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1 Zusammenfassung  

Die MicroRNA-193b (miR-193b) fungiert in Akuter Myeloischer Leukämie (AML) 

als Tumorsuppressor und als Biomarker zur Prädiktion der Überlebenswahr-

scheinlichkeit bei erwachsenen sowie kindlichen AML-Patienten. Die Expression 

der miR-193b ist in allen AML-Entitäten reduziert, mit Ausnahme der Akuten Pro-

myelozyten Leukämie (APL), bei der das Level an miR-193b erhöht ist. APL ist 

auch die einzige Form der AML, bei der All-Trans-Retinoinsäure (ATRA) leitlini-

engerecht und effektiv zur Therapie angewendet wird. 

In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass der antileukämische irreversible In-

hibitor der Lysin-spezifischen Histon Demethylase 1 (LSD1) GSK-LSD1 die Ex-

pression von miR-193b induziert. Dadurch wird in murinen Homebox protein A9 

(Hoxa9)/Meis Homebox Protein 1 (Meis1) AML-Zellen zumindest ein Teil der tu-

morsuppressiven Wirkung von GSK-LSD1 über die Hochregulation von miR-

193b vermittelt.  

 

Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Gültigkeit des potenziellen GSK-LSD1-

Wirkmechanismus über die Induktion von miR-193b in humanen Zellen zu unter-

suchen. Weitere Ziele waren die Erforschung der Rolle der miR-193b bei dem 

Behandlungseffekt von ATRA in humaner AML und APL sowie die Untersuchung 

einer potenziell protoonkogenen Eigenschaft der miR-193b in APL. Der methodi-

sche Ansatz dieser Arbeit basierte auf einer Senkung bzw. Erhöhung des intra-

zellulären miR-193b-Levels mittels Locked nucleic acids (LNA) bzw. lentiviraler 

miR-193b-Überexpression und anschließender Behandlung der Zellen mit den 

Wirkstoffen. Es wurden Proliferationskurven erstellt und der Differenzierungsgrad 

durchflusszytometrisch bestimmt. Eine hohe Aufnahmeeffizienz und Effektivität 

der LNA und des lentiviralen Überexpressionsvektors wurde durchflusszytomet-

risch und per quantitativer Polymerase-Kettenreaktion (qPCR) bestätigt.  

Zur Untersuchung der Rolle der miR-193b bei dem Behandlungseffekt von GSK-

LSD1 wurden die AML-Linien ML-2 und MOLM-13 sowie die APL-Zelllinie NB-4 

mit LNA transfiziert bzw. mit dem Überexpressionsvektor transduziert und mit 

GSK-LSD1 behandelt. Die Populationen mit reduziertem miR-193b-Level wiesen 

nach 96 Stunden eine unverändert reduzierte Proliferation und Differenzierung 

auf. Hingegen zeigten miR-193b-überexprimierende Zellen nach GSK-LSD1-
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Behandlung einen signifikant stärkeren antiproliferativen Effekt. ML-2 Zellen wie-

sen zudem eine signifikant gesteigerte Differenzierung auf, gemessen an der Ex-

pression des Differenzierungsmarkers CD11b.  

Die erhöhten miR-193b-Level in APL-Patienten konnten in der APL-Zelllinie NB-

4 mittels qPCR bestätigt werden. NB-4 weist eine über 60-fach höhere miR-193b 

Expression als ML-2 (AML) auf. Zur Überprüfung einer onkogenen Eigenschaft 

der miR-193b in APL wurde das zelluläre miR-193b-Level in NB-4-Zellen durch 

LNA reduziert und anschließend die Proliferationskurve über 12 Tage bestimmt 

und die Differenzierungsmarker CD11b und CD13 gemessen. Proliferation und 

Differenzierungsgrad blieben nach Reduktion der miR-193b in NB-4-Zellen un-

verändert.  

Die gleichzeitige Behandlung von NB-4 mit ATRA und miR-193b-LNA zeigte 

nach 96 Stunden den gleichen antiproliferativen und differenzierungsinduzieren-

den Effekt wie bei ATRA allein. Auch bei den AML-Zelllinien ML-2 und MOLM-13 

wirkte die ATRA-Behandlung bei reduziertem miR-193b-Level unverändert diffe-

renzierungsinduzierend und antiproliferativ. Hingegen führte eine ATRA-Behand-

lung der AML-Zelllinien bei erhöhtem miR-193b-Level zu einer Verstärkung des 

antiproliferativen Effekts. Bei beiden AML-Zelllinien wurde die Proliferation mehr 

als doppelt so stark reduziert als bei alleiniger ATRA-Behandlung.  

 

Diese Arbeit konnte zeigen, dass miR-193b kein Protoonkogen in der APL-Zellli-

nie NB-4 ist. Außerdem weisen die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass die 

Wirkungseffekte von sowohl GSK-LSD1 als auch von ATRA, weder in APL noch 

in AML, über die Induktion der miR-193b vermittelt werden. Hingegen zeigt sich 

bei beiden Wirkstoffen in AML-Zellen ein additiver antileukämischer Effekt bei 

Behandlung mit gleichzeitiger Erhöhung des miR-193b-Levels. Die molekulare 

Begründung hierfür ist möglicherweise eine gemeinsame Modulation der Mito-

gen-aktivierten Protein Kinase (MAPK)-Signaltransduktionskaskade und bedarf 

weiterer Experimente zur Überprüfung dieser Hypothese. Ausblickend stellen die 

Ergebnisse dieser Arbeit die miR-193b als einen interessanten Kombinations-

partner für die Therapie mit GSK-LSD1 oder ATRA, bzw. generell für den MAPK 

Signalweg beeinflussende Medikamente, dar, sobald eine sichere und effiziente 

Einschleusung von MicroRNAs in Patienten möglich ist.  
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2 Summary 

MicroRNA-193b (miR-193b) acts as a tumor suppressor in acute myeloid leuke-

mia (AML) and serves as a biomarker to predict the probability of survival in adult 

and pediatric AML-patients. The expression of miR-193b is reduced in all AML 

entities, apart from acute promyelocyte leukemia, in which the miR-193b-Level is 

increased. APL is also the only AML entity in which all-trans retinoic acid (ATRA) 

is used effectively for therapy in accordance with guidelines. 

Previous experiments demonstrated that the antileukemic irreversible inhibitor of 

the lysine-specific histone demethylase 1A (LSD1) GSK-LSD1 was a potent up-

regulator of miR-193b. Therefore, at least part of the tumor suppressive effect of 

GSK-LSD1 in murine Hoxa9 / Meis1 AML cells is mediated via miR-193b. 

 

The aim of this work was to investigate the potential GSK-LSD1 mode of action 

by the induction of miR-193b in human cells. Further goals of the work were to 

investigate the role of miR-193b in the treatment effect of ATRA in human AML 

and APL as well as the interrogation of a potential proto-oncogenic function of 

miR-193b in APL. The methodical approach of this work was based on loss and 

gain of intracellular miR-193b by LNA or lentiviral miR-193b overexpression and 

subsequent treatment with the compounds. Proliferation curves were generated 

and the degree of differentiation was determined by flow cytometry. 

A high uptake efficiency and effectiveness of the LNA and the lentiviral overex-

pression vector were confirmed by flow cytometry and by qPCR.  

To investigate the role of miR-193b in the treatment effect of GSK-LSD1, ML-2 

and MOLM-13 (AML) as well as NB-4 (APL) were transfected with LNA or trans-

duced with the miR-193b overexpression vector and then treated with GSK-

LSD1. Cells with a reduced miR-193b level showed the same reduced prolifera-

tion and differentiation as the control group after 96 hours of GSK-LSD1 treat-

ment. Interestingly, miR-193b overexpressing cells showed a significantly 

stronger antiproliferative effect after GSK-LSD1 treatment than cells with an en-

dogenous miR-193b level. ML-2 cells also showed a significantly increased dif-

ferentiation, measured by the expression of the differentiation marker CD11b.  
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The increased miR-193b level in APL-patients could be confirmed in the APL cell 

line NB-4 by qPCR. MiR-193b expression in NB-4 is over 60 times higher than in 

ML-2 (AML). To test for an oncogenic property of miR-193b in APL, the cellular 

miR-193b level in NB-4 cells was reduced by LNA and then the proliferation curve 

of the cells was determined over a period of 12 days. Also the two differentiation 

markers CD11b and CD13 were determined by flow cytometry. The proliferation 

and the degree of differentiation were unchanged in NB-4 cells upon reduction of 

miR-193b in comparison to the control. 

After 96 hours of simultaneous ATRA and miR-193b LNA treatment, an identical 

antiproliferative effect and induction of differentiation of CD13 and CD11b was 

found as with ATRA alone. Likewise, ATRA treatment of the AML cell lines ML-2 

and MOLM-13 at a reduced miR-193b level resulted in equally strong differentia-

tion-inducing and antiproliferative effect. In contrast, ATRA treatment in AML cell 

lines with an increased miR-193b level boosted the antiproliferative effect. In both 

AML cell lines the proliferation was reduced more than two-fold than with ATRA 

treatment alone.  

 

In conclusion this study showed that miR-193b does not act as a protooncogene 

in the APL cell line NB-4. In addition, the results of this work indicate that the 

mode of action of both GSK-LSD1 and ATRA, neither in APL nor in AML, are 

mediated by miR-193b. Importantly, a synergistic or additive antileukemic effect 

is shown with both compounds in AML cells when treated with a simultaneous 

increase of the miR-193b level. The molecular justification for this is possibly a 

joint modulation of the MAPK signal transduction cascade and requires further 

experiments to test this hypothesis. Looking ahead, the results of this work pre-

sent miR-193b as an interesting combination partner for therapy with GSK-LSD1 

or ATRA, or in general for drugs that influence the MAPK signaling pathway, as 

soon as a safe and efficient delivery of miRs into patients is possible. 
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6 Einleitung 

6.1 Akute Myeloische Leukämie 

Die Akute Myeloische Leukämie (AML) ist eine maligne Erkrankung des hämato-

poetischen Systems, bei der klonale Subpopulationen der myeloischen Linie ak-

kumulieren. Sie wird definiert ab einem Anteil von mindestens 20% Myeloblasten 

im Knochenmark oder Blut (1). AML kann de novo oder sekundär aus einem 

myelodysplastischen Syndrom entstehen (2). Die Weltgesundheitsorganisation 

(WHO) unterscheidet in ihren aktualisierten Richtlinien aus 2016 zwischen sechs 

verschiedenen Formen. Auch unabhängig von der Myeloblastenzahl führen be-

stimmte genetische Abnormalitäten zur Diagnosestellung einer AML (3).  

AML ist insbesondere eine Erkrankung des Alters. In 2015 war in den USA die 

Inzidenz der AML-Fälle, bezogen auf 100.000 Einwohner, bei über 65-Jährigen 

beinahe zehnmal so hoch wie bei der Bevölkerung unter 65 Jahren (4). Mit über 

80% aller akuten Leukämien bei Erwachsenen stellt AML den größten Vertreter 

dieser Gruppe dar (5).  

Die AML entsteht aus präleukämischen Stammzellen. Diese können zu verschie-

denen leukämischen Zelltypen differenzieren, sodass innerhalb eines Individu-

ums unterschiedliche leukämische klonale Subpopulationen entstehen können. 

Dies und die Tatsache, dass die präleukämischen Stammzellen eine Rolle in der 

Behandlungsresistenz spielen, da sie in der Lage sind Chemotherapien zu über-

stehen, macht die Behandlung der Erkrankung umso komplexer (6).  

Selten entsteht die AML kausal nachvollziehbar als Folge von Chemotherapie 

oder Exposition gegenüber gewissen chemischen Substanzen; der Großteil je-

doch durch spontane genetische Veränderungen, wie beispielsweise Chromoso-

men-Abnormalitäten oder isolierte genetische Mutationen (7). Genetische Verän-

derungen sind bei über 97% der AML-Fälle vorhanden (8). Nach dem klassischen 

Model zur Entstehung der AML sind zwei Arten von Mutationen für die Pathoge-

nese entscheidend: Zum einen Mutationen, die dazu führen, dass proproliferative 

Signalwege überaktiviert sind; zum anderen Mutationen, die dazu führen, dass 

die normale hämatopoetische Differenzierung nicht mehr stattfinden kann (9). 

Neben genetischen Veränderungen spielen auch epigenetische Veränderungen 

bei der Leukämie-Entwicklung eine Rolle, die wiederum die Proliferation und 
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Differenzierung der Zellen beeinflussen können. Nennenswert sind in diesem 

Kontext mutierte Gene, die die DNA-Methylierung beeinflussen, wie zum Beispiel 

DNMT3A oder TET2. Solche Mutationen lassen sich in über 40% aller AML-Fälle 

finden (8, 10).  

Es ist hervorzuheben, dass vor allem die Kombination verschiedener Mutationen 

innerhalb eines Individuums prognostisch entscheidend ist. Die Prognose einer 

einzelnen Mutation für den Krankheitsverlauf kann durch die An- oder Abwesen-

heit einer anderen Mutation stark beeinflusst werden (11). 

 

Durch die große Heterogenität von AML ist die Erkrankung schwer therapierbar. 

Fortschritte bei der Behandlung von AML führten zwar zur Verbesserung der 

Prognose für junge Patienten, ältere Patienten jedoch, die den Großteil aller 

AML-Fälle ausmachen, haben immer noch eine schlechte Prognose (12).  

Die generelle 5-Jahres-Überlebensrate von AML liegt bei unter 50% und nur 20% 

der älteren Patienten sind 2 Jahre nach Diagnosestellung noch am Leben (13). 

Innerhalb des ersten Jahres nach Diagnose versterben 70% der über 65-jährigen 

Patienten an der Erkrankung (14). Eine Erklärung für die schlechtere Prognose 

für ältere Patienten könnte sein, dass einige von ihnen tatsächlich eine sekun-

däre AML haben. Ungefähr ein Drittel der Patienten mit klinisch diagnostizierter 

primärer AML weist Mutationen auf, die spezifisch für sekundäre AML sind. Dies 

zeigt sich auch darin, dass diese Patienten eine Prognose aufweisen, die der von 

sekundärer AML ähnelt (15). 

Bei Rezidiven präsentiert sich eine deutlich schlechtere Prognose: Die Überle-

benswahrscheinlichkeit bei Rezidiven beträgt nur 5-20% (16). Für solche rezidi-

vierenden, therapierefraktären AML-Formen sind bisher keine effizienten Thera-

pieansätze vorhanden (17). Refraktäre AML wird dadurch definiert, dass bereits 

zwei Durchgänge der Standard-Induktionstherapie fehlgeschlagen sind (3). 

Patienten kann man bezüglich der Wahrscheinlichkeit einer Resistenzentwick-

lung während einer Therapie in drei prognostische Risikogruppen einteilen: güns-

tig, mittel und ungünstig. Diese Klassifikation basiert auf der Zytogenetik und den 

Mutationen der Leukämie-Zellen (3). Bei der Entscheidung für eine geeignete 

Therapie gilt es Überlebenswahrscheinlichkeit, Wahrscheinlichkeit auf Therapie-

ansprechen sowie individuelle Risikofaktoren für beispielsweise Therapie 
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assoziierte Mortalität (TRM) miteinander abzuwägen. TRM wird klassischerweise 

als Tod in den ersten 30 Tagen nach Beginn der Induktionstherapie definiert (18). 

Es gibt bestimmte klinische Faktoren, welche mit einer geringeren Rate an Re-

mission und niedrigerer genereller Überlebenswahrscheinlichkeit korrelieren. 

Dazu zählen insbesondere ein erhöhtes Alter und eine schlechte physische Ver-

fassung (12, 19). 

 

Für Patienten mit mittlerem und günstigem zytogenetischen Risikoprofil, die ein 

niedriges Risiko für Behandlungs-assoziierten Tod aufweisen, stellt die soge-

nannte „7+3“ – Therapie den Standard für die Induktionstherapie dar. Diese be-

inhaltet eine siebentägige Infusion mit Cytarabin, in Kombination mit Anthrazyk-

linen für drei Tage (20). Bei Patientengruppen mit mittlerem bzw. günstigem Ri-

sikoprofil führt die 7+3-Induktionstherapie zu kompletter Remission der Erkran-

kung in 50-60% bzw. bei bis zu 80% aller Patienten (21). Für ältere Patienten 

über 65 Jahre konnte bisher noch kein optimales Therapieregime entwickelt wer-

den, da sie häufig ein ungünstiges zytogenetisches Risikoprofil aufweisen. Sie 

sind anfälliger für Behandlungs-assoziierte Toxizität und können daher keine op-

timale Chemotherapie oder Stammzelltransplantation erhalten (22). Die 7+3-

Therapie führt bei ungünstigem Risikoprofil-Patienten lediglich in etwa 40% der 

Fälle zu einer kompletten Remission und die mediane Überlebenswahrschein-

lichkeit nach Diagnose beträgt etwa 12 bis 18 Monate (23). Für das Therapiever-

sagen - und damit die hohe Mortalität - ist als wichtigster Faktor die Behandlungs-

resistenz der leukämischen Zellen gegenüber den Therapeutika zu nennen. Sie 

äußert sich durch ein Rezidiv nach temporärer Remission (24).  

 

Um den Therapieerfolg nach Induktion zu kontrollieren, wird die sogenannte mi-

nimale Resterkrankung (minimal residual disease, MRD) gemessen. Die Mes-

sung erfolgt entweder mittels qPCR oder Durchflusszytometrie. Wenn geeignete 

molekulare Marker vorhanden sind, ist die qPCR sensitiver für verbleibende leu-

kämische Zellen als die Durchflusszytometrie. Eine Remission mit nicht nach-

weisbarer MRD wird gegenüber Remission mit MRD als überlegen eingestuft, 

weil dies mit einer besseren Überlebenswahrscheinlichkeit einhergeht (3). 
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Sobald eine komplette Remission erreicht ist, wird eine Post-Remissionstherapie 

bzw. eine Konsolidierungstherapie durchgeführt. Ziel ist es, damit einen Rückfall 

der AML zu verhindern. Hierfür stehen zwei gängige Methoden zur Verfügung: 1. 

Fortgeführte Chemotherapie (z.B. Hochdosis Cytarabin) mit oder ohne targeted 

Therapie und 2. Allogene hämatopoetische Stammzelltransplantation. Die Ent-

scheidung ist individuell zu treffen (23). Die Konsolidierungstherapie für Patienten 

mit günstigem Risikoprofil besteht aus Chemotherapie, während für die beiden 

anderen Risikoprofile, unabhängig vom Alter, allogene Stammzelltransplantation 

zur Konsolidierung in der ersten kompletten Remission am effizientesten scheint 

(25–29). Bei Patienten, für die nur noch palliative Behandlung in Frage kommt 

sowie bei Patienten mit ungünstigem zytogenetischen Risikoprofil sollte man 

Azacitidin in die Therapie mit einbeziehen (30).  

Zusammenfassend kann man sagen, dass insbesondere durch die Kombination 

von neuartigen „targeted-Therapie“- Medikamenten mit der traditionellen 7+3-In-

duktionstherapie, die Behandlung der günstigen und mittleren Risikoprofilgrup-

pen in den letzten Jahren weiter optimiert werden konnte. Therapie der Patienten 

mit ungünstigem Risikoprofil stellt hingegen weiterhin eine große Herausforde-

rung in der AML-Behandlung dar. 

Einige Medikamente, die zunächst vielversprechend schienen, enttäuschten lei-

der in klinischen Studien. CPX351 und Venetoclax + ein hypomethylierender 

Wirkstoff konnten kürzlich vielversprechende Resultate erzielen und lassen Hoff-

nung zu (23). 

Das Ziel besteht in Zukunft darin, für jeden AML-Patienten eine personalisierte, 

individuelle Therapie, je nach genomischem Profil, anbieten zu können (23). 

 

6.2 Akute Promyelozyten Leukämie 

Akute Promyelozyten Leukämie ist eine Form der AML und stellt etwa 10-15% 

aller AML-Fälle dar (31). Charakteristisch für die APL ist die t(15;17)(q24;q21) 

Translokation, bei der es zur pathologischen Fusion der Gene Promyelozytische 

Leukämie (PML) und Retinsäurerezeptor alpha (RARA) kommt (32).   

Dabei entsteht das onkogene Fusionsprotein PML-RARA, das bei etwa 98% aller 

APL-Fälle vorhanden ist (31). PML-RARA führt zu einem myeloischen Differen-

zierungsblock, sodass die Differenzierung im Rahmen der Myelopoese auf dem 
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Stand von Promyelozyten endet (32). Morphologisch wird es durch das Franzö-

sisch-Amerikanisch-Britische (FAB) System als AML-M3 klassifiziert (33). 

Der nukleäre Hormonrezeptor RARA bildet, zusammen mit dem Retinoid X Re-

zeptor Protein (RXR), einen Heterodimer. Zusammen stellen sie einen Transkrip-

tionsaktivator dar, der an die Retinsäure Response Elemente (RARE) bindet (34). 

Die Aktivierung der Transkription ist essenziell für die physiologische Differenzie-

rung der Promyelozyten. In Abwesenheit von ATRA bewirkt der RAR-RXR-Hete-

rodimer eine Repression der Transkription, indem er Co-Repressoren rekrutiert. 

Wenn der Ligand (ATRA) vorhanden ist, bindet er an seinen Rezeptor, wodurch 

sich die Co-Repressoren lösen und es in der Folge zu einer Aktivierung der Tran-

skription kommt (35). Bei der APL sind jedoch deutlich höhere Konzentrationen 

von ATRA notwendig, als sie physiologisch vorkommen. Therapeutische ATRA-

Konzentrationen führen neben einer Transkriptionsaktivierung, durch Dissozia-

tion der Co-Repressoren von PML-RARA, ebenfalls zu einer Degradation des 

Fusionsproteins (35, 36).  

 

Sobald ein Verdacht auf APL besteht, ist eine frühzeitige stationäre Therapie mit 

ATRA zu empfehlen, um das Risiko von früher Mortalität, also das Sterben be-

reits vor oder kurz nach Behandlungsbeginn, möglichst zu reduzieren. Der Ver-

dacht muss genetisch durch erfahrene Labore bestätigt werden (37). Die häu-

figsten Gründe für frühe Mortalität sind intrazerebrale und pulmonale Blutungen. 

Ursächlich hierfür sind komplexe Koagulopathien, die mit der Erkrankung APL 

einhergehen (37). Daher sollte bereits bei Verdacht auf APL unverzüglich Fibri-

nogen, Thrombozyten und Plasma transfundiert werden, bis sowohl klinisch als 

auch laborchemisch, keine Anzeichen mehr für eine Koagulopathie zu erkennen 

sind (37).  

Vor der Entwicklung von ATRA als Therapeutikum bei APL, bis etwa Mitte der 

1980er, war APL eine Erkrankung mit sehr hoher Sterblichkeit (33).    

Seit der Entdeckung von ATRA für die APL-Behandlung konnte die Prognose für 

die Patienten drastisch verbessert werden. Mit ATRA-basierten Therapieverfah-

ren gibt es kaum noch Therapieresistenz in der APL-Behandlung, sodass eine 

komplette Remission in 90-95% aller Patienten mit genetisch bestätigtem PML-

RARA erreicht wird. Die Langzeit-Überlebenswahrscheinlichkeit beträgt 
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heutzutage 85-90% (37–39). Bei einem Großteil der Patienten mit PML-RARA 

führt eine Behandlung mit ATRA zu einer Ausdifferenzierung der unreifen leukä-

mischen Promyelozyten zu reifen Granulozyten (31).  

 

Da es zu Beginn der Therapie zu einer massiven Differenzierung der zuvor diffe-

renzierungsgeblockten Promyelozyten kommen kann, besteht die Gefahr eines 

APL-Differenzierungssyndroms. Sofern sich nach Therapiebeginn Zeichen für 

das APL-Differenzierungssyndrom erkennen lassen, sollten unverzüglich Korti-

kosteroide verabreicht und die aktuelle Therapie diskontinuiert werden. Sobald 

das Syndrom nicht mehr nachweisbar ist, kann die Therapie fortgeführt werden 

(37).  

Die heutige Standardinduktionstherapie für Patienten mit niedrig- oder mittelris-

kanter APL beinhaltet die Kombination von ATRA und Arsentrioxid (ATO). In Län-

dern, in denen ATO nicht verfügbar oder zu teuer ist, stellt der ältere Algorithmus 

von ATRA + Chemotherapie ebenfalls eine akzeptable Option dar (37), ist ATRA 

+ ATO jedoch unterlegen (38–40). Idarubicin oder Daunorubicin + Cytarabin, 

bzw. Hydroxyurea, Idarubicin oder Gemtuzumab Ozogamicin stellen die am häu-

figsten verwendeten Chemotherapeutika dar (37). Das gute Zusammenwirken 

von ATRA und ATO begründet sich darin, dass sie verschiedene molekulare 

Wirkweisen haben; während sich ATO gegen PML richtet, wirkt ATRA am RARA 

(33). ATRA wirkt auf transkriptioneller Ebene und ATO auf Proteom-Ebene (41).  

Hochrisiko-APL-Patienten werden definiert ab einer Leukozytenzahl im Blut von 

über 10 × 109/L. Für diese Patientengruppe stehen prinzipiell zwei Therapiean-

sätze für die Induktionstherapie zur Verfügung: 1. ATRA + ATO + Chemotherapie 

und 2. ATRA + Chemotherapie. Obwohl sich keiner der beiden Ansätze bisher 

als überlegen herausgestellt hat, wird häufig die zweite Option angewandt, da 

ATO in den USA und in Europa nicht für die Behandlung von Hochrisiko-Patien-

ten zugelassen ist (37). 

Zur Konsolidierung sowie zur Behandlung von Rückfällen werden, je nach The-

rapieansatz, ebenfalls eine Kombination aus ATRA, ATO und Chemotherapie 

empfohlen. Das Ziel der Rückfallbehandlung ist ein erneutes Erreichen von mo-

lekularer Remission, um anschließend eine hämatopoetische Stammzelltrans-

plantation durchzuführen (37). 
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Zur Therapiekontrolle kann auch bei der APL die MRD gemessen werden. Hierfür 

überprüft man per qPCR das Vorhandensein von PML-RARA. Sollte die Mes-

sung keine MRD aufweisen, ist dies ein prognostischer Indiz für eine Langzeitre-

mission, während der Nachweis von PML-RARA höchstwahrscheinlich auf einen 

Rückfall der Erkrankung hindeutet (42).  

 

6.3 MicroRNAs und ihre Rolle in Tumorerkrankungen  

MicroRNAs (miRs) sind 18-25 Nukleotide lange und nicht kodierende RNAs (43) 

und können die Genexpression auf posttranskriptionellem Level beeinflussen. 

Um die Genexpression runterzuregulieren, haben miRs zwei Möglichkeiten; Sie 

induzieren entweder eine Degradation der Messenger RNA (mRNA), oder inhi-

bieren die Translation (44, 45). Welche der beiden Möglichkeiten abläuft, hängt 

davon ab, wie komplementär sie zu ihrer Binde-Zielsequenz sind (46).  

Es gibt weit über 1000 verschiedene MicroRNAs. Pro miR-Familie gibt es schät-

zungsweise 500 verschiedene Zielsequenzen in verschiedenen Genen, wodurch 

jede einzelne miR Hunderte von Genen „downstream“ beeinflussen kann. 

Dadurch wird geschätzt, dass ungefähr ein Drittel des gesamten humanen Ge-

noms durch miRs reguliert wird (47).   

 

Die Synthese von miRs beginnt damit, dass sie meist durch die RNA Polymerase 

II zu langen Primärtranskripten transkribiert werden, die einige Kilobasen lang 

sind und sich pri-miRNA nennen (48). Diese werden im Nukleus durch einen Mik-

roprozessorkomplex, der unter anderem die RNase Drosha beinhaltet, zur soge-

nannten pre-miR geschnitten, welche etwa eine Länge von 70 Nukleotiden auf-

weist (49, 50). Nachdem das eine Ende der reifen miR bereits durch die Prozes-

sierung durch Drosha im Nukleus stattgefunden hat, wird das andere Ende der 

miR, nach Transport ins Zytoplasma, durch die RNase Dicer geschnitten. Dabei 

entstehende reife miRs sind 18-25 Nukleotide lang. Je miR gibt es einen domi-

nanten Strang, der zu den Zielsequenzen komplementär ist und einen nicht-do-

minanten Strang ohne biologische Funktion (50).  

 

MicroRNA-Level sind häufig dysreguliert in Tumorerkrankungen, wodurch zellbi-

ologische Prozesse wie die Proliferation oder Apoptose beeinflusst werden. 
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Durch Beeinflussung von Tumorsuppressor- und Onkogenen spielen sie eine 

Rolle in der Tumorentwicklung (47, 51). MiRs, die in die Tumorigenese involviert 

sind, als Onkogene oder als Tumorsuppressoren, werden auch oncomiRs ge-

nannt (52).  

Sie eignen sich gut als prognostische Marker für Tumorerkrankungen, da sie so-

wohl in fixierten Geweben als auch in verschiedenen Körperflüssigkeiten nach-

gewiesen werden können (53, 54). MiR-Profile können Informationen darüber ge-

ben, ob es sich um einen Tumor oder normales Gewebe handelt, um welche 

Tumor-Untergruppe es sich handelt und sogar Informationen über das Therapie-

ansprechen und den Therapieerfolg geben (55).  

Aufgrund ihrer wesentlichen Rolle bei der Tumorentstehung hat sich seit einigen 

Jahren ein großes Interesse an miRs als potenzielle Therapeutika entwickelt. 

MicroRNA-basierte Therapieverfahren haben den Vorteil, dass sie viele unter-

schiedliche Gene beeinflussen können. Damit gehen allerdings auch mitunter die 

schwierigsten Hindernisse in der miR-Therapie einher, nämlich off-target-Effekte 

und dadurch resultierende Sicherheitsrisiken (47, 56). Insbesondere durch das 

unspezifische Binden an nur teilweise komplementäre Sequenzen, kann es zur 

Degradierung von mRNAs kommen (57). Ein weiteres Problem beim Einsatz von 

exogenen miRs stellt die Sättigung der endogenen RNAi-Verarbeitungsmaschi-

nerie dar, wodurch es weitreichende off-target-Effekte bei der Prozessierung vie-

ler miRs geben kann (58). Hinzu kommt das Problem eines effizienten und siche-

ren Transports der miRs in das Gewebe und die Tatsache, dass sie in vivo eine 

geringe Stabilität aufweisen. Um das Problem der niedrigen Stabilität zu reduzie-

ren, versucht man beispielsweise die miRs durch chemische Modifikationen vor 

einer schnellen Degradierung zu schützen. Um die miRs zielgerichtet transpor-

tieren zu können, kann man für den Tumor spezifische Liganden an die Trans-

portpartikel binden (47).  

Es werden häufig Vektor-Transportsysteme genutzt, da miRs aufgrund ihrer La-

dung sowie der Ladung der Zellmembran eine schlechte Zellaufnahme aufwei-

sen. Die grundsätzlich aktuell genutzten Verfahren sind zum einen virale und zum 

anderen synthetisch hergestellte Transportsysteme. Während letztere einfach 

herzustellen sind und eine geringere Immunität aufweisen, zeigen sie auch eine 

geringe Effizienz. Virale Systeme hingegen sind deutlich effektiver, induzieren 
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jedoch eine starke Immunantwort und weisen oft eine unspezifische Aufnahme 

in das Gewebe auf (59, 60). Die am häufigsten zum Transport genutzten nicht-

viralen Vektorsysteme sind lipid-basierte Nanopartikel (61). Eine starke Immun-

reaktion spielt besonders bei Adenovirus-basierten viralen Transportsystemen 

eine Rolle. Zudem führt sie nur zu einer kurzfristigen Veränderung der miR-Ex-

pression. Auf der anderen Seite würde eine Integration ins Genom durch Lentivi-

ren ein zu großes Sicherheitsrisiko darstellen (62). Unabhängig von den Trans-

portmethode führen exogen zugeführte miRs zu einer Aktivierung des Immun-

systems und werden häufig phagozytiert (63).  

Es gibt zwei grundsätzliche Therapieprinzipien der miR-Therapie: 1. Endogene 

miRs reduzieren, die überexprimiert sind und 2. Endogene miRs erhöhen, die 

herunterreguliert sind. Dies kann entweder durch eine direkte Inhibition oder Er-

satz geschehen, oder aber indirekt, indem die miR-Expression beeinflusst wird. 

Eine einfache Methode, um die miR-Level zu reduzieren, ist der Einsatz von an-

tagomiRs. Dies sind Oligonukleotide, die komplementär an miRs binden, 

wodurch diese wiederum nicht an ihre Zielsequenzen binden können. Auf der 

anderen Seite kann man miR-mimics verwenden, die die gleiche Sequenz wie 

die miRs aufweisen, um ihr Level zu erhöhen (47). 

 

MiRs sind in der Lage Tumore gegenüber Medikamenten zu sensitivieren (64). 

Außerdem können sie aufgrund ihrer Fähigkeit an verschiedene Ziele entlang 

von Resistenz-Kaskaden zu binden der Resistenzentwicklung gegenüber Medi-

kamenten vorbeugen, insbesondere der von Chemotherapeutika (65). 

MRX34 stellt den ersten miR-mimic dar, der in klinischen Studien untersucht 

wurde. Er ist ein mimic der tumorsuppressiven miR-34 und wurde unter anderem 

in der Therapie von Nieren- und Lebertumoren eingesetzt. Nachdem zunächst 

vielversprechende Resultate erzielt werden konnten, musste die Studie leider 

vorzeitig beendet werden, da vereinzelt schwere, zum Tode führende Nebenwir-

kungen aufgetreten sind (66).  
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6.4 MiR-193b als Tumorsuppressor in AML 

Zu der miR-193b-Familie gehört miR-193a und miR-193b, die sich jeweils auf 

Chromosom 17, bzw. 16 befinden. Sie sind beide 22 Nukleotid lange nicht-kodie-

rende RNAs. Aus der pre-miR-193b, die etwa 70 Nukleotide lang ist, entsteht die 

miR-193b-3p und die miR-193b-5p, von denen der 3p-Strang den Dominanten 

bildet (67). MiR-193 kann die Zellzyklusregulation und die Proliferation in norma-

len Zellen einschränken, ist aber auch an der Krankheitsentwicklung verschiede-

ner Erkrankungen beteiligt. Die miR-193-Familie beeinflusst u.a. Nieren- und 

Herz-Kreislauf-Erkrankungen sowie die Pathogenese von Parkinson und Schizo-

phrenie (67). Des Weiteren beeinflusst sie die Tumorigenese verschiedener Tu-

mortypen, indem sie bestimmte Gene herauf- oder herunterreguliert, die u.a. 

Proliferation und Metastasierung in Tumorzellen beeinflussen (67). Sie spielt bei-

spielsweise eine Rolle beim malignem Melanom (68), Pankreaskarzinom (69), 

Brustkrebs (70, 71), akuter lymphoblastischer T-Zell Leukämie (72), Ovarialkar-

zinom (73), Magenkarzinom (74), Prostatakarzinom (75), Kolorektalkarzinom 

(76), Hepatozellulärem Karzinom (77) und Gliom (78).   

 

Die MicroRNA-193b steht seit Jahren im Mittelpunkt von Forschungsarbeiten un-

serer Arbeitsgruppe; sowohl ihre Rolle im Rahmen der Hämatopoese als auch in 

AML. Wir konnten zeigen, dass unkontrollierte Expansion hämatopoetischer 

Stamm- und Vorläufer-Zellen mittels Inhibition von Zytokinrezeptor-Signalwegen 

wie Signalüberträger und Aktivator der Transkription 5 (STAT5), Phosphoinositid-

3-Kinase (PI3K)/Proteinkinase B (AKT) und MAPK/Extracellular-signal regulated 

kinases (Erk) durch miR-193b begrenzt wird (79).  

Weiterhin konnte meine Arbeitsgruppe miR-193b als einen zentralen Tumorsup-

pressor in der AML identifizieren, der in allen Subtypen der AML herunterreguliert 

ist, mit Ausnahme der t(15;17) Akuten Promyeolozytischen Leukämie. Niedrige 

miR-193b-Level korrelieren mit einer geringeren Überlebenszeit, sowohl bei pä-

diatrischen als auch bei adulten AML-Patienten. MiR-193b ist ein wichtiger, un-

abhängiger prognostischer Biomarker, selbst in Hochrisiko-Patientengruppen. 

Die Abwesenheit von miR-193b führte in murinen Hoxa9 /Meis1-induzierten Leu-

kämie-Modellen zu einer progredienten leukämischen Entartung und einer ver-

ringerten Überlebenszeit von Empfängermäusen. Eine Re-Expression von miR-
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193b hingegen bewirkte eine Verhinderung des leukämischen Wachstums (80). 

Nach Transduktion von AML-Patientenzellen wiesen die Zellen in vitro sowie bei 

Xenotransplantationsmodellen in Mäusen, eine geringere Proliferation auf (80). 

Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass die miR-193b in der AML als Tu-

morsuppressor fungiert. Die molekularen Ursachen dieses Effektes wurden 

ebenfalls untersucht. MiR-193b induziert einen G1/S-Phasen-Block, indem sie 

unterschiedliche Schritte des MAPK-Signalwegs und den Zellzyklusregulator 

Cyclin D1 (CCND1) direkt inhibiert, was zu der beobachteten erhöhten Apoptose-

rate führt. Zusammenfassend lässt sich sagen, dass der Verlust von miR-193b 

ebenso wie in normalen hämatopoetischen Zellen, auch in leukämischen Zellen 

zur Hyperaktivierung von STAT5-, AKT- und Erk-Signalwegen führt. 

Vorteilhaft an miR-193b ist, dass die tumorsuppressive Wirkung unabhängig vom 

Alter und, mit Ausnahme der t(15;17)-positiven Leukämien, unabhängig vom zy-

togenetischen AML-Subtyp ist. Gepaart mit der für miRs charakteristischen Ei-

genschaft, an verschiedene Stellen entlang einer Signalkaskade binden zu kön-

nen (80), wodurch seltener Resistenzen entstehen, macht dies die miR-193b zu 

einer interessanten und vielversprechenden therapeutischen Zielstruktur.   

 

6.5 Die Rolle der miR-193b bei GSK-LSD1-vermittelter       

LSD1-Inhibition 

Aufgrund der Tatsache, dass es bislang noch keine zuverlässigen und effektiven 

Methoden gibt, miRs für therapeutische Zwecke in die Zellen zu schleusen, ha-

ben wir uns für die Strategie entschieden, die endogene Expression von miR-

193b in AML-Zellen pharmakologisch zu erhöhen. Mein Promotionsprojekt ba-

siert auf bisherigen Ergebnissen von Esther Braun, die bei einem Drug Library-

Screening mittels Durchflusszytometrie (u.a. eine epigenetische Substanzenbib-

liothek und eine Bibliothek mit Food-and-Drug-Administration-genehmigten Sub-

stanzen) verschiedene Moleküle identifiziert hat, die die endogene miR-193b-

Konzentration in AML-Zelllinien erhöhen (81). Hierfür haben wir einen lentiviralen 

Expressionsreporter (Vektor) entworfen, der die endogenen Expressionslevel der 

miR-193b mittels Grün fluoreszierendem Protein (GFP)-Fluoreszenz anzeigt. 

Dieser Vektor enthält am 3´ Ende der Untranslatierten Region (UTR) eines de-

stabilisierten GFPs (d2GFP) Zielsequenzen der miR-193b. Je höher die miR-
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193b-Konzentration ist, desto weniger GFP wird exprimiert, da die mRNA degra-

diert wird. Dadurch entsteht eine inverse Korrelation zwischen der miR-193b und 

der GFP-Expression, gemessen auf Einzelzellebene mittels Fluorescence acti-

vated cell sorting (FACS) (82). Die Expression des GFP-Reporters wird durch 

einen bidirektionalen Promoter gesteuert, um eine interne vektorbasierte Genex-

pressionskontrolle mit dem Oberflächenprotein Low-affinity nerve growth factor 

receptor (LNGFR) zu bewirken.  

Insgesamt haben wir über 1000 Substanzen in drei verschiedenen Substanzen-

bibliotheken gescreent. Im Rahmen der epigenetischen Substanzenbibliothek, 

die 48 Substanzen beinhaltete, konnten wir JQ-1, GSK-LSD1, SGC-0946 und 

TP-064 identifizieren, die zu einer reproduzierbaren und statistisch signifikanten 

Abschwächung des GFP-Signals führten. Mittels qPCR konnten wir die Hochre-

gulation der miR-193b durch die Inhibitoren GSK-LSD1 und TP-064 zeigen. Wei-

terhin führten die irreversiblen LSD1-Inhibitoren TCP, AW69 und Namoline 

durchflusszytometrisch zu Abschwächung des GFP-Signals. Von diesen Wirk-

stoffen konnte AW69 per qPCR als miR-193b-steigernd identifiziert werden. Die 

einzige Substanz, die über das Screening hinaus sowohl bei der Zelllinie ML-2 

als auch MOLM-13 mittels qPCR als miR-193b-steigernd identifiziert werden 

konnte, ist der irreversible LSD1-Inhibitor GSK-LSD1 (81). Wir wählten diese Zell-

linien aus, da sie auch von Bhayadia et al. genutzt wurden, als die tumorsupp-

ressive Wirkung der miR-193b aufgezeigt wurde (80).  

 

Die Methyltransferase bzw. Lysin-spezifische-Demethylase LSD1 (auch KDM1A 

genannt) ist ein epigenetischer Regulator, der Methylierungen beeinflusst. Sie ist 

schon länger als onkogenes Protein bei der AML-Entstehung bekannt. Eine Inhi-

bition dieses Proteins konnte in murinen AML-Leukämie-Modellen eine Differen-

zierung bewirken sowie zu einer Verringerung von leukämischen Stammzellen 

führen. Damit ist sie als potenzielle Zielstruktur für Therapeutika von Interesse 

(83). Neben AML sind noch weitere Tumorerkrankungen bekannt, in denen an 

LSD1 als möglicher therapeutischer Zielstruktur geforscht wird. Darunter fallen 

beispielsweise Prostata- und Brusttumore (84). Zudem fungiert LSD1 als Regu-

lator der Hämatopoese, indem er für die Hämatopoese essenzielle Gene, wie 
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Growth Factor Independent 1B Transcriptional Repressor (GFI1b), Meis1 und 

Hoxa9 moduliert (85).  

 

An unserem Institut konnte von Barth et al. gezeigt werden, dass irreversible 

LSD1-Inhibition - unter anderem durch GSK-LSD1 - neben einer Differenzie-

rungsinduktion auch zu einem Überlebensvorteil sowie zu einer gesteigerten 

ATRA-Sensitivität in murinen Hoxa9/Meis1-Leukämiemodellen führt (86). Diese 

Ergebnisse decken sich mit früheren Studien, in denen gezeigt werden konnte, 

dass irreversible LSD1-Inhibition zu einer Sensitivierung gegenüber ATRA führt, 

differenzierungsinduzierend wirkt und das Engraftment von AML-Zellen nach 

Transplantationsexperimenten verringerte (87). 

Außerdem konnten Barth et al. zeigen, dass eine Expressionsregulation ver-

schiedener Gene, wie z.B. GFI1B und Interferon Regulatory Factor 8 (IRF8), 

durch LSD1 stattfindet. Diese werden wiederum durch die myeloischen Tran-

skriptionsfaktoren GFI1 und Protease Inhibitor 1 (PI.1) reguliert (86). Einige irre-

versible LSD1-Inhibitoren konnten die beschriebenen Effekte erzielen; reversible 

LSD1-Inhibitoren hingegen nicht. Reversible Inhibitoren inhibieren lediglich tem-

porär die enzymatische Aktivität von LSD1, während die irreversiblen Inhibitoren 

durch ihre dauerhafte Bindung auch die strukturelle Funktion bzw. Interaktion von 

LSD1 unterdrücken. Die strukturelle Funktion von LSD1 besteht darin, dass es 

über den Transkriptionsfaktor (TF) GFI1 als Mediator zu den Zielen des TF PU.1 

rekrutiert wird und schließlich zu deren Repression führt. Durch Transplantations-

versuche in Mäusen mit einem homozygoten, konditionalen, enzymatisch inakti-

ven LSD1 Knock-In- (KI) Gen haben Barth at al. herausgefunden, dass zu thera-

peutischen Zwecken insbesondere die strukturelle Funktion von LSD1 inhibiert 

werden muss. Das enzymatisch inaktive LSD1 führte zwar ebenfalls zu einer Dif-

ferenzierung, jedoch nicht zu einem Überlebensvorteil der Mäuse (86). 

Diese Ergebnisse decken sich mit denen von Vinyard et al. Auch sie zeigten, 

dass für den tumorsuppressiven Effekt in AML nicht die enzymatische Funktion 

von LSD1 relevant ist, sondern seine strukturelle Funktion. LSD1-Inhibitoren ent-

falten somit ihre antileukämische Wirkung nicht durch Hemmung der Enzymakti-

vität, sondern durch Blockade der strukturellen Interaktion von LSD1 und den für 

die Differenzierung notwendigen Transkriptionsfaktoren (88). 
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Einige LSD1-Inhibitoren werden gegenwärtig klinisch erforscht. Der irreversible 

LSD1-Inhibitor Tranylcypromin wird aktuell in klinischen Studien der AML-Thera-

pie untersucht (89).  

 

Esther Braun konnte zeigen, dass miR-193b in AML-Zellen eine essenzielle Rolle 

bei der durch LSD1-Inhibitoren induzierten Differenzierung und Proliferationsre-

duktion spielt. Der irreversible LSD1-Inhibitor GSK-LSD1 bewirkt bei 

Hoxa9/Meis1-transduzierten miR-193b Knock-Out- (KO) Zellen aus murinem 

Knochenmark sowohl einen geringeren antiproliferativen Effekt als auch einen 

geringeren Grad an Differenzierungsinduktion. Dabei wurde der Grad der Diffe-

renzierung mittels des Differenzierungsmarkers c-kit bestimmt (81), der schon 

von Barth et al. zur Messung der differenzierungsinduzierenden Wirkung von 

LSD1-Inhibitoren in murinen Hoxa9/Meis1 Zellen genutzt wurde (86) . Dies lässt 

den Schluss zu, dass miR-193b kausal an der mechanistischen Umsetzung des 

therapeutischen Effekts von LSD1-Inhibitoren beteiligt ist, bzw. die antileukämi-

sche Wirkung von GSK-LSD1 über miR-193b mediiert wird (81). Erniedrigte miR-

193b-Expression könnte somit ein Biomarker zur Identifizierung von Patienten 

sein, die von einer LSD1-Inhibitor-Therapie profitieren könnten.  

 

6.6 Zielsetzung der Arbeit 

Das Ziel der Arbeit war, die Rolle der miR-193b in AML und APL sowie in der 

Wirkungsumsetzung der beiden Wirkstoffe GSK-LSD1 und ATRA zu erforschen.  

 

Die Hypothese, dass ein Teil der Wirkung von GSK-LSD1 über die miR-193b 

mediiert wird, wurde basierend auf Daten in murinen Zellen abgeleitet. Daher 

sollte ein Ziel dieser Arbeit sein, die Übertragbarkeit dieser Hypothese auf die 

humanen AML-Zelllinien ML-2 und MOLM-13 zu verifizieren. Hierdurch sollte zu-

dem ein tieferes Verständnis über die Wirkweise der Substanzen und über die 

molekularen Mechanismen der miR-193b-Verringerung erlangt werden. Die glei-

che Fragestellung sollte auch bei der APL-Zelllinie NB-4 untersucht werden.  
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Die miR-193b ist bei Patienten mit APL als einziger AML-Entität erhöht. Daraus 

wurde die Hypothese einer protoonkogenen Eigenschaft der miR-193b in APL 

entwickelt. Dies zu überprüfen, sollte Gegenstand dieser Arbeit sein. APL ist die 

einzige AML-Form, bei der ATRA klinisch zum Einsatz kommt. Daher war ein 

weiteres Ziel der Arbeit, die Notwendigkeit des erhöhten miR-193b-Levels in APL 

für die Wirkung von ATRA zu untersuchen. Ebenso sollte eine potenzielle Rolle 

der miR-193b in dem Behandlungseffekt von ATRA in AML-Zelllinien erforscht 

werden.  

 

Neben der Rolle der miR-193b bei den Wirkungen von GSK-LSD1 und ATRA, 

war ein Ziel der Arbeit, einen potenziellen Synergismus zwischen den Wirkstoffen 

und der miR-193b zu untersuchen. Hierdurch sollten Informationen für ein tiefe-

res molekulares Verständnis der Wirkweisen der beiden Substanzen sowie der 

miR-193b gewonnen werden. Außerdem kann ein tieferes Verständnis über die 

Mechanismen eines potenziellen Synergismus perspektivisch von Interesse sein, 

sobald eine effiziente Einschleusung von miRs in Patienten möglich sein wird. 

Die miR-193b wäre wegen ihrer für einen Wirkstoff günstigen Eigenschaften ein 

interessantes Kombinationstherapeutikum: MiRs generell wirken entlang ver-

schiedener Ziele einer Signalkaskade, wodurch eine Resistenzentwicklung un-

wahrscheinlicher ist. Die miR-193b ist ein Tumorsuppressor in verschiedenen 

AML-Alters- und Schwereklassen und fungiert gut als prognostischer Biomarker.  
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7 Materialien 

7.1 Zelllinien 

Tabelle 1: Verwendete Zelllinien 

Zelllinie  Herkunft  

ML-2 Deutsche Sammlung von Mikroorga-

nismen und Zellkulturen 

MOLM-13 Deutsche Sammlung von Mikroorga-

nismen und Zellkulturen 

MOLM-14 Arbeitsgruppe Prof. Michael Rieger, 

Frankfurt 

NB-4 Deutsche Sammlung von Mikroorga-

nismen und Zellkulturen 

 

7.2 Lentiviren 

Tabelle 2: Verwendete Lentiviren 

Lentivirus Herkunft 

Kontrollvektor (5172) Arbeitsgruppe Prof. Michael Rieger, 

Frankfurt 

MiR-193b-Überexpressionsvektor 

(5534) 

Arbeitsgruppe Prof. Michael Rieger, 

Frankfurt 

 

7.3 Chemikalien und Lösungen  

Tabelle 3: Verwendete Chemikalien, Lösungen, Puffer und Reagenzien 

Chemikalie Hersteller 

Chloroform  Sigma-Aldrich 

Dimethylsulfoxid (DMSO) AppliChem 

Ethanol, absolut (≥99,8 %) Roth 

FACS Clean  Becton Dickinson  

FACS Flow Becton Dickinson  

FACS Rinse  Becton Dickinson  
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Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco, Thermo Fisher Scientific  

GlutaMAX 100x (100 ml)  Invitrogen, Thermo Fisher Scientific 

Isopropanol  Sigma-Aldrich  

Penicillin-Streptomycin Gibco, Thermo Fisher Scientific  

Phosphate Buffered Saline (PBS), 1X Gibco, Thermo Fisher Scientific 

RPMI Medium 1640 (1X) Gibco, Thermo Fisher Scientific 

TaqMan™ Universal PCR Master Mix, 

no AmpErase™ UNG 

Thermo Fisher Scientific 

Trypanblau-Lösung, 0,4% Sigma-Aldrich 

 

7.4 Antikörper 

Tabelle 4: Verwendete Antikörper 

Antikörper Hersteller 

APC anti-human CD11b, Klon D12 BD Bioscience  

APC-H7 anti-human CD14, Klon 

MφP9  

BD Bioscience 

BV421 anti-human CD16, Klon 3G8 BD Bioscience 

eBioscience™ Viability Dye eFluor™ 

506 

Thermo Fisher Scientific 

LIVE/DEAD™ Fixable Red Dead Cell 

Stain Kit, for 488 nm excitation 

Thermo Fisher Scientific  

PE anti-human CD13, Klon L138 BD Bioscience 

PerCP-Cy™5.5 anti-human CD16, 

Klon 3G8 

BD Bioscience 

 

7.5 Primer 

Tabelle 5: Verwendete Primer für die qPCR 

Primer  Hersteller  

TaqMan™ MicroRNA Assay hsa-miR- 

193b-3p  

Thermo Fisher Scientific  

  

TaqMan™ MicroRNA Assay RNU48  Thermo Fisher Scientific  
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7.6 Substanzen 

Tabelle 6: Verwendete Substanzen 

Substanz Herkunft  

GSK-LSD1 Sigma-Aldrich 

Retinsäure (ATRA) Sigma-Aldrich 

 

7.7 MicroRNA-Inhibitoren  

Tabelle 7: Verwendete MicroRNA-Inhibitoren 

Inhibitor Herkunft  

Hsa-miR-193b-3p miRCURY LNA 

miRNA Power Inhibitor, 5’ FAM-markiert 

Qiagen  

MiRCURY LNA miRNA Power Inhibitor 

Control B, 5’ FAM-markiert 

Qiagen 

 

7.8 Kits 

Tabelle 8: Verwendete Kits 

Kit Hersteller 

Qiagen miRNeasy Mini Kit Qiagen 

TaqMan™ MicroRNA Reverse Trans-

cription Kit 

Thermo Fisher Scientific 

 

7.9 Verbrauchsmaterialien 

Tabelle 9: Verwendete Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterial  Hersteller  

Cell Counting Slides for TC10™/TC20™ 

Cell Counter, Dual-Chamber 

Bio-Rad 

Cryotubes (1 und 2 ml)  Thermo Fisher Scientific  

FACS-Röhrchen  Greiner Bio-One  
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Falcon Zentrifugenröhrchen (5, 15, 50 

ml)  

Greiner Bio-One  

Gefrierbox  neoLab  

MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reac-

tion Plate, 0.1 mL  

Thermo Fisher Scientific  

MicroAmp™ Optical Adhesive Film  Thermo Fisher Scientific  

PCR-Reaktionsröhrchen  Thermo Fisher Scientific  

Pipetten P2, P10, P200, P1000  Gilson  

Pipettenspitzen 10, 100, 200, 1000µl  Gilson  

Round Bottom Röhrchen, 14 ml Greiner Bio-One  

Schutzhandschuhe (Latex, Nitril)  Meditrade  

Sterile Pipetten (2, 5, 10, 25, 50 ml)  Costar  

Zählkammer C-Chip, Neubauer impro-

ved  

Thermo Fisher Scientific  

Zellkulturflaschen (25, 75 cm2)  Becton Dickinson  

Zellkulturplatten (6, 12, 24, 48, 96 well)  Cellstar  

Zellkulturplatten (6, 12, 24, 48, 96 well)  Greiner Bio-One  

 

7.10 Geräte 

Tabelle 10: Verwendete Geräte 

Gerät Hersteller 

BD FACSCelesta  Becton Dickinson 

BD LSRFortessaII Becton Dickinson  

Clean bench, HERAsafe KSP Thermo Fisher Scientific  

CO2-Inkubator, HERAcell 150i Thermo Fisher Scientific  

Gefrierschrank -20°C und Kühl-

schränke 

Liebherr 

Gefrierschrank -80°C, Heraeus Thermo Fisher Scientific  

Inkubator, Heraeus  Thermo Fisher Scientific  

Nanodrop 1000 Spektrometer Thermo Fisher Scientific  

Pipettierhilfe PipetBoy Integra Biosciences 
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QuantStudio® 5 Real-Time PCR sys-

tem 

Thermo Fisher Scientific 

TC20™ Automated Cell Counter Bio-Rad 

Vakuumpumpe Integra Biosciences 

Vortex Minishaker Roth 

Zentrifuge Rotanta 200 220R Hettich 

Zentrifuge Rotanta 460R Hettich 

Zentrifuge, Heraeus Megafuge 1.0R  Thermo Fisher Scientific 

 

7.11 Softwares 

Tabelle 11: Verwendete Softwares 

Software Hersteller 

BD FACSDiva V8.0  Becton Dickinson  

Excel, Microsoft Office 2020  Microsoft Corporation  

GraphPad Prism V8.1.1  GraphPad Software  

Quant-Studio Design and Analysis Soft-

ware (qPCR) V1.5.0 

Thermo Fisher Scientific  
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8 Methoden 

8.1 Molekularbiologie  

8.1.1 Konzentrationsbestimmung der MicroRNA 

Die Bestimmung der MicroRNA-Konzentration erfolgte durch den NanoDrop 

1000 mittels UV-Vis Spektrophotometrie. Zunächst wurde als Kontrolle 1µl des 

miR- Lösungsmittels (Nuklease-freies Wasser) auf den Messpunkt gegeben und 

anschließend 1µl der miR-Lösung. Die Bestimmung der miR-Konzentration er-

folgte automatisiert durch Bestimmung der optischen Dichte. 

 

8.1.2 MicroRNA-Isolation 

Die MicroRNA-Isolation aus den Zellen wurde entsprechend des Protokolls des 

Qiagen miRNeasy Kits durchgeführt. Nach der Isolation wurde die erzielte miR-

Konzentration per Nanodrop bestimmt und das Isolat bei -80°C bis zur Weiter-

verwendung aufbewahrt.  

 

8.1.3 Reverse Transkription und qPCR 

Für die Durchführung der reversen Transkription wurde das TaqMan™ 

MicroRNA Reverse Transcription Kit benutzt. Als Kontrolle für die MicroRNA 

wurde RNU48 verwendet. Im ersten Schritt wurde mithilfe eines T100 Thermal 

Cyclers die MicroRNA in komplementäre DNA (cDNA) umgeschrieben. Im zwei-

ten Schritt wurde mittels dieser, zusammen mit spezifischen TaqMan™ Primern, 

die qPCR in einem QuantStudio® 5 Real-Time PCR System angesetzt. Beide 

Experimente wurden nach Protokoll des Herstellers (thermofisher) durchgeführt; 

Genaue Angaben über die verwendeten Pippetier-Ansätze für die einzelnen Pro-

ben der Reversen Transkription und qPCR sowie über das Temperaturschema 

finden sich im Nachfolgenden:  
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Tabelle 12: Pippetier-Ansatz der Reversen Transkription 

Reagenzien  Menge  

100mM dNTPs  0,15µl  

MultiScribe Reverse Transcriptase 

50U/µl  

1µl  

10x Reverse Transcription Buffer  1,5µl  

RNA-Isolat   9,16µl  

RNase Inhibitor 20U/µl  0,19µl  

Primer  3 µl 

 

Tabelle 13: Pippetier-Ansatz der qPCR 

Reagenzien  Menge  

TaqMan 2x PCR Master Mix No UNG  10µl  

Nuclease-free water  8µl  

TaqMan Primer  1µl  

cDNA 1µl 

 

Tabelle 14: Temperaturschema der Reversen Transkription 

Zeit  Temperatur  

30 Minuten  16°C  

30 Minuten  42°C  

5 Minuten  85°C  

∞  4°C  

 

Tabelle 15: Temperaturschema der qPCR 

Zeit  Temperatur  

10 Minuten  95°C  

40 Zyklen:  

I. 15 Sekunden  

II. 60 Sekunden  

  

95°C  

60°C  
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8.2 Zellkultur  

8.2.1 Zellkultur-Medien 

Medium für MOLM-13, ML-2 und NB-4-Zellen:  

- RPMI  

- 10% FBS  

- 1% PenStrep  

- 1% GlutaMAX  

 

Allgemeines Gefriermedium:  

- RPMI  

- 50% FBS  

- 10% DMSO  

 

8.2.2 Kultivierung der Zellen   

Alle Zelllinien wurden in Zellkulturflaschen und/oder – Platten in Brutschränken 

kultiviert, in denen die Atmosphäre auf 37°C erwärmt und auf 5% CO2 angerei-

chert ist. Alle drei verwendeten Zelllinien, ML-2, MOLM-13 und NB-4, wurden alle 

zwei bis drei Tage in einem Verhältnis von 1:2 bis 1:3 mit vorgewärmtem Medium 

gesplittet. Sie wurden bei einer Konzentration von 0,5-2x106/ml kultiviert.  

 

8.2.3 Kryokonservierung und Auftauen der Zellen 

Die Kryokonservierung der Zellen erfolgte in einem Gefriermedium nach oben 

genannter Zusammensetzung. Hierbei wurden 5-106 Zellen/ml in 1 bis 2ml Ge-

friermedium resuspendiert und in Cryotubes überführt. Anschließend erfolgte die 

Herunterkühlung der Proben in einer Isopropanol-Box über mindestens 48 Stun-

den in einem -80°C Kühlschrank. Danach wurden die Cryotubes in Tanks mit 

flüssigem Stickstoff aufbewahrt.  

Zum Auftauen der Zellen wurden die aufgetauten Zellen in vorgewärmtem, regu-

lärem Medium resuspendiert und für 5 Minuten bei 300g zentrifugiert. Letztlich 

folgte eine erneute Resuspension in frischem, regulärem Medium, bevor die 
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Zellen temporär in Zellkulturplatten überführt wurden. Nach drei bis fünf Tagen 

wurden die Zellen in Zellkulturflaschen überführt, um sie darin zu kultivieren. Die 

Bestimmung der Konzentration der aufgetauten Zellen wurde mittels eines Zell-

zählers durchgeführt. 

 

8.3 Zellzählung 

Zum Zählen der Zellen bzw. zur Bestimmung von Konzentrationen in Zellsuspen-

sionen wurde der TC20™ Automated Cell Counter (Bio Rad) verwendet. Hierfür 

wurde die Probe zunächst resuspendiert. Anschließend wurden 10µl der Probe 

entnommen und mit 10µl Trypanblau gemischt. 10µl des Gemischs wurden in die 

Zählkammer eines Zellzählungs-Kammerobjektträgers pipettiert. Die Zählung er-

folgte automatisiert durch den Zellzähler. 

 

8.4 Lentivirale Transduktion 

Zur Überexpression der miR wurde ein miR-193b-Überexpressionsvektor ge-

nutzt. Die Vektorkonstruktion erfolgte durch Haetscher et al. (79). Die Lentiviren 

5534 (miR-193b-Überexpression) und 5172 (Kontrolle) wurden mit HEK293-Zel-

len und durch Calcium-Phosphat-Präzipitation Transfektion hergestellt (81). Der 

Titer des 5534-Virus betrug 1,2x108/ml und des 5172-Virus 8,3x108/ml. Vektoren 

und Lentiviren wurden mir für diese Arbeit dankenswerter Weise von Nadine 

Haetscher und Esther Braun zur Verfügung gestellt. Die Zelllinien wurden im Ver-

hältnis 1:5 mit Lentiviren transduziert, es wurde also eine Multiplicity of infection 

(MOI) von 5 verwendet. Dafür wurden zwischen 500 und 1000µl Zellen mit einer 

Konzentration von 0,5x106/ml in 24- oder 48-well-Platten mit dem Virus gemischt 

und anschließend inkubiert. Nach 24 Stunden erfolgte eine Resuspension des 

Gemischs. Die Transduktionseffizienz wurde per Durchflusszytometrie bestimmt.  

 

8.5 LNA-Transfektion 

Um die Menge an MicroRNA in den Zellen zu reduzieren, wurden Fluoreszenz-

markierte miRCURY Locked Nucleic Acids (LNA) von Qiagen benutzt. LNA sind 
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Antisense Oligonukleotide mit komplementärer Sequenz zu ihren Zielstrukturen. 

Sie binden stabil an die miR und verhindern folglich, dass die miR an ihre physi-

ologischen Zielsequenzen binden kann. Die bei dieser Arbeit angewandte Tech-

nik nennt sich Gymnosis. Hierbei wird die LNA direkt zu den Zellen in das Kultur-

medium gegeben; es wird kein Transfektionsmedium benötigt, das potenzielle 

Nebeneffekte hervorrufen könnte. Neue LNA wurden nach Resuspension in einer 

50µM Stammlösung bei -20°C tiefgefroren. Sie wurden in 2µl Aliquots aufbe-

wahrt, um wiederholtes Auftauen und Tieffrieren zu vermeiden. Für ML-2 und 

MOLM-13 wurde eine Endkonzentration der LNA von 500nM und für NB-4 eine 

von 1000nM verwendet, bei einer Konzentration der Zellen von 0,5x106/ml.  

 

8.6 Durchflusszytometrie  

Mithilfe eines Durchflusszytometers kann die Morphologie von Zellen und Ex-

pression von Antigenen auf der Zelloberfläche auf Einzelzellebene beurteilt wer-

den. Die Zellen fließen einzeln nacheinander durch eine Messkammer und wer-

den dort mit einem Laser angestrahlt. Das dadurch entstehende Streulicht lässt 

Rückschlüsse auf die Morphologie der Zellen zu. Wenn die Zellen vor der Mes-

sung mit Fluoreszenz-markierten Antikörpern behandelt werden, kann man bei 

der Messung die Expression von Zelloberflächen-Antigenen beurteilen. Die ver-

wendeten Antikörper sind in Tabelle 4 aufgelistet. Die Messungen wurden an ei-

ner BD LSRFortessa durchgeführt und die Software BD FACSDiva verwendet. 

Zur Einstellung eines adäquaten Gates wurde bei allen Messungen eine unge-

färbte Probe als Negativkontrolle mit gemessen, nach welcher das Gate ausge-

richtet wurde. Bei jeder Messung wurde ein viability dye benutzt, sodass aus-

schließlich die lebenden Zellen analysiert wurden. Bei den Versuchen mit LNA 

bzw. lentiviraler Überexpression wurde zudem auf Blaues Fluoreszentes Protein 

(BFP)- bzw. Fluoreszein Amidite (FAM)-positive Zellen gegated, wodurch nur die 

Zellen, die die LNA bzw. das Virus aufgenommen haben, ausgewertet wurden. 

Zur Auswertung der Oberflächenmarker wurde die Mittlere Fluoreszenz Intensität 

(MFI) gemessen und die Werte von der Kontrollgruppe mit denen der Experimen-

talgruppen verglichen.  
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Als Vorbereitung der Messung wurden die Proben resuspendiert, gewaschen, in 

ca. 200µl Flüssigkeit mit den Antikörpern gefärbt und anschließend etwa 30 Mi-

nuten im Kühlschrank bei 4°C inkubiert. Darauf folgte ein erneutes Waschen, um 

die Antikörper, die an keine Zellen gebunden haben, zu entfernen. Die fertigen 

Proben wurden lichtgeschützt aufbewahrt und innerhalb von einer Stunde ge-

messen.  

 

8.7 Bestimmung der kumulativen Zellzahl 

Bei den Experimenten, in denen das Wachstum der Zellpopulation über mehrere 

Tage hinweg beobachtet wurde, war ein Splitten der Zellen und die Zugabe von 

frischem Medium während des Experiments notwendig. Für die Berechnung der 

kumulativen Zellzahl wurde folgende Formel angewandt: 

𝐺𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡 𝑛 𝑑𝑒𝑠 𝑗𝑒𝑤𝑒𝑖𝑙𝑖𝑔𝑒𝑛 𝑑

𝐺𝑒𝑠𝑎𝑚𝑡 𝑛 𝑑𝑒𝑠 𝑣𝑜𝑟ℎ𝑒𝑟𝑖𝑔𝑒𝑛 𝑑 𝑥 𝑆𝑝𝑙𝑖𝑡𝑓𝑎𝑘𝑡𝑜𝑟 𝑑𝑒𝑠 𝑣𝑜𝑟ℎ𝑒𝑟𝑖𝑔𝑒𝑛 𝑑 
𝑥 𝐾𝑢𝑚𝑢𝑙𝑎𝑡𝑖𝑣𝑒 𝑛 𝑑𝑒𝑠 𝑣𝑜𝑟ℎ𝑒𝑟𝑖𝑔𝑒𝑛 𝑑 

n= Zellzahl  

d= Tag 

 

8.8 Versuchsablauf bei Experimenten mit differenzierungsin-

duzierenden Wirkstoffen und LNA/ lentiviraler Überexpres-

sion  

Um zu untersuchen, inwiefern eine Erhöhung bzw. Erniedrigung der MicroRNA-

193b den Effekt der Wirkstoffe auf die Zelllinien beeinflusst, wurden LNA bzw. 

Lentiviren verwendet. Für diese Versuche wurden die Zellen bereits mindestens 

drei Tage vor Versuchsbeginn mit den LNA transfiziert bzw. mit den Lentiviren 

transduziert. Hierdurch sollte sichergestellt werden, dass am Tag 0 des Ver-

suchsbeginns die LNA bereits sicher an die miR gebunden haben bzw. die Über-

expression der miR bereits stattgefunden hat. Bei Versuchsbeginn wurden die 

Zellen erneut auf die Konzentration von 0,5x106/ml eingestellt und jeweils 100µl 

auf 96-well-Platten ausgesät. Zu diesem Zeitpunkt wurden die Wirkstoffe hinzu-

gegeben. Zudem wurde bei den LNA-Versuchen die LNA-Konzentration in den 
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Proben erneut auf 500nM bei ML-2 und MOLM-13 sowie auf 1000nM bei NB-4 

eingestellt.  

 

8.9 Statistische Analyse 

Um zu untersuchen, inwiefern sich die Wirkstoffe allein bzw. die Wirkstoffe nach 

erhöhtem/verringertem miR-193b-Level auf den Differenzierungsgrad der Zellen 

auswirken, wurde die Mittlere Fluoreszenz Intensität (MFI) von verschiedenen 

Oberflächenmarkern durchflusszytometrisch bestimmt. Die Experimente wurden 

mehrfach durchgeführt und jeweils der Mittelwert der technischen Replikate ge-

bildet, anhand derer die statistische Analyse erfolgte. Die Werte innerhalb eines 

Experiments wurden standardisiert und die Werte der Experimentalgruppen in 

Relation zur Kontrollgruppe ausgedrückt, die gleich 1 gesetzt wurde. Die Berech-

nung der Mittelwerte der MFIs sowie die Standardisierung zur Kontrollgruppe er-

folgte mittels Excel. Die anschließende Berechnung der statistischen Signifikanz 

und die Erstellung der Graphen erfolgte mithilfe von GraphPad Prism. Für die 

Berechnung der Signifikanz verschiedener Expressionsunterschiede nach 

qPCRs wurde der students t-test angewandt. Hierfür wurde jeweils der CT-Mit-

telwert aus drei technischen Replikaten des jeweiligen Experiments gebildet und 

mittels der Delta-Delta CT Methode der „Expression Fold Change“ berechnet. 

Beim Vergleich der Differenzierung von zwei Gruppen wurde ebenfalls der Stu-

dents t-test angewandt. Hingegen wurde zur statistischen Berechnung von drei 

Gruppen der Tukey-Test im Rahmen einer ordinary one-way-Anova verwendet. 

Abbildung 1: Allgemeiner Versuchsablauf bei Experimenten mit differenzierungsinduzierenden 

Wirkstoffen und LNA/ lentiviraler Überexpression 
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Zur Analyse von Zellzahlen aus mehreren Gruppen und zu verschiedenen Zeit-

punkten kam ebenfalls der Students t-test (zusammen mit der Holm-Šídák-Me-

thode) in Form eines multiple t-test zum Einsatz. Auch hierbei wurden zur statis-

tischen Berechnung jeweils die Mittelwerte aus mehreren Experimenten verwen-

det. Bei jeglichen statistischen Berechnungen wurde das Signifikanzniveau auf 

α=0,05 festgelegt.  
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9 Ergebnisse 

9.1 Einfluss eines modifizierten MicroRNA-193b-Levels auf 

Zelldifferenzierung und -proliferation in AML-Zelllinien 

9.1.1 LNA reduzieren die zelluläre Menge von MicroRNA-193b  

Um die Auswirkungen von veränderten MicroRNA-193b-Levels auf die Differen-

zierung und Proliferation der Zelllinien sowie auf den Einfluss der Wirkstoffe auf 

die Zellen zu untersuchen, war es zunächst notwendig, die Wirkung und Effekti-

vität der LNA bzw. des Überexpressionsvektors zu untersuchen. Zu den beiden 

AML-Zelllinien ML-2 und MOLM-13 sowie der APL-Zelllinie NB-4 wurde miR-

193b-3p LNA hinzugegeben. Dabei wurden die AML-Zelllinien mit 500nM und die 

APL-Zelllinie mit 1000nM LNA für jeweils 48 Stunden inkubiert. Die notwendigen 

Konzentrationen wurden in Vorversuchen ermittelt. Nach 48 Stunden wurden die 

MicroRNAs isoliert und mittels qPCR gemessen (Abb. 2). Bei allen drei Zelllinien 

führte eine Behandlung mit LNA zu einer signifikanten Senkung der Konzentra-

tion von miR-193b: Bei NB-4 etwa um das 17-fache, bei ML-2 etwa um das 4-

fache, bei MOLM-13 etwa um das 3-fache. 

Um zu überprüfen, wie hoch die Transfektionseffizienz der LNA war und wie 

lange die LNA stabil in den Zellen verblieben, wurde von ihrer fluoreszierenden 

Eigenschaft Gebrauch gemacht. Die LNA sind mit dem Fluoreszenz-Farbstoff 

FAM markiert. Nach einer Inkubationszeit von einem Tag und von acht Tagen 

wurden die Zellen mithilfe eines FACS-Gerätes gemessen (Abb. 3). In den FACS 

Blots war zu erkennen, dass in allen drei Zelllinien (links ML-2, in der Mitte 

MOLM-13, rechts NB-4) sowohl bereits nach einem als auch nach acht Tagen 

fast 100% der Zellen die LNA aufgenommen haben. Somit konnte gezeigt wer-

den, dass die LNA in Hinsicht auf Aufnahme, Verbleib in den Zellen und Verrin-

gerung des zellulären miR-193b-Gehaltes gut funktionieren und damit für weitere 

Experimente geeignet waren. Ebenso musste der Überexpressionsvektor auf die 

gleichen Qualitätsmerkmale untersucht werden. 
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Abbildung 3: LNA bleiben über mehrere Tage stabil in den Zellen. FACS Dot Plots von ML-2, MOLM-
13 und NB-4 nach 1 und 8 Tagen nach Zugabe der durch FAM-Fluoreszenz-markierten LNA. Darstellung 
der FAM-positiven Zellen. Konzentration bei ML-2 und MOLM-13: 500nM; Konzentration bei NB-4: 1000nM. 
Dargestellt ist exemplarisch die Messung eines technischen Replikats; N=1. 
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Abbildung 2: LNA reduzieren effektiv die Menge an MicroRNA-193b in den Zellen. Darstellung der 
veränderten Menge an miR-193b in den Zelllinien mittels qPCR 48 Stunden nach Zugabe der LNA. Die mit 
LNA behandelten Proben sind im Verhältnis zu den mit Kontroll-LNA behandelten Proben angegeben. 
Konzentration bei ML-2 und MOLM-13: 500nM; Konzentration bei  NB-4: 1000nM. Darstellung des Mittel-
werts mit Standardabweichung bei n=3. Signifikanz berechnet mittels t-Test. α=0,05. ** p<0,01;                     
**** p<0,0001. 
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9.1.2 Überexpression von MicroRNA-193b erhöht effektiv das 

zelluläre miR-Level 

Während LNA benutzt wurden, um eine Erniedrigung des zellulären miR-193b-

Gehaltes zu erreichen, wurde zur Erhöhung des miR-Levels im Rahmen dieser 

Arbeit ein lentiviraler Überexpressionsvektor genutzt. Auch diesen galt es auf 

seine Qualität zu überprüfen. Zellen, die den Überexpressionsvektor aufgenom-

men haben, exprimierten BFP als Fluoreszenzreporter. Die transduzierten Zellli-

nien ML-2 und MOLM-13 wurden mittels FACS gemessen (Abb. 4). ML-2 (links 

in Abb. 4) wies eine Transduktionseffizienz von 67% auf und MOLM-13 (rechts) 

eine von 89%. Nach Messung des miR-193b-Gehalts der mit miR-193b-Überex-

pressionsvektor transduzierten Zellen mittels qPCR zeigte sich im Vergleich zu 

der Kontrolle bei ML-2 etwa ein 8000-fach und bei MOLM-13 ein knapp 9000-

fach höheres miR-193b-Level (Abb. 5).         

Abbildung 4: Der miR-193b-Überexpressionsvektor weist eine hohe Transduktionseffizienz auf. 
FACS Dot Plots von ML-2 und MOLM-13 nach Transduktion der durch BFP-Fluoreszenz-markierten Über-
expressionsvektoren. Darstellung der BFP-positiven Zellen. MOI=5. Dargestellt ist exemplarisch die Mes-
sung eines technischen Replikats aus n=2. 
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Insgesamt wurde deutlich, dass der miR-193b-Überexpressionsvektor eine hohe 

Effizienz aufweist und damit ebenfalls für Folgeversuche geeignet war.  

 

9.1.3 Veränderte MicroRNA-193b-Level haben keinen Einfluss 

auf Differenzierung und Proliferation von AML-Zelllinien  

Bevor die Fragestellung untersucht wurde, inwiefern erhöhte oder verringerte 

miR-193b-Level die Auswirkungen von Wirkstoffen auf die Zelle beeinflussen, 

war es nötig herauszufinden, ob veränderte miR-193b-Level an sich bereits einen 

Einfluss auf die Zelllinien haben. Ein potenzieller Einfluss wurde im Rahmen die-

ser Arbeit durch Messung der Proliferation und der Zelldifferenzierung unter-

sucht. Aufgrund der tumorsuppressiven Eigenschaft der miR-193b und ihrer nied-

rigen Konzentration in AML-Zellen war zunächst davon auszugehen, dass eine 

Überexpression einen differenzierungsinduzierenden und antiproliferativen Ef-

fekt zur Folge haben könnte. Um die Auswirkungen veränderter miR-193b-Level 

auf die Proliferation zu untersuchen, wurden die beiden AML-Zelllinien ML-2 und 

MOLM-13 mit den LNA transfiziert bzw. dem Überexpressionsvektor transduziert. 

Die Zellen wurden erneut ausgesät und die Proliferation über einen Zeitraum von 

96 Stunden beobachtet sowie die Zellzahl gemessen. Dies geschah nach min-

destens drei Tagen, um sicher zu stellen, dass eine Aufnahme in die Zellen statt-

gefunden hat (siehe auch Methoden-Kapitel). In beiden Fällen, nach LNA-Trans-

fektion (Abb. 6) und nach Transduktion mit dem Überexpressionsvektor (Abb. 8), 

Abbildung 5: MiR-193b-Überexpression erhöht das miR-Level signifikant. Darstellung der veränderten 
Menge an miR-193b in den Zelllinien mittels qPCR nach Transduktion mit dem miR-193b-Überexpressions-
vektor. Die mit Überexpressionsvektor behandelten Proben sind im Verhältnis zu den mit Kontroll-Vektor 
behandelten Proben angegeben. MOI=1. ÜE= Überexpression. Darstellung des Mittelwerts mit Standardab-
weichung aus n=3. Signifikanz berechnet mittels t-Test. α=0,05; * p<0,05; ** p<0,01. 
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war nach 96 Stunden kein signifikanter Unterschied zu den Proliferationskurven 

der Kontrollgruppen zu vermerken. Das miR-193b-Level zu erhöhen oder zu ver-

ringern hat damit keinen Einfluss auf die Proliferation der Zelllinien innerhalb der 

ersten 96 Stunden. 

Die Frage nach einer eventuellen differenzierungsmodifizierenden Wirkung durch 

veränderte miR-193b-Level wurde mit Hilfe von FACS-basierter Messung von ty-

pischen AML-Differenzierungsmarkern untersucht. Nach 96-stündiger Inkubation 

der Zellen nach Transfektion mit LNA bzw. Transduktion mit dem Vektor wurden 

die Zellen mit Antikörpern für die beiden Differenzierungsmarker CD11b und 

CD16 angefärbt. Ihre MFIs wurden im Verhältnis zur jeweiligen Kontrolle mittels 

FACS bestimmt. Sowohl nach Reduktion der miR-193b durch die LNA (Abb. 7) 

als auch nach Erhöhung der miR-193b durch den Überexpressionsvektor (Abb. 

9) gaben die beiden myeloischen Marker CD11b und CD16 keinen Hinweis da-

rauf, dass die veränderten miR-193b-Level die Differenzierung in diesen Zellli-

nien beeinflussen.  

Somit lässt sich insgesamt aus diesen Ergebnissen schließen, dass ML-2 und 

MOLM-13 hinsichtlich Differenzierung und Proliferation nicht auf miR-193b ange-

wiesen sind. Zudem führte in dem gemessenen Zeitraum eine Überexpression 

der miR-193b nicht zu einem Proliferations-modifizierenden oder differenzie-

rungsinduzierenden Effekt. Die Ausgangshypothese konnte im Rahmen dieser 

Experimente nicht bestätigt werden.  

Abbildung 6: Reduziertes miR-193b-Level hat keinen Einfluss auf die Proliferation von ML-2 und 
MOLM-13. Darstellung der Proliferationskurven nach Zugabe der LNA bzw. Kontroll-LNA. Konzentration der 
LNA: 500nM. Darstellung des Mittelwerts mit Standardabweichung aus n=3. Signifikanz berechnet mittels t-
Test. α=0,05. 
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Abbildung 7: Reduziertes miR-193b-Level hat keinen Einfluss auf die Differenzierung von ML-2 und 
MOLM-13. Darstellung der MFI der Differenzierungsmarker CD11b und CD16 96 Stunden nach Experi-
mentbeginn. Die mit LNA behandelten Proben sind im Verhältnis zu den mit Kontroll-LNA behandelten 
Proben standardisiert. Konzentration der LNA: 500nM. Darstellung des Mittelwerts der MFIs mit 
Standardabweichung. N=3. Signifikanz berechnet mittels t-Test. α=0,05. 
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Abbildung 8: Erhöhtes miR-193b-Level hat keinen Einfluss auf die Proliferation von ML-2 und     
MOLM-13. Darstellung der MFI der Differenzierungsmarker CD11b und CD16 96 Stunden nach Experiment-
beginn. Die mit miR-193b-Überexpressionsvektor behandelten Proben sind im Verhältnis zu den mit Kon-
troll-Vektor behandelten Proben standardisiert. MOI=5. ÜE= Überexpression. Darstellung des Mittelwerts 

der MFIs mit Standardabweichung. N=6. Signifikanz berechnet mittels t-Test. α=0,05. 
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Abbildung 9: Erhöhtes miR-193b-Level hat keinen Einfluss auf die Differenzierung von ML-2 und 
MOLM-13. Darstellung der MFI der Differenzierungsmarker CD11b und CD16 96 Stunden nach Experi-
mentbeginn. Die mit miR-193b-Überexpressionsvektor behandelten Proben sind im Verhältnis zu den mit 
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9.2 Die Rolle von miR-193b in der mechanistischen Umsetzung 

des therapeutischen Effekts von GSK-LSD1 in AML und 

APL 

9.2.1 GSK-LSD1-induzierte miR-193b-Hochregulation ist nicht 

allein für die Umsetzung des Behandlungseffekts in AML 

verantwortlich 

Nachdem wir feststellen konnten, dass eine veränderte Menge an miR-193b nicht 

zu einer veränderten Differenzierung oder Proliferation in AML führt, war es von 

Interesse zu untersuchen, welche Rolle sie bei der Umsetzung des Behandlungs-

effekts des Wirkstoffes GSK-LSD1 spielt. Die Hypothese lautete, dass, ebenso 

wie in den murinen Zellen, die miR-193b-Hochregulation durch GSK-LSD1 zur 

tumorsuppressiven Wirkung von GSK-LSD1 beiträgt. Hierzu wurde der zelluläre 

miR-193b-Gehalt mithilfe von miR-193b-LNA reduziert. Anschließend erfolgte die 

Behandlung der Zelllinien mit GSK-LSD1, gefolgt von einer 96-stündigen Inkuba-

tionszeit. In diesem Zeitraum wurden die Zellen jeweils nach 48 und nach 96 

Stunden gezählt und Proliferationskurven erstellt. Von besonderem Interesse war 

der Vergleich der Zellpopulationen, die bei regulären miR-193b-Level mit GSK-

LSD1 behandelt wurden (mit LNA-Kontrolle behandelt), mit denjenigen, bei wel-

chen vor GSK-LSD1-Zugabe der Gehalt der miR-193b reduziert wurde. Die Zel-

len mit regulärem miR-193b-Level wiesen bei GSK-LSD1-Behandlung eine deut-

lich verringerte Proliferationskurve auf. Dies war basierend auf Vorversuchen an 

den murinen Zellen sowie aufgrund der in der Literatur beschriebenen Wirkung 

von GSK-LSD1 zu erwarten (Abb. 10). Die Gruppe, bei der das miR-193b-Level 

während der Behandlung mit GSK-LSD1 durch LNA verringert wurde, wies im 

Vergleich dazu jedoch keinen Unterschied auf; die Proliferation verhielt sich - so-

wohl bei ML-2 als auch MOLM-13 - genauso wie bei der Population mit unverän-

dertem miR-Level. Hieraus lässt sich ableiten, dass die durch GSK-LSD1 indu-

zierte miR-193b-Erhöhung nicht bzw. nicht allein für die Umsetzung des Behand-

lungseffekts von GSK-LSD1 in AML verantwortlich ist. Damit konnte die Hypo-

these nicht bestätigt werden, dass der antileukämische Effekt von GSK-LSD1 

maßgeblich durch die Erhöhung von miR-193b erfolgt.  



 

36 
 

 

9.2.2 Erhöhte miR-193b-Level führen in Kombination mit GSK-

LSD1 zu synergistischem Effekt in AML  

Wir wollten herausfinden, welchen Einfluss ein erhöhtes miR-193b-Level auf die 

Auswirkungen des Wirkstoffs GSK-LSD1 auf AML-Zellen hat. Entsprechend der 

Ausgangshypothese, dass die tumorsuppressive Wirkung von GSK-LSD1 miR-

193b-vermittelt erfolgt, war anzunehmen, dass ein gesteigertes miR-Level zu ei-

nem verstärkten antileukämischen Effekt führen würde. Dies sollte zu einem bes-

seren Verständnis über die Wirkungsweise von GSK-LSD1 sowie über die Rolle 

von miR-193b beitragen. Außerdem wollten wir mögliche synergistische Effekte 

untersuchen. Hierzu wurden die Zelllinien ML-2 und MOLM-13 mit einem miR-

193b-Überexpressions- bzw. Kontrollvektor transduziert, um die zellulären miR-

193b-Level zu erhöhen, und anschließend mit GSK-LSD1 behandelt. Nach 96-

stündiger Inkubation wurden die Zellen gezählt und die Proliferationskurven mit-

einander verglichen. Zudem wurde mittels FACS die MFI des Differenzierungs-

markers CD11b gemessen. Hierbei zeigte sich, dass diejenigen Zellpopulatio-

nen, die mit GSK-LSD1 in Kombination mit dem miR-193b-Überexpressionsvek-

tor behandelt wurden, im Vergleich zu den mit dem Kontrollvektor behandelten 

Populationen signifikant niedrigere Proliferationskurven aufwiesen (Abb. 11). Da-

bei wurde der antiproliferative Effekt von GSK-LSD1 bei ML-2 geringfügig, bei 

MOLM-13 etwa doppelt so stark wie bei der Kontrollgruppe verstärkt. Zudem war 

nach 96 Stunden die MFI des Differenzierungsmarkers CD11b bei ML-2 in der 

Abbildung 10: Reduzierte miR-193b-Level beeinflussen nicht die antiproliferative Wirkung von GSK-
LSD1 auf ML-2 und MOLM-13. Darstellung der Proliferationskurven nach Zugabe der LNA bzw. Kontroll-
LNA und gleichzeitiger GSK-LSD1-Behandlung. GSK-LSD1 reduziert die Proliferation der Zelllinien; eine 
gleichzeitige Verringerung der miR-193b-Menge via LNA führt zu keiner Veränderung. Konzentration der 
LNA: 500nM. Konzentration von GSK-LSD1 und Wasser als Kontrollsubstanz: 0,1 µM. Darstellung des 
Mittelwerts mit Standardabweichung aus n=3. Signifikanz berechnet mittels t-Test. α=0,05. * p<0,05;                 
** p<0,01; *** p<0,001. 
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Gruppe, bei der das miR-193b-Level mittels Überexpressionsvektor erhöht und 

gleichzeitig mit GSK-LSD1 behandelt wurde, am höchsten (Abb. 12). Die Gruppe, 

die lediglich mit GSK-LSD1 bei normalem miR-193b-Niveau behandelt wurde, 

wies ebenfalls eine erhöhte Expression von CD11b auf; Die Differenzierung 

wurde jedoch am meisten bei den Zellen induziert, dessen miR-193b-Level er-

höht wurde und eine gleichzeitige Behandlung mit GSK-LSD1 stattfand. Damit 

konnte gezeigt werden, dass ein gesteigertes miR-193b-Level den antiprolifera-

tiven und differenzierungsinduzierenden Einfluss von GSK-LSD1 auf AML-Zellen 

verstärkt. MiR-193b und GSK-LSD1 präsentieren damit einen additiven oder sy-

nergistischen Effekt.  

Abbildung 11: Erhöhte miR-193b-Level verstärken die antiproliferative Wirkung von GSK-LSD1 auf 
ML-2 und MOLM-13. Darstellung der Proliferationskurven nach Transduktion der Zellen mit miR-193b-
Überexpressions- bzw. Kontrollvektor und gleichzeitiger GSK-LSD1-Behandlung. GSK-LSD1 reduziert die 
Proliferation der Zelllinien; eine gleichzeitige Erhöhung der miR-193b-Menge via lentiviraler Überexpression 
führt zu einem synergistischen anti-proliferativen Effekt. MOI=5. ÜE= Überexpression. Konzentration von 
GSK-LSD1 und Wasser als Kontrollsubstanz: 0,1 µM. Darstellung des Mittelwerts mit Standardabweichung 
aus n=6. Signifikanz berechnet mittels t-Test. α=0,05. * p<0,05; *** p<0,001; ***** p<0,00001. 
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Abbildung 12: Erhöhtes miR-193b-Level verstärkt die differenzierungsinduzierende Wirkung von 
GSK-LSD1 auf ML-2. Darstellung der MFI des Differenzierungsmarkers CD11b 96 Stunden nach Experi-
mentbeginn. GSK-LSD1 induziert Differenzierung; eine gleichzeitige Erhöhung der miR-193b-Menge via 
lentiviraler Überexpression führt zu einem synergistischen Effekt. Die mit miR-193b-Überexpressionsvektor 
behandelten Proben sind im Verhältnis zu den mit Kontroll-Vektor behandelten Proben standardisiert. 
MOI=5. ÜE= Überexpression. Darstellung des Mittelwerts der MFIs mit Standardabweichung. N=6. Signifi-
kanz berechnet mittels ordinary one-way-Anova. α=0,05. ** p<0,01; **** p<0,0001. 
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9.2.3 Reduktion von miR-193b beeinflusst nicht den Behand-

lungseffekt von GSK-LSD1 in NB-4-Zellen (APL)  

Im Rahmen dieser Arbeit wurde neben den AML-Zelllinien auch in der APL-Zell-

linie NB-4 die potenziellen Auswirkungen eines veränderten miR-193b-Levels auf 

den Behandlungseffekt von GSK-LSD1 untersucht. Entsprechend der für die 

AML-Zelllinien aufgestellten Hypothese, dass die Wirkung von GSK-LSD1 über 

eine miR-193b-Erhöhung vermittelt wird, war auch bei NB-4-Zellen zunächst da-

von auszugehen, dass es durch eine miR-193b-Senkung zu einem Rescue des 

antiproliferativen Effekts kommen würde. Eine GSK-LSD1-bedingte Erhöhung 

des miR-193b-Levels konnte für NB-4, genauso wie für AML, in Vorversuchen 

gezeigt werden. Parallel zu dem Ansatz mit AML-Zellen wurde das miR-193b-

Level mithilfe von miR-193b-LNA reduziert und anschließend eine GSK-LSD1-

Behandlung durchgeführt. Nach 48 und 96 Stunden wurden die Zellen gezählt 

und Proliferationskurven erstellt. Ebenso wurde die Differenzierung anhand des 

Differenzierungsmarkers CD11b nach 48 Stunden bestimmt. GSK-LSD1 hatte 

einen stark signifikanten, antiproliferativen Effekt in NB-4. Dieser, durch GSK-

LSD1 induzierte antiproliferative Effekt, blieb jedoch unverändert bei Behandlung 

von Zellen, bei denen das miR-193b-Level durch LNA reduziert wurde (Abb. 13). 

Auch die Differenzierung war bei beiden mit GSK-LSD1 behandelten Gruppen 

gleich, unabhängig davon, ob das miR-193b-Level unverändert oder reduziert 

war (Abb. 14). Diese Ergebnisse zeigen, dass in der APL-Zelllinie NB-4, gleich-

ermaßen wie in AML-Zellen, der antileukämische, antiproliferative Effekt durch 

GSK-LSD1 nicht über eine Erhöhung des miR-193b-Levels erfolgt. Für APL trifft 

die Ausgangshypothese damit ebenso nicht zu wie für AML. 
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Abbildung 13: Reduziertes miR-193b-Level beeinflusst nicht die antiproliferative Wirkung von GSK-
LSD1 auf NB-4. Darstellung der Proliferationskurve nach Zugabe der LNA bzw. Kontroll-LNA und gleichzei-
tiger GSK-LSD1-Behandlung. GSK-LSD1 reduziert die Proliferation der Zelllinie; eine gleichzeitige Verrin-
gerung der miR-193b-Menge via LNA führt zu keiner Veränderung. Konzentration der LNA: 1000nM. Kon-
zentration von GSK-LSD1 und Wasser als Kontrollsubstanz: 0,1 µM. Darstellung des Mittelwerts mit Stan-
dardabweichung aus n=3. Signifikanz berechnet mittels t-Test. α=0,05. * p<0,05; ** p<0,01. 
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Abbildung 14: Erniedrigtes miR-193b-Level hat keinen Einfluss auf den Effekt von GSK-LSD1 auf    
NB-4. Darstellung der MFI des Differenzierungsmarkers CD11b 48 Stunden nach Experimentbeginn. Eine 
Erniedrigung der miR-193b-Menge via LNA führt zu keiner veränderten Wirkung von GSK-LSD1 auf die Zel-
len. Die mit LNA behandelten Proben sind im Verhältnis zu den mit Kontroll-LNA behandelten Proben stan-
dardisiert. Konzentration der LNA: 1000nM. Konzentration von GSK-LSD1 und Wasser als Kontrollsubstanz: 
0,1 µM. Darstellung des Mittelwerts der MFIs mit Standardabweichung. N=3. Signifikanz berechnet mittels 
ordinary one-way-Anova. α=0,05. **** p<0,0001. 
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9.3 Bedeutung der miR-193b für Überleben und Differenzie-

rung in APL 

9.3.1 APL-Zelllinie NB-4 weist deutlich höhere miR-193b-Level 

auf als AML-Zelllinien  

Die zweite große Fragestellung dieser Arbeit war, ob NB-4 in Hinsicht auf das 

Überleben und die Differenzierung auf die miR-193b angewiesen ist. Bhayadia 

et al. (80) konnten in Patientenproben zeigen, dass das miR-193b-Level in allen 

AML-Entitäten verringert ist, mit Ausnahme von APL. In APL ist das miR-193b-

Level im Vergleich zu Gesunden sogar erhöht. Daraus leitete sich die Hypothese 

ab, dass APL auf dieses erhöhte miR-193b-Level angewiesen ist. Diese Daten 

stammen aus Analysen von humanen Proben im Rahmen einer klinischen Stu-

die. Somit galt zunächst, dieses Ergebnis auch in den für diese Arbeit genutzten 

Zelllinien zu reproduzieren. Hierzu wurde aus der APL-Zelllinie NB-4 sowie aus 

den AML-Zelllinien ML-2, MOLM-13 und MOLM-14 die RNA isoliert und anschlie-

ßend mittels qPCR das Expressionslevel der miR-193b bestimmt und verglichen 

(Abb. 15). Dabei wurden die Expressionslevel jeweils relativ zu demjenigen von 

ML-2 dargestellt. MOLM-13 und MOLM-14 wiesen im Vergleich zu ML-2 ein hö-

heres Level an miR-193b auf, während das miR-193b-Level in NB-4 deutlich hö-

her als in allen AML-Zelllinien war. Somit konnten die Ergebnisse von Bhayadia 

et al. in den Zellkulturen reproduziert werden.  

Abbildung 15: Die APL-Zelllinie NB-4 hat signifikant höhere miR-193b-Level als AML-Zelllinien. Dargestellt 
sind die mittels qPCR ermittelten unterschiedlichen miR-193b-Expressionen in der APL-Zelllinie NB-4 und den 
den AML-Zelllinien ML-2, MOLM-13 und MOLM-14. Die ermittelte Expression ist jeweils im Verhältnis zu 
derjenigen der Zelllinie ML-2 angegeben. NB-4 weist eine signifikant höhrere miR-193b-Expression auf  als die 
anderen untersuchten Zelllinien. Darstellung des Mittelwerts mit Standardabweichung bei n=3. Signifikanz be-

rechnet mittels t-Test. α=0,05. * p<0,05; *** p<0,001; **** p<0,0001. 
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9.3.2 APL-Zelllinie NB-4 ist nicht auf miR-193b angewiesen  

Nachdem wir zeigen konnten, dass sich die Ergebnisse bezüglich des miR-193b-

Levels auch auf die verwendeten Zelllinien übertragen lassen, überprüften wir die 

Frage, ob NB-4 auf das erhöhte miR-193b-Level angewiesen ist. NB-4 wurde mit 

miR-193b- bzw. Kontroll-LNA transformiert und damit das zelluläre miR-193b-

Level reduziert. Anschließend wurde regelmäßig die Zellzahl beider Gruppen be-

stimmt und das Wachstum über einen Zeitraum von 12 Tagen beobachtet (Abb. 

16). Die Proliferationskurve der Zellen, bei denen das miR-193b-Level reduziert 

wurde, unterscheidet sich nicht von derjenigen, bei der das miR-Level unverän-

dert blieb. Des Weiteren haben wir untersucht, ob sich der Differenzierungsgrad 

bei NB-4 mit reduziertem miR-193b-Level, im Vergleich zur Kontrolle, unterschei-

det. Dazu wurden die Zellen mit LNA behandelt und nach 96 Stunden mithilfe von 

FACS die MFIs der Differenzierungsmarker CD11b und CD13 bestimmt. Bei bei-

den Markern war kein Unterschied im Vergleich zur Kontrolle festzustellen (Abb. 

17). Die Ergebnisse dieser Versuche weisen darauf hin, dass NB-4 weder hin-

sichtlich Überleben und Proliferation noch bezogen auf Differenzierung auf das 

erhöhte miR-193b-Level angewiesen ist. Damit konnte gezeigt werden, dass die 

APL-Zelllinie NB-4 während des Beobachtungszeittraums nicht von dem erhöh-

ten miR-193b-Level abhängig zu sein scheint und dass sich die Hypothese folg-

lich nicht bestätigen lässt.  

 

 

Abbildung 16: Reduziertes miR-193b-Level hat keinen Einfluss auf die Proliferation von NB-4.  Dar-
stellung der Proliferationskurven nach Zugabe der LNA bzw. Kontroll-LNA. Konzentration der LNA: 1000nM. 
Darstellung des Mittelwerts mit Standardabweichung aus n=3. Signifikanz berechnet mittels t-Test. α=0,05. 
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9.4 Die Rolle von miR-193b bei der Umsetzung des therapeuti-

schen Effekts von ATRA in APL und AML 

9.4.1 ATRA-Behandlung führt zu erhöhten miR-193b-Levels in 

NB-4 und ML-2 

Der dritte und letzte Themenkomplex dieser Forschungsarbeit beschäftigte sich 

mit der Rolle von miR-193b im Rahmen des Behandlungseffekts von ATRA bei 

APL sowie bei AML. MiR-193b ist in APL als einzige AML-Entität erhöht. Zudem 

wird ATRA hauptsächlich in APL routinemäßig im klinischen Alltag erfolgreich 

therapeutisch genutzt. Daher fragten wir uns, ob es einen Zusammenhang zwi-

schen dem erhöhten miR-193b-Level und der Effizienz der ATRA-Therapie in 

APL gibt, bzw. ob ATRA hinsichtlich des Behandlungseffekts auf die hohen miR-

193b-Level angewiesen ist. Es war für uns ebenfalls von Interesse diese Frage-

stellung für AML-Zelllinien zu untersuchen.  

Zunächst haben wir untersucht, ob eine ATRA-Behandlung das miR-193b-Level 

in der APL-Zelllinie NB-4 und in den AML-Zelllinien ML-2 und MOLM-13 erhöht. 

Hierfür wurden die Zellen jeweils mit ATRA bzw. DMSO, als Kontrolle, behandelt 

und nach 96 Stunden Inkubationszeit die miR-193b-Expressionslevel mittels 

qPCR gemessen (Abb. 18). In NB-4 war das miR-193b-Level nach ATRA-Be-

handlung etwa um das Vierfache und in ML-2 ca. um das Achtfache, relativ zur 

Abbildung 17: Reduziertes miR-193b-Level hat keinen Einfluss auf die Differenzierung von NB-4. 
Darstellung der MFI der Differenzierungsmarker CD11b und CD13 96 Stunden nach Experimentbeginn. Die 
mit LNA behandelten Proben sind im Verhältnis zu den mit Kontroll-LNA behandelten Proben standardisiert. 
Konzentration der LNA: 1000nM. Darstellung des Mittelwerts mit Standardabweichung bei n=3. Signifikanz 
berechnet mittels t-Test. α=0,05.            
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Kontrollgruppe, gesteigert. Bei MOLM-13 war nach ATRA-Behandlung keine Er-

höhung des miR-193b-Levels festzustellen.   

 

9.4.2 MiR-193b ist für die Umsetzung des Effekts von ATRA in 

NB-4 nicht notwendig  

Zunächst verfolgten wir die Frage, ob miR-193b für die Umsetzung des Behand-

lungseffekts von ATRA in NB-4, einer APL-Zelllinie, notwendig ist. Die Hypothese 

lautete, dass die differenzierungsinduzierende Wirkung von ATRA auf die hohen 

miR-193b-Level in APL angewiesen ist. Die Zellen wurden entweder mit Kontroll-

LNA oder miR-193b-LNA transformiert und anschließend mit ATRA behandelt. 

Die Zellen wurden nach 48 und 96 Stunden gezählt und Wachstumskurven er-

stellt. Ebenso wurde 96 Stunden nach ATRA-Zugabe die Differenzierung mittels 

FACS bestimmt. Hierzu wurden die MFIs der beiden Differenzierungsmarker 

CD11b und CD13 ermittelt. Die Proliferation wurde erwartungsgemäß durch 

ATRA signifikant reduziert, jedoch erst nach 96 Stunden. Eine ATRA-Behandlung 

der Zellen bei erniedrigtem miR-193b-Level reduzierte die Proliferation allerdings 

gleichermaßen wie ATRA-Behandlung bei unverändertem miR-Level (Abb. 19); 

nach 48 Stunden war noch kein Unterschied zu erkennen, nach 96 Stunden war 

das Wachstum signifikant reduziert. Es kam zu keinem Rescue der Proliferation. 

Hinsichtlich der Differenzierung war zu erkennen, dass ATRA erwartungsgemäß 

Abbildung 18: ATRA erhöht das miR-193b-Level in ML-2 und NB-4 signifikant. Darstellung der verän-
derten Menge an miR-193b in den Zelllinien NB-4, ML-2 und MOLM-13 mittels qPCR nach 96 Stunden 
Inkubation mit ATRA. Die mit ATRA behandelten Proben sind im Verhältnis zu den mit DMSO behandelten 
Kontroll-Proben angegeben. ATRA führt in den beiden Zelllinien NB-4 und ML-2 zu einer Erhöhung von 
miR-193b; in MOLM-13 bleibt die Menge unverändert. Konzentration von ATRA und der Kontrollsubstanz 
DMSO: 1 µM. Darstellung des Mittelwerts mit Standardabweichung bei n=3. Signifikanz berechnet mittels 
t-Test. α=0,05; *** p<0,001; **** p<0,0001 
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einen starken differenzierungsinduzierenden Effekt auf NB-4 ausübte. Die MFIs 

des Differenzierungsmarker CD11b war nach ATRA-Zugabe im Verhältnis zur 

nicht mit ATRA behandelten Kontrolle signifikant erhöht bzw. verringert bei CD13. 

Die veränderten Expressionslevel der Differenzierungsmarker waren bei den Po-

pulationen, die mit ATRA bei erniedrigtem miR-193b-Level behandelt wurden, 

gleichermaßen festzustellen (Abb. 20). Parallel zur Proliferation kam es bei der 

Differenzierung durch erniedrigte miR-193b-Level zu keinem modifizierenden 

Einfluss auf die ATRA-Behandlung. Eine Reduktion des miR-193b-Levels durch 

LNA hat somit keinen Einfluss auf den Behandlungseffekt von ATRA in der APL-

Zelllinie NB-4, weder bei der Proliferation noch bei der Differenzierung. ATRA ist 

demzufolge nicht auf miR-193b angewiesen, um seinen Effekt in APL umzuset-

zen. Anschließend wurde diese Fragestellung für AML-Zellen untersucht.  

  

 

 

 

 

Abbildung 19: Reduziertes miR-193b-Level hat keinen Einfluss auf die antiproliferative Wirkung von 
ATRA auf NB-4. Darstellung der Proliferationskurven nach Zugabe der LNA bzw. Kontroll-LNA und 
gleichzeitiger ATRA-Behandlung. ATRA reduziert die Proliferation der Zelllinie NB-4; eine gleichzeitige 
Verringerung der miR-193b-Menge via LNA führt zu keinem rescue hinsichtlich des antiproliferativen Effekts. 
Konzentration der LNA: 1000nM. Konzentration von ATRA und DMSO als Kontrollsubstanz: 1 µM. 
Darstellung des Mittelwerts mit Standardabweichung aus n=3. Signifikanz berechnet mittels t-Test. α=0,05. 
*** p<0,001. 
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9.4.3 ATRA-Behandlung initiiert Differenzierung in AML 

Bevor untersucht wurde, inwiefern miR-193b bei der Umsetzung des Effekts von 

ATRA in AML beteiligt ist, war es zunächst erforderlich herauszufinden, ob ATRA 

in den für die Arbeit genutzten AML-Zelllinien Differenzierung induziert. Um dies 

zu untersuchen, wurden ML-2 und MOLM-13 mit ATRA behandelt, für 96 Stun-

den inkubiert und anschließend der Differenzierungsgrad per FACS bestimmt. 

Hierfür wurde auf die Zellen gegated, welche positiv für CD11b waren. Nach 

ATRA-Behandlung gab es deutlich mehr Zellen, die CD11b-positiv waren (Abb. 

21).  Wir konnten zeigen, dass ATRA-Behandlung dazu führt, dass der Differen-

zierungsmarker CD11b häufiger exprimiert wird, was auf eine gesteigerte Diffe-

renzierung hinweist. Nachdem die differenzierungsinduzierende Wirkung von 

ATRA in den AML-Zelllinien gezeigt werden konnte, wurde die Rolle der miR-

193b in diesem Prozess untersucht.  

 

 

Abbildung 20: Erniedrigtes miR-193b-Level hat keinen Einfluss auf den differenzierungsinduzieren-
den Effekt von ATRA auf NB-4. Darstellung der MFI der Differenzierungsmarkers CD11b und CD13 96 
Stunden nach Experimentbeginn. ATRA induziert Differenzierung in NB-4; Eine gleichzeitige Verringerung 
der miR-193b-Menge via LNA führt zu keiner veränderten Wirkung von ATRA auf die Zellen. Die mit LNA 
behandelten Proben sind im Verhältnis zu den mit Kontroll-LNA behandelten Proben standardisiert. Konzent-
ration der LNA: 1000nM. Konzentration von ATRA und DMSO als Kontrollsubstanz: 1 µM. Darstellung des 
Mittelwerts der MFIs mit Standardabweichung. N=3. Signifikanz berechnet mittels ordinary one-way-Anova. 
α=0,05. **** p<0,0001. 
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9.4.4 Der Behandlungseffekt von ATRA in AML ist nicht von  

miR-193b abhängig  

Um eine potenzielle Abhängigkeit von ATRA von miR-193b hinsichtlich der Um-

setzung des Behandlungseffekts in AML zu überprüfen, wurde der gleiche Ver-

suchsansatz wie bei NB-4 gewählt. Zur Verringerung des miR-193b-Levels wur-

den LNA verwendet. Die Zellen wurden mit miR-193b-LNA sowie ATRA behan-

delt und mit Zellen verglichen, die nur mit ATRA oder einer Kontrolle behandelt 

wurden. Danach wurde die Proliferation der verschiedenen Gruppen für 96 Stun-

den beobachtet und jeweils nach 48 und 96 Stunden wurden die Zellen gezählt. 

Bei ML-2 zeigte sich beim Wachstum 48 Stunden nach ATRA-Zugabe noch kein 

Unterschied im Vergleich zur unbehandelten Kontrollgruppe. Nach 96 Stunden 

war das Wachstum leicht, aber signifikant reduziert. Die Wachstumskurve von 

MOLM-13 war 48 Stunden nach ATRA-Zugabe minimal verringert. Nach 96 Stun-

den war das Wachstum durch ATRA-Behandlung beinahe um die Hälfte redu-

ziert. Die Zellen, die bei verringertem miR-193b-Level mit ATRA behandelt 

Abbildung 21: ATRA initiiert Differenzierung in ML-2 und MOLM-13. Darstellung von FACS Dot Plots 
des Differenzierungsmarkers CD11b nach 96 Stunden Inkubation mit DMSO oder ATRA. ATRA führt zu 
einem erhöhten Anteil an CD11b-positiven Zellen in ML-2 und MOLM-13. Konzentration von ATRA und 
DMSO als Kontrollsubstanz: 1 µM. Dargestellt ist exemplarisch die Messung eines technischen Repli-
kats.N=1. 

      Kontrolle           ATRA 

      ML-2 

      MOLM-13 
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wurden, zeigten im Vergleich dazu keinen Unterschied; ihr Wachstum war gleich-

ermaßen eingeschränkt (Abb. 22). Eine gleichzeitige Behandlung mit ATRA und 

miR-193b-LNA hatte, verglichen mit alleiniger ATRA-Behandlung, keinen Ein-

fluss auf die Proliferation. Der Einfluss von miR-193b auf den differenzierungsin-

duzierenden Effekt von ATRA wurde durch Messung des Differenzierungsmar-

kers CD11b nach 96 Stunden bestimmt. Sowohl in ML-2 als auch in MOLM-13 

war die CD11b-MFI bei den mit ATRA behandelten Zellen mehr als doppelt so 

hoch als bei der Kontrolle. Diejenigen Zellen, die zusätzlich mit miR-193b-LNA 

behandelt wurden, wiesen genau den gleichen Grad an Steigerung der MFI von 

CD11b auf (Abb. 23). ATRA induzierte die Differenzierung bei verringertem miR-

193b-Level gleichermaßen. Aus den Ergebnissen lässt sich ableiten, dass die 

miR-193b nicht essenziell für die Umsetzung des Behandlungseffekts von ATRA 

in AML ist. 

 

 

 

 

Abbildung 22: Verringertes miR-193b-Level hat keinen Einfluss auf den antiproliferativen Effekt von 
ATRA auf ML-2 und MOLM-13. Darstellung der Proliferationskurven nach Zugabe der LNA bzw. Kontroll-
LNA und gleichzeitiger ATRA-Behandlung. ATRA reduziert die Proliferation der Zelllinien ML-2 und MOLM-
13; eine gleichzeitige Verringerung der miR-193b-Menge via LNA führt zu keiner Veränderung. Konzentra-
tion der LNA: 500nM. Konzentration von ATRA und DMSO als Kontrollsubstanz: 1 µM. Darstellung des 
Mittelwerts mit Standardabweichung aus n=3. Signifikanz berechnet mittels t-Test. α=0,05. ** p<0,01. 
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9.4.5 MiR-193b-Überexpression führt in Kombination mit ATRA 

zu synergistischem Effekt in AML 

Auch haben wir untersucht, inwiefern sich eine Erhöhung des miR-193b-Levels 

auf den antiproliferativen Effekt von ATRA auf AML auswirkt. Um das zelluläre 

miR-193b-Level zu erhöhen, wurden ML-2 und MOLM-13 mit einem miR-193b- 

Überexpressionsvektor transduziert. Anschließend fand eine Behandlung mit 

ATRA statt. Nach 96 Stunden wurde das Wachstum verglichen. Das durch ATRA 

verringerte Wachstum der Zellen wurde durch erhöhte miR193b-Level noch wei-

ter reduziert (Abb. 24). Diejenigen Zellen, die mit dem miR-193b-Überexpressi-

onsvektor transduziert und gleichzeitig mit ATRA behandelt wurden, zeigten in 

beiden AML-Zelllinien die am stärksten reduzierte Proliferation. Dabei wurde die 

antiproliferative Wirkung von ATRA mehr als verdoppelt. Gesteigerte miR-193b-

Level führten zu einer Verstärkung des Behandlungseffekts von ATRA. Damit 

konnten wir einen Synergismus zwischen miR-193b und ATRA aufdecken. 

 

 

Abbildung 23: Verringertes miR-193b-Level hat keinen Einfluss auf den differenzierungsinduzieren-
den Effekt von ATRA auf ML-2 und MOLM-13. Darstellung der MFI des Differenzierungsmarkers CD11b 
96 Stunden nach Experimentbeginn. ATRA führt zu einer Erhöhung des Signals von CD11b; Eine gleichzei-
tige Verringerung der miR-193b-Menge via LNA führt zu keiner veränderten Wirkung von ATRA auf die 
Differenzierung der Zellen. Die mit LNA behandelten Proben sind im Verhältnis zu den mit Kontroll-LNA 
behandelten Proben standardisiert. Konzentration der LNA: 500nM. Konzentration von ATRA und DMSO 
als Kontrollsubstanz: 1 µM. Darstellung des Mittelwerts der MFIs mit Standardabweichung. N=3. Signifikanz 
berechnet mittels ordinary one-way-Anova. α=0,05. * p<0,05; **** p<0,0001. 
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Abbildung 24: Erhöhte miR-193b-Level verstärken die antiproliferative Wirkung von ATRA auf ML-2 
und MOLM-13. Darstellung der Proliferationskurven nach Transduktion der Zellen mit miR-193b-
Überexpressions- bzw. Kontrollvektor und gleichzeitiger ATRA-Behandlung. ATRA reduziert die Proliferation 
der Zelllinien; eine gleichzeitige Erhöhung der miR-193b-Menge via lentiviraler Überexpression führt zu 
einem synergistischen antiproliferativen Effekt. MOI=5. ÜE= Überexpression.  Konzentration von ATRA und 
DMSO als Kontrollsubstanz: 1 µM. Darstellung des Mittelwerts mit Standardabweichung aus n=3. 
Signifikanz berechnet mittels t-Test. α=0,05. * p<0,05; ** p<0,01; *** p<0,001; **** p<0,0001; ***** 
p<0,00001. 
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10 Diskussion 

10.1  Synergismus von miR-193b & ATRA/ GSK-LSD1 in AML 

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Hypothese untersucht, dass der antileukämi-

sche Effekt der beiden Wirkstoffe ATRA und GSK-LSD1 über eine miR-193b-

Induktion vermittelt wird. Wir konnten zeigen, dass dieser Effekt bei den humanen 

AML-Zelllinien ML-2 und MOLM-13 sowie bei der APL-Zelllinie NB-4 nicht über 

die miR-193b vermittelt ist. Außerdem konnte eine bislang nicht beschriebene 

synergistische Wirkung einer Kombinationsbehandlung von jeweils GSK-LSD1 

bzw. ATRA mit der miR-193b aufgedeckt werden. 

Eine alleinige Hochregulation der miR-193b durch lentivirale Transduktion zeigte 

keine Effekte in Proliferation oder Differenzierung der Zellen. Bhayadia et al. be-

schrieben einen solchen Effekt, verwendeten jedoch im Gegensatz zu dieser Ar-

beit zusätzlich den Differenzierungsinduktor Calcitriol (80), was die unterschied-

lichen Ergebnisse erklären könnte. Um einen potenziellen additiven Effekt bzw. 

Synergismus zwischen der tumorsuppressiven miR-193b und den beiden Wirk-

stoffen zu untersuchen, bestand der experimentelle Ansatz in einer lentiviralen 

Überexpression der miR-193b in den beiden AML-Zelllinien ML-2 und MOLM-13 

und anschließender Behandlung mit jeweils ATRA oder GSK-LSD1. Bei beiden 

Kombinationen, ATRA + miR-193b-Überexpression sowie GSK-LSD1 + miR-

193b-Überexpression, zeigte sich eine Verstärkung des antiproliferativen Effekts 

gegenüber der alleinigen Anwendung der Wirkstoffe. Der Effekt der ATRA-ba-

sierten Kombinationstherapie ist bei den Zelllinien ML-2 und MOLM-13 etwa 

gleich. Bei der Kombination von GSK-LSD1 + Überexpression ist bei MOLM-13 

ein stärkerer antiproliferativer Effekt zu beobachten. Bei ML-2 wird die stark anti-

proliferative Wirkung von GSK-LSD1 nur leicht verstärkt. Dafür wird die differen-

zierungsinduzierende Wirkung von GSK-LSD1 durch die miR-193b-Überexpres-

sion in ML-2 deutlich gesteigert. Hier lässt sich eine Parallele zu den Ergebnissen 

von Bhayadia et al. erkennen, wo eine Behandlung mit miR-193b nach Calcitriol 

Zugabe ebenso nur bei ML-2 zu einer gesteigerten Differenzierung führte (80). 

Ein potenzieller Synergismus oder additiver Effekt zwischen miR-193b und 

ATRA/GSK-LSD1 wurde bisher noch nicht erforscht. Um die sich verstärkende 

Wirkung der miR-193b und der beiden Wirkstoffe verstehen zu können, wird im 

Folgenden auf ihre Wirkweise eingegangen. 
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Die miR-193b induziert einen G1/S-Phasen-Block des Zellzyklus, indem sie ver-

schiedene Schritte des MAPK-Signalwegs sowie den Zellzyklusregulator CCND1 

(Cyclin D1) direkt inhibiert (80). GSK-LSD1 inhibiert die Expressionsregulation 

verschiedener Gene durch LSD1, darunter beispielsweise GFI1B und IRF8 (86). 

Die antileukämische Wirkung von LSD1-Inhibitoren findet jedoch nicht durch die 

Hemmung der Enzymaktivität, sondern durch Blockade der strukturellen Interak-

tion von LSD1 und Transkriptionsfaktoren statt (86, 88). Eine Inhibition von LSD1 

führt u.a. zu einer gesteigerten Differenzierung und einer erhöhten Apoptoserate 

(90). ATRA wirkt auf transkriptioneller Ebene durch Bindung an den Rezeptor 

RARA. RARA bildet zusammen mit RXR einen Heterodimer, der in Abwesenheit 

von ATRA zu einer Repression der Transkription führt. Dies bewirkt einen Diffe-

renzierungsblock (35). Ist eine ausreichend hohe ATRA-Konzentration vorhan-

den, induziert dies Zelltod sowie Differenzierung und inhibiert die Proliferation 

(91). 

Da die miR-193b ihre tumorsuppressive Wirkung hauptsächlich entlang des 

MAPK-Signalwegs entfaltet (80), liegt es nahe, dass sich die synergistische Wir-

kung mit den beiden Wirkstoffen GSK-LSD1 und ATRA durch eine Interaktion am 

MAPK-Weg begründet.  

 

Deb et al. haben herausgefunden, dass LSD1-Inhibition in MLL-translozierter 

AML zu einer verringerten Aktivierung des mTOR Komplex 1 (mTORC1)-Signal-

wegs führt (92, 93). Dieser Signalweg ist in AML dysreguliert und im Vergleich zu 

gesunden Zellen stärker aktiv (94). Der mTORC1 Komplex spielt eine wichtige 

Rolle für das Gleichgewicht zwischen Anabolismus und Katabolismus der Zellen 

(93). Carracedo et al. fanden heraus, dass eine mTORC1-Inhibierung zu einer 

gesteigerten MAPK-Aktivität führt. Durch diese Ergebnisse schlossen sie auf ei-

nen potenziellen Nutzen einer dualen Kombinationstherapie von mTORC1 Inhi-

bitoren und MAPK Inhibitoren, indem die Tumorzellen auf zwei wichtigen Signal-

transduktionskaskaden gleichzeitig angegriffen werden (95). Der beobachtete sy-

nergistische Effekt im Rahmen dieser Arbeit lässt sich eventuell durch ein Modell 

erklären, in dem diese Interaktionen ablaufen: GSK-LSD1 inhibiert LSD1 und 

folglich kommt es zu einer verringerten mTORC1 Aktivität. Dies führt zu einer 

Steigerung des MAPK-Signalwegs. Die gesteigerte MAPK-Signalübertragung 
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wird durch die miR-193b jedoch inhibiert. Somit fungieren die beiden Wirkstoffe 

GSK-LSD1 und miR-193b auf synergistische Art und Weise und führen zu dem 

beobachteten verstärkten tumorsuppressiven Effekt bei AML. Möglicherweise 

liegt die Erklärung für die beobachtete sich verstärkende Wirkung jedoch auch 

lediglich in einer Addition von jeweils verschiedenen, durch die beiden Wirkstoffe 

eingeleiteten Mechanismen. Die Wirkung durch den von der miR-193b gehemm-

ten MAPK-Signalweg könnte sich mit der differenzierungsinduzierenden und an-

tiproliferativen Wirkung von GSK-LSD1 durch Beeinflussung eines anderen Sig-

nalwegs, addieren.  

 

Die Wirkung von ATRA in Tumoren wird zum einen durch RAR vermittelt, zum 

anderen aktiviert ATRA verschiedene Signalwege, u.a. den MAPK-Signalweg. In 

der Folge beeinflussen sich die Transkriptionsaktivität von RAR sowie andere 

Transkriptionsfaktoren gegenseitig durch Phosphorylierung (96). Der tumorsupp-

ressive Synergismus von ATRA mit der miR-193b könnte also sowohl durch die 

ATRA-induzierte veränderte Transkription durch RAR, also auch durch eine 

ATRA-induzierte Modulation von Signaltransduktionskaskaden erfolgen.  

Hu et al. konnten zeigen, dass ATRA-Behandlung von APL-Zellen zu einer ge-

ringeren Aktivierung von Cyclin abhängigen Kinasen (CDK) führte, was letztend-

lich in einer gesteigerten myeloischen Differenzierung resultierte (97). Außerdem 

konnte in Mesangiumzellen gezeigt werden, dass ATRA-Behandlung zu einer er-

höhten Transkription von CDK-Inhibitoren führt, wodurch es zu einer Inhibition 

des Zellzyklus in der G1 Phase kommt (98). Zudem führt eine ATRA-Behandlung 

in APL-Zellen zu einer Ubiquitinierung von Cyclin D1, das folglich proteosomal 

degradiert wird, wodurch es zu einer Hemmung des Zellzyklus kommt (99). Die 

Anwendung von Kinase-Inhibitoren, die c-Raf und die Src- Familie inhibieren, 

führten bei Jensen et al. zu einer gesteigerten ATRA-induzierten Reifung von 

AML-Zellen (100). Des Weiteren verstärken Die Epidermal Growth Factor Recep-

tor (EGFR)-Inhibitoren Erlotinib und Gefitinib die Wirkung von ATRA auf AML-

Zellen, indem sie die Aktivierung von u.a. p38MAPK inhibieren (101). Auch ver-

stärkt Gefitinib die ATRA-induzierte Differenzierung in AML-Zelllinien durch eine 

Hemmung von Rezeptor Tyrosin Kinasen und Aktivierung des MEK/ERK-Signal-

wegs (102). Da die miR-193b zu einer Inhibition des MAPK-Signalwegs, Cyclin 
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D1 und CDKs führt (80), könnte dies eine Erklärung für den Synergismus mit 

ATRA darstellen.  

Es ist zudem beschrieben, dass eine epigenetische Reprogrammierung durch 

LSD1-Inhibition eine effektive Wirkung von ATRA in AML entfalten kann (87). Die 

Wirksamkeit der Kombination des LSD1-Inhibitors TCP mit ATRA konnte in einer 

klinischen Phase 1/2-Pilotstudie nachgewiesen werden (103). Daher scheint es 

wahrscheinlich, dass die miR-193b ebenfalls durch ihre epigenetische Einfluss-

nahme auf die Zellen zu einer Wirkungsverstärkung von ATRA führt. Denkbar 

wäre neben der Wirkung über den MAPK-Signalweg auch eine durch die miR-

193b induzierte epigenetische RARA-Hochregulation in den AML-Zellen, die zu 

einer gesteigerten ATRA-Sensitivität führt. Hierzu ist weitere Forschung notwen-

dig, um diese Hypothese zu untersuchen.  

  

10.2  Antileukämischer Effekt von LSD1-Inhibition ist in AML 

und APL nicht von miR-193b abhängig 

Esther Braun hat in ihrer Dissertation herausgefunden, dass der antileukämische 

Effekt des irreversiblen LSD1-Inhibitors GSK-LSD1 zumindest teilweise über eine 

Steigerung der miR-193b-Konzentration in murinen Leukämiezellen vermittelt 

sein könnte. Ihre Ergebnisse zeigen, dass der antiproliferative und differenzie-

rungsinduzierende Effekt von GSK-LSD1 in murinen Hoxa9/Meis1-transduzier-

ten Zellen durch einen miR-193b-K.O. abgeschwächt wird (81). Im Rahmen die-

ser Arbeit bestand die Aufgabe darin zu untersuchen, inwiefern diese Ergebnisse 

auch bei humanen AML-Zelllinien zutreffen. Zudem wurde diese Fragestellung 

auch an der humanen APL-Zelllinie NB-4 untersucht.  

 

Um diese Hypothese zu überprüfen, wurde das zelluläre Level der miR-193b in 

den beiden AML-Zelllinien ML-2 und MOLM-13 mittels LNA reduziert, bevor die 

Zellen mit GSK-LSD1 behandelt wurden. Hierbei zeigte sich, dass sich die 

Proliferation in beiden Zelllinien gleichermaßen verringert, unabhängig vom Level 

der miR-193b. Die Ergebnisse, die von Esther Braun in murinen Zellen gezeigt 

wurden, konnten damit in diesen zwei humanen Zelllinien nicht gezeigt werden. 

Aufgrund der Überprüfung der Effektivität der LNA ist davon auszugehen, dass 

die verwendete Methodik für diese Experimente funktioniert hat und zu einer 
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Senkung des zellulären miR-193b-Levels führte. Dennoch besteht in dieser Me-

thodik ein grundlegender Unterschied zu dem von Esther Braun gewählten An-

satz der miR-193b-Senkung. Sie hat einen genetischen Knockout benutzt (81). 

Dadurch hat sie die Expression der miR-193b unterdrückt, während LNA die be-

reits exprimierten miRs binden und dadurch die freie Menge reduzieren. Eine 

gewisse Menge an freien miRs bleibt weiterhin vorhanden. Möglicherweise reicht 

diese reduzierte Menge aus, um den antiproliferativen Effekt von GSK-LSD1 zu 

vermitteln. Dennoch wäre zu erwarten, dass eine leichte Abschwächung des an-

tiproliferativen Effekts zu erkennen wäre. Eine Frage, die zudem offenbleibt, ist, 

wie schnell die durch GSK-LSD1 erhöhte miR-193b durch LNA gebunden wird. 

Theoretisch wäre das Binden der miR-193b an ihre Zielsequenzen möglich, be-

vor sie von den LNA gebunden wird und damit ihre Funktion unterdrückt wird. Da 

das gesamte zelluläre miR-193b-Level durch die LNA vermindert ist, scheint es 

jedoch unwahrscheinlich, dass die erhöhte Menge der miRs ihre antiproliferative 

Wirkung derart schnell entfaltet. Überprüfen könnte man die Kinetik des Bindens 

der LNA beispielsweise durch MicroRNA-Isolation zu verschiedenen Zeitpunkten 

innerhalb der ersten Stunden nach LNA-Transfektion. Mittels qPCR könnte man 

aus den Isolaten die Konzentration an freier miR-193b untersuchen. Außerdem 

wurden die Versuche von Esther Braun an murinen Zellen durchgeführt, während 

im Rahmen dieser Arbeit humane Zellen genutzt wurden. Es kann sein, dass 

miR-193b-vermittelte Mechanismen in murinen Zellen anders als in menschli-

chen Zellen verlaufen. Denkbar wären andere Zielsequenzen der miR-193b bei 

murinen und humanen Zellen. Esther Braun untersuchte lediglich c-KIT als Indi-

kator für den Differenzierungsgrad. Humanes c-KIT weist im Vergleich zu muri-

nen Zellen jedoch keine Bindungsstelle für die miR-193b auf. In der Studie von 

Esther Braun stellte sich die Differenzierungsinduktion durch GSK-LSD1 in den 

murinen Hoxa9/Meis1 Zellen durch eine c-KIT Reduktion dar. Eine weniger 

starke Reduktion von c-KIT bei den miR-193b K.O.-Zellen wurde daher als Ab-

schwächung der Differenzierung gedeutet. C-KIT ist jedoch ein direktes Ziel der 

miR-193b (80) und wird von ihr reduziert, sodass sich die Ergebnisse von Esther 

Braun hierdurch erklären lassen könnten. In dieser Arbeit wurden andere Surro-

gatmarker für den Differenzierungsgrad verwendet, die anders reguliert sein 
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können als c-KIT. Eine morphologische Auswertung der Zelldifferenzierung er-

folgte nicht. 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eindeutig, dass die antileukämische Wirkung 

von GSK-LSD1 in humanen AML-Zellen nicht über eine miR-193b-Steigerung 

vermittelt ist.  

 

Die Hypothese einer Vermittlung des antileukämischen Effektes von GSK-LSD1 

durch die miR-193b wurde im Rahmen dieser Arbeit auch in der APL-Zelllinie NB-

4 überprüft. Die miR-193b ist nicht als Tumorsuppressor in APL bekannt und 

diese Hypothese wurde bisher nicht wissenschaftlich überprüft. Die Proliferation 

der NB-4-Zellen wurde nach Behandlung mit GSK-LSD1 stark reduziert. Dieser 

starke antiproliferative Effekt von dem Tranylcypromin (TCP)-Derivat GSK-LSD1 

bei NB-4 steht im Einklang mit aktuellen Ergebnissen, bei denen von TCP abge-

leitete LSD1-Inhibitoren eine starke Reduktion der Proliferation in NB-4 bewirkten 

(104). Durch die Behandlung wurde ebenfalls die Differenzierung induziert. Eine 

GSK-LSD1-Behandlung von Zellen mit reduziertem miR-193b-Level weist jedoch 

identische Resultate auf, sowohl bezogen auf die Proliferation als auch auf die 

Differenzierung. Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen den Rückschluss zu, dass 

der in NB-4 vorhandene, durch GSK-LSD1 induzierte, antiproliferative und diffe-

renzierungsinduzierende Effekt, nicht durch die miR-193b vermittelt wird.  

 

Zusammenfassend lässt sich sagen, dass die antileukämische Wirkung von 

GSK-LSD1 in humanen AML- und APL-Zellen nicht über die miR-193b vermittelt 

zu sein scheint. Bevor diese Hypothese endgültig verworfen wird, sollte eine Wie-

derholung der Experimente die Verwendung eines K.O. des miR-193b-Gens statt 

der LNA beinhalten. Für den Fall, dass sich mit einem K.O. die Hypothese bestä-

tigen ließe, wäre im nächsten Schritt eine Erforschung des Mechanismus der ge-

steigerten miR-193b-Level durch GSK-LSD1 von Interesse, beispielsweise durch 

eine Promotermethylierungsstudie oder durch Untersuchung der beiden miR 

Schneideenzyme Drosha und Dicer.  
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10.3  Antileukämischer Effekt von ATRA ist in APL und AML 

nicht von miR-193b abhängig 

APL ist die einzige Form von AML, bei der ATRA zu einer Differenzierung führt 

und klinisch erfolgreich angewendet wird (35). Außerdem ist nur bei der APL die 

miR-193b erhöht (80). Daraus entwickelte sich die Fragestellung, ob die miR-

193b in die Umsetzung des Effekts von ATRA in APL involviert ist, bzw. ob ihr 

hohes Level eine Voraussetzung für die erfolgreiche ATRA-Therapie darstellt. 

Zudem wurde in dieser Arbeit untersucht, ob die miR-193b möglicherweise eine 

bis jetzt unbekannte Rolle bei der ATRA-Behandlung von AML-Zellen spielt. 

Pharmakologische Konzentrationen von ATRA führen in APL zur Überwindung 

des Differenzierungsblocks und damit zu einer Differenzierung der Promyelozy-

ten zu reifen Granulozyten (32). AML-Zellen sind hingegen resistent gegenüber 

einer ATRA-induzierten Differenzierung. Auch wenn die Datenlage für die Ursa-

chen nicht eindeutig ist, liegt der wahrscheinlichste Grund in einer epigenetisch 

bedingten Herunterregulation des für die Differenzierung notwendigen RARA-

Proteins (105). Trotz einzelner Berichte über eine in vitro Wirkung von ATRA bei 

AML-Zellen (106), konnte eine differenzierungsinduzierende Therapie bei AML-

Patienten durch ATRA klinisch bisher nicht erfolgreich angewandt werden (106, 

107). In dieser Arbeit hat die Behandlung der beiden AML-Zelllinien ML-2 und 

MOLM-13 mit ATRA zu einer signifikanten Proliferationsreduktion geführt. Die 

Expression des Differenzierungsmarkers CD11b hat sich nach ATRA-Behand-

lung bei beiden AML-Zelllinien mehr als verdoppelt, insofern ist von einer Diffe-

renzierungsinduktion durch ATRA auszugehen. Eine ATRA-Behandlung der Zel-

len mit reduziertem miR-193b-Level führte jedoch in unserer Studie zu dem glei-

chen antiproliferativen und differenzierungsinduzierenden Effekt. Die Ergebnisse 

deuten somit darauf hin, dass miR-193b keine Rolle beim Behandlungseffekt von 

ATRA in AML-Zelllinien spielt.  

 

Die Behandlung der APL-Zelllinie NB-4 führte erwartungsgemäß zu einem deut-

lichen Anstieg des Differenzierungsmarkers CD11b und einem antiproliferativen 

Effekt. MiRs, die eine Rolle bei ATRA-induzierter Differenzierung in APL spielen, 

sind beispielsweise die miR-382 (108) und der miR-17-92-Cluster (109). Eine Be-

handlung von NB-4-Zellen mit ATRA in Kombination mit miR-382-mimics führte 
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zu einer abgeschwächten Differenzierung und die Kombination aus ATRA und 

reduziertem miR-382-Level zu einer gesteigerten Differenzierung im Vergleich zu 

ATRA-Behandlung allein. MiR-382 bindet an die mRNA des von ATRA regulier-

ten Tumorsuppressors Phosphatase and tensin homolog (PTEN) (108). Yu et al. 

fanden heraus, dass eine Überexpression des miR-clusters miR-17-92 die 

ATRA-induzierte Differenzierung in NB-4 verhindert (109). Im Rahmen dieser Ar-

beit wurden zur Überprüfung einer potenziellen Rolle der miR-193b bei ATRA-

induzierter Differenzierung die NB-4-Zellen gleichzeitig mit ATRA und miR-193b-

LNA behandelt. Die Resultate der Experimentalgruppe waren annährend die glei-

chen wie bei der Kontrollgruppe, sowohl auf Differenzierung als auch auf Prolife-

ration bezogen.  

Folglich zeigen die Resultate dieser Arbeit auf, dass miR-193b keine Rolle in 

ATRA-induzierter Differenzierung bei NB-4 spielt.  

 

10.4 NB-4 ist nicht auf hohe miR-193b-Level angewiesen 

Eine weitere Fragestellung dieser Arbeit war, ob die miR-193b ein Protoonkogen 

in der APL-Zelllinie NB-4 darstellt. Die miR-193b-Expressionsdaten in unter-

schiedlichen AML-Subtypen von Bhayadia et al. zeigten, dass die miR-193b bei 

APL als einziger AML-Entität hochreguliert ist (80). Erhöhte miR-193b-Level 

könnten die Differenzierung zu reifen Granulozyten in APL verhindern und somit 

eine Voraussetzung für das Überleben der APL-Zellen darstellen. Dass miRs bei 

APL als Protoonkogene fungieren, wurde bereits häufiger beschrieben. So sind 

beispielsweise die miR-181 (110), miR-382 (108) und der miR-17-92 Cluster 

(109) als Protoonkogene in APL bekannt. Sie alle sind in APL-Zellen hochregu-

liert und inhibieren eine durch physiologische ATRA-Level bedingte Differenzie-

rung.  Wir konnten zeigen, dass das zelluläre miR-193b-Level in der APL-Zelllinie 

NB-4 jeweils fast 60-mal, bzw. mehr als 10-mal so hoch wie in den beiden AML-

Zelllinien ML-2 bzw. MOLM-13 ist. Daher repräsentierten NB-4 Zellen das Bild, 

das in APL-Patientenzellen gemessen wurde und eigneten sich zur Untersu-

chung erhöhter miR-193b-Level in APL. Als nächstes wurde das miR-193b-Level 

von NB-4 durch LNA reduziert und anschließend die Proliferation über einen Zeit-

raum von 12 Tagen beobachtet sowie der Differenzierungsgrad 
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durchflusszytometrisch bestimmt. Eine Senkung des miR-193b-Levels durch 

miR-Inhibitoren wurde z.B. durch Liu et al. (108) erfolgreich durchgeführt.  

Über den gesamten Versuchszeitraum ließ sich bei den Zellen mit reduziertem 

miR-193b-Level kein Unterschied in den Proliferationskurven im Vergleich zur 

Kontrolle feststellen. Auch die Expression der beiden Differenzierungsmarker 

CD11b und CD13 blieb unverändert bei den mit miR-193b-LNA behandelten Zel-

len. Interessanterweise führte eine ATRA-induzierte Differenzierung der NB-4-

Zellen zu einem miR-193b Anstieg. Im Gegensatz dazu wurde nach ATRA-Be-

handlung eine Senkung des miR-Levels bei den protoonkogenen miRs miR-382 

und dem miR-17-82 Cluster beobachtet (108, 109). Die Stabilität der LNA, eine 

hohe Transfektionseffizienz und eine effiziente Senkung des miR-193b-Levels 

bei NB-4 wurden in Vorversuchen bestimmt, wodurch eine fehlerhafte Methodik 

nahezu ausgeschlossen werden kann.  

 

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit lässt sich schlussfolgern, dass die miR-193b 

in der APL-Zelllinie NB-4 kein Protoonkogen darstellt, das die Differenzierung der 

Promyelozyten verhindert. Weshalb sie bei APL als einziger AML-Entität erhöht 

ist (80) bedarf weiterer Forschung, auch an Primärzellen von Patienten mit APL.  

 

10.5 Zusammenfassung und Ausblick 

Die Hypothese, dass die miR-193b in der APL-Zelllinie NB-4 ein Protoonkogen 

darstellt ist durch die Ergebnisse dieser Arbeit zu verwerfen. Ebenso scheint we-

der die Wirkung von GSK-LSD1 noch ATRA über die miR-193b vermittelt zu sein. 

Eine Möglichkeit zur weiteren Validierung wäre der Einsatz eines genetischen 

knockout der miR-193b, anstatt die miR via LNA zu senken. 

Für beide Wirkstoffen konnte jedoch ein bislang nicht bekannter tumorsuppressi-

ver synergistischer Effekt in AML-Zellen beobachtet werden. Die miR-193b ent-

faltet ihre Wirkung hauptsächlich über die MAPK-Signaltransduktionskaskade. 

GSK-LSD1 und ATRA beeinflussen ebenso auf vielfältige Art die Aktivität dieses 

Signalwegs. Daher könnte sich der zugrundeliegende Mechanismus des Syner-

gismus in einer gemeinsamen Modulation des MAPK-Signalwegs begründen. 

Zur Überprüfung dieser Hypothese sind weitere Experimente von Interesse sowie 

notwendig.  
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Sobald eine effektive, gezielte und sichere Einschleusung der miRs in Patienten 

möglich ist, stellt eine Kombinationstherapie von einem der beiden bereits kli-

nisch erprobten Wirkstoffen, GSK-LSD1 oder ATRA, mit der miR-193b perspek-

tivisch einen interessanten Therapieansatz dar. Hierbei würde man von der sy-

nergistischen Wirkungsverstärkung Gebrauch machen. Zudem würde man von 

den günstigen Eigenschaften einer miR-basierten Therapie, wie einer geringen 

Wahrscheinlichkeit der Resistenzentwicklung, profitieren.  
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