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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Biogenese und Funktion von microRNA-Molekiilen

MicroRNAs (miRNAs) sind kurze, nicht-kodierende RNA-Molekile einer L&dnge von
21-24 Nukleotiden (nt). Sie regulieren die Genexpression, indem sie an
komplementare Erkennungssequenzen im 3‘-untranslatierten Bereich (3-UTR)
spezifischer mRNAs binden und damit deren Degradation bzw. eine Inhibition deren
Translation bewirken [82]. Im Menschen sind bislang mehr als 1000 konservierte
miRNAs bekannt, wobei eine individuelle miRNA eine groBe Anzahl verschiedener
Ziel-mRNAs beeinflussen kann. Man geht davon aus, dass etwa ein Drittel aller
humanen Transkripte durch miRNAs reguliert wird [55].

Die Synthese von miRNAs in eukaryotischen Zellen ist in mehrere
Prozessierungsschritte unterteilt (siehe Abb. 1): Im Zellkern transkribiert die RNA-
Polymerase Il eine priméare miRNA (pri-miRNA). Diese hat eine GréBe von 200 nt bis
zu mehreren Kilobasen und wird durch das Enzym Drosha, eine dsRNA-spezifische
RNase lll, in die Vorlaufer-miRNA (pra-miRNA) gespalten. Die Vorlaufer-miRNA ist
ca. 60 nt groB, besitzt eine Haarnadelstruktur sowie einen 2 nt langen Uberhang an
ihrem 3’-Ende, der fir den Transport in das Zytoplasma wichtig ist. Die Vorlaufer-
miRNA wird GTP-abhangig mittels Exportin-5 in das Zytoplasma transportiert. Im
Zytoplasma erfolgt eine Hydrolyse des GTPs, wodurch die prd-miRNA freigesetzt
und durch die Endoribonuklease Dicer geschnitten wird. Es entsteht eine reife ca. 21-
24 nt lange miRNA in Form eines miRNA:miRNA*-Doppelstranges [82,9]. Der
energetisch stabilere miRNA-Strang wird in den ,RNA Induced Silencing Complex*
(RISC) integriert wahrend der instabilere Strang degradiert wird [58,33]. RISC ist ein
RNA-Protein-Komplex, der unter anderem aus RNA-Helikasen und den Proteinen
Argonaute 2, Dicer und ,trans-activation-responsive RNA binding protein“ (TRBP)
besteht [76,75,15]. Die in den RISC gebundene reife miRNA bindet Gber Watson-
Crick-Basenpaarung an den 3‘-UTR der komplementaren mRNA. Es handelt sich
dabei um eine partielle Komplementaritat von 2-8 Basen zwischen miRNA und Ziel-
mRNA [56]. Je nach Grad der Komplementaritat wird die Ziel-mRNA degradiert
(vollstandige Komplementaritat) oder die Translation wird inhibiert (imperfekte
Komplementaritat) [9].
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Abb. 1: Schematische Darstellung der miRNA-Prozessierung. Im Zellkern wird die pri-miRNA
transkribiert und durch Drosha in die pra-miRNA prozessiert. Die pra-miRNA wird mittels Exportin in
das Zytoplasma transportiert und durch Dicer enzymatisch in einen miRNA:miRNA*-Doppelstrang
umgewandelt. Die reife miRNA wird in den RISC integriert und bindet an die komplentére Ziel-mRNA.

1.2. Beeinflussung von miRNA-Wirkungen durch 3‘-UTR-Varianzen der Zielgene

Eukaryotische mRNA-Molekile sind aufgebaut aus einer 7-Methylguanosin-Gruppe
am 5‘-Ende, einem 5-UTR, einer Protein-kodierenden Sequenz und einem 3‘-UTR,
der zwischen dem Stoppkodon und der Poly(A)-Sequenz am 3‘-Terminus der mRNA
lokalisiert ist (siehe Abb. 2) [62].

Start Stop

m7GpppN kodierende Region AAAAAAAAA
— —

5UTR F-UTR

Abb. 2: Schematische Darstellung des Aufbaus von mRNAs. Eukaryotische mRNAs bestehen aus
einem 5-UTR mit einer Methylguanosin-Gruppe (m7GpppN) am 5-Ende, einer Protein-kodierenden
Sequenz (lokalisiert zwischen Start- und Stoppkodon) und einem 3'-UTR mit nachfolgender Poly(A)-
Sequenz.

Es ist bekannt, dass die 3*-UTR-Lange verschiedener Transkripte von einigen Basen
bis zu mehreren Kilobasen variiert. Die Auswirkungen unterschiedlicher 3*-UTR-
Langen auf die mRNA- und Proteinexpression sind bislang nur wenig verstanden
[99]. Neuere Studien zeigen, dass durch 3-UTR-Varianzen die Wirkungen von
miRNAs differenziell beeinflusst werden: Transkripte mit kirzerem 3“-UTR weisen
weniger miRNA-Bindestellen auf, wodurch die mRNA-Stabilitdt und die

Proteinexpression erhdht werden kdénnen [86,78]. Die 3‘-UTR-Lénge eines Gens
2
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kann durch alternatives SpleiBen oder alternative Polyadenylierung variiert werden
[16,79,61,74].

1.2.1. Alternatives SpleiB3en

Die transkribierte pra-mRNA enthélt neben den Protein-kodierenden Sequenzen
reifer mRNA-Moleklle (Exons) auch Bereiche, welche nicht translatiert werden und
durch SpleiBen entfernt werden missen (Introns). Dabei bindet ein sogenanntes
SpleiBosom, ein  Komplex aus Ribonukleoproteinen, an  spezifische
Nukleotidsequenzen an den Enden der Introns, wodurch die pra&-mRNA geschnitten
wird, die Introns freigesetzt werden und die Exons miteinander verbunden werden
[85].

Eine groBe Anzahl humaner Gene wird durch Verknlpfung verschiedener Exons
alternativ gespleit, wodurch mRNA-Isoformen mit unterschiedlicher Lange
entstehen, die die mRNA-Stabilitat sowie die Proteindiversitat beeinflussen [40,11]. In
einer Studie konnte gezeigt werden, dass 74% der alternativen SpleiBvorgéange die
Proteinexpression beeinflussen, 22% treten im 5-UTR auf und nur 4% kommen im
3-UTR vor, woraus sich folgern lasst, dass mehr Exons in Protein-kodierenden
Bereichen vorhanden sind als in den UTRs [64]. Dennoch wurde in verschiedenen
Untersuchungen gezeigt, dass alternatives SpleiBen zu mRNA-Isoformen fiihrt, die
sich in der Lange ihrer exprimierten 3‘-UTRs unterscheiden: Lupus erythematodes-
Patienten exprimieren beispielsweise durch alternatives SpleiBen ein verkirztes
Transkript der Zeta-Kette des T-Zell-Rezeptors [16]. In  humanen
Lungenkarzinomzellen sowie in immortalisierten Keratinozyten fahrt alternatives
SpleiBen zu der Entstehung dreier Isoformen des Parathormon-verwandten Proteins
(PTHrP) [79]. Die Expression alternativer 3‘-UTR-Varianten nimmt dabei Einfluss auf
die mRNA-Stabilitat [79,16].

1.2.2. Alternative Polyadenylierung

Ein weiterer Prozessierungsmechanismus, der die 3‘-UTR-Lange bestimmt, ist die
Polyadenylierung. Im 3-UTR der mRNA ist 10-30 Nukleotide vor der spateren

3
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Spaltstelle ein Sequenzmotiv lokalisiert, das als Polyadenylierungssignal dient [18].
Das haufigste Sequenzmotiv ist ,AAUAAA®. Bioinformatische Analysen konnten
zeigen, dass auch andere Polyadenylierungssignale vorhanden sind, die sich von
dem ,AAUAAA“-Motiv jedoch nur um ein Nukleotid unterscheiden und seltener
verwendet werden [29]. An das Polyadenylierungssignal lagert sich ein
Multienzymkomplex an, der aus ,cleavage and polyadenylation specificity factor*
(CPSF), ,cleavage factors” Im und lim (CF Im, CF IIm), ,cleavage stimulation factor”
(CstF) und Poly(A)-Polymerase besteht. Durch die Bindung des Proteinkomplexes an
das Polyadenylierungssignal wird die pra-mRNA endonukleolytisch gespalten und es
entsteht ein neues 3’-Hydroxy-Ende, an das in der folgenden Polyadenylierungs-
reaktion ein Poly(A)-Schwanz mit einer Lange von ca. 200-300 Adenylatresten
angeflgt wird [18].

Viele eukaryotische mRNAs enthalten alternative Polyadenylierungsstellen, die je
nach Lokalisation die Genexpression differenziell beeinflussen: Alternative
Polyadenylierungsstellen in Introns oder Exons kénnen zu Veranderungen der
kodierenden Sequenz der mRNA und dadurch zu einer Expression verschiedener
Proteinisoformen flhren. Die Lokalisation der Signale im 3-UTR der mRNA
ermoéglicht die Entstehung von Transkriptvarianten mit unterschiedlicher 3‘-UTR-
Lange, die sich in ihrer Stabilitdt und Translationseffizienz unterscheiden kénnen
[23,24]. In verschiedenen humanen Krebszelllinien wurde gezeigt, dass durch
alternative Polyadenylierung die mRNAs von IGF2BP1 (,insulin-like growth factor 2
mRNA binding protein 1), Cyclin D1 und Cyclin D2 mit einem verkirzten 3*-UTR
exprimiert werden. Die 3-UTR-Verkirzung dieser mRNAs geht mit einer erhdhten
Transkriptstabilitdt und einer gesteigerten Proteinexpression einher [61]. Eine
alternative Polyadenylierung fihrt beispielsweise auch zur Expression von zwei
Cyclooxygenase-2-Transkripten mit differenziellen 3*-UTR-Langen, wobei die kirzere
mRNA-Variante eine erhéhte Stabilitat aufweist [74].

In der vorliegenden Arbeit wurde an zwei Beispielen aus unterschiedlichen klinischen
Bereichen untersucht, wie durch alternatives SpleiBen und durch alternative
Polyadenylierung die miRNA-vermittelte Regulation von Transkripten differenziell
beeinflusst werden kann und welche klinischen Implikationen dies haben kénnte.
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1.3. Einfluss alternativen SpleiBens auf die Kortikosteroid-Insuffizienz bei

Sepsis

Die Sepsis ist eine komplexe systemische Immunreaktion, die durch eine Invasion
pathogener Keime ausgeldst wird. Grundsatzlich ist diese Immunreaktion zur
Keimabwehr notwendig, jedoch kommt es im klinischen Syndrom einer Sepsis zu
pathologischen Entgleisungen: Sowohl eine massive Uberaktivierung der
Immunzellen als auch eine Immunsuppression treten auf, was zu lebensgefahrlichen
Organdysfunktionen mit einer Letalitat bis zu 50% fuhrt [21,31,98]. Als wesentliche
Ausléser der Sepsis gelten Pathogen-assoziierte molekulare Muster, konservierte
mikrobielle Strukturen, die von ,Pattern-Recognition®-Rezeptoren des angeborenen
Immunsystems erkannt werden [98,31]. Durch die Bindung der pathogenen Molekile
an die Rezeptoren werden diese aktiviert und es folgt eine Hochregulation co-
stimulierender Molekile auf Antigen-prasentierenden Zellen sowie eine Aktivierung
von neutrophilen Granulozyten und Makrophagen [87]. Die initiale Phase der Sepsis
ist mit einer Aktivierung von Typ 1 T-Helfer-Zellen (Th1) verbunden, wodurch
verstarkt proinflammatorische Zytokine, wie Interleukin-2 (IL-2), Interferon y (IFNy)
und Tumornekrosefaktor a (TNFa), sezerniert werden [38]. Im Verlauf der Sepsis
wird die primare hyperinflammatorische Antwort durch eine antiinflammatorische,
immunsuppressive Phase abgeldst, die als ,Compensatory Anti-inflammatory
Response-Syndrom® (CARS) bezeichnet wird. Diese Phase ist gekennzeichnet durch
eine verminderte Expression proinflammatorischer Zytokine, eine verringerte
Lymphozyten-Proliferation, eine reduzierte Aktivitat von T-Zellen und Makrophagen
sowie eine zunehmende Apoptoserate von Lymphozyten und neutrophilen
Granulozyten [87,38,1]. In dieser Phase werden vermehrt Typ 2 T-Helfer-Zellen (Th2)
aktiviert, die antiinflammatorische Zytokine (z. B. IL-4 und IL-10) freisetzen [38].

Als eine adjuvante TherapiemaBnahme bei Sepsis findet die niedrigdosierte Gabe
von Hydrokortison haufig Verwendung [5,4]. Wéahrend eine Hochdosistherapie mit
Glukokortikoiden aufgrund einer hohen Rate an Nebenwirkungen schon frih als
kontraindiziert erkannt wurde, konnten fir eine niedrigdosierte kontinuierliche Gabe
von Hydrokortison in klinischen Studien gunstige Effekte gefunden werden [83,14].
Die immunmodulatorischen Wirkungen von Hydrokortison sind vielféltig und nicht
vollstandig geklart. Es ist jedoch anzunehmen, dass bei der niedrigdosierten Gabe
von Glukokortikoiden genomische Effekte mit Wirkung Gber die Regulation der
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Transkription inflammationsrelevanter Gene gegeniiber den nicht-genomischen,
rasch einsetzenden Wirkungen der Hochdosistherapie tUberwiegen [73].

Neben der Wirkung auf homdostatische Prozesse nehmen Glukokortikoide Einfluss
auf das Immunsystem [60,17,96]. Sie inhibieren die Zytokinsekretion (IL-2, IL-6, IL-8,
IL-4, IL-10, TNFa, IFNy), die Proliferation von T-Helfer-Zellen (Th1 und Th2) und die
Expression von Molekilen, die an Zell-Zell-Interaktionen und der Migration von
T-Zellen beteiligt sind [13,26,19,6]. Die zelluldren Wirkungen der Glukokortikoide
werden durch die Bindung an den Glukokortikoidrezeptor (GR) vermittelt, einen
Steroidhormonrezeptor, der zur Familie der nuklearen Rezeptoren zahlt [57].

Im Menschen wurden zwei verschiedene SpleiBvarianten des GRs (a- und B-Form)
beschrieben, die sich hauptsachlich durch die Expression verschieden langer
3'-UTR-Varianten unterscheiden (siehe Abb. 3).

5 _UTR 3 UTR

— r : 1
kodierende Region :

GRo-mRNA — Exon 18 (2333 ni) | Exon 9 (2505 nt) | Exon9B (1480 nt)

5-UTR FUTR

— f . 1
GRE-MRNA —  ‘Erona's (aoommt Exon9p (1480 nt) |

Spleilistelle
B-Form

Abb. 3: Alternatives SpleiBen fiihrt zu zwei GR-Isoformen. GRa entsteht durch das Splei3en von
Exon 8 mit Exon 9. Die GRa-mRNA besteht aus einer 2333 nt langen kodierenden Region und einem
3-UTR von 3985 nt Lange. Bei GRB wird Exon 8 mit einer strangabwarts gelegenen Region von Exon
9 verknipft, wodurch eine mRNA mit einer verkirzten kodierenden Region (2228 nt) und einem
kirzeren 3-UTR (1480 nt) entsteht.

GRa entsteht durch das Zusammenfiigen von Exon 8 mit Exon 9 und exprimiert
einen 3985 nt langen 3-UTR. GRa kodiert fir ein Protein von 777 Aminosauren
Lange, das mit hoher Affinitdt  Glukokortikoide bindet und die
immunsuppressiven und antiinflammatorischen Wirkungen vermittelt. Bei GRB wird
Exon 8 mit strangabwarts gelegenen Bereichen von Exon 9 verknipft, wodurch ein
stark verkirzter 3*-UTR entsteht. Das GRB-Protein ist 35 Aminoséauren kirzer als das
GRa-Protein, ist nicht zur Ligandenbindung beféhigt und hat eine dominant negative
Wirkung, d. h. es hemmt die Aktivitdt der a-Form [66,30,65]. In verschiedenen
Tumorzelllinien (z. B. HeLa S3 und CEMC7) sowie in humanen neutrophilen
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Granulozyten wurde gezeigt, dass GRp in wesentlich geringeren Mengen exprimiert
wird als GRa [95,88,71,54].

In Zellen ist GRa im Zytoplasma lokalisiert und liegt als Multiproteinkomplex
gebunden an Chaperone (z. B. Hsp90-Protein) vor. Nach der Diffusion der
Glukokortikoide durch die Zellmembran binden diese an den GRa-Proteinkomplex. In
Folge der Bindung kommt es zur Konformationsanderung von GRa, zur Dissoziation
der Chaperone sowie zur nuklearen Translokation des Rezeptors. Im Zellkern bilden
sich aktive GRa-Dimere, die die Genexpression beeinflussen (siehe Abb. 4) [65,30].
Dabei wird unterschieden zwischen direkter und indirekter Regulation: Die direkte
Regulation erfolgt durch die Bindung der Rezeptor-Dimere an ,glucocorticoid
response elements® (GRE) bzw. ,negative glucocorticoid response elements®
(nGRE), wodurch die Genexpression initiiert bzw. inhibiert wird. Bei der indirekten
Regulation wird die Genexpression durch die Interaktion von GRa-Dimeren mit
anderen Transkriptionsfaktoren, wie NF-kB (Nuklearer Faktor kB), NFAT (Nuklearer
Faktor von aktivierten T-Zellen) und AP-1 (Aktivatorprotein-1), beeinflusst [3,65]. Die
Aktivitat von GRa kann kompetitiv durch die B-Form gehemmt werden (siehe Abb. 4)
[66].

A

B hspod
B ——— s
- spad Bindung hapd0
Glukokorikoide
lﬁktivierung
- g o
hspd0

l Translokation .
-

Dimerisierung Po Pp
@ — ﬁ &\ —  (Genexpression

Abb. 4: Schematische Darstellung des GR-Signalweges (modifiziert nach [65]). GRa bindet im
Zytoplasma  Glukokortikoide, wodurch der Rezeptor aktiviert wird. Es kommt zur
Konformationsénderung von GRa, zur Dissoziation von Hsp90 sowie zur Translokation in den
Zellkern. GRa dimerisiert dort und reguliert die Expression von Zielgenen. Die Rezeptor-Dimerisierung
und die Beeinflussung der Genexpression kénnen durch die GRB-Form gehemmt werden.
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Eine betrachtliche Anzahl von Sepsis-Patienten weist eine primare oder nach
Therapie erworbene Insensitivitat auf Glukokortikoide auf, die sich auf den weiteren
Verlauf der Erkrankung unglnstig auswirkt und deren Ursachen bislang nur
unzureichend geklart sind. Zur Bezeichnung dieses komplexen klinischen Syndroms
wurde im Rahmen der Konsensuskonferenz des ,American College of Chest
Physicians® und der ,Society of Critical Care Medicine” der Begriff ,Critical iliness-
related corticosteroid insufficiency” (CIRCI) eingeftihrt [59].

Moégliche molekulare Mechanismen, die zu der Entstehung einer priméaren
Glukokortikoidresistenz beitragen, sind Mutationen, Deletionen und Polymorphismen
in funktionell wichtigen Bereichen des GRs [41,37,91,77]. Die Mechanismen zur
Entwicklung einer sekundaren nach Therapie erworbenen Resistenz sind nicht
geklart und werden derzeit kontrovers diskutiert: Es wird vermutet, dass die Aktivitat
der a-Form durch eine gesteigerte GRB-Expression gehemmt wird und somit eine
Insensitivitat auf Glukokortikoide entstehen kénnte [48,80]. Andere Arbeitsgruppen
konnten die Beziehung zwischen GRB und Steroid-Insuffizienz nicht bestatigen,

sodass dieser Mechanismus noch genauerer Aufklarung bedarf [32,90].

1.3.1. Zielsetzung 1

Die Rolle der GR-Isoformen GRa und GRp in humanen T-Zellen und der molekulare
Mechanismus ihrer differenziellen Expression ist bislang ungeklart. In der
vorliegenden Arbeit sollte sowohl das Expressionsprofil der GR-SpleiBBvarianten, als
auch die Wirkung von GRB auf Hydrokortison-vermittelte Effekte in humanen
T-Lymphozyten untersucht werden. Da sich beide Isoformen vorwiegend in ihrem
3-UTR unterscheiden, wéare eine SpleiBvarianten-spezifische Regulation durch
miRNAs sowie eine daraus resultierende Entstehung einer Glukokortikoidresistenz

denkbar. Diese Hyothese sollte in der vorliegenden Arbeit validiert werden.
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1.4. Einfluss alternativer Polyadenylierung auf die Chemoresistenz bei
Glioblastomen

Gliome sind intrakranielle Tumore astrozytdren, oligodendroglialen oder
ependymalen Ursprungs und machen rund 70% aller Hirntumore aus. Der haufigste
und aggressivste maligne Gehirntumor, der zu der Gruppe der astrozytaren Gliome
zahlt, ist das Glioblastom (GBM) [68]. GBM werden in zwei Gruppen unterteilt:
Primare GBM entstehen de novo ohne das Vorhandensein maligner Vorstufen,
sekundare GBM entstehen aus niedrig malignen Gliomen [72,70]. Die Inzidenz eines
GBM wird mit 2-3 Neuerkrankungen auf 100.000 Einwohner pro Jahr angegeben,
wobei geringfligig mehr Manner als Frauen an einem GBM erkranken [67]. Die
klinische Prognose der GBM-Patienten bleibt trotz aggressiver multimodaler
Behandlungsstrategien weiterhin sehr unginstig: Die meisten Patienten sterben
innerhalb eines Jahres nach Diagnosestellung, die finf-dahres
Uberlebenswahrscheinlichkeit ~ betragt  weniger als 3% [69,68]. Hohe
Proliferationsraten und frihzeitige diffuse Invasion einzelner Gliomzellen in das
umgebende gesunde Hirngewebe sowie eine ausgepragte Strahlen- und
Chemotherapieresistenz der Tumorzellen sind wesentliche Ursachen flir den fast
immer letalen Ausgang der Erkrankung [97].

Der Einsatz von Temozolomid (TMZ) in Kombination mit einer Radiotherapie stellt
den einzig relevanten Fortschritt dar, der in der Therapie von GBM beziglich
Progression und Uberleben im letzten Jahrzehnt erzielt werden konnte. Es wurde
gezeigt, dass eine konkomitante und adjuvante Chemotherapie mit TMZ, im
Vergleich zu einer alleinigen Strahlentherapie, das mediane Uberleben der GBM-
Patienten um 2,5 Monate auf 14,6 Monate erhdhte [89].

TMZ ist ein alkylierendes Zytostatikum, das bei einem physiologischen pH-Wert
spontan zu aktivem 3-Methyl-Triazen-1-yl-Imidazol-4-Carboxamid (MTIC) hydrolysiert
wird. MTIC reagiert mit der DNA und fiihrt zur Methylierung der O°- und N’-
Positionen der Base Guanin. Aufgrund fehlerhafter Basenpaarungen generiert O°-
Methylguanin Einzel- und Doppelstrangbriiche in der DNA und induziert dadurch
apoptotische Signalwege [7,2]. So wurde in TMZ-behandelten U87MG-Gliomzellen
eine erhbéhte Expression der pro-apoptotischen Proteine Calpain, Caspase-3 und

Bax (Bcl-2-assoziiertes Protein X) gefunden [20].
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Das DNA-Reparaturenzym O°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) wird
ubiquitar in humanen Zellen exprimiert und repariert DNA-Schaden, die durch
mutagene Umwelteinflisse oder endogene Stoffwechselprodukte entstehen [27,44]:
Aktives MGMT erkennt Of-Methylguanin und spaltet die Methylgruppe an der O°-
Position ab, wodurch natives Guanin wiederhergestellt wird und keine DNA-
Strangbriiche mehr entstehen. In Folge der irreversiblen Bindung der freigesetzten
Methylgruppe an Cysteinreste von MGMT wird das Enzym selbst inaktiviert,
ubiquitinyliert und proteolytisch degradiert (siehe Abb. 5). Zur Aufrechterhaltung des
zellularen Schutzmechanismus muss MGMT von den Zellen neu synthetisiert werden
[35,84].
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N & HS—CH,—CH  aktives MGMT
I N NH, 2 |
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0O%-Methylguanin L/fZCOOH
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- @—s —CH—CH  inaklives
/

H
N7 TNH, MGMT
4R co

Guanin COOH

Abb. 5: DNA-Reparaturmechanismus von MGMT (modifiziert nach [35]). Aktives MGMT spaltet
die Methylgruppe an der O°-Position von O°-Methylguanin ab und geht mit der freigesetzten
Methylgruppe eine irreversible Bindung ein, wodurch MGMT inaktiviert wird.

Verschiedene Studien haben gezeigt, dass MGMT zytotoxische Effekte von
Chemotherapeutika, wie TMZ, neutralisiert: So bilden beispielsweise MGMT-
Uberexprimierende CHO (,Chinese hamster ovary“)-Zellen Resistenzen gegenliber
alkylierende Chemotherapeutika aus [45]. In humanen Tumorzelllinien fihrt die
Inhibierung von MGMT zu einer erh6hten Sensitivitat auf TMZ-Behandlung, d. h. die
durch Chemotherapie entstandenen DNA-Schaden werden nach MGMT-Inhibierung
nicht mehr repariert. Eine hohe MGMT-Expression in Tumorzellen geht somit mit
einer schlechteren Ansprechrate der Zellen auf Chemotherapie einher [8].

Als pradiktiver molekularer Marker fir die Effizienz einer Radio-/Chemotherapie mit
TMZ wird der Nachweis der Methylierung des Promotors fir MGMT verwendet. Eine
Hypermethylierung der Cytosine in den Cytosin-phosphatidyl-Guanin (CpG)-Inseln
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innerhalb des MGMT-Promotors fiihrt zu einer Heterochromatisierung des MGMT-
Gens und somit zu einer reduzierten MGMT-Expression [94]. Es ist bekannt, dass
GBM-Patienten mit methylietem MGMT-Promotor besser auf TMZ-Therapie
ansprechen und eine verlangerte Uberlebensrate aufweisen als Patienten mit
unmethyliertem MGMT-Promotor (siehe Abb. 6) [34].

=
~ 70+
=
@
fe]
Q@ :
P methylierter
= MGMT-
% Promotor
@ 304 unmethylierter
O 04 MGMT-
Promotor
104 [P
0 T T T T T T 1
0 6 17 18 24 30 36 42

Monate

Abb. 6: Kaplan-Meier-Uberlebenskurven von GBM-Patienten stratifiziert nach dem MGMT-
Promotormethylierungsstatus (modifiziert nach [34]). Gezeigt ist das Uberleben von GBM-
Patienten, die mit TMZ in Kombination mit einer Radiotherapie behandelt wurden. Die Patienten
wurden stratifiziert nach dem MGMT-Promotormethylierungsstatus. Medianes Uberleben:
unmethyliert: 12,2 Monate; methyliert: 18,2 Monate.

Neuere Studien deuten jedoch darauf hin, dass in etwa 30% der Falle Diskrepanzen
zwischen MGMT-Promotormethylierung und klinischem Verlauf auftreten [25].
Obwohl MGMT-Promotormethylierungsstatus und mRNA-Expression in der Regel
negativ miteinander korreliert sind, wurden in ca. 20% der Falle diskordante
Ergebnisse gefunden: Es konnten Tumore mit methyliertem MGMT-Promotor und
einer hohen MGMT-Expression sowie Tumore mit unmethyliertem MGMT-Promotor
und einer niedrigen MGMT-Expression identifiziert werden. Dabei hatten GBM-
Patienten, unabhangig vom Promotormethylierungsstatus, bei verringerter MGMT-
Expression eine weitaus bessere Prognose. Diese Ergebnisse deuten darauf hin,
dass bei GBM-Patienten eine Therapieentscheidung zugunsten einer Chemotherapie
nicht allein auf der Basis des MGMT-Promotormethylierungsstatus mdéglich ist und
dass posttranskriptionelle Mechanismen vorhanden sein muissen, die zu einer

weiteren Regulation der MGMT-Expression beitragen [51].
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1.4.1. Zielsetzung 2

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe wurden zwei - vermutlich durch alternative
Polyadenylierung entstehende — MGMT-mRNA-Isoformen unterschiedlicher 3-UTR-
Lange identifiziet. Eine differenzielle Regulation der beiden MGMT-
Transkriptvarianten durch miRNAs ware somit denkbar. In der vorliegenden Arbeit
sollte untersucht werden, welche MGMT-Isoformen in GBM exprimiert werden, ob
miRNAs die MGMT-Expression beeinflussen und welche Rolle dies bei der
Entstehung einer Chemoresistenz spielen kdnnte.
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2. Material und Methoden

2.1. Material

2.1.1. Gerate

AGFA Curix 60

Attune™ Acoustic Focusing Cytometer
Brutschrank Function Line

Feinwaage MP 300

Gel Doc 2000

Hera Safe Sterilbank
Kompaktschiittler KS 15 Control mit
Inkubationshaube

Light Cycler 480

Luminometer MicroLumat Plus

Mastercycler gradient
Microplate Reader MRX

Milli-Q Advantage A10 Water System
Mikroskop Modell IB
Mini Trans-Blot Cell

NanoDrop ND-2000
Neon Transfection System
Sub-Cell GT Elektrophorese System

Ultrazentrifuge TGA-50
Vacuum Manifold
Vi-Cell XR Cell Viability Analyzer

Material und Methoden

Agfa-Gevaert N.V., Mortsel, B
Applied Biosystems, Foster City, USA
Heraeus Holding GmbH, Hanau

Chyo Balance Corp., Kyoto, J
Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
USA

Heraeus Holding GmbH, Hanau
Edmund Buhler GmbH, Hechingen

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Berthold Technologie GmbH & Co. KG,
Bad Wildbad

Eppendorf AG, Hamburg

Dynatech Laboratories, Inc., Chantilly,
USA

Merck Millipore, Billerica, USA

Optech Inc., Vaughan, CAN

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
USA

Peqglab Biotechnologie GmbH, Erlangen
Invitrogen GmbH, Darmstadt

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules,
USA

Hemotec, Gellerkirchen, CH

Promega GmbH, Mannheim

Beckman Coulter Inc., Fullerton, USA
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Material und Methoden

Wasserbad SWB 25 Haake Technik GmbH, Vreden
Zentrifuge 5415R Eppendorf AG, Hamburg
Zentrifuge Varifuge 3.0R Heraeus Holding GmbH, Hanau

2.1.2. Chemikalien

Acrylamid Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA

Agar AppliChem GmbH, Darmstadt

Agarose Gel Loading Dye 6x Amresco Inc., Solon, USA

Agarose Serva Tablets Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg

Ampicillin-Natriumsalz AppliChem GmbH, Darmstadt

Ammoniumpersulfat (APS) Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA

Attune™ Focusing Fluid Applied Biosystems, Foster City, USA

Attune™ Wash Solution Applied Biosystems, Foster City, USA

Attune™ 10x Shutdown Solution Applied Biosystems, Foster City, USA

Attune™ Performance Beads Applied Biosystems, Foster City, USA

autoMACS Rinsing Solution Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch
Gladbach

Bio-Rad Protein Assay Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA

Bromphenolblau Electrophoresis Purity  Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA

Reagent

Bovines Serum Albumin (BSA) 100x New England BioLabs Inc., Ipswich, USA

DMEM-Medium Group Ltd, Basel, CH

DMEM-Medium (4,5 g/L Glucose) PAN Biotech GmbH, Aidenbach

DNA Ladder 100 bp Promega GmbH, Mannheim

DNA Ladder 1 kb Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Desoxyribonukleosidtriphosphate Stratagene, La Jolla, USA

(dNTPs)

Doxycyclin Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Dual-Glo Luciferase Assay Sytem Promega GmbH, Mannheim

DY-547-labeled siGLO RISC-Free Dharmacon Inc., Lafayette, USA

Control siRNA
14



Dynabeads® Human T-Activator
CD3/CD28 for cell expansion and
activation

Cy3 dye-labeled Pre-miR Negative
Control

Essigsaure

Ethanol 100% fir Molekularbiologie
Ethidiumbromid

Fotales Bovines Serum (FBS)
FirstChoice RLM-RACE Kit

Geneticin

Glycerol

Glycin

Hank‘sche Lésung ohne Phenolrot
(HBSS)

Hefeextrakt Servabacteria pulverférmig
Hepes

Histopaque 1077

Hydrokortison

Isopropanol

Kaliumchlorid (KCI)
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2POa4)
Kanamycinsulfat

L-Glutamin 200 mM

LightCycler 480 Probes Master
LumiGLO® Reagent and 20X Peroxide

MACS BSA Stock Solution

Magermilchpulver
B-Mercaptoethanol
Methanol

mirVana miRNA Isolation Kit

Material und Methoden

Invitrogen GmbH, Darmstadt

Applied Biosystems, Foster City, USA

Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg

Biochrom AG, Berlin

Applied Biosystems, Foster City, USA
Invitrogen GmbH, Darmstadt
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA
Apotheke Innenstadt Universitat Minchen

Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Pfizer Pharma GmbH, Berlin
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt

AppliChem GmbH, Darmstadt

Biochrom AG, Berlin

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Cell Signaling Technologies, Danvers,
USA

Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch
Gladbach

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Merck KGaA, Darmstadt

Applied Biosystems, Foster City, USA
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3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyl-tetrazoliumbromid (MTT)
Natriumchlorid (NaCl)
Natriumpyruvat
Natriumhydrogenphosphat (Na2HPO4)
Non-essential amino acids (NEAA)
Neon Transfection System 10 pl Kit
Neon Transfection System 100 pl Kit
New England Puffer 2 (10x)

New England Puffer 3 (10x)
Oligo-dT Primer

PageRuler Plus Prestained Protein
Ladder

Pan T Cell Isolation Kit Il, human

Phosphate Buffered Saline (PBS)
PCR-Grade Nuklease-freies Wasser
Penicillin-Streptomycin

PfuUltra Il Polymerse

PfuUltra Il Reaktionspuffer 10x
pmR-ZsGreen1 Vektor

Ponceau S

Pre-miR miRNA Precursor Molecules
Pre-miR miRNA Precursor Negative
Control #1

Protease Inhibitor Cocktail Set 1
psiCHECK™-2 Vektor

Pure Yield Plasmid Midiprep System
QlAamp DNA Mini Kit

QlAprep Miniprep

QuickChange Lightning Site-Directed
Mutagenesis Kit

Random Hexamers

Material und Methoden

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim

Merck KGaA, Darmstadt

PAA Laboratories GmbH, Pasching, A
Merck KGaA, Darmstadt

Biochrom AG, Berlin

Invitrogen GmbH, Darmstadt

Invitrogen GmbH, Darmstadt

New England BioLabs Inc., Ipswich, USA
New England BioLabs Inc., Ipswich, USA
Invitrogen GmbH, Darmstadt

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham,
USA

Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch
Gladbach

Apotheke Innenstadt Universitat Minchen
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Biochrom AG, Berlin

Stratagene, La Jolla, USA

Stratagene, La Jolla, USA

Clontech Laboratories Inc., Mountain
View, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Applied Biosystems, Foster City, USA
Applied Biosystems, Foster City, USA

Merck KGaA, Darmstadt
Promega GmbH, Mannheim
Promega GmbH, Mannheim
Qiagen GmbH, Hilden
Qiagen GmbH, Hilden
Stratagene, La Jolla, USA

Invitrogen GmbH, Darmstadt
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Real Time Ready Single Assay IL-2
(Assay 100958)

Restriktionsenzyme

RNAqueos Micro Kit

RPMI-1640 Medium

Salzsaure (HCI)

Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)
siRNA gegen Glukokortikoidrezeptor (3-
Form

StrataClone Ultra Blunt PCR Cloning Kit
SuperScript Il Reverse Transcriptase
Kit

T4 DNA Ligase

T4 DNA Ligase Puffer

TagMan MicroRNA Assay

TagMan MicroRNA Reverse
Transcription Kit

TRIS-Borat-EDTA (TBE)-Puffer 5x
Temed

Temodal (Temozolomid)

Tet-Off® Advanced Inducible Gene
Expression System

Tet System Approved FBS

Tris-HCI

Trypsin/EDTA Solution

Trypton

Turbo DNA-Free Kit

Tween-20

UPL-Sonde

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System

Zelllyse Puffer (10x)

Material und Methoden

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

New England BioLabs Inc., Ipswich, USA
Applied Biosystems, Foster City, USA
Lonza Group Ltd, Basel, CH
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim

Dharmacon Inc., Lafayette, USA

Stratagene, La Jolla, USA
Invitrogen GmbH, Darmstadt

Promega GmbH, Mannheim
Promega GmbH, Mannheim
Applied Biosystems, Foster City, USA
Applied Biosystems, Foster City, USA

Amresco Inc., Solon, USA

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim
Clontech Laboratories Inc., Mountain
View, USA

Clontech Laboratories Inc., Mountain
View, USA

Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA
Biochrom AG, Berlin

AppliChem GmbH, Darmstadt

Applied Biosystems, Foster City, USA
Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Promega GmbH, Mannheim

Cell Signaling Technologies, Danvers,
USA
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Material und Methoden

2.1.3. Verbrauchsmaterialien

Filterpapier fur Blot Bio-Rad Laboratories Inc., Hercules, USA
Immobilon Transfermembran Merck Millipore, Billerica, USA
Roéntgenfilm Agfa-Gevaert N.V., Mortsel, B
Plastikwaren Beckman Coulter, Fullerton, USA

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
Berthold Technologie GmbH & Co. KG,
Bad Wildbad

Biozym Scientific GmbH, Hess. Oldendorf
Eppendorf AG, Hamburg

Falcon, Heidelberg

Invitrogen GmbH, Darmstadt

Miltenyi Biotech GmbH, Bergisch
Gladbach

Nunc GmbH & Co. KG, Langenselbold
Sarstedt AG & Co., NUmbrecht

TPP AG, Trasadingen, CH

2.2. Medien und Puffer

2.2.1. Medien fiir molekular- und zellbiologisches Arbeiten

Vor Gebrauch wurde FCS 30 min bei 56°C erwdrmt, um vorhandene

Komplementfaktoren zu inaktivieren.

A549- und Jurkat-Medium:
RPMI-Medium
10% FCS (hitzeinaktiviert)
1% L-Glutamin

1% Penicillin-Streptomycin

1% Natriumpyruvat
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HEK- und U87-Medium:
DMEM-Medium
10% FCS (hitzeinaktiviert)
1% L-Glutamin
1% Penicillin-Streptomycin
1% NEAA

HEK-Tet-Off-Medium:
HEK-und U87-Medium
10% Tet System Approved FCS (hitzeinaktiviert)
100 pg/mL Geneticin

LB-Medium:
10 g Trypton
10 g Natriumchlorid
5 g Hefeextrakt
— in 1 Liter HxOq4q gelést und autoklaviert

LB-Agar:
1 Liter LB-Medium mit 15 g Agar

Stripping Puffer:

15 g Glycin
1 g SDS
10 mL Tween 20
— in 1 Liter HoOgq gelGst

T98G-Medium:
DMEM-Medium (4,5 g/L Glucose)
10% FCS (hitzeinaktiviert)
1% L-Glutamin
1% Penicillin-Streptomycin
1% NEAA
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2.2.2. Puffer und Lésungen

Lammli-Probenpuffer (5x):
0,5 M Tris-HCI pH 6,8
45% Glycerol
10% SDS
12,5% B-Mercaptoethanol
0,25% Bromphenolblau

MTT-Zelllysepuffer:
9,94 mL DMSO

0,06 mL Essigsaure
1 g SDS

PBS-T:
PBS mit 0,1% Tween-20

Puffer A:
1:20-Verdinnung von MACS BSA Stock Solution
mit autoMACS Rinsing Solution

Sammelgelpuffer:
1 M Tris pH 6.8 mit HCI einstellen

SDS-Laufpuffer (10x):
250 mM Tris
1,92 M Glycin
1% SDS

Transferpuffer (10X):
250 mM Tris
1,92 M Glycin
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Trenngelpuffer:

Material und Methoden

1,5 M Tris pH 8.8 mit HCI einstellen

2.3. Oligonukleotide

Alle in der vorliegenden Arbeit verwendeten Oligonukleotide wurden von Metabion

(Martinsried) synthetisiert.

Tabelle 1: Verwendete Primer

Klonierung
GRa For 5' gtttaaacattccccgagatgttagetg 3
GRa Rev 5' aagcaccaacccattttcac 3’

MGMT 3*-UTR For
MGMT 3-UTR Rev

5° NNNNNgtttaaacgggagggagctcaggtct 3°
5' tggcaggtaggaaacaaagc3’

miRNA-124 For
miRNA-124 Rev

5' agatctgtgtgctgtaaatggcatgg 3’
5' ctgcagacaggcgggaactactgct 3’

Mutagenese

(mutierte Basen sind unterstrichen)

GRa-mut-1,2 For
GRa-mut-1,2 Rev

5' gtgactgcggtaataagaatggttgcactaaagaaagtcg 3'

5' cgacttictttagtgcaaccattcttattaccgcagtcac 3’

GRa-mut-3 For
GRa-mut-3 Rev

5' cagaaaagggaagttgtagcttttatagctattactgtctgg 3’
5' ccagacagtaatagctataaaagctacaacttccctttctg 3'

MGMT mut For
MGMT mut Rev

5° ctgggaacaagcgcggccgccctttctgtttce 3
5° ggaaacagaaagggcggccgcgcttgttcccag 3°

MGMT mut 181 For
MGMT mut 181 Rev

5’ cttcctggcetgtgtccataactgtgatggeattctee 3°
5’ gaaggaccgacacaggtattgacactaccgtaagagg 3

MGMT mut 648 For
MGMT mut 648 Rev

5’ atcccaggccgtccaagctagaaagcetggecc 3
5’ tagggtccggcaggticgatctttcgaccggg 3°

MGMT mut 767 For
MGMT mut 767 Rev

5’ gccatggcagtcagtgcttaccaaggttttctagcetttgttt 3°
5’ cggtaccgtcagtcacgaatggticcaaaagatcgaaacaaa 3’

3“-RLM-RACE

3'-RACE-Adapter

5' gagcacagaattaatacgactcactataggttttttttttttt 3*

3'-RACE &auBerer Primer

5' gcgagcacagaattaatacgact 3°
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3‘-RACE innerer Primer

5' cgcggatccgaattaatacgactcactatagg 3

MGMT 3’ kurz For

5 gtgatticttaccagcaattagca 3°

qPCR

GRa For 5' agccattgtcaagagggaag 3'

GRa Rev 5' agcaatagttaaggagattttcaacc 3’
UPL-Sonde #19

GRB For 5' agccattgtcaagagggaag 3’

GRB Rev 5' gctttctggttttaaccacataac 3’

UPL-Sonde #19

MGMT 3’ kurz For
MGMT 3’ kurz Rev

5’ gtgatticttaccagcaattagca 3’
5’ ctgctgcagaccactctgtg 3’
UPL-Sonde #52

MGMT 3’ lang For
MGMT 3’ lang Rev

5’ aggccgtccacactagaaag 3’
5’ cacagccatggacacagc 3’
UPL-Sonde #43

5’ aacaccgagttcgtgaaggt 3’

Rluc For
5’ catttcatctggagcgtcct 3’
Rluc Rev
UPL-Sonde #41
SDHA For 5’ gaggcagggtttaatacagca 3’
SDHA Rev 5’ ccagttgtcctectecatgt 3’
UPL-Sonde #132
TBP For 5’ gaggcagggtttaatacagca 3’
TBP Rev 5’ atagggattccgggagtcat 3’

UPL-Sonde #87

Die siRNA gegen die Glukokortkoidrezeptor B-Form
Oligonukleotide von Dharmacon synthetisiert:

Tabelle 2: Verwendete siRNA gegen GRB

wurde anhand folgender

siRNA GRB
Sense gcaugaaaauguuaugugguu
Antisense 5'-P-ccacauaacauuuucaugcuu
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2.4. Antikorper

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Antikérperverdiinnungen wurden mit 1%

Magermilch in PBS-T hergestellt.

Tabelle 3: Verwendete Erst- und Zweitantikérper fiir Westernblot-Analysen

Antikorper Spezies Verdinnung Quelle
Erstantikérper
_ Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
B-Aktin Maus 1:60000 o
Steinheim
Glukokortikoid- Thermo Fisher Scientific Inc.,
Kaninchen 1:1000
rezeptor a Waltham, USA
MGMT Maus 1:500 Gene Tex Inc., Irvine, USA
Zweitantikérper
. _ Cell Signaling Technologies,
Kaninchen-HRP Ziege 1:2000

Danvers, USA
1:10000 (B-Aktin) | Cell Signaling Technologies,
1:1000 (MGMT) Danvers, USA

Maus-HRP Pferd

2.5. Studienteilnehmer und Ethikantrage

Blutproben wurden von Patienten mit schwerer Sepsis oder mit septischem Schock
entnommen (diagnostiziert nach: ,American College of Chest Physicians/Society of
Critical Care Medicine consensus conference® [12]). Ausschlusskriterien waren
vorbestehende oder aktuelle Kortikosteroidtherapien sowie maligne Erkrankungen.
Als Kontrollgruppe dienten gesunde Freiwillige. Das Studienprotokoll wurde von den
Ethikkommissionen der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen (No.107-11) sowie
der Friedrich-Schiller-Universitat Jena (N0.2007-004333-42, Amendment fir Klinikum
der Universitat Minchen 2242-03/08) genehmigt. Blutproben zur T-Zell-Gewinnung
(siehe 2.6.2.) wurden ausschlieBlich erst nach Erhalt der schriftlichen
Einverstandniserklarung von Sepsis-Patienten und von gesunden Probanden

enthommen.
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GBM-Gewebeproben wurden im Rahmen der Kklinischen Behandlung von
erwachsenen Patienten mittels stereotaktischem Biopsie-Verfahren entnommen.
Patienten, die bereits operative Eingriffe, Strahlentherapie und/oder Chemotherapie
erhielten, wurden von der Studie ausgeschlossen. Alle GBM-Patienten gaben vor der
Biopsat-Gewinnung eine schriftiche Einverstandniserklarung ab. Fir das
Studienprotokoll liegt von der Ethikkommission der Ludwig-Maximilians-Universitat
Minchen (AZ 216/14) eine Genehmigung vor.

2.6. Zellbiologische Methoden

2.6.1. Kultivierung von Zellen

Die Durchfihrung aller Arbeitsmethoden erfolgte ausschlieBlich unter einer Umluft-
Sterilbank (Heraeus). Die Zellen wurden in Zellkulturflaschen, -schalen oder -platten
(Falcon, Sarstedt) in einem zellspezifischen Medium im Brutschrank bei 5% CO, und
37°C kultiviert.

Tabelle 4: Verwendete Zellen und Zelllinien

Kulturmedium

Zellen Beschreibung Referenz )
(siehe 2.2.1.)

humane kanzerogene
A549 Alveolarepithelzellen; | ATCC (#CCL-185)

Jurkat- und A549-

Medium
adharente Zellen
humane embryonale
_ HEK- und U87-
HEK-293 Nierenzellen; ATCC (#CCL-1573)
Medium
adharente Zellen
stabile HEK-293-
Zellen; exprimieren
HEK-293-Tet- _ . HEK-Tet-Off-
Transaktivatoren, die | Clontech (#631152) _
Off-Advanced Medium

an TRE-spezifische

Promotoren binden
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humane leukamische
Jurkat-T-Zellen T-Zellen; ATCC (#T1B-152)

Suspensionszellen

Jurkat- und A549-
Medium

humane Gliomzellen; .
T98G ) ATCC (#CRL-1690) T98G-Medium
adharente Zellen

kultiviert nach

T-Zell-Gewinnung o Jurkat- und A549-
T-Lymphozyten . humane Primarkultur )
(siehe 2.6.2.); Medium
Suspensionszellen
humane Gliomzellen; HEK- und U87-
us7MG ATCC (#HTB-14) _
adharente Zellen Medium

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte am Vi-Cell XR Cell Viability Analyzer (Beckman
Coulter) durch eine Trypanblau-Farbung. Fir die Durchfiihrung weiterer Versuche

wurde nur die Anzahl lebender Zellen bertcksichtigt.

2.6.2. Gewinnung und Stimulation von T-Lymphozyten

Humane primare T-Zellen wurden mittels Ficoll-Dichtegradientenzentrifugation aus
jeweils 30 mL EDTA-Blut (EDTA-R&hrchen: Sarstedt) gewonnen. Dazu wurden in
Plastikréhrchen (Falcon, Sarstedt) 3 mL Ficoll-Histopaque-L&sung (Sigma-Aldrich)
mit 3 mL Blut UGberschichtet und fir 15 min bei 1800 x g zentrifugiert. Die
Lymphozyten-reiche Interphase wurde in ein neues Rdéhrchen Uberflihrt und zweimal
mit HBSS gewaschen. Nach der Bestimmung der Zellzahl wurde das Zellpellet in
Puffer A (4 pL/10° Zellen) und Biotin-gekoppeltem Antikdrper-Cocktail (1 pL/10°
Zellen; Miltenyi) gelést und fir zehn min bei 4°C inkubiert. AnschlieBend wurden zu
der Zellsuspension Puffer A (3 pL/10° Zellen) und anti-Biotin-MicroBeads (2 pL/10°
Zellen; Miltenyi) gegeben. Nach einer Inkubation von 15 min bei 4°C wurde die
Zellsuspension mit Puffer A gewaschen, in 500 puL Puffer A aufgenommen und zur
magnetischen Separation auf eine sterile Magnetsaule (Miltenyi) pipettiert. Dabei
wurden die mit Beads gekoppelten Zellen an die Saulen gebunden und die
gewinschte Pan-T-Zell-Population wurde mittels negativer Selektion isoliert. Die
T-Lymphozyten wurden mit Puffer A gewaschen und anschlieBend gezahlt.
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T-Zellen (1*10%/mL) wurden mit 25 uL anti-CD3/CD28-Dynabeads (Invitrogen)
stimuliert und fur 24 Stunden im Brutschrank bei 5% CO, und 37°C inkubiert.

In der vorliegenden Arbeit wurden T-Lymphozyten mit 2 pg/mL Hydrokortison (Pfizer
Pharma) behandelt, woraus sich eine freie Hydrokortison-Konzentration von
umgerechnet 30 pg/dL im Medium ergibt. Diese Konzentration ist vergleichbar mit
den Serumspiegeln Hydrokortison-behandelter Sepsis-Patienten [14,46].

2.7. Molekularbiologische Methoden

In der vorliegenden Arbeit wurde RNA und DNA mit Nuklease-freiem Wasser eluiert.
Die Bestimmung der RNA- und DNA-Konzentration erfolgte am NanoDrop ND-2000
(Peqlab).

2.7.1. Klonierung von Vektorkonstrukten

2.7.1.1. Polymerase-Kettenreaktion mit genomischer DNA

Genomische DNA wurde aus dem Blut gesunder Probanden unter Verwendung des
QIAamp DNA Mini Kits und nach Angaben des Herstellers (Qiagen) isoliert.

Die isolierte genomische DNA wurde mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und
unter Verwendung der in Tabelle 1 aufgefihrten Klonierungs-Primer amplifiziert: Der
GRao-3-UTR wurde mit den Primern GRa For und Rev amplifiziert. Zur Herstellung
des miRNA-Expressionsplasmides pmr-124 wurde mit den Primern miRNA-124 For
und Rev ein 599 bp langes DNA-Fragment vervielfaltigt, das die pra-miRNA Sequenz
von miRNA-124 umschlieBt. Die lange 3‘-UTR-Variante von MGMT wurde mittels der
Primer MGMT 3'-UTR For und Rev amplifiziert.

Alle PCRs wurden unter Verwendung des StrataClone Ultra Blunt PCR Cloning Kits
(Stratagene) und folgendem Reaktionsansatz durchgefihrt:
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2,5 L 10x PfuUltra |l Reaction Buffer

0,5 pL dNTPs (25 mM je dNTP)

1,0 L genomische DNA (100 ng/ul)

1,0 uL Primer For (10 uM)

1,0 uL Primer Rev (10 uM)

1,0 uL PfuUltra Il fusion HS DNA-Polymerase
18,0 yL  Nuklease-freies Wasser

Die Amplifikation erfolgte im Mastercycler Gradient (Eppendorf) unter folgenden
Reaktionsbedingungen:

1) Initiale Denaturierung: 95°C: 5 min
2) 36 Zyklen:

95°C: 30 s

60°C: 30 s

72°C: 30 s
3) Finale Elongation: 72°C: 5 min

Die PCR-Produkte wurden mit 6x Ladepuffer (Amresco) versetzt und in einem
Agarosegel (1% in 1x TBE-Puffer) bei 120 V far 40 min aufgetrennt. Die Banden
wurden im UV Gel-Dokumentations System (Bio-Rad) detektiert. Die Ermittlung der
FragmentgroBen erfolgte anhand eines DNA-Molekulargewichtsmarkers (100 bp:
Promega bzw. 1 kb: Thermo Scientific).

2.7.1.2. Ligation in pSC-B-amp/kan

Zur Ligation des PCR-Produktes (siehe 2.7.1.1.) in den Topoisomerase-Vektor pSC-
B-amp/kan (StrataClone Ultra Blunt PCR Cloning Kit, Stratagene) wurden 2 uL des
entstandenen Amplifikats mit 3 uL Strata Clone Blunt Cloning Buffer und 1 pL Strata
Clone Blunt Vector Mix amp/kan gemischt und far 15 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Der ligierte Vektor wurde anschlieBend mittels Hitzeschock in kompetente
Escherichia coli (E. coli) Bakterien (StrataClone SoloPack Competent Cells, E. coli

K12 Stamm, Stratagene) transformiert.
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Die Plasmidisolierung erfolgte unter Verwendung des QiaPrep Mini Kits (Qiagen)
oder des PureYield™ Plasmid Midiprep Systems (Promega).
In der vorliegenden Arbeit wurden Plasmide mittels folgenden Reaktionsansatzes

und einer einstindigen Inkubation im Wasserbad bei 37°C verdaut:

5uL 10x NEBuffer

0,5uL 100x BSA

1 L Restriktionsenzym 1 (10 U/uL)

1 L Restriktionsenzym 2 (10 U/uL)

1 ug DNA

X uL Nuklease-freies Wasser (bis Endvolumen: 50 pl)

Die 3-UTRs wurden unter Verwendung der Restriktionsenzyme Pmel und Nofl in
den Reportervektor psiCHECK-2 (Promega) integriert. Zur Herstellung des
Vektorkonstruktes psiCHECK-MGMT-3*-UTR kurz wurde nach erfolgter Mutagenese
(siehe 2.7.2.) psiCHECK-MGMT-3-UTR lang mit dem Restriktionsenzym Notl
verdaut. Die Klonierung des miRNA-Expressionsplasmides erfolgte unter
Verwendung der Restriktionsenzyme Bglll und Pstl. Zur Durchflihrung von Tet-Off-
Experimenten wurden die jeweiligen MGMT-3-UTR-Varianten sowie der kodierende
Bereich des Renilla-Luciferase (Rluc)-Gens mittels den Restriktionsenzymen Nhel
und Notl aus den psiCHECK-Reporterplasmiden isoliert.

Nach dem Restriktionsverdau wurde die DNA im Agarosegel aufgetrennt, flr eine
weitere Ligation aus dem Gel prapariert und mit Hilfe des Wizard®SV Gel and PCR

Clean-Up Systems (Promega) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt.

2.7.1.3. Ligation in psiCHECK-2, pmR-ZsGreen1 und pTRE-Tight

Zur Ligation der geschnittenen DNA-Fragmente (siehe 2.7.1.2.) in psiCHECK-2,
pmR-ZsGreen1 und pTRE-Tight wurde folgender Ansatz verwendet:
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1 uL T4 Ligase (Promega)

1 uL T4 Ligase-Puffer (Promega)
50 ng Plasmid

150 ng DNA

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Plasmide generiert:

- psiCHECK-GRa-3’-UTR

- psiCHECK-MGMT-3'-UTR lang

- pmR-ZsGreen1-miRNA-124 (pmr-124)

- pTRE-Tight-MGMT-3-UTR lang bzw. kurz

Nach einer Inkubation von vier Stunden bei Raumtemperatur wurde der
Ligationsansatz in E. coli transformiert und auf Ampicillin-haltigen (psiCHECK-2,
pTRE-Tight) bzw. Kanamycin-haltigen (pmR-ZsGreen1) Agarplatten ausplattiert. Die
Plasmide wurden aus E. coli prapariert und von MWG (Ebersberg) sequenziert.

2.7.2. Gerichtete Mutagenese

Unter Verwendung des QuickChange Lightning Site-Directed Mutagenesis Kits
(Stratagene) und den in Tabelle 1 aufgefihrten Mutagenese-Primern wurden
potenzielle miRNA-Bindestellen im 3*-UTR von GRa oder MGMT mutiert bzw. eine
Notl-Restriktionsstelle in dem langen MGMT-3'-UTR eingeflgt. Der Reaktionsansatz

setzte sich wie folgt zusammen:

5puL 10x Reaktionspuffer

80 ng Plasmid

125ng  Mutagenese-Primer For

125ng  Mutagenese-Primer Rev

1 uL dNTPs

1,5 L QuikSolution Reagenz

1 uL QuikChange Lightning Enzym

X uL Nuklease-freies Wasser (bis Endvolumen: 50 pl)
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Bei der Mutagenese der ersten und zweiten miRNA-124-Bindestellen im GRa-3-UTR
wurden die Primer GRa-mut-1,2 For und Rev verwendet. Die dritte miRNA-124-
Bindestelle im GRa-3-UTR wurde mit Hilfe der Primer GRa-mut-3 For und Rev
mutiert. Die Mutationen der Bindestellen fir miRNA-181d, miRNA-648 und miRNA-
767-3p im MGMT-3-UTR wurden unter Verwendung der Primer MGMT mut 181 For
und Rev, MGMT mut 648 For und Rev und MGMT mut 767 For und Rev
durchgefihrt. Zur Herstellung des kurzen MGMT-3-UTR-Reporterkonstruktes
(psiCHECK-MGMT-3*-UTR kurz) wurde mittels der Primer MGMT mut For und Rev
eine Notl-Restriktionsstelle strangabwarts der ersten kanonischen

Polyadenylierungssequenz eingefigt.

Fir die Amplifikation im Thermocycler wurden folgende Reaktionsbedingungen

verwendet:

1) Initiale Denaturierung: 95°C: 2 min
2) 18 Zyklen:

95°C: 20 s

60°C: 10 s

68°C: 3 min, 8 s
3) Finale Elongation: 68°C: 5 min

Nach der Amplifikation wurden die Plasmide fir 15 min bei 37°C mit 2 pL Dpnl
behandelt. Das Enzym Dpnl erkennt die Methylierungen des parentalen Plasmides
und fragmentiert diesen, wodurch nur noch Plasmide mit mutierten Bindestellen im
Reaktionsansatz vorhanden sind. Die mutierten Plasmide wurden anschlieBend
mittels Hitzeschock in XL 10-Gold® UltraCompetent Cells (E. coli K12 Stamm,
Stratagene) transformiert. Zur Bestatigung der Mutation in den miRNA-Bindestellen
wurden die Plasmide aus E. coli prapariert und sequenziert (MWG, Ebersberg).
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2.7.3. Transiente Transfektion mittels Elektroporation

Alle in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Transfektionen wurden unter
Verwendung des Neon Transfection Systems (Invitrogen) und folgender
Elektroporationsparameter durchgeftihrt:

Tabelle 5: Verwendete Elektroporationsparameter

Zellen Volt [V] Zeit [ms] | Stromimpulse
10 uL-Transfektionsspitze
HEK-293 1150 20
HEK-293-Tet-Off-Advanced 1150 20
T98G 1050 40 1
Us7MG 1300 30 1
100 uL-Transfektionsspitze
A549 1230 30
Jurkat-T-Zellen 1300 30
Priméare T-Zellen 2100 20 1
Us7MG 1300 30 1

Die Kultivierung der Zellen erfolgte nach Transfektion mit der 10 pL-
Transfektionsspitze bzw. der 100 plL-Transfektionsspitze in 1 mL bzw. 2 mL
Kulturmedium ohne Antibiotikum.

2.7.3.1. Luciferase-Assay

Zur Bestimmung der Reporteraktivitat wurden HEK-293-Zellen oder U87MG-Zellen
verwendet. 1*10° Zellen wurden mit 1 ug Wildtyp- bzw. mutiertem Reporterplasmid
und mit 50 nM der entsprechenden premiR-Molekile (Pre-miR miRNA Precursor
Molecule, Applied Biosystems) co-transfiziert. Alternativ. wurden 1 g
Reporterplasmid mit 1 pug pmr-124 bzw. pmr-Leervektor co-transfiziert. Nach erfolgter
Elektroporation mittels einer 10 pL-Transfektionsspitze wurden die Zellen 40 Stunden
inkubiert. Zur Bestimmung der Aktivitdt der Reportergene Firefly- und Renilla-

Luciferase wurde das Dual-Glo Luciferase Assay System (Promega) nach Angaben
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des Herstellers und das Luminometer MicroLumat Plus (Berthold Technologie)
verwendet. Die relative Luciferaseaktivitdt wurde durch Normalisierung der Renilla-
Luciferaseaktivitat auf die Firefly-Luciferaseaktivitat ermittelt.

2.7.3.2. Transfektion fur gPCR-Experimente

Zur Untersuchung der Veranderung der mRNA-Expression eines bestimmten
Zielgenes wurden 2*10° Zellen mit 50 nM der entsprechenden premiR bzw. premiR-
Negativkontrolle, oder mit 50 nM siRNA bzw. siRNA-Negativkontrolle (Dharmacon) in
einem Volumen von 100 pL transfiziert. Nach der Elektroporation wurden die Zellen
flr 24 Stunden inkubiert.

2.7.3.3. Tet-Off-Genexpressionssystem

Zur Durchfilhrung von Tet-Off-Experimenten wurden 1*10° HEK-293-Tet-Off-
Advanced-Zellen transient mit 10 ug pTRE-Tight-MGMT-3’'UTR lang bzw. kurz und
10 upg pTRE-Tight-Firefly-Luciferaseplasmid co-transfiziert. pTRE-Tight-Firefly-
Luciferase diente dabei als Kontrolle der Transfektionseffizienz. Die Zellen wurden
anschlieBend fir 30 Stunden inkubiert. Zur Bestimmung der Stabilitdt der MGMT-3"-
UTR-Varianten wurden die Zellen mit 3 pg/mL Doxycyclin behandelt. Doxycyclin
bindet an die Transaktivatoren, welche stabil von den HEK-293-Tet-Off-Advanced-
Zellen exprimiert werden, und verhindert somit die Transkription der klonierten Gene.
Die Zellen wurden acht Stunden bzw. 30 Stunden nach Doxycyclin-Zugabe geerntet
und die Menge der noch vorhandenen Rluc-Transkripte wurde mittels gPCR (siehe
2.7.6.) bzw. Reportergenassay (siehe 2.7.3.1.) untersucht.

2.7.3.4. MTT-Assay

Fir die Untersuchung der Zellviabilitdt und des Zellwachstums mittels MTT-Assay
(MTT: 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-tetrazoliumbromid) wurden 4*10*
T98G-Zellen mit 50 nM der entsprechenden premiR-Molekile bzw. mit einer premiR-
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Negativkontrolle transfiziert. In MTT-Versuchen wurden auch drei premiR-Molekile
gleichzeitig mit einer Konzentration von jeweils 20 nM eingesetzt.

Die transfizierten Zellen wurden fir 12 Stunden inkubiert und anschlieBend fir
weitere 12 Stunden mit 100 pM bzw. 500 uM Temozolomid (TMZ; Sigma-Aldrich)
oder DMSO (Sigma-Aldrich) behandelt. Zur Bestimmung der Zellviabilitat mittels
MTT-Assay wurde pro well 100 pL MTT-Lésung (5 mg/mL in PBS, Sigma-Aldrich)
zugegeben. Das gelb gefarbte MTT wird durch mitochondriale Dehydrogenasen zu
intensiv violett gefarbtem Formazan umgewandelt. Nach einer Stunde Inkubation
wurde der Uberstand verworfen, die Zellen in 100 uL Zelllysepuffer lysiert und die
optische Dichte spektrophotometrisch bei 550 nm in einem Microplate Reader MRX
(Dynatech Laboratories) ermittelt.

2.7.3.5. Bestimmung der Transfektionseffizienz

Zur Bestimmung der Transfektionseffizienz wurden 2*10° Zellen mit 50 nM Cy3 dye-
labeled Pre-miR Negative Control (Applied Biosystems) oder 50 nM DY-547-labeled
siGLO RISC-Free Control siRNA (Dharmacon) transfiziert. Nach einer Inkubation von
24 Stunden wurden die Zellen geerntet und zweimal in PBS gewaschen. Das
Fluoreszenzsignal wurde im Attune Acoustic Focusing Cytometer (Applied
Biosystems) unter Verwendung des 488 nm Lasers und eines 575 nm/24 nm
Emissionsfilters (Cy3 und DY-547) detektiert. Die Auswertung erfolgte mittels der
Attune Cytometric Software Version 1.2 (Applied Biosystems).

2.7.4. RNA-Extraktion und DNase-Verdau

RNA wurde mit dem mirVana miRNA Isolation Kit (Applied Biosystems) oder dem
RNAqueos Micro Kit (Applied Biosystems) nach Angaben des Herstellers extrahiert
und einem DNase-Verdau (Turbo DNA-Free Kit, Applied Biosystems) unterzogen.
Daflir wurde die eluierte RNA mit 1x DNase-Puffer und 1 uL Turbo-DNase gemischt
und far 30 min bei 37°C inkubiert. AnschlieBend wurde ,DNase Inactivation®-

Reagenz hinzugegeben, zwei min bei Raumtemperatur inkubiert und bei 16000 x g
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fir 90 s zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues 0,5 mL-EppendorfgefaB
Uberflhrt.

2.7.5. cDNA-Synthese

Unter Verwendung des SuperScript Il Reverse Transcriptase Kits (Invitrogen) wurde
RNA in eine komplementare copy-DNA (cDNA) revers transkribiert. Dabei wurde eine
RNA-Verdinnung von 1 ug RNA in 10 puL Nuklease-freiem Wasser hergestellt. Zu
der Verdinnung wurden 1 pL Oligo-dT Primer (50 uM; Invitrogen), 1 uL Random
Hexamers (50 ng/uL; Invitrogen) und 1uL dNTPs (100 mM) pipettiert. Der Ansatz
wurde im Thermocycler fir funf min bei 65°C inkubiert und auf 4°C gekihlt.
AnschlieBend wurden zu dem Reaktionsansatz 4 pL First-Strand-Buffer (5x), 1 uL
Dithiothreitol (0,1 M), 1 uL RNAse-Out (40 U/uL) und 1 pL Super Script Reverse
Transkriptase (200 U/pL) pipettiert. Die cDNA-Synthese erfolgte im Thermocycler mit

folgenden Reaktionsbedingungen:

1) 25°C: 5 min
2) 50°C: 45 min
3) 70°C: 15 min

2.7.6. Quantifizierung der mRNA-Expression

Die relative Quantifizierung der mRNA-Expression wurde in Doppelbestimmungen
mittels der in Tabelle 1 aufgefihrten gPCR-Primer sowie der ,Housekeeping“-Gene
SDHA und TBP durchgefihrt [50,53]. Dafur wurde pro well 10 ng cDNA mit 4,4 uL
Nuklease-freiem Wasser, 10 uL LightCycler 480 Probes Master (Roche), 0,2 pL
Primer For (20 uM), 0,2 uL Primer Rev (20 uM) und 0,2 uL UPL-Sonde gemischt.
Alternativ wurde die cDNA mit 4 pL Nuklease-freiem Wasser, 10 pL LightCycler 480
Probes Master und 1 pL Real Time Ready Single Assay IL-2 (Assay 100958, Roche)

versetzt.
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Die Amplifikation erfolgte unter folgenden Reaktionsbedingungen:

1) Initiale Denaturierung: 95°C: 10 min
2) 50 Zyklen:

95°C: 10 s

60°C: 30 s

72°C:1s
3) 40°C: 30 s

2.7.7. Quantifizierung der miRNA-Expression

Fir die Quantifizierung der miRNA-Expression wurde RNA mit Hilfe des TagMan
MicroRNA Reverse Transcription Kits (Applied Biosystems) in cDNA umgeschrieben.
Dabei wurde eine Verdinnung von 5 ng RNA in 2,5 uL Nuklease-freiem Wasser

hergestellt und mit nachfolgenden Reagenzien versetzt:

0,075 uL dNTPs (100 mM)

0,5puL  MultiScribe-Reverse-Transcriptase (50 U/ul)

0,75 uL  10x Reverse Transcription Buffer

0,095 pL RNase-Inhibitor (20 U/ul)

0,58 uL  Nuklease-freies Wasser

1,5uL  RT-Primer (TagMan MicroRNA Assay, Applied Biosystems)

1,5uL  RT-Primer RNU6B (TagMan MicroRNA Assay, Applied Biosystems)

Nach einer funfmindtigen Inkubation auf Eis, wurde die RNA unter folgenden
Bedingungen im Thermocycler amplifiziert:

1) 16°C: 30 min

2) 42°C: 30 min
3) 85°C: 5 min
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Die relative Quantifizierung der miRNA-Expression erfolgte in Doppelbestimmungen
und unter Normalisierung auf die endogene Kontrolle RNU6B. Dafir wurden 1,33 pL
cDNA mit 7,67 pL Nuklease-freiem Wasser, 10 uL LightCycler 480 Probes Master
(Roche) und 1 pL der jeweiligen TM-Primer (TagMan MicroRNA Assay, Applied
Biosystems) gemischt. Die Amplifikation erfolgte im LightCycler 480 und unter
nachfolgenden Reaktionsbedingungen:

1) 95°C: 10 min

2) 50 Zyklen:
95°C: 15 s
60°C: 1 min

3) 40°C: 30 s

2.7.8. 3’-RLM-RACE

Zur Untersuchung der verschiedenen MGMT-3‘-UTR-Varianten wurde eine 3'-RLM-
RACE (,RNA Ligase Mediated Rapid Amplification of cDNA Ends®) unter
Verwendung des FirstChoice RLM-RACE Kits (Applied Biosystems) durchgefihrt.
Dazu wurde 1 pg RNA in cDNA revers transkribiert und mit den in Tabelle 1
aufgefihrten Primern amplifiziert.

Die cDNA-Synthese erfolgte mittels folgenden Reaktionsansatzes, der fir eine

Stunde bei 42°C im Thermocycler inkubiert wurde:

2 UL RNA (1 pg)

4 uL dNTPs

2 uL 3'-RACE-Adapter

2 uL 10x Puffer

1yl RNase-Inhibitor

1 uL M-MLV-Reverse-Transkriptase
8 uL Nuklease-freies Wasser
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AnschlieBend wurde eine auBere 3-RLM-RACE-PCR durchgefihrt. Dazu wurde
folgender PCR-Ansatz hergestellt:

1 uL cDNA

5uL 10x Pfu Ultra 10x Buffer (StrataClone Ultra Blunt PCR Cloning Kit)
4 uL dNTPs

2 uL MGMT 3’ kurz For (10 pM)

2 uL 3'-RACE &uBerer Primer

0,5uL  Pfu ll Ultra-Polymerase (StrataClone Ultra Blunt PCR Cloning Kit)
35,5 uL Nuklease-freies Wasser

Die Amplifikation erfolgte im Thermocycler unter folgenden Reaktionsbedingungen:

1) Initiale Denaturierung: 95°C: 3 min
2) 40 Zyklen:

95°C:30 s

60°C:30 s

72°C: 90 s
3) Finale Elongation: 72°C: 7 min

Mit den entstandenen Amplifikaten wurde wie folgt eine innere 3'-RLM-RACE
durchgefihrt und die Amplifikation erfolgte analog zur duBeren 3'-RLM-RACE:

1 uL Produkt der auBeren 3'-RACE-PCR

5uL 10x Pfu Ultra 10x Buffer (StrataClone Ultra Blunt PCR Cloning Kit)
4 uL dNTPs

2 uL MGMT 3’ kurz For (10 pM)

2 uL 3'-RACE innerer Primer

0,5uL  Pfu ll Ultra-Polymerase (StrataClone Ultra Blunt PCR Cloning Kit)
35,5 yL  Nuklease-freies Wasser

Die PCR-Produkte wurden mittels Agarosegel-Elektrophorese analysiert, aus dem
Gel extrahiert und in pSC-B-amp/kan kloniert. Die Sequenz der klonierten MGMT-3'-
UTR-Varianten wurde von MWG (Ebersberg) bestimmt.
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2.8. Proteinbiochemische Methoden

2.8.1. Gewinnung von Proteingesamtextrakten und Bradford-Assay

Zur Gewinnung von Proteingesamtextrakten wurden Zellen geerntet, einmal mit
eiskaltem PBS gewaschen, in 500 pL 1x Zelllysepuffer (Cell Signaling) mit Protease
Inhibitor Cocktail (Protease Inhibitor Cocktail Set 1, Merck) resuspendiert, fir fiinf min
auf Eis inkubiert und fir 30 s gevortext. Nach einer weiteren Inkubation von flnf min
auf Eis wurde fir 10 min bei 16000 x g und 4°C zentrifugiert und der Uberstand
wurde in ein neues 1,5 mL-Réhrchen Uberfihrt.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mittels Bio-Rad Protein Assay-
Reagenz (Bio-Rad) und einer BSA-Standardgeraden (4, 2, 1, 0.5, 0.25, 0.125 und
0 mg/mL). 4 pL Proteinextrakt bzw. BSA-Standard wurden mit 1x Reagenz versetzt,
gevortext und fir 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Messung erfolgte mit
4 uL Probe und Doppelbestimmungen am NanoDrop bei einer optischen Dichte von
595 nm.

2.8.2. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Bei der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese werden Proteine in einem elektrischen
Feld ihrer GréBe nach aufgetrennt.

30 pg Proteinextrakt wurden mit LAmmli-Probenpuffer (5x) versetzt und nach kurzem
Aufkochen bei 95°C in die Geltaschen pipettiert. Als GréBenstandard diente der
PageRuler Plus Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific). Alle in der
Arbeit verwendeten Proteine wurden unter denaturierenden Bedingungen in einem
10%-igen Polyacrylamidgel aufgetrennt. Die Elektrophorese wurde flr zwei Stunden
bei 25 mA pro Gel und 300 V durchgefihrt.
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2.8.3. Westernblot und Immunodetektion

Nach der SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese erfolgte unter Verwendung der Mini
Trans-Blot Cell-Apparatur ein Transfer der aufgetrennten Proteine auf eine PVDF-
Membran (Immobilon Transfermembran, Merck). Dazu wurde die Membran vor
Gebrauch fur 15 min in Methanol inkubiert. AnschlieBend wurden ein Schwamm, ein
Whatman-Filterpapier, die Membran, das Gel und nochmal ein Whatman-Filterpapier
und ein Schwamm in 1x Transfer-Puffer &quilibriert und in oben genannter
Reihenfolge in die Blotting-Apparatur gegeben. Die Apparatur wurde mit 1x Transfer-
Puffer geflllt und der Transfer erfolgte bei 300 mA und 25 V pro Gel fur zwei
Stunden. Die Transfereffizienz wurde mittels einer reversiblen PonceauS-Farbung
ermittelt.

Unspezifische Bindestellen auf der Membran wurden flir eine Stunde bei
Raumtemperatur mit 5% Magermilch in PBS-T geblockt und die Membran wurde mit
den Erstantikdérpern (siehe Tabelle 3) Uber Nacht bei 4°C inkubiert. Nach
zweimaligem Waschen der Membran mit 1% Magermilch in PBS-T fir je 15 min,
erfolgte eine Inkubation mit den Zweitantikérpern (siehe Tabelle 3) fir zwei Stunden
bei Raumtemperatur. Die Membran wurde anschlieBend drei Mal fUr je zehn min in
PBS-T gewaschen.

Die Detektion immunreaktiver Banden erfolgte mittels LumiGlo-Reagenz und 20x
Peroxide (Cell Signaling) in einer 1:5-Verdinnung. Nach Auflegung eines
Réntgenfilms (Agfa-Gevaert) wurde dieser in der Entwicklermaschine AGFA Curix 60
(Agfa-Gevaert) entwickelt. Als Ladekontrolle diente B-Aktin.

2.8.4. Bestimmung der IL-2-Proteinproduktion

Primare T-Zellen wurden mit 50 nM siRNA gegen GRB bzw. einer Negativkontrolle

transfiziert und fir 24 Stunden mit anti-CD3/CD28-Beads in Anwesenheit von

Hydrokortison stimuliert. Die IL-2-Proteinexpression in den Zelliberstdnden wurde

mittels Luminex-Technologie (Immumed, Miinchen) bestimmt.
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2.9. Statistische und bioinformatische Analysen

In der vorliegenden Arbeit wurden alle Daten mit Hilfe der Software SigmaPlot 11.0
(Systat Software GmbH) ausgewertet. Die Signifikanz der Ergebnisse wurde unter
Verwendung von T-Test und Mann-Whitney U-Test Gberprift. Korrelationen wurden
mittels Berechnung der Rangkorrelation nach Spearman ermittelt. Die statistische
Signifikanz wurde folgendermaBen definiert: P < 0,05: signifikant; P < 0,001:
hochsignifikant. Alle in der Arbeit durchgeflhrten Versuche wurden mindestens in
Triplikaten durchgefiihrt und als Mittelwert + Standardabweichung (SD) oder als
Mittelwert + Standardfehler (SEM) dargestellt.

Potenzielle miRNA-Bindestellen wurden mit Hilfe von vier Vorhersageprogrammen
(TargetScan, PITA, RNA22 und miRDB) in silico identifiziert [43,55,63,93].
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3. Ergebnisse und Diskussion

3.1. Regulation der Expression der GR-Isoformen durch alternatives SpleiBen
und miRNA-Bindung im Krankheitsbild der Sepsis

3.1.1. Untersuchung des Expressionsprofils der GR-lsoformen a und B in
primaren humanen T-Zellen

Es wird diskutiert, dass bei der Entstehung einer Glukokortikoid-Insuffizienz eine
Imbalance in der Expression von GRa und GRp eine wichtige Rolle spielt [48,80]. In
der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob die Sensitivitadt humaner
T-Lymphozyten auf Glukokortikoide durch die GR-Isoformen beeinflusst wird und
welche molekularen Mechanismen zu einer Imbalance in der Expression von GRa
und GRp fihren kénnen.

Die Untersuchung des Expressionsmusters von GRa und GRp in unstimulierten
humanen T-Zellen zeigte bei GRa eine mittlere relative mRNA-Expression von 1,50
und einen mittleren CP-Wert von 26,92. Bei GRB wurden eine mittlere relative
mRNA-Expression von 3,40*10* und ein mittlerer CP-Wert von 35,00 gefunden
(siehe Tabelle 6). Die Ergebnisse zeigen, dass in primaren humanen T-Zellen
wesentlich geringere Mengen GRp als GRa exprimiert werden.

Tabelle 6: CP-Wert und relative mRNA-Expression von GRa und GRp in unstimulierten T-Zellen
(Mittelwert £ SD, n = 3)

CP-Wert Relative mRNA-Expression
GRa 26,92 + 0,41 1,50 £0,35
GRB 35,00 + 0,06 3,40*10* + 1,00*10™

Es wurde nun untersucht, wie sich eine T-Zell-Rezeptor-spezifische Stimulation auf
die Expression von GRa und GRB auswirkt. Nach Stimulation der T-Zellen mit anti-
CD3/CD28-Beads wurde im Vergleich zu nativen T-Lymphozyten eine
1,6-fache (+ 0,3) Zunahme der GRa-Expression gefunden. Eine gleichzeitige

Inkubation der Zellen mit 30 pg/dL Hydrokortison verringerte die GRa-mRNA-
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Expression signifikant (siehe Abb. 7a). Dies wurde auch in Westerblot-Analysen
bestatigt (siehe Abb. 7b). GRpB zeigte im gleichen Versuchsansatz keine signifikanten
Expressionsanderungen, weder nach Stimulation noch nach Hydrokortison-
Behandlung (siehe Abb. 7a).
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Abb. 7: Expression von GRa und GRp in nativen, stimulierten und Hydrokortison-behandelten
humanen T-Zellen. a) RNA wurde aus primaren T-Zellen gesunder Freiwilliger gewonnen und die
Expression von GRa und GRB wurde in 1: nativen T-Zellen, 2: CD3/CD28-stimulierten T-Zellen und 3:
CD3/CD28-stimulierten und Hydrokortison-behandelten T-Zellen untersucht. Die mRNA-Expression
wurde mittels gPCR bestimmt und die Ergebnisse wurden relativ zu nativen T-Zellen dargestellt.
Mittelwert £ SD, n = 15, * P < 0,05. b) T-Zellen eines gesunden Probanden wurden 1: nicht stimuliert,
2: mit anti-CD3/CD28-Beads stimuliert und 3: stimuliet und mit Hydrokortison behandelt.
Gesamtproteinextrakte wurden gewonnen und der GRa-Proteingehalt wurde mittels Westernblot-
Analyse detektiert. Als Ladekontrolle diente B-Aktin. Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis von vier
unabhéngigen Experimenten.

3.1.2. Einfluss von GRB auf Hydrokortison-vermittelte Effekte in humanen
T-Zellen

Um zu untersuchen, ob GRp trotz der geringen Expression die Glukokortikoid-
Wirkung in humanen T-Zellen reguliert, wurde ein siRNA-vermittelter Knockdown von
GRB durchgefuhrt. Die Transfektionseffizienz von priméaren T-Lymphozyten mit
siRNA-Molekiilen betrug dabei ca. 50% (siehe Abb. 8).
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Abb. 8: Transfektionseffizienz primarer T-Lymphozyten mit siRNA. Native T-Zellen wurden aus
dem Vollblut gesunder Freiwilliger gewonnen, mit 50 nM DY-547-labeled siGLO RISC-Free Control
siRNA transfiziert, mit anti-CD3/CD28-Beads stimuliert und fiir 24 Stunden inkubiert. Die Auswertung
erfolgte am Attune-Durchflusszytometer mit einem 488 nm Laser und einem 575 nm/24 nm
Emissionsfilter. Gezeigt ist ein reprasentatives von flinf unabhangigen Experimenten.

Nach Transfektion einer siRNA gegen GRP wurde in stimulierten T-Zellen im
Vergleich zur Kontrolltransfektion eine 0,48-fach (+ 0,10) verringerte GRB-Expression
gefunden. Die Expression von GRa verdnderte sich dabei nicht, wodurch die
Spezifitdt der siRNA gegen GRB nachgewiesen werden konnte (siehe Abb. 9a).

Fir weitere Untersuchungen wurden primare T-Zellen mit siRNA gegen GRp
transfiziert, mit anti-CD3/CD28-Beads in Anwesenheit von Hydrokortison stimuliert,
und die IL-2-Expression wurde ermittelt. IL-2 ist ein proinflammatorisches Zytokin,
das spezifisch von T-Zellen synthetisiert wird und dessen Aktivitdt durch
Glukokortikoide gehemmt wird [81,10]. Durch Hydrokortison-Behandlung wurde die
IL-2-Expression um etwa 12% auf mRNA-Ebene und um ca. 35% auf Proteinebene
gehemmt. Der siRNA-vermittelte Knockdown von GRB verringerte die IL-2-
Expression zusatzlich um etwa 26% auf mRNA-Ebene bzw. um ca. 14% auf
Proteinebene (siehe Abb. 9b und 9c). Dies macht deutlich, dass GRB in humanen

T-Zellen Hydrokortison-vermittelte Effekte hemmt.
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Abb. 9: GRB-Knockdown verstarkt Hydrokortison-vermittelte Effekte. a) Primare T-Zellen
gesunder Probanden wurden mit 50 nM siRNA gegen GRB bzw. Negativkontroll-siRNA (NC)
transfiziert, mit anti-CD3/CD28-Beads stimuliert und fir 24 Stunden inkubiert. Die mRNA-Expression
von GRB und GRa wurde mittels gPCR untersucht und die Ergebnisse wurden relativ zur Kontrolle
dargestellt. Mittelwert £ SD, n = 3, * P < 0,01. b) Aus gesunden Freiwilligen wurden primére T-Zellen
isoliert, mit siRNA gegen GRp transfiziert und fir 24 Stunden mit anti-CD3/CD28-Beads in
Anwesenheit von Hydrokortison (HC) stimuliert. Die IL-2-mRNA-Expression wurde mittels qPCR
ermittelt. Die Ergebnisse wurden relativ zu stimulierten T-Zellen dargestellt. Mittelwert £+ SD, n =3, * P
< 0,01. c) Die IL-2-Proteinexpression in den Zelliberstdnden wurde mittels Luminex-Technologie
analysiert und als Proteinexpression relativ zu stimulierten T-Zellen abgebildet. Mittelwert + SD, n = 3,
*P <0,05.

3.1.3. MiRNA-vermittelte Regulation der GRa-Expression

Alternatives SpleiBen des Glukokortikoidrezeptors fihrt zur Entstehung der
Isoformen GRa und GRp, die sich hauptsachlich in der Lange ihrer 3‘-UTRs
unterscheiden: Der GRa-3-UTR ist um 2505 nt langer als der GRB-3-UTR. Unter
Verwendung von Vorhersageprogrammen fir miRNA-Bindestellen wurden in silico
drei potenzielle miRNA-124-Bindestellen im 3-UTR von GRa identifiziert. In Folge
des alternativen SpleiBens sind diese Bindestellen im 3-UTR von GRp nicht
vorhanden, d. h. GRa und GRB kénnten durch miRNA-124-Bindung differenziell
reguliert werden (siehe Abb. 10).
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Abb. 10: Schematische Darstellung der Lokalisation von miRNA-124-Bindestellen im GRa-3'-
UTR. Der GRao-3'-UTR ist 3985 nt lang und besitzt drei Bindestellen fir miRNA-124 (die Positionen ab
Beginn des 3'-UTRs sind in Klammern angegeben). GRB entsteht durch alternatives Spleien von
Exon 8 mit strangabwérts gelegenen Elementen von Exon 9, wodurch der 3-UTR in verkirzter Form
vorliegt und die miRNA-124-Bindestellen nicht mehr vorhanden sind.

Ob die in silico identifizierte miRNA-124 die GRa-Expression reguliert, wurde durch
Reportervektor-Experimente untersucht. Daflir wurde der GRa-3-UTR mittels PCR
amplifiziert und in den psiCHECK-2-Reportervektor kloniert, der sowohl fiir die
Renilla reniformis-Luciferase (Rluc) als auch flar die Photinus pyralis (Firefly)-
Luciferase (Fluc) kodiert. Die Rluc-Expression wird durch die Bindung von miRNAs
an den 3-UTR beeinflusst, wohingegen Fluc konstitutiv exprimiert wird und somit als
interne Kontrolle dient. HEK-293-Zellen wurden mit dem Reporterkonstrukt und
einem miRNA-124-Uberexpressionsplasmid (pmr-124) bzw. pmR-Leervektor (NC)
co-transfiziert und die Ratio Rluc/Fluc wurde ermittelt. Eine Uberexpression von
miRNA-124 fuhrte zu einer Reduktion der relativen Luciferaseaktivitat um 55 + 3%
(siehe Abb. 11).

Zur zusétzlichen Uberpriifung der Regulation wurden in den einzelnen miRNA-124-
Bindestellen im GRa-3-UTR jeweils zwei Basen deletiert, wodurch miRNA-124 nicht
mehr binden konnte. Eine Inaktivierung aller drei miRNA-124-Bindestellen (mutA)
fOhrte zu einer kompletten Aufhebung des inhibitorischen Effektes von miRNA-124
(98 £ 2%). Der Reportervektor mutC, bei dem die dritte miRNA-124-Bindestelle
mutiert wurde, wies eine reduzierte relative Luciferaseaktivitat auf (48 + 3%), die
vergleichbar zum nicht-mutiertem Plasmid war, d. h. Bindestelle 3 ist nicht an der
miRNA-124-vermittelten Regulation von GRa beteiligt. Durch Mutation der
Bindestellen 1 und 2 (mutB) wurde die Interaktion zwischen miRNA-124 und GRa-3'-
UTR aufgehoben, was sich in einer annahernd unveranderten relativen
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Luciferaseaktivitat (93 + 6%) im Vergleich zur Kontrolltransfektion auBerte (siehe
Abb. 11). Diese Ergebnisse zeigen, dass miRNA-124 durch direkte Bindung an
Bindestelle 2 die GRa-Expression regulieren kann. Eine Interaktion zwischen
miRNA-124 und Bindestelle 1 wird nicht vermutet, da diese zu Nahe am offenen
Leseraster lokalisert ist.

1207

Ratio Rluc/Flue (%)

F-UTR 3-UTR mutA mutB mutc
NC miR-124

Abb. 11: Direkte Bindung von miRNA-124 an GRa-3-UTR. Der GRa-3-UTR wurde in den
psiCHECK-2-Luciferasevektor kloniert. Reporterkonstrukte, welche keine miRNA-124-Bindestellen im
GRa-3-UTR aufweisen, wurden durch gerichtete Mutagenese erzeugt (mutA: alle Bindestellen
mutiert, mutB: Bindestellen 1 und 2 mutiert, mut C: Bindestelle 3 mutiert). Zudem wurde ein miR-124-
Uberexpressionsplasmid kloniert (pmr-124). HEK-293-Zellen wurden mit Wildtyp- (3-UTR) oder
mutierten Konstrukten und mit pmr-124 (miR-124) bzw. pmr-Leervektor (NC) co-transfiziert. Die
Reporteraktivitdt wurde durch Luciferase-Assay ermittelt und die Ergebnisse wurden als Rluc/Fluc-
Verhéltnis relativ zur Kontrolle dargestellt. Mittelwert + SD, n =12, * P < 0,01.

Es wurde nun untersucht, ob miRNA-124 die GRa-Expression in Jurkat-T-Zellen und
in primaren humanen T-Lymphozyten reguliert. Dazu wurden die Zellen mit premiR-
124 Molekllen bzw. der entsprechenden Negativkontrolle transfiziert und T-Zell-
Rezeptor spezifisch mit anti-CD3/CD28-Beads stimuliert. MiR-124 flhrte zu einer
deutlichen Reduktion der GRa-mRNA-Expression: In Jurkat-T-Zellen wurde die
Expression um etwa 22% und in T-Zellen, trotz geringer Transfektionseffizienz von
ca. 40%, um etwa 12% verringert (siehe Abb. 12a und 12b). Der inhibitorische Effekt
von mMiRNA-124 auf die GRa-Expression in Jurkat-T-Zellen wurde in Westernblot-
Analysen bestatigt (siehe Abb. 12c). Diese Ergebnisse zeigen, dass miRNA-124 die
GRa-Expression in stimulierten T-Zellen reguliert. Die Expression von GRB wurde
durch die Transfektion von miRNA-124 nicht beeinflusst.
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Abb. 12: MiRNA-124 beeinflusst die GRa-Expression in humanen T-Zellen. a) Jurkat-T-Zellen und
primare T-Zellen wurden mit 50 nM premiR-124 bzw. Negativkontrolle (NC) transfiziert, mit anti-
CD3/CD28-Beads stimuliert und fur 24 Stunden inkubiert. RNA wurde isoliert und die relative GRa-
MmRNA-Expression wurde mittels gPCR bestimmt. Mittelwert + SD, Jurkat-T-Zellen: n = 6, priméare
T-Zellen: n = 5, * P < 0,01. b) Zur Bestimmung der Transfektionseffizienz von nativen T-Zellen mit
premiR-Molekulen wurden T-Zellen mit 50 nM Cy3 dye-labeled Pre-miR Negative Control transfiziert.
Die Auswertung erfolgte am Attune-Durchflusszytometer mit einer Extinktion bei 488 nm und einem
575 nm/24 nm Emissionsfilter. Es ist ein reprasentatives Ergebnis von drei unabhangigen
Experimenten gezeigt. c) Die GRa-Proteinexpression wurde in premiR-124 transfizierten und
stimulierten Jurkat-T-Zellen untersucht. 3-Aktin wurde als Ladekontrolle verwendet. Gezeigt ist ein
reprasentatives Ergebnis von sechs unabhéngigen Experimenten.

Zur Untersuchung der miRNA-124-Expression in priméaren humanen T-Zellen wurden
T-Lymphozyten aus dem Vollblut gesunder Freiwilliger gewonnen und in An- bzw.
Abwesenheit von Hydrokortison mit anti-CD3/CD28-Beads stimuliert. Wie in
Abbildung 13 dargestellt, fuhrt die Stimulation der Zellen zu einer 1,7-fachen (+ 0,4)
Erhdhung der miRNA-124-Expression. Eine Behandlung mit Hydrokortison resultierte
sogar in einer 2,8-fach (£ 0,7) gesteigerten Expression von miRNA-124 (siehe
Abb. 13).
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Abb. 13: Expression von miRNA-124 in humanen T-Zellen. RNA wurde aus primaren T-Zellen
gesunder Probanden isoliert. Die miRNA-124-Expression wurde in 1: nativen T-Zellen, 2: CD3/CD28-
stimulierten T-Zellen und 3: CD3/CD28-stimulierten und Hydrokortison-behandelten T-Zellen mittels
TagMan MicroRNA Assay untersucht. Die Ergebnisse wurden relativ zu unstimulierten T-Zellen
abgebildet. Mittelwert + SD, n = 14, * P < 0,05.

3.1.4. Untersuchung des Expressionsverhaltens von GRa, GRB und miRNA-124
in T-Zellen septischer Patienten

Die Expression von GRa, GRB und miRNA-124 wurde nun in primaren
T-Lymphozyten septischer Patienten untersucht. Die qPCR-Ergebnisse zeigten im
Vergleich zu T-Zellen gesunder Probanden eine geringfligige Reduktion der GRa-
Expression (Faktor 0,8 + 0,2), eine 2,1-fache (x 0,04) Erh6hung der GRB-Expression
und eine geringflgige Zunahme der miRNA-124-Expression (Faktor 1,2 £ 0,5) (siehe
Abb. 14).
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Abb. 14: Expression von GRa, GRB und miRNA-124 in T-Zellen von Sepsis-Patienten. Primére
T-Zellen wurden aus dem Blut von Sepsis-Patienten isoliert und RNA wurde gewonnen. a) Die mRNA-
Expression von GRa und GRB wurde mittels gPCR bestimmt und relativ zu nativen T-Zellen gesunder
Probanden dargestellt. Mittelwert £ SD, n = 20, * P < 0,01. b) Die miRNA-124-Expression in T-Zellen
von Sepsis-Patienten wurde mittels TagMan MicroRNA Assay ermittelt und relativ zu nativen T-Zellen
gesunder Freiwilliger abgebildet. Mittelwert + SD, n = 20.

3.1.5. Diskussion der Ergebnisse 1

Als méglicher Mechanismus zur Entstehung einer Kortikosteroidresistenz wird die
Verschiebung der GR-Expression zur dominant negativen GRB-Form hin diskutiert
[28,22,80]. Bislang war bekannt, dass GRf in humanen neutrophilen Granulozyten
sowie in verschiedenen Tumorzelllinien (z. B. HeLa S3-Zellen und CEMC7-Zellen) in
wesentlich  geringeren Mengen exprimiert wird als GRa und dass
proinflammatorische Zytokine zu einer gesteigerten GRpB-Expression fuhren. Es
wurde vermutet, dass dies die Entstehung einer Glukokortikoid-Insensitivitat
beglnstigt [95,88,71,54].

In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass auch in primaren humanen
T-Zellen GRB in geringeren Mengen exprimiert wird als GRa (siehe Tabelle 6). Ein
siRNA-vermittelter Knockdown von GRp fiihrte zu einer deutlichen Verstarkung anti-
inflammatorischer Hydrokortison-Effekte. Dies zeigt, dass GRp trotz seiner geringen
Expression die Wirkungen von Glukokortikoiden in humanen T-Zellen relevant
inhibiert (siehe Abb. 9).

Die vorliegende Arbeit zeigt zudem, dass die Stimulation von T-Lymphozyten zu

einer signifikanten Erhéhung der GRa-Expression fiihrt, was eine sensitivere
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Reaktion auf antiinflammtorische Immunmodulatoren, wie Glukokortikoide,
ermoglicht. Diese Stimulations-induzierte Steigerung der GRa-Expression kann
durch Hydrokortison-Gabe inhibiert werden. Die GRpB-Expression hingegen wird
weder durch T-Zell-Rezeptor-spezifische Stimulation noch durch Hydrokortison-
Behandlung beeinflusst (siehe Abb. 7). Das hieraus resultierende reduzierte
GRa:GRB-Expressionsverhaltnis kénnte zu einer eingeschrankten Glukokortikoid-
Sensitivitat stimulierter T-Lymphozyten beitragen.

Die molekularen Mechanismen, die zu einer Hydrokortison-vermittelten Reduktion
der GRa-Expression flhren, wurden in der vorliegenden Arbeit ndher untersucht. Die
Ergebnisse zeigen, dass sich die mRNAs von GRa und GRp in der Lénge ihrer
exprimierten 3‘-UTRs unterscheiden und differenziell durch miRNA-124 reguliert
werden: Der GRa-3'-UTR ist um 2505 nt langer als der 3‘-UTR von GRp, enthalt drei
miRNA-124-Bindestellen und erméglicht eine Regulation der GRa-Expression durch
miRNA-124 (siehe Abb. 10, Abb. 11 und Abb. 12). Alternatives SpleiBen des GRs
fihrt dazu, dass diese miRNA-Bindestellen im GRB-3-UTR nicht mehr vorhanden
sind und sich GRB damit der Regulation durch miRNA-124 entzieht (siehe Abb. 10).
Es wurde auch gezeigt, dass die Expression endogener miRNA-124 durch
Stimulation der T-Lymphozyten signifikant erhdéht und durch eine zusatzliche
Hydrokortison-Gabe verstarkt wird (siehe Abb. 13). Eine gesteigerte miRNA-124-
Expression inhibiert vermehrt die GRa-Expression und kdénnte die gefundene
reduzierte GRa-Expression nach Hydrokortison-Behandlung stimulierter T-Zellen
erklaren.

Diese Ergebnisse zeigen, dass in humanen T-Zellen alternatives SpleiBen und
nachfolgende miRNA-Regulationsmechanismen zur Entstehung einer Imbalance in
der Expression der GR-SpleiBvarianten fihren und somit zur Entwicklung einer
Steroidresistenz beitragen kdénnen (siehe Abb. 15): Glukokortikoide diffundieren in
das Zytoplasma und binden an GRa, wodurch GRa in den Zellkern transloziert und
durch Bindung an GREs die Genexpression reguliert (1). Diese Effekte werden durch
eine Inflammations-vermittelte Erhéhung der GRa-Expression verstarkt (2). Die
Behandlung der Zellen mit Glukokortikoiden fiihrt zu einem starken Anstieg der
miRNA-124-Expression (3). MiRNA-124 bindet an den GRa-3-UTR und reduziert die
GRa-Expression, wodurch eine Imbalance in der Expression der GR-SpleiBvarianten

zugunsten der dominant negativen B-Form entsteht (4). GRB hemmt die GRa-
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Aktivitat und  fahrt  zur  Verringerung der  immunsuppressiven  und

antiinflammatorischen Wirkung von Glukokortikoiden (5).
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Abb. 15: Schematische Darstellung des miRNA-124-vermittelten negativen
Riickkoppelungsmechanismus.

Bei verschiedenen inflammatorischen Krankheitsbildern, wie chronischer lympho-
zytischer Leukadmie und Asthma, wurde bereits auf eine Beteiligung eines
verdnderten GRa:GRB-Expressionsverhéaltnisses in  der Entstehung einer
Kortikosteroidresistenz hingewiesen [80,28].

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass auch im Krankheitsverlauf der
Sepsis Veranderungen des GR-Expressionsverhaltnisses auftreten: Im Vergleich zu
nativen T-Lymphozyten gesunder Probanden wurde in T-Zellen septischer Patienten
eine leichte Reduktion der GRa-Expression und eine signifikant gesteigerte GRf-
Expression gefunden. Die Ergebnisse zeigen zudem eine geringflgige Zunahme der
miRNA-124-Expression in den Patientenproben (siehe Abb. 14). Dies bedeutet, dass
eine miRNA-124-vermittelte Regulation der GRa-Expression bei Sepsis méglich ist.
In der vorliegenden Arbeit wurde ein miRNA-vermittelter Regulationsmechanismus
der GR-Expression gezeigt, der potenziell von hoher klinischer Relevanz ist: Bei
Behandlung von Sepsis-Patienten mit Hydrokortison besteht die Gefahr, dass Uber
eine Steigerung der miRNA-124-Expression eine Reduktion der GRa-Expression
induziert wird. Vor allem in septischen Patienten mit erhdhter GRB-Expression kann

dieser Mechanismus die Entwicklung einer Kortikosteroidresistenz beglnstigen.
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3.2. Regulation der Expression von MGMT durch alternative Polyadenylierung
und miRNA-Bindung bei Glioblastomen

3.2.1. Untersuchung des Expressionsprofils der MGMT-Transkriptvarianten in
Glioblastomen

Die Daten einer neueren Studie lassen vermuten, dass die MGMT-Expression nicht
nur durch Promotormethylierung sondern auch durch posttranskriptionelle
Regulationsmechanismen beeinflusst wird [51]. Eine miRNA-vermittelte Regulation
der MGMT-Expression wére somit denkbar und sollte in der vorliegenden Arbeit
untersucht werden.

Es wurde zunachst mittels ,NCBI Reference Sequences“ (RefSeq) der MGMT-3'-
UTR identifiziert. Dabei zeigte sich, dass potenziell zwei mobgliche MGMT-
Transkriptvarianten existieren, die sich in der Lange ihrer exprimierten 3-UTRs
unterscheiden und durch alternative Polyadenylierung entstehen kdnnten:
Bioinformatische Untersuchungen ermittelten zwei Polyadenylierungssequenzen im
langeren MGMT-3*-UTR. Die erste kanonische Polyadenylierungsstelle (,ATTAAA®)
kénnte zur Entstehung eines kirzeren MGMT-Transkriptes (NM_002412.1) mit einer
3-UTR-Lange von 105 nt fahren. Durch Verwendung der alternativen
Polyadenylierungssequenz (,LAAGAAA®) kénnte eine MGMT-Isoform (NM_002412.3)
mit einem 522 nt langen 3-UTR exprimiert werden (siehe Abb. 16a).

Um die Existenz verschieden langer MGMT-3'-UTR-Varianten in Normalhirngewebe
und in GBM-Biopsaten experimentell zu verifizieren, wurde eine 3‘-RLM-RACE
durchgefihrt. Dazu wurde RNA unter Verwendung eines 3'-RACE-Adapters in cDNA
revers transkribiert, der komplementar zum Poly(A)-Ende einer mRNA war. In PCR-
Reaktionen erfolgte eine Amplifikation der cDNA-Sequenzen zwischen einem
MGMT- und einem Adapter-spezifischen Primer, wodurch verschieden lange DNA-
Fragmente entstanden, die elektrophoretisch aufgetrennt wurden. Im Normalhirn
wurde nur ein DNA-Fragment mit einer Lange von 440 nt amplifiziert, das mit der
vorhergesagten kirzeren MGMT-3‘-UTR-Variante Ubereinstimmte (siehe Abb. 16b).
In GBM-Biopsaten wurden hingegen zwei Banden mit einer GréBe von 440 nt und
850 nt detektiert, die der vorhergesagten kurzen und der vorhergesagten langen
3-UTR-Variante entsprachen (siehe Abb. 16b). Die Expression der jeweiligen

52



Ergebnisse und Diskussion

MGMT-3'-UTR-Varianten in Normalhirngewebe bzw. in GBM wurde mittels
Sequenzierung bestatigt.

RACE Primer For

MM Normalhirn MM GBM

Poly(A) Poly(A)
Stelle 1 Stelle 2

MGMT—{ Kodierende Region —+——} 1000 bp
| 105 nt; |
= s2znt |

— Polv(A)-Stelle 2-Produkt

500 bp

— Foly(A)-Stelle 1-Frodulkd

{Poly(A)-Stellel 1-Produkt ~ 440 nt
— i

{Poly(A)-Stelle 2-Produkt ~ 850 nt

Abb. 16: Identifikation von zwei Polyadenylierungsstellen im MGMT-3‘-UTR. a) Schematische
Darstellung der Polyadenylierungsstellen (Poly(A)) im 3*-UTR von MGMT sowie die Lange der 3-UTR-
Varianten. Angegeben ist die Bindungsstelle des verwendeten MGMT-spezifischen Primers (RACE
Primer for) und die erwarteten 3“-RACE-Produktlangen. b) 3“-RLM-RACE wurde mit RNA aus
Normalhirngewebe oder GBM-Biopsaten durchgefiihrt. Gezeigt ist ein reprasentatives Ergebnis von
drei unabhéngigen Experimenten (MM, Molekulargewichtsmarker).

Um eine mdgliche Korrelation zwischen MGMT-3-UTR-Lange und MGMT-mRNA-
Expression in Normalhirngewebe bzw. in GBM zu untersuchen, wurden gPCR-
Assays designed, die eine spezifische Quantifizierung der langen bzw. der kurzen
3-UTR-Variante ermdglichten. Hierbei wurde eine inverse Korrelation zwischen der
Expression der 3*-UTR-Varianten und der MGMT-Expression gefunden (R = -0,86):
Eine erhdhte Expression der langen 3‘-UTR-Variante korrelierte mit einer reduzierten
MGMT-mRNA-Expression, bzw. die Expression der kurzen 3“-UTR-Variante
korrelierte mit einer gesteigerten MGMT-mRNA-Expression (siehe Abb. 17a).

Basierend auf Daten unserer Arbeitsgruppe [51] wurden die GBM-Biopsate nach
MGMT-mRNA-Expression in drei Gruppen unterteilt: geringe MGMT-Expression
(relative Expression < 0,35), mittlere MGMT-Expression (relative Expression > 0,35,
< 0,75) und hohe MGMT-Expression (relative Expression > 0,75). Im Vergleich zum
Normalhirngewebe wurde in GBM mit geringer MGMT-Expression eine signifikant
erhdhte Expression der langen 3'-UTR-Variante gefunden (Faktor 5,2 = 2,1),
wohingegen GBM mit einer mittleren MGMT-mRNA-Expression geringfligig weniger
MGMT-3-UTR lang exprimierten (Faktor 3,4 + 1,1). In GBM-Biopsaten mit einer
hohen MGMT-mRNA-Expression wurden keine Verdnderungen des 3-UTR-
Expressionsprofils im Vergleich zu Normalhirngewebe gefunden (Faktor 1,2 £ 0,6)
(siehe Abb. 17b). Diese Ergebnisse zeigen, dass eine reduzierte MGMT-mRNA-
Expression mit der Expression der langen MGMT-3'-UTR-Variante einhergeht.
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Abb. 17: Expression der MGMT-3‘-UTR-Varianten in GBM-Biopsaten. a) Die Expression der
MGMT-3’-UTR-Varianten in Normalhirn (n = 6) und in GBM (n = 49) wurde mittels gPCR untersucht.
Dargestellt ist die Korrelation der MGMT-mRNA-Expression mit dem Verhaltnis zwischen langem und
kurzem MGMT-3-UTR in GBM relativ zu Normalhirn. R = -0,86, P < 0,0001. b) Die GBM-
Gewebeproben wurden nach MGMT-mRNA-Expression in drei Gruppen eingeteilt: geringe MGMT-
Expression (n = 13), mittlere MGMT-Expression (n = 25), hohe MGMT-Expression (n = 11). Die
Ergebnisse der gPCR wurden als Ratio 3-UTR lang zu kurz relativ zu Normalhirn abgebildet.
Mittelwert + SEM, * P< 0,05.

3.2.2. Einfluss der MGMT-Isoformen auf die mRNA-Stabilitait und die

Proteinexpression

Es wurde nun untersucht, wie sich die Expression verschiedener 3-UTR-Langen auf
die MGMT-Proteinexpression auswirkt. Hierzu wurde die lange MGMT-3-UTR-
Variante mittels PCR amplifiziert und in den Luciferasevektor psiCHECK-2
strangabwaérts der kodierenden Region des Rluc-Gens kloniert. Zur Herstellung eines
Reporterkonstruktes mit der kurzen 3-UTR-Variante wurde mittels gerichteter
Mutagenese nach der ersten kanonischen Polyadenylierungsstelle eine Notl-
Schnittstelle eingefligt und die strangabwérts gelegenen Sequenzen des langen
MGMT-3'-UTRs mittels Restriktionsverdau entfernt. Die Reporterplasmide wurden in
HEK-293-Zellen transfiziert und die relative Luciferaseaktivitat wurde ermittelt. Wie in
Abbildung 18 dargestellt, fihrte die Transfektion des Reportervektors mit der kurzen
MGMT-3'-UTR-Variante zu einer erhdhten relativen Luciferaseaktivitat (2,7 + 0,5),
wohingegen nach Transfektion des Luciferasevektors mit der langen 3‘-UTR-Variante
eine relative Reporteraktivitat von 1,3 + 0,1 ermittelt werden konnte. Daraus lasst
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sich folgern, dass die Expression der langen MGMT-3-UTR-Variante zu einer

geringeren Proteinexpression flhrt.

RFatio Rluc/Fluc

3°-UTR 2°-UTR
kurz  lang

Abb. 18: Reduktion der Proteinexpression durch 3‘-UTR-Verlangerung. Die MGMT-3'-UTR-
Varianten wurden in den psiCHECK-2-Reportervektor kloniert. Die Luciferasevektoren wurden in HEK-
293-Zellen transfiziert und die Proteinexpression wurde mittels Luciferase-Assay ermittelt. Die
Luciferaseaktivitat wurde als Rluc/Fluc-Verhéltnis dargestellt. Mittelwert £ SEM, n =6, * P < 0,05.

Um zu untersuchen, ob die unterschiedliche Proteinexpression der beiden MGMT-3"-
UTR-Varianten auf eine reduzierte mRNA-Stabilitdt zurlckzuflhren ist, wurde das
Tet-Off-Genexpressionssystem verwendet. Dazu wurde die kodierende Region des
Rluc-Gens zusammen mit der jeweiligen MGMT-3'-UTR-Variante in den pTRE-Tight-
Vektor kloniert und in HEK-293-Tet-Off-Advanced Zellen transfiziert. Diese Zellen
exprimieren stabil ein Tetracyclin-abhangiges Transaktivatorprotein (fTA), das mit
einem Tetracyclin-spezifischen Promotor interagiert und die Transkription
nachgeschalteter Gene initiiert. Durch Zugabe von Doxycyclin wird tTA inaktiviert und
somit die Transkription des hier klonierten Rluc-Gens mit der jeweiligen MGMT-3*-
UTR-Variante inhibiert. Die Stabilitdt der vorhanden Rluc-mRNA bzw. des Rluc-
Proteins nach Doxycyclin-Behandlung wurde mittels qPCR bzw. Luciferase-Assay
untersucht. Im Vergleich zur Expression der kurzen MGMT-3-UTR-Variante flhrte
die Expression der langen 3‘-UTR-Variante zu einer signifikanten Reduktion der
Rluc-mRNA um etwa 42% (siehe Abb. 19a). Dies konnte auf Proteinebene durch
eine verminderte Luciferaseaktivitdt um ca. 48% bestatigt werden (siehe Abb. 19b).
Durch Expression der langen MGMT-3'-UTR-Variante wird somit die mRNA-Stabilitat

verringert, wodurch signifikant weniger Protein translatiert wird.
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Abb. 19: Reduktion der mRNA-Stabilitit und der Proteinexpression durch 3‘-UTR-
Verlangerung. a) Fir Tet-Off-Experimente wurde Rluc zusammen mit der jeweiligen MGMT-3"-UTR-
Variante aus den Reportervektoren isoliert und in den pTRE-Tight-Vektor kloniert. HEK-293-Tet-Off-
Advanced-Zellen wurden transient mit dem pTRE-Tight-Plasmid und dem pTRE-Tight-Firefly-
Luciferasevektor transfiziert, der als Kontrolle fiir die Transfektionseffizienz diente. 30 Stunden nach
Transfektion wurden die Zellen mit Doxycylin behandelt. Die Transkriptstabilitat wurde 8 Stunden nach
Doxycyclin-Zugabe mittels gPCR  (n = 5) oder b) 30 Stunden nach Doxycyclin-Behandlung durch
Luciferase-Assay (n = 5) bestimmt. Dargestellt wurden die Rluc-Expressionswerte in Doxycyclin-
behandelten Zellen relativ zu unbehandelten Zellen. Mittelwert + SEM, * P < 0,05.

3.2.3. MiRNA-vermittelte Regulation der langen MGMT-Transkriptvariante

Die Stabilitat der MGMT-mRNA kénnte durch AU-reiche Elemente oder miRNA-
Bindestellen in der langen MGMT-3‘-UTR-Variante reguliert sein [36,86]. In silico
Analysen zeigten keine AU-reichen Elemente im MGMT-3-UTR, jedoch konnten
unter Verwendung von vier Erkennungsprogrammen fir miRNA-Zielsequenzen
(TargetScan, PITA, RNA22 und miRDB) mehrere hochwahrscheinliche miRNA-
Bindestellen im MGMT-3-UTR identifiziert werden: Es wurden drei potenzielle
Bindestellen in der kurzen MGMT-3-UTR-Variante und sieben potenzielle
Bindestellen in der langen Transkriptvariante identifiziert. Eine Bindestelle fir miRNA-
181d wurde in beiden MGMT-3'-UTR-Varianten gefunden (siehe Abb. 20).
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Abb. 20: Schematische Darstellung der miRNA-Bindestellen in den MGMT-3‘-UTR-Varianten.
Mittels bioinformatischer Analysen wurden in der kurzen MGMT-Transkriptvariante drei (schwarz) und
in der langen MGMT-3'-UTR-Variante sieben (blau) potenzielle miRNA-Bindestellen identifiziert.

Ob die in silico vorhergesagten miRNAs die MGMT-Expression regulieren, wurde
durch Experimente mit Reportervektoren untersucht. Wie in Abbildung 21a
dargestellt, unterliegt der kurze MGMT-3-UTR keiner miRNA-Regulation: Im
Vergleich zur Kontrolltransfektion regulierten weder miRNA-1197, noch miRNA-655,
noch miRNA-181d die relative Luciferaseaktivitat signifikant (siehe Abb. 21a). Die
lange MGMT-3-UTR-Variante hingegen wird durch mehrere der in silico
identifizierten miRNAs reguliert: Durch Transfektion von miRNA-661 und miRNA-370
wurde die relative Luciferaseaktivitat signifikant reduziert (Reduktion um: 14 + 8%,
miRNA-661; 16 * 6%, miRNA-370). Die starkste Reduktion der relativen
Luciferaseaktivitat wurde durch Transfektion von miRNA-181d, miRNA-767-3p und
miRNA-648 erzielt (Reduktion um: 30 + 2%, miRNA-181d; 32 + 2%, miRNA-767-3p;
37 * 4%, miRNA-648). MiRNA-184 und miRNA-183 zeigten keine Wirkung auf die
relative Luciferaseaktivitat (siehe Abb. 21b).

Zum zusatzlichen Nachweis einer direkten Bindung von miRNA-181d, miRNA-767-3p
und miRNA-648 wurden die Bindestellen im psiCHECK-2-Reporterkonstrukt jeweils
durch gerichtete Mutagenese deletiert. Die so erstellten mutierten Plasmide bzw. der
Wildtyp-Reportervektor wurden mit den entsprechenden premiR-Molekilen in HEK-
293-Zellen co-transfiziert und die relative Luciferaseaktivitat wurde ermittelt. Im
Vergleich zum Wildtyp-Plasmid, bei dem eine signifikante Reduktion der relativen
Luciferaseaktivitat erreicht wurde, konnte durch die Co-Transfektion der mutierten
Reporterkonstrukte mit den jeweiligen premiR-Molekilen keine Veranderungen der
relativen Luciferaseaktivitdt gefunden werden (siehe Abb. 21c). Daraus lasst sich
folgern, dass miRNA-181d, miRNA-767-3p und miRNA-648 spezifisch mit der langen
MGMT-3'-UTR-Variante interagieren.
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Abb. 21: Bindung von miRNAs an die MGMT-3‘-UTR-Varianten. a) U87MG-Zellen wurden mit
psiCHECK-MGMT-3-UTR kurz und den angegebenen premiR-Molekilen (50 nM) bzw. mit einer
premiR-Negativkontrolle (50 nM) transfiziert. Die Reporteraktivitdt wurde mittels Luciferase-Assay
bestimmt und die Werte wurden als Rluc/Fluc-Verhéltnis relativ zur Kontrolle dargestellt. Mittelwert +
SEM, n = 6. b) PsiCHECK-2-Reporterplasmid mit kloniertem langen MGMT-3‘-UTR wurde zusammen
mit den angegebenen premiR-Molekilen (50 nM) in U87MG-Zellen transfiziert und die
Luciferaseaktivitat wurde ermittelt. Die Ergebnisse wurden als Rluc/Fluc-Verhaltnis relativ zur Kontrolle
angegeben. Mittelwert + SEM, n = 6, * P < 0,05. ¢) Die Bindestellen von miRNA-181d, miRNA-767-3p
und mMiRNA-648 wurden im psiCHECK-2-Vektor mit dem langen MGMT-3-UTR mittels gerichteter
Mutagenese inaktiviert. Diese mutierten Plasmide (3‘-UTR mut) bzw. der Wildtyp-Plasmid (3‘-UTR)
wurden zusammen mit den angegebenen premiR-Molekulen (50 nM) bzw. mit einer Negativkontrolle
(50 nM) in HEK-293-Zellen transfiziert und die Luciferaseaktivitdt wurde bestimmt. Das Rluc/Fluc-
Verhéltnis wurde relativ zur Kontrolle abgebildet. Mittelwert + SEM, n =5, P < 0,05.
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Es wurde nun untersucht, ob die in den Reporterversuchen identifizierten miRNAs
die MGMT-Expression tatsachlich regulieren. Dazu wurden Zellen mit premiR-
Molekllen transfiziert und die MGMT-Expression wurde mittels qPCR und
Westernblot-Analysen bestimmt. Nach Transfektion von miRNA-181d und miRNA-
767-3p wurde eine signifikante Reduktion der MGMT-mRNA-Expression ermittelt
(miRNA-181d: Faktor 0,83 = 0,03; miRNA-767-3p: Faktor 0,67 £ 0,18), die auch auf
Proteinebene gefunden werden konnte. MiRNA-648 flhrte zu keiner signifikanten
Verringerung der MGMT-mRNA-Expression (Faktor 1,01 + 0,16), jedoch zu einer fast
vollstandigen Reduktion der MGMT-Proteinexpression. MiRNA-661 und miRNA-370
reduzierten weder die MGMT-mRNA-Expression noch die MGMT-Proteinexpression
(siehe Abb. 22). Diese Ergebnisse zeigen, dass die MGMT-Expression durch
miRNA-181d, miRNA-767-3p und miRNA-648 gehemmt wird. Dabei erzielen miRNA-
181d und miRNA-767-3p ihre inhibitorischen Effekte auf mMRNA-Ebene, wohingegen
miRNA-648 auf translationaler Ebene die MGMT-Expression reguliert.

MGMT . - - -

MC  miR- miR- miR- miR- miR-
G661 270 187d YE7-3p G48

Relative MGMT-mRNA-Expression

miR- mik- mik- miR- miR-
G661 370 181d VG7-3p G648

Abb. 22: MiRNA-vermittelte Regulation der MGMT-Expression. A549-Zellen wurden transient mit
den angegebenen premiR-Molekilen (50 nM) bzw. einer Negativkontrolle (50 nM) transfiziert. a) 24
Stunden nach Transfektion wurden die Zellen lysiert und die MGMT-mRNA-Expression wurde mittels
gPCR untersucht. Die Ergebnisse wurden relativ zur Negativkontrolle dargestellt. Mittelwert + SEM,
n =6, P < 0,05. b) Proteingesamtextrakte wurden gewonnen und die MGMT-Proteinexpression wurde
mittels Westernblot-Analyse detektiert. Als Ladekontrolle diente [B-Aktin. Gezeigt ist ein
reprasentatives Ergebnis von sechs unabhéngigen Experimenten.
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Die Expression der MGMT-regulierenden miRNAs wurde nun in GBM mittels gPCR
untersucht. Im Vergleich zu Normalhirngewebe konnte in GBM eine signifikant
gesteigerte Expression von miRNA-648 (Faktor 2,1 = 0,4) und miRNA-767-3p (Faktor
10,1 + 1,9) gefunden werden. MiRNA-181d weist in GBM keine Expressions-
veranderungen im Vergleich zu Normalhirn auf (Faktor 1,1 £ 0,2) (siehe Abb. 23). Die
MGMT-regulierenden miRNAs werden somit in GBM exprimiert, im Fall von miRNA-
648 und miRNA-767-3p sogar in einer deutlich erhdéhten Expressionsrate im

Vergleich zum Normalhirngewebe.

Relative miEMA-Expression (GEMMNormalhirn)

N
| ’—L‘
© miR- miR- miR-
181d 648 767-3p

Abb. 23: Expression der MGMT-regulierenden miRNAs in GBM-Biopsaten. Die Expression der
angegeben miRNAs in GBM wurde mittels TagMan MicroRNA Assay und Normalisierung auf RNU6b
ermittelt. Dargestellt wurden die miRNA-Expressionsraten relativ zu Normalhirngewebe. Mittelwert +
SEM, n=19, * P <0,05.

3.2.4. Einfluss von miRNAs auf die TMZ-Sensitivitat von Gliomzellen

Es ist bekannt, dass MGMT DNA-Sch&den durch Chemotherapeutika, wie TMZ,
repariert. Zellen, die wenig MGMT exprimieren sprechen folglich besser auf eine
Therapie mit TMZ an als Zellen, die eine hohe MGMT-Expressionsrate aufweisen
[8,45].

Es wurde nun untersucht, ob die MGMT-regulierenden miRNAs tatsachlich die
Sensitivitat von Gliomzellen auf TMZ durch Reduktion der MGMT-Expression
erhéhen. Dafir wurden Zellen der MGMT exprimierenden Zelllinie T98G mit allen
drei MGMT-regulierenden miRNAs gleichzeitig transfiziert. Die Westernblot-Analysen

zeigten, dass dadurch die MGMT-Proteinexpression deutlich verringert wurde (siehe
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Abb. 24a). Transfiziete T98G-Zellen wurden mit unterschiedlichen TMZ-
Konzentrationen behandelt und die Zellviabilitdt wurde mittels MTT-Assay bestimmt.
Wie in Abbildung 24b dargestellt, wurden ohne TMZ-Behandlung keine signifikanten
Unterschiede in der Viabilitdit der T98G-Zellen gefunden. Eine Behandlung mit
100 pM bzw. 500 pM TMZ fihrte in premiR-transfizierten Zellen zu einer stark
verminderten Zellviabilitdt (Reduktion um 37% bzw. 25% im Vergleich zur
Kontrolltransfektion) (siehe Abb. 24b). An diesem Effekt waren alle drei MGMT-
regulierenden miRNAs beteiligt (siehe Abb. 24c). Diese Ergebnisse zeigen, dass
durch eine miRNA-vermittelte Reduktion der MGMT-Expression die zytotoxische

Wirkung von TMZ auf Gliomzellen erhdht wird.
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Abb. 24: Einfluss der MGMT-regulierenden miRNAs auf die Zellviabilitat nach TMZ-Gabe. T98G-
Zellen wurden gleichzeitig mit 20 nM premiR-181d, -648 und -767-3p bzw. mit 60 nM Negativkontrolle
transfiziert. a) 24 Stunden nach Transfektion wurden Proteingesamtextrakte gewonnen und die
MGMT-Proteinexpression wurde mittels Westernblot-Analyse detektiert. Als Ladekontrolle diente [3-
Aktin. Gezeigt ist ein représentatives Ergebnis von drei unabhangigen Experimenten. b) 12 Stunden
nach Transfektion wurden die Zellen fir weitere 12 Stunden mit TMZ bzw. DMSO in den
angegebenen Konzentrationen behandelt und die Zellviabilitdt wurde mittels MTT-Assay bestimmt. Die
Ergebnisse wurden als % Viabilitdt TMZ-behandelter Zellen relativ zu DMSO-behandelten Zellen
dargestellt. Mittelwert £ SEM, n = 6, * P < 0,01. c) T98G-Zellen wurden mit 50 nM der angegebenen
premiR-Molekule bzw. mit einem negativen Kontrollmolekdl (50 nM) transfiziert und 12 Stunden nach
Elektroporation mit 500 uM TMZ behandelt. 12 Stunden nach TMZ-Zugabe wurde die Zellviabilitat
mittels MTT-Assay untersucht. Die Werte wurden als % Zellviabilitat relativ zur Kontrolltransfektion
dargestellt. Mittelwert + SEM, n =6, * P < 0,05.
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3.2.5. Diskussion der Ergebnisse 2

Der MGMT-Promotormethylierungsstatus dient als pradiktiver Faktor flir die
Ansprechrate von GBM-Patienten auf Chemotherapie mit alkylierenden Agenzien
[92]. Es wurde bereits gezeigt, dass eine Methylierung des MGMT-Promotors sowohl
zu einer reduzierten MGMT-Expression als auch zu einer besseren Ansprechrate auf
alkylierende Chemotherapeutika und zu einem verlangerten Uberleben der Patienten
fihrt [94,34]. Jedoch ist der Regulationsmechanismus der MGMT-Expression bislang
nicht vollstandig aufgeklart, wodurch die Verwendung von MGMT als alleinigen
Biomarker zur Stratifizierung von Patienten nicht geeignet ist.

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Polyadenylierungssignale im 3‘-UTR von
MGMT identifiziert, die zur Entstehung von zwei MGMT-Transkriptvarianten mit
unterschiedlichen 3-UTR-Langen fuhren: Durch die Verwendung der vorderen
kanonischen Polyadenylierungssequenz wird eine MGMT-mRNA mit einem kurzen
3-UTR exprimiert, die sowohl im Normalhirngewebe als auch in GBM-Biopsaten
gefunden wird (siehe Abb. 16). Dagegen fuhrt die Verwendung des hinteren
Polyadenylierungssignals zur Expression einer MGMT-Transkriptvariante mit einem
um 417 nt langeren 3-UTR. Die lange MGMT-3-UTR-Variante wird nur im
Tumorgewebe exprimiert und ist in GBM, unabhangig vom MGMT-
Promotormethylierungsstatus, mit einer verminderten MGMT-mRNA-Expression
assoziiert (siehe Abb. 16 und Abb. 17). Die genauen Regulationsmechanismen einer
alternativen Polyadenylierung sind noch nicht vollstédndig verstanden. Jedoch weisen
einige Studien darauf hin, dass Cis-Kontrollelemente (z. B. U-, und GU-reiche
Elemente) sowie Co-Faktoren (z. B. ,Cleavage stimulation factor* und ,Cleavage and
polyadenylation specificity factor®), die an der 3‘-Prozessierung beteiligt sind, zur
Verwendung alternativer Polyadenylierungssignale fihren und dadurch die
Entstehung von Transkriptvarianten mit unterschiedlichen 3‘-UTR-Langen
beglnstigen kdnnten [39,42]. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf
hin, dass in GBM Polyadenylierung-regulierende Faktoren differenziell exprimiert
werden, wodurch in den Tumoren eine alternative Polyadenylierung hervorgerufen
wird, die zur Expression der langen MGMT-3*-UTR-Variante fihrt.

Far Tumore wurde bislang gezeigt, dass sich Onkogene (z. B. IGF2BP1, Cyclin D1
und Cyclin D2) durch Verkiirzung des 3-UTRs einer Regulation durch miRNAs
entziehen kdnnen, wodurch die Tumorigenese geférdert wird [61]. In der
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vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass auch eine 3-UTR-Verlangerung von MGMT
zu einer erhéhten Malignitat von Tumorzellen fihren kann: Die lange MGMT-3'-UTR-
Variante enthalt mehr miRNA-Bindestellen als die kurze Transkriptvariante und
ermdglicht somit eine Reduktion der MGMT-Expression durch miRNA-181d, miRNA-
648 sowie miRNA-767-3p (siehe Abb. 20, Abb. 21 und Abb. 22). Die Ergebnisse
zeigen, dass miR-181d und miRNA-767-3p zu einer Degradation der MGMT-mRNA
fihren, wohingegen miRNA-648 hauptsachlich die Translationseffizienz von MGMT
reduziert (siehe Abb. 22). Diese MGMT-regulierenden miRNAs werden in GBM
exprimiert, im Fall von miRNA-648 und miRNA-767-3p sogar mit einer im Vergleich
zu Normalhirngewebe gesteigerten Expressionsrate (siehe Abb. 23), wodurch eine
verminderte MGMT-mRNA-Expression in den Tumorproben erklart werden kann.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen zudem, dass miRNA-181d, miRNA-
648 sowie miRNA-767-3p durch Regulation der MGMT-Expression TMZ-vermittelte
zytotoxische Effekte auf Gliomzellen erhéhen und somit zu einer potenziell besseren
Ansprechrate der GBM-Patienten auf Radio-/Chemotherapie mit TMZ fihren kdnnen
(siehe Abb. 24).

Durch den in der vorliegenden Arbeit gefundenen posttranskriptionellen
Regulationsmechanismus der MGMT-Expression kénnten Befunde von Patienten
erklart werden, die trotz eines unmethylierten MGMT-Promotors eine geringe MGMT-
Expression aufweisen [51]. Bei GBM-Patienten ist somit eine Therapieentscheidung
zugunsten einer Chemotherapie nicht allein auf der Basis vom MGMT-
Promotormethylierungsstatus mdéglich, sondern es missen noch weitere MGMT-
regulierende Faktoren, wie Histonmodifikationen, Transkriptionsfaktoren und die hier

beschriebene alternative Polyadenylierung, berltcksichtigt werden [47,100,52,49].
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Zusammenfassung

4. Zusammenfassung

Bei der posttranskriptionellen Regulation der Genexpression spielt die alternative
Verwendung von SpleiBregionen und Polyadenylierungssignalen eine wichtige Rolle.
Es ist bekannt, dass alternatives SpleiBen sowie alternative Polyadenylierung zur
Entstehung von mRNA-Isoformen mit verschiedenen 3‘-UTR-Langen flhren und
sowohl die Transkriptstabilitdt als auch die Proteinexpression beeinflussen kdnnen:
Kurze 3-UTR-Varianten enthalten weniger miRNA-Bindestellen und sind somit der
Regulation durch miRNAs weitgehend entzogen, wahrend alternativ verlangerte 3'-
UTRs mehr miRNA-Bindestellen besitzen und potenziell besser durch miRNAs
reguliert werden. Die Relevanz dieser Mechanismen konnte in der vorliegenden
Arbeit an zwei Beispielen unterschiedlicher klinischer Bereiche gezeigt werden:

Alternatives SpleiBen des Glukokortikoidrezeptor (GR)-Transkripts fuhrt zur

Entstehung der mRNA-Transkriptvarianten GRa und GR}, die sich in der Lange ihrer
exprimierten 3‘-UTRs unterscheiden: Im Gegensatz zu GRp besteht die GRa-mRNA
aus einem langeren 3-UTR, der miRNA-124-Bindestellen aufweist. Eine miRNA-124-
vermittelte Regulation der GRa-Expression fihrt zu einer Imbalance in der
Expression von GRa und GRpB und kann somit die Entstehung einer Glukokortikoid-
Insensitivitat septischer Patienten beglnstigen.

In Glioblastomen fihrt die Verwendung einer alternativen Polyadenylierungssequenz

zu einer langeren 3“-UTR-Variante des DNA-Reparaturenzyms O°-Methylguanin-
DNA-Methyltransferase (MGMT). Diese Variante enthalt mehr miRNA-Bindestellen
als die kurze 3'-UTR-Variante, was zu einer miRNA-vermittelten Reduktion der
MGMT-Expression und zu einer verbesserten Ansprechrate der Gliomzellen auf

alkylierende Chemotherapeutika flhrt.
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5. Summary

The alternative usage of splicing sites and polyadenylation signals plays an important
role in posttranscriptional regulation of gene expression. Recent reports indicate that
alternative splicing as well as alternative polyadenylation result in multiple mRNA
isoforms differing in their 3-UTR lengths, thereby altering transcript stability and
protein expression: Shorter 3’-UTR variants have been shown to possess less
miRNA binding sites, thus circumventing miRNA targeting. In contrast, longer
3’-UTRs possess more miRNA binding sites, rendering them prone to miRNA
regulation. The clinical impact of these mechanisms was evaluated in the current
work based on two different clinical domains:

Two mRNA transcript variants of the glucocorticoid receptor (GR) transcript, GRa
and GRp, which mainly differ in their 3-UTRs length originate from alternative
splicing events: The GRa-3-UTR is much longer than GRB-3’-UTR and possess
miRNA-124 binding sites. The miRNA-124 mediated regulation of GRa expression
leads to an imbalanced expression of GRa and GRp, thereby potentially facilitating
glucocorticoid insensitivity of septic patients.

In glioblastoma, alternative polyadenylation leads to the expression of an additional

longer 3-UTR variant of the DNA repair enzyme O°-Methylguanine-DNA-
Methyltransferase (MGMT). MiRNA binding sites are predominantly located within
this elongated 3’-UTR variant, thereby rendering MGMT prone to miRNA mediated
suppression and enhancing the responsivity of glioma cells to alkylating
chemotherapeutic agents.
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CARS Anti-inflammatory Response-Syndrom
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Fluc Firefly-Luciferase

GBM Glioblastom

GR Glukokortikoidrezeptor

GRa Glukokortikoidrezeptor a-Form

GRB Glukokortikoidrezeptor 3-Form

kDa Kilodalton

H2Ogyq Zweifach deionisiertes Wasser

HBSS Hanks‘ Balanced Salt Solution

HC Hydrokortison

M Molar

MGMT O°%-Methylguanin-DNA-Methyltransferase

miRNA microRNA

NEAA Non-Essential Amino Acids

nt Nukleotid

P Irrtumswabhrscheinlichkeit

PCR Polymerase-Kettenreaktion

premiR Pre-miR miRNA Precursor Molecules

R Korrelationskoeffizient

Rluc Renilla-Luciferase

RLM-RACE RNA Ligase Mediated Rapid Amplification of cDNA Ends

gPCR Quantitative Real-Time Reverse Transkription Polymerase-
Kettenreaktion

rpm Rounds per minute

SD Standardabweichung

SDS Natriumdodecylsulfat

SEM Standardfehler
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3-UTR
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Universal Probe Library
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