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Zusammenfassung

Das Glioblastom ist mit einer mittleren Uberlebenszeit von 14-16 Monaten und einer
5-Jahres-Uberlebensrate von unter 5% der bdsartigste primire Hirntumor. Der
heutzutage wichtigste prognostische und pradiktive Biomarker fiir Glioblastompatienten
ist der DNA-Methylierungsstatus des Promotors des Gens fiir das DNA-Reparaturprotein
O%-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT). MGMT ist in der Lage, die durch
Temozolomid, das wichtigste Chemotherapeutikum in der Therapie des Glioblastoms,
verursachte zytotoxische Methylierung der DNA an der O%-Position des Guanins zu
reparieren. Dadurch erhoht es die Resistenz der Tumorzellen gegeniiber der
Chemotherapie mit Temozolomid. Eine niedrige MGMT-Expression ist daher besser fiir
das Ansprechen von Glioblastomen auf Temozolomid und prognostisch giinstig fiir die
Patienten. Die Hohe der MGMT-Expression im Tumorgewebe ist insbesondere vom
DNA-Methylierungsstatus im Bereich des MGMT-Genpromotors abhingig. Hierbei
bedeutet ein methylierter MGMT-Promotor eine niedrige MGMT-Expression in den
Tumorzellen und somit ein besseres Therapieansprechen. Allerdings gibt es unter den
Glioblastomen ohne MGMT-Promotormethylierung ebenfalls eine Fraktion von Tumoren
mit einer niedrigen MGMT-Expression, sodass es weitere Einflussfaktoren auf die
Regulation der MGMT-Expression in Glioblastomzellen geben muss. Es hat sich gezeigt,
dass kleine, nicht-kodierende RNAs, d.h. microRNAs (miRNAs), wichtige Regulatoren
der Genexpression auf epigenetischer und posttranskriptioneller Ebene darstellen. Die
vorliegende Dissertationsarbeit geht der Frage nach, ob bestimmte miRNAs zu einer
verminderten MGMT-Expression in einem Teil der Glioblastome ohne
MGMT-Promotormethylierung beitragen konnen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden
hierflr =~ zwei  verschiedene  Glioblastomzelllinien  mit  fiinf  potenziell
MGMT-regulierenden miRNAs transient transfiziert. Nachfolgend wurde die
MGMT-Expression auf Transkript- und Proteinebene untersucht. Hierbei stellte sich
heraus, dass die Transfektion von Asa-miR-149-3p die MGMT-Expression in den beiden
Glioblastomzelllinien im Vergleich zur Transfektion von Kontroll-miRNA signifikant
reduziert. Mittels eines Luciferase-Reportergen-Assays konnte eine direkte Bindung von
hsa-miR-149-3p an die 3'-UTR des MGMT-Transkriptes nachgewiesen werden. Eine
Sensitivierung der Glioblastomzellen gegeniiber einer Temozolomidbehandlung nach
Uberexpression von hsa-miR-149-3p war dagegen nicht nachzuweisen. Allerdings fand
sich ein pro-apoptotischer Effekt der Uberexpression von hsa-miR-149-3p in
Glioblastomzellen. Insgesamt sprechen die eigenen Befunde in Ubereinstimmung mit
Literaturdaten anderer Arbeitsgruppen dafiir, dass bestimmte miRNAs, darunter
hsa-miR-149-3p, einen Einfluss auf die MGMT-Expression in Glioblastomen haben,
gleichzeitig aber auch MGMT-unabhingige Effekte auf das Tumorwachstum ausiiben

konnen.



Abstract

Glioblastoma is the most malignant primary brain tumor, with a mean survival time of
14-16 months and a 5-year survival rate of less than 5 %. The most important prognostic
and predictive biomarker for glioblastoma patients today is the DNA
methylation status in the promoter of the gene for the DNA repair protein
O6-methylguanine-DNA-methyltransferase (MGMT). MGMT is able to repair the
cytotoxic alkylation of the DNA at the O6-position of guanine caused by temozolomide,
the most important chemotherapeutic agent in the therapy of glioblastoma. Thereby,
MGMT increases the resistance of the tumor cells to chemotherapy with temozolomide.
A low MGMT expression is therefore better for the response of glioblastomas to
temozolomide and associates with a more favorable prognosis of the patients. The level
of MGMT expression in the tumor tissue is particularly dependent on the DNA
methylation status in the area of the MGMT gene promoter. A methylated MGMT
promoter results in a low MGMT expression in the tumor cells and thus a better response
to therapy. However, among the glioblastomas without MGMT promoter methylation
there is also a fraction of tumors with low MGMT expression, so that there must be further
factors modulating the regulation of MGMT expression in glioblastoma cells. It has been
shown that small, non-coding RNAs, i.e., microRNAs (miRNAs), represent important
regulators of gene expression at the epigenetic and post-transcriptional levels. The present
thesis investigates the question whether certain miRNAs can contribute to the reduced
MGMT expression in a subset of glioblastomas without MGMT promoter methylation. In
the context of this work, two different glioblastoma cell lines were transiently transfected
with five potentially MGMT-regulating miRNAs. MGMT expression was then examined
at the transcript and protein levels in miRNA and control transfected glioblastoma cells.
It turned out that the transfection of hsa-miR-149-3p significantly reduced MGMT
expression in both glioblastoma cell lines compared to the transfection of control miRNA.
A direct binding of hsa-miR-149-3p to the 3’-UTR of the MGMT transcript was detected
using a luciferase assay. A sensitization of the glioblastoma cells to temozolomide
treatment after overexpression of Asa-miR-149-3p could not be proven. However, there
was a pro-apoptotic effect of overexpression of hsa-miR-149-3p in glioblastoma cells. In
agreement with the literature data of other working groups, the own findings suggest that
certain miRNAs, including hsa-miR-149-3p, can have an influence on MGMT expression
in glioblastomas, but at the same time may also exert MGMT-independent effects on

tumor growth.
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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Glioblastome

1.1.1 Definition, Epidemiologie, Risikofaktoren

Glioblastome sind primére, astrozytér differenzierte Hirntumore, die nach der World Health
Organization (WHO) Klassifikation 2016 als WHO-Grad IV-Tumoren eingestuft werden
[1]. Mit einer Inzidenz von 3 bis 4 pro 100.000 Personen ist das Glioblastom der hdufigste,
maligne Hirntumor im Erwachsenenalter. Bei Erstdiagnose eines Glioblastoms sind die
Patienten im Median 64 Jahre alt und Ménner sind 1,57-fach haufiger betroffen als Frauen
[2-4]. Als einzig gesicherter Risikofaktor fiir maligne Hirntumore gilt ionisierende
Strahlung. Patienten sind dieser Strahlung beispielsweise im Rahmen einer Strahlentherapie,
z.B. bei der Behandlung von Leukidmien im Kindesalter, ausgesetzt [5, 6]. Selten treten
Glioblastome bei Patienten mit Syndromen, wie beispielsweise dem Li-Fraumeni Syndrom,

dem Turcot Syndrom oder der Neurofibromatose Typ 1, familidr gehduft auf [7].

1.1.2 Klinik, Diagnostik

Typische Symptome bei Patienten mit einem Glioblastom kommen durch die intrakranielle
Raumforderung inklusive einer schnellen Wachstumsdynamik des Tumors zustande. Es
kommt hierbei zu epileptischen Anféllen, Kopfschmerzen, kognitiven Einschrinkungen und
fokal-neurologischen Defiziten, abhéingig von der Tumorlokalisation [8-10]. Am héufigsten
ist das Glioblastom im GroBhirn lokalisiert, hierbei ist insbesondere der Frontal-, der

Temporal- und der Parietallappen betroffen [2].

Nach der klinischen Untersuchung ist die diagnostische Methode der Wahl eine
Magnetresonanztomographie (MRT) mit verschiedenen Wichtungen, mit und ohne
Kontrastmittel. Glioblastome imponieren typischerweise durch eine ringformige
Kontrastmittelanreicherung und einem zentralen hypointensen Anteil, in dem Nekrosen
lokalisiert sind [7, 11]. Die Diagnose wird anhand der histologischen Beurteilung gestellt:
Glioblastome bestehen aus sehr heterogenem Tumorgewebe, in dem sich typischerweise
hypoxische Nekrosezonen befinden, um die sich Tumorzellen pallisadenformig anordnen.

Zusitzlich kommen pathologische GefaBproliferate vor [1, 7].



1 Einleitung

1.1.3 Therapie, Prognose

Zur Leitlinien-gerechten Therapie des Glioblastoms gehoren drei Sdulen: die chirurgische
Resektion des Tumorgewebes, die Strahlentherapie und die Chemotherapie [12]. Eine
moglichst vollstindige Resektion des makro- und mikroskopisch sichtbaren Tumorgewebes
stellt einen prognostisch giinstigen Faktor fiir das Uberleben des Patienten dar [13, 14]. Da
Glioblastome allerdings ein infiltratives Wachstum aufweisen, ist eine vollstandige
Resektion der Tumormasse nicht moglich. Aus diesem Grund kommen verschiedene
Hilfsmittel intraoperativ zum Einsatz, um einen mdglichst groen Anteil des Tumorgewebes
resezieren zu kdnnen, ohne relevante Einbuflen neurologischer Funktionen in Kauf nehmen
zu miissen. Als Hilfsmittel dienen intraoperativ das Operieren am wachen Patienten,
elektrische Stimulationen der funktionellen Hirnareale, MRT- und
Ultraschall-Bildgebungen sowie Tumorfiarbungen mittels 5-Aminoldvulinsdure (ALA) [15-
18]. Postoperativ sollten Patienten mit einem Glioblastom nach dem Stupp-Protokoll
behandelt werden. Dies beinhaltet eine kombinierte Radiochemotherapie mit Temozolomid

(TMZ) [19].

Das zu bestrahlende Areal wird in der MRT Bildgebung festgelegt, hierbei schlieft man das
radiologisch erkennbare Tumorgewebe und einen Randsaum von ca. 2 bis 3 cm ein. Die
Standarddosis betridgt 54 bis 60 Gy, welche fraktioniert in 1,8 bis 2 Gy Dosen iiber eine
Gesamtdauer von sechs Wochen appliziert wird [19, 20].

Das Chemotherapeutikum der Wahl in der multimodalen Therapie des Glioblastoms ist
TMZ, ein alkylierendes Chemotherapeutikum. TMZ ist ein Prodrug und wird spontan zum
aktiven Metaboliten  5-(3-N-methyltriazen-1-yl)  imidazol-4-carboxamid (MTIC)
hydrolysiert. MTIC verursacht eine Methylierung an der N-7 Position von Guanin, an der
O-3 Position von Adenin und an der O-6 Position von Guanin [21]. Die O-6 Methylierung
von Guanin fiihrt zu Fehlpaarungen in der DNA, sodass es wiederrum zur Aktivierung von
DNA mismatch repair (MMR) Enzymen kommt. Die MMR Enzyme versuchen diese
Fehlpaarungen zu beseitigen, es kommt hierbei zu vermehrten DNA-Doppelstrangbriichen
mit nachfolgender Apoptose [22-24]. Die TMZ Gabe erfolgt parallel zur Strahlentherapie in
einer tiglichen oralen Dosis von 75 mg pro Quadratmeter Korperfliche. Nach den sechs
Wochen von kombinierter Radiochemotherapie folgen zusitzliche sechs Zyklen von 28
Tagen, bei denen an jeweils fliinf Tagen 150 bis 200 mg TMZ pro Quadratmeter

Korperoberfliche verabreicht werden [19].
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Patienten mit einem Glioblastom profitieren durch die Kombination einer Radio- und
Chemotherapie mit einem lingeren Uberleben [19, 25, 26]. Die 5-Jahres-Uberlebensrate von
Patienten mit einem neu aufgetretenem Glioblastom ist mit unter 5 % trotz multimodaler
Therapie aber nach wie vor sehr niedrig [2, 3, 27]. Die meisten Patienten mit einem
Glioblastom versterben am raumfordernden Prozess der Tumormasse, welcher zu einem

erhohten intrakraniellen Druck und letztlich zum zentralen Regulationsversagen fiihrt [10].

1.1.4 Molekulare Marker

Seit Aktualisierung der WHO Klassifikation im Jahr 2016 erfolgte eine Einteilung der
Tumoren des zentralen Nervensystems nach histologischen und molekularen Markern. Dies
ermoglicht nun die Unterscheidung von histopathologisch gleichen Tumoren in
spezifischere molekularen Untergruppen, sodass sowohl eine gezieltere Diagnostik, als auch

eine gezieltere Therapie gewéhrleistet werden kann [7, 28].

Ein sehr wichtiger diagnostischer und prognostischer molekularer Marker ist die
Isocitrat-Dehydrogenase (IDH). In ca. 90 % der Glioblastome liegt keine Mutation im /DH ]
oder IDH2 Gen vor. Diese Tumoren werden als Glioblastom, IDH-Wildtyp (wt) bezeichnet
[7, 29, 30]. Bei Tumoren, die als IDH-mutiert (mut) bezeichnet werden, liegt eine
Punktmutation im /DH1 oder IDH?2 Gen vor, wobei IDH? viel seltener betroffen ist [31-33].
Verglichen mit den IDH-wt Glioblastompatienten sind Patienten mit einem IDH-mut
Glioblastom in einem frijheren Lebensalter betroffen und zeigen ein lingeres Uberleben.
Weiterhin entwickeln sich IDH-mutierte Glioblastome hiufiger durch maligne Progression
aus niedriggradigen Vorldufertumoren, d.h. IDH-mutierten Astrozytomen der WHO-Grade
IT oder III [29, 31-33].

Prinzipiell gibt es drei Signalwege, die in Glioblastomen, IDH-wt sehr hdufig genetische
Aberrationen vorweisen und vermutlich fiir die Pathogenese mitverantwortlich sind.
Genetische Variationen im PI3K/AKT/mTOR Signalweg liegen bei ca. 88% der
Glioblastomen vor. Eine Beeintrichtigung dieses molekularen Signalwegs wirkt sich auf die
Zellproliferation und das Zelliiberleben aus [34-36]. Haufige in Glioblastomen entdeckte
Mutationen in diesem Signalweg sind Mutationen im Phosphatase and tensin homolog
(PTEN) Gen und Epidermal growth factor receptor (EGFR) Amplifikationen, aber auch
Platelet derived growth factor receptor alpha (PDGFRA) Amplifikationen [32, 35, 37].
Ahnlich hiufig sind genetische Verinderungen im p53-Signalweg in Glioblastomen

vorzufinden, die einen Einfluss auf die Regulation von Apoptose und Zellseneszenz haben.
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Zu den genetischen Verdnderungen in diesem Signalweg gehoren zum Beispiel Mouse
double minute 2 homolog (MDM?2) Genamplifikationen oder 7P53 Mutationen. In der
Summe ist dieser Signalweg in Glioblastomen in 87 % der Félle betroffen [32, 34, 36]. Der
Retinoblastom-Signalweg (RB) zeigt sich in Glioblastomen in 78 % der Félle veréndert.
Hierdurch wird die Regulation des Zellzyklus am G1-/S-Phase-Checkpoint gestort und die
Tumorzellen kénnen nicht mehr in einen Zellzyklusarrest gehen [34, 36]. Am haufigsten
sind Deletionen auf dem Chromosomenarm 9p, die zu einem Verlust der Gene Cyclin
dependent kinase inhibitor 24 (CDKN24) und CDKN2B fiihren, welche die
Tumorsuppressorproteine pl6™k4a p15inkdd ynd p14ARF kodieren, die am RB- und am
p53-Signalweg beteiligt sind [38]. In Abb. 1 sind in Glioblastomen hédufig vorkommende

genetische, epigenetische und chromosomale Verdanderungen aufgefiihrt.

IDH-wt Glioblastom IDH-mut Glioblastom

| IDH1und IDH2 Wildtyp | | IDH1 oder IDH2 Mutation |
EGFR Amplifikation TP53 Mutation
TERT Promoter Mutation ATRX Mutation
MDM2 Amplifikation CDKN2A/B Deletion
PTEN Mutation
TP53 Verlust LOH 10q
NF1 Mutation
CDKNZ2A/B Deletion G-CIMP
PIK3R1/ PIK3CA Mutation

RB1 Mutation
CDK4 Amplifikation

Monosomie Chromosom 10

Abb. 1: Genetische, epigenetische und chromosomale Verinderungen in Glioblastomen.

Hier gelistet sind die am héufigsten vorkommenden genetischen, epigenetischen und chromosomalen
Verénderungen in Glioblastomen unterteilt nach dem priméren Unterscheidungsmerkmal, ob eine Mutation
der Isocitrat-Dehydrogenase (IDH) vorliegt (IDH-mut) oder nicht (IDH-wt). IDH-mut Glioblastome entstehen
ofter aus niedriggradigen Vorstufen als sogenannte sekundére Glioblastome. In IDH-wt Glioblastome kommen
hiufig genetische Verdnderungen des Epidermal growth factor receptor (EGFR) Gens und des Telomerase
reverse transcriptase (TERT) Gens vor, wihrend 7P53 Mutationen haufiger in IDH-mut Glioblastomen sind.
Eine detaillierte Erklarung der einzelnen Einflussfaktoren lassen sich dem Fliefitext entnehmen. (MDM2:
Mouse double minute 2 homolog, PTEN: Phosphatase and tensin homolog, NF1: Neurofibromatose Typ 1,
CDKN2A/B: Cyclin dependent kinase inhibitor 2, PIK3R1: Phosphoinositide-3-kinase regulatory rubunit 1,
PIK3CA: Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit alpha, RB1: Retinoblastom 1,
CDK4: Cyclin dependent kinase 4, ATRX: Alpha-thalassemia/mental-retardation-syndrome-X-linked,
PDGFRA: Platelet derived growth factor receptor alpha, LOH: Verlust der Heterozygotie; G-CIMP:
Glioma-CpG-island methylator phenotype) [36, 39-41]
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Die molekularen Alterationen unterschieden sich dementsprechend, ob ein IDH-wt oder
IDH-mut Glioblastom vorliegt. Deletionen des Chromosoms 10 sind bei beiden
Glioblastomentitdten etwa gleich hdufig vorhanden. Bei IDH-wt Glioblastomen liegt hdufig
eine Monosomie des Chromosoms 10 vor, hingegen kommt es bei IDH-mut Glioblastomen
hiufiger zu einem Verlust des langen Arms von Chromosom 10 [29, 35, 39, 40]. Auf dem
Chromosom 10 liegt unter anderem der Genlocus des Tumorsuppressorgens PTEN.
Mutationen im 7P53 Gen und im Alpha-thalassemia/mental-retardation-syndrome-X-linked
(ATRX) Gen kommen in IDH-mut Glioblastomen hiufiger vor als in IDH-wt Glioblastomen
[36, 39-41]. Das Vorliegen einer IDH-Mutation fiithrt hdufig zu einer global erhdhten
DNA-Methylierung, was als Glioma-CpG-island methylator phenotype (G-CIMP)
bezeichnet wird [36].

Bei IDH-wt Glioblastomen kommen hdufiger Amplifikationen des EGFR Gens, Deletionen
des CDKN2A4/B Genlokus, Mutationen des PTEN Gens und Mutationen des Promotors des
Telomerase reverse transcriptase (TERT) Gens vor. Auch das MDM?2 Gen ist hiufiger in
IDH-wt als in IDH-mut Glioblastomen veridndert, insbesondere im Rahmen einer MDM?2
Amplifikation [29, 32, 35, 36, 40, 41]. Fiir manche molekularen Verédnderungen abseits vom
IDH-Status wurde eine mogliche prognostische Bedeutung berichtet [35]. Bislang ist
allerdings nur der Nachweis einer homozygoten Deletion des CDKN2A4/B Genlokus in IDH-

mut Glioblastomen von diagnostischer und prognostischer Bedeutung [42].
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1.2 MGMT

Durch eine Chemotherapie mit dem alkylierenden Therapeutikum TMZ wird — unter
anderem — eine Methylgruppe auf die O°%Position von Guanin iibertragen
und es entsteht O°Methylguanin  (Abb. 2). Das DNA-Reparaturenzym
0°%Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) entfernt die Methylgruppe von
O%-Methylguanin und iibertrdgt sie auf einen Cysteinrest (Cys145). Bei dieser Reaktion wird
MGMT irreversibel verbraucht (,,Suizidreaktion®) [43]. Die Menge an MGMT ist
dementsprechend entscheidend fiir dessen Wirkungsausmaf [24]. In Glioblastomzellen liegt

MGMT sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma vor [44].

Temozolomid

/*"' ' (TMZ)
O

OCH,
</N | NH </Nj%‘\N
/)\ AN )\
N N NH, N N NH,
Guanin 08-Methylguanin

08-Methylguanin-DNA-
Methyltransferase (MGMT)

Abb. 2: MGMT hebt die TMZ Wirkung auf.

Das alkylierende Chemotherapeutikum Temozolomid (TMZ) fiigt eine Methylgruppe an der Base Guanin
hinzu. O%-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) ist ein DNA-Reparaturprotein, welches genau
diese Alkylierung entfernt. Somit ist MGMT der Gegenspieler von TMZ.

Die Expression der MGMT messenger ribonucleic acid (mRNA) und des MGMT Proteins
wird epigenetisch durch die Methylierung der Cytosin-Phosphatidyl-Guanin (CpG) Insel im
5’-gelegenen MGMT Promotorbereich beeinflusst. Hierbei bewirkt ein hypermethylierter
Promotor eine verminderte MGMT Transkription und damit MGMT Expression [45-48].
Eine CpG Insel bezeichnet einen Genabschnitt von einer Lénge von meist mehreren hundert
Basenpaaren, der eine {iiberdurchschnittlich hohen Anteil von Cytosin- und

Guanin-Abfolgen enthilt [49]. Eine CpG Insel im MGMT Promotor ermdglicht die genannte
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epigenetische Regulierung via DNA-Methylierung [50]. Géngige Methoden zur
Bestimmung der MGMT-Promotormethylierung sind hierbei zum Beispiel eine

Methylierungs-spezifische PCR (MSP) [48, 51, 52] oder eine Pyrosequenzierung [53].

Patienten mit einem methylierten MGMT Promotor im Tumorgewebe {iberleben ldnger und
sprechen besser auf die multimodale Therapie mit einer Resektion, Bestrahlung und TMZ
Behandlung an, als Glioblastompatienten mit einem unmethylierten MGMT Promotor. Die
MGMT-Promotormethylierung ist somit ein prognostischer und priadiktiver Biomarker, der
sich in der Routinediagnostik etabliert hat [13, 26, 54-57]. Bei ca. der Hilfte der
Glioblastompatienten liegt ein hypermethylierter MGMT Promotor vor [54, 56, 58].

Neben der MGMT-Promotormethylierung gibt es noch weitere Faktoren, die die MGMT
Expression beeinflussen kénnen. Ein grober Uberblick iiber weitere Einflussfaktoren der
MGMT Expression auf Gen-, mRNA- und Protein-Ebene konnen der Abb. 3 entnommen
werden [59].

Die  Transkriptionsfaktoren  Specificity — protein 1  (Spl), Nuclear  factor
'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells (NF-xB), Activator protein (AP-1)
erhohen jeweils die MGMT Transkription durch Bindung an den MGMT Promotor [60-63].
Die Acetylierung von Histon 3 und Histon 4 fiihrt zum Auseinanderziehen des Chromatins,
sodass der MGMT Promotor fiir Transkriptionsfaktoren zugénglich ist und {iber diesen Weg
ebenfalls die Transkription von MGMT gesteigert werden kann [46, 64]. Das p53 Protein
inhibiert iiber die Hemmung des Transkriptionsfaktor Spl die Transkription des MGMT
Gens [61]. Eine Histon 3 Lys9 Methylierung flihrt zur Minderung der MGMT Transkription
[46, 65]. Die MGMT-Promotormethylierung ist aktuell der wichtigste pradiktive Marker in
der Therapie von Glioblastomen [54]. Abseits der MGMT-Promotormethylierung zeigte
sich, dass eine erniedrigte MGMT Expression auf Proteinebene ebenfalls einen prognostisch
giinstigen Faktor fiir das Uberleben von Glioblastompatienten darstellt [66, 67]. Zusitzlich
haben sich micro ribonucleic acid (miRNA) als entscheidende Regulatoren der MGMT
Expression gezeigt. Was miRNAs sind und welche Rolle sie in Glioblastomen spielen, ist

Gegenstand der folgenden Kapitel.
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Sp1, NF-kB, AP-1

Histon H3 und H4 Acetylierung

MGMT MGMT MGMT
-’ mRNA -} Protein

MGMT Promotormethylierung miRNA miRNA
p53 via Hemmung von Sp1
Histon Deacetylierung
Histon 3 Lys9 Methylierung
Polyadenylierung (dann miRNA)

Abb. 3: Einflussfaktoren der MGMT Transkription und Expression.

Die O°%-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) Expression kann auf Gen, auf messenger ribonucleic
acid (mRNA) und auf Proteinebene beeinflusst werden. Eine detaillierte Erklarung der einzelnen
Einflussfaktoren lassen sich dem FlieBtext entnehmen. (Spl: Specificity protein 1, NF-xB: Nuclear factor
'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells; AP-1: Activator protein 1); Abbildung modifiziert nach
Cabrini et al. 2015 [59]

1.3 MiRNAs

1.3.1 Allgemeines

MiRNAs sind ca. 22 Nukleotide (nt) lange, einzelstrdngige RNA Transkripte, welche nicht
Protein-kodierend sind [68]. Im Jahr 1993 wurde die erste miRNA von Lee et al
Beschrieben [69]. Die Autoren entdeckten, dass das Gen von [/in-4 im Nematoden
Caenorhabditis elegans kein Protein, sondern eine 22 nt und eine 60 nt lange Gensequenz
kodierte. Diese Gensequenzen waren partiell komplementér zur 3 -untranslatierten Region
(3’-UTR) von lin-14 [69]. Mit der Entdeckung der miRNA /et-7, einer evolutiondr
hochkonservierten miRNA, im Jahr 2000 durch Reinhart et al. konnte ein wichtiger
Wirkmechanismus der miRNAs beschrieben werden: MiRNAs konnen kodierende Gene

regulieren und spielen eine entscheidende Rolle im Organismus [70]. Mittlerweile sind in
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der aktuellen Version (v22.1) der miRNA Datenbank miRBase 38589 Eintrdge (Stand:
Oktober 2018) an bisher beschriebenen miRNAs hinterlegt.

1.3.2 Biogenese und Effektormechanismen von miRNAs

Die miRNA-kodierende Gene kdnnen intergenisch, exonisch oder intronisch lokalisiert sein.
Die Biogenese der miRNA beginnt im Zellkern mit der Transkription poly- oder
monocistronischer Gene, wodurch ein langes Pimértranskript, die primary micro ribonucleic
acid (pri-miRNA), entsteht. Dieses pri-miRNA Transkript bildet eine charakteristische
Haarnadelschleifenstruktur aus (sieche Abb. 4). Bei polycistronischen Genen entstehen aus
einer pri-miRNA mehrere miRNAs. Dieser Zusammenschluss an miRNAs wird als Cluster
bezeichnet [71-74]. Die Transkription erfolgt hauptsiachlich durch die RNA Polymerase II.
Hierbei kommt es ko- bzw. posttranskriptionell zur Polyadenylierung am 3’-Ende und zum
Capping am 5’-Ende der pri-miRNA. Manchmal wird die Transkription durch die
RNA Polymerase III katalysiert [75, 76]. Drosha, eine humane RNAse III Endonuklease,
bildet mit dem Protein DGCRS8 den Microprocessor complex. Dieser spaltet die pri-miRNA
im Zellkern, sodass precursor micro ribonucleic acid (pre-miRNA) mit einer Liange von
etwa 70 nt resultieren [77]. Die pre-miRNA wird durch das Protein Exportin-5 im Beisein
des Kofaktors Ras-related nuclear protein GTP (Ran-GTP) aus dem Zellkern in das
Zytoplasma transportiert [ 78]. Das Protein Dicer, eine weitere RNAse III Endonuklease, die
im Zytoplasma lokalisiert ist, spaltet die doppelstringige pre-miRNA, sodass die Schleife
entfernt wird und ein zwei Nukleotid-langer Uberhang am 3’-Ende iibrigbleibt. Die reife
miRNA wird durch Dicer abschlieBend in zwei einzelstringige miRNA Molekiile gespalten
[75, 79-81], einen Hauptstrang (guide strand) und einen komplementéreren Strang

(passenger strand) [80].
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Abb. 4: Vereinfachte Darstellung der humanen miRNA Biogenese.

Die Biogenese der micro ribonucleic acid (miRNA) beginnt durch die RNA Polymerase II oder III vermittelte
Transkription von miRNA Genen, welche exonisch, intronisch oder intergenisch lokalisiert sein kénnen. Es
entsteht ein Primértranskript, die primary miRNA (pri-miRNA). Die pri-miRNA wird von dem
Microprocessor complex, welcher unter anderem aus Drosha und DGCRS besteht, zur 70 Nukleotid langen
precursor micro ribonucleic acid (pre-miRNA) geschnitten. Die pre-miRNA wird durch Exportin-5 und
Ran-GTP aus dem Zellkern in das Zytoplasma transportiert. Im Zytoplasma entfernt Dicer die pre-miRNA
Schleife und teilt die doppelstringige miRNA (ds-miRNA) in zwei Einzelstrange auf. Die reife miRNA setzt
sich mit den Proteinen human immunodeficiency virus transactivating response RNA-binding protein (TRBP)

und Argonaute2 (Ago2) zum RNA-induced silencing complex (RISC) Komplex zusammen. Der RISC
Komplex kann posttranskriptional mRNAs in ihrer Expression regulieren.

Ein alternativer Weg, liber den miRNAs entstehen kdnnen, geht iiber die Transkription von
intronischen Sequenzen, die beim Splicing der DNA entstanden sind. Hierbei ist ein
entscheidender Unterschied in der Biogenese, dass diese Biogenese der miRNA nicht tiber
die Prozessierung der pre-miRNA durch das Protein Drosha ablduft, die weiteren Schritte
verlaufen jedoch gleich. Die miRNAs, die aus Introns entstanden sind werden mirtrons
genannt und haben ebenfalls Gen-regulierende Funktionen [82, 83]. Intronische miRNAs

werden in der Regel mit deren Wirtsgen koexprimiert [71].

Aus der doppelstrangigen miRNA resultieren der guide strand und der passenger strand.
Meistens zerfdllt der passenger strand rasch, der guide strand der miRNA setzt sich zum
RNA-induced silencing complex (RISC) Komplex mit dem hAuman immunodeficiency virus
transactivating response RNA-binding protein (TRBP) und mit Argonaute2 (Ago2), einem

Protein der Argonautenfamilie als katalytisches Zentrum, zusammen. Der RISC Komplex
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kann ATP-unabhingig Gene ausschalten. Diesen Vorgang nennte man RNA-Interferenz
(RNAL1), siche hierzu Abb. 4 [84, 85]. Ein Mechanismus der RNAI ist die Degradation einer
mRNA mittels des folgend beschriebenen Mechanismus: eine miRNA besitzt eine
sogenannte seed region, dies bezeichnet die 2. bis 8. Base vom 5’-Ende ausgezihlt. Mittels
Watson-Crick-Paarung kann bei Komplementaritit der seed region zur 3’-UTR der Ziel
mRNA die Ziel mRNA durch den RISC Komplex mittels Deadenylierung und decapping
degradiert werden [86, 87]. Zusétzlich kann eine miRNA die Translation der Ziel mRNA
hemmen, mit dem Resultat, dass keine Proteine entstehen. Somit kénnen durch miRNAs

Gene auf Transkript und auf Protein Ebene reguliert werden [84, 88-90].

1.3.3 Nomenklatur von miRNAs

Klassischerweise werden miRNAs annotiert, in dem die ersten drei Buchstaben im Namen
der miRNA den Organismus darstellen, in dem sie vorliegen, beispielsweise Asa fiir Homo
sapiens. Folgend kommt das Priafix miR- mit der Nummer der miRNA, zum Beispiel
hsa-miR-324. AnschlieBend muss noch unterschieden werden, ob es sich um den dominanten
Strang, den guide strand oder um den passiven Strang handelt, den passenger strand. Wenn
es eindeutig ist, welcher Strang dominant ist, bekommt die guide strand miRNA keine
gesonderte Annotation und der passenger strand wird mit einem Stern versehen und heil3t
dann zum Beispiel hsa-miR-324* Wenn kein eindeutiger guide strand festgelegt werden
kann, erfolgt die Namensgebung basierend auf das jeweilige mitgenommene Ende der
pre-miRNA. Hierbei bekommt die miRNA mit dem 3’-Ende am Ende ein -3p angehéngt,
beim 5'-Ende ist es dann -5p (siche Abb. 4). Eng verwandte reife miRNAs bekommen am
Ende einen Buchstaben als Suffix, zum Beispiel isa-miR-34a und hsa-miR-34b [68].

1.3.4 MiRNAs in Glioblastomen

Mit der Feststellung, dass miRNAs die Genexpression epigenetisch regulieren konnen,
begann die Forschung nach mdglichen Einfliissen von miRNAs auf die Karzinogenese.
Mittels bioinformatischer Forschung konnte festgestellt werden, dass ca. ein Drittel aller
humanen Gene durch miRNAs reguliert werden [91]. Zusitzlich begann im Jahr 2005 das
Projekt The Cancer Genome Atlas (TCGA), im Rahmen dessen komplette Exome von sehr
vielen Glioblastompatienten sequenziert und bioinformatisch analysiert wurde, sodass eine
frei zugéngliche Datenbank mit molekularen Profilen einzelner Glioblastome entstand [34].

Im Rahmen dessen konnte mittels beispielsweise Korrelationsanalysen und funktionellen
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Assays in verschiedenen Arbeiten dargestellt werden, dass miRNAs in Glioblastomen

vielseitige Rollen haben.

Hierzu gehort die Tumorgenese vom Glioblastom. Hsa-miR-21 beispielsweise ist eine
miRNA, welche in Glioblastomen verglichen mit gesundem Hirnparenchym iiberexprimiert
ist [57, 92, 93]. Der miRNA konnte eine Apoptose-hemmende Wirkung in
Glioblastomzelllinien nachgewiesen werden, sodass das onkogene Potential der hsa-miR-21
mit zur Glioblastomentstehung beitragen konnte [92]. Auch hsa-miR-93 trigt zur
Pathogenese von Glioblastomen bei, zum Beispiel durch Férderung des Tumorwachstumes,

der Angiogenese und des Zelliiberlebens durch direkte Regulation von Integrin-b8 [94].

Im Gegensatz dazu sind Mitglieder der hsa-miR-181 Familie als herunterreguliert in
Gliomen verschiedener WHO-Grade verglichen mit nicht-neoplastischem Hirngewebe
nachgewiesen worden. Eine tumorsuppressive Funktionsweise durch Hemmung der
Zellproliferation, -invasion und der Apoptose-Induktion wurde experimentell nachgewiesen
[95, 96]. Weitere tumorsuppressive miRNAs sind Asa-miR-328 und hsa-miR-184, da sie die

Zellvitalitit von Glioblastomen reduzieren und die Zellproliferation hemmen [97, 98].

Haufig wurden miRNA-Expressionsmuster in Glioblastomen untersucht, um prognostische
Marker zu finden. Beispielsweise konnte basierend auf dem TCGA Datensatz festgestellt
werden, dass die Expression der miRNAs hsa-miR-21 und hsa-miR-210 in
Glioblastomgewebe mit der Aggressivitit vom Glioblastom korrelieren, sodass eine
schlechtere Prognose und ein schnelleres Krankheitsfortschreiten bei hdoherem
Expressionslevel der miRNAs resultiert [57, 99]. Auch hsa-miR-181c und hsa-miR-451 sind
mit einer schlechten Prognose assoziiert [57, 100]. Bei anderen miRNAs konnte wiederrum
ein protektiver Zusammenhang festgestellt werden: eine erhdhte hsa-miR-195,
hsa-miR-196b, hsa-miR-150-5p und hsa-miR-328-3p Expression in Glioblastomen sind mit
einem lingerem Uberleben, wihren eine niedrige hsa-miR-328 Expression mit einem
kiirzerem Uberleben der Patienten assoziiert wurde [57, 97, 101]. Ebenfalls die Kombination
von mehreren miRNAs erlaubte eine Prognoseeinordnung von Glioblastompatienten
abgesehen von bisher etablierten prognostischen Glioblastom-Markern [102-107]. Eine
Prognoseabschitzung mittels einer miRNA-Signatur gelang auch binnen der Subgruppe von

Glioblastompatienten mit einem methylierten MGMT Promotor [108].

Auch zu Fritherkennung von einem Glioblastom zeigten verschiedene Arbeiten bereits

moglich Ansdtze der miRNA-Forschung, beispielweise durch Detektion des
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miRNA-Expressionsmuster im Patientenblut. Das Plasma-Expressionslevel von
hsa-miR-21, hsa-miR-128 und hsa-miR-324-3p erlaubte eine Unterscheidung von Patienten
mit und ohne ein Gliom mit hoher Sensitivitdt und Spezifitit. Zusétzlich unterschied sich die
miRNA-Expression zwischen Tumoren unterschiedlicher WHO-Grade [109]. Die
Kombination sieben verschiedener miRNAs nutzen Yang et al. in Blutuntersuchungen, um
ebenfalls einen Patienten mit einem Astrozytom von einem Patienten ohne eine cerebrale
Neoplasie abzugrenzen [110]. Die unterschiedlichen miRNA-Expressionsmuster er6ffnen
Moglichkeiten zur préziseren molekularen Eingrenzung von Glioblastomen und damit zu
einer gezielteren Diagnostik und gezielteren Therapien. Beispielsweise konnte durch Wu et
al. experimentell nachgewiesen werden, dass das Expressionslevel von hsa-miR-328 in
Glioblastomen niedriger ist als in Gliomen eines niedrigeren WHO-Grades [97]. Auch das
Expressionsniveau von hsa-miR-184 konnte mit dem WHO-Grad des Glioms korreliert
werden, hierbei lag eine niedrigere Asa-miR-184 Expression vor, desto hoher der WHO-Grad
war [98]. Die hsa-miR-21 zeigte sich wiederrum in Glioblastomen héher exprimiert als in
Gliomen niedrigeren WHO-Grades [111]. Die Wege, iiber die miRNAs in Glioblastomen all
diese unterschiedlichen Effekte erreichen sind vielseitig. Eine wichtige Rolle spielt hierbei
die epigenetische Regulierung von Genen durch miRNAs. Zum Beispiel ist die hsa-miR-26a
in der Lage, PTEN durch Bindung an die 3’-UTR der PTEN mRNA zu regulieren [112]. Die
hsa-miR-101 ist eine miRNA, welche die Methyltransferase EZH2 reguliert. EZH2 ist ein
onkogenes Protein und ist in Glioblastomen verglichen mit nicht-neoplastischen

Gehirngewebe erhoht exprimiert [113, 114].

Die Kenntnisse iiber die Rolle all dieser verschiedenen miRNAs in der Pathogenese von
Glioblastomen beherbergt auch ein Potenzial zur Therapieoptimierung. Die miRNA
hsa-miR-21 stellte sich beispielsweise als eine miRNA heraus, welche die Apoptoserate in
Gliomzellen reduziert und zu einer TMZ-Sensitivitdtsminderung und Therapieresistenz fiihrt
[115]. Hingegen fiihrt die Asa-miR-204 iiber eine Hemmung vom Protein FAP-o zur TMZ
Sensitivierung [116]. Auch hsa-miR-195 fiihrt zu einer TMZ-Sensitivierung in
Glioblastomzellen, in diesem Fall durch Regulation von CCNE1 [117]. Insgesamt
ermOglichen diese Erkenntnisse iiber die Rolle von miRNAs, dass man miRNAs bewusst
zur Therapiebeeinflussung von Gliomen nutzen kdnnte. Heutzutage gibt es nach aktuellem
Wissensstand  allerdings noch keine etablierte Therapie, die miRNAs in die

Glioblastombehandlung einbezieht.
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Zusammenfassend lieB sich also feststellen, dass miRNAs eine Rolle in der Pathogenese,
Diagnostik, Therapiesensitivitdit und Prognose von Glioblastomen spielen oder spielen
konnten. Da heutzutage durch die Arbeit von Hegi ef al. die MGMT-Promotormethylierung
einer der wichtigsten prognostischen und priadiktiven Marker fiir Glioblastome wurde, lag
ein besonderer und vielversprechender Fokus in den letzten Jahren darauf, miRNAs zu
finden, die die MGMT-Promotormethylierung und/oder die MGMT Expression beeinflussen
[54].

1.4 Vorarbeiten

Frau Dr. Christina Rautenberg konnte in Vorarbeiten am Institut fiir Neuropathologie in der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Reifenberger zeigen, dass die MGMT mRNA Expression auch
in einer Subgruppe von Glioblastomen mit unmethyliertem MGMT Promotor erniedrigt ist
(Abb. 5). Frau Dr. Rautenberg hat mittels semiquantitativer reverser Transkriptase
Echtzeit-PCRs (RT-qPCR) das MGMT mRNA Expressionsniveau in MGMT
Promotor-methylierten und -unmethylierten Glioblastomen bestimmt. Hierbei zeigten
ungefdhr 50 % der Tumore mit unmethyliertem MGMT Promotor eine niedrigere MGMT
mRNA Expression als die hochste, in Promotor-methylierten Tumoren nachgewiesene
MGMT Expression (Abb. 5). Die von Frau Dr. Rautenberg durchgefiihrten Untersuchungen
an humanen Tumorgewebeproben erfolgten mit Genehmigung der Ethikkommission der

Medizinischen Fakultit (Studiennummer: 3876).
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Abb. 5: MGMT  Expressionsanalyse in  Glioblastomen mit bekanntem MGMT
Promotormethylierungsstatus.

Relatives, normalisiertes (norm.) O°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase messenger ribonucleic acid
(MGMT mRNA) Expressionslevel in Glioblastomen mit unmethyliertem (griine Balken) und methyliertem
(blaue Balken) MGMT Promotor. Die Expression wurde mittels semiquantitativer reverser Transkriptase
Echtzeit-PCRs bestimmt. Universal Human Reference RNA diente als Kalibrator und ARF'I als Referenzgen.
Die rote horizontale Linie markiert das Expressionsniveau der hochsten MGMT mRNA Expression in
Glioblastomen mit hypermethyliertem MGMT Promotor. Ungeféhr 50 % der priméren Glioblastome mit einem
unmethylierten MGMT Promotor haben eine MGMT mRNA Expression, die so niedrig ist, wie in den Tumoren
mit hypermethyliertem MGMT Promotor. Unverdffentlichte Daten von Dr. Christina Rautenberg, 2014.

Basierend auf dieser Feststellung wurde deutlich, dass abgesehen vom
MGMT-Promotormethylierungsstatus sich weitere Faktoren auf die MGMT mRNA
Expression auswirken konnen, wie z.B. miRNAs. Basierend auf einer Datenbankanalyse
mittels miRWalk wurden 118 miRNAs identifiziert, die potenziell an komplementére
Sequenzen in der 3"-UTR von MGMT binden kénnen [118, 119]. Es wurden solche miRNAs
ausgeschlossen, die schon als ,,MGMT mRNA regulierend“ publiziert wurden
(hsa-miR-181d, hsa-miR-767-3p, hsa-miR-648, hsa-miR-603 [120, 121]). Der TCGA
Datensatz wurde benutzt, um eine inverse Korrelation der Expression der bisher
ausgewdhlten miRNAs und MGMT zu untersuchen. Nachdem miRNAs, die nur ein geringes
Expressionsniveau in Glioblastomen haben, ausgeschlossen wurden, blieben drei miRNAs
hsa-miR-149-3p, hsa-miR-345-5p und hsa-miR-491-5p iibrig, die die Kriterien (1)
Bindungsstelle in der 3’-UTR von MGMT vorhergesagt, (2) hohes Expressionsniveau in
Glioblastomen und (3) eine inverse Korrelation zur MGMT mRNA Expression in

Glioblastomen aufwiesen (Abb. 6).
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Abb. 6: Inverse Korrelation zwischen miRNA und MGMT mRNA Expression in MGMT

Promotor-unmethylierten Glioblastomen.

Dargestellt ist eine Korrelationsanalyse der hsa-miR-149-3p (A), der hsa-miR-345-5p (B) und der
hsa-miR-491-5p (C) Expression und der O°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase messenger ribonucleic
acid (MGMT mRNA) Expression in MGMT Promotor-unmethylierten Glioblastomen aus dem TCGA
Datensatz. Mittels Pearson-Korrelation konnte bei allen drei gezeigten micro ribonucleic acid (miRNAs) eine
signifikante inverse Korrelation zur MGMT mRNA Expression festgestellt werden. Unverdffentlichte Daten
von Dr. Christina Rautenberg, 2014.

Hinzugefiigt wurden die miRNAs hsa-miR-324-3p und hsa-miR-93-3p, welche sich im
Rahmen der Datenbankanalyse in Rezidiv-Glioblastomen verglichen mit priméren
Glioblastomen als herunterreguliert herausstellten. Es wurde hierbei vermutet, dass
Rezidiv-Glioblastome vermutlich Resistenzmechanismen gegeniiber der TMZ Therapie
entwickelt haben konnten, beispielsweise durch eine gesteigerte MGMT Expression. Darum
galt es, das Verhiltnis der miRNAs Asa-miR-324-3p und hsa-miR-93-3p zur MGMT

Expression zu untersuchen.

Zusammenfassend ergab sich aus diesen Vorarbeiten die Erkenntnis, dass es weitere, noch
nicht publizierte miRNAs gibt, die eine bioinformatisch vorhergesagte Bindungsstelle zur
3’-UTR des MGMT Promotor besitzen und zusitzlich eine inverse Korrelation zur MGMT
mRNA Expression in MGMT Promotor-unmethylierten Glioblastomen aufweisen. Diese
drei miRNAs, hsa-miR-149-3p, hsa-miR-345-5p und hsa-miR-491-5p konnten somit

potenziell die MGMT Expression in Glioblastomen regulieren.

1.5 Ziele dieser Arbeit

Das Ziel dieser Arbeit war herauszufinden, welche miRNAs die MGMT Expression in
MGMT Promotor-unmethylierten Glioblastomen regulieren und somit die Prognose,

Diagnostik oder Therapie vom bdosartigsten priméren Hirntumor beeinflussen kénnen.
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Hierzu wurden Vorldufer-miRNAs von fiinf Kandidaten-miRNAs in zwei verschiedenen
MGMT Promotor-unmethylierten Glioblastomzelllinien transfiziert. AnschlieBend erfolgte
eine Bestimmung der MGMT mRNA und der MGMT Proteinexpression, um zu schauen, ob
eine miRNA Uberexpression eine MGMT-Expressionshemmung herbeifiihrt.

Folgend galt es herauszufinden, iiber welchen Mechanismus eine miRNA bedingte
MGMT-Expressionshemmung erfolgt. Hierfiir wurde die 3"-UTR vom MGMT Promotor
bioinformatisch auf direkte miRNA-Bindungsstellen untersucht und die vorhergesagte
Bindung anschlieBend in vitro mit Hilfe eines 3’-UTR-Luciferase-Reportergen-Assays

experimentell iiberpriift.

Das dritte Ziel dieser Arbeit war es, herauszufinden, ob die Uberexpression einer
MGMT-regulierenden miRNA die Sensitivitit der Tumorzellen gegeniiber einer

TMZ-Therapie erhoht und somit die Glioblastomtherapie positiv beeinflusst.

Anschliefend wurden noch die funktionellen Effekte der MGMT-regulierenden miRNA auf
Glioblastomzellen untersucht. Es wurde untersucht, ob die Apoptose-Aktivitit, die
Zellproliferationsrate und Zellvitalitit beeinflusst durch Uberexpression einer der

MGMT-regulierenden Kandidaten miRNAs moduliert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Humane Zelllinien

Die Glioblastomzelllinien T98G und A172 wurden von der American Type Culture
Collection aus Manassas, VA, USA bezogen. Die Glioblastomzelllinien LN-18 und
LNT-229 wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Michael Weller (Ziirich, CH) mit
Genehmigung von Frau Dr. Monika Hegi (Lausanne, CH) zur Verfiigung gestellt.

2.1.2 Vorliaufer-miRNA Molekiile und Oligonukleotide

In dieser Arbeit wurden folgende humane Pre-miR™ miRNA Precrusor (pre-miRNA) und
Negativkontrolle (pre-miR-NC1) verwendet (Tabelle 1). Die pre-miRNAs und
Negativkontrolle wurden von der Firma Thermo Fisher Scientific, Waltham, M.A., USA,

bezogen.

Tabelle 1: Verwendete miRNAs.
Name miRBase Sequenz Katalognummer

Nummer

hsa-miR-149-3p MI0000478 AGGGAGGGACGGGGGCUGUGC PM12877
hsa-miR-345-5p MI0000825 GCUGACUCCUAGUCCAGGGCUC | PM12733
hsa-miR-491-5p MI0003126 AGUGGGGAACCCUUCCAUGAGG | PM11479
hsa-miR-324-3p MI0000813 ACUGCCCCAGGUGCUGCUGG PM12969
hsa-miR-93-3p MI0000095 ACUGCUGAGCUAGCACUUCCCG | PM12787
Cy3™ Dye-Labeled Pre-miR AM17120
Negative Control

Tabelle 2 zeigt die verwendeten Oligonukleotide (Primer), die vom Hersteller Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA synthetisiert wurden.

Tabelle 2: Verwendete Primer.

Gen Accession | Sequenz Forward Sequenz Reverse Grofe Annealing
Symbol | number Primer Primer Amplikon Temperatur
[bp] [°C]
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MGMT NG _052673 | 5" cgaaataaagctcctgggea | 5° gaactcttcgatagecteggg 151 60
3 3

ARF1 NM_00102 | 5" gaccacgatcctctacaage | 5° tcccacacagtgaagcetgatg 111 60
4227 3 3

Fir die Expressionsanalyse von miRNAs wurden die in

LNA™ PCR Primer Sets von Qiagen, Venlo, NL, verwendet.

2.1.3 Antikorper

Tabelle 3: LNA™ PCR Primer Sets.

Name Katalognummer
hsa-miR-149-3p 204093
hsa-miR-345-5p 204589
hsa-miR-491-5p 204695
hsa-miR-324-3p 204303
hsa-miR-93-3p 204470

U6 snRNA 203907

Tabelle 3 genannten

Die fiir Western Blot Analysen verwendeten Antikorper sind in Tabelle 4 aufgefiihrt. Der

primidre Antikorper wurde jeweils nach drei und der sekundére Antikorper jeweils nach einer

Anwendung verworfen.

Tabelle 4: Verwendete Antikorper.

Detektion von B-Actin)

Name Verdiinnung Katalognummer | Hersteller

MGMT (rabbit) 1:500 in 5% BSA in TBS-T 2739 Cell Signaling Technology,
Inc., Danvers, MA, USA

B-Actin (rabbit) 1:1000 in TBS-T Ab8227 Abcam plc, Cambridge, UK

B-Actin (rabbit) 1:1000 in 5% BSA in TBS-T | 4967 Cell Signaling Technology,
Inc., Danvers, MA, USA

IRDye® 800CW Goat anti- | 1:5000 in TBS-T (zur | 926-32211 LI-COR Biotechnology,

Rabbit IgG (H + L), 0.5 mg Detektion von MGMT) Lincoln, NE, USA.

1:10000 in TBS-T (zur
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2.1.4 Bakterien

Es wurde der Bakterienstamm Escherichia coli DH5a (E. coli) mit folgendem Genotyp

verwendet: supE44, lacU169 (F 80lacZ M15), hsdR17, recA, endAl, gyrA96, thi-1, relA1l

[122].

2.1.5 Zellkulturmedien, Reagenzien, Enzyme, Kits

Zellkulturmedien, Reagenzien, Enzyme und Kits, die in dieser Arbeit verwendet wurden,

sind in der Tabelle 5 zu finden.

Tabelle 5: Verwendete Zellkulturmedien, Reagenzien, Enzyme und Kits.

Name Katalognummer | Hersteller

20X Bovine Serum Albumin (ultrapure, non- 11733038 Thermo Fisher Scientific, Waltham,
acetylated) (1 mg/ml) MA, USA

Caspase-Glo® 3/7 Assay G8093 Promega Corporation, Madison, WI,

USA

Cell Proliferation ELISA, BrdU | 11 669 915 001 Sigma-Aldrich Corporate Offices, St.

(chemiluminescent) Louis, MO, USA

CellTiter-Glo® Luminescent G7571 Promega Corporation, Madison, WI,
USA

cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor | 11836170001 Sigma-Aldrich Corporate Offices, St.

Cocktail Louis, MO, USA

Dual-Glo® Luciferase Assay System E2940 Promega Corporation, Madison, WI,
USA

Dulbecco's Balanced Salt Solution 14190094 Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Dulbecco's Modified Eagle Medium 41965039 Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Fetal Bovine Serum 10270-106 Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Lipofectamine® 2000 Reagent 11668019 Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Midori Green Advance MG04 NIPPON Genetics EUROPE GmbH,
Diiren, DE

miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR | 203301 Qiagen, Venlo, NL

my-Budget DNA-Leiter, 1 kp 85-1000-010 Bio-Budget Technologies GmbH,
Krefeld, DE
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my-Budget DNA-Leiter, 100bp 85-2150-050 Bio-Budget Technologies GmbH,
Krefeld, DE

my-Budget dNTP-Mix 80-85010250 Bio-Budget Technologies GmbH,
Krefeld, DE

Opti-MEM® I Reduced Serum Medium 31985062 Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

PageRuler Prestained Protein Ladder, 10 — 180 | 26616 Thermo Fisher Scientific, Waltham,

kDa MA, USA

Penicillin-Streptomycin (10,000 U/mL) 15140122 Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

peqGOLD Plasmid Miniprep I 12-6942 VWR International, Darmstadt, DE

(Classic Line)

Pierce BCA Protein Assay Kit

23225,23227

Thermo Fisher Scientific, Waltham,

MA, USA

Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG 11733038 Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

psiCHECK™-2 Vector C8021 Promega Corporation, Madison, WI,
USA

Random Hexamers (0,5 pg/pL) 26-4000-03 Gene Link, Inc., Hawthorne, NY, USA

RiboLock RNase Inhibitor (40 U/uL) EO0381 Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

ROX Reference Dye 11733038 Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

SuperScript™ II Reverse Transcriptase (200 Upul) | 18064-022 Thermo Fisher Scientific, Waltham,

inklusive: 0,1 M DTT, 5X First-Strand Buffer MA, USA

Taq DNA Polymerase, recombinant 10342020 Thermo Fisher Scientific, Waltham,

inklusive: 10X PCR buffer, Magnesium Chloride, MA, USA

50 mM

TRIzol® Reagent 15596026 Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Trypsin-EDTA (0,05%) 25300054 Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Universal Human Reference RNA 740000-41 Agilent Technologies, Santa Clara,

CA, USA
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2.1.6 Losungen und Chemikalien

Die Tabelle 6 fiihrt die Zusammensetzung der verwendeten Losungen auf.

Tabelle 6: Verwendete Losungen.

Name

Zusammensetzung

1 x MES Gel-Laufpuffer

50 mM MES (2-(N-Morphino) Ethansulfonséure)
50 mM Tris-Base
0,1 % (w/v) SDS

1 mM EDTA

1xTAE

40 mM Tris
20 mM Essigséure

1 mM EDTA

1x TBS-T

26 mM Tris
140 mM NaCl

0,05 % (v/v) Tween-20

1 x Transferpuffer

24 mM Tris
192 mM Glycin

20 % (v/v) Methanol

4 x Probenpuffer (“Laemmli”-Puffer)

100 mM Tris, pH 6,8

6 % (w/v) SDS

40 % (v/v) Glycerol

4 % (v/v) B-Mercaptoethanol

etwas Bromphenolblau

Ladungspuffer

30 % (v/v) Glycerol
0,025 % (w/v) Bromphenolblau

0,025 % (w/v) Xylencyanol

LB-Medium

1 % (w/v) Trypton/Pepton aus Casein
0,5 % (w/v) Hefextrakt
1 % (w/v) NaCl

1,5 % (w/v) Agar-Agar

Lysepuffer

50 mM Tris-Cl, pH 8,0
150 mM NaCl

0,5 % (v/v) TritonX-100

22




2 Material und Methoden

0,5 % (w/v) DOC (Deoxycholate)

Ponceau S

5% (v/v) Essigséure

0,1 % (w/v) Ponceau S

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 7 aufgefiihrt.

Tabelle 7: Verwendete Chemikalien.

Name Reinheitsgrad | CAS Nummer Bestellnummer | Hersteller

2-(N-Morphino) >99 % 4259.4 Carl Roth, Karlsruhe, DE

Ethansulfonsiure

(MES)

2-Mercaptoethanol 99 % 60-24-2 M3148-100ML Sigma-Aldrich Corporate
Offices, St. Louis, MO,
USA

2-Propanol >99,5 % 67-63-0 CP41.1 Carl Roth, Karlsruhe, DE

Agar-Agar 9002-18-0 2266.1 Carl Roth, Karlsruhe, DE

Agarose Standard 9012-36-6 38103 Carl Roth, Karlsruhe, DE

Albumin Fraktion V, | >98 % 90604-29-8 T844.4 Carl Roth, Karlsruhe, DE

proteasefrei

Chloroform 67-66-3 1024451000 Merck KGaA, Darmstadt,
DE

Deoxycholséiure >98.0 % 302-95-4 30970 Sigma-Aldrich Corporate

Natriumsalz Offices, St. Louis, MO,
USA

Essigséure, 100 % 3738 Carl Roth, Karlsruhe, DE

Ethanol absolute >99,8 % 64-17-5 20821.330 VWR International,
Darmstadt, DE

Ethanol euro | >66,9 % 64-17-5 84858.360 VWR International,

denaturiert 70% Darmstadt, DE

TechniSolv®

Ethylendiamin- CNO06.3 Carl Roth, Karlsruhe, DE

tetraessigsdure (EDTA)

Glycerol 24397.296 VWR International,
Darmstadt, DE

Glycin >99 % 56-40-6 3790.3 Carl Roth, Karlsruhe, DE

Hefeextrakt 8013-01-2 2363.2 Carl Roth, Karlsruhe, DE
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Methanol >99.,5 % 67-56-1 CP43.4 Carl Roth, Karlsruhe, DE
Natriumchlorid >99 % 7647-14-5 P029.3 Carl Roth, Karlsruhe, DE
Ponceau S P-3504 Sigma-Aldrich Corporate
Offices, St. Louis, MO,
USA
SDS-Pellets >99 % 151-21-3 CN30.2 Carl Roth, Karlsruhe, DE
Temozolomide >99% 85622-93-1 sc-203292 Santa Cruz Biotechnology,
Inc, Dallas, TX, USA
Tris(thydroxymethyl)am 77-86-1 1083872500 Merck KGaA, Darmstadt,
inomethane DE
Triton X-100 100 % 3051.3 Carl Roth, Karlsruhe, DE
Trypton/Pepton aus 91079-40-2 8952.2 Carl Roth, Karlsruhe, DE
Casein
Tween-20 9005-64-5 P5927 Sigma-Aldrich Corporate
Offices, St. Louis, MO,
USA
Xylencyanol B3269 Sigma-Aldrich Corporate
Farblosung Offices, St. Louis, MO,
USA
2.1.7 Verbrauchsmaterialien
Verwendete Verbrauchsmaterialien sind der Tabelle 8 zu entnehmen.
Tabelle 8: Verwendete Verbrauchsmaterialien.
Name Katalognummer Hersteller

Cell Culture Microplate, 96 Well, PS, F-Bottom, | 655090
(Chimney Well), pclear®, Black, Cellstar®, Tc,
Lid With Condensation Rings, Sterile, 8 Pcs./Bag

Greiner Bio-One International

GmbH, Kremsmiinster, Osterreich

CELLSTAR® Centrifuge Tubes, 15 ml 188271 Greiner Bio-One International
GmbH, Kremsmiinster, Osterreich

Corning® Cell Lifter 3008 Corning Incorporated, Corning,
NY, USA

Corning® Costar® Stripette® capacity 10 ml CLS4488 Sigma-Aldrich Corporate Offices,
St. Louis, MO, USA

Corning® Costar® Stripette® capacity 2 ml CLS4486 Sigma-Aldrich Corporate Offices,

St. Louis, MO, USA
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Corning® Costar® Stripette® capacity 25 ml CLS4489 Sigma-Aldrich Corporate Offices,
St. Louis, MO, USA
Corning® Costar® Stripette® capacity S ml CLS4487 Sigma-Aldrich Corporate Offices,

St. Louis, MO, USA

Eppendorf Combitips advanced®

0,1 ml: 0030089405
1,0 ml: 0030089430

5 ml: 0030089456

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Eppendorf Safe-Lock Tubes, 0.5 mL 0030121023 Eppendorf AG, Hamburg, DE

Eppendorf Safe-Lock Tubes, 1.5 mL 0030120086 Eppendorf AG, Hamburg, DE

Falcon® 50mL High Clarity PP Centrifuge Tube | 352070 Corning Incorporated, Corning,
NY, USA

MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction Plate | 4346906 Thermo Fisher Scientific, Waltham,

with Barcode, 0.1 mL MA, USA

Nitrocellulose Blotting Membrane 10600001 GE Healthcare Europe GmbH,
Freiburg, DE

Nunc MicroWell 96-Well Microplates 167008 Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

Nunc™  zellkulturbehandelte EasYFlasks™, | 156499 Thermo Fisher Scientific, Waltham,

75 cm? MA, USA

Nunc™ Zellkultur-Multischalen, 6 Wells 140675 Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA

NuPAGE™ 4-12% Bis-Tris Plus Gel, 1,5 mm x 10 | NP0335BOX Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Well

MA, USA

TipOne® Filter Tips

10 pl: 10S1120-3810-C
20 pl: S1123-1810-C
100 pl: S1123-1840-C
200 pl: S1120-8810-C

1000 pl: S1126-7810-C

STARLAB GmbH, Hamburg, DE

TipOne® Pipette Tips

10 pl: S1110-3800-C
200 pl: S1111-1800-C

1000 pl: S1111-6800-C

STARLAB GmbH, Hamburg, DE

VWR® Disposable Pipetting Reservoirs 89094-664 VWR International. West Chester,
PA, USA
Zellkulturschalen, Nunc™ 734-2043 VWR International. West Chester,

PA, USA
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2.1.8 Gerite

In der Tabelle 9 sind die Gerite aufgefiihrt, die im Rahmen dieser Arbeit zum Einsatz kamen.

Tabelle 9: Verwendete Geriite.

Produktname

Bezugsquelle/Hersteller

Biometra TRIO 48

Analytik Jena, Jena, DE

NanoDrop 1000 Spectrophotometer

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Odyssey CLx Infrarot Image System

LI-COR Biotechnology, Lincoln, Nebraska, USA.

Paradigm 32250155

Beckman Coulter, Brea, CA, USA

StepOnePlus™ Real-Time PCR System 4376600

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA USA

Quantum Capture ST4

Vilber, Eberhardzell, Deutschland

Vi-CELL XR

Beckman Coulter, Brea, CA, USA

2.1.9 Computer-Software und Auswerteprogramme

Die verwendete Computer-Software und Auswerteprogramme sind in Tabelle 10 dargelegt.

Tabelle 10: Verwendete Computer-Software und Auswerteprogramme.

Programm

Firma

ChemDraw Professional 16 Individual ASL SN Win

PerkinElmer, Waltham, USA

GraphPad Prism 9.0.0

GraphPad Software, San Diego, CA, USA

Multimode Analysis Software, Version 3.3.0.9

Beckman Coulter, Brea, CA, USA

NanoDrop 2000

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Serial Cloner, Version 2.6.1

Freeware, Franck Perez, Serial Basics

Software Image Studio, Version 2.1.10

LI-COR Biosciences, Lincoln, NE, USA

StepOne™ Software v2.3

Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA

Vi-CELL XR 2.03

Beckman Coulter, Brea, CA, USA

Quantum Capture ST4

Vilber, Eberhardzell, Deutschland
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Die T98G, LN-18, A172 und LNT-229 Zellen wurden in Dulbecco's Modified Eagle
Medium (DMEM) versetzt mit 10 % (v/v) hitzeinaktiviertem fetalem Kélberserum (HiFCS)
und 1 % (v/v) Penicillin-Streptomycin (P-S) ausgesit und bei 37°C in einer mit 5 % CO»
angereicherten feuchten Atmosphdre kultiviert. Zweimal pro Woche erfolgte eine
Passagierung der Zellen. Hierbei wurden die Zellen mit 10 ml D-PBS gewaschen, 2 ml
Trypsin-EDTA zugegeben und zur Abldsung der Zellen vom Flaschenboden fiir 3-5 min bei
37°C inkubiert. Danach wurde 8 ml DMEM/HiFCS/P-S zugegeben und die gesamten 10 ml
Zellsuspension in ein 15 ml-Zentrifugationsrohrchen {iberfiihrt und bei 1000 rpm 5 min
zentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurden in 5 ml DMEM/HiFCS/P-S geldst und ein
Aliquot der Zellsuspension wurde mit Hilfe des Vi-CELL XR gezdhlt. Zur weiteren
Kultivierung wurden folgende Zellzahlen in jeweils 10 ml DMEM/HiFCS/P-S in 75 cm?
Zellkulturflaschen (EasYFlasks™) ausgesit: 5,25 x 10° T98G, 5,0 x 10° LN-18, 1,0 x 10°
A172 und 3,5 x 10° LNT-229.

2.2.2 Transfektion von Glioblastomzellen mit pre-miRNAs

Jeweils 24 h nach Aussaat der Glioblastomzelllinien T98G, LN18 und A172 erfolgte die
Transfektion mit spezifischen pre-miRNAs (siche Tabelle 1) bzw. der pre-miR-NClI
Kontrolle mittels Lipofectamine® 2000 nach Angaben des Herstellers (Invitrogen).

Fiir nachfolgende in vitro-Analysen wurden verschiedene Zellkulturplattenformate
verwendet, die unterschiedliche Zellzahlen und Mediummengen erforderlich machten

(Tabelle 11).

Tabelle 11: Ubersicht aller Methoden, welchen eine Transfektion vorausging.

Methode Plattenformat | Zelllinien | Zellzahl und | Verwendete Pre-miRNA
der Zellkultur- Zielvolumen | pre-miRNAs Konzentration
Multischalen
Proteinextraktion 6-Well T98G 150000 in | pre-miR-149-3p | T98G: 50 nM
LN-18 2 ml pre-miR-345-5p | LN-18: 25 nM

pre-miR-491-5p

pre-miR-324-3p

pre-miR-93-3p
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pre-miR-NCI
RNA-Extraktion 6-Well T98G 150000 in | pre-miR-149-3p | T98G: 50 nM
LN-18 2 ml pre-miR-345-5p | LN-18: 25 nM
pre-miR-491-5p
pre-miR-324-3p
pre-miR-93-3p
pre-miR-NCI
Luciferase-Repotergen- | 96-Well T98G 20000 in | pre-miR-149-3p | T98G: 50 nM
Assay LN-18 100 pl pre-miR-NCI | LN-18:50 nM
LNT-229 LNT-229:
50 nM
Zellproliferations-Assay | 96-Well T98G 10000 in | pre-miR-149-3p | T98G: 25 nM,
LN-18 100 pl pre-miR-NCI LN-18: 25 nM
A172 A172:25 nM
Apoptose-Assay 96-Well T98G 10000 in | pre-miR-149-3p | T98G: 25 nM,
LN-18 100 pl pre-miR-NCI LN-18: 25 nM
A172 A172:25 nM
Zellvitalitiits-Assay 96-Well T98G 10000 in | pre-miR-149-3p | T98G: 25 nM,
LN-18 100 pl pre-miR-NCI LN-18: 25 nM
A172 A172:25 aM
TMZ Behandlung 96-Well T98G 5000 in 100 pl | pre-miR-149-3p | T98G: 25 nM,
LN-18 pre-miR-NCI LN-18: 25 nM
TMZ Behandlung 6-Well T98G 150000 in | pre-miR-149-3p | T98G: 25 nM,
LN-18 2 ml pre-miR-NCI LN-18: 25 nM

Nach der Transfektion wurden die Zellen ohne Mediumwechsel bis zur weiteren

Verwendung kultiviert (siehe 2.2.1 Zellkultur).

2.2.3 RNA-Extraktion

Die RNA-Extraktion aus T98G und LN-18 Zellen erfolgte 72 h nach Transfektion mit

synthetischen pre-miRNAs und der entsprechenden Kontrolle (pre-miR-NCI). Nach

zweimaligem Waschen mit gekiihltem D-PBS wurde 1 ml TRIzol® Reagent pro Well

hinzugegeben. Die Zellen wurden mit TRIzol® in ein 1,5 ml Reaktionsgefdl iiberfiihrt.
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Nach einer Zugabe von 200 pl Chloroform wurde das Reaktionsgefal} fiir 30 s mittels eines
Vortex vermischt. Nach einer 5-miniitigen Inkubationszeit bei Raumtemperatur fand eine
15-miniitige Zentrifugation bei 12000 rpm und 4°C statt. Hierbei trennten sich Protein, DNA
und RNA der Zellen auf. Die wissrige Losung mit der darin enthaltenen RNA wurde in ein
frisches 1,5 ml Reaktionsgefaf iiberfiihrt, mit 500 pl Isopropanol versetzt und 5 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die pelletierte RNA wurde mit 1 ml 75% (v/v) Ethanol
gewaschen und fiir 5 min bei 12000 rpm und 4°C zentrifugiert. Nach Entfernung des
Uberstands wurde die RNA fiir 10 min an der Luft getrocknet und dann in 50 pl RNAse
freiem H,O gelost. Um die Qualitdt und Quantitdt der RNA zu kontrollieren, wurde die
extrahierte RNA in einem 1,5 % (w/v) Agarosegel visualisiert und die Konzentration mit

dem NanoDrop 1000 Spectrophotometer bestimmt.

2.2.4 Semiquantitative RT-qPCR zur Detektion von miRNAs

Um zu iberpriifen, ob die Transfektion der T98G und LN-18 Zellen mit synthetischen
pre-miRNAs zu einer Uberexpression der reifen miRNAs in den Zellen fiihrt, erfolgte eine
cDNA-Synthese mit anschlieender qPCR (Abb. 7). Hierzu wurde die unter Kapitel 2.2.3
beschriebene extrahierte RNA auf 5 ng/ul verdiinnt.

9 Reife miRNA < AAAAAAAA

_ TTTTTTTT

Abb. 7: Schematische Darstellung der RT-Erststrang Synthese mit dem miRCURY LNA™ Universal RT
microRNA PCR Kit.

Ein Poly-A-Schwanz wird an das 3’-Ende der reifen micro ribonucleic acid (miRNA) angehdngt. Dadurch kann
ein Poly-T Primer den ersten komplementdren Strang mit Hilfe einer Reversen Transkriptase synthetisieren.
Das miRCURY LNA™ Universal RT microRNA PCR Kit ermdglicht somit die Synthese aller exprimierten
miRNAs in einem Reaktionsansatz. Abbildung modifiziert nach Qiagen aus Instruction manual, miRCURY
LNA™ Universal RT microRNA PCR Kit, April 2015.

Mit dem fiir die cDNA-Synthese verwendeten miRCURY LNA™ Universal RT microRNA
PCR Kit (Qiagen), siche Tabelle 12, wurde im ersten Schritt den miRNAs am 3’'-Ende ein
Poly-A-Schwanz angehingt. Ein Poly-T Primer nutzt diese Sequenz, um den ersten
komplementiren Strang mit Hilfe einer Reversen Transkriptase (RT) zu synthetisieren. Der
Vorteil dieser Methode liegt in einer unspezifischen Erststrang cDNA-Synthese, wodurch
erspart wird, pro miRNA einen eigenen Reaktionsansatz zu bendtigen. Des Weiteren sind

miRNAs kurze RNA Stringe mit einer Lénge von ca. 22 nt — dies erschwert die Bindung

29



2 Material und Methoden

des reversen Primers und wurde in diesem Kit durch die Verldngerung des miRNA-Stranges

mit dem Poly-A-Schwanz geldst.

Tabelle 12: Einfacher Reaktionsansatz fiir die cDNA-Synthese.

Volumen [pl]
5 x Reaktionspuffer 2,00
Nuklease freies H,O 2,00
Enzym Mix 1,00
RNA (5 ng/pnl) 5,00
Volumen gesamt 10,00

Die Ligation des Poly-A-Schwanzes und die Erststrang cDNA-Synthese erfolgte unter den

in Tabelle 13 angegebenen Bedingungen.

Tabelle 13: Programm fiir die cDNA-Synthese.

Temperatur [°C] Zeit [min]

60 42
95 5
4 0

AnschlieBend wurde die cDNA im Verhéltnis 1:38 mit Milli-Q H>O verdiinnt.

Dieser Erststrang cDNA-Synthese folgte die semiquantitative RT-qPCR, siehe Tabelle 14.
Hierbei wird in Echtzeit eine Quantifizierung der zu untersuchenden cDNA vorgenommen.
Dies geschieht durch die Messung des Fluoreszenz Signals des interkalierenden Farbstoff
Platinum SYBR Green mittels des StepOnePlus™ Real-Time PCR System (Thermo Fisher
Scientific). Der Farbstoff bindet an die zu untersuchende DNA (interkalieren), sodass bei
jedem Vervielfiltigungsschritt der DNA die Menge an interkalierendem Farbstoff steigt.
Das Fluoreszenz Signal ist somit proportional zur DNA-Konzentration, welche in jedem
Zyklus durch die Amplifikationsreaktion wéchst. Von jeder Probe wurden zwei technische
Replikate verwendet, bei denen getrennt die Expression des Ziel- und Referenzgens
gemessen wurden. Mit der StepOne™ Software v2.3 wird die Auswertung der Messdaten

anhand der 224t Methode [123] durchgefiihrt.
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Zum Nachweis der jeweils transfizierten miRNA wurden die entsprechenden LNA™ PCR
Primer Sets eingesetzt. Als Referenz wurde die U6 snRNA verwendet. Als Kalibrator, um
eine Vergleichbarkeit zwischen verschiedenen Versuchsdurchldufen zu gewéhren, diente die

Universal Human Reference RNA (HU).

Tabelle 14: Einfacher Reaktionsansatz fiir die semiquantitative RT-qPCR.

Volumen [pl]

Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG | 5,00

ROX Reference Dye 0,20
LNA™ PCR primer set, UniRT 1,00
cDNA 3,80
Volumen gesamt 10,00

Das verwendete PCR Programm ist in Tabelle 15 dargestellt.

Tabelle 15: Verwendetes PCR-Programm.

Zyklen | Temperatur [°C] Zeit [min]

1 95 10,00
40 95 0,20
60 10,00

2.2.5 Semiquantitative RT-qPCR zur Detektion von proteinkodierenden Genen

Um die MGMT mRNA Expression in miRNA transfizierten Zellen zu detektieren, wurde
eine semiquantitative RT-qPCR durchgefiihrt.

Fir die cDNA-Synthese wurde jeweils 1 pug der RNA aus den mit synthetischen
pre-miRNAs transfizierten Zellen auf 12,2 ul Volumen mit RNAse freiem H>O eingestellt,
fiir 5 min bei 70°C inkubiert und kurz auf Eis gekiihlt. AnschlieBend wurde der in Tabelle
16 Dbeschriebene Reaktionsansatz hinzugegeben, die Proben durch Hoch- und

Runterpipettieren gemischt und kurz zentrifugiert.

Tabelle 16: Einfacher Reaktionsansatz fiir die cDNA-Synthese.

Volumen [pl]

0,1 MDTT 0,16
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RiboLock RNAse Inhibitor (40 U/uL) 0,40
Bovine Serum Albumin (1 mg/ml) 0,68
Random Hexamers (0,5 pg/pL) 1,20
dNTP-Mix (25 nM) 1,00

SuperScript™ II Reverse Transcriptase (200 Uul) | 0,40

5X First-Strand Buffer 4,00

Volumen gesamt 7,84

Anschliefend erfolgte die cDNA-Synthese unter den in Tabelle 17 angegebenen

Bedingungen in einem Biometra TRIO 48 Thermocycler.

Tabelle 17: Programm fiir die cDNA-Synthese.

Temperatur [°C] Zeit [min]

50 42
10 80
4 0

Die cDNA wurde anschlieend 1:10 mit Milli-Q H>O verdiinnt und in die semiquantitative
RT-qPCR eingesetzt Tabelle 18.

Tabelle 18: Einfacher Reaktionsansatz fiir die semiquantitative RT-qPCR.
Volumen [pl]
Platinum SYBR Green qPCR SuperMix-UDG 12,50
ROX Reference Dye 0,50
Forward Primer (10 pM) 0,75
Reverse Primer (10 pnM) 0,75
Milli-Q H,O 5,50
cDNA 5,00
Volumen gesamt 25,00

Das verwendete PCR Programm fiir die semiquantitative RT-qPCR der cDNA ist in Tabelle
19 dargestellt.
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Tabelle 19: Verwendetes PCR-Programm.

Zyklen | Temperatur [°C] Zeit [min]

1 95 10,00
40 95 0,25
60 1,00

2.2.6 Proteinextraktion

Die Proteinextraktion erfolgte 72 h nach Transfektion der T98G bzw. LN-18 Zellen mit
synthetischen pre-miRNAs. Die Zellen wurden zweimal mit je 1 ml gekiihltem D-PBS
gewaschen. Nach Zugabe von 400 ul Lysepuffer (versetzt mit einer Tablette cOmplete™,
Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail pro 10 ml Lysepuffer) wurden die Zellen mit
einem Zellschaber vom Untergrund gelost und mit dem Lysepuffer in ein vorgekiihltes
1,5 ml ReaktionsgefaB iiberfiihrt. Durch Zentrifugation (10 min, 4°C, 10000 rpm) wurde die
DNA pelletiert und das Proteinlysat in ein frisches, vorgekiihltes 1,5 ml Reaktionsgefal3
pipettiert.

2.2.7 Proteinkonzentrationsbestimmung

Die Ermittlung der Proteinkonzentration erfolgte mit dem Pierce BCA Protein Assay Kit
nach Anleitung des Herstellers (Thermo Fisher Scientific). In einem alkalischen Milieu
kommt es hierbei zu einer zweistufigen Reaktion, bei der im ersten Schritt im Rahmen einer
Chelatierung Cu?" zu Cu!* reduziert wird. Diese Reaktion entspricht der Biuret Reaktion.
AnschlieBend reagiert das Kupferion mit zwei Molekiilen Bicinchoninsdure, wodurch ein
neuer, lila farbiger Chelatkomplex entsteht. Die Farbintensitit des Chelatkomplexes, welche
mit dem Proteingehalt linear korreliert, wurde photometrisch bei einer Wellenldnge von
550 nm mit dem Paradigm und Multimode Analysis Software (Beckmann Coulter)
gemessen. Die untersuchten Proben wurden basierend auf einer Standardreihe mit folgenden
Konzentrationen einer Rinderserumalbuminlosung (BSA) quantifiziert: 0, 25, 125, 250, 500,

750, 1000, 1500, 2000 pg/ml.

2.2.8 Western Blot Analyse

Zum Nachweis einer verdnderten Proteinexpression in den mit synthetischen pre-miRNAs

transfizierten Zellen wurden Western Blot Analysen verwendet. Dabei werden Proteine nach
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elektrophoretischer Auftrennung auf eine Membran transferiert und durch eine
Antigen-Antikorper-Reaktionen nachgewiesen. Hierbei wurden 15 pg der Proteinproben in
einem Verhiltnis von 4:1 mit Laemmli-Puffer fiir 5 min bei 95°C aufgekocht. Die
Auftrennung der Proteinproben erfolgte in 4-12% Bis-Tris Fertiggelen (Novex) in IXMES
Puffer fiir 65 min bei 160 V. AnschlieBend wurden die Proteine aus dem Gel luftblasenfrei
auf eine Nitrocellulose Blotting Membrane transferiert. Hierzu wurden das das Gel und die
Nitrocellulose Blotting Membrane in einer gekiihlten Kammer gefiillt mit 1xTransferpuffer
platziert, in der der Proteintransfer bei 150 min und 240 mA erfolgte. Der erfolgreiche
Transfer der Proteine auf die Nitrocellulose Blotting Membrane wurde durch Fiarben der
Membran mit einer Ponceau S Losung iiberpriift. Danach wurde die Membran mit 5 % BSA
in TBS-T fiir eine Stunde geblockt. Die priméren Antikorper wurden fiir 12 Stunden bei §°C
auf die Membran hybridisiert. AnschlieBend wurde die Membran 3 x 10 min mit TBS-T
gewaschen, bevor der entsprechende fluoreszenzmarkierte sekundére Antikorper fiir 1 h bei
Raumtemperatur und Dunkelheit auf die Membran kam. Anschliefend wurde die Membran
3 x 10 min mit TBS-T gewaschen und dann die Proteinbanden mittels der Software Image
Studio, Version 2.1.10 visualisiert und quantifiziert. Alle verwendeten priméren und

sekundiren Antikorper Verdiinnungen konnen Tabelle 4 entnommen werden.

2.2.9 Klonierung

Zum Nachweis einer direkten Bindung von hsa-miR-149-3p an die 3’-UTR von MGMT
diente ein 3’-UTR-Luciferase-Reportergen-Assay. Hierbei wurde der Vektor
psiCHECK™-2 von Promega verwendet, vergleiche hierzu Abb. 8.
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firefly CDS SV40 late poly(A)

HSV-TK promoter\
synthetic poly A o
Notl ~__

Ampr CDS
/

psiCHECK™-2

Insert/ o
multiple cloning site

6273 nt

SV40 early enhancer/ promoter
T7 promoter

Renilla CDS

Abb. 8: Schematische Darstellung des psiCHECK™-2 Vektors von Promega.

Der dargestellte Vektor hat eine Grofle von 6273 Nukleotiden (nt) und hat zwei Reportergene: die Renilla
Luciferase und die firefly Luciferase. In Ableserichtung der Renilla Luciferase Sequenz kann das Zielgen
(Insert) in der multiplen Klonierungsstelle (multiple cloning site) inseriert werden, indem man die zwei
dargestellten Restriktionsenzyme verwendet (Notl, Xhol). Der Vorteil des psiCHECK™-2 Vektors gegeniiber
anderen herkdmmlichen Vektoren liegt darin, dass das Reportergen firefly Luciferase konstitutiv exprimiert
und so eine Normalisierung und bessere Vergleichbarkeit des Experiments ermdglicht wird. (CDS: coding
sequence, HSV-TK promoter: Herpes simplex virus thymidine kinase promoter, Amp": Ampicillin
Resistenzgen, SV40: Simian-Virus 40, ori: origin of replication)

Bioinformatisch wurde eine Bindungsstelle zwischen der seed sequence von
hsa-miR-149-3p und der 3’-UTR von MGMT vorhergesagt, diese Bindungsstelle wurde als
Insert verwendet (Abb. 9). Der psiCHECK™-2 Vektor wurde mit den Restriktionsenzymen
Xhol und Notl geschnitten und verschiedene Vektorkonstrukte durch Ligation der in Abb. 9
gezeigten Inserts in den Vektor generiert. Das Konstrukt psiCHECK2/miR-149-3p/bs-wt
enthilt die Wildtypsequenz der vorhergesagten Bindungsstelle in der 3’-UTR von MGMT.
Die Konstrukte psiCHECK2/miR-149-3p/bs-mutl und psiCHECK2/miR-149-3p/bs-mut2
enthalten veridnderte Bindungsstellen, sodass keine Bindung der hsa-miR-149-3p an die

klonierte Sequenz erfolgen sollte (Abb. 9). Die Klonierung des Inserts in den
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psiCHECK™-2 Vektor und die Validierung der Sequenzen erfolgte durch die Firma

Eurofins.
hsa-mIR-149-3p 3’ - CGTGTCGGGGGCAGH T - 5
psiCHECK2/miR-149-3p/bs-wt 5 — ctegagGCCCCATCCCCACCATGEMIHHH TCCTgoggeegs — 3

psiCHECK2/miR-149-3p/bs-mut1 5' — ctcgagGCCCCATCCCCACCAT GEEEE[e] | TCCTyeggeege — 3°

psiCHECK2/miR-149-3p/bs-mut2 5 — ctegagGCccEyTCCEEAE cANG e TCCTgeggecge — 37

Abb. 9: Nukleotidsequenz der verwendeten DNA-Fragmente zur Klonierung in den psiCHECK™-2
Vektor.

Dargestellt ist die Nukleotidsequenz der Asa-miR-149-3p und deren bioinformatisch vorhergesagte
Bindungsstelle in der 3 -untranslatierten Region (3'-UTR) von MGMT (psiCHECK2/miR-149-3p/bs-wt). Die
Bindung einer miRNA erfolgt typischerweise zwischen der seed sequence der miRNA und des Zielgens (siche
orangene Markierung). psiCHECK2/miR-149-3p/bs-wt, MGMT  3’-UTR  Wildtypsequenz;
psiCHECK2/miR-149-3p/bs-mutl und psiCHECK2/miR-149-3p/bs-mut2, Konstrukte mit mutierter ssa-miR-
149-3p Bindungsstelle. (MGMT: O%-Methylguanin-DNA-Methyltransferase)

Die Vervielfiltigung des Vektor-Insert-Konstrukts erfolgte durch Transformation
kompetenter E. coli Bakterien. Hierzu wurden kompetente E. coli bei 0° - 4°C aufgetaut.
Anschliefend wurde 1 pl des Vektor-Insert-Konstrukts zu 50 pl kompetenten E. coli
hinzugegeben und fiir 30 min bei 0°-4°C gekiihlt. Es folgte ein 30 s langer Hitzeschock bei
42°C. Die transformierten E. coli wurden in 250 pul LB-Medium angeimpft. 200 ul davon
wurden auf Zellkulturschalen (Nunc™) mit LB Medium als Nihrboden und Ampicillin
ausgesit und fiir 12 h bei 37°C inkubiert. Eine Kolonie wurde in 3 ml LB-Medium mit
0,1 mg/ml Ampicillin gegeben und erneut fiir 12 h bei 37°C inkubiert. Die Isolierung der
Plasmid-DNA erfolgte mit dem peqGOLD Plasmid Miniprep I (Classic Line) Kit nach
Angaben des Herstellers (VWR International).

2.2.10 Kotransfektion von synthetischen pre-miRNAs und Vektoren

Die Kotransfektion von Glioblastomzelllinien mit synthetischen pre-miRNAs und den
psiCHECK™-2 Vektoren fand 24 h nach der Zellaussaat statt. Hierbei erfolgte die
Durchfiihrung der Transfektion wie in Kapitel 2.2.2 beschrieben, nur dass zusétzlich noch

200 ng des psiCHECK™-2 Vektors (sieche Tabelle 20) transfiziert wurde.

Tabelle 20: Beispielhafter Einfachansatz der Kotransfektion (miRNA).

Volumen [pl]

pre-miRNA (50 nM) 0,50

psiCHECK™-2 Vektor mit Insert (200 ng) 0,50
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Opti-MEM® 24,00

Volumen gesamt 25,00

Der Ansatz wurde mit vier verschiedenen Vektoren durchgefiihrt: mit den Vektor-Insert-
Konstrukten psiCHECK2/miR-149-3p/bs-wt, psiCHECK2/miR-149-3p/bs-mutl,
psiCHECK2/miR-149-3p/bs-mut2 und mit dem psiCHECK™-2 Vektor ohne Insert
(psiCHECK?2/leer) (Abb. 9).

2.2.11 Luciferase-Reportergen-Assay in transfizierten Glioblastomzelllinien

Ziel des Luciferase-Reportergen-Assays war der Nachweis einer direkten Bindung der
hsa-miR-149-3p an die 3'-UTR von MGMT. Die direkte Bindung einer miRNA an die
klonierte Bindungsstelle im psiCHECK™-2 Vektor verhindert die Translation der
Renilla-Luciferase (Abb. 10) durch Degradierung der mRNA. Dadurch entsteht, im

Vergleich zur pre-miR-NCI transfizierten Zelllinie, eine reduzierte Lumineszenz.
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A
Notl
ol Transkription
Insert— 3 5-UTR Renilla CDS 3"-UTR mit wt
Xhol” I >
Translation
T7 Promotor Substrat Produkt + Licht
Renilla CDS

(B 5°-UTR Renilla CDS 3°-UTR mit wt

hsa-miR-149-3p

Renilla CDS 3°-UTR mit mut

Substrat Produkt + Licht

hsa-1mi<-149-3p

Abb. 10: Schematische Darstellung der Funktionsweise des Luciferase-Reportergen-Assays.

Der Vektor wird durch Restriktionsenzyme geschnitten, sodass die Zielsequenz innerhalb der multiple cloning
site inseriert werden kann (A). Das Vektorkonstrukt wird nach Transfektion in die Glioblastomzelllinien
transkribiert (B) und eine funktionsfahige Renilla Luciferase gebildet. Die Luciferase katalysiert eine Reaktion,
bei der Licht freigesetzt wird. Diese Lumineszenz wird dann photometrisch gemessen. (C) Bei einer
Kotransfektion der Zellen mit dem Vektorkonstrukt psiCHECK2/miR-149-3p/bs-wt und pre-miR-149-3p
Molekiilen bindet die reife hsa-miR-149-3p an die komplementire Bindungsstelle in der 3'-UTR der
Renilla-mRNA und verhindert die Bildung der Renilla Luciferase. Die Lumineszenz ist im Vergleich zu (B)
deutlich vermindert. (D) Ist die Bindungsstelle in der 3"-UTR mutiert, kann die miRNA nicht mehr binden und
ein funktionsfihiges Protein wird gebildet. Der gemessene Lumineszenzwert ist mit dem in Ansatz (B)
vergleichbar. (UTR: untranslated region, CDS: coding sequence, mut: mutiert, wt: Wildtyp)

48 h nach Kotransfektion wurde das Medium abgesaugt und anschlieBend 50 ul pro Well
DMEM/HiFCS/P-S hinzugegeben. Die nichsten Schritte erfolgten nach Angaben des
Herstellers mit dem Dual-Glo® Luciferase Assay System (Promega). Die jeweils mit dem
Paradigm und der Multimode Analysis Software (Beckmann Coulter) gemessene
Lumineszenz wurde im Verhiltnis zur firefly Luciferase gesetzt, welche konstitutiv

exprimiert wird.

2.2.12 Zellproliferation-Assay in transfizierten Glioblastomzelllinien

Die Bestimmung der Zellproliferationsrate in pre-miR-149-3p und pre-miR-NCI
transfizierten Glioblastomzelllinien (T98G, LN-18 und A172) erfolgte 72h nach
Transfektion mit dem Cell Proliferation ELISA, BrdU (chemiluminescent) Kit von

Sigma-Aldrich nach Angaben des Herstellers. Hierbei kommt es im Laufe der
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Zellproliferation zum Einbau des Pyrimidin Analogons BrdU. Mittels spezifischer
BrdU-Antikorper konnte mit einem ELISA ein lumineszierendes Signal generiert werden,
welches mit dem Paradigm und der Multimode Analysis Software (Beckmann Coulter)

gemessen wurde.

2.2.13 Apoptose-Assay in transfizierten Glioblastomzelllinien

Der Einfluss von miRNAs auf die Apoptoseaktivitit in Promotor unmethylierten
Glioblastomzelllinien wurde mit Hilfe des Caspase-Glo® 3/7 Assay von Promega
untersucht. Hierzu erfolgte die Durchfiihrung der Methode nach Angaben des Herstellers
72 h nach Transfektion mit pre-miR-149-3p und der Kontrolle pre-miR-NCI. Es kommt
hierbei im Beisein von ATP und Sauerstoff zur Spaltung eines Substrats durch die Caspasen
3 und 7. Es entsteht ein lumineszierendes Produkt, dessen Signal mit dem Paradigm und der
Multimode Analysis Software (Beckmann Coulter) gemessen werden kann. Die Stirke des
lumineszierenden Signals ist proportional zur Menge an aktiver Caspase 3 und 7, sodass

indirekt die apoptotische Aktivitét in den untersuchten Zellen bestimmt werden kann.

2.2.14 Zellvitalititsmessung in transfizierten Glioblastomzelllinien mit und ohne

TMZ-Behandlung

Eine Untersuchung der Zellvitalitidt von pre-miR-149-3p und pre-miR-NCI transfizierten
Glioblastomzelllinien (T98G, LN-18 und A172) erfolgte 72 h nach Transfektion. Es erfolgte
ebenfalls eine Zellvitalititsmessung 192 h nach Transfektion der
TMZ-behandelten-Zelllinien T98G und LN-18 mit den pre-miR-149-3p und pre-miR-NC1.
Mit dem CellTiter-Glo® Luminescent Kit von Promega kommt es abhidngig vom
ATP-Gehalt im jeweiligen Well der Zellkultur-Multischale zu einem lumineszierenden
Signal. Unter der Annahme einer Korrelation des ATP-Gehalts zur Zellzahl kann somit
indirekt die Anzahl vitaler Zellen bestimmt werden. Die Durchfiihrung erfolgte nach
Angaben des Herstellers (Promega) und wurde mit Hilfe des Paradigms und der Multimode

Analysis Software (Beckmann Coulter) ausgewertet.

2.2.15 TMZ-Behandlung transfizierter Glioblastomzelllinien

Um herauszufinden, ob die Uberexpression der hsa-miR-149-3p die TMZ Sensitivitit von
Glioblastomzellen beeinflusst, wurden die Zelllinien T98G und LN-18 mit pre-miR-149-3p

und pre-miR-NC1 als Kontrolle transfiziert. 24 h nach Transfektion wurden die Zellen mit
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TMZ behandelt. Nach einer mikroskopischen Kontrolle der Zellen wurde das Medium
abgesaugt und 100 pl TMZ gelost in DMEM mit 1 % P-S appliziert. Es wurden folgende
TMZ Konzentrationen 1, 125, 250, 500, 1000, 1500 und 2000 uM iiber eine gesamte
Expositionsdauer von 192 h. Bei der Kontrolle wurde ebenfalls alle 24 h das Medium

DMEM mit 1 % P-S ohne TMZ erneuert.

Es wurde auch eine andere Variante der TMZ Behandlung durchgefiihrt, bei der
TMZ-bedruckte Platten verwendet wurden. Hierzu wurden die Zelllinien T98G und LN-18
mit pre-miR-149-3p und pre-miR-NCI als Kontrolle transfiziert. 24 h nach Transfektion
wurde das Medium abgesaugt, die Zellen wurden mit 2 ml D-PBS pro Well gewaschen,
500 pl Trypsin-EDTA zugegeben und zur Ablosung der Zellen vom Flaschenboden fiir 3-5
min bei 37°C inkubiert. Danach wurde 1,5 ml DMEM/HiFCS/P-S zugegeben und die je 2 ml
Zellsuspension in ein 15 ml-Zentrifugationsrohrchen iiberfiihrt und bei 1000 rpm 5 min
zentrifugiert. Die pelletierten Zellen wurden in 5 ml DMEM/HiFCS/P-S gelost und ein
Aliquot der Zellsuspension wurde mit Hilfe des Vi-CELL XR gezéhlt. Von T98G und LN-18
wurden je 5000 Zellen pro Well in eine Cell Culture Microplate, 96 Well, PS, F-Bottom
ausgesét, welche zuvor mit TMZ beschichtet wurde. Die Zellen wurden fiir 72 h inkubiert.
Die Bedruckung der Platten mit 50, 70, 99, 138, 194, 272, 381, 535 und 750 uM TMZ (in
Dimethylsulfoxid (DMSO) gelost) erfolgte freundlicherweise durch Viktoria Marquardt aus
der Arbeitsgruppe Dr. Marc Remke, Kinderonkologie Diisseldorf unter Verwendung des
D300e Digital Dispenser (Tecan).

2.2.16 Statistische Analyse

Alle statistischen Auswertungen wurden mit GraphPad Prism 9.0.0 durchgefiihrt. Hierbei
erfolgten jeweils, sofern nicht anders erwéhnt, zweiseitige, gepaarte Stichproben-t-Tests bei
denen die Hypothese ab einem p-Wert von 0,05 verworfen wurde. In den Balkendiagrammen
wird jeweils n als arithmetisches Mittel und die Standabweichung (SD) dargestellt.
Technische Replikate wurden gemittelt. Die Bestimmung der mittleren inhibitorischen
Konzentration (IC50) erfolgte unter Verwendung des negativen dekadischen Logarithmus

der jeweiligen errechneten mittleren inhibitorischen Konzentration.
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3.1 Auswahl der miRNAs und der Glioblastomzelllinien

Mit dem Ziel miRNAs herauszufinden, die die MGMT Expression in
Promotor-unmethylierten Glioblastomen regulieren, wurden drei miRNAs ausgesucht
(hsa-miR-149-3p, hsa-miR-345-5p und hsa-miR-491-5p). Diese stellten sich im Rahmen
einer TCGA Analyse als invers mit der MGMT mRNA Expression korrelierend heraus. Ein
zusétzliches Auswahlkriterium war, dass diese miRNAs noch nicht in der Literatur als
MGMT expressionshemmend beschrieben wurden (sieche Vorarbeiten 1.4). Es wurden
zusitzlich die miRNAs hsa-miR-324-3p und hsa-miR-93-3p in diese Arbeit einbezogen.
Diese zwei miRNAs stellten sich als herunterreguliert in rezidivierten Glioblastomen
verglichen mit priméren Glioblastomen heraus. Es wurde hierbei vermutet, dass rezidivierte
Glioblastome vermutlich einen Resistenzmechanismus der TMZ Therapie haben konnten,
beispielsweise durch eine gesteigerte MGMT Expression. Darum galt es, das Verhéltnis der

miRNAs Ahsa-miR-324-3p und hsa-miR-93-3p zuar MGMT Expression zu untersuchen.

Alle fiinf genannten miRNAs wurden in den zwei Glioblastomzelllinien T98G und LN-18
iiberexprimiert mittels transienter Transfektion. T98G und LN-18 haben einen
unmethylierten MGMT Promotor und exprimieren beide MGMT. T98G hat eine hohere
MGMT Expression als LN-18 [55, 124-126].
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3.2 miRNA Uberexpression nach Transfektion von T98G und LN-18 Gliomzelllinien
mit synthetischen pre-miRNA Molekiilen

Um den Einfluss der fiinf ausgewdhlten, potenziell MGMT-regulierenden miRNAs
(hsa-miR-149-3p, hsa-miR-345-5p, hsa-miR-491-5p, hsa-miR-324-3p, hsa-miR-93-3p) auf
die MGMT mRNA- und Proteinexpression zu bestimmen, wurden T98G und LN-18
Glioblastomzelllinien mit synthetischen pre-miRNA Molekiilen transient transfiziert. Zur
Ermittlung der Transfektionseffizienz wurden die Expressionsniveaus der fiinf miRNAs in
T98G und LN-18 Glioblastomzellen nach Transfektion der entsprechenden synthetischen
pre-miRNAs im Vergleich zu pre-miR-NC1 transfizierten Zellen untersucht. Hierzu wurde
zundchst die RNA aus den transfizierten Zellen extrahiert, eine semiquantitative RT-qPCR
durchgefiihrt und die Expression der miRNAs mittels 224t Methode bestimmt. Die
miRNA-Expressionsniveaus wurden auf die Expression der U6 snRNA normalisiert und

relativ zum Expressionsniveau in pre-miR-NC1 transfizierten Zellen gesetzt (Abb. 11).
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Abb. 11: Uberexpression der fiinf potenziell MGMT-regulierenden miRNAs in den Zelllinien LN-18 und
T98G nach Transfektion der entsprechenden pre-miRNAs.

LN-18 (A) und T98G (B) wurden transient mit synthetischen pre-miRNAs in einer Konzentration von 25 nM
(LN-18) bzw. 50 nM (T98G) transfiziert (n = 3). Nach RNA-Extraktion wurde eine semiquantitative RT-qPCR
durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte mittels der 222t Methode. Hierbei diente die U6 snRNA als
Referenzgen. Alle Expressionsniveaus wurden relativ zu pre-miR-NC1 transfizierten Zellen dargestellt. Man
beachte die deutliche Uberexpression der fiinf untersuchten miRNAs in beiden Zelllinien. (miRNA: micro
ribonucleic acid, norm.: normalisiert)

In der Zelllinie LN-18 zeigte sich abhéngig von der iiberexprimierten miRNA eine 100-fach
(hsa-miR-324-3p) bis 10.000-fach (hsa-miR-491-5p) hohere Expression im Vergleich zu
miR-NCI1 transfizierten Zellen. In der Zelllinie T98G fand sich ebenfalls eine deutliche
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Uberexpression aller transfizierten miRNAs — abhéngig von der iiberexprimierten miRNA
1000-fach (hsa-miR-324-3p) bis 100.000-fach (hsa-miR-491-5p) hoher im Vergleich zu

miR-NC1 transfizierten Zellen.

3.3 Einfluss der Uberexpression der fiinf potenziell MGMT-regulierenden miRNAs auf
die Expression der MGMT mRNA

Um die Auswirkung der Uberexpression der fiinf potenziell MGMT-regulierenden miRNAs
auf die MGMT mRNA-Expression in Glioblastomzellen zu ermitteln, wurden T98G und
LN-18 Zellen mit synthetischen pre-miRNAs (pre-miR-149-3p, pre-miR-345-5p,
pre-miR-491-5p, pre-miR-324-3p, pre-miR-93-3p) transient transfiziert. Nachfolgend wurde
die RNA aus den transfizierten Zellen extrahiert, eine semiquantitative RT-qPCR
durchgefiihrt und die MGMT mRNA Expression anhand der 2" Methode ermittelt. Das
MGMT mRNA  Expressionslevel wurde auf das  Expressionslevel der
Adenosyl-Ribosylierungs-Faktor (ARFI1) mRNA normalisiert, auf die Expression der
Kalibratorprobe kalibriert und in Relation zum Expressionslevel der MGMT mRNA in
pre-miR-NCI  transfizierten = Zellen  gesetzt. Die  Durchschnittswerte  der

pre-miR-NC-transfizierten Zellen wurden gleich 1 gesetzt (Abb. 12).

43



3 Ergebnisse

>
w

LN-18 T98G
4.0 4.0-
s 8
0 73
0N
E' 2 3.0- = g 3.04
£Ego Es
24 S
$227 23 20
5% 5
e E SE T '|'
=~ 1.0- “ ~ 1.0- *
= =
o o
=50 =
&
™
@'&

Abb. 12: Verminderte MGMT mRNA Expression in hsa-miR-149-3p iiberexprimierenden LN-18 und
T98G Glioblastomzelllinien.

Eine semiquantitative RT-qPCR wurde zur Bestimmung der relativen mRNA Expression von
0°%Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) in den mit der entsprechenden pre-miRNAs transfizierten
LN-18 (A) und T98G (B) Zellen durchgefiihrt. Bei LN-18 (A) wurden die pre-miRNAs in einer Konzentration
von 25 nM und bei T98G (B) von 50 nM transfiziert. Alle Expressionsniveaus wurden relativ zu pre-miR-NC1
transfizierten Zellen dargestellt, wobei die Durchschnittswerte der pre-miR-NC1-transfizierten Zellen gleich 1
gesetzt wurden. Der Balken stellt den jeweiligen Mittelwert aus drei biologischen Replikaten dar, die vertikale
Linie représentiert die jeweilige Standardabweichung. Der gepaarte zweiseitige t-Test (n = 3, p < 0,05) zeigte
fiir pre-miR-149-3p transfizierte Zellen eine signifikant niedrigere MGMT mRNA Expression in beiden
Zelllinien. (mRNA: messenger ribonucleic acid, norm.: normalisiert, *: p-Wert < 0,05, **: p-Wert <0,01)

Die pre-miR-149-3p transfizierten Glioblastomzellen zeigten eine Reduktion des MGMT
mRNA Expressionslevel um 0,52+0,09 bei LN-18 und um 0,44+0,16 bei T98G im Vergleich
zum Expressionslevel in kontrolltransfizierten Zellen. Dagegen zeigte weder LN-18 noch
T98G Zellen nach Transfektion mit pre-miR-345-5p, pre-miR-491-5p, pre-miR-324-3p und
pre-miR-93-3p einen signifikanten Unterschied des MGMT mRNA Expressionsniveaus

verglichen mit den pre-miR-NC|1 transfizierten Zellen.

3.4 Einfluss der Uberexpression der fiinf potenziell MGMT-regulierenden miRNAs auf
die Expression des MGMT Proteins

Um herauszufinden, welchen Einfluss die Uberexpression der fiinf miRNAs auf die MGMT
Proteinexpression in Glioblastomzellen hat, wurden T98G und LN-18 Zellen mit
synthetischen pre-miRNAs (pre-miR-149 3p, pre-miR-345-5p, pre-miR-491-5p,
pre-miR-324-3p, pre-miR-93-3p) transient transfiziert. Mittels Western Blot Analyse wurde

das MGMT Protein-Expressionsniveau bestimmt. Als Referenzprotein wurde das konstitutiv

44



3 Ergebnisse

exprimierte B-Actin verwendet. Durch Messung der Intensitét der einzelnen Banden und
dessen Normierung zur jeweiligen B-Actin Bande konnte das Ergebnis semiquantitativ im
Verhédltnis zu den pre-miR-NCI transfizierten Zellen evaluiert werden, wobei die
Durchschnittswerte der pre-miR-NC1-transfizierten Zellen gleich 1 gesetzt wurden (Abb.
13).
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Abb. 13: Verminderte MGMT Proteinexpression nach hsa-miR-149-3p Uberexpression in den
Glioblastomzelllinien LN-18 und T98G.

Gezeigt wird hier eine Western Blot Proteinanalyse, welche den Effekt einer miRNA Uberexpression auf die
0°%Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) Proteinexpression in Glioblastomzellen visualisiert. Es
wurden zwei Glioblastomzelllinien mit jeweils einer der fiinf pre-miRNAs (pre-miR-149-3p, pre-miR-345-5p,
pre-miR-491-5p, pre-miR-324-3p, pre-miR-93-3p) in einer Konzentration von je 25 nM bei LN-18 (A) und je
50 nM bei T98G (B) transfiziert. Im Western Blot konnte die Expression des Zielproteins MGMT mit dem
Expressionsniveau des konstitutiv exprimierten Referenzproteins B-Actins verglichen werden. Der
Expressionsunterschied von MGMT zu B-Actin in den transfizierten Zellen wurde mit dem
Expressionsunterschied in den kontrolltransfizierten Zellen verglichen (pre-miR-NCI), wobei die
Durchschnittswerte der pre-miR-NCI-transfizierten Zellen gleich 1 gesetzt wurden. Hier dargestellt ist pro
Zelllinie jeweils ein repriasentativer Western Blot und die quantitative Auswertung aus je n = 3 biologischen
Replikaten. Die Balken in dem Diagramm stellen das arithmetische Mittel von n = 3 biologischen Replikaten,
inklusive deren Standardabweichungen als vertikale Linien, dar. Der gepaarte zweiseitige t-Test zeigte eine
signifikante MGMT Inhibierung durch Asa-miR-149-3p (A, B). (norm.: normalisiert, *: p-Wert < 0,05, kDA:
Kilodalton)

Die Uberexpression der hsa-miR-149-3p zeigte auf Proteinebene eine signifikante
Reduktion der MGMT Expression um 0,43+0,10 bei LN-18 und um 0,38+0,15 bei T98G.
Dagegen lie} sich in LN-18 und T98G Zellen nach Transfektion der vier anderen
pre-miRNAs (pre-miR-345-5p, pre-miR-491-5p, pre-miR-324-3p, pre-miR-93-3p) kein
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signifikanter Expressionsunterschied des MGMT Proteins verglichen mit den

kontrolltransfizierten (pre-miR-NC1) Zellen nachweisen.

3.5 Nachweis einer direkten Bindung der hsa-miR-149-3p in der 3-UTR des MGMT

Promotors

Der 3’-UTR-Luciferase-Reportergen-Assay diente dem Nachweis einer direkten Interaktion
der hsa-miR-149-3p mit der 3'-UTR von MGMT. Hierbei wurde eine Kotransfektion der
Glioblastomzelllinien LN-18, T98G und LNT-229 mit dem psiCHECK™-2
Vektor-Konstrukt, welches entweder die Wildtyp-Bindungsstelle fiir die miRNA
(psiCHECK2/miR-149-3p/bs-wt, siche Abb. 8) oder aber eine mutierte Bindungsstelle
(psiCHECK2/miR-149-3p/bs-mutl, psiCHECK2/miR-149-3p/bs-mut2, siche Abb. 8)
enthdlt und der pre-miR-149-3p bzw. pre-miR-NC1 durchgefiihrt. Hierbei wurde zuséatzlich
die Zelllinie LNT-229 miteingeschlossen, da diese Glioblastomzelllinie einen methylierten
MGMT Promotor hat und so die endogene MGMT Expression keinen Einfluss auf
Ergebnisse haben konnte [126-128]. AnschlieBend konnte die Lumineszenz gemessen
werden, welche im Verhéltnis zu der in den pre-miR-NCI transfizierten Zellen gesetzt
wurde, wobei die Durchschnittswerte der pre-miR-NC1-transfizierten Zellen gleich 1 gesetzt

wurden (Abb. 14).
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Abb. 14: hsa-miR-149-3p bindet direkt an die 3’-UTR vom MGMT Promotor in Glioblastomzelllinien.
Hier abgebildet ist die semiquantitative Auswertung des 3'-UTR-Luciferase-Repotergen-Assays. Es wurde
eine transiente Transfektion der Zelllinien (A) LN-18, (B) T98G und (C) LNT-229 mit 50 nM pre-miR-149-3p
(graue Balken) und 200 ng vom psiCHECK™-2 Vektor-Konstruktes (wt: psiCHECK2/miR-149-3p/bs-wt;
mutl: psiCHECK2/miR-149-3p/bs-mutl; mut2: psiCHECK2/miR-149-3p/bs-mut2; psiCHECK?2/leer:
Leervektor ohne Insert) durchgefiihrt. Die photometrisch gemessene Renilla Luciferase-Aktivitdt wurde
normalisiert auf die Aktivitdt der firefly Luciferase und in Relation zu den kontrolltransfizierten Zellen gesetzt
(pre-miR-NC1, gepunktete Balken), wobei die Durchschnittswerte der pre-miR-NCI-transfizierten Zellen
gleich 1 gesetzt wurden. Der Balken stellt den jeweiligen Mittelwert aus drei biologischen Replikaten dar, die
vertikale Linie reprisentiert die jeweilige Standardabweichung. Der gepaarte einseitige t-Test (n = 3, p < 0,05)
zeigte flir mit pre-miR-149-3p und psiCHECK2/miR-149-3p/bs-wt transfizierte Zellen in allen drei Zelllinien
eine Reduzierung der Luciferase-Aktivitit. (norm.: normalisiert, *: p-Wert < 0,05, **: p-Wert < 0,01)

In den drei mit psiCHECK2/miR-149-3p/bs-wt und pre-miR-149-3p Kkotransfizierten
Glioblastomzelllinien LN-18, T98G, LNT-229 konnte eine Reduzierung der
Luciferase-Reportergen-Aktivitdt gemessen werden. Bei LN-18 verringerte sich die
Luciferase-Aktivitdt um 0,69+0,06, bei T98G um 0,43+0,18 und bei LNT-229 um 0,53+0,12
im Vergleich zur Luciferase-Aktivitit in den kontrolltransfizierten Zellen. Bei T98G und

LNT-229 mit  hsa-miR-149-3p und  psiCHECK2/miR-149-3p/bs-mutl  oder
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psiCHECK2/miR-149-3p/bs-mut2 kotransfizierten Zellen lie sich kein signifikanter
Unterschied zu den pre-miR-NC1 transfizierten Zellen nachweisen. In den LN-18 Zellen,
die mit pre-miR-149-3p und psiCHECK?2/miR-149-3p/bs-mutl transfiziert wurden zeigte
sich eine Luciferase-Aktivitdtsreduzierung um 0,43+0,03, bei
psiCHECK2/miR-149-3p/bs-mut2 um 0,25+0,13. Somit lag trotz fehlender Bindungsstelle
der hsa-miR-149-3p im Vektor-Insert-Konstrukt eine Luciferase-Aktivitatsreduzierung vor.
Aus diesem Grund erfolgte ergidnzend eine Kotransfektion der Glioblastomzelllinien mit
dem Vektor ohne Insert und der pre-miR-149-3p. Es wire zu erwarten, dass sich die
Luciferase-Aktivitdt zwischen den kontrolltransifizerten und den psiCHECK2/leer und
pre-miR-149-3p kotransfizierten Glioblastomzelllinien dhnelt. In den mit psiCHECK?2/leer
und pre-miR-149-3p kotransfizierten T98G und LNT-229 Zellen zeigte sich kein
signifikanter Unterschied zu den pre-miR-NC1 transfizierten Zellen, bei LN-18 Zellen lag
eine Reduzierung des Luciferase Signals um 0,22+0,12 vor. Die Ergebnisse weisen darauf

hin, dass hsa-miR-149-3p direkt an die 3'-UTR von MGMT bindet.

3.6 Untersuchung der TMZ-Sensitivitit in hsa-miR-149-3p iiberexprimierenden

Glioblastomzelllinien

Um herauszufinden, ob die Uberexpression der Asa-miR-149-3p in Glioblastomzellen deren
TMZ-Sensitivitdit beeinflusst, wurden T98G und LN-18 Glioblastomzelllinien mit
pre-miR-149-3p und der Kontrolle pre-miR-NCI transient transfiziert. Es folgte eine
TMZ-Behandlung iiber eine Gesamtdauer von 192 h mit Konzentrationen bis zu 2000 uM.
AnschlieBend wurde die Zellvitalitit mit einem Zellvitalitidt-Assay gemessen. Es lagen je
fiinf technische Replikate pro Konzentration vor, jeweils fiir die pre-miR-149-3p und die
kontrolltransfizierten Zellen. Die gemessene Lumineszenz der fiinf technischen Replikate
wurden jeweils gemittelt und in einer logarithmischen Skala in Abb. 15 dargestellt.
AnschlieBend erfolgte die rechnerische Bestimmung des IC50-Wertes unter Verwendung
des negativen dekadischen Logarithmus der mittleren inhibitorischen Konzentration der
pre-miR-149-3p und kontrolltransfizierten Zellen. Ein sechstes technisches Replikat diente
der Bestimmung der Transfektionseffektivitéit. Alle zur Untersuchung der TMZ-Sensitivitét
verwendeten Transfektionsansitze zeigten ein erhohtes Asa-miR-149-3p Expressionsniveau

oder eine verminderte MGMT Expression
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Abb. 15: Zellvitalitit von Glioblastomzellen nach Transfektion mit pre-miR-149-3p wund
TMZ-Behandlung.

LN-18 (A) und T98G (B) wurden transient mit 25 nM synthetischen pre-miRNAs (pre-miR-149-3p in Rot,
pre-miR-NC1 in Griin dargestellt) (n = 3) transfiziert. Die Zellen wurden mit einer Konzentration von bis zu
2000 uM Temozolomid (TMZ) in jeweils fiinf Replikaten behandelt, die gemittelt wurden. Eine
Zellvitalitdtsmessung erfolgte nach einer gesamt TMZ-Expositionsdauer von 192 h. Der gepaarte zweiseitige
t-Test (n= 3, p <0,05) zeigte keinen signifikanten Unterschied zwischen dem IC50-Wert der transfizierten
verglichen mit den kontrolltransfizierten Glioblastomzellen. Aufgrund der zu grolen Abweichung zwischen
den drei biologischen Replikaten konnte keine Aussage iiber den Einfluss der Asa-miR-149-3p getroffen
werden. (RLU: relative light units)

Der IC50-Wert der pre-miR-149-3p transfizierten Zellen unterschied sich bei starker
Abweichung zwischen den drei biologischen Replikaten nicht signifikant von dem
IC50-Wert der kontrolltransfizierten Zellen. Dies galt in beiden Zelllinien, bei LN-18 wurde
die Hypothese bei einem p-Wert von 0,68 verworfen, bei T98G bei einem p-Wert von 0,19.
Wegen der starken Abweichung zwischen den drei biologischen Replikaten erfolgte eine
zusétzliche automatisierte Variante der TMZ-Exposition, bei der die TMZ-Applikation

maschinell erfolgte (siehe hierzu 3.7).

3.7 Bestimmung der TMZ-Sensitivitit in pre-miR-149-3p  transfizierten
Glioblastomzelllinien mit Hilfe TMZ-beschichteter Zellkulturplatten

Als ergiinzende Methode, um herauszufinden, ob die Uberexpression der isa-miR-149-3p in
Glioblastomzellen die TMZ-Sensitivitét beeinflusst, erfolgte eine TMZ-Behandlung mittels
TMZ-beschichteter Zellkulturplatten. Hierzu erfolgte zunéchst eine transiente Transfektion
der T98G und LN-18 Zellen mit jeweils der pre-miR-149-3p und der Kontrolle
pre-miR-NCI. AnschlieBend wurden die transfizierten Zellen in mit TMZ-beschichtete
Platten ausgesét, wobei Konzentrationen von 50 pM bis 750 uM TMZ vorlagen. Nach 72 h

wurde die Zellvitalitidt mit dem Cel/Titer-Glo® Luminescent Kit von Promega gemessen. Es
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lagen jeweils 3 technische Replikate pro Konzentration vor. Die gemessenen Lumineszenzen
der Replikate wurden gemittelt (Abb. 16) dargestellt. AnschlieBend erfolgte die rechnerische
Bestimmung des IC50-Wertes unter Verwendung des negativen dekadischen Logarithmus
der mittleren inhibitorischen Konzentration von den pre-miR-149-3p und den
kontrolltransfizierten Zellen. Ein 4. technisches Replikat diente der Bestimmung der
Transfektionseffektivitdt. Alle zur Untersuchung der TMZ-Sensitivitit verwendeten

Transfektionsansitze zeigten ein erhohtes hsa-miR-149-3p Expressionsniveau.
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Abb. 16: Zellvitalitit von Glioblastomzellen nach Transfektion von pre-miR-149-3p wund
TMZ-Behandlung mit Hilfe eines automatisierten Verfahrens.

LN-18 (A) und T98G (B) wurden transient mit synthetischen pre-miRNAs (pre-miR-149-3p in Rot,
pre-miR-NC-1 in Griin dargestellt) in einer Konzentration von 25 nM transfiziert (n = 3). Die Zellen wurden
mit Konzentrationen von 50 uM bis 750 uM Temozolomid (TMZ) in jeweils 3 Replikaten behandelt. Die
Messwerte der Replikate wurden gemittelt. Die Zellvitalitdtsmessung erfolgte nach einer gesamten
TMZ-Expositionsdauer von 72 h. Eine Beeinflussung des IC50-Werts von TMZ durch Transfektion der
pre-miRNA konnte nicht nachgewiesen werden. (RLU: relative light units)

In der Zelllinie LN-18 zeigte sich graphisch eine konzentrationsunabhéngige Erniedrigung
der Zellvitalitét in den pre-miR-149-3p transfizierten Glioblastomzellen. Bei LN-18 lag der
IC50-Wert bei den kontrolltransfizierten Glioblastomzellen bei 182,4 uM, bei den
pre-miR-149-3p  transfizierten  Zellen  zeigte sich  allerdings durch den
konzentrationsunabhingigen Effekt der miRNA Uberexpression kein sigmoidaler Verlauf
der Dosis-Wirkungs-Kurve, sodass keine valide Bestimmung eines IC50-Wertes moglich
war. Aufgrund der starken Abweichung zwischen den drei biologischen Replikaten konnte
keine Aussage liber den Einfluss der hsa-miR-149-3p auf die TMZ Sensibilitdt in der
Zelllinie T98G getroffen werden.
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3.8 Funktionale Effekte einer hsa-miR-149-3p Uberexpression in humanen

Glioblastomzelllinien

Zur Bestimmung der Apoptoserate, der Proliferation und der Vitalitit nach Uberexpression
von hsa-miR-149-3p in Glioblastomzellen wurden T98G, LN-18 und A172 mit
pre-miR-149-3p transient transfiziert. Die Zelllinie A172 ist eine Glioblastomzelllinie mit
einem methylierten MGMT Promotor, somit wiirde ein miRNA Effekt in der A172 Zelllinie
MGMT-unabhéngig sein [126]. AnschlieBend wurde die Aktivitdt der Caspasen 3/7
bestimmt (siche 2.2.13), die Proliferationsrate mit Hilfe des BrdU-basierenden
Chemilumineszenz-Nachweisverfahrens  untersucht  (siehe  2.2.12) und ein
Zellvitalitats-Assay durchgefiihrt (siehe 2.2.14). Die pro Assay und pro Glioblastomzelllinie
gemessene Lumineszenz der mit pre-miR-149-3p transfizierten Zellen wurde in Relation zur
Lumineszenz in den pre-miR-NCI transfizierten Kontrollzellen gesetzt, wobei die
Durchschnittswerte der pre-miR-NC1-transfizierten Zellen gleich 1 gesetzt wurden (Abb.
17).
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Abb. 17: Caspase 3/7 Aktivitit, Zellproliferation und Zellvitalitit in Glioblastomzelllinien nach
Uberexpression von hsa-miR-149-3p.

Dargestellt sind die funktionalen Effekte einer isa-miR-149-3p Uberexpression in den Glioblastomzelllinien
LN-18, T98G und A172. Die drei verschiedenen Glioblastomzellllinien wurden jeweils mit 25 nM
pre-miR-149-3p transient transfiziert. In (A) wurde die Apoptoserate mittels Messung der Caspase 3/7 Aktivitdt
bestimmt. Bei (B) wurde das Cell Proliferation ELISA, BrdU (chemiluminescent) Kit verwendet und bei (C)
wurde die Zellvitalitdt mit Hilfe des CellTiter-Glo® Luminescent Assays bestimmt. Die gemessenen Werte der
jeweils drei biologischen Replikate wurde in Relation zur pre-miR-NCl1 transfizierten Zellgruppe gesetzt,
wobei die Durchschnittswerte der pre-miR-NCl-transfizierten Zellen gleich 1 gesetzt wurden. Der gepaarte
zweiseitige t-Test (n = 3, p <0,05) zeigte in allen drei Glioblastomzelllinien eine Steigerung der Caspase 3/7
Aktivitét. Ein signifikanter Unterschied in der Zellproliferation konnte nicht festgestellt werden. In der T98G
Glioblastomzellllinie reduzierte die hsa-miR-149-3p Uberexpression die Zellvitalitit signifikant. (*:
p-Wert < 0,05; BrdU: Bromdesoxyuridin)

In allen drei Glioblastomzelllinien lieB sich eine signifikante Steigerung der Apoptoserate

nach Uberexpression der hsa-miR-149-3p nachweisen. Hierbei war der Effekt bei den LN-18
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Zellen am stirksten ausgeprigt, es lag hierbei eine Steigerung um 1,4140,25 der
Apoptoseaktivitit vor. Bei T98G war die Caspase 3/7 Aktivitdt im Vergleich zu den
pre-miR-NC1 transfizierten Zellen doppelt so hoch bei einer Steigerung um 1,01+0,34, bei
A172 betrug sie das 1,5-fache mit einer Steigerung um 0,53+0,19.

In den drei untersuchten Glioblastomzelllinien LN-18, T98G und A172 liel sich keine
signifikante Verinderung der Zellproliferation nach transienter Uberexpression von

hsa-miR-149-3p feststellen.

In der Glioblastomzelllinie T98G lieB sich eine signifikante Reduzierung der Zellvitalitét
um 0,27+0,08 erkennen. Bei den anderen zwei verwendeten Glioblastomzelllinien LN-18
und A172 unterschied sich die Zellvitalitét in den pre-miR-149-3p transfizierten Zellen nicht

signifikant von denen der Kontrolle.
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4 Diskussion

4.1 MGMT regulierende miRNAs in Glioblastomen

Das Glioblastom ist der bosartigste primdre Hirntumor im Erwachsenenalter, mitbedingt
durch das infiltrative Wachstum und eine intrinsische oder erworbene Therapieresistenz [1,
2]. Trotz aggressiver multimodaler Therapie mit operativer Tumorresektion, Chemotherapie
und Strahlentherapie iiberleben die Patienten im Median lediglich 14-16 Monate [26]. Der
nach aktuellem Wissensstand wichtigste prognostische und pridiktive Biomarker fiir
Glioblastompatienten ist der Promotormethylierungsstatus des Gens fiir das
DNA-Reparaturprotein MGMT, da dieser das Therapieansprechen des verwendeten
alkylierenden Chemotherapeutikums TMZ beeinflusst. Hierbei gilt: eine Methylierung des
MGMT Promotors bedingt ein niedriges MGMT Expressionslevel, was ein besseres
TMZ-Therapieansprechen verursacht et vice versa [13, 26, 54-56]. Abgesehen vom
MGMT-Promotormethylierungsstatus gibt es allerdings weitere Einflussfaktoren der
MGMT Expression, welche potenziell einen Einfluss auf das Ansprechen auf die
Glioblastomtherapie haben kdnnten, hierunter auch miRNAs. Im Rahmen dieser Arbeit galt
es herauszufinden, ob bestimmte miRNAs zu einer verminderten MGMT-Expression in

einem Teil der Glioblastome ohne MGMT-Promotormethylierung beitragen kdnnen.

Zum jetzigen Wissensstand gibt es neun miRNAs, iiber die ein in vifro nachgewiesener
Effekt auf die MGMT Expression in Glioblastomzelllen publiziert wurde. Die Tabelle 21
bietet hierzu eine Ubersicht. Durch die jeweilige Uberexpression der miRNAs
hsa-miR-221/222, hsa-miR-603 und hsa-miR-767-3p konnte eine MGMT mRNA
Expressionsminderung in Glioblastomzellen erreicht werden [120, 121, 124]. Bei den mit
pre-miRNAs der miRNAs Asa-miR-142-3p oder  hsa-miR-648  transfizierten
Glioblastomzellen zeigte sich jeweils auf Proteinebene eine verminderte MGMT
Expression, wihrend es bei den miRNAs hsa-miR-181d, hsa-miR-198 und hsa-miR-370-3p
eine MGMT Expressionshemmung auf Trankskript- und Proteinebene war [120, 121, 129-
132]. Eine interessante Beobachtung machten dabei Kushwaha et al. im Jahr 2014 [121]. Sie
konnten nicht nur den inhibierenden Effekt der miRNAs Asa-miR-603 und hsa-miR-181d
auf die MGMT Expression nachweisen, sondern beobachteten einen verstiarkten Effekt bei
gleichzeitiger Transfektion von beiden miRNAs. Dieser Effekt lie sich dadurch erkliren,
dass die zwei miRNAs an zwei verschiedenen Stellen der 3’-UTR von MGMT binden,
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sodass insgesamt eine quantitativ noch stirker reduzierte MGMT Translation stattfindet

[121].

Tabelle 21: Ubersichtstabelle aller bekannten miRNAs, die die MGMT Expression in vitro regulieren.

Name der miRNA Wirkmechanismus Referenz
hsa-miR-142-3p Hemmung der MGMT Protein Translation [129]
hsa-miR-181d Degradation der MGMT mRNA [120, 121, 130]

Hemmung der MGMT Protein Translation

hsa-miR-198 Degradation der MGMT mRNA [131]

Hemmung der MGMT Protein Translation

hsa-miR-221 Degradation der MGMT mRNA [124]
hsa-miR-222 Degradation der MGMT mRNA [124]
hsa-miR-370-3p Degradation der MGMT mRNA [132]

Hemmung der MGMT Protein Translation

hsa-miR-603 Degradation der MGMT mRNA [121]
hsa-miR-648 Hemmung der MGMT Protein Translation [120]
hsa-miR-767-3p Degradation der MGMT mRNA [120]

In der hier vorliegenden Arbeit konnte mit hsa-miR-149-3p eine weitere, bisher nicht
beschriebene MGMT regulierende miRNA identifiziert und in vitro ndher charakterisiert
werden. Sowohl auf Transkript als auch auf Proteinebene lie sich durch Asa-miR-149-3p
Uberexpression eine Reduzierung des MGMT Expressionslevels in zwei verschiedenen

Glioblastomzelllinien nachweisen.

4.2 Fallstricke der transienten miRNA Uberexpression

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der Erfolg der transienten Transfektion der
Glioblastomzelllinien mit miRNAs per RT-qPCR kontrolliert. Hierbei zeigte sich in den mit
den pre-miRNAs der miRNAs hsa-miR-345-5p, hsa-miR-491-5p, hsa-miR-324-3p oder
hsa-miR-93-3p transfizierten Zelllinien weder der zu erwartende Effekt auf die MGMT
mRNA noch auf die MGMT Proteinexpression. Hierbei wire zu erwarten gewesen, dass
eine miRNA, die die voraussetzenden Kriterien erfiillt (1) eine Bindungsstelle in der 3’-UTR
von MGMT zu haben, (2) ein hohes Expressionsniveau in Glioblastomen aufweist und (3)

eine inverse Korrelation zur MGMT mRNA Expression hat, die MGMT Expression in vitro
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inhibiert. Das MGMT Expressionslevel in den transfizierten Glioblastomzelllinien
unterschied sich jedoch nicht signifikant von dem der kontrolltransfizierten
Glioblastomzelllinien. Eine Ausnahme bilden hierbei die /sa-miR-149-3p transfizierten
Zellen. Eine Diskrepanz zwischen dem in der RT-qPCR nachweisbaren miRNA
Expressionsniveau zur Quantitit der biologisch aktiven miRNAs im Rahmen vom RISC
Komplex kdnnte hierbei die Ursache fiir die fehlende MGMT Suppression sein. Thomson et
al. schildert im Jahr 2013 die hier zu Grunde liegende Thematik [133]. Man findet nach
transienter Transfektion mit miRNAs zwar unphysiologisch hohe miRNA Expressionslevel,
allerdings liegen diese nur zum sehr viel kleineren Anteil an dem Protein Ago2 gebunden
vor. Da allerdings nur die miRNAs, die an das Protein Ago2 im Rahmen des RISC
Komplexes gebunden vorliegende Transkripte regulieren konnen, unterscheidet sich das
hohe miRNA Niveau von dem miRNA Niveau, das Transkripte regulieren kann. Somit
tauscht das hohe Expressionslevel der miRNAs einen zu erwartenden Effekt auf die MGMT
Expression vor. Thomson et al. empfehlen hierbei sich eher auf die funktionellen Effekte
der miRNAs zu konzentrieren, statt auf die quantitative Wertigkeit zu achten [133, 134]. Da
sich in unseren Experimenten die MGMT inhibierende Wirkung durch Uberexpression der
miRNAs nicht nachweisen lie}, wire somit fraglich, ob nicht hohere Konzentrationen der
miRNAs notwendig gewesen wiren, um liber mehr biologisch aktive miRNAs zu verfiigen.
In anderen Publikationen wurden hohere Konzentrationen verwendet, um eine miRNA
bedingte Protein-Expressionshemmung zu erzielen, beispielsweise bei Lin et al. im Jahr
2010 und Quintavalle ef al. im Jahr 2013 wo 100 nM der miRNA Vorlaufer zum Einsatz
kamen [124, 135]. Gegen den Einsatz hoherer miRNA Konzentrationen zur transienten
Transfektion der Zelllinie spricht, dass eventuell die Sattigung des aktiven miRNA-Systems
bereits erreicht wurde und sich deswegen kein Effekt durch héhere miRNA Konzentrationen
erreichen ldsst [136]. Die quantitative Menge an Ago-Protein als potenziell limitierenden
Faktor konnte man ergdnzend bestimmen, um besser die Menge an biologisch aktiver
miRNAs einzuschitzen [134]. Zusitzlich wiesen Jin et al. im Jahr 2015 nach, dass durch die
transiente Transfektion von miRNAs in den in der experimentellen Forschung
gebriuchlichen, unphysiologischen hohen Konzentrationen, eine Menge mutierter miRNAs
ebenfalls in den Zellen entstehen [136]. Diese mutierten miRNAs weichen von der
urspriinglich transfizierten miRNA um beispielsweise ein Nukleotid ab und stehen im
Verdacht unspezifische Effekte abseits der eigentlichen Zielgene zu verursachen. Es zeigte

sich zusitzlich, dass bei Transfektion geringerer miRNA Konzentrationen die Regulierung
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der Zielgene ausblieb [136]. Diese Publikationen bietet einen Erkldrungsansatz, warum die

Uberexpression von miRNAs Limitationen hat.

Insgesamt wire es hilfreich abzugrenzen, wie viel der Proteine des RISC Komplexes (TRBP
und Ago2) ungebunden vorliegen, da an diese eine miRNA potenziell binden kénnte, um
den RISC Komplex zu bilden. Hiermit kdnnte man versuchen abzugrenzen, ob durch die
miRNA Transfektion ein weit hoheres Expressionslevel an miRNA im Rahmen vom RISC

Komplex iiberhaupt erreicht werden kann.

Die bisherigen Erkldrungsansitze gehen von der Hypothese aus, dass die fehlende
miRNA-bedingte MGMT Regulierung einer mangelnden Transfektionseffizienz der
miRNAs geschuldet ist. Sehr plausibel scheint aber auch die Erkldrung zu sein, dass die
miRNAs hsa-miR-345-5p, hsa-miR-491-5p, hsa-miR-324-3p oder hsa-miR-93-3p nicht
tatsdchlich an die 3’-UTR von MGMT binden. Potenzielle Bindungsstellen dieser vier
miRNAs in der 3'-UTR von MGMT wurden im Rahmen der Vorarbeiten mittels miRWalk
vorhergesagt. Der Vorteil dieser Datenbank besteht darin, dass miRWalk sich den
Ergebnissen mehrerer verschiedener Datenbanken bedient, um eine umfassendere
Beurteilung der miRNA-mRNA Kompatibilitit angeben zu konnen. Auch bereits validierte
in vitro-Analysen werden bei miRWalk miteingeschlossen [118, 119]. Zum Abgleich einer
miRNA-mRNA Interaktion gehort nicht nur die Kompatibilitdt der 3’-UTR der mRNA zur
seed region der miRNA, denn diese alleine reicht bei weitem nicht aus, um eine Interaktion
vorherzusagen [137]. Auch die Zugéinglichkeit der potenziellen miRNA-Bindungsstellen ist
relevant. Wenn sich beispielweise Sekundérstrukturen der mRNA gebildet haben, konnte
der RISC Komplex nur noch schwer an die miRNA-Bindungsstelle gelangen [138].
Dennoch ist es einem bioinformatischen Programm heutzutage noch nicht moglich, alle
relevanten biologischen Faktoren fiir die miIRNA-mRNA Interaktion mit abzubilden. Hierzu
gehort beispielsweise die Variabilitdt der Lange der 3'-UTR, welche jeweils abhdngig ist
vom Ausmall der Polyadenylierung. Hierdurch kann es zu unterschiedlich langen Isoformen
von Transkripten kommen, welche die Anzahl der miRNA-Bindungsstellen beeinflusst
[139, 140]. Kreth et al zeigten, dass unterschiedlich lange MGMT Transkripte in
Glioblastomzellen eine unterschiedliche miRNA Bindung ermdglichen [120]. So kommt es
in der Summe héufig zu falsch-positiven Interaktionsvorhersagen zwischen miRNA und
mRNA. Aus diesem Grund ist eine Diskrepanz zwischen in silico Analysen und in vitro

Versuchsergebnissen nicht unerwartet.
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Fan et al. und Thomson et al. thematisieren eine weitere Moglichkeit, den Effekt einer
miRNA in einer Zelllinie zu untersuchen [133, 141]. Das Vorgehen ist hierbei eine Zelllinie
mit den jeweiligen miRNA Inhibitoren zu transfizieren, als zusdtzlichen Vergleich zur
kontrolltransfizierten und zur transfizierten Zelllinie. Hierbei waren die
Protein-expressionshemmenden Effekte deutlich stirker ersichtlich, da man zusétzlich zur
kontrolltransfizierten Zelllinie den Vergleich mit der miRNA-Inhibitor-transfizierten

Zelllinie hatte [133, 141].

4.3 Die miRNA hsa-miR-149-3p bindet direkt an die 3-UTR von MGMT und
moglicherweise an eine ektope Stelle im psiCHECK™-2 Vektor

Im Rahmen dieser Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die miRNA hsa-miR-149-3p
direkt an die 3'-UTR des MGMT Promotors bindet. Dabei zeigte der
3’-UTR-Luciferase-Reportergen-Assay in den Zelllinien LN-18 und T98G
iiberraschenderweise unterschiedliche Ergebnisse. In den T98G Zellen konnte, wie erwartet,
mit Hilfe des 3’-UTR-Luciferase-Reportergen-Assays eine erniedrigte Lumineszenz in den
mit pre-miR-149-3p und einem Vektorkonstrukt mit der 3’-UTR Bindungsstelle
kotransfizierten Zellen beobachtet werden. Dieser Effekt wurde durch Mutation der
miRNA-Bindungsstelle in der 3-UTR von MGMT aufgehoben. Dagegen zeigte die
Glioblastomzelllinie LN-18 auch bei gleichzeitiger Transfektion der pre-miR-149-3p und
des psiCHECK™-2 Vektorkonstrukts mit mutierter 3"-UTR-Bindungsstelle ein erniedrigtes
Lumineszenzsignal im Vergleich zur Kontrolltransfektion. Eine mdgliche Erklarung fiir
diesen Effekt liefert eine zur hsa-miR-149-3p komplementire Sequenz von 14 nt in der fiir
die firefly Luciferase kodierenden Vektorsequenz. Es wire daher moglich, dass durch die
Transfektion der pre-miR-149-3p auch das Signal der internen Transfektionskontrolle,
ndmlich der firefly Luciferase, supprimiert wird. Diese Vermutung bestétigt sich dadurch,
dass selbst bei Kotransfektion der pre-miR-149-3p und eines leeren psiCHECK™-2 Vektors
eine im Vergleich zur pre-miR-NCI Transfektion erniedrigte Lumineszenz messbar ist.
Wegen dieses unerwarteten Ergebnisses in den LN-18 Zellen wurde das
3’-UTR-Luciferase-Reportergen-Assay in den Glioblastomzelllinien LNT-229 und A172,
die beide kein MGMT exprimieren, wiederholt [126-128]. Der Grund fiir die zwei
zusitzlichen Zelllinien war, dass wenn eine MGMT inhibierende miRNA in einer MGMT
exprimierenden Zelllinie transfiziert wird, die miRNAs eventuell hauptsdchlich an die

MGMT mRNA und quantitativ  weniger an die  Bindungsstelle im
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3’-UTR-Luciferase-Reportergen-Konstrukt binden. Hierbei zeigte sich in LNT-229 Zellen
dasselbe Ergebnis wie in der Zelllinie T98G: die hsa-miR-149-3p bindet direkt und
ausschlieBlich an die 3"-UTR von MGMT. In den A172 Zellen kam es allerdings durch die
Kotransfektion des psiCHECK™-2 Vektors und der pre-miR-149-3p zu einem
mikroskopisch und photometrisch beurteilten starkem Absterben der Zellen, sodass keine
valide Aussage iiber die Auswertung des 3'-UTR-Luciferase-Reportergen-Assays moglich
war. Insgesamt ist der Einfluss der miRNA-MGMT Interaktion auf den
3’-UTR-Luciferase-Reportergen-Assays unwahrscheinlich, da die Glioblastomzelllinie
T98G eine hohere MGMT Expression als LN-18 hat und die transfizierten
miRNA-Konzentrationen insgesamt unphysiologisch hoch sind [55, 124-126]. Der
beobachtete Effekt in den LN-18 Zellen ist nicht schliissig erklérbar.

Eine dhnlichen — wie den hier in LN-18 Zellen gezeigten — Effekt, ndmlich eine erniedrigte
Luciferase-Aktivitidt nach gleichzeitiger Transfektion von Zellen mit einer miRNA und
einem Vektor, der die mutierte Bindungsstelle dieser miRNA enthélt, wurde auch von
Quintavalle et al. 2013 beschrieben [124]. Auch Lin et al. stellten 2010 eine Reduktion des
Lumineszenzsignals auf 80 % durch die Kotransfektion einer miRNA und eines Vektors
ohne Bindungsstelle fiir die untersuchte miRNA fest [135]. In den beiden hier erwédhnten
Publikationen wurde, wie in dieser Arbeit, ein Vektorkonstrukt der Firma Promega
verwendet, allerdings jeweils ohne konstitutiv exprimierte interne Kontrolle in Form der
firefly Luciferase (phRG-TK Plasmid, pRL-TK Plasmid). Somit wiirde hierbei die
Bindungsstelle an der internen Kontrolle auch keine Begriindung sein fiir eine erniedrigte

Lumineszenz bei Kotransfektion einer miRNA und eines leeren psiCHECK™-2 Vektors.

Insgesamt ergibt sich die Erkenntnis, dass ein 3’-UTR-Luciferase-Reportergen-Assay in
Abhéngigkeit von der Zelllinie zu unterschiedlichen Resultaten fithren kann. Es empfiehlt
sich, im verwendeten Plasmid nach ektopen Bindungsstellen der verwendeten miRNA zu
suchen. Fraglich bleibt dennoch, warum der Effekt durch die ektope Bindung der
hsa-miR-149-3p an den psiCHECK™-2 Vektor lediglich in einer von drei hier verwendeten

Glioblastomzelllinien beobachtet wurde.
4.4 Die miRNA hsa-miR-149-3p hat keinen Einfluss auf die TMZ-Resistenz von
Glioblastomzellen

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob durch die MGMT regulierende miRNA

hsa-miR-149-3p eine TMZ-Sensibilisierung von Glioblastomzellen nach Uberexpression
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erreicht wird. Hierbei erfolgten zwei unterschiedliche Varianten der TMZ-Behandlung: (1)
die tagliche Applikation von TMZ iiber einen Zeitraum von 192 h und (2) die Gabe von
transfizierten Glioblastomzellen auf TMZ-vorbeschichteten Zellkulturplatten iiber eine
Gesamtinkubationsdauer von 72 h. Es zeigte sich wider Erwarten kein Dosis-abhéngiger
Effekt der TMZ-Behandlung von T98G und LN-18 Zellen nach Uberexpression von
hsa-miR-149-3p. Die Zellvitalitdit unterschied sich nicht signifikant zwischen den
pre-miR-149-3p und kontrolltransfizierten T98G Zellen. LN-18 Zellen zeigten nach
pre-miR-149-3p Transfektion eine erniedrigte Zellvitalitdit im Vergleich zu den

kontrolltransfizierten Zellen, allerdings war dieser Effekt TMZ Dosis-unabhingig.

Eine mogliche Erklirung fiir die fehlende TMZ-Sensibilisierung der T98G Zellen durch die
miRNA hsa-miR-149-3p konnte darin begriindet sein, dass diese Zellen aufgrund eines
unmethylierten Promotors MGMT iiberexprimieren und die Transfektion mit der
MGMT-inhibierenden hsa-miR-149-3p alleine nicht ausreicht, um die Zellvitalitit bei
gleichzeitiger TMZ-Behandlung zu beeinflussen [24, 125]. Andere Arbeiten konnten keine
IC50 fiir TMZ bei T98G Zellen ermitteln, da die Zellvitalitit sich selbst bei einer
Konzentration von bis zu 1000 uM TMZ nicht relevant reduzieren lie3 [142]. Auch weitere
Publikationen untermauerten, dass T98G eine TMZ resistente Zelllinie ist [111, 127, 143-
145]. Die Hypothese, dass die Transfektion einer MGMT inhibierenden miRNA die
TMZ-Resistenz beeinflusst, konnte in dieser Arbeit nicht bestdtigt werden. Eine mogliche
Erklirung dafiir wire, dass die Uberexpression der hsa-miR-149-3p nicht ausreichend das
Expressionslevel des MGMT Proteins reduziert, um eine TMZ-Sensibilisierung
herbeizufiihren. In dieser Arbeit konnte das MGMT mRNA und Protein-Expressionsniveau
in den Glioblastomzelllinien durch die Uberexpression der hsa-miR-149-3p auf ungefihr
60 % verglichen mit der kontrolltransfizierten Zellgruppe reduziert werden. Die Ergebnisse
legen somit nahe, dass diese Reduktion nicht ausreicht, um einen Effekt auf die

TMZ-Sensitivitit zu erreichen.

Auch die Publikation von Medarov et al. (2020) bietet eine Erkldarung fiir die fehlende
Wirkung der einer MGMT-regulierenden miRNA Uberexpression auf die Zellvitalitit der
T98G Zellen bei TMZ-Behandlung [146]. Medarov und Koautoren identifizierten eine
MGMT inhibierende miRNA, welche in Kombination mit Eisenoxid-Nanopartikeln die
Zellvitalitit der Zelllinie T98G reduziert. Je hoher die Transfektionskonzentration der

miRNA war, desto niedriger war die Zellvitalitdt der Glioblastomzellen. Wéhrend die
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TMZ-Behandlung ohne miRNA bis zu einer Konzentration von 600 pM keinen Effekt
zeigte, kam es durch die Uberexpression einer miRNA mit Eisenoxid-Nanopartikeln zu einer
TMZ-Sensibilisierung. Die TMZ-Sensibilisierung erreichte jedoch ab einer Konzentration
von 200 uM TMZ ein Plateau, sodass bei hoheren TMZ-Dosen keine TMZ Dosis-abhéngige
Wirkung entsteht. Der Erklarungsansatz ist, dass die MGMT abhéngige TMZ-Resistenz nur
bis zu einem gewissen Ausmal} die chemotherapeutische Resistenz der Glioblastomzelllinie
T98G beeinflusst und das Protein MGMT nicht isoliert fiir die TMZ Resistenz der T98G
Zelllinie verantwortlich ist [146]. Hinzu kommt, dass neben MGMT weitere Mechanismen
in Glioblastomzellen existieren, diec eine TMZ-Resistenz beeinflussen konnen.
Beispielweise kann eine Mutation in einem der MMR Enzyme dazu fiihren, dass die durch
TMZ entstandenen Fehlpaarungen nicht erkannt werden und es nicht zur Apoptose kommt

[147].

Da die MGMT Expression in den eigenen Experimenten in pre-miR-149-3p transfizierten
T98G Zellen nur um ca. 40 % reduziert werden konnte, wurde ein Versuchsdurchlauf mit
Transfektion einer hdheren pre-miRNA Konzentration durchgefiihrt. Allerdings zeigte sich
bei Transfektion der T98G Zelllinie mit 50 nM der miRNA pre-miR-149-3p der stirkste
MGMT inhibierende Effekt, sodass diese Konzentration zur Durchfithrung der TMZ
Experimente verwendet wurde. Roos et al. berichteten, dass die TMZ-Exposition von
Glioblastomzellen eine Apoptosereaktion induziert, welche sehr langsam abléduft [148]. Aus
diesem Grund sei es notig, Glioblastomzellen iiber einen Zeitraum von mindestens 96 h
TMZ auszusetzen, um die gewiinschte Zelltoxizitit zu erreichen [148]. Andere Autoren
verfolgten ebenfalls den Ansatz einer lingeren TMZ-Exposition und evaluierten erst nach 7
und 14 Tagen den Effekt einer TMZ-Exposition [121, 144]. Dies wiirde zumindest
veranschaulichen, warum die TMZ-Exposition mit Hilfe vorbeschichteter TMZ-Platten
nicht den zu erwartenden Effekt in der T98G Glioblastomzelllinie hervorrief, da hierbei die

Expositionsdauer nur 72 h betrug.

Die Zelllinie LN-18 zeigte eine TMZ Dosis-unabhingige Reduktion der Zellvitalitdt. Auch
in der Zelllinie LN-18 liegt ein unmethylierter MGMT Promotor vor und die Zelllinie
exprimiert MGMT, sodass eine TMZ-Resistenz bekannt ist [111, 126, 127, 129]. Dem
Kapitel 4.6 kann man entnehmen, welche weiteren regulatorischen Ziele der

hsa-miR-149-3p in anderen Tumoren bereits entdeckt wurden. Es ist somit nicht
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auszuschlieBen, dass der TMZ Dosis-unabhéingige Effekt auf die Zellvitalitdt iiber ein
anderes Zielgen als MGMT vermittelt wird.

Im Gegensatz zu den hohen TMZ Dosen von bis zu 2000 pM in der eigenen Arbeit haben
die Autoren Gao ef al. (2016) gezeigt, wie sie in den Zelllinien LN-18 und T98G bereits
ohne die Transfektion mit einer MGMT regulierenden miRNA durch die Behandlung von
bis zu 30 uM TMZ eine miBige Reduktion der Zellvitalitit erreichen konnte [132]. Hierbei
wurden doppelt so hohe miRNA-Konzentrationen mit 50 nM verwendet [132]. Dieses
deutliche TMZ-Ansprechen selbst ohne MGMT regulierende miRNA ist etwas kontrir zu
vielen anderen Arbeiten, welche darlegten, dass T98G und LN-18 eine TMZ-Resistenz
aufweisen und teilweise ebenfalls sehr hohe TMZ-Konzentrationen notwendig waren [111,
126,127,129, 142-145]. Darunter beispielsweise Alonso et al., welche einen IC50-Wert von
1585 uM TMZ bei der Glioblastomzelllinie T98G bestimmten [144].

Zusitzlich sollte man bedenken, dass die grundlegende Hypothese im Rahmen meines
TMZ-Experiments ist, dass eine miRNA, die die MGMT Expression reduziert, die
Glioblastomzellen zur TMZ Therapie sensibilisiert und demzufolge von priadiktivem Vorteil
fiir Glioblastompatienten wére. Somit folgt man hierbei dem Ansatz, dass eine verminderte
MGMT Expression durch Hypermethylierung des MGMT Promotors sich auf die
Glioblastomzellen &hnlich auswirkt wie die Hemmung der MGMT Expression per
miRNA-Uberexpression. Allerdings ist die Datenlage hierzu bisher sehr ambivalent.
Wiéhrend manche Publikationen bestitigen konnten, dass die MGMT Expression per se
einen prognostischen und priadiktiven Marker darstellt, konnte in anderen Arbeiten kein
derartiger Zusammenhang festgestellt werden [4, 58, 66, 67, 149]. Somit bleibt fraglich, ob
durch die Uberexpression einer MGMT-regulierenden miRNA eine TMZ-Sensitivierung
erreicht werden kann. Da allerdings auch andere Arbeiten einen solchen Zusammenhang
nachweisen konnte, scheint der grundsitzliche Gedanke dennoch schliissig zu sein [121,
124, 127, 129-131]. Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass in den eigenen
Untersuchungen in den Zelllinien T98G und LN-18 durch die Uberexpression der
hsa-miR-149-3p keine TMZ Sensibilisierung erreicht werden konnte.

4.5 Hsa-miR-149-3p fordert die Apoptoserate in Glioblastomzelllinien

Die Auswertung der in dieser Arbeit durchgefiihrten funktionellen Assays ergab, dass die
Uberexpression der hsa-miR-149-3p zu einer Erhohung der Apoptoserate in drei

verschiedenen Glioblastomzelllinien fiihrt. Ein Effekt der hsa-miR-149-3p Uberexpression
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auf die Zellproliferation von Glioblastomzellen konnte wiederrum nicht nachgewiesen
werden. Ebenfalls zeigte sich lediglich in einer Zelllinie eine signifikante Reduktion der
Zellvitalitit durch die Uberexpression der hsa-miR-149-3p. Die Reduktion der Zellvitalitit
ist hierbei vermutlich auf die pro-apoptotische Wirkung der Ahsa-miR-149-3p
zuriickzufithren. In den beiden anderen Zelllinien waren die Ergebnisse der einzelnen
Experimente zur Bestimmung der Zellvitalitit nach isa-miR-149-3p Uberexpression zu

unterschiedlich, so dass sich kein signifikantes Ergebnis zeigte.

Wenn man den Zusammenhang von hsa-miR-149-3p und die erhdhte Apoptoserate in
Glioblastomzelllinien mit der MGMT-inhibierenden Wirkung der miRNA betrachtet,
scheint das Ergebnis der funktionellen Assays erst einmal nicht intuitiv. Man sollte ndmlich
beachten, dass MGMT abseits der TMZ-Sensitivierung auch einen direkten Effekt auf die
Tumorgenese und Apoptoserate der Zellen hat. Eine erniedrigte MGMT Expression konnte
sogar die Entwicklung eines Glioms fordern. Eine erniedrigte MGMT Expression ist in
nicht-neoplastischem Hirngewebe auch deutlich seltener, als in neoplastischem Hirngewebe
[150]. So bewirkt zwar die Abwesenheit von MGMT ein héheres Zellabsterben durch TMZ,
allerdings konnte es durch MGMT Mangel zu einer Akkumulation an Mutationen kommen,
d.h. einen die Tumorentstehung férdernden Effekt auf die DNA haben [124]. Eine niedrige
MGMT Expression ist andererseits nach Entstehung eines Glioblastoms aufgrund der

sensitivierenden Wirkung fiir die Behandlung mit TMZ prognostisch giinstig [67].

Zudem kommen bei der hsa-miR-149-3p vermittelten Apoptose-Steigerung weitere
Zielproteine abseits von MGMT infrage, die die Apoptose steigern konnen. Bei
hsa-miR-221, ebenfalls eine MGMT-regulierende miRNA, zeigte sich beispielsweise, dass
es durch dessen Uberexpression zu einem Anstieg von weiteren Markern von DNA-Schéden
kam, wie z.B. Poly(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP), welche zu einer Steigerung der
Apoptoserate flihrten [124]. Wenn man bedenkt, dass hsa-miR-149-3p durchaus weitere
pro-apoptotische Signalwege in anderen Tumoren beeinflusst (sieche hierzu 4.6), wire ein

ein MGMT-unabhingiger Mechanismus der Apoptoseregulation durchaus wahrscheinlich.

Verwunderlich ist, dass die Zellvitalitéit durch Uberexpression der Asa-miR-149-3p lediglich
in der T98G Glioblastomzelllinie reduziert wurde. Neben einer offensichtlichen
experimentellen Variabilitit in den beiden LN-18 und A172 Zelllinien kdnnten
grundlegende molekulare Unterschiede zwischen den Glioblastomzelllinien eine Rolle

spielen. In den Zelllinien T98G und LN-18 liegt eine 7P53 Mutation vor, hingegen liegt bei
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der Zelllinie A172 ein TP53 Wildtyp vor. Zusétzlich haben die Zelllinien T98G und A172
eine PTEN Mutation, bei LN-18 wiederrum gibt es keine Mutation im PTEN Gen [151, 152].
Wenn man bedenkt, dass das Vorliegen einer 7P53 Mutation dariiber entscheidet, welcher
apoptotische Signalweg eingegangen wird, ist vorstellbar, dass die genetischen Unterschiede
einen Einfluss auf die Apoptose und Zellvitalitidt der Glioblastomzellen haben. Es zeigte
sich, dass in 7P53-mutierten Zelllinien der mitochondriale apoptotische Signalweg bei
entsprechender Aktivierung initiiert wird, welcher langsamer und weniger effektiv ablauft

als bei Zellen ohne 7P53 Mutation [148].

Die Zelllinie A172 hat einen methylierten MGMT Promotor und zeigt somit keine MGMT
Expression. Daher ist die Zelllinie A172 TMZ sensibel [126, 128, 131, 153]. Interessant ist,
dass die Uberexpression der isa-miR-149-3p eine Apoptose Steigerung auch in der Zelllinie
A172 verursacht. Dies legt in der Tat nahe, dass die Apoptosesteigerung durch die
Uberexpression von hsa-miR-149-3p nicht abhiingig von MGMT geschieht. Die Ergebnisse
verdeutlichen die molekulare Heterogenitéit und das unterschiedliche biologische Verhalten
von etablierten Glioblastomzelllinien. Nur in der Zelllinie T98G fiihrte die Uberexpression
der hsa-miR-149-3p im Vergleich zu den kontrolltransfizierten Zellen zu einer signifikanten

Reduktion der Zellvitalitit.

4.6 Die miRNA hsa-miR-149-3p und ihre Rolle in Tumoren

Das hsa-miR-149-3p Gen ist auf dem Chromosom 2 intronisch im Glypican-1 (GPC1) Gen
lokalisiert [154, 155]. Durch die intronische Lokalisation der hsa-miR-149-3p erfolgt die
Biogenese liber einen alternativen Weg, bei dem aus einem mitron eine miRNA resultiert
[82]. Okato et al. zeigten 2017, dass die hsa-miR-149-3p ebenfalls am Ago2 Protein bindet
und somit Teil eines RISC Komplex ist [156]. Zahlreiche wissenschaftliche Publikationen
haben sich mit Effekten der hsa-miR-149-3p in unterschiedlichen Tumorarten beschéftigt
(Abb. 18).
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Abb. 18: Die onkogene und tumorsuppressive Wirkung der hsa-miR-149-3p ist abhingig von der
Tumorentitit.

Ubersicht iiber sa-miR-149-3p regulierte Zielgene mit einer in vitro oder in vivo nachgewiesene Wirkung in
unterschiedlichen Tumoren. Hsa-miR-149-3p beeinflusst die Apoptose, das Wachstum, die Invasion, die
Proliferation und die Migration in Magen-, Pankreas-, Cervix-, Prostata-, Nierenzell-, Endometrium-,
Harnblasen-, oralen Plattenepithel- und kolorektalen Karzinomen (CA) sowie in Neuroblastomen, malignen
Melanomen, Chordomen und Leukdmien. Die jeweiligen Zielgene, tiber die die Asa-miR-149-3p ihre Wirkung
entfaltet, konnen in verschiedenen Tumoren variieren. Zusédtzlich ist ersichtlich, dass Asa-miR-149-3p in
Abhingigkeit von der jeweiligen Tumorentitéit eine onkogene oder eine tumorsuppressive Wirkung entfalten
kann. Beispielsweise wirkt die hsa-miR-149-3p in Pankreaskarzinomen tumorsuppressiv, wéhrend iiber das
gleiche Zielgen im Zervixkarzinom eine anti-apoptotische Wirkung nachgewiesen werden konnte. Genauere
Erklarungen sind dem FlieBtext zu entnehmen. (GPC1: Glypican-1, FOXM1: forkhead box MI, PLK-1:
Polo-like kinase 1, HOXBS: homeobox protein Hox-B8, GSK3a: Glykogensynthase-Kinase 3a, Mcl-1:
induced myeloid leukemia cell differentiation protein) [135, 141, 155, 156, 160-163, 165-170, 173]

Jin et al. zeigten 2011 in Experimenten mit Melanomzellen in vitro und ex vivo die
anti-apoptotische Wirkung der hsa-miR-149-3p [155]. Die Regulation der miRNA
Expression erfolgt in diesen Zellen durch direkte Bindung des Proteins p53 an das GPCI.
Hierbei flihrt eine erhohte Konzentration von p53 im Rahmen der Endoplasmatisches
Retikulum (ER)-Stressantwort zu einer erhohten Konzentration von hsa-miR-149-3p. Die
miRNA inhibiert dann die Glykogensynthase-Kinase 3o (GSK3a), welche dann nicht mehr
das Induced myeloid leukemia cell differentiation protein (Mcl-1) hemmen kann. Die
vermehrte Mcl-1 Expression fiihrt zu einem hoheren Zelliiberleben durch eine geringere
Apoptoserate [155]. Weiterfiihrende Untersuchungen zeigten, dass hsa-miR-149-3p als
Biomarker zur Erkennung von Melanomen herangezogen werden kann, da hsa-miR-149-3p
als Teil einer drei-miRNA-Signatur eine prizisere Diagnosestellung ermoglicht [157]. Auch

in anderen Tumoren wurde die Expression von Asa-miR-149-3p als molekularer Marker
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beschrieben. In Ovarialkarzinomen ermdglicht das Expressionsniveau der hsa-miR-149-3p
eine Einschétzung der Prognose. Je hoher die Expression dieser miRNA im Peritoneum von
Ovarialkarzinompatientinnen ist, desto kiirzer das Patienteniiberleben [158]. Eine weitere
onkogene Wirkung von hsa-miR-149-3p lie§3 sich in T-Zell akuten lymphatischen Leukdmie
(T-ALL) Zelllinien darstellen [141]. Hsa-miR-149-3p hemmt die Expression von JunB und
eine negative Korrelation zu p21 wurde nachgewiesen. Diese Effekte fiihrten zu einem
schlechteren Ansprechen der Tumorzellen auf die T-ALL Therapie in vitro. Die
Transfektion mit hsa-miR-149-3p fiihrte zusitzlich zu einer Erthohung der Proteinexpression
von CyclinD1, 4EBP1 und p70s6k in T-ALL Zelllinien [141]. In Neuroblastom- und in
Zervixkarzinomzelllinien konnten Zielgene der Asa-miR-149-3p  experimentell
nachgewiesen werden [135]. Uber die Inhibierung der Aktl und E2F1 Expression auf
Transkript und Proteinebene konnten pro-apoptotische Effekte nachgewiesen werden [135].
Bei Patienten mit einem hepatozelluliren Karzinom ist eine hohe hsa-miR-149-3p
Expression ein prognostisch giinstiger Faktor [159]. Das Protein PARP-2 wird durch
Expression von hsa-miR-149-3p reguliert und eine Inhibierung der PARP-2 Expression
fithrte zu einem besseren Ansprechen auf die Radio- und Chemotherapie in Tumoren in vivo
[159]. In Prostatakarzinomen resultierte die onkogene Wirkung aus der Inhibierung des
DAB21P Proteins durch eine iiberexprimierte hsa-miR-149-3p, wodurch es zu einer

Forderung des Tumorwachstums und der Tumorinvasion kam [160, 161].

Die Effekte einer miRNA konnen abhidngig von der Tumorentitdt sehr unterschiedlich und
gegensdtzlich ausfallen. Bisher wurde hier die onkogene Wirkung der hsa-miR-149-3p
beschrieben, allerdings konnten auch zahlreiche tumorsuppressive Effekte der
hsa-miR-149-3p nachgewiesen werden. In Magen- und kolorektalen Karzinomen zeigte sich
diese miRNA als zellzyklus-, zellmigrations- und zellinvasionshemmend sowie als
Apoptose-induzierend [162, 163]. In Magentumoren wurde das Protein Wnt-1 als
Zielstruktur von hsa-miR-149-3p identifiziert und die lange nicht-kodierende RNA
(IncRNA) Zinc finger E-box-binding homeobox 1 Antisense RNA 1 (ZEB1-ASl) als
hsa-miR-149-3p regulierend [162, 163]. Bei kolorektalen Tumoren erwies sich das Protein
Homeobox protein Hox-BS (HOXBS) als durch hsa-miR-149-3p reguliert und die IncRNA
MAFG-ASI hsa-miR-149-3p regulierend [164]. Die HOXB Proteinfamilie zeigte auch in
Endometriumkarzinomen eine Interaktion mit [165]Ahsa-miR-149-3p iber den Wnt/B-catenin
Signalweg eine Hemmung des Zellzyklus, der Zellmigration und der Zellinvasion bewirkt

[165]. Der Effekt der hsa-miR-149-3p wurde auch in Chordomen als tumorsuppressiv

66



4 Diskussion

vermutet, da die Expression von hsa-miR-149-3p verglichen mit der in nicht tumords
veranderter Chorda dorsalis vermindert ist [166, 167]. Viele potenzielle Zielgene im
mitogen-activated protein-Kinase-Weg (MAP-Kinase-Weg) wurden in Chordomen
aufgedeckt, welche den tumorsuppressiven Effekt erkldren kdnnten. Als in vitro gesichertes
Zielgen stellte sich zusitzlich das Smad3 Protein heraus. Eine Uberexpression von
hsa-miR-149-3p fiihrte zu einer pro-apoptotischen, zellinvasions-, zellvitalitdts-, und
zellmigrationshemmenden Wirkung iiber die Herunterregulierung des Smad3 Proteins [166,
167]. Auch im Nierenzellkarzinom zeigte die hsa-miR-149-3p eine tumorsuppressive
Wirkung durch Inhibierung der Zellinvasion und -migration durch Regulation von Forkhead
box M1 (FOXM]I) [156]. Shin et al. zeigten 2017 wie die hsa-miR-149-3p mittels Bindung
an die 3'-UTR der Polo-like kinase I (PLK-1) einen apoptotischen Effekt in verschiedenen
Tumorarten verursacht [168]. Ebenfalls spannend ist die Publikation von Si et al. 2017, bei
der durch das Phytotherapeutikum Dioscin eine Hochregulation der hsa-miR-149-3p
hervorgerufen werden konnte [169]. Uber diese vermehrte Asa-miR-149-3p Expression
zeigte sich mittels direkter Bindung der miRNA an die Ak#/ mRNA ein pro-apoptotischer
Effekt, der in zwei humanen Pankreastumorzelllinien in vivo nachgewiesen werden konnte
[169]. In oralen Plattenepithelkarzinomen wurde durch die negative Regulierung von Akz2
durch Asa-miR-149-3p eine Inhibierung der Tumorzellproliferation erreicht, wodurch sogar
eine chemotherapeutische Sensibilisierung zu 5-Fluorouracil erreicht werden konnte [170].
Bei Versuchen mit Osophaguskarzinomzelllinien lieB sich experimentell nachweisen, dass
die Uberexpression der hsa-miR-149-3p die Cisplatin-Sensitivitit iiber die direkte
Hemmung der DNA Polymerase 3 erhoht [171]. Einen Effekt von hsa-miR-149-3p auf die
Cisplatin-Sensitivitit in Kolonkarzinomen wiesen Liu et al. nach [172]. Dabei konnte das
Protein Methyltransferase-like 1 (METTL1) die Cisplatin-Sensitivitdt erhdhen, in dem es
hsa-miR-149-3p hochregulierte. Durch diese Uberexpression von hsa-miR-149-3p kam es
wiederrum zur Inhibierung der S100A4/p53-Achse [172]. In Harnblasentumoren zeigte
hsa-miR-149-3p einen inhibitorischen Effekt auf die Zellproliferation, -migration
und -invasion durch direkte Regulation des S7/0044 Gen [173].Zusétzlich bedeutsam ist
hierbei, welche Faktoren die Expression der hsa-miR-149-3p beeinflussen. Das
Phytotherapeutikum Dioscin als hsa-miR-149-3p expressionsfordernd wurde soeben bereits
thematisiert [ 169]. Auch wurde das Antiarrhythmikum Chinidin, ein Kalium-Kanal-Blocker,
bereits als hsa-miR-149-3p expressionsfordernd in Glioblastomzelllinien nachgewiesen

[174].
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Die oben genannten mannigfaltigen Effekte der hsa-miR-149-3p zeigen klar, dass die
zelluldren Effekte dieser miRNA von der jeweiligen Tumorgart abhédngig ist. In der hier
vorliegenden Arbeit konnte durch funktionelle in vitro-Analysen erstmalig gezeigt werden,

dass die miRNA &sa-miR-149-3p eine pro-apoptotische Wirkung in Glioblastomzellen hat.

4.7 Schlussfolgerungen

Im Rahmen dieser Arbeit konnte mit hsa-miR-149-3p eine neue, bisher nicht als
MGMT-regulierend beschriebene miRNA identifiziert werden, die die MGMT Expression
auf Transkript- und Proteinebene in Glioblastomzellen beeinflusst. Die Regulation der
MGMT Expression erfolgt dabei durch eine direkte Bindung der miRNA an die 3"-UTR von
MGMT. Ein Effekt der hsa-miR-149-3p Uberexpression auf die TMZ-Resistenz von
Glioblastomzellen war allerdings weder in dieser Arbeit noch in anderen Publikationen
experimentell nachzuweisen. Jedoch wirkte die alleinige Uberexpression dieser miRNA in

Glioblastomzellen pro-apoptotisch.
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