler Repression oder Degradation. 
Pre-miRNA: precursor microRNA; Pri-miRNA: primary microRNA; mRNA: messenger RNA; RISC: RNA-
induced silencing complex; AGO2: Argonaute 2; Modifiziert nach (Shivdasani 2006).  
 
 
1.4.2 MiRNAs in der Hämatopoese 
 
Die Hämatopoese ist ein komplexer Prozess, der die kontinuierliche Differenzierung 
von multipotenten HSCs in die verschiedenen Linien der Blutentwicklung steuert. 
Dabei sind zwei Prozesse fundamental, zum einen die ständige Selbsterneuerung von 
HSCs und zum anderen die terminale Differenzierung der Vorläuferzellen in die 
entsprechenden, reifen Blutzellen. Diese Prozesse werden durch unterschiedlichste 
Faktoren kontrolliert und reguliert, unter anderem von miRNAs. Es konnte 
nachgewiesen werden, dass miRNAs in fast jedem Schritt der Hämatopoese eine 
entscheidende Rolle spielen (Abbildung 1.5). 
Durch einen Knockout von Dicer im Mausmodel konnte die Wichtigkeit von miRNAs 
während der hämatopoetischen Entwicklung ebenfalls verdeutlicht werden, da diese 
Mäuse embryonal letal sind (Bernstein et al. 2003). Mit einem konditionellen Knockout 
mit einer Lck-Cre transgenen Maus zu einem frühen T-Zell-Entwicklungsschritt konnte 
gezeigt werden, dass Dicer offensichtlich nicht für die CD4 und CD8 T-Zell-
Entwicklung verantwortlich ist (Cobb et al. 2006), jedoch eine Rolle bei regulatorischen 
T-Zellen (Tregs) einnimmt (Cobb et al. 2005).  
Chen und Kollegen haben 2004 drei miRNAs entdeckt, die vorzugsweise in 
hämatopoetischen Zellen exprimiert werden, miR-181a, miR-223 und miR-142. Dabei 
haben sie sich auf miR-181a, eine miRNA, die insbesondere im Thymus und im 
Knochenmark von Mäusen exprimiert wird, fokussiert. In einem 
Transplantationsversuch mit letal bestrahlten Mäusen konnte ein zweifacher Anstieg 
der B-Lymphozyten durch miR-181a Überexpression beobachtet werden, während 
eine zweifache Reduktion der zirkulierenden T-Lymphozyten und eine 90%ige 
Verminderung der CD8+ Population festzustellen war (C. Z. Chen et al. 2004). 
Interessanterweise konnte der positive Effekt auf die B-Zell-Differenzierung im Maus 
Knochenmark durch Mutation der Seed-Sequenz von miR-181a reduziert werden (C. 
Z. Chen and Lodish 2005). Entsprechend konnte postuliert werden, dass miR-181a 
einen spezifischen positiven Regulator der B-Zell-Differenzierung im Mausmodel 
darstellt.  
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MiR-221 und miR-222 sind in CD34+-Zellen aus Nabelschnurblut hoch exprimiert. 
Induzierte erythroide Differenzierung in vitro resultierte in einer Reduktion dieser 
miRNAs. Dabei ist c-kit ein mögliches Zielgen von miR-221 und miR-222. Da die 
beiden miRNAs eine identische Seed-Sequenz besitzen, kann davon ausgegangen 
werden, dass sie die gleichen Zielgene binden können. Bei einer Messung der c-kit-
mRNA lässt sich ein umgekehrt proportionales Verhältnis zur miRNA Konzentration 
feststellen (Felli et al. 2005).  
MiR-150 ist eine weitere hämatopoetische miRNA, die in reifen, ruhenden B- und T-
Lymphozyten vorhanden ist, jedoch nicht in Lymphozyten-Vorläuferzellen und auch 
nicht in weiter differenzierten T-Helferzellen (Monticelli et al. 2005). Durch miR-150 
Überexpression in HSCs werden reife B-Zellen herunterreguliert, was daraus 
resultiert, dass diese miRNA den Übergang vom pro-B- zum pre-B-Zellstadium 
inhibiert (Zhou et al. 2007). Darüber hinaus ist der Transkriptionsfaktor c-MYB, der die 
Entwicklung der Lymphozyten kontrolliert, ein Zielgen von miR-150 und wird hoch in 
Lymphozyten-Vorläufern, jedoch nicht in reifen B- und T-Zellen exprimiert (Xiao et al. 
2007).  
In aktivierten B- und T-Zellen, sowie in aktivierten Monozyten hingegen, findet man 
miR-155. Eine Überexpression dieser miRNA in transgenen Mäusen führte zu einer 
leukämischen Proliferation von unreifen B-Zellen in der Milz sowie dem Knochenmark 
der Mäuse (Costinean S, Zanesi N, Pekarsky Y, Tili E, Volinia S, Heerema N 2006).  
Auch in der myeloiden Linienentscheidung spielen miRNAs eine wichtige Rolle. Ein 
Beispiel stellt hierbei miR-223 dar, die in hoher Konzentration in CD34+-
Knochenmarkzellen, jedoch nicht in B- oder T-Lymphozyten vorhanden ist. Sie bildet 
einen negative regulatorische Schleife mit dem Transkriptionsfaktor negative nuclear 
factor IA (NFIA) und begünstigt die Granulozyten-Differenzierung in Mäusen (Fazi et 
al. 2005). Darüber hinaus konnte miR-223 ebenfalls eine Rolle in der Erythropoese 
nachgewiesen werden. Sie bindet an die 3´-UTR des LIM-only protein 2 (LMO2) und 
inhibiert dessen Expression. Dadurch wird wiederum die Differenzierung und Reifung 
erythroider Zellen blockiert. Wird die miRNA herunterreguliert, können 
Progenitorzellen zu reifen erythroiden Zellen heranreifen (Felli et al. 2009). 
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Abbildung 1.5. Schematische Darstellung des hämatopoetischen Systems mit einigen 
ausgewählten miRNAs.  
Die in rot eingezeichneten miRNAs üben eine bereits beschriebene Rolle während der 
Linienentscheidung der Hämatopoese aus. Ein Pfeil symbolisiert dabei eine aktivierende, ein Balken 
eine inhibierende Funktion. LT-HSC: Long-term hämatopoetische Stammzelle; ST-HSC: Short-term 
hämatopoetische Stammzelle; MPP: Multipotent progenitor; CMP: Common myeloid progenitor; CLP: 
Common lymphoid progenitor; MEP: Megakaryocyte erythroid progenitor; GMP: Granulocyte monocyte 
progenitor; EP: Erythrocyte progenitor; Modifiziert nach (Bissels, Bosio, and Wagner 2012). 
 
 
1.4.3 MiRNAs in der Pathogenese und Tumorigenese 
 
MiRNAs spielen eine wichtige Rolle in verschiedensten physiologischen biologischen 
Prozessen, wie Zelldifferenzierung, Proliferation, Metabolismus, Angiogenese und 
Apoptose. Vielen miRNAs konnte allerdings auch bereits eine Rolle in der 
Metastasierung und Tumorigenese zugeschrieben werden, insbesondere in 
Leukämien. Ein bekanntes Beispiel stellen hierbei miR-15a und miR-16-1 dar, ein 
humanes miRNA Cluster bestehend aus zwei miRNAs, welches auf Chromosom 13 
(13q14) lokalisiert ist (Calin et al. 2002), eine Region, die für ihre häufige Deletion in 
chronisch lymphatischer Leukämie (CLL) bekannt ist (Nicoloso et al. 2007). Beide 
miRNAs sind stark in CD5+ B-Lymphozyten exprimiert, zeigen allerdings eine deutlich 
verringerte Expression in 68% aller CLL-Proben. Des Weiteren geht die verminderte 
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miR-15a und miR-16-1 Expression in CLL-Zellen mit einem Verlust des Alleles an der 
Stelle 13q14 einher, was darauf hindeutet, dass das besagte miRNA Cluster als 
Tumorsuppressor fungiert und dessen Herunterregulation zur Pathogenese von CLL 
beiträgt (Calin et al. 2002). Eine Erklärung für diese tumorsupprimierende Funktion 
von miR-15a und miR-16-1 fanden Cimmino et al (2005), die zeigen konnten, dass das 
Vorkommen der beiden miRNAs unabhängig voneinander umgekehrt proportional mit 
der Expression von B-cell lymphoma 2 (BCL-2) korreliert, ein Protein, das von den 
meisten B-CLL-Zellen überexprimiert wird (Cimmino et al. 2005). 
Viele Leukämien werden durch chromosomale Translokationen hervorgerufen. Auch 
miRNA Gene können dabei involviert sein, wie Gauwerky et al (1989) in ihrer Arbeit 
demonstrieren konnten. Sie identifizierten die t(8;17) Translokation, bei der der 
Promotor und der 5´-Bereich des miR-142-Vorläufers mit dem trunkierten c-MYC-Gen 
fusioniert und dadurch zu aggressiver B-Zell Leukämie führt (Gauwerky CE, Huebner 
K, Isobe M, Nowell PC 1989).  
Viele miRNAs, die bereits im Zusammenhang mit der hämatopoetischen 
Differenzierung erwähnt wurden, haben natürlich auch ein hohes Potential durch 
aberrante Expression von ihrer physiologischen Funktion abzuweichen und in eine 
pathologische Rolle überzugehen. So ist beispielsweise miR-155 nicht nur ein 
Regulator von myeloider und erythroider Differenzierung. Ihre unkontrollierte 
Expression kann ebenso zu malignen Veränderungen in der myeloiden und 
erythroiden Linie führen (O’Connell et al. 2008). Darüber hinaus konnte diese miRNA 
in verschiedensten B-Zell Pathologien und Hodgkin-Lymphomen überexprimiert 
vorgefunden werden (Costinean S, Zanesi N, Pekarsky Y, Tili E, Volinia S, Heerema 
N 2006; Kluiver et al. 2005). Auch miR-181a, die, wie bereits in Kapitel 1.4.2 
beschrieben, eine wichtige regulatorische Funktion in murinen B-Lymphozyten 
einnimmt, konnte mit akuter myeloischer Leukämie (AML) der Subtypen M1 und M2 in 
Zusammenhang gebracht werden (Debernardi et al. 2007). MiR-223 ist in myeloide 
Differenzierung involviert, kann aber auch in adulter T-Zell Leukämie nachgewiesen 
werden (Bellon et al. 2009). Interessanterweise ist miR-223 darüber hinaus ein Zielgen 
des AML1/ETO Fusionsprotein, das in AML Blasten mit der t(8;21) Translokation 
entsteht (Fazi et al. 2007).  
 
 
1.4.4 MiRNAs in der klinischen Anwendung und der Krebstherapie 
 
Wie in Kapitel 1.4.3 beschrieben ist, wird die Expression von vielen miRNAs 
mittlerweile mit diversen Pathologien in Zusammenhang gebracht, wobei sie sowohl 
als Tumorsuppressoren, als auch als Onkogene fungieren können. Folglich wächst 
auch das Interesse an miRNAs als Biomarker insbesondere in der Diagnose, 
Behandlung und Prognose von Tumoren (Lu et al. 2005), nicht zuletzt auch, da 
miRNAs mit unkomplizierten Methoden in Körperflüssigkeiten wie Plasma und Serum 
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nachgewiesen werden können, was darüber hinaus auch eine schonende, nicht 
invasive Methode darstellt, und daher Anwendung in der Klinik und Therapie findet.  
Es gibt mittlerweile verschiedenste Ansätze, um miRNAs in der Therapie zu nutzen. 
Dabei kann man zwischen zwei grundsätzlichen Vorgehensweisen unterscheiden. 
Man kann entweder bestimmte miRNAs inhibieren, wie beispielsweise 
tumorwachstumsfördernde miRNAs, oder man kann die Expression bestimmter 
miRNAs fördern oder wieder aktivieren, was im Falle von tumorsupprimierenden 
miRNAs sinnvoll ist.  
Eine Möglichkeit, miRNAs therapeutisch zu inhibieren, stellen anti-miRNA 
Oligonukleotide (AMOs) dar. Diese AMOs sind chemisch modifizierte, einzelsträngige 
17 bis 22 Nukleotid-lange anti-sense Oligonukleotide, die komplementär zu einer 
bestimmten reifen miRNA sind und diese binden, damit die miRNA nicht mehr an ihre 
eigentliche Ziel-mRNA binden kann (Garzon, Marcucci, and Croce 2010). 
Entsprechend kann das Gen, dessen mRNA nicht mehr degradiert oder inhibiert wird, 
transkribiert werden und seiner Funktion nachgehen.  
Antagomire sind 23 Nukleotid-lange, einzelsträngige RNA Moleküle, die ebenfalls 
komplementär an eine bestimmte miRNA binden. Zusätzlich sind sie durch ein 
Phosphorothioat-Rückrat und einen 2´-O-methoxyethyl Zusatz chemisch modifiziert, 
um eine höhere Stabilität zu erzielen und sie vor enzymatischem Abbau zu schützen. 
Bereits 2005 konnten Krützfeldt und Kollegen (2005) erste Erfolge durch die 
intravenöse Gabe von Antagomir-122 und Antagomir-16 in Mäusen dokumentieren. 
Die Behandlung mit den Antagomiren führte zu einer spezifischen und anhaltenden 
Reduktion der endogenen miR-122 beziehungsweise miR-16 Expression in 
verschiedensten Organen der Mäuse (Krützfeldt et al. 2005).  
Ganz ähnlich ist die Funktion von Locked Nucleic Acid (LNA) anti-miRs, die durch eine 
zusätzliche Methylenbrücke, die das 2´-Sauerstoffatom mit dem 4´-Sauerstoffatom 
verbindet, eine bicyclische Verbindung eingeht. Dadurch ist die Ribose in einer C3´-
endo-Konformation fixiert, was den LNA anti-miRs eine hohe thermische Stabilität, 
hohe Wasserlöslichkeit, sowie eine hohe Hybridisierungsaffinität für ihre Ziel-mRNA 
verleiht. Darüber hinaus weisen sie eine verbesserte metabolische Stabilität auf, was 
die in vivo Gabe der LNA anti-miRs vereinfacht (Elmén et al. 2008; Vester and Wengel 
2004). Miravirsen, ein LNA gegen miR-122, wurde von der Firma Santaris Pharma A/S 
entwickelt und für die Behandlung von Hepatitis C in einer klinischen Phase I und II 
Studie getestet (H. L. A. Janssen et al. 2013). Es konnte eine deutliche Reduktion der 
Virusreplikation erzielt werden, allerdings stieg die Viruslast nach Beendigung der 
Therapie wieder, was bedeutet, dass eine Heilung von Hepatitis C durch Miravirsen 
allein nicht erreicht werden kann, es aber durchaus eine wertvolle Komponente in der 
Therapie gegen Hepatitis C sein könnte (H. L. A. Janssen et al. 2013). 
Eine weitere Möglichkeit der miRNA Inhibition stellt die Verwendung von miRNA 
Sponges (Schwämme) dar. Diese RNAs werden von Expressionsvektoren 
transkribiert und haben mehrere hintereinander angeordnete artifizielle Bindestellen 
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einer bestimmten miRNA, mit denen sie, wie der Name schon sagt, ähnlich wie ein 
Schwamm, die miRNAs auffangen und binden können. Dabei konkurrieren sie mit den 
endogenen Ziel-mRNAs (Ebert, Neilson, and Sharp 2007). Ma et al (2010) konnten 
durch die Anwendung von miRNA sponges miR-9 inhibieren, die in Brustkrebszellen 
hochreguliert ist, und somit die Bildung von Metastasen reduzieren (Ma et al. 2010).  
Eine weitere interessante Herangehensweise ist die Verwendung von kleinen 
Molekülen, sogenannte small molecule inhibitors of miRNAs (SMIRs). Diese fungieren, 
indem sie die Biogenese der miRNAs entweder verhindern oder aktiv unterstützen um 
die Expression fehlregulierter miRNAs wiederherzustellen (Monroig et al. 2015). Im 
Gegensatz zu den anderen bereits beschriebenen Methoden ist dies eine schnelle und 
dadurch auch kostengünstigere Möglichkeit der miRNA-Therapie. Das synthetische 
Antibiotikum Enoxacin hat die Fähigkeit, das miRNA Biosynthese Protein TRBP zu 
binden und somit die Produktion tumorsupprimierender miRNAs zu fördern (Melo et 
al. 2011). Im Gegensatz dazu konnten Watashi et al zeigen, dass Polylysin und 
Trypaflavin eine Anti-Tumoraktivität aufweisen durch Inhibition der RISC-Aktivität 
(Watashi et al. 2010).  
Eine andere Möglichkeit, das Level einer fehlregulierten tumorsupprimierenden 
miRNA zu erhöhen, ist die Verwendung von miRNA mimics (Nachahmern). Das sind 
miRNA-ähnliche, chemisch modifizierte, doppelsträngige RNA-Moleküle, die in den 
RISC aufgenommen werden und an die Ziel-mRNA der endogenen miRNA binden 
können. Diese Nachahmer-miRNA übernimmt die Rolle der fehlregulierten miRNA und 
stellt deren Funktion wieder her. Es konnten bereits vielversprechende Ergebnisse in 
klinischen Phase I Studien mit miRNA mimics erzielt werden. MRX34 beispielsweise 
ist ein Nachahmer der tumorsupprimierenden miR-34 und wurde von Mirna 
Therapeutics entwickelt. In einem orthotopen Leberkrebs-Mausmodel ließ sich eine 
komplette Tumorregression verzeichnen. Das Therapeutikum wurde anschließend zur 
Behandlung von Leberkarzinomen, Nierenkarzinomen und Melanomen in einer 
klinischen Phase I Studie an Patienten mit kontrollierbaren, moderaten 
Nebenwirkungen getestet (Beg et al. 2017).   
Abgesehen von der Rolle, die miRNAs in der Therapie von soliden Tumoren und 
hämatopoetischen Pathologien einnimmt, finden sie auch noch in einem ganz anderen 
klinischen Bereich Anwendung. Einige miRNAs können für die Generierung von 
induzierten pluripotenten Stammzellen verwendet werden. Die Transkriptionsfaktoren 
Oct4 und Sox2 sind bekanntermaßen fähig, somatische Zellen in induzierte 
pluripotente Stammzellen zu reprogrammieren (Takahashi et al. 2007). Diese 
Faktoren binden an eine konservierte Promotorregion des miR-302/367 Clusters und 
sind für die transkriptionelle Regulation von miR-302a notwendig (Greer Card et al. 
2008). Es konnte gezeigt werden, dass miR-302 und miR-372 den Übergang von der 
mesenchymalen zur epithelialen Morphologie (mesenchymale-epithelial Transition 
(MET)) beschleunigen können und somit eine Reprogrammierung humaner 
Fibroblasten in induzierte pluripotente Stammzellen begünstigen (Liao et al. 2011; 
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Subramanyam et al. 2011). Anokye-Danso et al konnten sogar 2011 beweisen, dass 
die Expression des miR-302/367 Clusters sowohl Maus, als auch humane somatische 
Zellen in pluripotente Stammzellen zurückprogrammiert, ohne die Zugabe der üblichen 
Transkriptionsfaktoren (Anokye-Danso et al. 2011). Diese Erkenntnisse rücken 
miRNAs im Hinblick auf ihre Verwendung als therapeutisches Mittel, Zielgen oder 
diagnostische Marker in der Krebstherapie und anderen Pathologien in den 
Vordergrund. Darüber hinaus nehmen sie im Rahmen der Stammzellforschung für die 
Expansion von HSCs und Reprogrammierung induzierter pluripotenter Stammzellen 
eine fundamentale Rolle in der aktuellen klinischen Forschung ein.  
 
 

1.5 Das miR-17-92 Cluster 
 
Das miR-17-92 Cluster ist eines der meist erforschten miRNA Cluster und wurde 
erstmals 2005 von He et al in humanen B-Zell-Lymphomen als Onkogen beschrieben 
(He et al. 2005). MiR-17-92 ist ein hoch konserviertes, polycistronisches miRNA 
Cluster, das auf Chromosom 13q31 lokalisiert ist (C13orf25) (Ota et al. 2004). Es 
kodiert für insgesamt sechs reife miRNAs: miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-19b, miR-
20a und miR-92a. Das Cluster hat zusätzlich zwei Paraloge, zum einen miR-106a-363, 
welches auf Chromosom X liegt und für miR-106a, miR-18b, miR-20b, miR-19b-2, 
miR-92a-2 und miR-363 kodiert, zum anderen miR-106b-25, das sich auf Chromosom 
7 befindet und für miR-106b, miR-93 und miR-25 kodiert. All diese miRNAs wurden 
entsprechend ihrer Seed-Sequenz in vier Familien eingeteilt, die miR-17, miR-18, miR-
19 und miR-92 Familie. In Abbildung 1.6 ist die Struktur von miR-17-92, miR-106a-363 
und miR-106b-25, sowie eine Aufstellung der vier miRNA-Familien mit den 
dazugehörigen reifen miRNA-Sequenzen dargestellt.  
MiR-17-92 und seine beiden Paraloge ähneln sich nicht nur strukturell, sondern weisen 
auch überlappende Funktionen auf (Benjamin P. Lewis, Burge, and Bartel 2005). In 
einem Knockout-Mausmodel konnte gezeigt werden, dass Mäuse, denen miR-17-92 
auf beiden Allelen fehlt, nicht lebensfähig sind. Sie sterben kurz nach der Geburt 
aufgrund großer Entwicklungsdefekte in der Lunge und im Herz. Darüber hinaus ist 
die B-Zellentwicklung am Übergang vom pro-B zum pre-B Stadium blockiert. Ein 
Knockout von miR-106a-363 oder miR-106b-25 zeigte hingegen keinen Effekt auf die 
Entwicklung der Mäuse. Ein doppelter Knockout beider Paraloge blieb ebenfalls ohne 
Konsequenzen für die Mausentwicklung. Ein doppelter Knockout von miR-17-92 und 
miR-106b-25 sowie ein gleichzeitiger Knockout von allen drei Kandidaten führte zur 
Letalität am Tag 15 der Embryonalentwicklung (Ventura et al. 2008). Entsprechend 
kann davon ausgegangen werden, dass für eine gesunde, embryonale Entwicklung 
lediglich miR-17-92 unverzichtbar ist. Interessanterweise wurde kürzlich beschrieben, 
dass miR-17-92 zudem eine wichtige Rolle während der Kardiomyozyten-Proliferation 
spielt. Eine spezifische Überexpression des miRNA Clusters in den Kardiomyozyten 
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führte zu einer verstärkten Zellproliferation der Herzmuskelzellen in transgenen 
Mäusen und schützte das Herz zusätzlich vor Myokardinfarkten (J. Chen et al. 2013).  
 

 
 
Abbildung 1.6. Struktur des miR-17-92 Cluster und seiner Paraloge. 
Schematische Darstellung der Struktur des miR-17-92 Cluster mit seinen sechs miRNAs sowie seinen 
zwei Paralogen miR-106a-363 und miR-106b-25. Die zusammengehörigen miRNA Familien sind 
farblich gleich dargestellt. Im unteren Teil der Abbildung sind die Sequenzen der jeweiligen miRNAs, 
sortiert nach ihren Familien, gezeigt. Modifiziert nach (Ventura et al. 2008).  
 
 
1.5.1 MiR-17-92 als Onkogen 
 
MiR-17-92 wird in vielen Tumorzellen hoch exprimiert, wie beispielsweise Lunge, 
Brust, Pankreas, Prostata, Schilddrüse und, wie bereits erwähnt, Lymphomen (He et 
al. 2005; Mogilyansky and Rigoutsos 2013). Daher trägt das Cluster auch den Namen 
OncomiR1. Interessanterweise haben die einzelnen reifen miRNAs des miR-17-92 
Clusters unterschiedlichste Funktionen hinsichtlich ihrer Aktivität auf Tumorwachstum 
und Progression. Eine miR-92a Überexpression induziert Erythroleukämie im 
Mausmodel unter anderem durch Aktivierung der Onkogene c-Myc, Stat-5, Jak2 und 
Bcl-2. Diese tumorigene Wirkung wird von miR-17 supprimiert. Eine Koexpression von 
miR-92a und miR-17 im Mausmodel führte zu einer deutlich milderen Form der 
Erythroleukämie mit verbesserter Überlebenszeit, was zumindest teilweise durch 
Aktivierung des Tumorsuppressors p53, sowie Inhibition von Stat-5, Bcl-2 und Jak2 
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nach miR-17 Überexpression zu erklären ist (Yanmei Li et al. 2012). MiR-20a hingegen 
konnte eine onkogene Rolle in Osteosarkomen zugewiesen werden, wo sie durch 
Inhibition des early growth response 2 (EGR2) Zellproliferation und 
Zellzyklusprogression induziert (Zhuo et al. 2015). Der miR-18a konnten auch bereits 
tumoraktivierende Funktionen nachgewiesen werden. Diese miRNA wurde in Brust-, 
Prostata-, Darm- und Nasopharynxkarzinomen hoch exprimiert detektiert (T. I. Hsu et 
al. 2014). MiR-19a und miR-19b unterscheiden sich lediglich in einem Nukleotid 
außerhalb der Seed-Sequenz (Abbildung 1.6). Daher wird davon ausgegangen, dass 
diese beiden miRNAs ähnliche und überlappende Zielgene haben. Olive und Kollegen 
(2009) konnten zeigen, dass miR-19 ausschlaggebend für die Onkogenität des miR-
17-92 Clusters zu sein scheint. MiR-19 fördert die c-MYC-induzierte Entwicklung von 
Lymphomen durch Suppression der Apoptose. Dies wird zumindest teilweise durch 
Aktivierung des Akt-mTor Signalweges, der wiederum den Tumorsuppressor Pten 
inhibiert, bedingt (Olive et al. 2009). Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass miR-
19a und miR-19b die Expression von SOCS1 herunterregulieren. Dieses Gen ist 
häufig im Multiplem Myelom stillgelegt und hat eine wichtige Funktion als Inhibitor von 
IL-6-vermitteltem Wachstum (Pichiorri et al. 2008).  
Dass das Onkogen c-MYC und miR-17-92 in Zusammenhang miteinander stehen und 
dabei eine tumorfördernde Wirkung ausüben, konnte in vielerlei Hinsicht gezeigt 
werden. In einem B-Zell-Lymphom Model wurden Mäuse entweder mit c-MYC oder 
mit c-MYC und einer verkürzten Version von miR-17-92 (miR-17-19b) überexprimiert. 
Die Tiere, die c-MYC und miR-17-19b exprimierten, entwickelten im Vergleich zu den 
c-MYC Mäusen ein beschleunigtes Tumorwachstum mit ausgeprägter Malignität, 
Infiltration des Thymus, der Lunge und der Leber sowie eine erhöhte Fähigkeit 
Apoptose zu umgehen (He et al. 2005). O´Donnel et al (2005) konnten mithilfe von 
Chromatin-Immunopräzipitation zeigen, dass c-MYC auf dem Lokus des MIR17HG-
Gens kurz von dem Exon, das miR-17-92 kodiert, bindet und dessen Expression 
begünstigt. Diese Gruppe konnte darüber hinaus bestätigen, dass der 
Transkriptionsfaktor E2F1, ein weiteres Zielgen von c-MYC, durch miR-17 und miR-
20a negativ reguliert wird (O’Donnell et al. 2005).  
In einer weiteren Studie konnte belegt werden, dass das Fusionsprotein BCR-ABL, 
welches häufig in chronischer myeloischer Leukämie (CML) aktiviert wird, zusammen 
mit c-MYC Einfluss auf die miR-17-92 Expression nimmt. Wenn BCR-ABL durch 
Behandlung mit Imatinib oder RNA-Interferenz inhibiert wird, oder c-MYC durch 
spezifische anti-c-MYC RNA-Interferenz herunterreguliert wird, kann eine Reduktion 
von miR-17-92 nachgewiesen werden. Außerdem ließ sich eine Überexpression von 
miR-17-92 in primären CML-Zellen in chronischer Phase aber nicht während der 
Blastenkrise verzeichnen (Venturini et al. 2007). Diese Daten lassen darauf schließen, 
dass die Expression von miR-17-92 in der chronischen Phase von CML vom BCR-
ABL-c-MYC Signalweg abhängt.  
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Ventura et al (2008) demonstrierten, dass das pro-apoptotische Protein BIM ein 
weiteres Zielgen von miR-17-92 ist. Eine Überexpression von miR-17-92 in akuter 
lymphatischer Leukämie (ALL) resultierte in Reduktion der BIM Expression und 
induzierte ein verstärktes Überleben von B-Zell-Vorläufern (Ventura et al. 2008).  
All diese Erkenntnisse zeigen deutlich, dass eine aberrante Expression von miR-17-
92 mit vielen verschiedenen hämatopoetischen Pathologien einhergehen. Durch diese 
Eigenschaft wird das miR-17-92 Cluster vermehrt in den Fokus der Wissenschaft und 
insbesondere der klinischen Forschung gerückt, da es sowohl als diagnostischer 
Marker als auch als interessantes therapeutisches Ziel in der Krebstherapie fungieren 
könnte.  
 
 

1.6 TAL1 – T-cell acute lymphocytic leukemia protein 1 
 
TAL1 ist ein hämatopoetischer Transkriptionsfaktor, der für die Regulation der 
primitiven und definitiven Hämatopoese von großer Bedeutung ist. Ein Knockout von 
TAL1 in der Maus führt zur embryonalen Letalität zwischen Tag 8,5 und 10,5. Die 
Mausembryonen sterben aufgrund von starken hämatopoetischen Defekten, was 
durch einen kompletten Verlust der Erythropoese im Dottersack verdeutlicht wurde. 
TAL1 ist folglich für die erythroide Entwicklung unverzichtbar (Shivdasani, Mayer, and 
Orkin 1995). Aufgrund seiner Struktur gehört er zur Gruppe der Klasse II basic-Helix-
loop-helix (bHLH) Transkriptionsfaktoren und bildet Heterodimere mit Klasse I bHLH 
Proteinen (Murre et al. 1989). Das TAL1-Gen liegt auf Chromosom 1, hat eine Länge 
von 16 kb und besteht aus acht Exons, von denen drei kodierend sind (Aplan et al. 
1990; Begley et al. 1991). Erstmalig beschrieben wurde es im Zusammenhang mit der 
chromosomalen Translokation t(1;14) in einer akuten lymphatischen T-Zell-Leukämie 
(T-ALL), bei der TAL1 mit dem T-Zell Rezeptor auf Chromosom 14 transloziert wird 
(Finger et al. 1989). Tatsächlich kann TAL1 in 60% aller T-ALL Fälle hoch exprimiert 
nachgewiesen werden (Look 1997; Ferrando et al. 2004; Bash et al. 1995) und ist 
daher auch als Onkogen bekannt. 
 
 
1.6.1 Struktur und Isoformen von TAL1 
 
Helix-loop-helix-Proteine bestehen aus zwei alpha-Helices, die eine Schleife bilden 
(Loop) und eine Basic-Region aufweisen, die positiv geladen und für die DNA-Bindung 
verantwortlich ist. TAL1 bindet als Heterodimer an die Erkennungssequenz CANNTG, 
eine sogenannte E-Box, an die DNA (H. L. Hsu et al. 1991). Die Aktivierung von TAL1 
erfolgt über die Aktivierungsdomäne, die im N-Terminus gelegen ist, und wird durch 
die Phosphorylierung von Serin 122 initiiert (Wadman et al. 1994).  



  Einleitung 

 27 

Es wurden drei Isoformen des TAL1-Proteins in Säugerzellen detektiert, das Volllänge-
Protein mit einem molekularen Gewicht von 42 kDa, sowie zwei N-Terminal verkürzte 
Isoformen mit einem Gewicht von 39 und 22 kDa (Abbildung 1.7) (Pulford et al. 1995; 
Cheng et al. 1993). Die trunkierten Isoformen werden durch Translation von 
alternativen Translationsinitiationspunkten, die innerhalb der Sequenz von TAL1 
liegen, gebildet. Alle drei Isoformen besitzen die bHLH-Region, die die Bindung an die 
DNA sowie die Interaktion mit anderen Proteinen ermöglicht. Die Aktivierungsdomäne 
im N-Terminus ist allerdings nur in der Volllänge und der 39 kDa Isoform vorhanden 
(Bernard et al. 1991; Cheng et al. 1993). Das Volllänge-Protein besteht aus 331 
Aminosäuren. Im dritten Exon liegt ein hoch konserviertes offenes Leseraster 
(upstream open reading frame (uORF)) vor, das als cis-Element während der 
Translation in die verschiedenen Isoformen fungiert (Calkhoven et al. 2003). Die kurze 
Isoform besteht aus 156 Aminosäuren (Vagapova et al. 2018). Interessanterweise ist 
diese kürzere Isoform für die Entwicklung erythroider Vorläuferzellen notwendig, 
während die Volllänge-Isoform für megakaryozytäre Vorläuferzellen von Bedeutung 
ist. Die 22 kDa Isoform enthält die Helix-loop-helix-Bindedomäne, aber nicht die N-
terminale Region upstream der DNA-Bindedomäne, wodurch die Interaktion mit ETO2 
verloren geht. Diese Interaktion unterdrückt die frühe erythroide Differenzierung, was 
die unterschiedliche Expression der Isoformen in erythroiden und megakaryozytären 
Vorläuferzellen erklärt (Jin et al. 2017). So konnte gezeigt werden, dass eine 
Überexpression von der 22 kDa Isoform in murinen Knochenmarkzellen die erythroide 
Differenzierung stimuliert (Calkhoven et al. 2003).  
 

 
 
Abbildung 1.7. Schematische Darstellung der TAL1 Struktur und der verschiedenen Isoformen.  
Von TAL1 sind drei verschiedene Isoformen bekannt, das Volllänge-Protein mit 42 kDa und 331 
Aminosäuren sowie zwei trunkierte Varianten mit 39 kDa und 22 kDa. Die 42 kDa und die 39 kDa 
Isoformen besitzen neben der Basic-Region (b) und der Helix-loop-helix (HLH)-Region noch eine 
Aktivierungsdomäne (AD). Die kürzeste Isoform besitzt nur noch die basic-Helix-loop-Helix (bHLH)-
Region für die DNA-Bindung und die Proteininteraktion, während der N-Terminale Bereich mit der 
Aktivierungsdomäne (AD) fehlt. Modifiziert nach (Vagapova et al. 2018; Calkhoven et al. 2003).  
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1.6.2 Heterodimerisierung von TAL1 mit E-Proteinen 
 
TAL1 gehört zu der Gruppe der bHLH-Transkriptionsfaktoren. Diese Proteine haben 
die Eigenschaft, Dimere mit anderen bHLH-Proteinen zu bilden, um effizient an die 
DNA binden zu können (Murre, McCaw, and Baltimore 1989; Murre et al. 1989). Die 
bHLH-Proteine besitzen eine extrem konservierte Region, wodurch die hohe 
Bindeaffinität zur DNA und die Interaktion der beiden Monomere miteinander 
gewährleistet ist. Durch die positiv geladene Basic-Region erfolgt die Bindung an die 
negativ geladene DNA, während die Helix-loop-helix-Domäne durch überwiegend 
hydrophobe Reste die Proteininteraktion und somit die Dimerisierung der bHLH-
Proteine ermöglicht (Abbildung 1.8) (Murre et al. 1994). Die bHLH-Proteine lassen sich 
in verschiedene Klassen kategorisieren. Zur Klasse I gehören E47, E12, E2-2, HEB 
und Daughterless, auch E-Proteine genannt. Dabei sind E47 und E12 unterschiedliche 
Splice-Varianten, die aus dem E2A-Gen hervorgehen (Kee 2009). E-Proteine können 
sowohl Homo- als auch Heterodimere ausbilden und werden ubiquitär in vielen 
Geweben exprimiert (Murre et al. 1989). Sie binden spezifisch an spezielle DNA-
Bereiche, sogenannte E-Box-Motive, mit der Sequenz CANNTG, die ursprünglich in 
der schweren Kette des Enhancers im Immunoglobulin-Gen entdeckt wurden (Church 
et al. 1985; Ephrussi et al. 1985). Klasse II bHLH-Proteine, zu denen auch TAL1 zählt, 
sind, bis auf wenige Ausnahmen, nicht in der Lage, Homodimere zu bilden. Sie formen 
Heterodimere, bevorzugt mit E-Proteinen der Klasse I und werden gewebespezifisch 
exprimiert (Murre et al. 1989). Obwohl E-Proteine (E12, E47, E-2-2, HEB) Homodimere 
mit sich selbst ausbilden können, bevorzugen sie interessanterweise in Anwesenheit 
von TAL1 die Bildung eines E-Protein/TAL1 Heterodimers (H. L. Hsu et al. 1994). Die 
Bindung eines E-Protein/TAL1 Heterodimers erfolgt halbseitig. Das bedeutet, das 
Klasse I bHLH-Protein erkennt die erste Hälfte der E-Box-Sequenz (CAN) während 
das Klasse II bHLH-Protein an die zweite Hälfte der E-Box bindet (NTG) (Massari and 
Murre 2000). Hierbei können weitere bevorzugte Erkennungssequenzen für die 
bestimmten Monomere unterschieden werden. Die Bindung der bHLH-Proteine an die 
E-Box Motive ist zwar im flankierenden Bereich vorne und hinten (CANNTG) jeweils 
identisch für die Klasse I, beziehungsweise Klasse II bHLH-Proteine, allerdings können 
die beiden Basen in der Mitte der E-Box (CANNTG) variieren und weisen je nach 
Sequenz unterschiedlich präferierte Bindungsproteine auf. E47 beispielsweise bindet 
präferierend an den Sequenzen CAG oder CAC, während TAL1 an die zweite Hälfte 
der E-Box mit der Sequenz ATG bindet. Ein anderes Klasse II bHLH-Protein, MyoD, 
bindet vorwiegend an der Sequenz CTG (H. L. Hsu et al. 1994; Blackwell and 
Weintraub 1990; Wright, Binder, and Funk 1991). Dadurch ergibt sich, dass die 
Eigenschaften der DNA-Erkennung eines E2A Polypeptids sehr stark vom 
Dimerisierungspartner beeinflusst werden.  
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Abbildung 1.8. Schematische Darstellung der Bindung von TAL1 zusammen mit seinem 
Dimerisierungspartner als Heterodimer an die DNA. 
TAL1 benötigt als bHLH-Protein der Klasse II einen Dimerisierungspartner aus der Klasse I der bHLH-
E-Proteine (E47, E12, E2-2, HEB) um an eine E-Box mit der Sequenz CANNTG an die DNA zu binden. 
Die Helix-loop-helix-Domäne ermöglicht dabei die Dimerisierung der Transkriptionsfaktoren. Die Basic-
Region bindet durch ihre positive Ladung an die negativ geladene DNA. TAL1: T-cell acute lymphocytic 
leukemia protein 1; bHLH: basic-Helix-loop-helix; Modifiziert nach (N. C. Correia et al. 2016).  
 
 
1.6.3 TAL1 bildet einen Multiproteinkomplex in der Hämatopoese 
 
Transkriptionsfaktoren wirken in der Regel nicht allein auf die Expression ihrer 
Zielgene, sie bilden Komplexe mit anderen Transkriptionsfaktoren und Kofaktoren, und 
die Zusammensetzung der verschiedenen Faktoren bestimmt die Wirkung des 
Komplexes auf die Genexpression. Auch TAL1 ist Teil eines Multiproteinkomplexes. 
Die Kofaktoren, die TAL1 rekrutiert, bestimmen, ob TAL1 als Aktivator oder als 
Repressor der Transkription fungiert. 
Wie in Kapitel 1.6.2 bereits beschrieben, bindet TAL1 als Heterodimer zusammen mit 
einem E-Protein an seine Erkennungssequenz (E-Box) an die DNA. Ebenfalls Teil des 
TAL1-Proteinkomplexes ist LMO2, ein Protein, das eine essentielle Rolle während der 
Erythropoese des Dottersacks spielt (Warren et al. 1994) und dessen Beteiligung am 
TAL1-Komplex nicht nur in der physiologischen Entwicklung notwendig ist, sondern 
auch für die Induktion von Leukämien in transgenen Mäusen vorhanden sein muss 
(Peter D. Aplan et al. 1997). Interessanterweise zeigen LMO2 Knockout-Mäuse den 
gleichen Phänotyp wie TAL1 Knockout-Mäuse mit fehlender Erythropoese im 
Dottersacks und einer embryonalen Letalität am Tag 10,5 (Warren et al. 1994). 
Strukturanalysen haben ergeben, dass die Bindung von LMO2 an TAL1 neue 
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Wasserstoffbrückenbindungen zwischen dem E-Protein/TAL1 Dimer induziert, 
wodurch die Formation des Heterodimers gestärkt wird (ElOmari et al. 2013). Da 
LMO2 nicht direkt an die DNA binden kann, fungiert es zusammen mit seinem 
Interaktionspartner LIM domain-binding protein 1 (LDB1) als Brücke zwischen dem E-
Protein/TAL1 Dimer und einem weiteren Transkriptionsfaktor wie beispielsweise 
GATA1 oder GATA2 während der erythroiden Differenzierung (Wadman et al. 1997). 
Diese Proteine bilden einen sogenannten pentametrischen Komplex (Abbildung 1.9). 
GATA1/2, ebenfalls ein Transkriptionsfaktor der erythroiden Differenzierung, bindet an 
ein GATA-Motiv auf der DNA 9-11 Nukleotide von der E-Box entfernt, wo das E-
Protein/TAL1 Dimer bindet (Wadman et al. 1997). Dieser pentametrische Komplex 
bildet sich vorwiegend im Enhancer-Bereich erythroider Gene und aktiviert die 
Genexpression (Kerenyi and Orkin 2010). Der TAL1-Komplex, der sowohl aus 
spezifischen hämatopoetischen sowie ubiquitär vorkommenden Faktoren besteht, 
kann mithilfe des Transkriptionsfaktors Specificity protein 1 (SP1) an den Promotor 
von c-kit, ein bekanntes Zielgen von TAL1, durch direkte Interaktionen zwischen dem 
TAL1-Komplex und dem SP1 Zinkfinger Protein gebunden werden (Lécuyer et al. 
2002).  
 
Eine Repression durch TAL1 wird zum Beispiel durch Rekrutierung der Korepressoren 
ETO2 und Mtgr1 vermittelt (Soler et al. 2010). Weitere bekannte Korepressoren, die 
mit dem TAL1-Komplex wirken können, sind mSIN3A, HDAC (S. Huang and Brandt 
2000) und lysine specific demethylase 1 (LSD1) (Y. Li et al. 2012). 
Abgesehen von GATA1/2 wurde darüber hinaus EP300/CREB-binding protein 
(p300/CBP) als Koaktivator von TAL1 beschrieben (Suming Huang et al. 1999), sowie 
der chromatinmodulierende p300/CBP-assoziierte Kofaktor (P/CAF), der eine 
Acetylierung der Chromatinstruktur bewirkt (Suming Huang et al. 2000).  
Peptidylarginin Deiminase IV (PADI4) ist ein interessanter Kofaktor von TAL1, der 
ebenfalls durch Modifikation der Chromatinstruktur Einfluss auf die Aktivität von TAL1 
nimmt. Er kann, abhängig von dem Gen, an dessen Promotor er rekrutiert wird, sowohl 
aktivierende als auch reprimierende Histonmodifikationen herbeiführen (Kolodziej et 
al. 2014).  
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Abbildung 1.9. TAL1 bildet einen multifaktoriellen Komplex mit anderen Transkriptionsfaktoren 
und Kofaktoren und kann sowohl als Aktivator als auch als Repressor fungieren.  
(A) TAL1 bindet ein E-Protein, einen bHLH-Transkriptionsfaktor der Klasse I, der die Bindung an die 
DNA und die Aktivität des Proteins ermöglicht. Darüber hinaus bindet LMO2 an das E-Protein/TAL1 
Dimer sowie dessen Interaktionspartner LDB1. Wenn TAL1 einen Koaktivator wie GATA1 oder GATA2, 
p300/CBP, P/CAF oder PADI4 rekrutiert, wirkt der Multiproteinkomplex als Aktivator der Genexpression. 
(B) Werden Korepressoren wie ETO2, Mtgr1, HDAC, LSC1, mSIN3A oder PADI4 von TAL1 rekrutiert, 
wird die Genexpression inhibiert. TAL1: T-cell acute lymphocytic leukemia protein 1; LDB1: LIM domain-
binding protein 1; LMO2: LIM-only protein 2; GATA: GATA binding protein 1; p300/CBP: EP300/CREB-
binding protein; PADI4: Peptidylarginin Deiminase IV; HDAC: Histondeacetylase; LSD1: lysine specific 
demethylase 1; Modifiziert nach (Cantor and Orkin 2002).  
 
 
TAL1 ist ein Masterregulator der Hämatopoese und unverzichtbar für die embryonale 
Entwicklung, wie es anhand von TAL1 Knockout-Modellen in Mäusen demonstriert 
werden konnte (Shivdasani, Mayer, and Orkin 1995; Robb et al. 1995). Betrachtet man 
die hierarchische Anordnung der Hämatopoese, so kann TAL1 in HSCs, MPPs und 
erythroiden und megakaryozytären Linien gemessen werden. In der lymphoiden Linie 
hingegen lässt sich keine TAL1 Expression finden, ebenso wenig wie in allen reifen 
Zellen der nicht-erythroiden Linien (Abbildung 1.10) (Mouthon et al. 1993; Herblot et 
al. 2000; Y. Zhang et al. 2005). Studien mit konditionellem TAL1 Knockout haben 
gezeigt, dass TAL1 für das Anwachsen und die Selbsterneuerung von HSCs sowie für 
die Differenzierung in myeloide und lymphoide Linien nicht notwendig ist. Demnach ist 
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der Masterregulator zwar essentiell für die Entstehung von HSCs im Embryo sowie für 
die korrekte Differenzierung von erythroiden und megakaryozytären Vorläuferzellen, 
allerdings ist seine kontinuierliche Expression für die weitere Funktion der HSCs nicht 
von Nöten (Mikkola et al. 2003; Curtis et al. 2004).  
Abgesehen von GATA1/2 bildet TAL1 auch regulatorische Netzwerke mit anderen 
Transkriptionsfaktoren wie RUNX1 und Friend leukemia integration 1 (FLI1) und 
Proteinen der E26 transformation-specific (ETS1)-Familie wie PU-1 (Wilson et al. 
2010). Dadurch bilden diese Protein-Komplexe eine autoregulatorische Schleife, die 
dazu führt, dass sie die Expression ihrer eigenen Downstream Gene gegenseitig 
regulieren.  
 

 
 
Abbildung 1.10. Die Expression von TAL1 in den unterschiedlich reifen Zellen des 
hämatopoetischen Systems. 
TAL1 ist ein hämatopoetischer Transkriptionsfaktor und übt eine entscheidende Rolle während der 
primitiven Hämatopoese aus. Die Expression von TAL1 kann in HSCs und MPPs, sowie in CMPs 
nachgewiesen werden. Außerdem nimmt TAL1 auch Einfluss auf die megakaryozytäre und erythroide 
Linienentscheidung, und wird in MEPs, EPs und GMPs exprimiert. In der lymphoiden Linie hingegen 
kann es unter physiologischen Bedingungen nicht detektiert werden. LT-HSC: Long-term 
hämatopoetische Stammzelle; ST-HSC: Short-term hämatopoetische Stammzelle; MPP: Multipotent 
progenitor; CMP: Common myeloid progenitor; CLP: Common lymphoid progenitor; MEP: 
Megakaryocyte erythroid progenitor; GMP: Granulocyte monocyte progenitor; EP: Erythrocyte 
progenitor; Modifiziert nach (Passegué et al. 2003). 
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1.6.4 TAL1 in Leukämien 
 
TAL1 ist ein potentes Onkogen, wenn es durch Deletionen, Mutationen oder 
chromosomale Translokationen abnormal exprimiert wird. Dies ist für TAL1 
insbesondere bei T-ALL der Fall. Wie bereits im Kapitel 1.6.3 beschrieben und in 
Abbildung 1.10 dargestellt, ist TAL1 unter physiologischen Bedingungen nicht in B- 
und T-Zellen exprimiert (Y. Zhang et al. 2005). Allerdings kann aberrante TAL1 
Expression in 60% aller T-ALL Fälle nachgewiesen werden (Look 1997; Ferrando et 
al. 2004; Bash et al. 1995). T-ALL ist eine eher seltene Form der ALL, die etwa 15% 
aller neu diagnostizierten ALLs in Kindern und etwa 25% aller ALLs in Erwachsenen 
ausmacht (Pui and Evans 2006). Bei einer T-ALL ist die Differenzierung der unreifen 
T-Zellvorläufer betroffen. Im Gegensatz zur häufiger vorkommenden B-ALL ist diese 
Form der Leukämie in etwas älteren Patienten mit einem Durchschnittsalter von 10 
Jahren vertreten und weist eine höhere Anzahl an Leukozyten und eine schlechtere 
Prognose auf (Goldfarb and Greenberg 1994).  
Eine häufige Ursache für eine TAL1-induzierte maligne T-Zellentwicklung ist die 
Translokation t(1;14), bei der ein Teil des TAL1-Gens von Chromosom 1 in den Lokus 
des T-Zell-Rezeptors a/d auf Chromosom 14 transloziert und ektopische TAL1 
Expression verursacht (Finger et al. 1989). Die häufigste chromosomale Deletion, die 
am TAL1-Lokus beobachtet werden kann, ist die SIL-TAL1 Deletion, bei der ein 90 kb 
großer intrachromosomaler Bereich deletiert wird und mit dem benachbarten Promotor 
des SIL-Gens fusioniert. Dabei wird der kodierende Bereich von TAL1 unter die 
Kontrolle des SIL-Promotors gebracht, was zu einer ektopen TAL1 Expression führt 
(Peter D. Aplan, Raimondi, and Kirsch 1992; J. W. G. Janssen et al. 1993). Allerdings 
ist in den meisten Fällen von TAL1-positiven T-ALLs keine chromosomale 
Umorganisation notwendig. Eine hohe TAL1 Expression korreliert häufig mit hohen 
LMO2-Leveln, was eine Störung der Funktion des E-Proteins mit sich bringt und zu 
Leukämie führen kann (Patterson et al. 2007). In diesem Zusammenhang konnte durch 
einen Versuch mit transgenen Mäusen festgestellt werden, dass TAL1 allein nur ein 
geringes onkogenes Potential besitzt, während es in Kombination mit LMO1 und LMO2 
eine stark tumorfördernde Wirkung zeigt (Cantor and Orkin 2002; Peter D. Aplan et al. 
1997; Larson et al. 1996).  
Des Weiteren konnte beschrieben werden, dass TAL1 die Expression von RUNX1, 
ETS1 und GATA3 in Blasten von T-ALL Patienten aktiviert (Liau, Ngoc, and Sanda 
2017). Eine abnormal hohe TAL1 Expression führt zudem zu einer Steigerung der 
Transkription des TAL1-Zielgens c-kit in B-Lymphozyten, die diese Gene unter 
physiologischen Bedingungen nicht exprimieren (Lécuyer et al. 2002).  
Eine Deregulation von TAL1 kann außerdem durch Mikroinsertionen verursacht 
werden. Eine Studie hat belegt, dass eine heterozygote Insertion von 12 Basenpaaren 
7,5 kb upstream des Transkriptionsstarts von TAL1 in einer T-ALL Zelllinie mit 
aberranter TAL1 Expression gefunden wurde. Diese Mikroinsertion führt zu einer 
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Veränderung der Chromatinumgebung. Die reprimierende Histonmodifikation 
H3K27me3 wird durch H3K27ac ausgetauscht, was mit aktiver Transkription 
einhergeht (Navarro et al. 2015).  
 
 
1.6.5 Einfluss von TAL1 auf die Chromatinstruktur 
 
Wie bereits in den vorherigen Kapiteln beschrieben, kann TAL1 sowohl als Aktivator 
als auch als Repressor der Genexpression fungieren, abhängig von der Sequenz und 
dem Differenzierungsstadium der hämatopoetischen Zellen (Linggi et al. 2005). Dazu 
werden Koaktivatoren und -repressoren rekrutiert, die die Richtung, in welche die 
Transkription der Zielgene gesteuert werden soll, maßgeblich mit beeinflussen. 
Während der Hämatopoese bestimmen auch epigenetische Modifikationen wie 
Histonacetylierung und -methylierung das Muster der Genexpression, das daraufhin 
die Zelldifferenzierung in eine bestimmte Linie vorgibt (Orford et al. 2008; Cui et al. 
2009). TAL1 kann die Chromatinstruktur direkt beeinflussen durch Rekrutierung von 
HATs und HDACs, Faktoren, welche die Expression erythroider Gene durch 
Acetylierung und Deacetylierung modulieren (Hu, Ybarra, et al. 2009). In frühen 
erythroiden Entwicklungsstufen rekrutiert TAL1 beispielsweise mSIN3a, HDAC1 und 
HDAC2 (S. Huang and Brandt 2000), um die Transkription erythroid-spezifischer Gene 
zu reprimieren. Diese deacetylierenden Faktoren sind während der Differenzierung 
deutlich weniger am TAL1-Komplex vorhanden, damit die Expression der erythroiden 
TAL1-Zielgene stattfinden kann. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, 
dass Trichostatin A (TSA), ein spezifischer HDAC-Inhibitor, zusammen mit TAL1 die 
erythroide Differenzierung steigert, was darauf schließen lässt, dass HDAC1/2 die 
transkriptionelle Aktivität von TAL1 negativ moduliert (S. Huang and Brandt 2000).  
Sobald Differenzierungsgene benötigt werden, werden aktivierende Faktoren wie p300 
und der Kofaktor P/CAF, die histonacetylierende Eigenschaften aufweisen, an den 
TAL1-Komplex rekrutiert. Durch Acetylierung von TAL1 wird zum einen die DNA-
Bindekapazität verstärkt und zum anderen der TAL1-mSIN3a-Repressorkomplex 
destabilisiert (Suming Huang et al. 1999; 2000).  
Methylierungen finden an den Histonen 3 und 4 statt, die entweder mono-, di- oder 
trimethyliert werden können. Um TAL1-vermittelte transkriptionelle Reprimierung zu 
bewirken, assoziiert TAL1 mit der Methyltransferase SUV39H1 und dem 
Heterochromatin Protein HP1, die spezifisch Lysin 9 an Histon 3 (H3K9) methylieren. 
Interessanterweise wird häufig in unreifen Thymozyten zusammen mit dem 
TAL1/SUV38H1 Komplex der globale Chromatinoranisator special AT-rich sequence 
binding 1 (SATB1) gefunden, der die Chromatinstruktur zu einer höheren Ordnung 
faltet, wodurch es weniger zugänglich für die Transkription ist (Wen et al. 2005).  
Des Weitern konnte eine Studie belegen, dass TAL1 in Jurkat und 
erythroleukämischen Zellen mit LSD1 interagiert, eine Demethylase, die spezifisch die 
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Methylgruppen von Lysin 4 am Histon 3 (H3K4) entfernt (Hu, Li, et al. 2009). H3K4-
Methylierung ist eine Modifikation, die in transkriptionell aktivem Chromatin gefunden 
wird. Durch die Demethylierung durch LSD1 wird die Expression daher wiederum 
stillgelegt. Sobald die erythroide Differenzierung induziert wird, dissoziiert der 
TAL1/LSD1-Komplex, sodass sich wiederum aktive Markierungen wie H3K4me2 und 
H3K9ac am Promotor der TAL1-Zielgene anreichern können (Hu, Li, et al. 2009; Hu, 
Ybarra, et al. 2009). Eine weitere wichtige Rolle in diesem komplexen Netzwerk aus 
Histonmodifikationen spielt die Phosphorylierung. TAL1 kann an der Aminosäure Serin 
172 durch die cAMP (cyclisches Adenosinmonophosphat)-abhängige Proteinkinase A 
(PKA) phosphoryliert werden, was die DNA-Bindekapazität von TAL1 verringert und 
sich somit ebenfalls negativ auf die transkriptionelle Aktivität auswirkt. In diesem 
Zusammenhang wurde gezeigt, dass der TAL1/LSD1-Komplex in Erythroblasten 
durch Erythropoietin (EPO)-stimulierte Differenzierung an Serin 172 phosphoryliert 
wird, was eine Aktivierung der reifen Erythropoese initiiert (Prasad and Brandt 1997).  
Durch diesen epigenetischen Wechsel zwischen aktivierenden und reprimierenden 
Histonmodifikationen entsteht ein Gleichgewicht zwischen der aktivierenden und 
inhibierenden Funktion von TAL1 während der Entwicklung und Reifung von 
Erythrozyten.  
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Abbildung 1.11. Epigenetische Regulation von TAL1 während der Erythropoese.  
Vereinfachte Darstellung des epigenetischen „Switch“ zwischen reprimierter und aktiver TAL1-
regulierter Transkription. Durch Differenzierungssignale werden Koaktivatoren wie p300 und PCAF an 
den TAL1-Komplex rekrutiert, die histonacetylierende Eigenschaften aufweisen. Die Transkription 
erythroider Gene wird angeschaltet. Wenn die Zelle Signale für einen Differenzierungsstop sendet, 
werden Korepressoren rekrutiert wie HDAC, die die Acetylierung von H3K9 entfernt und LSD1, eine 
H3K4 spezifische Demethylase. Zusätzlich wird SUV39H1 und HP1 an den TAL1-Komplex gebunden, 
die eine spezifische Methylierung an H3K9 katalysiert. SATB1 fungiert zusätzlich, um das Chromatin 
dichter zu verpacken und unzugänglicher zu machen. SATB1: special AT-rich sequence binding 1; HP1: 
Heterochromatin Protein 1; TAL1: T-cell acute lymphocytic leukemia protein 1; HDAC: 
Histondeacetylase; LSD1: lysine specific demethylase 1; CoA: Koaktivator; p300: EP300; Modifiziert 
nach (Hu, Ybarra, et al. 2009).  
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1.7 Zielsetzung der Arbeit 
 

TAL1 ist ein Masterregulator des hämatopoetischen Systems, der essentielle Rollen 
während der primitiven Hämatopoese und insbesondere in der myeloiden 
Linienentscheidung ausübt. Dieser Transkriptionsfaktor bildet einen Kernkomplex mit 
Kofaktoren und weiteren Transkriptionsfaktoren und reguliert die Expression von 
TAL1-Zielgenen. In lymphoiden Zellen ist TAL1 unter physiologischen 
Voraussetzungen herunterreguliert. Allerdings ist weithin beschreiben, dass in 60% 
aller T-ALL Patienten eine aberrante TAL1 Expression beobachtet werden kann (Look 
1997; Ferrando et al. 2004; Bash et al. 1995). Diese wird häufig durch Translokationen 
oder chromosomale Deletionen hervorgerufen.  
Das miR-17-92 Cluster ist ein polycistronisches miRNA Cluster, das für sechs reife 
miRNAs kodiert, welche unterschiedliche Aufgaben ausüben und verschiedene 
Zielgene haben. Es hat essentielle Funktionen in der embryonalen Entwicklung der 
Lunge und des Herzens sowie in der B-Zell-Reifung (Ventura et al. 2008) inne. 
Weiterhin wird das miRNA Cluster auch als Onkomir bezeichnet, da es in vielen 
soliden Tumoren sowie hämatologischen Erkrankungen hoch exprimiert vorgefunden 
werden kann (He et al. 2005).  
Dadurch, dass TAL1 und miR-17-92 beide unverzichtbare hämatologische 
Eigenschaften aufweisen und onkogenes Potential besitzen, lag die Vermutung nahe, 
dass eine Korrelation zwischen den beiden Faktoren bestehen könnte. Darüber hinaus 
konnten durch vorherige Arbeiten mehrere potentielle miRNA Bindestellen des miR-
17-92 Clusters auf der 3´-UTR von TAL1 entdeckt werden, was ein weiteres Indiz auf 
einen Zusammenhang von TAL1 und miR-17-92 darstellt.  
 
Das erste Ziel der vorliegenden Arbeit war zunächst durch die Verwendung von 
SILAC-basierter Massenspektrometrie festzustellen, ob es sich bei TAL1 um ein 
direktes Zielgen des miR-17-92 Clusters handelt. In diesem Rahmen sollte genauer 
spezifiziert werden, welche der sechs reifen miRNAs aus dem miR-17-92 Cluster 
Einfluss auf die TAL1 Expression nehmen. Da der Transkriptionsfaktor als Komplex 
aus vielen Faktoren agiert, sollte zudem herausgefunden werden, welche weiteren 
Gene sekundär durch miR-17-92 über eine Veränderung von TAL1 beeinflusst 
werden. Weiterhin sollte in dieser Arbeit untersucht werden, ob TAL1 auch einen Effekt 
auf die miR-17-92 Expression hat und sich diese beiden Faktoren gegenseitig 
regulieren.  
Durch die wichtige Rolle, die TAL1 in der myeloiden Linienentscheidung einnimmt, 
wurde außerdem analysiert, wie sich eine Veränderung der TAL1-Konzentration durch 
miR-17-92 auf die Differenzierung von CD34+-Zellen und auf die Expression 
spezifischer Differenzierungsgene wie Glykopherin A und CD71 auswirkt.  
Da TAL1 darüber hinaus im Falle von T-ALL häufig hoch exprimiert in unreifen 
Thymozyten vorkommt, sollte getestet werden, ob sich eine durch miR-17-92 
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veränderte TAL1 Expression auf das Expressionslevel des T-Zell-spezifischen 
Oberflächenmarkers CD4 niederschlägt.  
Aufgrund der Tatsache, dass im Bereich des MIR17HG-Promotors eine große CpG-
Insel entdeckt werden konnte und epigenetische Modifikationen im Laufe des Alters 
Veränderungen durchlaufen, sollte untersucht werden, ob eine altersabhängige 
Korrelation zwischen der TAL1- und der miR-17-92 Expression in gesunden T-Zellen 
besteht, die möglicherweise das Risiko für eine Leukämie-Entstehung erhöhen.  
 
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass das Ziel dieser Forschungsarbeit darin lag, 
die regulatorische Schleife zwischen TAL1 und miR-17-92 zu analysieren. Dabei sollte 
die Rolle dieser Regulation während der Hämatopoese untersucht und mögliche 
Risiken einer Leukämie bei einer Fehlregulation in Betracht gezogen werden. 
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2 Material und Methoden 

 

2.1  Material 
 

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien 
 
Agarose                 Biozym 
Adenosintriphosphat (ATP)           Carl Roth 
Ammoniumpersulfat (APS)           Carl Roth 
Ampicillin-Natriumsalz (Amp)           Carl Roth 
Bromphenolblau                Sigma Aldrich 
Bovines Serumalbumin (BSA)        PAA-Laboratories 
Cut Smart Puffer            New England Biolabs 
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na2HPO4x2H2O)      Carl Roth 
Dimethylsulfoxid (DMSO)           Carl Roth 
Dithiothreitol (DTT)            Carl Roth 
DNA Ladepuffer (6x)           New England Biolabs 
dNTPs (100 mM)        Thermo Fisher Scientific 
Essigsäure, 100%            Carl Roth 
Ethanol, 96%            Carl Roth 
Ethidiumbromidlösung 1%           Carl Roth 
Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA)         Carl Roth 
Ethylenglycoltetraessigsäure (EGTA)         Carl Roth 
Formaldehyd 37%            Carl Roth 
Glycin              Carl Roth 
Glycylglycin (GlyGly)         AppliChem 
2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)ethansulfonsäure (HEPES)     Carl Roth 
Isopropanol             Carl Roth 
Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid (IPTG)        Carl Roth 
Kaliumchlorid (KCl)            Carl Roth 
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)         Carl Roth 
D-Luciferin             Carl Roth 
Lachssperma-DNA (SSD)         AppliChem 
LB-Agar                 Sigma Aldrich 
LB-Medium             Carl Roth 
Lysozym             Carl Roth 
Magnesiumsulfat (MgSO4)           Carl Roth 
Magnesiumchlorid (MgCl2)           Carl Roth 
β-Mercaptoethanol            Carl Roth 
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Metafectene                Biontex 
Methanol             Carl Roth 
Natriumchlorid (NaCl)           Carl Roth 
Natriumdeoxycholat            Carl Roth 
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat (NaH2PO4x2H2O)      Carl Roth 
Natriumdodecylsulfat (SDS)          Carl Roth 
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3)         Carl Roth 
o-Nitrophenyl-β-D-galactopyranosid (ONPG)        Carl Roth 
Nonidet P40 (NP-40)         AppliChem 
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase    Thermo Fisher Scientific 
Phusion 5x HF Puffer       Thermo Fisher Scientific 
Phusion 5x GC Puffer       Thermo Fisher Scientific 
Primer                  Eurofins Genomics 
Protaminsulfat               Sigma Aldrich 
Protease-Inhibitor-Cocktail 5         AppliChem 
Proteinase K           AppliChem 
Polyethylenimin (PEI)                Polysciences 
RNAse A (aus PureLink HiPure Plasmid Midiprep Kit)       Invitrogen 
Roti®-Block             Carl Roth 
Rotiphorese Gel 30            Carl Roth 
D(+)-Saccharose            Carl Roth 
Salzsäure (HCl)            Carl Roth 
T4 DNA-Ligase             New England Biolabs 
T4 DNA-Ligase Puffer            New England Biolabs 
TaqMan-Sonden        Thermo Fisher Scientific 
Tetramethylethylenediamine (TEMED)         Carl Roth 
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)        Carl Roth 
Triton X-100             Carl Roth 
Trypanblau                Sigma Aldrich 
Tween-20             Carl Roth 
Q5® High-Fidelity DNA Polymerase          New England Biolabs 
Q5 GC Enhancer             New England Biolabs 
Q5 Reaction Puffer             New England Biolabs 
Zeocin              InvivoGen 
 
 
2.1.2 Medien und Zusätze für die Zellkultur 
 
DMEM, high glucose, GlutaMAX         Gibco/Invitrogen 
Fötales Kälberserum (FKS)        PAA-Laboratories 
(h) FMS like tyrosine kinase 3 (Flt-3) Ligand        Miltenyi Biotech 
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(h) Interleukin-3 (IL-3)            Miltenyi Biotech 
(h) Interleukin-6 (IL-6)            Miltenyi Biotech 
StemMACS HSC-CFU lite with Epo, human        Miltenyi Biotech 
Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep)       PAA-Laboratories 
Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS)      PAA-Laboratories 
RPMI 1640, GlutaMAX          Gibco/Invitrogen 
(h) Stammzellfaktor (SCF)           Miltenyi Biotech 
StemSpan SFEM-Expansionsmedium        StemCell Technologies 
Trypsin-EDTA (0,05%)           Gibco/Invitrogen 
 
 
2.1.3 Bakterien 
 
DH5α            Escherichia coli Stamm zur Amplifikation von Plasmid-DNA 
One Shot TOP10           Escherichia coli Stamm zur Amplifikation von Plasmid-DNA 
 
 
2.1.4 Kits 
 
CD34 MicroBead Kit              Miltenyi Biotec 
CD3 MicroBead Kit              Miltenyi Biotec 
ChIP DNA Clean & Concentrator          Zymo Research 
DC™ Protein-Assay            BIO-RAD 
GeneJet Gel Extraction Kit       Thermo Fisher Scientific 
GeneJet PCR Purification        Thermo Fisher Scientific 
GeneJet Plasmid Miniprep Kit       Thermo Fisher Scientific 
Mesa Blue 2x PCR Master Mix for SYBR Green I Assay   Eurogentec 
miR-17-92 Cluster Real-Time PCR Assay Kit          Signosis 
miRNeasy Mini Kit                Qiagen 
PrimeScriptTM RT Master Mix               Takara 
PureLink HiPure Plasmid Midiprep Kit          Invitrogen 
RNeasy Mini Kit                 Qiagen 
Roti-Transform Kit            Carl Roth 
TaqMan Universal PCR Master Mix       Thermo Fisher Sientific 
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2.1.5 Geräte 
 
 
Tabelle 2. 1 Übersicht aller verwendeter Geräte. 
 
Gerät Bezeichnung Hersteller Ort 
Autoklav Varioklav H+P HP Medizintechnik Oberschleiß-

heim 
AutoMACS autoMACS pro Miltenyi Biotech Bergisch 

Gladbach 
Automatisches 
Hämatozytometer 

Hemavet Multi-Cell 
3/LV 

Drew Scientific Miami Lakes 

Bakterienbrutschrank IN30 Memmert GmbH Schwabach 
Bakterienschüttler MaxQ 4000 Thermo Fisher 

Scientific 
Schwerte 

Blot-Kammer TransBlot Turbo BioRad Hercules 
Drehinkubator Rotator für 

Reagenz- und 
Probenröhrchen 

VWR Darmstadt 

Durchflusszytometer BD FacsFortessa 
LSRII 

BD Biosciences Franklin Lakes 

Durchflusszytometer BD FacsAria Cell 
Sorter 

BD Biosciences Franklin Lakes 

Durchflusszytometer BD FacsAria 
Fusion Cell Sorter 

BD Biosciences Franklin Lakes 

Elektronische 
Multipipette 

Multipette XStream Eppendorf Hamburg 

Elektrophorese-
kammer DNA 

PerfectBlue 
Gelsystem Mini S 

PeqLab 
Biotechnologie 
GmbH 

Erlangen 

Elektrophorese-
kammer Protein 

Elektrophorese-
system 

PeqLab 
Biotechnologie  
GmbH 

Erlangen 

Falkon-Kühlzentrifuge Rotina 420R HettichZentrifugen Tuttlingen 
Falkon-Kühlzentrifuge Megafuge 1.0R Heraeus 

Instruments 
Hanau 

Falkon-Zentrifuge Rotina 420 HettichZentrifugen Tuttlingen 
Feinwaage isoCAL Sartorius AG Göttingen 
Fluoreszenz-
mikroskop 

IX71 Olympus Shinjuku 
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Gefrierschrank -80°C MDF-53V Sanyo Osaka 
Gefrierschrank -20°C ÖkoArctis AEG Frankfurt/Main 
Gelgießstand Gießschiene 

PerfectBlue Mini S 
PeqLab 
Biotechnologie  
GmbH 

Erlangen 

Heizblock Thermomixer R Eppendorf Hamburg 
Kühlschrank Profi-Line Liebherr Bulle FR 
Lichtmikroskop CKX41 Olympus Shinjuku 
Magnetisches Rack 12 Tube Magnetic 

Separation Rack 
New England 
Biolabs 

Frankfurt/Main 

Magnetischer 
Zellseparator 

QuadroMACS™ 
Separator 

Miltenyi Biotech Bergisch 
Gladbach 

Magnetrührer FB15001 Thermo Fisher 
Scientific 

Waltham 

Mikrokühlzentrifuge 2K15 Sigma Aldrich Osterode am 
Harz 

Mikrozentrifuge Mikro 120 HettichZentrifugen Tuttlingen 
Minizentrifuge Sprout 

Minizentrifuge 
Biozym Hessisch 

Oldendorf 
Odyssey-Entwickler Odyssey CLX 

imaging System 
LI-COR Bioscience Bad Homburg 

PCR Cycler T Professional 
Basic Gradient 

Biometra GmbH Göttingen 

pH Meter HI 2211 pH/ORP 
Meter 

Hanna Instruments Vöhringen 

Photometer BioPhotometer Eppendorf Hamburg 
Pipette 0,2-2 µl Pipetman L P2L Gilson Middleton 
Pipette 1-10 µl Pipetman L P10L Gilson Middelton 
Pipette 2-20 µl Pipetman L P20L Gilson Middelton 
Pipette 20-200 µl Pipetman L P200L Gilson Middelton 
Pipette 100-1000 µl Pipetman L 

P1000L 
Gilson Middelton 

Pipettierhilfe CellMate II Matrix 
Technologies 
Corp. 

Hudson 

Plattenlesegerät Viktor X4 Perkin Elmer Waltham 
Real-time-PCR 
Cycler 

LightCycler480 Roche Mannheim 
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Real-time-PCR 
Cycler 

StepOne Plus 
Real-time 

Applied 
Biosystems 

Foster City 

Rollmixer R137 PSI Medizintechnik Laudenbach 
Sonifizierer Bioruptor Diagenode Liège 
Spektrophotometer Nano Drop 2000 Thermo Fisher 

Scientific 
Waltham 

Sterilwerkbank Holten Safe 2010 
1.2 

Thermo Fisher 
Scientific 

Waltham 

Spannungsquelle PowerPac HC BioRad Hercules 
Transilluminator Gel DocTM XR+ BioRad Hercules 
Ultrazentrifuge Suprafuge 22 Heraeus Holding 

GmbH 
Hanau 

UV Licht Tisch FL-117/2 
Fluorescent tables 

Renner GmbH Dannstadt 

Vortexer Vibrofix VF1 Janke & Kunkel 
Labortechnik 

Staufen i. Br. 

Waage EMB 600-2 Kern & Sohn 
GmbH 

Balingen 

Wasserbad WNE7 Memmert GmbH Schwabach 
Wippschüttler PMR-30 Grant Cambridge 
Zählkammer Neubauer-

improved 
Marienfeld Lauda-

Königshofen 
Zellkulturbrutschrank Steri Cycle CO2 

Incubator 
Thermo Fisher 
Scientific 

Waltham 

 
 

2.2 Zellbiologische Methoden 
 
2.2.1 Kultivierung von eukaryotischen Zelllinien 
 
Für die Experimente dieser wissenschaftlichen Arbeit wurden zum einen K562- und 
zum anderen Jurkat-Zellen verwendet. Bei K562 handelt es sich um eine 
Leukämiezelllinie, die ursprünglich von einer 53-jährigen Patientin isoliert wurde, die 
unter chronischer myeloischer Leukämie (CML) in Blastenkrise litt (Lozzio and Lozzio 
1975). Jurkat-Zellen sind T-Lymphozyten, die von einem 14-jährigen Patienten mit T-
ALL isoliert wurden (Schneider, Schwenk, and Bornkamm 1977). Des Weiteren 
wurden HEK293T-Zellen verwendet. Diese Zellen wurden von humanen embryonalen 
Nierenzellen gewonnen und künstlich mit dem menschlichen Adenovirus 5 
transformiert, wodurch sie artifiziell die Charakteristika einer Krebszelle erhalten 
haben. Ein Subklon der HEK293T-Zellen exprimiert zusätzlich das Simian-Virus 40 
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(SV40) große T-Antigen, welches für die Replikation des Virus zuständig ist. Dadurch 
ist diese Zelllinie zur Herstellung von Retroviren wie beispielsweise Lentiviren sehr gut 
geeignet (zur Hausen 1967; Shein and Enders 1962).  
K562- und Jurkat-Zellen wurden in RPMI und HEK293T-Zellen in DMEM-Medium, 
welches mit 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin (Pen/Strep) angereichert wurde, 
im Brutschrank bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO2 kultiviert und alle zwei bis 
drei Tage passagiert.  
Um die Zellen aufzubewahren, wurden sie in FCS mit 10% DMSO in einem 
Einfrierbehälter (Mr. Frosty), der mit Isopropanol befüllt wurde, zunächst 1°C pro 
Minute bis auf -80°C abgekühlt und anschließend in den Stickstofftank überführt (-
200°C). Um die Zellen wieder in Kultur zu nehmen, wurden sie durch Zugabe von 37°C 
warmem Medium aufgetaut und zunächst zentrifugiert, um das DMSO zu entfernen. 
Anschließend konnten die Zellen mit frischem Medium in eine Kulturflasche überführt 
werden.  
 
 
2.2.2 Isolation von humanen primären CD34+-Stammzellen 
 
Humane primäre CD34+-Stammzellen wurden aus Knochenmarkspenden von 
gesunden, freiwilligen Spendern, die vom DRK Blutspendedienst Frankfurt zur 
Verfügung gestellt wurden, isoliert. Dafür wurde das Knochenmark zunächst in 
PBS/0,5% BSA aufgenommen und über eine Dichtegradientenzentrifugation mittels 
Ficoll in Erythrozyten, Thrombozyten und mononukleäre Zellen aufgetrennt. Die 
mononukleären Zellen wurden vorsichtig in ein frisches 50 ml Zentrifugationsgefäß 
überführt und mit PBS/0,5% BSA gewaschen. Anschließend wurden die CD34+-Zellen 
mithilfe des CD34 MicroBead Kit nach Herstellerangaben markiert und über LS-
Columns mit einem magnetischen QuadroMACS Separator positiv selektiert. Die 
isolierten CD34+-Zellen wurden mit einem CD45-FITC und einem CD34-PE 
spezifischen FACS-Antikörper angefärbt und mittels Durchflusszytometrie auf ihre 
Reinheit überprüft.  
 
PBS/0,5% BSA:  2,5 g BSA in 500 ml PBS, sterilfiltriert 
 
 
2.2.3 Kultivierung von humanen primären CD34+-Stammzellen 
 
Die humanen primären CD34+-Zellen wurden in einer 24-well Platte mit einer Zelldichte 
von 5 x 105 Zellen in 500 µl pro Well in serumfreiem Expansionsmedium SFEM 
StemSpan ausgesät. Dem Medium wurde SCF (100 ng/ml), Flt-3 (100 ng/ml), IL-3 
(20 ng/ml) und IL-6 (20 ng/ml) sowie 1% Pen/Strep zugesetzt. Die Zellen wurden bei 
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37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% CO2 im Inkubator kultiviert. Dabei wurde die 
Zelldichte konstant gehalten.  
 
 
2.2.4 Isolation von humanen CD3+-T-Zellen aus Thrombozyten-Spenden 
 
Humane CD3+-T-Zellen wurden aus Thrombozyten-Spenden von gesunden, 
freiwilligen Spendern, die vom DRK Blutspendedienst in Frankfurt zur Verfügung 
gestellt wurden, gewonnen. Dafür wurde das Thrombozyten-Präparat zunächst mit 
PBS/0,1% BSA in einem Verhältnis von 1:5 verdünnt und über eine 
Dichtegradientenzentrifugation mittels Ficoll aufgetrennt. Die weiße Schicht, die aus 
mononukleären Zellen des peripheren Blutes besteht, wurden vorsichtig in ein frisches 
50 ml Zentrifugationsgefäß überführt und mit PBS/0,5% BSA gewaschen. 
Anschließend wurden CD3+-T-Zellen mit CD3+ MicroBeads nach Herstellerangaben 
markiert. Die Isolation in CD3+ und CD3- Zellfraktionen erfolgte unsteril mithilfe des 
AutoMACS Pro Separator über das Programm „Possel“. Um die Reinheit und Effizienz 
der Isolation zu überprüfen, wurden die isolierten Zellen mit einem CD45-APC-Cy7 
und einem CD3-Pacific Blue spezifischen FACS-Antikörper angefärbt und mittels 
durchflusszytometrischer Analyse auf ihre Reinheit überprüft. Die Zellen wurden 
anschließend pelletiert und bei -80°C gelagert, bis sie für die RNA-Isolation verwendet 
wurden.  
 
 
2.2.5 Transfektion zur Virusherstellung 
 
Um lentivirale Viruspartikel herzustellen, wurden HEK293T-Zellen mit einer Zelldichte 
von 1,5 x 107 in einer 175 cm2 Zellkulturflasche ausgesät. Am nächsten Tag erfolgte 
die Transfektion der Zellen. Dafür wurden 10,1 µg des Envelop-Plasmids pMD2-G 
(VSV-G) (env), 18,7 µg des pCMdelta R8.91 (gag, pol) und 28,8 µg des gewünschten 
Transferplasmids zusammen mit DMEM ohne Zusätze auf ein Gesamtvolumen von 
430 µl in ein 1,5 ml-Reaktionsgefäß gegeben und mit 144 µl PEI gemischt. Der 
Transfektionsansatz wurde 20 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschließend 
tropfenweise auf die HEK293T-Zellen pipettiert. Vier Stunden nach der Transfektion 
wurde das Medium entfernt und durch 15 ml frisches DMEM ersetzt. Der 
Virusüberstand wurde 24 und 48 Stunden nach der Transfektion gesammelt und bei 
4°C bis zur Aufkonzentration gelagert.  
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2.2.6 Ultrazentrifugation zur Virusernte 
 
Um eine maximale Transduktionseffizienz zu erreichen, wurden die Viruspartikel durch 
eine Ultrazentrifugation des Kulturüberstandes der transfizierten HEK293T-Zellen 
aufkonzentriert. Dafür wurde zunächst der gesammelte Virusüberstand für 5 min bei 
400 x g und 4°C zentrifugiert, um Zellreste zu entfernen. Anschließend wurde der 
Virusüberstand durch einen 0,45 µm Filter sterilfiltriert und in ein 
Ultrazentrifugationsröhrchen überführt. Danach wurden 5 ml einer 20%igen Succrose 
Lösung unter den filtrierten Virusüberstand geschichtet. Die 
Ultrazentrifugationsröhrchen mussten mit einer Waage perfekt austariert werden. 
Anschließend wurde der Virusüberstand für 2 Stunden bei 20000 x g und 4°C 
zentrifugiert. Das Medium wurde abgesaugt und das Viruspellet in 500 µl PBS (für 
Transduktion von Zelllinien) oder SFEM StemSpan Medium (für Transduktion von 
CD34+-Zellen) resuspendiert. Der aufkonzentrierte Virus wurde entweder sofort 
verwendet oder in 250 - 500 µl Aliquots in flüssigem Stickstoff schockgefroren und bei 
-80°C gelagert.  
 
20%ige Succrose-Lösung:  200 g D(-)-Saccarose in 1 L H2O, sterilfiltriert 
 
 
2.2.7 Transduktion von Zellen 
 
Für die Transduktion von Zelllinien wurden zunächst 1,4 x 106 K562- oder 2 x 106 
Jurkat-Zellen in 1,4 ml RPMI-Medium in einer 6-well Platte pro Well ausgesät. Nach 
2 - 4 Stunden wurden 100 µl des aufkonzentrierten Virus und 15 µl Protaminsulfat 
(1:100) tropfenweise auf die Zellen gegeben. Anschließend fand eine Zentrifugation 
der Zellen für 30 min, 400 x g bei 32°C statt. Am nächsten Tag wurde die Transduktion 
wiederholt. Vier Stunden nach der Zentrifugation wurden 3 ml vorgewärmtes RPMI-
Medium auf die transduzierten Zellen gegeben.  
Für die Transduktion von humanen primären CD34+-Zellen wurden 5 x 105 Zellen in 
500 µl in einer 24-well Platte pro Well ausgesät. Es wurden 100 µl des 
aufkonzentrierten Virus und 6 µl Protaminsulfat (1:100) tropfenweise auf die Zellen 
gegeben. Das weitere Verfahren der Transduktion fand statt wie bereits bei den 
Zellllinien beschrieben.  
Drei bis fünf Tage nach der Transduktion konnte die Transduktionseffizient zum einen 
am Fluoreszenzmikroskop beobachtet und zum anderen mittels Durchflusszytometrie 
anhand der GFP (grün fluoreszierendes Protein) oder Tomato-Fluoreszenz der Zellen 
genauer bestimmt werden.  
 
Protaminsulfat:   400 µg Protaminsulfat in 1 ml H2O 
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2.2.8 Durchflusszytometrie 
 
Mittels Durchflusszytometrie wurde die Transduktionseffizienz transduzierter Zellen, 
die Reinheit der CD34- und CD3-Isolationen anhand der 
Oberflächenmarkerexpression oder die Expression von T-Zell-spezifischen 
Oberflächenmarkern in miR-17-92-überexprimierenden Jurkat-Zellen bestimmt. Dafür 
wurde ein BD LSR Fortessa mit drei Lasern und die FACSDiva Software zur 
Auswertung verwendet. Um die Transduktionseffizienz anhand der GFP- oder Tomato 
Expression zu bestimmen, war keine Antikörper-Färbung notwendig, da die GFP 
Expression durch den FITC und die Tomato Expression durch den PE-Kanal analysiert 
werden können. Für die FACS Messung wurden etwa 5 x 105 Zellen in ein 5 ml 
Rundboden-Röhrchen (FACS-Röhrchen) überführt und mit PBS/0,5% BSA 
gewaschen. Dann wurde das Zellpellet in 300 µl PBS/0,5% BSA aufgenommen, um 
die Messung durchzuführen. 
Zur Bestimmung der Isolationsreinheit von aufgereinigten CD34+- oder CD3+-Zellen, 
wurden etwa 5 x 105 Zellen zunächst in ein FACS-Röhrchen gegeben, in PBS/0,5% 
BSA gewaschen und mit 10 µl FcR Blockierungsreagenz inkubiert, um unspezifische 
Bindungen an FC-Rezeptoren zu verhindern. Anschließend wurden die Zellen erneut 
gewaschen und mit den jeweiligen spezifischen Antikörpern, die mit der jeweiligen 
Fluoreszenz gekoppelt sind, für 15 min im Dunkeln bei 4°C gefärbt. CD34+-Zellen 
wurden mit einem CD45-PE und einem CD34-FITC spezifischen Antikörper gefärbt, 
CD3+-Zellen wurden mit einem CD45-APC-Cy7 und einem CD3-Pacific Blue 
Antikörper gefärbt. Danach wurden die Zellen erneut gewaschen und in 300 µl 
PBS/0,5% BSA aufgenommen, um die Messung am Durchflusszytometer 
durchzuführen.  
Um die Expression der T-Zell-spezifischen Oberflächenmarker in miR-17-92-
exprimierenden Jurkat-Zellen zu bestimmen, wurden die transduzierten Zellen 
mindestens sieben Tage nach Transduktion in der gleichen Weise wie bereits für 
CD34+- und CD3+-Zellen beschrieben für die Färbung vorbereitet. Anschließend 
wurden die Jurkat-Zellen mit einem CD45-APC-Cy7, einem CD3-Pacific Blue, einem 
CD4-PE und einem CD8-APC Antikörper gefärbt. Die Messung erfolgte wie bereits 
beschrieben.  
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Tabelle 2. 2 Übersicht über die verwendeten FACS-Antikörper.  
 

Name Fluorochrom Marker Hersteller 
CD34 PE Hämatopoetische 

Stammzellen 
Miltenyi Biotech 

CD3 Pacific Blue T-Zellen BioLegend 
CD4 PE T-Helferzellen BioLegend 
CD8 APC Cytotoxische T-Zellen BioLegend 

CD45 FITC Alle Leukozyten BioLegend 
CD45 APC-Cy7 Alle Leukozyten BioLegend 
FcR  - Blockierungsreagenz Miltenyi Biotech 

 
 
2.2.9 Durchflusszytometrische Sortierung von transduzierten Zellen 
 
Um eine reine Population transduzierter Zellen zu erhalten, wurden die Zellen anhand 
ihres GFP- oder Tomato-Signals mittels Durchflusszytometrie sortiert. Dazu wurden 
die transduzierten Zellen zunächst mit PBS/0,5% BSA gewaschen und mit einem 
Rundboden-Röhrchen mit Zellsieb vereinzelt. Die Zellen wurden in einer maximalen 
Konzentration von 1 x 107 pro ml in PBS/0,5% BSA aufgenommen und steril 
verschlossen auf Eis zum Georg-Speyer-Haus in Frankfurt am Main transportiert, wo 
die Sortierung durch Unterstützung von Dr. Stefan Stein und Annette Trzmiel am BD 
FACSAria Fusion steril oder am FACSAria I unsteril durchgeführt wurde. Unsteril 
sortierte K562- oder Jurkat-Zellen wurden in RPMI mit 20% FCS und 1% Pen/Strep 
aufgefangen und dreimal mit PBS/3% Pen/Strep gewaschen, bevor sie wieder in Kultur 
genommen wurden. Steril sortierte primäre CD34+-Zellen wurden in 
Expansionsmedium mit 1% Pen/Strep aufgefangen und ohne Waschschritt wieder in 
Kultur genommen oder für einen Colony forming unit (CFU)-Assay ausgesät.  
 
 
2.2.10 Colony forming unit-Assay 
 
Unmittelbar nach der Sortierung der GFP+ CD34+-Zellen wurden die Zellen für einen 
CFU-Assay ausgesät. Dieser diente dazu, die Differenzierung der CD34+-Zellen in 
Richtung erythrozytärer, monozytärer und granulozytärer Kolonien zu analysieren. 
Dazu wurden 4000 Zellen und 60 µl Pen/Strep (3 %) in 2 ml Methylzellulose gegeben 
und stark durchmischt. Danach wurden die Zellen 10 min bei Raumtemperatur 
inkubiert und anschließend jeweils 1 ml der Methylzellulose-Zellsuspension in einer 
35 mm Kulturschale ausplattiert. Pro Ansatz wurden mindestens vier Kulturschalen 
angesetzt. Die Zellen wurden für 10 - 14 Tage bei 37°C, 95% Luftfeuchtigkeit und 5% 
CO2 inkubiert und anschließend mikroskopisch analysiert.  
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2.3 Molekularbiologische Methoden 
 
2.3.1 Vektoren 
 
2.3.1.1 LeGO Vektoren 
 
Um Überexpressionskonstrukte zu klonieren, wurde der LeGO-iG2 und der LeGO-iT2 
Vektor verwendet (Weber et al. 2008). Diese Vektoren besitzen einen Spleen focus-
forming virus (SFFV)-Promotor, der ein breites Expressionsmuster bietet und sich 
daher sehr gut für die Überexpression gewünschter Gene eignet. Hinter dem SFFV-
Promotor befindet sich die internal ribosome entry site (IRES) gefolgt von einem 
Markergen, dem GFP oder dem rot fluoreszierenden Protein (tdTomato). Durch 
spezifische Klonierungsschnittstellen vor der IRES kann die gewünschte cDNA direkt 
hinter den SFFV-Promotor kloniert werden, was ebenfalls die Expression des 
Transgens erhöht. Eine Ampicillin-Resistenz ermöglicht eine Selektion positiv 
transformierter Bakterien. Der LeGO-iG2 Vektor wurde verwendet für die 
Überexpression der miR-17-92 cDNA und der LeGO-iT2 Vektor wurde verwendet für 
die Überexpression der murinen Tal1 und der MYC cDNA.  
 

 
 
Abbildung 2.1. Vektorkarte des lentiviralen LeGO-iG2 Vektors.  
Es werden zusätzlich alle einfachen Restriktionsschnittstellen angezeigt. Modifiziert nach (Weber et al. 
2008). 
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Abbildung 2.2. Vektorkarte des lentiviralen LeGO-iT2 Vektors.  
Es werden zusätzlich alle einfachen Restriktionsschnittstellen angezeigt. Modifiziert nach (Weber et al. 
2008). 
 
Tabelle 2. 3 Übersicht über die verwendeten Klonierungsprimer und Enzymschnittstellen für die 
Klonierungen in die LeGO Vektoren. 
 

Genname Primersequenz Enzymschnittstelle Tm 
hmiR-17-92 

F 
TATGGATCCCTAAATGGACCTCA
TATCTTTGAG 

BamHI 65,8°C 

hmiR-17-92 
R 

TATGAATTCGAAAACAAGACAAG
ATGTATTTACAC 

EcoRI 62,4°C 

mTal1 F TATGGATCCATGACGGAGCGGC
CGCC 

BamHI 71,1°C 

mTal1 R TATGAATTCTCACCGGGGGCCAG
CCC 

EcoRI 69,5°C 

hMYC F GATCGGATCCCTGGATTTTTTTC
GGGTAGTG 

BamHI 68,2°C 

hMYC R AATTGAATTCTTACGCACAAGAGT
TCCGTAG 

EcoRI 64,2°C 

Das LeGO-iT2-MYC Konstrukt wurde von Jasmin Yillah kloniert.  
 
 
2.3.1.2 SEW Vektor 
 
Für knockdown Experimente mittels lentiviralen shRNA Transfers in humane Zelllinien 
wurde der SEW Vektor verwendet (Demaison et al. 2002). Dieser Vektor besitzt eine 
Ampicillin-Resistenz, die als Selektionsfaktor für positiv transformierte Bakterien dient. 
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Darüber hinaus besitzt der Vektor einen Cytomegalovirus (CMV)-Promotor und eine 
nachfolgende GFP-Zeocin Kassette, die eine Selektion transduzierter eukaryotischer 
Zellen ermöglicht. Dieser Promotor zusammen mit der GFP-Zeocin Kassette wurde 
aus dem psiRNA-7hSK-Vektor in den SEW Vektor kloniert. Der SEW Vektor wurde 
verwendet für die Expression der shRNA 
ACCTCGACAAGAAGCTCAGCAAGAATTCAAGAGATTCTTGCTGAGCTTCTTGTC
TTTTT gegen das humane TAL1. Dieses Konstrukt wurde von Sebastian Koch (AG 
Lausen) mit den Enzymschnittstellen ExoRI und XhoI in den SEW-shRNA Vektor 
kloniert. Als Kontrolle diente eine shRNA, die gegen LacZ gerichtet ist.  
 

 
 
Abbildung 2.3. Vektorkarte des lentiviralen SEW-shRNA Vektors.  
Modifiziert nach (Demaison et al. 2002).  
 
 
2.3.1.3 pGL4.10 Vektor 
 
Um Promotorstudien im Luciferase-Reportergen-Assay durchzuführen, wurde der 
pGL4.10 (luc2) Vektor verwendet. Dieser Vektor kodiert das Luciferasegen luc2 des 
Leuchtkäfers Photinus pyralis und wurde für transiente Transfektion in Säugerzellen 
hergestellt. Der Vektor enthält keinen Promotor, dafür aber viele 
Restriktionsschnittstellen vor dem Luciferasegen, wo der zu untersuchende Promotor 
oder Fragmente des Promotors einkloniert werden können. Die Aktivität der Luciferase 
steht dann unter der Kontrolle des Promotor-Fragments. Um den Promotor des 
MIR17HG-Gens zu analysieren, wurden Deletionsfragmente von 1450, 934, 427 und 
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271 Basenpaaren Länge mit den Restriktionsenzymen KpnI und XhoI vor das 
Luciferasegen kloniert. Zusätzlich wurde im 427 bp und 271 bp Fragment eine E-Box 
(CANNTG) vor dem Transkriptionsstart, die eine potentielle TAL1 Bindestelle darstellt, 
mutiert. Die Primer sind in Tabelle 2. 4 dargestellt.  
 

 
 

Abbildung 2.4. Vektorkarte des pGL4.10 (luc2) Vektors (Promega, Madison).  
Der Vektor wurde für Promotorstudien verwendet. 
 
 
Tabelle 2. 4 Übersicht über die verwendeten Klonierungs- und Mutageneseprimer und 
Enzymschnittstellen für die Klonierungen in den pGL4.10 Vektor. 
 

Genname Primersequenz Enzymschnittstelle Tm 
MIR17HG-

1500 F 
TATAGGTACCCAATGCCGACCAA
AAGTAACG 

KpnI 66,8°C 

MIR17HG-
1000 F 

TATAGGTACCAAGAAGGAGGTGC
TCCTGA 

KpnI 66,8°C 

MIR17HG-
500 F 

TATAGGTACCCAGAGCTTGTTAA
CGGAGGG 

KpnI 68,1°C 

MIR17HG-
250 F 

TATAGGTACCCGCCAAGAACGAG
CCGCCGTG 

KpnI 73,5°C 

MIR17HG R TATACTCGAGGCGGAGGAGCGC
GAGCCCCG 

XhoI >75°C 

MIR17HG-
mut E-box F 

CCTTCATTCACCCACAAGGTCCT
TCGAGG 

- 69,5°C 

MIR17HG-
mut E-box R 

CCTCGAAGGACCTTGTGGGTGAA
TGAAGG 

- 69,5°C 
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2.3.1.4 pMirTarget Vektor 
 
Für posttranskriptionale Studien wurde der pMirTarget Vektor (OriGene) verwendet. 
Dieser Vektor kodiert für das Luciferasegen luc2 (Photinus pyralis) hinter das sich eine 
multiple Klonierungsstelle anschießt. Darüber hinaus enthält der Vektor eine 
Kanamycin-Resistenz für die Selektion in Bakterienzellen. Die Luciferase Kassette 
wird über eine davor liegende IRES kontrolliert, was eine hohe Sensitivität der 
Luciferase-Assays ermöglicht. Außerdem besitzt der Vektor einen CMV-Promotor und 
trägt das Gen für das rot fluoreszierende Protein (RFP), um die Transfektion 
mikroskopisch überprüfen zu können. Um die posttranskriptionale Regulation von 
TAL1 analysieren zu können, wurde die 3´-UTR von TAL1 in den pMirTarget Vektor 
mit den Enzymschnittstellen EcoRI und NotI kloniert. Zusätzlich wurden drei 
Deletionskonstrukte von Position 1-1094, 1075-2076 und 2076-3401 hergestellt. Das 
mittlere Fragment, 1075-2076, enthielt interessante miRNA Bindestellen. Um den 
Einfluss der miRNAs auf die Aktivität der 3´-UTRs von TAL1 zu analysieren, wurden 
diese Bindestellen mutiert. Die Primer für die Klonierung sind in Tabelle 2. 5 und die 
Mutageneseprimer in Tabelle 2. 6 aufgelistet.  
 

 
 

Abbildung 2.5. Vektorkarte des pMirTarget Vektors (OriGene).  
Der Vektor enthält ein IRES-betriebenes Luciferasegen, an das sich eine multiple Klonierungsstelle 
anknüpft.  
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Tabelle 2. 5 Übersicht über die verwendeten Klonierungsprimer und Enzymschnittstellen für die 
Klonierungen der TAL1-3´-UTR in den pMirTarget Vektor. 
 

Genname Primersequenz Enzymschnittstelle Tm 
hTal1 3UTR  

1-1093 F 
TATAGAATTCTGGGTCTGGGCCAC
CAGG 

EcoR1 68°C 

hTal1 3UTR 
1-1093 R 

TATAGCGGCCGCAGGCTGGATCC
TGGTCCTAT 

NotI 73,3°C 

hTal1 3UTR 
1075-2076 F 

TATAGAATTCATAGGACCAGGATC
CAGCCT 

EcoR1 65,4°C 

hTAL1 3UTR 
1075-2076 R 

TATAGCGGCCGCGATAGGCCAAG
CCAGAGTCA 

NotI 73,3°C 

hTAL1 3UTR 
2076-3401 F 

TATAGAATTCTGACTCTGGCTTGG
CCTATC 

EcoR1 65,4°C 

hTAL1 3UTR 
2076-3401 R 

TATAGCGGCCGCCTTCCCGATACA
TCCTCA 

NotI 70,9°C 

 
 
Tabelle 2. 6 Übersicht über die verwendeten Primer für die Mutagenese der 3´-UTR von TAL1 für 
die Luciferase-Konstrukte. 
 

Genname Primersequenz Tm 
hTAL1-3UTR-

19mut F 
CATGGGACAAATAGGAGAGAAGTCC
TGTATG 

66,8°C 

hTAL1-3UTR-
19mut R 

CATACAGGACTTCTCTCCTATTTGTC
CCATG 

66,8°C 

hTAL1-3UTR-
34amut F 

GTAGAATGAACCTCAGGCCCTTCAT
TG 

65°C 

hTAL1-3UTR-
34amut R 

CAATGAAGGGCCTGAGGTTCATTCT
AC 

65°C 

hTAL1-3UTR-
92mut F 

GAGGTTGGTTTAATCCTAAAGAAGT
GCTC 

63,9°C 

hTAL1-3UTR-
92mut R 

GAGCACTTCTTTAGGATTAAACCAA
CCTC 

63,9°C 

hTAL1-3UTR-
128mut F 

GCAAGAACTCATCTCAGAGGCTGTC
TGGAAAG 

>75°C 

hTAL1-3UTR-
128mut R 

AAAGAGTCACACACCCTCTGAGTTG
GCCTCTGGGCTG 

>75°C 

hTAL1-3UTR-
221mut F 

GTTCACCTTTCTTGGACTCAGGCTC
TC 

66,5°C 
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hTAL1-3UTR-
221mut R 

GAGAGCCTGAGTCCAAGAAAGGTG
AAC 

66,5°C 

 
 
2.3.1.5 pcDNA3 Vektor 
 
Der pcDNA3 Vektor ist ein Expressionsvektor für Säugerzellen, der es erlaubt, in vitro 
Transkription zu analysieren. Er besitzt einen CMV-Promotor und eine multiple 
Klonierungsstelle. Außerdem ist er mit einer Ampicillin-Resistenz zur Selektion für 
Bakterienzellen und einer Neomycin-Resistenz für die Selektion von Säugerzellen 
ausgestattet. Dem Vektor wurde ein Hämagglutinin (HA)-Tag mit BamHI und BglII 
eingefügt. In dieser Arbeit wurde er für die Expression von humanem TAL1 und 
humanem E47 in einem Luciferase-Reportergen-Assays verwendet. Die Primer für die 
Klonierung sowie die Restriktionsschnittstellen sind in Tabelle 2. 7 aufgelistet. 
 

 
 

Abbildung 2.6. Vektorkarte des pcDNA3 Vektors.  
Der pcDNA3 Vektor eignet sich zur transienten Transfektion in Säugerzellen.  
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Tabelle 2. 7 Übersicht über die verwendeten Klonierungsprimer und Enzymschnittstellen für die 
Klonierungen des humanen TAL1 und des humanen E47 in den pcDNA3 Vektor. 
 

Genname Primersequenz Enzymschnittstelle Tm 
hTAL1 F ATATGGATCCATGGCCACCGAGC

GGCCGCCG 
BamH1 >75°C 

hTAL1 R ATATGAATTCTCACCGAGGGCCG
GCTCCATC 

EcoR1 70,8°C 

hE47 F TATAGGATCCATGAACCAGCCGCA
GAGG 

BamH1 68°C 

hE47 R AATTGAATTCTTACATGTGCCCGG
CGGG 

EcoR1 66,6°C 

Diese Konstrukte wurden von Nadine Courtial (hTAL1) und Jasmin Yillah (hE47) 
kloniert. 
 
 
2.3.2 Polymerase-Kettenreaktion 
 
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein Standardverfahren, mit dem bestimmte 
DNA-Sequenzen vervielfältigt werden können (Saiki et al. 1988). Dazu wird das Enzym 
DNA-Polymerase benötigt, welches in jeder Zelle vorkommt und für die DNA-
Replikation verantwortlich ist. Es hat die Fähigkeit, komplementäre Nukleotide an die 
3´-Ende eines bestehenden DNA-Strangs zu synthetisieren. Für die Experimente 
dieser wissenschaftlichen Arbeit wurde zum einen die Standard-DNA-Polymerase Taq 
verwendet und die hitzeresistenteren DNA-Polymerasen mit Korrekturlese-Aktivität 
Phusion und Q5.  
Die PCR-Reaktion besteht aus drei grundsätzlichen Schritten: 1. Der Denaturierung, 
bei der die doppelsträngige DNA auf 95°C oder 98°C, abhängig von der DNA-
Polymerase, erhitzt wird, um die Wasserstoffbrückenbindungen zwischen den DNA-
Strängen aufzubrechen und eine Trennung des Doppelstrangs zu erzielen. 2. Die 
Primerhybridisierung (Annealing), bei der die Temperatur schnell heruntergesetzt wird 
auf 55 - 65°C, um eine Wiederverschmelzung der DNA-Stränge zu verhindern. Bei 
diesem Schritt lagern sich die Primerpaare spezifisch an die DNA an. Die 
Hybridisierungstemperatur variiert je nach Primerpaar und ist abhängig von der Länge 
und der Sequenz der jeweiligen Primer. Diese sollten so konstruiert werden, dass die 
Hybridisierungstemperatur sich zwischen 55 - 65°C bewegt. 3. Der Elongation, bei der 
die DNA-Polymerase ab dem 3´-Ende der angelagerten Primer die fehlenden 
Nucleotide komplementär zum Mutterstrang in 5´-3´-Richtung auffüllt. Dieser Schritt 
erfolgt bei 68 - 72°C, je nach dem bei welcher Temperatur die DNA-Polymerasen ihre 
höchste Aktivität erreichen. Dieser Zyklus wird 25 bis 35 mal wiederholt, was zu einer 
Vermehrung des gewünschten DNA-Abschnitts führt. Durch Zugabe von DMSO kann 
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eine effizientere Primerbindung erzielt werden, und durch Magnesiumchlorid kann die 
Enzymaktivität der DNA-Polymerase gesteigert werden. Diese Parameter, ebenso wie 
die Annealing-Temperatur müssen für jede PCR spezifisch angepasst werden.  
 
 
Tabelle 2. 8 Beispiel eines PCR Programms mit der Phusion oder Q5 Polymerase. 
 

Programmschritt Temperatur Zeit 
Initiale Denaturierung 98°C 30 sek 

Denaturierung 98°C 1 min 
Annealing 55 - 72°C 30 sek 
Elongation 72°C 1 min pro kb 

Finale Elongation 72°C 5 min 
Pause 4°C ∞ 

 
 
Tabelle 2. 9 Beispiel eines Pipettier-Schemas für einen 50 µl PCR Ansatz. 
 

Komponente Menge 
Phusion DNA-Polymerase 0,5 µl 

5x Phusion HF oder GC Puffer 10 µl 
10 mM dNTPs 1 µl 

10 µM Forward Primer 1 µl 
10 µM Reverse Primer 1 µl 

DNA 200 ng genomische DNA oder 
10 ng Plasmid-DNA 

DMSO (optional) 1 µl 
MgCl2 (optional) 1 µl 

Nuklease-freies Wasser ad 50 µl 
 
 
2.3.3 Gelelektrophorese zur Auftrennung von PCR-Produkten 
 
Um PCR-Produkte zu visualisieren, wurde die Agarose Gelelektrophorese verwendet. 
Bei dieser Methode werden Nukleinsäurestränge der Größe nach aufgetrennt, was 
eine Beurteilung des amplifizierten PCR-Produktes ermöglicht. Dazu wurde Agarose, 
ein Polysaccharid, verwendet, welches eine sehr engmaschige Quervernetzung seiner 
Kettenmoleküle ausbildet, sobald es abkühlt, und somit ein Gel formt. Als Farbstoff 
wurde Ethidumbromid verwendet, ein roter Phenanthridin-Farbstoff, der in die DNA 
interkaliert (Waring 1965) und dadurch sein Absorptionsspektrum verändert (Le Pecq 
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and Paoletti 1966). Wird ein Agarosegel mit ultraviolettem (UV) Licht angestrahlt, 
leuchten die DNA Banden entsprechend heller auf, als Bereiche, in denen sich keine 
DNA befindet. 0,8 bis 2% Agarose wurde in einen Tris-Essigsäure-EDTA Puffer (TAE-
Puffer) gegeben und in einem Kolben aufgekocht. Anschließend wurden 2,5 µl 
Ethidiumbromid zu der flüssigen Agarose zugegeben, kurz geschwenkt und in die 
Gelkammer gegeben, in die Kämme eingeführt wurden, um Taschen für das spätere 
Beladen mit den PCR Proben zu erhalten. Sobald das Gel ausgehärtet war, konnten 
die Kämme entfernt und das Gel in die Gelelektrophoresekammer, die mit 1x TAE-
Puffer befüllt ist, überführt werden. Die Proben wurden zusätzlich mit einem DNA-
Ladepuffer versetzt, der die Dichte der Probe erhöht und somit das einsinken der 
Probe in die Geltasche erleichtert und die Laufmittelfront markiert. In der Gelkammer 
wurde ein elektrisches Feld erzeugt, welches aufgrund der negativ geladenen DNA 
eine Migration der PCR Proben durch das Agarosegel in Richtung des Pluspols 
(Anode) ermöglicht. Dabei laufen kürzere DNA Fragmente schneller durch das 
Agarosegel als längere DNA Fragmente. Je höher die Agarose konzentriert ist, desto 
kleinere DNA Fragmente können im Gel aufgetrennt werden. Um die Größe der 
einzelnen DNA Fragmente definieren zu können, wurde eine DNA Leiter mit 
bekanntem Längenstandard neben den PCR Proben aufgetragen. Die 
Gelelektrophorese wurde bei 90 - 110 Volt für 20 - 30 min durchgeführt. Anschließend 
wurde das Gel unter UV Licht mit einem Transilluminator gescannt, um die DNA 
Banden zu visualisieren.  
 
50x TAE-Puffer: 2 M Tris, 1 M Essigsäure, 50 mM EDTA (pH 8,0) 
1x TAE-Puffer:   20 ml 50x TAE-Puffer ad 1 L H2O 
 
 
2.3.4 Aufreinigung eines PCR-Produktes 
 
Um ein spezifisches PCR-Produkt aus einem Agarosegel zu isolieren, wurde das 
„GeneJet PCR Purification Kit“ von Thermo Fisher Scientific verwendet. Es dient dazu, 
alle Puffer-, Salz- und Gelreste zu entfernen, um ausschließlich das gewünschte DNA 
Produkt zu isolieren. Zunächst wurde das Gewicht eines leeren 1,5 ml 
Reaktionsgefäßes mithilfe einer Feinwaage bestimmt. Die gewünschte DNA Bande 
wurde mit einem Skalpell unter UV Licht ausgeschnitten und in das zuvor gewogene 
Reaktionsgefäß überführt. Das 1,5 ml Reaktionsgefäß wurde erneut gewogen und das 
Gewicht des Gelfragmentes bestimmt. Anschließend wurde die DNA nach 
Herstellerangaben aus dem Gel isoliert. War nach der gelelektrophoretischen 
Auftrennung nur eine spezifische Bande auf dem Gel sichtbar, konnte der PCR Ansatz 
auch direkt über die Säule aufgereinigt werden, ohne die Bande zuvor aus dem Gel 
auszuschneiden.  
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2.3.5 Messung der DNA-Konzentration 
 
Die Konzentration der aufgereinigten DNA wurde mithilfe des Nanodrop 2000, eines 
Spektralphotometers, bestimmt. Dazu wurde zunächst eine Leermessung mit 1 µl 
Nuklease-freien Wasser durchgeführt, um das Gerät zu kalibrieren. Anschließend 
wurde 1 µl der DNA Probe auf die Messoberfläche pipettiert, der Gerätearm 
geschlossen und die Messung durchgeführt. Das Spektralphotometer bestimmt die 
Absorption von UV Licht bei einer Wellenlänge von 230 nm, 260 nm und 280 nm. Durch 
die Messung bei einer Wellenlänge von 230 nm werden organische Komponenten 
detektiert. Nukleinsäuren zeigen bei einer Wellenlänge von 260 nm eine starke 
Absorption und Proteine absorbieren UV Licht am stärksten bei 280 nm. Daher wurde 
für eine Messung der DNA-Konzentration die A260/280 Ratio bestimmt, die bei 1,8 
liegen sollte. Liegt dieser Wert niedriger, deutet dies auf eine Verunreinigung durch 
Proteine hin.  
 
 
2.3.6 Restriktionsverdau von PCR-Produkten und Plasmid-DNA 
 
Der Restriktionsverdau ermöglicht es, mithilfe von Restriktionsenzymen, deren 
Schnittstellen bekannt sind, DNA an spezifischen Bereichen zu schneiden. Diese 
Methode ist hilfreich, um zum einen DNA Produkte zu charakterisieren, indem die aus 
der Restriktion entstandenen DNA Fragmente auf einem Agarosegel überprüft werden 
und zum anderen um kompatible Enden zwischen einer Vektor-DNA und einem Insert 
für eine Klonierung zu schaffen. Die Restriktionsenzyme haben eine spezifische 
Bindestelle von etwa sechs Nukleotiden, an die sie sich anlagern, um dann den DNA 
Strang mit ihrer Endonuklease zwischen zwei spezifischen Basen zu schneiden. Der 
Verdau kann mit bis zu zwei unterschiedlichen Restriktionsenzymen durchgeführt 
werden, vorausgesetzt die Enzyme sind laut Hersteller kompatibel. Dabei sollte das 
passende Puffersystem ausgewählt werden, in dem beide Enzyme die größtmögliche 
Aktivität entfalten. Der Verdau wurde, wenn nicht anders vom Hersteller beschrieben, 
für 1h bei 37°C durchgeführt.  
 
 
Tabelle 2. 10 Beispiel für einen 10 µl Ansatz eines Restriktionsverdaus. 
 

Komponente Menge 
Restriktionsenzym 1 µl 

10x Puffer 1 µl 
DNA ca. 1 µg 
H2O ad 10 µl 
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2.3.7 Ligation 
 
Bei einer Ligation werden die kompatiblen Enden von linearisierter Vektor- und Insert-
DNA, die durch den Restriktionsverdau mit den gleichen Enzymen entstanden sind, 
miteinander verbunden. Dazu verwendet man das Enzym DNA-Ligase, welches 
natürlicherweise in der DNA-Replikation und der DNA-Reparatur vorkommt. Es hat die 
Fähigkeit, Doppelstrangbrüche zu reparieren, indem es unter ATP Verbrauch die 3´-
Hydroxylgruppe (OH-Gruppe) des einen Stranges mit der 5´-Phosphat-Gruppe des 
anderen Stranges verbindet und eine Phosphodiesterbindung bildet. In dieser Arbeit 
wurde die T4 DNA-Ligase verwendet, die in dem Enterobakterienphagen-T4 gebildet 
wird (Armstrong, Brown, and Tsugita 1983). Die Insert-DNA wurde, abhängig von der 
Fragment Länge, in 3 - 7-facher Menge im Vergleich zur Vektor-DNA eingesetzt. Die 
molaren Mengen konnten mithilfe des NEBioCalculators 
(http://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation) bestimmt werden. Die Durchführung des 
Protokolls erfolgte nach Herstellerangaben. Der Ligationsansatz wurde für 10 min bei 
Raumtemperatur inkubiert und die T4 DNA-Ligase anschließend bei 65°C für 10 min 
inaktiviert. 
 
 
Tabelle 2. 11 Beispiel eines Pipettier Schemas eines Ligationsansatzes. 
 

Komponente Menge 
T4 DNA-Ligase Puffer (10x) 1,5 µl 

Vektor-DNA variabel 
Insert-DNA variable 

T4 DNA-Ligase 1 µl 
Nuklease-freies Wasser ad 15 µl 

 
 
2.3.8 Transformation von kompetenten Bakterien 
 
Um die rekombinant hergestellte Plasmid-DNA vervielfältigen zu können, muss sie 
zunächst in Bakterien transformiert werden. Als Transformation wird die nicht virale 
Aufnahme von freier DNA in kompetente Bakterien bezeichnet (Griffith 1928). Dazu 
wurden Escherichia coli Top10 oder DH5α verwendet. Mithilfe des „Roti-Transform Kit“ 
von Carl Roth wurde eine Kompetenz der Bakterien geschaffen, freie DNA 
aufzunehmen. Die Herstellung der kompetenten Bakterien erfolge nach 
Herstellerangaben. Anschließend wurden die Bakterien bei -80°C bis zur Verwendung 
gelagert. Für die Transformation wurden pro Ansatz 150 µl der kompetenten Bakterien 
auf Eis aufgetaut und 5-15 µl Ligationsansatz hinzugegeben. Die Zellen wurden 
20 min auf Eis inkubiert und währenddessen alle 5 min vorsichtig durch anschnipsen 
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gemischt. Daraufhin erfolgte für 1 min der Hitzeschock bei 42°C, der die 
Bakterienmembran durchlässiger und somit empfänglicher für die Aufnahme der DNA 
macht. Anschließend wurden die Bakterien für 5 min auf Eis inkubiert, wobei die 
Bakterienmembran sich wieder schließt, sodass die rekombinante DNA nicht mehr 
austreten kann. Danach wurden 250 µl vorgewärmtes lysogeny broth (LB)-Medium 
ohne Zusätze zu den Bakterien gegeben und die Probe für 1 Stunde bei 37°C und 
250 rpm in einem Bakterienschüttler inkubiert. Schließlich wurden die Bakterien auf 
einer LB-Agar Platte mit 100 µg/ml Ampicillin ausplattiert und über Nacht bei 37°C im 
Brutschrank inkubiert. Ampicillin wurde als Selektionsfaktor verwendet, um zu 
gewährleisten, dass sich nur positiv transformierte Klone, welche die 
Antibiotikaresistenz besitzen, bilden können.  
 
LB-Medium:   20 g LB-Medium auf 1 L H2O, autoklaviert 
LB-Agar:   35 g LB-Agar auf 1 L H2O, autoklaviert 
 
 
2.3.9 Kultivierung von Bakterienkulturen 
 
Nach erfolgreicher Transformation haben sich nach 24 Stunden einzelne Bakterien 
Kolonien auf den Agar Platten gebildet. Zur Kultivierung der Bakterien wurden einzelne 
Kolonien mit einer sterilen 10 µl Pipettenspitze von der Agar Platte gepickt und in ein 
Bakterien Röhrchen mit 3 ml LB-Medium mit 100 µg/ml Ampicillin als Selektionsfaktor 
überführt. Die Bakterien wurden für 16 Stunden bei 37°C und 250 rpm im 
Bakterienschüttler inkubiert. Danach wurde die Bakterienkultur in 250 ml LB-Medium 
mit 100 µg/ml Ampicillin in einen Erlenmeyerkolben überführt und erneut für 
16 Stunden bei 250 rpm geschüttelt.  
 
 
2.3.10 Präparation von Plasmid-DNA 
 
Um die rekombinante Plasmid-DNA aus den Bakterien zu isolieren, wurde eine 
Plasmidpräparation durchgeführt. Dazu wurde entweder das GeneJET Plasmid-
Miniprep Kit (Thermo Fisher) verwendet, um aus einer 3 ml Bakterienkultur die 
Plasmid-DNA zu isolieren oder das PureLink HiPure Plasmid Midiprep Kit (Invitrogen), 
um aus einer 250 ml Bakterienkultur die Plasmid-DNA zu gewinnen. Die Verwendung 
beider Kits erfolgte nach Herstellerangaben. Zuvor wurden die über Nacht bei 37°C 
hochgezogenen Bakterienkulturen pelletiert und der Überstand verworfen, um dann 
weiter verarbeitet werden zu können. Die aus der Plasmidpräparation gewonnene 
Plasmid-DNA konnte anschließend zur Transfektion (Kapitel 2.2.5) und Transduktion 
(Kapitel 2.2.7) verwendet oder auf einem Agarosegel mittels Restriktionsverdau 
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(Kapitel 2.3.6) auf ihre Richtigkeit überprüft werden. Um die genaue Sequenz zu 
analysieren, konnte die DNA auch sequenziert werden.  
 
 
2.3.11 Sequenzierung 
 
Die Sequenzierung wurde von Eurofins Genomics mittels Sanger-Sequenzierung 
durchgeführt. Dazu wurden 80 – 100 ng/µl Plasmid-DNA oder 20 – 80 ng/µl 
aufgereinigtes PCR-Produkt zusammen mit 5 µM eines Forward oder Reverse Primers 
in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß überführt in einem Gesamtvolumen von 10 µl und mit 
einem LIGHTRUN Barcode versehen. Der Sequenzierungsprimer sollte so gewählt 
sein, dass der Primer etwa 50 Basenpaare vor dem zu sequenzierenden Bereich 
bindet. Darüber hinaus sollte jede DNA Probe sowohl mit einem Forward als auch mit 
einem Reverse Primer sequenziert werden, um die Sequenz aus beiden 
Leserichtungen überprüfen zu können. Die Proben wurden von Eurofins Genomics 
innerhalb von 24 Stunden sequenziert. Die Ergebnisse sind anschließend online 
abrufbar und wurden mithilfe des „BioEdit Sequence Alignment Editor“ analysiert.  
 
 
Tabelle 2. 12 Pipettierschema einer Sequenzierungsreaktion.  
 

Komponente Menge 
Primer (Forward oder Reverse) 2,5 µl (5 µM) 

DNA variabel (20 - 100 ng/µl) 
Nuklease-freies Wasser ad 10 µl 

 
 
2.3.12 RNA-Isolation 
 
Um RNA aus humanen Zelllinien oder aus primären humanen Zellen zu isolieren, 
wurden 0,5 – 5 x 106 Zellen einmal mit PBS gewaschen und anschließend in einem 
1,5 ml Reaktionsgefäß pelletiert. Um RNA aus CFU Kolonien zu gewinnen, wurde 
vorgewärmtes PBS in die 3 cm Schale gegeben, um die Methylzellulose aufzulösen. 
Die Methylzellulose wurde zusammen mit den Kolonien in ein 15 ml 
Zentrifugationsgefäß überführt und herunterzentrifugiert. Das Kolonie-Pellet wurde 
einmal mit PBS gewaschen und in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß pelletiert. Die RNA-
Isolation erfolgte mithilfe des RNeasy Mini Kits (Qiagen) nach Herstellerangaben. Die 
RNA wurde in 40 µl RNase-freiem Wasser eluiert. Die Messung der DNA-
Konzentration konnte anschließend am NanoDrop 2000 bei einer Wellenlänge von 
260 nm bestimmt werden. Die Durchführung der Messung erfolgte wie in Kapitel 2.3.5 
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beschrieben. Der Wert der 260/280 Ratio sollte bei etwa 1,8 – 2 liegen, um eine reine 
RNA Probe zu indizieren.  
 
 
2.3.13 Umschreibung von RNA in cDNA 
 
Bei der Umschreibung von RNA in cDNA macht man sich die Eigenschaft des Enzyms 
Reverse Transkriptase zunutze, DNA anhand einer RNA Vorlage zu synthetisieren. 
Dieses Enzym wurde erstmalig 1970 entdeckt (Temin and Mizutani 1970; Baltimore 
1970) und kommt natürlicherweise in Retroviren vor, welche die reverse Transkriptase 
Aktivität verwenden, um ihr eigenes RNA Genom in DNA umzuschreiben und somit in 
ihr Wirtsgenom zu integrieren. Beim Vorgang der reversen Transkription wird zunächst 
ein DNA-RNA Hybrid synthetisiert. Der RNA Strang wird durch RNase H Aktivität 
abgebaut, die auch von der Reversen Transkriptase gewährleistet wird. Anschließend 
wird durch normale DNA-abhängige Polymerase Aktivität der DNA Einzelstrang zu 
einem Doppelstrang synthetisiert (Okayama and Berg 1982).  
Die Umschreibung der isolierten RNA in cDNA wurde mithilfe des „PrimeScriptTM RT 
Master Mix“ (Takara) durchgeführt. Von einer Probe wurden 500 bis maximal 1000 ng 
RNA umgeschrieben. Die Reaktion wurde in einem 1,5 ml Reaktionsgefäß auf Eis 
vorbereitet. Zu 1000 ng RNA wurden 4 µl 5x PrimeScript RT Master Mix gegeben und 
mit RNase freiem Wasser auf 20 µl aufgefüllt. Die Reaktion fand für 15 min bei 37°C 
statt. Anschließend wurde die Probe für 5 Sekunden bei 85°C inkubiert, um die 
Reverse Transkriptase zu inaktivieren. 20 µl cDNA wurden mit 20 µl RNase-freiem 
Wasser verdünnt und bei -20°C gelagert oder sofort verwendet. 
 
 
2.3.14 Quantitative Real-time-PCR 
 
Die quantitative Real-time-PCR (qRT-PCR) dient dazu, die Expression eines Gens in 
einer Probe zu analysieren. Im Unterschied zur herkömmlichen PCR, bei der das PCR-
Produkt nur amplifiziert und vervielfältigt wird (Kapitel 2.3.2), ermöglicht die qRT-PCR 
eine Datenerfassung in der exponentiellen Wachstumsphase der PCR während die 
Reaktion abläuft. Während der exponentiellen Phase herrschen optimale 
Bedingungen für die PCR, da alle Reagenzien noch verfügbar und frisch sind. Dabei 
wird nach jedem Zyklus die DNA Menge bestimmt. Sobald die Fluoreszenzintensität 
die Schwellenwertlinie über dem Hintergrund überschreitet, wird der sogenannte Ct-
Wert (cycle threshold) bestimmt. Je früher ein Gen entsprechend detektiert wird, desto 
stärker ist es in der Probe exprimiert und je kleiner fällt der Ct-Wert aus. Hohe Ct-
Werte hingegen deuten auf eine Detektion in einem späteren Zyklus und somit eine 
schwache Expression des Gens hin. Als Referenzgen wird das Haushaltsgen 
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) mitgemessen, welches eine 
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wichtige Rolle in der Glykolyse spielt und daher unverzichtbar für alle Zellen ist. Für 
die Messung wurde das StepOnePlus Real-Time PCR System (Thermo Fisher 
Scientific) verwendet. Die Proben wurden in transparenten 96-well Platten als 
Triplikate wie in Tabelle 2. 13 aufgeführt, pipettiert und kurz herunterzentrifugiert um 
alle Reagenzien in der 96-well Platte zu vereinigen.  
Für die Auswertung der qRT-PCR Analyse wurden die Ct-Werte nach der ΔΔCt 
Quantifizierungsmethode (Pfaffl 2001; Livak and Schmittgen 2001) berechnet und auf 
GAPDH normalisiert. Dabei konnten die Werte entweder als % GAPDH dargestellt 
werden oder die Kontrollprobe wurde gleich eins gesetzt und die Werte der anderen 
Proben auf die Kontrollprobe bezogen.  
 
 
2.3.14.1 SYBR Green 
 
Für die Quantifizierung der qRT-PCR kann ein interkalierender Farbstoff verwendet 
werden wie beispielsweise SYBR Green. SYBR Green ist ein Cyanin-Farbstoff, der in 
doppelsträngige DNA interkaliert, was die Fluoreszenz steigert, und eine Analyse der 
angefärbten DNA ermöglicht (T. B. Morrison, Weis, and Wittwer 1998). Infolgedessen 
steigt die Floreszenz proportional zur DNA Menge an. Da der Farbstoff die DNA 
unspezifisch bindet, wird am Ende der qRT-PCR eine Schmelzkurvenanalyse 
durchgeführt, bei der die Schmelztemperatur spezifisch für das PCR-Produkt bestimmt 
wird und somit von unspezifischen Produkten unterschieden werden kann. 
 
 
Tabelle 2. 13 Pipettierschema für eine Reaktion einer qRT-PCR mit SYBR Green. 
 

Komponente Menge 
SYBR Green 12,5 µl 

Forward Primer (10 µM) 0,5 µl 
Reverse Primer (10 µM) 0,5 µl 

RNase-freies Wasser 9,5 µl 
cDNA (1:1 verdünnt) 2 µl 
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Tabelle 2. 14 Übersicht über das verwendete qRT-PCR Programm mit SYBR Green am StepOne 
Plus Real-time Cycler. 
 

Programmschritt Temperatur Zeit Anmerkung 
Initiale Denaturierung 95°C 10 min  

Denaturierung 95°C 15 sek  
50 Zyklen Annealing 58°C 1 min 

Elongation 78°C 10 sek 
Schmelzkurvenmessung 60 - 98°C 30 min Kontinuierliche 

Messung 
 
In Tabelle 2. 15 sind alle Primerpaare aufgelistet, die für die qRT-PCR verwendet 
wurden. 
 
 
Tabelle 2. 15 Übersicht über die in der qRT-PCR verwendeten Primerpaare. 
 

Genname Primersequenz Schmelz-
temperatur 

GAPDH F 
GAPDH R 

TCTTTTGCGTCGCCAGCCGAGC 
TGACCAGGCGCCCAATACGACC 

65,8°C 
65,8°C 

miR-17-92 F 
miR-17-92 R 

TTTGCATCCAGCTGTGTGAT 
ACCGATCCCAACCTGTGTAG 

55,3°C 
59,4°C 

humanes TAL1 F 
humanes TAL1 R 

TCGGCAGCGGGTTCTTTGGG 
CCATCGCTCCCGGCTGTTGG 

63,5°C 
65,5°C 

murines Tal1 F  
murines Tal1 R 

GCTCGCCTCACTAGG 
CACCCGGTTGTTGTT 

54,2°C 
52,5°C 

E47 F 
E47 R 

GGGACTCGGAGGCAAGAGCG 
TCGCCTGACAGGAAGCCAGC 

65,5°C 
63,5°C 

HEB F 
HEB R 

AGGGAATGCTGCTGGAAGCTCA 
CTGGTACCTGTGAGAGGTGAAGGT 

62,1°C 
64,4°C 

LDB1 F 
LDB1 R 

ACCTGATGTGATGGTGGTGG 
TGCGTCAAACTGGGTGTTCT 

59,4°C 
57,3°C 

GPA F 
GPA R 

CCCTCCAGAAGAGGAAACCGGAGA 
GGCACGTCTGTGTCAGGTGAGG 

66,1°C 
65,8°C 

CD71 F 
CD71 R 

AGGACGCGCTAGTGTTCTTC 
CCAGGCTGAACCGGGTATATG 

61,5°C 
61,9°C 
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2.3.14.2 TaqMan-Sonden 
 
Deutlich spezifischer ist die Verwendung von TaqMan-Sonden in der qRT-PCR. Diese 
spezifischen Gensonden sind mit einem Fluoreszenz Farbstoff, dem sogenannten 
Reporter, am 5´-Ende und einem Fluoreszenzlöscher, dem Quencher, am 3´-Ende, 
markiert. Erst sobald die Sonden sich an ihre Zielsequenz angelagert haben und die 
DNA-Polymerase die neuen DNA Stränge synthetisiert hat und auf eine TaqMan-
Sonde trifft, wird der Fluoreszenz Farbstoff vom Quencher getrennt und kann so ein 
Fluoreszenz Signal freisetzten. Die Menge des freigesetzten Farbstoffes steigt 
proportional zur Expression des Zielgens.  
 
 
Tabelle 2. 16 Pipettierschema für eine Reaktion einer qRT-PCR mit TaqMan-Sonde. 
 

Komponente Menge 
TaqMan-Sonde 1 µl 

2x TaqMan Gene Expression Master 
Mix 

10 µl 

cDNA (1:1 verdünnt) 2 µl 
RNase-freies Wasser 7 µl 

 
 
Tabelle 2. 17 Übersicht über das verwendete qRT-PCR Programm mit TaqMan-Sonde am 
StepOne Plus Real-time Cycler. 
 

Programmschritt Temperatur Zeit Zyklen 
Initialisierung 50°C 2 min 1 

Initiale 
Denaturierung 

95°C 10 min 1 

Denaturierung 95°C 15 sek 40 
Annealing 60°C 1 min 

 
Für die qRT-PCR wurden die in Tabelle 2. 18 aufgelisteten TaqMan-Sonden 
verwendet.  
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Tabelle 2. 18 Übersicht über die in der qRT-PCR verwendeten TaqMan-Sonden.  
 

Genname Assay-ID 
GAPDH HS02758991_g1 

TAL1 HS01097987_m1 
Hsa-mir-17 HS03295901 pri 

 
 
2.3.15 MiR-17-92 Cluster Real-Time PCR Assay Kit 
 
Das miR-17-92 Cluster Real-Time PCR Assay Kit (Signosis) ermöglicht es, die 
einzelnen reifen miRNAs des miR-17-92 Clusters mittels qRT-PCR in einer 
bestimmten Probe zu detektieren. Dazu hybridisiert ein miR-17-92 Oligo Mix, der mit 
einem Streptavidin-Tag markiert ist, mit den jeweiligen reifen miRNAs. Streptavidin 
Beads binden an den miRNA-Oligo Hybrid. Die hybridisierten Oligos werden 
miteinander ligiert. Trifft die Ligase dabei auf eine einzelne nicht-komplementäre Base, 
bricht die Ligation ab. Das ermöglicht selbst die Differenzierung zwischen miR-19a und 
miR-19b, die sich nur in einem Nukleotid unterscheiden. Die Durchführung des Assays 
fand nach Herstellerangaben statt. Eine anschließende qRT-PCR Analyse ermöglichte 
die Quantifizierung der miRNA Expression.  
 
 
Tabelle 2. 19 Übersicht über das verwendete qRT-PCR Programm für das miR-17-92 Cluster Real-
time PCR Assay Kit mit dem StepOne Real-time PCR Cycler. 
 

Programmschritt Temperatur Zeit Anmerkung 
Initiale Denaturierung 95°C 30 sek  

Denaturierung 95°C 15 sek  
35 Zyklen Annealing 55°C 30 sek 

Elongation 72°C 30 sek 
Schmelzkurvenmessung 55 - 95°C 0,6°C/sek Kontinuierliche 

Messung 
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2.4 Proteinbiochemische Methoden 
 
2.4.1 Zellkernextraktion 
 
Für die Herstellung von Zellkernlysaten wurde das Protokoll von Schreiber und 
Kollegen als Vorlage verwendet (Schreiber et al. 1989). Zunächst wurden 5 – 10 x 106 
Zellen geerntet und mit kaltem PBS gewaschen. Anschließend wurden die Zellen in 
einem 1.5 ml Reaktionsgefäß pelletiert und für alle nachfolgenden Arbeitsschritte auf 
Eis gehalten. Das Zellpellet wurde je nach Größe in 100 - 200 µl Puffer A resuspendiert 
und anschließend für 5 min auf Eis inkubiert. Danach wurden 2 µl einer 20%igen 
Nonident-P40 (NP-40) Lösung zur Probe gegeben und gevortext. Die Probe wurde für 
5 min bei 15000 x g und 4°C zentrifugiert. Das entstandene Pellet enthält die Zellkerne, 
der Überstand die Zytoplasmafraktion. Diese wurde verworfen. Das Zellkernpellet 
wurde in 50 - 100 µl kaltem Puffer C aufgenommen, sodass es sich vom Boden des 
Reaktionsgefäßes löste. Es erfolgte eine 15-minütige Inkubation auf dem 
Drehinkuabtor bei 4°C. Anschließend fand eine Zentrifugation für 25 min bei 15000 x g 
und 4°C statt. Das entstandene Pellet enthält unlösliche Bestandteile der Zellkerne, 
der Überstand die Kernproteine. Der Überstand wurde in ein frisches 1,5 µl 
Reaktionsgefäß überführt und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die Kernlysate 
konnten bei -80°C gelagert oder sofort verwendet werden.  
 
Puffer A:  10 mM Tris (pH 7,5), 0,1 mM EDTA (pH 8,0), 0,1 mM EGTA (pH 8,0), 10 mM KCl, 1 

mM DTT, 1x Protease-Inhibitor-Mix (PI) (frisch) 
Puffer C:  10 mM Tris (pH 7,5), 1 mM EDTA (pH 8,0), 1 mM EGTA (pH 8,0), 0,4 M NaCl, 20% 

Glycerol, 1 mM DTT, 1x PI (frisch) 
1 x PI: 100 x Protease-Inhibitor (1mg/ml) 
 
 
2.4.2 DC-Protein-Assay 
 
Der detergent compatible (DC)-Protein-Assay (Biorad) ist ein kalorimetrischer Assay, 
um Proteinkonzentrationen zu bestimmen. Der Assay basiert auf einer Reaktion des 
Proteins mit Kupfer Tartrat in alkalischer Umgebung und einer anschließenden 
Reduktion eines Folin Reagenz durch die Aminosäuren des Proteins, was zu einer 
blauen Farbreaktion führt (LOWRY et al. 1951). Zunächst wurden Proteinstandards 
hergestellt, um eine Standardkurve zur Kalibrierung zu erhalten. Für die 
Proteinstandards wurde Bovines Serumalbumin (BSA) in Puffer C gelöst und 
Konzentrationen von 0,5 mg/ml, 1 mg/ml, 2 mg/ml und 4 mg/ml hergestellt. Zunächst 
wurden 5 µl der Standards in Doppelansätzen in eine klare 96-well Mikroplatte 
pipettiert. Puffer C ohne BSA wurde als Nullprobe verwendet. Anschließend wurden 
5 µl der zu bestimmenden Proteinlysate ebenfalls in Doppelansätzen in die 96-well 
Platte pipettiert. 20 µl von Reagenz S wurde zu 1 ml von Reagenz A gegeben und 
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gemischt. Danach wurden 25 µl der A+S Lösung in jedes Well gegeben. Anschließend 
wurden 200 µl von Reagenz B zügig hinzugefügt, was den Farbumschlag auslöst. Die 
Mikroplatte wurde vorsichtig gemischt und für 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. 
Schlussendlich wurde der Absorptionsindex bei 750 nm am Spektrometer gemessen. 
Die Berechnung der Proteinkonzentration erfolgte über die Berechnung der Steigung 
und des Y-Achsenabschnitts der Standards nach folgender Formel: 

𝐾𝑜𝑛𝑧𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛	 +!"
!#
, = 𝑆𝑡𝑒𝑖𝑔𝑢𝑛𝑔	(𝑆𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑) ∗ 𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑝𝑡𝑖𝑜𝑛𝑠𝑖𝑛𝑑𝑒𝑥	(𝑃𝑟𝑜𝑏𝑒 − 𝐵𝑙𝑎𝑛𝑘) +

𝐴𝑐ℎ𝑠𝑒𝑛𝑎𝑏𝑠𝑐ℎ𝑛𝑖𝑡𝑡	(𝑆𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑) 
 
 
2.4.3 Western Blot 
 
Der Western Blot ist eine Methode, welche die Detektion, Visualisierung und 
Quantifizierung von bestimmten Proteinen in einer Probe ermöglicht. Dabei mussten 
die Proteinproben in Form von Zellkernlysaten zunächst mit 4x Protein Ladepuffer 
versetzt werden, der die Laufmittelfront markiert und die Dichte erhöht, was ein 
einfaches Einsinken der Probe in die Geltasche ermöglicht. Anschließend wurden die 
Western Blot Lysate bei 95°C für 5 min denaturiert, um die Sekundär- und 
Tertiärstrukturen der Proteine zu brechen, damit sie eine lineare Form annehmen und 
durch eine Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 
aufgetrennt werden konnten. Die denaturierten Proteine wurden auf ein senkrecht 
eingespanntes Polyacrylamid Gel geladen, welches eine engmaschige, siebartige 
Struktur aufweist. Das obere Sammelgel im Bereich der Geltaschen weist eine 
geringere Polyacrylamid Konzentration auf und ist großmaschiger als das untere 
Trenngel (Tabelle 2. 20). Das Gel wurde in eine Gelelektrophoresekammer gestellt, 
die mit einem SDS-haltigen TRIS-Glycin Puffersystem befüllt wurde. Durch eine 
elektrische Spannung migrieren die negativ geladenen Proteine durch das Gel, wobei 
kleine Proteine schneller durch das Gel wandern als große Proteine und somit der 
Größe nach aufgetrennt werden. Als Größenstandard wurde die Proteinleiter 
PageRuler Prestained Protein Ladder von Thermo Fisher Scientific mitgeführt. Die 
Auftrennung erfolgte zunächst bei 80 Volt für 35 min bis die Proben vom Sammelgel 
ins Trenngel gelaufen sind. Anschließend wurde die Voltzahl auf 120 erhöht und die 
Gelelektrophorese 1,5 – 2 Stunden fortgesetzt. Das Gel wurde vorsichtig aus der 
Gelkammer entfernt und auf eine Nitrozellulose Membran überführt. Unter die 
Membran und über das Gel wurden in Towbin-Puffer getränkte Whatman Papiere 
gelegt. Der Proteintransfer fand mit dem Semi-dry Western Blot System von BioRad 
bei 0,8 Ampere pro Gel für 90 min statt. Nach dem Proteintransfer wurde die Membran 
in 1x Roti-Block in PBS für 1 Stunde bei Raumtemperatur blockiert, um unspezifische 
Proteinbindungen zu vermeiden. Darauffolgend wurde der gewünschte 
Primärantikörper (Tabelle 2. 21) in der vom Hersteller angegebenen Konzentration auf 
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die Membran gegeben und über Nacht bei 4°C inkubiert. Die Membran wurde dreimal 
für 10 min in TBS/T gewaschen und anschließend 1 Stunde bei Raumtemperatur mit 
einem gegen den Ursprungsorganismus des Primärantikörpers gerichteten 
Sekundärantikörper (Tabelle 2. 22), der zusätzlich mit einer Fluoreszenz gekoppelt ist, 
inkubiert. Die Detektion und Quantifizierung erfolgte mit dem Odyssey-System CLX 
von LI-COR.  
 
 
Tabelle 2. 20 Pipettierschema des SDS-Polyacrylamid Gels. 
 

Sammelgel Trenngel 
Komponente Menge Komponente Menge 

H2O 2,1 ml H2O 1,9 ml 
30% Polyacrylamid 500 µl 30% Polyacrylamid 1,7 ml 
1,5 M Tris (pH 6,8) 380 µl 1,5 M Tris (pH 8,8) 1,3 ml 

10% SDS 30 µl 10% SDS 50 µl 
10% APS 30 µl 10% APS 50 µl 
TEMED 3 µl TEMED 2 µl 

 
 
Tabelle 2. 21 Übersicht über die verwendete Western Blot Primärantikörper.  
 

Name Ursprungsorganismus Mono-/ 
Polyclonal 

Verdünnung Hersteller 

Alpha-
Tubulin 
(DM1A) 

Maus monoclonal 1:5000 Abcam (ab7291) 

Actin Kanninchen polyclonal 1:1000 Abcam (ab1801) 
H3 Kanninchen polyclonal 1:1000 Abcam (ab1791) 

TAL1 
(BTL73) 

Maus monoclonal 1:500 Millipore (04-123) 

E47 (G-2) Maus monoclonal 1:500 Santa Cruz  
(sc-133075) 

HEB/TCF12  Kanninchen monoclonal 1:1000 Cell Signaling 
(11825) 

LDB1 Maus monoclonal 1:1000 Santa Cruz  
(sc-365074) 
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Tabelle 2. 22 Übersicht über die verwendeten Sekundärantikörper.  
 

Name Ursprungsorganismus Verdünnung Hersteller 
Anti-Kaninchen 
IRDye 800CW 

Esel 1:15000 Li-cor  
(926-32213) 

Anti-Maus IRDye 
800CW 

Esel 1:15000 Li-cor  
(926-32212) 

 
 

4x Proteinladepuffer:  500 mM Tris/HCl (pH 6,8), 4% (w/v) SDS, 30% (v/v) Glycerol, 40 mM DTT, 5% 
(v/v), β-Mercaptoethanol, etwas Bromphenolblau 

SDS-Laufpuffer:  25 mM Tris, 192 mM Glycin, 0,1% (w/v) SDS 
Towbin-Puffer:  25 mM Tris, 192 mM Glycin, 20% (v/v) Methanol, pH 8,3 
1x Roti-Block:  5 ml 10x Roti-Block, ad 50 ml H2O 
TBS:   50 mM Tris-Cl, pH 7,6, 150 mM NaCl 
TBS/T:   1x TBS, 0,1% (v/v) Tween-20 
 
 
2.4.4 Luciferase-Reportergen-Assay 
 
Ein Luciferase-Reportergen-Assay eignet sich für die Analyse eines Promotors und 
lässt Rückschlüsse auf die Promotorstärke sowie die Genaktivität zu. Dazu wird ein 
Luciferasegen, das natürlicherweise in dem Leuchtkäfer Photinus pyralis vorkommt, in 
einen Plasmid Vektor hinter den zu untersuchenden Promotor kloniert. Dadurch steht 
das Luciferasegen unter der Kontrolle des Promotors, was eine Analyse der 
Promotorstärke erlaubt. Die Kotransfektion weiterer Plasmide, die für bestimmt 
Transkriptionsfaktoren kodieren, erlauben es, den Einfluss dieser 
Transkriptionsfaktoren auf die Promotoraktivität zu untersuchen.  
Für die Transfektion des Luciferase-Konstruktes sowie der Transkriptionsfaktoren 
wurden entweder K562- oder HEK293T-Zellen, die deutlich leichter zu transfizieren 
sind, verwendet. Zunächst wurden 1 x 105 HEK293T-Zellen in DMEM- oder 2,5 x 105 
K562-Zellen in RPMI-Medium in einer 24-well Platte ausgesät. Die K562-Zellen 
konnten 4 Stunden später transfiziert werden, die HEK293T-Zellen mussten 
24 Stunden inkubieren, um adhärent an den Boden der Zellkulturflasche zu binden, 
bevor sie transfiziert werden konnten. Die Plasmide wurden auf eine Konzentration 
von 50 ng/µl verdünnt, um eine einheitliche Plasmidkonzentration für die Transfektion 
zu erhalten. HEK293T-Zellen wurden mit dem Transfektionsreagenz PEI, K562-Zellen 
mit Metafectene transfiziert. Nach 48 Stunden wurden die Zellen geerntet, zweimal mit 
kaltem PBS gewaschen und anschließend mit Lyse-Puffer auf Eis lysiert. Nach der 
Lyse wurden die Proben für 15 min bei 15000 x g und 4°C herunterzentrifugiert, um 
Zellrückstände aus dem Lysat zu entfernen. Von den HEK293T-Lysaten wurden 5 µl 
pro Probe und von den K562-Lysaten 15 µl pro Probe als Doppelbestimmung in eine 
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weiße 96-well flachboden Mikroplatte (Greiner) pipettiert. Der Lyse-Puffer fungierte als 
Nullprobe. Die Luciferase-Aktivität konnte durch Zugabe des Luciferase-Puffers, der 
das Substrat sowie alle notwendigen Reagenzien für die Reaktion enthält, mithilfe 
eines Plattenlesegeräts bei einer Wellenlänge von 560 nm gemessen werden. Das 
Substrat Luciferin wird von der Luciferase unter Verwendung von ATP und Magnesium 
zu Oxyluciferin umgebaut, was zu einer Lichtreaktion führt.  
 
Um auszuschließen, dass die Zellen unterschiedlich stark transfiziert wurden, wurde 
nach dem Luciferase-Assay ein ß-Galactosidase-Assay durchgeführt bei dem die 
Aktivität der ß-Galactosidase proportional zur Transfektionseffizient ist. Dafür wurde 
zeitgleich jedes Well zusätzlich mit einem ß-Galactosidase Vektor transfiziert. Dazu 
wurden 5 µl des HEK293T-Lysats und 15 µl K562-Lysats als Doppelbestimmung in 
eine klare 96-well Platte pipettiert und 100 µl ß-Galactosidase-Puffer hinzugegeben. 
Dieser enthält o-Nitrophenyl-β-D-galactopyranosid (ONPG), was in der Gegenwart von 
ß-Galactosidase zu Galactose und ortho-Nitrophenol katalysiert wird und in einer 
Gelbfärbung resultiert. Bei K562-Lysaten wurde die 96-well Platte zunächst vor der 
Messung für 45 min bei 37°C inkubiert. Bei HEK293T-Lysaten erfolgt die Gelbfärbung 
sofort. Die Absorption wurde am Plattenlesegerät bei 420 nm gemessen.  
 
Lyse-Puffer:     50 mM Tris (pH 7,4), 1% Triton X-100, 50 mM NaCl 
Luciferase-Puffer:  21,625 mM Glycylglycine (Gly Gly), 1 mM ATP, 10 mM MgSO4, 

0,075 mM Luciferin 
ß-Galactosidase-Puffer: 11,1 mM MgCl2, 50 mM β-Mercaptoethanol, 3,25 mM ONPG, 

74,4 mM Natrium-Phosphat (pH 7,5) 
Natrium-Phosphat-Lösung (0,1 M):  82 mM Na2HPO4x2H2O, 18 mM NaH2PO4x2H2O 
ONPG:     3,28 mM in 0,1 M Natrium-Phosphat-Lösung 
PBS:     137 mM NaCl, 2,7 mM KCl, 10 mM Na2HPO4, 1,7 mM KH2PO4 
 
 
2.4.5 Chromatin-Immunopräzipitations-Assay 
 
Mit einem Chromatin-Immunopräziptations-Assay (ChIP-Assay) können Interaktionen 
zwischen DNA und Proteinen in bestimmten Zellen analysiert werden. Er ermöglicht 
es, die Bindung von Transkriptionsfaktoren an spezifischen Bereichen in 
Promotorregionen zu identifizieren sowie Histonmodifikationen im Chromatin zu 
detektieren. Die Durchführung des Assays basiert auf dem X-ChIP Protokoll von 
Abcam. Dafür wurden zunächst 1 x 107 K562-, Jurkat- oder CD34+-Zellen in 10 ml 
Medium aufgenommen. Durch die tropfenweise Zugabe von 203 µl 37% Formaldehyd 
zu einer Endkonzentration von 0,75% und einer anschließenden 15-minütigen 
Inkubation auf der Wippe bei Raumtemperatur wurden die Proteine und die DNA 
quervernetzt (Crosslink). Anschließend wurde die Crosslink-Reaktion durch die 
tropfenweise Zugabe von 1250 µl Glycin (1 M) zu einer Endkonzentration von 125 mM 
und einer 5-minütigen Inkubation bei Raumtemperatur unter leichtem Schütteln 
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abgestoppt. Daraufhin wurden die Zellen dreimal mit kaltem PBS gewaschen und das 
Zellpellet schließlich in 1 ml ChIP-Lysepuffer resuspendiert und 45 - 60 min auf Eis 
inkubiert. Währenddessen wurden die Zellen alle 10 min gevortext. Nach der Lyse 
wurden jeweils 500 µl des Lysats in 1,5 ml Reaktionsgefäße überführt und für 16 
Zyklen (high, 30 sek on/off) mit einem Bioruptor sonifiziert um DNA Fragmente von 
einer Größe zwischen 300 und 1000 Basenpaaren zu erhalten. Die Fragment Größe 
wurde auf einem 1% Agarosegel überprüft. Dafür wurden 15 µl Lysat mit 15 µl H2O, 
1 µl RNase und 1 µl Proteinase K gemischt und für 4 Stunden bei 65°C und 700 rpm 
geschüttelt, um den Crosslink aufzuheben. Anschließend konnte die Probe mit 6x DNA 
Ladepuffer versetzt und auf ein Gel aufgetragen werden (Kapitel 2.3.3). Nach der 
Sonifikation wurden die Lysate bei 15000 x g für 15 min bei 4°C zentrifugiert, um 
Zelltrümmer zu pelletieren. Der Überstand wurde in frische 1,5 µl Reaktionsgefäße 
aliquotiert und schockgefroren und bei -80°C gelagert oder sofort verwendet. Für die 
Immunopräzipitation wurden Dynabeads Protein G von Life Technologies verwendet, 
an die der Antikörper mit seinen spezifischen Zielproteinen bindet. Diese mussten 
zunächst blockiert werden. Dafür wurden 50 µl Beads in 300 µl RIPA-Puffer ohne SDS 
aufgenommen und mit 3 µl Lachssperma DNA (10 µg/µl) für 30 min auf dem Drehrad 
bei 4°C blockiert. Daraufhin wurde der alte RIPA-Puffer entfernt und die Beads in 
270 µl frischem RIPA-Puffer ohne SDS aufgenommen und mit 30 µl 10x Roti-Block für 
30 min auf dem Drehrad bei 4°C blockiert. Zum Schluss wurden die Beads in 300 µl 
frischem RIPA-Puffer mit 0,1% SDS aufgenommen und konnten verwendet werden. 
Für die Reaktion wurden 50 – 80 µl ChIP-Lysat mit 3 – 4 µg Antikörper, 4 µl 100x PI 
und 20 µl Beads zu einem Endvolumen von 400 µl mit RIPA-Puffer mit 0,1% SDS 
verdünnt. Als Negativkontrolle fungierte eine Probe mit Immunglobulin G (IgG). Die 
Proben wurden über Nacht bei 4°C auf dem Drehinkubator inkubiert. Eine Input 
Kontrolle ohne Beads und Antikörper wurde über Nacht bei 4°C im Kühlschrank 
gelagert. Am nächsten Tag wurden die Beads dreimal mit Waschpuffer für 10 min auf 
dem Drehinkubator gewaschen. Anschließend wurden die Beads in ein frisches 
Reaktionsgefäß überführt und dreimal für 10 min mit finalem Waschpuffer auf dem 
Drehinkubator gewaschen. Durch die Waschschritte wird ungebundenes Chromatin 
entfernt. Die Beads, die nur noch spezifisch gebundene Proteine binden, wurden in 
120 µl Elutionspuffer aufgenommen und für 30 min bei 30°C und 1000 rpm geschüttelt, 
um die DNA zu eluieren. Daraufhin wurden die Beads entfernt und der Überstand mit 
5 µl Proteinase K versetzt und für 4 – 5 h bei 65°C und 700 rpm inkubiert, um den 
Crosslink aufzuheben. Dabei wurde die Input Probe mitgeführt. Anschließend erfolgte 
die Aufreinigung der DNA mithilfe des ChIP DNA Clean & Concentrator Kit von Zymo 
Research nach Herstellerangaben. Die DNA wurde mit 40 µl Elutionspuffer eluiert. Die 
DNA konnte anschließend bei 4°C für maximal eine Woche gelagert und für qRT-PCR 
Messungen verwendet werden. Die Proben wurden als Triplikate in weiße 96-well 
Platten von Kisker pipettiert (Tabelle 2. 23) und kurz herunterzentrifugiert. Die qRT-
PCR Messungen wurden mit dem LightCycler 480 von Roche durchgeführt. Das PCR 
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Programm ist in Tabelle 2. 24 aufgeführt. Die verwendeten ChIP-Primer sind in Tabelle 
2. 25 aufgelistet. Die %-Input Werte wurden mit den Ct-Werten der qRT-PCR mit der 
Formel %	𝐼𝑛𝑝𝑢𝑡 = 100 ∗ 2(%&	())%	+,-./0%&	%1+20+2) berechnet.  
 
ChIP-Lysepuffer:  50 mM HEPES-KOH (pH 7,5), 140 mM NaCl, 1 mM EDTA (pH 8), 1% Triton X-

100, 0,1% Natrium Deoxycholate, 0,4% SDS, 100x PI (frisch) 
RIPA-Puffer:  50 mM Tris-HCl (pH 8), 150 mM NaCl, 2 mM EDTA (pH 8), 1% NP-40, 0,5% 

Natrium Deoxycholate, mit und ohne 0,1% SDS 
Waschpuffer:  0,1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA (pH 8), 150 mM NaCl, 20 mM Tris-

HCl (pH 8)  
Finaler Waschpuffer: 0,1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA (pH 8), 500 mM NaCl, 20 mM Tris-

HCl (pH 8) 
Elutionspuffer:  1% SDS, 100 mM NaHCO3 
 
 
Tabelle 2. 23 Pipettierschema für eine Reaktion einer qRT-PCR mit ChIP-DNA. 
 

Komponente Menge 
SYBR Green 12,5 µl 

Forward Primer (10 µM) 0,5 µl 
Reverse Primer (10 µM) 0,5 µl 

RNase-freies Wasser 10,5 µl 
ChIP-DNA 1 µl 

 
 
Tabelle 2. 24 Übersicht über das verwendete qRT-PCR Programm bei einer ChIP-PCR mit dem 
LightCycler480 von Roche. 
 

Programmschritt Temperatur Zeit Anmerkung 
Initiale Denaturierung 95°C 10 min  

Denaturierung 95°C 20 sek  
60 Zyklen Annealing 58°C 20 sek 

Elongation 72°C 20 sek 
Messung 78°C 1 sek 

Schmelzkurvenmessung 60 - 95°C 0,11°C/sek 
5 Messungen/°C 

Kontinuierliche 
Messung 
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Tabelle 2. 25 Übersicht über die verwendeten ChIP-Primer in der qRT-PCR.  
 

Genname Primersequenz Schmelztemperatur 
GAPDH-Exon 6 F 
GAPDH-Exon 6 R 

GCCAAGGCTGTGGGCAAGGT 
CCTCCGACGCCTGCTTCACC 

67,8°C 
67,1°C 

Chromosom 18 F 
Chromosom 18 R 

ACTCCCCTTTCATGCTTCTG 
GGTGTTAGAGGTCCCAGGAC 

65°C 
67°C 

Glykophorin A F 
Glykophorin A R 

CAGGCGCTTAACAACTTGCATCA 
CATACATCCTGAGATCATGAGCTG 

63,7°C 
60°C 

MIR17HG myc F 
MIR17HG myc R 

GAGTGGGGCTTGTCCGTATTT 
CCTCGAAGGACCATGTGGGT 

59,8°C 
61,4°C 

MIR17HG-4000 F 
MIR17HG-4000 R 

CCCAGCCCAGCTGTACTTTAC 
CCCAGCCCAGCTGTACTTTAC 

59,4°C 
61,8°C 

MIR17HG-P1 F 
MIR17HG-P1 R 

CGTACACGTCGAGTCCCAGG 
CACGCCCTCCGTTAACAAGC 

59°C 
59°C 

MIR17HG-P2 F 
MIR17HG-P2 R 

CTAATGAGGGAGTGGGGCTT 
CGAAGGACCATGTGGGTGAAT 

59,4°C 
59,8°C 

MIR17HG-P3 F 
MIR17HG-P3 R 

AAGATGGTGGCGGCTACTCC 
ACACAACAGGTTTCCCTCCGT 

61°C 
60°C 

MIR17HG-P4 F 
MIR17HG-P4 R 

TTGCAGCCACGAGGTCTTGA 
AGCAGCAATCACCGACTCCA 

59°C 
59°C 

 
 
Tabelle 2. 26 Übersicht über die im ChIP-Assay verwendeten Antikörper.  
 

Name Ursprungs-
organismus 

Mono-/ 
Polyclonal 

Konzentration Hersteller 

TAL1 (GAT) 

Kaninchen polyclonal 4 µg OriGene 
(BioCat) 

(TA590662-
OR) 

E47 
(TCF3/E2A) 

Kaninchen polyclonal 4 µg Abcam 
(ab11176) 

E2A (TCF3) Kaninchen polyclonal 4 µg Abcam 
(ab228699) 

H3 Kaninchen polyclonal 3 µg Abcam 
(ab1791) 

H3K4trime Maus monoclonal 3 µg Abcam 
(ab12209) 
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H3K9ac Kaninchen polyclonal 3 µg Abcam 
(ab10812) 

Normal goat 
IgG 

Ziege - 3 µg Santa Cruz 
(sc-2028) 

 
 

2.5 Auswertung 
 
Alle Ergebnisse in den Abbildungen werden als Mittelwerte (MW) mit 
Standardabweichung (SD) dargestellt. Die Abbildungen wurden mit dem Programm 
GraphPad Prism 5.1 verbildlicht und statistisch analysiert. Die P-Werte wurden aus 
mindestens drei unabhängigen Messwerten mit dem Student´s t-Test berechnet. Für 
die Quantifizierung der Western Blots wurde die Odyssey Software verwendet. Um 
Proteininteraktionen der in der Massenspektrometrie analysierten Proteine 
herauszufinden, wurde die bioinformatische Datenbank String verwendet. Potentielle 
microRNA Bindestellen auf der TAL1-3´-UTR wurden mithilfe des Webservers 
TargetScan identifiziert.  
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3 Ergebnisse 

 

3.1 Identifikation von miR-17-92-Zielgenen 
 
MiRNAs regulieren Genexpression, indem sie an die 3´-UTR ihres Zielgens binden 
und diese entweder direkt degradieren, oder die Translation der mRNA inhibieren (Bai 
et al. 2019). So können sie auch riesige regulatorische Netzwerke mit 
Transkriptionsfaktoren bilden, in denen die miRNAs die Expression der 
Transkriptionsfaktoren regulieren, und die Transkriptionsfaktoren die Expression der 
miRNAs kontrollieren. MiR-17-92 ist eines der meist erforschten miRNA Cluster und 
ist insbesondere für seine onkogene Rolle in vielen Tumorarten bekannt. Allerdings 
übernimmt es auch unverzichtbare Funktionen in der embryonalen Entwicklung und 
der Hämatopoese. Welche Zielgene miR-17-92 insbesondere während der 
hämatopoetischen Entwicklung hat und inwieweit das miRNA Cluster regulatorische 
Schleifen mit möglichen Transkriptionsfaktoren ausbildet, ist bisher wenig erforscht.  
Um herauszufinden, welche hämatopoetischen Zielgene miR-17-92 bindet, wurde auf 
SILAC basierende Massenspektrometrie angewandt. Dazu wurde in der T-ALL 
Zelllinie Jurkat das miRNA Cluster oder der Leervektor LeGO-iG2 als Kontrolle 
überexprimiert. Die positiv transduzierten Zellen, die GFP exprimierten, wurden 
mithilfe von Durchflusszytometrie sortiert. Die Effizienz der miR-17-92 Überexpression 
wurde durch qRT-PCR Messung bestimmt und ist in Abbildung 3.1 dargestellt. 
Anschließend wurden die Kontrollzellen in SILAC-Medium, welches mit leichten 
Isotopen markiert ist (light), und die miR-17-92 überexprimierenden Zellen in SILAC-
Medium mit schweren Isotopen (heavy) für mindestens fünf Zellteilungen (14 Tage) 
kultiviert. Die SILAC markierten Zellen wurden zu Zellkernlysaten verarbeitet. 
Anschließend wurden die miR-17-92 exprimierenden Zellen mit den Kontrollzellen in 
einem Verhältnis von 1:1 gemischt und zur Massenspektrometrie geschickt (Abbildung 
3.2).  
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Abbildung 3.1. Überprüfung der miR-17-92 Expression mittels qRT-PCR.  
Die Expression von miR-17-92 wurde nach erfolgreicher Transduktion und durchflusszytometrischer 
Sortierung mittels qRT-PCR überprüft. (n=3) 
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Abbildung 3.2. Schematische Darstellung des Versuchsaufbaus der SILAC-basierten 
Massenspektrometrie zur Identifikation von miR-17-92 Downstream Zielproteinen.  
Jurkat-Zellen wurden mit miR-17-92 oder dem Leervektor LeGO-iG2 transduziert und mittels 
durchflusszytometrischer Sortierung anhand des GFP Signals sortiert. Die positiv transduzierten Zellen 
wurden in SILAC-Medium aufgenommen und für fünf Zellteilungen kultiviert. Dabei wurden die 
Kontrollzellen in light SILAC-Medium aufgenommen, das leichte Aminosäuren mit 12 Neutrons am 
Kohlenstoffatom des Arginins besitzt, und die miR-17-92 exprimierenden Zellen in heavy SILAC-
Medium, welches schwere Aminosäuren mit 13 Neutrons am Kohlenstoffatom des Arginins besitzt. 
Nach fünf Zellteilungen sind alle Peptide mit den entsprechenden Aminosäuren markiert. Die Zellen 
wurden geerntet und lysiert. Anschließend wurden 20 µg von jeder Probe in einem Reaktionsgefäß 
vereinigt und mit 4x NuPage Puffer und 10x Sample reducing agent in einem Gesamtvolumen von 50 µl 
zur Massenspektrometrie geschickt. Mit dieser Methode konnte die Expression verschiedener Proteine 
anhand der unterschiedlichen Masse durch das SILAC-Medium zwischen den beiden Proben verglichen 
werden.  
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Die massenspektrometrische Analyse wurde im Labor von Thomas Öllerich, Frankfurt am Main, 
durchgeführt. 
 
 
In der Massenspektrometrie wurden insgesamt 4896 Proteine analysiert. Näher 
betrachtet wurden dabei nur die 324 Proteine, die mindestens um einen Faktor von 0,7 
im Vergleich zur Leervektor-Kontrolle herunterreguliert vorlagen (Abbildung 3.3 A), da 
diese Proteine eine hohe Wahrscheinlichkeit hatten, direkte Ziele von miR-17-92 zu 
sein. Um herauszufinden, in welche biologischen Prozesse die veränderten Proteine 
involviert sind, wurde eine Gen-Ontologie-Analyse (GO-term) durchgeführt (Abbildung 
3.3 B). Gen-Ontologie bezeichnet eine internationale Bioinformatik-Initiative, die es 
ermöglicht, biologische Daten übersichtlich darzustellen. Die daraus resultierende 
Ontologie-Datenbank wird mittlerweile weltweit von vielen biologischen Datenbanken 
genutzt und fortwährend weiterentwickelt. Die Analyse ergab, dass nach miR-17-92 
Überexpression die meisten veränderten Proteine an Prozessen der Zell-Zell 
Adhäsion, der positiven Regulation der GTPase Aktivität, der Regulation der 
Transkription von RNA-Polymerase II, der T-Zell-Rezeptor Signalwege und der 
Regulation des Zellzyklus beteiligt sind. Um die in der Massenspektrometrie 
identifizierten möglichen Zielproteine weiter zu kategorisieren, wurde eine weitere 
Analyse mit STRING durchgeführt. Dies ist eine biologische Datenbank, die Hinweise 
auf Proteininteraktionen gibt. Ihre Informationen sammelt sie aus anderen 
Datenbanken, Publikationen und experimentellen Daten. STRING offenbarte, dass 
sich unter den analysierten Proteinen unter anderem der hämatopoetische 
Transkriptionsfaktor TAL1 finden lässt zusammen mit seinen Interaktionspartnern E47, 
HEB und LDB1. Dies lässt darauf schließen, dass miR-17-92 möglicherweise eine 
regulatorische miRNA des transkriptionellen TAL1-Komplexes ist (Abbildung 3.3 C). 
Diese Proteine, die in Interaktion miteinander stehen, lagen in der 
Massenspektrometrie alle um etwa einen Faktor vor 0,6 herunterreguliert vor 
(Abbildung 3.3 D). TAL1 bildet bekanntlich Heterodimere mit den E-Proteinen E47 und 
HEB aus, was dem Komplex eine höhere Stabilität verleiht (H. L. Hsu et al. 1994). 
Darüber hinaus bindet LDB1 zusammen mit LMO2 während der erythroiden 
Differenzierung an den TAL1/E2A-Komplex (Wadman et al. 1997) wodurch die 
Expression von spezifischen terminalen erythroiden Genen aktiviert wird (Z. Xu et al. 
2003; Lahlil et al. 2004).  
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Abbildung 3.3. Identifikation von miR-17-92 Zielproteinen mithilfe von SILAC-basierter 
Massenspektrometrie.  
(A) Insgesamt 4896 Proteine wurden mithilfe der Massenspektrometrie analysiert. Davon wurden nur 
die 324 Proteine näher betrachtet, die um eine H/L Ratio von mindestens 0,7 herunterreguliert waren. 
(B) Die 324 herunterregulierten Proteine wurden mit der GO-Term Analyse genauer beobachtet. (C) Die 
STRING Analyse ergab, dass das gesamte Interaktionsnetzwerk um TAL1, bestehend aus den E-
Proteinen E47 und HEB sowie LDB1, herunterreguliert vorlag. (D) Graphische Darstellung der durch 
STRING identifizierten herunterregulierten Proteine TAL1, E47, HEB und LDB1. Diese Faktoren waren 
im Vergleich zur Kontrolle um eine H/L Ratio von mindestens 0,6 herunterreguliert. Die Werte wurden 
gebildet aus dem Mittelwert einer Doppelbestimmung.  
 
 
Um dieses Interaktionsnetzwerk weiter zu untersuchen und um die Ergebnisse der 
Massenspektrometrie zu verifizieren, wurden Jurkat-Zellen ohne SILAC Bedingungen 
mit miR-17-92 und dem Kontrollvektor transduziert. Anschließend wurden die 
Proteinlevel von TAL1 und seinen Interaktionspartnern im Western Blot überprüft. Die 
Ergebnisse der Massenspektrometrie konnten bestätigt werden. In der Western Blot 
Analyse lagen TAL1, E47, HEB und LDB1 nach miR-17-92 Überexpression 
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herunterreguliert vor (Abbildung 3.4 A). Histon 3 diente als Ladekontrolle. Auch die 
Quantifizierung des Western Blots mit der Odyssey Software zeigte signifikant 
reduzierte Proteinlevel durch miR-17-92 Überexpression (Abbildung 3.4 B). Darüber 
hinaus konnte eine signifikant reduzierte Menge an mRNA von TAL1, E47, HEB und 
LDB1 detektiert werden (Abbildung 3.4 C). 
 

 
 
Abbildung 3.4. Überexpression von miR-17-92 in Jurkat-Zellen führte zur Reduktion des mRNA 
und Proteinlevels von TAL1 und seinen Interaktionspartnern.  
(A) Jurkat-Zellen wurden ohne SILAC-Medium mit miR-17-92 und dem Leervektor LeGO-iG2 
transduziert und sortiert. Die Western Blot Analyse zeigte eine Abnahme des Proteinlevels von TAL1, 
E47, HEB und LDB1 nach miR-17-92 Überexpression. Histon 3 diente als Ladekontrolle. (B) 
Quantifizierung des Western Blots mithilfe des Odyssey Systems. (C) qRT-PCR zeigte auch eine 
Reduktion des mRNA Levels der untersuchten Faktoren. Die P-Werte wurden mit dem Student´s t-Test 
berechnet. *P < .05; **P < .01; ***P < .001. (n=3) 
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3.2 TAL1 ist ein direktes Zielgen von miR-17-92 und wird von 
miR-19 reprimiert 

 
Wie die Ergebnisse in Abbildung 3.3 und Abbildung 3.4 zeigen, scheint miR-17-92 
einen reprimierenden Einfluss auf TAL1, E47, HEB und LDB1 zu nehmen. Ob diese 
Faktoren nun direkte Zielgene von miR-17-92 sind, oder über sekundäre Effekte 
beeinflusst werden, kann zunächst nicht gesagt werden. Daher wurde eine Analyse 
mit TargetScan durchgeführt. TargetScan ist ein Webserver, der miRNA Bindestellen 
auf der mRNA bestimmter Zielgene vorhersagt, indem er nach Sequenzen sucht, die 
komplementär zur Seed-Sequenz der miRNAs sind. Interessanterweise konnte auf der 
3´-UTR von TAL1 eine Vielzahl von potentiellen miRNA Bindestellen gefunden 
werden, unter anderem auch Bindestellen für miRNAs des miR-17-92 Clusters. HEB, 
E47 und LDB1 hingegen, wiesen keine Bindestellen für miRNAs des miR-17-92 
Clusters auf. Dies deutet darauf hin, dass TAL1 möglicherweise direkt von miR-17-92 
beeinflusst wird, während die reprimierenden Effekte von E47, HEB und LDB1 indirekt 
durch TAL1 verursacht sein könnten.  
Um die posttranskriptionelle Regulation von TAL1 genauer zu analysieren, wurde die 
3´-UTR von TAL1 in einem Luciferase-Reportergen-Assay untersucht. Dazu wurde die 
gesamte TAL1-3´-UTR mit einer Länge von 3401 Basenpaaren in den pMirTarget 
Vektor hinter das Luciferasegen kloniert (Abbildung 3.5 A). Zusätzlich wurden drei 
Deletionskonstrukte von Position 1 - 1094, 1075 - 2076 und 2076 - 3401 hergestellt. 
Da sich Jurkat-Zellen sehr schlecht transfizieren lassen, wurde dieses Experiment in 
K562-Zellen durchgeführt.  
Im Luciferase-Assay zeigte die Volllänge der TAL1-3´-UTR eine etwa 50%ige 
Reduktion der Luciferase-Aktivität im Vergleich zur Leervektor-Kontrolle (Abbildung 
3.5 B). Daraufhin wurde der Luciferase-Assay mit den Deletionskonstrukten wiederholt 
(Abbildung 3.5 C). Das vordere Fragment von Position 1-1094 sowie das hintere 
Fragment von Position 2076-3401 zeigten keinen Unterschied zur Kontrolle. Das 
mittlere Fragment jedoch von Position 1075-2076, welches unter anderem auch 
potentielle Bindestellen für miR-19 und miR-92 enthält, wies eine deutliche 
Verringerung der Luciferase-Aktivität auf. Entsprechend lag die Vermutung nahe, dass 
in diesem mittleren Bereich der TAL1-3´-UTR miRNAs binden, die zur Repression der 
Genexpression führen. Folglich wurden in einem nächsten Schritt die potentiellen 
Bindestellen der in Abbildung 3.5 A aufgeführten miRNAs mutiert, sodass diese nicht 
mehr binden können, da ihre Seed-Sequenz nicht mehr komplementär zur mutierten 
Bindestelle ist. Während der inhibitorische Effekt auf die Luciferase-Aktivität bei einer 
Mutation der miR-92a, miR-34, miR-128 und miR-221/222 Bindestelle bestehen blieb, 
wurde die Repression durch die Mutation der miR-19 Bindestelle komplett aufgehoben 
(Abbildung 3.5 D). Diese Beobachtung lässt darauf schließen, dass miR-19 tatsächlich 
im mittleren Bereich der TAL1-3´-UTR bindet und einen inhibitorischen Effekt auf die 
Genaktivität ausübt. Um diese Theorie weiter zu verifizieren, wurde miR-19 
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beziehungsweise eine miR-blank Kontrolle in K562-Zellen überexprimiert und ein 
Western Blot mit einem gegen TAL1 gerichteten Antikörper ausgeführt. In Abbildung 
3.5 E ist dargestellt, dass TAL1 nach miR-19 Überexpression deutlich abnimmt im 
Vergleich zur miR-blank Kontrolle. Dieser Effekt ist nach Überexpression von miR-34a, 
eine andere miRNA, die eine potentielle Bindestelle im mittleren Fragment der TAL1-
3´-UTR aufweist, nicht zu sehen. Durch Normalisierung auf die Lamin-Bande zeigt die 
Quantifizierung des Western Blots den Effekt noch einmal deutlich (Abbildung 3.5 F). 
 

 
 
Abbildung 3.5. TAL1 ist ein direktes Zielgen von miR-17-92.  
(A) Schematische Darstellung der 3´-UTR von TAL1. Diese wurde in den pMirTarget Vektor hinter das 
Luciferase-Reportergen kloniert. Anschließend wurde die 3´-UTR in drei Fragmente von Position 
1 - 1094, 1075 - 2076 und 2076 - 3401 unterteilt und ebenfalls hinter das Luciferase-Reportergen 
kloniert. Im Bereich des mittleren Fragments (rot dargestellt) lassen sich laut TargetScan die gezeigten 
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miRNA Bindestellen finden. (B) Im Luciferase-Assay mit K562-Zellen zeigte die Volllänge der TAL1-3´-
UTR eine etwa 50%ige Reduktion der Luciferase-Aktivität im Vergleich zur Leervektor-Kontrolle. (C) 
Das mittlere Fragment zeigte eine signifikant verringerte Luciferase-Aktivität (rot dargetstellt). (D) Die 
miRNA Bindestellen auf der TAL1-3´-UTR wurden mutiert. Die Mutation der Bindestelle für miR-19 hob 
den reprimierenden Effekt auf. (E) MiR-19 wurde in K562-Zellen überexprimiert. Eine Western Blot 
Analyse zeigte, dass TAL1 nach miR-19 Überexpression herunterreguliert vorliegt. Dieser Effekt konnte 
für miR-34a nicht beobachtet werden. Lamin diente als Ladekontrolle. (F) Quantifizierung des Western 
Blots. (n=3) 
 
Diese Experimente wurden von Julia Ringleb und Stefanie Herkt im Georg-Speyer Haus in Frankfurt 
am Main durchgeführt. 
 
 

3.3 TAL1 und miR-17-92 regulieren sich gegenseitig 
 
Wie die Ergebnisse aus Abbildung 3.5 bestätigten, binden einzelne miRNAs aus dem 
miR-17-92 Cluster auf dem Transkriptionsfaktor TAL1 und inhibieren diesen. Um 
herauszufinden, ob zwischen miR-17-92 und TAL1 eine Art regulatorische Schleife 
besteht, wie sie zwischen miRNAs und Transkriptionsfaktoren häufiger beschrieben 
sind, wurde analysiert, ob mit einer Veränderung der TAL1 Expression auch eine 
Veränderung der miR-17-92 Expression eintritt. Dazu wurde TAL1 in Jurkat- und K562-
Zellen mittels shRNA herunterreguliert. Die Knockdown-Effizienz in Jurkat-Zellen 
wurde fünf Tage nach Transduktion in der qRT-PCR überprüft und ergab eine 
Reduktion der TAL1-mRNA um etwa 80% (Abbildung 3.6 A). Abbildung 3.6 B zeigt, 
dass auch das Proteinsignal von TAL1 im Western Blot deutlich verringert ist. 
Interessanterweise stieg die miR-17-92 Expression nach TAL1 Knockdown in Jurkat-
Zellen um einen Faktor von 0,4 (Abbildung 3.6 C). Ähnliches konnte in K562-Zellen 
beobachtet werden. Nach Transduktion mit einer gegen TAL1 gerichteten shRNA 
konnte eine TAL1 Reduktion von etwa 80% erzielt werden (Abbildung 3.6 D). Auch die 
Proteinexpression ist bis auf ein Minimum herunterreguliert (Abbildung 3.6 E). Die miR-
17-92 Expression konnte nach TAL1 Knockdown in K562-Zellen sogar um 55% 
ansteigen (Abbildung 3.6 F). Daraus lässt sich schließen, dass TAL1 und miR-17-92 
sich gegenseitig inhibitorisch regulieren und möglicherweise eine regulatorische 
Schleife bilden.  
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Abbildung 3.6. Ein Knockdown von TAL1 in Jurkat- und K562-Zellen führte zu einer Erhöhung 
der miR-17-92-mRNA Expression. 
Jurkat- sowie K562-Zellen wurden mittels lentiviralem Gentransfer mit einer gegen TAL1 gerichteten 
shRNA sowie mit einer gegen das lacZ-Gen gerichteten Kontroll-shRNA transduziert. (A) Vier Tage 
nach Transduktion wurde die Knockdown-Effizienz durch qRT-PCR auf mRNA Level kontrolliert. (B) Es 
wurden Zellkernlysate hergestellt und der Knockdown mithilfe eines TAL1 Antikörpers überprüft. Als 
Ladekontrolle wurde ein Antikörper gegen Tubulin verwendet. (C) Die miR-17-92 Expression nach TAL1 
Knockdown wurde durch qRT-PCR überprüft. (D) Die Knockdown-Effizienz von TAL1 in K562-Zellen 
wurde vier Tage nach Transduktion durch qRT-PCR ermittelt. (E) Der Knockdown wurde auf 
Proteinebene mittels Western Blot mit einem TAL1 Antikörper und einem Tubulin Antikörper als 
Ladekontrolle bestätigt. (F) Die miR-17-92 Expression nach TAL1 Knockdown in K562-Zellen wurde 
mittels qRT-PCR ermittelt. Die P-Werte wurden mit dem Student´s t-Test berechnet. *P < .05; **P < .01; 
***P < .001. (n=3) 
 
 
 
  



  Ergebnisse 

 88 

3.4 TAL1 Knockdown führt zur Destabilisierung der E-Proteine 
 
Die Massenspektrometrie (Abbildung 3.3) zeigte, dass durch miR-17-92 
Überexpression nicht nur TAL1 herunterreguliert wird, sondern auch seine 
Heterodimerisierungspartner E47 und HEB. Allerdings konnten nur auf der TAL1-
mRNA Bindestellen für miRNAs des miR-17-92 Clusters gefunden werden, nicht 
jedoch auf E47 oder HEB. Daraus lässt sich schließen, dass TAL1 ein direktes Zielgen 
von miR-17-92 ist, die Veränderungen, die E47 und HEB durchlaufen jedoch 
sekundären Effekten geschuldet sein könnten. Entsprechend wurde das Verhalten von 
E47 und HEB nach TAL1 Knockdown in Jurkat-Zellen untersucht, um herauszufinden, 
inwiefern TAL1 Einfluss auf die Expression seiner Bindungspartner nimmt. In 
Abbildung 3.7 A ist deutlich erkennbar, dass nach Herunterregulation von TAL1 nicht 
nur das TAL1 Protein stark reduziert ist, sondern auch E47 und HEB signifikant 
weniger werden. Die Quantifizierung erfolgte durch Normalisierung gegen die 
Ladekontrolle Tubulin und bestätigte, dass eine signifikante Veränderung des 
Proteinlevels verglichen mit den Kontrollzellen vorliegt (Abbildung 3.7 B). 
Interessanterweise konnte bei näherer Betrachtung des E47- und HEB-mRNA Levels 
in der qRT-PCR keine Veränderung nach TAL1 Knockdown festgestellt werden 
(Abbildung 3.7 C-D).  
Diese Ergebnisse deuten stark darauf hin, dass nicht nur der reduzierte E47 und HEB 
Proteingehalt durch den TAL1 Knockdown verursacht wurde, sondern auch die 
Proteinverringerung, wie sie nach miR-17-92 Überexpression beobachtet werden 
konnte, zumindest teilweise durch die Inhibition von TAL1 hervorgerufen wird. In 
diesem Zusammenhang konnte bereits gezeigt werden, dass eine 
Heterodimerisierung von TAL1 mit einem E-Protein bevorzugt eingegangen wird und 
eine höhere Stabilität aufweist, als ein Homodimer (H. L. Hsu et al. 1994). Folglich 
scheint der Verlust von TAL1 zu einer verstärkten Proteindegradation bei E47 und HEB 
zu führen. 
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Abbildung 3.7. Knockdown von TAL1 führt zu einer Reduktion des Proteinlevels der 
Bindungspartner.  
Jurkat-Zellen wurden durch lentiviralen Gentransfer mit einer gegen TAL1 gerichteten shRNA und einer 
shControl (shCtrl) transduziert. (A) Eine Western Blot Analyse zeigte, dass neben TAL1 die E-Proteine 
E47 und HEB, die die STRING Analyse als Interaktionspartner von TAL1 identifiziert hat, 
heruntereguliert werden. Tubulin fungierte als Ladekontrolle. (B) Quantifizierung der Western Blot 
Analyse mithilfe der Odyssey Software. (C) Die qRT-PCR ergab, dass die E47-mRNA unverändert bleibt 
nach TAL1 Knockdown. (D) qRT-PCR ergab, dass die HEB-mRNA unverändert bleibt nach TAL1 
Knockdown. Die P-Werte wurden mit dem Student´s t-Test berechnet. *P < .05; **P < .01; ***P < .001. 
(n=3) 
 
 
Um näher zu analysieren, ob ein Knockdown von TAL1 tatsächlich die Proteinstabilität 
von E47 und HEB beeinträchtigt, wurden die Zellen mit dem Proteasom-Inhibitor 
MG132 behandelt. Dieser Inhibitor verhindert die Proteasom-Aktivität und somit die 
Degradation von Proteinen. Die Jurkat-Zellen wurden eine Woche nach Transduktion 
für acht Stunden mit 1 µM MG132 oder als Kontrolle mit DMSO behandelt und 
anschließend geerntet um RNA zu extrahieren und Zellkernlysate herzustellen. Der 
Knockdown von TAL1 blieb sowohl auf Protein- (Abbildung 3.8 A) als auch auf mRNA-
Ebene (Abbildung 3.8 D) unangetastet nach MG132 Behandlung. Die Proteinmenge 
von E47 und HEB stieg jedoch signifikant an durch die Proteasom-Inhibitor-Zugabe 
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(Abbildung 3.8 A-C). Abbildung 3.8 E-F veranschaulichen noch einmal, dass die 
mRNA von E47 und HEB wie schon zuvor in Abbildung 3.7 C-D gezeigt, ohne 
Veränderung vorliegt. Der zu beobachtende Proteinabbau von E47 und HEB nach 
TAL1 Knockdown scheint also in der Tat lediglich die Proteinebene zu betreffen und 
aus einer Destabilisierung wegen dem Verlust der E-Proteine von TAL1 zu resultieren.  
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Abbildung 3.8. Der Proteasom-Inhibitor MG132 verhindert den E-Proteinabbau nach TAL1 
Knockdown.  
Jurkat-Zellen wurden mit einer shRNA gegen TAL1 und einer Kontroll-shRNA transduziert und eine 
Woche später für acht Stunden mit 1 µM MG132 beziehungsweise DMSO behandelt. Anschließend 
wurden die Zellen geerntet und zu Zellkernlysaten verarbeitet, beziehungsweise die RNA isoliert und in 
cDNA umgeschrieben. (A) Western Blot Analyse der mit DMSO oder MG132 behandelten Zellen mit 
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Antikörpern gegen TAL1, E47 und HEB. Tubulin fungierte als Ladekontrolle. (B) Quantifizierung der 
E47-Bande des Western Blots normalisiert auf Tubulin. (C) Quantifizierung der HEB-Bande des 
Western Blots normalisiert auf Tubulin. (D) Überprüfung der TAL1 Knockdown Stabilität nach der DMSO 
und MG132 Behandlung mittels qRT PCR. (E) Überprüfung des E47-mRNA Levels nach Behandlung 
mit MG132 und DMSO. (F) Überprüfung des HEB-mRNA Levels nach Behandlung mit MG132 und 
DMSO. Die P-Werte wurden mit dem Student´s t-Test berechnet. *P < .05; **P < .01; ***P < .001. (n=3) 
 
 
In einem weiteren Ansatz wurden die TAL1 Knockdown Zellen zusätzlich mit murinem 
Tal1 transduziert, um zu untersuchen, ob TAL1 der ausschlaggebende Faktor für die 
Proteindestabilisierung ist, und der Proteinabbau durch murine Tal1 Überexpression 
rückgängig gemacht werden kann. Zuvor wurde sichergestellt, dass die shRNA, die 
das humane TAL1 bindet, keine Bindekapazität für die murine Tal1 mRNA aufweist. 
Das Protein ist jedoch in beiden Systemen nahezu identisch.  
Sowohl die Western Blot Analyse (Abbildung 3.9 A-B) als auch die Messung der TAL1-
mRNA (Abbildung 3.9 E) bestätigten eine erfolgreiche Transduktion der Jurkat-Zellen. 
Wie in Abbildung 3.9 A deutlich zu erkennen ist, führte die Überexpression von 
murinem Tal1 zu einer Neubildung des Proteins von E47 und HEB. Dieser signifikante 
Effekt wurde zu Verifizierung noch einmal durch Normalisierung auf die Ladekontrolle 
Tubulin quantifiziert und graphisch dargestellt (Abbildung 3.9 C-D). Wie bereits in den 
vorherigen Experimenten gezeigt, konnte auch dieses Mal keine Veränderung der 
E47- und HEB-mRNA festgestellt werden (Abbildung 3.9 F-G).  
Darüber hinaus wurde die miR-17-92 Expression mittels qRT-PCR nach muriner Tal1 
Überexpression in den Jurkat-Zellen gemessen. Es zeigte sich, dass wie bereits in 
vorherigen Daten gezeigt (Abbildung 3.6 C), der Knockdown von TAL1 zu einer 
signifikanten Aktivierung der miR-17-92-mRNA führt (Abbildung 3.10). Die 
darauffolgende Überexpression von murinem Tal1 verringerte die miR-17-92 
Expression jedoch wieder deutlich. Diese Beobachtungen unterstützen erneut die 
Vermutung, dass miR-17-92 und TAL1 in einer regulatorischen Schleife in Interkation 
miteinander stehen und sich gegenseitig inhibieren.  
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Abbildung 3.9. Durch Überexpression von murinem Tal1 kann der inhibitorische Effekt des TAL1 
Knockdowns auf E47 und HEB aufgehoben werden.  
Nachdem TAL1 mithilfe einer shRNA herunterreguliert wurde, wurde murines Tal1 in die Zellen 
eingebracht. Doppelt positiv transduzierte Zellen wurden entsprechend ihrer GFP/Tomato Expression 
sortiert und wieder in Kultur genommen. (A) Es wurden Zellkernlysate hergestellt und ein Western Blot 
mit einem TAL1 Antikörper, der sowohl humanes als auch murines Tal1 detektiert, durchgeführt. 
Zusätzlich wurden Antikörper gegen E47 und HEB verwendet. Tubulin fungierte als Ladekontrolle. (B) 
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Quantifizierung der TAL1 Proteinmenge normalisiert auf Tubulin. (C) Quantifizierung der E47 
Proteinmenge normalisiert auf Tubulin. (D) Quantifizierung der HEB Proteinmenge normalisiert auf 
Tubulin. (E) Darüber hinaus wurde die RNA der Zellen isoliert. Die Überprüfung der TAL1-mRNA 
Expression mittels qRT-PCR bestätigte sowohl den TAL1 Knockdown als auch die Überexpression mit 
murinem Tal1. (F) Überprüfung der E47-mRNA Expression mittels qRT-PCR. (G) Überprüfung der HEB-
mRNA Expression mittels qRT-PCR. Die P-Werte wurden mit dem Student´s t-Test berechnet. *P < .05; 
**P < .01; ***P < .001. (n=3) 
 
 

 
 

Abbildung 3.10. TAL1 inhibiert miR-17-92-mRNA Expression.  
Jurkat-Zellen wurden mit einer shRNA gegen TAL1 transduziert und anschließend zusätzlich mit 
muriner Tal1 cDNA überexprimiert. Die miR-17-92-mRNA Expression stieg nach TAL1 Knockdown 
(Abbildung 3.6 C). Dieser Effekt konnte durch die Überexpression von murinem Tal1 aufgehoben 
werden. Die P-Werte wurden mit dem Student´s t-Test berechnet. *P < .05; **P < .01; ***P < .001. (n=3) 
 
 
Zur besseren Visualisierung ist der hypothetische Ablauf der E-Protein 
Destabilisierung nach TAL1 Knockdown in Abbildung 3.11 noch einmal schematisch 
dargestellt. TAL1 selbst kann nicht allein an seine Erkennungssequenz, CANNTG, an 
die DNA binden. Es benötigt die Bildung eines Dimers. Dabei geht es bevorzugt eine 
Heterodimerisierung mit einem E-Protein, wie E12, E47, E2-2 oder HEB ein. Da der 
Fokus der Experimente in dieser Arbeit auf die Interaktion von TAL1 mit E47 und HEB 
liegt, ist die schematische Darstellung exemplarisch mit E47 dargestellt. Das 
Heterodimer bestehend aus TAL1 und E47, kann effizient an die E-Box an der DNA 
binden. Nachdem ein Knockdown von TAL1 herbeigeführt wurde, ist die TAL1-mRNA 
degradiert. Folglich kann kein TAL1 Protein translatiert werden. Die mRNA von E47 
bleibt jedoch vom TAL1 Knockdown unangetastet wie in Abbildung 3.7 C dargestellt, 
und das Protein kann gebildet werden. Allerdings hat das E47 Protein mit TAL1 seinen 
Bindungspartner verloren und muss infolgedessen ein Homodimer mit sich selbst 
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eingehen, da es einen Dimerisierungspartner braucht. Das Homodimer ist aber 
offensichtlich relativ instabil und wird vom Proteasom-Komplex abgebaut, was durch 
das geringe Proteinsignal im Western Blot (Abbildung 3.7 A) verdeutlicht wird.  
 

 
 
Abbildung 3.11. Hypothetische Darstellung der E-Protein Destabilisierung nach TAL1 
Knockdown. 
Der hypothetische Ablauf der E-Protein Destabilisierung nach TAL1 Knockdown ist beispielhaft mit E47 
dargestellt. Der gleiche Ablauf gilt auch für HEB. TAL1 und E47 bilden ein stabiles Heterodimer. Nach 
TAL1 Knockdown wird keine TAL1-mRNA und folglich auch kein Protein mehr gebildet. Die E47-mRNA 
bleibt aber unberührt. Das Protein von E47 würde folglich ohne Dimerisierungspartner sein. Da E-
Proteine aber einen Bindungspartner brauchen, bildet E47 in der Hypothese ein Homodimer mit sich 
selbst oder HEB. Dieser scheint nicht so stabil zu sein, wie das Heterodimer mit TAL1, der von dem 
Komplex favorisiert wird. Folglich kommt es zu einer Proteindegradation durch den Proteasom-
Komplex. Wird dieser Proteasom-Komplex durch Zugabe des Proteasom-Inhibitors MG132 inhibiert, 
bleibt das Protein des E47 Homodimers bestehen.  
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3.5 MiR-19 spielt eine essentielle Rolle während der Inhibition 
von TAL1 durch miR-17-92 

 
Aus dem unreifen miR-17-92 Cluster gehen sechs reife miRNAs hervor, die alle 
unterschiedliche Zielgene haben und entsprechend unterschiedliche Funktionen 
ausüben. So konnte bereits demonstriert werden, dass miR-92a im Mausmodel zu 
einem erythroleukämischen Phänotyp führt, während miR-19a als Lymphom-
induzierender Faktor identifiziert werden konnte (Yanmei Li et al. 2012). MiR-17 
hingegen inhibiert die onkogene Aktivität von miR-92a und reguliert 
Tumorsuppressorgene wie p53 (Yanmei Li et al. 2012). In der Analyse der TAL1-3´-
UTR mithilfe des Luciferase-Reportergen-Assays wurde ersichtlich, dass miR-19 eine 
entscheidende Rolle bei der Inhibition von TAL1 durch miR-17-92 einnimmt (Abbildung 
3.5 D). MiR-19a und miR-19b unterscheiden sich in ihrer Sequenz in nur einem 
Nukleotid und haben die gleiche Seed-Sequenz. Folglich haben sie möglicherweise 
auch viele gleiche Zielgene. Um die Rolle von miR-19 im Zusammenhang mit TAL1 
näher zu untersuchen, wurde die Seed-Sequenz von miR-19a beziehungsweise miR-
19b mutiert. Darüber hinaus wurde eine Doppelmutante hergestellt, die eine Mutation 
beider Seed-Sequenzen enthielt. Jurkat-Zellen wurden erneut mit miR-17-92, aber 
auch mit den neu generierten Mutanten transduziert. In Abbildung 3.12 A wird 
zunächst die Reduktion des TAL1 Proteins durch miR-17-92 im Vergleich zur 
Leervektor-Kontrolle ersichtlich, wie es bereits in vorherigen Daten gezeigt werden 
konnte (Abbildung 3.4 A). Bei Überexpression der miR-19a Mutante bleibt dieser Effekt 
zunächst bestehen. Wurde jedoch miR-19b beziehungsweise die miR-19a/b 
Doppelmutante überexprimiert, ließ sich ein Anstieg des TAL1 Proteinsignals 
verzeichnen. Die Quantifizierung mit Normalisierung auf die Tubulin-Bande bestätigte 
einen signifikanten Anstieg von TAL1 zwischen miR-17-92 und mut miR-19a/b 
exprimierenden Jurkat-Zellen (Abbildung 3.12 B). Auch auf mRNA Ebene zeigten die 
Zellen mit miR-19b und miR-19a/b Mutation keinen Unterschied mehr in ihrer TAL1 
Expression im Vergleich zur Leervektor-Kontrolle, während die Inhibition bei miR-17-
92 und der miR-19a Mutante signifikant blieb (Abbildung 3.12 C). Abbildung 3.12 D 
bestätigt eine erfolgreiche Transduktion der Zellen anhand einer 20-30-fachen miR-
17-92 Expression in allen transduzierten Proben.  
Wie bereits die Ergebnisse der miR-19 Überexpression in K562-Zellen, die zu einem 
verminderten TAL1 Signal führte (Abbildung 3.5 E), zeigten, unterstützen auch diese 
Daten die Theorie, dass miR-19 die entscheidende miRNA des miR-17-92 Cluster ist, 
die einen reprimierenden Effekt auf TAL1 ausübt. Interessanterweise zeigte miR-19a 
in diesem Experiment in Jurkat-Zellen keinen Effekt auf TAL1, wobei ihre Zielgene 
aufgrund der identischen Seed-Sequenz mit denen der miR-19b übereinstimmen 
sollten.  
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Abbildung 3.12. Der inhibitorische Effekt von miR-17-92 auf TAL1 kann durch Mutation der miR-
19 Seed-Sequenzen aufgehoben werden.  
Jurkat-Zellen wurden mit miR-17-92 und einem Kontrollvektor transduziert. Zusätzlich wurden die Zellen 
mit miR-17-92 Konstrukten transduziert, bei denen zuvor entweder die Seed-Sequenz der miR-19a, der 
miR-19b oder beider miRNAs mutiert wurden. Positiv transduzierte Jurkat-Zellen wurden mittels 
Durchflusszytometrie sortiert. (A) Western Blot Analyse mit einem gegen TAL1 gerichteten Antikörper. 
Tubulin fungierte als Ladekontrolle. (B) Quantifizierung der Western Blot Analyse. (C) TAL1-mRNA 
Expression nach miR-17-92 Überexpression beziehungsweise der jeweiligen Mutanten von miR-17-92. 
(D) Überprüfung der miR-17-92-mRNA Expression in den jeweiligen Proben mittels qRT-PCR. Die P-
Werte wurden mit dem Student´s t-Test berechnet. *P < .05; **P < .01; ***P < .001; ns=nicht signifikant. 
(n=3)  
 
 
Um einen Überblick über das Expressionslevel der verschiedenen reifen miRNAs des 
miR-17-92 Clusters zu bekommen, wurde das miR-17-92 Cluster Real-Time PCR 
Assay Kit von Signosis verwendet. Dieses ermöglicht eine Detektion aller reifen miR-
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17-92 miRNAs in einer bestimmten Probe. Der Assay offenbarte, dass miR-19b 
deutlich stärker in HEK293T-, K562-, Jurkat- (Abbildung 3.13 A) und humanen CD34+-
Zellen (Abbildung 3.13 B) exprimiert ist als miR-19a, welches etwa ein Drittel des miR-
19b Expressionslevels erreicht. Im Vergleich zu miR-17-5p, miR-18a, miR-20a und 
miR-92a, die gar nicht oder nur in sehr geringem Maße detektiert werden konnten, 
stellen miR-19a und miR-19b die mit Abstand größte Gruppe des Clusters dar. Diese 
Daten könnten erklären, warum nur die Mutation der miR-19b Seed-Sequenz, jedoch 
nicht die der miR-19a einen Unterschied auf die TAL1 Expression im Vergleich zu miR-
17-92 zeigt (Abbildung 3.12). Als interne Kontrolle wird U6 verwendet, eine nicht 
kodierende kleine nukleäre RNA (small nuclear RNA (snRNA)), die zusammen mit 
anderen Proteinen den Spliceosom-Komplex bildet.  
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Abbildung 3.13. MiR-19a und miR-19b sind die am stärksten exprimierten miRNAs des miR-17-
92 Cluster in den analysierten Zellen.  
Das miR-17-92 Cluster Real-Time PCR Assay Kit von Signosis ermöglichte es, das Expressionslevel 
der verschiedenen reifen miRNAs, die von miR-17-92 exprimiert werden, zu bestimmen. (A) Die 
Expression von miR-17-5p, miR-18a, miR-19a, miR-19b, miR-20a und miR-92a in HEK293T-, K562- 
und Jurkat-Zellen ist gezeigt. Die Werte wurden normalisiert auf die prozentuale Expression von U6. (B) 
Die Expression von miR-17-5p, miR-18a, miR-19a, miR-19b, miR-20a und miR-92a in CD34+-Zellen ist 
gezeigt. Die Werte wurden auf die prozentuale Expression von U6 normalisiert und sind dargestellt als 
relative Expression (-fach) mit miR-17-5p = 1. (n=3) 
 
 

3.6 TAL1 und E47 binden auf dem MIR17HG-Promotor 
 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass einzelne miRNAs des miR-17-92 Clusters die 
TAL1 Expression reprimieren (Abbildung 3.5) und darüber hinaus Daten generiert 
werden konnten, die darauf hinweisen, dass TAL1 ebenfalls miR-17-92 reguliert 
(Abbildung 3.10), sollte anschließend der Promotor des MIR17HG-Gens analysiert 
werden. In Abbildung 3.14 A ist der Promotor schematisch dargestellt. Die kleine graue 
Box zeigt das erste nicht kodierende Exon, während die große graue Box das zweite 
Exon darstellt, welches das miR-17-92 Cluster enthält, das für den unreifen Vorläufer 
der miR-17-92 kodiert (orange Balken). Kurz vor dem Transkriptionsstart (schwarzer 
Pfeil) befindet sich eine E-Box mit der Sequenz CACATG (blaue Box). E-Boxen sind 
bekannte Binderegionen für E-Proteine wie TAL1 und E47. Daher wurde ein 
Primerpaar konzipiert, welches im Bereich dieser E-Box bindet (roter Balken, TSS). 
Darüber hinaus wurde als Kontrolle ein Primerpaar generiert, welches -4000 
Basenpaare upstream des Transkriptionsstarts bindet (roter Balken, -4000). Mithilfe 
eines ChIP-Assays sollte herausgefunden werden, ob TAL1 und E47 im Bereich des 
Transkriptionsstartes von MIR17HG binden. Daher wurden ChIP-Lysate aus 
unbehandelten K562-, Jurkat- und CD34+-Zellen hergestellt. Es konnte in allen drei 
Zelllysaten sowohl TAL1-, als auch E47-Bindung kurz vor dem Transkriptionsstart 
detektiert werden (Abbildung 3.14 B-D), wobei in Jurkat-Zellen deutlich mehr TAL1-
Bindung im Vergleich zu E47 beobachtet werden konnte sowie das insgesamt stärkste 
Bindungssignal mit 0,8% Input bei TAL1 beziehungsweise 0,2% Input bei E47 
(Abbildung 3.14 C). In K562-Zellen konnte auch der -4000 Primer ein Signal für TAL1 
und E47 detektieren (Abbildung 3.14 D), während in Jurkat-Zellen (Abbildung 3.14 E) 
und CD34+-Zellen (Abbildung 3.14 F) nur E47-Bindung beobachtet werden konnte. 
Diese Daten zeigen zunächst, dass der TAL1/E47-Komplex in verschiedenen 
Bereichen des MIR17HG-Promotors bindet. Da der TAL1/E47-Komplex abhängig von 
den Kofaktoren, die er rekrutiert, sowohl aktivierende als auch reprimierende 
Funktionen während der Genexpression einnehmen kann (O’Neil J, Shank J, Cusson 
N, Murre C 2004), sollte in einem weiteren Ansatz ermittelt werden, ob die Bereiche, 
in denen der Komplex auf MIR17HG bindet, aktive oder inaktive Regionen sind. Dies 
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wurde durch Detektion von H3K4me3, eine Histonmodifikation, die aktive 
Histonbereiche markiert, durchgeführt. In Abbildung 3.15 A ist, wie bereits in Abbildung 
3.14 A beschrieben, der Promotorbereich von MIR17HG abgebildet. In K562- 
(Abbildung 3.15 B), Jurkat- (Abbildung 3.15 C) und CD34+-Zellen (Abbildung 3.15 D) 
ist eine deutliche Erhöhung von H3K4me3 im Bereich des Transkriptionsstarts zu 
verzeichnen, während im Upstream Bereich (-4000) keinerlei H3K4me3 detektiert 
werden kann. Als Negativ-Kontrolle wurde H3K4me3 auf Exon6-GAPDH gemessen. 
Dort ist jedoch keinerlei Signal zu beobachten (Abbildung 3.15 E).  
Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass der TAL1/E47-Komplex zwar in verschiedenen 
Bereichen des MIR17HG-Promotors bindet, jedoch unterschiedliche Aktivität ausübt.  
 

 
 
Abbildung 3.14. Der TAL1/E47-Komplex bindet an den MIR17HG-Promotor.  
Die Bindung von TAL1 und E47 am MIR17HG-Promotor wurde mit zwei verschiedenen Primerpaaren 
ermittelt, die zum einen kurz vor dem Transkriptionsstart und zum anderen -4000 Basenpaare upstream 
des Transkriptionsstarts binden. (A) Schematische Darstellung des MIR17HG-Promotors, ein nicht-
kodierendes Exon (kleine graue Box) und das zweite Exon (große graue Box), dass das miR-17-92 
Cluster (orange) enthält. Vor dem Transkriptionsstart befindet sich eine E-Box mit der Sequenz 
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CANNTG (blaue Box). Die Position der ChIP-Primer wird durch die roten Balken dargestellt. (B-D) TAL1- 
und E47-Bindung auf dem MIR17HG-Promotor im Bereich des Transkriptionsstarts in (B) K562-, (C) 
Jurkat-, (D) CD34+-Zellen. (E) In K562-Zellen ist im Upstream Bereich des MIR17HG-Promotors TAL1- 
und E47-Bindung zu erkennen. (F) In Jurkat-Zellen konnte -4000 Basenpaare upstream des 
Transkriptionsstarts keine TAL1, aber E47-Bindung festgestellt werden. (G) CD34+-Zellen zeigen ein 
schwaches Signal für TAL1-Bindung, während ein wenig E47-Bindung -4000 Basenpaare upstream zu 
erkennen ist. (n=3) 
 
 

 
 

Abbildung 3.15. Der Bereich des Transkriptionsstarts des MIR17HG-Promotors zeigt hohe 
H3K4me3 in allen getesteten Zelllinien. 
(A) Schematische Darstellung des MIR17HG-Promotors, ein nicht-kodierendes Exon (kleine graue Box) 
und das zweite Exon (große graue Box), welches das miR-17-92 Cluster (orange) enthält. Vor dem 
Transkriptionsstart befindet sich eine E-Box mit der Sequenz CANNTG (blaue Box). Die ChIP-Primer 
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(roter Balken) binden zum einen kurz vor dem Transkriptionsstart (TSS), sowie im Upstream Bereich 
des Promotors (-4000). (B) In K562-Zellen, (C) Jurkat-Zellen, und (D) CD34+-Zellen konnte ein hohes 
Maß an H3K4me3, welche aktive Promotorregionen markiert, im Bereich des Transkriptionsstarts 
detektiert werden, jedoch nicht -4000 Basenpaare upstream des Transkriptionsstarts. (E) In der 
negativen Kontrollregion Exon6-GAPDH ist keinerlei H3K4me3 zu finden. (n=3) 
 
 
Nachdem Bindung von TAL1 und E47 kurz vor dem Transkriptionsstart des MIR17HG-
Promotors in K562-, Jurkat- und CD34+-Zellen gemessen werden konnte, wurde 
anschließend ein TAL1 Knockdown in K562- und Jurkat-Zellen induziert und die 
Chromatin-Immunopräzipitation wiederholt, um festzustellen, ob der Verlust von TAL1 
zum einen zu einer Veränderung der E47-Bindung führt, und zum anderen einen Effekt 
auf die Aktivität des Promotorbereichs ausübt. Wie erwartet, konnte eine reduzierte 
TAL1-Bindung auf dem MIR17HG-Promotor nach TAL1 Knockdown in K562-Zellen 
gezeigt werden (Abbildung 3.16 A). Als positiv Kontrolle für TAL1-Bindung in K562-
Zellen fungierte der GPA-Promotor. Hier konnte deutlich stärkere Bindung beobachtet 
werden (Abbildung 3.16 B), während in einer inaktiven Region von Exon6-GAPDH, 
welche als Negativ-Kontrolle diente, keinerlei TAL1-Bindung detektiert werden konnte 
(Abbildung 3.16 C). In Jurkat Zelllysaten konnten insgesamt höhere % Input Werte mit 
dem TAL1 Antikörper erzielt werden (Abbildung 3.16 D-F). Auch hier ist ein 
verringertes TAL1 Signal nach der Herabregulation von TAL1 auf dem MIR17HG-
Promotor erkennbar (Abbildung 3.16 D). Da der CD4-Enhancer als bereits bekanntes 
TAL1- und E47-Zielgen beschrieben wurde (Sawada and Littman 1993; O’Neil J, 
Shank J, Cusson N, Murre C 2004), und darüber hinaus mehrere E-Boxen im Bereich 
des ChIP-Primers aufweist (Abbildung 3.22 A), wurde dieser Bereich als Positiv-
Kontrolle für TAL1- als auch für E47-Bindung verwendet. Eine Messung der ChIP-DNA 
mit dem CD4-Enhancer Primerpaar bestätigte die verringerte TAL1-Bindung nach 
TAL1 Knockdown (Abbildung 3.16 E). Der inaktive Bereich von Exon6-GAPDH wies 
keinerlei Bindung auf (Abbildung 3.16 F). Da TAL1 und E47 bekanntlich 
Heterodimerisierungspartner sind und in vorherigen Daten gezeigt werden konnte, 
dass TAL1 und E47 häufig synergistisch agieren (Abbildung 3.7 A und Abbildung 
3.11), sollte auch überprüft werden, wie E47 sich nach TAL1 Knockdown auf dem 
MIR17HG-Promotor verhält. Wie zu erwarten, konnte auch E47-Bindung in Jurkat 
Zelllysaten nach der Induktion des TAL1 Knockdowns vermindert vorgefunden werden 
(Abbildung 3.16 G). Die positive Kontrollregion auf dem CD4-Enhancer wies ebenfalls 
eine verringerte E47-Bindung nach TAL1 Knockdown auf (Abbildung 3.16 H), während 
der negative Kontrollbereich, Exon6-GAPDH, keine Bindung vorweisen konnte 
(Abbildung 3.16 I).  
Diese Daten indizieren erneut, dass nicht nur miR-17-92 einen Einfluss auf TAL1 hat 
und dessen Expression reguliert, sondern umgekehrt TAL1 auch auf dem MIR17HG-
Promotor zu binden scheint und somit Einfluss auf die Expression von miR-17-92 
nehmen kann. Darüber hinaus verifizieren die Daten noch einmal, dass TAL1 und E47 
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gemeinsam agieren und ein Verlust von TAL1 auch eine Verringerung von E47 mit 
sich bringt (Abbildung 3.16 G-H), wie es bereits anschaulich in Abbildung 3.7 bis 
Abbildung 3.9 sowie Abbildung 3.11 gezeigt werden konnte. 
 

 
 
Abbildung 3.16. TAL1- und E47-Bindung am MIR17HG-Promotor in K562- und Jurkat-Zellen nach 
TAL1 Knockdown.  
(A) Die TAL1-Bindung auf dem MIR17HG-Promotor nimmt nach TAL1 Knockdown in K562-Zellen ab. 
(B) GPA fungierte in K562-Zellen als Positiv-Kontrolle. Auf dem GPA-Promotor ist ebenfalls eine 
Reduktion der TAL1-Bindung nach Knockdown erkennbar. (C) Ein Bereich auf dem Exon6-GAPDH-
Promotor fungierte als Negativ-Kontrolle. Dort konnte in K562-Zellen keine Bindung detektiert werden. 
(D) In Jurkat-Zellen ist nach TAL1 Knockdown eine verringerte TAL1-Bindung zu finden. (E) Der 
Promotorbereich des CD4-Enhancers fungierte in Jurkat-Zellen als Positiv-Kontrolle. Eine Reduktion 
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der TAL1-Bindung nach Knockdown kann beobachtet werden. (F) Ein Bereich auf dem Exon6-GAPDH-
Promotor fungierte als Negativ-Kontrolle. Dort konnte in Jurkat-Zellen keine Bindung detektiert werden. 
(G) E47-Bindung verringert sich nach TAL1 Knockdown auf dem MIR17HG-Promotor in Jurkat-Zellen. 
(H) Auf dem Promotorbereich des CD4-Enhancers, der als Positiv-Kontrolle fungierte, liegt die E47-
Bindung nach TAL1 Knockdown ebenfalls reduziert vor. (I) E47 zeigte keine Bindung auf Exon6-
GAPDH, welches als Negativ-Kontrolle fungierte. Signifikanz wurde ab P < .05 angenommen. (n=3) 
 
 

3.7 Promotor-Analyse des MIR17HG-Promotors 
 
Da die ChIP-Assays erste Beweise dafür lieferten, dass TAL1 und E47 auf dem 
Promotor des MIR17HG-Gens binden und diesen regulieren, wurden der 
Promotorbereich vor dem ersten Exon und dem Transkriptionsstart und insbesondere 
die E-Box genauer angeschaut. Die Promotoraktivität wurde in einem Luciferase-
Reportergen-Assay detaillierter untersucht. Dazu wurden Promotor-Fragmente mit 
einer Länge von 1500, 1000, 500 und 250 Basenpaaren in den pGL4.10 Vektor vor 
das Luciferasegen kloniert (Abbildung 3.17 A). Das Luciferasegen steht somit unter 
der Kontrolle des einklonierten Promotors, wodurch die Luciferase-Intensität auf die 
Aktivität des Promotors schließen lässt.  
Die verschiedenen Deletionsfragmente des MIR17HG-Promotors wurden in K562-
Zellen transfiziert. Als Kontrolle diente der Leervektor. Es stellte sich heraus, dass die 
Luciferase-Aktivität mit abnehmender Fragmentlänge zunahm, wobei das kürzeste 
Fragment mit 250 Basenpaaren mit Abstand die höchste Luciferase-Aktivität hervorrief 
mit einer etwa 8-fachen Steigerung im Vergleich zum 1500-Basenpaar-Fragment 
(Abbildung 3.17 B). Um die E-Box vor dem Transkriptionsstart genauer zu analysieren, 
wurde die Sequenz CACATG im 500- und 250-Basenpaar-Konstrukt mutiert zu 
CACAAG, wodurch die Bindekapazität nicht mehr gewährleistet ist (Abbildung 3.17 A, 
roter Balken). Der Luciferase-Reportergen-Assay in K562-Zellen zeigte, dass die 
Mutation der E-Box im 500-Basenpaar-Fragment keine unterschiedliche Luciferase-
Aktivität im Vergleich zum Wildtyp-Fragment aufwies, während bei der Mutation der E-
Box im 250-Basenpaar-Fragment eine etwa 50%ige Steigerung im Vergleich zum 
Wildtyp erreicht werden konnte (Abbildung 3.17 C). Anschließend wurde das 
Experiment in HEK293T-Zellen durchgeführt, die deutlich leichter zu transfizieren sind 
und ein artifizielleres Zellsystem darstellen. In diesem Versuchsaufbau zeigte sowohl 
die Mutante des 500-Basenpaar-Fragments als auch die des 250-Basenpaar-
Fragments eine Steigerung der Luciferase-Aktivität im Vergleich zu den jeweiligen 
Wildtyp-Fragmenten (Abbildung 3.17 D). Da HEK293T-Zellen kein endogenes TAL1 
besitzen (Abbildung 9.7), konnten diese Zellen verwendet werden, um den Einfluss 
von TAL1 und E47 auf die MIR17HG-Promotoraktivität genauer zu analysieren. Dazu 
wurde TAL1 und E47 sowohl einzeln als auch zusammen mit dem 500-Basenpaar-
Fragment des MIR17HG-Promotors in HEK293T-Zellen transfiziert. Als Kontrolle 
fungierte das 500-Basenpaar-Fragment ohne Kotransfektion eines weiteren Faktors. 
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Wie in Abbildung 3.17 E beobachtet werden kann, zeigte die Kotransfektion von TAL1 
allein mit dem 500-Basenpaar-Fragment keinen Unterschied zur Kontrolle. Eine 
Kotransfektion von E47 allein führte zu einer deutlichen Steigerung der Luciferase-
Aktivität. Eine Kotransfektion von E47 zusammen mit einer schrittweisen Erhöhung der 
TAL1 Konzentration führte zu einer Reduktion der Aktivität.  
Diese Ergebnisse bestätigen, wie bereits beschrieben, dass TAL1 im Gegensatz zu 
E47 kein Homodimer bilden kann (H. L. Hsu et al. 1994) und folglich allein nicht an 
den MIR17HG-Promotor bindet. Darüber hinaus unterstützen die Daten, dass ein E47 
Homodimer deutlich aktiver ist, als ein Heterodimer mit TAL1 (Park and Sun 1998), 
welcher aber bevorzugt gebildet wird, wenn TAL1 verfügbar ist (H. L. Hsu et al. 1994).  
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Abbildung 3.17. Der TAL1/E47-Komplex bindet an den MIR17HG-Promotor.  
(A) Schematische Darstellung des MIR17HG-Promotors, ein nicht-kodierendes Exon (kleine graue Box) 
und das zweite Exon (große graue Box), welches das miR-17-92 Cluster (orange) enthält. Vor dem 
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Transkriptionsstart befindet sich eine E-Box mit der Sequenz CANNTG (blaue Box). Luciferase-
Konstrukte des MIR17HG-Promotors mit einer Länge von 1500, 1000, 500 und 250 Basenpaaren 
wurden in den pGL4.10 Vektor vor ein Luciferase-Reportergen kloniert. (B) In einem Luciferase-Assay 
wurden die verschiedenen Längen der Promotor-Konstrukte in K562-Zellen transfiziert und die relative 
Luciferase-Aktivität bestimmt. (C) In dem 500- und 250-Basenpaar-langen Konstrukt wurde die E-Box 
mutiert und anschließend ein Luciferase-Assay in K562-Zellen durchgeführt, um den Effekt der TAL1-
Bindung an dem MIR17HG-Promotor auf die Luciferase-Aktivität zu bestimmen. (D) In einem 
artifizielleren Ansatz wurden die verschiedenen Promotor-Konstruktlängen sowie die mutierten 
Konstrukte in HEK293T-Zellen transfiziert und ein Luciferase-Assay durchgeführt. (E) Das 500-
Basenpaar-lange MIR17HG Konstrukt wurde verwendet, um TAL1 oder E47, beziehungsweise E47 
zusammen mit einer steigenden Konzentration von TAL1 in HEK293T-Zellen zu kotransfizieren. (n=4) 
 
 
Die E-Box auf dem MIR17HG-Gen, die sich kurz vor dem Transkriptionsstart befindet, 
ist als eine bekannte MYC Bindestelle beschrieben (O’Donnell et al. 2005). Da in 
Abbildung 3.17 E gezeigt werden konnte, dass TAL1 und E47 Einfluss auf die 
Promotoraktivität von MIR17HG nehmen, sollte nun analysiert werden, inwiefern MYC 
die Promotoraktivität verändert. Dazu wurde das 250-Basenpaar-Konstrukt, das im 
Luciferase-Assay in K562- und HEK293T-Zellen die höchste Aktivität zeigte 
(Abbildung 3.17 B und D), für einen weiteren Reportergen-Assay verwendet und 
gemeinsam mit MYC, TAL1 oder beiden Konstrukten in HEK293T-Zellen kotransfiziert. 
Eine Transfektion von MYC allein steigert die Luciferase-Aktivität beträchtlich, 
während durch TAL1-Transfektion nur etwa die Hälfte der Aktivität erreicht wird 
(Abbildung 3.18 A). Eine Kotransfektion von MYC und TAL1 führt zu einer wiederum 
höheren Promotoraktivität, erreicht allerdings nicht die Werte, die eine Transfektion 
von MYC allein hervorruft. Auch eine steigende Menge von TAL1 bei gleichbleibender 
MYC Konzentration ändert die Promotoraktivität nicht. TAL1 kann folglich, anders als 
zuvor bei E47 (Abbildung 3.17 E), die aktivierende Wirkung von MYC nur teilweise 
antagonisieren, selbst wenn TAL1 in doppelter oder dreifacher Menge im Vergleich zu 
MYC vorhanden ist. Anschließend wurde das gleiche Experiment mit dem mutierten 
250-Basenpaar-Konstrukt durchgeführt, bei dem das E-Box Motiv zerstört wurde 
(Abbildung 3.17 A und Abbildung 9.8). Wie erwartet ist kein Unterschied zwischen 
MYC, TAL1 oder MYC/TAL1 Transfektion zu sehen, da die Erkennungssequenz nicht 
mehr vorhanden ist (Abbildung 3.18 B).  
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Abbildung 3.18. MYC bindet an den MIR17HG-Promotor. 
(A) Das 250-Basenpaar-Konstrukt wurde in HEK293T-Zellen transfiziert zusammen mit MYC oder 
TAL1. Außerdem wurden MYC und TAL1 koexprimiert mit steigender Konzentration von TAL1. (B) Das 
gleiche Experiment wurde mit dem mutierten 250-Basenpaar-Konstrukt durchgeführt. Als Kontrolle 
diente der Leervektor pGl4.10. Die Werte wurden als relative Werte dargestellt, normalisiert auf die 
Kontrolle, die auf 1 gesetzt wurde. (n=4)  
 
 

3.8 MiR-17-92 beeinflusst die Erythropoese in CD34+-Zellen 
 
MiR-17-92 und TAL1 sind beides wichtige Parameter in der Hämatopoese. TAL1 ist 
ein wichtiger Regulator in der Linienentscheidung zwischen dem megakaryozytären 
und dem erythrozytären Entscheidungspunkt. TAL1 ist während der gesamten 
Erythropoese in hoher Konzentration vorhanden (Y. Zhang et al. 2005; N. C. Correia 
et al. 2016) und beeinflusst die Expression bestimmter Gene, welche die terminale 
erythroide Differenzierung begünstigen (Lahlil et al. 2004). Da miR-17-92 TAL1 
herunterreguliert, lag die Vermutung nahe, dass auch durch die Überexpression von 
miR-17-92 die Differenzierung und insbesondere die Erythropoese verändert werden 
könnte. Um dies zu analysieren, wurde ein CFU-Assay durchgeführt. 
In Abbildung 3.19 ist der Versuchsablauf des CFU-Assays mit humanen CD34+-Zellen 
schematisch dargestellt. Zunächst wurden humane CD34+-Zellen aus 
Knochenmarkfiltern isoliert und mit miR-17-92 beziehungsweise dem Leervektor als 
Kontrolle transduziert. Drei bis fünf Tage nach Transduktion wurden die GFP+-Zellen 
mithilfe von Durchflusszytometrie steril sortiert. Anschließend wurden 3000 Zellen pro 
Schale in Methylzellulose ausgesät. Die Kolonien konnten nach 10 - 14 Tagen 
ausgezählt werden.  
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Abbildung 3.19. Schematische Darstellung des Versuchsablaufs für den CFU-Assay mit CD34+-
Zellen. 
Humane CD34+-Zellen wurden aus Knochenmark isoliert und mit miR-17-92 beziehungsweise dem 
Kontrollvektor transduziert. Anschließend wurde eine durchflusszytometrische Sortierung der positiv 
transduzierten Zellen vorgenommen. Danach wurden 3000 Zellen pro 3 cm Schale in Methylzellulose 
ausgesät. Nach 10 - 14 Tagen wurden die Kolonien ausgezählt und für die RNA-Isolation geerntet.  
 
 
In Abbildung 3.20 A wird ersichtlich, dass miR-17-92 positive CD34+-Zellen deutlich 
weniger erythroide Kolonien bilden, als die Kontrollzellen. Der prozentuale Anteil der 
granulozytären Kolonien ist dafür höher in miR-17-92 positiven Kolonien. Betrachtet 
man die monozytären und granulozytären-megakaryozytären Kolonien, so wird dort 
zwischen Kontrollzellen und miR-17-92 Zellen kein signifikanter Unterschied deutlich. 
Bei den Erythrozyten-Kolonien ist die Reduktion jedoch hoch signifikant (Abbildung 
3.20 B). Nicht nur hinsichtlich der Anzahl der Kolonien war ein deutlicher Trend zu 
erkennen. Auch die Rotfärbung und Größe der Kolonien variierte. Erythroide Kolonien 
aus Kontrollzellen zeigten eine intensive, für Erythrozyten typische, rote Farbe, 
während die miR-17-92 exprimierenden Zellen deutlich blassere und auch kleinere 
Erythrozyten-Kolonien bildeten (Abbildung 3.20 C, links und mitte). Die Kolonien 
wurden aus der Methylzellulose mit warmem PBS gelöst und pelletiert. Die Farbe des 
Kolonien-Pellets demonstriert ebenfalls deutlich, dass die Kontrollzellen mehr 
erythroide Kolonien aufwiesen als die miR-17-92 exprimierenden Kolonien (Abbildung 
3.20 C, rechts). Aus den Pellets der Kolonien wurde RNA gewonnen. Die TAL1 
Expression lag, wie erwartet, in den miR-17-92 Zellen reduziert vor (Abbildung 3.20 
D). Um eine Kontrolle für erythroide Differenzierung zu haben, wurde zusätzlich die 
GPA als auch die CD71 Expression gemessen, beides positive Marker, die während 
der Erythropoese hochreguliert werden (Loken et al. 1987; Dong, Wilkes, and Yang 
2011). Sowohl GPA (Abbildung 3.20 E) als auch CD71 (Abbildung 3.20 F) verringerten 
sich bei miR-17-92 Überexpression, ein deutlicher Hinweis auf reduzierte erythroide 
Differenzierung.  
Diese Daten lassen die Hypothese zu, dass durch Überexpression von miR-17-92 in 
der Tat Einfluss auf die Erythropoese genommen werden kann, zumindest teilweise 
durch die Inhibition von TAL1 durch miR-17-92.  
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Abbildung 3.20. MiR-17-92 Expression beeinflusst die erythroide Differenzierung in einem CFU-
Assay. 
(A) Prozentuale Darstellung aller gezählten Kolonien. G: Granulozyten-Kolonie, M: Monozyten-Kolonie, 
GM: Granulozyten-Monozyten Kolonie, E: Erythrozyten-Kolonie. (B) Prozentuale Darstellung aller 
erythroiden Kolonien. (C) Rotfärbung einer erythroiden Kolonie aus Kontroll- und miR-17-92 Zellen (links 
und mitte). Die Kolonien wurden aus der Methylzellulose gelöst und pelletiert. Das Pellet der 
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Kontrollzellen zeigt eine deutliche Rotfärbung im Vergleich zum Pellet der miR-17-92 Kolonien (rechts). 
(D) qRT-PCR Messung der TAL1-mRNA Expression der gesamten Kolonien. (E) qRT-PCR Messung 
der GPA-mRNA Expression der gesamten Kolonien. (F) qRT-PCR Messung der CD71-mRNA 
Expression der gesamten Kolonien. Die P-Werte wurden mit dem Student´s t-Test berechnet (n=3). *P 
< .05; **P < .01; ***P < .001. 
 
 

3.9 Der T-Zell Marker CD4 wird durch miR-17-92 
Überexpression inhibiert 

 
Während der Massenspektrometrie (Abbildung 3.3) wurden insgesamt 324 Proteine 
um eine H/L Ratio von mindestens 0,7 herunterreguliert vorgefunden. Abgesehen von 
den bereits analysierten Proteinen TAL1, E47, HEB und LDB1 war interessanterweise 
der Immunzellmarker CD4, der von T-Helferzellen auf ihrer Oberfläche präsentiert 
wird, um eine H/L Ratio von 0,3 das am stärksten herunterregulierte Protein in den 
Resultaten der Massenspektrometrie (Abbildung 3.21 A). MiR-17-92 wurde ohne 
SILAC Bedingungen in Jurkat-Zellen überexprimiert und die CD4-mRNA Expression 
überprüft. Eine etwa 50%ige Reduktion des CD4 Signals in miR-17-92 
überexprimierenden Zellen bestätigte die SILAC Daten (Abbildung 3.21 B). Da CD4 
auf der Oberfläche präsentiert wird, wurde die Expression des Markers darüber hinaus 
mittels Durchflusszytometrie gemessen. Hierzu wurden zunächst alle CD45+CD3+-T-
Zellen ausgewählt. Daraus wurden CD4+ T-Helferzellen gemessen. Das Histogramm 
der durchflusszytometrischen Auswertung zeigte, dass nach miR-17-92 
Überexpression ein Abfall der CD4+-Zellen aus CD3+-Zellen zu beobachten ist 
(Abbildung 3.21 C). Betrachtet man die CD4high Population aus CD3+-T-Zellen, so wird 
ein signifikanter Unterschied zwischen der Kontrolle und miR-17-92 deutlich 
(Abbildung 3.21 D). Diese Daten wurden sieben Tage nach Transduktion produziert. 
Eine Kontrollmessung wurde einen Tag nach Transduktion durchgeführt, an dem die 
Jurkat-Zellen schon eine über 90%ige Transduktionseffizienz zeigten. Zu diesem 
Zeitpunkt konnte noch kein Unterschied zwischen der Kontrolle und den miR-17-92 
Zellen bezüglich der CD4 Expression ermittelt werden (Daten nicht gezeigt). Dies 
deutet darauf hin, dass die inhibitorischen Effekte von miR-17-92 auf die CD4 
Expression sekundärer Natur sind.  
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Abbildung 3.21. MiR-17-92 Überexpression inhibiert den Oberflächenmarker CD4. 
(A) In der Massenspektrometrie unter SILAC Bedingungen wurde zusätzlich zu den bereits analysierten 
Proteinen TAL1, E47, HEB und LDB1, CD4 stark herunterreguliert vorgefunden. (B) Nach miR-17-92 
Überexpression in Jurkat-Zellen ohne SILAC Bedingungen konnte ebenfalls eine signifikante Reduktion 
der CD4-mRNA in der qRT-PCR ermittelt werden (n=3). (C) Da CD4 ein Oberflächenmarker der T-
Helferzellen ist, wurde die Expression des Markers in der Durchflusszytometrie bestimmt. Dabei wurden 
CD4+-Zellen aus CD3+-T-Zellen bestimmt. Das Histogramm zeigt eine leichte Reduktion der CD4+ aus 
CD3+ Events bei miR-17-92 exprimierenden Jurkat-Zellen im Vergleich zur Kontrolle. (D) Der 
prozentuale Anteil der CD4high-Zellen aus den CD3+-Zellen zeigte eine hoch signifikante Verringerung 
der CD4 Expression bei miR-17-92 Zellen (n=3). Die P-Werte wurden mit dem Student´s t-Test 
berechnet. *P < .05; **P < .01; ***P < .001. 
 
 
Das CD4-Gen wurde näher betrachtet (Abbildung 3.22 A). Dabei war auffällig, dass 
die Sequenz im Bereich des CD4-Enhancers zwei E-Boxen kurz hintereinander 
enthält. Diese Region ist konserviert zwischen Human, Rhesus, Maus und Hund. Es 
sollte ermittelt werden, ob TAL1 und E47 an ihre Erkennungssequenz CANNTG im 
Bereich des CD4-Enhancers auf dem CD4-Gen binden. Es wurde ein ChIP-Primer 
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konzipiert, der sich über die Region der E-Boxen erstreckt. Der ChIP-Assay ergab, 
dass sowohl TAL1 als auch E47 auf dem CD4-Enhancer binden (Abbildung 3.22 B). 
Auf Exon6-GAPDH, welches als Negativ-Kontrolle gemessen wurde, war keine TAL1- 
oder E47-Bindung zu erkennen (Abbildung 3.22 C). Eine qRT-PCR Analyse zeigte, 
dass CD4 nach TAL1 Knockdown hochreguliert wird (Abbildung 3.22 D).  
 

 
 

Abbildung 3.22. Das CD4-Gen besitzt eine doppelte E-Box im Bereich seiner Enhancer Region 
und wird von TAL1 und E47 gebunden. 
(A) Schematisch Darstellung des CD4-Gens. In blau dargestellt ist der CD4-Enhancer Bereich, dessen 
Sequenz eine doppelte E-Box beinhaltet, die konserviert vorliegt (rote Boxen). Der ChIP-Primer bindet 
genau über diesen beiden E-Boxen. (B) In einem ChIP-Assay konnte gezeigt werden, dass TAL1 und 
E47 an dem CD4-Enhancer binden. (C) Im negativen Kontrollbereich Exon6-GAPDH findet keine 
Bindung von TAL1 und E47 statt. (D) Eine qRT-PCR Analyse zeigt die CD4-mRNA Expression nach 
TAL1 Knockdown in Jurkat Zellen. Die P-Werte wurden mit dem Student´s t-Test berechnet (n=3). *P < 
.05; **P < .01; ***P < .001. 
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3.10 Altersabhängige Methylierung des MIR17HG-Gens 
beeinflusst die miR-17-92 Expression 

 
Im Promotorbereich des MIR17HG-Gens liegt eine etwa 800 Basenpaar-lange, 
konservierte CpG-Insel, die sich über den Transkriptionsstartpunkt (TSS), das erste 
Exon, sowie einen Teil des ersten Introns erstreckt (Abbildung 3.23 A). Laut ENCODE 
liegen in diesem Bereich viele potentiell methylierte CpGs vor. Da DNA-
Methylierungen und Histonmodifikationen in Wechselwirkung miteinander stehen 
(Kapitel 1.3.2 und 1.3.3), besteht die Möglichkeit, dass eine Veränderung der 
epigenetischen Umgebung am MIR17HG-Promotor einen entscheidenden Einfluss auf 
die miR-17-92 Expression und somit möglicherweise auch auf die TAL1 Expression 
nimmt. Da sich der Methylierungszustand im Laufe des Lebens stetig verändert und 
altersabhängig ist, wurden zunächst CD3+-T-Zellen von gesunden Spendern 
unterschiedlichen Alters auf ihre TAL1 und miR-17-92 Expression untersucht. Dabei 
wurden die Proben unterteilt in junge Spender, die zum Zeitpunkt der Spende jünger 
als 32 Jahre alt waren, und alte Spender, die über 48 Jahre alt waren. Die Expression 
von TAL1 konnte in keinen Zusammenhang mit dem Spenderalter gebracht werden, 
da sich keine signifikanten Unterschiede zwischen alten und jungen Spendern 
erkennen ließen (Abbildung 3.23 B). Die miR-17-92 Expression jedoch wies in Proben 
von Spendern über 48 Jahren eine signifikante Steigerung auf (Abbildung 3.23 C). 
Dies ließ darauf schließen, dass es zwar keine altersabhängige Korrelation zwischen 
der TAL1 und miR-17-92 Expression gibt, die veränderte miR-17-92 Expression mit 
höherem Alter aber durchaus dem alternierenden Methylierungsstatus der CpG-Insel 
im MIR17HG-Promotorbereich zuzuschreiben sein könnte. Um dieser Vermutung 
weiter auf den Grund zu gehen, wurde ein artifizielles Experiment durchgeführt, das 
die in vivo Situation simulieren sollte. Jurkat-Zellen wurden für 24 Stunden mit dem 
HDAC Inhibitor TSA und simultan für 48 Stunden entweder mit 200 nM oder 750 nM 
des DNA-Methyltransferase-Inhibitor 5-Azacytidin (Aza) behandelt. Durch die 
Behandlung mit den beiden Inhibitoren kann die DNA nicht mehr methyliert werden 
und die Histonumgebung bleibt acetyliert und behält ihren aktiven Chromatinstatus bei. 
Eine qRT-PCR Analyse ergab, dass sich die miR-17-92 Expression mit steigender 
DNA-Methyltransferse-Inhibitor-Konzentration erhöht (Abbildung 3.23 D). 
Entsprechend kann man vermuten, dass die verstärkte miR-17-92 Expression in 
älteren T-Zellspendern auch auf eine verringerte Methylierung des Promotors 
zurückzuführen ist.  
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Abbildung 3.23. Altersabhängige miR-17-92 Expression in CD3+-T-Zellen scheint durch den 
Methylierungszustand des MIR17HG-Promotors beeinflusst zu werden.  
(A) Im MIR17HG-Gen befindet sich eine CpG-Insel mit insgesamt 218 CpGs (roter Balken), die sich 
über den Transkriptionsstart, das erste Exon und einen Teil des ersten Introns erstreckt. (B) Aus 
Thrombozyten von gesunden Spendern wurden CD3+-T-Zellen isoliert und altersabhängig in zwei 
Gruppen (jung (<32) und alt (>48)) eingeteilt. Die TAL1 Expression wurde mittels qRT-PCR mit einer 
spezifischen TAL1 TaqMan-Sonde bestimmt (n=9). (C) Die miR-17-92 Expression der CD3+-T-Zellen 
wurde mittels qRT-PCR mit einer miR-17-92 spezifischen TaqMan-Sonde bestimmt (n=9). (D) Jurkat-
Zellen wurden für 48 Stunden mit unterschiedlichen Konzentrationen des DNA-Methyltransferse 
Inhibitors 5-Azacytidin (Aza) und für 24 Stunden mit 100 nM des HDAC Inhibitors Trichostatin-A (TSA) 
behandelt. Die Kontrollzellen wurden mit DMSO behandelt. Die miR-17-92 Expression wurde mittels 
SYBR-Green basierter qRT-PCR ermittlet (n=3). Die P-Werte wurden mit dem Student´s t-Test 
berechnet. *P < .05; **P < .01; ***P < .001. 
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4 Diskussion 

Transkriptionsfaktoren und miRNAs bilden komplexe regulatorische 
Interaktionsnetzwerke während der Genregulation, die durch die Rekrutierung von 
Kofaktoren und epigenetischen Modifikationen dazu beitragen, dass die Transkription 
spezifischer Gene zur richtigen Zeit am richtigen Ort und in der benötigten Menge 
stattfindet. Während der Hämatopoese sorgen diese essentiellen regulatorischen 
Schleifen zwischen Transkriptionsfaktoren und miRNAs dafür, dass bestimmte Gene, 
die für eine entsprechende Linienentscheidung notwendig sind, exprimiert werden, 
während die Transkription von Genen, die die Differenzierung in eine andere 
hämatopoetische Linie spezifizieren, stillgelegt wird. Ebenso gewährleisten diese 
Netzwerke den Erhalt des Stammzellpotentials von HSCs und Progenitorzellen und 
inhibieren die Genexpression von Differenzierungsgenen so lange, bis die HSCs und 
Vorläuferzellen ein Signal zur Differenzierung erhalten (Lausen 2013). 
Das miR-17-92 Cluster hat unverzichtbare Funktionen während der normalen 
Hämatopoese und spielt insbesondere bei der korrekten Entwicklung der Lunge und 
des Herzens eine wichtige Rolle (Ventura et al. 2008). Seiner häufig aberranten 
Expression in vielen Leukämien sowie soliden Tumoren verdankt es den Namen 
Onkomir-1 (He et al. 2005; Lu et al. 2005; Ota et al. 2004; Tagawa and Seto 2005; 
Hayashita et al. 2005). TAL1 ist ein Masterregulator der hämatopoetischen 
Differenzierung, ohne dessen Funktion die Entwicklung aller hämatopoetischen Linien 
nicht vonstattengehen kann (Porcher et al. 1996), insbesondere die primitive 
Erythropoese wird komplett außer Kraft gesetzt (Shivdasani, Mayer, and Orkin 1995; 
Robb et al. 1995). TAL1 hat allerdings auch, ähnlich wie miR-17-92, ein hohes 
onkogenes Potential und wird häufig durch Translokationen, wie t(1;14) (Finger et al. 
1989) oder chromosomale Neuanordnungen und Deletionen, wie der SIL-TAL1 
Deletion (Peter D. Aplan, Raimondi, and Kirsch 1992; J. W. G. Janssen et al. 1993) in 
T-ALL aberrant exprimiert.  
In der vorliegenden Arbeit konnte TAL1 als direktes Zielgen des miR-17-92 Clusters 
identifiziert, sowie eine gegenseitige negative Regulation der beiden Faktoren 
aufeinander festgestellt werden.  
 
 

4.1 MiR-17-92 reguliert TAL1 und dessen Interaktionsnetzwerk  
 
Da der Transkriptionsfaktor TAL1 und das miR-17-92 Cluster unverzichtbar für die 
Differenzierung während der Hämatopoese sind, beide Faktoren aber auch, wenn sie 
fehlreguliert sind, im Zusammenhang mit Leukämie auftauchen, lag die Vermutung 
nahe, dass eine Korrelation in der Regulierung der hämatopoetischen Entwicklung 
besteht. Um dies herauszufinden, wurde zunächst getestet, ob TAL1 ein direktes 
Zielgen von miR-17-92 ist. Mithilfe von SILAC-basierter Massenspektrometrie konnten 
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zahlreiche potentielle Zielgene des miRNA Clusters bestimmt werden. Darunter 
befand sich auch der für diese Arbeit interessante Transkriptionsfaktor TAL1 
(Abbildung 3.3). Interessanterweise stellte sich heraus, dass die TAL1-
Interaktionspartner E47, HEB und LDB1 ebenfalls durch miR-17-92 herunterreguliert 
werden (Abbildung 3.3 C-D; Abbildung 3.4). Um diese Beobachtung weiter zu 
verfolgen, wurde ein Knockdown von TAL1 in Jurkat-Zellen durchgeführt. Es zeigte 
sich, dass die Heterodimerisierungspartner von TAL1, E47 und HEB, zwar auf 
Proteinebene herunterreguliert werden, nicht jedoch auf mRNA-Ebene (Abbildung 
3.7). Dieses unerwartete Ergebnis deutete darauf hin, dass die Proteinstabilität von 
E47 und HEB durch den Knockdown von TAL1 geschwächt ist und es zu einem 
vermehrten Proteinabbau kommt. Um diese Vermutung weiter zu verfolgen, wurden 
weitere Experimente mit einem Proteasom-Inhibitor durchgeführt, die bestätigten, 
dass die Proteinstabilität der E-Proteine in der Tat durch den TAL1 Knockdown 
beeinträchtigt wird (Abbildung 3.8). In diesem Zusammenhang wurde ein Rescue-
Experiment durchgeführt, bei dem murines Tal1 in den shTAL1-Zellen überexprimiert 
wurde. In einem Western Blot konnte gezeigt werden, dass sich die Proteinbildung von 
E47 und HEB durch die Überexpression des murinen TAL1 regeneriert, was die 
Vermutung verifizierte, dass die vorhandene TAL1 Menge ausschlaggebend für die 
Proteinstabilität von E47 und HEB ist (Abbildung 3.9).  
Diese Ergebnisse werden durch eine Studie unterstützt, bei der gezeigt werden 
konnte, dass die Proteinstabilität des pentametrischen Komplexes von TAL1 von den 
beteiligten Faktoren bedingt wird. Durch die Bindung von LMO2 an das TAL1/E47 
Heterodimer kommt es zu einer Konformationsänderung, wodurch neue 
Wasserstoffbrückenbindungen entstehen und die Stabilität der Heterodimer-Bindung 
erhöht wird. Durch die stärkere TAL1/E47-Bindung verändert sich der Winkel des 
Heterodimers, was wiederum die Bindung zwischen der Basic-Region des Dimers und 
der DNA schwächt. Die erhöhte Proteinstabilität zwischen TAL1 und E47 gemeinsam 
mit der geringeren DNA-Bindekapazität bedingen eine strukturelle Dynamik des 
pentametrischen Komplexes, der zu einer höheren transkriptionellen Aktivität führt 
(ElOmari et al. 2013). Der Komplex kann so zu anderen genomischen Bereichen durch 
Assoziation mit DNA-bindenden Faktoren wie RUNX1, ETS1 und GATA3 wandern 
(Palii et al. 2011; Sanda et al. 2012). Eine andere Arbeitsgruppe führte ebenfalls ein 
Experiment mit dem Proteasom-Inhibitor MG132 durch und konnte demonstrieren, 
dass die Interaktion zwischen TAL1 und LMO1/2 die Proteinstabilität erhöht und den 
proteosomalen Abbau der LMO-Proteine verhindert (Lécuyer et al. 2007).  
Eine weitere Studie postulierte, dass die Proteinstabilität von LDB1 und LMO2 durch 
einzelsträngige DNA-Bindeproteine gewährleistet wird, welche die Proteine vor 
Ubiquitinierung und proteosomalem Abbau schützen. Eine Veränderung der 
Expression der DNA-Bindeproteine könnte zu einer veränderten Stöchiometrie des 
gesamten pentametrischen Komplexes und somit zu veränderten Genexpression 
führen (Zhixiong Xu et al. 2007).  
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Für die Regulation des TAL1-Komplexes scheint die Proteinstabilität sowie die 
Konformation der einzelnen Faktoren zueinander ein wichtiger Bestandteil der 
transkriptionellen Aktivität zu sein, die von diesem Komplex ausgeht. Durch die 
beschriebenen Studien wird deutlich, dass nicht nur das E-Protein/TAL1 Dimer selbst, 
sondern auch die anderen Faktoren des pentametrischen Komplexes sowie weitere 
Kofaktoren und DNA-Bindeproteine Einfluss auf die Struktur des Komplexes und die 
Interaktionen der Proteine untereinander nehmen. Durch eine veränderte Bindung an 
die DNA wird diese für weitere Transkriptionsfaktoren zugänglicher oder weniger 
zugänglich gemacht, wodurch Einfluss auf die myeloide Genexpression genommen 
wird. 
Die Ergebnisse in dieser Arbeit zeigen, dass miR-17-92 einen Faktor der 
Hämatopoese darstellt, der die Expression von TAL1 inhibiert und dadurch den 
gesamten Kernkomplex von TAL1 verändert. In dem experimentellen Aufbau dieser 
Arbeit konnten Veränderungen von E47, HEB und LDB1 als Bestandteil des TAL1-
Komplexes beobachtet werden. In weiterführenden Experimenten könnte analysiert 
werden, ob miR-17-92 auch noch weitere Zielproteine des Kernkomplexes bindet wie 
beispielsweise LMO, GATA oder Kofaktoren, die rekrutiert werden können. Dafür wäre 
es sinnvoll ein anderes Zellsystem zu verwenden, bei dem die genannten erythroiden 
Gene exprimiert werden wie beispielsweise erythroleukämische K562-Zellen oder 
humane CD34+-Zellen.  
Abschließend bleibt die Frage offen, warum die mRNA und das Protein der 
Bindungspartner von TAL1, E47, HEB und LDB1 nach miR-17-92 Überexpression 
herunterreguliert sind (Abbildung 3.4), die mRNA aber nach TAL1 Knockdown 
unverändert bleibt, während nur das Protein degradiert wird (Abbildung 3.7). Dass die 
Proteindegradation durch den TAL1 Knockdown und die damit verbundene Instabilität 
hervorgerufen wird, konnte bereits gezeigt werden. Fraglich ist nun jedoch, ob E47, 
HEB und LDB1 möglicherweise auch direkte Zielgene von miR-17-92 sein könnten 
und dadurch das mRNA Level reduziert wird. Entsprechend wurden die 3´-UTRs von 
E47, HEB und LDB1 mithilfe von TargetScan auf mögliche miR-17-92 Bindestellen 
kontrolliert. Tatsächlich fand sich eine schwach konservierte Bindestelle für miR-19 auf 
der 3´-UTR von HEB (Abbildung 9.6), jedoch nicht auf den 3´-UTRs von E47 und LDB1 
(Abbildung 9.6). Entsprechend kann davon ausgegangen werden, dass die 
Degradation von E47 und LDB1 sekundär durch die Herunterregulation von TAL1 
durch miR-17-92 verursacht wurde. Um herauszufinden, ob die Repression von HEB 
wirklich durch eine direkte miR-19-Bindung hervorgerufen wird, müssten weitere 
Experimente durchgeführt werden. Man könnte beispielsweise durch eine gegen HEB 
gerichtete shRNA einen Knockdown herbeiführen und mithilfe einer qRT-PCR 
überprüfen, ob dies eine Auswirkung auf die miR-17-92 Expression hat.  
Aus den Daten dieser Arbeit geht hervor, dass miR-17-92 einen inhibitorischen Effekt 
auf TAL1 ausübt, mit dem eine Reduktion der TAL1 Bindungspartner E47 und HEB 
sowie dem Interaktionspartner LDB1 einhergeht. Diese Veränderungen führen zu 
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Konformationsänderungen des pentametrischen Komplexes, wodurch eine veränderte 
Regulation der Genexpression bewirkt wird.  
 
 

4.2 TAL1 bindet an den MIR17HG-Promotor und reguliert die 
miR-17-92 Expression 

 
Nachdem festgestellt werden konnte, dass der TAL1-Komplex unter der Kontrolle von 
miR-17-92 steht, sollte analysiert werden, welche Auswirkungen TAL1 auf die miR-17-
92 Expression und dessen Promotoraktivität hat. Ein Knockdown von TAL1 führte zu 
einem Anstieg der miR-17-92 Expression (Abbildung 3.6 C und F) in unterschiedlichen 
Zellsystemen (Jurkat und K562). Durch Überexpression von murinem Tal1 konnte 
dieser Anstieg aufgehoben werden (Abbildung 3.10), was TAL1 als reprimierenden 
Faktor von miR-17-92 in leukämischen Zellen identifiziert. Im Gegensatz dazu zeigte 
eine Gruppe kürzlich, dass TAL1 in Glioblastom-Zellen einen aktivierenden Effekt auf 
miR-17-92 zu haben scheint (Cao et al. 2019).  
ChIP-Assays dieser Arbeit zeigten, dass TAL1 und E47 in K562-, Jurkat- und CD34+-
Zellen auf dem MIR17HG-Promotor insbesondere im Bereich der TSS, wo sich eine 
E-Box befindet, aber auch teilweise in einem Upstream-Bereich -4000 Basenpaare der 
TSS binden (Abbildung 3.14). Dabei ist der Bereich kurz vor dem Transkriptionsstart 
mit aktiven Histonmodifikationen gekennzeichnet (Abbildung 3.15 B-D). An dieser 
Stelle konnte auch bereits eine MYC Bindestelle identifiziert werden (O’Donnell et al. 
2005). MYC ist ein bekanntes Zielgen von miR-17-92 und fördert dessen Expression. 
Die simultane Expression von MYC und miR-17-92 tragen zu einem neoplastischen 
Phänotyp bei. Dieser wird durch die Suppression des pro-apoptotischen Gens BIM 
und anderer regulatorischer Gene begünstigt (Yulin Li et al. 2014). Durch die 
Promotoranalyse mithilfe eines Luciferase-Reportergen-Assays mit 
Deletionskonstrukten von 1000, 500 und 250 Basenpaaren Länge konnte demonstriert 
werden, dass die letzten 250 Basenpaare vor der E-Box die höchste Luciferase-
Aktivität hervorrufen (Abbildung 3.17 B und D). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, 
dass in dem kurzen Bereich vor dem Transkriptionsstart aktivierende Faktoren an das 
MIR17HG-Gen binden und dessen Promotoraktivität steigern. Diese Beobachtungen 
werden durch die aktive H3K4me3 Markierung in diesem Promotorbereich unterstützt 
(Abbildung 3.15 B-D). Betrachtet man die starke Luciferase-Aktivität, die durch MYC-
Transfektion induziert wird und selbst durch dreifache TAL1-Konzentration nicht 
gänzlich inhibiert werden kann (Abbildung 3.18 A), könnte man spekulieren, dass die 
starke Aktivität des MIR17HG-Promotors durch MYC-Bindung an der beschriebenen 
MYC Bindestelle in dem kurzen 250 Basenpaar-Promotor-Fragment induziert wird und 
die TAL1-Bindung an dieser Stelle nicht ausreicht, um die aktivierende Wirkung von 
MYC zu mildern. In den längeren Promotor-Konstrukten hingegen scheinen weitere 
Faktoren zu binden, die einen inhibitorischen Effekt auf die Promotoraktivität ausüben, 
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zu denen auch TAL1 beitragen könnte. Die Chromatin-Immunopräzipitation, die TAL1-
Bindung an verschiedenen Stellen entlang des gesamten MIR17HG-Gens zeigt 
(Abbildung 9.1), unterstützt diese Vermutung. Außerdem wurde ein ähnliches 
Experiment von einer Gruppe in Glioblastom-Zellen durchgeführt, das mehrere 
potentielle Bindestellen für TAL1 auf dem MIR17HG-Promotor 1000 Basenpaare vor 
dem Transkriptionsstart beschreibt (Cao et al. 2019).  
Interessanterweise führte eine Mutation der E-Box in den kürzeren Promotor-
Fragmenten, die das Bindemotiv für TAL1 zerstörte, zu einer höheren Luciferase-
Aktivität als bei dem Wildtyp-Konstrukt (Abbildung 3.17 C und D). Es lässt sich 
vermuten, dass durch die TAL1-Bindung an der E-Box vor dem Transkriptionsstart 
eine leicht inhibitorische Funktion auf die MIR17HG-Promotoraktivität ausgeht, die 
durch die Mutation der E-Box und folglich den Verlust der TAL1-Bindung aufgehoben 
wird. Eine Mutation der E-Box im 500-Basenpaar-Konstrukt in K562-Zellen weist 
keinen Unterschied in der Luciferase-Aktivität auf (Abbildung 3.17 C), während die 
Aktivität in HEK293T-Zellen bei einer Mutation der E-Box sowohl im 500 Basenpaar-
Konstrukt als auch im 250-Basenpaar-Konstrukt erhöht wird (Abbildung 3.17 D). 
Dieser Unterschied zwischen den beiden Zellsystemen ist ein Hinweis darauf, dass 
die Aktivierung von MIR17HG durch weitere intrinsische Faktoren verursacht werden 
könnte, die im Promotorbereich binden und in diesem Versuchsaufbau nur in K562-
Zellen vorhanden sind. HEK293T-Zellen stellen ein recht artifizielles System dar, da 
sie kein endogenes TAL1 exprimieren. 
In einer weiterführenden Promotoranalyse konnte festgestellt werden, dass E47 die 
Promotoraktivität steigert, während diese durch Kotransfektion von TAL1 
dosisabhängig wieder verringert werden konnte (Abbildung 3.17 E). Es ist bekannt, 
dass in Anwesenheit von TAL1 die Bildung eines Heterodimers von E-Proteinen 
favorisiert wird (H. L. Hsu et al. 1994). Außerdem wurde von einer anderen 
Arbeitsgruppe postuliert, dass das TAL1/E47-Heterodimer transkriptionell weniger 
aktiv ist, verglichen mit einem E47/E47 Homodimer (Park and Sun 1998). Folglich 
scheint TAL1 einen reprimierenden Effekt auf E47 zu haben, was auch dazu beiträgt, 
dass TAL1 eine tumorfördernden Wirkung hat, während E47 mit 
tumorsupprimierenden Eigenschaften in Verbindung gebracht wird (Bain et al. 1997; 
W. Yan et al. 1997).   
Zusammenfassend zeigen diese Daten, dass der Transkriptionsfaktor TAL1 durch 
Bindung auf dem MIR17HG-Promotor Einfluss auf die Expression des miR-17-92 
Clusters nimmt und dessen Transkription hemmt, was zumindest teilweise mit einem 
Eingriff in die Aktivität des E47/E47 Homodimers einhergeht. Außerdem inhibiert miR-
17-92 die TAL1 Expression sowie dessen Interaktionspartner des pentametrischen 
Komplexes, was zu Veränderungen der Proteinkonformationen führt und folglich zu 
einer veränderten Expression von TAL1-Zielgenen. Folglich beeinflussen sich TAL1 
und miR-17-92 gegenseitig, indem sie die Expression des jeweils anderen hemmen.  
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Dass miR-17-92, so wie viele andere miRNAs, regulatorische Schleifen mit anderen 
Proteinen bildet, konnte bereits in weiteren Studien belegt werden. Das Homeobox-
Protein NKX3-1, ein Tumorsuppressor in Prostatakrebs, wurde beispielsweise als 
direktes miR-17-92-Zielgen identifiziert. In einer Promotoranalyse von MIR17HG 
reprimierte NKX3-1 die transkriptionelle Aktivität von MIR17HG, während ein 
Knockdown von NKX3-1 zu einer erhöhten miR-17-92 Expression führte. Des 
Weiteren hat TAL1 eine aktivierende Wirkung auf NKX3-1. Weiterhin konnte dieses 
Protein die Proliferation von verschiedenen T-ALL Zelllinien teilweise wiederherstellen, 
nachdem sie durch TAL1 Knockdown beeinträchtigt wurde (Kusy et al. 2010). Im 
Anbetracht dieser publizierten Daten ist es nicht überraschend, dass NKX3-1 auch in 
den Ergebnissen der Massenspektrometrie der vorliegenden Arbeit herunterreguliert 
vorgefunden werden konnte (Abbildung 9.2).  
Eine regulatorische Schleife zwischen TAL1 und einer miRNA konnte auch in anderen 
Studien bereits belegt werden. MiR-146b ist beispielsweise eine miRNA, die negativ 
von TAL1 reguliert wird und antitumorigene Eigenschaften mit sich bringt, wie 
geringere Invasion und Migration. In TAL1 positiven T-ALL Proben ist miR-146b 
herunterreguliert, während sie in gesunden T-Zellen und CD34+-Zellen stärker 
exprimiert ist (Nádia C. Correia et al. 2016). In diesem Zusammenhang konnte auch 
in dieser Arbeit beobachtet werden, dass miR-17-92 in T-Zellen von verschiedenen 
gesunden Spendern deutlich höher exprimiert ist als TAL1, während in der T-ALL 
Zelllinie Jurkat der umgekehrte Fall vorliegt, nämlich hohe TAL1 und geringe miR-17-
92 Expression (Abbildung 9.3). Entsprechend könnte man vermuten, dass TAL1 in T-
ALL-Zellen hochreguliert wird, was wiederum zu einer Repression von miR-17-92 
führt. Dadurch könnte die normale T-Zell-Differenzierung beeinträchtigt werden, was 
die Progression eines malignen T-Zell-Phänotyps fördern würde. Diese Vermutung 
wird durch eine Veröffentlichung unterstützt, die miR-17-92 als einen wichtigen 
Regulator in verschiedenen Stadien der T-Zell-Entwicklung beschreibt (Regelin et al. 
2015).  
Eine weitere Studie beschreibt die positive Korrelation zwischen TAL1 und der miRNA 
miR-223. TAL1 fördert die Expression von miR-223, die den Tumorsuppressor FBXW7 
inhibiert, und dadurch eine bösartige Veränderung in T-ALL hervorruft (Mansour et al. 
2013). Einen Einfluss von miR-17-92 auf FBXW7 konnte in den Daten der 
Massenspektrometrie der vorliegenden Arbeit jedoch nicht gefunden werden.  
Die Daten in dieser Arbeit deuten jedoch sehr stark auf eine gegenseitige Regulation 
von TAL1 und miR-17-92 hin und lassen die Existenz einer regulatorischen Schleife 
vermuten.  
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4.3 MiR-19 aus dem miR-17-92 Cluster inhibiert die TAL1 
Expression 

 
MiR-17-92 kodiert für sechs reife miRNAs, die alle für unterschiedliche Funktionen 
bekannt sind (Kapitel 1.5). Die Daten dieser Arbeit zeigen, dass TAL1 ein direktes 
Zielgen von miR-17-92 ist. Eine genauere Analyse der 3´-UTR von TAL1, welche 
einige Bindestellen für miRNAs des miR-17-92 Clusters enthält, rückte miR-19 in den 
Fokus des Interesses, da durch eine Mutation der miR-19 Bindestelle auf der TAL1-
3´-UTR die Inhibition auf die posttranskriptionelle Aktivität von TAL1 aufgehoben 
werden konnte (Abbildung 3.5 D). Darüber hinaus konnte das TAL1 Protein durch miR-
19a Überexpression in K562-Zellen reduziert werden. Durch die Mutation der Seed-
Sequenzen der miR-19a, miR-19b und beider Seed-Sequenzen zugleich (miR-19a/b) 
in Jurkat-Zellen konnte miR-19b als relevante miRNA für die TAL1-Repression 
detektiert werden (Abbildung 3.12). Dieses Ergebnis war überraschend, da miR-19a 
und miR-19b über die gleiche Seed-Sequenz verfügen und sich ansonsten nur in einer 
Base unterscheiden (Abbildung 1.6). Durch die identische Seed-Sequenz erwartet 
man, dass die beiden miRNAs an die gleichen Zielgene binden. Mithilfe des miR-17-
92 Cluster Real-Time PCR Assay Kits (Signosis) war es möglich, die endogene 
Expression der einzelnen reifen miRNAs von miR-17-92 in verschiedenen 
Zellsystemen zu überprüfen. Interessanterweise stellte sich heraus, dass miR-19a und 
miR-19b in HEK293T-, K562-, Jurkat- und CD34+-Zellen am stärksten exprimiert 
werden, wobei die Expression der miR-19b die der miR-19a noch einmal um etwa das 
dreifache übersteigt (Abbildung 3.13). Daraus könnte man schlussfolgern, dass die 
unterschiedlichen Mengen der miRNAs einen Grund für die Diskrepanz in ihrem Effekt 
auf das TAL1 Proteinlevel (Abbildung 3.12 A) darstellen. Weiterhin ist es 
überraschend, dass eine zielgerichtete induzierte Überexpression von miR-19a in 
K562-Zellen das TAL1 Proteinlevel reduziert (Abbildung 3.5 E), während in Jurkat-
Zellen die Mutation der miR-19a Seed-Sequenz ohne Effekt blieb (Abbildung 3.12 A). 
Um dieser Beobachtung weiter auf den Grund zu gehen, könnte man in einem 
weiterführenden Experiment miR-19b in K562-Zellen überexprimieren und einen 
Western Blot mit einem TAL1 Antikörper, ähnlich wie in Abbildung 3.5 E durchführen. 
Möglicherweise würde der inhibitorische Effekt auf die TAL1 Proteinexpression noch 
stärker ausfallen, als durch die miR-19a Überexpression. Jedoch muss bedacht 
werden, dass es sich bei diesen beiden Zelllinien um sehr unterschiedliche Zelltypen 
handelt, was ebenfalls einen großen Einfluss auf die experimentellen Ergebnisse 
haben kann. Im Gegensatz zur T-ALL Zelllinie Jurkat, besitzen K562-Zellen erythroide 
Faktoren, die insbesondere im Zusammenhang mit TAL1 eine wichtige Rolle spielen 
könnten und Auswirkungen auf das Resultat nehmen können.  
Jedoch können in der Literatur einige Beispiele gefunden werden, in denen sich eine 
ähnliche Diskrepanz zwischen miR-19a- und miR-19b-Zielgenen verzeichnen lässt. Es 
konnte beobachtet werden, dass eine Überexpression von miR-19b in verschiedenen 
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menschlichen Krebszelllinien zu einer Reduktion des Proteinlevels des bekannten 
Tumorsuppressors p53 führt, was mit einem verstärkten tumorigenen Phänotyp in 
Form von erhöhter Migration und Invasion und verringerter Apoptose einherging. Diese 
Effekte konnten durch eine Überexpression von miR-19a nicht erreicht werden (Fan et 
al. 2014). Umgekehrt bindet p53 an den Promotor von MIR17HG und reprimiert die 
Expression des miR-17-92 Clusters, wodurch die Apoptose erhöht (H. L. Yan et al. 
2009) und die tumorfördernde Aktivität von miR-17-92 kontrolliert wird. Ähnliche 
Ergebnisse konnte eine andere Studie über die Wirkung von miR-19b auf die positive 
Regulation von nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NF-kB) 
sowie die Produktion pro-inflammatorischer Zytokine berichten (Gantier et al. 2012). 
In diesem Zusammenhang demonstrierte eine Arbeitsgruppe unverzichtbare 
Funktionen von miR-19b in T-Zellen. MiR-19b und interessanterweise auch miR-17 
waren in der Lage, die Proliferation von miR-17-92-defizienten CD4+-T-Zellen zu 
steigern, während eine induzierte Expression von miR-19a ohne Effekt blieb. 
Außerdem konnte miR-19b die Produktion von Interferon-gamma (IFN-g) in miR-17-
92-defizienten Typ-1-T-Helferzellen (Th1-Zellen) und infolgedessen die Th1-
abhängige inflammatorische Immunantwort steigern (Jiang et al. 2011). MiR-19a 
hingegen scheint die mRNA von Tumornekrosefaktor-alpha (TNF-a) zu binden und 
negativ zu beeinflussen, während eine Hemmung von miR-19a durch Antisense-
Oligonukleotide zu einem 12-fachen Anstieg von TNF-a führte (M. Liu et al. 2011).  
Die Daten der vorliegenden Arbeit sowie die aufgeführten Beispiele aus der Literatur 
beweisen, dass es weitere Mechanismen geben muss, mit denen miRNAs ihre 
Zielgene erkennen und binden können, abgesehen von der komplementären Bindung 
zwischen der Seed-Sequenz mit der Ziel-mRNA. Über diese Mechanismen ist bisher 
jedoch noch nichts bekannt und lässt nur Spekulationen zu. Möglicherweise ist die 
Bindung weiterer Faktoren an der Ziel-mRNA notwendig, damit die richtige miRNA ihr 
Zielgen findet. Eine weitere Theorie ist, dass die Loop-Sequenz der pre-miRNA an der 
Erkennung der Zielsequenz beteiligt ist. Dieses Phänomen konnte bereits für miR-
181a-1 und miR-181c gezeigt werden, die sich auch in ihrer reifen Form in nur einem 
Nukleotid außerhalb der Seed-Region unterscheiden, und verschiedene Effekte auf 
die Entwicklung doppelt positiver T-Zellen haben. Ein Nukleotid-Austausch innerhalb 
der Loop-Region der pre-miRNA veränderte die Wirkung der miRNA auf die T-Zell-
Entwicklung (G. Liu et al. 2008). Betrachtet man die Sequenz des miR-17-92-
Vorläufers (Abbildung 9.4), so fällt auf, dass miR-19a und miR-19b in ihrer Loop-
Region durchaus variieren. Ein Alignment der beiden pre-miRNAs ergab eine Identität 
von 66% laut dem National Center for Biotechnology Information (NCBI) 
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) sodass diese Unterschiede in der Vorläufer-
miRNA eine Erklärung für die Diversität in ihrer Wirkung auf TAL1 sein könnten. 
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass TAL1 ein direktes Zielgen der miR-19 
aus dem miR-17-92 Cluster ist, die auf der TAL1-mRNA zu binden scheint und zur 
teilweisen Proteindegradation von TAL1 führt. Dieser Effekt wird in dem 
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experimentellen Aufbau dieser Arbeit in Jurkat-Zellen durch miR-19b vermittelt, 
während die Repression in K562-Zellen durch miR-19a induziert wird. Ob diese 
Diskrepanz zelltypspezifisch ist oder an den Bedingungen der Experimente lag, kann 
zum aktuellen Zeitpunkt nicht definitiv gesagt werden. Weitere zuvor beschriebene 
Experimente könnten darüber mehr Aufschluss geben.  
 
 

4.4 MiR-17-92 beeinflusst über TAL1 die Differenzierung von 
CD34+-Zellen 

 
TAL1 ist ein hämatopoetischer Transkriptionsfaktor, dessen Präsenz für die 
embryonale erythroide Linienentwicklung unverzichtbar ist. Dies konnte anhand eines 
Maus-Knockout-Modells bewiesen werden. Diese TAL1 Knockout-Maus ist embryonal 
letal und kann keinerlei Blutgefäße während der Embryonalentwicklung ausbilden 
(Shivdasani, Mayer, and Orkin 1995). Daher lag die Vermutung nahe, dass durch die 
etwa 40%ige Reduktion von TAL1 durch miR-17-92 auch ein Effekt auf die 
Differenzierung in primären CD34+-Zellen in einem CFU-Assay zu beobachten ist. Eine 
Überexpression des miRNA Clusters in CD34+-Zellen führte nicht nur zu einer 
Reduktion der erythroiden Kolonien (Abbildung 3.20 A-B), es ließen sich darüber 
hinaus deutliche Unterschiede in der Intensität der Rotfärbung der erythroiden 
Kolonien (Abbildung 3.20 C) sowie ein negativer Einfluss auf die Expression 
spezifischer erythroider Marker wie GPA (CD235a) und CD71 verzeichnen (Abbildung 
3.20 D-F).  
Die Wichtigkeit von TAL1 für die erythroide Differenzierung im Rahmen eines CFU-
Assays konnte anhand eines TAL1 Knockdowns in CD34+-Zellen belegt werden. Ein 
direkter Knockdown von TAL1 führte erwartungsgemäß zu einer deutlich stärkeren 
Reduktion des Proteins als die Inhibition durch miR-17-92, wie sie in dieser Arbeit 
gezeigt werden konnte, was entsprechend zu signifikant weniger BFU-E Kolonien 
beitrug (De La Grange et al. 2006). Umgekehrt bewirkte eine Überexpression von 
TAL1 in CD34+-Zellen einen deutlichen Anstieg von erythroiden Kolonien im CFU-
Assay, wobei es auffällig war, dass insbesondere die Anzahl der reiferen CFU-Es im 
Vergleich zu den unreiferen BFU-Es höher war. Außerdem stieg die Expression des 
erythroiden Oberflächenmarkers GPA in TAL1 überexprimierenden CD34+-Zellen 
(Ravet et al. 2004). Diese Beobachtungen unterstützen die Daten der vorliegenden 
Arbeit und beweisen, dass TAL1 die Ausbildung von erythroiden Kolonien im CFU-
Assay maßgeblich beeinflusst.  
In der Literatur finden sich einige Hinweise darauf, dass miR-17-92 eine Rolle in der 
Differenzierung und Proliferation von hämatopoetischen Zellen innehat. So konnte 
bereits gezeigt werden, dass eine Überexpression von miR-17-92 in Mäusen zu einer 
Expansion der multipotenten Progenitorzellen führt (Yanmei Li et al. 2012). Diese 
Studie zeigte in einem CFU-Assay mit Milz- und Knochenmarkzellen aus den miR-17-
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92-injizierten Mäusen einen Anstieg von granulozytären, megakaryozytären und 
erythroiden Kolonien. Ähnlich konnte miR-17-92 auch in humanen CD34+-Zellen ein 
positiver Effekt auf die Kolonienausbildung im CFU-Assay zugesprochen werden, 
indem durch Verwendung des miR-17-92-Inhibitors MIR17PTi (Morelli et al. 2018) die 
Ausbildung der Kolonien beeinträchtigt war (Brinkmann et al. 2019). 
Weiterhin wurde eine aberrante Expression von miR-17-92 in CML-Zellen, die sich in 
chronischer Phase befanden, detektiert, weitaus weniger jedoch in CML-Zellen der 
Blastenkrise (Venturini et al. 2007).  
In der vorliegenden Arbeit konnte erstmalig demonstriert werden, dass die erythroide 
Differenzierung sekundär über die reprimierende Wirkung von miR-17-92 auf TAL1 
beeinflusst werden kann. Außerdem zeigen die Daten, dass sich TAL1 und miR-17-92 
gegenseitig negativ regulieren (Abbildung 3.10). MiR-17-92 Expression wird 
vorwiegend in HSCs und Vorläuferzellen beobachtet, während es im Laufe der 
Differenzierung herunterreguliert wird (Pospisil et al. 2011; Y. Yan et al. 2016). So kann 
davon ausgegangen werden, dass miR-17-92 während der erythroiden 
Differenzierung herunterreguliert wird, während die TAL1-Aktivität zunimmt. In ST-
HSCs, MPPs und linien-spezifischen Vorläufern ist miR-17-92 jedoch essentiell, wie 
anhand eines konditionellen miR-17-92 Knockout-Modells in Mäusen demonstriert 
werden konnte. Die verminderte Anzahl dieser Vorläuferzellen konnte einer 
verstärkten Apoptose zugeschrieben werden, da der Verlust von miR-17-92 zu einem 
Anstieg seines direkten Zielgens BIM, einem Apoptose-induzierenden Faktor, führte 
(Brinkmann et al. 2019). Entscheidend bei der erythroiden Differenzierung, die durch 
TAL1 bedingt wird, scheint das Verhältnis zwischen miR-17-92 und TAL1 zu einer 
bestimmten Zeit und zu einem bestimmten Differenzierungsstadium zu sein.  
 
 

4.5 CD4 ist ein weiteres Zielgen von miR-17-92 
 
In den Ergebnissen der Massenspektrometrie war es auffällig, dass der Immunzell-
spezifische Oberflächenmarker CD4, der insbesondere für seine Expression auf T-
Helferzellen und seine Funktion bei der Erkennung von Major Histocompatibility 
complex (MHC)-Klasse II Molekülen und der Aktivierung der adaptiven Immunantwort 
bekannt ist, am stärksten herunterreguliert vorgefunden werden konnte (Abbildung 
3.21 A). Auch die Messung der CD4-mRNA sowie die Detektion von CD4 durch 
Durchflusszytometrie ergaben eine Reduktion nach miR-17-92 Überexpression 
(Abbildung 3.21 B-D). Da dieses Ergebnis erst sieben Tage nach Transduktion 
verzeichnet werden konnte, jedoch nicht in den ersten Tagen nach der Transduktion, 
kann davon ausgegangen werden, dass dieser Effekt auf CD4 noch von weiteren 
Faktoren abhängt und nicht durch miR-17-92 direkt verursacht wird.  
Im Gegensatz zu den Daten der Massenspektrometrie wurde miR-17-92 in einer 
Studie als treibender Faktor der tumor-supprimierenden Funktion von CD4+-T-Zellen 
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beschrieben. In einem Transplantationsexperiment mit Melanomzellen in CD4+ 
konditionellen miR-17-92 Knockout-Mäusen konnte demonstriert werden, dass das 
Tumorwachstum in sowohl homozygoten als auch heterozygoten miR-17-92 
Knockout-Mäusen signifikant schneller war als in Wildtyp-Mäusen. Dies ließ sich auf 
eine beeinträchtigte Th1-Immunantwort und eine geringere IFN-g-Produktion von 
CD4+-T-Zellen in miR-17-92 Knockout-Zellen zurückführen. Darüber hinaus war die 
Fähigkeit in miR-17-92-defizienten CD4+-T-Zellen, CD8+-T-Zellen zu unterstützten, 
deutlich verringert (Jiang et al. 2011).  
Im Hinblick auf die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnte auf dem CD4-Enhancer 
im Bereich einer konservierten doppelten E-Box sowohl TAL1- als auch E47-Bindung 
identifiziert werden (Abbildung 3.22). Bei der STRING-Analyse der in der 
Massenspektrometrie herunterregulierten Proteine konnte jedoch keine Verbindung 
zwischen TAL1 und CD4 im humanen System gefunden werden (Abbildung 9.5). Des 
Weiteren zeigte eine qRT-PCR Analyse, dass die CD4-mRNA nach TAL1 Knockdown 
steigt (Abbildung 3.22 D), was darauf hindeutet, dass TAL1 CD4 inhibiert. Diese Daten 
stehen jedoch im Widerspruch mit der Reduktion von CD4 durch miR-17-92 
Überexpression, mit der auch die Herunterregulation von TAL1 einhergeht.  
Man könnte spekulieren, dass die Inhibition von TAL1, die von miR-17-92 induziert 
wird, nicht ausreichend ist, um die Repression auf CD4, die von TAL1 auszugehen 
scheint, aufzuheben. Ein Knockdown von TAL1 durch eine spezifische shRNA 
hingegen führt zu einer stärkeren TAL1-Reduktion. Nicht zuletzt nimmt die 
Überexpression von miR-17-92 Einfluss auf sehr viele andere Faktoren (Abbildung 
9.13), die an der Reduktion von CD4 beteiligt sein könnten.  
In einer ähnlichen Studie im murinen System konnte jedoch die Bindung des 
TAL1/E47-Heterodimers am CD4-Enhancer durch Chromatin-Immunopräzipitation 
nachgewiesen werden. Des Weiteren konnte diese Gruppe auch einen inhibitorischen 
Effekt von TAL1 auf CD4+-T-Zellen in präleukämischen TAL1+-Thymozyten von 
Mäusen nachweisen (O’Neil J, Shank J, Cusson N, Murre C 2004). Interessanterweise 
lässt sich zusammen mit TAL1 der Korepressor mSin3A am CD4-Enhancer finden, 
ebenso wie HDAC1, die ebenfalls bekanntlich eine reprimierende Wirkung auf die 
Genexpression hat. In den Thymozyten von Wildtyp-Mäusen, die kein TAL1 in den 
Thymozyten exprimieren, konnte hingegen vermehrt eine Anreicherung des 
Koaktivators p300 detektiert werden, der mit der Interaktion mit E-Proteinen in 
Verbindung gebracht wird (Eckner R, Yao TP, Oldread E 1996).  
Diese Studien unterstützen die Daten in dieser Arbeit, die in TAL1+-T-ALL-Zellen 
(Jurkat) durchgeführt wurden, ein molekularer Hintergrund, der mit den TAL1+-
Thymozyten der Studie vergleichbar ist.  
Die komplexen Funktionen von TAL1 sind sehr divers und abhängig von vielen 
Faktoren. Im Falle der CD4 Expression in Thymozyten wird deutlich, dass auch der 
Zelltyp einen entscheidenden Einfluss auf die TAL1 Eigenschaften nimmt. Während 
TAL1 in der myeloiden Linie als Masterregulator der Erythrozyten-Differenzierung die 
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Genexpression erythroider Gene durch Rekrutierung von Koaktivatoren fördert, so 
verhindert er in der lymphoiden Linie die Expression von CD4 und anderen 
Differenzierungsgenen, die durch das E47-Homodimer unter physiologischen 
Voraussetzungen angetrieben werden. Da die Bildung des Heterodimers zwischen 
TAL1 und E47 eine höhere Affinität hat als ein E-Protein-Homodimer, verdrängt TAL1 
dieses. Das Heterodimer weißt jedoch nur 10% der transkriptionellen Aktivität des 
Homodimers auf (H. L. Hsu et al. 1994). Die T-Zell-spezifischen Differenzierungsgene 
können nicht ausreichend exprimiert werden. Folglich kommt es zu einem 
Differenzierungsstopp und zur Ausbildung eines malignen T-Zell-Phänotyps mit 
aberranter TAL1 Expression.  
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die Daten der vorliegenden Arbeit einen 
inhibierenden Effekt von miR-17-92 auf den Oberflächenmarker CD4 verzeichnen 
lassen. Dieser scheint jedoch nicht im Zusammenhang mit der Bindung des TAL1/E47-
Heterodimers am CD4-Enhancer zu stehen, dessen Expression in Anwesenheit von 
TAL1 durch Rekrutierung von Korepressoren inhibiert wird, was die Differenzierung 
reifer CD4+-T-Zellen verhindert und somit zu einem leukämischen Phänotyp mit 
unreifen Thymozyten beiträgt. Da miR-17-92 auch mit vielen hämatologischen 
Pathologien assoziiert wird, könnte man spekulieren, dass die Überexpression des 
miRNA Clusters durch die Inhibition von CD4 ebenfalls zu einem malignen 
Zellwachstum in der lymphoiden T-Zelllinie beiträgt.  
 
 

4.6 Altersabhängige Methylierung des MIR17HG-Promotors 
beeinflusst die miR-17-92 Expression 

 
Epigenetische Regulation beeinflusst die Genexpression hämatopoetischer Gene und 
nimmt eine entscheidende Rolle in der Kontrolle der Linienentscheidung ein, indem sie 
durch DNA-Methylierung (1.3.3) und Histonmodifikationen (1.3.2) spezifische 
Differenzierungsgene zur richtigen Zeit stilllegt oder aktiviert. Das epigenetische Profil 
einer HSC verändert sich im Laufe ihres Lebens und somit auch ihr 
Selbsterneuerungspotential. Je mehr Zellteilungen eine Zelle durchläuft und je älter 
sie wird, desto anfälliger wird sie für Mutationen, insbesondere im Bereich der CpGs 
(Elango et al. 2008). Durch Desaminierung kann es zu einem Basenaustausch 
kommen von Cytosin zu Urazil oder von methyliertem Cytosin zu Thymin, was einen 
Verlust der DNA-Methylierung zur Folge hat. Da sich vor dem TSS des MIR17HG-
Gens eine große CpG-Insel befindet, die in vielen Bereichen potentiell methyliert 
vorliegt, lag die Vermutung nahe, dass die Expression des miR-17-92 Clusters durch 
den Methylierungszustand dieser CpG-Insel kontrolliert wird. Eine Veränderung des 
Methylierungsmusters durch den Alterungsprozess könnte einen Einfluss auf die 
physiologische miR-17-92 Expression haben und den Übergang zur onkogenen 
Expression begünstigen. Da in der vorliegenden Arbeit beschrieben werden konnte, 
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dass miR-17-92 und TAL1 eine regulatorische Schleife in der Hämatopoese bilden, 
bestand die Hypothese, dass diese altersabhängige Veränderung des 
Methylierungsmusters des MIR17HG-Gens nicht nur Einfluss auf die miR-17-92 
Expression, sondern folglich auch auf die TAL1 Expression nimmt.  
Es stellte sich heraus, dass T-Zellspender über 48 Jahre eine höhere miR-17-92 
Expression aufweisen, als Spender unter 32 Jahren (Abbildung 3.23 C). Außerdem 
konnte die miR-17-92 Expression durch Inhibition der Methylierung gesteigert werden 
(Abbildung 3.23 D). Jedoch ließ sich keine altersabhängige TAL1 Expression 
verzeichnen (Abbildung 3.23 B) sowie keine Korrelation zwischen TAL1 und miR-17-
92 herstellen. Da TAL1 unter physiologischen Bedingungen in den T-Zellen gar nicht 
oder nur in sehr geringem Maße exprimiert wird, würde die Verwendung eines anderen 
Zellsystems wie beispielsweise CD34+-HSCs oder TAL1+-T-ALL Proben eventuell 
mehr Informationen geben.  
Die vorliegenden Daten deuten darauf hin, dass die stark methylierten CpGs des 
MIR17HG-Gens eine zu hohe miR-17-92 Expression verhindert sollen. 
Möglicherweise lässt dieser starke Methylierungszustand durch altersbedingte 
Mutationen an den CpGs im Alter nach, was zu erhöhter miR-17-92 Transkription führt. 
Somit steigt die Wahrscheinlichkeit einer aberranten miRNA Expression, was zu 
malignen Phänotypen ausufern kann. Die Tatsache, dass das Risiko für onkogene 
Genexpression und Mutationen der Kontrollprogramme des Zellzyklus mit 
zunehmendem Alter steigt (Armitage and Doll 1954), unterstützt diese Theorie.  
In einer Studie konnte miR-20a als Seneszenz-induzierender Faktor in 
Mausfibroblasten identifiziert werden (Poliseno et al. 2008). Das Protoonkogen 
Leukemia related factor (LRF) wird von miR-20a inhibiert, was wiederum p19ARF und 
p16 hochreguliert und E2F1, ein bekanntes miR-20a-Zielgen (O’Donnell et al. 2005), 
herunterreguliert. Im Gegensatz dazu demonstrierte eine andere Gruppe, dass miR-
17, miR-19b, miR-20a und miR-106a mit fortschreitendem Alter in verschiedenen 
experimentellen Modellen herunterreguliert vorlagen. Dies konnte sowohl in 
Zellsystemen, die replikatives Alter demonstrieren sollten, als auch in Zellen, die das 
Alter eines Organismus darstellten, verdeutlicht werden (Hackl et al. 2010). MiR-17-92 
ist in weitere Prozesse verwickelt, die mit Alterung und Seneszenz assoziiert werden. 
Durch miR-17-92 Überexpression können beispielsweise reaktive Sauerstoffspezies 
(reactive oxygen species (ROS)) sowie DNA-Schädigungen verhindert werden (Ebi et 
al. 2009).  
Diese Daten zeigen, dass eine Zelltyp-spezifische Funktion von miR-17-92 auf die 
Seneszenz möglich ist, was die Diskrepanz zwischen der erhöhten miR-17-92 
Expression in älteren T-Zellspendern der vorliegenden Arbeit und der Entdeckung von 
Hackl und Kollegen (2010) erklären könnte. Um herauszufinden, ob die höhere miRNA 
Expression in älteren Spendern tatsächlich auf eine altersbedingte geringere 
Methylierung der CpG-Insel zurückzuführen ist, müssten weiterführende Experimente 
durchgeführt werden, um den Methylierungsstatus der einzelnen Proben genau zu 
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analysieren. Eine Analyse der miR-17-92 und TAL1 Expression in HSCs von jungen 
und alten Spendern könnte mehr Aufschluss über die epigenetische Regulation der 
beiden Faktoren während des Alterungsprozesses geben. Darüber hinaus wäre die 
Untersuchung von T-ALL Proben möglicherweise vielversprechend. Allerdings muss 
hierbei bedacht werden, dass leukämische Zellen sehr divers sind und sich ein 
Vergleich daher als schwierig erweisen könnte. Eine Unterscheidung der T-ALL 
Proben in TAL1+ und TAL1- könnte hilfreich sein. Außerdem wäre eine Analyse auf 
Einzelzellbasis denkbar.  
Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass das Methylierungsmuster des 
MIR17HG-Gens durchaus Einfluss auf die Expression von miR-17-92 nimmt und sich 
dieses im Alter verändern kann. In dem experimentellen Aufbau dieser Arbeit besteht 
jedoch kein Zusammenhang zwischen der miR-17-92 und der TAL1 Expression.  
 
 

4.7 MiR-17-92 und TAL1 als mögliche Ziele in der klinischen 
Anwendung  

 
Da miR-17-92 und TAL1 beide essentielle Einflüsse auf die Hämatopoese haben, 
beide Faktoren aber auch onkogenes Potential entwickeln können, liegt die Vermutung 
nahe, dass man sich den regulatorischen Einfluss der beiden Faktoren aufeinander in 
der klinischen Anwendung zu Nutze machen könnte.  
Es gibt bereits Studien, in denen die reifen miRNAs des miR-17-92 Clusters als Ziel in 
der Krebstherapie verwendet wurden. Wie bereits in Kapitel 1.5.1 beschrieben, wird 
miR-17-92 in der frühen Phase von CML überexprimiert (Venturini et al. 2007). Schon 
im Jahre 2007 testeten Scherr und Kollegen (2007) Antagomire gegen miR-18a, miR-
19b und miR-20a mithilfe eines miRNA-spezifischen Reporter-Assays in der CML 
Zelllinie K562 und konnten einen erfolgreichen und spezifischen Antagonismus der 
endogenen miRNAs postulieren. Außerdem wurde durch die Überexpression von miR-
20a eine Reduktion des Transkriptionsfaktors E2F1, ein bekanntes miR-20a-Zielgen, 
erzielt. Zugabe des Anti-miR-20a Antagomirs führte hingegen zu einer dosis-
abhängigen Steigerung der E2F1 Expression (Scherr et al. 2007). Diese Erkenntnisse 
lassen darauf schließen, dass miR-17-92 ein potentielles Zielgen in der Therapie 
gegen CML darstellen könnte.  
In Kapitel 1.5 wurde beschrieben, dass das miR-17-92 Cluster auch physiologische 
und unverzichtbare Funktionen ausübt, unter anderem fördert es die Proliferation von 
Herzmuskelzellen und kann auch Schutz vor einem Myokardinfarkt geben (J. Chen et 
al. 2013). Nun konnte kürzlich der Beweis geliefert werden, dass miR-19a und miR-
19b aus dem miR-17-92 Cluster eine entscheidende Rolle in der Regeneration von 
Herzmuskelzellen nach einem Myokardinfarkt einnehmen. Eine direkte Injektion von 
miR-19a/miR-19b mimics ins Herz von Mäusen nach einem induzierten Myokardinfarkt 
reduzierte das Ausmaß apoptotischer Herzmuskelzellen, verbesserte die Herzfunktion 
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und das Überleben der Versuchstiere und verkleinerte das Narbengewebe im Herzen 
nach dem Myokardinfarkt. Eine Überexpression von miR-19a und miR-19b durch 
Adeno-assoziierte Viren (AAV)-basierten Gentransfer erzielte die gleichen Effekte wie 
die Verwendung von miR-19a/miR-19b mimics (Gao et al. 2019). Diese Studie stellt 
einen ersten interessanten Ansatz für die Anwendung von miR-19a und miR-19b in 
der Prävention, Therapie und Regeneration von Myokardinfarkten dar.  
In diesem Zusammenhang ist es denkbar, die anti-apoptotischen Eigenschaften von 
miR-17-92 durch Repression des pro-apoptotischen Proteins BIM in weiteren 
regenerativen Behandlungen von degenerativen Erkrankungen zu nutzen. Denkbar 
wäre hierbei eine zelltyp-spezifische Expression von miR-17-92 in Nervenzellen bei 
der Behandlung von beispielsweise Parkinson, verschiedenen Demenzformen oder 
Huntington.  
Im Rahmen dieser Arbeit konnte beschrieben werden, dass TAL1 ein direktes Zielgen 
von miR-19 darstellt. Außerdem konnte über miR-17-92 eine Veränderung der TAL1-
vermittelten Differenzierung in CD34+-Zellen erzielt werden. Es wäre denkbar, dass 
man durch den Einsatz eines miR-19-Antagomirs die TAL1 Expression gezielt steigern 
und somit Einfluss auf die erythroide Differenzierung nehmen könnte. Dies könnte ein 
interessanter Ansatz im Rahmen der Erythrozyten-Herstellung aus induzierten 
pluripotenten Stammzellen (iPS-Zellen) sein. Dabei würde die spezifische Inhibition 
von miR-19 anstelle des gesamten miR-17-92 Clusters eine Reduktion der 
Nebenwirkungen zur Folge haben. Da miR-19 jedoch auch onkogenes Potential 
besitzt, wäre es notwendig zelltypspezifische synthetische miRNAs zu entwickeln, die 
beispielsweise nur jene Zellen tangieren, die in die erythroide Linie ausdifferenzieren 
sollen. Im Falle einer Therapie gegen T-ALL wäre es denkbar, miR-19 nur in 
leukämische T-Zellen einzubringen, die TAL1 exprimieren und einen veränderten 
Phänotyp aufweisen. Durch eine solche zellspezifische Herangehensweise würden 
alle anderen hämatopoetischen Zellen verschont bleiben und ihrer normalen Funktion 
nachgehen können. Im Hinblick auf miR-17-92 Inhibition gibt es bereits einen Inhibitor, 
MIR17PTi, der die pre-miRNA degradiert und somit die Prozessierung der reifen 
miRNAs verhindert. Er konnte in humanen Zellen des multiplen Myeloms Apoptose 
induzieren sowie tumor-supprimierende Funktionen im Mausmodell mit tolerierbaren 
Nebenwirkungen nachweisen (Morelli et al. 2018). In Anbetracht der Regulation 
zwischen TAL1 und miR-17-92 wäre eine Inhibition des miRNA Clusters durch 
MIR17PTi denkbar, um die TAL1 Expression im Zusammenhang mit Erythrozyten-
Differenzierung zu steigern. Eine innovative Methode zur Repression spezifischer 
miRNAs ist die Verwendung von miScript Target Protectors. Diese einzelsträngigen 
RNAs binden spezifisch an die Ziel-mRNA einer bestimmten miRNA und verhindern 
so die Degradation des Zielgens. Man könnte vermuten, dass man diese miScript 
Target Protectors spezifisch für die miR-19b und miR-20a Bindestelle designen und 
somit die Reduktion des Tumorsuppressors PTEN in der Krebstherapie verhindern 
könnte. Auch die Degradation des Apoptose-fördernden Proteins BIM könnte so in 
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veränderten Zellen verhindert und die Apoptose dieser malignen Zellen gesteigert 
werden.  
Zusammenfassend lässt sich sagen, dass miR-17-92 und TAL1 in vielerlei Hinsicht 
Anwendung in der Klinik finden. Ihre vielfältigen Funktionen in der primitiven und 
adulten Hämatopoese sowie ihre Eigenschaften als Onkogene lassen viele 
Möglichkeiten für die Verwendung dieser Faktoren als Zielgene in einer Therapie 
gegen Krebs, in degenerativen Erkrankungen, der Erythrozyten-Herstellung sowie als 
Biomarker in der prognostischen Medizin zu. Die Erkenntnis, TAL1 über miR-17-92, 
beziehungsweise miR-17-92 über TAL1 zu beeinflussen, ist eine innovative 
Möglichkeit, die weiterer Studien bedarf und zukünftig bei der Entwicklung von 
zielgerichteten miRNA-basierten Therapien in Betracht gezogen werden sollte.  
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5 Schlussfolgerung 

Abschließend lässt sich festhalten, dass mit der vorliegenden Arbeit eine 
regulatorische Schleife zwischen dem Transkriptionsfaktor TAL1 und dem miR-17-92 
Cluster beschrieben werden konnte. Beide Faktoren spielen eine wichtige 
physiologische Rolle im Zusammenhang mit der Hämatopoese und sind essentiell für 
die korrekte embryonale Entwicklung, können aber auch onkogene Eigenschaften 
aufweisen, sobald ihre Expression nicht mehr streng kontrolliert abläuft. Eine 
Überexpression von miR-17-92 führt zu einer Veränderung der Konformation des 
TAL1-Komplexes, was wiederum das Verhältnis zwischen TAL1 und E-Proteinen aus 
dem Gleichgewicht bringt. In dem verwendeten leukämischen Zellsystem kann die 
Reduktion von TAL1 durch die vermehrte E-Protein-Homodimer Bildung zu einem 
weniger malignen Phänotyp führen. Unter physiologischen Bedingungen jedoch lässt 
sich vermuten, dass die regulatorische Schleife zwischen TAL1 und miR-17-92 
engmaschig reguliert werden und strengen Kontrollsystemen unterliegen muss, um 
eine aberrante Expression einer der beiden Faktoren zu verhindern. Wichtig ist hierbei 
sicherlich, dass die Expression der Faktoren zeitlich und auch räumlich kontrolliert 
abläuft, da der Übergang von physiologischen zu pathologischen Eigenschaften von 
TAL1 und miR-17-92 sehr nah beieinander liegt und kleine Veränderung im 
Expressionsmuster ausreichen können, um eine maligne Transformation 
hervorzurufen. Um das genaue Zusammenspiel von TAL1 und miR-17-92 während 
der Hämatopoese besser zu verstehen und um zu analysieren, in welchem 
Differenzierungsstadium beide Gene in welchem Verhältnis zueinander exprimiert 
werden, müssen weitere Studien beispielsweise auf Einzelzellbasis durchgeführt 
werden. Abschließend lässt sich festhalten, dass weitere Erkenntnisse über die 
regulatorische Schleife zwischen TAL1 und miR-17-92 Aufschluss über die 
embryonale Differenzierung geben und im Falle einer Fehlregulation in Leukämien zur 
Entwicklung von weiteren Therapien beitragen kann.  
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7 Abkürzungsverzeichnis 

%    Prozent 
°C    Grad Celsius 
µl    Mikroliter 
µM    Mikromolar 
µm    Mikrometer 
AAV    Adeno-assoziierte Viren 
AD    Aktivierungsdomäne 
AGM-Region   Aorta-Gonaden-Mesonephros-Region 
AGO2    Argonaute 2 
ALL    akute lymphatische Leukämie 
AML    akute myeloische Leukämie 
AMO    anti-microRNA Oligonukleotid 
Amp    Ampicillin 
APS    Ammoniumpersulfat 
ATP    Adenosintriphosphat 
Aza    5-Azacytidin 
BCL-2    B-cell lymphoma 2 
bHLH    basic-Helix-loop-helix 
bp    Basenpaar 
BSA    Bovines Serumalbumin 
cAMP    cyclisches Adenosinmonophosphat 
CBP    CREB-binding protein 
CFU    Colony forming unit 
ChIP    Chromatin-Immunopräzipitation 
CLL    chronisch lymphatische Leukämie 
CLP    common lymphoid progenitor 
CML    chronisch myeloische Leukämie 
CMP    common myeloid progenitor 
CMV    Cytomegalovirus 
Ctrl    Kontrolle 
CoA    Koaktivator 
CT-Wert   cycle threshold-Wert 
DC-Assay   detergent compatible-Protein-Assay 
DMSO   Dimethylsulfoxid 
Dnmt    DNA-Methyltransferase 
DTT    Dithiothreitol 
EDTA    Ethylendiamintetraessigsäure 
EGTA    Ethylenglycoltetraessigsäure 
EGR2    early growth response 2 
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EP    Erythrocyte progenitor 
EPO    Erythropoietin 
ETS1    E26 transformation-specific 
FLI1    Friend leukemia integration 1 
Flt-3    FMS like tyrosine kinase 3 
FKS    Fötales Kälberserum 
FOG1    friend of GATA1 
GAPDH   Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 
GATA    GATA binding protein 
GFP    grün fluoreszierendes Protein 
GMP    granulocyte monocyte progenitors 
GlyGly   Glycylglycin 
GO-Term   Gen-Ontologie-Analyse 
GPA    Glycophorin-A 
H    Histon 
HAT    Histon-Acetyltransferase 
HA-Tag   Hämagglutinin-Tag 
HCl    Salzsäure 
HDAC    Histondeacetylase 
HEPES   2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)ethansulfonsäure 
HSC    Hämatopoetische Stammzelle 
IFN-g    Interferon-gamma 
IgG    Immunglobulin G 
IL-3    Interleukin-3 
IL-6    Interleukin-6 
iPS-Zellen   induzierte pluripotente Stammzellen 
IPTG    Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 
IRES    internal ribosome entry site 
kb    Kilobase 
KCl    Kaliumchlorid 
KH2PO4   Kaliumdihydrogenphosphat 
L    Liter 
LB-Medium   lysogeny broth Medium 
LDB1    LIM domain-binding protein 1 
LMO    LIM-only protein  
LNA    Locked Nucleic Acid 
LRF    Leukemia related factor 
LSD1    lysine specific demethylase 1 
LT-HSC   long-term Hämatopoetische Stammzelle 
MEP    megakaryocyte erythroid progenitor 
miRNA   microRNA 
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MET    mesenchymale-epitheliale Transition 
MgCl2    Magnesiumchlorid 
MgSO4   Magnesiumsulfat 
ml    Milliliter 
MLL    mixed lineage-leukemia 
min    Minute 
mM    Millimolar 
MPP    multipotent progenitors 
mRNA    messenger RNA 
MW    Mittelwert 
NaCl    Natriumchlorid 
Na2HPO4x2H2O  Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat 
NaH2PO4x2H2O  Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat 
NaHCO3   Natriumhydrogencarbonat 
NCBI    National Center for Biotechnology Information 
NFIA    negative nuclear factor IA 
NF-kB   nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated  

B-cells 
ng    Nanogramm 
NK-Zelle   Natürliche Killer Zelle 
nM    Nanomolar 
nm    Nanometer 
NP-40    Nonidet P40 
OH-Gruppe   Hydroxylgruppe 
ONPG    o-Nitrophenyl-β-D-galactopyranosid 
p300    EP300 
P/CAF    EP300/CREB-binding protein-assoziierter Kofaktor 
PADI4    Peptidylarginin Deiminase IV 
PBS    Phosphatgepufferte Salzlösung 
PCR    Polymerase-Kettenreaktion 
PEI    Polyethylenimin 
Pen/Strep   Penicillin/Streptomycin 
PI    Protease-Inhibitor 
PKA    Proteinkinase A 
pre-miRNA   precursor microRNA 
pri-miRNA   primary microRNA 
PTM    posttranslationale Modifikation 
qRT-PCR   quantitative Real-time-PCR 
RFP    rot fluoreszierendes Protein 
RISC    RNA-induced silencing complex 
ROS    reactive oxygen species 
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RUNX1   runt-related transcription factor 1 
SATB1   special AT-rich sequence binding 1 
SCF    Stammzellfaktor 
SD    Standardabweichung 
SDS    Natriumdodecylsulfat 
SDS-PAGE   Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese 
sek    Sekunde 
SFFV    Spleen focus-forming virus 
shCtrl    shControl 
SILAC    stable isotope labeling by amino acids in cell culture 
siRNA    small interfering RNA 
SMIR    small molecule inhibitor of microRNAs 
shRNA   small nuclear RNA 
SP1    Specificity protein 1 
SSD    Salmon sperm DNA 
ST-HCS   short-term Hämatopoetische Stammzelle 
SV40    Simian Virus 40 
T-ALL    T-Zell akute lymphatische Leukämie 
TAE-Puffer   Tris-Essigsäure-EDTA Puffer 
TAL1    T-cell acute lymphocytic leukemia 1 
TEMED   Tetramethylethylenediamine 
Th1-Zellen   Typ-1-T-Helferzellen 
TNF-a    Tumornekrosefaktor-alpha 
Tris    Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
TSA    Trichostatin-A 
TSS    Transkriptionsstartpunkt 
uORF    upstream open reading frame 
UTR    untranslated region 
UV    ultraviolett 
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9 Anhang 
 

Anhang 1 
 
 

	
	

Abbildung 9.1. TAL1 bindet entlang des MIR17HG-Gens an unterschiedlichen Stellen.  
(A) Schematische Darstellung des MIR17HG-Promotors, ein nicht-kodierendes Exon (kleine graue Box) 
und das zweite Exon (große graue Box), welches das miR-17-92 Cluster (orange) enthält. Vor dem 
Transkriptionsstart befindet sich eine E-Box mit der Sequenz CANNTG (blaue Box). Die ChIP-Primer 
P1 bis P4 (roter Balken) binden an verschiedenen Bereich des Promotors. (B) Der ChIP-Assay zeigt 
TAL1-Bindung an allen Primerpositionen entlang des MIR17HG-Gens in Jurkat-Zellen. (n=3) 
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Anhang 2 
 
 

	
	

Abbildung 9.2. NKX3-1 konnte auch in der Massenspektrometrie identifiziert werden.  
NKX3-1 ist ein bekanntes miR-17-92-Zielgen und wird von TAL1 aktiviert. In der Massenspektrometrie 
konnte NKX3-1 um eine H/L Ratio von 0,59 herunterreguliert vorgefunden werden. Die Werte wurden 
gebildet aus dem Mittelwert einer Doppelbestimmung. 
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Anhang 3 
 
 

	
	

Abbildung 9.3. qRT-PCR Analyse der miR-17-92 und TAL1 Expression in CD3+-T-Zellen. 
CD3+-T-Zellen wurden mittels MicroBead-Markierung und magnetischer Separation mithilfe des 
AutoMACS Pro Separator Systems aus Thrombozyten-Spenden von gesunden, freiwilligen Spendern 
isoliert. Die RNA wurde aufgereinigt und mit TAL1- und miR-17-92-spezifischen TaqMan-Sonden in der 
qRT-PCR auf ihre Expression überprüft. Zusätzlich wurde die Expression in T-ALL Jurkat-Zellen 
bestimmt. Die Werte wurden als % GAPDH dargestellt. Die Mittelwerte und Standardabweichungen 
ergaben sich aus drei unabhängigen Messwerten. (n=14) 
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Anhang 4 
 
 

	
	

Abbildung 9.4. Sequenz der pre-miRNAs von miR-19a und miR-19b. 
Gelb markiert ist die Sequenz der reifen miRNA, in rot markiert ist die eine Base in der sich miR-19a 
und miR-19b unterscheiden. Unterstrichen ist die Seed-Sequenz. Die Sequenzen der pre-miRNAs sind 
nicht identisch.  
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Anhang 5 
 
 

	
	
Abbildung 9.5. STRING-Analyse der in der Massenspektrometrie herunterregulierten Proteine. 
In der Massenspektrometrie konnten 324 Proteine um eine H/L Ratio von kleiner als 0,7 durch miR-17-
92 herunterreguliert vorgefunden werden. Durch eine STRING-Analyse, die die Protein-Interaktionen 
aufzeigen kann, wurde keine direkte Interaktion zwischen CD4 und TAL1 gefunden. Beide Proteine sind 
durch einen roten Kreis markiert, TAL1 rechts, CD4 links angeordnet.  
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Anhang 6 
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Abbildung 9.6. Potentielle miRNA Bindestellen von TAL1, E47, HEB und LDB1. 
Mit TargetScan ist es möglich, alle potentiellen miRNA Bindestellen auf der 3´-UTR eines bestimmten 
Gens zu identifizieren. Gezeigt sind die konservierten und schwach konservierten miRNA Bindestellen 
innerhalb aller Wirbeltiere. Auf der 3´-UTR von TAL1 sind in rot alle potentiellen Bindestellen des miR-
17-92 Clusters umkreist. In Blau sind alle anderen miRNA Bindestellen markiert, die bei der Analyse 
der 3´-UTR von TAL1 mittels Luciferase-Assay untersucht wurden. Auf der 3´-UTR von E47 und LDB1 
sind keine potentiellen Bindestellen von miR-17-92 zu finden. Die 3´-UTR von HEB weist eine schwach 
konservierte potentielle Bindestelle für miR-19 auf (rot markiert).  
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Anhang 7 
 
 

	
	
Abbildung 9.7. Endogene Expression von TAL1, E47 und HEB in den verwendeten Zelllinien. 
Der Western Blot zeigt die Proteinexpression von TAL1, E47 und HEB in HEK293T-, K562- und Jurkat-
Zellen. Tubulin fungierte als Ladekontrolle.  
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Anhang 8 
 
 

	
	
Abbildung 9.8. Mutation der E-Box auf dem MIR17HG-Promotor. 
(A) Schematische Darstellung des MIR17HG-Promotors, ein nicht-kodierendes Exon (kleine graue Box) 
und das zweite Exon (große graue Box), welches das miR-17-92 Cluster (orange) enthält. Vor dem 
Transkriptionsstart befindet sich eine E-Box mit der Sequenz CANNTG (blaue Box). (B) Es wurden 
Deletions-Konstrukte von 500 und 250 Basenpaaren Länge hergestellt und vor ein Luciferase-
Reportergen kloniert. Die beschriebene MYC Bindestelle ist eine E-Box. (C) Um die E-Box zu zerstören, 
wurde die Sequenz CACATG zu CACAAG mutiert 
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Anhang 9 
 
 

	
	
Abbildung 9.9. Gating-Strategie zur Überprüfung der Reinheit der CD3+-T-Zell-Isolation. 
Die Isolation der CD3+-T-Zellen mittels MicroBead-Markierung und anschließender magnetischer 
Sortierung durch das AutoMACS Pro Separator System wurde anschließend durchflusszytometrisch 
auf ihre Reinheit überprüft. Durch SSC und FSC wurden zunächst lebende einzelne Zellen festgelegt. 
Anschließend wurden alle CD45+-Immunzellen bestimmt, aus denen dann alle CD3+-T-Zellen 
ausgewählt wurden. 
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Anhang 10 
 
 

	
	
Abbildung 9.10. Gating-Strategie zur Überprüfung der Reinheit der CD34+-Isolation. 
Die Isolation der CD34+-Zellen mittels MicroBead-Markierung und anschließender magnetischer 
Sortierung durch das QuadroMACS Separator System wurde anschließend durchflusszytometrisch auf 
ihre Reinheit überprüft. Durch SSC und FSC wurden zunächst lebende einzelne Zellen festgelegt. 
Anschließend wurden alle CD45+-Immunzellen bestimmt, aus denen dann alle CD34+-Stammzellen 
ausgewählt wurden. 
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Anhang 11 
 
 

	
	

Abbildung 9.11. Gating-Strategie zur Überprüfung der Transduktionseffizienz mit GFP. 
Jurkat-, K562- und CD34+-Zellen wurden mit einem SEW oder einem LeGO-iG2 Vektor transduziert, 
auf denen eine GFP-Fluoreszenz zur Unterscheidung von positiv transduzierten Zellen liegt. Drei bis 
sieben Tage nach Transduktion wurden die Zellen mittels Durchflusszytometrie auf ihre 
Transduktionseffizienz anhand ihres GFP-Signals überprüft. Die lebenden Zellen wurden zunächst 
durch SSC und FSC bestimmt. Anschließend wurde die GFP+-Zellen durch den FITC-Kanal bestimmt. 
Eine Antikörper-Färbung war hierzu nicht notwendig.  
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Anhang 12 
 
 

	
	

Abbildung 9.12. Gating-Strategie zur Überprüfung der Transduktionseffizienz mit GFP und 
Tomato. 
Jurkat-Zellen wurden mit einem SEW-Vektor, der eine GFP-Fluoreszenz enthält und einem LeGO-iT2-
Vektor, der eine Tomato-Fluoreszenz enthält, transduziert. Drei bis sieben Tage nach Transduktion 
wurden die Zellen mittels Durchflusszytometrie auf ihre Transduktionseffizienz anhand ihres 
GFP/Tomato-Signals überprüft. Die lebenden Zellen wurden zunächst durch SSC und FSC bestimmt. 
Anschließend wurde die GFP+-Zellen durch den FITC-Kanal bestimmt. Die Tomato+-Zellen konnten 
mithilfe des PE-Kanals festgelegt werden. Eine Antikörper-Färbung war hierzu nicht notwendig. 
Anschließend wurden die doppelt-positiven Zellen mit dem FITC und PE-Kanal identifiziert.  
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Anhang 13 
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Abbildung 9.13. Herunterregulierte Proteine der Massenspektrometrie.  
Zusammenfassung aller 324 SILAC-analysierter Proteine mit einer H/L Ratio unter 0,7. Gezeigt sind die 
Protein- und Gennamen, sowie der Mittelwert der Duplikate, der sich durch die Analyse der 
Massenspektrometrie ergab. 
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