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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

In den 1990er Jahren wurde die posttranskriptionelle Regulation der Genexpression durch
nicht-kodierende RNA-Molekile beschrieben. Diese sogenannten microRNAs (miRNAs) sind
seitdem Gegenstand intensiver Forschung, insbesondere im Zusammenhang mit
menschlichen (Tumor-) Erkrankungen und kénnen als Onkogene und Tumorsuppressoren
agieren. Der miRNA precursor von ca. 80 Nukleotiden (nt) wird zu zwei funktionellen reifen
3p- und 5p-Fragmenten prozessiert, die mit ihrer ,Seed“-Sequenz an die 3‘ untranslatierte
Region (3'UTR) ihrer Ziel messenger RNA (MmRNA) binden und hierdurch die
Proteinsynthese verringern. Anhand mehrerer Publikationen war ersichtlich, dass die miR-
142 in vielen malignen Erkrankungen erniedrigt ist. Weiterhin war bekannt, dass das miR-
142 Gen in diffus grof3zelligen B-Zell Lymphomen (DLBCL= diffuse large B cell lymphoma)
sowie in akuten myeloischen Leukamien (AML) von Mutationen betroffen ist, die u.a. die
~Seed“-Sequenz von miR-142-3p und -5p betreffen. Ziel dieser Dissertation war es Targets
der miR-142-3p und miR-142-5p, welche Uber die PAR-CLIP-Methode identifiziert worden
waren, experimentell zu bestatigen. Zu diesen Targets gehodrten MORF4L2, AKT1S1 sowie
TSPANS3, welche mit verschiedenen malignen Erkrankungen in Verbindung gebracht werden
konnen. Die Amplifikation dieser Targets erfolgte initial aus Testis cDNA, abschliel3end
erfolgte die Klonierung in den pMIR-Vektor, mithilfe dessen mMRNA/mIiR-142-Interaktionen
anhand von Luciferase-Assays bestatigt werden konnten. Neben der miR-142 wurden miR-
142 Mutanten, welche durch ihre Mutation in der 3p oder 5p ,Seed“-Sequenz ihre Fahigkeit
zur spezifischen Interaktion verloren haben, verwendet. Hierdurch sollte bestétigt werden,
dass eine Aussage uber die mMRNA/mMiRNA-Interaktion mdglich ist, ohne vorher die
Bindestelle in der 3’'UTR zu mutieren.

Im zweiten Teil der Arbeit erfolgte die Mutation der Bindestellen im Target, sowohl MORF4L2
als auch AKT1S1 stellten sich als Target fir die miR-142-3p dar. Eine Interaktion mit
MORF4L2 war, nach Mutation der Bindestelle in der 3’"UTR, nicht mehr nachweisbar. Bei
AKT1S1, welche zwei potentielle Bindestellen aufwies, konnte nach Mutation der Bindestelle

mit der hoheren Affinitat zur miRNA, keine Interaktion mehr nachgewiesen werden.

Eine Besonderheit stellte das TSPAN3 dar, welches als einziges ein 5p-Target darstellte.
Hier konnte trotz Mutation der vorhergesagten Bindestelle eine anhaltende Interaktion
dargestellt werden. Innerhalb eines Fragments von 270 nt konnte auch nach Mutation der
potentiellen 5p-Bindestelle eine Interaktion weiterhin nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis
lasst sich nur durch das Vorhandensein einer weiteren nicht identifizierten 5p- Bindestelle

erklaren.
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Summary

Post-transcriptional regulation of gene expression by so-called microRNAs was identified in
the early 1990’s. Since their discovery, the function of miRNAs has been the subject of
intense research, in particular in respect to their role in human disease. MiRNAs have been
assigned various functions in biological processes; in particular, some are considered to
represent either tumour suppressors or oncogenes. The miRNA precursor of about 80nt is
further processed into a 3’ and a 5 miRNA which target with their "seed"-sequence the 3’
untranslated region (“3’'UTR”) of messenger RNAs (mMRNAs) and down-regulate their protein
synthesis. Specific miRNAs have been implicated in the formation of certain malignant
tumours. Various publications have shown that miRNA miR-142 is down-regulated in a
variety of different tumours. Further, the miR-142 gene has been shown to harbour mutations
in diffuse B-cell lymphoma (DLBCL) and acute myeloid leukaemia (AML) which affects the
mature 3’ and 5 miRNAs and most likely inactivate their functionality. The goal of this
dissertation was the experimental confirmation of targets of miR-142-3p and miR-142-5p that
were predicted by the “PAR-CLIP” method.

The targets that were analysed in detail were the mRNAs of the MORF4L2, AKT1S1 and
TSPAN3 genes which had been found to be associated with various human diseases. The
amplification of the target sequences within the 3’ untranslated regions (“3’UTR”) was carried
out using human testis cDNA libraries. The PCR products were inserted into the reporter
vector pMIR. The regulation of the different 3’UTRs within pMIR were then assayed by co-
transfection of expression vectors for miR-142-wt or different miR-142 mutants that harbour
mutations in their so-called “seed-sequence”. The idea of this procedure was to show that
the use of these mutants abolished the need to mutate the respective target sequence within
the mRNA.

In addition, the target sequences were mutated in the cloned 3UTRs to demonstrate that
they are valid targets for miR-142. It was demonstrated that MORF4L2 and AKT1S1 were
indeed targets for miR-142-3p. We found that MORF4L2 had one binding site for miR-142-3p,
while only one of two potential binding sites in the AKT1S1 3'UTR was a target for miR-142-
3p.

For the TSPAN3 mRNA, which is a potential target of miR-142-5p, the results were
ambiguous. After mutation of the predicted target sequence within a fragment of 270 nt, the
reporter was still responsive to miR-142. The results could be explained by the presence of

an additional non-identified miR-142-5p binding site.
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2. Einleitung
2.1 Uberblick

Ziel der vorliegenden Dissertation war die Bestatigung potentieller regulatorischer Vorgange
zwischen 3’ untranslatierten Regionen (3'UTRs) auf messenger RNAs (mRNAs) und
microRNAs (miRNAs). Der Ausgangspunkt der Arbeit war die ,PAR-CLIP* Methode
(Photoactivatable-Ribonucleoside-Enhanced Crosslinking and Immunoprecipitation) [Hafner
et al., 2010], mit der eine Bestimmung von Protein-RNA-Interaktionen moglich ist. Es werden
photoreaktive Nukleosid-Analoga, welche in die mRNA eingebaut werden, mit UV-Licht
(365nm) bestrahlt. Es kommt dabei zu einer Vernetzung von mRNA/MiRNA-Komplexen mit
interagierenden ,Argonaute (Ago)-Proteinen, welche dann durch eine Immunprazipitation
der Ago-Proteine, isoliert werden kénnen. Nach Isolation und Sequenzierung der mRNAs
konnte eine cDNA Bank erstellt werden, in der verschiedene 3'UTRs sowie miRNAs
identifiziert wurden, fir die bioinformatisch eine Interaktion vorhergesagt wurde. Die
Vorhersagen von insgesamt drei 3'UTRs mit der miR-142 sollten in dieser Arbeit

experimentell untersucht werden.

2.2 RNA-Interferenz

Der posttranskriptionelle, sequenzspezifische Mechanismus zur Regulation der
Genexpression, an dem nicht-kodierende RNA-Molekiile beteiligt sind, wird als RNA-
Interferenz (RNAI) bezeichnet. 1990 gab es im Rahmen biotechnologischer Arbeiten an
Pflanzen erstmals Hinweise auf ein mdgliches posttranslationales inhibitorisches
Regulationssystem [Napoli et al., 1990]. Durch die Ubertragung einer dsRNA eines
Schlisselenzyms in Petunien sollte die Farbstoffsynthese angeregt werden, um die Farbe
der Blatter zu intensivieren. Jedoch blieb die starkere Blutenfarbung aus und es zeigten sich
gegen alle Erwartungen hellere und sogar entfarbte weil3e Blutenblatter [Napoli et al., 1990].
Dieses Phanomen wurde als Cosuppression bezeichnet, da nicht nur die Ausbildung der
Merkmale des transduzierten Gens, sondern auch die des endogenen Gens unterdriickt
wurden. 1993 entdeckten Wissenschaftler bei Studien zu Entwicklungsmutanten von
Caenorhabditis elegans ein 22nt-langes Transkript namens lin-4. Es stellte sich heraus, dass
lin-4 selbst nicht fur ein Protein kodiert, sondern komplementér zu mehreren Abschnitten der
3’untranslatierten Region der lin-14-mRNA ist und so zu einer Inhibierung der lin-14
Translation fuhrt [Lee et al., 1993; Wightman et al., 1993]. 1998 publizierten Andrew Fire und
Craig Mello einen Artikel in der Zeitschrift ,Nature®, diese hatten zur Muskelkraftverstarkung
der Nematode Caenorhabditis elegans eine messenger RNA fiir ein Muskelprotein injiziert, in

der Erwartung, dass dieses in entsprechende Proteine umgesetzt wird. Jedoch wurde durch



Einleitung

das Injizieren einer doppelstrangigen RNA auch das normale Muskeleiweil3 in den Wirmern
ausgeschaltet [Fire et al., 1998]. Diese Entdeckung wurde 2006 mit dem Nobelpreis fir
Medizin gewdrdigt. Im Jahr 1999 konnte nachgewiesen werden, dass solche RNA-Molekiile
eine Lange von 21-23 Nukleotiden haben [Hamilton und Baulcombe, 1999]. Erst 2001
wurden diese kleinen ca. 22nt langen, nicht-kodierenden, endogenen RNA-Molekile als
»,MircoRNA* bezeichnet, welche in der Lage sind sequenzspezifische Regulation der

Genexpression vorzunehmen [Ambros et al., 2003; Ruvkun, 2001].

2.3 microRNAs (miRNAS)

MiRNAs konnten in vielen eukaryotischen Organismen (Saugern, Fischen, Insekten und
Pflanzen) aber auch in verschiedenen Viren (EBV, CMV, KSHV, SV40) identifiziert werden
[Bartel, 2004; Cullen, 2006; Pfeffer, 2005]. 2014 verdffentlichten Kozomara und Griffiths-
Jones, dass es 24.521 miRNA-Loci in 206 Spezies gibt, welche zu 30.424 reifen miRNAs
prozessiert werden konnen [Kozomara und Griffiths-Jones, 2014]. Es wird geschétzt, dass
etwa 3% der menschlichen Gene fir miRNAs kodieren und dass bis zu 30% der
menschlichen, proteinkodierenden Gene durch miRNAs reguliert werden [Sassen et al.,
2008]. Die entsprechenden Gene der miRNAs kdnnen einzeln oder als Cluster angeordnet
sein und befinden sich in Introns oder Exons kodierender und nichtkodierender Gene,
sodass sie gemeinsam transkribiert werden [Rodriguez et al., 2004]. Es sind jedoch auch
miRNAs beschrieben worden, die Uber eigene Promotoren verfligen [Aravin et al., 2003; Lai
et al., 2003]. Die miRNA-Biogenese ist in Abbildung 1 schematisch dargestellt. Diese beginnt
mit der Transkription eines miRNA-Gens im Zellkern. Die Transkription erfolgt hauptséchlich
durch die RNA-Polymerase |l [Lee et al., 2004], selten auch durch die RNA-Polymerase Il
[Borchert et al., 2006]. Es entsteht hierbei das primare Transkript (pri-miRNA), welches eine
typische Haarnadelstruktur sowie eine fir mRNAs typische m’G-Cap-Struktur am 5’Ende
und einen Poly(A)Schwanz am 3’'Ende aufweist [Borchert et al., 2006; Lee et al., 2004]. Die
pri-miRNA wird durch einen Mikroprozessorkomplex gebunden (bestehend aus dsRNA-
spezifischen RNase Il ,Drosha“ und Protein DGCRS8 (Di-George Syndrom critical region Gen
8)) [Cai et al., 2006; Han et al., 2004]. Hierbei werden durch den Komplex die 5-Cap- und
3-Poly(A)-Strukturen entfernt, es entsteht die 60-100 Nukleotid lange Vorlaufer-miRNA (pre-
miRNA). Diese pre-miRNA konnen alternativ direkt durch Spleil3en aus Introns erzeugt

werden, sie werden dann ,MiRtrons“ genannt [Berezikov et al., 2007].
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Zellkern N_/ \._~/ miRNA-Gen
lTranskriprion durch RNA-Polymerase Il
ah ) Pri-miRNA
=
l Cropping durch Drasha-DGCRS

7N Pre-miRNA
(\.‘A./\" TN

l&porri n5

77N

Zytoplasma
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NN

Dicer-TRBP

D .
/ \ Mogliche Angriffspunkte
Deadenylierung l Degradation der Translationsinhibition

Translationsinhibition posttransiational
und/oder amRibosomen

Abbildung 1: Schematische Darstellung der miRNA-Biogenese (in Anlehnung an: van Rooij und Olson, 2012). Nach
Transkription und Cropping durch Drosha/DGCRS8 gelangt die pre-miRNA Uber den Exportin 5 Transporter ins Zytoplasma. Hier
entsteht durch Bindung an den zweiten Mikroprozessorkomplex (Dicer-TRBP) eine doppelstrangige RNA, von dem ein Strang in
den RISC eingebaut wird.

Die pre-miRNA wird unter Verbrauch von GTP durch Bindung an Exportin 5 aus dem
Zellkern ins Zytoplasma transportiert, dort wird diese durch den nachsten Mikroprozessor
gebunden [Lund et al.,, 2004; Yi et al., 2003] welcher aus der RNAse Ill Dicer und dem
Protein TRBP (= immunodeficiency virus transactivating response RNA binding protein)
besteht. Dieser Komplex entfernt die Schleifenstruktur der pre-miRNA, wodurch ein ca. 22 nt
langer miRNA-Doppelstrang mit 2 nt-Uberhangen entsteht [Hutvagner et al., 2001; Ketting et
al., 2001]. Einer der Strange wird durch ,Argonauteprotein 2“ (Ago2) rekrutiert und so einem
Multiproteinkomplex RISC (= RNA-induced silencing complex) zugefiihrt. Es stellte sich
heraus, dass typischerweise diejenige miRNA in den RISC eingebaut wird, welche am 5'-
Ende die schwachere Basenpaarbindung aufweist [Khvorova et al., 2003]. Nach der
Inkorporation der miRNA in den RISC-Komplex wird dieser zur Ziel-mRNA transportiert. Die
nun folgende Inhibition der Proteinexpression kann auf unterschiedliche Weise erfolgen. Die
perfekte Komplementaritdt der miRNA zur 3'UTR fihrt zu einer Degradation der Target-
MRNA, wahrend eine imperfekte Komplementaritat die Repression der Translation zur Folge
hat [Bartel, 2004; Engels und Hutvagner, 2006]. Eine Bindung der miRNA an ihre Target-
MRNA fuhrt aber letztendlich zu einem Abbau der Target-mRNA. Es zeigte sich hierbei, dass

die Nukleotide 2-8 der miRNA ("Seed-Sequenz") eine kritische Rolle bei deren Bindung
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spielen [Lewis et al., 2005]. Es werden verschiedene Hypothesen zur miRNA-vermittelten
Translationsinhibition diskutiert [Fabian et al., 2010]. Zum einen konnte ein mRNA-Abbau
durch Deadenylierung (mit Entfernung der 5 Cap-Struktur) oder durch eine direkte
proteolytische Spaltung durch den RISC-Komplex erfolgen. Zum anderen wéare eine
Hemmung der Translation durch miRNA-RISC-Komplex mdéglich, wobei dieser die
Zusammenlagerung der ribosomalen Untereinheiten oder die Erkennung der 5-m’G-Struktur
verhindert. Auch eine vorzeitige Termination der Translation oder Elongationshemmung
werden diskutiert. Andere Studien zeigten, dass mRNAs die bereits aufgrund von miRNA-
Bindung nicht translatiert wurden in sogenannte ,P-Bodies” (Processing Bodies) gelagert
werden, um spater wieder signalabhangig translatiert zu werden [Bhattacharyya et al., 2006;
Filipowicz et al., 2008; Liu et al., 2005]. Neben diesem klassischen Modell werden auch
posttranskriptionelle Regulationen der Genexpression beobachtet in denen miRNAs an
Sequenzen innerhalb der 5‘-untranslatierten Region von mRNAs binden [Moretti et al., 2010;
Zhou und Rigoutsos, 2014]. Statt einer Inhibition wurde auch von einer Induktion der Zielgen-

Translation berichtet [Vasudevan et al., 2007].

2.3.1 Die Rolle von miRNAs bei der Krankheitsentstehung

Mit zunehmendem Bekanntheitsgrad der miRNAs wurde der Forschungsschwerpunkt
schrittweise von der ldentifikation neuer miRNAs auf die funktionelle Charakterisierung von
mMiRNAs, inshesondere im Zusammenhang mit menschlichen Erkrankungen, verschoben [Li
und Kowdley, 2012]. Es zeigte sich, dass miRNA-Expressionsmuster gewebespezifisch sind
und in vielen Fallen die physiologische Natur der Zelle definieren [Lim et al., 2005; Lagos-
Quintana et al., 2002]. Zum Beispiel passte sich das Genexpressionsprofil einer
nichtneuronalen Zelle dem eines Neurons an, wenn die neuronenspezifische miR-124
kunstlich Gberexprimiert wurde [Lim et al.,, 2005]. Eine umfassendere miRNA-Profiling-
Studie, zeigte dass verschiedene miRNA-Expressionsmuster spezifisch flr verschiedene
Krebsarten waren und so in der Lage waren, die Entwicklungslinie und den
Differenzierungsstatus von Tumoren widerzuspiegeln [Lu et al., 2005]. Es zeigte sich zudem,
dass viele miRNAs Schlusselrollen in wichtigen biologischen Prozessen wie Zellteilung und
Tod [Ng et al., 2012], Zellstoffwechsel [Rayner et al., 2011], intrazellulare Signallibertragung
[Zhang et al., 2012], Immunitat [Taganov et al., 2006] und Zellbewegung [Png et al., 2012]
haben. Dementsprechend werden zahlreiche Erkrankungen mit dysregulierter miRNA-
Expression in Verbindung gebracht. Erstmalig konnte um die Arbeitsgruppe um Carlo Croce,
eine Beteiligung von miRNA bei menschlichen Krebserkrankungen nachgewiesen werden.
Diese konnten zeigen, dass eine chromosomale Deletion des Lokus13q14, welche die miR-

15 und -16 kodierenden Gene betrifft, haufig mit einer ,B-cell chronic lymphocytic
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leukemia“ (B-CLL) einhergeht [Calin et al., 2002]. MiRNAs konnen dartber hinaus als
Onkogene (z.B. miR-17-92-Cluster) und Tumorsuppressoren (z.B. miR-15a/16) agieren
[Olive et al., 2010; Ageilan et al., 2010]. Es konnte anhand weiterer Studien demonstriert
werden, dass aufgrund von miRNA-Dysregulationen in Tumorzellen, die Stoffwechsellage
sich zugunsten der Tumorzellen veréandert [Cosmopoulos et al., 2009; Hart et al., 2014; Imig
et al., 2011; Jansson und Lund, 2012; Pena-Chilet et al., 2014]. Eine veranderte miRNA-
Expression kann unterschiedliche Ursachen haben. Es zeigte sich zum einen eine
Korrelation zwischen der genomischen miRNA-Lokalisation und den Tumor-assoziierten
Regionen, die fur Translokationen, Amplifikationen oder fragilen chromosomalen Abschnitten
pradisponiert sind [Ferdin et al., 2010]. Zum anderen kdénnen epigenetische Veranderungen
(z.B. Histonmodifikationen oder veranderte DNA-Methylierung) wie auch Defekte der miRNA-
Prozessierungsmaschinerie das miRNA-Expressionsprofil beeinflussen [Agirre et al., 2009;
Saito und Jones, 2006; Ting et al., 2008; Kumar et al., 2007; Newman und Hammond, 2010].

2.3.2 miR-142
Das diffus grof3zellige B-Zell-Lymphom (DLBCL) ist das mit 30% am haufigsten

vorkommende Non-Hodgkin Lymphom weltweit und mit fast 90% der aggressiven B-Zell-
Lymphome in der westlichen Welt vertreten [Swerdlow et al., 2008]. Unbehandelt endet
diese aggressive, aus mehreren Subtypen bestehende Erkrankung, tddlich. Durch eine
Kombinationstherapie mit Chemotherapeutika und einem CD-20-Antikorper konnte das
Gesamtuberleben signifikant gebessert werden, jedoch stellt ein Rezidiv dieser Erkrankung
eine neue Herausforderung dar [Pfreundschuh et al., 2008]. Bereits 1989 wurde Uber eine
Translokation in humaner aggressiver B-Zell-Leukdmie, die den miR-142-Locus (dort als
bcl3-Gen bezeichnet) und c-myc umfasst, berichtet [Gauwerky et al., 1989]. Es zeigte sich
jedoch in EBV-positiven B-Zell-Lymphomen keine signifikante Veréanderung der miRNA-
Levels von miR-142-3p und 5-p [Imig et al., 2011]. Es konnte jedoch nachgewiesen werden,
dass in ca. 20% der untersuchten DLBCL die Gene fir die miR-142-Vorlaufersequenzen
mutiert waren. Eine Mutation der miR-142 selbst war zuvor nicht beschrieben worden
[Kwanhian et al., 2012]. Diese Ergebnisse konnten von Hezaveh et al. (2016) bestatigt
werden [Hezaveh et al., 2016]. Weiterhin konnten Mutationen der miR-142 in Verbindung mit
akuter myeloischer Leukamie gebracht werden [Trissal et al., 2018]. Das Gen der miR-142
befindet sich auf Chromosom 17g22. Es zeigte sich, dass aus der Haarnadel-pre-miRNA-
142 sowohl die ,Fuhrungs“-miR-142-3p als auch der ,Schwesternstrang“-142-5p hervorgeht
und auch in Zellen exprimiert wird [Shrestha et al., 2017]. Der miR-142 wird eine
Schlusselrolle in der Differenzierung von Stammzellen zugesprochen, da sie (als miR-142-

3p) in den undifferenzierten hamatopoetischen Stammzellen hochreguliert aber in den
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differenzierten Zellen herunterreguliert ist. Zudem spielt die miR-142 eine wichtige Rolle bei
der Aufrechterhaltung der Pluripotenz von Stammzellen wéahrend der Organogenese
[Sladitschek und Neveu, 2015; Chen et al., 2004]. Bei Experimenten mit miR-142 Knock-out
Mausen zeigte sich, dass diese zwar lebensféahig waren, jedoch litten sie an verschiedenen
hamatologischen Anomalien (Leukozytopenie, Thrombozytopenie) und Immunschwéche
[Shrestha et al., 2015, Kramer et al., 2015]. Die miR-142-3p ist zudem an der Entwicklung
des Lungenmesenchyms wahrend der Embryonalentwicklung [Carraro et al., 2014], an der
Entwicklung von Neutrophilen [Fan et al., 2014], an der Megakaryopoese [Chapnik et al.,
2014] und an der Spezifikationsregulation definierter Hamangioblasten wahrend der
Organogenese [Nimmo et al.,, 2013] beteiligt. Weiterhin wird sie mit der Entstehung von
Tumoren wie Glioblastom [Chiou et al., 2013], Brustkrebs [Isobe et al., 2014], testikularen
Keimzelltumoren [Tanaka et al., 2013] und HIV-Enzephalitis [Chaudhuri et al., 2013] in
Verbindung gebracht. Eine Uberexpression von miR-142-5p filhrte zu einer erhéhten
Tumorzellproliferation und verminderter Apoptose, wahrend Silencing von miR-142-5p
gegensatzliche Effekte zeigte [Ma et al., 2016]. RNA-Viren kdnnen zudem die miR-142-3p
binden und so eine angeborene Immunitat unterdriicken, sodass neurologische
Erscheinungen geférdert werden [Trobaugh et al.,, 2014]. Zudem wird in verschiedenen
Studien vorgeschlagen, miR-142 als Biomarker zu verwenden, unter anderem  zur
Friherkennung von chronischer antikdrpervermittelter Abstol3ung nach Nierentransplantation
(miR-142-5p zusammen mit miR-486-5p) [lwasaki et al., 2016] oder als Marker nach
perkutaner koronarer Intervention bei bekannter koronarer Herzerkrankung (unter dualer
Plattchenaggregationshemmung mit ASS und Clopidogrel). Bei letzterem waren hohe
Plasma-miR-142-Spiegel mit einem hohen Risiko fur schwere unerwiinschte kardiovaskulare
Ereignisse (MACE) assoziiert [Tang et al,. 2018]. In den verschiedenen Studien zeichnete
sich ab, dass jede Isoform (miR-142-3p vs. -5p) sowohl gemeinsame als auch eigene
Transkriptionsziele haben kann, zudem kam es in einigen Fallen zu gegensatzlichen

Auswirkungen auf spezifische Signalwege [Shrestha et al., 2017].

Tabelle 1 gibt einen kleinen Uberblick iiber einige Erkrankungen mit denen die miR-142 in

Verbindung gebracht wird.

Erkrankung miR-142-3p | miR-142-5p | Anmerkung Publikation
Kardiale erniedrigt erniedrigt Uberexpression von miR- | Sharma et al,,
Hypertrophie 142-5p war mit Apoptose | 2012

und kardialer Dysfunktion

verbunden



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chaudhuri%20AD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23752207
https://www.nature.com/articles/s41401-018-0041-7#auth-1
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Lungenadeno- erhoht Kaduthanam et
karzinom al., 2013
Nicht-kleinzelliges erniedrigt Uberexpression von miR- | Wang et al., 2017
Lungenkarzinom 142-5p unterdrickte die

Tumorzellproliferation;

Hemmung von miR-142-

5p forderte Lungenkrebs-

wachstum
Akute/Chronische | erniedrigt erniedrigt Vegter et al,
Herzinsuffizienz 2016
EBV-positive erniedrigt Motsch et al.,
T-Zellen/ 2012
NK-Lymphomen
Akute Leukamie erniedrigt Wang et al., 2012
Duktales erniedrigt Godfrey et al.,
Pankreasadeno- 2018
karzinom
Magenkarzinom erniedrigt Kombination mit hohen | Zhang et al., 2011

miR-375-Spiegel war mit

schlechterem  Uberleben

und erhohter Rezidivrate

verbunden
MALT-Lymphom erhoht Saito et al., 2012
des Magens
HCC erniedrigt erniedrigt Uberexpression von miR- | Law und Wong,
(Hepatocellular 142-5p reduzierte HCC- | 2011
carcinoma) Zellwachstum Lou et al., 2017

Tsang et al., 2015

Osophagus- erhoht Hohe  korrelierte  mit | Lin et al., 2012
Plattenepithel- schlechterer Prognose
karzinom
Artherosklerose erhoht Xu et al., 2015
Zervixkarzinom erniedrigt Deng et al., 2015
Glioblastom erniedrigt Chiou et al., 2013
Kardiovaskulare erniedrigt erniedrigt Sharma et al,
Erkrankungen 2012
Brustkrebs erhoht erhoht Isobe et al., 2014

Tabelle 1: Ubersicht tiber einige miR-142 assoziierte Erkrankungen
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2.4 MORF4L2 (MRGX)

1999 verdffentlichte die Arbeitsgruppe um Bertram die Entdeckung einer Gruppe von Genen,
welche in der Lage waren in unsterblichen Zellen einen Alterungsprozess und somit eine
Zellsterblichkeit hervorzurufen [Bertram et al., 1999; Bertram und Pereira-Smith, 2001]. Der
Mortalitatsfaktor auf Chromosom 4 (MORF4) wurde basierend auf dieser Fahigkeit isoliert.
Basierend auf Sequenzhomologien wurden MORF4-verwandte Gene (MORF-related genes
= MRG) identifiziert, welche als MRG/MORF-Transkriptionsregulatoren zusammengefasst
werden. Es handelt sich hierbei unter anderem um MORF4L1 (Mortality factor 4 like 1 oder
auch MRG-15), dessen Gen sich auf Chromosom 15 befindet und MORF4L2 (Mortality factor
4 like 2 oder auch MRGX), dessen Gen sich auf Chromosom X ¢22.2 befindet. Beide
zeigten Veranderungen in der RNA-Expression wahrend der Zellteilung und der Zellalterung
[Bertram et al., 1999; Tominaga et al., 2005]. Das Gen fir MORF4L2, welches sich auf dem
X-Chromosom befindet, kodiert flr ein 288 Aminosauren langes Protein. Abbildung 2 zeigt
schematisch die Struktur des MORF4L2:

NLS  ATP/GTP HLH Lz

| | |

1 288

Abbildung 2: Schematische Darstellung der Struktur des MORF4L2 mit einem C- und N-Terminus. Die 288 Aminoséauren lange
Sequenz besitzt eine NLS-Sequenz (nuclear localisation signal), welche auf eine Lokalisation im Zellkern hinweist. Zudem
besitzt es eine ATP/GTP-Binderegion gefolgt von einer HLH (Helix-Loop-Helix) Doméne und einem Leucin-Zipper am C-

Terminus.

MORF4L2 wird ubiquitér in allen Zellen exprimiert. Es hat eine ATP/GTP Binderegion gefolgt
von einer Helix-Loop-Helix (HLH) und einem Leucin-Zipper (LZ) am C-Terminus. Zudem
besitzt MORF4L2 ein Kernlokalisierungsmotiv (NLS= nuclear localisation signal) [Bertram et
al., 1999; Chen et al., 2010] und eine N-terminale Sequenz, die keine Homologie zu anderen
Proteinen aufweist [Tominaga et al., 2003]. Entsprechend der Anwesenheit einer NLS ist
MORF4L2 im Zellkern lokalisiert. MORF4L2 und auch MORF4L1 sind integrale Bestandteile
der NuA4/Tip60-Histon- Acetyltransferase (HAT) und auch der Histondeacetylase (HDAC)
Komplexe [Doyon et al.,, 2004; Hayakawa et al., 2007]. Beide Proteine interagieren mit
Histon-Deacetylasen und Acetyltransferasen, was darauf hindeutet, dass sie bei der
Regulierung der Chromatindynamik und vermutlich der Transkriptionskontrolle eine Rolle
spielen [Chen et al., 2010]. Zudem wird ihnen eine Rolle in der DNA-Reparatur nach
Einwirkung von ionisierender Strahlung zugesprochen [Sy et al., 2009]. MORF4L2 sowie
MORFA4L1 beeinflussen den Zellzyklus- sowie die Zellproliferation [Pena und Pereira-Smith,

2007]. Je nach untersuchtem Zelltyp hatte MORF4L2 sowohl eine repressive als auch eine
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stimulierende Wirkung bei der Transkriptionsregulation des Transkriptionsfaktors B-myb,
sodass von einer zellspezifischen Aktivitdt ausgegangen wurde. Fir die stimulierende
Wirkung in HeLa-Zellen wurde die HLH — Region sowie der LZ bendtigt. Eine Transkriptions-
repression, welche in der Blasenkarzinomlinie EJ beobachtet wurde, ging nach Mutationen
der Regionen HLH und LZ verloren [Tominaga et al., 2003; Joaquin und Watson, 2003].
Diese Repression wurde durch ein Histondeacetylase (HDAC)-Hemmer verstarkt; dies
kénnte ein mdglicher Wirkmechanismus der MRG-Familie sein, da diese durch Acetylierung
und Deacetylierung von Histonen die zellulare Proliferation beeinflussen [Yochum und Ayer,
2002]. Als zusatzlichen Hinweis auf den Einfluss von MORF4L2 auf die Transkription kann
der Umstand gewertet werden, das ein Fusionsprotein aus MORF4L2 mit der Gal4-DNA-
bindenden Domane an den mSin3A-TLE-Corepressor-Komplex bindet und die Transkription
des Gal4-abhangigen Luciferase-Reporters inhibiert [Yochum und Ayer, 2002]. Daher wird
MORF4L2 eine Transkriptionsaktivierung als auch Repression zugesprochen. MORF4L2
spielt eine wichtige Rolle bei der Krebsentstehung und Chemotherapieresistenz. Es zeigte
sich eine bis zu 20fach erhéhte Menge an MORF4L2 in CIN lllI-Lasionen (CIN = Cervicale
Intraepitheliale Neoplasie) welches mit einer Chromatinremodelling und schlussendlich
erhdhter Neigung zu Zervixkarzinomen einherging [Shadeo et al., 2008]. Eine erhdhte
Expression von MORF4L2 wurde auch bei der Therapie von Lungenadenokarzinomen
dokumentiert. Die erhéhte Expression ging mit einer Medikamentenresistenz des Karzinoms
einher [Kuo et al., 2015]. Auch bei Patienten welche 5-Fluorouracil (5-FU) im Rahmen der
Therapie eines kolorektalen Karzinoms erhielten, war eine erhdhte Expression von
MORF4L2 mit einem schlechteren Ansprechen auf das Medikament verbunden [Pezo et al.,
2008]. In Glioblastomzellen fiihrte eine MORF4L2 Uberexpression zu Zellkernveranderung
mit induziertem Zelltod. Dies wurde durch Koexpression von PCD17 (Paraneoplastic
cerebellar degeneration-associated antigen PCD17/cdr2) verhindert, sodass davon
ausgegangen wird, dass PCD17/cdr2 einen regulatorischen Effekt auf MORF4L2 in Purkinje-
Zellen hat [Sakai et al, 2002]. MORF4L2 wird zudem eine Rolle beim
Medikamentenstoffwechsel, Lipidstoffwechsel als auch bei der Entwicklung und Funktion des

endokrinen Systems zugesprochen [Kuete et al., 2012].
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2.5 AKT1S1 (PRAS40)
AKT1S1 (AKT1S1=AKT1 substrate 1; PRAS40=Proline-rich Akt substrate of 40kDa) wurde

2003 als ein prolinreiches 40kDa grof3es Protein identifiziert, welches an 14-3-3 Protein in
insulinbehandelten Leberzellen von Ratten bindet [Kovacina et al.,, 2003]. 2004 wurde es
durch die Arbeitsgruppe um Beausoleil als Phosphoprotein aus Zellkernextrakten von
Helazellen isoliert [Beausoleil et al., 2004]. Es zeigte sich, dass es ein Substrat von Akt, ein
Raptor-Bindeprotein und somit ein physiologisches mTORC1 Substrat ist [Oshiro et al.,
2007; Sancak et al.,, 2007; Thedieck et al., 2007; Van der Haar et al., 2007]. Das Gen
befindet sich beim Menschen auf Chromosom 19q13.33 und kodiert fiir ein 256 Aminosauren
langes Protein [Kovancina et al., 2003; Nascimento et al., 2006; Pallares-Cartes et al., 2012].
Es kommt ubiquitar in Hirn-, Muskel- und Herzmuskelzellen, sowie in Leber- und
Kdrperfettzellen vor [Kovacina et al., 2003; Beausoleil et al., 2004; Shimay et al., 2004;
Nascimento et al., 2006]. Es enthalt am N-Terminus zwei prolinreiche Regionen, deren
genaue Funktion bisher unbekannt ist [Kovacina et al., 2003], jedoch kdnnten diese
Regionen potentielle Bindungspartner fur Proteine mit SH3- (Scr homology 3) und/oder WW-
Domanen darstellen [Macias et al., 2002]. Diesen prolinreichen Regionen folgen zwei kurze
Sequenzen, die bei der mTORC1- Bindung und Phosphorylierung von mTORC1 Subtraten
eine Rolle spielen: TOS-motif und RAIP-motif [Schalm und Blenis, 2002; Tee und Proud,
2002; Schalm et al., 2003]. Das TOS-motif befindet sich zwischen den Aminosauren 129—
133 [Fonseca et al., 2007; Oshiro et al., 2007; Wang et al., 2007], die Lys-Ser-Leu-Pro-
Sequenz welche dem RAIP-motif sehr ahnlich ist [Tee und Proud, 2002; Beugnet et al.,
2003], befindet sich zwischen den Aminosauren 182-185. Das Carboxylende des AKT1S1
enthdlt eine 10-Aminosduren lange Sequenz (Position 218-227), welche mit einer
leucinreichen Kernexportsequenz (NES=nuclear export sequence) Ubereinstimmt [La Cour et
al., 2003]. Dies ist ein Hinweis darauf, dass AKT1S1 sowohl im Zytosol als auch im Zellkern
vorkommt [Kim und Chen, 2000; Saiji et al., 2005; Furuya et al., 2006; Panasyuk et al., 2006;
Rosner und Hengstschlager, 2007; Rosner und Hengstschlager, 2008; Beausoleil et al.,
2004]. Im Zellkern dominiert das an Position Thr?*® phosphorylierte AKT1S1 [Saito et al.,
2004; Nascimento et al., 2006; Saito et al., 2006].

Abbildung 3 zeigt schematisch die Struktur von AKT1S1.
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TOS-motif RAIP-motif NES
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Prolin-reiche Regionen

Abbildung 3: Schematische Darstellung der Struktur von AKT1S1 mit regulatorischen Regionen. Die 256 Aminoséure lange
Sequenz besitzt am N-Terminus zwei prolinreiche Regionen (blau). Denen folgen 2 kurze Sequenzen (TOS- (orange) und
RAIP-motif (grau)), welche bei der Bindung von mTORC1 (Mammalian target of rapamycin complex 1) eine Rolle spielen.
Am C-Terminus befindet sich die Kernexportsequenz (NES= nuclear export sequence) (schwarz). Zudem werden hier
Phosphorylierungspositionen Ser 8 (Phosphorylierung durch mTORC1) sowie Thr?*¢ (Phosphorylierung u.a. durch AKT)

angegeben, die bei der Regulation des mTORCL1 eine wichtige Rolle spielen.

Zahlreiche Arbeiten beschaftigten und beschéaftigen sich mit der Regulation des AKT1S1
durch Phosphorylierung. Dies kann an verschiedenen Positionen und v.a. an Thr?* AKT-
abhangig und AKT-unabhangig geschehen. Die Phosphorylierung an Thr 2% st jedoch
groltenteils AKT-abhangig [Nascimento et al., 2010]. AKT selbst ist eine dem Signalweg
vorgeschaltete Serin-/Threonin-Proteinkinase (Proteinkinase B), welche Phosphatgruppen
auf Substrate Ubertragt. Der mMTORC1 (mammalian target of rapamycin complex 1) ist ein
Proteinkomplex aus verschiedenen Proteinen und besitzt eine katalytische Untereinheit
(mTOR) sowie ein regulatorisch assoziiertes Protein (Raptor) [Hara et al., 2002; Kim et al.,
2002; Loewith et al., 2002; Kim et al., 2003]. Manche Autoren beschreiben AKT1S1 als
festen, inhibitorischen Bestandteil des mTORC1. Der Komplex ist an zahlreichen
Regulationen von zellularen Prozessen beteiligt unter anderem an der Regulation der
ZellgroRe, mRNA Translation, Ribosomenbiogenese, Lipidbiogenese, vesikularer Transport,
Autophagie und mitochrondrialen Funktionen [Sengupta et al., 2010; Zoncu et al., 2011].
Abbildung 4 zeigt beispielhaft die Darstellung der intrazellularen Signalkaskade, an der
AKT1S1 beteiligt ist.
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Abbildung 4: Beispielhafte Darstellung der intrazellularen Signalkaskade von AKT1S1. Nach Bindung des Insulins an seinen
Rezeptor kommt es (iber Phosphorylierungen mehrerer Substrate zu einer Phosphorylierung von Akt an Thr3%® durch PDK1.
Durch das phosphorylierte Akt erfolgt die Phosphorylierung von AKT1S1 an Position Thr?*® sodass dieses hierdurch von
mTORCL1 dissoziiert und an Protein 14-3-3 bindet. Eine Dissoziation von AKT1S1 vom mTORCL1 erfolgt ebenfalls durch eine
Phosphorylierung des Akt durch mTORC2 an Ser*’,

AKT1S1 wird zudem mit vielen verschiedenen Krebsarten in Verbindung gebracht. Der
Signalweg ist meist hyperphosphoryliert, sodass die mTORC1-Aktivitat gesteigert ist.
Hieraus resultieren eine reduzierte Apoptose und eine Steigerung der Proliferation. In
aggressiven Melanomen sowie in Tumorzell-Progressionsmodellen konnte man eine
Steigerung der AKT-Menge und des Thr?*-phosphoryliertem AKT1S1 nachweisen
[Madhunapantula et al., 2007; Vivanco und Sawyers, 2002; Robertson, 2005; Cheng et al.,
2005]. Eine regulatorische Komponente in der Regulation der p53-vermittelten und der
Caspase 3-vermittelten Apoptose wird diskutiert [Patel und Player, 2008, Havel et al., 2015].
Aufgrund seiner mTOR-inhibitorischen Funktion wird dem AKT1S1 eine Regulation in der
Autophagie zugesprochen [Chan et al., 2009; Jung et al., 2009]. Weitere Studien belegen,
dass in HER2-positiven Brustkrebszellen bei Anwesenheit von Thr?*6-phosphorylierten
AKT1S1, ein erhohtes Risiko einer Tumorprogression besteht. Yuan und Mitarbeiter gingen
zudem davon aus, dass dies ein Biomarker fur einen Trastuzumab-resistenten Brustkrebs
sei [Yuan et al.,, 2015]. Bei Patienten mit Magenkrebs war eine Phosphorylierung des
AKT1S1 an Thr?*¢ mit Lymphknotenmetastasen, lymphatischer und vaskularer Infiltration und
einem niedrigeren Uberleben assoziiert [Lu et al., 2014]. In Melanomzellen zeigte sich durch

Absenkung des Thr?*-phosphorylietem AKT1S1 eine Steigerung der Apoptose in
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Tumorzellen, sowie eine Sensitivitatssteigerung der Melanomzellen auf
apoptoseinduzierende Agentien [Madhunapantula et al., 2007; Malla et al., 2015; Saito et al.,
2004]. Mit einem AKT-Inhibitor GSK690693 konnte eine Reduktion von AKT und AKT-
nachgeschalteten Substraten, vor allem AKT1S1 nachgewiesen werden. Es kam hierbei zu
einer signifikanten Tumorreduktion beim Leberzellkarzinom (HCC=hepatocellular carcinoma)
und bei Brustkrebs [Rhodes et al., 2008; Ma et al., 2015]. Es werden zudem weitere
verschiedene Erkrankungen aufgrund der aktuellen Studienlage mit AKT1S1 in Verbindung
gebracht. Hierzu z&hlen u.a. das Ewing Sarkom [Huang et al., 2012], Radiatio-resistentes-
nicht-kleinzelliges-Bronchialkarzinom [Kim et al., 2011], Alzheimer [Shang et al., 2012],
zerebrale Ischamie [Saito et al., 2004], Prostatakrebs [Zhang et al., 2009] und Diabetes
mellitus [Nascimento et al, 2006; Wiza et al, 2014] mit den diabetogenen
Folgeerkrankungen [Chong, 2016]. In Darmkrebsexperimenten konnte eine gesteigerte
Phosphorylierung von AKT, AKT1S1 und p70S6K mit assoziierter Chemotherapieresistenz
beobachtet werden [Baricevic et al., 2014]. Daruber hinaus wird bei einer AKT1S1-
Uberexpression von einer neuroprotektiven Wirkung, durch Dampfung der Apoptose nach
transitorischer ischamischer Attacke, zerebraler Ischamie sowie Rickenmarksverletzungen,
ausgegangen [Sharma et al., 2009; Saito et al., 2004]. Die neuroprotektiven Effekte wurden
mit einer erhdhten AKT1S1-Bindung an Protein 14-3-3 in Verbindung gebracht [Yu et al.,
2008], zudem wurde eine Minderung der prioneninduzierten Apoptose in neuronalen Zellen

nachgewiesen, in denen AKT1S1 Uberexprimiert wurde [Yang et al., 2017].
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2.6 Tetraspanine

Die Tetraspanine (TM4SF) umfassen eine Gruppe von Transmembranproteinen, welche bei
der Regulation von molekularen Signalwegen, Zelladhasion, Migration, Fusion und Apoptose
eine Rolle spielen. Sie wurden erstmals 1996 von der Arbeitsgruppe um Berditchevski als
eigenstandige Gruppe von Zelloberflachenkomplexen, an der medizinischen Hochschule
Harvard publiziert [Berditchevski et al., 1996]. Bereits in den frihen 1990er Jahren wurden
bei Klonierungen von Membran-Antigenen eine Gruppe von Proteinen (u.a. Tetraspanin 8)
kloniert, dessen Funktion bis dato unbekannt war [Boucheix und Rubinstein, 2001; Charrin et
al., 2009; Hemler, 2003; Maecker et al., 1997; Yanez-Mo et al., 2009]. In S&ugetierzellen
sind 33 verschiedene Tetraspanine beschrieben worden [Charrin et al., 2014]. Tetraspanine
bestehen aus 200-350 Aminoséuren und besitzen 4 hydrophobe transmembrane Helices
(TM1-TM4), einen kleinen extrazellularen Loop (SEL= small extracellular Loop; ca. 13-
31Aminosauren) und groRen extrazellularen Loop (LEL= long extracellular Loop; ca. 69-132
Aminoséauren) mit variabler Gréf3e und Sequenz [Kitadokoro et al., 2001; Hemler, 2005]. Der
groBe Loop beeinflusst die Interaktionen mit anderen Proteinen, wohingegen die
intrazellularen Regionen, das N-terminale und C-terminale Ende, moglicherweise eine
Kommunikation mit Signalwegen und zytoskelettalen Molekilen erméglichen [Stipp et al.,
2003; Levy und Shoham, 2005]. Der grol3e Loop enthdlt eine konstante Region, welche in 3
Alpha-Helices unterteilt ist (A,B,E), sowie eine variable Region, welche verschiedene
Regionen fir alle bisher bekannten Protein-Protein-Interaktionen enthalt [Hemler, 2005]. Der
B-Helix folgt eine Cystein-Cystein-Glycin-Sequenz (CCG-motif), die in allen Tetraspaninen
vorhanden ist. Die erste, dritte und vierte transmembrane Domane enthalten polare Reste
mit bisher unklarer Funktion. Tetraspanine sind in unterschiedlichem Ausmaf glykosyliert
und durch posttranslationale Addition von Palmitat an membranproximalen Cysteinresten
modifiziert [Lazo, 2007; Stipp, 2003; Hemler, 2001; Brown und London, 1998; Berditchevski
et al., 2002; Charrin et al., 2002; Yang et al., 2002].

Abbildung 5 zeigt den schematischen Aufbau eines Tetraspanins.
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extrazellular

Zellwand ‘
intrazellular

Intrazellularer Loop

Abbildung 5: Schematischer Aufbau eines Tetraspanins: Tetraspanine enthalten 4 transmembrane Doméanen (TM 1-TM 4),
einen kleinen extrazellularen Loop (SEL = small extracellular loop), einen kurzen intrazellularen Loop (ca. 4 Aminosauren)
und einen langen extrazellularen Loop (LEL = long extracellular loop). Der LEL enthélt eine konstante Region (welche in 3
Alpha-helices (A,B,E) unterteilt ist) sowie eine variable Region (welche Regionen fur Protein-Protein-Interaktionen enthalt).
Alle Tetraspanine enthalten ein CCG-Motiv, welches der B-Helix folgt. Die Cysteine dieser Region bilden mit anderen
Cysteinen des LEL intramolekulare Disulfidbriicken. Zudem besitzen viele Tetraspanine andere Cysteine, welche ebenfalls
intramolekulare Disulfidbriicken bilden kénnen. Die transmembranen Doménen 1, 3 und 4 enthalten typischerweise polare
Aminosauren Asn/Glu/GIn, mit bisher unklarer Funktion. Fast alle Tetraspanine enthalten membranproximal Cysteine,
welche eine Palmitoylierung eingehen kénnen und fur die Bildung von TEM relevant sind [Kitadokoro et al., 2001; Charrin et
al., 2002; Helmer, 2005].

Obwonhl unterschiedliche Tetraspanine von verschiedenen Zellentypen in einer Anzahl von
30.000-100.000 Kopien pro Zelle, so z.B. auch Immunzellen (ausgenommen Erythrozyten),
exprimiert werden, ist ihre genaue Funktion noch Gegenstand laufender Forschungen. Sie
haben im Gegensatz zu anderen Zelloberflachenproteinen die Fahigkeit, untereinander als
auch mit verschiedenen Enzymkaskaden, Signalmolekilen und Rezeptoren
(Wachstumsfaktoren, Zytokinen, Laminin, EGFR, Proteinphosphatasen, konventionelle
PKCs, Typ Il Phosphatidylinositol-4-Kinase (Pl4K), (ERK1/2)/ MAPK-Signalweg) zu
interagieren und Mikrodomanen (Tetraspanin-enriched microdomains = TEM ) zu
organisieren [Berditchevski et al., 1996; Hemler, 2003 und 2005; Boucheix und Rubinstein,
2001; Charrin et al.,, 2009; Yanez-Mo et al., 2009; Wright et al., 2004]. Der genaue
Mechanismus der Tetraspanin-enriched microdomains (TEM) ist noch nicht vollstandig
verstanden. Die verfiigbaren Daten unterstitzen die These, dass TEM dynamische
Organisatoren der Zellmembran darstellen und die interagierenden Bindepartner

zusammenbringen, um als Plattform fir die intrazellulare Signalibertragung zu dienen


https://de.wikipedia.org/wiki/Palmitoylierung
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[Yamada et al., 2008; Carloni et al., 2004]. Hierfur besitzen die Tetraspanine die Fahigkeit,
Dimere und Multimere zu bilden; dies wird durch die Palmitoylierung der Cysteine der
Transmembrandoméanen reguliert. Diese Tetraspanin-Homodimere stellen mithilfe der
Palmitoylierung der Cysteine das Grundgerist der TEM dar. Diese kdnnen direkt und indirekt
mit anderen Tetraspaninen und nicht-Tetraspaninproteinen interagieren. Es kdnnen
unterschiedliche Partnerproteine, in funktionell wichtige Komplexe, rekrutiert werden [Stipp et
al., 2003; Kovalenko et al., 2004]. Durch diese Interaktion mit anderen Tetraspaninen und
Proteinen wird ein weitreichendes und membranibergreifendes Proteinnetzwerk aufgebaut.
Solche Tetraspanin-angereicherte Mikrodoménen (TEM oder Tetraspanin web) tragen zur
Bildung und Stabilitdt der funktionellen Signallbertragung von Komplexen bei, die an
Zellaktivierung, Adhasion, Motilitt, Differenzierung und Malignitét beteiligt sind. Tarrant et al.
(2003) sehen die Hauptrolle der Tetraspanine in der Organisation von
Zelloberflachenproteinen fir die Signaltransduktion [Tarrant et al., 2003], da es zahlreiche
cis-Wechselwirkungen zwischen Tetraspaninen und benachbarten Membranproteinen in
TEM gibt [Hemler, 2005]. Es wird davon ausgegangen, dass Tetraspanine die Post-
Liganden-Bindung sowie eine Integrin-vermittelte Adhasionsverstarkung regulieren [Hemler,
2005]. Tetraspanine werden zudem aufgrund verschiedener Studien mit unterschiedlichen
Erkrankungen in Verbindung gebracht. Verschiedene Mutationen in Tetraspaninen zeigten
Zusammenhange mit X-chromosomaler geistiger Behinderung (TM4SF2) [Zemni et al., 2000;
Abidi et al., 2002], Netzhautdystrophien [Kohl et al., 1998] sowie Nephritis im Endstadium mit
préatibialer Epidermolysis bullosa [Karamatic et al., 2004]. Es wird den Tetraspaninen eine
Rolle bei Virusinfektionen in verschiedenen Stadien des Virusreplikationszyklus
zugesprochen [Florin und Lang, 2018], zudem gibt es Hinweise darauf, dass sie eine
wichtige Funktion bei der Immunabwehr haben [Jones et al., 2011; Levy, 2014; van Spriel,
2011]. Eine Regulation der Proteolyse des Amyloidvorlauferproteins  bei
Alzheimererkrankungen [Seipold und Saftig, 2016] macht Tetraspanine auch neurologisch
interessant fur therapeutische Ansatze. Besondere Aufmerksamkeit erhalten Tetraspanine,
da von einer ihnen zugesprochenen regulatorischen Komponente bei der Krebsentstehung
und Metastasierung ausgegangen wird. Moglicherweise besitzen sie die Fahigkeit die
Migration von Krebszellen in die umgebende Matrix zu regulieren [Boucheix und Rubinstein,
2001; Hemler, 2014; Zdller, 2009]. Je nach Tetraspanin werden diesen sowohl Metastasen-
fordernde (CD151 und TSPANS8) als auch Metastasen-supprimierende (CD9 und CD82)
Eigenschaften zugesprochen [Hemler, 2014; Romanska und Berditchevski, 2011; Zdller,
2009]. Eine gentechnische Entfernung des CD151 bei M&usen reduzierte die metastatische
Ausbreitung von Prostatakrebs [Copeland et al., 2013]. Die Verwendung von CD151-

Antikdrpern konnte eine Lungenmetastasierung bei Epidermoidkarzinomen, Fibroblastomen
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und Kolonadenokarzinomen verhindern [Testa, 1999; Kohno, 2002]. Im Kkleinzelligen
Lungenkarzinom wurde eine Uberexpression von CD9 nachgewiesen, der Einsatz eines
monoklonalen Antikérpers gegen CD9 konnte die Apoptose chemotherapieresistenter
Krebszellen triggern [Kohmo, 2010]. Zudem werden CD9 verschiedene Schlusselrollen bei
der Entstehung von Magenkarzinomen, Melanomen und Lymphomen zugesprochen (Soyuer
et al., 2010; Hori et al., 2004; lkeyama et al., 1993; Yoon et al., 2010].

2.6.1 TSPAN3 (TM4FS8)

Uber das Tetraspanin 3, dessen 3"UTR fiir diese Arbeit kloniert und untersucht wurde, ist
wenig bekannt. Das Gen befindet sich im menschlichen Genom auf Chromosom 15g24.3
und wurde erstmals 1998 beschrieben [Todd et al., 1998]. Es ist eng verwandt mit dem
TSPAN 4 und TSPAN 7 und lie3 sich beim Krallenfrosch (Xenopus laevis) in allen Phasen
der Embryogenese durchgehend in &hnlichen Mengen nachweisen [Kashef et al., 2013]. Es
zeigte sich, dass TSPAN3 sowie TSPAN4 und TSPAN 7 in Zellen mit einem hohen
Migrationspotential, z.B. Neuralleistenzellen, exprimiert werden, sodass man davon ausgeht,
dass sie eine wichtige Rolle in der Regulierung von Migrationsprozessen spielen [Kashef et
al., 2013]. Eine Hochregulation von TSPAN3 war mit Wilms-Tumoren assoziiert [Maschietto
et al., 2011] und wird mit dem Chronic-Fatigue Syndrom in Verbindung gebracht [Aspler et
al., 2008]. Zudem ist es in einer Region lokalisiert, die an chromosomalen Re-Lokalisationen
(Translokalisationen) t(1; 15) (p22; q22) beteiligt ist, die haufig beim Prostatakarzinom auftritt
[Strefford et al., 2006]. Tiwari-Woodruff et al. (2004) identifizierten im Mausmodell ein neues
Oligodendrozyten-spezifisches Protein/Claudin-11-assoziiertes Protein, welches auch OAP-1
genannt wurde, und das Pendant des humanen TSPAN3 darstellt [Tiwari-Woodruff et al.,
2001 und 2004]. Des Weiteren stellten sie fest, dass das TSPAN3 einen Komplex mit
OSP/claudin-11 und integrin-R1 in Oligodendrozyten bildet. Eine TSPAN3 Uberexpression
erhdhte die Proliferation der Oligodendrozyten, eine Inkubation mit einem TSPANS3
Antikorper hemmte die Migration von priméren Oligodendrozyten. Diese Daten zeigten eine
regulatorische Wirkung des TSPAN3 in Proliferation und Migration von Oligodendrozyten.
Dies ist fur eine normale Myelinisierung sowie Reparatur essentiell. Eine Hemmung des
TSPAN3-Gens in Dickdarmkrebszelllinien fiihrte zu einer signifikanten Hemmung der
Zellproliferation [Moss et al., 2007]. Anhand von TSPAN3 Knockout-Mausen zeigte sich,
dass TSPAN3 eine wichtige Rolle bei der Regulation von aggressiven myeloischen
Leukédmien spielt. Sowohl die maligne Zellerneuerung sowie das Fortschreiten der
Erkrankung wurden im Mausmodell beeintrachtigt, sodass die Uberlebenszeit anstieg [Kwon
et al 2015]. Zudem wird TSPAN3 sehr stark von Stammzellen und von Vorlauferzellen des

normalen hamatopoetischen Systems exprimiert, welche durch Msi2 (Musashi2; RNA-
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Bindeprotein) reguliert wird. TSPAN3 wurde durch Inhibition von Msi2 in leukédmischen Zellen
herunterreguliert [Kwon et al., 2015; Yang, 2016].

2.7 Ziele dieser Arbeit

In den 3’'UTRs der Gene MORF4L2, AKT1S1 und TSPAN3 waren potentielle Bindestellen fir
die miR-142-3p bzw.-5p vorhergesagt worden [Ohler, MDC Berlin-Buch, pers. Mitteilung]. In
der vorliegenden Arbeit sollten die entsprechenden 3'UTRs in geeignete Reportervektoren
kloniert werden um eine Regulation durch die miR-142 experimentell nachweisen zu kdnnen.
Anschlieend wurden durch ,site-directed mutagenesis® die Bindestellen der miR-142 in den
3"UTRs verandert. Dadurch sollte in den anschlieBenden Luciferase-Assays gezeigt werden,
dass eine Regulation Gber die miRNA nicht mehr stattfindet.

Neben der Identifikation von neuen Ziel-mRNAs der miR-142-3p und -5p sollte die Arbeit die
Grundlage fir eine erleichterte Identifikation von Zielen liefern, indem gezeigt wird, dass die
wt-miRNA die Reporter-Aktivitdt einer unveranderten 3’'UTR verringert, nicht jedoch eine
miRNA mit Mutation in der ,Seed“-Sequenz. Somit entfiele die Herstellung einer Mutante des
3'UTR Reporterkonstruktes.
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3. Materialien

3.1 Gerate
Gerat Modell/Hersteller
Brutschrank Hera Cell150 (Thermo Scientific), 37°C und 5% CO2

Gelelektrophorese-geréte

Gene Power Supply GPS 200/400 (Pharmacia)
Electrophoresis Power Supply EPS 200 (Pharmacia Biotech)

Luminometer

Lumat LB 9501 (Berthold Technologies GmbH & Co.KG)

PCR-Maschine

Peltier Thermal Cycler 200 (Firma MJ Research)

Photometer

NanoDrop™ 2000c (PEQLAB)

UV-Dokumentation

ChemiDoc™XRS + Imaging System (Bio-Rad)

Zentrifugen

Heraeus Megafuge 1,0 R (mit Kiihlung)
Heraeus Picofuge (Tischzentrifuge ohne Kihlung)

Sigma 202 MK (Tischzentrifuge mit Kiihlung)

Tabelle 2: Gerate mit jeweiligen Herstellern

3.2 Chemikalien

Agarose Invitrogen und Roth
Ampicillin (Binotal™) Bayer
Bromphenolblau Serva

Difco™LB-Agar

Becton Dickinson (BD)

Difco™ LB-Broth

Becton Dickinson (BD)

Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM) Sigma
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma
Ethylendiamintetraacetat (EDTA) Serva

Ethidiumbromid

Sigma und Roth

Ethanol

Roth

Foétales Kalberserum (FKS)

PAA Laboratories GmbH

Isopropanol

Roth

Kb plus Leiter

Invitrogen; New England Biolabs

Nanofectin™

PAA Laboratories GmbH
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Nukleotide (ANTPs)

Sigma

Penicillin/ Streptomycin

PAA Laboratories GmbH

pGEM®-T Promega
Taq DNA Polymerase Roche
Trypsin-EDTA-Solution Sigma
X-Gal Sigma

Tabelle 3: Chemikalien mit jeweiligen Herstellern

Alle weiteren, hier nicht aufgefiihrten Chemikalien wurden Uber die Firmen Merck

(Darmstadt) und Roth (Karlsruhe) bezogen.

3.3 Puffer und Losungen

Blaumarker Bromphenolblau 0,25% (w/v)
Glycerol 50% (v/v)
EDTA 50 mM
dNTPs dATP, dCTP, dGTP, dTTP je 10 mM
Ethidiumbromidlésung Ethidiumbromid 10 mg/ml H20
Puffer N2 Tris 100 mM
(Equilibrierungspuffer) Ethanol 15% (v/v)
KCl 900 mM
Triton X-100 0,15% (v/v)

ad pH 6,3 mit HsPO4

Puffer N3 Tris 100 mM

(Waschpuffer) Ethanol 15% (v/v)
KCI 1,15 M
ad pH 6,3 mit HsPO4

Puffer N5 Tris 100 mM

(Elutionspuffer) Ethanol 15% (v/v)
KCI 1M
ad pH 8,5 mit HsPO4

PBS NaCl 140 mM
KCI 25 mM
MgCl2 0,5mM
CaClz 1mM
Na-K-Phosphat 10 mM
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PBS fiir Zellkulturen NaCl 8,0 g/l
KCI 0,2 g/l
Naz2HPOa4 x 12 H20 2,949/l
KH2PO4 0,2 g/l
adpH 7,4

S1-Puffer Tris-HCI 50 mM

(Resuspensionspuffer) EDTA 10 mM
RNase A 100 pg/ml
pH 8,0

S2-Puffer NaOH 200 mM

(Lysepuffer) SDS 1% (w/v)

S3-Puffer Kaliumacetat 28 M

(Neutralisationspuffer) pH 5,1

SOB-Medium Trypton 20,09
Hefe-Extrakt 50049
NaCl 0,649
KCI 0549

ad 1000 ml HzOpidest.autoklaviert
Zugabe von 20 mM MgCl: direkt vor Gebrauch

T4-Ligasepuffer (10x) ATP 10 mM
MgCl: 50 mM
DTT 10 mM
Tris/HCI (pH 7,5) 660 mM

TAE-Puffer 50x Tris 2M
Natriumacetat 25 mM
EDTA 0,5M
ad pH 7,8 mit Essigsaure

TE-Puffer Tris/HCL 10 mM
EDTA 1mM
ad pH 7,6 mit Essigsaure

10x Polymerase-Reaktionspuffer (Sigma) KCI 500 mM
Tris-HCI, pH 8,3 100 mM
Gelatine 1 mg/ml

Tabelle 4: Puffer und Lésungen mit Inhaltsstoffen
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3.4 Enzyme
Enzym Hersteller
Alkalische Phosphatase Roche (calf intestinal phosphatase, CIP)
Lysozym (aus Hihnereiweil) Boehringer
Phusion-Polymerase New England Biolabs
Restriktionsendonukleasen New England Biolabs
T4-DNA-Ligase New England Biolabs
Tag- Polymerase Sigma

Tabelle 5: Enzyme mit jeweiligen Herstellern

3.5 DNA-GroRenmarker

Die GroRRenbestimmung von elektrophoretisch aufgetrennter linearer DNA-Fragmente
erfolgte in dieser Arbeit mit Hilfe der ,1 Kb Plus DNA-Ladder” (Invitrogen) und der ,2-Log
DNA Ladder® (New England Biolabs). Hiermit sind Bestimmung von Fragmentgrof3en
zwischen 100bp-12kbp (1Kb-Plus Ladder, Invitrogen) und zwischen 100bp-10kbp (2-Log
DNA Ladder, New England Biolabs) méglich.

1 Kb Plus DNA Ladder

bp
-12,000

-5.000

=2,000
-1,650

- 1,000
-850

-650
=500
o - 100
=300
=200

-100

Abbildung 6: 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) zur Bestimmung von DNA-Fragmenten zwischen 100bp und 12kbp
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2-Log DNA Ladder
Kilobases
100 -
80

Abbildung 7: 2-Log DNA Ladder (New England Biolabs) zur Bestimmung von DNA-Fragmenten zwischen 100 bp und 10 kbp

3.6 Bakterienstamme

Im Rahmen dieser Arbeit wurden folgende Bakterienstamme zur Blau-Weil3-Selektion
rekombinanter DNA als auch zur Vermehrung rekombinanter DNA verwendet.

- E. coli-Stamm ,pMOS BlueT-Vektor®, ein Kit der Firma Amersham

- E. coli-Stamm ,DH5-a“, kompetente Zellen der Firma Invitrogen

3.7 Adhéarente Zelllinien

HEK-293T: Es handelt sich dabei um "human embryonic kidney" Zellen, die als Epithelzellen
adharent wachsen. Sie sind in der Lage konstitutiv das groRe T-Antigen des SV40-Virus zu
exprimieren. So wird eine gesteigerte Expression von episomalen Plasmiden mdglich, die ein
»oV40 origin of replication® besitzen [Shein et al., 1962; Zur Hausen, 1967].

3.8 Nahr- und Kulturmedien

3.8.1 Nahrmedium fur Bakterien
Die Bakterienanzucht erfolgte entweder in zuvor autoklaviertem 2,5%-igem LB-Medium
(Luria Broth Base (Becton Dickinson)) oder auf Agarplatten welche mit autoklaviertem 3,75%

Luria’s Agar (Becton Dickinson) gegossen wurden. Um eine Selektion transformierter
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Bakterien zu gewahrleisten wurden die Nahrmedien mit 0,1% (w/v) Ampicillin versetzt und
bis zur Verwendung bei 4°C gelagert.

3.8.2 Kulturmedium fur Saugerzellen
DMEM: Die HEK-293T-Zelllinie wurde in "Dulbecco’s Modified Eagle Medium® (Sigma)

kultiviert. Das Medium wurde zuvor mit 10% fotalem Kalberserum (FKS) und einem ,4er-
Antibiotikum*® (40 U/ml Penicillin-G40, 10U/ml Moronal, 10 pug/ml Neomycinsulfat, 50 pg/ml

Streptomycinsulfat) versetzt.
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3.9 Vektoren
3.9.1 pGEM®-T

In dieser Arbeit wurde der pGEM-T Vektor der Firma Promega verwendet. Dieser diente zur
Zwischenklonierung von PCR-Produkten. Der pGEM®-T Vektor entstand durch einen
Restriktionsverdau des pGEM-5Zf(+)Vektors durch EcoRV und dem gleichzeitigen Anfugen
von Thymidin an das terminale 3"- Ende. Die 3terminalen Thymidine des Vektors erfullen
hierbei mehrere Aufgaben. Zum einen wird somit eine Rezirkularisation des Vektors
verhindert und zum anderen bietet der ThymidinUberhang die Mdglichkeit einer direkten
Inseration von PCR Produkten, welche durch entsprechende Polymerasen einen
3"Adenosiniberhang besitzen. Ein vorheriger Restriktionsverdau von Vektor oder PCR-
Produkt ist somit nicht nétig. Eine Ligation von PCR-Produkten welche keine Adenosin-
Uberhange besitzen ist iber die Multiple-Cloning-Site (MCS) mdglich. Diese wird von den
T7- und SP6-RNA-Ploymerase  Promotoren flankiert und enthalt mehrere
Erkennungssequenzen verschiedener Restriktionsendonukleasen. Das Besondere an der
MCS des pGEM-T Vektors ist, dass sie innerhalb des B-Galaktosidase-Gens liegt. Durch die
Ligation eines Inserts in die MCS wird das 3-Galaktosidase-Gen zerstort. Dies ermoglicht es
positive Klone (farblos, mit enthaltendem Insert) von negativen Klonen (blau, ohne Insert)
mittels  Blau-WeilR-Selektion auf X-Gal-haltigen Platten zu unterscheiden. Ein
Ampicillinresistenzgen dient zur Selektion erfolgreich transformierter Bakterien.

Xmnl 1994
Scal Magl
16875 \ 2692
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1 on l 1 star
Apal 14
Aatll 0
w Sphi 26
Amp! BstZ 3
! pGEM=-T Neol | 37
Vector T Sacll 45
[ 3000k
Spel 55
Mol G2
Bzt Z| vy
Patl Fi
Sall 78
Mddel 82
Sacl a4
ofi BstX| 103 =
Msil 112 z
126 =
T sps g

Abbildung 8: pGEM-T Vektor der Firma Promega (Quelle: Promega)
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3.9.2 pSG5

In dieser Arbeit wurde der pSG5 Vektor der Firma Stratagene verwendet. Dieser diente zur
Klonierung von  PCR-miRNA-Produkten. Mit dem  eukaryotischen  high-copy
Expressionsvektor ist es mdoglich, hohe Expressionsraten in vivo und in vitro zu
gewabhrleisten. Der Vektor enthalt einen SV40-Promoter, ein B-Globin-Intron und ein SV40
Polyadenylierungssignal, welche eine effiziente RNA bzw. Protein-Expression in vivo
ermdglicht. Der T7-Promotor ermdglicht hingegen die in vitro Transkription. Die MCS enthalt
die Erkennungssequenzen der Restriktionsenzyme EcoRI, BamHI und Bglll, wodurch die
Ligation von entsprechend verdauten PCR-Produkten ermdglicht wird. Zuséatzlich dazu
enthalt der Vektor einen bakteriellen Replikationsursprung (pUC ori), der zur autonomen
Replikation im prokaryotischen System dient. Der Replikationsursprung f1 ori dient der
Synthese von Einzelstrang-DNA. Auch hier wird die Selektion der Bakterien durch ein
Ampicillinresistenzgen sichergestellt.

-P SV40/SV40 ori

f1 ori 1
rbeta-globin intron
pSG5 PT7 EcoR |
4.1 kb ——BamH |
——Bgl I
~SV40 pA
ampicillin / |
— 'pUC ori

Abbildung 9: pSG5 Vektor der Firma Stratagene (Quelle:Stratagene)
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3.9.3 pMIR-REPORT ™

Um den Einfluss von miRNAs auf entsprechende Zielgene zu untersuchen, wurde der
eukaryotische Reportervektor pMIR-Report™ verwendet. Hierbei wurde die zu
untersuchende Sequenz der entsprechenden 3'UTR hinter das Firefly-Luciferase Gen im
Vektor kloniert. Fur diese Dissertation wurde ein modifizierter Reportervektor "pMIR-RNL-TK"
verwendet. Hier wurde durch die Arbeitsgruppe Meister (Max-Planck-Institut, Martinsried) ein
zusatzliches Renilla-Gen unter die Kontrolle eines TK-Promoters eingebracht. Dies
ermdglicht eine interne Normalisierung, um Unterschiede in der Transfektionseffizienz

auszugleichen.
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Abbildung 10: pMIR-REPORT™
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3.10 Expressionsplasmide
Die miRNA-Sequenzen wurden aus humaner genomischer DNA amplifiziert. Um eine
effiziente Expression bzw. eine Prozessierung zu reifen miRNAs zu gewdhrleisten, wurden

zusatzlich zur miRNA-Vorlaufersequenz noch 100bp an das 5'und an das 3"Ende amplifiziert.

miRNA Plasmid Restriktionsenzyme Fragmentlange
mMiR-142-wt pSG5 EcoRI/BamHI 4100 + 314
miR-142-M1 pSG5 EcoRI/k.A. 4100 + keine Angabe
miR-142-M3 pSG5 EcoRI/Bglll 4100 + 340

miR-29a pSG5 EcoRI/BamH]I 4100 + 500

miR-29b pSG5 EcoRI/BamH]I 4100 + 390

miR-146 pSG5 k.A. 4100 + keine Angabe
miR-125 pSG5 k.A. 4100 + keine Angabe

Tabelle 6: Expressionsplasmide mit Schnittstellen

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Expressionsplasmide wurden freundlicherweise

von der Arbeitsgruppe zur Verfligung gestellt.

3.11 Reporterplasmide

Um den Effekt einer miRNA auf die zu untersuchende 3’'UTR zu testen wurde diese in die
,multiple cloning site” (MCS) kloniert, welche sich hinter dem 3‘-Ende des Firefly-Luciferase
Gens des pMIR-RNL-TK befindet. Die Amplifikation der Sequenz erfolgte mit spezifischen
Primern aus Testis-cDNA oder der jeweiligen Originalen 3’'UTR und wurde anschlie3end
Uber eine Gelelektrophorese aufgetrennt und mit Hilfe von Restriktionsenzymen in die MCS
(Multiple Cloning Site) des Vektors kloniert.

Tabelle 7 gibt einen Uberblick tber die fir diese Arbeit amplifizierten 3'UTR Sequenzen,
welche in die MCS des pMIR-RNL-TK kloniert wurden.

Reporterplasmide

Fragmentlange in bp

Restriktionsenzyme

pMIR-TSPAN3-3'UTR 8400 + 834 Sacl, Ngo IV
pPMIR-TSPAN3-Mut142-3"UTR* 8400 + 830 Sacl, Ngo IV
PMIR-TSPAN3-T1-3'UTR 8400 + 654 Sacl, Ngo IV
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pPMIR-TSPAN3-TM1-3'UTR* 8400 + 654 Sacl, Ngo IV
pMIR-TSPAN3-T2-3'UTR 8400 + 504 Sacl, Ngo IV
pMIR-TSPAN3-TM2-3'UTR* 8400 + 504 Sacl, Ngo IV
pPMIR-TSPAN3-TM3-3'UTR* 8400 + 270 Sacl, Ngo IV
pMIR-AKT1S1-3'UTR 8400 + 984 Spel, Sacl
pMIR-AKT1S1-Mutl-3"UTR** 8400 + 977 Spel, Sacl
pMIR-AKT1S1-Mut2-3"UTR** 8400 + 981 Spel, Sacl
pMIR-MORF4L2-3'UTR 8400 + 483 Spel, Sacl
pMIR-MORF4L2- Mut142-3'UTR* 8400 + 483 Spel, Sacl
pMIR-MORF4L2-Mut29-3"UTR*** 8400 + 483 Spel, Sacl

Tabelle 7: Reporterplasmide

* Hier wurde gezielt die Bindestelle der miR-142 im Reporterplasmid durch die Sequenz der Endonuklease Pmll ersetzt.

** Da hier 2 Bindestellen in der 3'UTR fur die miR-142 zur Verfiigung standen, wurden die Bindestellen einzeln verandert. Mutl
entspricht der Mutation der ersten, 5-gelegenen Bindestelle, wédhrend die zweite, 3*-gelegene Bindestelle unverandert ist. Mut2
entspricht der verdnderten zweiten Bindestelle, wahrend die erste unveréndert ist. Hier wurden die Bindestellen im
Reporterplasmid gezielt durch die Endonuklease Afel ersetzt.

*** Hier wurde gezielt die Bindestellte der miR-29 durch die Sequenz der Endonuklease Pmll ersetzt.

3.12 Oligonukleotidprimer

Zur Klonierung der Plasmide wurden folgende Oligonukleotidprimer verwendet, welche tber
die Firma MWG Biotech bezogen wurden:

3'UTR FOR/REV

Primer

Primer-Sequenz

TSPAN3-3'UTR 5Sacl-FOR |CCCGAGCTCCATCACTGGCGGAACCTATG

3'NgOIV-REV |GCCGGCGTTGGGGGCTGATACAGAG

5Sacl-FOR |GTTTTTAATCAAAGTTGGCACGTGAGGAGGAGTATA
ATG

TSPAN3-Mut-3'UTR

3'NgOIV-REV |CATTATACTCCTCCTCACGTGCCAACTTTGATTAAAA
AC

TSPAN3-T1-3'UTR 5'Sacl-FOR |CCCGAGCTCGAAGGTGAATTGAGCAGG

TSPAN3-TM1-3'UTR

3’NgOIV-REV | GCCGGCGACTTACCATGAATGGGC

TSPAN3-T2-3'UTR 5'Sacl-FOR |CCCGAGTCTGACTCTTCATGCCCCTAAG
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TSPAN3-TM2-3'UTR

3’NgOIV-REV |GCCGGCGACTTACCATGAATGGGC
TSPAN3-TM3-3'UTR 5Sacl-FOR |CCCGAGTCTGTTAACACCAGATGGTGC

3'NgOIV-REV | GCCGGCGACTTACCATGAATGGGC
AKT1S1-3'UTR 5'Spel-FOR | CGGACTAGTGATGAGGAGAATGGGCCGCC

3'Sacl-REV  |CGAGCTCCAACCCCTCACTCTCTCCCC

AKT1S1-Mutl-3'UTR 5 Spel-FOR

CGTCCGCCCCGTCCCTTAGCGCTCCCCCGCCCCAC
TCC

3’'Sacl-REV  |GGAGTGGGGCGGGGGAGCGCTAAGGGACGGGGC
GGACG
AKT1S1-Mut2-3'UTR 5°Spel-FOR |CAATTTACGTTCTTTTTAGCGCTGGGACTGGGGTCG
TC
3’Sacl-REV | GACGACCCCAGTCCCAGCGCTAAAAAGAACGTAAAT
TG
MORF4L2-3'UTR 5 Spel-FOR | GGACTAGTGCTGAGTACCACCGCAAAGCC
3’Sacl-REV  |CGAGCTCGGACTTGCAGAGGATGGGCTG

MORF4L2-Mut142-3'UTR |5 Spel-FOR

GTTCCTATCCCTTTGCACGTGTGCAATTTTCTAATAT
G

3'Sacl-REV

CATATTAGAAAATTGCACACGTGCAAAGGGATAGGA
AC

MORF4L2-Mut29-3'UTR | 5'Spel-FOR

CTTTTTTTTTTTTTACACGTGATGAAGTAAAACAGCC

3'Sacl-REV

GGCTGTTTTACTTCATCACGTGTAAAAAAAAAAAAAG

Tabelle 8: 3°UTR mit jeweiligen Oligonukleotidprimern

3.13 Computersoftware

Textverarbeitung

Microsoft Word 2010™ (Microsoft Corp.)

Datenverarbeitung

Microsoft Excel 2010™

Grafiken

CorelDRAW 12.0™ (Corel Corp.)
Quantity One (Bio-Rad)

Microsoft Paint, Microsoft Power Point

Sigma Plot 10.0 und 13.0 (Systat
Software)

statistische Auswertung von Luciferase-Assays.

Nukleotid- und Protein Sequenzabgleiche

Internetseite des NCBI (National Center of Biotechnology
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Information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

angeschlossene Dienste

und

mMiRNA Target Vorhersage

Target Scan und RNA-Hybrid

Tabelle 9: Computersoftware



34

Methoden

4. Methoden
4.1 Bakterielle Zellkultur

4.1.1 Aufzucht und Lagerung von Bakterien

Durch die Transformation von kompetenten Bakterien mit einem Plasmid wird eine schnelle
und effektive Amplifikation des Plasmides ermdoglicht. Eine Selektion der transformierten
Bakterien fand nach Ausplattieren der Bakteriensuspension auf LB-Amp-Agarplatten und
anschliel3ender Inkubation der Platten Uber Nacht bei 37°C statt. Am Folgetag wurden 2 ml
LB Medium (plus 0,1% (w/v) Ampicillin) mit einer Bakterienkolonie beimpft und Gber Nacht
bei 37°C auf einem Schittler inkubiert (siehe 4.3.1.1 Analytische Isolierung von Plasmid-
DNA). Nach Verschluss der Agarplatten mit Parafilm sind diese fur eine kurzfristige Lagerung
bei 4°C geeignet. Um eine groRe Menge Plasmid-DNA zu amplifizieren, wurden 100 ml mit
Ampicillin versetztes LB-Medium mit einer Bakterienkolonie beimpft und tGber Nacht bei 37°C
aerob und schittelnd inkubiert (siehe 4.3.1.2 Praparative DNA-Isolierung (NucleoBond™:-
Praparation)). Eine Langzeitlagerung der Bakterien bei -70°C wurde durch Mischen von 400
pl Bakteriensuspension mit 20%(v/v) DMSO ermdglicht. Diese diente alternativ auch zur
Beimpfung einer 100 ml LB-Kultur.

4.1.2 Herstellung kompetenter Bakterien (Rubidium-Methode)

Da E. coli-Bakterien sich vor der Aufnahme von Fremd-DNA durch z.B. Restriktionsenzyme
schiutzen, mussen die Bakterien, um Plasmid-DNA effizient zu vermehren, kompetent
gemacht werden. Es wurde hierfir die Rubidium-Methode angewandt, um eine Kompetenz
der Bakterien zu induzieren. Hiernach kann Fremd-DNA kunstlich in die Bakterien
eingebracht werden. Zunachst wurde SOB-Medium mit einer MgCl,-Ldsung versetzt und mit
E. coli-pMOS-Suspension beimpft. Diese Vorkultur wurde tber Nacht bei 37°C schittelnd
und aerob inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurde SOB-Medium mit einigen ml der
Vorkultur beimpft und solange schittelnd inkubiert, bis die Bakteriensuspension eine
OD550nm von 0,3 erreicht hat. Eine OD550nm weist daraufhin, dass sich die
Bakteriensuspension in der exponentiellen Wachstumsphase befindet. AnschlieRend wurde
die Suspension auf verschiedene Gefal3e aufgeteilt und nach Inkubation auf Eis zentrifugiert.
Zu den Bakterienpellets wurde Transformationspuffer 1 hinzugegeben und die Pellets damit
aufgenommen. Nach erneuter Inkubation auf Eis erfolgte eine erneute Zentrifugation. Die
Pellets wurden daraufthin in Transformationspuffer 2 resuspendiert, in 1,5 ml
Reaktionsgefalie aliquotiert und in fliissigem Stickstoff gefroren. AnschlieRend konnten die
kompetenten Bakterien bei -70°C gelagert werden [CaCl,/RbCIl-Methode; Kushner, 1978].
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Die in dieser Arbeit verwendeten kompetenten Bakterien wurden freundlicherweise von der
Arbeitsgruppe zur Verfugung gestellt.

4.1.3 Transformation kompetenter Bakterien

Das Einbringen von DNA in kompetente Bakterienzellen wird als Transformation bezeichnet.
Dies kann durch Elektroporation oder Hitzeschock erméglicht werden. In dieser Arbeit wurde
nur die Hitzeschock Transformation angewandt. Zuerst wurden 50 pl einer auf Eis
aufgetauten, kompetenten Bakteriensuspension mit 5 pl eines Ligationsansatzes gemischt
und auf Eis inkubiert. Hierbei kann sich die DNA an die Zellwand anlagern. Nach 20 Minuten
Inkubationszeit erfolgte fur 90 Sekunden der Hitzeschock bei 42°C im Wasserbad. Es wird
gemutmaldt, dass die Bakterienzellwand durch den plétzlichen Temperaturanstieg kurzzeitig
permeabel wird und dadurch die DNA ins Zytosol gelangt. Nach dem Hitzeschock wurde die
Bakterien-Ligation-Suspension fir kurze Zeit auf Eis abgekuhlt und mit 100 pl
antibiotikafreiem LB-Medium versetzt, um den Bakterien den Ubergang in die exponentielle
Phase zu erleichtern. Anschlie3end erfolgte eine Inkubation fir ca. 30 Minuten bei 37°C.
Danach wurden diese Vorkulturen auf LB-Amp-Agarplatten ausplattiert und tber Nacht bei
37°C inkubiert. Das den Agarplatten zugesetzte Ampicillin ermdglichte eine effiziente

Selektion der transformierten Bakterienzellen [Lederberg und Cohen, 1974].

4.1.4 Blau-Weil3-Selektion mittels pGEM

Das Blau-Weil3-Selektionsprinzip dient dem Nachweis einer erfolgreichen Ligation. Durch
eine enzymatische Reaktion, wobei X-Gal als Substrat, in Anwesenheit von IPTG (Isopropyl-
B-D-thiogalactopyranosid) als Induktor, von dem Enzym B-Galaktosidase zu einem blauen
Farbstoff umgesetzt wird. Dieses Prinzip kann nur angewandt werden, wenn der
Bakterienstamm [-Galaktosidase-defizient ist, wie z.B. pMOS und der verwendete Vektor
innerhalb seines B-Galaktosidase-Gens (lacZ) eine Multiple Cloning-Site besitzt (z.B.
pGEM®-T). Vor dem Ausplattieren der Suspension musste IPTG und X-Gal auf den LB-
Agarplatten ausgestrichen werden. Bei einem erfolgreichen Einbau des DNA-Inserts in den
entsprechenden Vektor wurde das p-Galaktosidase-Gen zerstort, wodurch die enzymatische
Reaktion nicht mehr ablaufen konnte und die Bakterien in weif3en Kolonien wuchsen. Im
Gegensatz dazu wuchsen Bakterien ohne Insert blau, da das B-Galaktosidase-Gen intakt

war und die enzymatische Reaktion ablaufen konnte.
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4.2 Eukaryotische Zellkultur

4.2.1 Kultivierung von Monolayer Zellkulturen

Die in dieser Arbeit verwendete, adharente HEK-293T Zelllinie wurde in 75cm?
Zellkulturflaschen bei 37°C und 5% CO: kultiviert. Als Medium diente das bereits oben
beschriebene DMEM (siehe 3.8.2 Kulturmedium fur Saugerzellen), welches mit einem ,4er
Antibiotikum® versetzt wurde. Die Zelllinie wurde montags und freitags, unter sterilen
Bedingungen, 1:10 gesplittet. Hierbei wurde zuerst das verbrauchte Medium entfernt und der
Zellrasen vorsichtig mit 1 ml Trypsin/EDTA gespllt. Die Zellen wurden hiernach mit 1 ml
Trypsin/EDTA fir 2-5 min in einem Brutschrank inkubiert (37°C und 5% CO3). Es kam hierbei
Zu einer Abldsung der Zellen und des Zellrasens, da die Zelloberflachenproteine durch die
Protease Trypsin zerstdrt wurden. Nach der Inkubationszeit wurde, um diese Trypsin-
Reaktion zu stoppen, DMEM-Medium hinzugegeben. Es erfolgte daraufhin, in einer neuen

Kulturflasche, eine Verdinnung der Suspension mit DMEM auf ein Endvolumen von 20ml.

4.2.2 Transfektion eukaryotischer Zellen mittels Nanofectin™

In dieser Arbeit wurde das Transfektionsreagenz Nanofectin™ (Firma PAA) zur Transfektion
der eukaryotischen Zellkultur verwendet. Diese weist eine hohe Transfektionseffizienz bei
niedriger Zytotoxizitat auf. Hierbei bindet die zu transformierende DNA an ein von einem
porésen Nanopartikel umschlossenes, positiv geladenes Polymer. Es entsteht ein Komplex
aus der DNA, dem Polymer und dem Nanopartikel, welcher von Zellen endozytotisch
aufgenommen werden kann. Hierbei schitzt, der Nanopartikel die DNA vor dem Abbau.
Einen Tag vor Transfektion wurden die zu transfizierenden Zellen ausgesat und nach
Herstellerangaben transfiziert. Danach wurden diese fiir weitere 48 h bei 37°C und 5% CO.

bis zur Weiterverwendung gelagert.

4.3 DNA-Techniken
4.3.1 Isolierung von Plasmid-DNA
4.3.1.1 Analytische Isolierung von Plasmid-DNA (Boiling Praparation)

Hierfir wurden insgesamt 10 ReaktionsgefaRe mit jeweils 2 ml LB Ampicillin-Medium und
jeweils einer einzelnen Bakterienkultur beimpft und Gber Nacht bei 37°C schittelnd inkubiert.
Am darauffolgenden Tag wurden hiervon jeweils 1,5 ml in passende Reaktionsgefal3e
Uberfihrt und fir 10 min bei 5000 rpm und 4°C zentrifugiert. Das hieraus entstehende
Bakterienpellet wurde durch Zugabe von 200ul STET-Puffer resuspendiert. Anschliel3end
wurden, durch Zugabe von 1 pul Lysozym (0,5 mg/ml), die Bakterien lysiert. Nach
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zehnminutiger Inkubation auf Eis erfolgte fur 45 Sekunden ein kochendes Wasserbad bei
98,5°C mit daraufhin kurzer Abkuhlung auf Eis. Hiernach erfolgte eine erneute Zentrifugation
fur 15 min bei 14000 rpm und 4°C. Das dabei entstandene Pellet aus Zelltrimmern und
Proteinen wurde mittels eines Zahnstochers entfernt. Die DNA wurde nach Zugabe von 200
pl Isopropanol und anschlieRender Zentrifugation tber 30 min bei 14000 rpm und 4°C gefallt.
Der Uberstand wurde verworfen und das DNA-Pellet an der Luft getrocknet. Das DNA-Pellet
wurde daraufhin in 20 pl S1-Puffer (mit RNAse versetzt) aufgenommen und zum Abbau der
RNA fur 10 min bei 37°C inkubiert. Die DNA wurde anschlielend bei 55°C fiir 5 min gel6st
[modifiziert nach Birnboim und Doly J., 1979].

4.3.1.2 Praparative DNA-Isolierung (NucleoBond™-Préaparation)

Zur Aufreinigung grol3erer Mengen an Plasmid-DNA, wurden in dieser Arbeit die
Anionenaustauscher-Saulen der Firma Machery-Nagel (NucleoBond™) verwendet. Uber die
NucleoBond™ AX 100-Saulen konnte die DNA einer Bakterienkultur von ca. 100ml
aufgereinigt werden. Hierfir wurde die Ubernachtbakterienkultur in zwei 50 ml
Reaktionsgefalie Uberfuhrt, diese wurden fir 15 min, bei 5000 rpm und 4°C pelletiert. Der
Uberstand beider wurde verworfen. Eines der Pellets wurde in 4 ml S1-Puffer resuspendiert,
in das zweite Gefal3 Uberfihrt und das zweite Pellet ebenfalls resuspendiert. Es wurde
daraufhin 4 ml S2-Puffer dazugegeben, gemischt und 5 min bei Raumtemperatur inkubiert,
um die Zellen durch das enthaltene SDS zu lysieren. Durch das enthaltene NaOH wurden
gleichzeitig die chromosomale DNA, Plasmid-DNA und Proteine denaturiert. Es erfolgte die
Hinzugabe von 4ml S3 Puffer zur Neutralisierung. Nach 5-minutiger Inkubation auf Eis, liegt
die kleinere Plasmid-DNA renaturiert in Lésung vor, wohingegen die gré3ere chromosomale
DNA einzelstrangig bleibt und mit den ebenfalls denaturierten Proteinen ausfallt. Es folgt
eine Zentrifugation Gber 25 min bei 6000 rpm und 4°C. Kurz vor Ende der Zentrifugation wird
eine NucleoBond™-AX 100-Saule mit 2,5 ml N2-Puffer aquilibriert und anschlieBend wird der
in der Zentrifugation gebildete Uberstand, welcher die Plasmid-DNA enthalt, auf die Saule
gegeben. Der pH-Wert und die in dem Lysat vorherrschende Salzkonzentration ermdglichen
den stark negativ geladenen Nukleinsauren die Bindung an die Saulenmatrix. Die Saule
wurde zweimalig mittels je 5 ml N3-Puffer gewaschen, um die Reinheit der DNA zu erhéhen,
anschlielend wurde die DNA mit Hilfe von 5 ml N5-Puffer eluiert. Die Fallung der DNA
erfolgte durch die Zugabe von 3,5 ml Isopropanol und darauffolgender Zentrifugation (30 min,
6000 rpm, 4°C). Zum Schluss wurde die DNA mit 2 ml 70% Ethanol gewaschen (10 min,
6000 rpm, RT), getrocknet und das Pellet, je nach GrdRRe, in 50-100 ul TE-Puffer
aufgenommen und 1 ¥ h bei 50°C oder alternativ Gber Nacht bei 4°C gel6st. Die DNA-

Konzentration und der Reinheitsgrad wurden anschlieRend photometrisch bestimmt.
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4.3.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung

Um die Konzentration und den Reinheitsgrad der DNA-Proben zu bestimmen, wurde in
dieser Arbeit diese Messung am NanoDropTM2000c (PEQLAB) vorgenommen. Hierbei wird
die Fahigkeit der Nukleinsauren, Licht der Wellenlange 260nm zu absorbieren, genutzt. Die
Absorption bildet somit ein Maf3 fir den DNA-Gehalt einer Losung. Proteine absorbieren
Licht der Wellenlange 280 nm, so kann der Quotient OD260nm/OD280nm als MafR3 fur die
Reinheit der Losung betrachtet werden. Der Wert sollte somit zwischen 1,8 und 2,0 liegen,
sodass von einer reinen DNA-Probe gesprochen werden kann. Ist die Probe mit Proteinen
verunreinigt, liegt der Wert darunter. Bei einer OD260nm von 1,0 wird bei doppelstrangiger
DNA von einer Konzentration von 50 mg/ml ausgegangen. Die Messungen erfolgten mit 2 pl
unverdunnter DNA-LOsung. Als Referenzwert wurde H:Ouidest €ingesetzt [Maniatis et al.,
1989].

4.3.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Mithilfe der Polymerasekettenreaktion lasst sich in vitro eine definierte Nukleinsauresequenz
in Lange und Sequenz aus einem Gemisch von Nukleinsduren amplifizieren. Hierbei macht
man sich die Fahigkeit von DNA-Polymerasen zu Nutze, ausgehend von einem freien 3'-
Hydroxy-Ende einer einzelstrangigen DNA-Matrize, den komplementaren DNA-Gegenstrang
zu synthetisieren. Ein PCR-Zyklus besteht hierbei aus 3 Einzelschritten: Denaturierung,
Annealing und Elongation. Bei der Denaturierung wird die doppelstrangige DNA auf 94°C
erhitzt, so dass diese in zwei Einzelstrdnge zerfallt. Wahrend des Annealing findet eine
Abkihlung der Einzelstrange statt. Hierbei wird eine Anlagerung der Primer, die je zu einer
spezifischen DNA-Sequenz komplementér sind, ermdglicht. Die Annealingtemperatur ist
hierbei vom GC-Gehalt und der Lange der Primer abhéangig und schwankt haufig zwischen
50-65°C. Bei der Primersynthese* musste berticksichtigt werden, dass beide Primer eine
ahnliche Schmelztemperatur haben und dass sie keine Sequenzhomologien zueinander
besitzen. Hierdurch wurde die Mdoglichkeit der Primerdimerbildung minimiert. Durch die
Hybridisierung der Primer mit dem Matrizenstrang entsteht das fur die Polymerase
notwendige freie 3'OH-Ende. Diese dient als Startpunkt fiir die nachfolgende Elongation. Die
Elongation lauft bei dem Temperaturoptimum der verwendeten Polymerase ab (Tag-
Polymerase:  72°C, Phusion: 72°C). Hierbei fugt die Polymerase freie
Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) an die 3-OH-Enden, komplementar zum
Matrizenstrang, an. In den folgenden sich wiederholenden Zyklen kdnnen diese neu
entstandenen Tochterstrdnge ebenfalls als Templates dienen. Durch diese zyklische
Wiederholung kann eine nahezu exponentielle Vermehrung der gewlnschten Sequenz
erfolgen [Mullis et al., 1986].
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In dieser Arbeit wurden die Tag-Polymerase, sowie die Phusion-Polymerase verwendet.
Tabelle 10 zeigt ein Pipettierschema mit der Tag- und Phusion- Polymerase

* Die in dieser Arbeit verwendeten Oligonukleotidprimer wurden in lyophilisierter Form von der Firma MWG Biotech bezogen.

Vor Verwendung wurden diese in sterilem, DNAse-freiem Wasser gelost.

Volumen PCR mit Phusion PCR mit Taq Kontrolle
(chiméres Enzym) (aus dem thermophilen
Bakterium Thermus
aguaticus)
Sul 2x Phusion-Puffer Sigma-Tag-Puffer 10ul Phusion-Puffer
oder 5yl Sigma-Tag-
Puffer
2ul dTNP dTNP dTNP
1l Primer FOR (1:4) Primer FOR (1:4) Primer FOR (1:4)
1l Primer REV (1:4) Primer REV (1:4) Primer REV (1:4)
1ul 2x Template 1:10 (cDNA) Template 1:10 (cDNA) -
0,5ul Phusion Sigma-Taq Phusion oder Sigma
Taq
Ad 50ul H20 33,5ul H20 39,5p1 H20 35,5ul oder 40,54l

Tabelle 10: Pipettierschema PCR

Die Pipettierschemata der beiden Polymerasen unterschieden sich nur in der Polymerase
und dem entsprechenden Reaktionspuffer. An der Endkonzentration der Ansatze anderte
sich nichts. Um eine Kontamination der Komponenten auszuschlie3en, wurde in jeder PCR
eine Wasserprobe, die alle Komponenten bis auf das Template enthielt, durchgefihrt. In
dieser Arbeit wurde fir die PCR der Peltier Thermal Cycler 200 verwendet. Die verwendeten
Programme richteten sich, wie oben bereits erwéhnt, nach den Primern und der verwendeten
Polymerase. Zu beachten war, dass die Elongationszeit an die Sequenzldnge angepasst
wurde.

Die nachfolgende Tabelle 11 zeigt exemplarisch den Ablauf eines PCR-Programms mit der

Phusion-Polymerase.

Reaktionsschritt Temperatur Zeit

Denaturierung 94°C 2,5 min

Denaturierung 94°C min
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Annealing Primerabhéngig (siehe Tabelle 12)
Elongation 72°C min x 38
min
Letzte Extension 72°C 10 min
Kihlung 4°C Bis Entnahme

Tabelle 11: Ablauf PCR mit Phusion

Tabelle 12 zeigt das Target, Annealingtemperatur, Elongationszeit, cONA/Template sowie

die jeweils verwendete Polymerase an

3'UTR Annealing- Elongations- |cDNA/ Polymer
Temperatur zeit Template ase
(2:10)
TSPAN3-3'UTR 51°C 2min Testis cDNA Sigma-
Taq
TSPAN3-Mut142-3'UTR 57°C 2min TSPAN3-3'UTR Phusion
TSPAN3-T1- 3’'UTR 57°C 2min TSPAN3-3'UTR Phusion
TSPAN3-TM1- 3'UTR 57°C 2min TSPAN3-Mut142- Phusion
3'UTR
TSPAN3-T2-3'UTR 57°C 2min TSPAN3-3'UTR Phusion
TSPAN3-TM2-3'UTR 57°C 2min TSPAN3-Mut142- Phusion
3'UTR
TSPAN3-TM3-3'UTR 57°C 2min TSPAN3-Mut142- Phusion
3'UTR
AKT1S1-3'UTR 56°C 2min Testis cDNA Sigma-
Taq
Akt1S1-Mutl-3'UTR 66° 2,5min AKT1S1-3'UTR Phusion
Akt1S1-Mut2-3'UTR 66° 2,5min AKT1S1-3’'UTR Phusion
MORF4L2-3"UTR 57°c 45s Testis cDNA Phusion
MORF4L2- Mut142-3'UTR 57°C 2min MORF4L2- Phusion
3 'UTR
MORF4L2-Mut29-3'UTR 57°C 90s MORF4L2- Phusion
3°UTR

Tabelle 12: Annealingtemperatur, Elongationszeit, cDNA/Template
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4.3.3.1 Colony PCR

Basierend auf einer einfachen PCR ermdglicht die Colony PCR eine ldentifikation einer
erfolgreichen Ligation nach Transformation in eine kompetente Bakterienzelle. Hierfur
wurden die Sequenzierprimer eingesetzt, die fur die MCS des Zielvektors (pMIR) flankieren.
Hierdurch unterscheidet sich die Fragmentgréf3e des PCR Produktes der Colony PCR von
dem des zuvor amplifizierten Inserts um ca. 200bp. Da fur die Colony PCR mehrere Ansétze
bendtigt werden, wurde ein Mastermix fertiggestellt, der alle in Tabelle 13 genannten
Komponenten, bis auf die Tag-Polymerase, enthielt. Dieser Mastermix wurde zu je 50pl in
kleine PCR-Eppis aliquotiert. AnschlieBend wurde mit einem sterilen Zahnstocher ein
Bakterienklon von der Agarplatte gepickt und in das jeweilige Reaktionsgefald eingetaucht
und kurz vermischt. Dieser Zahnstocher mit dem angepickten Klon wurde daraufhin auf eine
Masterplatte Uberfuhrt. Hierbei musste auf eine genaue Durchnummerierung der Klone
geachtet werden. AnschlieRend wurde die Tag-Polymerase in jedes Reaktionsgefald
pipettiert und die PCR nach Standard Programm gestartet. Bei jeder Colony PCR lief
zusatzlich eine Negativkontrolle/Wasserkontrolle mit, um eine Kontamination der
Komponenten auszuschliel3en. Zusatzlich lief immer eine Positivkontrolle, welche keine
Bakterienkolonie sondern pMIR enthielt mit. Hierdurch konnte sichergestellt werden, dass die
PCR funktioniert hat, da die 200bp groRe MCS des Vektors amplifiziert wurde.

Pro Ansatz |Mastermix Positivkontrolle Negativkontrolle
10x tag-Puffer 5ul 50l 5ul S5ul
dNTP’s 2ul 20pl 2ul 2ul
5’Sequenzierprimer 1pl 10pl 1ul 1ul
3'Sequenzierprimer 1pl 10ul 1ul 1ul
H2Ovidest 40,625pl 405,25ul 39,625l 40,625l
Bakterienkolonie Jel Insg. 10 Kolonien | 1ul pMIR -
Tag-Polymerase 0,375ul 3,75l 0,375l 0,375l

Tabelle 13: Colony PCR fir insg. 12 Ansétze inkl. Positiv- und Negativkontrolle

Zur Erfolgskontrolle wurde 25ul der PCR-Produkte mit den jeweiligen Restriktionsenzymen

verdaut und tber die Gelelektrophorese aufgetrennt.

4.3.4 Zielgerichtete Mutagenese

Um zielgerichtete Punktmutationen in die miRNA-Target-Sequenz der 3'UTR einzubringen,

wurde in dieser Arbeit die sogenannte Overlap-Extension-Mutagenese-PCR verwendet.
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Diese besteht aus drei einzelnen PCR-Schritten und der Verwendung von zwei
komplementaren Mutagenese Primern (MutFOR und MutREV) und den zwei Original-
Primern, welche bereits zum Amplifizieren der 3'UTR verwendet wurden (FOR/REV).

In der ersten PCR wurde zum einen der Primer FOR und MutREV und in der zweiten PCR
der Primer MutFOR und REV verwendet. Das Resultat dieser beiden PCR-Reaktionen sind
zwei DNA-Fragmente, welche die gewtinschte Mutation tragen und deren Sequenzen sich im
zu mutierenden Bereich Uberlappt. Die einzelnen DNA-Fragmente der beiden PCR wurden in
einem Agarosegel aufgetrennt, steril herausgeschnitten und reisoliert. Diese dienten in der
abschliel3enden dritten PCR als Template, hierfir wurden die Original Primer (FOR/REV)

verwendet. Die Reaktionsansatze sind in Tabelle 14, Tabelle 15 und Tabelle 16 dargestellit.

Bei allen 3 PCR-Ansatzen wurde das Standardprogramm aus Tabelle 11 verwendet.

Volumen Komponente Endkonzentration
5ul 10x Phusion-Polymerase-Reaktions-Puffer 1x

2ul dTNP 100mM

1ul Original 5"Primer FOR (1:4) 50uM

Tul 3’Primer MUT REV (1:4) 50uM

1l pMIR-3"UTR Reporterkonstrukt (1:10) 100ng

0,5l Phusion Polymerase 5U

39,5 pl H20Obidest

Tabelle 14: PCR Ansatz 1

Volumen Komponente Endkonzentration
Sul 10x Phusion-Polymerase-Reaktions-Puffer 1x

2ul dTNP 100mM

1ul Original 3"Primer FOR (1:4) 50uM

Tul 5 Primer MUT REV (1:4) 50uM

1ul pMIR-3"UTR Reporterkonstrukt (1:10) 100ng

0,5ul Phusion Polymerase 5U

39,5 ul H20Obidest

Tabelle 15: PCR Ansatz 2
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Volumen Komponente Endkonzentration
5ul 10x Phusion-Polymerase-Reaktions-Puffer 1x
2ul dTNP 100mM
Tul Original 5"Primer FOR (1:4) 50uM
Tul Original 3"Primer REV (1:4) 50uM
Tul PCR Produkt aus Ansatz 1 100ng
Tul PCR Produkt aus Ansatz 2 100ng
0,5ul Phusion Polymerase 5U
38,5 ul H20Obidest

Tabelle 16: PCR Ansatz 3

Um den Erfolg der PCR 2zu Uberprifen wurden 25ul des PCR-Ergebnisses
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die fur diese Arbeit mutierten 3'UTR in Tabelle 23 (Seite
55) dargestellt.

4.3.5 Agarosegelelektrophorese

In dieser Arbeit wurde die Agarosegelelektrophorese verwendet, um verschieden grol3e
DNA-Fragmente voneinander zu trennen. Man macht sich das Prinzip zu Nutze, dass die
negativ geladenen DNA-Fragmente im elektrischen Feld zur positiven Anode wandern. Das
Agarosegel dient hierbei als Molekularsieb. Hierdurch kénnen kleine Fragmente schneller
durch die Poren des Gels wandern als groRBe Fragmente. Die Porengrol3e dieses
Molekularsiebes wird durch die Agarosekonzentration des Gels bestimmt. Hierdurch konnte
durch Anpassung der Agarosekonzentration des Gels eine Optimierung der aufzutrennenden

Fragmente erfolgen [Maniatis et al., 1989].

4.3.5.1 Herstellung Agarosegel
Es wurde die bendtigte Menge an Agarose (z.B. 4,5 g bei 1%igem Gel) in 450 ml 1xTAE-

Puffer gelost und das Gemisch in der Mikrowelle aufgekocht. Anschlieend wurde es auf
einem Magnetrihrer auf ca. 60°C abgekuhlt und mit 23 pl Ethidiumbromidstammldsung (10
mg/ml in H20) versetzt. Dieses Gemisch wurde noch in flissiger Form auf eine Glasplatte
gegossen, die von einem Messingrahmen umgeben war und mit 1%-iger Agarose
abgedichtet wurde. In bereitgestellten Halterungen sorgten insgesamt 3 Messingkdmme,
dass die ca. 35 pl fassenden Probetaschen ausgespart wurden. Als Endergebnis entstand

ein Agarosegel von 24,5 x 24,5 x 1 cm. Die Kdmme konnten nach Auspolymerisierung aus
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dem Gel gezogen werden. Das Gel wurde daraufhin in Frischhaltefolie verpackt und bei 4 °C
bis zum Gebrauch aufbewahrt.

Agarosemenge (mg) Agarosekonzentration im Gel (%) | DNA-Trennbereich (kb)
2,25 0,5 1-30

3,15 0,7 0,8-12

4,5 1 05-7

5,4 1,2 0,4-6

6,75 1,5 0,2-3

9 2 01-2

Tabelle 17: Agarosekonzentrationen und die dazugehorigen DNA-Trennbereiche

Den DNA-Proben wurden vor dem Pipettieren in die Taschen des Gels glycerolhaltiger
Blaumarker zugefiigt. Es wurde ein Gelstiick mit der benétigten Anzahl an Probentaschen in
eine mit 1XTAE-Puffer gefillte Elektrophoresekammer gegeben und die DNA-Proben in die
Taschen gefillt. Um die GroRe der aufgetrennten DNA-Fragmente ermitteln zu kénnen,
wurde zusatzlich ein DNA GrofRenstandard (siehe 3.5 DNA-GroRenmarker) mit auf das Gel
aufgetragen. Diese Proben wurden dann 1 h lang bei 150V mit Hilfe eines elektrischen
Feldes aufgetrennt. Das im Gel enthaltene Ethidiumbromid, welches mit doppelstrangiger
DNA interkaliert, lie3 die DNA-Fragmente unter UV-Licht sichtbar werden. Normalerweise
wirde die Dokumentation bei A=254 nm stattfinden. Allerdings wirde dieses kurzwellige
Licht die DNA so stark schadigen, dass sie nicht mehr zur Weiterverarbeitung geeignet ware.
Daher wurden bei A=365 die DNA-Fragmente sichtbar gemacht und mit Hilfe eines sterilen

Skalpells aus dem Gel herausgeschnitten.

4.3.6 NucleoSpin™-Isolierung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Das NucleoSpin™-Extraktions Kit der Firma Macherey-Nagel wurde verwendet, um die DNA-
Fragmente aus einem Agarosegel zu extrahieren. Mit diesem Kit konnten ebenfalls DNA-
Losungen aufgereinigt werden (PCR-Clean-up). Hierbei erfolgte die Aufreinigung bzw.
Extraktion nach Herstellerangaben. Diese Methode beruht auf dem Prinzip einer
lonenaustauschchromatographie. Hierbei bindet die negativ geladene DNA an die
silicagelhaltige Séule und wird, nach einem anschlieRenden Waschschritt, eluiert. Bei einer
Klonierung konnte die dadurch erhaltene DNA im Anschluss entweder mit
Restriktionsenzymen geschnitten oder zur direkten Ligation in den pGEM-T®-Vektor

eingesetzt werden.
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4.4 Enzymatische Modifikation von DNA

4.4.1 Spaltung von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen (REN, Restriktionsenzyme) kommen natirlicherweise Uber-
wiegend in Bakterien vor und schitzen diese vor Eindringen von Fremd-DNA, welche sie
unter anderem anhand fehlender Methylierungsmuster erkennen. Hauptsachlich werden in
der Molekularbiologie die Restriktionsenzyme der Klasse Il eingesetzt. Diese schneiden
direkt in oder in der direkten Nahe der Erkennungssequenz und bendtigen kein ATP. REN
erkennen eine spezifische Sequenz, die meist palindromisch angeordnet ist und Uber vier,
sechs oder acht Basenpaaren verlauft. Dabei kdnnen sie zwei unterschiedliche Arten von
Schnitten erzeugen. Von ,blunt ends“ wird gesprochen, wenn ein direktes Schneiden
zwischen zwei gegeniberliegenden Basenpaaren erfolgt. Hierbei entstehen gerade Enden.
Schneiden die Enzyme so, dass 3'-bzw. 5-Uberhénge entstehen, spricht man von ,sticky
ends*. Eine Ligation von sticky ends verlauft meist einfacher, da die Uberhange hybridisieren
kénnen und so leichter zueinander finden. Die Aktivitat der Restriktionsendonukleasen wird
Uber die Menge an Enzym definiert, welche bendétigt wird, um 1 pg DNA unter optimalen
Bedingungen (optimales Milieu; optimale Temperatur) in einer Stunde zu schneiden. Diese
Menge wird als eine Unit [U] definiert [Maniatis et al., 1989].

Tabelle 18 zeigt die jeweiligen 3'UTR-Sequenzen und die hierfir verwendeten

Restriktionsenzyme.

pMIR- 3'UTR Restriktionsenzyme Restriktionsenzyme  zur
zur GroRenkontrolle FOR/REV Orientierungskontrolle
FOR/REV
PMIR-TSPAN3-3'UTR Sac I/NgoMIV Spe I/NgoMIV
PMIR-TSPAN3-Mut142-3'UTR Sac I/NgoMIV Spe I/NgoMIV
PMIR-TSPAN3-T1-3"UTR Sac I/NgoMIV Spe I/NgoMIV
PMIR-TSPAN3-TM1-3'UTR Sac I/NgoMIV Spe I/NgoMIV
PMIR-TSPAN3-T2-3'UTR Sac I/NgoMIV Spe I/NgoMIV
PMIR-TSPAN3-TM2-3'UTR Sac I/NgoMIV Spe I/NgoMIV
PMIR-TSPAN3-TM3-3'UTR Sac I/NgoMIV Spe I/NgoMIV
PMIR-AKT1S1-3' UTR Spe I/Sac | Spe I/NgoMIV
PMIR-AKT1S1-Mutl-3'UTR Spe I/Sac | Spe I/NgoMIV
pPMIR-AKT1S1-Mut2-3'"UTR Spe I/Sac | Spe I/NgoMIV
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PMIR-MORF4L2-3'UTR Spe I/Sac | Spe I/NgoMIV
PMIR-MORF4L2-Mut142-3'UTR | Spe I/Sac | Spe I/NgoMIV
PMIR-MORF4L2-Mut29-3'UTR Spe I/Sac | Spe I/NgoMIV

Tabelle 18: 3'UTR-Sequenzen und verwendete Restriktionsenzyme

4.4.2 Dephosphorylierung von Vektor-DNA

Mithilfe der alkalischen Phosphatase (CIP, calf intestinal phosphatase) bzw. antarktischen
Phosphatase wurde die reaktive Phosphatgruppe am 5-Ende des verdauten Vektors
entfernt. Dadurch wird eine Rezirkularisation bzw. Konkatemerisierung (Zusammenlagerung
mehrerer Vektoren) des Vektors verhindert. Dies fand zeitgleich mit dem Restriktionsverdau
statt, sodass hier von einem Doppelverdau gesprochen wurde. Dieser diente dazu einen
gerichteten Einbau des Inserts in einen Vektor zu ermoglichen. Hierbei war zu beachten,
dass ein Puffer verwendet wurde, in dem alle Enzyme eine mdoglichst hohe
Restriktionsaktivitat besitzen. Nach einer Inkubationszeit von 3 h oder tber Nacht wurde der
Restriktions- und Dephosphorylierungsansatz gelelektrophoretisch aufgetrennt und der
geschnittene Vektor mit Hilfe des NucleoSpin™-Extraktions Kit reisoliert. Dieser nun
linearisierte Vektor konnte zur Ligation von DNA-Fragmenten weiterverwendet werden
[Bolivar et al., 1977; Chaconas und van de Sande, 1980].

Tabelle 19 zeigt das Pipettierschema eines Standard-Restriktionsansatzes eines Inserts und

des dazugehdrigen Vektors

Komponente Menge fir Insert Menge fir Vektor
Restriktionsenzym 1 und /oder 2 1U (zwischen 0,5-1pl) 1U (zwischen 0,5-1pl)
10x Reaktionspuffer (Cutsmart Buffer) 2ul 2ul

PCR-Produkt (DNA) 14pl -

Vektor (pMIR) - 2ug

Alkalische Phosphatase - 2ul

H2Opbidest Ad 20l Ad 20l

Tabelle 19: Pipettierschema eines Standard-Restriktionsansatzes

4.4.3 Ligation von DNA-Fragmenten

Nach Restriktionsverdau von DNA-Insert und zusatzlicher Dephosphorylierung des nun
linearisierten Vektors erfolgte die Ligation dieser beiden DNA-Fragmente miteinander.
Hierflr wurde die, aus E. coli Bakterien, welche mit dem Bakteriophagen T4 infiziert waren,

isolierte T4-DNA Ligase verwendet. Die Ligase katalysiert in vitro unter ATP-Verbrauch die
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Bildung von Phosphodiesterbindungen zwischen benachbarten 3'-Hydroxy- und 5°
Phosphatenden. Hierdurch entsteht eine intakte, rekombinante doppelstrdngige Plasmid-
DNA. Das ATP als Energiequelle wurde im Reaktionspfuffer zur Verfugung gestellt. Die
Konzentrationen der Vektor- und Insert-DNA wurden so gewahlt, dass sie zueinander
aquimolar im Reaktionsansatz vorlagen. Hierdurch konnte eine effektive Ligation
gewahrleistet werden. Die Ligationsansatze wurden Uber Nacht bei 4°C inkubiert und
anschlieend wurden 5pl jedes Ligationsansatzes zur Transformation in kompetente
Bakterienzellen verwendet. Zusétzlich lief immer eine Ligationskontrolle mit, die den Vektor
aber nicht das Insert enthielt [Dugaiczyk et al., 1975; Sgaramella et al., 1970].

Komponente Ligationsansatz 1 Ligationsansatz 2 Kontrolle
Vektor 2ul 3ul 2ul

Insert 6ul Sul -
T4-Ligase 1ul 1ul 1ul
10xT4-Ligase Buffer 1ul 1ul 1ul

H20 - - 6ul

Tabelle 20: Pipettierschema Ligationsansatz

4.4.4 Poly-A-tailing und Ligation in pGEM

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Vektor pGEM-T®-Vektor der Firma Promega nur zur
Zwischenklonierung von Sequenzen verwendet. Hierflr bendtigten die Sequenzen einen
Adeniniberhang, welche durch verschiedene Polymerasen ermdglicht wird. Die Tag-
Polymerase, welche in dieser Arbeit verwendet wurde, fligt Adenine direkt in der PCR an die
DNA-Sequenz an. Da die Phusion-Polymerase hierzu nicht in der Lage ist, wurde bei PCR-
Produkten, welche mit der Phusion Polymerase amplifiziert worden sind, ein nachtragliches
Anfugen der Adenine notwendig, um diese dann in den pGEM-Vektor zu klonieren.

Hierfir wurden folgende Einzelkomponenten kombiniert und bei 70°C 30 Minuten lang

inkubiert.

5ul des PCR-Produktes
1ul tag-Reaktionspuffer
2ul dATP

1l H2O

1ul tag-Polymerase
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In diesen 30 Minuten bringt die Polymerase die Adenine an das PCR-Produkt an.
AnschlieBend wurde die DNA mit Hilfe des NucloeSpin™-Extraktions Kits aufgereinigt und
konnte zur Ligation in den pGEM-T®-Vektor benutzt werden.

In dieser Doktorarbeit wurde das Ligationskit der Firma Promega verwendet, welches den
pGEM-Vektor, Puffer und Ligase enthielt.

Komponente Menge
pGEM-Vektor 1ul
PCR-Produkt nach Poly-A-Tailing 3ul
2x T4-Ligasepuffer 5ul
T4 DNA-Ligase Tul

Tabelle 21: pGEM-Ligationsansatz

4.5 Dual-Luciferase® Reporter Assay

Um Genexpressionen und daran gekoppelte zellulare Ablaufe zu untersuchen wurde in
dieser Arbeit das Dual-Luciferase® Reporter Assay der Firma Promega verwendet. Es
enthalt das Enzym Luciferase, welches in Anwesenheit von O,, ATP und Mgz die Oxidation
von Luciferin katalysiert. Hierbei wird Licht in Form eines Photons emittiert. Die entstandene
Emission ist proportional zur Menge an Luciferase und kann in einem Luminometer (Lumat
LB 9501, Berthold Technologies GmbH & Co.KG) detektiert werden. Mit diesem auch duale
Reportersystem genannte Verfahren kann die Aktivitat beider Luciferasen in einem Assay
bestimmt werden. Hierbei wird zuerst die Aktivitat der Firefly-Luciferase durch Zugabe des
spezifischen Substrates (LARII; Promega) im Luminometer gemessen. Durch Zugabe eines
Renilla-Substrates (STOP&GLO Losung (Promega)) wurde diese Reaktion gestoppt und
gleichzeitig die Aktivitat der Renilla-Luciferase bestimmt. Es wurde fir die Dual-Luciferase-
Assays in dieser Arbeit der pMIR-RNL-TK Vektor verwendet. Die zu untersuchende 3'UTR
Sequenz wurde hierfir hinter das Firefly-Luciferase Gen kloniert. Hierdurch ist die Aktivitat
der Luciferase vom Effekt der zu testenden microRNA auf die 3'UTR abhangig. Zur Kontrolle
diente die Renilla-Luciferase Aktivitat, da ihre Expression unabh&ngig von der klonierten
Sequenz ist. Es wurden zunachst 293T-Zellen in 24 Lochplatten ausgesat und fir 24
Stunden bei 37°C im Brutschrank (Hera Cell150 (Thermo Scientific)) gelagert. Am Folgetag
wurden diese Lochplatten mittels Nanofectin transfiziert. Hierbei wurden jeweils 0,8yl
Effektorplasmid- und 0,2ul Reporterplasmid-DNA  eingesetzt (siehe Tabelle 22
Transfektionsbeispiel). Nach weiteren 48 Stunden im Brutschrank wurden Zelllysate nach
Herstellerangaben angefertigt und mit 1x PLB 1:100 verdinnt. Es wurden

Luminometerréhrchen aufgestellt und zunachst 50ul LARII in jedes Rohrchen vorgelegt, 10l
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des 1:100 verdinntem Zelllysat wurden hinzugegeben und im Luminometer wurde die
Lumineszenz detektiert. Danach wurde ziigig 50ul STOP&GLO zugegeben und erneut die
Lichtemission gemessen. In der Auswertung wurden die Aktivitat der Firefly-Luciferase und
der Renilla-Luciferase in Bezug zueinander gesetzt. Durch entsprechend mitlaufenden
Kontrollen wurde sichergestellt, dass ein Effekt der microRNA auf den Leervektor
auszuschlieBen ist. Daruber hinaus wurden neben der Wildtyp miRNA auch mutierte
mMiRNAs getestet. Da hierdurch allerdings nicht sichergestellt ist, dass die richtige Site der
mMiRNA auch an der richtigen Bindestelle im Reporterplasmid bindet, wurde nach positivem
Ergebnis die bekannte Sequenz (siehe 4.3.4 Zielgerichtete Mutagenese) mutiert und die
mMiRNAs noch einmal getestet.

AbschlieRend wurden die Ergebnisse in der Software Sigma Plot eingetragen und der

enthaltene T-Test ausgefihrt. Eine statistische Signifikanz lag bei einem Wert < 0.05 vor.

Nummer pSG5 pSG5-miRNA pMIR pPMIR-3'UTR
1 0,8 pl 0,2 ul

2 0,8 pl 0,2 pl

3 0,8 pl 0,2 pl

4 0,8 pl 0,2 ul

5 0,8l 0,2 ul

6 0,8 pl 0,2 ul

7 0,8 pl 0,2 ul

8 0,8 pl 0,2 ul

Tabelle 22: Transfektionsbeispiel
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5. Ergebnisse

5.1 Fragestellung

Die miR-142 spielt eine wichtige Rolle bei der immunologischen Antwort sowie bei
verschiedenen Erkrankungen und Malignomen (siehe Tabelle 1: Ubersicht Uber einige miR-
142 assoziierte Erkrankungen, Seite 8-9). Eine Assoziation des miR-142-Plasmaspiegels
wird zudem in Verbindung mit verschiedenen Erkrankungen gebracht, unter anderem mit
schweren unerwiinschten kardiovaskularen Ereignissen nach Koronarintervention [Tang et
al., 2018] oder erhéhter Tumorzellproliferation mit verminderter Apoptose [Ma et al., 2016].
Die Erfassung der miR-142-Spiegel in Gewebe oder im Plasma kdnnte also in Zukunft als
Biomarker eine Rolle spielen. Im Rahmen von Arbeiten am diffus groRzelligen B-Zell-
Lymphom (DLBCL) zeigten sich in ca. 20% aller untersuchten Félle, Mutationen in den 3’
und 5 Seed-Sequenzen der miR-142 [Kwanhian et al 2012]. Dies ging mit einem
Funktionsverlust der miRNA einher. Eine miRNA, welche in der 3'-Seed-Sequenz eine
Mutation aufweist kann ein 3'Target nicht mehr regulieren, analog verhalten sich 5°-Seed-
Sequenz-Mutationen und 5 Targets. Umgekehrt ist durch Mutation der entsprechenden
miRNA-Bindestelle im Target eine Regulation aufgrund fehlender Interaktion mit der miRNA
nicht mehr moglich. Alternativ kommt jedoch auch ein Zugewinn an Zielgenen in Betracht,
wenn die ,Seed-Sequenz® eine Mutation aufweist. In der vorliegenden Arbeit sollten
potentielle Targets der miR-142, die durch die Methode des PAR-CLIP identifiziert worden
waren, experimentell bestatigt werden. Die Targets wurden auf Grund bioinformatischer
Vorhersagen (Ohler, MDC, Berlin) ausgewahlt. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Effekt
der miRNA, sowie der Effekt der miR-142-3p und -5p Mutanten an den entsprechend
klonierten 3'UTRs getestet. Hierbei handelt es sich um die 3’'UTRs in den mRNAs der Gene
von MORFA4L2 (siehe 2.4 MORF4L2, Seite 10), AKT1S1 (siehe 2.5 AKT1S1, Seite 12) und
TSPANS3 (siehe 2.6.1 TSPANS3, Seite 19).

Fur MORF4L2 wurde Uber TargetScan eine Bindestelle fur die miR-142-3p vorhergesagt.
Abbildung 11 zeigt die potentielle Bindestelle. Weiterhin wurde in dieser Arbeit eine
potentielle Bindestelle der miR-29a/b, die in der MORF4L2-3'"UTR ebenfalls vorhergesagt
wurde, mitgetestet, da im Labor Grasser die entsprechenden miRNA Expressionskonstrukte

vorhanden waren.


https://www.nature.com/articles/s41401-018-0041-7#auth-1
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CTGIBBGCGTCTACAGACAGCTCACCATTTTTGTCCTGTATCTGTAAACACTTTTTGTTCTTAGTCTTTTT
CTTGTAAAATTGATGTTCTTTAAAATCGTTAATGTATAACAGGGCTTATGTTTCAGTTTGTTTTCCGTTCTG
TTTTAAACAGAAAATAAAAGGAGTGTAAGCTCCTTTTCTCATTTCAAAGTTGCTACCAGTGTATGCAGTAA
TTAGAACAAAGAAGAAACATTCAGTAGAACATTTTATTGCCTAGTTGACAACATTGCTTGAATGCTGGTG
GTTCCTATCCCTTTGACACTACACAATTTTCTAATATGTGTTAATGCTATGTGACAAAACGCCCTGATTCC
TAGTGCCAAAGGTTCAACTTAATGTATATACCTGAAAACCCATGCATTTGTGCTCTTTTTTTTTTTTTATGG
TGCTTGAAGTAAAA

@A - stop-Codon
ACACTACA = Bindestelle der miR-142-3p

TGGTGCT = Bindestelle der miR-29a und miR-29b

Abbildung 11: Darstellung der Nukleotidsequenz von MORF4L2-3"UTR mit dargestelltem Stop-Codon (rot), Bindestelle der miR-
142-3p (blau) und Bindestelle der miR-29a und miR-29b (grun). Die oben gezeigte Sequenz wurde in den Reportervektor pMIR

kloniert.

Es wurde angenommen, dass sowohl der Wildtyp der miR-142 (,miR-142-wt“) als auch die
miR-142-M3, mit einer Mutation der ,5p-Seed‘-Sequenz, die 3'UTR des MORF4L2
herunterreguliert. Eine Regulation dieser 3’'UTR durch miR-142-M1, in welcher eine Mutation
in der ,3p-Seed“-Sequenz vorliegt, sollte umgekehrt nicht erfolgen (siehe Ergebnisse 5.4 Die
pMIR-MORF4L2-3"UTR als Target-mRNA fir die miR-142 und miR-29, Seite 56-58).

Fur AKT1S1 wurden zwei Bindestellen fir die miR-142-3p vorhergesagt. Fir die zweite
Bindestelle wurde durch das Programm ,TargetScan®, eine starkere Affinitat vorausgesagt;
diese Bindestelle ist in Abbildung 12, welche die Nukleotidsequenz von AKT1S1-3'UTR
darstellt, in der Farbe Magenta und Fettdruck, dargestellt.

Zudem stellt Abbildung 12 die in dieser Arbeit mitgetesteten Bindestellen der miR-125 und
miR-146 dar.
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CTCTTCGCCCGACCTGGACCGCATCGCGGCGAGCATGCGCGCGCTGGTGCTGCGAGAGGCCGAGGAC
ACCCAGGTCTTCGGGGACCTGCCACGGCCGCGGCTTAACACCAGCGACTTCCAGAAGCTGAAGCGGAA
ATATIBBAGTCCAGGGAGGGAGCGCCCCGGGCCGCGTCCGCCCCGTCCCRBABIABECCCCCGCCCC
ACTCCCGGGGCCTGCTAATCTGAGGCCGATCCGGGACCGGCCTCCTTGCGTCTCCCATTCCCAAGATTG
TCCCGCCTCTGCCAATCCCCGCCGTCCTTCCAGCCCACGACCTGCCGCGCCGAGGAGCGGCATCTGTC
CCGTTTCCCGATTGGGTCTGTCGTCTCTCTCCGCCTAGCGACAGATTCCTTCTATTAAGGGATTGGCTCG
CTGAGTTCTAAGCTCTAAATGGGTCAACTCCTTTGTTTTCCGCCTAGCGACAAGGGATTTGCTCGCACGG
CATTGGCTCCATCCCCTAGTCGCTGGACAGCTCTTTTTTTGATTGGCTCAAATCCTGTAAAGGGCTTGAC
CAGTCTCTACATAGTCACCGTCCGCTTTTCCTGAGTTCTCCCTCCCAATTGGCTCCAGCTTCCTGGGGGC
GTGGCCAAGCCCTCCTCTTCCCAGAATTGGCCCGGGGCCTTCAATTTACGTTCTTTRCAGTABBGGGAC
TGGGGTCGTCTTTGCCCACGTCCCGACAACTTGTTCCCTGACCCCCTCAGGGATGGCCCCAAACTGTCC
CTGCCTCTGGCACCCCCTTTCATTGGTTCCATCCATCCCCACAACAGCCTGCCAATCGAAGCCCGTCCCT
GCATCCAGGATGGTACCAGCTCCCGCCCCTCGCCCCCCACCTCCACAGGTGCCTTAAAGGGCCCTCGT
CCACCCAAGGTGGGGGGCAGGGGCCCTCACTCTCCGGCCCTGGTGTG

@A - stop-Codon

BEAGTAGA - Bindestelle der miR-142-3p

BEAGTABA - Bindestelle mit starkerer Affinitat fr die miR-142-3p
CTCAGGGA = Bindestelle der miR-125a-5p/125b-5p

AGTTCTC = Bindestelle der miR-146-5p

Abbildung 12: Darstellung der Nukleotidsequenz von AKT1S1-3"UTR mit dargestelltem Stop-Codon (rot), Bindestellen der miR-
142-3p (magenta), Bindestelle der miR-125a/b-5p (gelb) sowie Bindestelle der miR-146-5p (blau). Durch das Programm Target-

Scan wurde fiir die zweite Bindestelle in der 3’'UTR eine stérkere Affinitat der miR-142 vorhergesagt (magenta & fett).

Auch hier wurde eine Erniedrigung der Aktivitat des AKT1S1-Reporterplasmids mit der miR-
142-wt und der miR-142-M3 erwartet. Jedoch war die Auswirkung der einzelnen Bindestellen
in der 3’"UTR nicht genau abzuschatzen. Es wurde davon ausgegangen, dass trotz Mutation
einer Bindestelle in der 3'UTR, eine Regulation aufgrund der zweiten Bindestelle vorhanden
sein musste. Daher wurden die Bindestellen einzeln im Rahmen dieser Arbeit mutiert und
getestet (siehe Ergebnisse 5.5 Die pMIR-AKT1S1-3"UTR als Target-mRNA fir die miR-142,
miR-146 und miR-125, Seite 59-61).

TSPAN3 wurde von TargetScan als Target der miR-142-5p vorhergesagt und unterscheidet
sich daher von den beiden vorherigen Genen, die potentielle Bindestellen flir miR-142-3p
enthalten. Zu Beginn dieser Arbeit im Oktober 2013 waren nur wenige 5 Targets der miR-
142 bekannt.

Abbildung 13 zeigt die potentielle Bindestelle fir miR-142-5p in der TSPAN3-3'UTR. Zudem
wurde freundlicherweise durch Analysen von Dr. Martin Hart (Institut fir Humangenetik,
Universitatsklinikum des Saarlandes, Homburg) eine potentielle 6mer Bindestelle der miR-

142-3p angegeben.
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CABBTTGACAACTCAAGCCTGAGCTTTTTGGTCTTGTTCTGATTTGGAAGGTGAATTGAGCAGGTCTGC

TGCTGTTGGCCTCTGGAGTTCATTTAGTTAAAGCACATGTACACTGGTGTTGGACAGAGCAGCTTGGCTT
TTCATGTGCCCACCTACTTACCTACTACCTGCGACTTTCTTTTTCCTTGTTCTAGCTGACTCTTCATGCCC

CTAAGATTTTAAGTACGATGGTGAACGTTCTAATTTCAGAACCAATTGCGAGTCATGTAGTGTGGTAGAAT
TAAAGGAGGACACGAGCCTGCTTCTGTTACCTCCAAGTGGTAACAGACTGATGCCGAAATGTCACCAGG

TCCTTTCAGTCTTCACAGTGGAGAACTCTTGGCCAAAGGTTTTTGCGGGGAGGAGGAGGAAACCAGCTT

TCTGGTTAAGGTTAACACCAGATGGTGCCCCTCATTGGTGTCCTTTTAAAAAATATTTACTGTAGTCCAAT

AAGATAGCAGCTGTACAAAATGACTAAAATAGATTGTAGGATCATATGGCGTATATCTTGGTTCATCTTCA
AAATCAGAGACTGAGCTTTGAAACTAGTGGTTTTTAATCAAAGTTGGCTTTATAGGAGGAGTATAATGTAT
GEBGIABTGTTTTAAAAGAATTAGTGTGAGTGTGTTTTTGTATGAATGAGCCCATTCATGGTAAGTCTTAA

GCTTGTTGGAAATAATGTACCCATGTAGACTAGCAAAATAGTATGTAGATGTGATCTCAGTTGTAAATAGA
AAAATCTAATTCAATAAA

B8 - stop-Codon
BAGTAB - potentielle Bindestelle der miR-142-3p

CTTTAT = Bindestelle der miR-142-5p

Abbildung 13: Darstellung der Nukleotidsequenz von TSPAN3-3'UTR mit dargestelltem Stop-Codon (rot) und Bindestelle der
miR-142-5p (blau). Zudem wurde eine potentielle Bindestelle der miR-142-3p durch Dr. Hart zur Verfigung gestellt (magenta).
Die oben genannte Sequenz wurde in den Reportervektor pMIR kloniert.

Es wurde angenommen, dass durch die miR-142-5p als auch durch die miR-142-M1 eine
Regulation der 3’"UTR erreicht wird jedoch nicht durch die miR-142-M3, in welcher die 5-
Seed-Sequenz mutiert ist (siehe Ergebnisse 5.6 Die pMIR-TSPAN3-3"UTR als Target fur die
miR-142, Seite 62-67). Diese Interaktion-Vorhersagen der miR-142 mit diesen Genen sollte
im Rahmen dieser Arbeit geprift werden. Durch Mutationen der miRNA-Bindestelle in der
3"UTR sowie durch den Einsatz von Mutanten der miR-142 sollte geprift werden, ob weitere
nicht beschriebene Interaktionen stattfinden. Abbildung 14 zeigt die in dieser Arbeit
verwendeten Mutanten der miR-142, welche freundlicherweise durch die Arbeitsgruppe zur
Verfligung gestellt wurden und aus der Arbeit Kwanhian et al. (2012) stammen.

Original-Seed-Sequenz der miR-142-3p: GUAGUGU
Original-Seed-Sequenz der miR-142-5p: AUAAAGU

miR-142-M1 (mutierte 3p Site): GUAGUGC

miR-142-M3 (mutierte 5p Site): AUAAAUU

Abbildung 14: Darstellung der Seed-Sequenz der Original miR-142-3p, miR-142-5p sowie der miR-142-M1 und M3. Die
Punktmutationen (gelb) befinden sich bei der M1 an Position 7 der Seed-Sequenz bzw. an Position 6 der Seed-Sequenz der M3.

Diese Daten wurden dem Paper von Kwanhian et al. (2012) entnommen.
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5.2 Amplifikation und Klonierung

Fur diese Arbeit wurden insgesamt 13 verschiedene 3’'UTR Sequenzen hinter das Firefly-
Luciferase-Gen des pMIR-RNL-TK Vektor kloniert (sieche Tabelle 7: Reporterplasmide, Seite
31). Es wurden zunéchst spezifische 3'und 5° Primer konstruiert, welche von der Firma
MWG Biotech bezogen wurden. Aus Testis-cDNA oder durch Mutagenese der fertigen
Vorlaufer 3’'UTR wurde in einer PCR die entsprechende Ziel-3"UTR amplifiziert. Diese wurde
Uber die Gelelektrophorese aufgetrennt und mit NucleoSpin™-Kits der Firma Macherey-
Nagel reisoliert (siehe 4.3.6 NucleoSpin™-Isolierung von DNA-Fragmenten aus

Agarosegelen, Seite 44).

5.3 Mutation der miRNA-Bindestellen in der 3'UTR
Zu Beginn der vorliegenden Arbeit war nur TSPAN3 als potentielles Ziel der miR-142-5p

beschrieben worden. Daher sollte der relevante Teil der 3UTR von TSPAN3 mit der
Bindestelle fir miR-142-5p in den Luciferase-Reportervektor kloniert werden (siehe
Abbildung 13, Seite 53). Dies wurde auch fur die 3'UTR des MORF4L2 und des AKT1S1
durchgefuhrt, fir diese waren potentielle Bindestellen fir die miR-142-3p vorhergesagt
worden (siehe Abbildung 11 und 12, Seite 51-52). Weiterhin standen fur die Experimente
verschiedenen miR-142-Mutanten aus der Arbeit von Kwanhian et al. (2012) zur Verfigung.
Die Mutante miR-142-M1 wies eine Mutation in der ,Seed“-Sequenz der miR-142-3p auf, die
Mutante miR-142-M3 wies eine Mutation in der ,Seed“-Sequenz der miR-142-5p auf
[Kwanhian et al., 2012] (siehe Abbildung 14, Seite 53). In der genannten Arbeit wurde fur die
Mutante M1 gezeigt, dass die Mutation die Reaktivitat hinsichtlich der 3’'UTR der RAC1 bzw.
ADCYM9 3'UTR aufhob. Es stand daher zu erwarten, dass die Mutante M3 ihre Reaktivitat
hinsichtlich der potentiellen Bindestelle in der TSPAN3-3'UTR verlieren sollte. Analoge
Uberlegungen galten fir die potentiellen Ziele MORF4L2 und AKT1S1 hinsichtlich ihrer
Beeinflussung durch miR-142-3p. Weiterhin konnten in der genannten Arbeit durch die
Verwendung der Mutanten initiale Hinweise auf das tatsachliche Vorhandensein einer
entsprechenden Bindestelle erzielt werden. Dadurch wirde sich in zukinftigen Arbeiten
hinsichtlich Zielgenen der miR-142 prinzipiell die Mutation einer Bindestelle in der 3'UTR
eruibrigen. In der vorliegenden Arbeit sollte daher fur die Mutante in der 5p-Bindestelle der
Beweis (,proof of principle®) fur diese Hypothese erbracht werden. Darliber hinaus wurden
daher die Zielsequenzen der miRNAs im Reporterplasmid mutiert (siehe 4.3.4 Zielgerichtete
Mutagenese, Seite 41) und dieses dann gegen die miRNAs als auch die mutierten miRNAs
getestet. Tabelle 23 zeigt, die Bindestellen der miR-142 im Reporterplasmid, welche
verandert wurden. Hierbei wurde darauf geachtet, dass die Basenpaare der

Austauschsequenz  so unterschiedlich wie moglich waren. Es wurden als
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Mutationssequenzen Zielsequenzen von Endonukleasen gewahlt, um in der Klonierung bei
Kontrollbedarf eine zuséatzliche neue Erkennungssequenz fur ein Restriktionsenzym zu
besitzen. Es wurde sorgféltig darauf geachtet, dass die Endonuklease sonst keine weitere
Schnittstelle im Target aufweist.

Die Sequenz der miRNA-Bindestelle und die Position der Bindestelle in der 3'UTR wurde der
Internetseite www.targetscan.org (Stand Oktober 2014) entnommen.

Reporterplasmid mMiRNA Sequenz der miR- | Position in | miR-Bindestelle
Bindestelle in der | der 3’'UTR (veréandert)
3’UTR (original)

PMIR-TSPAN3-3'UTR | miR-142-5p CTTTAT 606-612 Nein

PMIR-TSPANS3- miR-142-5p CTTTAT 606-612 Pmll-Site:

Mut142-3'UTR CACGTG

pPMIR-TSPAN3-T1- miR-142-5p | CTTTAT 606-612 Nein

3'UTR

PMIR-TSPAN3-TM1- | miR-142-5p | CTTTAT 606-612 Pmll-Site:

3'UTR CACGTG

pPMIR-TSPAN3-T2- miR-142-5p | CTTTAT 606-612 Nein
3'UTR

PMIR-TSPAN3-TM2- miR-142-5p CTTTAT 606-612 Pmll-Site:

3'UTR CACGTG

PMIR-TSPAN3-TM3- miR-142-5p CTTTAT 606-612 Pmll-Site:

3'UTR CACGTG

pPMIR-AKT1S1-3'UTR | miR-146-5p AGTTCTC 441-448 Nein

pPMIR-AKT1S1-3'UTR | miR-125-5p | CTCAGGGA 592-599 Nein

pPMIR-AKT1S1-3'UTR | miR-142-3p | ACACTAC 43-49 und Nein
534-540

PMIR-AKT1S1-Mutl- | miR-142-3p | ACACTAC 43-49 Afel-Site:

3'UTR AGCGCT

pPMIR-AKT1S1-Mut2- miR-142-3p ACACTAC 534-540 Afel-Site:
3'UTR AGCGCT
pPMIR-MORF4L2- miR-142-3p ACACTACA 294-301 Nein
3'UTR

pPMIR-MORF4L2- miR-142-3p ACACTACA 294-301 Pmll-Site:

Mut142-3'UTR CACGTG

pMIR-MORF4L2- miR-29a/b TGGTGCT 418-425 Pmll-Site:

Mut29-3'UTR CACGTG

Tabelle 23: Reporterplasmide, miRNAs und ihre Bindestellen in der 3"UTR sowie die Endonukleasen, durch welche die

miRNA-Bindestellen im Reporterplasmid ersetzt wurden
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5.4 Die pMIR-MORF4L2-3"UTR als Target fur die miR-142 und miR-29

Durch Luciferase-Assays (siehe 4.5. Duale-Luciferase® Reporter Assay Seite 48-49) wurde
eine mdogliche Regulation der pMIR-MORF4L2-3'UTR durch die vorhergesagten miRNAs
miR-142 und miR-29 untersucht. Die Ergebnisse sind in den Abbildungen 15-17 dargestellt.
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Abbildung 15: Einfluss der hsa-miR-142-wt, hsa-miR-142-M1 und hsa-miR-142-M3 auf den Leervektor pMIR und auf
pMIR-MORF4L2-3'UTR

Die Luciferaseaktivitat der kontroll-transfizierten-Zellen wurde auf 100% gesetzt. Es zeigte
sich (siehe Abbildung 15) eine signifikante Reduktion der Luciferaseaktivitit bei Verwendung
des Wildtyp der miR-142 auf 75% (p***= 0,00000768). Darlber hinaus konnte eine
signifikante Reduktion der Luciferaseaktivitat auf 87% (p**= 0,00181) bei Verwendung der
miR-142-M3, welche eine Mutation der ,Seed“-Sequenz der miR-142-5p tragt, beobachtet
werden. Aufgrund dieser Reduktion der Luciferaseaktivitat ist davon auszugehen, dass der
Effekt auf die miR-142-3p zurtickzufiihren ist. Diese These wird durch eine nichtsignifikante
Reduktion der Luciferaseaktivitat mit der miR-142-M1 gestitzt (p=0,177). Bei dieser miRNA
liegt eine Mutation der ,Seed“-Sequenz der miR-142-3p vor [Kwanhian et al., 2012]. Da die
Luciferaseaktivitat im Vergleich zur Kontrolle nicht signifikant abgefallen ist, ist hier von einer
nicht relevanten Interaktion der 5p Site der miRNA mit MORF4L2-3'"UTR auszugehen, d.h.
der Effekt ist auf die 3p-Site der miR-142 zuriickzufiihren. Um diese These zu stiitzen wurde

die miRNA Bindestelle in der 3'UTR mutiert und erneut in den pMIR-Vektor kloniert. Das
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Reporterplasmid wurde pMIR-MORFA4L2-Mut142-3'UTR genannt. Abbildung 11 (Seite 51)
und Tabelle 23 (Seite 55) geben einen Uberblick dariiber gegen welche Sequenz die
Bindestelle ausgetauscht wurde.
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Abbildung 16: Einfluss der hsa-miR-142-wt, hsa-miR-142-M1 und hsa-miR-142-M3 auf den Leervektor pMIR, pMIR-MORF4L2-
3’UTR und pMIR-MORF4L2-Mut142-3'UTR

Wie in Abbildung 16 zu erkennen ist, findet nach Mutation der Bindestelle in der 3’'UTR keine
signifikante Regulierung durch die miR-142 statt. Weder durch den miR-142-wt noch durch
die entsprechenden mutierten Versionen der miRNA. Daraus kann geschlossen werden,
dass es sich hierbei um die Bindestelle der miR-142-3p handelt. Eine Interaktion konnte
durch Mutation der Bindestelle in der 3’-UTR als auch durch eine Mutante der miRNA,
welche einen Basenaustausch der in der ,Seed®-Sequenz der miR-142-3p aufweist,
verhindert werden. Die MORF4L2-3'UTR wurde durch das Programm Target-Scan (Stand
Oktober 2014) als mogliches Target der miR-29a/b identifiziert. Da die miRNAs miR-29a und
-29b im Labor Grasser vorhanden waren, wurde die MORF4L2-3'UTR auch mit diesen
mMiRNAs getestet. Es zeigte sich sowohl eine Reduktion der Luciferaseaktivitat bei
Verwendung von miR-29a als auch miR-29b. Da die bioinformatische Vorhersage fur beide
mMiRNAs die identische Bindestelle vorhersagte, wurde diese unter Einflhrung einer
Bindestelle fur das Restriktionsenzym Pmll zerstort.
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Abbildung 17: Einfluss der hsa-miR-29a-wt und hsa-miR-29b-wt auf den Leervektor pMIR, pMIR-MORF4L2-3"UTR und pMIR-
MORF4L2-Mut29-3'UTR

Abbildung 17 zeigt, dass sowohl die miR-29a als auch die miR-29b bereits einen geringen,
jedoch nicht signifikanten Effekt auf den pMIR Leervektor (p= 0,16 fir miR-29a; p=0.09 flr
miR-29b) haben. Wahrend durch die miR-29a eine Reduktion der Luciferaseaktivitat auf
75,2% (1. p**= 0,005) erfolgte, konnte eine noch starkere Reduktion der Luciferaseaktivitat
auf 65,2% (2. p***= 1,48 x e-6) bei Verwendung der miR-29b erzielt werden. Dieser Effekt
der Reduktion der Luciferaseaktivitat konnte trotz Mutation der Bindestelle in der 3'UTR nicht
aufgehoben werden. Sowohl die miR-29a konnte die Luciferaseaktivitat weiterhin auf 84,6%
(3. p**= 0,005) senken, als auch die miR-29b auf 75,9% (4. p***= 1,34 x e -5). Sodass hier
der Verdacht auf eine weitere bisher nicht identifizierte Bindestelle der miRNA bestand. Auf
die Identifikation dieser zusatzlichen Bindestelle(n) wurde im Rahmen dieser Arbeit
verzichtet.



59

Ergebnisse

5.5 Die pMIR-AKT1S1-3"UTR als Target fir die miR-142, miR-146 und
miR-125

Im Folgenden wurden neben der miR-142 auch die miR-146 und miR-125 hinsichtlich ihrer
Fahigkeit untersucht, die AKT1S1-3'UTR zu regulieren. Fur diese miRNAs hatte das
Programm TargetScan potentielle Bindestellen vorhergesagt. Auch hier wurde die
Luciferaseaktivitdt der mit dem Leervektor transfizierten-Zellen auf 100% gesetzt. In der
AKT1S1-3'UTR wurden 2 Bindestellen fur die miRNA-142 vorhergesagt. Die potentiellen

Bindestellen sind der Abbildung 12 (Seite 52) sowie der Tabelle 23 (Seite 55) zu entnehmen.
Abbildung 18 zeigt die Ergebnisse der Luciferase Assays.
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Abbildung 18: Einfluss der hsa-miR-142-wt, hsa-miR-142-M1 und hsa-miR-142-M3 auf den Leervektor pMIR und pMIR-
AKT1S1-3'UTR

Es zeigte sich eine signifikante Reduktion der Luciferaseaktivitat bei Verwendung der der
miR-142-wt auf 66,2% % (***p= 1,810 x e-012). Weiterhin konnte eine Reduktion der
Luciferaseaktivitat bei Verwendung der miR-142-M3 auf 88,4% beobachtet werden (** p =
0,00872). Die Reduktion der Aktivitat ist auf miR-142-3p zurlickzufuhren, miR-142-5p hat
offenbar keinen Einfluss auf die AKT1S1-3'UTR da ihre ,Seed“-Sequenz in der Mutante M3
verandert ist. Anhand dieser Daten war nicht ersichtlich, welche der beiden Bindestellen

funktionell ist. Es wurde daher zuerst nur die am 5°-Ende gelegene Bindestelle der miRNA in
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der 3'UTR mutiert, das resultierende Reporterplasmid wurde pMIR-AKT1S1-Mutl-3'UTR
genannt.

Abbildung 19 stellt die Ergebnisse dieser Luciferase-Assays dar.
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Abbildung 19: Einfluss der hsa-miR-142-wt, hsa-miR-142-M1 und hsa-miR-142-M3 auf den Leervektor pMIR, pMIR-AKT1S1-
3'UTR, pMIR-AKT1S1-Mut1-3"UTR und pMIR-AKT1S1-Mut2-3'UTR

Wie bereits oben erwahnt zeigte sich eine deutliche Reduktion der Luciferaseaktivitat der
original 3'UTR mit der miR-142-wt auf 66,2% (1.***p= 1,810 x e-012) sowie eine Reduktion
der Luciferaseaktivitat auf 88,4% mit der miR-142-M3 (2.**p= 0,00872). Nachdem die erste
Bindestelle (am 5'Ende) in der Original 3"UTR mutiert wurde (entsprechend pMIR-AKT1S1-
Mutl-3"UTR) zeigte sich weiterhin eine Reduktion der Luciferaseaktivitat auf 76,7% (3.***p =
0,0000000177) mit der miR-142-wt. Die miR-142-M3, in der die ,Seed“-Sequenz der miR-
142-5p mutiert ist, zeigte ebenfalls eine Reduktion der Luciferaseaktivitat auf 85,5% (4.**p=
0,00410). Es ist hier also auszugehen, dass der Einfluss der miR-142-3p, auch nach
Mutation der 5°-gelegenen Bindestelle in der 3’"UTR, erhalten blieb. Daher wurde von einer
Interaktion der miRNA mit der 2.ten potentiellen Bindestelle, welche durch TargetScan

vorhergesagt worden war, ausgegangen. Es erfolgte daher eine Testung der miRNA und
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Ihrer Mutationen mit pMIR-AKT1S1-Mut2-3'UTR. In dieser 3'UTR wurde nur die zweite
Bindestelle der miRNA am 3"Ende mutiert, wahrend die erste Bindestelle unverandert blieb.
Anhand Abbildung 19 ist zu erkennen, dass sich keinerlei Interaktionen zwischen der miR-
142-wt und ihrer Mutanten mit pMIR-AKT1S1-Mut2-3’'UTR nachweisen lassen. Die
bisherigen Reduktionen der Luciferaseaktivitdt sind also auf die zweite Bindestelle der
3'UTR zurlickzufihren. Somit fungiert nur die 2.te Bindestelle als Interaktionspartner der
miR-142. Aufgrund der Verfligbarkeit weiterer im Labor vorhandener miRNAs, welche laut
TargetScan mit AKT1S1-3'UTR interagieren, wurden diese miRNAs ebenfalls mit der
Original 3"UTR getestet. Abbildung 20 zeigt die Ergebnisse.
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Abbildung 20: Einfluss der hsa-miR-146-wt und hsa-miR-125-wt auf den Leervektor pMIR und auf pMIR-AKT1S1-3'UTR

Laut TargetScan ist AKT1S1-3'UTR ein Ziel der miR-146-wt sowie auch der miR-125-wt
(siehe Abbildung 12, Seite 52). Diese beiden miRNAs haben jedoch nach unseren
Untersuchungen keinen Einfluss auf die Luciferaseaktivitat. Auch hier wurde die
Luciferaseaktivitdt der kontroll-transfizierten-Zellen auf 100% gesetzt. Jedoch zeigte sich
keine signifikante Aktivitatsreduktion (p= 0,9 mit der miR-146-wt; p= 0,7 mit der miR-125-wt),

sodass keine Interaktion nachweisbar war.
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5.6 Die pMIR-TSPAN3-3"UTR als Target fur die miR-142
Als Besonderheit stellt sich hier die 3'UTR des TSPANS3 dar. Da diese laut Vorhersage des

TargetScan anders als die oben beschriebenen 3"UTR nicht mit der miR-142-3p, sondern
mit der miR-142-5p interagiert. Abbildung 21 zeigt den Einfluss der miR-142-wt sowie deren
Mutanten miR-142-M1 und miR-142-M3 auf pMIR-TSPAN3-3"UTR.
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Abbildung 21: Einfluss der hsa-miR-142-wt, hsa-miR-142-M1 und hsa-miR-142-M3 auf den Leervektor pMIR und pMIR-
TSPAN3-3'UTR

Es zeigte sich wie bereits in TargetScan vorhergesagt eine Reduktion der Luciferaseaktivitat
auf 88,3% (**p= 0,00818) mit miR-142-wt. Hieraus war jedoch nicht ersichtlich, welche
Bindestelle der miRNA die Interaktion austbt. Deshalb wurden die Mutationen der miRNAs
mitgetestet. Es zeigte sich eine starkere Reduktion der Luciferaseaktivitat auf 67,1% (***p =
0,0000105) mit der miR-142-M1. Es wurde von einer Wirkung der 5p Site ausgegangen, da
in der miR-142-M1 die 3p-Site mutiert war. Die miR-142-M3, in der die 5p Site mutiert war,
hatte keinen Einfluss auf die Luciferaseaktivitat (p= 0,573). Nach diesen Ergebnissen wurde
die Bindestelle der miR-142-5p in der TSPAN-3'UTR mutiert, das Konstrukt wurde pMIR-
TSPAN3-Mut142-3"UTR bezeichnet.



63

Ergebnisse
pMIR-TSPAN3- pMIR-TSPAN3-
pMIR 3'UTR Mut142-3'UTR
1207
— 100+ 1) 3)
o-\e ** *%
= 1) **p =0,00818
s
5 80 2 ox 2) »*p = 0,0000105
©
[0
@ 3) **p =0,00534
5 60
5 4) **p = 0,0000725
E
2 404
©
©
20
"o & o w0 6 & & © PN
G PPN ¢ N & PO
& AN g v'\"‘ ¥ & v:,\bﬂ’ AR
& & ¥ & & &5 & &
S & e

Abbildung 22: Einfluss der hsa-miR-142-wt, hsa-miR-142-M1 und hsa-miR-142-M3 auf den Leervektor pMIR, pMIR-TSPAN3-
3’UTR und pMIR-TSPAN3-Mut142-3'UTR

Abbildung 22 zeigt, dass trotz der Mutation der vorhergesagten Bindestelle keine
Normalisierung der Luciferaseaktivitat erreicht werden konnte. Es zeigte sich weiterhin eine
Reduktion der Luciferaseaktivitat der pMIR-TSPAN3-Mut142-3"UTR mit der miR-142-wt auf
76,7% (3. **p= 0,00534) und eine Reduktion der Luciferaseaktivitat auf 68,5% (4. ***p=
0.0000725) mit der miR-142-M1. Aufféllig blieb das weiterhin keine Interaktion der 3’"UTR mit
der miRNA-142-M3 bestand.

Nach diesen Erkenntnissen wurde sowohl die original 3'UTR als auch die 3’'UTR mit der
mutierten miRNA-Bindestelle verkleinert amplifiziert. Hierfir wurden neue Primer konstruiert.
AnschlieRend wurde die fertige 3’"UTR in den pMIR Vektor kloniert. Diese ermdglichten eine
Verkleinerung der 3’'UTR sodass potentielle bisher nicht identifizierte Bindestellen reduziert
werden konnten.
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Daraus ergaben sich folgende Reporterplasmide aus der Original 3'UTR:

= pMIR-T1-3'UTR

GAAGGTGAATTGAGCAGGTCTGCTGCTGTTGGCCTCTGGAGTTCATTTAGTTAAAGCACATGTACACTGGTGTTGGAC
AGAGCAGCTTGGCTTTTCATGTGCCCACCTACTTACCTACTACCTGCGACTTTCTTTTCCTTGTTCTAGCTGACTCTTCA
TGCCCCTAAGATTTTAAGTACGATGGTGAACGTTCTAATTTCAGAACCAATTGCGAGTCATGTAGTGTGGTAGAATTAAA
GGAGGACACGAGCCTGCTTCTGTTACCTCCAAGTGGTAACAGGACTGATGCCGAAATGTCACCAGGTCCTTTCAGTCT
TCACAGTGGAGAACTCTTGGCCAAAGGTTTTTGCGGGGAGGAGGAGGAAACCAGCTTTCTGGTTAAGGTTAACACCAG
ATGGTGCCCCTCATTGGTGTCCTTTTAAAAAATATTTACTGTAGTCCAATAAGATAGCAGCTGTACAAAATGACTAAAAT
AGATTGTAGGATCATATGGCGTATATCTTGGTTCATCTTCAAAATCAGAGACTGAGCTTTGAAACTAGTGGTTTTTAATC
AAAGTTGGCTTTATAGGAGGAGTATAATGTATGIBRGIAB TGTTTTAAAAGAATTAGTGTGAGTGTGTTTTTGTATGAATG
AGCCCATTCATGGTAAGTC

BAGTAS - potentielle Bindestelle der miR-142-3p

CTTTAT = Bindestelle der miR-142-5p

Abbildung 23: pMIR-T1-3"UTR wurde aus der Original 3"UTR kloniert. Hier wurde ab der 42.sten Base nach dem STOP-Codon
bis zur 695.sten Base nach dem STOP-Codon kloniert (654Basen).

= pMIR-T2-3'UTR

GACTCTTCATGCCCCTAAGATTTTAAGTACGATGGTGAACGTTCTAATTTCAGAACCAATTGCGAGTCATGTAGTGTGG
TAGAATTAAAGGAGGACACGAGCCTGCTTCTGTTACCTCCAAGTGGTAACAGGACTGATGCCGAAATGTCACCAGGTC
CTTTCAGTCTTCACAGTGGAGAACTCTTGGCCAAAGGTTTTTGCGGGGAGGAGGAGGAAACCAGCTTTCTGGTTAAGG
TTAACACCAGATGGTGCCCCTCATTGGTGTCCTTTTAAAAAATATTTACTGTAGTCCAATAAGATAGCAGCTGTACAAAA
TGACTAAAATAGATTGTAGGATCATATGGCGTATATCTTGGTTCATCTTCAAAATCAGAGACTGAGCTTTGAAACTAGTG
GTTTTTAATCAAAGTTGGETTTATAGGAGGAGTATAATGTATGIBRGIAB TGTTTTAAAAGAATTAGTGTGAGTGTGTTTTT
GTATGAATGAGCCCATTCATGGTAAGTC

[GAGTAG - potentielle Bindestelle der miR-142-3p

CTTTAT = Bindestelle der miR-142-5p

Abbildung 24: pMIR-T2-3’'UTR wurde aus der Original 3"UTR kloniert. Hier wurde ab der 192.sten Base nach dem STOP-
Codon  bis 695.sten Base nach dem STOP-Codon kloniert (504Basen).
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Diese Reporterplasmide ergaben sich aus TSPAN3-Mut142-3"UTR:
= pMIR-TM1-3'UTR

GAAGGTGAATTGAGCAGGTCTGCTGCTGTTGGCCTCTGGAGTTCATTTAGTTAAAGCACATGTACACTGGTGTTGGAC
AGAGCAGCTTGGCTTTTCATGTGCCCACCTACTTACCTACTACCTGCGACTTTCTTTTCCTTGTTCTAGCTGACTCTTCA
TGCCCCTAAGATTTTAAGTACGATGGTGAACGTTCTAATTTCAGAACCAATTGCGAGTCATGTAGTGTGGTAGAATTAAA
GGAGGACACGAGCCTGCTTCTGTTACCTCCAAGTGGTAACAGGACTGATGCCGAAATGTCACCAGGTCCTTTCAGTCT
TCACAGTGGAGAACTCTTGGCCAAAGGTTTTTGCGGGGAGGAGGAGGAAACCAGCTTTCTGGTTAAGGTTAACACCAG
ATGGTGCCCCTCATTGGTGTCCTTTTAAAAAATATTTACTGTAGTCCAATAAGATAGCAGCTGTACAAAATGACTAAAAT
AGATTGTAGGATCATATGGCGTATATCTTGGTTCATCTTCAAAATCAGAGACTGAGCTTTGAAACTAGTGGTTTTTAATC
AAAGTTGGCACGTGAGGAGGAGTATAATGTATGERGIAB TGTTTTAAAAGAATTAGTGTGAGTGTGTTTTTGTATGAATG
AGCCCATTCATGGTAAGTC

BAGTAS = potentielle Bindestelle der miR-142-3p

CACGTG = mutierte Bindestelle der miR-142-5p

Abbildung 25: pMIR-TM1-3"UTR wurde aus der 3"UTR mit der mutierten miR-142-Sequenz kloniert. Hier wurde ab der
42.sten Base nach dem STOP-Codon bis 695.sten Base nach dem STOP-Codon kloniert (654Basen).

2 pMIR-TM2-3'UTR
GACTCTTCATGCCCCTAAGATTTTAAGTACGATGGTGAACGTTCTAATTTCAGAACCAATTGCGAGTCATGTAGTGTGG
TAGAATTAAAGGAGGACACGAGCCTGCTTCTGTTACCTCCAAGTGGTAACAGGACTGATGCCGAAATGTCACCAGGTC
CTTTCAGTCTTCACAGTGGAGAACTCTTGGCCAAAGGTTTTTGCGGGGAGGAGGAGGAAACCAGCTTTCTGGTTAAGG
TTAACACCAGATGGTGCCCCTCATTGGTGTCCTTTTAAAAAATATTTACTGTAGTCCAATAAGATAGCAGCTGTACAAAA
TGACTAAAATAGATTGTAGGATCATATGGCGTATATCTTGGTTCATCTTCAAAATCAGAGACTGAGCTTTGAAACTAGTG
GTTTTTAATCAAAGTTGGCACGTGAGGAGGAGTATAATGTATGEBRGIABTGTTTTAAAAGAATTAGTGTGAGTGTGTTTT
TGTATGAATGAGCCCATTCATGGTAAGTC

BAGTAG - potentielle Bindestelle der miR-142-3p

CACGTG = mutierte Bindestelle der miR-142-5p

Abbildung 26: pMIR-TM2-3"UTR wurde aus der 3’"UTR mit der mutierten miR-142-Sequenz kloniert. Hier wurde ab der 192.sten
Base nach dem STOP-Codon bis 695.sten Base nach dem STOP-Codon kloniert (504Basen).

2 pMIR-TM3-3'UTR
GACTCTTCATGCCCCTAAGATTTTAAGTACGATGGTGAACGTTCTAATTTCAGAACCAATTGCGAGTCATGTAGTGTGG
TAGAATTAAAGGAGGACACGAGCCTGCTTCTGTTACCTCCAAGTGGTAACAGGACTGATGCCGAAATGTCACCAGGTC
CTTTCAGTCTTCACAGTGGAGAACTCTTGGCCAAAGGTTTTTGCGGGGAGGAGGAGGAAACCAGCTTTCTGGTTAAGG
TTAACACCAGATGGTGCCCCTCATTGGTGTCCTTTTAAAAAATATTTACTGTAGTCCAATAAGATAGCAGCTGTACAAAA
TGACTAAAATAGATTGTAGGATCATATGGCGTATATCTTGGTTCATCTTCAAAATCAGAGACTGAGCTTTGAAACTAGTG
GTTTTTAATCAAAGTTGGCACGTGAGGAGGAGTATAATGTATGERGIABTGTTTTAAAAGAATTAGTGTGAGTGTGTTTT
TGTATGAATGAGCCCATTCATGGTAAGTC

BAGTAS - potentielle Bindestelle der miR-142-3p

CACGTG = mutierte Bindestelle der miR-142-5p

Abbildung 27 : pMIR-TM3-3'UTR wurde aus der 3'UTR mit der mutierten miRNA142-Sequenz kloniert. Hier wurde ab der
425.sten Base nach dem STOP-Codon bis 695.sten Base nach dem STOP-Codon kloniert (270Basen).
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Auch hier wurde versucht eine Interaktion mit der miR-142-wt und deren Mutanten mittels

Luciferase-Assays nachzuweisen. Abbildung 28 zeigt die Ergebnisse nach Verkleinerung der
Original 3'UTR.
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Abbildung 28: Einfluss der hsa-miR-142-wt, hsa-miR-142-M1 und hsa-miR-142-M3 auf pMIR-TSPAN3-3'UTR, pMIR-TSPAN3-
T1-3'UTR und pMIR-TSPAN3-T2-3'UTR

Anhand der Abbildung 28 ist ersichtlich, dass trotz der Reduktion der 3'UTR-Lange die
Luciferaseaktivitat weiterhin deutlich reduziert wurde. Ebenfalls aufféllig war, dass die
Interaktion hauptsachlich bei Verwendung der miR-142-wt sowie der miR-142-M1 stattfand.
Hierbei wurden die Reporterplasmide, welche Verkleinerungen der Original 3"UTR darstellen
(Abbildung 23 und 24, Seite 64) verwendet. Es wurden daraufhin die verkirzten
Reporterplasmide, welche auf Basis der mutierten 3'UTR gewonnen wurden (Abbildung

25,26 und 27, Seite 65) getestet. Abbildung 29 zeigt das Ergebnis dieser Luciferase-Assays.
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Abbildung 29: Einfluss der hsa-miR-142-wt, hsa-miR-142-M1 und hsa-miR-142-M3 auf pMIR-TSPAN3-Mut142-3'UTR, pMIR-
TSPAN3-TM1-3'UTR, pMIR-TSPAN3-TM2-3"UTR und pMIR-TSPAN3-TM3-3"UTR

Es zeigte sich auch in diesen Luciferase-Assays eine anhaltende Reduktion der
Luciferaseaktivitat, sodass weiterhin eine Interaktion mit der miR-142-wt als auch mit der
miR-142-M1 bestand, jedoch anhaltend eine Reaktivitat bei Verwendung der miR-142-M3
ausblieb. Diese Ergebnisse sind in sich inkonsistent und werden im Diskussionsteil
besprochen.
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6. Diskussion
Ziel dieser Arbeit war es potentielle Targets der miR-142, welche durch die PAR-CLIP

Methode identifiziert worden waren, experimentell zu bestatigen. Zu Beginn der
experimentellen Arbeiten war fur die miR-142-5p kaum ein Target bekannt, sodass diese
Arbeit auch zur ldentifikation neuer Targets flr die miR-142-5p diente. Im Cancer Genome
Atlas zeigte sich bei einer Kohorte von 200 Patienten, welche an AML (Akute myeloische
Leukamie) litten, dass miR-142 als einzige miRNA mutiert war, alle Mutationen waren auf der
miR-142-3p Seed-Sequenz lokalisiert [Ley et al., 2013]. Eine AML assoziierte Mutation in der
miR-142-3p war primar mit einem Funktionsverlust der miR-142-3p sowie sekundar mit einer
niedrigeren miR-142-5p Expression verbunden [Trissal et al., 2018]. Kwanhian et al. (2012)
bestétigten ebenfalls dass in ca. 20% der untersuchten DLBCL die miR-142 mutiert war
[Kwanhian et al., 2012]. Auf dieser Erkenntnis beruhte auch die vorliegende Arbeit, indem fur
die Experimente neben dem Wildtyp der miR-142 zwei Mutationen aus der Arbeit Kwanhian
et al. (2012) verwendet wurden. Mithilfe mutierter miRNAs sollte es mdglich sein,
unterschiedliche Targets zu verifizieren ohne die Bindestellen in der 3'UTR selbst zu
mutieren. Die miR-142-3p-Mutante M1 hat eine Punktmutation an Position 7 der Seed-
Sequenz, die miR-142-5p- Mutante M3 eine an Position 6 der Seed-Sequenz (siehe
Abbildung 14, Seite 53). Aufgrund dieser Punktmutationen kann es zu einem
Funktionsverlust kommen [Kwanhian et al., 2012; Trissal et al, 2018], ein
Funktionszugewinn ist jedoch auch mdglich. Die miR-142 verhindert die Proliferation von
malignen Zellen, eine Uberexpression von miR-142-5p unterdriickte die Zellproliferation
wahrend eine Hemmung von miR-142-5p das Lungenkrebswachstum forderte [Wang et al,
2017]. Zudem konnte eine Uberexpression von miR-142-5p das Wachstum von
Leberzellkarzinomen (HCC= hepatocellular carcinoma) reduzieren [Law und Wong, 2011;
Lou et al.,, 2017; Tsang et al., 2015]. Tabelle 1 (Seite 8-9) zeigt auf, dass in den meisten
malignen Erkrankungen erniedrigte miR-142 Werte vorlagen. Aufgrund der unterschiedlichen

Ergebnisse der Target Analysen werden diese im Folgenden einzeln diskutiert.

6.1 ldentifikation von miRNA Bindestellen in der MORF4L2-3'UTR

Die vorliegenden Ergebnisse (siehe 5.4 Die pMIR-MORF4L2-3"UTR als Target fur die miR-
142 und miR-29, Seite 56-58) zeigen, dass eine Interaktion der MORF4L2-3'"UTR mit der
miR-142-3p bewiesen worden ist (siehe Abbildung 15, Seite 56). Sowohl mit miR-142-wt als
auch mit der miR-142-M3, in welcher die 5p-Site mutiert ist, konnte eine Reduktion der
Luciferaseaktivitat nachgewiesen werden. Eine Interaktion mit der miR-142-M1, in welcher
die 3p-Seed-Sequenz mutiert ist, zeigte sich nicht. Nach Mutation der potentiellen

Bindestelle im Target konnte keine Reduktion der Luciferaseaktivitit mehr nachgewiesen
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werden, weder mit der miRNA noch mit den miRNA-Mutanten (siehe Abbildung 16, Seite 58).
Anhand der Ergebnisse konnte neben der vorhergesagten Bindestelle auch nachgewiesen
werden, dass tatsachlich die 3p-Site der miR-142 diese Interaktion ausibt.

Aufgrund der Verfligbarkeit der miR-29a und miR-29b, sowie der Vorhersage von PAR-CLIP
wurden diese miRNAs ebenfalls getestet. Eine Interaktion konnte aufgrund der reduzierten
Luciferaseaktivitat nachgewiesen werden. Hier zeigte sich jedoch trotz Mutation der
vorhergesagten Bindestelle im Target weiterhin eine anhaltende Reduktion der
Luciferaseaktivitat (siehe Abbildung 17, Seite 58). Hier stimmte zwar die Vorhersage, dass
eine Interaktion stattfindet, jedoch konnte die Bindestelle der miR-29a und miR-29b nicht
identifiziert werden. Da dies nicht Aufgabe der vorliegenden Dissertation war, wurde auf

weitere Experimente zur Identifikation der Bindestellen fir miR-29a/b verzichtet.

6.2 ldentifikation von miRNA Bindestellen in der AKT1S1-3'UTR

Im Gegensatz zu MORF4L2 wurden zwei potentielle Bindestellen fir miR-142-3p in der
3'UTR des AKT1S1 Gens vorhergesagt (siehe Abbildung 12, Seite 52). Hier konnte eine
Reduktion der Luciferaseaktivitat sowohl mit dem Wildtyp als auch mit der miR-142-M3
gezeigt werden (siehe Abbildung 18, Seite 59), sodass im Anschluss die Mutationen der
einzelnen Bindestellen erfolgte. Hierbei wurde darauf geachtet, dass immer nur eine
Bindestelle mutiert wurde, sodass der Effekt der nicht-veranderten Bindestelle erhalten blieb.
Es zeigte sich trotz Mutation der ersten Bindestelle am 5 Ende eine anhaltende Reduktion
der Luciferaseaktivitat, sowohl mit miR-142-wt als auch mit der miR-142-M3. Es erfolgte
daher die Mutation der zweiten Bindestelle am 3" Ende, das Konstrukt wurde AKT1S1-Mut2-
3'UTR bezeichnet. In den Luciferase-Assays war hiermit keine Reduktion der
Luciferaseaktivitdit mehr nachweisbar (siehe Abbildung 19, Seite 60), sodass die Interaktion
zwischen mRNA und miRNA aufgehoben worden war. Wir schlieen daraus, dass die erste
Bindestelle nicht funktionell war, da erst nach Veranderung der zweiten Bindestelle die
Interaktion aufgehoben werden konnte. Eine Interaktion der AKT1S1-3"UTR mit der miR-146
sowie miR-125 konnte nicht nachgewiesen werden (siehe Abbildung 20, Seite 61). Dies ist
ein Hinweis darauf, dass potentielle Targets von miRNAs prinzipiell durch direkten Nachweis
(z.B. wie durch oben gefihrte Experimente) bestatigt werden muissen. In anderen
Zellsystemen konnte mdoglicherweise eine Interaktion der genannten miRNAs mit der
AKT1S1-3'UTR stattfinden, daher ist zu berticksichtigen, dass die Luciferaseexperimente in

293 Zellen durchgefiihrt wurden.
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6.3 Identifikation von miRNA Bindestellen in der TSPAN3-3'UTR
Die 3'UTR des TSPAN3 unterschied sich von den o.g. 3'UTRs insofern, dass sie ein

potentielles Target der miR-142-5p darstellte. Die identifizierte potentielle 5p-Bindestelle war
ein 6mer. Zusatzlich wurde durch Dr. Martin Hart (Institut fir Humangenetik,
Universitatsklinikum des Saarlandes, Homburg) eine zum damaligen Zeitpunkt durch
»1argetScan® nicht identifizierte zusatzliche potentielle 6mer Bindestelle fir die miR-142-3p
ermittelt (siehe Abbildung 13, Seite 53). Eine Interaktion der 3"UTR mit miR-142-wt als auch
der miR-142-M1 konnte nachgewiesen werden (siehe Abbildung 21, Seite 62), jedoch konnte
trotz Mutation der potentiellen 5p-Bindestelle im Target diese Interaktion nicht aufgehoben
werden (siehe Abbildung 22, Seite 63). Das kleinste 3’'UTR Fragment mit Mutation der
potentiellen 5p Bindestelle war jedoch immer noch responsibel fur die miR-142-wt und miR-
142-M1, nicht jedoch fir miR-142-M3. Daraus muss der Schluss gezogen werden, dass die
auf 270bp verkirzte 3'UTR von TSPAN3 eine weitere 5p-Bindestelle aufweisen muss, die
nicht identifizierbar war. Nach Beendigungen der in dieser Dissertation vorgestellten Arbeiten
wurde in der Arbeitsgruppe Grasser versucht die oben beschriebene potentielle 3p-
Bindestelle zu klonieren. Leider konnte trotz mehrerer Versuche weder tber eine PCR das
entsprechende Fragment kloniert werden, noch konnte die Firma GeneArt (Regensburg;
https://www.thermofisher.com/de/de/home/life-science/cloning/gene-synthesis/geneart-gene-
synthesis.html) das entsprechende Fragment nach in vitro Synthese in einen Transfervektor
einbringen. SchlieBlich war auch die Insertion eines kurzen Oligomers von ca. 36bp Lange
mit der potentiellen miR-142-3p Bindestelle in den pMIR Reportervektor nicht moglich,
sodass davon auszugehen ist, dass die kurze Sequenz, welche die potentielle 3p-Bindestelle
enthalt, fur Bakterien toxisch ist. Schlussendlich ist auszufihren, dass das TSPAN3 Gen
offensichtlich durch miR-142 reguliert wird, die Bindestelle(n) fur die miR-142-3p bzw. -5p

jedoch nicht lokalisiert werden konnten.

Diese miRNA/MRNA-Interaktionen stellen einen besonders attraktiven Angriffspunkt von
medizinischen Maflinahmen v.a. zur Immuntherapie bei Krebserkrankungen dar. In dieser
Arbeit konnte nachwiesen werden, dass durch den Einsatz von ,Seed“-Sequenzmutanten

eine leichtere Identifikation von Targetsequenzen maglich ist.
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7. Anhang
7.1 Sequenzierungsergebnisse

7.1.1 Reporterplasmid pMIR-MORF4L2-3'UTR

TTCGTTGTATGCAGGGCATTGACGGCTAGCAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGC
CGGAAAGTCCAAATTGCTCGAGTGATGAAAGCTGCGCACTAGTGCTGAGTACCACCGC
AAAGCCCTGTGAGCGTCTACAGACAGCTCACCATTTTTGTCCTGTATCTGTAAACACTTT
TTGTTCTTAGTCTTTTTCTTGTAAAATTGATGTTCTTTAAAATCGTTAATGTATAACAGGGC
TTATGTTTCAGTTTGTTTTCCGTTCTGTTTTAAACAGAAAATAAAAGGAGTGTAAGCTCCT
TTTCTCATTTCAAAGTTGCTACCAGTGTATGCAGTAATTAGAACAAAGAAGAAACATTCA
GTAGAACATTTTATTGCCTAGTTGACAACATTGCTTGAATGCTGGTGGTTCCTATCCCTT
TGACACTACACAATTTTCTAATATGTGTTAATGCTATGTGACAAAACGCCCTGATTCCTA
GTGCCAAAGGTTCAACTTAATGTATATACCTGAAAACCCATGCATTTGTGCTCTTTTTTTT
TTTTATGGTGCTTGAAGTAAAACAGCCCATCCTCTGCAAGTCCGAGCTCATAGGCCGGC
ATAGACGCGTGCGTGATATCATAGGTTTAAACAGTTAAGCTTAATAAAGGATCTTTTATTT
TCATTGGATCTGTGTGTTGGTTTTTTGTATGCGGCCGCTAGCTTGGCACTGGCCGTCGT
TTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCAC
ATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCA
ACAGTTGCGCAGTCCTGAATGGCGAATGGCGCCTGGATGCGGTATTTTCTCCTTACGG
CATCTGGTGCGGTATTTCACACCCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCCTGA
TGCCGCATAGTTAAGGCAGGCCCCGACACCCGGCAACACCCGGCTGGALCGGLGGECT
GACGGGCTTGTCTGGCTCCTGGCCATCGGGCTAACAGGAACAGGCTGGTGACGTCTAC
GGGGAGCTGGCAATGTGGTCAGAGGTTTTCACCCGGTCATCCACGAACGGCCCGGATC
GAAGGAATTGGTGAGTTGCACCGTTTCCCTAGGTTCCCCGA

7.1.2 Reporterplasmid pMIR-MORF4L2-Mut142-3"UTR

GGGCGGGGAACTAGTTAGAGCAGAATCAGAGAGACCTCATAAAGGCCAAGAAGGGCG
GAAAGTCCAAATTGCTCGAGTGATGAAAGCTGCGCACTAGTGCTGAGTACCACCGCAAA
GCCCTGTGAGCGTCTACAGACAGCTCACCATTTTTGTCCTGTATCTGTAAACACTTTTTG
TTCTTAGTCTTTTTCTTGTAAAATTGATGTTCTTTAAAATCGTTAATGTATAACAGGGCTTA
TGTTTCAGTTTGTTTTCCGTTCTGTTTTAAACAGAAAATAAAAGGAGTGTAAGCTCCTTTT
CTCATTTCAAAGTTGCTACCAGTGTATGCAGTAATTAGAACAAAGAAGAAACATTCAGTA
GAACATTTTATTGCCTAGTTGACAACATTGCTTGAATGCTGGTGGTTCCTATCCCTTTGC
ACGTGTGCAATTTTCTAATATGTGTTAATGCTATGTGACAAAACGCCCTGATTCCTAGTG
CCAAAGGTTCAACTTAATGTATATACCTGAAAACCCATGCATTTGTGCTCTTTTTTTTTTT
TATGGTGCTTGAAGTAAAACAGCCCATCCTCTGCAAGTCCGAGCTCATAGGCCGGCATA
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GACGCGTGCGTGATATCATAGGTTTAAACAGTTAAGCTTAATAAAGGATCTTTTATTTTCA
TTGGATCTGTGTGTTGGTTTTTTGTATGCGGCCGCTAGCTTGGCACTGGGTCGTCGTTT
TACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACAT
CCCCCTTTCGCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAG
TTGCGCAGCTGAATGACGAATGCGCTGATGCGGTATTTTCTCTTACGCATCTGTGGCGT
ATTCACACCGCATATGTGCACTCTCAGTACATCTGCTCTGATGCCGCATATTAAGCAGTC
CGAACCCGCCAACACCGTGACGCGCCTGGAGGCTTGTTTGTTCCGGATCTGTTACAAA
AGTGTGGACGCCTTCGGAGTGCTGTGTTCAAAGTTTTCTCTGTTTTCGAAAGGGGGAAG
AAAAATGGTGTGGAAGAACCCCCCTCCTCCCCAGGCGAAAATGAAAAAGTTTCTCTCTA
AACCACCACAGGTGGGGGATGACCGTCTCTCAGGGAGATAAGAGGTTCCTATCGGA

7.1.3 Reporterplasmid pMIR-MORF4L2-Mut29-3"UTR

TGCCAACGTGGACAGGCATCACGCCTTCAGGTGAAAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGA
AGGGCGGAAAGTCCAAATTGCTCGAGTGATGAAAGCTGCGCACTAGTGCTGAGTACCA
CCGCAAAGCCCTGTGAGCGTCTACAGACAGCTCACCATTTTTGTCCTGTATCTGTAAAC
ACTTTTTGTTCTTAGTCTTTTTCTTGTAAAATTGATGTTCTTTAAAATCGTTAATGTATAAC
AGGGCTTATGTTTCAGTTTGTTTTCCGTTCTGTTTTAAACAGAAAATAAAAGGAGTGTAA
GCTCCTTTTCTCATTTCAAAGTTGCTACCAGTGTATGCAGTAATTAGAACAAAGAAGAAA
CATTCAGTAGAACATTTTATTGCCTAGTTGACAACATTGCTTGAATGCTGGTGGTTCCTA
TCCCTTTGACACTACACAATTTTCTAATATGTGTTAATGCTATGTGACAAAACGCCCTGAT
TCCTAGTGCCAAAGGTTCAACTTAATGTATATACCTGAAAACCCATGCATTTGTGCTCTT

[TTTTTTTTTTACACGTGATGAAGTAAAACAGCCCATCCTCTGCAAGTCCGAGCTCATAG
GCCGGCATAGACGCGTGCGTGATATCATAGGTTTAAACAGTTAAGCTTAATAAAGGATC
TTTTATTTTCATTGGATCTGTGTGTTGGTTTTTTGTATGCGGCCGCTAGCTTGGCACTGG
GCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGACGTTACCCAACTTAATCGCC
TTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCGCACCGATCGC
CCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCCATATTTTCTCTT
ACGCATCTGTGGCGGTATTTCACACCGCAATAGGGGGACTCTCAGAAAATCTGGTTTGG
TGGCGCATAATTAAGCAGCCCGAAACCCGCAAAACCCGGTTGACGCCCTTGGAGGGCT
TGGTCTGTTCCGGATTCCGTTACAGAAAAGGTGTGGACCGCTCCGGAGGTGCATGTGG
TCAAAAGTTTTCCCGGTCTCTCACGAAACGCGGAAAAAAAAGATTGTGGGGAAGTTCCC
CACGTTCTCCAGGGAAAATGTCAAACTGCCCTCTCTATATGCACACACAACACGGTGGG
GAAC

7.1.4 Reporterplasmid pMIR-AKT1S1-3'UTR
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CATACGGGTATGCATGTTGCGATTGGTCGCTATCGAGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAG
AAGGGCGGAAAGTCCAAATTGCTCGAGTGATGAAAGCTGCGCACTAGTGATGAGGAGA
ATGGGCCGCCCTCTTCGCCCGACCTGGACCGCATCGCGGCGAGCATGCGCGCGLTGG
TGCTGCGAGAGGCCGAGGACACCCAGGTCTTCGGGGACCTGCCACGGCCGCGGCTTA
ACACCAGCGACTTCCAGAAGCTGAAGCGGAAATATTGAAGTCCAGGGAGGAGCGCCCC
GGGCCGCGTCCGCCCCGTCCCACACTACGCCCCCGCCCCACTCCCGGGGCCTGCTAA
TCTGAGGCCGATCCGGGACCGGCCTCCTTGCGTCTCCCATTCCCAAGATTGTCCCGCC
TCTGCCAATCCCCGCCGTCCTTCCAGCCCACGACCTGCCGCGCCGAGGAGCGGCATCT
GTCCCGTTTCCCGGTTGGGTCTGTCGTCTCTCTCCGCCTAGCGACAGATTCCTTCTATT
AAGGGATTGGCTCGCTGAGTTCTAAGCTCTAAATGGGTCAACTCCTTTGTTTTCCGCCTA
GCGACAAGGGATTTGCTCGCACGGCATTGGCTCCATCCCCTAGTCGCTGGACAGCTCT
TTTTTTGATTGGCTCAAATCCTGTAAAGGGCTTGACCAGTCTCTACATAGTCACCGTCCG
CTTTTCCTGAGTTCTCCCTCCCAATTGGCTCCAGCTTCCTGGGGGCGTGGCCAAGCCCT
CCTCTTCCCAGAATTGGCCCGGGGCCTTCAATTTACGTTCTTTACACTACGGGGACTGG
GGTCGTCTTTGCCCACGTCCCGACAACTTGTTCCCTGACCCCCTCAGGGATGGCCCCA
AACTGTCCCTGCCTCTGGCACCCCCTTTCATTGGTTCCATCCATCCCCACAACAGCTGC
CAGTCGAAGCCCGTCCCTGCATCCAGGATGGTACCAGCTCCCGLCLCLCTCGLCCCCCACCT
CCACAGGTGCTTAAAGGGTCTCGTCCACCCAGGTGGGGGGCAGGGGTCCTCACTCTC
GGTCTGTGTGGGGAGAGAGAAGAGGGGGTTGGAGCTCATAGGCGGCATAAACGCGTT
GCGTGTATCATACGCTGAAACAGTCAGCTGATAAAGGATCTTTTATTTCCTTGGAACCTG
TGGGGTGGGCTTTTTGATGGGGGCGCTAGCTGACTGGCGCTCGTTAAACAACTGGACT
GACCTGGGTTACCAACTATGCCTGCAGACATCTTTTTTCCACATGTGGGGGATATAGCC
CAG

7.1.5 Reporterplasmid pMIR-AKT1S1-Mutl1-3'UTR

GGGGCTTTTCAGGTAAATCTGAGAGTCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGTCCA
AATTCGCTCGAGTGATGAAAGCTGCGCACTAGTGATGAGGAGAATGGGCCGCCCTCTT
CGCCCGACCTGGACCGCATCGCGGCGAGCATGCGCGCGCTGGTGCTGCGAGAGGCC
GAGGACACCCAGGTCTTCGGGGACCTGCCACGGCCGCGGCTTAACACCAGCGACTTC
CAGAAGCTGAAGCGGAAATATTGAAGTCCAGGGAGGGAGCGCCCCGGGLCCGLGTCCG
CCCCGTCCCTTAGCGCTCCCCCGCCCCACTCCCGGGGCCTGCTAATCTGAGGCCGATC
CGGGACCGGCCTCCTTGCGTCTCCCATTCCCAAGATTGTCCCGCCTCTGCCAATCCCC
GCCGTCCTTCCAGCCCACGACCTGCCGCGCCGAGGAGCGGCATCTGTCCCGTTTCCC
GGTTGGGTCTGTCGTCTCTCTCCGCCTAGCGACAGATTCCTTCTATTAAGGGATTGGCT
CGCTGAGTTCTAAGCTCTAAATGGGTCAACTCCTTTGTTTTCCGCCTAGCGACAAGGGA
TTTGCTCGCACGGCATTGGCTCCATCCCCTAGTCGCTGGACAGCTCTTTTTTTGATTGG
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CTCAAATCCTGTAAAGGGCTTGACCAGTCTCTACATAGTCACCGTCCGCTTTTCCTGAGT
TCTCCCTCCCAATTGGCTCCAGCTTCCTGGGGGCGTGGCCAAGCCCTCCTCTTCCCAG
AATTGGCCCGGGGCCTTCAATTTACGTTCTTTACACTACGGGGACTGGGGTCGTCTTTG
CCCACGTCCCGACAACTTGTTCCCTGACCCCCTCAGGGATGGCCCCAAACTGTCCCTG
CCTCTGGCACCCCCTTTCATTGGCTCCATCCATCCCCACAACAGTCTGCCAGTCGAAGC
CCGTCCCTGCATCCAGGATGGTACCAGCTCCCGCCCCTCGTCTCCACCTCCACAGGTG
CCTTAAAGGGTCCTCGTCCACCCAAGGTGGGGGGCAGGGTCCTCACTCTCCGGTCCTG
TGTGAGAGAGAGTGAGGCTGTAGCTCATAGCCGCATAGACGCGTGCGTGATATCATAG
GCTTAAACAGTAGCTAATAAATGCATCTTTATTTTCATTGGCATCTGGGGGGTGGATTTT
TGGATGCGATGGCTAGCTGGACCTGGCCGTCGTTTACAACCGTCGACTGAAGCCTGGA
CGTTACCCAGCTTAATCGCCTTGGCGCACTCAAAAC

7.1.6 Reporterplasmid pMIR-AKT1S1-Mut2-3'UTR

CGTCGGATTCAGTAAATCTGAGAGTCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGTCCAAA
TTCGCTCGAGTGATGAAAGCTGCGCACTAGTGATGAGGAGAATGGGCCGCCCTCTTCG
CCCGACCTGGACCGCATCGCGGCGAGCATGCGCGCGCTGGTGCTGCGAGAGGCCGA
GGACACCCAGGTCTTCGGGGACCTGCCACGGCCGCGGCTTAACACCAGCGACTTCCA
GAAGCTGAAGCGGAAATATTGAAGTCCAGGGAGGGAGCGCCLCLCGGGLLGLGTCLCGLC
CCGTCCCACACTACGCCCCCGCCCCACTCCCGGGGCCTGCTAATCTGAGGCCGATCC
GGGACCGGCCTCCTTGCGTCTCCCATTCCCAAGATTGTCCCGCCTCTGCCAATCCCCG
CCGTCCTTCCAGCCCACGACCTGCCGCGCCGAGGAGCGGCATCTGTCCCGTTTCCCG
GTTGGGTCTGTCGTCTCTCTCCGCCTAGCGACAGATTCCTTCTATTAAGGGATTGGCTC
GCTGAGTTCTAAGCTCTAAATGGGTCAACTCCTTTGTTTTCCGCCTAGCGACAAGGGAT
TTGCTCGCACGGCATTGGCTCCATCCCCTAGTCGCTGGACAGCTCTTTTTTTGATTGGC
TCAAATCCTGTAAAGGGCTTGACCAGTCTCTACATAGTCACCGTCCGCTTTTCCTGAGTT
CTCCCTCCCAATTGGCTCCAGCTTCCTGGGGGCGTGGCCAAGCCCTCCTCTTCCCAGA
ATTGGCCCGGGGCCTTCAATTTACGTTCTTTTTAGCGCTGGGACTGGGGGTCGTCTTTG
CCCACGTCCCGACAACTTGTTCCCTGACCCCCTCAGGGATGGCCCCAAACTGTCCCTG
CCTCTGGCACCCCCTTTCATTGGTTCCATCCATCCCCACAACAGCCTGCCAGTCGAAGC
CCGTCCCTGCATCCAGGATGGTACCAGCTCCCGCCCTCGCCCCACCTCCACAGGTGCT
TAAAGGGTCCTCGTCACCCAGTGGGGGGCAGGGTCCTCACTCTCCGGTCCTGTGTGGG
GGAGAGAGTGAGGGGTGAGCTCATAGTCGCATAGACGCGTGCGTGATATCATAGTTAA
CAGTAGCTATAAGATCTTTATTTCATGATCTGGGGTTGTTTTGGATGCGCCGTAGCTGAC
TGCGTCATTACACGTCGGACTGAAAGCTGCGTACCCACTTATGCTTGACCACTCCCTTC
GCAATGGCATAGCAAAGGGCGACGATGCCTCCACATGTGGC
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7.1.7 Reporterplasmid pMIR-TSPAN3-3'UTR

GCATACGGTTATGCATCTTACCTATCTGCAGTCGCAGAGACCTCATAAAGGCCAAGAAG
GGCGGAAAGTCCAAATTGCTCGAGTGATGAAAGCTGCGCACTAGTGAGGGAGCTCCAT
CACTGGCGGAACCTATGCATAGTTGACAACTCAAGCCTGAGCTTTTTGGTCTTGTTCTG
ATTTGGAAGGTGAATTGAGCAGGTCTGCTGCTGTTGGCCTCTGGAGTTCATTTAGTTAA
AGCACATGTACACTGGTGTTGGACAGAGCAGCTTGGCTTTTCATGTGCCCACCTACTTA
CCTACTACCTGCGACTTTCTTTTTCCTTGTTCTAGCTGACTCTTCATGCCCCTAAGATTTT
AAGTACGATGGTGAACGTTCTAATTTCAGAACCAATTGCGAGTCATGTAGTGTGGTAGA
ATTAAAGGAGGACACGAGCCTGCTTCTGTTACCTCCAAGTGGTAACAGGACTGATGCCG
AAATGTCACCAGGTCCTTTCAGTCTTCACAGTGGAGAACTCTTGGCCAAAGGTTTTTGC
GGGGAGGAGGAGGAAACCAGCTTTCTGGTTAAGGTTAACACCAGATGGTGCCCCTCAT
TGGTGTCCTTTTAAAAAATATTTACTGTAGTCCAATAAGATAGCAGCTGTACAAAATGACT
AAAATAGATTGTAGGATCATATGGCGTATATCTTGGTTCATCTTCAAAATCAGAGACTGA
GCTTTGAAACTAGTGGTTTTTAATCAAAGTTGGCTTTATAGGAGGAGTATAATGTATGCA
CTACTGTTTTAAAAGAATTAGTGTGAGTGTGTTTTTGTATGAATGAGTCCATTCATGGTAA
GTCTTAAGCTTGTTGGAAATAATGTACCCATGTAGACTAGCAAAATAGTATGTAGATGTG
ATCTCAGTTGTAAATAGAAAAATCTAATTTCAATAAACTCTGTATCAGTCCCCAACGCGG
CATAGACGCGTGCGTGATATCATAGCTTTAAACAGTCAGCTGAATAAACGATCTTTATCT
CATCGCATCTGTGTGCTGTTTTGGATGCCGTCGCTAGCTGACTGACGTCGTTACACGTC
TGACTGGAAAGCCTGCGTACTAACTATCGCTGCAGACATCGCGTCGCCAGCTGGCGTA
TAGGCGAAAGCCGTACGAATGCCCCCTCCCCAGTGGCCACCTGAATTGCAATGCCTGA
TAGGCGAAATTTTCCCTA

7.1.8 Reporterplasmid pMIR-TSPAN3-Mut142-3"UTR

TTCGGTACGCTTGTCATTCGATCACGAGAGATCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAA
GTCCAAATTGCTCGAGTGATGAAAGCTGCGCACTAGTGAGGGAGCTCCATCACTGGCG
GAACCTATGCATAGTTGACAACTCAAGCCTGAGCTTTTTGGTCTTGTTCTGATTTGGAAG
GTGAATTGAGCAGGTCTGCTGCTGTTGGCCTCTGGAGTTCATTTAGTTAAAGCACATGT
ACACTGGTGTTGGACAGAGCAGCTTGGCTTTTCATGTGCCCACCTACTTACCTACTACC
TGCGACTTTCTTTTTCCTTGTTCTAGCTGACTCTTCATGCCCCTAAGATTTTAAGTACGAT
GGTGAACGTTCTAATTTCAGAACCAATTGCGAGTCATGTAGTGTGGTAGAATTAAAGGA
GGACACGAGCCTGCTTCTGTTACCTCCAAGTGGTAACAGGACTGATGCCGAAATGTCAC
CAGGTCCTTTCAGTCTTCACAGTGGAGAACTCTTGGCCAAAGGTTTTTGCGGGGAGGAG
GAGGAAACCAGCTTTCTGGTTAAGGTTAACACCAGATGGTGCCCCTCATTGGTGTCCTT
TTAAAAAATATTTACTGTAGTCCAATAAGATAGCAGCTGTACAAAATGACTAAAATAGATT
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GTAGGATCATATGGCGTATATCTTGGTTCATCTTCAAAATCAGAGACTGAGCTTTGAAAC
TAGTGGTTTTTAATCAAAGTTGGCACGTGAGGAGGAGTATAATGTATGCACTACTGTTTT
AAAAGAATTAGTGTGAGTGTGTTTTTGTATGAATGAGACCATTCATGGTAAGTCTTAAGC
TTGTTGGAAATAATGTACCCATGTAGACTAGCAAATAGTATGTAGATGTGATCTCAGTTG
TAAATAGAAAAATCTAATTCAATAAACTTCTGTATCAGCCCCGACGCGCGCGGTGATGC
GTGATCATGATCAGCCGCCGACTGACAGCGCATAGACGCGTGCGTGATATCCTAGTTTA
CAGTAGCTAGTCACGATCTTTTTATTCATGAATCTGGGGGTTGTTTTGGATGCGACGTAG
CTGACCTGCCGATTTACACGCTGGGACTGACCTTGGCTACATTAAGGCCTGGACAATTC
CCTTGCCAA

7.1.9 Reporterplasmid pMIR-TSPAN3-T1-3'UTR

CGGTCGTGTATGGTATAGGGAGGCGCGATGCAGAGTCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGC
GGAAAGTCCAAATTGCTCGAGTGATGAAAGCTGCGCACTAGTGAGGGAGCTCGAAGGT
GAATTGAGCAGGTCTGCTGCTGTTGGCCTCTGGAGTTCATTTAGTTAAAGCACATGTAC
ACTGGTGTTGGACAGAGCAGCTTGGCTTTTCATGTGCCCACCTACTTACCTACTACCTG
CGACTTTCTTTTTCCTTGTTCTAGCTGACTCTTCATGCCCCTAAGATTTTAAGTACGATGG
TGAACGTTCTAATTTCAGAACCAATTGCGAGTCATGTAGTGTGGTAGAATTAAAGGAGGA
CACGAGCCTGCTTCTGTTACCTCCAAGTGGTAACAGGACTGATGCCGAAATGTCACCAG
GTCCTTTCAGTCTTCACAGTGGAGAACTCTTGGCCAAAGGTTTTTGCGGGGAGGAGGA
GGAAACCAGCTTTCTGGTTAAGGTTAACACCAGATGGTGCCCCTCATTGGTGTCCTTTT
AAAAAATATTTACTGTAGTCCAATAAGATAGCAGCTGTACAAAATGACTAAAATAGATTGT
AGGATCATATGGCGTATATCTTGGTTCATCTTCAAAATCAGAGACTGAGCTTTGAAACTA
GTGGTTTATAATCAAAGTTGGCTTTATAGGAGGAGTATAATGTATGCACTACTGTTTTAAA
AGAATTAGTGTGAGTGTGTTTGTGTATGAATGAGCCTATTCATGGTAAGTCGCCGGCCC
GGCAGCGCCGGTTTCTCGCTGGCACCGGAAGACGACGGCATCGTCGCCGCCGAGTAC
CTGCGTGGGCGCGAACGCAACCGCGCACTGGTGATCAGCAGCAATGACGATACCGGT
GCTGTTCCGCCGCTGTCTTCGCACAGCGTTTTGCACAGCGCGGCGACCAGGTCGTGGC
GATCTTCAACGTCAGCGATGCCGTCGGTGATGTCGGCGCGCAGTGCGCAATGCCGTCA
TAGACGCGTGCGTGATATCATAGGTTTAAACAGTTAAGCTTAATAAAGGATCTTTTATTTT
CATGGATCTGGGTGGTGGCTTTTGGATGCGGGCGCTAGCTTGGCACTGGACGTCGTTA
CACGCCGTGACTGGAAAACCTGCGTTACCAACTAATCGCCTGGAGACATTCCCTTGCCG
GGTGGGGTTATAAGAAAAGGCCGCACGATGGCCTCCCAAGTGGCACCGTATGGAATGA
CCGAGGGGAATTTTCCTCACACACTTTGGGGGATTCACCCAT

7.1.10 Reporterplasmid pMIR-TSPAN3-TM1-3'UTR
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TTTGTTGTAAGCATATAGCCCACGTCGCGGTGTGCAGAGTCCTCATAAAGGCCAAGAAG
GGCGGAAAGTCCAAATTGCTCGAGTGATGAAAGCTGCGCACTAGTGAGGGAGCTCGAA
GGTGAATTGAGCAGGTCTGCTGCTGTTGGCCTCTGGAGTTCATTTAGTTAAAGCACATG
TACACTGGTGTTGGACAGAGCAGCTTGGCTTTTCATGTGCCCACCTACTTACCTACTAC
CTGCGACTTTCTTTTTCCTTGTTCTAGCTGACTCTTCATGCCCCTAAGATTTTAAGTACGA
TGGTGAACGTTCTAATTTCAGAACCAATTGCGAGTCATGTAGTGTGGTAGAATTAAAGGA
GGACACGAGCCTGCTTCTGTTACCTCCAAGTGGTAACAGGACTGATGCCGAAATGTCAC
CAGGTCCTTTCAGTCTTCACAGTGGAGAACTCTTGGCCAAAGGTTTTTGCGGGGAGGAG
GAGGAAACCAGCTTTCTGGTTAAGGTTAACACCAGATGGTGCCCCTCATTGGTGTCCTT
TTAAAAAATATTTACTGTAGTCCAATAAGATAGCAGCTGTACAAAATGACTAAAATAGATT
GTAGGATCATATGGCGTATATCTTGGTTCATCTTCAAAATCAGAGACTGAGCTTTGAAAC
TAGTGGTTTTTAATCAAAGTTGGCACGTGAGGAGGAGTATAATGTATGCACTACTGTTTT
AAAAGAATTAGTGTGAGTGTGTTTTTGTATGAATGAGCCCATTCATGGTAAGTCGCCGG
CATAGCTGCAAATATAACCCGCTCACGGACGGCGGGTGCCGGTTCCGTGGLCGLCTGLG
CGCCCGGGCGGGATGGGTTTATCGGTAAAGATGGTGCGCCGCAATATAGGCGGCGAC
GGAAGGGGCCAGCAGGCCGTCGGTGGATTCACCCCGGGCAGGCGCTCGCGGATCTG
CGAGGCGACACCGGCATCGGGGCAAACGGCAATTCTTCAGCTGCGCCCTGLTCGLGC
AGCAGTCGGCATCGTCGTCATAGACGCGTGCGTGATATCATAGGTTTAACAGTAGCTTA
ATAAGGATCTTTTATTTTCATTGGATTCTGTGTGGTGTTTTTGTATGCGACGCTAGCTGA
CTGCGTCGTTACACGTCTGACTGGAAGCCTGCGTACCACTATCGCTGCAGACATCCCCT
TCGCACTGCGTAAGGAAGCCGACGATCGCCCTTCCACAGTGCCCGACCCCGATAGGG
GCATTGC

7.1.11 Reporterplasmid pMIR-TSPAN3-T2-3'UTR

ACGTTGTAAGCAGTTCCGGTTCGCCGTTGTATAGTCCTCTAAAGGCCAAGAAGGGCGG
AAAGTCCAAATTGCTCGAGTGATGAAAGCTGCGCACTAGTGAGGGAGCTCGACTCTTCA
TGCCCCTAAGATTTTAAGTACGATGGTGAACGTTCTAATTTCAGAACCAATTGCGAGTCA
TGTAGTGTGGTAGAATTAAAGGAGGACACGAGCCTGCTTCTGTTACCTCCAAGTGGTAA
CAGGACTGATGCCGAAATGTCACCAGGTCCTTTCAGTCTTCACAGTGGAGAACTCTTGG
CCAAAGGTTTTTGCGGGGAGGAGGAGGAAACCAGCTTTCTGGTTAAGGTTAACACCAG
ATGGTGCCCCTCATTGGTGTCCTTTTAAAAAATATTTACTGTAGTCCAATAAGATAGCAG
CTGTACAAAATGACTAAAATAGATTGTAGGATCATATGGCGTATATCTTGGTTCATCTTCA
AAATCAGAGACTGAGCTTTGAAACTAGTGGTTTTTAATCAAAGTTGGCTTTATAGGAGGA
GTATAATGTATGCACTACTGTTTTAAAAGAATTAGTGTGAGTGTGTTTTTGTATGAATGAG
CCCATTCATGGTAAGTCGCCGGCATAGACGCGTGCGTGATATCATAGGTTTAAACAGTT
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AAGCTTAATAAAGGATCTTTTATTTTCATTGGATCTGTGTGTTGGTTTTTTGTATGCGGCC
GCTAGCTTGGCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTA
CCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAG
GCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCCTGA
TGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCA
GTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTAAGCAGCCCCGACACCCGTCAACACCCGCTG
ACGCGCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCGCTACAGACAGCTGTGACGTCTCGG
GAGCTGCATGGTGTCAGAGCTTCACGTCATCACGAAACGCGCGAGACGAAAGATTGGT
GTGAAGTCCCAGCTCCCCAGCAAGCGAGATGCAGCATGCATCTCATAGTCCATCAGGG
TGAGTTCCAGCTCCAGAAGGCAGATGCAGATGCATCATAGCGCGACATAGTGCCGCCC
TAATTCGGCCCCATATCGGGC

7.1.12 Reporterplasmid pMIR-TSPAN3-TM2-3'UTR

GAGTTCTAAGGTATAGTAAGAGAGTCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGAAAGTCCAAA
TTGCTCGAGTGATGAAAGCTGCGCACTAGTGAGGGAGCTCGACTCTTCATGCCCCTAA
GATTTTAAGTACGATGGTGAACGTTCTAATTTCAGAACCAATTGCGAGTCATGTAGTGTG
GTAGAATTAAAGGAGGACACGAGCCTGCTTCTGTTACCTCCAAGTGGTAACAGGACTGA
TGCCGAAATGTCACCAGGTCCTTTCAGTCTTCACAGTGGAGAACTCTTGGCCAAAGGTT
TTTGCGGGGAGGAGGAGGAAACCAGCTTTCTGGTTAAGGTTAACACCAGATGGTGCCC
CTCATTGGTGTCCTTTTAAAAAATATTTACTTAGTCCAATAAGATAGCAGCTGTACAAAAT
GACTAAAATAGATTGTAGGATCATATGGCGTATATCTTGGTTCATCTTCAAAATCAGAGA
CTGAGCTTTGAAACTAGTGGTTTTTAATCAAAGTTGGCACGTGAGGAGGAGTATAATGTA
TGCACTACTGTTTTAAAAGAATTAGTGTGAGTGTGTTTTTGTATGAATGAGCCCATTCAT
GGTAAGTCGCCGGCCTCGGACGTGACCGCCGLGLLLGLGLLGGTGGLLGLeeG LT
CGGTGGCATCGCAAGCCGAAACGGCCCCGGCCGAGGCGCAAGLCLCLCCGALCCCAGCEG
GTCGAGGCCGCGCCGGTTCAAGCCGAGCAGGCTCTCCGLCTCCGGLGGLCGAGLCCEGT
GGTCGAGCCGCAGCCCGTGCAGGCCGCCGCGCCCGAAGTGACCGLCGGLLGGTGGLL
GTCGAGCCCGCCAGCCCAGGTCTCCGAGCCCGCCGTGCCCGCCACGGLCGLCCGGTGG
AAGCCGCCACGGCCGAACCGGTCGTCGAGCCCATCGTGACGGCGGGLLLCLCGLLGLG
CCGGCATAGACGCGTGCGTGATATCATAGGTTTAAACAGTTAAGCTTAATAAAGGATCTT
TTATTTTCATTGGGTCTTGGGTTGGGTTTTTGCATGCGTCCTGTTAGATGGGACTGGGC
GCG

7.1.13 Reporterplasmid pMIR-TSPAN3-TM3-3'UTR

CCGTGTATGGATGCGTTTCTCCATAGCGAGAGTCCTCATAAAGGCCAAGAAGGGCGGA
AAGTCCAAATTGCTCGAGTGATGAAAGCTGCGCACTAGTGAGGGAGCTCGTTAACACCA
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GATGGTGCCCCTCATTGGTGTCCTTTTAAAAAATATTTACTGTAGTCCAATAAGATAGCA
GCTGTACAAAATGACTAAAATAGATTGTAGGATCATATGGCGTATATCTTGGTTCATCTT
CAAAATCAGAGACTGAGCTTTGAAACTAGTGGTTTTTAATCAAAGTTGGCACGTGAGGA
GGAGTATAATGTATGCACTACTGTTTTAAAAGAATTAGTGTGAGTGTGTTTTTGTATGAAT
GAGCCCATTCATGGTAAGTCGCCGGCATAGACGCGTGCGTGATATCATAGGTTTAAACA
GTTAAGCTTAATAAAGGATCTTTTATTTTCATTGGATCTGTGTGTTGGTTTTTTGTATGCG
GCCGCTAGCTTGGCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCG
TTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAA
GAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGC
CTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGGTATTTCACACCGCATATGGTGCACT
CTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCCGACACCCGCCAACACC
CGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAAGCTGTG
ACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAGGTTTTCACCGTCATCACCGAAACGCGCGA
GACGAAAGATTGGTGTGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTATGCAAAGCA
TGCATCTCATTAGTCAGCAACCAGTGTGAAAGTCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAGTAT
GCAAAGCATGCATCTCATAGTCAGCATCATAGTCCGCCCTACTCCGCCATCCGCCCTAC
TCGACAGTCGCCATCTCCGCCCATGATGATATTTTTTATTATGCAGAGGCGAGGCGCTC
GCTCTGACTATCAAAGATGAGGAGCTTTTGGAGCTAGCTTGCAAGTAGTGTTGCTGCAG
TTCGCATACGTGGGCACAATCCTGACCGCCTGACCCCAGGAAACCTTTTACAAAATAAA
CCGTGTGGTCCCCCCCCGGGAGGAGAG

7.2 Target-Scan Vorhersagen, Schnittstellen der Mutagenese und
Primerherstellung
7.2.1 MORF4L2

- Vorhersage aus Target-Scan
TTGATTATGGAACATTCTAAAACTTAGACAAGACGATTGTGATTGGCTGAAGGGCATACG
CCCTCCTCCAGGGTGACGTGTCTGCCTATGGATATCAGTTGCCAGAGAAACCTGGCTTT
ACTATGGCGGTTGGAGGAACGGCAGTGATCACACGTCGGCTGCTGGGAAGATCTGGAT
TCTCGTTTCAGGTCACCATCAGAAAAGCTAAGTTTGCTGTATAGTGAGGATCAGGAGAT
CTGATCCTGATTGCAGAACCTTCCCTGATTACAGAATCTTGGGATTGTTGAGAGGATTAC
ATGTAAAGTACCAGGACAGTGCATGGCACATATGATTTCACAAAAGTTCATCTTCATTGC



80

Anhang

AGATACCTGCCTTTCTTTCTAGGTTGTATCTCCCACTTCACCCTTCTAGACCATCCCAGA
AGATCTATAAGATTTCATCTGGGAAATCACTAGGAGTTCTTGGAAGGGAAAGAAGGAAG
ATTGTTGGTTGGAATAAAAACAGGGTTGAATGAGTTCCAGAAAGCAGGGTTCTCAACCT
CGTGGACAGCAATCTGCAGAAGAAGAGAACTTCAAAAAACCAACTAGAAGCAACATGCA
GAGAAGTAAAATGAGAGGGGCCTCCTCAGGAAAGAAGACAGCTGGTCCACAGCAGAAA
AATCTTGAACCAGCTCTCCCAGGAAGATGGGGTGGTCGCTCTGCAGAGAACCCCCCTT
CAGGATCCGTGAGGAAGACCAGAAAGAACAAGCAGAAGACTCCTGGAAACGGAGATGG
TGGCAGTACCAGCGAAGCACCTCAGCCCCCTCGGAAGAAAAGGGCCCGGGCAGACCC
CACTGTTGAAAGTGAGGAGGCGTTTAAGAATAGAATGGAGGTTAAAGTGAAGATTCCTG
AAGAATTAAAACCATGGCTTGTTGAGGACTGGGACTTAGTTACCAGGCAGAAGCAGCTG
TTTCAACTCCCTGCCAAGAAAAATGTAGATGCAATTCTGGAGGAGTATGCAAATTGCAAG
AAATCGCAGGGAAATGTTGATAATAAGGAATATGCGGTTAATGAAGTTGTGGCAGGAAT
AAAAGAATATTTCAATGTGATGTTGGGCACTCAGCTGCTCTACAAATTTGAGAGGCCCCA
GTATGCTGAAATCCTCTTGGCTCACCCTGATGCTCCAATGTCCCAGGTTTATGGAGCAC
CACACCTACTGAGATTATTTGTAAGAATTGGAGCAATGTTGGCCTATACGCCCCTTGATG
AGAAAAGCCTTGCATTATTGTTGGGCTATTTGCATGATTTCCTAAAATATCTGGCAAAGA
ATTCTGCATCTCTCTTTACTGCCAGTGATTACAAAGTGGCTTCTGCTGAGTACCACCGCA
AAGCCCTGIBAGCGTCTACAGACAGCTCACCATTTTTGTCCTGTATCTGTAAACACTTTT
TGTTCTTAGTCTTTTTCTTGTAAAATTGATGTTCTTTAAAATCGTTAATGTATAACAGGGCT
TATGTTTCAGTTTGTTTTCCGTTCTGTTTTAAACAGAAAATAAAAGGAGTGTAAGCTCCTT
TTCTCATTTCAAAGTTGCTACCAGTGTATGCAGTAATTAGAACAAAGAAGAAACATTCAG
TAGAACATTTTATTGCCTAGTTGACAACATTGCTTGAATGCTGGTGGTTCCTATCCCTTT
GREAGTAGACAATTTTCTAATATGTGTTAATGCTATGTGACAAAACGCCCTGATTCCTAG
TGCCAAAGGTTCAACTTAATGTATATACCTGAAAACCCATGCATTTGTGCTCTTTTTTTTT
TTTTATGGTGCTTGAAGTAAAACAGCCCATCCTCTEGCAAGTCCATCTATGTTGTTCTTAG
GCATTCTATCTTTGCTCAAATTGTTGAAGGATGGTGATTTGTTTCATGGTTTTTGTATTTG
AGTCTAATGCACGTTCTAACATGATAGAGGCAATGCATTATTGTGTAGCCACGGTTTTCT
GGAAAAGTTGATATTTTAGGAATTGTATTTCAGATCTTAAATAAAATTTGTTTCTAAATTTC
AAAGCAAAAAAAAAAAAAAA

TGGTGCT = Bindestelle miR-29a, b

Original-Primerherstellung:
F1l: GCTGAGTACCACCGCAAAGCC
R1: CAGCCCATCCTCTGCAAGTCC
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GGACTTGCAGAGGATGGGCTG
Primer mit Schnittstellen: Spel/Sacl:
F1: ggactagtGCTGAGTACCACCGCAAAGCC
R1: cgagctcGGACTTGCAGAGGATGGGCTG

Mutagenese fir miR-142:

Primer For original: GTTCCTATCCCTTTGRGAGTABACAATTTTCTAATATG
For + Pmll-Site: GTTCCTATCCCTTTGCACGTGTGCAATTTTCTAATATG
Rev: CATATTAGAAAATTGCACACGTGCAAAGGGATAGGAAC

Mutagenese fur miR-29a/b:

Primer For original: CTTTTTTTTTTTTTATGGTGCTTGAAGTAAAACAGCC
For + Pmll-Site: CTTTTTTTTTTTTTACACGTGATGAAGTAAAACAGCC
Rev: GGCTGTTTTACTTCATCACGTGTAAAAAAAAAAAAAG
O-Cutters:

# Enzyme Specificity
152 Pmll CACIGTG

7.2.2 AKT1S1

- Vorhersage aus Target-Scan
ATATTGTATACTGGAATTGAAGCCAAGGAGGTACCATTTTGCTCGAGGGCATGGCCTAA
GCCGGTCAGCTAAGGCCATGTTAATACGGGGCTGTCCCATCTCTCTGCGGGGCGCGAC
AGCTGGAAGAGCCGAACGGATAAGAGAAGAGGAGGTGAGAGGAGCTGTACACCACAA
GAGGCACTGAGGGACTCAGGATAACGGGATGAAGCCGTCAGTGCCCCCAGAAACGAA
GCGGCCCCGGACGAATTTCTGAGTCACCGTCGCGAGAAAGCGGGCTGAGCCGCCATTT
TGAAGCCTGGCAAACCGAAGCAAGAAATGCTGCCGTGTTGGATCTTTGCCAGCCTTCGT
GCCGAATGGGAGCAGGGCGCGGATGGCGTCGGGGCGCCCCGAGGAGCTGTGGGAGG
CCGTGGTGGGGGCCGCTGAGCGCTTCCGGGCCCGGACTGGCACGGAGCTGGTGCTG
CTGACCGCGGCCCCGCCGCCACCACCCCGLCLCCGGGLCCCTGTGCCTATGCTGCCCAT
GGTCGAGGAGCCCTGGCGGAGGCAGCGCGCCGTTGCCTCCACGACATCGCACTGGCC
CACAGGGCTGCCACTGCTGCTCGGCCTCCTGCGCCCCCACCAGCACCACAGCCAcce
AGTCCCACACCCAGCCCACCCCGGCCTACCCTGGCCAGAGAGGACAACGAGGAGGAC
GAGGATGAGCCCACAGAGACAGAGACCTCCGGGGAGCAGCTGGGCATTAGTGATAATG


http://tools.neb.com/NEBcutter2/enz.php?name=a88c9b7f-&enzname=PmlI
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GAGGGCTCTTTGTGATGGATGAGGACGCCACCCTCCAGGACCTTCCCCCCTTCTGTGA
GTCAGACCCCGAGAGTACAGATGATGGCAGCCTGAGCGAGGAGACCCCCGCCGGCCC
CCCCACCTGCTCAGTGCCCCCAGCCTCAGCCCTACCCACACAGCAGTACGCCAAGTCC
CTGCCTGTGTCTGTGCCCGTCTGGGGCTTCAAGGAGAAGAGGACAGAGGCGCGGTCAT
CAGATGAGGAGAATGGGCCGCCCTCTTCGCCCGACCTGGACCGCATCGCGGCGAGCA
TGCGCGCGCTGGTGCTGCGAGAGGCCGAGGACACCCAGGTCTTCGGGGACCTGCCAC
GGCCGCGGCTTAACACCAGCGACTTCCAGAAGCTGAAGCGGAAATATIIBBAGTCCAGG
GAGGGAGCGCCCCGGGCCGCGTCCGCCCCGTCCCRBABTABECCCCCGCCCCACTCC
CGGGGCCTGCTAATCTGAGGCCGATCCGGGACCGGCCTCCTTGCGTCTCCCATTCCCA
AGATTGTCCCGCCTCTGCCAATCCCCGCCGTCCTTCCAGCCCACGACCTGCCGCGCCG
AGGAGCGGCATCTGTCCCGTTTCCCGATTGGGTCTGTCGTCTCTCTCCGCCTAGCGAC
AGATTCCTTCTATTAAGGGATTGGCTCGCTGAGTTCTAAGCTCTAAATGGGTCAACTCCT
TTGTTTTCCGCCTAGCGACAAGGGATTTGCTCGCACGGCATTGGCTCCATCCCCTAGTC
GCTGGACAGCTCTTTTTTTGATTGGCTCAAATCCTGTAAAGGGCTTGACCAGTCTCTACA
TAGTCACCGTCCGCTTTTCCTGAGTTCTCCCTCCCAATTGGCTCCAGCTTCCTGGGGGC
GTGGCCAAGCCCTCCTCTTCCCAGAATTGGCCCGGGGCCTTCAATTTACGTTCTTTEGA
BPAGEGGGACTGGGGTCGTCTTTGCCCACGTCCCGACAACTTGTTCCCTGACCCCCTC
AGGGATGGCCCCAAACTGTCCCTGCCTCTGGCACCCCCTTTCATTGGTTCCATCCATCC
CCACAACAGCCTGCCAATCGAAGCCCGTCCCTGCATCCAGGATGGTACCAGCTCCCGC
CCCTCGCCCCCCACCTCCACAGBTGEETTAAAGGGCCCTCGTCCACCCAAGGTGGGG
GGCAGGGGCCCTCACTCTCCGGCCCTGGTGTGGGGCAGAGAGTCAGGGGTCGGGGA
TCGGCAGTTGGGAGGGGCGCTCHEREEMIAAAGAGTTTTACCTCTGAGATAAATGTGAA
BEAGTAGE -Bindestelle von miR-142-3p

REAGTAGE - bessere Bindestelle von miR-142-3p

GTGCCTTA = Bindestelle von miR-214/214ab/506

Sites with lower probability of preferential conservation
CTCAGGGA = Bindestelle von miR-125a-5p/125b-5p/351/670/4319

@AM - Bindestelle von miR-216a

Original-Primerherstellung
FOR 1: GATGAGGAGAATGGGCCGCC
REV 1. GGGGAGAGAGTGAGGGGTTG
- CAACCCCTCACTCTCTCCCC
Primer mit Schnittstellen: Spel/Sacl:
FOR 1: cggactagtGATGAGGAGAATGGGCCGCC
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REV 1: cgagctcCAACCCCTCACTCTCTCCCC

Mutagenese fir miR-142:

Primer:
For original 1: CGTCCGCcccGTCCC BEAGTABE CCCCCGCCCCACTCC
For original 2: CAATTTACGTTCTTT BEAGTAGE GGGACTGGGGTCGTC

For 1 + Afel-Site: CGTCCGCCCCGTCCC TT AGCGCT CCCCCGCCCCACTCC
For 2 + Afel-Site: CAATTTACGTTCTTT TT AGCGCT GGGACTGGGGTCGTC

REV1: GGAGTGGGGCGGGGG AGCGCT AA GGGACGGGGCGGACG
REV2: GACGACCCCAGTCCC AGCGCT AA AAAGAACGTAAATTG
0 Cutters:

# [Enzyme Specificity

4 Afel AGC.GCT

7.2.3 TSPAN3

- Vorhersage aus Target-Scan
CTGCAGCCTCCGCAGAGGCGATTGGCTGAAGCTACCGGCCGCGTGGGGCGGGACTCG
GTTGCCAGGGAGCGGCGCGGGAGCCCTGAGGGGACTGCGGCGGCTGCGCGGAGGAG
CGAGGCACTTGCTGGGGTCGGGGCTGCGCGACGGCGCAGGGGCTGCGGGGAGCGCC
GCGCAGGCCGTGCAGTTCCTAGCGAGGAGGCGCCGCCGCCATTGCCGCTCTCTCGGT
GAGCGCAGCCCCGCTCTCCGGGCCGGGCCTTCGCGGGCCACCGGCGCCATGGGCCA
GTGCGGCATCACCTCCTCCAAGACCGTGCTGGTCTTTCTCAACTCATCTTCTGGTTTGC
ATCATCCTGCTCTTGGTTTTTGTCACAGAAGTTGTTGTAGTGGTTTTGGGATATGTTTAC
AGAGCAAAGGTGGAAAATGAGGTTGATCGCAGCATTCAGAAAGTGTATAAGACCTACAA
TGGAACCAACCCTGATGCTGCTAGCCGGGCTATTGATTATGTACAGAGACAGCTGCATT
GTTGTGGAATTCACAACTACTCAGACTGGGAAAATACAGATTGGTTCAAAGAAACCAAAA
ACCAGAGTGTCCCTCTTAGCTGCTGCAGAGAGACTGCCAGCAATTGTAATGGCAGCCT
GGCCCACCCTTCCGACCTCTATGCTGAGGGGTGTGAGGCTCTAGTAGTGAAGAAGCTA
CAAGAAATCATGATGCATGTGATCTGGGCCGCACTGGCATTTGCAGCTATTCAGCTGCT
GGGCATGCTGTGTGCTTGCATCGTGTTGTGCAGAAGGAGTAGAGATCCTGCTTACGAG
CTCCTCATCACTGGCGGAACCTATGCAIMB TTGACAACTCAAGCCTGAGCTTTTTGGTC
TTGTTCTGATTTGGAAGGTGAATTGAGCAGGTCTGCTGCTGTTGGCCTCTGGAGTTCAT
TTAGTTAEEEETGTACACTEGETGTTGGACAGAGCAGCTTGGCTTTTCATGTGCCCA


http://tools.neb.com/NEBcutter2/enz.php?name=bdeeaf24-&enzname=AfeI
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CCTACTTACCTACTACCTGCGACTTTCTTTTTCCTTGTTCTAGCTGACTCTTCATGCCCCT
AAGATTTTAAGTACGATGGTGAACGTTCTAATTTCAGAACCAATTGCGAGTCATGTAGTG
TGGTAGAATTAAAGGAGGACACGAGCCTGCTTCTGTTACCTCCAAGTGGTAACAGACTG
ATGCCGAAATGTCACCAGGTCCTTTCAGTCTTCACAGTGGAGAACTCTTGGCCAAAGGT
TTTTGCGGGGAGGAGGAGGAAACCAGCTTTCTGGTTAAGGTTAACACCAGATGGTGCC
CCTCATTGGTGTCCTTTTAAAAAATATT TIXIRIENE TCCAATAAGATAGCAGCTGTACAAA
ATGACTAAAATAGATTGTAGGATCATATGGCGTATATCTTGGTTCATCTTCAAAATCAGG
ACTGAGCTTTGAAACTAGTGGTTTTTAATCAAAGTTGG BIIMAGGAGGAGTATAATGT
ATCGEACTACTGTTTTAAAAGAATTAGTGTGAGTGTGTTTTTGTATGAATGAGCCCATTCA
TGGTAAGTCTRTAAGCTTGTTGGAAATAATGTACCCATGTAGACTAGCAAAATAGTATGTA
GATGTGATCTCAGTTGTAAATAGAAAAATCTAATTCAATAAACTCTGTATCAGCCCCCAA
CATATTATTTTTCATTATTTGGGGGATATTTCAGTTCCAGAGCAGCAGTATCATGTTTTFG
TTGGTGCTGTCTATAGTTCATCATGGTTTACGTGTGTTTTCGTTATAGCTGTTGCCAGAT
TCTAAAGGGCTTGATATTCAAAAAACCACAGATGCTTTCAGTCCAGTATATCCTAGAAAT
ATAGAGCTCTACTTTGTGCAATGCACTGGGGATACAGTGGCGATACTGTCCTTGTCTTC
AAGGAGTTCGGAGTCCTAGTATAGGAGACATACATAGGAGAAGATAATTTTCACACTGC
AGTGGTTGTAGTAATAGAATGGGAGTCCAAAGGGGAGTTCCGGAGAGGTCAGGGGTGA
CTTCCTGGAGGAGATGCCCAAGCTTGGAGGCTGGATAGGCTTTGTTGAAAGATGGTAC
ACAAGAGTGTGAAACAAAATTGTGTGTGCAGGGAGCTTAAAATACAAGGCTGGGGAAAG
AAGTTGGAGAAGCAGGAAAGCCCAGGCCCTCTAGTGTCTTACGGAACATCCTGTGGAG
GTGAGAGCTGACTTGTAGGTGGAAGCAGCTCTTTGGAGGTTTGATTTGGAAGGTGAACT
GAGAAGAAGGTGGTGATGCAAGCCGGCCGTGCTGAAGCCAGGATGAATTGGTGTGACT
GGGCTTCAGTTAGGCTGGCATAGCAGTTGAGAGAGCTTAGCAGTGGGCAGCAGGGCAC
TGTTGGGGGCGGTGGTGAGCGGTGGATTCTGGCTGTTTGGAGGCAGGACAGTGGTGG
AATTCGATCATTGATTGGACGTGGGACAGAGAAGGGAGAAGAGAAGACTCATCTAGGAT
GAGTCCCAGGTTTCTGGCTCAGTCAACTGGGGAAACAAAGTCACAGAGCTAGGGAGTA
GTTAGAGAACACATCTGGGGGTGTGACTCATGGTCAGTTTTGGGCTCGTCAGTTTTGAG
ATGCCCAAATATCATGCAGATCTGTCCCACCTGAAAATGGAGAAGACACGGGAAAGGAG
AGGAGTAAAAACTAACTCCTTTTCACAAAGTGGAAGTTACCAGAATGTGATTTCAGAGGC
CCCGGGGGATTTATCATGTGACTACTGACCCATCCCACCTCTTGCCCCTGCCTGTTGCA
CAGTGGGCAAGAATGTTTGTGACCTTTCACTACCACCACCTCCCCCGAGCATGGTCCCC
CCAGTTTTCAATATGAACCATCCTGTGGGTACCCTGTCACAGGCTGGCCCTGAGGTGAG
CAATATTTGGACTGTGATGTTGGTTGTTCTCCACTCTTTCTACAGGACAGAACAGGGCCT
CTAGAGTGGGAAATGGCTTTGGGAAATATGCCAAGCAGTAGCCTTGTTCTTCAACTTGC
CCAAGAGGATAATTCTCCACACCCTTCCTGTACTCAGTCCTCAGTTTGCCTGGTGAGAG
AGCAGCCTCCTCCCGTGTGCTCTGCCAGCTGGACCCAGACTGGCCATATTACCAGTGA
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GACCAAAAAGATGGAGGTGGGGAGGTAGCTCTGAGGTCTGGGAAACCATTCCAGCTCC
TGCCAGTTTTAACTTGTGTTTAATTCCTGGCACAGTTGTCCTGGAAATGCCTTTTTCTCTT
GCCTGGGAACCACTAGAAGGGGATGTTGTCTGTGTTGGCCAGGGCCATGCAAATTCAA

CATCTTGTTTCTGCCCTTCCCCCGTGTAGCTGAGGCTAGGTGTTGGCATTACCCAGTGC
TTGTTCTTCAGAGAGCAAAAGCACTGCTCGTCATGTCTGAAATTTAGTGAGTGAGCTCAC
CCACTAGGCTGGTGTTTCCTGCCCGTGGCTGCACATTGGAAGCACCGGGGCACTTTGA

GAACTACAGATGCCTGGGTCCCAGAGCATCTAAGGTGCTCTAGGGTGTGTCCAGGACA

CAGCCCTGGTTGAGGACCACTGCTATATTGTATGGCCTCTTTTAAAAAAGTTAATTTTAC

TTGGAAATGATTTCAAAGCTACAGAAAAGTTGCAAGAATAAAAACTGTACAAATGAGGCT
CAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

CACTAC = potentielle Bindestelle der miR-142-3p

B = Bindestelle von miR-142-5p

B - Bindestelle miR-218/218a

= Bindestelle miR-139-5p

AGTETTAA = Bindestelle miR-499-5p

ACACTGG = Bindestelle miR-199ab-5p

TIXSE) & ATACTGT = Bindestelle miR-144

TINSKEXRA = Bindestelle miR-101/101ab

BEEEAGTA - Bindestelle miR-130ac/301ab/301b/301b-3p/454/721/4295/3666
GTCTTAA = Bindestelle miR-208ab/208ab-3p

Original-Primerherstellung
FOR 1: CATCACTGGCGGAACCTATG
REV 1: CTCTGTATCAGCCCCCAAC

> GTTGGGGGCTGATACAGAG
Primer mit Schnittstellen Sac1/NgoMIV:
FOR: cccgagctcCATCACTGGCGGAACCTATG
REV: gccggcGTTGGGGGCTGATACAGAG

Mutagenese fur miR-142:

Primer:

For original: ~ GTTTTTAATCAAAGTTGG [l AGGAGGAGTATAATG
For + Pmll-Site: GTTTTTAATCAAAGTTGG CACGTG AGGAGGAGTATAATG
Rev: CATTATACTCCTCCT CACGTG CCAACTTTGATTAAAAAC


http://www.mirbase.org/cgi-bin/mirna_entry.pl?acc=hsa-miR-301a
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O-Cutters:

# Enzyme Specificity
103 | Pmll CAC.GTG

TSPAN3-3"UTR Verkleinerung bei mdglichen Bindestellen

T1 bis T3 aus Original TSPAN3
CATCACTGGCGGAACCTATGCABBTTGACAACTCAAGCCTGAGEBIMMIGGTCTTGTTC
TGATTTGGAAGGTGAATTGAGCAGGTCTGCTGCTGTTGGCCTCTGGAGTTCATTTAGTT
AAAGCACATGTACACTGGTGTTGGACAGAGCAGCTTGGCTTTTCATGTGCCCACCTACT
TACCTACTACCTGCGABIGN T TTCCTTGTTCTAGCTGACTCTTCATGCCCCTAAGATTT
TAAGTACGATGGTGAACGTTCTAATTTCAGAACCAATTGCGAGTCATGTAGTGTGGTAGA
ATTAAAGGAGGACACGAGCCTGCTTCTGTTACCTCCAAGTGGTAACAGGACTGATGCCG
AAATGTCACCAGGTCCTTTCAGTCTTCACAGTGGAGAACTCTTGGCCAAAGGTTTTTGC
GGGGAGGAGGAGGAAACCAGEBIIIENG G TTAAGGTTAACACCAGATGGTGCCCCTCAT
TGGTGTCCTTTTAAAAAATATTTACTGTAGTCCAATAAGATAGCAGCTGTACAAAATGACT
AAAATAGATTGTAGGATCATATGGCGTATATCTTGGTTCATCTTCAAAATCAGAGACTGA
GCTTTGAAACTAGTGGTTTTTAATCAAAGTTGGIRRINIAGGAGGAGTATAATGTATGCA
CTACTGTTTTAAAAGAATTAGTGTGAGTGTGTTTTTGTATGAATGAGCCCATTCATGGTAA
GTCTTAAGCTTGTTGGAAATAATGTACCCATGTAGACTAGCAAAATAGTATGTAGATGTG
ATCTCAGTTGTAAATAGAAAAATCTAATTCAATAAACTCTGTATCAGCCCCCAAC

TSPAN3-MUT142-3'UTR Verkleinerung bei méglichen Bindestellen

TM1 bis TM3 aus TSPAN3-MUT142-3'UTR
CATCACTGGCGGAACCTATGCAIBMBTTGACAACTCAAGCCTGAGEBIMBMMIGGTCTTGTTC
TGATTTGGAAGGTGAATTGAGCAGGTCTGCTGCTGTTGGCCTCTGGAGTTCATTTAGTT
AAAGCACATGTACACTGGTGTTGGACAGAGCAGCTTGGCTTTTCATGTGCCCACCTACT
TACCTACTACCTGCGABI@N T TTCCTTGTTCTAGCTGACTCTTCATGCCCCTAAGATTT
TAAGTACGATGGTGAACGTTCTAATTTCAGAACCAATTGCGAGTCATGTAGTGTGGTAGA
ATTAAAGGAGGACACGAGCCTGCTTCTGTTACCTCCAAGTGGTAACAGGACTGATGCCG
AAATGTCACCAGGTCCTTTCAGTCTTCACAGTGGAGAACTCTTGGCCAAAGGTTTTTGC
GGGGAGGAGGAGGAAACCAGEBIIEIIGGTTAAGGTTAACACCAGATGGTGCCCCTCAT
TGGTGTCCTTTTAAAAAATATTTACTGTAGTCCAATAAGATAGCAGCTGTACAAAATGACT
AAAATAGATTGTAGGATCATATGGCGTATATCTTGGTTCATCTTCAAAATCAGAGACTGA
GCTTTGAAACTAGTGGTTTTTAATCAAAGTTGGCACGTGAGGAGGAGTATAATGTATGCA
CTACTGTTTTAAAAGAATTAGTGTGAGTGTGTTTTTGTATGAATGAGCCCATTCATGGTAA



http://tools.neb.com/NEBcutter2/enz.php?name=ef255c68-&enzname=PmlI
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GTCTTAAGCTTGTTGGAAATAATGTACCCATGTAGACTAGCAAAATAGTATGTAGATGTG
ATCTCAGTTGTAAATAGAAAAATCTAATTCAATAAACTCTGTATCAGCCCCCAAC
FOR:Sacl: G.AGCT C

REV: NgoMIV: G CCGG.C

Primer 1 FOR: GAAGGTGAATTGAGCAGG
cccgagctcGAAGGTGAATTGAGCAGG

Primer 2 FOR: GACTCTTCATGCCCCTAAG
cccgagctcGACTCTTCATGCCCCTAAG

Primer 3 FOR: GTTAACACCAGATGGTGC
cccgagctcGTTAACACCAGATGGTGC

REV for all: GCCCATTCATGGTAAGTCAGACTTACCATGAATGGGC
gccggcGACTTACCATGAATGGGC
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Y o] o TSP Abbildung
LY 1 0 o TSP Ampicillin
AT P o e Adenosintriphosphat
T o J PP Basenpaare
B S A ettt et nnn e e Bovines Serumalbumin
CDN A e ———— complementary (komplementére) DNA
31V 1 PPN Dimethylsulfoxid
DN A e e Desoxyribonukleinséure
ANT P Desoxyribonukleosidtriphosphat
ASDIN A doppelstrangige DNA
e oo RPN Escherichia Coli
E D T A e eene Ethylendiamin-tetraacetat
e S TP SPPPTTR fotales Kalberserum
PSSP Stunde
HC . et e enne hepatocellular carcinoma
H20 (DI)AEST. ... oo (bi)destilliertes Wasser
P T G e Isopropyl-R-D-Thiogalactopyranosid
o] o TP PPPRRR Kilobasenpaare
KHK . L e e koronare Herzerkrankung

NP TPRPRPRRSPRPRRR 117/ =1 | (=Ta | t=TaTe (=M [2101]|

10 TP P PP P PPPPPPPPI Milli-
PP PP PP PPPPPPPPPI molar
M S L e multiple cloning site
U PP USPPPPRRPPIN Mikro-
MALT e mucosa-associated lymphoid tissue
MAGCE . . . Major Adverse Cardiac Events
101 TSROt Minute
RN A et e ettt e e e e e e e e e e e e ee e e a— e e aae et ara i aaaas microRNA
0111 ST UPT PR UPTPPI Mutante
o] 4 Ursprung der Plasmidreplikation (origin of replication)
= T TP phosphate buffered saline
O percutaneous coronary intervention
PCR....t e, Polymerase Kettenreaktion (polymerase chain reaction)
1] 0 0 TR rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)

RIN A o e Ribonukleinsaure
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R ettt Raumtemperatur
S Sample Buffer
PP PP TRSPPPPPRPT Sekunde
LI o Tabelle
TAE . Tris-Acetat- Ethylendiamintetraacetat
TAQ. e e Thermophilus aquaticus

TE. . TS Ethylendiamintetraacetat

T RIS L e Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan
PP T PP TPTPTTTPTRTPPTRTRTRTRPIN Unit (Einheit)
U I PP untranslated region
T N Uber Nacht
Ve Volt
VIV e e volume per volume (Volumen per Volumen)
1A 2 weight per volume (Gewicht per Volumen)

DG T | 5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b-D-galactopyranosid
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