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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit sollte ein mittels Microarrays erstelltes
microRNA(miRNA)-Expressionsprofil von Meningeomen verschiedener WHO Grade und

histologischer Subtypen durch RT-qPCR validiert werden.

* Fir die Validierung der Microarray-Ergebnisse wurden zwdlf miRNAs ausgewahlt,
deren Deregulation im gleichen Patientenkollektiv mittels RT-qPCR bestatigt werden
sollte. Hierbei konnte eine signifikante differentielle Expression von miRNAs zwischen
den verschiedenen histologischen Subtypen der WHO Grad | Meningeome, u.a. fur
miR-222, -195 und -497, bestatigt werden. Eine signifikante differentielle Expression
zwischen Meningeomen verschiedener WHO Grade bestatigte sich u.a. fur
miR-34-3p, -136, -376¢, -195 und -497.

* Fdir die Validierung in einem unabhangigen Patientenkollektiv wurden sechs miRNAs
fur die RT-gPCR ausgewahlt. Fir finf der sechs ausgewahlten miRNAs
(miR-34a-3p, -136, -376¢, -195 und -497) konnte eine signifikante differentielle
Expression zwischen Meningeomen verschiedener WHO Grade bestatigt werden.
Eine signifikante differentielle Expression konnte fir miR-497 zwischen
meningothelialen und fibroblastischen Meningeomen und fir miR-376¢c zwischen

meningothelialen und transitionalen Meningeomen bestatigt werden.

Im zweiten Teil der vorliegenden Arbeit sollten vorhergesagte Zielgene fir miR-34a-3p
experimentell mittels Luciferase-Reporterassay und Western-Blot bestatigt werden.
Weiterhin sollten die Auswirkungen einer Deregulation der miR-34a-3p auf Meningeomzellen

in vitro untersucht werden.

e SMAD4, FRAT1 und BCL2 konnten als Zielgene der miR-34a-3p auf Ebene der
mMRNA und des Proteins bestatigt werden. Fur FGF9 konnte eine posttranskriptionelle
Regulation auf Ebene der mRNA gezeigt werden, FOS und SRC konnten nicht als
mogliche Zielgene der miR-34a-3p bestatigt werden.

+ Die Uberexpression der miR-34a-3p in der Meningeom-Zelllinie Ben-Men-1 fiihrte zu
einem signifikanten Rickgang der Zellproliferation und einer tendenziell erhéhten
Apoptose.

* Die Inhibition der miR-34a-3p flihrte zu einem signifikanten Riickgang der Apoptose

in Ben-Men-1 Zellen.



Summary

Summary

Validation of differentially expressed microRNAs in meningioma

subtypes and identification of target genes for microRNA-34a-3p

The first aim of the study was the validation of a microarray based miRNA expression profile

of meningiomas of different WHO grades and histological subtypes using RT-qPCR.

Twelve miRNAs were selected for validation in the same sample set used for
microarray expression profiling. RT-gPCR confirmed a significant differential
expression for miRNAs between histological subtypes of WHO grade | meningiomas
amongst others for miR-222, -195 and -497. MiR-34a-3p, -136, -376¢, -195 and -497
were significantly differential expressed in meningiomas of different WHO grades.

Six miRNAs were selected for further validation of differential expression in an
independent sample set. Five out of these Six miRNAs
(miR-34a-3p, -136, -376¢c, -195 and -497) showed significant differential expression
between meningiomas of different WHO grades. A significant differential expression
was confirmed for miR-497 in meningothelial compared to fibroblastic meningioma

and for miR-376c¢ in meningothelial compared to transitional meningioma.

The second aim of the study was the validation of potential target genes for miR-34a-3p

using luciferase reporter assays and Western-blotting. Consequences of deregulation of

miR-34a-3p were investigated in a meningioma cell line in vitro.

SMAD4, FRAT1 and BCL2 have been validated as targets for miR-34a-3p on mRNA
and protein level. A posttranscriptional regulation of FGF9 by miR-34a-3p has been
confirmed on mRNA level, only. FOS and SRC could not be validated as potential
targets of miR-34a-3p.

Overexpression of miR-34a-3p in the meningioma cell line Ben-Men-1 reduced
proliferation significant and increased apoptosis moderate.

Inhibition of miR-34a-3p significantly reduced apoptosis in Ben-Men-1 cells.
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2. Einleitung

2.1 Meningeome

2.1.1 Epidemiologie, Klassifikation und Histopathologie von Meningeomen

Meningeome gehdren mit einem Anteil von etwa 35 % zu den haufigsten Primartumoren des
zentralen Nervensystems [1, 2]. Die jahrliche Inzidenz der Neuerkrankungen liegt bei etwa 7
von 100.000 Personen und das Erkrankungsalter am haufigsten im 5. Lebensjahrzehnt,
wobei Frauen etwa doppelt so haufig betroffen sind wie Manner. Es handelt sich um zumeist
langsam wachsende, gutartige Tumoren die aus den arachnothelialen Deckzellen der
Spinngewebshaut (Arachnoidea mater) entstehen. Die Spinngewebshaut bildet die mittlere
Schicht der drei Hirnhaute, zu denen noch die aufere Hirnhaut (Dura mater) sowie die
innere Hirnhaut (Pia mater) gehdéren. Da die Hirnhdute auch den Spinalkanal umgeben
kénnen Meningeome nicht nur intrakraniell, sondern auch intraspinal lokalisiert sein [1, 2].

Die Meningeome werden von der Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization,
WHO) in drei Grade klassifiziert, die in insgesamt 15 histologische Subtypen unterteilt

werden [3, 4]. In Tabelle 1 ist eine Ubersicht der aktuellen Klassifikation zusammengefasst.

Tabelle 1: Einteilung der Meningeome nach WHO Grad und histologischen Subtypen. Die
Tumoren werden in drei WHO Grade mit 15 histologischen Subtypen klassifiziert.

WHO Grad Histologischer Subtyp
Meningothelial

Fibrds (Fibroblastisch)
Transitional (gemischt)

Psammomatos

| Angiomatos

Mikrozystisch

Sekretorisch

Lymphoplasmazellreich

Metaplastisch

Atypisch
] Chordoid
Klarzellig (intrakraniell)

Anaplastisch

] Papillar
Rhabdoid

Etwa 80 % aller Meningeome sind benigne, langsam wachsende Tumoren mit WHO Grad |,

welche Uberwiegend einen meningothelialen, fibroblastischen und transitionalen

3



Einleitung

histologischen Subtyp aufweisen. Da WHO Grad | Meningeome klar begrenzt und nicht
infiltrierend in das umliegende Hirngewebe wachsen, sind sie zumeist sehr gut operabel, und
die 5-Jahres-Rezidivrate nach makroskopischer Totalresektion liegt bei 7 - 20 % [5, 6].

WHO Grad Il Meningeome haben unter allen Meningeom-Tumoren einen Anteil von
15-20 % und sind histologisch meist dem atypischen Subtyp zuzuordnen [5, 6]. Die
5-Jahres-Rezidivrate ist bei diesen Tumoren mit 29 -40 % deutlich erhdéht [7]. Die
Klassifizierung eines atypischen Meningeoms basiert  auf  verschiedenen
histomorphologischen Kriterien, hierzu gehéren u.a. eine erhdhte Zelldichte, das Vorliegen
von Zellen mit veranderter GroRenrelation des Kerns zum Zytoplasma, prominente Nukleoli
und spontane Nekrosen. Wenn mindestens drei dieser Merkmale vorhanden sind oder die
Tumoren zwischen 4 und 19 Mitosen in zehn zusammenhangenden sogenannten
»High-power-Fields“ (HPF) aufweisen, so werden sie als atypische Meningeome eingestuft
[5, 6].

Meningeome mit WHO Grad Il sind maligne Tumoren mit einem Anteil von nur 1 - 3 % aller
Meningeome, welche Uberwiegend dem anaplastischen Subtyp zugeordnet werden kénnen
[5, 6]. Klinisch kennzeichnet diese Tumoren ein aggressives Wachstum mit Infiltration
umliegender Gewebe. Eine operative Totalresektion ist aus diesem Grund oft nicht mdglich
und die Rezidivrate ist mit 50 - 80 % sehr hoch. Die mittlere Uberlebensrate nach Diagnose
betragt lediglich zwei Jahre [7]. Histologisch zeigen diese Tumoren eine hohe mitotische
Aktivitat mit mehr als 20 Mitosen pro 10 HPF sowie Bereiche mit ausgepragten Nekrosen [5,
6].

Die Prognose fur die Patienten ist in der Klinik von verschiedenen Faktoren abhangig [8-11].
Sofern mdéglich werden Meningeome operativ entfernt, der wichtigste Parameter fur die
Prognose ist die Vollstandigkeit der Tumorresektion. Nach unvollstandiger Resektion erleidet
fast die Halfte aller Patienten innerhalb der ersten finf Jahre ein Tumorrezidiv, wahrend
dieser Anteil bei Patienten mit makroskopischer Totalresektion unabhangig vom WHO Grad
bei 12 % liegt [10, 11]. Patienten Uber 65 Jahre haben eine schlechtere
5-Jahres-Uberlebensrate und zudem ein héheres Risiko an den Folgen des Tumors zu
versterben [9]. Die intrakranielle Lokalisation des Tumors beeinflusst ebenfalls die Prognose.
Meningeome der Konvexitat weisen haufiger den atypischen oder anaplastischen Subtyp auf

oder zytogenetische Veranderungen, die mit der Progression assoziiert sind [8].



Einleitung

2.1.2 Entstehung und Progression von Meningeomen

Zahlreiche Aberrationen auf zytogenetischer Ebene, aber auch veranderte Expression von
Proteinen, konnten als Faktoren, die zur Entstehung und Progression von Meningeomen
beitragen, identifiziert werden. Mit steigendem Tumorgrad ist vor allem eine Anhdufung
verschiedener zytogenetischer Veranderungen von Bedeutung [12]. Abbildung 1 gibt eine

Ubersicht zu Faktoren, die mit der Entstehung und Progression von Meningeomen assoziiert

sind.
r N
/ WHO Grad Ill \
WHO Grad Il
/ ra \ . Zytogenetische Veranderungen auf
5 . Zytogenetische Veranderungen auf Chromosom 22
g Chromosom 22 . Deletionen von 1p, 9p, 18q
= . Deletionen von 1p, 6q, 14q sowie . Haufiger Verlust des Chromosoms
o 18q und des gesamten 10 sowie Deletionen von 6q und
S
@ WHO Grad | \ Chromosoms 10 14q
g Zytogenetische Veranderungen auf . Amplifikationen von 1q, 9q, 12q, . Amplifikationen von 1q, 9q, 12q,
- Chromosom 22 15q, 17q und 20q 15q, 17q und 20q
% Mutationen im NF2-Gen . Mutationen im NF2-Gen . Mutationen im NF2-Gen
= Niedrigere Expression von 4.1B/ . Deletion des MEG3-Gens und/oder | * Deletion des MEG3-Gens und/oder
S DAL-1 Hypermethylierung des Promotors Hypermethylierung des Promotors
c Expression von . Niedrigere Expression von 4.1B/ . Niedrigere Expression von 4.1B/
< Progesteronrezeptoren /k DAL-1 /KDAL-1 j
Tumorgrad

Abbildung 1: Ubersicht iiber Veridnderungen auf Proteinebene sowie zytogenetischer
Aberrationen in Meningeomen. p: kurzer Arm des Chromosoms; q: langer Arm des Chromosoms;
NF2: neurofiboromin 2; MEG3: maternally expressed 3 (non-protein coding); DAL-1: erythrocyte
membrane protein band 4.1 like 3

Meningeome waren die ersten soliden Neoplasien, bei denen eine charakteristische
zytogenetische Veranderung, die malgeblich an der Tumorentstehung beteiligt ist,
identifiziert werden konnte [5, 13]. Die Monosomie des Chromosoms 22 ist die haufigste
molekulargenetische Veranderung in Meningeomen [13]. Erstmals beobachtet wurde dieser
Zusammenhang bei Patienten, die von der Erbkrankheit Neurofibromatose Typ 2 betroffen
sind. Diese Erbkrankheit wird autosomal dominant vererbt und betroffene Patienten leiden an
verschiedenen Tumoren des Nervensystems wie bilateralen Akustikusneurinomen und
multiplen Meningeomen [14]. Auf dem langen Arm des Chromosoms 22 (22g12.2) befindet
sich das Tumorsuppressor-Gen neurofibromin 2 (NF2), welches fir das Protein Merlin
kodiert. Ein Verlust der Heterozygotie in diesem Bereich liegt bei nahezu allen
Meningeomen, die mit Neurofibromatose Typ 2 assoziiert sind, sowie bei 54 - 78 % aller
sporadisch auftretenden Meningeome vor [15]. Etwa 60 % dieser Tumoren zeigen zusatzlich
Mutationen im verbleibenden NF2 Allel [16, 17]. Die haufigsten Mutationen im kodierenden
Bereich fur das NF2-Gen sind kleine Insertionen, Deletionen oder nonsense Mutationen an

Splice-Stellen, die die Prozessierung der kodierten mRNA beeinflussen. Die meisten mit



Einleitung

Meningeomen assoziierten NF2-Mutationen resultieren in einem verklrzten, nicht
funktionsfahigen Merlin Protein [18].

Bei Meningeomen treten Mutationen im NF2-Gen mit ~ 70 % in Tumoren aller WHO Grade
insgesamt in etwa gleich haufig auf [19, 20]. Aus diesem Grund sind sie wahrscheinlich eher
fur die Entstehung des Tumors und nicht fur dessen Progression relevant. Im Gegensatz
dazu unterscheidet sich die Haufigkeit des Auftretens von Mutationen im NF2-Gen deutlich
zwischen den verschiedenen histologischen Subtypen der WHO Grad | Meningeome [19,
20]. Fibroblastische und transitionale Meningeome weisen mit etwa 70 -80 % deutlich
haufiger entsprechende Mutationen auf als meningotheliale Meningeome, bei denen nur
etwa 25 % aller Tumoren betroffen sind. Die Ursachen der Tumorentstehung scheinen
demnach bei den benignen Meningeomen mit Uberwiegend mesenchymalen Zellen
(fibroblastischer Subtyp) andere zu sein, als in Meningeomen mit epithelialen Zellen
(meningothelialer Subtyp) [19, 20].

Nach Aufklarung der Rolle von Merlin in der Tumorgenese von Meningeomen begann man
weitere strukturell und funktionell verwandte Proteine der Protein 4.1 Familie zu untersuchen.
Verschiedene Studien zeigten, dass das Protein 4.1B/DAL-1 (erythrocyte membrane protein
band 4.1 like 3) ein potentieller Tumorsuppressor in Meningeomen sein kénnte [21, 22].
Dieses Protein wird vom DAL 71-Gen auf Chromosom 18p11.32 kodiert und ist ein Regulator
von Proliferation und Apoptose. Es konnte gezeigt werden, dass eine Uberexpression von
DAL-1 das Wachstum von Meningeomzellen in vitro reprimiert [22]. Die Regulation des
Wachstums von Meningeomen durch DAL-1 wird u.a. durch die Aktivierung verschiedener
zellularer Signalwege durch JNK (mitogen-activated protein kinase 8) gesteuert. JNK
reprimiert u.a. die Expression von Cyclin A. Hierdurch wird das Tumorsuppressor-Protein
Rb1 (retinoblastoma 1) hyperphosphoryliert und es kommt zu einem Zellzyklusarrest am
Ubergang von der Gy zur Gs-Phase [21, 22]. Zur Beurteilung, ob DAL-1 eher eine Rolle in
der Tumorgenese oder in der Progression von Meningeomen spielt, gibt es widersprichliche
Studien [23-25]. In ersten Studien konnte in 60 % der untersuchten sporadisch auftretenden
Meningeome ein Verlust der Heterozygotie von DAL-1 gezeigt werden und das Protein
wurde mit der Tumorgenese assoziiert [23, 24]. In einer anderen Studie wurde eine deutlich
niedrigere Frequenz der Inaktivierung von DAL-1 in sporadisch auftretenden Meningeomen
beobachtet und das Protein eher mit der Progression assoziiert [25].

Das TIMP3-Gen (tissue inhibitor of metalloproteinase 3) ist auf Chromosom 2212 lokalisiert
und wurde mit der Progression von Meningeomen assoziiert [26]. Eine Hypermethylierung
des TIMP3-Promotors wurde in 67 % der untersuchten anaplastischen Meningeome
beobachtet, wahrend dies nur bei 22 % der atypischen Meningeome und 17 % der benignen
Meningeome der Fall war. Die Hypermethylierung von TIMP3 trat nur in Kombination mit

einem Verlust der Heterozygotie auf Chromosom 22q12 auf und wurde im Gegensatz zu der
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Bedeutung der Inaktivierung des NF2-Gens in der Tumorgenese nur mit einer Steigerung der
Malignitat von Meningeomen in Verbindung gebracht [26].

Deletionen des kurzen Arms von Chromosom 1 (1p) sind nach den Aberrationen von
Chromosom 22 die zweithaufigste zytogenetische Veranderung in Meningeomen und treten
vor allem bei héhergradigen Tumoren auf [27]. Wahrend bei Meningeomen vom WHO Grad |
nur rund 20 % der Tumoren Verluste auf 1p zeigen, sind bei WHO Grad 11 40 - 76 % und bei
WHO Grad Il 70 - 100 % aller Meningeome betroffen [27]. Tumoren mit einer Deletion des
Chromosoms 1p weisen unabhangig vom WHO Grad mit 30 % die héchste Rezidivrate auf
[28]. Eine Deletion von Chromosom 1p scheint auf’erdem die Progression zu einem
anaplastischen Meningeom zu forcieren [8].

Deletionen des langen Arms von Chromosom 14 (14q) gehdren ebenfalls zu den haufigsten
zytogenetischen Veranderungen in Meningeomen [27]. Betroffen sind etwa 30 % bei WHO
Grad I, 40 - 70 % bei WHO Grad Il und fast alle WHO Grad Il Meningeome [27, 29]. Auf
Chromosom 14932 befindet sich das Gen MEG3 (maternally expressed 3 (non-protein
coding)), das vom maternalen Allel exprimiert wird [30]. Dieses Gen kodiert flr eine nicht
Protein-kodierende RNA und ist als Tumorsuppressor in die Pathogenese und Progression
von Meningeomen involviert. Mit steigendem Tumorgrad ist MEG3 in Meningeomen niedriger
exprimiert. Ursachen hierfur sind Deletionen im MEG3 Lokus sowie eine Hypermethylierung
des Promotors [30]. Ein weiteres auf Chromosom 14q11.2 lokalisiertes Gen ist NDRG2
(NDRG family member 2), dessen Expression vor allem in WHO Grad Ill Meningeomen stark
reprimiert ist [31]. Eine niedrige Expression zeigen auRerdem WHO Grad Il Meningeome die
sich klinisch als aggressive Tumoren darstellen. Ursache fir die stark erniedrigte Expression
von NDRGZ2 ist ebenfalls eine Hypermethylierung des Promotors [31].

Auf Chromosom 9 konnten mehrere Tumorsuppressor-Gene identifiziert werden, bei denen
es durch Deletionen von Teilen dieses Chromosoms zu einer verminderten oder komplett
fehlenden Expression kommt [32]. Deletionen des kurzen Arms von Chromosom 9 (9p)
treten mit 38 % hauptsachlich bei anaplastischen Meningeomen mit WHO Grad Il auf,
wahrend nur 5 % der WHO Grad | und 18 % der WHO Grad Il Meningeome betroffen sind.
Die Tumorsuppressor-Gene CDKN2A/p16™ % (

CDKN2B/p15™“ (cyclin dependent kinase inhibitor 2B) sind auf Chromosom 9p21 kodiert.
4ARF

cyclin dependent kinase inhibitor 2A) und

Das Protein p1 4RF (

, eine Transkriptvariante des CDKNZ2A-Gens (p1 cyclin dependent
kinase inhibitor 2A, alternate open reading frame variant)), reguliert die Apoptose Uber den
p53 Signalweg und die Proteine p15 und p16 sind an der Zellzykluskontrolle am Ubergang
von der G4 zur S-Phase beteiligt [32]. Patienten mit einem anaplastischen Meningeom und
einer Deletion von Chromosom 9g21 haben signifikant kirzere Uberlebenszeiten als

Patienten ohne diese Deletion [33].
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Da Frauen etwa doppelt so haufig von Meningeomen betroffen sind wie Manner, wurde in
verschiedenen Studien der Einfluss von Sexualhormonen auf das Wachstum der Tumoren
untersucht [34]. Ein verstarktes Tumorwachstum wurde wahrend der Schwangerschaft und
der lutealen Phase des Menstruationszyklus beobachtet [35]. In diesen Zeitrdumen kommt
es zu einer verstarkten Ausschittung von Progesteron [35]. AuRerdem ist die Inzidenz von
Meningeomen bei Brustkrebspatientinnen erhéht [36]. Hormonrezeptoren werden von
50-80 % der benignen WHO Grad | Meningeome exprimiert, Uberwiegend
Progesteronrezeptoren, aber auch Ostrogen- und Androgenrezeptoren [37]. Eine erhdhte
Expression von Progesteronrezeptoren fihrt zu einem Rickgang der Apoptose und zum

friheren Auftreten von Tumorrezidiven [37].

2.1.3 Deregulierte zellulare Signalwege in Meningeomen

Die Deregulation verschiedener zellularer Signalwege steht in einem engen Zusammenhang
mit der Entstehung und Progression zahlreicher Tumoren [38]. Diese Zusammenhéange
wurden auch fir Meningeome untersucht [39, 40]. Bei einigen Signalwegen konnte deren
Deregulation mit vorhandenen zytogenetischen Aberrationen in Verbindung gebracht
werden, bei anderen Signalwegen sind die Ursachen der Deregulation noch weitgehend
unbekannt. Zu den in Meningeomen am haufigsten von einer Deregulation betroffenen
Signalwegen gehdren RB/p53, Wnt (wingless)/3-Catenin, TGF-B (transforming growth factor
B), MAPK (Mitogen-activated protein kinase) und PI3K (phosphatidylinostiol 3-kinase)/Akt

(AKT serine/threonine kinase), die im Folgenden einzeln naher erlautert werden [39, 40].

Die RB/p53 Signalwege

Das Tumorsuppressor-Protein Rb1 (retinoblastoma 1) spielt eine zentrale Rolle in der
Inhibition des Zellzyklus am Ubergang von der G, zur S-Phase [39]. Rb1 bindet und inhibiert
Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie. Aktiviertes Cyclin D bindet an CDK4
(cyclin-dependent kinase 4) und CDKG6 (cyclin-dependent kinase 6) und dies fihrt zur
Phosphorylierung von Rb1. Diese Phosphorylierung aktiviert Transkriptionsfaktoren der
E2F-Familie und damit die Transkription von Genen, die entscheidend fiir den Ubergang von
der Gy zur S-Phase des Zellzyklus sind. Die Tumorsuppressoren CDKN2A/p16™*? und
CDKN2B/p15™¢** verhindern den Eintritt in die S-Phase durch Inhibition des CDK4/Cyclin D
Komplexes. Eine ibermafige Aktivierung des Zellzyklus durch den RB Signalweg wird durch
ein negatives Feedback des p53 Signalweges unterbunden. Der RB und p53 Signalweg
stehen Uiber den Tumorsuppressor p14*%F in Verbindung. Dieser aktiviert p53 durch Inhibition
des p53 Suppressors MDM2 (murine double minute 2 protein) [39]. Die Deregulation dieses

Signalweges in hoéhergradigen Meningeomen ist eine Konsequenz von Deletionen auf
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Chromosom 9p, die, wie zuvor beschrieben, zu einem Funktionsverlust der kodierten
Tumorsuppressoren fihren [32]. Zusatzlich gibt es Studien, nach denen auch die verringerte
Expression von RB und MEG3 bedingt durch eine Hypermethylierung ihrer Promotoren
sowie die Uberexpression von MDM2 zu einer Deregulation dieses mit dem Zellzyklus
assoziierten Signalweges und damit zur Progression von Meningeomen beitragen [12, 30,
41].

Die MAPK und PI3K/Akt Signalwege

Der MAPK und der PI3K/Akt Signalweg spielen eine wichtige Rolle in verschiedenen
zellularen Prozessen wie Wachstum, Differenzierung und Apoptose, die zur Pathogenese
von Meningeomen beitragen [39].

Die Aktivierung des PI3K Signalweges filhrt zur Aktivierung von PKB/Akt und p70°5%
(RPS6KB1, ribosomal protein S6 kinase B1). Diese Proteine sind Schliisselkomponenten
des wachstumsférdernden Effekts dieses Signalweges [42]. Mutationen von Akt, die zu einer
UbermaRigen Aktivierung des Signalweges fiuhren, wurden in Meningeomen gefunden [42].
Die Stimulation durch verschiedene Wachstumsfaktoren fihrt in Meningeomen zu einer
Aktivierung der MAPK und Akt/PKB Signalwege. Durch Inhibition von MAPK und PI3K
konnte gezeigt werden, dass die erniedrigte Phosphorylierung von MAPK, Akt und p70°%¢ die
Proliferation in Meningeomen inhibiert [42, 43]. Es wurde aufllerdem gezeigt, dass die
UbermaRige Aktivierung von PI3K/Akt zu unkontrollierter Proliferation von malignen
Meningeomen fuhrt wahrend der MAPK Signalweg sowohl in die Regulation der Proliferation

als auch der Apoptose in diesen Tumoren involviert ist [44].

Der Wnt/B-Catenin Signalweg

Die Deregulation verschiedener Komponenten des Wnt/B-Catenin Signalweges tragt zur
Progression von Meningeomen bei [45, 46]. Etwa ein Drittel aller Meningeome zeigt einen
Verlust der Heterozygotie des CDH1-Gens (cadherin 1) das fir E-Cadherin kodiert.
E-Cadherin ist Interaktionspartner von B-Catenin und wichtige Komponente in der Zell — Zell
Adhasion. Die Expression von E-Cadherin ist mit steigendem Tumorgrad erniedrigt, etwa
40 % der WHO Grad | Tumoren sowie 60 - 80 % aller WHO Grad Il und Ill Tumoren zeigen
eine deutlich erniedrigte Proteinexpression. AulRerdem wurde gezeigt, dass die Expression
von B-Catenin mit steigendem Tumorgrad erhoht ist. Etwa 60 % der anaplastischen WHO
Grad Il Meningeome haben eine erhéhte Expression von -Catenin, vor allem im Zellkern.
Durch fehlendes E-Cadherin erhdht sich die Menge an freiem intrazellularem B-Catenin, es
kommt zur verstarkten Translokation zum sowie in den Zellkern und zur Aktivierung der

Transkription von Zielgenen [45, 46].
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Eine weitere Studie hat gezeigt, dass das Tumorsuppressor-Protein Merlin den
Whnt/B-Catenin Signalweg inhibiert und die Bindung von B-Catenin und N-Cadherin an die
Plasmamembran der Zelle aufrecht erhalt [47]. Der Verlust der Heterozygotie von
Chromosom 22 in Kombination mit Mutationen in der verbleibenden NF2-Genkopie flihren
zum Funktionsverlust von Merlin [18]. Dies fuhrt zur Aktivierung des Signalweges, verstarkter
Translokation von B-Catenin in den Zellkern und Aktivierung von Zielgenen wie c-MYC (v-
myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog) und Cyclin D1 [47]. Aufgrund dieser
Ergebnisse scheint der Wnt/B-Catenin Signalweg eine entscheidende Rolle bei der
Progression von Meningeomen zu spielen.

Eng mit dem Wnt/B-Catenin Signalweg verknipft ist die epithelial-mesenchymale Transition
(EMT). Diese ist ein wichtiger Vorgang bei der Entstehung und Progression verschiedener
Tumoren [48]. Eine erniedrigte Expression von E-Cadherin sowie die Translokation von
B-Catenin in den Zellkern sind zwei wichtige Ereignisse, die EMT induzieren [49, 50]. Da
diese beiden Vorgange auch bei Meningeomen beobachtet wurden geht man davon aus,

dass EMT auch eine Rolle bei der Entstehung und Progression dieser Tumoren spielt [51].

Der TGF-B Signalweg

TGF-B (transforming growth factor @) ist bei der Differenzierung von Zellen, der Zellteilung
sowie der Apoptose von Bedeutung [52]. Das TGF-B Signal wird nach Bindung eines
Liganden an den Rezeptor u.a. Uber die SMAD Proteine in den Zellkern tbertragen. Nach
Phosphorylierung von SMAD2 und SMAD3 bilden diese einen Komplex mit SMAD4, werden
in den Zellkern transportiert und es kommt zur Aktivierung der Transkription von Zielgenen
[52]. In Abhéangigkeit des Liganden und dem Status der Zelle kann TGF-§ die Proliferation
epithelialer Zellen in friihen Stadien der Tumorentstehung reprimieren [53], wie dies auch flr
benigne Meningeome gezeigt wurde [54]. In spateren Tumorstadien kann TGF-B die

Proliferation mesenchymaler Zellen sowie Metastasen fordern [53].

2.2 microRNAs

2.2.1 Entdeckung und Geschichte von microRNAs

Im Jahr 1993 wurden die ersten von einem Gen kodierten kleinen RNA-Molekile im
Nematoden Ceanorhabditis elegans (C. elegans) entdeckt [55]. Die Regulation des lin-14
Proteins erwies sich als essentiell fur die Entwicklung des Nematoden und die Regulation
dieses Proteins zeigte eine Abhangigkeit von der Transkription des lin-4 Gens. Das lin-4 Gen
kodierte jedoch nicht fur ein Protein, sondern fur zwei kleine RNAs mit einer Lange von 22

und 61 Nukleotiden. Die Sequenz der langeren RNA bildete eine Stem-Loop Struktur, die als
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Vorlaufer fur die kirzere RNA zu fungieren schien [55]. In weiteren Studien konnte gezeigt
werden, dass diese kleine RNA Komplementaritdt zu mehreren Sequenzen in der
3’ untranslated region (3’'UTR) der lin-14 mRNA besitzt [56]. Die Bindung verschiedener
kleiner lin-4 RNAs an die komplementaren Sequenzen in der 3’UTR der lin-14 mRNA fiihrten
zur Hemmung der Translation von lin-14 und beeinflussten so die Regulation der
Entwicklung des Nematoden [55, 56]. Im Jahr 2000 wurde eine weitere kleine RNA entdeckt
[57, 58]. Die 21 Nukleotide lange let-7 RNA reguliert die Expression von lin-41. Das von
diesem Gen kodierte Protein beeinflusst ebenfalls die Entwicklung von C. elegans [57, 58].
Die RNA von let-7 wurde kurze Zeit spater auch in zahlreichen anderen Organismen,
einschlief3lich des Menschen, gefunden [59].

Die Bezeichnung microRNA (miRNA) fur diese kleinen RNAs wurde erstmals im Jahr 2001
verwendet [60]. Noch im gleichen Jahr wurden von mehreren Arbeitsgruppen zahlreiche
neue MiRNAs entdeckt, die man urspriinglich fir endogene dsRNA-Molekdle hielt, die an der
Degradation von mRNA beteiligt sind [61-63]. In den folgenden Jahren wurden zahlreiche
miRNAs in verschiedenen Organismen nachgewiesen, darunter Vertebraten, Nematoden,
Insekten und Pflanzen [64]. Diese Studien haben aullerdem gezeigt, dass
miRNA-Sequenzen sowohl zwischen eng als auch weit verwandten Arten hoch konserviert
sind [65]. In einzelligen eukaryotischen Organismen wie der Hefe wurden keine
miRNA-Gene gefunden. Man geht davon aus, dass das Auftreten von miRNA-Genen in
Pflanzen und Vertebraten in engem Zusammenhang mit der Bedeutung von miRNAs in der
Zelldifferenzierung und Festlegung von Entwicklungsmustern steht [65]. Aufgrund der grof3en
Anzahl neu entdeckter miRNAs wurde wenig spater der Begriff miRNA genauer definiert.
Nach aktueller Definition sind miRNAs ~ 22 Nukleotide lange, nicht-kodierende RNAs, die
sequenzspezifisch die Expression ihrer Zielgene regulieren [66]. Im Jahr 2002 startete eine
Online-Datenbank fur miRNAs, die sogenannte miRBase, in der alle Daten zu potentiellen
miRNA-Sequenzen, Nomenklatur und Kommentare zusammengefasst sind [67-69]. Die
aktuelle Version 21 der miRBase-Datenbank enthdlt 28645 Eintrage fir
miRNA-Vorlaufersequenzen die flir 35828 reife miRNAs in 223 verschiedenen Spezies
kodieren. Der Anteil humaner Sequenzen umfasst dabei derzeit 1881

miRNA-Vorlaufersequenzen und 2588 reife miRNAs.

2.2.2 Biogenese von miRNAs und Regulation der Genexpression

Insgesamt kodieren etwa 3 % des menschlichen Genoms fir miRNAs und die kodierenden
miRNA-Gene koénnen auf verschiedene Weise angeordnet sein (siehe Abbildung 2, [70]).
Schatzungsweise 50 % aller miRNAs werden von nicht Protein-kodierenden Transkripten

exprimiert (intergenic mMiRNAs), wahrend die Ubrigen miRNAs in den Introns von
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Protein-kodierenden Genen lokalisiert sind, mit diesem Gen gemeinsam transkribiert und
dann weiter prozessiert werden (intragenic miRNAs) [71]. Die Mehrheit der miRNAs wird von
eigenstandigen Transkriptionseinheiten transkribiert, sie kdnnen aber auch in sogenannten
polycistronischen Clustern angeordnet sein [61]. Das grofite derzeit bekannte miRNA-Cluster
in Primaten ist das C19MC-Cluster auf Chromosom 19q [72]. Das miR-379/miR-656 Cluster
auf Chromosom 14q ist ein weiteres bekanntes grofles miRNA-Cluster [73]. Die Expression
dieser beiden Cluster wird zudem durch Imprinting der paternalen und maternalen Allele
beeinflusst [72, 73]. Die Expression der kodierten miRNAs findet in beiden Fallen nur vom
maternalen Allel statt [72, 74].

Wahrend der Biogenese zur reifen miRNA durchlaufen die miRNA-Gentranskripte

verschiedene Prozessierungsschritte (siehe Abbildung 2, [70]).
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Abbildung 2: Biogenese humaner miRNAs [70]. Die miRNA-Gene werden im Nukleus durch die
RNA-Polymerase Il transkribiert. Die entstandene pri-miRNA wird durch Drosha und DGCRS8
(Di-George syndrome critical region gene 8) zur pre-miRNA prozessiert und diese wird durch
Exportin-5 aktiv in das Zytoplasma exportiert. Durch Dicer wird die pre-miRNA in die reife miRNA
prozessiert, die anschlieend in den RISC-Komplex (RNA-induced silencing complex) rekrutiert wird.
Der beladene miRISC-Komplex bindet an die Ziel-mRNA und es kommt zur Inhibition der Translation,
zum direkten Abbau oder der Deadenylierung und Destabilisierung der Ziel-mRNA.
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Im Nukleus wird das miRNA-Gen durch die RNA-Polymerase |l transkribiert, wobei die
sogenannte primare miRNA (pri-miRNA), ein mehrere hundert Nukleotide langes Transkript
mit einer Guanosin-Kappe am 5 Ende sowie einer Poly(A)-Sequenz am 3’ Ende, entsteht
[75]. Diese pri-miRNA bildet eine Haarnadelstruktur, die von einem Mikroprozessorkomplex
bestehend aus der Ribonuclease Drosha und dem dsRNA bindenden Protein DGCRS8
(Di-George syndrome critical region gene 8) erkannt und zur Vorlaufer-miRNA (precursor
miRNA, pre-miRNA) prozessiert wird [76, 77]. Hierbei werden die 5° Guanosin-Kappe sowie
die Poly(A)-Sequenz am 3’ Ende entfernt, wahrend die Haarnadelstruktur bestehen bleibt.
Die so prozessierte pre-miRNA hat noch eine Lange von ~ 70 - 120 nt [76, 77]. Zur weiteren
Prozessierung wird die pre-miRNA aktiv Uber Exportin-5 mit Hilfe des Kofaktors Ran-GTP
aus dem Nukleus in das Zytoplasma exportiert [78, 79]. Im Zytoplasma wird die pre-miRNA
von der RNAse Il Dicer-1 und dem assoziierten dsRNA-Bindeprotein TRBP
(transactivation-responsive  RNA-binding protein) zum reifen ~18-23nt langen
mMiRNA-Duplex prozessiert [80, 81]. Der miRNA-Duplex wird aufgelést und nur die reife
miRNA wird mit Hilfe des Argonaute 2 Proteins (Ago2) in den sogenannten RISC-Komplex
(RNA-induced silencing complex) integriert [82]. Der Einzelstrang des miRNA-Duplex, der
die groflere thermodynamische Stabilitdt und damit schwachere Basenpaar-Bindung am
5’ Ende aufweist, bildet die reife miRNA [83]. Weisen beide Enden der miRNA-Einzelstrange
in etwa die gleiche thermodynamische Stabilitdt auf, werden auch beide Einzelstrange in den
RISC-Komplex rekrutiert [83-85].

Die Regulation der Genexpression auf Ebene der mRNA erfolgt abhangig von der
Komplementaritat der miRNA mit der Ziel-mRNA durch verschiedene Mechanismen [64]. Bei
perfekter Komplementaritat der miRNA mit der 3’UTR der mRNA wird diese unmittelbar
degradiert. Liegt keine komplette Komplementaritat vor, wird die Translation der mRNA
inhibiert. Die Inhibition der Translation ist dabei am haufigsten, da die meisten miRNAs nicht
vollstandig komplementar zur 3’'UTR der Ziel-mRNA sind [64]. Die Nukleotide 2 -8 der
miRNA, die sogenannte Seed-Sequenz, sind bei der Bindung der miRNA an die Ziel-mRNA
entscheidend [86-88]. Eine weitere Moglichkeit bei nicht kompletter Komplementaritat ist die
Destabilisierung der mRNA durch Deadenylierung, was die Degradierung der mRNA zur
Folge hat [89]. Neuere Studien haben gezeigt, dass die Destabilisierung der mRNA und in
der Folge eine erniedrigte intrazellulare mMRNA Menge hauptsachliche Ursache fiir eine
reduzierte Proteinmenge ist [90].

Eine typische 3'UTR enthalt meist Bindestellen fir einige bis viele verschiedene miRNAs,
wodurch die Expression eines Gens nicht nur durch eine einzelne miRNA sondern das
Zusammenspiel verschiedener miRNAs reguliert wird [91]. Ebenso kann eine einzelne
miRNA die Transkripte mehrerer Proteine mit verwandten Funktionen in zellularen

Prozessen regulieren [92]. Ein Beispiel hierfur ist die miR-29, welche eine Vielzahl von

13



Einleitung

Proteinen reguliert, die mit Fibrosen assoziiert sind. Darunter verschiedene Kollagene sowie
Fibrilline, Elastin und Fibronectin [92]. Eine verminderte Expression der miR-29 wird oft bei
pathogenen fibrotischen Prozessen wie der Muskeldystrophie beobachtet [93].

Die Zielgene der beiden reifen miRNA-Einzelstrange (-5p und -3p) einer Vorldufersequenz
kénnen gleich sein, sich aber auch ganzlich unterschieden [94]. Die bevorzugte Rekrutierung
einer der beiden Strange in den RISC-Komplex kann somit weitreichende funktionelle
Konsequenzen fiir den betroffenen Organismus haben [94].

Man geht derzeit davon aus, dass etwa 30 % aller humanen Gene durch miRNAs reguliert
werden [95]. Die genaue Vorhersage von miRNA-Zielgenen gestaltet sich jedoch schwierig
[95, 96]. Wie bereits erwahnt liegt selten eine perfekte Komplementaritadt zwischen der
miRNA und der 3'UTR des Zielgens vor. Die Vorhersage von Zielgenen erfolgt jedoch
zumeist auf bioinformatorischer Ebene durch reinen Sequenzabgleich [97]. Hierbei sind die
verwendeten Programme zur Identifizierung potentieller Zielsequenzen in der 3’'UTR des
Zielgens stark abhangig von der Komplementaritdt der Seed-Sequenz der miRNA mit
entsprechenden Sequenzen in der 3'UTR. Zusatzlich bericksichtigen viele dieser
Programme zur Vorhersage Daten zur thermodynamischen Stabilitdt und der evolutionaren
Konservierung vorhergesagter Bindestellen [91, 97, 98]. Eine experimentelle Validierung
dieser vorhergesagten Zielgene ist somit unerlasslich. Oft kbnnen nur wenige von den

Programmen vorhergesagte Zielgene auch tatsachlich als Zielgene validiert werden.

2.2.3 miRNAs und Karzinogenese

Einer der ersten Hinweise, dass miRNAs an der Karzinogenese beteiligt sein kdnnten, gab
eine Studie im Jahr 2002, bei der man urspringlich nach Tumorsuppressor-Genen auf
Chromosom 13qg14 suchte, einer genomischen Region, die bei chronischer lymphatischer
B-Zell-Leukdmie (B-CLL) haufig Deletionen aufweist [99]. Anstatt eines in dieser Region
kodierten Tumorsuppressor-Proteins fand man jedoch zwei miRNA-Gene, welche fir die
miR-15a und die miR-16-1 kodieren [99]. Kurze Zeit spater wurde gezeigt, dass viele weitere
miRNA-Gene in genomisch instabilen Regionen lokalisiert sind, die mit der Karzinogenese
assoziiert sind [100]. Diese Regionen sind besonders anfallig fir Deletionen und
Rekombinationen oder liegen in der Nahe von oder in kodierenden Bereichen fir Onkogene
oder Tumorsuppressor-Gene [100]. In den folgenden Jahren lieferten verschiedene Studien
zu Veranderungen im miRNA-Expressionsprofil in neoplastischen Geweben im Vergleich zu
gesunden Geweben einen Uberblick tber ein Muster deregulierter miRNAs, die fir die
Diagnostik und Prognose verschiedener Krebsarten von Bedeutung sein kénnen [101-103].

GroflRere Studien, die das miRNA-Expressionsprofil bei verschiedenen Tumorerkrankungen

untersucht haben, sowie funktionelle Untersuchungen zur Rolle von miRNAs wahrend der
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Tumorgenese, haben gezeigt, das miRNAs selbst als Onkogene oder
Tumorsuppressor-Gene fungieren kénnen [104, 105]. Ob eine miRNA ein Onkogen oder ein
Tumorsuppressor ist, hangt von den Zielgenen, der Interaktion mit diesen und der
gewebespezifischen Expression ab [106]. Sogenannte onko-miRNAs reprimieren
Tumorsuppressor-Gene, ein Beispiel hierfliir ist die miR-21 [107]. Diese miRNA st in
zahlreichen Tumoren Uberexprimiert und reguliert unter anderem die Tumorsuppressoren
PTEN (phosphatase und tensin homolog) und PDCD4 (Programmed cell death-4) [107].
Tumorsuppressor-miRNAs reprimieren Onkogene und beeinflussen somit wichtige Prozesse
der Karzinogenese, wie etwa die Unterdrickung der Apoptose. Das anti-apoptotische Protein
BCL2 (B-cell CLL/lymphoma 2) ist unter anderem Zielgen der miRNAs miR-15a und -16-1,
deren Funktion als Tumorsuppressoren in der chronischen B-Zell Leukdmie entdeckt wurde
[99, 108]

Eine aberrante miRNA-Expression, die eine gestorte Zellhomodostase zur Folge hat und
dadurch in engem Zusammenhang mit der Karzinogenese steht, kann vielfaltige Ursachen
haben. Eine davon kénnen Veranderungen im Genom wie chromosomale Rearrangements,
Amplifikationen, Deletionen und Mutationen sein, welche die Expression der miRNA-Gene
ebenso verandern kénnen wie die Protein-kodierender Gene [109]. Eine Amplifikation von
miRNA-Genen im Kontext verschiedener Tumorerkrankungen wurde beim miR-17-92 Cluster
auf Chromosom 13q31 gezeigt [110, 111].

In Krebszellen kommt es zudem oft zu einem Verlust Giber die Kontrolle der Transkription von
mMiRNA-Genen [109]. An der Transkription des miR-17-92 Clusters ist unter anderem der
onkogene Transkriptionsfaktor c-MYC (v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene
homolog) beteiligt [112, 113]. Eine Uberexpression von c¢-MYC fiihrt zur verstérkten
Transkription von miRNAs im miR-17-92 Cluster [112, 113].

Epigenetische  Modifikationen im Zusammenhang mit der Karzinogenese, wie
Hypermethylierung von Tumorsuppressor-Genen, weitreichender Verlust von methylierten
DNA-Bereichen und die posttranskriptionelle Modifikation von Histonen, kénnen auch bei
miRNA-Genen auftreten [114]. Es wurde gezeigt, dass sich der Methylierungsstatus und die
Chromatinstruktur der DNA im Bereich von miRNA-Genen zwischen Krebszellen und
gesunden Fibroblasten unterscheiden [115]. In Krebszellen ist die Expression der miR-127
nach Behandlung mit Substanzen, die die DNA-Methylierung inhibieren und die
Deacetylierung von Histonen induzieren, deutlich erhoht. Die durch epigenetische
Modifikationen induzierte Expression der miR-127, die normalerweise in Krebszellen
stillgelegt ist und in 75 % aller primaren Prostata- und Blasenkarzinome herunterreguliert ist,
und zudem das Proto-Onkogen BCL6 (B-cell CLL/lymphoma 6) reguliert, hat gezeigt, dass

die miR-127 als Tumorsuppressor fungiert [115].
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Mutationen und Polymorphismen in den miRNA-Genen selbst kbnnen zu einer fehlerhaften
miRNA-Expression flihren und die posttranskriptionelle Regulation von Zielgenen
beeinflussen [116]. Die in engem Zusammenhang mit familidrem Brust- und Eierstockkrebs
stehenden Tumorsuppressor-Gene BRCA1 (breast cancer 1) und BRCAZ2 (breast cancer 2)
sind Zielgene der miR-146a [117]. Ein einzelner Basenaustausch in der kodierenden
Sequenz der miR-146a fuhrt zu einer verstarkten Prozessierung der reifen miR-146a
ausgehend von der pre-miR-146a sowie einer verstarkten Bindung in der 3’'UTR der
BRCA1- und BRCA2-mRNA. Der Basenaustausch beeintrachtigt somit die
Tumorsuppressorfunktion von BRCA1 und BRCA2 durch erniedrigte Proteinmengen und
fuhrt bei betroffenen Frauen zu einem friheren Erkrankungsbeginn [117].

Stérungen in der posttranskriptionellen Prozessierung von miRNAs kénnen mitunter eine
gestorte miRNA-Expression bedingen [109]. Die Prozessierung kann dabei an
verschiedenen Punkten gestort sein [118]. Bei unterschiedlichen Primartumoren konnte die
Repression zahlreicher miRNAs mit Stérungen in der miRNA Prozessierung durch Drosha in
Verbindung gebracht werden [119]. Mutationen im Drosha/DGCR8 Komplex flihren
beispielsweise bei Patienten mit Wilms-Tumoren zu einer insgesamt niedrigeren
miRNA-Expression [120, 121]. Mutationen in Dicer-1 induzieren eine aberrante

miRNA-Expression, die die Proliferation mesenchymaler Zellen forciert [122].

2.2.4 miRNAs und Meningeome

MiRNAs spielen unbestritten eine wichtige Rolle bei der Entstehung und Progression
verschiedenster Tumoren, aber bisher wurden nur wenige miRNAs mit Meningeomen in
Verbindung gebracht. Hierzu gehoren die miRNAs
miR-200a, -145, -190, -29¢-3p, -219-5p, -224, -21 und -335 [123-129].

Die erste Studie zur Expression von miRNAs in Meningeomen stammt von Saydam et al.
aus dem Jahr 2009 [124]. MiR-200a ist in benignen Meningeomen im Vergleich zu
Arachnothelzellen niedriger exprimiert. Eine Uberexpression flihrte zur Inhibition des
Wachstums von Meningeomzellen in vitro und in vivo. Direkte Zielgene der miR-200a sind
B-Catenin, eine wichtige Komponente des Wnt-Signalweges, der in der Tumorgenese von
Meningeomen involviert ist, sowie das Protein NMHCIIb (non-muscle heavy chain IIb)
welches wichtig fiir Zellmigration und Zellteilung ist [124, 125].

Eine weitere Studie hat sich mit der differentiellen Expression von miRNAs in Meningeomen
verschiedener WHO Grade befasst [123]. Dabei wurden funf mit der Karzinogenese
assoziierte miRNAs betrachtet. Hierbei war die miR-145 in Meningeomen mit WHO Grad |l
und Il signifikant niedriger exprimiert. Nach Uberexpression der miR-145 in héhergradigen

Meningeomzellen in vitro konnte ein Rickgang der Proliferation und Migration sowie eine
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héhere Empfindlichkeit der Zellen fiir apoptotische Signale festgestellt werden. Diese
Ergebnisse bestatigen eine wichtige Rolle der miR-145 als Tumorsuppressor-miRNA in
Meningeomen [123].

Die Kombination aus hoher Expression der miR-190 und niedriger Expression der
miR-29¢-3p und miR-219-5p ist signifikant mit einer erhéhten Wahrscheinlichkeit eines
Rezidivs bei Meningeomen assoziiert [126].

Die Uberexpression der miR-224 korreliert in Meningeomen mit steigendem WHO Grad und
Patienten mit einer niedrigen Expression der miR-224 im Tumor bleiben fir langere
Zeitraume rezidiv frei [127]. Ein Zielgen der miR-224 ist ERG2 (early growth response 2). Die
Inhibition der miR-224 in Meningeomzellen in vitro fuhrte zu einem Rickgang der
Proliferation. Uber  den ERG2-BAK1 (BCL2  antagonist/killer1)  induzierten
Apoptose-Signalweg kommt es zu erhdhter Apoptose nach Inhibition der miR-224 [127].

Fir miR-21, deren Bedeutung als onko-miRNA bereits in zahlreichen Tumoren untersucht
wurde [107], konnte in Meningeomen eine Uberexpression in atypischen und anaplastischen
Meningeomen im Vergleich zu benignen Meningeomen gezeigt werden [128].

MiR-335 ist in Meningeomen im Vergleich zu Arachnothelzellen Uberexprimiert [129]. Eine
Uberexpression der miR-335 korrelierte mit einer gesteigerten Zellproliferation und der
Inhibition der Zellzyklus-Kontrolle beim Ubergang von der Gy zur Gs-Phase in vitro. Das

Tumorsuppressor-Protein Rb1 ist ein direktes Zielgen der miR-335 [129].
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2.3 Ausgangspunkt und Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war zunachst die Validierung differentiell exprimierter miRNAs in
Meningeomen. Anschlieend sollten Zielgene einer ausgewahlten, deregulierten miRNA
identifiziert und experimentell validiert werden. Auf Basis einer in vitro Zellkultur sollten die
Auswirkungen der Deregulation dieser ausgewahlten miRNA auf Meningeomzellen
untersucht werden.

Als Grundlage diente hierbei ein von Dr. Nicole Ludwig (Institut fir Humangenetik,
Medizinische Fakultat der Universitat des Saarlandes, Homburg/Saar) mittels Microarrays
erstelltes miRNA-Expressionsprofil von 1205 miRNAs in 55 Meningeomen verschiedener
WHO Grade und histologischer Subtypen. Aus dem miRNA-Expressionsprofil wurden
zunéchst einzelne relevante miRNAs fur eine Validierung mittels RT-gPCR ausgewahlt. Die
Ergebnisse dieser Validierung sollten wiederum in einem unabhangigen Patientenkollektiv
bestatigt werden.

Nach Validierung einer signifikanten differentiellen Expression ausgewahlter miRNAs sollten
anschlieRend fur eine miRNA potentielle Zielgene im Zusammenhang mit Meningeomen
identifiziert werden. Hierbei dient eine bioinformatorische Datenbanksuche zur Vorhersage
potentieller Zielgene mit Hilfe der Seed-Sequenz dieser miRNA als Grundlage. Der Fokus
lag hierbei auf Zielgenen, die direkte Komponenten oder exogene Effektoren von zellularen
Signalwegen sind, die in Meningeomen als dereguliert bekannt sind. Zur Validierung der
Zielgene sollten Luciferase-Reporterassays sowie Western-Blots durchgefiihrt werden. Des
Weiteren sollten die Auswirkungen der Deregulation einer ausgewahlten miRNA auf
Proliferation und Apoptose in Meningeomzellen in vitro untersucht werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit sollten dazu beitragen, ein umfangreiches Bild tber
den Einfluss von miRNAs bei der Entstehung und Progression von Meningeomen durch
posttranskriptionelle Regulation von Zielgenen und Deregulation zelluldrer Signalwege zu

erstellen.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Chemikalien und Medien

Chemikalien und Medien
3-(N-Morpholino)propansulfonsadure (MOPS)
Natriumsalz

3-Mercapto-1,2-propanediol
Acrylamid/Bisacrylamid (30 %) (37,5:1)
Agar, Bacto™

Agarose, Ultra Pure™
Ammoniumperoxodisulfat (APS)
Ampicillin-Natriumsalz

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau

Calciumchlorid (CaCly,)
Desoxyribonukleosid-Triphosphate (ANTPs)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS)
EDTA Dinatriumsalz Dihydrat

Eisessig

Ethanol

Ethidiumbromid

Fotales Kalberserum (FCS) (Charge 1243T)
Glucose

Glycerin

Glycin

Hefe-Extrakt, Bacto™

Kaliumacetat (KOAc)

Kaliumchlorid (KCI)

Magnesiumchlorid (MgCly)

Methanol

Milchpulver
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Natriumchlorid (NaCl)

Natriumdodecylsulfat (SDS)
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Hersteller
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Bio-Rad (Hercules, USA)

BD (Franklin Lakes, USA)

Invitrogen/Life Technologies (Carlsbad, USA)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Serva (Heidelberg, Deutschland)

Roche (Basel, Schweiz)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Gibcol/Life Technologies (Carlsbad, USA)
Gibcol/Life Technologies (Carlsbad, USA)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

VWR (Radnor, USA)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Merck Millipore (Darmstadt, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Zentrales Chemikalienlager, UdS, Saarbriicken
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

BD (Franklin Lakes, USA)

VWR (Radnor, USA)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Zentrales Chemikalienlager, UdS, Saarbriicken
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)

VWR (Radnor, USA)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
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Natriumhydroxid (NaOH)
Penicillin/Streptomycin (P/S) (100x)
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris)
Trypton, Bacto™

Tween®20

Xylencyanol

3.1.2 Enzyme und Reaktionskits

Enzyme

Bglll (10000 Y/ )

EcoRI (20000 Y/ )

NgoMIV (10000 Y/ )

Nrul-HF® (10000 Y/

Pmil (20000 Y/ )

rAPid Alkaline Phosphatase (1 U/ul)

Sacl-HF® (20000 Y/ )
Spel-HF® (20000 Y/ )

T4 DNA-Ligase (400000 Y/, )
Taq DNA-Polymerase (5 U/“,)
Trypsin-EDTA

Reaktionskits

Agilent RNA 6000 Nano Kit

Dead Cell Apoptosis Kit with Annexin V Alexa
Fluor® 488 and Propidiumiodide (PI)
Dual-Luciferase® Reporter Assay System
HiPerFect Transfection Reagent

Library Efficiency® DH5a™ Competent Cells
miRNeasy Mini Kit

miScript Il RT Kit

miScript SYBR® Green PCR Kit
NucleoBond® PC100

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up
PolyFect Transfection Reagent

SignalFire™ ECL Reagenz
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Zentrales Chemikalienlager, UdS, Saarbriicken
Gibcol/Life Technologies (Carlsbad, USA)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

BD (Franklin Lakes, USA)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)

Hersteller

NEB (Ipswich, USA)
NEB (Ipswich, USA)
NEB (Ipswich, USA)
NEB (Ipswich, USA)
NEB (Ipswich, USA)
Roche (Basel, Schweiz)

NEB (Ipswich, USA)

NEB (Ipswich, USA)

NEB (Ipswich, USA)

Sigma-Aldrich (St. Louis, USA)
Gibcol/Life Technologies (Carlsbad, USA)

Hersteller

Agilent Technologies (Santa Clara, USA)

Invitrogen/Life Technologies (Carlsbad, USA)

Promega (Mannheim, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)
Invitrogen/Life Technologies (Carlsbad, USA)

Qiagen (Hilden, Deutschland)

Qiagen (Hilden, Deutschland)

Qiagen (Hilden, Deutschland)
Macherey-Nagel (Diren, Deutschland)
Macherey-Nagel (Diren, Deutschland)
Qiagen (Hilden, Deutschland)

Cell Signaling Technology (Danvers, USA)
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3.1.3 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Hersteller
Agilent (Santa Clara, USA)

Applied Biosystems/Life Technologies

(Carlsbad, USA)

BD Biosciences (Franklin Lakes, USA)
Berthold Technologies (Bad Wildbad,

Deutschland)
Bio-Rad (Hercules, USA)

BioCision (Mill Valley, USA)

Bioer (Hangzhou, China)

Biozym Scientific GmbH (Hessisch
Oldendorf, Deutschland)

Brand (Wertheim, Deutschland)
Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland)
Eppendorf (Hamburg, Deutschland)

GE Healthcare (Little Chalfont, GB)
GFL (Burgwedel, Deutschland)
Greiner BioOne (Frickenhausen,
Deutschland)

Hettich (Tuttlingen, Deutschland)

IKA (Staufen, Deutschland)

Infors (Basel, Schweiz)

Invitrogen/Life Technologies (Carlsbad,

USA)

Logos Biosystems (Annandale, USA)

Lumenera (Ottawa, Kanada)

Mettler-Toledo (GieRRen, Deutschland)

Millipore (Bedford, USA)
Pechiney (Chicago, USA)

Peqglab/VWR (Erlangen, Deutschland)

Qiagen (Hilden, Deutschland)
Sanyo (Osaka, Japan)

Gerate und Verbrauchsmaterial

Agilent 2100 Bioanalyzer

Real-Time PCR System (StepOnePlus™); 96-Well
Platten (MicroAmp® Fast Optical 96-Well Reaction
Plate with Barcode, 0.1 mL); Klebefilm fir 96-Well
Platten (MicroAmp® Optical Adhesive Film)
FACScan; FACS-R6hrchen

Luminometer (Lumat LB 9507)

Powersupply (Model 200/2.0); ChemiDoc™ Touch
Imaging System

CoolCell™

Thermomix (Mixing Block MB-102)

EasyPhor Medi Elektrophoresekammer, Vortexer

Pipettierhilfe (accu-jet® pro)

Thermoblock (TCR 100)

COgz-Inkubator; Reaktionsgefalte (0,2 ml, 1,5 ml, 2 ml),
Kivetten (UVette®), Photometer (Biophotometer)
Hybond™-P PVDF-Membran; Whatman™-Papier
Schittelwasserbad

Pipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml); Reaktionsgefale (12 ml,
15 ml, 50 ml); Zellkulturflaschen (75 cm2);
Zellkulturplatten (6-Well, 24-Well); Kryogefalie (2 ml)
Tischzentrifuge (Mikro 185), Kihlzentrifuge (Universal
320R)

Magnetriher (IKAMAG RCT), Schiittler (KS 125 Basic)
Schttelinkubator (Multitron 1)

Blotting-Kammer (XCell II™ Blot Module);
Elektrophoresekammer (XCell SureLock® Mini-Cell);
.XCell SureLock™* Gelkassetten (1,0 mm)

Luna™ f] Zellzdhlgerat, Counting-Slides fir Luna™ f]
CCD-Kamera (LU105M)

pH-Meter (Seven Easy)

Milliporewasseranlage Milli-Q

Parafiim M

Thermocycler (PeqStar 2X)

QlAcube, TissuelLyser LT

- 70°C Gefriertruhe (Ultra Low)
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Sartorius (Gottingen, Deutschland)

Sigma (Osterode am Harz, Deutschland)
Sorensen Bioscience (Salt Lake City, USA)
Systec (Wettenberg, Deutschland)

Thermo Fisher Scientific (Waltham, USA)
Wealtec (Sparks, USA)

Zeiss (Jena, Deutschland)

Feinwaage (Basic); Sterilbank (BioHit Polaris);
Sterilfilter (0,2 uM)

Kuhlzentrifuge (2-16K)

Spitzen (10 pl, 20 pl, 200 pl, 1000 pl)
Autoklav (VE-150)

Brutschrank (Jouan); NanoDrop™ 2000
Geldokumentation (UV-Transilluminator)
Lichtmikroskop (Axiovert 25)

3.1.4 GroRenstandards fiir Agarose- und SDS-Polyacrylamidgele

Fir die Agarose-Gelelektrophorese (siehe Kapitel 3.5.2) wurde die Quick-Load® 2-Log DNA
Ladder (0,1-10 kb) (NEB, Ipswich, USA) in Abbildung 3 verwendet.

Mass (ng) Kilobases
4 10.0 -

48 60
0 507
2 40

120 30

Abbildung 3: DNA-GréBenstandard. Quick-Load® 2-Log DNA Ladder (0,1-10 kb) (Datasheet NEB)

Fir die Bestimmung des Molekulargewichts von Proteinen nach Auftrennung in der
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE, siehe Kapitel 3.8.3) wurde der Protein-

GroRenstandard Precision Plus Protein™ Standard Dual Color der Firma Bio-Rad (Hercules,

USA) verwendet (siehe Abbildung 4).

Abbildung 4: Protein-GroRenstandard. Precision Plus Protein™ Standard Dual Color (Bio-Rad,

Hercules, USA)
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3.1.5 Vektoren

pMIR-REPORT™

Mit Hilfe des eukaryotischen Reportervektors pMIR-REPORT™ (Ambion/Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) kénnen Effekte von miRNAs auf Sequenzen in der 3'UTR einer
potentiellen Ziel-mRNA untersucht werden. Abbildung 5 =zeigt eine Vektorkarte von
pMIR-REPORT ™.

SV40 polyA- Va Hindlll (463)
~ _~Pmel (476)
(6438) - ‘ / ~Mlul (495)
Notl (407)+ /.
SV40 Promoter 4 f MCS . ' Nael (507)
(6046)- | | ~__——Sacl(519)
Puromycin ) ————Spel (525)
(5447) -
(5188)
SV40 pA-|
Sspl (gg?i_ “ Luciferase
(4943) -~ .
pMIR-REPORT™ Luciferase - EcoRI (1609)
6470 bp
Ampicillin
N - BamHI (2205)
(4083) | .
(4024)- -CMV Promoter
ColE1 Origin-  (3138) -EcoR1(2808)

Abbildung 5: Vektorkarte von pMIR-REPORT™. Reportervektor fur die Analyse regulatorischer
Effekte von miRNAs auf die 3’UTRs von Ziel-mRNAs (Quelle: Ambion/Thermo Fisher Scientific)

Direkt anschlieBend an das Firefly-Luciferase-Gen befindet sich eine sogenannte
Multiple-Cloning-Site (MCS), Uber den der gewahlte 3’UTR Bereich einer mRNA in den
Vektor eingebracht wird. In der vorliegenden Arbeit wurde ein Derivat von pMIR-REPORT™
verwendet, dass von der Arbeitsgruppe Meister (Max-Plank-Institut, Martinsried,
Deutschland) hergestellt wurde [130] und im Folgenden als pMIR-RNL-TK bezeichnet wird.
In diesem Vektor befindet sich zuséatzlich das Renilla-Luciferase-Gen, welches konstitutiv
Uber den SV40-Promotor exprimiert wird. Durch die Expression einer zweiten Luciferase vom
gleichen Plasmid kann eine interne Normalisierung der Luciferase-Aktivitdten durchgefuhrt
werden. Eine weitere Modifikation ist der Austausch des Promotors fur das
Firefly-Luciferase-Gen. Im Ursprungsplasmid befindet sich der CMV-Promotor (siehe
Abbildung 5), der durch einen HSV-TK Promotor ausgetauscht wurde. Als Selektionsmarker

von transformierten Bakterien dient ein Ampicillin-Resistenzgen.
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pSG5

Der pSG5-Vektor (Agilent Technologies, Santa Clara, USA) ist ein High-Copy-Plasmid, dass
fur die Expression in vitro und in vivo genutzt werden kann. Die Expression nach transienter
Transfektion von Zelllinien wird durch den SV40-Promotor sowie das entsprechende
Polyadenylierungssignal gesteuert. Eine in vitro Transkription kann mit Hilfe des
T7-Promotors durchgefihrt werden. Die gewlnschte Expressions-Sequenz kann Uber
Restriktionsenzym-Schnittstellen (EcoRl, BamHI| und Bglll) hinter den Promotoren in den
Vektor eingebracht werden. Ein Ampicillin-Resistenzgen dient als Selektionsmarker in
transformierten Bakterien. Abbildung 6 zeigt die Vektorkarte von pSG5.

P SV40/SV40 ori

H Ol};/

rbeta-globin intron

pSGS " 17 Ecorl

[\ 4.1 kb " BamH |

\ T—Bglll
SV40 pA

ampicillin” B
— pUC ori

Abbildung 6: Vektorkarte von pSG5 (Quelle: Manual, Agilent Technologies, Santa Clara, USA)

Der in dieser Arbeit verwendete pSG5-Expressionsvektor fiir miR-34a-5p und miR-34a-3p
wurde durch die Firma Eurofins Genomics (Ebersberg, Deutschland) hergestellt. Zur
Herstellung des pSG5-miR-34a Expressionsvektors wurde die miRNA-Vorlaufersequenz
(Nukleotide 9151617-9151816 auf Chromosom 1) fir miR-34a, mit zusatzlich 40
Basenpaaren up- und downstream dieser Sequenz, de novo synthetisiert und Uber die

Restriktionsschnittstellen EcoRI und Bglll in den pSG5-Vektor ligiert.
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3.1.6 DNA-Oligonukleotide und Reportervektor-Konstrukte

In der vorliegenden Arbeit wurden Reportervektor-Konstrukte auf Basis von pMIR-RNL-TK
zur Untersuchung regulatorischer Effekte der miR-34a-3p auf die 3'UTR verschiedener
potentieller Zielgene hergestellt. Die hierzu verwendeten Oligonukleotide (Primer) in Tabelle
2 wurden alle von der Firma Eurofins Genomics (Ebersberg, Deutschland) bezogen. Die
Tabelle enthalt alle Primer zur Herstellung der Reportervektor-Konstrukte sowie zur
Mutagenese der potentiellen Bindestellen in den jeweiligen 3’'UTRs.

Tabelle 3 enthalt alle mit Hilfe der in Tabelle 2 aufgelisteten Primer in der vorliegenden Arbeit
hergestellten Reportervektor-Konstrukte, die zur Untersuchung regulatorischer Effekte auf
die jeweiligen 3'UTRs verwendet wurden. Alle 3'UTRs wurden aufgrund des verwendeten
pSG5-miR-34a Expressionsvektors so kloniert, dass sie nur potentielle Bindestellen fiir
miR-34a-3p enthielten. Hierdurch wurde ausgeschlossen, dass beobachtete Effekte auf die
ebenfalls vom Plasmid exprimierte miR-34a-5p zuriickzufihren waren.

Fir alle Konstrukte sind, die jeweils verwendeten Primerpaare, die GenBank Nummer der
MRNA des potentiellen Zielgens, die klonierten Nukleotide der mRNA, die GroRe des
einklonierten Fragments, sowie die Positionen der potentiellen Bindestellen fiir miR-34a-3p
in der 3'UTR, aufgefihrt. Aulerdem ist angegeben, gegen welche
Restriktionsenzym-Schnittstelle die jeweilige miRNA-Bindestelle bei der Mutagenese

ausgetauscht wurde.
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Tabelle 2: PCR-Primer zur Herstellung der Reportervektor-Konstrukte von pMIR-RNL-TK und
der Mutagenese von miRNA Bindestellen. Die Restriktionsenzym-Schnittstellen zur Klonierung in
pMIR-RNL-TK sind in den jeweiligen Sequenzen unterstrichen. Mutierte Sequenzen sind fett gedruckt.

Primername Orientierung | Sequenz (5'-3' Orientierung) | Verwendung
Colony PCR/Sequenzierung
PMIR-RNL-TK von pMIR-RNL-TK
for eI GARGTACCGAARGGTCTTACCG Konstrukten, Klonierung BCL2
3'UTR
Colony PCR/Sequenzierung
PMIR-RNL-TK von pMIR-RNL-TK
rev reverse CCAAGCTAGCGGCCGCATACAA Konstrukten, Klonierung BCL2
3'UTR
pMIR-BCL2 Mut forward CCAGTACCTTAAGCCCACGTGGT | Mutagenese BCL2 3'UTR
BS1 for GTATATTCATATATTTTG Bindestelle 1
pMIR-BCL2 Mut reverse CAAAATATATGAATATACACCAC | Mutagenese BCL2 3'UTR
BS1 rev GTGGGCTTAAGGTACTGG Bindestelle 1
pMIR-BCL2 Mut forward CTCCGAATGTCTGGAATCGCGAG | Mutagenese BCL2 3'UTR
BS2 for GAGCTCAGAATTCCAC Bindestelle 2
pMIR-BCL2 Mut reverse GTGGAATTCTGAGCTCCTCGCGA | Mutagenese BCL2 3'UTR
BS2 rev TTCCAGACATTCGGAG Bindestelle 2
. GGACTAGTGTCTTTTACCGTTGG | Amplifikation 3'UTR SMAD4
5'-SMAD4-Spel forward e aus cDNA
3-SMAD4-Sacl | reverse ceaccTcccaacerrereecac | AMPlifikation SUTR SMAD4
aus cDNA
pMIR-SMAD4 forward GAATAATCCAGTATTTCGCGAGT | Mutagenese Bindestelle
Mut for TAAAGGCAGAGAAG SMAD4 3'UTR
pMIR-SMAD4 reverse CTTCTCTGCCTTTAACTCGCGAA | Mutagenese Bindestelle
Mut rev ATACTGGATTATTC SMAD4 3'UTR
: GGACTAGTGCACAGCAGCTTATA | Amplifikation 3'UTR FRAT1
5'-FRAT1-Spel forward ATGE aus cDNA
) CGAGCTCGGAGATCAGAGAAATG | Amplifikation 3'UTR FRAT1
3’-FRAT1-Sacl reverse e aus cDNA
pPMIR-FRAT1 forward GGAATTGTGGCTATCTCGCGAAT | Mutagenese Bindestelle
Mut for AGGATTTTAACTTAAC FRAT1 3'UTR
pMIR-FRAT1 reverse GTTAAGTTAAAATCCTATTCGCG | Mutagenese Bindestelle
Mut rev AGATAGCCACAATTCC FRAT1 3'UTR
] GGACTAGTGACAGTTTCTTCACT | Amplifikation 3’'UTR FGF9 aus
5’-FGF9-Spel forward T cDNA
3'-FGF9-Sacl reverse CGAGCTCGCTTTAAGTTCACTGC | Amplifikation 3’UTR FGF9 aus
G cDNA
PMIR-FGF9 Mut | . . GCTTGGATGGGAATATGCACGTG | Mutagenese Bindestelle FGF9
for TTGTTCTGCACTTAAAGG 3'UTR
PMIR-FGF9 Mut | CCTTTAAGTGCAGAACAACACGT | Mutagenese Bindestelle FGF9
rev GCATATTCCCATCCAAGC 3'UTR
. GGACTAGTGTGAAACACACCAGG | Amplifikation 3'UTR FOS aus
5'-FOS-Spel forward CTGTG cDNA
) CGAGCTCCCACCTCAACAATGCA | Amplifikation 3'UTR FOS aus
3’-FOS-Sacl reverse . cDNA
5'-SRC-Spel forward GGACTAGTCCCTTTGTGTAAGGT | Amplifikation 3'UTR SRC aus
G cDNA
) CGAGCTCCTGTTGATCAGATTCT | Amplifikation 3'UTR SRC aus
3’-SRC-Sacl reverse GAGG <DNA
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3.1.7 DNA-Oligonukleotide fiir die RT-qPCR

Alle fur die RT-gPCR verwendeten miScript Primer Assays sind von der Firma Qiagen

(Hilden, Deutschland) bezogen worden und in Tabelle 4 aufgelistet.

Tabelle 4: miScript Primer Assays fiir die RT-qPCR. Die Sequenz der Oligonukleotide wird vom
Hersteller nicht angegeben.

miRNA Sequenz der Ziel-miRNA (5'-3' Orientierung) Hersteller Katalognummer

Universalprimer | nicht bekannt g?fg;rggirleiispnggc}gg

miR-222 AGCUACAUCUGGCUACUGGGU MS00007609

miR-34a-3p CAAUCAGCAAGUAUACUGCCCU MS00009534

miR-136 ACUCCAUUUGUUUUGAUGAUGGA MS00003479

miR-376¢ AACAUAGAGGAAAUUCCACGU MS00004046

miR-195 UAGCAGCACAGAAAUAUUGGC MS00003703

miR-497 CAGCAGCACACUGUGGUUUGU MS00004361

miR-21 UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA MS00009079

miR-199a-3p ACAGUAGUCUGCACAUUGGUUA MS00007602

miR-218 UUGUGCUUGAUCUAACCAUGU MS00006769

miR-181a AACAUUCAACGCUGUCGGUGAGU MS00008827

miR-101 UACAGUACUGUGAUAACUGAA MS00008372

miR-377 AUCACACAAAGGCAACUUUUGU MS00004095
GTGCTCGCTTCGGCAGCACATATACTAAAATTGGAAG

RNU6B ATACAGAGAAGATTAGCATGGCCCCTGCGCAAGGATG | MS00033740
ACACGCAAATTCGTGAAGCGTTCCATATTTTT

@ entspricht der Sequenz des mRNA-Transkripts

3.1.8 RNA-Oligonukleotide

Alle RNA-Oligonukleotide in Tabelle 5, die zur Transfektion in der Zellkultur verwendet

wurden, wurden von der Firma Qiagen (Hilden, Deutschland) bezogen.

Tabelle 5: RNA-Oligonukleotide zur Transfektion
Oligonukleotide wird vom Hersteller nicht angegeben.

in der Zellkultur. Die Sequenz der

Name Hersteller Katalognummer
AllStars Negative Control siRNA (scrambled Mimic) S103650318

miScript Inhibitor Negative Control (scrambled Inhibitor) 1027271

miR-34a-3p (Mimic) MSY0004557
Anti-miR-34a-3p (Inhibitor) MINO004557

Die verwendeten Negativkontrollen besitzen keine Homologie zu einem derzeit bekannten
Hilfe der

Genexpression oder den Phanotyp ausgeschlossen werden. Die AllStars Negative Control

Saugergen. Mit Negativkontrollen sollen unspezifische Effekte auf die
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siRNA diente als Kontrolle fir miR-34a-3p, die miScript Inhibitor Negative Control als
Kontrolle fur anti-miR-34a-3p.

3.1.9 Primare und sekundare Antikorper

Die in dieser Arbeit zur Immunodetektion von Proteinen im Western-Blot verwendeten
primaren und sekundaren Antikorper sind mit den entsprechend eingesetzten Verdinnungen

in Tabelle 6 aufgelistet.

Tabelle 6: Priméar- und Sekundarantikérper

Antikorper Hersteller Verdiinnung
a-B-Actin (AC-15, monoklonal, Maus) Sigma Aldrich (St. Louis, USA) 1:5000
a-SMAD4 (#9515, polyklonal, Cell Signaling Technology (Danvers, .

_ 1:1000
Kaninchen) USA)

Cell Signaling Technology (Danvers,

a-BCL2 (#2876, polyklonal, Kaninchen) USA) 1:1000
a-FRAT1 (ab108405, monoklonal, Abcam (Cambridge, UK) 1:1000
Kaninchen)

:-IHIiI:'_-)conjugated SRRt el S Dianova (Hamburg, Deutschland) 1:1000-1:2500
:-IHI?-I';‘_-)conjugated Goat-a-Mouse 1gG Dianova (Hamburg, Deutschland) 1:7500

3.1.10 Patientenmaterial

Alle Meningeom-Tumorproben wurden am Institut fir Neurochirurgie, Prof. Dr. J. Oertel,
Universitatsklinikum des Saarlandes, Homburg/Saar, gesammelt und zur Verfigung gestellt.
Die Tumorproben wurden wahrend der Operation am Patienten gewonnen, am Institut fur
Humangenetik in flissigem Stickstoff eingefroren und bei -80 °C gelagert. FlUr das
miRNA-Expressionsprofil wurde Gesamt-RNA  aus Tumorgewebe von 55
Meningeom-Patienten isoliert. Dieses Patientenkollektiv wurde auch fur die Validierung
differentiell exprimierter miRNAs mittels RT-gPCR verwendet und wird im nachfolgenden als
Set 1 bezeichnet. Das unabhangige Patientenkollektiv, nachfolgend als Set 2 bezeichnet,
bestand aus 95 Meningeom-Tumorproben, die konsekutiv zwischen Januar 2012 und
Oktober 2013 am Institut fir Neurochirurgie gesammelt wurden. Tabelle 7 zeigt eine
Ubersicht beider Patientenkollektive mit der Verteilung der Tumoren nach WHO Grad und
histologischem Subtyp. Weitere klinische Daten zu allen Patientengruppen finden sich im
Anhang in den Tabellen A1 und A2.
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Tabelle 7: Ubersicht der Patientenkollektive. Fiir beide Kollektive ist die Verteilung nach WHO

Graden

und histologischen Subtypen angegeben. Detaillierte klinische Daten 2zu allen
Patientengruppen finden sich im Anhang in den Tabellen A1 und A2.
WHO Grad Histologischer Subtyp Set 1 Set 2
Meningothelial 12 37
Fibroblastisch 10 6
Transitional 11 7
| Psammomatds - 2
Angiomatos - 1
Mikrozystisch - 6
Sekretorisch - 1
Atypisch 10 23
| Chordoid - 2
Hirninvasiv -
]l Anaplastisch 12
Gesamt 55 95

3.1.11 Software, Online-Tools und Datenbanken

Agilent 2100 Bioanalyzer Expert Software: Auswertung der Gelelektrophorese und
Erstellung von Abbildungen
(http://www.genomics.agilent.com/en/Bioanalyzer-System/2100-Expert-
Software/?cid=AG-PT-106&tabld=AG-PR-1002)

Biomedical PowerPoint Toolkits: Bildelemente zur Erstellung von Abbildungen
(http://www.motifolio.com/)

CellQuest Pro: Auswertung Durchflusszytometrie
(http://www.bdbiosciences.com/eu/home)

DeVision G V2.0: Gel-Dokumentation

(DeCon Science Tec, Hohengandern, Deutschland)

Endnote X7: Literaturverzeichnis

(http://endnote.com/)

FinchTV V1.5.0: Auswertung von Chromatogrammen und Sequenzen
(http://www.geospiza.com/Products/finchtv.shtml/)

Image Lab™ Software: Quantifizierung und Prozessierung der Western-Blot
Aufnahmen

(http://www.bio-rad.com/)
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KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) Pathway Database:
Ubersichtskarten zellularer Signalwege
(http://www.genome.jp/kegg/pathway.html)

Microsoft Office Mac 2011: Textverarbeitung (Word), Tabellenverarbeitung (Excel),
Erstellen von Abbildungen (PowerPoint)

miRBase [68, 69]: Ermittlung von miRNA Sequenzen
(http://www.mirbase.org/)

miRTarBase [131]: Ermittlung experimentell validierter miRNA-Zielgene
(http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/)

NCBI (National Center for Biotechnology Information): Datenbank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

TargetScan Human 5.2 Custom [132]: Vorhersage von miRNA-Zielgenen
(http://www.targetscan.org/vert_50/seedmatch.html)

TargetScan Human 7.1 [132]: Vorhersage von miRNA-Zielgenen
(http://www.targetscan.org/vert_71/)

Webcutter 2.0: Bestimmung von Restriktionsschnittstellen, in silico Verdau
(http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/)

StepOnePlus™ Software v2.3: Auswertung der RT-gPCR
(http://www.thermofisher.com/de/de/home/technical-resources/software-

downloads/StepOne-and-StepOnePlus-Real-Time-PCR-System.html)
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3.2 RNA-Methoden

3.2.1 Isolation von Gesamt-RNA mittels QIAGEN® miRNeasy Mini Kit

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus Meningeom-Tumorgewebe wurden Kryo-DUnnschnitte
der Tumoren verwendet. In einem Dunnschnitt liegen die Zellen nahezu als Monolayer vor,
eine mechanische Zerstérung des Gewebeverbandes entfallt. Die Isolation wurde mit Hilfe
des miRNeasy Mini Kit (Qiagen) nach Herstellerprotokoll durchgefihrt. Die Aufreinigung
erfolgte teilweise automatisiert mit Hilfe des QlAcube. Die Probe wurde zunachst in QlAzol,
einem Gemisch aus Guanidinthiocyanat (GTC) und Phenol, fir 5 min bei RT lysiert. Nach
Zugabe von Chloroform wurde das Homogenat fir 15 sek geschittelt und anschlieRend fir
15 min bei 12000 xg und 4 °C die Phasentrennung durchgefihrt. Es erfolgt eine
Auftrennung in drei Phasen: die untere, organische Phenol-Chloroform Phase enthalt die
Proteine, die obere wassrige Phase enthalt die RNA und die dazwischen liegende Interphase
enthalt die DNA. Die wassrige Phase wurde abgenommen und alle folgenden Arbeitsschritte
wurden automatisiert im QlAcube durchgefiihrt. Die Gesamt-RNA wurde durch Ethanol aus
der wassrigen Phase gefallt und Uber eine Saule mit Silica-Membran aufgereinigt. Die
Bindung der RNA-Molekile an die Silica-Membran ist abhangig von pH-Wert und
Salzkonzentration. Es wurden insgesamt drei Waschschritte mit salzhaltigen Puffern
durchgefihrt, wahrend denen die RNA an die Membran gebunden bleibt. Die RNA wurde
anschlieRend in 50 yl RNAse freiem Wasser von der Saule eluiert.

Die Isolation von Gesamt-RNA aus HEK293T Zellen wurde entsprechend gemanR

Herstellerprotokoll durchgefihrt.

3.2.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von RNA

Die Konzentration, der aus Meningeom-Tumorgewebe und HEK293T Zellen isolierten
Gesamt-RNA, wurde im Anschluss an die Isolation am NanoDrop™ 2000
Spektralphotometer gemessen. Als Referenz diente RNAse freies Wasser. Der NanoDrop™
2000 misst das komplette Absorptionsspektrum der Probe im Wellenlangenbereich von 220
bis 350 nm. Das Absorptionsmaximum von Nukleinsauren liegt bei 260 nm. Zur Messung
wird 1 ul RNA eingesetzt und die Konzentration berechnet sich aus der Absorption der Probe

bei 260 nm. Eine Absorptionseinheit A5 entspricht dabei 40 yg RNA/ml.

Mg RNA

—] = Azeo x 40
ml

Hieraus ergibt sich: c[
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Zusatzlich zur Ausgabe der Konzentration berechnet die Software des NanoDrop™ 2000 die
Quotienten des Absorptionswertes bei 260 nm zu den Absorptionswerten bei 230 bzw.
280 nm. Ein Absorptionsmaximum bei einer Wellenlange von 280 nm deutet auf eine
Verunreinigung mit Proteinen hin, Verunreinigungen mit GTC waren an einem erhdhten
Absorptionswert bei 230 nm zu erkennen. Beide Quotienten sollten im Idealfall zwischen 1,8

und 2 liegen, schlechtere Werte waren ein Hinweis auf entsprechende Verunreinigungen.

3.2.3 Qualitatskontrolle isolierter Gesamt-RNA mittels des Agilent 2100

Bioanalyzer

Der Agilent 2100 Bioanalyzer Ubertragt das Prinzip einer klassischen Gelelektrophorese auf
ein Chip-Format. Der Chip besitzt Kapillaren, durch die sich die negativ geladene RNA in
einem Gelpolymer nach Anlegen einer Spannung wie bei einem klassischen Agarosegel von
der Kathode zur Anode bewegt. Die Geschwindigkeit mit der sich die RNA durch das
Gelpolymer bewegt ist dabei abhangig von der GréRe der RNA-Fragmente. Wie bei einem
Agarosegel passieren grolRere Fragmente die Matrix langsamer als kleinere Fragmente. Zur
Durchfiihrung der Analyse wurden zunachst die Kapillaren mit dem Gelpolymer, das zuvor
mit einem Fluoreszenzfarbstoff versetzt wurde, beladen. Der Farbstoff interkaliert in die RNA
und beim Passieren eines Lasers kann ein Fluoreszenzsignal detektiert werden, dessen
Intensitat von der Menge der RNA abhangig ist.

Die Qualitatskontrolle der Gesamt-RNA wurde mit dem Agilent RNA 6000 Nano Kit
durchgefihrt. Zur Auflésung von Sekundarstrukturen, die das Laufverhalten der RNA im
Gelpolymer beeinflussen kdnnten, wurde die isolierte Gesamt-RNA zunachst fir 2 min auf
70 °C erhitzt. Nach Beladung des Chips mit dem Gelpolymer wurden je 1 ul der isolierten
Gesamt-RNA in die entsprechenden Probenkammern pipettiert, eine Probenkammer wurde
mit einem GroRenstandard beladen. In jede Probekammer wurde zusatzlich ein
Markerfragment definierter GréRe gegeben, anhand dessen die 2100 Expert Software die
Grofle der RNA-Fragmente von GrofRenstandard und Proben zuordnen kann. Der Chip
wurde abschlieBend fir eine Minute bei 2400 rpm geschittelt und in den Bioanalyzer
eingesetzt.

Die 2100 Expert Software gibt nach Abschluss eines Chip-Laufs ein Gel-ahnliches Bild sowie
die Elektropherogramme der Auftrennung der einzelnen Proben aus. Anhand
charakteristischer Merkmale des Elektropherogramms berechnet die Software die RNA
integrity number (RIN). Mit Hilfe des Gel-ahnlichen Bildes und des RIN-Wertes kann eine

mogliche Degradation der RNA beurteilt werden.
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3.3 Quantitative Echtzeit Polymerase-Kettenreaktion mit reverser
Transkription (Reverse transcription quantitative real-time PCR, RT-
qPCR)

Die gPCR (quantitative real-time PCR — quantitative Echtzeit PCR) ist eine Methode, die auf
der 1986 von K.B. Mullis entwickelten Technik der PCR (polymerase chain reaction —
Polymerase-Kettenreaktion) basiert [133] (siehe Kapitel 3.5.1). Die Amplifikation der
Produkte, zumeist DNA, kann mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen in Echtzeit am Ende jedes
Amplifikationszyklus erfasst werden. Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR-Green interkaliert
unspezifisch in doppelstrangige Nukleinsduren. Je gréRer die Menge der durch eine
Polymerase synthetisierten Amplifikate, desto starker ist das messbare Fluoreszenzsignal.
Die qPCR verlauft wie die klassische PCR in drei Zyklen. Zunachst wird die DNA durch
Erhitzung denaturiert, darauf folgt die Anlagerung der spezifischen Oligonukleotide (Primer)
an die einzelstrangige DNA (Annealing) und anschlieBend wird wahrend der Elongation
durch eine Tag DNA-Polymerase der komplementare DNA-Strang synthetisiert. In der
vorliegenden Arbeit wurde die qPCR zur Detektion von miRNAs in Gesamt-RNA isoliert aus
Meningeom-Tumorgewebe (siehe Kapitel 3.2.1) verwendet. Da hierfur die Gesamt-RNA
zundchst in cDNA (complementary DNA) revers transkribiert wird, wird das gesamte
Experiment als RT-qPCR bezeichnet. Aulerdem wurde mittels der RT-qPCR die erfolgreiche
ektopische Uberexpression der miR-34a-3p in HEK293T Zellen (iberpriift.

3.3.1 Reverse Transkription von Gesamt-RNA in cDNA

Die reverse Transkription isolierter Gesamt-RNA zu cDNA wurde mit Hilfe des miScript || RT
Kit (Qiagen) durchgefuhrt. Dieser Kit beinhaltet das Enzym ,Reverse Transkriptase®, ein
Nukleotidgemisch (Nucleics Mix) sowie einen Reaktionspuffer (HiSpec Buffer). Der
verwendete HiSpec-Puffer unterstitzt die effektive reverse Transkription von miRNAs zu
cDNA. Abhangig vom Patientenkollektiv (siehe Tabelle 7 Kapitel 3.1.10) wurden 500 ng
(Set 1) oder 200 ng (Set 2) Gesamt-RNA in der reversen Transkription eingesetzt. Fir die
reverse Transkription von Gesamt-RNA isoliert aus HEK293T Zellen wurden 500 ng

Gesamt-RNA eingesetzt.
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Der Ansatz wurde dabei nach folgendem Schema pipettiert:
Ansatz:
200/500 ng RNA-Template
4 ul miScript HiSpec Buffer
2 Pl Nucleics Mix
2 ul Reverse Transcriptase Mix
ad 20 yl H,0 RNase-free
Die reverse Transkription wurde fir 60 min bei 37 °C inkubiert und abschlieRend das Enzym
bei 95 °C fur 5 min hitzeinaktiviert.

3.3.2 RT-qPCR zur Detektion von miRNAs

Zur Detektion von miRNA-Sequenzen in der cDNA mittels RT-gPCR wurde der miScript
SYBR® Green PCR Kit (Qiagen) mit den in Kapitel 3.1.7 aufgefuhrten miScript Primer
Assays verwendet. Die RT-gPCR wurde fir jeden Ansatz im Duplikat durchgefuhrt, als
endogene Kontrolle wurde die RNU6GB verwendet. Der miScript SYBR® Green PCR Kit
arbeitet mit einer sogenannten Hot-Start Tag DNA-Polymerase. Aus diesem Grund beginnt
das Programm mit einem 15 minutigen Inkubationsschritt bei 95 °C zur Aktivierung des
Enzyms. Wahrend der reversen Transkription der Gesamt-RNA zu cDNA werden an diese
Bindestellen fir einen im miScript SYBR® Green PCR Kit enthaltenen Universalprimer ligiert.
Der Ansatz der RT-gPCR und die Durchfihrung im StepOnePlus™ Real-Time PCR System
erfolgten dabei nach folgendem Schema basierend auf dem Herstellerprotokoll:
gPCR-Ansatz:

2 ng cDNA-Template

5yl 2x QuantiTect SYBR® Green PCR Master Mix

1yl 10x miScript Universal Primer

1yl 10x miScript Primer Assay

ad 10 yl H,0 RNase-free

Programm:
15 min 95 °C

15s 94 °C
30s 55°C |40 Zyklen
30s 70°C

Nach Abschluss der RT-gPCR wurden die Cq(cycle threshold)-Rohwerte fir alle Proben zur
weiteren Auswertung in Microsoft Excel exportiert. Der Cg-Wert liegt in der exponentiellen
Phase der Amplifikation wahrend der RT-qPCR.
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3.4 Zellbiologische Methoden

3.4.1 Kultur und Lagerung eukaryotischer Zellen

Kultivierung eukaryotischer Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei adharent wachsende eukaryotische Zelllinien
verwendet.

Die Zelllinie Ben-Men-1 wurde aus einem meningothelialen Meningeom nach operativer
Entfernung etabliert [134]. Hierzu wurde das Gen fir die humane reverse Transkriptase der
Telomerase (hTERT) durch retrovirale Transduktion stabil in die Zellen eingebracht, was zu
einer Immortalisierung der Zellen und somit unbegrenztem Wachstum in der Zellkultur fuhrt
[134].

Bei der Zelllinie HEK293T handelt es sich um embryonale Nierenzellen. Diese Zellen wurden
durch Exposition mit DNA-Fragmenten des Adenovirus Typ 5, von denen sich Teile stabil in
das Genom der Zellen integriert haben, immortalisiert [135]. HEK293T ist eine Variante
dieser urspringlichen Zelllinie, die das SV40 Large T-Antigen konstitutiv exprimiert. Dies
erlaubt eine starke Expression von Sequenzen transfizierter Plasmide, die einen SV40
Promotor besitzen [136]. Die in dieser Arbeit verwendeten Plasmide pMIR-RNL-TK und
pSG5 (siehe Kapitel 3.1.5) besitzen beide einen solchen Promotor.

Beide Zelllinien wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), dass mit 10 %
fotalem Kalberserum (fetal calf serum - FCS) und 1 % Penicillin/Streptomycin versetzt wurde,
kultiviert. Vor Zugabe zum Nahrmedium wurde das FCS bei 56 °C fir 30 min hitzeinaktiviert.
Die Stammkultur erfolgte in 75 cm? Zellkulturflaschen mit Filterdeckel im Brutschrank bei
37 °C, etwa 80 % relativer Luftfeuchtigkeit und 5 % CO,-Partialdruck. Alle Arbeitsschritte
wurden zur Vermeidung von Kontaminationen mit Pilzen oder Bakterien unter sterilen
Bedingungen durchgefihrt.

Beide Zelllinien wurden zur Aufrechterhaltung der Stammkultur mindestens zweimal
wochentlich subkultiviert. Die Passagierung der Zellen erfolgte, wenn die Zellen eine
Konfluenz von etwa 90 % erreicht hatten. Nachdem das Kulturmedium abgenommen wurde,
wurden die Zellen mit 5 ml sterilem 1x DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline)
gewaschen. Das DPBS wurde abgenommen und die Zellen zum Ablésen vom Boden der
Zellkulturflasche mit 1 ml Trypsin/EDTA Uberschichtet. Die Zellkulturflaschen wurden fir 2
bis 5 min bei 37 °C und 5 % CO; im Brutschrank inkubiert. Trypsin spaltet proteolytisch die
Verbindungen der Zellen zum Flaschenboden und ETDA komplexiert die zur Zelladhasion
benétigten Ca*-lonen. Die Zellen wurden in einem Verhéltnis von 1:20 bis 1:40 fiir HEK293T
und 1:5 bis 1:10 fur Ben-Men-1 in eine neue Zellkulturflasche mit 15 ml frischem

Kulturmedium Uberfihrt. Im Zellkulturmedium enthaltene Serumproteine des FCS
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inaktivieren Trypsin und die Zellen kdnnen nach der Passagierung erneut am Flaschenboden

adharieren.

Kryokonservierung eukaryotischer Zellen

Einfriermedium:
70 % (v/v) DMEM
20 % (v/iv) FCS
10 % (v/v) DMSO

Zur Langzeitlagerung konnen eukaryotische Zellen bei - 196 °C in flussigem Stickstoff
asserviert werden. Das hierfir verwendete Einfriermedium enthalt Dimethylsulfoxid (DMSO).
Diese Substanz wirkt bei RT toxisch auf die Zellen, verhindert aber wahrend des
Einfriervorgangs die Bildung von Eiskristallen im Zelllumen, die zur Zerstérung der Zellwande
fuhren wirden. Die Zellen wurden wie zuvor beschrieben vom Flaschenboden abgeldst, in
Kulturmedium aufgenommen und fir 5 min bei 300 x g pelletiert. Das Zellpellet wurde
vorsichtig in Einfriermedium resuspendiert und zu je 1 ml in KryogefaRen aliquotiert. Die
Zellen wurden in der CoolCell™ bei - 80 °C mit einer konstanten Abkulhlrate von 1 °C pro

Minute eingefroren und anschlielend in flissigem Stickstoff asserviert.

Auftauen kryokonservierter Zellen

Die in flussigem Stickstoff gelagerten Zellen wurden zlgig bei 37 °C im Wasserbad
aufgetaut. Die Zellsuspension wurde in Kulturmedium in einem Zentrifugenréhrchen
aufgenommen, was zu einer raschen Verdinnung des bei RT toxischen DMSO fuhrt. Die
Zellen wurden anschlieRend fiir 5 min bei 300 x g pelletiert und der DMSO-haltige Uberstand
abgenommen. Das Pellet wurde in frischem Kulturmedium resuspendiert und in eine 75 cm?
Zellkulturflasche uberfuhrt.

3.4.2 Zellzahlung mittels eines automatischen Zellzahlgerates

Zur Bestimmung der Zellzahl einer Zellsuspension wurde ein automatisches Zellzahlgerat
(Luna™ fl) verwendet. Das Gerat besitzt eine Kamera, welche die Gesamtanzahl an Zellen
in einer definierten Flache eines Counting-Slides ermittelt. Der Counting-Slide besitzt
Kammern definierter GroRe und Hohe, in die die Zellsuspension eingebracht wird. Zur
Bestimmung der Zellzahl einer Zellsuspension wurden 11 pl der Suspension in die Kammer
eines Counting-Slides pipettiert und dieser in das Gerat eingesetzt. Aufgrund des durch die
GroRe und Hohe der Kammer definierten Volumens, in dem die Gesamtzellzahl bestimmt

wird, kann das Gerat automatisch die Zellzahl pro ml Zellsuspension berechnen.

37



Material und Methoden

3.4.3 Transfektion eukaryotischer Zellen

Transfektion von Plasmid-DNA in HEK293T mittels PolyFect

Das PolyFect Transfektionsreagenz ist eine Mischung aus aktiven Dendrimeren. Diese
bilden eine spharische Struktur, an deren Enden sich positiv geladene Aminogruppen
befinden, an die die negativ geladenen Phosphatgruppen von Nukleinsauren binden. Nach
Bindung von Nukleinsduren an die Dendrimere bildet sich eine kompakte Struktur, die sich
an die Oberflache der Zellen anlagert und durch unspezifische Endozytose von den Zellen
aufgenommen wird.

Die HEK293T Zellen wurden einen Tag vor der Transfektion in der gewlinschten Zelldichte
ausgesat. In jedem Transfektionsansatz wurde zunachst die entsprechende Menge
Plasmid-DNA in DMEM aufgenommen und dann das PolyFect Transfektionsreagenz
zugegeben. Der Ansatz wurde kurz geschittelt und fir 5 bis 10 min bei RT inkubiert, in
dieser Zeit bilden sich die zuvor beschriebenen Dendrimer-DNA Komplexe. Der Ansatz
wurde vorsichtig tropfenweise zu den Zellen gegeben. Der Dual-Luciferase® Reporter Assay
wurde in 24-Well Zellkulturplatten durchgefuhrt, die Transfektion zur ektopischen
Uberexpression der miR-34a-3p in HEK293T Zellen in 10 cm Zellkulturschalen. Die

Transfektionsansatze wurden nach dem Schema in Tabelle 8 angesetzt.

Tabelle 8: Pipettierschema der Transfektionsansatze fiir die Transfektion von Plasmid-DNA in
HEK293T Zellen.

Schale Plasmid Plasmid-Menge [ug] DMEM [ul] Polyfect [pl]
pSG5 4

210 cm 300 25
pSG5-miR-34a 4
pSG5 0,8

24 Well pSG5-miR-34a 0,8 25 2
pMIR-RNL-TK Konstrukt 0,2

Transfektion von RNA-Oligonukleotiden in Ben-Men-1 mittels HiPerFect

Das HiPerFect Transfektionsreagenz ist eine Mischung aus kationischen und neutralen
Lipiden. Diese bilden wahrend einer kurzen Inkubation Komplexe mit RNA-Oligonukleotiden,
die von den Zellen unspezifisch durch Endozytose aufgenommen werden.

Die Ben-Men-1 Zellen wurden unmittelbar vor der Transfektion in der gewlinschten Zelldichte
ausgesat. Fur den Transfektionsansatz wurden die RNA-Oligonukleotide (Stammldsung
20 uM) entsprechend der gewlinschten Endkonzentration in einem Gemisch aus DMEM und

HiPerFect Transfektionsreagenz aufgenommen. Der Transfektionsansatz wurde kurz
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geschuttelt, fur 5 min bei RT inkubiert und tropfenweise zu den Zellen gegeben. Alle
Transfektionsansatze mit RNA-Oligonukleotiden wurden nach dem Schema in Tabelle 9
angesetzt. Die jeweilige Endkonzentration der RNA-Oligonukleotide bezieht sich auf das
Gesamt-Endvolumen von 3 ml Kulturmedium nach Zugabe des Transfektionsansatzes in das
Well einer 6-Well Zellkulturplatte.

Tabelle 9: Pipettierschema der Transfektionsansatze fir die Transfektion von
RNA-Oligonukleotiden in Ben-Men-1 Zellen. Die Endkonzentration bezieht sich auf 3 ml
Gesamt-Endvolumen im Well einer 6-Well Zellkulturplatte.

. . . Volumen RNA- DMEM HiPerFect
RNA-Oligonukleotid Endkonzentration Oligonukleotid [yl] ] 1]
AllStars Negative 10 nM 15 500 20

Control siRNA

miR-34a-3p (Mimic) 10 nM 1,5 500 20

miScript Inhibitor

Negative Control 100 nM 15 500 20

Anti-miR-34a-3p

(Inhibitor) 100 nM 15 500 20

3.4.4 Bestimmung der Proliferationsrate

Um den Einfluss der Deregulation der miR-34a-3p auf die Proliferation der
Meningeom-Zelllinie Ben-Men-1 zu untersuchen,  wurden die Zellen mit
RNA-Oligonukleotiden transfiziert. Hierfir wurden 20.000 Zellen pro Well in 6-Well
Zellkulturplatten ausgesat und am gleichen Tag transfiziert. Alle Transfektionen wurden in
Triplikaten mit RNA-Oligonukleotiden und dem HiPerFect Transfektionsreagenz
durchgefihrt. AuRerdem wurden jeweils drei Wells untransfiziert belassen. Die
Transfektionsansatze fir miR-34a-3p sowie anti-miR-34a-3p und den entsprechenden
Kontrollen wurden gemal® dem Schema in Tabelle 9 (siehe Kapitel 3.4.3) angesetzt. Funf
Stunden nach Transfektion wurde das Medium mit verbleibendem Transfektionsreagenz
abgenommen und durch frisches Kulturmedium ersetzt. Zur Zahlung wurden die Zellen nach
72, 96 und 120 Stunden mit Hilfe von Trypsin/EDTA vom Boden der Zellkulturplatten geldst,
in 1 ml Kulturmedium aufgenommen und pro Ansatz in Duplikaten mit dem automatischen

Zellzahlgerat (siehe Kapitel 3.4.2) gezahlt.

3.4.5 Durchflusszytometrie zur Untersuchung der Apoptose

Mit Hilfe der Fluoreszenz-Durchflusszytometrie (fluorescence activated cell sorting, FACS)
kénnen Zellen einer Zellsuspension aufgrund spezifischer Eigenschaften separiert werden
[137]. Die Zellen einer Suspension werden mit Hilfe der hydrodynamischen Fokussierung

vereinzelt und passieren eine Kapillare, durch die ein Laser verlauft. Beim Passieren des

39



Material und Methoden

Lasers kdénnen verschiedene Eigenschaften der Zellen detektiert werden. Zu Beginn des
Experiments wird zunachst die Zellpopulation aufgrund ihrer GréRe und Granularitat
charakterisiert. Das sogenannte Vorwartsstreulicht (forward scatter — FSC) korreliert mit der
Groflle der Zellen, das Seitwartsstreulicht (side scatter — SSC) resultiert aus der Granularitat
der Zellen. Durch die Festlegung eines Fensters, in dem sich die Zellpopulation befindet,
wird die Messung von Zelldebris vermieden, die eventuell zu unspezifischen Ergebnissen
fuhren konnte. Nach Charakterisierung der gesamten Zellpopulation kdnnen
Subpopulationen von Zellen, die z.B. mit spezifischen Antikbérpern oder
Fluoreszenzfarbstoffen markiert sind, durch den Laser erfasst werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Durchflusszytometrie zur Bestimmung des Anteils
apoptotischer und nekrotischer Zellen nach Deregulation der miR-34a-3p in der
Meningeom-Zelllinie Ben-Men-1 verwendet. Hierfir wurden die Zellen mit Annexin V und
Propidiumiodid (PI) markiert. Annexin V bindet an Phosphatidylserin-Reste auf der
Oberflache der Zellmembran. Bei vitalen Zellen befinden sich Membranlipide mit
Phosphatidylserin nur in der inneren Schicht der Plasmamembran. In frihen Stadien der
Apoptose kommt es zu einem ,Flip“ dieser Lipide in die auRere Schicht der Plasmamembran
und damit zur Exposition von Phosphatidylserin an der Zelloberflache. Propidiumiodid (PI) ist
ein Farbstoff, der in doppelstrangige DNA interkaliert und die Membran vitaler Zellen nicht
durchdringen kann. In spaten Stadien der Apoptose kommt es jedoch zum Verlust der
Membranintegritat der Zellen und Pl kann in die Zellen eindringen. Im verwendeten
Reaktionskit fur die Durchflusszytomerie (Dead Cell Apoptosis Kit with Annexin V Alexa
Fluor® 488 and Propidiumiodide (Pl), Invitrogen/Life Technologies) ist Annexin V mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Alexa Fluor® 488 gekoppelt. Dieser emittiert nach Anregung durch den
Laser grunes Licht, Propidiumiodid emittiert rotes Licht.

Zur Bestimmung des Anteils apoptotischer und nekrotischer Zellen wurden 1 x 10° Zellen der
Meningeom-Zelllinie Ben-Men-1 ausgesat und wie zuvor beschrieben transfiziert (siehe
Kapitel 3.4.3). Nach 48 bzw. 72 Stunden wurde das Zellkulturmedium in ein 15 ml
Zentrifugenréhrchen Uberfuhrt, die Zellen durch Zugabe von Trypsin/EDTA geerntet und
hinzugegeben. Die Zellen wurden fur 3 min bei 300 x g pelletiert, einmal mit 1x DPBS
gewaschen und in 1 ml 1x Annexin-Binding-Buffer, der Bestandteil des verwendeten Kits ist,
aufgenommen. Die Zellen wurden fur 15 min lichtgeschutzt mit 2 yl Alexa Fluor® 488
Annexin V und 1 pl PI-Lésung (100 "9/ ) gefarbt und anschlieRend im FACS analysiert. Das
Experiment wurde unter Anleitung von Frau Ruth Nickels am Institut fir
Klinisch-Experimentelle Chirurgie, AG Prof. Dr. M. Menger, Medizinische Fakultat der
Universitat des Saarlandes, Homburg/Saar, mit Hilfe des ,FACScan® Durchflusszytometers
und der Software ,CellQuest Pro“ durchgefiihrt. Die Einordnung der Zellen in das Stadium

der Apoptose erfolgte auf Grundlage der detektierten Farbungen mit Alexa Fluor® 488
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Annexin V und PI [138]. Vitale Zellen werden von beiden Farbstoffen nicht erfasst. Zellen in
der frilhen Apoptose sind positiv fir Alexa Fluor® 488 Annexin V. Nekrotische Zellen mit
komplettem Verlust der Membranintegritat sind nur positiv fur PI. Zellen, die positiv fir Alexa

Fluor® 488 Annexin V und Pl sind, befinden sich in der spaten Apoptose oder Nekrose [138].

3.5 Molekularbiologische Methoden

3.5.1 Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction — PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction — PCR) ermdglicht die in vitro
Amplifikation von DNA [133]. Als Ausgangsprodukt (Template) kénnen in der PCR sowohl
genomische DNA als auch Plasmid-DNA eingesetzt werden. Die PCR wird in drei Schritten,
die mehrfach hintereinander in einem Thermocycler ablaufen, durchgefuhrt. Im ersten Schritt
erfolgt die Denaturierung der DNA-Doppelstrange, im zweiten Schritt erfolgt die Anlagerung
spezifischer Oligonukleotide (Primer) an ihre komplementare Sequenz der Einzelstrange
(Annealing). In der anschlieBenden Elongation synthetisiert eine DNA-Polymerase,
ausgehend vom freien 3’-Hydroxy-Ende des Primers, aus freien dNTPs
(Desoxyribonukleosidtriphosphate) im PCR-Ansatz den komplementaren Einzelstrang. In
allen PCR-Reaktionen wurde die Tag DNA-Polymerase verwendet, ein Enzym, das aus dem
thermophilen Bakterium Thermus aquaticus stammt. Die Temperatur im Annealing Schritt
richtet sich nach der Schmelztemperatur der Primer. Wahrend der Elongation wird eine
Temperatur von 72°C verwendet, dies st das Temperaturoptimum der

Taq DNA-Polymerase.

PCR-Amplifikation von 3’'UTR-Sequenzen aus humaner cDNA

Zur Klonierung von 3'UTR Bereichen potentieller Zielgene wurden diese zunachst aus
humaner cDNA mit spezifischen Primern (siehe Tabelle 2 Kapitel 3.1.6) amplifiziert.
Die PCR wurde nach folgendem Schema durchgefihrt:
Ansatz:
100 ng cDNA-Template

1yl Vorwartsprimer (25 uM)

1yl Ruckwartsprimer (25 yM)

2 yl dNTP-Mix (je 2,5 mM)

5 ul 10x Tag-Buffer

0,5 yl Taq DNA-Polymerase (5 U/w)

ad 50 |J| Hzodd
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Programm:
3 min
50 s
1 min
Xs

Y min

95°C
95°C
57 °C 38 Zyklen
72 °C
72 °C

Die Elongationszeit (X) richtete sich nach der Lange des zu amplifizierenden Fragments

(siehe Tabelle 3 Kapitel 3.1.6). Als Grundlage wird hierbei eine Syntheserate von 1000 bp

pro 1 min fur die Tag DNA-Polymerase angenommen. Die Zeit fur die finale Elongation (Y)

betrug mindestens das Doppelte der verwendeten Elongationszeit wahrend der Zyklen.

Colony-PCR

Die Colony-PCR wird verwendet, um die erfolgreiche Insertion eines Fremd-DNA Fragments

in einen Vektor zu Uberprifen. Als Ausgangsmaterial dient in der Colony-PCR eine einzelne

Bakterienkolonie, die nach Transformation der Bakterien auf einer LB-Agarplatte (lysogeny
broth) gewachsen ist (siehe Kapitel 3.6.3). Alle Colony-PCRs fur den Vektor pMIR-RNL-TK
wurden mit den Primern pMIR-RNL-TK for und pMIR-RNL-TK rev (siehe Tabelle 2 Kapitel
3.1.6) nach folgendem Schema durchgefihrt.

Ansatz:
1
0,5 ul
0,5 ul
1l
2,5 ul
0,2 ul
ad 25 pl

Programm:
5 min
50 s
1 min
Xs

Y min

gepickte Kolonie
Vorwartsprimer (25 pM)
Rickwartsprimer (25 uM)
dNTP-Mix (je 2,5 mM)

10x Taqg-Buffer

Taq DNA-Polymerase (5 U/ul)

HZOdd

95°C
95°C
57 °C 30 Zyklen
72 °C
72 °C

Auch bei der Colony-PCR sind die Elongationszeit (X) und die Zeit der finalen Elongation (Y)

abhangig von der Groflte des amplifizierten DNA-Fragments. Durch die verwendeten Primer
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ist das erwartete PCR-Produkt bei erfolgreicher Insertion des 3’'UTR-Fragments etwa 200 bp
groRer als dieses Fragment im Vektor (siehe Tabelle 3 Kapitel 3.1.6). Im ersten
Denaturierungsschritt werden die im Ansatz enthaltenen Bakterien zerstort und die

Plasmid-DNA liegt frei fur die Amplifikation in der Lésung vor.

Zielgerichtete Mutagenese von Plasmid-DNA (Overlap-Extension PCR)

Zur zielgerichteten Mutagenese potentieller Bindestellen fur miR-34a-3p in 3'UTR
Sequenzen wurde das Verfahren der Overlap-Extension PCR verwendet. Die potentiellen
Bindestellen wurden dabei gegen Schnittstellen fir Restriktionsendonukleasen ausgetauscht
(siehe Tabelle 3 Kapitel 3.1.6). Die Mutagenese wurde in zwei Schritten durchgefuhrt. Als
Ausgangsprodukt diente hierbei der pMIR-RNL-TK Vektor, in den das 3’'UTR Fragment zuvor
kloniert wurde. In der ersten PCR-Reaktion wurde eine Kombination aus vier verschiedenen
Primern verwendet (siehe Tabellen 2 und 3 Kapitel 3.1.6). Der jeweilige Mutagenese-Primer
Uberspannt dabei die potentielle Bindestelle und ist jeweils nur 5’ und 3’ von diesem Bereich
komplementar zum Ausgangsfragment. Diese Primer wurden jeweils in Kombination mit den
ursprunglich zur Klonierung verwendeten Primern eingesetzt. In einer zweiten PCR-Reaktion
wurden die entstandenen Fragmente 1 und 2 aus den ersten beiden PCR-Reaktionen
eingesetzt, die zuvor mittels Agarose-Gelelektrophorese (siehe Kapitel 3.5.2) aufgetrennt
und aufgereinigt (siehe Kapitel 3.5.3) wurden. Die beiden Einzelfragmente sind im Bereich
der Mutagenese-Primer komplementar und lagern sich aneinander an. Die DNA-Polymerase
synthetisiert, ausgehend von den Klonierungsprimern, die komplementaren DNA-Stréange
(Overlap-Extension) und es entsteht erneut ein Doppelstrang. Als Produkt dieser

PCR-Reaktion erhalt man das vollstandige 3’'UTR Fragment mit mutierter Bindestelle.

Die PCR-Reaktionen wurden nach folgenden Schemata durchgefihrt:

Ansatze PCR 1:

Fragment 1
100 ng Plasmid-DNA

1yl Vorwartsprimer Klonierung (25 pyM)

1yl Ruckwartsprimer Mutagenese (25 uM)
2 yl dNTP-Mix (je 2,5 mM)
5 ul 10x Tag-Buffer

0,5yl Taq DNA-Polymerase (5 U/w)

ad 50 |J| Hzodd
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Fragment 2
100 ng

1l

1l

2 ul

5 ul

0,5 ul
ad 50 pl

Plasmid-DNA

Vorwartsprimer Mutagenese (25 uM)
Rickwartsprimer Klonierung (25 uM)
dNTP-Mix (je 2,5 mM)

10x Taqg-Buffer

Taq DNA-Polymerase (5 U/ul)

HZOdd

Ansatz PCR 2:

je 5 yl aufgereinigtes Fragment 1 und 2
1yl Vorwartsprimer Klonierung (25 pM)
1 yl Ruckwartsprimer Klonierung (25 pM)
2 yl dNTP-Mix (je 2,5 mM)
5 ul 10x Tag-Buffer

0,5 ul Tag DNA-Polymerase (5 U/ul)

ad 50 pl H204q
Programm:

3 min 95°C
50s 95°C

1 min 57 °C 38 Zyklen
Xs 72°C

Y min 72 °C

Die Elongationszeit (X) sowie die Zeit fur die finale Elongation (Y) sind auch hier abhangig
von der Grof3e der zu amplifizierenden Fragmente. Die Zeit wurde immer entsprechend dem

gréBten zu erwartenden Fragment gewahit.
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3.5.2 Agarose-Gelelektrophorese

50x TAE-Puffer: 10x DNA-Ladepuffer:
1M Eisessig 10 % (v/v) 10x TAE-Laufpuffer
50 mM EDTA 70 % (v/v) Glycerin
2 M Tris-HCI, pH 8,0 20 % (v/iv) 20 mM EDTA, pH 8,0

Bromphenolblau

Xylencyanol

Die Auftrennung der PCR-Produkte zur Uberpriifung der korrekten FragmentgréRe wurde
mittels der Agarose-Gelelektrophorese durchgefihrt. Die negativ geladenen DNA-Fragmente
bewegen sich nach Anlegen einer Spannung im elektrischen Feld von der Kathode zur
Anode. Die Laufstrecke ist dabei abhangig von der Grélke der Fragmente. Grof3e Fragmente
passieren das molekulare Sieb, das durch die Agarose entsteht, langsamer.

Je nach GroRe der zu trennenden DNA-Fragmente wurde ein 1-2 % Agarosegel in
1x TAE-Puffer verwendet. Ein hdherer Agarosegehalt flhrt zu einer besseren Auftrennung
kleiner DNA-Fragmente.

Zur Herstellung des Gels wurde eine entsprechende Menge Agarose in 1x TAE-Puffer durch
aufkochen gel6ést. Vor der Polymerisierung wurde das Agarosegel mit 2 bis 5yl

Ethidiumbromid (10 mg/w) versetzt. Ethidiumbromid interkaliert in die DNA-Doppelstrange und

kann in ultraviolettem Licht sichtbar gemacht werden.

3.5.3 Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Die Aufreinigung gelelektrophoretisch aufgetrennter DNA-Fragmente wurde mit Hilfe des
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kits (Macherey-Nagel) nach Herstellerprotokoll
durchgefihrt. Die DNA bindet dabei, abhangig von der Salzkonzentration und dem pH-Wert,
an eine Silica-Membran in der S&ule. Verunreinigungen werden in einem Waschschritt

entfernt und die DNA abschlielend mit H,O44 von der Saule eluiert.

3.5.4 Photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA

Die photometrische Konzentrationsbestimmung von DNA wurde, analog der
Konzentrationsbestimmung von RNA (siehe Kapitel 3.2.2), mit dem NanoDrop™ 2000
Spektralphotometer durchgeflihrt. Eine Absorptionseinheit Az entspricht dabei
50 ug dsDNA/mI.
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3.5.5 Verdau von DNA durch Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen sind in der Lage DNA-Strange an spezifischen Stellen durch
Spaltung von Phosphodiesterbindungen einzelner Nukleotide zu trennen. Jede
Restriktionsendonuklease besitzt eine charakteristische Erkennungssequenz in der DNA.
Diese Sequenzen sind zumeist Palindrome. Die Spaltung der DNA-Strange erfolgt entweder
glatt (blunt end) oder mit Uberhangen (sticky end). Um eine gerichtete Klonierung der
amplifizierten 3'UTR Fragmente in den pMIR-RNL-TK Vektor zu erreichen, wurden jeweils
zwei verschiedene Restriktionsenzyme, die unterschiedliche Uberhdnge bilden, verwendet.
Durch entsprechendes Design der Primer (siche Tabelle 2 Kapitel 3.1.6) wurden diese
bereits bei der Synthese mit entsprechenden Restriktionsschnittstellen versehen.
Alle amplifizierten und aus dem Agarosegel aufgereinigten 3’'UTR Fragmente (Insert) und der
Zielvektor pMIR-RNL-TK wurden nach folgendem Schema mit Restriktionsenzymen verdaut:
Ansatze:
3’ UTR Fragmente (Insert)
16 pl aufgereinigtes PCR-Produkt
1 ul Spel-HF®
1yl Sacl-HF®
2 yl Cut-Smart Buffer (10x)

pMIR-RNL-TK
2 ul PMIR-RNL-TK Vektor (1 ng/w)
1 ul Spel-HF®
1 ul Sacl-HF®
1 pl rAPid Alkaline Phosphatase
2 yl Cut-Smart Buffer (10x)

Der Verdau wurde fir 1h bei 37 °C im Thermocycler inkubiert. Nach Abschluss der
Inkubation wurden alle Enzyme fur 20 min bei 80 °C hitzeinaktiviert. Fur die Klonierung der
BCL2 3'UTR wurde statt dem Enzym Sacl das Enzym NgoMVI verwendet, da sich in der
klonierten Sequenz eine Schnittstelle fiir Sacl befand.

Im Verdau von pMIR-RNL-TK wurde die rAPid Alkaline Phosphatase zur
Dephosphorylierung der freien 5° Enden der Plasmid-DNA eingesetzt. Dies verhindert eine
Religation zur zirkuldren Struktur der Plasmid-DNA. Der Verdau von 3’'UTR Fragmenten und
pMIR-RNL-TK wurde anschlieBend in einem Agarosegel aufgetrennt und mit dem
NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up Kit (Macherey-Nagel) nach Herstellerprotokoll
aufgereinigt.
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3.5.6 Ligation von DNA-Fragmenten

Die amplifizierten 3’UTR Fragmente und die linearisierte Vektor-DNA, die mit den gleichen
Restriktionsenzymen verdaut wurden (siehe Kapitel 3.5.6), kdbnnen durch eine Ligase an den
Schnittstellen der Restriktionsendonukleasen zu einem zirkularen Plasmid verkniipft werden.
Alle verwendeten Restriktionsendonukleasen schneiden die DNA-Strange mit einem sticky
end, dies verbessert die Anlagerung der DNA-Fragmente an die Plasmid-DNA.

Die Ligation wurde nach folgendem Schema angesetzt:

Ansatz:
6 - 7 yl verdautes PCR-Produkt (Insert)
1-2 pl Vektor-DNA
1yl T4 DNA-Ligase
1 yl Ligase-Buffer

10 yI Gesamtvolumen

Der Ligationsansatz wurde U.N. bei 4 °C inkubiert. Fir die Transformation kompetenter
Bakterien (siehe Kapitel 3.6.3) wurden jeweils 5 ul eines Ligationsansatzes eingesetzt. Als
Kontrolle fur die erfolgreiche Dephosphorylierung der Vektor-DNA wurde ein Ligationsansatz

mit H,044 statt eines Insert als Kontrolle mitgefiihrt.

3.5.7 Sequenzierung von Plasmid-DNA

Von transformierten Bakterienkolonien, bei denen in der Colony-PCR ein Insert in passender
GroéRe nachgewiesen werden konnte (siehe Kapitel 3.5.1), wurde eine Uber-Nacht-Kultur in
50 ml LB-Medium (lysogeny broth) angelegt. Nach Isolation der Plasmid-DNA (siehe Kapitel
3.6.4) wurde diese zur Sequenzierung an die Firma Seq-It GmbH (Kaiserslautern) gesendet,
die dazu die Methode nach Sanger et al. [139] verwendet. Zur Sequenzierung wurden die
Primer pMIR-RNL-TK for und rev (siehe Tabelle 2 Kapitel 3.1.6) verwendet, die im
flankierenden Bereich des zu sequenzierenden Inserts an die Plasmid-DNA binden. Bei der
Sanger-Sequenzierung werden dem Ansatz neben Desoxynukleotiden (dTNPs) auch
fluoreszenzmarkierte Didesoxynukleotide (ddNTPs) zugegeben. Aufgrund einer fehlenden
3’-Hydroxygruppe an der Ribose stoppt die Synthese der DNA-Polymerase, da keine neuen
Nukleotide mehr an den DNA-Strang geknupft werden koénnen. Die Anwesenheit eines
Inserts mit korrekter Grof3e und, im Falle einer Mutagenese der Austausch der potentiellen
Bindestelle fir miR-34a-3p durch eine Restriktionsenzym-Schnittstelle, wurden in den

Chromatogrammen mit der Software FinchTV Uberprift.
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3.6 Mikrobiologische Methoden

3.6.1 Kultur und Lagerung von Bakterien

LB-Medium: LB-Agar:
1 % (w/v) Trypton 1 % (w/v) Trypton
0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt 0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt
1 % (w/v) NaCl 1 % (w/v) NaCl
- autoklavieren 1,5 % (w/v) Bacto-Agar

- autoklavieren

Fiar die Amplifikation der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Plasmide wurde der
Bakterienstamm Library Efficiency® Escherichia coli DH5a™ (Invitrogen; Genotyp: F°
®80/acZAM15 A(lacZYA-argF) U169 recA1 endA1 hsdR17(r, my’) phoA supE44 thi-1
gyrA96 relA1 N) verwendet. Zur Selektionierung plasmidtragender Bakterien (siehe auch
Kapitel 3.1.5) wurden flissiges LB-Medium (lysogeny broth) und LB-Agarplatten mit
Ampicillin (100 "&/_) versetzt. Zur Plasmidisolierung wurden 50 ml LB-Medium mit einer
einzelnen Bakterienkolonie angeimpft und G.N. aerob bei 37 °C und 225 rpm in einem
Schittelinkubator kultiviert (Uber-Nacht-Kultur). Zur Gewinnung einzelner Kolonien wurden
Transformationsansatze (siehe Kapitel 3.6.3) auf einer LB-Agarplatte ausplattiert und diese
U.N. bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Zur Lagerung von Plasmiden wurden 500 pl flissige
Bakterienkultur mit 100 yl DMSO versetzt und bei - 70 °C eingefroren.

Zelldichtebestimmung einer Bakterienkultur

Bei einer Wellenlange von 600 nm kann die optische Dichte einer Bakterienkultur mit einem
Photometer bestimmt werden (ODeso). Als Referenz diente dabei unbewachsenes
Kulturmedium und in einer zweiten Klvette wurde entsprechend 1 ml Bakterienkultur

gemessen. Die Berechnung der Dichte basiert auf dem Lambert-Beerschen Gesetz.
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Lambert-Beersches Gesetz:

E=log(lo/l)=excxd

hierbei gilt:
E = Extinktion (OD)
lo = Intensitat des einfallenden Lichts
| = Intensitat des transmittierten Lichts
¢ = dekadischer molarer Extinktionskoeffizient [1/(m0|_cm)]

d = Schichtdicke der Probe [cm]

c = molare Konzentration der absorbierenden Substanz [Mol/]

3.6.2 Herstellung chemokompetenter Escherichia coli DH5a

TfBI: TfBII:
30 MM KOAc 10 mM Na(MOPS)
50 mM MnCl, 75 mM CaCl,
100 mM KCI 10 mM KCI
10 mM CaCl, 15 % (v/v) Glycerin
15 % (v/v) Glycerin - sterilfiltrieren (0,2 uM)

- sterilfiltrieren (0,2 yM)

SOB-Medium: SOC-Medium:
2% (w/v) Trypton SOB-Medium
0,5 % (w/v) Hefe-Extrakt 20 mM Glucose
10 mM MgCl, - sterilfiltrieren (0,2 yM)
10 mM NaCl
2,5mM KCI

- autoklavieren

Zur Aufnahme von Plasmid-DNA wahrend der Transformation (siehe Kapitel 3.6.3) missen
Bakterien kompetent gemacht werden. Dies wurde mit Hilfe der Calciumchlorid-Methode
durchgefiihrt. Ein Uberschuss von Chloridionen fiihrt zur Permeabilisierung der bakteriellen
Zellwande. Eine Uber-Nacht-Kultur mit 5 ml LB-Medium wurde in 500 ml SOB-Medium
Uberfiihrt. Diese Bakteriensuspension wurde bis zu einer ODgy von 0,6 bei 37 °C und
225 rpm kultiviert. Nach AbkUhlung der Bakterienkultur auf Eis wurde diese fir 15 min bei

4000 x g und 4 °C pelletiert. AnschlieRend wurde das Bakterienpellet in 100 ml kaltem TfBI
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resuspendiert und die Bakterien fir 8 min bei 4000xg und 4 °C pelletiert. Nach
Resuspendierung des Pellets in 20 ml kaltem TfBIl wurden die Bakterien in Kryogefalie

aliquotiert, in flissigem Stickstoff schockgefroren und bei - 70 °C gelagert.

3.6.3 Transformation von Escherichia coli DH5a

Die Transformation ligierter Plasmide in kompetente Bakterien erfolgte durch eine
Hitzeschockbehandlung. Durch die starke Temperaturerhéhung kommt es kurzfristig zu einer
starkeren Permeabilisierung der Bakterienzellwand und die Aufnahmefahigkeit der Bakterien
fur Plasmid-DNA wird erhoht.

Je 5 yl eines Ligationsansatzes (siehe Kapitel 3.5.6) wurden zu 50 ul kompetenten Bakterien
gegeben, vorsichtig gemischt und der Ansatz fir 30 min auf Eis inkubiert. Wahrend dieser
Zeit lagern sich die Plasmide an die Bakterienzellwande an. Der Ansatz wurde anschlief3end
fur 90 sek bei 42 °C im Wasserbad inkubiert und fur weitere 2 min auf Eis abgekuhlt. Es
wurden 100 yl LB-Medium zugegeben und die Bakterien fiir 1 h bei 37 °C und 225 rpm im
Schuttler inkubiert. AnschlieRend wurden die Bakterien auf LB-Agarplatten mit Ampicillin
(100 "8/ ) ausplattiert und G.N. bei 37 °C im Brutschrank inkubiert.

3.6.4 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen

Nach der Transformation und erfolgreichem Nachweis eines Inserts korrekter GrofRe in der
Colony-PCR  wurde von dieser Bakterienkolonie zur Plasmidisolierung eine
Uber-Nacht-Kultur in 50 ml LB-Medium mit Ampicillin (100 M8/ ) angeimpft. In dieser Kultur
kdnnen sich nur Bakterien, die das entsprechende Plasmid tragen und somit Uber eine
Ampicillinresistenz verfiigen, vermehren. Vor der Isolierung wurden 500 pl der Bakterien aus
der Kultur entnommen, mit 100 yI DMSO versetzt und bei -70°C gelagert. Die
Bakterienkultur wurde fir 15 min bei 6000 x g und RT pelletiert und die Isolierung der
Plasmide nach Anleitung des Herstellers mit dem NucleoBond® PC100 Kit
(Macherey-Nagel) durchgefiihrt. Das Prinzip der Aufreinigung besteht aus einer alkalischen
Lyse der Bakterien und der anschlieRenden Reinigung der Plasmid-DNA, die bei
entsprechender Salzkonzentration und pH-Wert an eine Matrix in einer Saule gebunden
bleibt. Nach Durchfihrung der Reinigungsschritte wurde die Plasmid-DNA von der S&ule
eluiert und die Plasmid-Konzentration gemessen (siehe Kapitel 3.5.4). Die so aufgereinigten

Plasmide konnten zur Transfektion in der Zellkultur (siehe Kapitel 3.4.3) eingesetzt werden.
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3.7 Dual-Luciferase® Reporter Assay

Mit Hilfe des Dual-Luciferase® Reporter Assay Systems (Promega) wurden in der
vorliegenden Arbeit mdgliche regulatorische Effekte der miR-34a-3p auf die 3'UTR
potentieller Zielgene untersucht. Die Grundlage des Assays beruht auf der Fahigkeit von
Luciferasen nach Umsetzung ihres Substrats Licht in Form eines Photons, das mit Hilfe
eines Luminometers gemessen werden kann, zu emittieren. Im Dual-Luciferase® Reporter
Assay kann die Aktivitdt der Firefly- sowie der Renilla-Luciferase gleichzeitig gemessen
werden. Zu einem Zellextrakt wird zunachst das spezifische Substrat der Firefly-Luciferase,
Luciferin, hinzugegeben. Dieses wird mit Hilfe von Mg®*-lonen zu Oxyluciferin umgesetzt,
dessen Lichtemission im Luminometer gemessen werden kann. AnschlieBend wird die
~otop&Glo“-Losung hinzugegeben, welche die Aktivitat der Firefly-Luciferase nahezu
vollstandig unterdriickt und Coelenterazine, das Substrat der Renilla-Luciferase, enthalt.
Dieses wird von der Renilla-Luciferase zu Coelenteramide umgesetzt, was wiederum zu
einer im Luminometer messbaren Lichtemission fihrt.

Fir alle in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Dual-Luciferase® Reporter Assays wurde
der Vektor pMIR-RNL-TK verwendet. Die zu untersuchenden 3'UTR Bereiche wurden jeweils
hinter das Firefly-Luciferase Gen kloniert (siehe Tabelle 3 Kapitel 3.1.6, Abschnitt 3.5).
Mégliche regulatorische Effekte in dieser 3’'UTR durch miR-34a-3p fluhren zu einer Reduktion
der Aktivitat der Firefly-Luciferase, relativ zur Aktivitdt der ebenfalls vom Plasmid
exprimierten Renilla-Luciferase, da diese stets unabhangig von der 3’'UTR exprimiert wird.
Zur Durchfilhrung des Dual-Luciferase® Reporter Assays wurden 0,4 x 10° Zellen der
Zelllinie HEK293T in 24-Well Platten ausgesat und am Folgetag mit jeweils 0,8 ug des
pSG5-miR-34a Expressionsvektors (siehe Kapitel 3.1.5) und 0,2 ug des entsprechenden
pMIR-RNL-TK Konstrukts (siehe Tabelle 3 Kapitel 3.1.6) transfiziert (siehe Kapitel 3.4.3). Als
Referenz diente eine Kotransfektion des leeren pSG5 Vektors mit dem pMIR-RNL-TK
Konstrukt und als Kontrolle eine Kotransfektion der pSG5 Vektoren mit dem leeren
pMIR-RNL-TK Vektor. Nach 48 h wurde das Medium von den Zellen abgenommen, die
Zellen mit 1x DPBS gewaschen und durch Zugabe von 1x PLB (passive lysis buffer —
Passiv-Lysepuffer) lysiert. Von den Zelllysaten wurde eine 1:100 Verdinnung in 1x PLB
hergestellt, die fur die Messung der Luciferase-Aktivitdten im Luminometer verwendet wurde.
Abweichend vom Herstellerprotokoll wurden jeweils nur 50 yl der entsprechenden
Substratlésungen und 10 pl eines Zelllysats fir jede Messung verwendet.

Die Auswertung der Daten wurde mit Hilfe von Microsoft Excel durchgefuhrt. Aus der
Aktivitat beider Luciferasen wurde der Quotient gebildet. Die Luciferase-Aktivitat, der mit dem

leeren pSGS5 Expressionsvektor transfizierten Ansatze, wurde jeweils auf 100 % gesetzt und
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dazu das prozentuale Verhaltnis der Luciferase-Aktivitat, der Ansatze nach Transfektion mit

dem pSG5-miR-34a Expressionsvektor, berechnet.

3.8 Proteinbiochemische Methoden

3.8.1 Gewinnung von Gesamtprotein-Extrakten aus eukaryotischen Zellen

2x Sample-Buffer:
130 mM Tris-HCI (pH 6,8)
6 % (w/v) SDS
10 % (v/v) 3-Mercapto-1,2-propanediol
10 % (w/v) Glycerol

Mittels Immunodetektion von Proteinen im Western-Blot sollten die Auswirkungen der
Deregulation der miR-34a-3p auf die Proteinmenge potentieller Zielgene untersucht werden.
Fir die Durchfihrung der Western-Blots wurden Gesamtprotein-Extrakte unter
reduzierenden Bedingungen aus Ben-Men-1 Zellen nach Transfektion gewonnen. Es wurden
jeweils 1,2 x 10° Zellen in 6-Well Zellkulturplatten ausgesat und direkt anschlieRend mit
miR-34a-3p, anti-miR-34a-3p oder den entsprechenden Kontrollen transfiziert (siehe Kapitel
3.4.3). Die Zellen wurden 48 h nach der Transfektion durch Zugabe von Trypsin/EDTA
geerntet und fir 5 min bei 300 x g pelletiert. Die Zellpellets wurden einmal mit 1x DPBS
gewaschen, erneut pelletiert und dann in 2x Sample-Buffer resuspendiert. Die Lyse der
Zellen erfolgte durch Inkubation fur 3 min bei 50 Hz im TissueLyser LT. Die lysierten
Zellpellets wurden anschlieend fiur 5 min bei 100 °C denaturiert und auf Eis abgekihilt.
Verbleibende Zelltrimmer wurden fir 5 min bei 12000 x g und 4 °C abzentrifugiert und der

Uberstand, welcher die Proteine enthalt, in ein frisches 1,5 ml Reaktionsgefal Gberfiihrt.

3.8.2 Photometrische Konzentrationsbestimmung von

Gesamtprotein-Extrakten

Die Messung der Proteinkonzentration in Gesamtprotein-Extrakten wurde photometrisch
mittels Bestimmung der Absorption bei 280 nm (Azs0) durchgefihrt. Hierzu wurde eine 1:100
Verdinnung der Gesamtprotein-Extrakte in 0,1 M NaOH hergestellt und die Probe am
NanoDrop™ 2000 Spektralphotometer gemessen. Die aromatischen Ringe der Aminosauren

Tryptophan, Tyrosin und Cystein sowie Disulfidbricken zwischen Cysteinen absorbieren
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Licht mit 280 nm Wellenlange. Je hoher dieser Wert, desto hoher die Proteinkonzentration in

der L6sung.

Die Proteinkonzentration der Proben in ug/pl wurde nach folgender Formel berechnet:

6,4 .
——= 30 pg Protein
Azso

3.8.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

1x Laufpuffer:
25 mM Tris

0,1 % (w/v) SDS
190 mM Glycin

Das Prinzip der gelelektrophoretischen  Auftrennung von Proteinen in  der
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese wurde als Proteintrennverfahren im Jahr 1970 von
Lammli entwickelt [140]. Das Detergenz Natriumdodecylsulfat (SDS) bindet in einem
konstanten Masse zu Ladung Verhaltnis an die hydrophoben Aminosaurereste von
Proteinen, und es kommt zur Bildung von SDS-Proteinkomplexen [141]. Diese
SDS-Proteinkomplexe sind immer negativ geladen, die Eigenladung der Proteine wird
Uberdeckt. Nach Anlegen eines elektrischen Feldes bewegen sich die SDS-Proteinkomplexe
im elektrischen Feld durch eine Gelmatrix zur Anode.

Die Gelmatrix besteht aus einem Trenngel, dessen Vernetzungsgrad von der Konzentration
an Acrylamid und Bisacrylamid beeinflusst wird. Die Gelmatrix funktioniert wie ein
Molekularsieb, kleinere Proteine durchlaufen das Sieb schneller als gréRere. Auf dem
Trenngel befindet sich ein Sammelgel, welches zur Aufkonzentrierung der Proben und somit
einer besseren Scharfe der erhaltenen Banden fuhrt. Zur Herstellung eines
SDS-Polyacrylamidgels werden Acrylamid und Bisacrylamid durch Radikalisierung mit
Ammoniumperoxodisulfat (APS) und Katalyse von Tetramethylethylendiamin (TEMED)
quervernetzt.

Die Herstellung der in dieser Arbeit verwendeten Polyacrylamidgele wurde nach dem

Schema in Tabelle 10 durchgefuhrt.
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Tabelle 10: Pipettierschema zur Herstellung reduzierender SDS-Polyacrylamidgele. Die
Mengenangaben beziehen sich auf ein Gel.

Trenngel (12 %) Sammelgel (4 %)
H304q 1,02 ml 1,44 ml
1 M Tris-HCI, pH 6,8 - 250 pl
1 M Tris-HCI, pH 8,8 1,875 ml
30 % (v/v) Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 2ml 266,6 pl
10 % (w/v) SDS 50 pl 20 pl
10 % (w/v) APS 50 pl 20 pl
TEMED 5 ul 5 pl
Gesamtvolumen 5ml 2ml

Im ersten Schritt wurde der Ansatz fir ein Trenngel hergestellt und in eine ,Xcell
SureLock™*“ Mini-Kassette gegossen. Die Gelschicht wurde bis zum Abschluss der
Polymerisation mit H,O4q Uberschichtet, um eine scharfe und luftblasenfreie Gelfront zu
erhalten. Nach Abschluss der Polymerisation wurde das H,Oqq4 vollstandig abgenommen und
die Gelkassette mit dem Sammelgel aufgefillt. In das Sammelgel wurde ein Kamm mit
entsprechend gewlnschter Anzahl an Zahnen gesteckt, hierdurch entstehen nach Abschluss
der Polymerisation die Taschen zur Beladung mit Proben. Nicht sofort bendtigte Gele

wurden bei 4 °C in feuchten Papiertlichern gelagert.

Die Elektrophorese wurde in der ,Xcell SureLock® Mini-Cell* Elektrophoresekammer
durchgefihrt. Die Gelkassetten wurden in die Kammer eingesetzt und die innere und aulRere
Kammer mit 1x Laufpuffer geflllt. Es wurden jeweils 15 pg Gesamtprotein-Extrakt (siehe
Kapitel 3.8.1) pro Spur aufgetragen. Durch die Hitzedenaturierung und das mit 2x Sample-
Buffer enthaltene 3-Mercapto-1,2-propanediol wurden bereits Tertiar- und
Sekundarstrukturen der Proteine zerstort. Als GroRenstandard wurden 7 ul des Precision
Plus Protein™ Standard Dual Color aufgetragen. Bis die Proben die Front zwischen
Sammelgel und Trenngel erreicht hatten, wurde eine Spannung von 125V angelegt.

AnschlieBend wurde pro Gel eine Stromstarke von 40 mA eingestellt.

3.8.4 Western-Blot

Die nach der SDS-PAGE im Gel aufgetrennten Proteine kdnnen auf einer Membran aus
Polyvinylidendifluorid (PVDF) immobilisiert werden. Zur Ubertragung auf die Membran wird
die negative Ladung der SDS-Proteinkomplexe ausgenutzt. In einem vertikal zum Gel

gerichteten Spannungsfeld werden die Proteine auf die PVDF-Membran Ubertragen.
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Proteintransfer auf eine PVDF-Membran

1x Transferpuffer:
25 mM Tris
0,1 % (w/v) SDS
190 mM Glycin
20 % (v/v) Methanol

Mit Hilfe des ,Xcell [I™ Blot Module“ wurde der Proteintransfer in der ,Xcell SureLock® Mini-
Cell* nach der Nassblot-Methode durchgefiihrt. Die PVDF-Membran wurde vor dem
Zusammenbau des Nassblots in 100 % Ethanol aktiviert. Der Nassblot wurde in folgender

Reihenfolge im ,Xcell [I™ Blot Module® aufgebaut:

Aufbau Nassblot:
Kathode (-) 2-

3 Schwamme

2 Whatman™-Papiere
1 Polyacrylamidgel

1 PVDF-Membran

2 Whatman™-Papiere
3

Anode (+) 2 -3 Schwamme

Je nach Bedarf kdnnen im ,Xcell [I™ Blot Module“ auch zwei Polyacrylamidgele gleichzeitig
auf eine PVDF-Membran Ubertragen werden. Das ,Xcell II™ Blot Module* wurde mit
Transferpuffer beflllt und die duBere Kammer zur Kihlung mit H,Oq44. Der Proteintransfer
wurde abhangig von der Proteingrof3e fir 1,5 bis 2 h bei 30 V durchgefiihrt.

Immunodetektion von Proteinen auf einer PVDF-Membran

1x TBS: TBS-T:
20 mM Tris TBS
137 mM NaCl 0,05 % (v/v) Tween®20
pH 7,6

- autoklavieren

Blocking-Losung:
TBS-T
5 % (w/v) Milchpulver oder BSA
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Nachdem die Proteine auf der PVDF-Membran immobilisiert wurden, wurden zunachst die
unspezifischen, nicht besetzten Proteinbindestellen mit Milchpulver oder BSA auf der
Membran blockiert. Hierdurch werden unspezifische Bindungen der Antikérper an die
Membran vermieden. Die Membran wurde fir eine Stunde bei RT in Blocking-Lésung auf
einem Rollschiittler inkubiert. Die Inkubation mit den Primarantikérpern (siehe Tabelle 6
Kapitel 3.1.9) wurde U.N. bei 4 °C auf dem Rollschittler durchgefihrt. Die Antikérper wurden
in der entsprechenden Verdunnung in Blocking-Losung verwendet. Fur die Antikdrper gegen
BCL2, FRAT1 und B-Actin wurde eine Blocking-Lésung mit Milchpulver verwendet, flr den
SMAD4 Antikérper eine Blocking-Losung mit BSA.

Am nachsten Tag wurde die Membran dreimal fir 10 min in TBS-T gewaschen, um nicht
gebundene Primarantikérper zu entfernen. Danach wurde die Membran fur eine Stunde bei
RT auf dem Rollschittler mit den entsprechenden Sekundarantikérpern (siehe Tabelle 6
Kapitel 3.1.9) in Blocking-Losung inkubiert. Alle verwendeten Sekundarantikdrper sind mit
einer Meerrettich-Peroxidase gekoppelt. Die Membran wurde abschlieRend fiir dreimal je
10 min in TBS-T und einmal fir 10 min in TBS gewaschen.

Zur Detektion der mit Antikdrpern markierten Proteine wurde die Membran fir 5 min mit dem
SignalFire™ ECL Reagenz inkubiert. Die an die Sekundarantikdrper gekoppelte
Meerrettich-Peroxidase katalysiert eine Redox-Reaktion, bei der H,O, reduziert und
gleichzeitig das im SignalFire™ ECL Reagenz enthaltene Luminol oxidiert wird. Die dabei
entstehende Lichtemission (enhanced chemiluminescence — ECL) wurde mit Hilfe des
ChemiDoc™ Touch Imaging Systems detektiert und als digitales Chemilumineszenzbild
dargestellt. Die Quantifizierung der Proteinbanden und Prozessierung der Aufnahmen wurde

mit Hilfe der Image Lab™ Software der Firma Bio-Rad durchgefihrt.
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4. Ergebnisse

41 Isolierung und Qualitatskontrolle von Gesamt-RNA aus

Meningeom-Tumorgewebe

4.1.1 Isolation von Gesamt-RNA aus Meningeom-Tumorgewebe

Aus den asservierten Tumorproben wurden mit dem Mikrotom Kryo-Dunnschnitte
angefertigt. Jeweils einer der Dunnschnitte wurde durch den Pathologen PD Dr. Yoo-Jin Kim
(Institut fur allgemeine und spezielle Pathologie, Universitatsklinikum des Saarlandes,
Homburg/Saar) begutachtet, um die Klassifizierung der Tumoren nach WHO Grad und
histologischem Subtyp zu verifizieren, sowie das Vorhandensein von ausreichend
Tumorzellen im Praparat sicherzustellen. Zur Isolation von Gesamt-RNA aus Tumorgewebe
wurde der miRNeasy Mini Kit verwendet.

Nach Isolation der Gesamt-RNA wurde die RNA-Konzentration am NanoDrop™ 2000
gemessen. Dieser misst von jeder Probe ein komplettes Absorptionsspektrum im
Wellenlangenbereich von 220 bis 350 nm. Dies stellt einen wesentlichen Vorteil zur reinen
Messung der RNA-Konzentration in einem klassischen Photometer bei einer festen
Wellenlange dar, denn das Spektrum Iasst Rickschlisse auf Verunreinigungen der RNA mit
Proteinen oder den zur RNA-Isolation verwendeten Chemikalien wie Phenol und
Guanidinthiocyanat (GTC) zu. Die Abbildungen 7A und 7B zeigen exemplarisch die

Absorptionsspektren zweier aus Meningeom-Tumorgewebe isolierter RNA-Proben.

A H2361 B H2426
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Abbildung 7: Absorptionsspektren aus Meningeom-Tumorgewebe isolierter Gesamt-RNA
gemessen mit dem NanoDrop™ 2000. Die Spekiren zeigen die Absorptionswerte (Absorbance)
gemessen Uber das Spektrum der Wellenlangen (Wavelength) von 220 bis 350 nm. (A)
Absorptionsspektrum der Gesamt-RNA isoliert aus Tumor H2361. (B) Absorptionsspektrum der
Gesamt-RNA isoliert aus Tumor H2426.
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Das Absorptionsmaximum von Nukleinsauren liegt bei 260 nm. Hier ist bei beiden Spektren
ein Maximum zu erkennen. Verunreinigungen der RNA mit Phenol wirden zu einer
Verschiebung des Absorptionsmaximums der Kurve von 260 auf 270 nm flhren. Dies ist bei
beiden Spektren nicht der Fall. Im Spektrum in Abbildung 7B ist zu sehen, dass die
Absorptionskurve zunachst, im Vergleich zur Absorptionskurve in Abbildung 7A, von einem
sehr hohen Wert abfallt, bevor sie ab einer Wellenldnge von 240 nm wieder ansteigt. Dies ist
wahrscheinlich auf eine Verunreinigung der Probe mit GTC zurlckzufuhren.
Verunreinigungen der RNA mit Proteinen waren an einem Absorptionsmaximum bei einer
Wellenlange von 280 nm zu erkennen. Dies ist bei beiden RNA-Proben nicht der Fall.
Zusatzlich zur Darstellung der Absorptionskurve berechnet die Software des NanoDrop™
2000 die Quotienten aus dem gemessenen Absorptionswert bei einer Wellenldange von
260 nm und den Absorptionswerten bei 280 bzw. 230 nm. Tabelle 11 zeigt die berechneten
Quotienten fur die isolierte Gesamt-RNA aus Tumor H2361 und H2426.

Tabelle 11: Quotienten der Absorptionswerte der Gesamt-RNA fiir die Proben H2361 und
H2426. Berechnet wurde jeweils der Quotient aus dem Absorptionswert der Probe bei 260 nm und
den Absorptionswerten bei 280 bzw. 230 nm.

Probennummer Quotient 260/280 Quotient 260/230
H2361 2,08 1,95
H2426 2,02 0,4

Diese Quotienten sind ein MaR fiir die Reinheit einer RNA. Im Idealfall sollte dieser Wert fur
beide Quotienten zwischen 1,8 und 2 liegen. Fir den Quotienten der Absorption bei 260 nm
zur Absorption bei 280 nm ist das bei beiden Proben der Fall. Wie zuvor schon an den
aufgenommenen Absorptionsspektren zu erkennen war, weisen beide Proben somit keine
Verunreinigungen mit Proteinen auf.

Fir den Quotienten der Absorption bei 260 nm zur Absorption bei 230 nm liegt der Wert fir
die Probe H2361 im Idealbereich. Dies ist jedoch bei Probe H2426 nicht der Fall, was die
Beobachtungen aus dem Absorptionsspektrum bestatigt, dass diese Probe mit Resten von

GTC verunreinigt zu sein scheint.

4.1.2 Qualitatskontrolle von Gesamt-RNA nach Isolation aus

Meningeom-Tumorgewebe

Neben der Reinheit der RNA ist auch die Integritat ein wichtiger Faktor fir die Durchfihrung
nachfolgender Experimente. Nach Isolation der Gesamt-RNA wurde eine Qualitatskontrolle
zur Uberprifung der RNA-Integritat mit Hilfe des Agilent 2100 Bioanalyzer durchgefiihrt.
Dieser Ubertragt das Prinzip der klassischen Gelelektrophorese auf ein Chip-Format. Jeder

Probe wird ein Fluoreszenzfarbstoff beigemischt, der in die RNA interkaliert und nach

58



Ergebnisse

Anregung durch einen Laser fluoresziert. Die Intensitat der Fluoreszenz wird gemessen und
von der 2100 Expert Software in ein Gel-ahnliches Bild sowie in ein Elektropherogramm
Ubertragen. Die FragmentgroRen werden, wie bei einer klassischen Gelelektrophorese,
anhand eines Markers ermittelt.

Die Analyse des Gelbildes und der Elektropherogramme erméglicht es, die Integritat der
isolierten RNA zu beurteilen. Somit kann im Falle einer Degradation der RNA deren Ausmalf
abgeschatzt werden, denn diese koénnte die Durchfiihrung und die Ergebnisse nachfolgender
Experimente, wie Microarrays und RT-qPCR, beeinflussen.

Abbildung 8 zeigt exemplarisch ein Gelbild des Bioanalyzer fiur zwodlf aus

Meningeom-Tumorgewebe isolierte Gesamt-RNAs.

[nt] [nt]
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Abbildung 8: Exemplarisches Gelbild nach Auftrennung isolierter Gesamt-RNA mit dem Agilent
2100 Bioanalyzer. In Spur L (Ladder) ist der Marker dargestellt, ganz links und rechts sind jeweils die
FragmentgroRen anhand des Markers gekennzeichnet. Die Spuren 1 bis 12 entsprechen jeweils einer
RNA-Probe.

Spur 1 mit der Probe H2361 zeigt eine RNA guter Qualitdt mit wenig Degradation. Die
Banden bei etwa 2000 sowie 4000 nt sind deutlich zu erkennen und entsprechen denen der
18S und 28S RNA, zwei ubiquitdr vorkommende ribosomale RNAs (rRNA). Die deutlich
erkennbare Bande zwischen 25 und 200 nt entspricht der in der Probe enthaltenen Fraktion

kleiner RNAs, zu denen auch die miRNAs gehdoren.
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Spur 2 mit der Probe H2365 zeigt eine RNA, in der eine deutliche Degradation zu erkennen
ist. Die Banden der 18S und 28S RNA sind nicht mehr vorhanden und es gibt nur eine
sichtbare Bande im Bereich der kleinen RNAs.

In Spur 9 mit der Probe H2415 ist eine RNA mit maRiger Degradation zu sehen. Die Banden
der 18S und 28S RNA sind noch erkennbar, aber schwacher als bei Probe H2361 in Spur 1.
Abbildung 9 zeigt im Detail das Elektropherogramm der Auftrennung der Proben H2361 und
H2365. Hier sind die Unterschiede im Anteil der jeweiligen RNA-Fraktionen deutlich zu

erkennen.
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Abbildung 9: Exemplarisches Elektropherogramm fiir zwei Proben aus dem Gelbild in
Abbildung 8. (A) Elektropherogramm der Gesamt-RNA isoliert aus Probe H2361. (B)
Elektropherogramm der Gesamt-RNA isoliert aus Probe H2365. Die X-Achse kennzeichnet die
FragmentgroRen [nt]. Auf der Y-Achse sind die Fluoreszenzeinheiten [FU] dargestellt. Je héher dieser
Wert, desto mehr RNA der entsprechenden GrofRe auf der X-Achse ist in der Probe enthalten.

Abbildung 9A zeigt eine RNA mit guter Qualitdt, wahrend Abbildung 9B eine RNA mit
deutlicher Degradation zeigt. Bei beiden Proben erkennt man ein distinktes Maximum bei
25 nt. Hierbei handelt es sich um ein durch den Hersteller zugegebenes Markerfragment,
dessen Grofle genau bekannt ist. Dieses Maximum entspricht der in grin gekennzeichneten
Bande im Gelbild in Abbildung 8.

In Abbildung 9A erkennt man zwischen 25 und 200 nt das Maximum fir die Fraktion der
kleinen RNAs inklusive der miRNAs. Dieser Bereich des Elektropherogramms wird auch
5S-Region genannt, da sich hier auch die 5S ribosomale RNA (rRNA) befindet. Daran
anschlieRend befindet sich die sogenannte Fast-Region, der Bereich zwischen der
5S-Region und dem 18S rRNA Fragment. Bei 2000 bzw. 4000 nt liegen die Maxima fir die
18S und 28S rRNA Fragmente. In Abbildung 9B hingegen ist nur das Maximum zwischen 25
und 200 nt vorhanden und bei 2000 bzw. 4000 nt sind keine Maxima zu erkennen.

Die Software gibt zusatzlich noch die sogenannte RNA Integrity Number (RIN) aus. Diese
berechnet sich aus charakteristischen Merkmalen des Elektropherogramms [142]. Ein
Merkmal ist der Anteil der Flache unter der Kurve der Maxima der 18S und 28S rRNA im

Verhaltnis zur Flache unter der gesamten Kurve. Dies entspricht dem Verhaltnis von grof3en
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und kleinen Fragmenten in der Probe. Eine RNA mit wenig Degradation erreicht hierbei den
héchsten Wert. Weiterhin wird die Héhe des Maximums der 28S rRNA einbezogen. Eine
beginnende Degradation ist am Ruckgang dieses Maximums zu erkennen. Der Anteil der
Flache unter der Kurve der Fast-Region gibt ebenfalls Auskunft Uber die Degradation. Bei
zunehmender Degradierung kommt es zum Abbau der 18S und 28S rRNA. Teilweise
degradierte Fragmente dieser ribosomalen RNAs werden in der Fast-Region gemessen. Ein
letztes Merkmal ist die HOhe der Markerbande bei 25 nt im Verhaltnis zur HOhe der anderen
Maxima des Elektropherogramms. Ein hoher Wert wirde hier bedeuten, dass die 18S und
28S rRNA vollstdndig degradiert ist und sich die kleinen Fragmente in dieser Region
sammeln [142]. Eine RIN von 10 entspricht der besten RNA Integritat, eine RIN von 1 wirde
vollstandige Degradation der RNA bedeuten. Die Probe in Abbildung 9A hat eine RIN von
8,4, dies entspricht einer guten RNA Qualitat. Die Probe in Abbildung 9B hingegen hat eine
RIN von 2,6, was einer deutlichen Degradation entspricht. Die RIN aller aus
Meningeom-Tumorgewebe isolierten Gesamt-RNAs nach Analyse im Agilent 2100

Bioanalyzer findet sich im Anhang in den Tabellen A1 und A2.
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4.2 Validierung differentiell exprimierter miRNAs in Meningeomen

4.2.1 Validierung von Microarray-Ergebnissen mittels RT-qPCR

Im Vorfeld der vorliegenden Arbeit wurde das Expressionsprofil von 1205 miRNAs fir
Meningeome verschiedener WHO Grade und histologischer Subtypen in einem Set von 55
Meningeomen mittels Microarrays erstellt. Dieses Set beinhaltete meningotheliale,
fibroblastische, transitionale, atypische und anaplastische Meningeome zu jeweils etwa
gleichen Anteilen (siehe Tabelle 7 Kapitel 3.1.10) Es konnten insgesamt 57 miRNAs als
differentiell exprimiert identifiziert werden. Die Ergebnisse des miRNA-Expressionsprofils
wurden 2015 in Neuro-Oncology verdffentlicht [143].

Zur Validierung dieser Ergebnisse wurde eine RT-qPCR durchgefuhrt. Hierzu wurde die aus
dem Tumorgewebe isolierte Gesamt-RNA in cDNA revers transkribiert und anschlielend
ausgewahlte miRNAs mit einem miRNA-spezifischen Primer sowie einem Universalprimer,
fur den wahrend der reversen Transkription zur cDNA eine Bindestelle an die RNA ligiert
wird, in der RT-qPCR mittels SYBR-Green detektiert. Als endogene Kontrolle wurde die
RNUG6B, eine ubiquitar exprimierte, kleine nukledre RNA, verwendet. Alle PCR-Reaktionen
wurden in Duplikaten durchgefiihrt, und der Mittelwert der Cq Werte der Duplikate wurde zur
Berechnung der ACq Werte verwendet. Der ACq Wert berechnet sich aus der Differenz
zwischen dem Cq Wert der jeweiligen miRNA und dem Cq Wert der endogenen Kontrolle
RNU6B (ACq = Mittelwert Cq (miRNA) — Mittelwert Cq (RNU6B)). Die n-fache differentielle
Expression der miRNAs zwischen den jeweils genannten Gruppen wird als Foldchange
bezeichnet. Zur Berechnung der Foldchange wurden die Mittelwerte der ACq Werte fir die
jeweiligen Gruppen verwendet. Ob signifikante Expressionsunterschiede zwischen den
jeweiligen Gruppen vorlagen, wurde mit einem t-Test ermittelt.

In einem ersten Schritt wurde die differentielle Expression von zwdlf miRNAs im gleichen
Patientenkollektiv, das fur die Microarrays verwendet wurde, Uberprift. Die Ergebnisse
dieser Validierung finden sich in den Tabellen 12 und 13. Im Anhang in Tabelle A3 sind alle

ACq Rohwerte, die zur Berechnung der Foldchange verwendet wurden, aufgeflihrt.

Tabelle 12 zeigt die Vergleiche zwischen den verschiedenen histologischen Subtypen der
WHO Grad | Meningeome. Verglichen wurde jeweils die differentielle Expression der
einzelnen miRNAs nach den Microarray-Ergebnissen mit dem Ergebnis der RT-qgPCR fur

das gleiche Patientenkollektiv, im nachfolgenden als Set 1 bezeichnet.
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Tabelle 12: Validierung der Microarray-Ergebnisse mittels RT-qPCR (Histologische Subtypen).
Es sind jeweils die Ergebnisse als Foldchange fir die Vergleiche zwischen den verschiedenen
histologischen Subtypen der WHO Grad | Meningeome gezeigt. Eine negative Foldchange bedeutet
eine héhere Expression der miRNA in der zweiten Gruppe, eine positive Foldchange, dass die miRNA
in der zweiten Gruppe niedriger exprimiert ist. Signifikante Ergebnisse (t-Test, P < 0,05) sind fett
gedruckt.

Meningothelial vs Meningothelial vs Fibroblastisch vs
Fibroblastisch Transitional Transitional

Array Set1 | gPCR Set 1 | Array Set1 | qPCR Set1 | Array Set 1 | gPCR Set 1
miR-222 -2,552 -5,258 -2,658 -4,130 -1,060 1,273
miR-34a-3p -1,036 -2,024 -1,705 -2,034 -1,687 -1,005
miR-136 -1,224 -1,610 -1,526 -1,486 -1,256 1,083
miR-376¢ -1,324 -2,100 -2,012 -2,242 -1,494 -1,068
miR-195 -3,363 -3,312 -3,088 -2,519 1,098 1,315
miR-497 -4,015 -3,723 -3,621 -3,901 1,087 -1,048
miR-21 -1,185 -1,539 -1,072 -1,496 1,112 1,029
miR-199a-3p -2,178 -3,558 -1,514 -1,822 1,397 1,953
miR-218 2,812 1,360 2,626 1,731 -1,048 1,273
miR-181a 2,658 1,732 2,255 1,887 -1,195 1,090
miR-101 1,447 -1,765 -1,130 -2,333 -1,644 -1,322
miR-377 -1,318 -3,028 -1,772 -2,028 -1,340 1,493

Die Ergebnisse der RT-qPCR haben eine 3- bis 5-fach signifikant niedrigere Expression,
ahnlich den vorliegenden Microarray-Ergebnissen, fir miR-222, -195, -497 sowie -199a-3p in
meningothelialen Meningeomen im Vergleich zu fibroblastischen Meningeomen, bestatigt.
Eine signifikant niedrigere Expression entsprechend den Microarray-Ergebnissen hat sich
auch fur miR-222, -195 und -497 in meningothelialen Meningeomen im Vergleich zu
transitionalen Meningeomen bestatigt. Im Vergleich zwischen fibroblastischen und
transitionalen Meningeomen zeigt sich lediglich fir miR-199a-3p ein signifikantes Ergebnis

mit einer knapp 2-fach niedrigeren Expression in den transitionalen Meningeomen.

Tabelle 13 zeigt die Vergleiche zwischen den verschiedenen WHO Graden der untersuchten
Meningeome. Verglichen wurde auch hier jeweils die differentielle Expression der einzelnen
miRNAs nach den Microarray-Ergebnissen und dem Ergebnis der RT-gPCR im gleichen
Patientenkollektiv (Set 1).
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Tabelle 13: Validierung der Microarray-Ergebnisse mittels RT-qPCR (WHO Grade). Es sind
jeweils die Ergebnisse als Foldchange fiir die Vergleiche zwischen den verschiedenen WHO Graden
der Meningeome gezeigt. Eine negative Foldchange bedeutet eine héhere Expression der miRNA in
der zweiten Gruppe, eine positive Foldchange, dass die miRNA in der zweiten Gruppe niedriger
exprimiert ist. Signifikante Ergebnisse (t-Test, P < 0,05) sind fett gedruckt.

WHO | vs WHO Il WHO | vs WHO Il WHO Il vs WHO Il

Array Set1 | gPCR Set 1 | Array Set1 | qPCR Set 1 | Array Set 1 | qPCR Set 1
miR-222 -1,048 1,006 1,324 1,325 -1,455 1,317
miR-34a-3p 1,417 1,697 1,821 4,116 1,102 2,426
miR-136 1,394 5,083 1,997 11,907 1,568 2,343
miR-376¢c 2,914 4,100 4,109 12,082 2,221 2,947
miR-195 8,448 1,978 8,862 4,088 1,087 2,067
miR-497 3,073 1,847 5,840 5,241 1,757 2,838
miR-21 -1,034 1,184 -2,923 -1,329 -2,581 -1,574
miR-199a-3p 4,185 1,582 1,058 3,867 -3,621 2,444
miR-218 1,120 1,665 4,779 7,756 3,370 4,657
miR-181a -2,121 -1,055 -3,574 -1,162 -1,516 -1,101
miR-101 3,014 2,656 3,305 3,678 -1,210 1,385
miR-377 4,214 4,841 2,302 6,316 -1,254 1,305

Im Vergleich zwischen WHO Grad Il und WHO Grad | zeigen in der RT-gPCR neun der
zwoIf untersuchten miRNAs eine mehr als 2-fach niedrigere Expression in den
hohergradigen Tumoren. Auch wenn die Foldchange-Werte teilweise eine um das 4- bis
6-fache veranderte Expression anzeigen, ist das Ergebnis, aufgrund grof3er inter-individueller
Unterschiede der Proben innerhalb eines Tumorgrades, aber nur flr sieben dieser neun
miRNAs (miR-195, -101 , -218, -497, -376c¢, -136 und -34a-3p) signifikant. Eine deutliche um
das 12-fache niedrigere Expression zeigen miR-136 und -376¢c. Weiterhin sind miR-34a-3p
und -218 in WHO Grad Il signifikant niedriger exprimiert als in WHO Grad Il und miR-101 ist
in WHO Grad Il signifikant niedriger exprimiert als in WHO Grad |.

Zusammengefasst |asst sich sagen, dass es zum einen miRNAs gibt, die in den Vergleichen
zwischen den histologischen Subtypen der WHO Grad | Meningeome differentielle
Expression zeigen. Hierzu gehdren miR-222, -195 sowie -497. Zum anderen gibt es
miRNAs, die im Vergleich zwischen den verschiedenen WHO Graden differentiell exprimiert
sind. Hierzu gehdéren miR-34a-3p, -136, -376c¢, -195 und -497.
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4.2.2 Validierung der RT-qPCR Ergebnisse des ersten Patientenkollektivs in

einem unabhéangigen Patientenkollektiv

In einem zweiten Schritt sollten die Ergebnisse der RT-gPCR des ersten Patientenkollektivs
(Set 1) mit 55 Proben, in einem zweiten unabhangigen Patientenkollektiv mit 95 Proben,
bestatigt werden. Diese Proben wurden konsekutiv von allen Patienten, bei denen zwischen
Januar 2012 und Oktober 2013 ein Meningeom operativ entfernt wurde, gesammelt. Die
Verteilung der WHO Grade und histologischen Subtypen der Tumoren (siehe Tabelle 7
Kapitel 3.1.10) entspricht aus diesem Grund der normalerweise in der Klinik beobachteten
Verteilung. Dieses Patientenkollektiv wird im nachfolgenden als Set 2 bezeichnet. Die
RT-gPCR wurde, wie zuvor in Kapitel 4.1.2 beschrieben, durchgefiihrt. Von den zwolf
miRNAs, fur welche die Microarray-Ergebnisse validiert wurden, wurden hierfir sechs
miRNAs ausgewahlt (miR-222, -34a-3p, -136, -376¢, -195 und -497). Diese zeigten eine
signifikante differentielle Expression, entweder zwischen den histologischen Subtypen der
WHO Grad | Meningeome oder zwischen den WHO Graden selbst. Die Ergebnisse der
Validierung sind in den Tabellen 14 und 15 zusammengefasst. Alle ACq Rohwerte, die zur

Berechnung der Foldchange verwendet wurden, finden sich im Anhang in Tabelle A4.

Tabelle 14 zeigt die Ergebnisse der Validierung in einem unabhangigen Patientenkollektiv
(Set 2) im Vergleich mit dem ersten Patientenkollektiv (Set 1). Verglichen wurden die
Ergebnisse der RT-qPCR zur differentiellen Expression von miRNAs zwischen den

histologischen Subtypen der WHO Grad | Meningeome.

Tabelle 14: Validierung der RT-qPCR Ergebnisse in einem unabhangigen Patientenkollektiv
(Histologische Subtypen). Es sind jeweils die Ergebnisse fiir beide Patientenkollektive als
Foldchange fir die Vergleiche zwischen den histologischen Subtypen der WHO Grad | Meningeome
gezeigt. Eine negative Foldchange bedeutet eine hohere Expression der miRNA in der zweiten
Gruppe, eine positive Foldchange, dass die miRNA in der zweiten Gruppe niedriger exprimiert ist.
Signifikante Ergebnisse (t-Test, P < 0,05) sind fett gedruckt.

Meningothelial vs Meningothelial vs Fibroblastisch vs
Fibroblastisch Transitional Transitional

Set 1 Set 2 Set 1 Set 2 Set 1 Set 2
miR-222 -5,258 -1,042 -4,130 -1,297 1,273 -1,245
miR-34a-3p -2,024 -1,804 -2,034 -1,521 -1,005 1,186
miR-136 -1,610 -2,205 -1,486 -1,588 1,083 1,388
miR-376¢ -2,100 -2,461 -2,242 -2,208 -1,068 1,115
miR-195 -3,312 -1,285 -2,519 1,115 1,315 1,433
miR-497 -3,723 -4,308 -3,901 -1,309 -1,048 3,292
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Far miR-497 hat sich die signifikant niedrigere Expression in meningothelialen Meningeomen
im Vergleich zu fibroblastischen Meningeomen in Set 2 bestatigt. Gleiches gilt fur miR-376¢
im Vergleich zwischen meningothelialen und transitionalen Meningeomen. Wahrend miR-222
und -34a-3p in Set 1 in den meningothelialen Meningeomen in den jeweiligen Vergleichen
signifikant niedriger exprimiert waren, hat sich dieses Ergebnis in Set 2 nur in der Tendenz
bestatigt. Dieses Ergebnis muss allerdings vor dem Hintergrund betrachtet werden, dass in
Set 1 gezielt etwa gleiche GruppengréfRen fir jeden betrachteten histologischen Subtyp
gewahlt wurden, wahrend in Set 2 die meningothelialen Meningeome, im Vergleich zu den
anderen beiden Gruppen, dem allgemeinen klinischen Bild entsprechend, stark
Uberreprasentiert waren. Aus diesem Grund dominieren die Werte fiir diese Gruppe, und es
werden keine signifikanten Ergebnisse in den Vergleichen mehr erzielt. Die allgemeine
Tendenz, dass die meisten miRNAs in den meningothelialen Meningeomen jeweils niedriger

exprimiert sind, bleibt jedoch weitestgehend bestehen.

Tabelle 15 zeigt die Ergebnisse der Validierung mittels RT-gPCR im Vergleich der

verschiedenen WHO Grade beider Patientenkollektive.

Tabelle 15: Validierung der RT-qPCR Ergebnisse in einem unabhangigen Patientenkollektiv
(WHO Grade). Es sind jeweils die Ergebnisse fir beide Patientenkollektive als Foldchange fir die
Vergleiche zwischen den verschiedenen WHO Graden der Meningeome gezeigt. Eine negative
Foldchange bedeutet eine hdhere Expression der miRNA in der zweiten Gruppe, eine positive
Foldchange, dass die miRNA in der zweiten Gruppe niedriger exprimiert ist. Signifikante Ergebnisse
(t-Test, P < 0,05) sind fett gedruckt.

WHO | vs WHO I WHO | vs WHO Il WHO Il vs WHO Il

Set 1 Set 2 Set 1 Set 2 Set 1 Set 2
miR-222 1,006 1,353 1,325 -1,422 1,317 -1,924
miR-34a-3p 1,697 2,065 4,116 2,441 2,426 1,182
miR-136 5,083 3,904 11,907 9,992 2,343 2,559
miR-376¢c 4,100 4,316 12,082 13,272 2,947 3,075
miR-195 1,978 1,524 4,088 2,283 2,067 1,498
miR-497 1,847 2,112 5,241 2,056 2,838 -1,027

Die signifikant niedrigere Expression in WHO Grad Il im Vergleich zu WHO Grad | hat sich
fur miR-34a-3p, -376¢, -195 und -497 in Set 2 bestatigt. Im Vergleich zwischen WHO Grad Il
und WHO Grad | sind miR-34a-3p, -136, -376¢ und -497 signifikant niedriger exprimiert. Im
Vergleich zwischen WHO Grad Il und IIl war in Set 2 keine miRNA signifikant differentiell

exprimiert.

Zusammenfassend ist festzustellen, dass die Ergebnisse der RT-gPCR fir die meisten
miRNAs in dem unabhangigen Patientenkollektiv (Set 2) validiert werden konnten. Hierzu
gehdren miR-34a-3p, -136, -376¢ und -497 fur den Vergleich zwischen WHO Grad | und I,
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sowie miR-34-3p, -376¢, -195 und -497 fir den Vergleich zwischen WHO Grad | und IIl.
Nicht bestatigt werden konnten u.a. die signifikanten Expressionsunterschiede der miR-222
fur den Vergleich zwischen dem meningothelialen und dem fibroblastischen bzw.
transitionalen Subtyp der WHO Grad | Meningeome im ersten Patientenkollektiv.

4.3 lIdentifizierung und Validierung von Zielgenen der miR-34a-3p in

Meningeomen

4.3.1 Suche nach potentiellen Zielgenen fiir miR-34a-3p in silico

Die Ergebnisse im ersten Abschnitt der vorliegenden Arbeit haben gezeigt, dass miR-34a-3p
in héhergradigen Meningeomen niedriger exprimiert ist als in Meningeomen mit WHO Grad |I.
Um die biologischen Auswirkungen dieser Deregulation auf Prozesse in der Zelle durch
Veranderung der posttranskriptionellen Regulation potentieller Zielgene zu untersuchen,
wurden zunachst mittels frei verfligbarer Datenbanken potentielle Zielgene der miR-34a-3p
identifiziert. Zur Suche nach vorhergesagten Zielgenen fur miR-34a-3p wurde eine
.rargetScan Custom® Suche mit der Seed-Sequenz der miR-34a-3p durchgefihrt. Die
Seed-Sequenz einer miRNA ist die Sequenz der Nukleotide 2 bis 8 der reifen miRNA (siehe
Abbildung 10).

S'TTTTTTTTITTTITTITTITTTTT17T 3°
CAAUCAGCAAGUAUACUGCCCU

.TTAGTCG. ® & & & o o o o o 0o o o o

Abbildung 10: Schematische Darstellung der miR-34a-3p. Unterstrichen sind die Nukleotide 2 bis
8, die die Seed-Sequenz von miR-34a-3p darstellen mit der komplementaren Sequenz in der 3'UTR
der mRNA eines potentiellen Zielgens.

Zunachst wurde in der 3’ untranslated region (UTR) aller humanen Sequenzen nach
komplementaren Sequenzen zur Seed-Sequenz der miR-34a-3p gesucht. Diese sind
potentielle  Zielgene der miR-34a-3p und unterliegen  moglicherweise einer
posttranskriptionellen Regulation durch diese miRNA. Anschliellend wurde der Fokus auf
miRNA-Zielgene gelegt, die eine Rolle in Signalwegen spielen, die als dereguliert in
Meningeomen bekannt sind. Basierend auf dieser ,TargetScan Custom® Suche und einer
,TargetScan“ Suche fir miR-34a-3p, sowie der Uberpriifung der mRNA Sequenzen fiir
potentielle Bindestellen fur miR-34a-3p, wurden die vorhergesagten Zielgene FOS, SMADA4,
FRAT1, FGF9, SRC und BCL2 fir die weiteren Experimente ausgewahlt.
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Das FOS (Fos proto-oncogene, AP-1 trancription factor subunit)}-Gen kodiert fir ein
Leucin-Zipper Protein, das nach Dimerisierung mit weiteren Proteinen der JUN-Familie den
AP-1 Transkriptionskomplex bildet. FOS ist an der Regulation der Proliferation,
Differenzierung und Apoptose beteiligt [144].

Das SMAD4 (SMAD family member 4)-Gen kodiert fir ein Protein, das eine wichtige Rolle in
der Signalkaskade des TGF-B-Signalweges spielt. Nach Aktivierung durch Phosphorylierung,
Dimerisierung mit anderen Proteinen der SMAD-Familie und Translokation in den Zellkern
wird die Transkription von Zielgenen aktiviert. Der TGF-3-Signalweg hat u.a. Einfluss auf die
Regulation der Proliferation und die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) von Zellen
[52].

FRAT1 (Frequently rearranged in advanced T-cell lymphomas 1) gehoért zur Familie der
Glykogen-Synthase-Kinase 3B (GSK-3B)-Bindeproteine. Es verhindert die
GSK-3B-abhangige Phosphorylierung und Degradation von B-Catenin und wirkt somit als
Aktivator des Wnt-Signalweges [145].

FGF9 (fibroblast growth factor 9) gehoért zur Familie der Fibroblasten Wachstumsfaktoren
(Fibroblast growth factors, FGF) und wurde urspriinglich als sezernierter Wachstumsfaktor in
Gliazell-Kulturen entdeckt. Die FGF-Proteine sind an verschiedenen Signalwegen der
Zellentwicklung beteiligt, die eine wichtige Rolle in der Regulation von Proliferation,
Uberleben und Migration von Zellen spielen. In Tumorzellen wirken sie aus dem Grund als
Onkogene [146].

Das SRC (SRC proto-oncogene, non receptor thyrosine kinase)-Gen war das erste im
Genom von Vertebraten identifizierte Proto-Onkogen. Es besitzt eine hohe
Sequenzahnlichkeit mit dem v-src Gen des Rous-Sarkoma Virus, dem ersten entdeckten
retroviralen Proto-Onkogen. Die verstarkte Expression von SRC fuhrt zu erhéhter
Zellmotilitat, gesteigerter Proliferation und vermehrtem Uberleben von Zellen [147].

BCL2 (B-cell CLL/lymphoma 2) ist ein integrales Membranprotein der auleren
Mitochondrien-Membran und ein wichtiger Inhibitor der Apoptose [148]. Aktuelle Studien
haben gezeigt, dass BCL2 auf’erdem eine wichtige Rolle bei der Invasion von Tumorzellen

in umgebende Gewebe und der Metastasierung von Tumoren spielt [149].

4.3.2 Kontrolle der ektopischen Uberexpression der miR-34a-3p nach
Transfektion von HEK293T Zellen

Zur Untersuchung regulatorischer Effekte in der 3’'UTR vorhergesagter Zielgene fir
miR-34a-3p wurden Luciferase-Assays mit einem pSG5-miR-34a Expressionsvektor
durchgefihrt. Bei Verwendung dieses Expressionsvektors wird die reife miRNA, wie andere

vom Genom transkribierte miRNAs, durch die zelluldre Prozessierung hergestellt und nicht
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als synthetisches Oligonukleotid zugegeben. Da vom pSG5-miR-34a Expressionsvektor in
den Zellen beide aktiven Strdnge der miR-34a, miR-34a-5p und miR-34a-3p prozessiert
werden, wurden samtliche Reportervektor-Konstrukte so hergestellt, dass die klonierten
Bereiche keine Bindestellen fir miR-34a-5p besitzen. Zur Herstellung des pSG5-miR-34a
Expressionsvektors wurde die miRNA-Vorlaufersequenz fir miR-34a, mit zusatzlich 40
Basenpaaren up- und downstream dieser Sequenz, de novo synthetisiert und Uber die
Restriktionsschnittstellen EcoRI und Bglll in den pSG5-Vektor ligiert (siehe Kapitel 3.1.5). Die
ektopische Uberexpression der miR-34a-3p nach transienter Transfektion von HEK293T
Zellen mit dem pSG5-miR-34a Expressionsvektor wurde mittels RT-qPCR Uberprift. Hierzu
wurden HEK293T Zellen mit dem pSG5 Leervektor oder dem pSG5-miR-34a
Expressionsvektor transfiziert, 48 Stunden nach der Transfektion die Gesamt-RNA isoliert
und in cDNA revers transkribiert. Das Level der miR-34a-3p in der cDNA wurde mittels eines
spezifischen Primers in der RT-qPCR detektiert, als endogene Kontrolle wurde die RNUGB
verwendet. Jeweils aus den Mittelwerten von Triplikaten fiir die Cq Werte fir miR-34a-3p und
die RNU6B wurde der ACq Wert berechnet. Das Ergebnis der RT-qPCR st in Abbildung 11

zu sehen.

14
12

10

ACq

pSG5 pSG5-miR-34a(-3p)

Abbildung 11: RT-gPCR zum Nachweis der ektopischen Uberexpression der miR-34a-3p.
HEK293T Zellen wurden mit dem pSG5 Leervektor oder dem pSG5-miR-34a Expressionsvektor
transfiziert und die Menge an miR-34a-3p in der isolierten Gesamt-RNA mittels RT-qPCR detektiert.
Als Referenz wurde die RNU6B verwendet. ACq: Differenz zwischen miR-34a-3p und RNUGB.

In Abbildung 11 ist zu erkennen, dass der ACq fur miR-34a-3p nach ektopischer
Uberexpression mit dem pSG5-miR-34a Expressionsvektor nur noch etwa die Halfte des
ACq Wertes nach Transfektion mit dem pSG5 Leervektor betrug. Dies entspricht einer um
das 88-fache hoheren Expression der miR-34a-3p mit Hilfe des pSG5-miR-34a

Expressionsvektors nach transienter Transfektion von HEK293T Zellen.
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4.3.3 Posttranskriptionelle Regulation von Zielgenen durch miR-34a-3p

Die Validierung ausgewahlter Zielgene fur miR-34a-3p erfolgte in zwei Schritten. Im ersten
Schritt wurde mittels eines Dual-Luciferase-Assays der erwartete regulatorische Effekt der
miRNA an vorhergesagten Bindestellen in der 3’UTR der mRNA des Zielgens untersucht.
Der dazu verwendete Reportervektor pMIR-RNL-TK tragt das Gen fiir die Renilla-Luciferase
sowie fir die Firefly-Luciferase. Beide Luciferasen werden durch konstitutive Promotoren
exprimiert. Der 3’'UTR Bereich des zu untersuchenden Zielgens wird hinter das
Firefly-Luciferase-Gen des Reportervektors kloniert. Befindet sich in der 3UTR eine
funktionelle miRNA-Bindestelle, kommt es nach Kotransfektion mit der miRNA zur
Translationshemmung der Firefly-Luciferase-mRNA, und es kann eine Reduktion der
Firefly-Luciferase Aktivitat relativ zur Renilla-Luciferase Aktivitat festgestellt werden.

Der pSG5-miR-34a Expressionsvektor wurde mit dem pMIR-RNL-TK Konstrukt, welches die
jeweilige 3’UTR mit den potentiellen Bindestellen fur miR-34a-3p fur das jeweilige Zielgen
enthalt, in HEK293T Zellen kotransfiziert. Als Referenz diente eine Kotransfektion mit dem
leeren pSG5 Expressionsvektor und dem entsprechenden pMIR-RNL-TK Konstrukt, als
Kontrollen eine Kotransfektion der pSG5 Vektoren mit dem leeren pMIR-RNL-TK
Reportervektor. Fir den Dual-Luciferase-Assay wurden die Zellen 48 Stunden nach der
Transfektion lysiert und die Aktivitdt beider Luciferasen mit Hilfe eines Luminometers
detektiert. Zum Nachweis, dass die Effekte spezifisch durch Bindung der miR-34a-3p an den
vorhergesagten Bindestellen in der 3UTR hervorgerufen werden, wurden die potentiellen
Bindestellen, jeweils durch zielgerichtete Mutagenese, durch Schnittstellen fir
Restriktionsenzyme ersetzt. Dadurch sind diese nicht mehr komplementar zur
Seed-Sequenz der miR-34a-3p und der inhibitorische Effekt auf die Translation der
Firefly-Luciferase-mRNA geht verloren. Das Verhaltnis der Luciferase-Aktivitaten sollte somit
dem der jeweiligen Kontrollen entsprechen.

Alle nachfolgend dargestellten Ergebnisse der Luciferase-Assays zeigen die Mittelwerte der
Luciferase-Aktivitat in relativen Luciferase-Einheiten (RLU: Relative Luciferase Units) mit
Standardfehlern (standard error of the mean, SEM) aus drei unabhangigen Experimenten,
die jeweils in Duplikaten durchgefuhrt wurden. Berechnet wurde zunachst das Verhaltnis der
Aktivitat der Firefly-Luciferase zur Aktivitat der Renilla-Luciferase. Die Luciferase-Aktivitat,
der mit dem leeren pSG5 Expressionsvektor transfizierten Ansatze, wurde jeweils auf 100 %
gesetzt und dazu das Verhaltnis der Luciferase-Aktivitat der Ansatze berechnet, die mit dem
pSG5-miR-34a Expressionsvektor transfiziert wurden. Mit einem t-Test wurde Uberpriift, ob

die Luciferase-Aktivitat signifikant reduziert war.
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Luciferase-Assay fiir SMAD4

Eine schematische Darstellung des Reportervektor-Konstrukts mit der potentiellen
Bindestelle fir miR-34a-3p in der 3UTR von SMAD4, sowie der durch Mutagenese
veranderten Bindestelle, ist in Abbildung 12A gezeigt. In Abbildung 12B ist das Ergebnis der

Luciferase-Assays dargestellt.
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Abbildung 12: Regulatorische Effekte in der 3’'UTR von SMAD4 durch miR-34a-3p.
(A) Schematische Darstellung des Reportervektor-Konstrukts fir SMAD4 mit der miRNA Bindestelle
(SMAD4-3’'UTR) sowie der durch Mutagenese veranderten Bindestelle (SMAD4-3'UTR mut, mutierte
Nukleotide fett gedruckt). (B) Luciferase-Assay Ergebnisse 48 h nach Transfektion von HEK293T
Zellen. Kotransfiziert wurden jeweils 0,2 ug Reportervektor ohne Insert (pMIR-RNL-TK), der SMAD4
3'UTR (pMIR-RNL-TK SMAD4-3'UTR) bzw. der mutierten Bindestelle (pMIR-RNL-TK SMAD4-3'UTR
mut) mit jeweils 0,8 ug Kontrollvektor (pSG5) oder dem miRNA-Expressionsvektor (pSG5-miR-34a).
Relative Luciferase Einheiten (RLU: Relative Luciferase Units) sind Mittelwerte + SEM aus drei
unabhéangigen Experimenten, die in Duplikaten durchgefiihrt wurden (***, P < 0,001).

Die ektopische Expression der miR-34a mit dem leeren Reportervektor fiihrte zu keiner
signifikanten Veranderung der Luciferase-Aktivitat. Nach Kotransfektion der miR-34a mit der
SMAD4 3'UTR war die Luciferase-Aktivitat auf 75 % (SEM + 1,76, P < 0,001) reduziert. Nach
Mutagenese der miR-34a-3p Bindestelle war keine signifikante Reduktion der

Luciferase-Aktivitat mehr feststellbar.
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Luciferase-Assay fiir FRAT1

In Abbildung 13A ist eine schematische Darstellung des Reportervektor-Konstrukts fir
FRAT1 mit der potentiellen Bindestelle fir miR-34a-3p in der 3’'UTR sowie der mutierten
3'UTR gezeigt. In Abbildung 13B ist das Ergebnis der Luciferase-Assays zu sehen.
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Abbildung 13: Regulatorische Effekte in der 3’UTR von FRAT1 durch miR-34a-3p.
(A) Schematische Darstellung des Reportervektor-Konstrukts fir FRAT1 mit der miRNA Bindestelle
(FRAT1-3'UTR) sowie der durch Mutagenese veranderten Bindestelle (FRAT1-3'UTR mut, mutierte
Nukleotide fett gedruckt). (B) Luciferase-Assay Ergebnisse 48 h nach Transfektion von HEK293T
Zellen. Kotransfiziert wurden jeweils 0,2 ug Reportervektor ohne Insert (P MIR-RNL-TK), der FRAT1
3'UTR (pMIR-RNL-TK FRAT1-3'UTR) bzw. der mutierten Bindestelle (PMIR-RNL-TK FRAT1-3'UTR
mut) mit jeweils 0,8 ug Kontrollvektor (pSG5) oder dem miRNA-Expressionsvektor (pSG5-miR-34a).
Relative Luciferase Einheiten (RLU: Relative Luciferase Units) sind Mittelwerte + SEM aus drei
unabhéangigen Experimenten, die in Duplikaten durchgefuhrt wurden (***, P < 0,001).

Die ektopische Expression der miR-34a mit dem leeren Reportervektor flihrte auch hier zu
keiner signifikanten Reduktion der Luciferase-Aktivitat. Die Kotransfektion der miR-34a mit
der FRAT1 3'UTR fihrte zu einer Reduktion der Luciferase-Aktivitat auf 79 % (SEM +1,72,
P <0,001), wahrend nach Mutagenese der Bindestelle fir miR-34a-3p die
Luciferase-Aktivitat nicht mehr signifikant reduziert war.
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Luciferase-Assay fiir FGF9

Abbildung 14A zeigt eine schematische Darstellung des Reportervektor-Konstrukts fur FGF9
mit der potentiellen Bindestelle fir miR-34a-3p in der 3’'UTR sowie der durch Mutagenese

veranderten 3’'UTR. In Abbildung 14B ist das Ergebnis des Luciferase-Assays dargestellt.
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Abbildung 14: Regulatorische Effekte in der 3’UTR von FGF9 durch miR-34a-3p.
(A) Schematische Darstellung des Reportervektor-Konstrukts fir FGF9 mit der miRNA Bindestelle
(FGF9-3'UTR) sowie der durch Mutagenese veranderten Bindestelle (FGF9-3'UTR mut, mutierte
Nukleotide fett gedruckt). (B) Luciferase-Assay Ergebnisse 48 h nach Transfektion von HEK293T
Zellen. Kotransfiziert wurden jeweils 0,2 ug Reportervektor ohne Insert (pMIR-RNL-TK), der FGF9
3'UTR (pMIR-RNL-TK FGF9-3'UTR) bzw. der mutierten Bindestelle (pMIR-RNL-TK FGF9-3'UTR mut)
mit jeweils 0,8 yg Kontrollvektor (pSG5) oder dem miRNA-Expressionsvektor (pSG5-miR-34a).
Relative Luciferase Einheiten (RLU: Relative Luciferase Units) sind Mittelwerte + SEM aus drei
unabhéangigen Experimenten, die in Duplikaten durchgefuhrt wurden (***, P < 0,001).

Die ektopische Expression der miR-34a mit dem leeren Reportervektor fiihrte zu keiner
signifikanten Veranderung der Luciferase-Aktivitat. Nach Kotransfektion der miR-34a mit der
FGF9 3’'UTR war die Luciferase-Aktivitat auf 78 % (SEM % 1,12, P < 0,001) reduziert. Nach
Mutagenese der miR-34a-3p Bindestelle in der FGF9 3'UTR war keine signifikante

Reduktion der Luciferase-Aktivitat mehr zu beobachten.
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Luciferase-Assays fiir FOS und SRC

In Abbildung 15A und 15B sind die Reportervektor-Konstrukte fur FOS und SRC
schematisch dargestellt. FOS besitzt zwei potentielle Bindestellen fur miR-34a-3p in der

3'UTR, SRC hingegen nur eine. Abbildung 15C zeigt das Ergebnis der Luciferase-Assays.
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Abbildung 15: Keine regulatorischen Effekte in der FOS und SRC 3’UTR durch miR-34a-3p.

(A) Schematische Darstellung des Reportervektor-Konstrukts fir FOS mit den miRNA Bindestellen
(FOS-3'UTR). (B) Schematische Darstellung des Reportervektor-Konstrukts fir SRC mit der miRNA
Bindestelle (SRC-3'UTR). (C) Luciferase-Assay Ergebnisse 48 h nach Transfektion von HEK293T
Zellen. Kotransfiziert wurden jeweils 0,2 ug Reportervektor ohne Insert (pMIR-RNL-TK), der FOS
3'UTR (pMIR-RNL-TK FOS-3'UTR) bzw. der SRC 3'UTR (pMIR-RNL-TK SRC-3'UTR) mit jeweils
0,8 uyg Kontrollvektor (pSG5) oder dem miRNA-Expressionsvektor (pSG5-miR-34a). Relative
Luciferase Einheiten (RLU: Relative Luciferase Units) sind Mittelwerte + SEM aus drei unabhangigen
Experimenten, die in Duplikaten durchgefihrt wurden.
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Die ektopische Expression der miR-34a hat bei dem leeren Reportervektor, aber auch bei
der Kotransfektion der miR-34a mit den 3'UTRs der untersuchten Zielgene FOS und SRC,
zu keiner signifikanten Reduktion der Luciferase-Aktivitat gefihrt. Eine Mutagenese der
potentiellen Bindestellen wurde hier nicht durchgefihrt, weil das Ergebnis der
Luciferase-Assays gezeigt hat, dass miR-34a-3p auf die 3’UTR von FOS und SRC keinen

negativen regulatorischen Effekt ausubt.

Luciferase-Assay fiir BCL2

Die schematische Darstellung des Reportervektor-Konstrukts flir BCL2 in Abbildung 16A
zeigt, dass sich in der gewahlten 3'UTR fir BCL2 zwei potentielle Bindestellen fir
miR-34a-3p befinden, die nur etwa 300 bp voneinander entfernt liegen. Im Luciferase-Assay
wurde daher zunachst ein Reportervektor-Konstrukt verwendet, das beide Bindestellen
enthalt. Zur weiteren Untersuchung, ob es sich bei beiden Bindestellen um funktionelle
Bindestellen handelt, wurden zum einen zwei Einzelmutanten hergestellt, die jeweils eine
potentiell funktionelle sowie eine mutierte Bindestelle besitzen, sowie eine Doppelmutante,
bei der beide Bindestellen mutiert wurden. Abbildung 16B zeigt das Ergebnis der
Luciferase-Assays fur BCL2.

Nach ektopischer Expression der miR-34a mit dem leeren Reportervektor war auch hier
keine signifikante Reduktion der Luciferase-Aktivitat feststellbar. Nach Kotransfektion der
miR-34a mit der 3'UTR von BCL2 mit beiden potentiellen Bindestellen war die
Luciferase-Aktivitat auf 78 % (SEM + 2,36, P < 0,001) reduziert. Die Ergebnisse der
Luciferase-Assays mit den Einzelmutanten und der Doppelmutante zeigten weiterhin, dass
beide Bindestellen in der BCL2 3'UTR funktionell sind. Die Mutagenese jeweils einer der
beiden Bindestellen fihrte zu einer Reduktion der Luciferase-Aktvititdt auf 85 % (SEM %
2,36, P < 0,01) bzw. 87 % (SEM 1,67, P < 0,05). Nach Mutagenese beider Bindestellen

war keine signifikante Reduktion der Luciferase-Aktivitat mehr feststellbar.

75



Ergebnisse

BCL2 3'UTR
A
787 bp 1090 bp
—| Firefly-luciferase
miR-34a-3p

hsa-miR-34a-3p:
BCL2-3'UTR (787 bp):

BCL2-3'UTR mut | (787 bp):

hsa-miR-34a-3p:
BCL2-3'UTR (1090 bp):

BCL2-3'UTR mut 11 (1090 bp):

' UCCCGUCAUAUGAACGACUAAC 5*‘

' CCAGUACCUUAAGCCCUGAUUG 3"

' CCAGUACCUUAAGCCCACGUGG 3*

' UCCCGUCAUAUGAACGACUAAC 5*‘

' CCGAAUGUCUGGAAGCUGAUGG 3"

' CCGAAUGUCUGGAAUCGCGAGG 3‘

B .
140 pMIR-RNL-TK pMIR-RNL-TK pMIR-RNL-TK pMIR-RNL-TK pMIR-RNL-TK
BCL2 -3'UTR BCL2-3'UTR BCL2-3'UTR BCL2-3'UTR
120 mut | mut Il mut /11
100 - - .
T 80 -
3
@ 60
40
20
0 - r r
& A & AP & AP & AP & AP
T & < & < & < & < &
& & & & &
O O O O O
) 9 9 9 9
Q Q Q Q Q
Abbildung 16: Regulatorische Effekte in der 3’UTR von BCL2 durch miR-34a-3p.

(A) Schematische Darstellung des Reportervektor-Konstrukts fiir BCL2 mit den miRNA Bindestellen
(BCL2-3'UTR) sowie den durch Mutagenese veranderten Bindestellen (BCL2-3'UTR mut | oder mut I,
mutierte Nukleotide fett gedruckt). (B) Luciferase-Assay Ergebnisse 48 h nach Transfektion von
HEK293T Zellen. Kotransfiziert wurden jeweils 0,2 ug Reportervektor ohne Insert (pMIR-RNL-TK), der
BCL2 3'UTR (pMIR-RNL-TK BCL2-3'UTR), mit jeweils einer mutierten Bindestelle (pMIR-RNL-TK
BCL2-3'UTR mut | oder mut Il) bzw. zwei mutierten Bindestellen (pbMIR-RNL-TK BCL2-3'UTR mut I/Il)
mit jeweils 0,8 uyg Kontrollvektor (pSG5) oder dem miRNA-Expressionsvektor (pSG5-miR-34a).
Relative Luciferase Einheiten (RLU: Relative Luciferase Units) sind Mittelwerte + SEM aus drei
unabhangigen Experimenten, die in Duplikaten durchgefihrt wurden (*, P < 0,05; **, P < 0,01; ***,
P < 0,001).

Zusammenfassend konnte in den durchgefuhrten Luciferase-Assays ein negativer
regulatorischer Effekt der miR-34a-3p auf die 3'UTRs der vorhergesagten Zielgene SMAD4,
FRAT1, BCL2 und FGF9 gezeigt werden. Im Gegensatz hierzu konnte dies fir die weiteren
untersuchten Zielgene, FOS und SRC, nicht gezeigt werden.
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4.3.4 Regulation der endogenen Proteinmenge von Zielgenen der miR-34a-3p in

einer Meningeom-Zelllinie

In einem zweiten Validierungsschritt wurde fir die miRNA-Zielgene, fir die ein negativer
regulatorischer Effekt durch miR-34a-3p in den Luciferase-Assays gezeigt werden konnte,
die Proteinexpression nach ektopischer Deregulation der miR-34a-3p in einer
Meningeom-Zelllinie untersucht. Hierzu wurde die Zelllinie Ben-Men-1, die aus einem
meningothelialen Meningeom etabliert wurde, verwendet. Die Zellen wurden mit
synthetischen Oligonukleotiden fiir die ektopische Uberexpression (miR-34a-3p (Mimic))
oder Inhibition (anti-miR-34a-3p (Inhibitor)) transfiziert. Zum Ausschluss von unspezifischen
Effekten wurden scrambled miRNAs als Negativkontrolle transfiziert. Die Proteinextrakte
wurden 48 Stunden nach der Transfektion aus Gesamt-Zelllysat gewonnen. Als endogene
Referenz fur die Quantifizierung wurde B-Actin verwendet. Das Proteinlysat wurde mit Hilfe
der SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine auf einer PVDF-Membran immobilisiert. Der
Nachweis der Proteine wurde mit Hilfe der Immunodetektion, mit spezifischen Antikdrpern,
im Western-Blot durchgeflhrt.

Die Western-Blots wurden mit der Image-Lab™ Software quantifiziert. Die Expression der
jeweiligen Proteine wurde zunachst auf die B-Actin Expression normiert. Die relative
Erhéhung oder Reduktion der Proteinmenge fur die untersuchten Zielgene wurde jeweils
durch die Verhaltnisse zwischen den mit miR-34a-3p oder anti-miR-34a-3p transfizierten
Zellen zur entsprechenden Kontrolltransfektion bestimmt. Die Proteinmenge in der
Kontrolltransfektion wurde dabei auf 100 % gesetzt. Ob die endogene Proteinmenge der

untersuchten Zielgene signifikant verandert war, wurde mit einem t-Test Gberprift.

Immunodetektion von SMAD4 im Western-Blot

Abbildung 17 zeigt das Ergebnis des Western-Blots fir SMAD4. Abbildung 17A zeigt einen
reprasentativen Western-Blot, wahrend in Abbildung 17B die Quantifizierung der
Western-Blots aus drei unabhangigen Experimenten gezeigt ist. Die Uberexpression der
miR-34a-3p flhrte zu einer Reduktion der SMAD4 Proteinmenge auf 76 % (SD % 6,6,
P < 0,05), die Inhibition der miR-34a-3p hingegen fihrte zu einer Erhéhung der SMAD4
Proteinmenge auf 122 % (SD £ 2,95, P < 0,01), jeweils bezogen auf die Negativkontrolle.
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Abbildung 17: Veranderung der SMAD4 Proteinmenge durch Deregulation der miR-34a-3p in
Meningeomzellen. (A) Reprasentativer Western-Blot der SMAD4 Proteinexpression 48 h nach
Transfektion von Ben-Men-1 Zellen mit der jeweiligen Negativkontrolle (scrambled), dem Mimic fir
miR-34a-3p (miR-34a-3p) oder dem Inhibitor fir miR-34a-3p (anti-miR-34a-3p). Als Ladekontrolle
wurde B-Actin verwendet. (B) Quantifizierung der SMAD4 Proteinexpression relativ zu 3-Actin in drei
unabhangigen Experimenten, dargestellt ist der Mittelwert + SD (*, P < 0,05; **, P < 0,01)

Immunodetektion von FRAT1 im Western-Blot

Abbildung 18 zeigt das Ergebnis des Western-Blots fiir FRAT1. Hier ist ebenfalls in
Abbildung 18A ein reprasentativer Western-Blot sowie in Abbildung 18B die Quantifizierung
von drei unabhangigen Experimenten dargestellt. Nach Uberexpression der miR-34a-3p war
die Proteinmenge von FRAT1 auf 68 % (SD % 4,1, P < 0,01) reduziert, wahrend nach
Inhibition der miR-34a-3p die Proteinmenge von FRAT1 auf 131 % (SD + 9,28, P < 0,05)

erhéht war, jeweils bezogen auf die Negativkontrolle.
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Abbildung 18: Verdnderung der FRAT1 Proteinmenge durch Deregulation der miR-34a-3p in
Meningeomzellen. (A) Reprasentativer Western-Blot der FRAT1 Proteinexpression 48 h nach
Transfektion von Ben-Men-1 Zellen mit der jeweiligen Negativkontrolle (scrambled), dem Mimic fir
miR-34a-3p (miR-34a-3p) oder dem Inhibitor fir miR-34a-3p (anti-miR-34a-3p). Als Ladekontrolle
wurde B-Actin verwendet. (B) Quantifizierung der FRAT1 Proteinexpression relativ zu B-Actin in drei
unabhangigen Experimenten, dargestellt ist der Mittelwert + SD (*, P < 0,05; **, P < 0,01)

Immunodetektion von BCL2 im Western-Blot

In Abbildung 19 ist das Ergebnis des Western-Blots fur BCL2 dargestellt. Abbildung 19A
zeigt einen reprasentativen Western-Blot und Abbildung 19B die Quantifizierung der
Western-Blots dreier unabhangiger Experimente. Die Uberexpression der miR-34a-3p fiihrte
zu einer Reduktion der BCL2 Proteinmenge auf 73 % (SD £ 3,75, P < 0,01) und die Inhibition
der miR-34a-3p zu einer Erhéhung der BCL2 Proteinmenge auf 116 % (SD + 6,32, P < 0,05),

jeweils in Bezug zur Negativkontrolle.
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Abbildung 19: Veranderung der BCL2 Proteinmenge durch Deregulation der miR-34a-3p in
Meningeomzellen. (A) Reprasentativer Western-Blot der BCL2 Proteinexpression 48 h nach
Transfektion von Ben-Men-1 Zellen mit der jeweiligen Negativkontrolle (scrambled), dem Mimic fir
miR-34a-3p (miR-34a-3p) oder dem Inhibitor fir miR-34a-3p (anti-miR-34a-3p). Als Ladekontrolle
wurde B-Actin verwendet. (B) Quantifizierung der BCL2 Proteinexpression relativ zu 3-Actin in drei
unabhangigen Experimenten, dargestellt ist der Mittelwert + SD (*, P < 0,05; **, P < 0,01)

Zusammengefasst konnte fur drei der untersuchen Zielgene, SMAD4, FRAT1 und BCL2,
eine posttranskriptionelle Regulation durch miR-34a-3p auf Proteinebene bestatigt werden.

Fir FGF9 konnte die posttranskriptionelle Regulation auf Proteinebene im Western-Blot nicht
bestatigt werden. Keiner der kommerziell erworbenen Antikorper lieferte bei der

Immunodetektion im Western-Blot spezifische Signale.

80



Ergebnisse

4.4 Auswirkungen der Deregulation der miR-34a-3p auf Meningeomzellen

in vitro

4.4.1 Veranderung der Zellproliferation durch Deregulation der miR-34a-3p

Die vorliegenden Ergebnisse des ersten Teils der Arbeit haben gezeigt, dass in langsam
wachsenden WHO Grad | Meningeomen eine insgesamt hohere Expression der miR-34a-3p
vorliegt, als in hdhergradigen Meningeomen. Im zweiten Teil der Arbeit konnten SMAD4 und
FRAT1 als direkte Zielgene der miR-34a-3p validiert werden. Diese sind Bestandteil
zellularer Signalwege, die mit der Aktivierung der Proliferation in Verbindung stehen.
Basierend auf diesen Ergebnissen wurden die Auswirkungen der Uberexpression oder
Inhibition der miR-34a-3p auf die Proliferationsrate von Ben-Men-1 Zellen untersucht.

Hierfur wurden die Zellen mit miR-34a-3p (Mimic) oder anti-miR-34a-3p (Inhibitor) transfiziert
und jeweils 72, 96 und 120 Stunden nach der Transfektion gezahlt. Als Kontrollen wurden
Zellen mit scrambled miRNAs transfiziert oder unbehandelt belassen. Ob die Zellzahl

signifikant verandert war, wurde durch einen t-Test ermittelt.

Wie in Abbildung 20A zu sehen, war nach Transfektion mit miR-34a-3p ein signifikanter
Rickgang der Proliferation im Vergleich zur Negativkontrolle und den unbehandelten Zellen
zu erkennen. Nach Transfektion mit anti-miR-34a-3p gab es keinen signifikanten Unterschied
der Proliferationsrate im Vergleich mit den Kontrollen (siehe Abbildung 20B). Beide
Abbildungen zeigen jeweils die Proliferationskurve eines Experiments, das in Triplikaten
durchgefihrt wurde.

Dieses Ergebnis stutzt die Vermutung, dass eine erhdhte intrazellulare Menge der
miR-34a-3p, und damit eine erniedrigte Proteinmenge von SMAD4 und FRAT1, zu einer

Reduktion der Zellproliferation beitragen kdnnte.
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Abbildung 20: Regulation der Proliferation von Meningeomzellen durch miR-34a-3p.

(A) Ergebnisse der Zellzahlung nach Transfektion mit miR-34a-3p (Mimic), der Negativkontrolle
(scrambled) oder fir unbehandelte Zellen (non-transfected). (B) Ergebnisse der Zellzdhlung nach
Transfektion mit anti-miR-34a-3p (Inhibitor), der Negativkontrolle (scrambled) oder fur unbehandelte
Zellen (non-transfected). Die Zellen wurden jeweils zu den angegebenen Zeitpunkten geerntet und
gezahlt. Die Abbildungen zeigen jeweils die Proliferationskurve eines Experiments, das in Triplikaten
durchgefiihrt wurde. Die Zellzahlen sind Mittelwerte + SD (**, P < 0,01).
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4.4.2 Veranderung der Apoptose durch Deregulation der miR-34a-3p

Im zweiten Teil der Arbeit konnte das anti-apoptotische Protein BCL2 als direktes Zielgen der
miR-34a-3p validiert werden. Um die Auswirkungen der Deregulation der miR-34a-3p auf die
Apoptose von Meningeomzellen zu untersuchen, wurden Ben-Men-1 Zellen mit
miR-34a-3p (Mimic) und anti-miR-34a-3p (Inhibitor) und den entsprechenden
Negativkontrollen transfiziert. Der Anteil apoptotischer Zellen wurde direkt nach der Ernte an
vitalen Zellen mittels einer FACS-Analyse nach Farbung der Zellen mit Alexa Fluor® 488
Annexin V / Propidiumiodid (P1) 48 und 72 Stunden nach der Transfektion ermittelt.

Abbildung 21 zeigt einen exemplarischen Scatter-Plot einer solchen FACS-Analyse.
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Abbildung 21: Exemplarischer Scatter-Plot der FACS-Analyse zur Detektion apoptotischer
Zellen. (A) Negativkontrolle (scrambled) fir miR-34a-3p, (B) miR-34a-3p (Mimic), (C) Negativkontrolle
(scrambled) fir anti-miR-34a-3p und (D) anti-miR-34a-3p (Inhibitor). Alle Scatter-Plots zeigen die
Messung nach 72 h. X-Achse: Fluoreszenzintensitat von Alexa Fluor® 488 Annexin V, Y-Achse:
Fluoreszenzintensitat von Propidiumiodid (PlI).
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Im unteren linken Quadranten auf dem Scatter-Plot befindet sich die grof3te Zellpopulation.
Dies sind alle vitalen Zellen, bei denen keine Farbung mit Annexin V oder Pl nachweisbar ist.
Ein Merkmal der frihen Apoptose ist der ,Flip“ von Membranlipiden mit dem Baustein
Phosphatidylserin in die duRere Schicht der Zellmembran, die normalerweise nur in der
inneren Schicht vorkommen. Annexin V bindet an diese Phosphatidylserin-Reste. Zellen, an
denen Annexin V bindet, befinden sich in der frihen Apoptose. Diese Zellpopulation befindet
sich auf dem Scatter-Plot im unteren rechten Quadranten. Zellen, die nur positiv fir PI sind,
befinden sich im oberen linken Quadranten, dies sind alle bereits abgestorbenen Zellen.
Zellen die positiv fir Annexin V und PI sind, sind noch intakt, die Zellmembran ist aber
bereits durchlassig fur Pl. Diese Zellpopulation befindet sich im oberen rechten Quadranten
und ist in der spaten Apoptose oder Nekrose. Die GroRRe dieser Zellpopulation ist nach

Deregulation der miR-34a-3p verandert.

Abbildung 22 zeigt das Ergebnis der FACS-Analyse nach Auswertung des oberen rechten
Quadranten. Es sind jeweils die Mittelwerte mit Standardfehler (SEM) aus drei unabhangigen
Experimenten dargestellt. Mit einem t-Test wurde Uberprift, ob der Anteil der Zellpopulation
signifikant verandert war.

Die Uberexpression der miR-34a-3p fiihrte verglichen mit der Negativkontrolle sowohl nach
48 als auch 72 Stunden zu einem erkennbaren, aber nicht signifikant erhdhten Anteil an
Zellen, welche sich in der spaten Apoptose oder Nekrose befinden (siehe Abbildung 22A).
Die Inhibition der miR-34a-3p fiihrte dagegen im Vergleich zur Negativkontrolle sowohl nach
48 als auch 72 Stunden zu einem signifikanten Ruckgang des Anteils an Zellen, welche sich
in der spaten Apoptose oder Nekrose befinden (siehe Abbildung 22B). Weiterhin war ein
signifikanter Unterschied im Anteil an Zellen in der spaten Apoptose und Nekrose im direkten
Vergleich nach Uberexpression oder Inhibition der miR-34a-3p 72 Stunden nach der
Transfektion (miR-34a-3p 7,3 % vs. anti-miR-34a-3p 3,8 %, P < 0,05) festzustellen.

Dieses Ergebnis zeigt, dass eine erniedrigte intrazellulare Menge der miR-34a-3p, mit einem

Ruckgang der Apoptose in Meningeomzellen in vitro in Verbindung zu stehen scheint.
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Abbildung 22: Die Deregulation der miR-34a-3p verandert Apoptose und Nekrose von
Meningeomzellen in vitro. (A) FACS-Analyse von Ben-Men-1 Zellen nach Transfektion mit
miR-34a-3p (Mimic) oder der Negativkontrolle (scrambled) (B) FACS-Analyse von Ben-Men-1 Zellen
nach Transfektion mit anti-miR-34a-3p (Inhibitor) oder der Negativkontrolle (scrambled). Die Zellen
wurden jeweils 48 und 72 Stunden nach der Transfektion geerntet, mit Annexin V / Pl gefarbt und im
FACS analysiert. Der Anteil an Zellen in der spaten Apoptose und Nekrose (Late apoptotic and
necrotic cells) sind Mittelwerte + SEM aus drei unabhangigen Experimenten (*, P < 0,05).
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5. Diskussion

Ein erstes Teilziel der vorliegenden Arbeit war die Validierung ausgewahlter miRNAs, eines
mittels Microarrays erstellten miRNA-Expressionsprofils, in Meningeomen verschiedener
WHO Grade und histologischer Subtypen. Durch die Microarray-Analyse konnten insgesamt
57 miRNAs als differentiell exprimiert identifiziert werden, von denen 12 fur die Validierung
mittels RT-gPCR ausgewahlt wurden. Dabei bestatigte sich, dass es sowohl miRNAs gibt,
die signifikante differentielle Expression zwischen den verschiedenen histologischen
Subtypen der WHO Grad | Meningeome zeigen, als auch solche, die zwischen den
verschiedenen WHO Graden der Meningeome signifikant differentiell exprimiert sind. Die
differentielle Expression von sechs dieser miRNAs wurde anschlielend in einem
unabhangigen Patientenkollektiv mittels RT-qPCR validiert, wobei die Ergebnisse flr funf der
ausgewahlten miRNAs bestatigt werden konnten.

Zur weiteren Untersuchung der Zusammenhange zwischen differentieller miRNA-Expression
und dem Einfluss auf die Tumorgenese bzw. Progression von Meningeomen wurde fir
miR-34a-3p, deren Expression mit steigendem WHO Grad abnimmt, nach potentiellen
Zielgenen gesucht. Hierbei wurden SMAD4, FRAT1 und BCL2 als Zielgene der miR-34a-3p
experimentell bestatigt. Diese Zielgene konnten in Bezug zu Signalwegen gesetzt werden,
die in Meningeomen als dereguliert bekannt sind, hierzu gehdren der Wnt/3-Catenin-,
TGF-B- und Apoptose-Signalweg. Aullerdem konnten validierte und potentielle Zielgene,
weiterer signifikant differentiell exprimierter miRNAs, in Zusammenhang mit diesen
Signalwegen oder allgemein, in Zusammenhang mit der Entstehung bzw. Progression von
Meningeomen, gebracht werden.

Weiterhin wurden die Auswirkungen der Deregulation der miR-34a-3p auf die Proliferation
und Apoptose von Meningeomzellen in vitro untersucht. Die Uberexpression der miR-34a-3p
fuhrte in der Meningeom-Zelllinie Ben-Men-1 zu einer signifikant verringerten Proliferation
und einer tendenziell erhéhten Apoptose. Die Inhibition der miR-34a-3p fihrte zu einem

signifikanten Rickgang der Apoptose.
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5.1 Validierung differentiell exprimierter miRNAs in Meningeomen

Die Ergebnisse des miRNA-Expressionsprofils mittels Microarrays wurden im urspriinglichen
Patientenkollektiv sowie einem unabhangigen Patientenkollektiv mittels RT-qPCR validiert.
Die Ergebnisse der Validierung im ersten Patientenkollektiv zeigten eine niedrigere
Expression der miR-222, -34a-3p, -195, -497, -199a-3p und -377 in meningothelialen
Meningeomen im Vergleich zu fibroblastischen Meningeomen. Dies konnte fir miR-497 im
unabhangigen Patientenkollektiv  bestatigt werden. MiR-376¢c war in beiden
Patientenkollektiven in meningothelialen Meningeomen niedriger exprimiert als in
transitionalen Meningeomen.

Eine signifikant niedrigere Expression in Meningeomen mit WHO Grad IIl im Vergleich zu
WHO Grad | konnte fur miR-34a-3p, -376c, -195 und -497 im unabhéangigen
Patientenkollektiv bestatigt werden. Fur miR-34a-3p, -376c¢, -136 und -497 konnte eine
signifikant niedrigere Expression von Meningeomen mit WHO Grad Il im Vergleich zu WHO
Grad | bestatigt werden.

Hierbei ist festzustellen, dass viele dieser differentiell exprimierten miRNAs in
chromosomalen Regionen lokalisiert sind, fur die bekannt ist, dass sie mit der Entstehung
bzw. Progression von Meningeomen assoziiert sind [5, 27]. Tabelle 16 gibt eine Ubersicht
Uber die zwdlf zur Validierung mittels RT-qPCR ausgewahlten miRNAs und ihre

chromosomale Lokalisation.

Tabelle 16: Ausgewahlte miRNAs fiir die Validierung der Microarray-Ergebnisse und ihre
chromosomale Lokalisation. RTL1: retrotransposon-like 1; DNM2: dynamin 2; SLIT2: slit guidance
ligand 2; NR6A1: nuclear receptor subfamily 6 group A member 1

miRNA Chromosomale Lokalisation
miR-222 Xp11.3, Intergenisch
miR-34a-3p 1p36.22, Intergenisch
miR-136 14932.2, Exon von RTL1
miR-376¢ 14q32.31, Intergenisch
miR-195 17p13.1, Intergenisch
miR-497 17p13.1, Intergenisch
miR-21 17923.1, Intergenisch
miR-199a-3p 19p13.2, Intron von DNM2
miR-218 4p15.31, Intron von SLIT2
miR-181a 9g33.3, Intron von NR6A 1
miR-101 1p31.3, Intergenisch
miR-377 14932.31, Intergenisch

MiR-136, -376¢c und -377 sind im miR-379/656 Cluster lokalisiert, das innerhalb der
DLK1-DIO3 Region auf Chromosom 14q32 liegt. Eine Deletion von Chromosom 14q ist eine
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haufige zytogenetische Aberration, vor allem in hdéhergradigen Meningeomen [27, 29],
jedoch wurden auf diesem Chromosom aktuell nur wenige Tumorsuppressor-Gene, die zur
Progression in Meningeomen beitragen kdnnten, identifiziert. Die DLK1-DIO3 Region spielt
eine Rolle wahrend der Embryonalentwicklung und der Tumorgenese [73, 74]. Die
Expression der Gene in diesem Cluster ist durch genomisches Imprinting gesteuert [74]. Die
Gene DLK1 (delta like non-canonical Notch ligand 1), RTL1 (retrotransposon-like 1) und
DIO3 (deiodinase, iodothyronine, type Ill) werden vom paternalen Allel exprimiert, MEG3
(maternally expressed 3 (non-protein coding)) und MEG8 (maternally expressed 8 (non-
protein coding)) vom maternalen Allel. Die in diesem Cluster kodierten miRNAs werden vom
maternalen Allel exprimiert [73, 74]. In Meningeomen kommt es, aufgrund einer
Hypermethylierung des MEG3-Promotors oder von Deletionen im MEG3-Gen, zu einer
erniedrigten Expression von MEG3 [30]. Eine erniedrigte Expression von miRNAs des
miR-379/656 Clusters konnte flir verschiedene Tumoren gezeigt werden, darunter Tumoren
der Niere, Brust und Eierstdcke sowie Glioblastome [150], Tumoren des gastrointestinalen
Stromas [151] und Neuroblastome [152]. Die epigenetischen und zytogenetischen
Veranderungen auf Chromosom 14q in héhergradigen Meningeomen kdnnten eine Ursache
fur eine niedrigere Expression der auf diesem Chromosom kodierten miRNAs sein.

Auf Chromosom 17q, einer Region, die in héhergradigen Meningeomen oft Amplifikationen
aufweist [12], ist die bekannte onko-miRNA miR-21, die in zahlreichen Tumoren
Uberexprimiert ist [107], lokalisiert. Eine signifikante Uberexpression der miR-21 in
héhergradigen Tumoren, welche initial in den Microarray-Experimenten detektiert wurde,
konnte in der RT-gPCR nicht bestatigt werden. Es lag lediglich eine statistisch nicht
signifikante Erhéhung der miR-21 Expression in hdhergradigen Meningeomen vor. Eine
aktuelle Studie bestatigt allerdings eine Uberexpression der miR-21 in atypischen und
anaplastischen Meningeomen [128]. Amplifikationen auf Chromosom 17q kdnnten mit zu
dieser Uberexpression beitragen.

Deletionen von Chromosom 1p treten bei Gber 70 % aller WHO Grad Ill Meningeome auf
und stehen in engem Zusammenhang mit der Progression der Tumoren [27, 28]. Die
vorliegenden Ergebnisse haben eine signifikant niedrigere Expression der miR-34a-3p, die
auf Chromosom 1p36 kodiert ist, in Meningeomen mit WHO Grad Ill gezeigt. Deletionen von
Teilen oder des gesamten Chromosoms 1p kdnnten eine Ursache flir die erniedrigte

miRNA-Expression sein.
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5.2 ldentifizierung und Validierung von Zielgenen der miR-34a-3p in

Meningeomen

Fir die miR-34a-5p gibt es zahlreiche Studien, die eine wichtige Rolle dieser
Tumorsuppressor-miRNA bei der Regulation des Zellzyklus, der Differenzierung und
Apoptose in verschiedenen Tumoren belegen [153-155]. Im Vergleich zur miR-34a-5p sind
die posttranskriptionellen regulatorischen Effekte der miR-34a-3p weniger gut untersucht. Es
wurde jedoch gezeigt, dass beide miRNA-Strange, miR-34a-5p und miR-34a-3p, die von der
pre-miR-34a prozessiert werden, regulatorische Aktivitat auf Zielgene ausiben kénnen [156].
Fir miR-34-3p gibt es bisher nur funf experimentell validierte Zielgene: XIAP (X-linked
inhibitor of apoptosis) [157], TNF (tumor necrosis factor), SP4 (Sp4 transcription factor), JUN
(Jun proto-oncogene, AP-1 transcription factor subunit) [156] und CTNNB1 (B-Catenin) [158].
Durch den Einsatz des Next-Generation Sequencing werden, zwar aufgrund zahlreicher
verfugbarer Sequenzen viele Zielgene vorhergesagt, jedoch bestatigen auch die Ergebnisse
der vorliegenden Arbeit, dass vorhergesagte Zielgene nicht immer experimentell als Zielgene
validiert werden kénnen. Bei drei von sechs untersuchten Zielgenen (FRAT1, SMAD4 und
BCL2) konnte eine posttranskriptionelle Regulation auf Ebene der mRNA und des Proteins
durch miR-34-3p gezeigt werden. Bei einem untersuchten Zielgen (FGF9) konnte die
Regulation auf Ebene der mRNA durch miR-34a-3p bestatigt werden. Bei zwei weiteren
(FOS und SRC) waren keine regulatorischen Effekte bei den untersuchten potentiellen
Bindestellen der miR-34a-3p in der 3’UTR zu beobachten.

5.3 miRNA-Zielgene und ihr Einfluss auf zellulare Signalwege in

Meningeomen

In der vorliegenden Arbeit konnte eine signifikant niedrigere Expression der
miR-34-3p, -376¢, -136, -195 und -497 in hohergradigen Meningeomen gezeigt werden. Die
in dieser Arbeit validierten Zielgene der miR-34a-3p, SMAD4, FRAT1 und BCL2, sowie die
bereits in anderen Studien experimentell validierten Zielgene der oben angefuhrten miRNAs,
kénnen mit verschiedenen Signalwegen in Verbindung gebracht werden, die in
Meningeomen dereguliert sind. Zwei grofiere Studien haben die Genexpression in aggressiv
wachsenden, benignen Meningeomen sowie die Proteinexpression in hohergradigen
Meningeomen untersucht [159, 160]. Einige der in diesen Tumoren Uberexprimierten Gene
oder Proteine sind potentielle Zielgene der deregulierten miRNAs und kdnnten ebenfalls

zellulare Signalwege beeinflussen.
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5.3.1 Der TGF-$ Signalweg und SMAD4

Der Transkriptionsfaktor SMAD4 ist eine Schlisselkomponente des TGF-3 Signalweges [52].
Nach Bindung von TGF-B an einen Typ Il TGF-B-Rezeptor dimerisiert dieser mit einem
Typ | TGF-B-Rezeptor. Nachfolgend werden SMAD2 und SMAD3 phosphoryliert und bilden
einen Komplex mit SMAD4. Dieser Proteinkomplex wird in den Zellkern transportiert und
steuert dort, gemeinsam mit verschiedenen weiteren Transkriptionsfaktoren, Aktivatoren und
Repressoren, die Transkription von Zielgenen des TGF-B Signalweges. Dieser hat in
Abhangigkeit vom Stadium der Tumorgenese unterschiedlichen Einfluss auf die Tumorzellen
[52]. In frGhen Stadien der Tumorentstehung inhibiert er die Proliferation und induziert
Apoptose, wirkt also reprimierend auf die Tumorzellen. In spateren Stadien kehrt sich dies
jedoch um und die Tumorgenese wird durch den TGF- Signalweg forciert, indem es zur
Induktion der epithelial-mesenchymalen Transition (EMT), verstarkter Angiogenese und einer
Suppression des Immunsystems kommt [52]. Die antiproliferative Wirkung von TGF-$ wird
u.a. durch die Regulation der Expression des onkogenen Transkriptionsfaktors c-MYC und
von Zellzyklus-Inhibitoren wie CDKN2B/p15™*" gesteuert [161]. Maligne Zellen verlieren ihre
Sensitivitat fir antiproliferative und pro-apoptotische TGF-3 Signale durch Inaktivierung von
TGF-B Rezeptoren oder Veranderungen in der SMAD-Signalkaskade [161]. Eine aktive
Sekretion von TGF-B durch die Tumorzellen bei fortgeschrittener Tumorgenese verstarkt die
Suppression des Immunsystems und die Induktion der EMT [161].

Ein Verlust der Heterozygotie, Deletionen oder Loss-of-Function Mutationen, die das
SMAD4-Gen betreffen, das auf Chromosom 18q lokalisiert ist, treten bei Darmkrebs,
Lungenkrebs und Tumoren der Bauchspeicheldrise auf, was fur eine Funktion als
Tumorsuppressor in diesen Tumoren spricht [162-164]. Dies ist hingegen bei Tumoren der
Brust und der Prostata nicht der Fall [165, 166]. In hdhergradigen Meningeomen kommt es
zu Deletionen von Chromosom 18q, es wurden jedoch keine Mutationen oder eine
verminderte Expression des SMAD4-Lokus beobachtet, die einen Einfluss auf die
Pathogenese von Meningeomen haben kénnten [167].

Abbildung 23 gibt einen Uberblick, welche Auswirkungen die erniedrigte Expression von
miRNAs und somit der Verlust der posttranskriptionellen Regulation von SMAD4 und

weiterer Zielgene auf den TGF- Signalweg haben kénnte.
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Abbildung 23: Moégliche Auswirkungen deregulierter miRNAs auf den TGF-B Signalweg. Der
normale Ablauf des Signalweges nach Aktivierung durch TGF-B am Rezeptor wird durch schwarze
Pfeile symbolisiert (spitze Pfeile: Aktivierung). Die mdglichen Auswirkungen auf den Signalweg,
bedingt durch niedriger exprimierte miRNAs, werden durch rote Pfeile symbolisiert. Eine UbermaRige
Aktivierung des TGF-B Signalweges fluhrt zu verstarkter epithelial-mesenchymaler Transition (EMT)
und Proliferation. TGF-f: transforming growth factor 8; ACVR2A: activin A receptor type 2A; ALKS:
transforming growth factor beta receptor 1; ALK7: activin A receptor type 1C; SMAD2/3/4: SMAD
family member 2/3/4; ZEB1: zinc finger E-box binding homeobox 1; ZEB2: zinc finger E-box binding
homeobox 2

Eine Aktivierung des TGF-B Signalweges kann die sogenannte epithelial-mesenchymale
Transition (EMT) induzieren [168, 169]. Dieser Vorgang fihrt zu einer Veranderung der
zellularen Morphologie von epithelial zu mesenchymal, durch verringerte Expression
epithelialer Marker (z.B. E-Cadherin und verschiedene Cytokeratine) und Uberexpression
mesenchymaler Marker (z.B. Vimentin, N-Cadherin und Fibronectin) [168, 169]. Bei

Meningeomen ist eine verringerte Expression von E-Cadherin sowie eine Uberexpression
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von Vimentin in hohergradigen Tumoren bekannt [46, 160]. Die Regulation der Expression
epithelialer und mesenchymaler Marker durch den TGF- Signalweg wird durch
verschiedene Zielgene dieses Signalweges gesteuert, u.a. die Transkriptionsfaktoren ZEB1
(zinc finger E-box binding homeobox 1) und ZEB2 (zinc finger E-box binding homeobox 2)
[170]. In Meningeomen besteht ein Zusammenhang zwischen aberranter miRNA-Expression
und der Expression von E-Cadherin [124]. Eine niedrige Expression der miR-200a fuhrt zur
Uberexpression der Transkriptionsfaktoren ZEB1 und SIP1/ZEB2, die die Transkription von
E-Cadherin reprimieren und in der Folge zu einer erniedrigten Proteinmenge von
E-Cadherin. Die Inhibition der miR-200a fihrt in vivo zu verstarktem und invasivem
Tumorwachstum [124]. Diese Ergebnisse zeigen, dass EMT entscheidend zur Progression
und steigendem Tumorgrad in Meningeomen beizutragen scheint [51].

Die niedrige Expression weiterer deregulierter miRNAs in hdhergradigen Meningeomen
kdénnte ebenfalls den TGF-f Signalweg beeinflussen. Die TGF- Rezeptoren ALK7/ACVR1C
(activin A receptor type 1C) und ALKS5/TGFBR1 (transforming growth factor beta receptor 1)
sind validierte Zielgene der miR-376¢ [171, 172]. Der TGF-B Rezeptor ACVR2A (activin A
receptor type 2A) ist ein validiertes Zielgen der miR-195 [173]. Eine Uberexpression dieser
Rezeptor-Proteine, aufgrund verminderter posttranskriptioneller miRNA-Regulation, kdnnte
zu einer verstarkten Aktivierung des TGF-§ Signalweges beitragen.

Zwei Gene, die in aggressiv wachsenden, benignen Meningeomen Uberexprimiert sind,
SPTBNT1 (spectrin beta, non-erythrocytic 1) und SCUBES3 (signal peptide, CUB domain and
EGF like domain containing 3) [159], sind potentielle Zielgene der miR-376¢c. Nach
Aktivierung des TGF-B Signalweges bindet SPTBN1 an SMAD3 und forciert den Transport
des SMAD-Proteinkomplexes in den Zellkern und somit die Aktivierung der Transkription von
Zielgenen [174]. Aulerdem ist SPTBN1 Interaktionspartner von zwei Proteinen, NF2 und
DAL-1, die mit einem friihen Stadium der Tumorgenese von Meningeomen assoziiert sind
[22, 175]. Eine uUbermaRige Aktivierung des TGF-B Signalweges durch SCUBE3 in
Lungenkarzinomen férdert dort die EMT und invasives Wachstum [176]. Die Uberexpression
dieser Proteine, die moglicherweise u.a. durch eine niedrige Expression der miR-376¢
hervorgerufen wird, kdnnte in Meningeomen mit EMT und verstarktem, invasivem Wachstum

der Tumoren in Verbindung stehen.
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5.3.2 Der Wnt/B-Catenin Signalweg und FRAT1

Die Aktivierung des Wnt/B-Catenin Signalweges erfolgt nach Bindung von Liganden der
Whnt-Familie am Rezeptor und aktiviert das Protein Dishevelled [177]. Dieses Protein ist ein
Inhibitor der Glykogen-Synthase-Kinase 33 (GSK-3B), die eine Komponente des Axin/APC
(adenomatous polyposis coli)/GSK-3B Proteinkomplexes ist. Dieser Proteinkomplex bindet
im Zytoplasma B-Catenin, phosphoryliert es, und markiert es hierdurch fiir den Abbau durch
das Proteasom. Wird die GSK-3f durch Dishevelled inhibiert, kommt es zur Erhéhung der
Menge an freiem B-Catenin im Zytoplasma und zur Translokation in den Zellkern. Dort
kommt es in der Folge zu einer Aktivierung von Zielgenen des p-Catenin/TCF (T-cell factor)
Komplexes [177].

Proteine der FRAT-Familie sind exogene Aktivatoren des Wnt/B-Catenin Signalweges [145].
Durch Bindung an die Glykogen-Synthase-Kinase 3B (GSK-3B) inhibiert FRAT, wie
Dishevelled, die Phosphorylierung und anschlieRende Degradierung von B-Catenin durch
das Proteasom [145]. Dies erhdht, analog der Aktivierung des Signalweges Uber Liganden
der Wnt-Familie am Rezeptor, die Menge an freiem B-Catenin im Zytoplasma, fuhrt zu
verstarkter Translokation von B-Catenin in den Zellkern und der Aktivierung von Zielgenen.
Zum aktuellen Zeitpunkt gibt es keine Studien zum Einfluss von FRAT1 auf die Entstehung
oder Progression von Meningeomen.

Abbildung 24 gibt einen Uberblick, wie sich eine in hdhergradigen Meningeomen erniedrigte
Expression von miRNAs und damit Uberexpression u.a. von FRAT1, auf den Wnt/B-Catenin

Signalweg und seine Zielgene auswirken kdnnte.
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Abbildung 24: Mégliche Auswirkungen deregulierter miRNAs auf den Wnt/B-Catenin Signalweg
und seine Zielgene. Der normale Ablauf des Signalweges nach Aktivierung durch Liganden der
Whnt-Familie am Rezeptor wird durch schwarze Pfeile symbolisiert (spitze Pfeile: Aktivierung; flache
Pfeile: Inhibition). Die mdglichen Auswirkungen auf den Signalweg oder seine Zielgene, bedingt durch
niedriger exprimierte miRNAs, werden durch rote Pfeile symbolisiert. Eine iibermafige Aktivierung des
Wnt/B-Catenin Signalweges flihrt zu verstarkter Proliferation und Inhibition der Apoptose. LRP: low-
density lipoprotein receptor-related protein; GSK-3B: glycogen synthase kinase 3B; APC:
adenomatous polyposis coli; TCF: T-cell factor; FGF9: fibroblast growth factor 9; VEGF: vascular
endothelial growth factor A; CCND1: Cyclin D1; BCL2L2: BCL2-like 2; FRAT1: Frequently rearranged
in advanced T-cell lymphomas 1
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Fir verschiedene Tumoren wurden die Auswirkungen einer Uberexpression oder Inhibition
von FRAT1 bereits untersucht [178-184]. Beim Plattenepithelkarzinom der Speiserdhre fihrt
eine Uberexpression von FRAT1, aufgrund einer Anreicherung von B-Catenin im Zellkern, zu
verstarkter Proliferation der Tumorzellen und UbermaRiger Aktivierung des B-Catenin/TCF
Signalweges und der entsprechenden Zielgene [181]. Eine erhohte Proteinmenge von
B-Catenin und die Translokation an und in den Zellkern wurden auch in hdhergradigen
Meningeomen beobachtet [45, 46]. Man geht davon aus, dass dies eine Folge der
verstarkten Aktivierung des Wnt/B-Catenin Signalweges ist [39]. In Gliomen fuhrt die
Uberexpression von FRAT1 zu erhdhter Malignitat der Tumoren, gesteigerter Proliferation,
einer erniedrigten Apoptoserate und einer schlechteren Prognose fur die Patienten [179,
180]. In nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen korreliert die Uberexpression von FRAT1 mit
der Uberexpression von B-Catenin, dem Differenzierungsgrad sowie dem Stadium der
Tumoren und dem Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen [183, 184]. Eine Inhibition
der FRAT1 Expression durch RNA-Interferenz fihrt in Glioblastom-Zellen zu einer Inhibition
der Proliferation, Migration und Invasion [178]. In Zellen des Adenokarzinoms der
Magenschleimhaut fihrt die Inhibition der FRAT?1 Expression zu einer verringerten
Proliferation sowie zu vermehrter Apoptose [182].

Die Uberexpression von FRAT1 fiihrt, wie beschrieben, in unterschiedlichen Tumoren zu
einer gesteigerten Proliferation und einer geringeren Apoptoserate. Die Ergebnisse dieser
Arbeit bestatigen eine geringere Apoptoserate von Meningeomzellen in vitro nach Inhibition
der miR-34a-3p und kénnten auf eine Uberexpression von FRAT1 zuriickzufiihren sein. Die
Anreicherung von B-Catenin im Zellkern in héhergradigen Meningeomen koénnte, neben der
bereits bekannten Deregulation verschiedener Komponenten des Whnt/B-Catenin
Signalweges [45, 46], auch durch die fehlende posttranskriptionelle Regulation von FRAT1
durch miR-34a-3p begunstigt werden.

Weiterhin ist B-Catenin selbst ein validiertes Zielgen der miR-34a-3p [158]. Eine niedrige
Expression der miR-34a-3p konnte die aberrante Aktivierung der Transkription von Zielgenen
des Wnt/B-Catenin Signalweges durch Erhéhung der Proteinmenge von 3-Catenin zusatzlich
verstarken.

Einige Zielgene, deren Transkription durch den Wnt/B-Catenin Signalweg aktiviert wird, sind
validierte Zielgene der in héhergradigen Meningeomen niedriger exprimierten miRNAs. So
sind BCL2L2 (BCL2-like 2) und CCND1 (Cyclin D1) Zielgene der miR-195 und -497 [185-
188] und VEGF (vascular endothelial growth factor A) ist Zielgen der miR-195 [189]. Die
Uberexpression von VEGF und CCND17 korreliert in Meningeomen mit steigendem
Tumorgrad [190, 191]. Eine niedrige Expression der miR-497 fuhrt in der Brustkrebs-Zelllinie
MCF-7 zu einer Erhdhung der Proteinmenge von BCL2L2, was wiederum verringerte

Apoptose und gesteigerte Zellproliferation zur Folge hat [185]. Die fehlende
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posttranskriptionelle Regulation dieser Zielgene aufgrund der niedrigeren miRNA-Expression
konnte in den hohergradigen Meningeomen die Auswirkungen der aberranten Aktivierung
des Wnt/B-Catenin Signalweges weiter verstarken. Dies kdnnte eine gesteigerte Proliferation
und erniedrigte Apoptoserate der Tumorzellen zur Folge haben.

Ein weiteres Zielgen des Wnt/B-Catenin Signalweges ist FGF9
(fibroblast growth factor 9) [192], fiir das in der vorliegenden Arbeit eine posttranskriptionelle
Regulation durch miR-34-3p auf Ebene der mRNA nachgewiesen werden konnte. In
fibroblastischen Meningeomen ist FGF9 im Vergleich zu Arachnothelzellen Gberexprimiert,
mogliche Auswirkungen dieser Uberexpression wurden jedoch nicht naher funktionell
untersucht [193]. In der Prostatakarzinom-Zelllinie LNCaP fihrt die Stimulation mit FGF9 zu
einer verstarkten Expression von N-Cadherin und VEGF [194]. Die Uberexpression von
FGF9, bedingt durch Induktion des Wnt/3-Catenin Signalweges und fehlende
posttranskriptionelle Regulation aufgrund der niedrigen Expression der miR-34a-3p, konnte
eine Ursache fir die beobachtete Uberexpression von VEGF in Meningeomen [190] sein.
Die verstarkte Expression von N-Cadherin als Marker mesenchymaler Zellen ist ein Vorgang
wahrend der EMT [168, 169]. Eine Uberexpression von FGF9 in Meningeomen kénnte zur
Induktion der EMT und Progression der Tumoren beitragen.

Neben der nukledren Funktion als Koaktivator fur die Transkription verschiedener Zielgene
ist B-Catenin im Zytoplasma ein Bindungspartner von E-Cadherin [195]. Es bildet die
Verbindung zwischen der Zellmembran und den Aktinfilamenten des Zytoskeletts und
reguliert so Zell-Zell Kontakte [195]. In Meningeomen kommt es mit steigendem Tumorgrad
zu erniedrigter Expression von E-Cadherin an der Zellmembran und invasivem
Tumorwachstum [46, 124, 196]. In hoéhergradigen Meningeomen ist B-Catenin zwar
Uberexprimiert, allerdings nur im Zellkern [45, 46]. An der Zellmembran hingegen liegt eine
niedrigere Expression von B-Catenin vor [45, 46]. Da der Verlust von E-Cadherin sowie die
Translokation von B-Catenin von der Zellmembran zum Zellkern zur Induktion der EMT
beitragen [49, 50], ist auch aufgrund dieser Beobachtungen anzunehmen, dass EMT bei der

Entstehung und Progression von Meningeomen eine Rolle spielt [51].
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5.3.3 Der Apoptose-Signalweg und BCL2

Die Funktion von BCL2 als Inhibitor der Apoptose wurde in zahlreichen Studien untersucht
und dokumentiert [148]. Im Apoptose-Signalweg blockiert BCL2 die Freisetzung von
Cytochrom C aus den Mitochondrien. Die nachfolgende Signalkaskade wird nicht aktiviert, es
kommt nicht zur Apoptose [148]

Abbildung 25 zeigt, welche Auswirkungen eine erniedrigte miRNA-Expression auf den

Apoptose-Signalweg in Meningeomen haben kénnte.
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Abbildung 25: Mogliche Auswirkungen deregulierter miRNAs auf den Apoptose-Signalweg. Der
normale Ablauf des Signalweges nach Aktivierung durch apoptotische Signale wird durch schwarze
Pfeile symbolisiert (spitze Pfeile: Aktivierung; flache Pfeile: Inhibition). Die méglichen Auswirkungen
auf den Signalweg, bedingt durch niedriger exprimierte miRNAs und Uberexpression von BCL2 und
XIAP, werden durch rote Pfeile symbolisiert. Eine Uberexpression von BCL2 blockiert die Freisetzung
von Cytochrom C aus den Mitochondrien und fiihrt so zur Inhibition der Apoptose. XIAP inhibiert
Caspase 3 und Caspase 9 und greift so in die pro-apoptische Kaskade ein. Cyto C: Cytochrom C;
Apaf-1: apoptotic peptidase activating factor 1; XIAP: X-linked inhibitor of apoptosis; BCL2: B-cell
CLL/lymphoma 2
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Der Apoptose-Inhibitor BCL2 konnte als Zielgen der miR-34a-3p in der vorliegenden Arbeit
validiert werden und ist zudem Zielgen dreier weiterer, in hoéhergradigen Meningeomen
niedriger exprimierten miRNAs, namlich miR-136, -195 und -497[197-199]. Eine
Uberexpression von BCL2, aufgrund des Verlusts der posttranskriptionellen Regulation,
kénnte die Blockade des Apoptose-Signalweges durch BCL2 verstarken und eine deutlich
geringere Sensitivitdt der Tumorzellen fur apoptotische Signale zur Folge haben. In der
vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Inhibition der miR-34a-3p die
Apoptoserate von Meningeomzellen in vitro reduziert, was diese Annahme unterstiutzt. Der
anti-apoptotische Effekt auf Meningeomzellen aufgrund niedriger Expression der miR-34a-3p
kénnte durch XIAP, ein weiteres Zielgen der miR-34a-3p [157], unterstutzt werden. XIAP ist
ein Caspase-Inhibitor, der die pro-apoptotische Kaskade durch Bindung von Caspase 3 und
Caspase 9 stoppt [200].

In Meningeomen hat BCL2 Einfluss auf verschiedene Vorgange, die mit der Entstehung und
Progression der Tumoren in Zusammenhang stehen [201-203]. Eine Uberexpression von
BCL2 im Tumor Kkorreliert mit signifikant kirzeren Intervallen bis zum Auftreten von
Tumorrezidiven und einem erhohten Proliferationsindex [201, 203]. Meningeome, die auler
einer partiellen oder kompletten Monosomie von Chromosom 22q keine chromosomalen
Aberrationen aufweisen, die mit der Entstehung der Tumoren assoziiert sind [15], zeigen
eine erhdhte Proteinmenge von BCL2 [202].

Im Allgemeinen wurde die veranderte Expression weiterer pro- oder anti-apoptotischer
Faktoren mit der Progression von Meningeomen assoziiert [204-206]. Caspase 3, ein
Effektor des Apoptose-Signalweges, ist in héhergradigen Meningeomen niedriger exprimiert
und mit dem frilhen Auftreten von Tumorrezidiven assoziiert [205, 206]. Die Expression des
anti-apoptotischen Proteins Survivin korreliert mit steigendem WHO Grad und der Neigung
zu Tumorrezidiven [204].

Aktuelle Studien belegen, dass BCL2, neben der bekannten Schlusselrolle im
Apoptose-Signalweg, bei der Regulation von Migration, Invasion und Metastasierung
verschiedener Tumoren eine Rolle spielt [149]. Hierzu gehdren Gliome [207, 208],
Plattenepithelkarzinome [209], Neuroblastome [210] und Karzinome der Lunge [211] und des
Dickdarms [212]. Die Uberexpression von BCL2 fiihrt in diesen Tumoren zu einer Induktion
der Expression verschiedener Enzyme, die die Auflésung von Zell-Zell Verbindungen
katalysieren, u.a. der Matrixmetalloproteasen (MMP)-2 und -9 [149]. Bei Gliomen wird die
Expression der MMPs Uber den Furin/TGF-B Signalweg und bei Plattenepithelkarzinomen
Uber den N-Cadherin/FGF-Rezeptor/MAPK-Signalweg induziert [208, 209].

Die Uberexpression von BCL2 fiihrt in Meningeomen zu verkirzten Intervallen bis zum
Auftreten von Tumorrezidiven und einer gesteigerten Proliferation [201-203]. AuRerdem ist

BCL2 validiertes Zielgen von vier in hoéhergradigen Meningeomen niedriger exprimierten
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miRNAs. Aufgrund dieser Ergebnisse ist anzunehmen, dass BCL2 eine wichtige Rolle bei
der Progression von Meningeomen spielt. Eine Uberexpression von BCL2 kdénnte zu einer
Reduktion der Apoptose, invasivem Wachstum und Migration von Tumorzellen,

insbesondere in hdhergradigen Meningeomen, beitragen.

5.3.4 miRNA-Zielgene und die RB/p53 Signalwege

In Meningeomen fiihrt der Funktionsverlust der Tumorsuppressoren p15, p16 und p14°%F, die
auf Chromosom 9p21 kodiert sind, zur Deregulation der RB/p53 Signalwege und zur
Progression der Tumoren [32, 39]. Die Proteine p15 und p16 inhibieren den Cyclin D1/CDK4
Komplex, verhindern so die Ubermafige Phosphorylierung des Tumorsuppressor-Proteins
Rb1 und in der Folge die Freisetzung von Transkriptionsfaktoren der E2F-Familie. Diese
steuern u.a. die Transkription von Zielgenen, die den Ubergang von der G, in die S-Phase
des Zellzyklus regulieren. Der Funktionsverlust von p15 und p16 flhrt zu einer verstarkten
Phosphorylierung von Rb1, der Freisetzung von E2F und in der Folge zur verstarkten
Transkription von Zielgenen und der Aktivierung des Zellzyklus [32, 39]. Der
Tumorsuppressor p53 wirkt inhibierend auf den Zellzyklus, indem er den Ubergang von der
G4 in die S-Phase stoppt, wenn die Zelle z.B. DNA-Schaden aufweist [213]. Eine weitere
Funktion von p53 ist die Induktion der Apoptose Uber die Aktivierung der Expression
pro-apoptotischer Proteine wie BAX (BCL2 associated X, apoptosis regulator), BBC3/PUMA
(BCL2 binding component 3) und Apaf-1 (apoptotic peptidase activating factor). Diese
verstarken die Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien und die Aktivierung der
apoptotischen Kaskade. Beide Mechanismen tragen entscheidend dazu bei, die Entstehung
und Progression von Tumoren zu verhindern [213]. Das Protein p14"7F eine alternative
Transkriptvariante des CDKN2A-Gens, ist ein Zielgen des RB Signalweges [32, 39]. Es
inhibiert MDM2, den Inhibitor von p53, und aktiviert so p53. Durch den Funktionsverlust von
p14*%F wird p53 nicht aktiviert und die Zellzykluskontrolle am Ubergang von der G; zur
S-Phase bleibt aus [32, 39].

Abbildung 26 gibt einen Uberblick, wie eine verminderte Expression von miRNAs und der
Funktionsverlust von Tumorsuppressoren zu einer Deregulation der RB/p53 Signalwege

beitragen konnte.
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Abbildung 26: Mobgliche Auswirkungen deregulierter miRNAs und der Aberrationen von
Chromosom 9p auf die RB/p53 Signalwege. Der normale Ablauf der Signalwege wird durch
schwarze Pfeile symbolisiert (spitze Pfeile: Aktivierung; flache Pfeile: Inhibition). Die mdglichen
Auswirkungen auf die Signalwege durch Deregulation von miRNAs und dem Funktionsverlust von
Tumorsuppressoren werden durch rote Pfeile symbolisiert. CDK4: cyclin-dependent kinase 4; CDKG6:
cyclin-dependent kinase 6; Rb1: retinoblastoma 1; MDM2: murine double minute 2; E2F3: E2F
transcription factor 3

Mehrere Komponenten des Cyclin D/CDK Komplexes sind validierte Zielgene von in
héhergradigen Meningeomen niedriger exprimierten miRNAs. Cyclin D1 (CCNDT),
CDK4 (cyclin-dependent kinase 4) und CDK6 (cyclin-dependent kinase 6) sind Zielgene der
miR-195 und -497 [187, 188, 214, 215]. In Meningeomen ist CCND1 mit steigendem
Tumorgrad Uberexprimiert [191]. Die Uberexpression von CDK6 und Rb1 sowie eine
erniedrigte Expression von p16 korrelieren in atypischen Meningeomen mit einem friheren
Auftreten von Tumorrezidiven [216]. Eine Uberexpression dieser Zellzyklusproteine, bedingt
durch fehlende posttranskriptionelle Regulation durch miRNAs, kdnnte zu verstarkter
Proliferation und Progression in Meningeomen beitragen. Die Auswirkungen der
Deregulation des RB Signalweges durch miRNAs kdnnten in Kombination mit dem
Funktionsverlust von p15 und p16 zusatzlich verstarkt werden, da die Inhibition des
Cyclin D1/CDK4 Komplexes ausbleibt.

Ein weiteres validiertes Zielgen der miR-34a-3p ist der Transkriptionsfaktor JUN (Jun proto-
oncogene, AP-1 transcription factor subunit) [156]. Eine Uberexpression von JUN durch
niedrige Expression von miR-34a-3p kdonnte Uber mehrere Mechanismen zur Deregulation
der RB/p53 Signalwege beitragen. Als Koaktivator fur die Transkription von Cyclin D1

induziert bzw. reguliert JUN die Transkription von Zielgenen fir den Ubergang von der G; in
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die S-Phase des Zellzyklus [217]. AuRerdem reguliert JUN die Expression von p53, bei
Uberexpression von JUN wird p53 reprimiert [218]. Die Uberexpression von JUN kénnte,
zusétzlich zur Uberexpression von weiteren Komponenten des RB Signalweges und einer
fehlenden Zellzykluskontrolle durch p53, zur aberranten Aktivierung des Zellzyklus,
gesteigerter Proliferation und damit der Progression von Meningeomen beitragen.

Ein Transkriptionsfaktor der E2F-Familie, der durch Phosphorylierung von Rb1 aktiviert wird,
E2F3 (E2F transcription factor 3), ist Zielgen der miR-195 [215]. In fibroblastischen
Meningeomen ist E2F3 im Vergleich zu Arachnothelzellen Uberexprimiert [193]. Ein Verlust
der posttranskriptionellen Regulation von E2F3 kdnnte zur Ubermafigen Aktivierung der
Transkription von Zielgenen des RB Signalweges und des Zellzyklus beitragen.

Der Tumorsuppressor p53 reguliert als Transkriptionsfaktor die Expression des kodierenden
Gens fir miR-34a [219]. Eine verminderte Aktivitdt von p53 kénnte eine Ursache fir die

erniedrigte Expression der miR-34a-3p in hohergradigen Meningeomen sein.

5.4 Weitere miRNA-Zielgene mit Einfluss auf Entstehung und

Progression von Meningeomen

Einige Zielgene der in hdhergradigen Meningeomen signifikant niedriger exprimierten
mMiRNAs miR-195, -497 und -376¢ kodieren fir Wachstumsfaktoren oder Rezeptoren. Die
Aktivierung verschiedener Rezeptoren und Wachstumsfaktoren ist ein haufiges Merkmal bei
Tumoren, u.a. auch bei Meningeomen [220].

Der Rezeptor IGF1R (insulin like growth factor 1 receptor) ist validiertes Zielgen der miR-497
und -376¢ [221, 222]. Eine Uberexpression verschiedener Rezeptoren und Liganden des
Insulin-Wachstumsfaktorsystems konnte bereits mit einer erhéhten Proliferation und der
Progression von Meningeomen in Verbindung gebracht werden [191]. In fibroblastischen,
anaplastischen und benignen Meningeomen mit einem klinisch auffalligen, aggressiven
Wachstumsverhalten ist IGF1R Uberexprimiert [159, 193]. In primaren Schwann’schen Zellen
und Schwannomen reguliert Merlin, dass Produkt des NF2-Gens, die Uber Zell-Zell Kontakte
vermittelten Wachstumssignale durch Inhibition der Expression u.a. von IGF1R an der
Zelloberflache [223]. Fir Meningeome ist bekannt, dass es durch Verlust der Heterozygotie
von NF2 und Mutationen im verbleibenden NF2-Genlokus zur verminderten oder fehlerhaften
Expression von Merlin kommt [15-18]. Aufgrund dieser Ergebnisse ist anzunehmen, dass
eine Uberexpression von IGF1R, zum einen durch fehlende posttranskriptionelle Regulation
von miR-497 und -376¢ bedingt sein konnte, zum anderen durch den Funktionsverlust von
Merlin. Beide Faktoren kdnnten somit zur Entstehung und Progression von Meningeomen

beitragen.
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Der Wachstumsfaktor HDGF (hepatoma-derived growth factor) ist validiertes Zielgen der
miR-497 [224]. In Brust- und Prostatakarzinomen fiihrt eine Uberexpression von HDGF zu
verstarkter Zellproliferation sowie erhoéhter Migration und Invasion der Tumorzellen in
umliegende Gewebe [225]. Verstarkte Proliferation und Invasion in umliegende Gewebe sind
auch Kennzeichen héhergradiger Meningeome [5, 6]. In Dickdarmkrebs wurde gezeigt, dass
HDGF ein Transkriptionsaktivator fir B-Catenin ist, und die Uberexpression beider Proteine
korreliert [226]. Die verminderte Expression der miR-497 und in der Folge eine
Uberexpression von HDGF kénnte zur bereits zuvor angesprochenen Uberexpression von
B-Catenin und zur Progression in héhergradigen Meningeomen beitragen [45, 46].

Die Wachstumsfaktoren TGFa (transforming growth factor alpha) und GRB2 (growth factor
receptor bound protein 2) sind validierte Zielgene der miR-376¢ [227, 228]. Beide Proteine
sind Liganden des epidermalen Wachstumsfaktorrezeptors und ihre Uberexpression steht
mit gesteigerter Proliferation und Progression von Meningeomen in Zusammenhang [191,
229]. Fur beide Proteine wurde eine entscheidende Rolle in der Karzinogenese aufgrund
einer Uberexpression durch fehlende posttranskriptionelle miRNA-Regulation gezeigt [230,
231]. Die Uberexpression von TGFa fihrt bei Lungenkarzinomen aufgrund niedriger
Expression der miR-374a zu gesteigerter Zellproliferation, Migration und Invasion der
Tumorzellen [231]. Eine Uberexpression von GRB2, bedingt durch niedrige Expression der
miR-329, fihrt bei Pankreaskarzinomen in vitro und in vivo zu verstarkter Proliferation und
einer geringeren Apoptoserate [230]. Die Uberexpression von TGFa und GRB2 kénnte eine
Folge der verminderten Expression der miR-376c¢ in hohergradigen Meningeomen sein. Eine
erhdhte Proliferation und Invasion treten auch bei héhergradigen Meningeomen auf [5, 6],
und kdnnten eine Konsequenz der erniedrigten miRNA-Expression sein.

Der Wachstumsfaktor VEGF (vascular endothelial growth factor A) ist validiertes Zielgen der
miR-195 [189]. In Meningeomen spielt VEGF eine entscheidende Rolle bei der Angiogenese
und der Entstehung peritumoraler Odeme [40]. Die Uberexpression von VEGF korreliert mit
dem Schweregrad peritumoraler Odeme, der Neovaskularisation im Tumor sowie der
Neigung zu Tumorrezidiven [232, 233]. Die genauen Mechanismen, wie es zur
Uberexpression von VEGF in Meningeomen kommt, sind noch nicht vollstandig aufgeklart.
Bekannte Ursachen sind die Uberexpression verschiedener Wachstumsfaktoren wie EGF
(epidermal growth factor) und PDGF (platelet-derived growth factor) [234, 235]. Eine
Hypoxie, d.h. eine Mangelversorgung des Tumorgewebes mit Sauerstoff, induziert die
Expression des Transkriptionsfaktors HIF-1 (hypoxia inducible factor 1), der wiederum die
Transkription von VEGF induziert [236]. Die fehlende posttranskriptionelle Regulation durch
miR-195 kann als weitere Ursache fir eine VEGF Uberexpression in Betracht gezogen

werden.
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Aktuelle Studien belegen, dass ein veranderter Zellstoffwechsel in hohergradigen
Meningeomen und aggressiv wachsenden, benignen Meningeomen zur Progression der
Tumoren beizutragen scheint [159, 237]. Kennzeichen hierfur sind veranderte Mengen an
Stoffwechselmetaboliten, die mit einer erhéhten Synthese und einem erhéhten Umsatz von
Membranproteinen, der Proliferation, einem gesteigerten Energieverbrauch und der Hypoxie
in Verbindung gebracht werden kénnen [159, 237]. Das Enzym FASN (fatty acid synthase)
ist validiertes Zielgen der miR-195 [238]. In vielen Tumoren ist FASN ein Schlisselenzym fir
die Synthese von Membranlipiden, die bei erhdhter Zellproliferation vermehrt bendtigt
werden [239]. In héhergradigen und rezidivierenden WHO Grad | Meningeomen ist FASN
uberexprimiert [240, 241]. Zwei potentielle Zielgene der miR-376¢c, AK3 (adenylate kinase 3)
und UGP2 (UDP-glucose pyrophosphorylase 2), sind in Meningeomen auf Proteinebene
Uberexprimiert [160]. Die AK3 ist ein mitochondriales Enzym der ATP-Synthesekette. Eine
Uberexpression kdnnte mit einem erhéhten Energiebedarf der Tumorzellen, u.a. wahrend
der Proliferation, in Zusammenhang stehen [242]. Bei der chronischen lymphatischen
Leukamie fihrt eine Reprimierung der AK3-Expression zur Inhibition der Proliferation [243].
Eine Hypoxie induziert verschiedene Enzyme des Glycogen-Stoffwechsels, zu denen auch
UGP2 gehort [244]. Die Deregulation des Fettsdure- und Energiestoffwechsels in
Meningeomen kénnte durch die differentielle Expression von miRNAs beeinflusst werden.

Eine Hypermethylierung von Promotoren wurde vor allem in atypischen und anaplastischen
Meningeomen beobachtet, was fir eine wesentliche Bedeutung epigenetischer
Modifikationen bei der Progression von Meningeomen spricht [41]. Eine Hypermethylierung
von Promotoren fiihrt in Meningeomen bei zwei potentiellen Tumorsuppressor-Genen, MEG3
und NDRG2, zu einer verminderten Expression [30, 31]. Ein validiertes Zielgen der miR-195
ist MBD1 (methyl-CpG binding domain protein 1) [245]. MBD1 ist an der Aufrechterhaltung
der DNA-Methylierung und somit der durch epigenetische Modifikationen bedingten
Repression der Transkription beteiligt [246]. Eine Uberexpression von MBD1, durch fehlende
posttranskriptionelle Regulation der miR-195 in hohergradigen Meningeomen, kdnnte eine
Ursache fur die Hypermethylierung verschiedener Promotoren sein. Ein Knockout von MBD1
fuhrt zur verstarkten Expression verschiedener miRNAs in neuronalen Stammzellen, zu
denen auch die miR-195 gehért [246]. Umgekehrt kénnte somit die Uberexpression von
MBD1 eine Ursache fiir die erniedrigte Expression verschiedener miRNAs in héhergradigen

Meningeomen sein.
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5.5 Kooperative Effekte der miR-34a-3p und miR-34a-5p auf Zielgene

Die Funktion und Bedeutung von miRNAs wurde in zahlreichen Studien der letzten Jahre
untersucht, wobei der Fokus zumeist auf dem vermeintlich ausschlief3lich aktiven -5p Strang
der jeweiligen miRNAs lag. Die Expression und Funktion der -5p und -3p Strange von
miRNAs kann gewebespezifisch unterschiedlich sein und unterschiedliche Einflisse auf den
Organismus austiben [94, 247].

Dass beide Strange einer pre-miRNA regulatorisch aktiv sein kénnen, wurde in aktuellen
Studien fiir verschiedene miRNAs gezeigt [248, 249]. Der -3p Strang der miR-21 hat ein
ahnliches onkogenes Potential wie der -5p Strang [248], dessen Funktion als onko-miRNA in
zahlreichen Tumoren belegt ist [107]. Die miR-200b-5p und miR-200b-3p greifen in den
gleichen Signalweg ein, der die epithelial-mesenchymale Transition (EMT) in
Brustkrebszellen reguliert [249]. Bereits im Jahr 2011 wurde aufgrund bioinformatorischer
Analysen, die eine hohe Konservierung der kodierenden Sequenz fir die miR-34a in
verschiedenen Vertebraten zeigten, auch fir diese miRNA angenommen, dass sowohl
der -5p als auch der -3p Strang regulatorisch aktiv sind [250].

Das Zytokin TNF (tumor necrosis factor) wird von beiden Strangen der miR-34a, miR-34a-3p
und miR-34a-5p, posttranskriptionell reguliert [156]. Die in der vorliegenden Arbeit fir
miR-34a-3p validierten Zielgene SMAD4 und BCLZ2 sind beide ebenfalls bereits validierte
Zielgene der miR-34a-5p [251, 252].

Eine Uberexpression der miR-34a-5p und damit Repression von SMAD4 unterdriickt in
Tumoren des Gallenganges die Uber den TGF-B Signalweg induzierte EMT [251]. Eine
mdgliche Konsequenz einer Deregulation des TGF-f3 Signalweges durch niedrige Expression
der miR-34a-3p kdnnte, wie zuvor diskutiert, ebenfalls die Induktion der EMT sein.

Patienten mit Leberkarzinomen mit einer niedrigen Expression der miR-34a-5p und
Uberexpression von BCL2 im Tumor haben signifikant kiirzere Uberlebenszeiten [252]. Eine
Uberexpression der miR-34a-5p in vitro reduziert die Viabilitdt von Leberkarzinom-Zellen und
fordert Apoptose, was die Tumorsuppressor-Aktivitat der miR-34a-5p bestatigt [252]. Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten sehr ahnliche Resultate flr die Auswirkungen
einer Uberexpression der miR-34a-3p in Meningeomzellen, auch hier kam es tendenziell zu
mehr Apoptose und einer signifikant niedrigeren Proliferation. Weiterhin haben auch
Meningeompatienten mit einer hohen Expression von BCL2 im Tumor, bedingt durch
friheres Auftreten von Tumorrezidiven, eine schlechtere Prognose [201].

Aufgrund dieser Studien und der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit kann spekuliert werden,
dass der Verlust der posttranskriptionellen Regulation von SMAD4 und BCL2 durch niedrige
Expression der miR-34a-3p in hdhergradigen Meningeomen ahnliche Auswirkungen auf die

EMT und Zellviabilitdt hat. Die Ergebnisse der miRNA-Expressionsanalyse mittels
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Microarrays, die Grundlage der vorliegenden Arbeit waren, zeigten auch eine signifikant
niedrigere Expression der miR-34a-5p in hohergradigen Meningeomen [143].
Méglicherweise bestehen kooperative Effekte der miR-34a-3p und -5p auf miRNA-Zielgene

in Meningeomen.

5.6 Ausblick

Anhand eines miRNA-Expressionsprofils und der nachfolgenden Validierung mittels
RT-gPCR konnte fur funf miRNAs (miR-34a-3p, -136, -195, -497 und -376c) eine signifikant
niedrigere Expression in hohergradigen Meningeomen gezeigt werden. Fur eine
ausgewahlte miRNA, miR-34a-3p, konnten drei potentielle Zielgene (SMAD4, FRAT1 und
BCL2) mittels Luciferase-Assays und Western-Blots validiert werden. Auf Grundlage dieser
drei neu experimentell validierten Zielgene fir miR-34a-3p und ihrem potentiellen Einfluss
auf deregulierte zellulare Signalwege in Meningeomen ergibt sich ein Einblick, wie eine
differentiell exprimierte miRNA zu dieser Deregulation beitragen kénnte. Anhand von
weiteren validierten oder potentiellen Zielgenen, der ebenfalls in hohergradigen
Meningeomen niedriger exprimierten miRNAs, wurden zahlreiche weitere Einflisse auf
deregulierte zellulare Signalwege oder andere Konsequenzen einer fehlenden
posttranskriptionellen Regulation von Zielgenen durch miRNAs diskutiert, die die Entstehung
und Progression von Meningeomen beeinflussen kdnnten.

Die Ergebnisse der Untersuchungen zu Auswirkungen der Deregulation der miR-34a-3p in
Meningeomzellen in vitro haben gezeigt, dass bereits die Deregulation einer einzelnen
miRNA zu signifikanten Veranderungen der Proliferation und Apoptose von Tumorzellen
fuhren kann.

In anschlielenden Experimenten kénnten die Auswirkungen der Deregulation, weiterer in
héhergradigen Meningeomen differentiell exprimierter miRNAs, auf Basis der in vitro
Zellkultur untersucht werden. Neben den Auswirkungen der Deregulation einer einzelnen
mMiRNA konnten auch die Auswirkungen der Deregulation mehrerer miRNAs gleichzeitig
untersucht werden. Das Beispiel von BCL2, das Zielgen von vier in hohergradigen
Meningeomen niedriger exprimierten miRNAs ist, lasst vermuten, dass bei Deregulation von
mehreren miRNAs deutliche Auswirkungen zu erwarten sein konnten.

Auf Grundlage der zuvor diskutierten Beobachtungen kooperativer Effekte von -5p und -3p
miRNAs auf das gleiche Zielgen koénnten kooperative Effekte der miR-34a-5p und -3p
untersucht werden. SMAD4 und BCL2 sind bereits validierte Zielgene der miR-34a-5p und
wurden als Zielgene der miR-34a-3p in der vorliegenden Arbeit bestatigt. In den
durchgeflhrten Experimenten wurden die 3’UTR Fragmente gezielt unter Ausschluss von

Bindestellen fir miR-34a-5p kloniert. In weiteren Experimenten kénnte man maogliche
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kooperative Effekte durch gezielte Klonierung und Mutagenese von Bindestellen fir
miR-34a-5p und miR-34a-3p naher untersuchen.

Im Uberblick der bereits validierten Zielgene fir die finf in héhergradigen Meningeomen
differentiell exprimierten miRNAs fallt auRerdem auf, dass fir miR-195 und miR-497 bereits
zahlreiche Zielgene validiert wurden, wahrend dies flir miR-136, -376¢ und -34a-3p deutlich
weniger sind [143]. Auf Gen- oder Proteinebene wurde die Uberexpression einiger
potentieller Zielgene dieser deregulierten miRNAs gezeigt [143, 159, 160]. Basierend auf
diesen Studien und zahlreichen vorhergesagten Zielgenen fir diese miRNAs konnten
weitere Zielgene validiert werden, die bei der Deregulation zellularer Signalwege und der

Entstehung bzw. Progression von Meningeomen eine Rolle spielen kdnnten.
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7. Anhang

Ubersicht der Patientenkollektive

Tabelle A1: Detaillierte Ubersicht des ersten Patientenkollektivs (Set 1) bestehend aus 55

Meningeompatienten.

Angegeben

sind  Geschlecht

und

Alter des

Patienten, der

Ki-67-Proliferationsindex des Tumors sowie der RIN-Wert der isolierten RNA. N/A bedeutet, dass der
Wert nicht ermittelt werden konnte.

ID Alter | Geschlecht WHO Grad | Histologischer Subtyp Prolifer};it_igZ\sindex RN'?REQIEI?“@
H90 68 f I Fibroblastisch 5 8,2
H429 64 f I Fibroblastisch 8 8,3
H444 56 f I Fibroblastisch 3 N/A
H659 38 m I Fibroblastisch 7 N/A
H691 71 f I Fibroblastisch 7 8,6
H695 47 f I Fibroblastisch 5 8,1
H987 48 f I Fibroblastisch 1 8,7
H989 46 f I Fibroblastisch 4 8,3
H1116 |75 f I Fibroblastisch N/A 8,8
H2347 |53 m I Fibroblastisch 8,6
H480 73 f | Meningothelial 8,6
H800 72 m | Meningothelial 3 7,3
H975 47 f I Meningothelial <1 N/A
H2313 |63 f I Meningothelial 2 N/A
H2358 |64 f I Meningothelial 4 N/A
H2382 |79 m I Meningothelial 1 N/A
H2401 58 f I Meningothelial 3 8,7
H2416 77 m | Meningothelial 1 7.1
H2419 |75 m I Meningothelial 2 8,5
H2441 |66 m I Meningothelial 5 8,4
H2460 |73 f I Meningothelial 2 8,1
H2463 |63 m I Meningothelial 1 8
H294 45 f I Transitional N/A 8,3
H302 64 f | Transitional N/A 8,3
H340 33 f I Transitional 3 8,4
H442 38 f | Transitional 3 7,5
H470 62 f I Transitional 7 N/A
H597 47 f I Transitional 6 N/A
H693 85 f I Transitional 6 8,3
H833 60 f | Transitional N/A 7,3
H841 63 f | Transitional <1 7,8
H857 67 m | Transitional N/A 7,7
H2314 |73 f I Transitional 2 7,9

124




Anhang

ID Alter | Geschlecht WHO Grad | Histologischer Subtyp Prolifer};it_igZ\sindex RN'?REQIEI?“@
H149 56 m Il Atypisch 8 8,6
H249 52 f Il Atypisch 6 8,5
H2280 |67 f Il Atypisch 12 7,5
H2287 86 f Il Atypisch 9 N/A
H2343 59 f I Atypisch 10 8,5
H2374 |23 f Il Atypisch 15 7,9
H2385 87 f Il Atypisch 12 5,8
H2395 |51 m I Atypisch 20 8,1
H2399 |68 f Il Atypisch 10 8,6
H2400 |13 m Il Atypisch 20 8,3
H12 68 m Il Anaplastisch N/A 8,7
H83 38 m Il Anaplastisch 15 9
H108 60 f Il Anaplastisch 5 8,4
H288 38 m Il Anaplastisch 17 6,6
H311 62 m 11 Anaplastisch 7 7,7
H450 66 f Il Anaplastisch 9 8,1
H588 58 m 1] Anaplastisch 25 55
H1021 46 m 1] Anaplastisch 25 8,5
H1044 64 f 11 Anaplastisch 17 8,4
H1179 |32 f Il Anaplastisch 17 8
H1904 |89 m Il Anaplastisch 19 8,6
H1915 53 m 1] Anaplastisch 20 9,2
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Tabelle A2: Detaillierte Ubersicht des unabhingigen Patientenkollektivs (Set 2) bestehend aus
95 Meningeompatienten. Angegeben sind Geschlecht und Alter des Patienten, der
Ki-67-Proliferationsindex des Tumors sowie der RIN-Wert der isolierten RNA. N/A bedeutet, dass der
Wert nicht ermittelt werden konnte.

ID Alter | Geschlecht | WHO Grad | Histologischer Subtyp Proliferglt_igZ\sindex RN,?REQI;?htat
H2442 |62 m I Angiomatés 4 8,7
H2415 |66 f I Fibroblastisch 2 N/A
H2443 |47 f I Fibroblastisch 8 8,5
H2503 |33 f I Fibroblastisch 5 8,6
H2558 |51 f I Fibroblastisch 2 8,4
H2608 |63 f I Fibroblastisch 2 9,3
H2619 |50 f I Fibroblastisch 1 9,5
H2364 |56 m I Meningothelial 2 9,3
H2365 |59 f I Meningothelial <1 2,6
H2383 |50 m I Meningothelial 5 8,7
H2430 |81 f I Meningothelial 2 8,4
H2431 |47 f I Meningothelial <5 8,1
H2464 |71 m I Meningothelial 3 8,8
H2466 |73 f I Meningothelial 3 8,7
H2497 |75 m I Meningothelial N/A 9,6
H2498 |82 f I Meningothelial 3 8,1
H2505 |48 f I Meningothelial 2 8,6
H2530 |66 m I Meningothelial 6 9,2
H2531 |49 f I Meningothelial 8 9
H2533 52 f | Meningothelial <1 7.4
H2539 |59 f I Meningothelial 1 8,8
H2542 |52 f I Meningothelial 5 8,5
H2546 |70 f I Meningothelial 1 8,4
H2550 |51 f I Meningothelial <1 9,2
H2571 74 m I Meningothelial 2 7,9
H2572 |78 f I Meningothelial 3 9
H2577 |76 f I Meningothelial 3 9,2
H2578 |60 m I Meningothelial 3 8,8
H2598 |85 f I Meningothelial 3 8,5
H2599 58 f | Meningothelial 1 7.4
H2603 |71 f I Meningothelial 3 7,8
H2605 |80 m I Meningothelial 2 7
H2610 |67 f I Meningothelial 4 9
H2628 |80 m I Meningothelial 5 9,1
H2630 |44 f I Meningothelial 2 8,7
H2631 69 f I Meningothelial 5 8,7
H2639 |55 f I Meningothelial 1 9,1
H2644 |48 f I Meningothelial 2 9,1
H2657 |40 f I Meningothelial 8 1,1
H2668 |72 f I Meningothelial <1 8,1
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ID Alter | Geschlecht | WHO Grad gLs;?;ggischer Prolifer};it-igZ\sindex RN'?REQI:I?“tét
H2669 |72 f I Meningothelial 5 59
H2672 |84 f I Meningothelial 2 8,1
H2675 |52 f I Meningothelial 2 8,6
H2677 |67 m I Meningothelial 5 8,9
H2368 |63 m I Mikrozystisch <1 8,1
H2537 |49 m I Mikrozystisch <1 4,6
H2540 |47 f I Mikrozystisch 3 8,7
H2584 |83 f I Mikrozystisch 1 8
H2648 |71 m I Mikrozystisch 4 1,7
H2662 |48 m I Mikrozystisch 5 N/A
H2386 |77 f I Psammomatds 3 8,4
H2525 |70 f I Psammomatds 2 8
H2523 |60 f I Sekretorisch <1 8,5
H2437 |62 f I Transitional 1 9,1
H2549 |47 f I Transitional 5 9,5
H2563 |56 f I Transitional N/A 9,5
H2564 |73 f I Transitional N/A 9,1
H2591 59 f I Transitional 1 8,8
H2593 |42 f I Transitional <1 8,3
H2595 |59 f I Transitional 3 8,5
H2361 71 f Il Atypisch 15 8,4
H2371 39 f Il Atypisch 15 8,8
H2423 |80 f Il Atypisch 10 8,5
H2427 |47 m Il Atypisch 5 8,7
H2451 49 f Il Atypisch 5 7,9
H2469 |82 m I Atypisch 15 6,4
H2481 70 f Il Atypisch 15 8,1
H2491 86 f Il Atypisch 10 6,8
H2492 |68 m I Atypisch 15 2,6
H2502 |72 f Il Atypisch 20 8,2
H2504 30 f I Atypisch 20 8,3
H2518 |65 m I Atypisch 15 8,4
H2521 74 m Il Atypisch 15 9,1
H2555 50 m I Atypisch 15 9
H2561 71 m I Atypisch 12 51
H2570 |66 m I Atypisch 12 9
H2587 79 m Il Atypisch 8 9,3
H2600 78 f I Atypisch 15 8,4
H2614 55 f Il Atypisch 15 5,7
H2618 |74 m I Atypisch 10 9,2
H2642 |68 m I Atypisch N/A 9,1
H2645 |28 m I Atypisch 10 8,4
H2655 |32 m I Atypisch 5 9,1
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ID Alter | Geschlecht | WHO Grad gLs;?;ggischer g:'g;erationsindex RN'?REQI:I?“tét

H2408 |52 m I Chordoid 20 8,1
H2609 |73 m I Chordoid 6 82
H2378 |70 m I Hirninvasiv 7.8
H2426 |70 f I Hirninvasiv 10 8,1
H2512 |70 m Il Hirninvasiv 2,5
H2410 |75 m i Anaplastisch 30 9,1
H2547 |60 f 1] Anaplastisch 20 4
H2553 |88 f M Anaplastisch 20 6,9
H2581 |88 m 1 Anaplastisch 20 9
H2594 |74 m 1] Anaplastisch 50 8,2
H2650 |75 f i Anaplastisch 50 7.1
24661 83 f i Anaplastisch 20 9,3
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ACq Rohwerte

Tabelle A3: RT-qPCR Ergebnisse fiir das erste Patientenkollektiv (Set 1). Es sind die ACq
Rohwerte fur die jeweilige miRNA bezogen zur endogenen Kontrolle RNU6B angegeben. N/A
bedeutet, dass keine Amplifikation eines Produkts in der RT-qPCR gemessen wurde.
dass die miRNA in dieser Probe nicht getestet wurde. WHO Grad und histologischer Subtyp der
Tumoren kénnen der Tabelle A1 entnommen werden.

ACq Rohwerte

bedeutet,

o
o )
@ o © @

N 7o) ~ @ © © - 1) o) - o

N 1) ) < 5] ~ ) > - - ) ~

ID D - N @ - @ - - Q Q D @

o o o o o o o o o o o o

S S S S S S S S S S S S

@ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @ @

® ® ® ® ® ® ® ® ® ® ® ®

< < < < < < < < < < < <
H90 6,07 3,35 7,29 9,68 7,47 6,09 3,86 4,12 2,21 6,77 3,25 8,36
H429 3,97 1,61 5,73 9,53 8,53 5,88 3,72 3,82 3,25 6,71 4.1 7,71
H444 4,16 1,84 4,86 8,98 8,17 6,16 4,12 3,27 2,52 7,12 2,82 8,76
H659 6,93 3,96 8,74 | 10,12 9,79 8,86 4,32 5,41 3,16 7,45 413| 11,51
H691 4,29 4,01 4,76 7,46 7,07 4,70 4,39 4,87 2,87 7,59 -2,81 2,92
H695 4,18 3,21 5,63 | 10,12 9,71 6,32 4,53 4,72 2,33 7,07 4,33 10,00
H987 4,32 3,03 5,88 9,86 8,40 6,17 4,81 4,28 3,72 6,96 3,74 8,48
H989 4,29 2,16 5,75 9,29 8,78 5,61 4,46 3,61 3,56 6,97 3,37 8,86
H1116 5,00 3,64 5,35 8,11 6,84 5,02 4,93 3,96 3,71 8,37 2,87 8,45
H2347 5,28 2,53 5,50 9,54 8,52 5,64 5,15 4,09 2,85 7,81 3,48 3,60
H480 5,88 6,46 8,64 | 10,54 8,29 6,07 6,41 5,81 3,86 8,29 3,97 8,46
H800 6,03 5,25 7,98 8,77 | 1247 9,86 1,62 4,15 0,20 7,44 3,66 12,31
H975 8,49 6,08 7,57 9,10 7,00 5,38 3,94 9,86 5,09 5,98 3,14 7,67
H2313 6,94 3,21 8,07 | 11,07 8,20 6,94 2,80 3,23 2,95 6,04 3,22 9,15
H2358 7,84 5,08 8,76 | 10,28 8,67 7,09 3,80 5,13 3,70 5,82 3,18 | 11,59
H2382 8,48 6,13 8,14 | 11,10 9,40 8,23 4,01 10,01 4,18 9,46 5,00 10,36
H2401 7,41 3,74 6,32 9,24 6,53 5,20 3,80 8,74 4,46 7,39 2,97 7,88
H2416 - 3,31 7,89 - - - 3,98 4,99 4,22 6,83 - -
H2419 5,98 3,88 7,07 | 11,20 9,31 7,92 3,14 5,46 3,59 6,41 5,23 8,14
H2441 7,63 5,30 6,97 | 10,59 9,25 5,99 5,24 8,86 5,46 9,09 5,38 2,93
H2460 7,66 3,52 7,34 10,42 10,48 8,78 2,30 3,20 3,22 4,10 2,97 10,42
H2463 7,35 3,98 9,25| 10,83 9,55 6,78 2,58 3,13 2,76 5,22 2,51 8,98
H294 7,48 5,04 8,79 | 10,39 9,93 6,97 2,78 4,78 3,86 5,87 4,39 3,78
H302 6,00 2,24 6,30 9,37 7,54 4,88 4,83 4,20 2,18 7,19 3,563 8,35
H340 5,37 2,57 6,39 9,54 9,53 6,25 4,98 4,55 3,84 7,50 3,93 9,89
H442 6,82 4,71 6,56 11,29 7,63 6,20 5,25 6,64 3,17 7,88 6,67 6,59
H470 6,34 3,40 6,22 9,66 9,63 5,91 4,23 5,10 2,89 7,01 4,63 9,65
H597 3,86 2,09 5,30 8,74 7,26 5,67 4,38 5,01 3,82 7,39 3,46 8,43
H693 4,48 3,99 6,24 8,94 9,16 6,40 3,95 6,14 3,33 9,27 3,76 9,28
H833 3,08 1,94 4,80 8,49 8,46 6,37 4,49 6,12 0,45 7,15| -2,60 3,50
H841 4,66 3,01 4,98 8,86 8,10 5,85 4,47 4,39 2,63 7,09 2,81 9,41
H857 4,26 3,89 5,01 8,61 8,24 5,82 5,41 5,47 3,66 8,88| -1,75 3,99
H2314 4,82 3,74 3,99 7,98 7,41 5,13 5,29 4,60 3,82 8,71 -1,05 2,75
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ACq Rohwerte
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H149 7,75 6,73 9,39 9,62| 10,20 6,82 4,02 7,80 3,16 8,45 4,27 8,95
H249 7,32 5,04 9,42 10,64 8,12 4,93 4,60 5,12 2,50 6,38 4,32 8,43
H2280 511 7,40 9,98 11,34| 10,49 7,69 4,99 7,78 478 | 11,61 5,65 9,57
H2287 4,81 3,33 6,23 8,68 8,22 5,79 5,39 6,22 4,50 7,46 3,51 9,43
H2343 2,89 1,93 5,35| 10,54 9,09 6,15 4,22 2,86 2,91 6,95 4,32 3,55
H2374 5,86 2,18 7,62 10,86 8,47 6,46 2,41 3,83 2,37 4,65 4,04 9,58
H2385 6,18 4,80 543| 11,93| 18,32| 16,27 3,71 6,11 3,58 8,40 5,58 N/A
H2395 4,86 2,08 5,91 9,32 7,74 5,98 4,61 3,35 1,84 5,85 3,14 8,41
H2399 7,28 7,02 8,51 9,16| 17,91 | 15,66 4,49 8,75 520 | 10,27 3,88 N/A
H2400 5,96 6,28 7,05| 11,69| 10,93 8,40 2,60 6,84 4,18 9,71 6,11| 10,20
H12 5,40 4,86 9,06| 11,97| 14,03| 11,86 3,39 5,18 4,07 7,66 5,88 7,78
H83 7,88 4,22 9,98 11,66| 1545| 13,90 2,22 4,63 2,29 9,01 4,64 N/A
H108 4,87 4,23 748 11,70 14,99| 14,04 3,44 4,01 2,67 7,46 5,21 N/A
H288 5,57 2,59 5,50 9,98 6,13 5,34 4,16 516| -0,13| 11,03 5,04 7,11
H311 6,72 413 8,89 12,21 15,98 | 13,26 2,40 4,64 1,30 6,03 6,35 15,71
H450 5,29 8,60| 10,00| 13,23| 11,80 8,85 6,60 | 13,41 5,65| 10,09 6,78 5,89
H588 5,94 4,45 747 1153 1562| 13,24 2,96 4,56 0,12 11,92 4,93 N/A
H1021 6,10 6,40 8,28 12,13| 13,02| 11,22 5,01 10,76 4,96 9,62 536 | 13,56
H1044 8,28 6,89 | 12,30| 10,95 9,37 7,01 2,85 6,16 3,12| 10,99 4,91 8,56
H1179 3,68 8,15 9,37 | 11,62| 10,52 7,42 5,93| 10,43 5,35| 13,70 571| 10,92
H1904 7,05 5,70 7,12| 10,99 6,89 4,01 3,26 4,33 0,07 | 13,09 4,57 6,36
H1915 7,61 8,47 | 12,49 1193| 12,32 9,53 537 12,60 470 11,71 0,05 6,75
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Tabelle A4: RT-qPCR Ergebnisse fiir das unabhangige Patientenkollektiv (Set 2). Es sind die
ACq Rohwerte fiir die jeweilige miRNA bezogen zur endogenen Kontrolle RNU6B angegeben. N/A
bedeutet, dass keine Amplifikation eines Produkts in der RT-qPCR gemessen wurde. “-“ bedeutet,
dass die miRNA in dieser Probe nicht getestet wurde. WHO Grad und histologischer Subtyp der
Tumoren kénnen der Tabelle A2 entnommen werden.

ACq Rohwerte
ID hsa-miR-222 | hsa-miR-195 | hsa-miR-497 | hsa-miR-34a-3p | hsa-miR-136 | hsa-miR-376¢
H2442 5,92 0,37 4,41 9,79 8,67 6,53
H2415 6,67 1,44 2,68 9,76 8,00 7,14
H2443 5,99 0,44 1,92 8,20 7,24 4,99
H2503 6,17 1,06 2,61 8,12 7,00 5,84
H2558 6,16 -0,07 1,51 7,06 6,29 4,74
H2608 5,77 1,13 2,92 8,05 6,94 5,92
H2619 5,80 1,15 3,78 9,10 9,67 6,21
H2364 7,67 3,32 6,73 9,61 10,53 8,54
H2365 3,16 0,36 2,60 7,89 747 6,35
H2383 7,61 1,42 3,28 10,51 7,78 6,68
H2430 1,77 0,34 5,31 10,60 7,69 6,09
H2431 4,02 0,54 6,03 11,94 7,47 7,84
H2464 6,44 1,26 5,47 10,67 9,97 7,92
H2466 6,77 0,82 4,59 10,23 11,19 8,59
H2497 7,26 2,26 7,06 9,90 7,53 6,00
H2498 5,67 0,32 2,50 9,47 7,80 5,54
H2505 7,39 -1,82 6,01 9,88 7,12 5,97
H2530 7,16 1,16 3,28 8,19 7,59 6,06
H2531 6,14 1,21 2,83 9,29 7,16 5,81
H2533 4,98 0,50 4,01 9,30 7,99 6,31
H2539 8,57 1,73 5,44 11,02 9,80 8,12
H2542 6,26 1,21 4,10 8,74 9,33 7,12
H2546 6,74 2,01 4,62 9,07 7,43 6,10
H2550 7,44 2,06 4,50 8,21 8,44 7,29
H2571 7,51 2,63 5,67 9,51 8,92 7,57
H2572 5,34 1,24 3,44 8,10 6,49 5,47
H2577 7,69 1,03 3,56 9,91 11,46 9,79
H2578 6,86 1,36 4,64 8,99 8,16 6,46
H2598 6,60 2,72 6,12 8,12 7,62 6,11
H2599 6,62 1,13 4,38 9,71 8,52 6,67
H2603 6,83 0,43 4,80 9,47 9,07 7,49
H2605 7,00 1,10 3,71 7,88 11,83 9,82
H2610 7,47 2,47 4,60 7,91 7,87 6,84
H2628 7,84 3,22 6,85 10,59 14,58 12,90
H2630 4,30 0,79 3,21 8,20 7,41 5,47
H2631 5,77 2,19 7,02 9,17 7,97 6,40
H2639 4,78 0,41 1,81 7,00 6,15 4,57
H2644 3,86 0,45 3,61 7,65 8,54 6,27
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ACq Rohwerte
ID hsa-miR-222 | hsa-miR-195 | hsa-miR-497 | hsa-miR-34a-3p | hsa-miR-136 | hsa-miR-376¢
H2657 6,76 0,44 5,62 10,08 9,56 7,29
H2668 3,44 -0,88 5,10 10,06 10,78 11,11
H2669 4,74 0,08 2,33 7,22 8,01 5,14
H2672 6,05 1,06 5,01 9,09 8,34 6,56
H2675 6,66 2,19 6,44 10,45 8,47 6,84
H2677 6,44 2,38 6,71 8,00 8,46 7,86
H2368 5,66 3,45 7,74 8,86 10,49 8,62
H2537 5,54 0,75 3,77 8,46 9,26 6,75
H2540 8,71 2,59 7,76 8,96 7,94 4,96
H2584 4,46 1,48 6,90 12,98 11,40 9,79
H2648 5,65 -0,37 3,31 7,76 10,27 6,35
H2662 5,91 0,38 2,83 8,94 8,91 6,34
H2386 4,67 0,88 3,94 8,11 6,95 6,35
H2525 4,75 0,84 2,02 7,76 8,20 6,58
H2523 5,50 -2,34 4,99 8,32 9,47 6,98
H2437 3,05 -0,08 2,42 8,27 7,81 5,77
H2549 6,06 2,29 5,93 9,62 8,00 6,40
H2563 7,88 2,63 7,62 9,43 7,72 6,77
H2564 5,42 1,22 3,33 8,44 8,60 6,23
H2591 7,39 1,58 4,92 8,48 9,33 5,96
H2593 5,37 1,09 2,54 7,22 5,64 6,36
H2595 5,25 0,91 3,27 8,92 8,87 4,25
H2361 3,11 2,49 9,60 14,80 11,72 9,37
H2371 8,10 5,61 10,36 11,24 9,83 9,04
H2423 5,74 0,34 2,28 8,93 7,27 5,85
H2427 6,87 1,85 7,23 10,34 13,53 11,87
H2451 6,36 1,35 4,43 11,27 10,38 7,25
H2469 5,65 1,28 3,05 8,17 8,00 5,84
H2481 7,44 4,04 9,49 10,49 11,66 9,87
H2491 7,32 2,35 5,09 11,72 12,65 10,44
H2492 5,59 1,85 6,19 12,07 7,85 6,85
H2502 7,06 1,87 4,80 9,46 13,83 11,88
H2504 8,15 -1,61 3,47 10,06 9,56 8,10
H2518 5,93 -2,33 4,01 9,50 7,40 6,95
H2521 4,59 -1,28 6,35 9,99 13,48 13,06
H2555 6,11 0,96 2,66 8,16 6,97 5,40
H2561 8,64 1,88 3,74 8,78 14,23 13,86
H2570 5,59 1,12 2,92 8,11 6,28 4,95
H2587 4,42 0,85 2,57 8,16 6,76 3,87
H2600 6,42 2,09 5,26 9,99 12,08 10,17
H2614 7,22 3,98 8,75 10,77 12,73 11,60
H2618 7,94 3,22 6,06 9,11 15,23 13,59
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ACq Rohwerte
ID hsa-miR-222 | hsa-miR-195 | hsa-miR-497 | hsa-miR-34a-3p | hsa-miR-136 | hsa-miR-376¢
H2642 5,56 2,81 6,04 11,11 8,35 6,98
H2645 7,46 2,99 7,02 9,77 13,95 12,22
H2655 7,28 2,33 5,47 9,92 8,20 6,22
H2408 5,65 2,47 8,80 13,03 11,20 11,94
H2609 8,14 1,92 4,70 10,58 11,41 9,21
H2378 3,92 2,31 4,30 8,22 8,24 7,09
H2426 417 0,57 5,45 11,35 10,81 8,41
H2512 5,30 -2,68 3,08 8,55 8,07 6,89
H2410 7,60 2,09 4,78 10,44 8,97 9,13
H2547 6,17 2,40 5,09 9,73 7,34 6,47
H2553 4,85 2,80 6,50 10,54 14,80 13,94
H2581 4,90 2,83 7,25 10,79 15,30 13,86
H2594 5,03 2,00 4,46 9,95 7,53 4,25
H2650 7,74 2,28 5,24 10,09 14,38 13,65
24661 2,31 1,86 5,01 10,74 14,80 12,50

133




Publikationen

8. Publikationen

Publikationen

Folgende Veroffentlichungen sind im Laufe meiner Promotion am Institut fir Humangenetik

bei Prof. Dr. Eckart Messe entstanden:

Harz C, Ludwig N, Lang S, Werner TV, Galata V, Backes C, Schmitt K, Nickels R,
Krause E, Jung M, Rettig J, Keller A, Menger M, Zimmermann R, Meese E (2014)
Secretion and immunogenicity of the meningioma-associated antigen
TXNDC16. J Immunol 193: 3146-54.

Ludwig N, Kim YJ, Mueller SC, Backes C, Werner TV, Galata V, Sartorius E, Bohle
RM, Keller A, Meese E (2015) Posttranscriptional deregulation of signaling
pathways in meningioma subtypes by differential expression of miRNAs. Neuro
Oncol 17: 1250-60.

Ludwig N, Werner TV, Backes C, Trampert P, Gessler M, Keller A, Lenhof HP, Graf
N, Meese E (2016) Combining miRNA and mRNA Expression Profiles in Wilms
Tumor Subtypes. Int J Mol Sci 17.

Werner TV, Hart M, Nickels R, Kim YJ, Menger MD, Bohle RM, Keller A, Ludwig N*,
Meese E* (2016) MiR-34a-3p directly targets SMAD4, FRAT1 and BCL2 and
alters proliferation and apoptosis of meningioma cells in vitro.

Manuskript zur Veroéffentlichung eingereicht, in Revision

* gleichberechtigte Letztautoren

Poster

09/2016 Joint-Meeting of the German Society for Neuropathology and Neuroanatomy

(DGNN) and the Scandinavian Neuropathology Society (SNS), Hamburg

MiR-34a-3p directly targets SMAD4, FRAT1 and BCL2 and alters
proliferation and apoptosis of meningioma cells in vitro

Werner TV, Hart M, Nickels R, Kim YJ, Menger MD, Bohle RM, Keller A,
Ludwig N, Meese E

134



Danksagung

9. Danksagung

Ich bedanke mich recht herzlich bei Herrn Prof. Dr. Eckart Meese fiir die Uberlassung des
interessanten Themas sowie die Begutachtung meiner Dissertation. Fir seine stete
Diskussionsbereitschaft und sein offenes Ohr fur Anliegen jedweder Art mdchte ich ihm
ebenfalls einen besonderen Dank aussprechen. In meiner fast finfjahrigen Mitarbeit in seiner
Arbeitsgruppe hat er mir stets sein Vertrauen bei der Durchflihrung meiner experimentellen

Arbeiten und Ideen entgegen gebracht.

Bei Herrn PD Dr. Yoo-Jin Kim aus dem Institut fur Pathologie mdchte ich mich recht herzlich
fur die Ubernahme des Zweitgutachtens meiner Dissertation bedanken. Des Weiteren danke
ich ihm fir die durchgefihrten Begutachtungen der Meningeom-Tumorproben, die im

Rahmen meiner Experimente verwendet wurden.

Bei Herrn Prof. Dr. Joachim Oertel vom Institut fir Neurochirurgie mdchte ich mich fir die

freundliche Bereitstellung der Meningeom-Tumorproben bedanken.

Ich bedanke mich bei Frau Ruth Nickels aus dem Institut flr Klinisch-Experimentelle

Chirurgie fur die Unterstiitzung bei der Durchfiihrung der FACS-Analysen.

Mein ganz besonderer und herzlicher Dank gilt Frau Dr. Nicole Ludwig fur die gute
Zusammenarbeit, die Durchsicht meiner Dissertation und ihre stete Gesprachsbereitschaft.
Bei Problemen wahrend der Durchfiihrung meiner Experimente stand sie mir stets mit
Diskussionsbereitschaft und Ratschlagen zur Seite. Bereits wahrend meiner dieser
Dissertation vorausgehenden Diplomarbeit am Institut fir Humangenetik hat sie mir wertvolle

Ratschlage mit auf den Weg gegeben.

Ein grofRer Dank gilt auch allen Kolleginnen und Kollegen der Arbeitsgruppe Humangenetik
fur viele hilfreiche Tipps und Gesprache. Insbesondere danke ich Herrn Dr. Martin Hart und
Herrn Dr. Christian Harz fur ihre Ideen und Diskussionsbereitschaft, die zur erfolgreichen
Durchfihrung meiner Experimente beigetragen haben. Weiterhin danke ich Frau Michele
Bauer und Frau PD Dr. Ulrike Fischer fir ihre Gesprachsbereitschaft und mentale

Unterstutzung.

Der groflte Dank geht an meine Eltern und meine Familie, die mir das Studium und die
Dissertation ermoglicht haben. Sie haben mich durch viele Héhen und Tiefen in dieser Zeit
begleitet und mich stets unterstitzt. Im Gedenken an meine Oma, die zwar den Beginn,

jedoch leider nicht den Abschluss dieser Dissertation erleben konnte.

135



