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1. Zusammenfassung

Zentrales Ziel der von mir durchgefiihrten Untersuchungen war die Identifizierung von
microRNAs (miRNAs) aus genomischen Bereichen, die in Glioblastomen haufig amplifiziert
werden. Die ersten miRNAs let-7 und lin-4 wurden in dem Wurm Caenorhabditis elegans
entdeckt. In den letzen Jahren wurde in zunehmendem Mal3e die Bedeutung von miRNAs fur
die Tumorgenese im Allgemeinen und die Biologie des Glioblastoms insbesondere
thematisiert. Glioblastome stellen einen der bosartigsten Tumoren des zentralen
Nervensystems mit infauster Prognose dar. Sie sind haufig durch spezifische genetische
Veranderungen, insbesondere durch Amplifikationen, bei denen DNA-Bereiche in erhdhten
Kopiezahlen vorliegen, charakterisiert. Die vorliegende Arbeit ist thematisch im Schnittfeld
von Genamplifikation und miRNA-Expression angesiedelt.

Ein Schwerpunkt der durchgefiihrten Arbeit war die Bestimmung der Expression bekannter
mMiRNAs aus der Chromosomenregion 12g13-21, die durch haufige Genamplifikation bei
Glioblastomen charakterisiert ist. Mit Hilfe von PCR-Amplifikationen konnte in einer von
einem Glioblastom angelegten Zelllinie (TX3868) die Expression von drei miRNAs
(hsa-miR-16-1, hsa-miR-26a-2, hsa-miR-616) nachgewiesen werden. Um bisher nicht
bekannte miRNAs in dem amplifizierten Bereich auf 12q13-21 zu identifizieren, wurden
mMiRNAs aus den Zellen des TX3868 angereichert, in cDNA umgeschrieben und
anschlieRend gegen einen speziell konstruierten BAC (bacterial artifical chromosome)-Array
hybridisiert, der die chromosomale Region 12q13-21 reprasentiert. Fir einen der BAC-Klone
wurde ein Hybridisierungssignal gefunden. Die darauffolgende Reisolierung der gebunden
cDNA zeigt das Vorhandensein einer miRNA, die in diesem Bereich lokalisiert sein kdnnte,
an. Weitere Versuche mussen klaren, inwieweit es sich hier um eine neue miRNA handelt
und ob mit der Methode gegebenfalls eine weitere miRNAs-Isolierung aus dem amplifizierten

Bereich moglich ist.
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Detection of amplified microRNAs in glioblastoma multiforme

1. Summary

The study aimed at identifying microRNAs (miRNAsS) in genomic regions, which are
frequently amplified in glioblastoma. The first identified miRNAs, let-7 and lin-4, were found in
the worm Caenorhabditis elegans. Recently, the importance of miRNAs in regards to the
genesis of tumors in general and to the biology of the glioblastoma in particular was
increasingly discussed. Glioblastoma are among the most malignant tumors to be found in
the central nervous system and usually lead to the death of the patient. They often come
along with specific genetic changes, in particular with amplifications of certain DNA regions.
The present work deals with the relation of genetic amplification and miRNA-expression.
A main focus of this study was the detection of the expression of known miRNAs from an
amplified domain at 12q13-21 that has been frequently found in GBM. By means of PCR-
amplification, it was possible to demonstrate the expression of three mMIRNAs
(hsa-miR-16-1, hsa-miR-26a-2, hsa-miR-616) in a glioblastoma cell line (TX3868). To identify
mMiRNAs that are currently still unknown in the genomically amplified region 12q13-21,
miRNAs were enriched from TX3868 cells, transcribed into cDNA and then hybridized
against a specially designed BAC (bacterial artifical chromosome)-array, representing the
chromosomal region 12q13-21. These experiments evinced the existence of a hybridizing
signal for one BAC-clone. The subsequent re-isolation of the bound cDNAs indicated the
presence of a miRNA, which could be located in this region. Further experiments are
necessary to confirm this miRNA as new miRNA and whether further miRNAs-isolation from

the amplified region is possible using the method described in the current study.
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2. Einleitung

Das Nervengewebe entsteht aus der ektodermalen Neuralplatte, deren Rander sich zur
Neuralrinne auswerfen und anschlieend zum Neuralrohr verschmelzen. Aus ihnen gehen
die Neuralleiste, die Nervenzellen sowie die Neuroglia hervor [57].

Nervenzellen, die das eigentliche Parenchym des Nervengewebes darstellen, werden von
Gliazellen umgeben. Man unterteilt sie wie folgt:

e Astrogliazellen (Makroglia)
e Oligodendrogliazellen

¢ Mesoglia (Mikroglia)

Die Astrozyten fungieren als ,lonenmilieu-Kontrolleure® und organisieren die schnelle
Beseitigung freigesetzter Neurotransmitter. Den Oligodendrozyten kommt die Rolle der
.Nervenfaser-lsolatoren“ zu. Die Mikroglia sind ,Immun-Kontrolleure® und wandern als

Mitglieder des Makrophagensystems ins Hirngewebe ein [52].

Nach heutiger Kenntnis werden neoplastische Lasionen des zentralen Nervensystems
(=ZNS) im intrakraniellen und intraspinalen Raum durch Mutationen im Genom der

betroffenen Zellen ausgel6st [56]. Die meisten ZNS-Tumoren sind klinisch maligne.

Astrozytare Tumore leiten sich von den Astrozyten ab und kdnnen im gesamten Gehirn
vorkommen. Es sind die haufigsten Tumoren des ZNS. Eine in der klinischen Praxis haufig
genutzte Einteilung ist die WHO (world health organisation)-Klassifikation der Hirntumoren:
Je nach Malignitat werden vier Grade unterschieden. Diese Grade geben uber das ,klinisch-
biologische“ Verhalten Auskunft (Mitosezahl, destruierendes Wachstum, Nekrosen) und
kénnen somit eine Einschatzung des Wachstumsverhaltens und der Prognose erleichtern
[37].

Grad | beinhaltet alle gutartigen Tumoren mit niedriger Proliferationsrate und der Mdglichkeit
der vollstandigen Resektion durch einen chirurgischen Eingriff. In diese Kategorie fallt das
pilozytische Astrozytom. Grad Il beschreibt das diffuse Astrozytom mit zytologischen Atypien
und einem langsamen, jedoch infiltrativen Wachstum. Zu Grad Il gehért das anaplastische
Astrozytom mit Anaplasie, mitotischen Aktivitdten und histologischem Beweis fur Malignitat.
Grad IV wird dem zytologisch malignen, mitotisch aktiven und mikrovaskular proliferierenden

oder nekrotisierenden Glioblastom zugeschrieben [14].
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Unter den verschiedenen Tumorarten bilden die von den ZNS-Stitzzellen ausgehenden
Gliome die gréf3te Gruppe, gefolgt von den Tumoren der Hirnhaute. Wahrend bei Kindern vor
allem niedriggradige Gliome so wie embryonale Tumore dominieren, stehen bei den alteren
Menschen hochgradige Gliome, Meningiome sowie Karzinommetastasen im Vordergrund
[61]. Nach wie vor ist die allgemeine Pathogenese der ZNS-Tumoren bei Menschen unklar.
Eine kausale Bedeutung chemischer Kanzerogene oder viraler Infektionen ist beim
Menschen nicht gesichert. Mehr als 90 % aller ZNS-Tumoren treten sporadisch auf. Nur bei
wenigen Patienten gibt es Hinweise fur eine erbliche Pradisposition, bei der es sich meistens
um hereditdre Tumorsyndrome handelt, die in der Mehrzahl der Falle durch
Keimbahnmutationen in Tumorsuppressorgenen bedingt sind [52].

Das Glioblastom macht ca. 15 % aller Hirntumore und ca. 70 % der astrozytdren Tumore
aus. Die Inzidenz betragt 3-4 Neuerkrankungen pro 100.000 Personen im Jahr [61]. Es ist oft
fronto-temporal lokalisiert. Das Wachstum beginnt auf einer Seite und kann sich Uber den
Balken zur anderen Hemisphéare ausbreiten (=Schmetterlingsgliom). Makroskopisch bietet
sich ein buntes Bild mit Blutungen, Verkalkungen, Nekrosen, Verfettungen und einem
perifokalen Odem [4]. Auf dieser Beobachtung basierend, dass das Erscheinungsbild sehr
variabel (multiform) sein kann, wurde die Bezeichnung Glioblastoma multiforme geprégt.
Histopathologisch ist das Glioblastom gekennzeichnet durch nukledre Atypien, einen
erhohten Mitoseindex und Gefal3proliferate [62, 49].

Die Klinik des Glioblastoma multiforme beschreibt nur einen kurzen Zeitraum, da sich wegen
des raschen Wachstums die Beschwerden meistens innerhalb weniger Wochen bis Monate
entwickeln. Symptome und Zeichen eines angestiegenen intrakraniellen Hirndrucks sind
haufig, wie zum Beispiel Kopfschmerzen oder Ubelkeit. Mehr als ein Drittel der betroffenen
Patienten entwickeln im Laufe der Zeit einen epileptischen Anfall. Fokale neurologische
Ausfalle wie Lahmungen, Aphasien und Sehstérungen koénnen lokalisationsabhangig
hinzukommen. Schliellich sind es oft auffallige Personlichkeitsverdnderungen, Apathie oder
psychomotorische Verlangsamung, die in den Vordergrund der Erkrankung treten [26].

Die Diagnose wird anhand bildgebender Verfahren gestitzt. In der CT
(Computertomographie)-Bildgebung mit Kontrastmittel erscheint das Glioblastom
unregelmalig geformt mit randstandig starker Kontrastmittelaufnahme (ringférmiges
Enhancement) [32]. Im MRT (Magnetresonanztomographie)-Befund sind die soliden Anteile
des Glioblastoms stark mit Kontrastmittel angereichert.

Bestéatigt wird die Diagnose letzten Endes durch den neuropathologischen Befund anhand
von Tumorgewebe, das meist mittels stereotaktischer Hirnbiopsie oder Tumorresektion

gewonnen wurde. Tumormarker in Serum oder Liquor stehen nicht zur Verfligung.
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Trotz der Fortschritte in der Therapie fir Glioblastome in den Disziplinen der Chirurgie,
Radio- und Chemotherapie, ist eine endgtiltige Heilung bislang nicht mdglich [42]. Laut dem
amerikanischen Hirntumorregister (http://www.cbtrus.org/) liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate
bei nur 3 %, da es auf Grund der diffusen Infiltration des Hirngewebes durch Tumorzellen
nach der Behandlung héaufig innerhalb von Monaten zu einem Rezidiv kommen kann [60].
Ein Meilenstein in der Behandlung des Glioblastoms ist die kombinierte Therapie einer
Bestrahlung mit dem Chemotherapeutikum Temozolomid (Temodal®).

Die “European Organization for Research and Treatment of Cancer” (EORTC) belegte
zusammen mit dem “National Cancer Institute of Canada” (NCIC) in einer randomisierten
prospektiven Studie, dass eine Radiotherapie mit begleitender sowie erhaltender
Behandlung mit Temozolomid das Uberleben der Patienten verlangert [48, 78]. In diese
Studie wurden 573 Patienten mit neu diagnostiziertem, histologisch gesichertem Glioblastom
eingeschlossen. Zum Zeitpunkt der Randomisierung lagen Biopsie oder Resektion weniger
als 6 Wochen zurlick. Die Studie sah zwei Behandlungsarme vor: Die Patienten wurden
nach Zufall einer alleinigen Strahlentherapie zugefiihrt oder begleitend zur Bestrahlung und
im Anschluss adjuvant mit Temozolomid behandelt. Als primarer Endpunkt der Studie wurde
das Gesamtiberleben gewahlt. In der Gruppe mit Radiochemotherapie betrug das mediane
rezidivfreie Intervall 6,9 anstelle von 5 Monaten. Das mediane Uberleben stieg von 12,1 auf
14,6 Monate. Besonders hervorzuheben ist die Steigerung der 2-Jahres-Uberlebensrate
durch die zusatzliche Therapie mit Temozolomid von 10 % auf 26 %. Das Behandlungs-
schema aus der EORTC-Studie 26981 stellt heute den Standard in der Priméartherapie des
Glioblastoms dar.

Wahrend das priméare Glioblastom sehr wahrscheinlich spontan entsteht, entwickelt sich das
sekundére Glioblastom im Laufe weniger Jahre aus einem Astrozytom mit geringerer
Malignitdt [36]. Die unterschiedlichen Tumore sind durch distinkte Mutationen
gekennzeichnet:

LOH 10q (loss of heterozygosity on chromosom 10 and 17q) ist in beiden histologischen
Glioblastomtypen vorhanden [27]. EGFR (epidermal growth factor receptor)-Amplifikationen
und PTEN (phosphatase and tensin homolog)-Mutationen sind v.a. genetische Alterationen
im primaren de novo Glioblastom [85, 55]. TP53 (tumor protein 53)-Mutationen sind friihe
und haufige genetische Veradnderungen in der Pathogenese des sekundaren Glioblastoms
[7, 81].

In den letzten Jahren werden zunehmend epigenetische Modifikationen und Einfliisse
anderer Molekile wie z.B. der an der Genregulation beteiligten MicroRNAs flr die
Gliombiologie diskutiert [15].
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MicroRNAs (miRNA) sind endogene, kurze (19-24 Nukleotide), nicht protein-kodierende
RNAs, welche die Genexpression auf dem Level der Posttranskription beeinflussen [65].
Der Grundstein der miRNAs wurde durch die Entdeckung der lin-4- und let-7-Gene in
Caenorhabditis elegans gelegt. Das Produkt dieser beiden Gene ist eine 22 Nukleotid lange
small temporal (st) RNA. Wéhrend die let-7-RNA die Spéatlarvenphase bis zum Adulten
entscheidend beeinflusst, reguliert die lin-4-RNA die Entwicklung vom ersten bis zum
zweiten Larvenstadium [3]. Im Laufe der Zeit wurde von der Entdeckung von mehr als 100
verschiedenen endogenen 22 Nukleotiden langen RNAs in verschiedenen Spezies berichtet.
Sie waren alle durch die Evolution konserviert, manche allgemein und andere in verwandten
Spezies [84]. Viele dieser neu identifizierten RNAs zeigen im Gegensatz zur
stadienspezifischen Expression der z.B. lin-4- und let-7-RNA, eine zelltypspezifische
Expression. Auf Grund dessen wurde der Terminus microRNA eingefihrt, um auf die stRNAs
und alle anderen kleinen RNAs hinzuweisen, die die gleichen Merkmale besitzen, jedoch mit
noch unbekannter Funktion ausgestattet sind [56]. MiRNAs regulieren ihre Gentargets durch
die imperfekte komplementére Basenpaarung an der 3'-untranslatierten Region (=UTR) ihrer
Target-mRNA. Dieser Vorgang hat entweder eine translationale Repression und/oder eine
mRNA-Degradation zur Folge. Man geht davon aus, dass jede miRNA potenziell mehrere
hundert verschiedene Ziele hat und jede mRNA durch eine oder mehrere miRNAs moduliert
werden kann [33]. Zurzeit sind 922 humane miRNAs in der miRBase Version 14 registriert
und man schéatzt, dass beim Menschen 30 % der protein-kodierenden Gene durch miRNAs
reguliert werden [46]. Die Gene fur miRNAs liegen in Introns protein-kodierender Gene bzw.
in Introns oder Exons nicht protein-kodierender Gene und nicht, wie anfangs angenommen,
Uberwiegend zwischen Genregionen [68]. Humane miRNAs sind auf allen Chromosomen

aul3er dem Y-Chromosom zu finden [41].

Das miRNA-Nomenklatur-Schema setzt sich auf folgenden Komponenten zusammen:

Der miRNA-Name enthalt einen, drei oder vier Buchstaben langen Spezies-Préfix und einen
individuellen Nummer-Suffix (zum Beispiel hsa (=homo sapiens)-miR-212), der einem
Genlokus zugeordnet ist [30]. Zusatzliche Buchstaben-Suffixe stehen fir geringfligige

Unterschieden in den Sequenzen der miRNAs [65].

Wegen ihrer fundamentalen Bedeutung in der Regulation der Genexpression ist es nicht
verwunderlich, dass miRNAs eine entscheidende Rolle bei der Initiation und Progression von
menschlichen Tumoren spielen. Die miRNA-Expressionsmuster haben ihre Bedeutung in

den verschiedensten Tumorarten, da sie das Verhalten der Tumorzellen modulieren [80].



Einleitung |7

Einige miRNAs verhalten sich wie Onkogene, indem sie sich in den transformierten
Phéanotyp umwandeln, wenn sie in Tumorzellen Uberexprimiert werden. Diese ,Onkomirs®
funktionieren wahrscheinlich durch Suppression der Tumorsuppressorgene. Andere miRNAs
wiederum konnen selbst als Tumorsuppressor auftreten. Sie sind schwach und gar nicht in
Tumorzellen anwesend und wirken, indem sie die Expression von Onkogenen ermaoglichen
[44]. Durch Regulation der Translation von Onkogenen und Tumorsuppressoren sind
mMiRNAs am Prozess der molekularen Tumorpathologie beteiligt. Sie sind ebenfalls in Tumor-
assoziierten genomischen Regionen oder fragile sites lokalisiert [59].

Wie in anderen Tumorarten ist auch bei Glioblastomen ein charakteristisches miRNA-
Expressionsmuster zu erkennen [43]. Durch unabhangige Studien konnten 17 hochregulierte
und 33 herunterregulierte miRNAs identifiziert werden [65]. Einige deregulierte miRNAs
werden im Folgenden naher in ihrer Funktion und Zielen in der Gliomgenese charakterisiert

und diskutiert.

Die hsa-miR-21 konnte als eine der ersten hochregulierten miRNAs in Glioblastomen
identifiziert werden. In kultivierten Glioblastomzellen fuhrte ein Knockdown der hsa-miR-21
Zu einer Aktivierung von Caspasen, die flr den Anstieg der Apoptoserate verantwortlich sind
[18]. Dies lasst auf eine anti-apoptotische Funktion der hsa-miR-21 schliel3en. Des Weiteren
konnte sie mit verschiedenen Aspekten der Karzinogenese, Zellproliferation, Invasion und
Migration in Verbindung gebracht werden [59]. Eine Uberexpression dieser miRNAs wurde
auch in anderen histologischen Krebsarten, wie zum Beispiel Brust-, Lunge-, Kolon-,
Prostata-, Pankreas- und Magenkrebs nachgewiesen [80]. Der p53-, TGF-B- und
mitochondriale apoptopische-Signalweg sind Targets der hsa-miR-21 [66]. Die direkten
Zielproteine sind p63 (ein Homolog zu p53)- und p53-Aktivatoren (JMY, TOPORS, TP53BP2
und HNRNPK) [66]. Diese Proteine sind wichtig fur die Funktion des Tumorsuppressors p53
[66]. Durch einen Angriff auf die Inhibitoren der Matrix-Metalloproteinasen (MMPs), tragt die
hsa-miR-21 zum invasiven Wachstum vom Gliomzellen bei. MMPs sind eine Gruppe von
Peptidasen, die in der Degradation der extrazellularen Matrix involviert sind [59]. Sie sind vor
allem in humanen Gliomen Uberexprimiert und korrelieren mit der Tendenz zum malignen
Wachstum [59, 71]. Als Target der hsa-miR-21 zahlt ebenfalls der Tumorsuppressor PDCD4
(programmed cell death 4), welcher die Translation durch die Interaktion mit verschiedenen
Faktoren inhibiert [59]. Zusammengefasst kann die hsa-miR-21 eine Schliisselrolle in der
Pathogenese von Glioblastomen und anderen Krebsarten spielen.

Conti et al. identifizierten mit der hsa-miR-221 eine ebenfalls hochregulierte miRNA.
Diese wird als eine miRNA mit onkogenem Potenzial beschrieben, die nur in high-grade

Astrozytomen (Il und 1V) Gberexprimiert wird [18].



8|Einleitung

Ihre Funktion wurde zusammen mit der hsa-miR-222 untersucht, weil ihr Expressionsmuster
in Beziehung zu einander steht und sie die gleiche Zielspezifitdit haben [59, 18]. Beide
unterdriicken die Expression des zellzykluskontrollierenden Regulatorproteins p27 <" [28].
Das Expressionsprodukt des p27“"-Gens ist ein Mitglied der Cip/Kip Familie der Cyclin-
abhangigen Kinase (cdk)-Inhibitoren, welches eine Rolle als negativ Regulator in der
Zellzyklusprogression einnimmt [28]. Es ist ein bekannter Tumorsuppressor, welcher in
vielen Tumoren herunterreguliert ist und dessen niedrigeres Expressionslevel mit einer
reduzierten Patienteniiberlebensrate korreliert. Das Protein bindet an einen CDK2- und
Cyclin-E-Komplex, um den Zellzyklus in der G;-Phase zu arretieren [18]. Analysen der
3-UTR von p27X** lassen darauf schlieRen, dass die Repression dieses Proteins aus der
direkten Bindung der hsa-miR-221 und hsa-miR-222 an der 3-UTR resultiert [18]. CDK4
(cyclin dependent kinase 4) kann als mdoglicher Aktivator der hsa-miR-221 fungieren.
Das Protein dieses Gens gehort zu Familie der Cyclin-abhangigen Kinasen und stellt eine
katalytische Untereinheit des Proteins-Kinase-Komplex da, der fir die Zellzyklus-Progression
in der G;-Phase wichtig ist [47]. Die Aktivitat von CDK4 wird durch den Tumorsuppressor
p16'nk4 inhibiert, welcher in Glioblastomen deletiert ist. Diese Deletion fihrt zu einer
Hochregulation der hsa-miR-221. Eine Inhibition von CDK4 erhdht die Translation von
p27P!, Die vermehrte Expression der hsa-miR-221 liefert einen Hinweis auf eine spezifische
Rolle dieser miRNA bei der defekten Zellzykluskontrolle und eine Erklarung fur die hohe
Proliferationsrate in Glioblastomen [59].

Die miRNAs der hsa-miR-181-Familie, hsa-miR-181a, -b und -c sind generell in humanen
Gliomen und Gliomzelllinien unterexprimiert [17]. Sie sind auf drei verschiedenen
Chromosomen (hsa-miR-181a auf 9933.1-934.13, die hsa-miR-181b auf 1g31.2-q32.1 und
die hsa-miR-181c auf 19p13.3) lokalisiert. Die hsa-miR-181a und -181b inhibieren die
Proliferation und Invasion, férdern jedoch die Apoptose von Gliomzellen in vitro [59].
Trotz der Deregulation dieser miRNAs in Glioblastomen und den beobachteten biologischen
Effekten in den Zelllinien, konnten direkte Angriffsziele der hsa-miR-181a und -181b bis jetzt
noch nicht identifiziert werden [59].

Ein weiterer potenzieller Tumorsuppressor in Glioblastomen ist die hsa-miR-7. Diese miRNA
beeinflusst einen kritischen Signalweg, der eine wichtige Rolle bei der Kanzerogenese spielt
[34]. Kefas et al. identifizierten die hsa-miR-7 in Glioblastomen als herunterregulierte miRNA
und konnten in ihrer Arbeit nachweisen, dass sie einen regulierenden Einfluss auf die EGFR-
Expression und den AKT-Signalweg hat [34]. Der EGFR/AKT-Signalweg hat einen
entscheidenden Anteil an der Entstehung von primaren Glioblastomen [59]. EGFR zum
Beispiel ist in tGber 60 % der primaren Glioblastomen Uberexprimiert, von denen allerdings

nicht alle eine EGFR-Genamplifikation zeigen [59].
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Die hsa-miR-7 inhibiert die EGFR-Expression direkt durch komplementare Bindung an die
3-UTR des EGFRs und den AKT-Signalweg indirekt durch ein EFGR-Signal [34].

Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass eine Transfektion von Glioblastomzellen mit der
hsa-miR-7 deren Uberleben verkirzt und somit dessen Malignitat reduziert [59].
Letzten Endes ist die Tendenz zum malignen Wachstum von Glioblastomen, die mit der
EFGR- und AKT-Aktivitat assoziiert sein kann, ein zentrales Charakteristikum fir die Letalitat
der Patienten [34]. Beide Signalwege kdnnen durch die hsa-miR-7 beeinflusst werden.

Zu den gehirn-spezifischen mMiRNAs gehort die hsa-miR-128, die in Glioblastomen
herunterreguliert ist [17]. Ihr direktes Ziel ist der Transkriptionsfaktor E2F3a, welcher Gene
aktiviert, die fur die Progression des Zellzyklus notwendig sind. Durch die negative
Regulation von E2F3a kann die hsa-miR-128 die Proliferation von Gehirnzellen inhibieren
[59]. Ein anderes direktes Ziel der hsa-miR-128 ist das onkogene Bmi-1, welches die

Tumorsuppressoren p53 und p16™?

reguliert [84]. Da Bmi-1 ein neuronaler
selbsterneuernder Stammzellfaktor ist, kann die hsa-miR-128 durch ihre Wirkung auf das
Bmi-1 auch die Hirnentwicklung beeinflussen [59].

Die Expressionslevel der hsa-miR-124 und der hsa-miR-137 sind in Glioblastomen und
anaplastischen Astrozytomen vermindert [76]. Weiterhin konnten Silber et al. feststellen,
dass diese miRNAs einen Zellzyklusarrest in der Go/G;-Phase in Glioblastomzelllinien
fordern und eine neuronale Differenzierung von Glioblastom-Stammezellen in Abwesenheit
von Wachstumsfaktoren induzieren [76]. Beide miRNAs haben die Cyclin-abhangigen Kinase
6 (cdk6) zum Ziel, welche die Zellzyklusprogression und Differenzierung reguliert [59].
Uber die Relevanz des AKT-Signalwegs und seinem negativ Regulator PTEN in der
Pathogenese des Glioblastoms ist bereits ausreichend hingewiesen worden. Mutationen
oder Deletionen von PTEN Kkorrelieren mit einer schlechteren Prognose in multiplen
Gliomsubtypen [31]. Huse et al. konnten in ihrer Studie die hsa-miR-26a als einen negativ
Regulator von PTEN identifizieren und ihre Uberexpression in humanen Gliomen
dokumentieren [31]. Dabei zeigte sich, dass die Uberexpression in den meisten Fallen Folge
einer Genamplifikation in der chromosomalen Region 12913.3-14.4 ist. Somit konnte die
erste miRNA-Spezies beschrieben werden, welche durch ihre Uberexpression den Prozess

der malignen Transformation von Gliomen in vivo beschleunigen kénnte [31].

Eine Reihe molekulargenetischer Veranderungen liegen der Entstehung von Tumoren zu
Grunde. Die natirliche Auslese begtnstigt Zellen, die Mutationen tragen, welche die
Zellproliferation und das Uberleben der Zellen steigern, ungeachtet der Wirkung auf die
Nachbarzellen. In Tumorzellen treten Uberexprimierte Gene héaufig auch als amplifizierte

Gene auf, wie auch die hsa-miR-26a in high-grade Gliomen [31].
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Diese genetischen Veranderungen der Zellen haben Einfluss auf die exakte Replikation des
Genoms und verringern die Wirksamkeit der DNA-Reparatur. Dadurch wird das Auftreten
von Chromosomenbriichen und Neuanordnungen erhdht, was abnormale und instabile
Karyotypen zur Folge hat. An der Tumorentstehung sind vor allem Gene beteiligt, die eine
wichtige Rolle in den Signalwegen der Zellproliferation, der Zelldifferenzierung und des
Zelltodes spielen [82]: Tumorsuppressorgene, Stabilitatsgene und Onkogene.

Eine Amplifikation von Onkogenen kommt in Tumoren haufig vor und ist oft zytogenetisch in
den Zellen als zusatzliches Paar von Mini-Chromosomen, double minutes (DM) oder einer
homogen anfarbbaren Region, homogeneously staining region (HSR), die das normale
Bandenmuster eines der regularen Chromosomen unterbricht, erkennbar [23].

Bei HSRs handelt es sich um stabile Amplifikationsereignisse, bei denen die zusatzlichen
Genkopien innerhalb der Chromosomen bleiben, aber haufig von ihrem Ursprungsort
entfernt integriert sind [75]. DMs sind instabile Genamplifikationen, bei denen die
zusatzlichen Genkopien extrachromosomal vorliegen. Diese beiden DNA-Strukturen sind
Marker fur die Amplifikationen in Tumorzellen [69].

Ein heute als klassisch postulierter Mechanismus der Genamplifikation wird als breakage-
fusion-bridge cycle (BFB-Zyklus) bezeichnet, der in einer Zelle agiert, wenn es zu einem
DNA-Doppelstrangbruch (DSB) oder einer Fusion von Schwesterchromatiden mit verkirzten
Telomeren kommt [40]. Der BFB-Zyklus ist gekennzeichnet durch sich wiederholende Zyklen
von Chromosomenbrichen, Fusionen von Schwesterchromatiden und der Bildung von
Anaphasenbriicken [19]. Es kommt zu einer Akkumulation von Genkopien, die als inverted
repeats (invertierte Wiederholungen) angeordnet sind.

Die Amplifizierung von chromosomalen Regionen lasst sich durch eine vergleichende

Hybridisierung von Genomen (comperative genomic hybridiziation, CGH) untersuchen.

Glioblastome sind durch genomische Instabilitat und haufige Amplifikationen charakterisiert,
die sich mehr als double minutes Chromosomen im Gegensatz zu den homogeneously
staining Regionen manifestieren [25].

Haufige Amplifikationen sind in den sogenannten Amplifkationseinheiten, den Regionen
7p13 und 12q13-15, zu finden [24, 72, 73]. Auf Abschnitt 7p11-p12 ist, neben 79 weiteren
Genen, das Gen fir den epidermal growth factor receptor lokalisiert. Das EGFR-Gen wird mit
48,75 % aller Glioblastome am haufigsten amplifiziert und tragt zum grof3en Teil zur
malignen Transformation, damit zu einer sehr schlechten Prognose, bei. In der zweiten
Amplifikationseinheit 12913-15 konnten Amplifikationen bzw. Uberexpressionen von
Onkogenen nachgewiesen werden. In der Region 12q13.3-14.1 ist eine Amplifikation von 34
Genen bekannt, unter denen sich auch das CDK4-Gen befindet. In 20,52 % der

Glioblastome ist eine Amplifikation und Uberexpression firr eines oder mehrerer Gene diese
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Amplikons beschrieben. Fir das MDM2-Gen (murine double minute 2), welches an der
Regulation von TP53 beteiligt ist, liegt neben weiteren 44 Genen dieser Region, in 11,25 %
der Glioblastome eine Amplifikation vor [58].

Durch Untersuchungen von zwei Glioblastomen (T3564 und TX3868) und einem
anaplastischen Astrozytom (G1284) konnte die Amplifikation von 12 Genen der
Amplifikationseinheit 12q13-15 sowie deren Uberexpression nachgewiesen werden.

Die von einem Glioblastom abstammende Zelllinie TX3868 wurde in dieser Doktorarbeit fir
weitere Untersuchungen verwendet [24].

In einer umfangreichen Analyse der Amplifikation der Chromosomenregion 12913-21 in
menschlichen Gliomen konnten mit Hilfe von BAC-Array Untersuchungen verschiedene
Subregionen identifiziert werden, die haufig in Gliomen amplifiziert sind [25].

Einige dieser Subregionen enthalten keine bekannten Gene und die Bedeutung der
Amplifikation solcher Bereiche ist ungeklart. Interessanterweise sind solche ,Gen-leeren®
amplifizierten Regionen Uber mehrere Jahre in einem Glioblastompatienten unveréndert
erhalten geblieben. Da man einen gewissen Selektionsdruck fur den Erhalt eines Amplikons
annehmen kann, ist eine genaue Untersuchung der Bedeutung solcher ,Gen-leeren®

amplifizierten Chromosomenregionen besonders interessant.

Ziel der Arbeit ist es zu klaren, ob miRNAs in den genomisch amplifizierten Bereich der
Chromosomenregion 12g13-21 vorkommen, in der keine bekannten Gene lokalisiert sind
und eine Methode =zu optimieren, diese Bereiche genauer zu analysieren.
Das Vorhandensein von miRNAs in diesem amplifizierten ,Gen-leeren“ Regionen konnte
erklaren, warum diese Regionen Uber lange Zeit in vivo in Glioblastomen amplifiziert bleiben.
Damit ergéaben sich wichtige Erkenntnisse zu genunabhéngigen Selektionsmechanismen von

amplifizierten Regionen.
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3. Material und Methodik

3.1 Zelllinien und Gewebe

Es wurden die Zelllinien des TX3868 und der HelLa (Zervixkarzinom)-Zellen untersucht.
Des Weiteren wurden Glioblastomgewebsproben des Glioblastom H1300 und menschliche

Leukozytenzellen verwendet.

3.2 Isolierung von DNA

3.2.1 Isolierung von Plasmid-DNA nach der Methode der Fa. Qiagen®

Diese Methode ist geeignet, um groB3ere Mengen reiner Plasmid-DNA zum Einsatz in einer
Sequenzierungs-PCR  oder anderen empfindlichen Anwendungen zu erhalten.
Die Isolierung von Plasmid-DNA wurde mit Hilfe des QIAprep Spin Miniprep Kit der Firma
Qiagen® durchgefiihrt. Das aufzuarbeitende Bakteriensediment wurde hergestellt, indem 5
ml LB-Medium (versetzt mit 0,05 % Ampicilin) mit E.coli (aus einer Glycerin-Stammkultur
bzw. von einer Selektionsplatte) angeimpft und tUber Nacht bei 37°C bei 100 rpm inkubiert
wurden. Die Bakterien wurden durch Zentrifugation bei 14000 g fir 1 min geerntet und die
Plasmid-DNA entsprechend der Vorschrift des Herstellers gereinigt.
Der Bakteriensaufschluss erfolgte nach dem Prinzip der alkalischen Lyse. Durch die Bindung
der dabei freigesetzten Plasmid-DNA an das Saulenmaterial wurde eine Abtrennung der
rekombinanten Plasmide von der chromosomalen Bakterien-DNA erreicht. Die Lagerung fur
kurze Dauer erfolgte bei 4°C und fir einen langeren Zeitraum in Glyzerolstocks (dh. + 500 pl
Glyercin) bei -20°C.
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3.3 Absorptionsmessungen

Absorptionsmessungen werden zur schnellen Konzentrationsbestimmung von Proteinen
oder Nukleinsduren benutzt. In vielen Féllen kann auch die Reinheit der isolierten
Makromolekdile anhand des Absorptionsspektrums abgeschatzt werden.
Absorptionsvorgange im sichtbaren Bereich oder im UV-Bereich beruhen auf elektronischen
Ubergangen im Makromolekiil.

Durch die Absorption der elektromagnetischen Strahlung nimmt die Intensitat eines
Lichtstrahls beim Durchlaufen einer transparenten Substanz ab. Das Ausmal} der Absorption
wird als Extinktion (E) bezeichnet. Die Extinktion ist proportional der Konzentration ¢ der
absorbierenden Substanz und der durchlaufenden Schichtdicke d. Durch die Einfihrung
eines Proportionalitatsfaktor ¢, den man als Molaren Exktionskoeffizienten bezeichnet, wird
daraus eine Gleichung, das Lambert-Beersche-Gesetz:

E=gxcxd.
Berlcksichtigt man, dass die Intensitat des eingestrahlten Lichtes Iy einer gegebenen

Wellenlange exponentiell langs des Weges abnimmt, gilt auch:
Loglo/l=E=excxd

lo= Intensitat des eingestrahlten Lichts

I= Intensitat des gemessenen Lichts

E= Extinktion

€= Molarer Extionktionskoeffizient [cm ?x pmol ]
d= Lange der Messstrecke (Kiivette) [cm]

c= Konzentration der absorbierenden Molekiile [mol x | ]

3.3.1 Photometrische Konzentrationsbestimmung von
Nukleinsduren

Die Konzentration von Nukleinsauren wird durch photometrische Bestimmung der Absorption
einer Losung bei 260 nm und 280 nm gemessen. Nukleinsduren haben aufgrund der
Spektraleigenschaften der Basen ein Absorptionsmaximum im ultravioletten Licht bei 260
nm. Bei einer Schichtdicke der Kivette von 1 cm entspricht eine optische Dichte (OD) von 1
einer Konzentration von 50 pg/ml doppelstrangiger DNA und 40 pg/ml RNA.
Fur einzelstrangige DNA entspricht dieser Wert 37 pg/ml, fir kurzkettige Oligonukleotide
dagegen 20 pg/ml. Einzelstrangige DNA absorbiert das Licht bei einer Wellenlange von 260
nm 1,4 mal mehr als doppelstrangige DNA (Hyperchromizitatseffekt).
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Die Konzentration berechnet sich wie folgt:
DNAkonz. = 50 x gemessene Absorption x Verdunnungsfaktor (ug/ml)

RNAKkonz. = 40 x gemessene Absorption x Verduinnungsfaktor (ug/ml)

Mittels UV-Spektroskopie wurde die Reinheit und Konzentration an isolierter RNA/DNA bei
260 bzw. 280 nm gegen 80 pl TE (pH 7,5) gemessen und ermittelt.

Aus dem Verhaltnis E,s zu Ejgg errechnet sich der Reinheitskoeffizient, welcher Auskunft
Uber eine eventuelle Verunreinigung der RNA durch Proteine gibt. Bei sauberen DNA-
Losungen liegt dieser Quotient zwischen 1,8 und 1,95. Saubere RNA-Préaparationen haben
ein Verhaltnis, das zwischen 1,7 und 2 liegt. Ist der Koeffizient kleiner, ist die Praparation
kontaminiert und die RNA/DNA sollte in diesem Falle erneut gereinigt werden.

Die Messungen wurden mit dem Eppendorf Biophotometer durchgefihrt.

3.4 Agarosegelelektrophorese und DNA-Isolierung
aus Agarosegelen

Fur die Elektrophorese von Nukleinsauren werden Agarose- und Polyacrylamid-Gelsysteme
unter nativen wie auch denaturierenden Bedingungen verwendet. Beide Gelarten eignen sich
sowohl zur Analyse als auch zur praparativen Isolierung von Nukleinséuren.

Grundsatzliche Unterschiede zwischen den Elektrophoreseverfahren fir DNA und RNA
bestehen nicht. Unter den elektrophoretischen Bedingungen sind die Phosphatgruppen im
Ruckgrat der Nukleinsauren ionisiert und die Poly(desoxy)nukleotide liegen als Polyanion
vor. Sie bewegen sich somit im elektrischen Feld von der Kathode zur Anode. lhre
Beweglichkeiten h&ngen weitgehend von der MolekulargréRe bzw. -lange ab.
Zur GréRenbestimmung und zur Zuordnung von Nukleinsadurefragmenten missen bei der

elektrophoretischen Trennung stets GrofRenstandards mit aufgetrennt werden.
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3.4.1 Agarose-Gelsysteme flir DNA

50 x TAE 2 M Tris (242,2 g)
1 M Essigsaure (57,1 ml)
50 mM EDTA (14,62 g)
ad 1 | HyOg4q
pH 8,0

10 x Ladepuffer 1x TAE
70 % (v/v) Glycerin (3,5 ml)
0,5 M EDTA (0,04 ml)
Bromphenolblau wenige Kristalle
Xylencyanol wenige Kristalle
ad 5 ml H,Og4q

GeIStar®-L0'sung 10 ul GelStar® nucleic acid gel stain
(10000 x konzentriert, in DMSO geldst)
100 ml 1 x TAE (Cambrex Bio Science Rockland, Inc.)

Agarose 1,0 g NuSieve
0,5 g Agarose

Die Wanderung geladener Teilchen im elektrischen Feld wird zur Trennung komplexer
Gemische von Biomolekillen genutzt. Unter dem Begriff Elektrophorese werden diese
Trennmethoden zusammengefasst. Wahrend Polyacrylamidgele als Tragermaterial fir die
Gelelektrophorese das hochste Auflésungsvermdgen besitzen, trennen Agarosegele Uber
einen weit groReren Langenbereich auf. Agarose-Gelsysteme sind die Standardmethode fiir
die Trennung und Identifizierung von DNA-Fragmenten oder RNA-Proben.
Agarose ist ein Polysaccharid und wird aus roten Meeresalgen hergestellt. Durch Aufkochen
in Wasser wird die Agarose geldst und beim Abkuhlen geliert. Dabei bilden sich
Doppelhelices aus, die sich in Gruppen parallel zu Faden zusammenlagern, dadurch erhalt
die groRRporige Gelmatrix ihre Festigkeit. Durch Aufgief3en der aufgekochten Agaroseldsung
auf eine entsprechende Flachbettapparatur werden die Gele erzeugt. DNA-Fragmente
kénnen der GrolRe nach aufgetrennt und anschlielBend mit einem interkalierenden Farbstoff

wie z.B. GelStar® angefarbt, sichtbar werden.

Die verwendeten Agarosegele besalRen eine Agarosekonzentration von 3 %, um die
gewiinschte Trennleistung bei den zu erwarteten kleinen Fragmenten zwischen 50 bp und

1 kb zu erreichen. Vor dem Beladen der Geltaschen mit den DNA-Proben wurden diese mit
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1 I 10 x Probenpuffer versetzt. Zur Auftrennung wurde eine horizontale
Elektrophoresekammer mit 1 x TAE-Laufpuffer benutzt und erfolgte bei 120 V fir 1-2 h.
Ein L&ngenstandard (siehe Anhang A.5) wurde mit aufgetragen, um die Grol3e der
aufgetrennten DNA-Fragmente abschétzen zu konnen. Nach der Gelelektrophorese wurden
die Agarosegele fir 1 h in einer GelStar®-Losung gefarbt und die DNA unter Blaulicht
sichtbar gemacht. Die Dokumentation der Agarosegele erfolgte mittels einer Fotoanlage der

Firma Biometra.

3.4.2 Isolierung von DNA aus Agarosegelen

6 x Volumen QG Puffer
1 x Volumen Isopropanol
750 ml PE Puffer

100 pl EB Puffer

Die Gelextraktion wurde zur Trennung "gewlnschter" von "ungewinschter" DNA verwendet.
Hierfir wurde die cDNA in einem 3 % Agarosegel aufgetrennt. Als Molekulargewichtsmarker
wurde der ,DNA Low Ladder® (New England Biolabs) verwendet. Er diente als Laufkontrolle
der Fragmente und damit der Markierung der auszuschneidenden Fragmente, welche sich
zwischen 100 und 50 Basenpaaren befanden. Das entspricht der Gré3e der gesuchten
miRNAs plus den entsprechenden Primern. Die Lage der DNA-Banden wurde anhand des
Molekulargewichtsmarkers bestimmt und unter UV-Licht mit einem Schnitt markiert.
Es wurde das UV-Licht ausgeschaltet und durch die Schnittmarkierungen die
entsprechenden Banden mit ausgeschnitten. Nach Entfernung der Extraagarose wurde das
Fragment in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal3e Uberfiihrt, welche zuvor ausgewogen
wurden. Durch eine Wéagung der Eppendorf-Reaktionsgefaie mit den Gelstlicken wurde die
Masse der Gelstiicke bestimmt und zur weiteren Aufreinigung das QIAquick® Gel Extraction
Kit-Spin Protokoll verwendet. Pro 100 mg Gel wurden 300 ul QG-Puffer und fur Gele mit Uber
2 % Agaroseanteil wurde das sechsfache Volumen des Puffers hinzugegeben.
Die Proben wurden fir 15 min bei 50°C inkubiert, bis die Gelblocke vollstandig verflissigt
waren. Durch regelméRiges Vortexen alle 2-3 min wurde die Auflosung der Gelblocke
erreicht. Der Ansatz sollte zu diesem Zeitpunkt gelb gefarbt sein, denn der QG-Puffer enthalt
einen pH-Indikator. Falls die Lésung einen orangefarbenen oder violetten Farbton aufweist,
sind 10 pl 3 M Natriumacetat (NaOAc), pH 5,0 zuzugeben, um den fir die Bindung der DNA
an die Saulen optimalen pH-Wert von ca. 7,5 zu erreichen. Anschlie3end wurde den Proben

das einfache Gelvolumen Isopropanol hinzugegeben, was die Ausbeute der DNA-Fragmente
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unter 500 Basen und uber vier Kilobasen erhdht. Der Ansatz wurde Uber eine kommerziell
erhaltliche Anionenaustauscher-Saule (spin column) gegeben und fir 1 min bei 13.000 rpm
und Raumtemperatur zentrifugiert. Nun folgten die Waschschritte: Der Auftragspuffer wurde
verworfen, 750 pl PE-Puffer auf die Saule gegeben und erneut fir 1 min bei 13.000 rpm und
Raumtemperatur zentrifugiert. Um noch die letzten Reste von PE-Puffer zu entfernen, wurde
die Saule wieder unter gleichen Bedingungen zentrifugiert. Im letzten Schritt wurde die
gereinigte DNA von der Saule durch Eluation gel6st. Die Saule wurde auf ein neues, steriles
Eppendorfgefald gesetzt und 100 pl EB-Puffer in die Mitte der Saule pipettiert. Nun wurde
nochmals fir 1 min bei 13.000 rpm zentrifugiert. Der Durchlauf enth&lt die gereinigte
Fragment-DNA und wurde durch Zusatz des 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 7,0) und
des dreifachen Volumens 100 % Ethanols (eiskalt) bei -20°C Uber Nacht gefallt. Durch
Zentrifugation wurde das Prazipitat am nachsten Tag gesammelt. Mit Hilfe einer PCR-
Amplifikation und erneuter Auftragung auf ein Gel konnte verifiziert werden, ob die richtigen

Fragmentgré3en aufgereinigt wurden.

3.5 Isolierung von RNA

RNA ist im Vergleich zu DNA sehr anfallig fur spontane und enzymatisch katalysierte
Hydrolyse. RNasen kommen ubiquitar vor, sind sehr stabil und kénnen nach Denaturierung
wie zum Beispiel durch Sieden oder Autoklavieren schnell wieder renaturieren.
Demzufolge sind besondere Vorkehrungen beim Arbeiten mit RNA zu treffen.

Zunachst sollten RNA-Proben immer auf Eis gehandhabt werden, da die Enzymaktivitat bei
0-4°C deutlich niedriger ist als bei Raumtemperatur. AnschlieRend sollte jederzeit darauf
geachtet werden das beim Ansetzen von Ldsungen Handschuhe getragen werden, da
Hande eine wesentliche Quelle fir RNase-Kontaminationen sind. Zum Arbeiten mit RNA
wurde ein gesonderter Satz an Geraten und Chemikalien verwendet. Die hitzestabilen Glas-
und Metallgeréte (Pinzetten, Flaschenverschliisse) konnten, nach dem sie mittels Chloroform
gereinigt und in Alufolie eingeschlagen waren, durch trockene Hitze (3 h bei 200°C) im
Trockenschrank sterilisiert werden. Der Chloroform-Reinigungsschritt dient der Inaktivierung
der RNasen. Bei Behandlung von Plastikmaterial zum Beispiel der Eppendorf Safe-Lock
1,5 ml ReaktionsgefdRe oder der Pipettenspitzen musste auf die beschrankte thermische
und chemische Bestandigkeit des Kunststoffes Ricksicht genommen werden. Deswegen
wurden Kunststoffmaterialien entweder steril gekauft oder unsterile chloroformiert und
autoklaviert. Um RNase-freie Lésungen herzustellen, ist Diethylpyrocarbonat (DEPC) der
wichtigste RNase-Inhibitor. Infolgedessen wurden die Chemikalien mit 0,1 % DEPC-H,O

versetzt und bei 37°C fir 24 h im Brutschrank inkubiert. Da jedoch selbst Spuren von
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DEPC-Adenylresten carboxymethylieren und damit zum Beispiel die In vitro-Translation von
MRNA inhibieren, muss das DEPC anschlieRend quantitativ durch flnfzehnmindtiges
Autoklavieren bei 100°C zersetzt werden.

3.5.1 Isolierung von Total-RNA aus Zellkultur mit der TRIzol®
Methode

TRIzoI®-Reagenz (Invitrogen)
70 % Ethanol-DEPC

Chloroform

Die Zellen wurden zundchst durch Resuspension von ,TRI®zol-Reagenz‘ und einem
Wasserbad anschliel3end bei 30°C und 15 min lysiert. Das Reagenz, eine monophasische
Lésung bestehend aus Phenol und Guanidin-Isothiocyanat, hat die Eigenschaft, Zellen zu
zerstoren, gleichzeitig jedoch die Integritdt der RNA wahrend der Isolierung beizubehalten.
Mittels Zugabe von 0,2 ml Chloroform gefolgt von 15-mindtiger Zentrifugation mit 14000 rpm
bei 4°C wurde das Gemisch in eine wassrige und eine organische Phase aufgetrennt. Die
obere wassrige Phase mit RNA als Inhalt wurde abgezogen und in ein neues Eppendorf
Safe-Lock 1,5 ml Reaktionsgefaf? tberfuhrt. Anschlieend folgte eine Wiederholung des letzt
genannten Schrittes. In Gegenwart von Salz und Alkohol wurde die RNA gefallt. Mit Hilfe von
1/10 Volumen 3 M Natriumacetat (pH 7,0), des dreifachen Volumens 100 % Ethanols
(eiskalt) und anschlieRend guten Mischens erfolgte die Fallung bei -20°C Uber Nacht.
Das Prazipitat wurde am nachsten Tag durch Zentrifugation gesammelt. Es erfolgte eine
Zentrifugation mit 14000 rpm fir 30 min bei 4°C, um das Pellet niederzuschlagen. Ohne das
Prazipitat zu beriihren, wurde der Uberstand nach Fallung mit einer Pipette abgezogen.
Durch Zusatz von 1 ml 70 % Ethanol (eiskalt) und erneuter Zentrifugation mit 14000 rpm fur
30 min bei 4°C wurde das Prazipitat im nachsten Schritt gewaschen, um die restlichen Salze
zu entfernen. Im Anschluss daran stand das RNA-Pellet im gedffneten Eppendorf Safe-Lock
1,5 ml Reaktionsgefal3e fir 10 min auf Eis an der Luft bei Raumtemperatur, um Spuren an
Ethanol zu entfernen. Abschlieliend wurde das Prazipitat in 25 yl DEPC-H,O aufgenommen
und bei 30 min geschlossen auf Eis gelagert, um nicht vollstandig zu trocknen und damit nur

langsam wieder in Losung gehen zu kdnnen.



Material und Methodik |19

3.5.2 Elektrophoretische Auftrennung von Total-RNA im
Formaldehydgel

10 x MOPS-Puffer 0,2 M Mops
0,05 M Natriumacetat
0,01 M EDTA
mit NaOH auf pH 5.5-7 einstellen

RNA-Probenpuffer 720 pl deionisiertes Formamid
160 pl 10 x MOPS-Puffer
360 ul H,O-DEPC
100 pl Ethidiumbromid (10 mg/ml)
80 pl Glycerol
80 ul gesattigte Bromphenolblau-Lésung

1% SDS 10 g SDS
ad 11 H,04qg

Formaldehyd-Gel 2,7 ml 37 % Formaldehyd
5,0 ml 10 x MOPS-Puffer
ad 50 ml H>O44

Durch eine denaturierende Gelelektrophorese lasst sich am einfachsten die Intaktheit der
RNA-Praparation Uberprifen. Da einzelstrdngige Polynukleotidketten dazu neigen, sich
durch intra- und intermolekulare Wasserstoffbrickenbindungen zu falten, miuissen
doppelstrangige  Bereiche durch Denaturierung voneinander getrennt werden.
Unterschiedliche RNA-Fragmente wurden auf einem 1 % Agarose-Gel ihrer Grof3e nach
aufgetrennt. Dazu wurde 0,5 g Agarose in 45 ml H,O gegeben, in der Mikrowelle aufgekocht
und anschlieRend mit 5 ml MOPS versetzt. Die Inkubation erfolgte in einem Wasserbad bei
50°C uber 30 min. Da es sich um ein denaturierendes Agarosegel handelt, wurden 2,7 ml
37 % Formaldehyd als Denaturierungsmittel hinzugefugt. Zur Inaktivierung der ubiquitar
vorkommenden RNasen wurden Gelkammer, Schlitten, Trennwénde und Kamm 30 min in
einer 1 % SDS Ldsung inkubiert.

Die Aldehydgruppen des Formaldehyds bilden mit den Aminogruppen der Nukleotidbasen
Schiff’-sche Basen. Diese Aminogruppen stehen dann nicht mehr zur Ausbildung von H-
Bricken zur Verfigung und die RNA bleibt linear. Als Laufpuffer diente der MOPS-Pulffer.
In einem Wasserbad bei 65°C fur 5 min und anschliel3end sofortiger Lagerung auf Eis wurde
die RNA-Probe vor dem Auftragen auf das Gel denaturiert. Zur Auftrennung wurde 1 pl der

zu untersuchenden denaturierten RNA-Losung mit 2 yl 10 x Probenpuffer in die Taschen des
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Agarosegels, das sich in horizontalen Laufkammern befand, pipettiert und ein elektrisches
Feld von 80 V angelegt. Als Molekulargewichtsmarker diente der ,RNA Ladder"
(New England Biolabs). Durch den interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid, konnte die
RNA hinterher durch UV-Licht (302 nm) sichtbar gemacht werden. Zwei diskrete Banden fur
die 18S (1.9 kb bei menschlicher RNA) und 28S (5.1 kb bei menschlicher RNA) rRNA
zeigten eine intakte Praparation an, wie in Abbildung 3.1 in Bande drei zu erkennen ist.
Schwachere Fluoreszenz zwischen beiden Banden und unterhalb der kleineren Banden
stammt von mRNA. Schmieren der Banden zum unteren Ende des Gels deuten auf den
teilweise stattgefundenen Abbau der RNA hin.

RNA-Gel

Abbildung 3.1: Qualitatskontrolle von Gesamt-RNA durch Ethidiumbromid-Farbung
M: GroBenmarker RNA Ladder (New England Biolabs). 1: TX3868, degradierte RNA. 2: frei. 3: TX3868, intakte
RNA-Praparation. 1,15 ug Gesamt-RNA aus der Glioblastom-Zelllinie TX3686 wurden durch denaturierende

Agarose-Gelelektrophorese nach ihrer Molmasse aufgetrennt
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3.6 Isolierung von Micro-RNA

3.6.1 Isolierung mittels Ambion flashPAGE™ Fractinator

Der ,flashPage™ Fractionator* ist eine Miniatur-Elektrophorese, die es ermdglicht kleine,
einzelstrangige Nukleinsauren aus zum Bespiel Total-RNA-Préparationen zu isolieren.
Vor jeder Benutzung musste die ,Lower Buffer Chamber® mittels 1 ml
Dekontaminationslésung und 1 ml 0,1 % DEPC-H,O gewaschen werden.

Nach diesem Waschvorgang wurden 250 ul des ,flashPAGE Lower Running Buffer in den
.Lower Buffer Chamber“ pipettiert. Anschlielend folgte das Einsetzen des ,flashPAGE Pre-
cast Gels®, in welches 250 ul ,Upper Running Buffer” pipettiert wurden.

Es folgte eine Invertierung der 23 yl RNA-Probe und des ,flashPAGE Gel Loading Buffer
A40“ zu gleichen Volumenanteilen, sodass ein Endvolumen von 100 ml erreicht wurde.
Durch ein Wasserbad von 95°C fir 2 min und anschliel3ende Lagerung auf Eis waren die
Nukleinsduren denaturiert, einzelstrdngig und somit einsetzbar. Fir die eigentliche
Elektrophorese wurde die RNA-Praparation auf die Geloberflache des ,flashPAGE Pre-cast
Gels* gegeben und der ,flashPage™ Fractionator® vorsichtig verschlossen.
Der angeschlossene ,Power supply” lief bei 75V fur 12 min oder solange, bis der ,Lower
Buffer® blaulich schimmerte. Sobald dies der Fall war, wurde der ,flashPAGE Fractinator®
gedffnet und das ,flashPAGE Pre-cast Gel* entfernt. Nach Transferierung des ,Lower
Running Buffers®, welcher die <40 nt Nukleinsaurefraktionen enthdlt, in ein Eppendorf Safe-
Lock 1,5 ml Reaktionsgefafld, wurde die Fallung durch Zugabe von 1/10 Volumen 3 M
Natriumacetat (pH 7,0) und des dreifachen Volumens 100 % Ethanols bei -20°C iber Nacht
begonnen. Weitere Schritte folgten analog der RNA-Fallung. Die Fraktionierung mittels
Polyacrylamidgel fuhrt zu einer zehntausendfachen Anreicherung der RNA-Population in den
GroRen zwischen 15 und 40 Nukleotiden. Somit ermdglicht diese Methode eine 80 %
Ausbeute an miRNA aus der gesamten RNA und enthalt die fur die Total-RNA reprasentative

relative Haufigkeit der isolierten miRNAs.

3.6.2 Gelstar®-Platte zur Konzentrationsbestimmung

Fur die Herstellung einer Gelstar®-Platte wurden 25 Ml Agarose mit 2,5 pl Gelstar® in einem
Erlenmeyerkolben zusammengefugt, anschliel3end schnell in eine Petrischale gegeben und
zur Polymerisation in einen abgedunkelten Raum abgestellt.

Die Gelstar®-Platte dient als Qualitatskontrolle zur Konzentrationsbestimmung der Produkte
des ,flashPage™ Fractionators*. Dazu wurde eine definierte RNA-Menge gegen jeweils 1 p

der miRNA-Fraktionen aufgetragen.
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3.7 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Methode der Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ermoglicht enzymatisch in vitro die
Herstellung einer millionenfachen Kopie bestimmter Nukleotidsequenzen. Dabei synthetisiert
eine DNA-Polymerase, ausgehend von Startermolekiilen, einen neuen DNA-Strang an einer
einzelstrangigen Nucleinsdurematrize, der Template-DNA.

An diese nun einzelstrangig vorliegende Template-DNA hybridisieren synthetische DNA-
Oligonukleotide (Primer), welche als Startermolekile verwendet werden. Eine hitzestabile
DNA-Polymerase synthetisiert, vom 3'-Ende des Templates ausgehend, einen neuen DNA-
Doppelstrang. Durch eine mehrfache Wiederholung dieser Schritte erfolgt eine exponentielle

Amplifikation.

Der erste Schritt beginnt mit der thermischen Denaturierung des zu amplifizierenden DNA-
Doppelstranges, indem sie bei 90-94°C aufgeschmolzen wird. Daraus entstehen dann
einstrangige DNA-Template-Moleklle. Im zweiten Schritt, der sogenannten ,Annealing®-
Phase, erfolgt eine Primer-Hybridisierung an einzelstrangige DNA. Die bevorzugte
Temperatur der synthetischen Oligonukleotide fir die Bindung an die komplementare
Sequenz der Template-DNA liegt meistens bei tGber 50°C. Danach folgt im letzten Schritt
eine  Basenpaarung, welche die Amplifizierung der dazwischen gelegenen
Sequenzabschnitte einleitet. Diese Extension erfolgt bei 72°C und einem bei dieser
Temperatur aktiven Enzym, der Tag-Polymerase. Sie erlaubt die kontinuierliche
Durchfiihrung der PCR-Zyklen ohne zwischenzeitliche neue Enzymzugabe pro Zyklus.
Durch Anhangen von Desoxynukleosidtriphosphaten (dNTPs) synthetisiert die Polymerase
an das 3'-Ende der Primer eine zur Matrize komplementare DNA-Sequenz. Die zyklische
Wiederholung der einzelnen Reaktionsschritte, welche die exponentielle Amplifizierung der

Matrize ermdglicht, ist das entscheidende Prinzip der PCR.

3.7.1 PCR-Bedingungen

Bei der high fildelity-PCR werden in der Regel aus Pyrococcus isolierte Polymerasen
eingesetzt, die neben der Polymeraseaktivitat auch eine 3‘-5'-Exonukleaseaktivitat besitzen.
Diese zweite Aktivitdt erkennt falsch eingebaute Nukleotide und ersetzt sie durch die
richtigen, zum Template-Strang komplementaren. Deshalb wird diese Aktivitdt auch als
proofreading-Aktivitat bezeichnet. Durch die Verwendung solcher proofreading- oder
high fidelity-Enzyme wird eine etwa zehnmal geringere Fehlerrate erreicht.

Ein nachteiliger Effekt der 3'-5'-Exonukleaseaktivitét ist jedoch der Abbau von Primer-

Molekilen und Template-DNA. Das kann besonders wéhrend dem Ansetzten der PCR und
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in den ersten PCR-Zyklen zu unerwinschten  Nebenreaktionen  fUhren.
Die Reaktionsbedingungen fir proofreading-DNA-Polymerasen sind daher schwieriger zu
optimieren als fur die Tag-DNA-Polymerase. Allerdings einigen sie sich ideal fiur alle PCR-
Amplifikationen, bei denen es auf eine niedrige Fehlerrate bei der Amplifikation des PCR-
Produkts ankommt.

In den ersten Denaturierungsreaktionen wurde den miRNA-Proben zunachst der
hsa-miR Primer rt6-hsa-miR hinzugegeben, der 6 Basenpaare der hsa-miR bindet und sie
auf eine Grol3e von 36 Basenpaaren bringt. Im weiteren Verlauf wurde die miRNA durch eine
RT-PCR-Reaktion in cDNA umgeschrieben und Uber Nacht gefallt. Mit Hilfe eines
hsa-miR-Primers (short-miR-reverse) und den spezifischen Adaptorprimern (mp for, mp rev)
wurde die cDNA-miRNA in einer PCR-Reaktion vervielfaltigt.

Ein typischer Reaktionsansatz fiir eine solche PCR setzt sich wie folgt zusammen:

10 5 x Puffer (Finnzymes) (2 U/l

0,5 pl Nukleotidgemisch (20 mM dNTP)
0,5 ul Primer forward (50 pM)

0,5 pl Primer reverse (50 pM)

2,0 pl short-miR-reverse (0,5 uM)

0,5 Phusion® DNA Polymerase (100 U/50 pl)

(Finnzymes)
2,0 ul mMiRNA-cDNA
H>Oqq auf 50 Hl

Die Polymerase-Ketten-Reaktion wurde nach dem folgenden Temperatur-Profil im
PTC-100 Thermal Controlled Cycler (MJ Research Inc.) durchgefihrt:

98°C 10 min

98°C 30 sec h

59°C 30 sec - 40 Zyklen
72°C 30 sec

72°C 2 min B

8°C il

AnschlieRend wurden Reaktionsansatze mit je 1 yl DNA-Probenpuffer versetzt und in einem

Gel aus 3 % NuSieve-Agarose-Gel/l x TAE aufgetrennt.
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Der short-miR-reverse-Primer bindet an 16 Basenpaaren, sodass die miRNA eine GroR3e von
47 Basenpaaren haben und mit Amplifikation durch die spezifischen Adaptorprimer eine
Lange von 83 Basenpaaren einnehmen.

Es folgte eine Isolierung der aufgetrennten DNA aus dem Agarose-Gel mittels QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen®) und eine Fallung des Eluats, welches anschlieBend aufgereinigt in
einer erneuten PCR-Reaktion amplifiziert wurde, die sich aus folgenden Komponenten

Zusammensetzte:
10 5 x Puffer (Finnzymes) (2 U/l
0,5 ul Nukleotidgemisch (20 MM dNTP)
0,5 ul Primer forward (50 pM)
0,5 ul Primer reverse (50 pM)
0,5 Phusion® DNA Polymerase (100 U/50 pl)

(Finnzymes)
2,0 ul Eluat
H>Oqq auf 50 |J|

Diese PCR hatte folgendes Temperaturprofil:

98°C 30 sec 7

59°C 30 sec _ 40 Zyklen
72°C 30 sec

72°C 10 min -

8°C oo

Auch dieser Reaktionsansétze wurde mit je 1 ul DNA-Probenpuffer versetzt und in einem Gel

aus 3 % NuSieve-Agarose-Gel/l x TAE aufgetrennt.

3.7.2 Global Amplification Kit®

Das Global Amplification Kit® (System Biosciences) erlaubt die gleichmaRige und
reproduzierbare Amplifikation der in begrenzten Mengen vorhandenen RNA, um der
anschlielenden PCR ausreichende Matrizen kleiner auserwahlter RNA Gentranskripten zu
verschaffen. Diese Methode beinhaltet 3 Schritte, die zuvor eine Grol3enselektion der kleinen
RNAs vorrausetzt. Anschliel3end erfolgt im ersten Schritt eine Ligation eines Adapter an das
3-Ende der RNA. Aus der Reverse Transkription mit Ligation eines Adapters an das 5°-Ende
entsteht im zweiten Schritt die cDNA, welche im letzten dritten Schritt mittels PCR amplifiziert

wird.
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Der amplifizierte Prozess sollte cDNA-Produkte mit der Gré3e zwischen 150 bp bis 1500 bp

bilden. Bei diesen Produkten kann es sich, abhangig vom Ausgangsmaterial, um intakte oder

degradierte RNA handeln, die unterschiedlich aussehen.

Im ersten Schritt wurden die miRNA-Fraktionen mittels flashPAGE™ Fractinator aus totaler

RNA isoliert. Fur die folgende Adapter-Ligation wurde die miRNA-Probe zunéchst fir 5 min

bei 65°C denaturiert. Damit sich die geldsten intra- und intermolekularen Sekundéarstrukturen

nicht wieder regenerierten, wurde die Probe auf Eis inkubiert.

In jede miRNA-Probe wurde folgendes hinzugegeben:

2,0 ul
5,0 pl
0,5 pl
2,0yl
0,5 pl

RNase-freies Wasser

Ligase Puffer (vor Benutzung bei 37°C aufwérmen)
3’-Adaptor

miRNA-Template

Ligase Cocktall

10,0

Ansatz

AnschlieRend folgte eine Inkubation der Reaktion bei 37°C fur 1 Stunde. Danach wurde die

Probe auf Eis gelagert, bis die RT-Reaktion stattfand. Um den ersten Strang der cDNA

herzustellen, wurden folgende Komponenten hinzugegeben:

Dieser Schritt wurde bei

4,0 ul RNase-freies Wasser
0,5 ul 3’-Adaptorprimer
1,0 ul Ligation

(aus dem vorherigen Ansatz)

5,5 ul Ansatz

65°C fur 1 min und dann bei 42°C fur 5 min inkubiert. Wahrend

dessen wurde ein Master Mix mit folgenden Komponenten angesetzt und der oberen

Reaktion hinzugeflgt:

2,0l
1,0 pl
0,5 ul
0,5 ul
0,5 ul

5 x Reverse Transkriptase Puffer
dNTP Mix

5’-Adaptor

Dithiothreitol (DTT)

Reverse Transkriptase

4,5l

Ansatz
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Es folgte eine weitere Inkubation fir 5 min bei 42°C und bei 95°C fiir 10 min.

Die first-strand cDNA konnte bei -20°C gelagert werden, bis die second-strand cDNA

Synthese und Amplifikation begonnen wurde. Fir die second-strand cDNA Synthese und

Amplifikation wurde zu jeder first-strand Synthese-Reaktion aus dem vorherigen Ansatz

folgendes beigefigt:

77 ul
10 pl
2 ul
4 pl
4 pl
3 ul

RNase-freies Wasser

10 x PCR Puffer

dNTP Mix

3’-Adaptorprimer

5'-Adaptorprimer

PCR Polymerase

100 pl

Ansatz

(inklusive 10 pl aus dem vorherigen Ansatz)

Die anschlieRende Polymerase-Ketten-Reaktion wurde nach dem folgenden Temperatur-
Profil im PTC-100 Thermal Controlled Cycler (MJ Research Inc.) durchgefihrt:

95°C 2 min
95°C 20 sec
55°C 15 sec
72°C 15 sec
72°C 30 sec
15°C o0

-

— 40 Zyklen

AnschlieRend wurden beide Reaktionsansatze mit je 5 yl DNA-Probenpuffer versetzt und in

einem Gel aus 3 % Agarose/1 x TAE aufgetrennt. Es folgte eine Isolierung der aufgetrennten
DNA aus dem Agarose-Gel mittels QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen®).
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3.8 Reverse Transkriptase Reaktion (RT-PCR)

Da sich die RNA nicht direkt als Template in einer PCR einsetzen lassen kann, kdnnen
mithilfe der Reversen Transkriptase-PCR (RT-PCR) spezifische RNA-Sequenzen zunachst
in einen komplementaren DNA-Strang (cDNA) umschrieben und anschlieRend amplifiziert
werden. Besondere Bedeutung hat diese Methode, wenn seltene Transkripte nachgewiesen
und analysiert werden sollen. Im Vergleich zu anderen RNA-Nachweisverfahren,
wie zum Beispiel der Nothern-Blot-Analyse, ist die Sensivitat der RT-PCR erheblich héher.
Man hatte schon lange vor der Entdeckung des Enzyms durch Baltimore und Temin 1970 in
RNA-Viren die Existenz der Reversen Transkriptase vermutet. Die Aufgabe der Reversen
Transkriptase ist die Uberfiihrung der RNA in eine komplemtare DNA, kurz cDNA genannt.
Die Reaktion lauft in Gegenwart von Startermolekilen (Primern), dNTPs und einem
geeigneten Puffer ab. Die Primer binden an die RNA und werden an ihrem 3'-OH-Ende
komplementéar zur RNA-Matrize verlangert. Haufig wird der Reaktion ein RNase-Inhibitor
hinzugefiigt, um die RNA vor RNase zu schitzen. Ziel ist es, die Sicherheit und
Reproduzierbarkeit der cDNA-Synthese zu erhOhen. Diese kann dann ohne weitere
Aufarbeitung direkt als Template fir die Polymerase-Kettenreaktion verwendet werden.
Eine solche RT-PCR ermoglicht selbst geringste Mengen an RNA-Molekilen nachzuweisen
oder zu quantifizieren. Der cDNA-Einzelstrang kann in einer nachfolgenden Reaktion
(Zweitstrangsynthese) zum Beispiel Uber PCR in eine doppelstrdngige cDNA uberfuhrt
werden. Doppelstrangige cDNA-Molekille sind klonierbar und koénnen fir RNA-

Amplifikationsreaktionen verwendet werden.

3.8.1 RT-PCR Bedingungen

Hinsichtlich der Durchflihrung einer RT-PCR kann prinzipiell zwischen einer two step-RT-
PCR und einer one-step-RT-PCR unterschieden werden. Bei der hier angewendeten
two-step Variante erfolgte zunachst die cDNA-Erststrangsynthese (reverse Transkription) mit
mMiRNA als Template. Eine Probe dieser RT-Reaktion wurde dann in einer nachfolgenden
PCR eingesetzt, in der die gebildete cDNA wiederum als Template dient. Dadurch kénnen in
den beiden Reaktionen die Bedingungen optimal auf die jeweils verwendeten Enzyme
eingestellt werden. Zudem kann aus einer einzigen cDNA-Synthese eine Vielzahl von

Transkripten (20-100) amplifiziert werden.
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Fur die cDNA-Erststrangsynthese aus miRNA wurde der ,Omniscript RT Kit* der Firma
Qiagen® verwendet. Die verwendete Omniscript Reverse Transkriptase unterscheidet sich
von den ublich benutzten, naturlich vorkommenden Reversen Trankriptasen der RNA
enthaltenden Retroviren. Diese im Kit enthaltende Reverse Trankriptase ist ein in E.coli
exprimiertes, rekombinantes heterodimeres Enzym, welches sowohl eine RNA-abhangige
als auch eine DNA-abhangige DNA-Polymerasefunktion und eine RNaseH-Funktion besitzt.
Um eine amplifzierbare miRNA-cDNA aufzubauen, musste die miRNA zunéachst in einer
RT-Reaktion in cDNA umgeschrieben werden.

Der erste Reaktionsschritt wurde folgendermaf3en, mdglichst auf Eis, angesetzt:

2,5l rt6-hsa-miR-26a-2/16/21
2,0 ul miRNA-Template aus flashPage™ Fractionator
4,5 ul Ansatz

Der Primer und miRNA wurden gemischt und bei 70°C fur 5 min denaturiert, um
Sekundarstrukturen aufzuschmelzen. Um eine Renaturierung zu verhindern, wurde die
denaturierte Primer-miRNA-Mischung auf Eis abgekihlt. Der folgende Reaktionsansatz

wurde der denaturierten miRNA zugegeben:

1l 10 x Reverse Transkriptase Puffer
1l dNTP Mix (5 mM jedes dNTP)

0,5 pl Omniskript Reverse Transkriptase
0,5 ul RNase Inhibitor (10 Units/pl)
2,5yl RNase-freies Wasser

5,5 ul Ansatz

Es folgte eine Inkubation der Reversen Transkriptase-Reaktion im Wasserbad fur 5 min bei
37°C und 1h bei 42°C. Im n&chsten Schritt folgte eine Inaktivierung der Reversen
Transkriptase im Heizblock bei 70°C fir 10 min. 1-8 pl der entstandenen cDNA konnten nun
in eine 50 pl PCR uberfuhrt oder bei -20°C Gber Nacht eingefroren werden.
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3.9 Genexpressionsanalyse mit DNA-Microarray

DNA-Microarrays konnen als eine Weiterentwicklung des Southern-Blottings aufgefasst
werden: Immobilisierte einzelstrangige DNA bindet bei Vorliegen von Basenkomplementaritat
geldste Nukleinsauren. Per Definition werden dabei die immobilisierten Nukleinsduren
Proben genannt, wahrend die geldsten Nukleinsduren als Sonden bezeichnet werden.
Anders als beim Southern Blotting werden die Proben bei DNA-Microarrays auf ein festes
Tragermaterial aufgetragen. Dieses ermdglicht eine deutlich héhere Packungsdichte mit
DNA-Proben und erleichtert die praktische Durchfuhrung des Hybridisierens und Waschens.
In den meisten Fallen wird Glas als Tragermaterial benutzt, weil dieses besonders giinstige
Eigenschaften besitzt. Zum Beispiel deformiert Glas weder bei Kontakt mit Flissigkeit noch
wahrend des Trocknens. Dadurch wird sowohl die Handhabung der cDNA-Microarrays als
auch die abschlieRende Auswertung Uber softwaregestitzte Bildauswertung erheblich
vereinfacht. Dank dieser Fortschritte konnte der Durchmesser fir die DNA-Proben gesenkt
werden und liegt typischerweise zwischen 20 um und 200 pm, sodass mehrere Tausend
DNA-Spots auf der Flache eines Objekttragers Platz finden. Als Proben kénnen synthetische
Oligonukleotide oder cDNA-Klone (bzw. PCR-Produkte der cDNA-Klone) eingesetzt werden:
Erstere werden fur Oligonukleotid-Microarrays benutzt, letztere verwendet man fir cDNA-
Microarrays. Die Markierung von Sonden erfolgt in den meisten Fallen mit fluoreszierenden
Farbstoffen, in diesem Fall wurde Cyanine-5 eingesetzt. Microarrays werden Ublicherweise
zur Messung der Genexpression eingesetzt. Dazu wurde zundchst die miRNA der zu
untersuchenden Zellkultur isoliert. AnschlieBend wurde die miRNA-Population mithilfe einer
Reversen Transkription in cDNA umgeschrieben und dabei gleichzeitig markiert. Markierte
Sonden werden in einem geeigneten Puffer aufgenommen und wahrend der Hybridisierung
mit den immobilisierten Sonden in Kontakt gebracht. Aufgrund der Basenkomplementaritat
kommt es zu Interaktionen, bei denen man drei Ziele verfolgt: Einerseits soll das Verhdltnis
aus Signal zu Hintergrundrauschen mdoglichst gro3 sein. Andererseits muss eine
Kreuzhybridisierung aufgrund partieller Homologien zwischen markierten Sonden und
immobilisierten Proben vermieden werden. Auflerdem sollte die Signalstarke der
Konzentration an markierter Sonde proportional sein. Um diese Eigenschaften zu erhalten,
muissen die experimentellen Parameter angepasst werden: Puffer mit hoher lonenstarke
werden eingesetzt, um die elektrostatische AbstoBung zwischen Nukleinsduren zu
minimieren, wodurch die Anlagerung komplementarer Stréange erleichtert wird.
Hintergrundrauschen wird durch die Zugabe von Detergenzien oder sogenannter

blockierender Reagenzien verringert.
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Die Hybridisierung erfolgt unter stringenten Bedingungen, um Kreuzhybridisierung zu
vermeiden. Wahrend der Hybridisierung liegt die immobilisierte DNA-Probe in mindestens
zehnfachem Uberschuss vor. Dadurch erreicht man, dass die Interaktion zwischen Sonde
und Probe Uber einen weiten Konzentrationsbereich hinweg einer Kinetik erster Ordnung
folgt. Nach der Hybridisierung werden ungebundene Sonden durch Waschen entfernt.
Die Fluoreszenz der DNA-Proben, die an Sonden gebunden sind, kann mithilfe eines
Scanners detektiert und anschlie3end quantifiziert werden. Die Intensitat dieses Signals
hangt von der Menge fluoreszenzmarkierter Sonden-Molekdile ab, die zur jeweiligen DNA-
Probe Basenkomplementaritat aufgewiesen haben. Man misst also die Menge an miRNA,
die von einem bestimmten Gen transkribiert wurde. In dieser Arbeit wurden Arrays benutzt,
bei denen in BACs und Cosmide einklonierte DNA des genomischen Bereichs 12g13-21
(RP11) mittels DOP-PCR amplifiziert und auf Objekttrager aufgespottet wurden
(88 unterschiedliche Spots). Die BACs/Cosmide enthielten zwischen 100-200 kb DNA.
Hybridisiert wurden diese Arrays mit Cy5-markierter cDNA der Zelllinie des TX3868.

Nach der Hybridisierung werden ungebundene Nukleinsduren durch Waschen entfernt.
Ein Scanner (ScanArrayTM Lite Microarray Scanner (PerkinElmer)) ermittelt die
Fluoreszenzintensitait von Cyanine-5, die sich aufgrund der Absorptions- und
Emissionswellenlange detektieren lasst. Durch softwaregestitzte Bildauswertung, ScanArray
Express Microarray Acquisition and Analysis Software, Version 2.0, PerkinElmer, werden die

Mittelwerte der Fluoreszenz-Intensitaten fir jeden DNA-Spot des Microarrays ermittelt.

3.9.1 Herstellung der markierten Sonden

Vor der Hybridisierung wurde die amplifizierte miRNA, welche bereits durch das Global
Amplification Kit® in eine einzelstrangige cDNA umgeschrieben war, mit Cy5-dCTP
fluoreszenzmarkiert.

Die Markierungsreaktionen wurden nach folgendem Schema angesetzt:

10 l 5 x Puffer (Finnzymes) (2 U/ul)

0,5 ul Nukleotidgemisch (20 MM dNTP)

0,5 pl Primer forward (50 uM)

0,5 pl Primer reverse (50 uM)

0,5 ul Phusion® DNA (100 U/50 pl)

0,5 pl Cyanine-5-dCTP (1 mM, PerkinElmer)
2,0 ul miRNA-cDNA

H,04q auf 50 pl
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Die Polymerase-Ketten-Reaktion wurde nach dem folgenden Temperatur-Profil im PTC-100

Thermal Controlled Cycler (MJ Research Inc.) durchgefuhrt:

25 Zyklen

95°C 2 min
95°C 20 sec
55°C 15 sec
72°C 15 sec
72°C 30 sec
15°C o0

Anschlie3end folgte durch Zugabe von 20 pl ssssDNA, 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat
(pH 7,0) und des dreifachen Volumens 100 % Ethanols (eiskalt) die Fallung bei -20°C Uber

Nacht. Das Prazipitat wurde am nachsten Tag bei 4°C und 14000 rpm abzentrifugiert und mit

1 ml 70 % Ethanol gewaschen.

3.9.2 Hybridisierung der Arrays

20 x SSPE

Dextransulfat-Lésung
(5 ml)

Hybridisierungslésung
(100 ul)

Prahybridisierungslésung
(100 pl)

175,3 g
2769
749

2,5ml
0,5ml
2ml

19

50 pl
15
20 pl
15 ul

70 pl
10 l
20 pl

NaCl
NaH,PO,4-1*H,0
Na2EDTA

pH 7,4

50 % Formamid/2 x SSPE

deionisiertes Formamid
20 x SSPE

H2Oqq

Dextransulfat

3 h bei 70°C lsen

Dextransulfat/SSPE
27 % SDS

H204d steri

20 x SSPE

deionisiertes Formamid
20 x SSPE
H2O4q steril
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Die fluoreszenzmarkierte cDNA-Probe wurde auf Glasobjekttrager hybridisiert. Fir die
Hybridisierungen wurde das Pellet der bereits geféllten cDNA-Sonde in 12,5 pl der
Prahybridisierungslésung geldst und fiir 10 min bei 75°C denaturiert und anschlie3end sofort
auf Eis inkubiert. Der Array wurde zundchst 5 min bei RT mit 100 ul
Prahybridisierungslosung prahybridisiert, anschlieBend bei 80°C auf der Heizplatte bei
2,5 min inkubiert. Wé&hrend dieser Prahybridisierung bei 80°C wird die aufgespottete DNA
denaturiert, also einzelstrédngig gemacht. Um ein Renaturieren zu verhindern, wurde der
Array nach der Denaturierung zigig in eine Kivette mit eiskaltem (-20°C) 70 % Ethanol
gestellt und unter 5 min Schiitteln gewaschen. Es folgten drei weitere Waschschritte fiir
5 min mit einer ansteigenden Ethanolreihe (2 x 70 %, 1 x 80 %, 1 x 96 %). Die Hybridisierung
der Spots mit der Sonde erfolgte auf einer 40°C warmen Heizplatte.

Es wurden 50 pl des Hybridisierungsansatzes auf das untere Drittel der gespotteten Seite
des Microarrays pipettiert. Durch Auflage eines Deckglases wurde die Hybridisierungslésung
luftblasenfrei zwischen Microarray und Deckglas verteilt. Zur Fixierung des Deckglases
wurde in der Mitte der beiden schmalen Seiten ein kleiner Punkt Klebstoff (Fixogum)
aufgetragen. Anschlieend kam der Array in eine Hybridisierungskammer Uber Nacht bei
37°C.

3.9.3 Waschen der Arrays

25 % Formamid/4 x SSPE 50 ml Formamid
40 ml 20 x SSPE
ad 110 ml HyOyq4
30 min bei 34°C I6sen

Nach der Hybridisierung wurden die Arrays dreimal bei 5 min durch das in 30 min bei 34°C
vorgewarmten 25 % Formamid/4 x SSPE unter Schiitteln gewaschen. Danach folgten
weitere zwei Waschschritte fir 5 min mit 2 x SSPE (RT). Durch die mit steigender Stringenz
durchgefiihrten Waschvorgange wurde nicht ausreichend gebundene DNA von der
Tragermatrix entfernt. Es galt zu beachten, dass nach dem ersten Waschschritt alle
Deckglaser von den Microarrays geldst wurden. Auflerdem wurden nach dem letzten
Waschschritt die sich noch auf dem Microarray befindlichen Kleberreste abgeldst, da diese
den Scanvorgang der Objekttrager beeinflussen konnten.

Die Schlierenbildung sollte durch anschlieRende Zentrifugation fur 4 min bei 2000 rpm
verhindert werden. Da die Ergebnisse dieses Arrays unspezifisch waren, wurde eine héhere

Temperatur und eine geringere Salzkonzentration gewdahlt, um eine hdhere Stringenz und
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somit ein spezifischeres Ergebnis zu erhalten. So wurden die Arrays dreimal bei 5 min durch
das in 1h bei 39°C vorgewarmte 25 % Formamid/4 x SSPE unter Schiitteln gewaschen, die
zwei weiteren Waschschritte fur 5 min folgten mit 1 x SSPE (RT).

3.9.4 Auswerten der Arrays

Die fertig getrockneten, hybridisierten Microarrays wurden aus der Hybridisierungsstation
entnommen und bis zum Einscannen, das zeitnah folgte, trocken und dunkel aufbewahrt.
Die Microarrays wurden mit dem ScanArray Express Microarray Scanner (PerkinElmer)
eingescannt. Die Bilder des Cy5-Kanals wurden bei einer Anregungswellenl&ange von 649 nm
und einer Emissionswellenlange von 670 nm direkt erzeugt und als 16 bit Tiff-Dateien
abgespeichert. Die mit dem ,ScanArray Express Microarray Scanner® (PerkinElmer)
erzeugten 16 bit Tiff-Dateien konnten mit Hilfe der dazugehérigen Bildanalysesoftware
(ScanArray Express Microarray, Acquisition and Analysis Software, Version 2.0,
PerkinElmer) in Rohdaten umgewandelt werden. Punkte wurden den Signalen zugeordnet
und manuell, falls nétig, nochmals korrigiert. Automatisch wiederum wurden daraufhin
Intensitatswerte berechnet und tabellarisch ausgegeben. Dabei wurden Vordergrund,
Hintergrundwerte (Mean, Median und Mode), die Qualitat der Spots sowie weitere Parameter
aufgelistet.

Fir jeden Spot wurde eine ,Ratio of Medians® berechnet. Die einzelnen 88 BACs und

Cosmide sind auf dem Array jeweils dreifach, in drei Subarrays, aufgespottet. Von den ,Ratio
of Medians® der drei Subarrays wurde jeweils der Mittelwert der Fluoreszenz-Intensitat X

und die Standardabweichung s nach unten stehenden Formeln berechnet:

Mittelwert der Fluoreszenzintensitat:

Standardabweichung:

Die Mittelwerte der Fluoreszenz-Intensitat X wurden gegen einen Kontrollspot normalisiert.

Der Kontrollspot enthalt DOP-PCR amplifizierte genomische DNA.



34|Material und Methodik

3.10 Membranhybridisierung

3.10.1 Fixierung auf Nylonmembran

Die durch den Scannvorgang identifizierten BAC-Klone mit potentiell hybridisierten miRNAs
wurden durch Zusatz von einer 0,4 molaren EDTA/NaOH-L6sung in einem Eppendorf Safe-
Lock 1,5 ml ReaktionsgefalRe flir 5 min bei RT denaturiert. Jeweils 1 ul der denaturierten
Proben wurde auf eine 2 cm x 2 cm lange Nylonmembran transferiert. Die entsprechenden

Felder wurden markiert.

3.10.2 Hybridisierung der Membran

20 x SSPE 1753 ¢ NaCl

2769 NaH,PO,4-1*H,0

7449 Na2EDTA

pH 7,4

Dextransulfat-Lésung 50 % Formamid/2 x SSPE
(5 ml) 2,5ml deionisiertes Formamid

0,5 ml 20 x SSPE

2ml H,O04q

1g Dextransulfat

3 h bei 70°C l6sen

Hybridisierungslosung 800 ul Dextransulfat/SSPE
(1600 pl) 240 pl 27 % SDS
320 pl H,O0qq
240 pl 20 x SSPE
25 % Formamid/ 50 ml Formamid
4x SSPE
40 ml 20 x SSPE
ad 110 ml HyOgyq
pH 7,0

30 min bei 34°C |6sen
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Die Membranen wurden zunéachst angefeuchtet und anschlieend in einem Eppendorf Safe-
Lock 2,0 ml ReaktionsgefalRe unter Zugabe von 100 ul Hybridisierungslésung fur 1 Stunde
bei 31°C im Hybridisierungsofen vorinkubiert. Wie bei den Arrays wurden die
fluoreszenzmarkierten Sonden in 12,5 pl der Prahybridisierungslosung gelést und zum
Auflésen von Sekundarstrukturen fir 10 min bei 75°C denaturiert und sofort auf Eis inkubiert.
Die Sonden wurden der vorinkubierten Nylonmembran hinzugegeben und tber Nacht im
Brutschrank bei 31°C stehen gelassen. Am néachsten Tag folgte die Waschung der
Membran. Die Blots wurden viermal bei 5 min durch das in 30 min bei 34°C vorgewarmte
25 % Formamid/4 x SSPE unter Schitteln gewaschen. Danach folgten weitere drei
Waschschritte fur 5 min mit 2 x SSPE (RT). Die gewaschenen Blots wurden in dinne
Frischhaltefolie eingelegt, um ein Austrocknen bis zum Scannvorgang zu verhindern.

Analog folgte auch hier eine Anderung in den Hybridisierungsbedingungen. Es wurde vorerst
eine hohere Temperatur fir die Inkubation der Hybridisierungsreaktion Uber Nacht gewahlt,
die zunachst bei 37°C und anschlieBend bei 39°C lag. Eine hdheren Stringenz und somit ein
spezifischeres Ergebnis wurde lber das Waschen mit dem in 1 h bei 39°C vorgewarmten

25 % Formamid/4 x SSPE und der geringere Salzkonzentration des 1 x SSPE erreicht.

3.10.3 Reisolierung der gebunden miRNAs

Die Detektion der Fluoreszenz der gebundenen Sonde erfolgte mit dem Typhoon Scanner
(GE Healthcare). Die Signhale wurden computergesteuert bei einer Auflésung von 50 ym und
einer PMT-Einstellung von 300 detektiert und aufgezeichnet.

Nach dem die entsprechenden BAC identifizierten waren, wurden sie ausgeschnitten und
getrennt jeweils in ein Eppendorf Safe-Lock 1,5 ml Reaktionsgefal3e gegeben. Durch Zusatz
von 20 ul HoOyq sterit €Ff0lgte anschlielend die Denaturierung der gebundenen miRNAs durch
Inkubation bei 95°C im Wasserbad fur 20 min, wobei alle 2 min eine Durchmischung
stattfand. Jeweils 1 ul der reisolierten miRNAs wurde mit 99 ul H,O verdinnt, um mittels
Photometer die Konzentration der Produkte bestimmen zu koénnen. Die Menge der
reisolierten miRNAs wurde bei -20°C eingefroren, um flir spatere Sequenzierungsvorgange

weiterhin zur Verfligung zu stehen.
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3.11 Klonierung mittels pGEMTeasy

Fur die Klonierung doppelstrangiger cDNA wurde der Vektor pGEM-T-Easy genutzt.
Der Einbau erfolgte tiber Homopolymerschwéanze. Hierbei wurde der Vektor durch die Firma
Promega mit dem Enzym Eco R V geschnitten und die Schnittstelle mit 3"-,T“-Uberhangen
versehen. An diesen 3’-,T“-Uberhdngen konnte das PCR-Produkt mit seinen ,A“
Uberhangen andocken. Weiterhin enthielt der Vektor pGEM-T-Easy sowohl einen T7- als
auch einen SP6-RNA Polymerase Promotor. An diesen Promotoren konnte die T7- bzw. die
SP6-Polymerase zu weiteren Zwecken binden. Zur Selektion von Bakterien ohne Vektor
besitzt pGEM-T-Easy eine Ampicillinresistenz. Somit konnten auf ampicillinhaltigem Medium
nur Bakterien wachsen, welche den Vektor eingebaut hatten. Ob der Vektor das cDNA-
Fragment enthielt, wurde durch die so genannte ,Blau-Weil3-Selektion® getestet.
Hierbei wurde das LacZ-Gen des Vektors benutzt, welches fir die R-Galaktosidase kodiert.
Dieses Enzym  spaltet im Laktose-Metabolismus  die  Laktose in  die
Monosaccharidkomponenten Galaktose und Glukose. Dabei gehdrt die R-Galaktosidase zu
den induzierbaren Enzymen, welche erst nach Induktion synthetisiert werden. Ein solcher
Induktor ist auch Isopropylthiogalaktosid (IPTG), welcher strukturell der Allolaktose ahnelt,
aber nicht abgebaut wird. Konnte so die Enzymsynthese vom LacZ-Gen ausgehend aktiviert
werden, so erschienen diese Kolonien auf X-Gal-Medium, welches das Substrat darstellte,
blau. Da die Bindungsstelle fir die cDNA-Fragmente genau in diesem Gen lag, wurde bei
cDNA-Fragmenteinbau das LacZ-Gen zerstort. Somit konnte keine [3-Galaktosidase gebildet
werden und diese Kolonien erschienen auf X-Gal-Medium weil3. Folgende Abbildung 3.9
zeigt die Plasmidkarte des Vektors pGEM-T-Easy.
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Abbildung 3.9: Plasmidkarte des Vektors pGEM-T-Easy

In den Promoterregionen fir die T7- und SP6-Polymerase befinden sich verschiedene

Schnittstellen fir einige herkdmmliche Enzyme.
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3.11.1 Bakterienkulturen

Zur Vermehrung der cDNA-Fragmente dienten, in Form von kompetenten Zellen
(Solopack®Gold competent cells, Stratagene) erhaltene, E.coli-Bakterien als Wirt. Diesen
Bakterien fehlen alle bekannten E.coli Restriktions-Systeme (McrA-, McrCB-, McrF-, Mrr- und
HsdR), wodurch eine Spaltung von methylierter DNA verhindert wird. Weiterhin fehlt die
Endonukleaseaktivitat (endA), womit sich die Qualitat der praparierten DNA verbessert. Eine
Verminderung der Neukombination (recA) bewirkt eine Stabilisierung des Inserts. Zusatzlich
enthalten diese Bakterien ein laclqgZAM15-Gen, wodurch ebenfalls eine ,Blau-Weil3-

Selektion“ maoglich ist.

3.11.2 Ligation

Bei der Ligation werden DNA-Enden mit Hilfe einer T4-Ligase miteinander verbunden. Man
unterscheidet hierbei eine Ligation mit glatten Enden, auch ,blunt ends® genannt, von einer
Ligation mit Uberstehenden Enden, welches als ,sticky ends® bezeichnet wird. Da bei
Verwendung der Tag-Polymerase an die freien Enden der entstehenden cDNA-Fragmente
schon automatisch ein dATP angehéangt wurde, erfolgte die zweite Variante der Ligation. Der
verwendete Vektor pGEM-T-Easy besitzt in der Region des Fragmenteinbaus einen ,dTTP*-
Uberhang, so dass dort das cDNA-Fragment gezielt andocken kann. Zur Ligation wurden
nun cDNA-Fragment und Vektor im Verhaltnis 3:1 gemischt, wobei nicht mehr als 1 ug DNA
eingesetzt wurde. Dem Reaktionsansatz wurden weiterhin 1 x Ligationspuffer und 3 U der

T4-DNA-Ligase zugesetzt und vermischt. Die Inkubation erfolgte bei 4°C fur 12 -16 h.

3.11.3 Transformation

E.coli DH5a subcloning effienciency Zellen von Invitrogen

LB-Medium (Luria Bertiani Medium, autoklaviert)

10 g Bacto-Trypton
5 g Hefe-Extrakt
10 g NaCl

ad 1 1 H,0Oyq

Ampicillin 50 mg/ml in H,Ogyq
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Der erhaltene Vektor wurde fir die notwendige mengenmafige Vermehrung in E.coli-
Bakterien transformiert. Hierflr wurden 2 pl vom Ligationsansatz in 25 pl kompetente Zellen
eingebracht, leicht gemischt und fir 20 min auf Eis inkubiert. Nach einem Hitzeschock bei
42°C fir ca. 60 s und Abkuhlung auf Eis folgte die Zugabe von 500 ul 1 x Luria-Bertani-
Medium (LB-Medium). AnschlieRend wurden die Bakterien 1,5 h bei 37°C und 150 U/min
geschuttelt und 200 pl auf eine Agarplatte ausplattiert, welche sowohl 0,05 % Ampicillin als
auch IPTG (0,476 mg) und X-Gal (1,75 mg) enthielt. Durch die Einzelkoloniebildung konnte
eine Blau-Weil3-Selektion erfolgen, wobei die das cDNA-Fragment enthaltenden Klone weil3e
Kolonien auf der Agarplatte bildeten und weiter verwendet wurden.

Zur Sequenzierung wurden die Proben an das Institut fir Immunologie und Genetik

Kaiserslautern Labor Dr. Thiele geschickt.
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4. Ergebnisse

4.1 Isolierung von miRNAs mittels flashPage ™-
System

Der ,flashPage™ Fractionator* von Ambion ist eine Miniatur-Elektrophorese-Apparatur, die
es ermoglicht, kleine einzelstrangige Nukleinsduren beispielsweise aus Total-RNA-
Praparationen, zu isolieren. Die Fraktionierung mittels Polyacrylamidgel fihrt zu einer
zehntausendfachen Anreicherung der RNA-Population in den Gréf3en zwischen 15 und 40
Nukleotiden. Somit ermdglicht diese Methode eine 80 % Ausbeute an miRNAs aus der
gesamten RNA und enthélt die fir die Total-RNA repréasentative, relative Haufigkeit der

isolierten miRNAs.

Mit Hilfe des flashPage™-Systems wurden miRNAs aus Zellen des TX3868 und dem
Glioblastom H1300 mit Amplifikation der Chromosomenregion 12q13-21 angereichert.
Mit den isolierten miRNAs wurden verschiedene Qualitatskontrollen durchgefthrt:

Far die GrolRenkontrolle wurden die Fraktionen auf ein RNA-Gel aufgetragen. Wie Abbildung
4.1 zu entnehmen ist, waren die Banden der Fraktionen, ausgehend von einer Gréf3e
zwischen 15 und 40 Nukleotiden, entsprechend der vom Marker gesetzten GroRenstandards
unterhalb von 200 Basenpaaren zu finden.

RNA-Gel
Abbildung 4.1: RNA-Gel zur GréRenkontrolle der miRNA-Fraktionen des TX3868
M: GroRenmarker RNA Ladder (New England Biolabs). 1: Produkt der 40nt der Zelllinie des TX3868 aus dem
flashPage™ Fractionator. 2: Produkt der Fraktion tiber 40nt der Zelllinie des TX3868 aus dem flashPage™

Fractionator. 3: Fraktion 2 der Zelllinie des TX3868 aus dem flashPage™ Fractionator.
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Im Anschluss erfolgte die Konzentrationsbestimmung mit einer definierten RNA-Menge
gegenuber der aufgetragenen miRNA-Fraktionen auf einer Ethidiumbromid-Platte.
Aus Abbildung 4.2 wird sichtbar, dass die miRNA-Konzentration auf ca. 150 ng geschatzt

werden konnte.

Abbildung 4.2: Ethidiumbromid-Platte zur Konzentrationsbestimmung der miRNA-Fraktionen in den
Zellen des TX3868 und dem Glioblastom H1300

Der Nachweis der miRNA-Konzentration erfolgte durch das Auftragen verschiedener Verdiinnungsreihen (100,

10, 1) definierter RNA-Mengen gegeniiber den 40nt und >40nt miRNA-Fraktionen des TX3868 und des H1300

auf einer Ethidiumbromid-Platte. Die miRNA Konzentration wurde auf ca. 150 ng geschatzt.

4.2 Nachweis ausgewahlter miRNAs

Die erfolgreiche Isolierung von miRNAs aus den Glioblastomzellen sollte mittels PCR
ausgewahlter bekannter miRNAs bestétigt werden. Insgesamt wurden vier bekannte miRNAs
auf ihre Expression in Glioblastomen untersucht. Drei dieser miRNAs, namlich die
hsa-miR-616, die hsa-miR-26a-2 und die hsa-miR-16-1, konnten mit den spezifischen
Primern in den entsprechenden miRNA-Populationen der Glioblastome mittels PCR-
Amplifikation nachgewiesen werden.

Dieses Kontrollexperiment soll die Qualitat des Ausgangsmaterials sichern, was fir die

erfolgreiche Weiterfiihrung der Experimente essentiell ist.

hsa-miR-616

Um zu Uberpriifen, ob die hsa-miR-616 unter den durch das flashPage™-System
angereicherten miRNAs aus den TX3868 Zellen nachzuweisen war, wurden die Proben als
erstes in drei Reaktionsschritten durch das Global Amplification Kit® von System Biosciences

in eine miRNA-spezifische cDNA umgeschrieben. Das Global Amplification Kit erlaubt die
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gleichmaRige und reproduzierbare Amplifikation der in begrenzten Mengen vorhandenen
RNA (siehe Material und Methodik 3.5.3).

Die cDNA des TX3868 wurde durch spezifische Forward- und Reverse-Primer (hsa-miR-616
forward und hsa-miR-616 reverse) in einer darauffolgenden PCR-Reaktion vermehrt und auf
ein 3 % NuSieve-Agarose-Gel aufgetragen. Wie man in Abbildung 4.3 erkennen kann,
konnte ein PCR-Produkt der erwarteten Grof3e von 66 Basenpaaren detektiert werden.

75b

‘ } Reisolierung

3 % NuSieve-Gel

Abbildung 4.3: PCR-Produkt der Umschreibung des TX3868 fur die hsa-miR-616

M: GroRenmarker, Low Molecular Weight DNA Ladder (New England Biolabs). 1: TX3868. N: Nullkontrolle.
Das durch die spezifischen Forward- und Reverse-Primer entstandene Produkt der cDNA-Amplifizierung des
TX3868 ist anhand dieses Bildes unterhalb der Markierung von 75 Basenpaaren, bei ca. 66 Basenpaaren, zu
sehen.

Im nachsten Schritt wurde die DNA-Bande zwischen der Markierung von 50 und 75
Basenpaaren aus dem Gel mittels QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen®) nach Protokoll
isoliert und Uber Nacht geféllt. In der nachfolgenden PCR-Reaktion, in der das reisolierte
Eluat mit den hsa-mir-616 spezifischen Forward- und Reverse-Primern (hsa-miR-616
forward und hsa-miR-616 reverse) amplifiziert wurde, zeigte sich erneut eine Bande

unterhalb der 75 Basenpaare, wie in Abbildung 4.4 deutlich wird.
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3 % NuSieve-Gel
Abbildung 4.4: Nachweis der hsa-miR-616
M: GroRenmarker, Low Molecular Weight DNA Ladder (New England Biolabs). 1: TX3868. N: Nullkontrolle.

Durch hsa-miR-616 spezifischen Forward- und Reverse-Primern wurde das reisolierte Eluat der Zellen des
TX3868 mittels PCR vervielféltigt. Die entsprechende Bande des Produktes befindet sich unterhalb der
Markierung der 75 Basenpaare.

Mit einer Sequenz von 22 Basenpaaren (AGUCAUUGGAGGGUUUGAGCAG) und den
dazugehorigen Adaptorprimern, die eine Lange zwischen 32 oder 34 Basenpaaren besitzen,
sollte das Produkt der hsa-miR-616 eine Lange von circa 66 Basenpaaren haben.
Das Produkt entsprach ungeféhr der erwarteten Grofie.

hsa-miR-26a-2

Huse et al. konnten in ihrer Studie zeigen, dass die hsa-miR-26a-2 in humanen Gliomen
tiberexprimiert und dass diese Uberexpression den Prozess der malignen Transformation
von Gliomen in vivo vereinfacht [31].

Fir den Nachweis der hsa-miR-26a-2 in den Zellen des TX3868 wurde zunachst die isolierte
miRNA-Fraktion in einer Denaturierungsreaktion durch Zugabe des hsa-miR-26a-2-Primer
rt6-hsa-miR-26a-2, welcher 6 Basenpaare der hsa-miR-26a-2 bindet, auf eine Grdl3e von 36
Basenpaaren verlangert. In der sich anschlieBenden RT-PCR-Reaktion wurde die miRNA-
Probe in cDNA umgewandelt und mit Hilfe eines hsa-miR-26a-2-Primers (short-miR-26a
reverse) und den spezifischen Adaptorprimern (mp for, mp rev) auf eine GréRe von 83
Basenpaaren vervielfaltigt.

Das Produkt wurde auf ein 3 % NuSieve-Agarose-Gel aufgetragen und konnte, wie aus

Abbildung 4.5 ersichtlich, bei einer erwarteten Grol3e von 83 Basenpaaren detektiert werden.
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Diese DNA-Bande wurde oberhalb der 75 Basenpaare aus dem Gel mittels QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen®) nach Protokoll isoliert.

83bp

3 % NuSieve-Gel

Abbildung 4.5: PCR-Produkt fiir die hsa-miR-26a-2 in TX3868
M: GroRRenmarker, Low Molecular Weight DNA Ladder (New England Biolabs). 1: TX3868. N: Nullkontrolle.

Das durch die erste PCR-Amplifikation entstandene Produkt nimmt eine Gréf3e von 83 Basenpaaren ein.

Es folgte eine Fallung des Eluats, welches anschliel3end aufgereinigt in einer erneuten PCR-
Reaktion mit den hsa-miR-26a-2 spezifischen Forward- und Reverse-Primern (hsa-miR-26a-
2 forward und hsa-miR-26a-2 reverse) amplifiziert wurde.

Da sich das zu erwartende Produkt aus dem hsa-miR-16-1-Forward-Primer mit einer Lange
von 34 Basenpaaren und dem hsa-miR-16-1-Reverse-Primer mit einer Basenpaarlange von
32 zusammensetzt, resultiert eine Gesamtlange von 66 Basenpaaren.

In dem reisolierten Eluat, welches zuvor mit hsa-miR-26a-2 spezifischen Primern amplifiziert
wurde, konnte das erwartete Produkt in der Bande unterhalb der Markierung von 75
Basenpaaren nachgewiesen werden. Mit Abbildung 4.6 wird durch den Nachweis des PCR-
Produkts mit erwarteter Grof3e von 66 Basenpaaren das Vorhandensein der hsa-miR-26a-2

bestétigt.
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66b

3 % NuSieve-Gel

Abbildung 4.6: Bestatigung des Nachweises der hsa-miR-26a-2

M: GroRenmarker, Low Molecular Weight DNA Ladder (New England Biolabs). 1: TX3868. N: Nullkontrolle.
Das 3 % NuSieve-Agarose-Gel zeigt das isolierte Eluat der Zellen des TX3868, welches zuvor mittels hsa-miR-
26a-2 spezifischen Forward- und Reverse-Primern durch PCR amplifiziert wurde. Das PCR-Produkt befindet sich
auf Héhe von 66 Basenpaaren.

hsa-miR-16-1

Die hsa-miR-16-1 kommt ubiquitar in vielen Zelltypen vor. Damit eine Aussage Uber das
Vorhandensein der hsa-miR-16-1 getroffen werden konnte, wurden mit Hilfe des
flashPage™-Systems miRNAs aus Zellen des TX3868, aus dem Glioblastom H1300, aus
Leukozyten und aus HelLa-Zellen angereichert.

Nachfolgende Reaktionen verliefen analog des Nachweises der hsa-miR26a-2.
In der ersten Denaturierungsreaktion wurde den miRNA-Proben zunachst der hsa-miR-16-1-
Primer rt6-hsa-miR-16-1 hinzugegeben, der 6 Basenpaare der hsa-miR-16-1 bindet und sie
somit zum jetzigen Zeitpunkt eine GréRe von 36 Basenpaaren hat. Im weiteren Verlauf
wurde die miRNA durch eine RT-PCR-Reaktion in cDNA umgeschrieben, tber Nacht gefallt
und anschlieend in einer PCR-Reaktion mit Hilfe eines hsa-miR-16-1-Primers (short-miR-
16-1 reverse) und den spezifischen Adaptorprimern (mp for, mp rev) vervielfaltigt.

Der short-miR-16-1 reverse-Primer bindet an 16 Basenpaaren, sodass die miRNA eine
Grol3e von 47 Basenpaaren hat und mit Amplifikation durch die spezifischen Adaptorprimer
eine Lange von 83 Basenpaaren einnimmt.

In Abbildung 4.7 ist nur in den Zellen des TX3868 ein Produkt von der zu erwartenden Lange
von 83 Basenpaaren auf dem Gel zu sehen, welches zur Bestatigung mittels QIAquick PCR

Purification Kit (Qiagen®) nach Protokoll isoliert wurde.
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3 % NuSieve-Gel

Abbildung 4.7: PCR-Nachweis der hsa-miR-16-1

M: GroRenmarker, Low Molecular Weight DNA Ladder (New England Biolabs). 1: HelLa-Zellen. 2: Leukozyten.
3: TX3868. 4: H1300. N: Nullkontrolle. Nachweis der miRNA-spezifischen cDNA in HeLa-Zellen, in Leukozyten, in
den Zellen des TX3868 und in dem Glioblastom H1300, die zuvor durch einen hsa-miR-16-1-Primer und den
spezifischen Adaptorprimern vervielfaltigt wurden. Eine hsa-miR-16-1 spezifische cDNA konnte nur als Produkt
in den Zellen des TX3868 nachgewiesen werden.

Nach der Fallung und Aufreinigung des Eluats erfolgte eine erneute PCR-Reaktion. Diesmal
jedoch mit den hsa-miR-16-1 spezifischen Forward- und Reverse-Primern (hsa-miR-16-1
forward und hsa-miR-16-1 reverse). Auf das Gel wurde zusatzlich zu dem PCR-Produkt als
Kontrolle noch das aufgereinigte Eluat ohne Amplifikation aufgetragen, welches nach
Abbildung 4.8 eine GrolRe von 83 Basenpaaren einnimmt. Ferner ist dieser Abbildung zu
entnehmen, dass das zu erwartende Produkt der hsa-miR-16-1 spezifischen PCR-Reaktion
bei einer Lange von 66 Basenpaaren detektiert und somit der Beweis fir ihr Vorhandensein

gebracht werden konnte.
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3 % NuSieve-Gel

Abbildung 4.8: Bestatigung der hsa-miR-16-1 in TX3868

M: GréRenmarker, Low Molecular Weight DNA Ladder (New England Biolabs). 1: TX3868, Eluat 1. PCR-Produkt.
2: TX3868, 2. PCR-Produkt. N: Nullkontrolle. Nachweis des hsa-miR-16-1 PCR-Produktes der Lange von 66
Basenpaaren mit den spezifischen Forward- und Reverse-Primern (Bahn 2). Als Kontrolle dient das reisolierte 83
Basenpaare grof3e PCR-Produkt, das aus der ersten PCR-Umschreibung gewonnen wurde (Bahn 1).

In einem zweiten Versuchsansatz wurde die miRNA-Fraktion der HelLa-Zellen unter den
gleichen Bedingungen umgeschrieben und amplifiziert. Aus den Produkten dieser Reaktion,
welche in Abbildung 4.9 dargestellt sind, wurden die Banden auf H6he der 50, 50 bis 75 und
75 bis 100 Basenpaaren isoliert.

3 % NuSieve-Gel

Abbildung 4.9: PCR-Nachweis der hsa-miR-16-1 in HeLa- Zellen

M: GroRRenmarker, Low Molecular Weight DNA Ladder (New England Biolabs). 1: HeLa-Zellen. N: Nullkontrolle.
Nachweis der miRNA-spezifischen cDNA in HelLa-Zellen, die mittels PCR-Reaktion durch einen hsa-miR-16-1-
Primer und den spezifischen Adaptorprimern amplifiziert wurden. Die Banden auf Héhe der 50, 50 bis 75 und 75
bis 100 Basenpaaren wurden reisoliert.
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Auch diese Eluate wurden in der darauffolgenden PCR-Reaktion mit den hsa-miR-16-1
spezifischen Forward- und Reverse-Primern vervielfaltigt. Es wurde nur ein Produkt der
HelLa-Fraktion der 50 Basenpaare in Abbildung 4.10 sichtbar und somit konnte die
hsa-miR-16-1 in dieser Bande nachgewiesen werden.

66b

3 % NuSieve-Gel

Abbildung 4.10: Bestéatigung der hsa-miR-16-1 in HeLa-Zellen

M: GroRRenmarker, Low Molecular Weight DNA Ladder (New England Biolabs). 1: HelLa, Bande 50 bp.
N: Nullkontrolle. Das Eluat der HeLa-Zellen wurde mit den hsa-miR-16-1 spezifischen Forward- und Reverse-
Primern amplifiziert. Nur das Produkt der HelLa-Fraktion von 50 Basenpaaren ist hier auf HOohe der 66
Basenpaare sichtbar.

Das zu erwartende Produkt setzt sich zusammen aus dem hsa-miR-16-1 Forward-Primer
mit einer Lange von 34 und dem hsa-miR-16-1 Reverse-Primer mit einer Ladnge von 32
Basenpaaren. Daraus resultiert eine Gesamtléange von 66 Basenpaaren.

Da diese Bande sowohl in den Zellen des TX3868 als auch in den HelLa-Zellen
nachgewiesen wurden, spricht dies fir das das Vorhandensein der hsa-miR-16-1 in den
entsprechenden Zelllinien.

In einem letzten Versuchsansatz wurden die miRNA-Fraktionen des TX3868 und des
Glioblastoms H1300 durch das Global Amplification Kit® von System Biosciences in eine
miRNA-spezifische cDNA umgeschrieben und anschliel3end mit hsa-miR-16-1 spezifischen
Forward- und Reverse-Primern vervielfaltigt.

Das zu erwartende Produkt mit einer Gesamtlange von 66 Basenpaaren konnte sowohl in
den miRNA-Fraktionen des TX3868 als auch des Glioblastoms H1300 in Abbildung 4.11

gezeigt werden.
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3 % NuSieve-Gel

Abbildung 4.11: Nachweis der hsa-miR-16-1 in den Zellen des TX3868 und dem Glioblastom H1300

M: GroRRenmarker, Low Molecular Weight DNA Ladder (New England Biolabs). 1: TX3868. 2: H1300.
N: Nullkontrolle. Die miRNA-Fraktionen des TX3868 und des Glioblastoms H1300, welche per Global
Amplification Kit® in eine miRNA-spezifische cDNA umgeschrieben wurden, wurden mit hsa-miR-16-1
spezifischen Forward- und Reverse-Primern vermehrt. In beiden Zellen ist eine Bande auf HBhe von 66
Basenpaaren sichtbar.

hsa-miR-21

Die hsa-miR-21 konnte als eine der ersten hochregulierten miRNAs in Glioblastomen
identifiziert werden und man schreibt ihr eine Schlisselrolle in der Pathogenese der
Glioblastome und anderer Krebstypen zu [18]. Eine Uberexpression dieser miRNAs wurde
auch in anderen histologischen Krebsarten, wie zum Beispiel Brust-, Lunge-, Kolon-,
Prostata-, Pankreas- und Magenkrebs nachgewiesen [80].

Um zu Uberpriffen, ob die hsa-miR-21 unter den durch das flashPage™-System
angereichten miRNAs aus den TX3868 Zellen, dem Glioblastom 1300, HelLa-Zellen und
Leukozyten nachzuweisen war, wurden die Proben als Erstes denaturiert. Durch Zugabe des
hsa-miR-21-Primers rt6-hsa-miR-21 wurden die ersten 6 Basenpaare gebunden, womit die
mMiRNA eine Grof3e von 36 Basenpaaren besitzt. Als Zweites folgte eine RT-PCR-Reaktion,
in der die Proben in cDNA umgeschrieben, Gber Nacht gefallt und danach in einer PCR-
Reaktion mit Hilfe eines hsa-miR-21-Primers (short-miR-21 reverse) und den spezifischen
Adaptorprimern (mp for, mp rev) auf eine Grof3e von 83 Basenpaaren vervielfaltig wurden.
Der Abbildung 4.12 ist zu entnehmen, dass nur in den Zellen des TX3868 und dem
Glioblastom H1300 ein Produkt mit den hsa-miR-21-Primern nachgewiesen werden konnte,
da nur hier eine Bande auf Hohe von 83 Basenpaaren sichtbar war.

Eine weitere PCR mit den hsa-miR-21 spezifischen Primern wurde nicht mehr durchgefihrt.
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3 % NuSieve-Gel

Abbildung 4.12: Nachweise der hsa-miR-21 in TX3868

M: GroRenmarker, Low Molecular Weight DNA Ladder (New England Biolabs). 1: HelLa-Zellen. 2: Leukozyten.
3: TX3868. 4: frei. 5: H1300. N: Nullkontrolle. Anhand der Band, die ca. auf Hohe von 83 Basenpaaren liegt, also
oberhalb der Markierung von 75 Basenpaaren, konnte die hsa-miR-21 nur in den Zellen des TX3868 und
Glioblastom H1300 nachgewiesen werden.

Der Nachweis aller dieser bereits bekannten miRNAs in den entsprechenden miRNA
Populationen der Zellen des TX3868 mittels miRNA spezifischer PCR-Amplifikation
bestétigte die Qualitat des Ausgangsmaterials.

Somit konnte als Ergebnis dieser Kontrollexperimente eine durch PCR amplifizierbare
mMiRNA-cDNA Bank  aufgebaut  werden, welche  fur  die nachfolgenden

Hybridisierungsreaktionen essentiell war.

4.3 Hybridisierung der miRNAs gegen BAC-Array
12q13-21

Die Methode der Microarray-basierten komparativen genomischen Hybridisierung (Array-
CGH oder Matrix-CGH) wurde 1997 von Solinas-Toldo et al. am DKFZ in Heidelberg
entwickelt. Die Array-CGH ist eine Weiterentwicklung der vergleichenden
Genombhybridisierung (konventionelle CGH) und ermdglicht den Nachweis von Verlusten und
Gewinnen an der genomischen DNA. Da man bei der Array-CGH fir die Hybridisierung
keine Chromosomen sondern DNA-Microarrays verwendet, kann fir jede amplifizierte oder
deletierte Region sofort die DNA-Sequenz bestimmt werden und nicht nur der Bereich einer

chromosomalen Bande.
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In einer umfangreichen Analyse der Amplifikation der Chromosomenregion 12q13-21 in
menschlichen Gliomen konnten mit Hilfe von BAC-Array Untersuchungen verschiedene
Subregionen identifiziert werden, die haufig in Gliomen amplifiziert sind [25].

Ob miRNAs im genomisch amplifizierten Bereich der Chromosomenregion 12¢13-21
vorkommen, soll mit vorliegender Doktorarbeit anhand der Zellen des TX3868 mittels Array-
miRNA-Hybridisierung genauer untersucht werden.

Zunachst wurden die Zellen des TX3868 durch das Global Amplification Kit® (System
Biosciences) in eine durch PCR amplifizierbare cDNA Bank umgeschrieben, die in einer
zweiten PCR mit einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten Nukleotid (Cyanine-5-dCTP)
markiert wurde. Diese so markierte miIRNA-cDNA der Zellen des TX3868 wurde
anschlieRend gegen einen speziell konstruierten Glas-Microarray hybridisiert.
Einen Uberblick tiber das Ergebnis der Hybridisierung des 12q13-21 Arrays gegen markierte
mMiRNA-cDNA der Zellen des TX3868 zeigt Abbildung 4.13 A.

Auf diesem Array wurden zuvor maschinell 88 durch DOP-PCR amplifizierte kinstliche
Bakterienchromosomen (Bacterial Artificial Chromosomes, BACs) bzw. Cosmide in
dreifacher Ausflhrung (drei Subarrays) nach dem Schema in Tabelle A.1.1 (siehe Anhang
A.1l) aufgespottet. Diese BAC-Klone entsprechen menschlichen genomischen Sequenzen

vom Chromosom 12q13-21.
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A ;
LSubarray 1
~Subarray 2
~Subarray 3
B

BAC 571M6 BAC 362K2  BAC 158418 BAC 956e11

Abbildung 4.13: 12q13-21 Array-miRNA-Hybridisierung der Zellen des TX3868

I= ausgewdhlte BACs E = genomische Kontroll-DNA PB1-PB6
Abbildung 4.13 A: Ergebnis der Array-miRNA-Hybridisierung
Abbildung 4.13 B: AusschnittsvergroRerung einzelner Array-miRNA-Hybridisierungen gegen
1. BAC 571M6, 2. BAC 362K2, 3. BAC 159A18, 4. BAC 965e11

Nach der Hybridisierung wurden die Arrays mit Hilfe des Express Microarray Scanner
(PerkinElmer) eingescannt und durch die dazugehorige Bildanalysesoftware (ScanArray
Express Microarray, Acquisition and Analysis Software, Version 2.0, PerkinElmer) in
Rohdaten umgewandelt. Automatisch wurden daraufhin Intensitatswerte berechnet und

tabellarisch ausgegeben. Von den drei Subarrays wurde jeweils der Mittelwert der

Fluoreszenz-Intensitaten X und die Standardabweichung s berechnet (siehe Material und

Methodik 3.9.4). Dieser errechnete Mittelwerte X der Fluoreszenz-Intensitaten wurden dann
gegen Kontrollspots mit genomischer DNA normalisiert. Diese Kontrollspots PB1-PB6 sind
durch eine weile Umrandung in Abbildung 4.13 A hervorgehoben. Die normalisierten
Mittelwerte sowie die Standardabweichung fir jeden Array sind in Tabelle A.1.2 im Anhang

dargestellt.
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Die BAC-Proben, an die Cyanine-5 markierte miRNA entsprechende cDNA gebunden hat,
wurden anhand deren Mittelwert der Fluoreszenz-Intensitdten, der mindestens drei Mal
grolBer als die Standardabweichung war, identifiziert. Einige der nach diesen Kriterien
ausgewahlten in Frage kommenden BAC-Proben sind in Tabelle 4.1 zusammengefasst.
Eine BAC-Probe mit einem negativen Mittelwert diente im weiteren Verlauf als
Negativkontrolle. In Abbildung 4.13 B sind all diese BACs durch Vergrol3erung dargestellt.

Tabelle 4.1: Ergebnisse der quantifizierten Array-miRNA-Hybridisierung
1.TX3868 nach Standard-Hybridisierungsbedingungen. Dargestellt sind die gegen den genomischen Spot
normalisierten Mittelwerte der Fluoreszenz-Intensitaten ausgewahlter BACs und die Standardabweichung s

Spot | BAC-Probe/Name 1.TX3868
19 571M6 504
26 362K2 - 348
68 159A18 747
69 956e11 584
S 131

Durch Veranderung der Waschbedingungen, d.h. Erhéhen der Temperatur und Absinken der
Salzkonzentration, wurde ein zweiter Glas-Microarray mit einer hoheren Stringenz
angefertigt. Nach Hybridisierung unter veranderten Bedingungen wurde dieser Array
eingescannt und nach dem Schema des ersten Arrays ausgewertet. Diese normalisierten
Mittelwerte der Fluoreszenz-Intensitat sowie die Standardabweichung fir jeden Array sind im
Anhang in Tabelle A.1.2 dargestellt. Auch hier sind in Abbildung 4.14 B sowohl die
Kontrollspots PB1-PB6 als auch die ausgewahlten BAC-Proben hervorgehoben.
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- Subarray 1

- Subarray 2

LSubarray 3

BAC 1136G11 BAC 112810  BAC 756H6 CosmidGli  Cosmid Cyp  BAC 335112 BAC 473M14

Abbildung 4.14: 12q13-21 Array-miRNA-Hybridisierung der Zellen des TX3868 nach veranderten
Hybridisierungsbedingungen

D= ausgewahlite BACs = genomische Kontroll-DNA PB1-PB6

Abbildung 4.14 A: Ergebnis der Array-miRNA-Hybridisierung nach veranderten Waschbedingungen

Abbildung 4.14 B: AusschnittsvergréRerung einzelner Array-miRNA-Hybridisierungen nach verénderten
Waschbedingungen gegen 1. BAC 1136G11, 2. BAC 112B10, 3. BAC 756H6, 4. Cosmid Gili,
5. Cosmid Cyp, 6. BAC 335112, 7. BAC 473M14

In Tabelle 4.2 sind einige ausgewahlte BAC-Proben zusammengefasst, deren Mittelwert der
Fluoreszenz-Intensitaten nach der Hybridisierung mindestens drei Mal groRer als die
Standardabweichung war. Wie zu erkennen ist, sind die Mittelwerte der identifizierten
BAC-Proben, an die Cyanine-5 markierte miRNA entsprechende cDNA gebunden hat,
deutlich groRer nach den stringenteren Waschbedingungen. Auch hier diente eine
BAC-Probe mit einem negativen Mittelwert im weiteren Verlauf als Negativkontrolle.
In Abbildung 4.14 B sind all diese BACs durch VergroR3erung dargestellt.
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Tabelle 4.2: Ergebnisse der quantifizierten Array-miRNA-Hybridisierung
2.TX3868 nach veranderten Hybridisierungsbedingungen. Dargestellt sind die gegen den genomischen Spot

normalisierten Mittelwerte der Fluoreszenz-Intensitaten ausgewahlter BACs und die Standardabweichung s

Spot | BAC-Probe/Name 2.TX3868
6 1136G11 4492
14 112B10 5883
17 756H6 5162
18 Gli -1655
20 Cyp 1651
54 335112 7036
58 473M14 7490
S 1453

Der sehr stark abweichende Wert fir Gli muss aus der Auswertung ausgeschlossen werden,

da es sich hierbei um eine sehr schwache Bindung nach der Hybridisierung handelt.

4.4 Reisolierung der gebundenen miRNAs

Diese durch die Hybridisierungreaktion des 12q13-21 Arrays gegen markierte miRNA-cDNA
der Zellen des TX3868 identifizierten Spots mit starker Fluoreszenz-Intensitat sind ein Indiz
fur gebundene, vielleicht auch noch unbekannte miRNAs. Um flr weitere Experimente zur
Verfligung zu stehen, sollten diese reisoliert werden.

Da ein Abwaschen von dem Glas-Array jedoch nicht mdglich war, wurden die anhand
Tabelle 4.1 ausgewahlten BACs, die eine potentielle miRNA-Hybridisierung zeigten, auf eine
Nylonmembran transferiert und anschlieend anhand der gleichen Bedingungen wie fir den
Array in Abbildung 4.13 gegen Cyanine-5-dCTP gekoppelte miRNA-cDNA der Zellen des
TX3868 hybridisiert. Das Ergebnis dieser Hybridisierung ist in Abbildung 4.15 dargestellt.
Die Detektion der Fluoreszenz der gebundenen Sonde erfolgte mit dem Typhoon Scanner
(GE Healthcare). Die Signale wurden computergesteuert bei einer Auflésung von 50 ym und

einer PMT-Einstellung von 300 detektiert und aufgezeichnet.
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Abbildung 4.15: Membranhybridisierung der identifizierten BACs gegen Cy5-miRNA-cDNA des TX3868
Die ausgewéhlten BACs wurden jeweils vier Mal auf einer 4cm x 4cm langen Nylonmembran fixiert und
anschlieBend gegen miRNA-cDNA hybridisiert. Diese Anordnung diente zur Verifizierung, wo die Bindung am

starksten nachzuweisen ist, dh. ob Innen oder AuRRen.

Nachdem die entsprechenden BAC-Klone 159A18 und 956e1l1l identifiziert waren, wurden
sie ausgeschnitten und durch Denaturierung reisoliert, um fir Klonierungs- und nachfolgende
Sequenzierungsvorgange zur Verfliigung zu stehen.

Die reisolierten Dots wurden zunachst in einer PCR-Reaktion mit adapterspezifischen
Primern (miRNA forward, miRNA reverse) aus dem Global Amplification Kit® von System
Biosciences amplifiziert. Wie in Abbildung 4.16 zu sehen, konnten in dem BAC 159A18 und
956e11 zahlreiche PCR-Produkte in der erwartenden Grof3e von 100 bis 150 Basenpaaren
ausfindig gemacht werden.



56|Ergebnisse

150bp

3 % NuSieve-Gel

Abbildung 4.16: Reamplifikation der gebundenen miRNAs

M: GroRenmarker, Low Molecular Weight DNA Ladder (New England Biolabs). 1: frei. 2: 159A18. 3: 956e11.
N: Nullkontrolle. Die reisolierten Produkte der Membranhybridisierung wurden in einer PCR-Reaktion mit miRNA
adapterspezifischen Primern amplifiziert. In den BACs 159A18 und 956ell sind in der GréRe 100 bis 150
Basenpaaren zahlreiche PCR-Produkte zu erkennen.

Fir die Klonierung wurden der Vektor pGEM-T-Easy und E.coli-Bakterien als Wirt genutzt
(siehe Material und Methodik 3.11). Die ligierten Plasmide wurden in Bakterienkulturen
transformiert, amplifiziert und unter Verwendung des Qiagen® Plasmid Miniprep Kits
aufgereinigt. Bei der Sequenzierung konnten in vier der 15 Klone von 159A18 eine intakte
Sequenz identifiziert werden, welche Strukturen der hsa-miR-1826 und dessen Precusor
enthielten. In vier der 15 Klone des 956ell konnten Sequenzen der Homo sapiens 28S
ribosomalen RNA sequenziert werden (Sequenzen siehe Anhang A.3.1, A.3.2).

Da diese Ergebnisse unspezifisch waren, wurden in folgenden Versuchsansatzen die
stringenteren Hybridisierungsbedingungen des miRNA Hybridisierungs-Arrays in Abbildung

4.14 ibernommen.

Es wurden in dem darauffolgendem Versuchsansatz die BACs mit hybridisierter miRNA
ausgewahlt, die in der Tabelle 4.2 aufgefiihrt sind. Sie wurden auf einer Nylonmembran
fixiert und anschlie3end anhand der gleichen Bedingungen fiir den Array in Abbildung 4.14
gegen Cyanine-5-dCTP gekoppelte miRNA-cDNA der Zellen des TX3868 hybridisiert.
Das Ergebnis nach veranderten Hybridisierungbedingungen ist in Abbildung 4.17 dargestelit.
Die Detektion der Fluoreszenz der gebundenen Sonde und die Auswertung der Signale

erfolgten nach bekanntem Schema.
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112B10 1136G11

Cyp Gli 756H6

Abbildung 4.17: Membranhybridisierung der identifizierten BACs gegen Cy5-miRNA-cDNA des TX3868
nach veranderten Hybridisierungsbedingungen

Die ausgewdhlten BACs wurden jeweils ein Mal auf einer 2cm x 2cm langen Nylonmembran fixiert und

anschlieRend gegen miRNAs hybridisiert.

Durch denaturierende Reisolierung wurden die erkannten BACs diesmal ohne PCR-
Amplifikation fir den nachfolgenden Klonierungs- und Sequenzierungsvorgang eingesetzt.
Da nur von drei BACs (112B10, 1136G11 und 756H6) cDNA-Fragmente einligiert werden
konnten, wurde nur deren Plasmid-DNA unter Verwendung des Qiagen® Plasmid Miniprep
Kits isoliert und fiir eine Sequenzierung eingesetzt.

Bei der Sequenzierung konnte in keinen Klonen eine intakte Sequenz identifiziert werden,
sodass davon auszugehen war, dass die Inserts fehlerhaft und zu klein waren.

Durch eine Erhohung der Hybridisierungstemperatur wurde eine zweite, stringentere
Membran angefertigt, wie sie in Abbildung 4.18 zu sehen ist, auf der auch die Konzentration
der aufgetragenen identifizierten BACs mit hybridisierter miRNA verdoppelt wurde.

1136G11

Cyp 473M6 335112

Abbildung 4.18: Membranhybridisierung der identifizierten BACs gegen Cy5-miRNA-cDNA des TX3868
Die ausgewahlten BACs wurden jeweils ein Mal auf einer 2cm x 2cm langen Nylonmembran fixiert und

anschlielend gegen miRNAs hybridisiert.
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Die reisolierten Dots wurden diesmal anhand einer PCR-Reaktion mit adapterspezifischen
Primern (miRNA forward, miRNA reverse) aus dem Global Amplification Kit® von System
Biosciences nach Protokoll amplifiziert. Auf Grund der sehr kleinen Grof3e und Heterogenitat
der miRNAs (19-24 Nukleotide) kann die GroéRe der miRNA-amplifizierten Spezies
zusammen mit den 60 Nukleotid groRen Adaptoren eine Lange zwischen 79 und 84
Basenpaaren haben.

Auf HOhe der 75 Basenpaare sind in Abbildung 4.19 in dem amplifizierten BAC 756H6 PCR-
Produkte vorhanden, die fur das Vorhandensein von miRNA sprechen.

M 1 2 3 N

3 % NuSieve-Gel

Abbildung 4.19: Amplifikation der gebundenen miRNAs

M: GréRenmarker, Low Molecular Weight DNA Ladder (New England Biolabs). 1: 756H6. 2: 335I12. 3: 473M14.
N: Nullkontrolle. Die reisolierten Produkte der Membranhybridisierung wurden in einer PCR-Reaktion mit miRNA
adapterspezifischen Primern amplifiziert. In dem BAC 756H6 sind auf Hohe von 75 Basenpaaren PCR-Produkte

zu erkennen.

Ob es sich in dem amplifizierten BAC 756H6 tatsachlich um die Anwesenheit einer miRNA
handelt, muss in weiterfihrenden Klonierungs- und Sequenzierungsschritten geklart werden.
Somit konnte ein BAC mit potentiell hybridisierten miRNAs identifiziert werden, in dem Gene,

jedoch keine bekannten miRNAs, vorhanden sind.
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5. Diskussion

Bereits 1993 wurden die ersten miRNAS, lin-4 und let-7, in Caenorhabditis elegans entdeckt,
wo diese miRNAs entscheidende Entwicklungsprozesse beim Ubergang zwischen
Larvenstadien steuern [45, 74]. Jedoch konnten erst einige Jahre spater in mehreren
Veroffentlichungen die Anwesenheit von miRNAs in einer Reihe von eukaryotischen
Organismen offenbaren und ihnen eine Schlisselrolle im silencing von RNA-Transkripten
zuschreiben [10, 29, 53, 54]. Da miRNAs die Translation negativ regulieren, vermindert sich
das mRNA-Level bzw. die zugehorige Protein-Expression mit steigender miRNA-Expression.
Zuerst konzentrierte man sich darauf neue miRNAs nachzuweisen, inzwischen liegt der
Schwerpunkt der Forschung auf der Funktionalitat. Seither wurden stetig neue Belege fur die
essentielle Rolle einiger miRNAs in der Entwicklung von Organismen und Organen,
gefunden. Fir das Herz, die Haut, das Lungenepithel, die Extremitdten und sowie das
Gehirn bzw. die Neuronen konnte die vielfaltige Bedeutung der miRNAs durch ihre
Vernetzung und Mdglichkeit zur Feinregulation der Proteinexpression gezeigt werden [84].
Zielgene der miRNAs sind haufig Gene, die in Verbindung mit der Onkogenese beschrieben
werden [10].

Nach der miRBase Sequence Database, Release 14.0, einer Online-Datenbank fur alle
bereits publizierten MicroRNAs in Primaten, Nagetieren, Vdgeln, Fischen, Wirmern, Fliegen,
Pflanzen und Viren (http://microrna.sanger.ac.uk/) sind bis jetzt 488 Maus und 922
menschliche miRNAs beschrieben [2]. Etwa ein Drittel der menschlichen Gene soll in ihrer
Expression von miRNAs beeinflusst werden [1, 46].

Mit relativ geringfigigen Ausnahmen wissen wir wenig Uber die exakte Rolle der grof3en
Mehrheit der miRNAs in der Regulierung der Genexpression. Das umfassendste
Forschungsgebiet beziiglich der Rolle von miRNAs in menschlichen Krankheiten beschaftigt
sich mit der Entstehung von Tumoren, welche zum grof3ten Teil durch die unkontrollierte
Proliferation und das verlangerte Uberleben beschadigter Zellen verursacht werden [5].
Zum ersten Mal wurde der Zusammenhang zwischen miRNA und Tumorerkrankungen fur
Lungenkrebs beschrieben. Takamizawa et al. konnten zeigen, dass eine verringerte
let-7-Expression mit der schlechteren Uberlebensrate bei Lungenkrebs korreliert [79].
Im Einzelnen kdnnen miRNAs als Tumorsuppressoren agieren, in dem sie die Expression
der Tumorpromotor- oder die der Tumorsuppressorgene regulieren [9].

Die genomischen Abnormitdten, die miRNA-Funktionen in Tumoren beeinflussen, sind
denjenigen ahnlich, die auch von protein-kodierenden Genen bei der Krebsentstehung
bekannt sind. Hierbei handelt es sich beispielsweise um Genamplifikationen, Deletionen oder
Punktmutationen [12]. Trotzdem ist fur die wenigsten humanen miRNAs mehr als ihre

eigentliche Existenz veroffentlicht.
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Viele Arbeitsgruppen beschaftigen sich mit der Identifikation tumorspezifischer miRNAS;
ebenso sind die in der vorliegenden Arbeit differentiell exprimierten miRNAs meist in
Zusammenhang mit Tumoren beschrieben. Es ist auf3erdem bekannt, dass miRNAs als
Regulator in der Differenzierung der Zellen wirken kdénnen. In Séugetieren sind ca. 2 % alle
Gene miRNA-Gene. Sie zeigen in verschiedenen Geweben verschiedene Expressionslevel.
Ein weitreichendes Screening zahlreicher verschiedener humaner Zellen und Gewebe wurde
2007 von Landgraf et al. vertffentlicht. Im diesem Rahmen wurden mehrere der theoretisch
vorhergesagten miRNAs tatsachlich detektiert [38].

In den letzten Jahren werden zunehmend epigenetische Modifikationen und Einflisse der an
der Genregulation beteiligten miRNAs fur die Gliombiologie diskutiert [67]. In prim&ren
Gehirntumoren, im speziellen den Glioblastomen, konnten bereits mehrere miRNAs

identifiziert werden, die ein unterschiedliches Expressionsmuster aufweisen [16].

5.1 Einfluss nachgewiesener miRNAs auf die
Gliomgenese

Mit Hilfe des flashPage™-Systems wurden angereicherte miRNAs aus Zellen des TX3868
und dem Glioblastom H1300 mit Amplifikation der Chromosomenregion 12g13-21 isoliert.
In dieser Arbeit untersuchten wir miRNAs der Chromosomenregion 12q13-21 auf ihre
Expression in Glioblastomen mit bekannter Amplifikation der selbigen Region.
Dieses erfolgreiche Kontrollexperiment mittels miRNA spezifischen PCR-Amplifikationen
fuhrten wir durch, um zunéchst diejenigen miRNAs zu identifizieren, die laut Literatur eine
Rolle in der Tumorgenese des GBMs spielen. Auf der Suche nach neuen unbekannten

mMiRNA wurden nachfolgende Hybridisierungsexperimente durchgefihrt.

In der Literatur findet sich sehr wenig Uber die Rolle der hsa-miR-616 in Bezug auf das
Glioblastom, worin sich auch die Schwierigkeit der Aufklarung der genauen Funktion
bestimmter miRNAs wiederspiegelt. Es wird lediglich in einer Studie berichtet, dass diese
miRNA die 14-bp Fragment-Region des HLA-G-Lokus zum Ziel hat, was auf eine
bedeutende Rolle der miRNA bei HLA-G-Expressionsmuster schlieRen lasst [13].

Diese miRNA ist auf dem Chromosomenabschnitt 12q13.3 und somit in der Nahe des Genes
Gli lokalisiert. Mit spezifischen Primern konnten wir die hsa-miR-616 mittels PCR-
Amplifikation in den entsprechenden miRNA-Populationen in den Zellen des TX3868
nachweisen. Mit dem anschlieBenden Ergebnis des Hybridisierungsexperimentes konnten
wir nicht bestéatigen, dass die hsa-miR-616 auf einem Cosmid der Zellen des TX3869

lokalisiert ist, die das Gen Gli enthalt. Ein Grund dafir kdnnte sein, dass man die Grol3e des
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Cosmids Gli nicht abschatzen kann und somit der abgedeckte Bereich des Cosmids nicht mit
der genauen Lokalisation der hsa-miR-616 Ubereinstimmt.

Auf 12914.1 ist eine weitere bekannte miRNA lokalisiert, die hsa-miR-26a-2. Palmieri et al.
beschreiben die erhthte Expression der hsa-miR-26a im Zusammenhang mit der
osteogenen Differenzierung [63]. Des Weiteren wurde SMADL als Zielgen der hsa-miR-26a
identifiziert [50]. In der Verdffentlichung von Wong et al. wird die hsa-miR-26a als Regulator
der Myogenese in Mauszellen beschrieben [83]. Huse et al. beschéftigten sich mit der Rolle
der hsa-miR-26a in high-grade Gliomen und deren Einfluss auf die Gliomgenese [31].
Die Arbeitsgruppe ist zu dem Ergebnis gekommen, dass die hsa-miR-26a in high-grade
Gliomen Uberexprimiert ist und PTEN als direktes Target hat. Des Weiteren konnte
nachgewiesen werden, dass diese miRNA in high-grade Gliomen amplifiziert ist und ihre
Uberexpression mit dem monoallelischen Verlust des PTEN-Gens korreliert. Letzteres legt
eine Unterdriickung des PTEN-Transkriptes durch Amplifikation nahe. Die Amplifikation der
hsa-miR-26a auf dem Chromosom 12q ist der determinierende Faktor fur die hsa-miR-26a
Uberexpression in GBM [39]. Im Allgemeinen sind Amplifikationen der hsa-miR-26a-2
auffallend haufig in solchen Tumoren vorhanden, in denen auch die hsa-miR-26a hoch
reguliert war. Eine hsa-miR-26a Uberexpression kommt somit durch eine erhéhte Kopienzahl
auf dem genomischen Level zu Stande [31]. Die Analysen der hsa-miR-26a Amplifikationen
in GBM wurden auf die TCGA (The Cancer Genome Atlas)-Datenbank ausgeweitet [39].
Hier sind die Ergebnisse des CGH-Array fir die Genexpression und DNA-Methylierung von
ca. 200 GBM-Proben hinterlegt. Durch Vergleich der Daten konnten die Ergebnisse der
hsa-miR-26a-2 Amplifikation in 11 % der GBMs, die auch eine erhdhte hsa-miR-26a
Expression haben, bestatig werden. Zusatzlich fiel auf, dass die hsa-miR-26a-2 in allen
Fallen mit einem bestimmen Gensatz coamplifiziert ist, inklusive des Onkoproteins CDK4
[8, 39]. Entsprechend der Literatur konnten wir durch primerspezifische PCR-Amplifikation
den Nachweis der hsa-miR-26-a-2 in den Zellen des TX3868 erbringen und die Erkenntnisse
von Huse et. al bestatigen.

Die hsa-miR-21 konnte als eine der am haufigsten in Profiling-Experimenten hochregulierten
miRNAs identifiziert werden, welche fur die Detektion von deregulierten miRNAs in humanen
Krebsarten durchgefiihrt wurden [85]. Durch ihre stabile Rolle in der glialen kanzerbsen
Zelltransformation schreibt man ihr ebenfalls eine Schlusselrolle in der Pathogenese von
Glioblastomen zu [15]. Das potentielle Vorkommen der hsa-miR-21 bestatigt unser PCR-
Nachweis in den Zellen des TX3868 und in dem Glioblastom H1300, jedoch nicht in HelLa-
und Leukozytenzellen. Ein spezifischer Nachweis wurde nicht weiter durchgefiihrt.

Eine progressions-assoziierte Hochregulation der hsa-miR-21 und hsa-miR-16-1 konnten

Malzkorn et al. bei der Mehrzahl der an Hirntumoren erkrankten Patienten nachweisen [51].
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Der hsa-miR-15a/16-1-Cluster, auf dem Genlokus 13914 befindlich, ist in mehr als 65 % der
chronisch lymphatischen B-Zell-Leuk&mie (CLL) Félle, in 60 % der Prostata-Krebs-Falle, in
16-40 % der multiplen Myelome und in 50 % der Mantel-Zellen-Lymphome (eine seltene
Unterform des Non-Hodgkin Lymphoms) deletiert [10]. Vermutlich dereguliert dieser
mMiRNAs-Cluster ein anti-apoptotisches Gen, das BCL2, das hé&ufig in Leukamien und
Lymphomen Uberexprimiert ist [10]. Anhand dieser miRNAs wird deutlich, dass ihr Einfluss
durchaus von der Art des Krebs anhéangig ist [43]. Die Herunterregulation des
hsa-miR-15a/16-1-Clusters kann zu Krebs fihren, andererseits wurde eine Hochregulation
im pankreatischen Adenokarzinom beobachtet, was deutlich macht, dass man die miRNA-
Funktion immer im zellularen Kontext betrachten muss [77]. MiIRNAs, die wahrend der
Differenzierung vermindert exprimiert bzw. komplett abgeschaltet werden, kénnen eine Rolle
in der Selbsterneuerung von Stammzellen spielen. Dass diese mMIiRNA in den
unterschiedlichsten Zellen der Krebsarten vorkommt, konnten wir durch unsere Experimente
bestétigen. Wir konnten die hsa-miR-16-1 in den HelLa-Zellen, in den TX3868-Zellen und
dem Glioblastom H1300 durch eine miRNA spezifische PCR-Amplifikation mit hsa-miR-16-1

spezifischen Primern nachweisen.

Diese Untersuchungen legen somit nahe, dass wir mit der Methode der miRNA spezifischen
PCR-Amplifikation die Expression von drei der vier untersuchten miRNAs nachweisen
konnten. Drei dieser nachgewiesenen bekannten miRNAs zeigen ein charakteristisches
Expressionsmuster in der Tumorgenese des GBMs. Damit war das Kontrollexperiment
erfolgreich und die angereicherte miRNAs aus den Zellen des TX3868 konnten im zweiten
Versuchsansatz genutzt werden, um der Frage nachzugehen, ob weitere miRNAs im

genomisch amplifizierten Bereich der Chromosomenregion 12g13-21 vorkommen.

5.2 Bedeutung des Nachweises amplifizierter
MIRNAS

Eine essentielle Rolle am Entwicklungsprozess der Gliomgenese konnte fur angefihrten
mMiRNAs belegt werden. Dagegen war bisher vollig unbekannt, ob und welche miRNAs in den
genomisch amplifizierten Bereichen der Chromosomenregion 12g13-21 vorkommen, in
denen keine bekannten Gene lokalisiert sind. Analysen bereits identifizierter miRNAs
ergaben eine Korrelation der Lokalisation mit amplifizierten Chromosomenregionen [11].
Bisher ist nur wenig Uber die Bedeutung von miRNAs in amplifizierten

Chromosomenregionen bekannt.
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In unserer Arbeitsgruppe hat man sich schon intensiv mit der Funktion und Bedeutung
einzelner amplifizierter Gene aus der Chromosomenregion 12gq13-21 beschéftigt [25].

Der Amplifikationsstatus der BAC-Klone 58A17 (KUB3), 571M6 (CDK4), 61102 (MDM2) und
des Cosmid Klons CYP27B1 konnte bereits im Vorfeld durch Array-CGH Analysen der
Chromosomenregion 12g13-21 in Glioblastomen nachgewiesen werden. Zusétzlich konnte
ein  moglicher Einfluss dieser Genamplifikation auf die Uberlebensrate von
Glioblastompatienten gezeigt werden [22]. Tatsachlich namlich indizieren die
Untersuchungen, dass Patienten mit KUB3, CDK4 und/oder CYP27B1 Amplifikationen eine
kurzere Uberlebensdauer haben, als Patienten ohne diese Amplifikationen [22].
In der ENSEMBLE Human Genome Database sind in dieser Region allerdings wenige
bekannte miRNAs beschrieben. Die Region 12q13.13 enthalt die hsa-miR-196a-2, die
hsa-miR-615 und die hsa-miR-148b. Auf dem Abschnitt 12q13.3 befindet sich die
hsa-miR-1228 und die hsa-miR-616, 12ql4.1 beinhaltet die hsa-miR-26a-2 und die
hsa-miRlet-7i. Die Umgebung von 12gq14.2 weist die hsa-miR-548c und die von 12g21.2 die
hsa-miR-1252 auf. Der Bereich 12g21.3 schlief3t die hsa-miR-618 ein.

Die Identifizierung von Verlusten und Gewinnen auf genetischer Ebene ist in der Analyse von
Glioblastomen sehr wertvoll. BAC-Array-Untersuchungen erlauben die Summe an
genetischen Anderungen in nur einem einzelnen CGH-Experiment zu definieren.
Diese CGH-Experimente erwiesen sich als sehr genau und effizient, um genetische
Abweichungen in Glioblastomen zu identifizieren [20].

Ob neue miRNAs im genomisch amplifizierten Bereich der Chromosomenregion 12gq13-21
vorkommen, untersuchten wir anhand der Zellen des TX3868 mittels einer
Hybridisierungsreaktion gegen einen 12q13-21 Array. Der BAC-Array wurde so konstruiert,
dass er unter anderem speziell die in verschiedenen Glioblastomen amplifizierten Regionen
enthalt. Ein Teil dieser BACs enthélt keine bekannten Gensequenzen. Einige Bespiele flr
amplifizierte BACs ohne Gene, die in dem Abschnitt 12q14.1 liegen, sind BAC 777M,
BAC 335M9, BAC 318E11, BAC 424B7, BAC 571A2 und BAC 597C7. Die BACs wurden auf
einen Glasarray gespottet und gegen Cyanine 5-dCTP gekoppelte miRNA-cDNA der Zellen
des TX3868 hybridisiert, welche zuvor mittels PCR in eine miRNA-cDNA Bank

umgeschrieben wurde.

Unsere beiden ersten identifizierten BAC-Klone 159A18 und 956ell zeigten in einer
anschlielenden PCR-Reaktion mit adapterspezifischen Primern zahlreiche Produkte in der
erwarteten Grof3e von 100 bis 150 Basenpaaren.

In der nachfolgenden Sequenzierung konnten in den PCR-Produkten des BACs 159A18 die

Sequenzen der hsa-miR-1826 und dessen Precusor identifiziert  werden.
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Die Sequenzen der Homo sapiens 28S ribosomalen RNA wurden in den PCR-Produkten des
BACs 956e11 gefunden.

Die hsa-miR-1826 konnte auf Grund ihrer Uberexpression in Kolonkarzinomzellen als
Onkogen funktionieren [86]. Welche Rolle diese miRNA in Bezug auf das Glioblastom spielt,
ist bis heute nicht klar.

Da diese Ergebnisse relativ unspezifisch waren und nicht zum Nachweis einer unbekannten
mMiRNA dienten, fuhrten wir stringentere Hybridisierungsbedingungen ein.

Jene in diesem Versuch identifizierten gebundenen DNA-Stiicke der BAC-Klone 112B10,
1136G11 und 756H6 waren wegen deren fehlerhaften Inserts nicht sequenzierbar.
Durch Erhéhung der Hybridisierungstemperatur, Verdopplung der Konzentration der
aufgetragenen identifizierten BACs und einer anschlieRenden PCR-Reaktion der reisolierten
Dots mit adapterspezifischen Primern, analog der ersten identifizierten BAC-Klone, wurde
die Hybridisierungsreaktion erneut durchgeftihrt. In dem amplifizierten BAC 756H6 fielen auf
Hohe der Markierung von 75 Basenpaaren PCR-Produkte auf, die fir das Vorhandensein
von miRNA sprechen. Laut der ENSEMBLE Human Genome Database sind in dieser
Region, dem Abschnitt 12g13.3, protein-kodierende Gene und die Non-coding RNA (ncRNA)
U6 vorzufinden, miRNAs sind bis jetzt nicht bekannt.

Es stellte sich die Frage, ob neue miRNAs Uberhaupt aus amplifizierten Regionen von
TX3868 gefunden werden kénnen. Die BAC-Klone 159A18, 956ell und 756H6 waren im
Gegensatz zu den BAC-Klonen 112B10 und 1136G11 amplifiziert. Alle enthielten jedoch
bekannte  Gene. Unsere  ,Gen-leeren® BACs  zeigten keine  auffalligen
Hybridisierungsergebnisse. Die Ursache daflr ist wahrscheinlich, dass keine
Uberexprimierung von miRNAs in den Zellen des TX3868 vorhanden ist, da eine
Amplifikation der Chromosomenregion 12g14.1 von 60.3 bis 61.6 Mb fehlt.

Insgesamt lassen unsere Ergebnisse auf das Vorhandensein von miRNAs in dem
amplifizierten BAC 756H6 schlieBen und werfen ein neues Licht auf die Entstehung von

Glioblastomen, die zwar gut untersucht, aber bei weitem nicht ausreichend verstanden sind.
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5.3 Ausblicke

Unsere Entdeckungen liefern weitere Aspekte im Verstandnis der funktionellen Bedeutung
von miRNAs. Sie geben zudem bei Uberlegungen zur Entstehung von Glioblastomen zu
bedenken, da das Vorhandensein von miRNAs in amplifizierten ,Gen-leeren® Bereichen
erklaren kann, warum diese Regionen Uber lange Zeit in vivo in Glioblastomen amplifiziert
bleiben.

Die Expression bzw. Uberexpression der neu isolierten miRNAs aus dem amplifizierten
BAC 756H6 soll in weiterfihrenden Nothern-Blot Experimenten bestatigt werden und kénnte
dariiber Aufschluss geben, ob diese miRNAs, die in der amplifizierten Chromsomenregion
liegen, Uberexprimiert werden und somit potenziell regulierend auf die Zellen wirken [64].
Da sich die amplifizierten Regionen in verschiedenen Glioblastomzellen unterscheiden,
sollten zuséatzlich miRNAs aus verschiedenen Glioblastomenzellen, u.a. dem Glioblastom
H1300, isoliert und untersucht werden.

Neben dem prinzipiellen Array-Design gibt es viele Variablen, die zu unterschiedlichen
Resultaten fihren kénnten, angefangen von der Probenaufarbeitung und Qualitdt tber
Amplifizierungsmethoden, die Methode des Markierens, Hybridisierens, Waschens und
Scannens bis zur Bildverarbeitung, Datennormalisierung und -analyse und zuletzt der
Dateninterpretation.

Des Weiteren konnte unsere Arbeitsgruppe eine durch Hypoxie und Aphidicolin induzierbare
fragile site FRA12F identifizieren, die unmittelbar in der Ndhe des KUB3-Gens lokalisiert ist
[25]. Verschiedene Studien haben gezeigt, dass miRNAs haufig in der Nahe von fragile sites
lokalisiert sind [11]. Es besteht weiterhin Klarungsbedarf, ob unbekannte miRNAs in der
Néhe des KUB3-Gens und der neuen fragile site FRA12F lokalisiert sind.

Eine Analyse der gesamten miRNA-Expression im Genom des Glioblastomes mit dem
Biochip von der Firma febit holding GmbH (Heidelberg) mittels Geniom Realtime Analyzer
und dem Geniom® Biochip miRNA homo sapiens, welcher die komplementiren Sequenzen
zu allen 866 in der Sanger miRBase 12.0 niedergelegten miRNAs und mature star-
Sequenzen enthalt, wird gerade in unserer Arbeitsgruppe durchgeftihrt.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die mdglichen Angriffspunkte von miRNAs so
vielfaltig wie ihre Zielgene sind. Durch die Fahigkeiten dieser neuen Molekulklasse,
unterschiedlichste Gene vom Transkriptionsfaktor bis hin zum Transmembranrezeptor zu
regulieren und dies auch noch in unterschiedlicher Starke — je nach Bindungsstellen und
Komplementaritat — potenzieren sich die mdglichen Funktionen fir miRNAs wahrend der
Gliomgenese. Neuere Forschungen zeigen sogar, dass bestimmte miRNAs fir die

Aufrechterhaltung der Pluripotenz und der Selbsterneuerung von embryonalen Stammzellen
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wichtig sind. Die miRNAs konnten daher in Zukunft n(tzliche molekularbiologische
Werkzeuge fur die Manipulation von Stammzellen darstellen [35].

So fuhrt die Identifizierung und Untersuchung von miRNAs vielleicht dazu, dass neue,
bislang unbekannte Gene oder Genfunktionen identifiziert werden kdnnen.
MiRNAs als therapeutisches Mittel besitzen den Vorteil, dass wirklich initial, d.h. schon auf
MRNA-Ebene, in maligne wirkende Signalkaskaden eingegriffen werden kdnnte, anstatt wie
sonst ublich die Auswirkungen auf Proteinebene anzugehen. Zusatzlich besitzen miRNAs die
interessante Eigenschaft, parallel sehr groBe Gruppen von Genen zu regulieren.
Somit besitzt eine einzige miIRNA bzw. ein einziges miRNA-Cluster das Potential, die
funktionelle Ausrichtung einer Zelle ganzheitlich umzuprogrammieren. lhre Beeinflussung
kénnte in Zukunft somit einen neuartigen, attraktiven gentherapeutischen Ansatz darstellen.
Es ist also durchaus vorstellbar, dass Hirntumore, ob primar oder sekundar, unter einem
neuen ,miRNA-Aspekt“ betrachtet werden. Dies |asst hoffen — auf neue diagnostische oder

therapeutische Mdglichkeiten, die letztendlich den Patienten zu Gute kommen.
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8. Anhang

Al. Tabellen

Tabelle A.1.1: Reihenfolge der aufgetragenen Spots der Array-miRNA-Hybridisierung des

Chromosomenabschnitts 12q13-21

1 2 3 4 5 6 7 8 9 0 (11 (12 |13 |14 |16 |16 | 17 | 18 | 19 | 20 | 21 | 22 | 23 24
PE | PB | 1057 | 302 | 133 | 1136 | 8234 | 850 | 616 | 280 | 644 | 603 | 977 | 112 | 74 | 545 | 756 | Gli | 571 | Cyp | 620 | 58 [ 627 | 491

1 2 [ 120 [ B3 [ N21 [ GI1 JCI1 | F7 | L12 | 123 | F5 | J24 | G19 | B10 | M13 | N8 | HE ME J1I5 | A7 [ D10 | C17
25 | 26 | 27 | 28 | 29 | 30 31 32 | 33 [ 34 | 35 [ 36 | 37 | 38 | 39 | 40 | 41 | 42 | 43 | 44 | 45 | 48 | 47T 48
767 | 362 | 176 | 272 | 813 | 777 | 335 | 316 | 424 | 571 | 597 | 267 | PB | 105 | 410 | 542 | 863 | 704 | 848 | 102 | 742 | 415 | 102 | 338 e
20 | K2 | O5 | B17 | P10 | M1 MO |ell] BT | A2 | CT | Al 3 F7 | B16 | G14 | HI [P17 | D3 |2B3 | e7 | N2 |9FB | 21
49 | 50 | 51 | 52 | 53 | 54 1 66 | 657 [ 58 | 69 (60 | 61 | 62 | 63 | 64 | 65 | 66 | 67 | 68 | 69 | TO 71 72
629 | 766 | 305 | 221 | 366 | 3351 | 754 | 49 | 123 | 473 | 335 | 444 | PB | 71 | 81 | 450 | 611 | 249 | 324 | 159 | 956 | 568 | 1082 | 568
NG | N7 | O6 | N13 [ L20 ] 12 J4 | G17 [ O10 [ M14 | O4 | B24 | 4 J4 | Hi4 | G165 | 02 | J13 | P9 [A18 |ell | G21 | K22 | H23
73 | 74 (75 |76 | 77 | 78 | 79 | 80 | 81 |82 | 83 |84 | 85 | 86 | &7 88 89 90 | 91 | 92 | 93 | 94 | 95 | 96
654 | 934 | 578 | 186 | 578 | 674 | 274 | 404 | 81 | 36 | 530 | 268 | 573 | 380 | 791 | 1091 | 1057 | 462 | 235 | 384 PB | PB
D6 | P3 [B16 | F10 | A9 | N14 | M17 |O18 | P11 | P3 [ C5 [A19 | G6 | G5 |C19 | e12 | F13 |13 | 11 | N21 5 6
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Tabelle A.1.2: Ergebnisse der quantifizierten Array-miRNA-Hybridisierungen gegen markierte
miRN-cDNA der Zellen des TX3868

1.TX3868 nach Standard-Hybridisierungsbedingungen, 2.TX3868 nach veranderten Hybridisierungsbedingungen.

Dargestellt sind die gegen den genomischen Spot normalisierten Mittelwerte der Fluoreszenz-Intensitaten

ausgewahlter BACs und die Standardabweichung s

Spot | BAC-Probe/Name 1.TX3868 | 2.TX3868
1 PB1 -89 -395
2 PB2 -58 761
3 1057120 -124 -587
4 302B13 542 3820
5 133N21 612 4577
6 1136G11 749 4492
7 834C11 160 961
8 850F7 -34 1203
9 616L12 -28 77
10 280123 189 5
11 644F5 247 3549
12 603J24 114 765
13 977G19 284 5292
14 112B10 672 5883
15 74M13 384 2405
16 545N8 366 748
17 756H6 1310 5162
18 Gli 812 -1655
19 571M6 504 -285
20 Cyp 961 1651
21 620J15 282 -309
22 58A17 -74 -2010
23 627D10 -11 -2464
24 491C17 -185 -2370
25 767120 -244 -1397
26 362K2 -348 -1617
27 17605 -196 -743
28 272B17 -85 -468
29 813P10 152 1828
30 777M1 2 1629
31 335M9 37 285
32 318e 11 104 254
33 424B7 -235 -2132
34 571A2 96 1333
35 597C7 -178 -571
36 267A1 -157 -1238
37 PB3 208 2018
38 105F7 46 2369
39 410B16 -7 642
40 542G14 57 -159
41 863H1 -18 -1476
42 704P17 624 1292
43 848D3 -123 -1788
44 1022B3 66 -1445
45 742e7 -61 -2490
46 415112 518 -442
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Spot | BAC-Probe/Name 1.TX3868 | 2.TX3868
47 1029F8 86 -2077
48 338e21 503 941
49 629N8 67 -466
50 766N7 -75 3753
51 30506 -112 -939
52 221N13 15 1290
53 366L20 46 1485
54 335112 531 7036
55 75434 290 1850
56 49G17 -195 -974
57 123010 -168 -49
58 473M14 488 7490
59 33504 76 2032
60 444B24 283 1389
61 PB4 152 1546
62 71J4 31 1595
63 81H14 664 6178
64 450G15 505 1227
65 61102 708 3300
66 249313 655 3150
67 324P9 31 -340
68 159A18 747 4381
69 956 e 11 584 358
70 588G21 254 -841
71 1082K22 77 -1736
72 588H23 -193 -1745
73 654D6 -237 -645
74 934P3 -129 40
75 578B16 -51 -206
76 186F10 -201 4199
77 578A9 -206 -400
78 674N14 162 -594
79 274M17 -159 -1041
80 404018 -240 -1605
81 81P11 -48 -805
82 36P3 77 -521
83 530C5 658 4502
84 268A19 -197 -830
85 573G6 606 1709
86 380G5 305 328
87 791C19 434 -12
88 1091 e 12 105 -1265
89 1057F13 229 -2171
90 462L13 111 -2132
91 23511 56 -1686
92 384N21 -112 -1666
93 -613 -3228
94 -548 -3262
95 PB5 -67 -1734
96 PB6 -147 -2195
S 131 1453
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A.2 Material- und Herstellernachweis

A.2.1 Chemikalien, Enzyme, Kits, Verbrauchsmaterialien

Alle verwendeten Pipettenspitzen, Reaktionsgefal3e und -platten sind pyrogen- und

nukleasefrei.

Agarose

Chloroform

Cy3-dCTP

Cy5-dCTP

DEPC

EDTA

Essigsaure

Ethanol

Fixogum

flashPAGE buffer Kit

flashPAGE precast Gels
Formaldehyd

Gelstar®

Global Micro RNA Amplification Kit
Low Molecular Weight DNA Ladder
Isopropanol

MOPS

Natriumacetat

Omniscript® Reverse Transcriptase Kit
Plasmid Mini Kit

RNaseA

RNA Ladder

SDS

Tris

Trizol

Alle weiteren, hier nicht genannten Puffersalze und Chemikalien wurden von den Firmen

Biozym, Hessisch Oldendorf
MERCK

Perkin EImer/NEN
Perkin EImer/NEN
SIGMA

SIGMA

MERCK

MERCK

Marabu, Tamm
Ambion

Ambion

MERCK

Lonzo, Rockland
System Biosciences
New England Biolabs
MERCK

SIGMA

MERCK

Qiagen, Hilden
Qiagen; Hilden
SIGMA

New England Biolabs
MERCK

MERCK

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Merck (Darmstadt), Sigma (Taufkirchen) oder Serva (Heidelberg) bezogen.



78| Anhang

A.2.2 Losungen

Alle Loésungen wurden mit Aqua dest. unter maoglichst reinen Bedingungen angesetzt.

Im Folgenden sind die haufig benutzten Losungen angegeben, die speziellen finden sich bei

der jeweiligen Technik im Methodenteil.

DEPC-H,0

3 M Natriumacetat

10 x MOPS Puffer

10 % SDS

50 x TAE-Puffer

TE-Puffer

A.2.3 Gerate

Gerat

Brutschrank
Elektrophorese
Elektrophoresekammer
Heizblock
Kihlschrank
Photometer
Power Supply
Rotamix
Thermocycler
Tiefkihlschrank
Vortex-Geréat
Waage
Wasserbad
UV-Bestrahler
Zentrifuge

100 ml H,O

100 ul DEPC
2 h bei 37°C inkubieren, anschlieRend Autoklavieren

1 M Natriumacetat

Mit Essigsaure auf pH 7,0 einstellen

+ 100 ul DEPC

U.N. bei 37°C, anschlieRend Autoklavieren

0,2 M Mops

0,05 M Natriumacetat

0,01 M EDTA

mit NaOH auf pH 5.5-7 einstellen

+ 100 yl DEPC

U.N. bei 37°C, nach Autoklavieren dunkel lagern

20 g SDS
200 ml H,0

2 M Tris

1 M Essigsaure

50 mM EDTA

mit HCI auf pH 8 einstellen, Ansatz 1l

10 mM Tris-HCI (pH 7,6)
1 mM Na,EDTA

Name Hersteller
begast Memmert
flashPage Fractionator Ambion

Easy Cast Elektrophoresis System Owl Scientific
TCR 100 Roth
Superoko Privileg
Biophotometer Eppendorf, Hamburg
E 863 Consort
Unimax 1010 Heidolph
PTC 200 MJ Research
Ultra Low Sango

VF2 IKA

1574 Sartorius
Thermomix Braun

UV Transilluminator Wealtec
5417 R Eppendorf
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Die folgenden Sequenzen wurden bei der Ansequenzierung der BAC-Klone 159A18 und

956e11 erstellt:

A.3.1 hsa-miR-1826

BAC Klon Abschnitt

Sequenz

159A18 8 | 49-73bp

159A18 11 |50-73bp

159A18_12 | 55-79 bp

159A18 15 | 49-73 bp

5" AGCGACGCTCAGACAGGCGTAGCCCCGGGAGGAACCCGGGGCCGCAAGT
GCGTTCGAAGTGTCGATGATCAATGTGTCCTGCAATTCACATTAATTCTCG
CAGCTAGCTGCGTTCTTCATCGACGCACGAGCCGAGTGATCCACCGCTAAG
AGTCGTACCCC-3’

5" AGCGACGCTCGGACAGGCGTAGCCCCGGGAGGAACCCGGGGCCGCAAGC
GCGTTCGAAGTGTCGATGATCAATGTGTCCTGCAATTCACATGAATTCTCG
CAGCTAGCTGCGTTCTTCATCGACGCATGAGCCGAGTGATCCACCGCTAAG
AGTCGTACCCC-3’

5’ TCGGCAAGCGGCGCTCAGACAGGCGTAGCCCCGGGAGGAACCCGGGGLL
GCAAGTGCGTTCGAAGTGTCGATGATCAATGTGTCCTGCAATTCACATTAA
TTCTCGCAGCTAGCTGCGTTCTTCATCGACGCACGAGCCGAGTGATCCACC
GCTAAGAGTCCCC-3'

5" AGCGACGCTCAGACAGGCGTAGCCCCGGGAGGAACCCGGGGCCGCAAGT
GCGTTCGAAGTGTCGATGATCAATGTGTCCTGCAATTCACATTAATTCTCG
CAGCTAGCTGCGTTCTTCATCGACGCACGAGCCGAGTGATCCACCGCTAAG
AGTCGTACCCC-3’

A.3.2 Homo sapiens 28S ribosomal RNA

BAC Klon Sequenz

956E11 6 5’ CTTAAAACCCAAAAGGTCAGAAGGATCGTGAGGCCCCGCTTTCACGGTCTGTATTCG

TACTGAAAATCAAGATCAAGCGAGCTTTTGCCCTTCTGCTCCCCC-3”

O56E11 7 5’ ACAAACCCTTGTGTCGAGGGCTGACTTTCAATAGATCGCAGCGAGGGAGCTGCTCTG

CTACGTACGAAACCCCGACCCAGAAGCAGGTCGTCTCCC-3”

956E11_13 5’ ACAAACCCTTGTGTCGAGGGCTGACTTTCAATAGATCGCAGCGAGGGAGCTGCTCTG

CTACGTACGAAACCCCGACCCAGAAGCAGGTCGTCTACGAATGGTTTAGCGCCAGGTTC
CCCACGAACGTGCTGTGCGTGCCC-3”

956E11_15 5/ CCCTGTGGTAACTTTTCTGACACCTCCTGCTTAAAACCCAAAAGGTCAGAAGGATCG

TGAGGCCCCGCTTTCACGGTCTGTATTCGTACTGAAAATCAAGATCAAGCGAGCTTTTG
CCCTTCTGCTCCCCC-3’
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A.3.3 miIRNA-Sequenzen

mMiRNA Sequenz

hsa-miR-16-1 5’-UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG-3
hsa-miR-21 5’-UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA-3’
hsa-miR-26a-2 5’-UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU-3'
hsa-miR-616 5’-AGUCAUUGGAGGGUUUGAGCAG-3’

A.4 Primersequenzen

A.4.1 RT-Primer

Primer

Sequenz

rt6-hsa-miR16-1

5'-tgt cag gca acc gta ttc acc gtg agt ggt cgc caa-3’

r6-hsa-miR-21

5’-tgt cag gca acc gta ttc acc gtg agt ggt tca aca-3’

rt6-hsa-miR-26a-2

5’-tgt cag gca acc gta ttc acc gtg agt ggt agc cta-3’

rt6-hsa-miR-616

5'-tgt cag gca acc gta ttc acc gtg agt ggt ctg ctc-3’

A.4.2 miRNA spezifische Umschreibe-Primer

Primer

Sequenz

mp forward

5’-tgt cag gca acc gta ttc acc-3’

mp reverese

5’-cgt cag agt tcc gag tag agg-3’

mp forward (neu)

5’-gtc agg caa ccqg tat tca ccg-3’

mp reverse (neu)

5'-gcg tca gat gtc cga gta gag-3’

short-miR-16-reverse

5'-cgt cag atg tcc gag tag agg ggg aac ggc gta gca gea cgt aaa ta-3°

short-miR-21-reverse

5'-cgt cag atg tcc gag tag agg ggg aac ggc gta gct tat cag act ga-3*

short-miR-26a-reverse

5'-cgt cag atg tcc gag tag agg ggg aac ggc gtt caa gta atc cag gt-3*

short-miR-616-reverse

5’-cgt cag atg tcc gag tag agg ggg aac ggc gag tca ttg gag ggt tt-3°

A.4.3 miRNA spezifische Forward- /Reverse-Primer

Primer

Sequenz

hsa-miR-16-1 forward

5'-cag gaa aca gct atg acc atg cat agc agc acg -3’

hsa-miR-16-1 reverse

5’-gga aca ggc tat gac cat gca cgc caa tat tta c-3’

hsa-miR-26a-2 forward

5’-cag gaa aca gct atg acc atg cat tca agt aat c-3’

hsa-miR-26a-2 reverse

5'-gga aca ggc tat gac cat gca agc cta tcc tg-3’

hsa-miR-616 forward

5'-cag gaa aca gct atg acc atg caa gtc att gga g-3’

hsa-miR-616 reverse

5'-gga aca ggc tat gac cat gca ctg ctc aaa gg-3’
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A. 4.4 miRNA-Adaptorprimer

Primer Sequenz
miRNA forward 5’-cta ata cga ctc act ata ggg a-3’
MiRNA reverse 5’-taa tac gac tca cta tag gcc a-3’

A. 5 Langenstandards

A. 5.1 RNA Ladder (New England Biolabs)

Das Gemisch enthalt Fragment folgender Lange (in bp):
200 — 300 — 400 — 600 — 800 — 1000

A. 5.2 Low Molecular Weight DNA Ladder (New England Biolabs)

Das Gemisch enthalt Fragment folgender Lange (in bp):
25 -50—75-100 — 150 — 200 — 250 — 300 — 350 — 500 — 766
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