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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Neuroblastom

Das Neuroblastom ist der haufigste solide Tumor des Kindesalters und verantwortlich
fir ca. 15% aller padiatrisch-onkologischen Todesfalle. Die Pravalenz betragt 1:7.000,
die Inzidenz 1,3 Neuerkrankungen auf 100.000 Kinder unter 15 Jahren, wobei das
mittlere Alter bei Diagnose bei 17,4 Monaten liegtl-2. Neuroblastome entwickeln sich aus
primitiven Neuralleistenzellen, die entlang des sympathischen Grenzstranges sowie im
Nebennierenmark lokalisiert sind3. Histologisch wird das Neuroblastom zusammen mit
dem Rhabdomyosarkom, dem Non-Hodgkin Lymphom und dem Ewing Sarkom zu den
klein-, blau-, rundzelligen Tumoren gezahltl. Es handelt sich um einen heterogenen,
bésartigen Tumor, der sich bei giinstiger Biologie (Stadien 1, 2 und 4s) haufig auch ohne
Therapie komplett zuriickbildet oder differenziert, wahrend eine ungiinstige Biologie
(Stadien 3 und 4) trotz Anwendung modernster, multimodaler Therapie nicht selten
zum Tod des Patienten filihrt*. Die Einteilung der Stadien erfolgt nach dem 1988
entwickelten> und 1993 modifizierten® International Neuroblastoma Staging System
(INSS). Die mittlere 5-Jahres-Uberlebensrate betrigt ca. 59%, wobei diese stark mit dem
Stadium assoziiert ist’8 (Tab.1). Nach einem Riickfall wird jedoch eine 5-Jahres-
Uberlebensrate von nur 8-31% postuliert®-!! und aktuelle Behandlungsprotokolle
konnen nur 25-35% der Patienten mit hohem Stadium heilen*. Demnach ist die

Notwendigkeit fiir neue zielgerichtete Neuroblastomtherapien sehr grof3.
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Tab. 1: International Neuroblastoma Staging System (INSS)3.56

. e 5-Jahres-
Stadium | Definition Uberleben
1 lokalisierter Tumor, kein Befall der Lymphknoten, >90%
vollstindige Resektion

2a lokalisierter Tumor, kein Befall der Lymphknoten, >90%
unvollstindige Resektion

2b lokalisierter Tumor, Befall der ipsilateralen Lymphknoten, >90%
vollstdndige oder unvollstandige Resektion

3 Tumorinfiltration tber die Mittellinie oder Befall der |~ 75%
kontralateralen Lymphknoten,
inoperabel

4 Tumor mit Disseminationen zu entfernten Lymphknoten, | <20%
Knochen, Knochenmark, Leber, Haut und/oder anderen
Organen

4s lokalisierter Primartumor mit Disseminationen begrenzt auf | ~ 75%
Haut, Leber und/oder Knochenmark,
beschrankt auf Kinder < 1 Jahr

1.2 Molekulare Marker und Risikostratifikation

Neben dem Patientenalter bei Diagnose, dem Tumorstadium sowie den Serum-Ferritin
und Laktatdehydrogenase-Spiegeln213 gibt es genetische und biologische Marker, die
pradiktiv fir den Verlauf der Erkrankung sind.

Eine Amplifikation des Onkogens MYCN (v-myc myelocytomatosis viral related oncogen,
neuroblastoma derived), lokalisiert auf Chromosom 2p24, ist bei 20% aller
Neuroblastome detektierbar und mit fortgeschrittenem Stadium, schnellem
Tumorwachstum und schlechter Prognose assoziiert'415. DNA-Sequenzanalysen zeigen
nur in seltenen Fallen Mutationen in MYCN kodierenden Regionené, was vermuten lasst,
dass das erhohte Mafd an transkriptionell aktivem Wildtyp Gen, das mit hohen MYCN
mRNA Level einhergeht, zur Tumorformation fiihrt. MYCN agiert zusammen mit seinen
beiden Co-Faktoren MAD und MAX als Transkriptionsfaktor und beeinflusst die
Expression von Genen, die sowohl bei Entwicklung und Migration als auch bei Apoptose
und Proliferation eine Rolle spielen?.

Die Expression des Neurotrophinrezeptors NTRK1 korreliert mit niedrigem
Tumorstadium und giinstiger Prognose von Neuroblastompatienten!8, wahrend die
Expression des Neurotrophinrezeptors NTRK2 mit schlechter Prognose assoziiert ist1°.
Die meisten familidren und 10% der sporadischen Neuroblastome weisen aktivierende

Mutationen der Anaplastischen Lymphom Kinase (ALK) auf. Die ALKF1174L Mutation ist

2
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nicht nur eine der haufiger vorkommenden Mutationen, sondern auch die Mutation mit
der grofdten Korrelation zu einem aggressiven Krankheitsverlauf?0-22,

Die prognostische Aussagekraft eines teilweisen oder kompletten Zugewinns von
Chromosom 17q, der bei 63-83% aller Neuroblastome auftritt, ist umstritten?23.
Innerhalb dieser Region liegt das Gen BIRC5 (Baculoviral IAP repeat-containing 5),
welches fiir das Protein Survivin kodiert?324, Im Vergleich zu Normalgewebe,
Malignomen bei Erwachsenen und nicht-malignen fetalen Neuroblasten der Nebenniere
ist die Expression von Survivin im Neuroblastom erhoht. Die Uberexpression von
Survivin im Tumor Kkorreliert auflerdem mit einer ungiinstigen Prognose der
Patienten2>26, Survivin interagiert mit Aurora B Kinase (AURKB), INCENP und Borealin,
die zusammen den chromosomalen Passenger Komplex (CPC) bilden. Dieser Komplex
reguliert Schliisselereignisse wahrend der Mitose wie die Korrektur von Fehlern bei der
Anheftung der Chromosomen an die Mikrotubuli, die Aktivierung von Kontrollpunkten
beim Aufbau des Spindelapparates und die Konstruktion und Regulation des
kontraktilen Apparates, der die Zytokinese antreibt2’. Aufderdem stabilisiert Survivin die
Mikrotubuli durch direkte Bindung an diese?8.

Die Lysin-spezifische Demethylase 1 (KDM1A), die die Entfernung der einfachen oder
doppelten Methylierung sowohl von Lysin 4 als auch von Lysin 9 an Histon 3 katalysiert,
spielt eine Schliisselrolle in der Regulation von Genen wahrend der Entwicklung?®. Eine
Uberexpression von KDM1A, die mit erhéhter Zellproliferation einhergeht, wird in
verschiedenen Tumorentitiaten postuliert30-34, In primaren Neuroblastomen ist die
Expression von KDM1A invers mit Differenzierung und gilinstigem Krankheitsverlauf
korreliert. Die Herunterregulation von KDM1A in humanen Neuroblastomzelllinien

fiihrt aufderdem zur Reduktion der Zellviabilitat3s.
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1.3 Die Maus als Neuroblastom-Modellorganismus

Tiermodelle humaner Erkrankungen koénnen fiir das Verstdndnis der molekularen
Mechanismen, die der Pathogenese der Erkrankung unterliegen, sehr hilfreich sein.
Aufgrund der kurzen Generationszeit, der geringen Gréfee, der einfachen
Haltungsbedingungen, der Ahnlichkeit zum Menschen und des komplett sequenzierten
Genoms stellt die Labormaus (Mus musculus) eines der geeignetsten Modelle zur
Untersuchung von Krebserkrankungen dar3¢. Fiir das Krankheitsbild des Neuroblastoms
werden verschiedene gentechnisch-veranderte Mausmodelle beschrieben, die allesamt
auf die Uberexpression eines bestimmten, fiir diese Tumorentitit relevanten, Transgens
zurlickzufiihren sind. Dabei wird zwischen konventionellen und konditionalen

Mausmodellen unterschieden.

1.3.1 Modelle mit neuralleisten-spezifischer, stabiler Uberexpression eines

Onkogens

1.3.1.1 Das TH-MYCN Modell

Basierend auf der Erkenntnis, dass eine MYCN-Amplifikation beim Neuroblastom ein
haufiges Ereignis darstellt generierten Weiss et al. 1997 das TH-MYCN-Mausmodell. Ein
Plasmidkonstrukt wurde entwickelt, in das cDNA fir humanes MYCN hinter einen
Tyrosin Hydroxylase (TH) Promotor aus der Ratte ligiert wurde. Mittels Pronukleus-
Injektion wurde das Plasmid in murine Blastozysten eingebracht und transgene Mause
generiert3”. Der Promotor ist, wie schon 1992 beschrieben wurde, sowohl im
Zentralnervensystem als auch in den sympathischen Ganglien und der Nebenniere
aktiv38. Mittels des TH-MYCN Mausmodells konnte erstmals gezeigt werden, dass eine
Uberexpression von MYCN das Potential besitzt die Entstehung muriner Neuroblastome
zu treiben, da transgene Mause dieser Linie klein-, blau- und rundzellige Tumore
entwickeln, die unifokal aus dem Ganglion coeliacum entstehen. Die Inzidenz der
Neuroblastomentwicklung heterozygoter Tiere liegt im 129x1/Sv] Stamm bei 70% und
im C57Bl/6N Stamm bei 5%. Kommt das Transgen homozygot vor, liegt die Inzidenz im

129x1/Sv] Stamm bei liber 90%37.
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1.3.1.2 Das TH-ALKF1174L Modell

Berry et al generierten das TH-ALKF1174. Mausmodell, indem sie humanes ALKF1174L
hinter den TH Promotor aus der Ratte klonierten und dieses Konstrukt in murine
Blastozysten injizierten. Keine der transgenen Tiere entwickelt einen Tumor, wahrend
die Verkreuzung mit der TH-MYCN Maus jedoch zu einer signifikanten Steigerung der
Tumorpenetranz dieses Modells fiihrt, vergleichbar mit der homozygoter TH-MYCN

Tiere3°.

1.3.2 Konditionale Modelle

Das Cre-lox-Rekombinationssystem ermoéglicht eine genetische Modifikation
spezifischer Zell- und Gewebearten. Die Cre-Rekombinase wird dabei hinter einen
spezifischen Promotor kloniert und nur in den Zellen exprimiert, in denen der Promotor
aktiv ist. Ein Gen, das von loxP Sequenzen flankiert ist, wird in Cre-exprimierenden
Zellen aufgrund der Rekombinase-Aktivitit ausgeschnitten. In konditionalen
Mausmodellen wird diese Technik zum einen zum Stilllegen von Genen und zum
anderen zur Entfernung von Sequenzen, die die Transkription von Transgenen
verhindern, verwendet. Im letzteren Fall wird das Transgen nach dem Ausschneiden der
loxP Sequenzen exprimiert. Es kommt haufig vor, dass nicht alle Zellen des Zielgewebes
die Cre-Rekombinase exprimieren, was zu einem mosaikartigen Ausschneiden der loxP
Stellen fiihrt. Dieses Phidnomen spiegelt die Situation eines spontanen Tumors wider, bei
dem ebenfalls nicht alle Zellen des Gewebes, aus dem dieser entsteht, die Mutation
aufweisen. Die Aktivitit des Promotors, der die Expression der Cre-Rekombinase
antreibt, ist hdufig nicht nur auf die Ziel-Zelltypen beschrankt, was eine genaue
Untersuchung des Expressionsmusters des zu verwendenden Cre-Modells unabdingbar
macht.

Etablierte konditionale Neuroblastommodelle nutzen das Dbh-iCre Mausmodell zur
spezifischen Expression des jeweiligen Onkogens. Die Cre-Rekombinase steht hier unter
Kontrolle des murinen Dopamin beta-Hydroxylase (Dbh) Promotors. Stanke et al
zeigten anhand der Verkreuzung mit einer ROSA26 Reportermaus, dass die Cre-
Rekombinase im Dbh-iCre Modell ausschliefdlich in noradrenergen Neuronen des

peripheren und des zentralen Nervensystems exprimiert wird4? (Abb. 1).
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Abb. 1: Expression der Cre-Rekombinase im Dbh-iCre
Mausmodell Verkreuzung mit einer ROSA26 Reporter
Mauslinie; [-Galaktosidase Farbung in sympathischen
Ganglien von Embryonen (E16,5) zur Detektion der Cre-
vermittelten lacZ  Expression: (A,B) positiv  im
sympathischen Grenzstrang, (C) negativ in Schweifddriisen-
gewebe. Modifiziert nach Stanke et al.0.

1.3.2.1 Das LSL-Lin28b;Dbh-iCre Modell

Anhand der Erkenntnis, dass eine hohe Expression von LIN28 Homolog B (LINZ28B) mit
schlechtem Gesamtiiberleben von Neuroblastompatienten assoziiert ist, generierten
Molenaar et al. ein konditionales Mausmodell zur Uberexpression des murinen Gens.
Verkreuzt mit dem Dbh-iCre Modell entwickeln LSL-Lin28b Maduse murine
Neuroblastome, die eine hohe Expression von MYCN aufweisen. Die
Neuroblastomgenese dieses Modells wird iiber die Hochregulation von MYCN durch

Lin28b vermittelt4?.

1.3.2.2 Das LSL-ALKF1174L.Dbh-iCre Modell

Heukamp et al. entwickelten ein konditionales Neuroblastommodell, das bei
Verkreuzung mit einer Cre-Maus humanes ALKF1174L {iberexprimiert. In vier von zehn
Tieren konnte die Entwicklung eines Neuroblastoms beobachtet werden. Die
Verkreuzung mit dem TH-MYCN Modell fiihrte zu einer signifikanten Steigerung der

Tumorinzidenz42.
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1.4 MikroRNAs

MikroRNAs (miRNAs) sind kurze, hoch-konservierte, nicht-kodierende RNA Molekiile,
die die Expression von Zielgenen mit komplementiren Sequenzen regulieren kénnen.
Uber 800 verschiedene humane miRNAs konnten bisher identifiziert werden
(www.mirbase.org) und es wird vermutet, dass bis zu 30% aller humanen Gene Ziel

einer Regulation durch miRNAs sind#3.

1.4.1 Die Biogenese und Funktion von miRNAs

Die Biogenese von miRNAs (Abb. 2) beginnt mit der Transkription des miRNA-Gens
durch die RNA Polymerase II, wobei die primare miRNA (pri-miRNA) gebildet wird
(500-3000 Basen)*445, Die erhaltene Haarnadel-Struktur wird von Drosha, einer
Endonuklease der RNase III Familie, abgespalten und die ca. 70 Basen lange Vorlaufer-
miRNA (pre-miRNA) freigesetzt*t. Hierzu bildet Drosha mit seinem Co-Faktor DGCR8
(DiGeorge syndrome critical region gene 8) einen Komplex, der auch als Mikroprozessor-
Komplex bekannt ist*’. Mittels des Ran-abhadngigen Kerntransport-Rezeptors Exportin-5
wird die pre-miRNA aus dem Nukleus in das Zytoplasma exportiert*s. Die
zytoplasmatische RNase III Dicer prozessiert die pre-miRNA in ca. 22 Nukleotide lange
miRNA-Doppelstrange*°. Die ausgereifte miRNA wird mittels einer RNA-Helicase in zwei
Einzelstrange konvertiert>? und lagert sich mit dem RNA-induzierten silencing Komplex
(RISC) zum miRNA-RISC Effektor-Komplex zusammen. Wahrend der 3° Einzelstrang der
miRNA (3p-Isoform) haufig degradiert wird, interagiert der 5 Einzelstrang (5p-Isoform)
mit dem RISC-Komplex5152, Die miRNA erkennt komplementidre Sequenzen spezifischer
Ziel-mRNAs in der 3‘untranslatierten Region (UTR), meistens an der 2-8 Nukleotide
langen Bindestelle am 5'Ende, und der miRNA-RISC-Komplex unterdriickt die
Genexpression durch Inhibierung der Translation oder Induktion von mRNA
Degradation>3°4, Jede miRNA kann an mehrere mRNAs binden und jede mRNA kann von
verschiedenen miRNAs reguliert werden. Mittels in silico Analysen konnen potentielle
Ziele von miRNAs vorhergesagt werden (www.targetscan.org). Jedoch beruht die
biologische Funktionalitit der miRNA nicht nur auf der Bindung an komplementare
Basen, sondern wird auch durch andere Faktoren, wie der Anzahl der Zielsequenzen der
umliegenden Sequenzen der mRNA5> und der Okkupation von Bindestellen durch RNA-

bindende Proteine>®, beeinflusst. Demzufolge ist es notwendig vorhergesagte Ziele von
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miRNAs in biologischen Experimenten, beispielsweise mittels Luziferase Reporter

Analysen, zu validieren.
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Abb. 2: Die Biogenese von miRNAs (a) Transkription des miRNA Gens in primare miRNA (pri-
miRNA) durch RNA Polymerase II (Pol II); Abspaltung der haarnadel-férmigen Vorlaufer-miRNA
(pre-miRNA) durch Drosha. (b) Export ins Zytoplasma durch Exportin-5 und (c) Prozessierung
durch Dicer; Inkorporation in den RNA-induzierten silencing Komplex (RISC). (d) spezifische
mRNA Degradation oder Inhibierung der Translation von Proteinen. Modifiziert nach Garzon
etals’.

1.4.2 Die Rolle von miRNAs bei der Pathogenese des Neuroblastoms und anderen

Tumorentititen

MiRNAs spielen eine wichtige Rolle in verschiedenen zelluliren Mechanismen, wie
Proliferation, Apoptose, Zellwachstum und Zellzyklus, weshalb es nicht verwunderlich
ist, dass sie auch mit Krebserkrankungen in Verbindung gebracht werden. Abhangig
davon, ob sie mRNAs regulieren, die tumorsuppressive oder onkogene Proteine

kodieren, wirken sie als onkogene oder tumorsuppressive miRNAs>8.
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1.4.2.1 Das onkogene miR-17-92-Cluster

Das bekannteste Beispiel fiir die Beteiligung von miRNAs an der Pathogenese des
Neuroblastoms ist das miR-17-92-Cluster, das sechs miRNAs umfasst
(miR-17, -18a, -19a, -19b -20a und -92), die in Neuroblastomzelllinien mit hoher MYCN
Expression stirker exprimiert werden als in Zelllinien mit niedrigem MYCN Level.
Mittels Luziferase Reporter Analyse konnte gezeigt werden, dass MYCN in
verschiedenen Genregionen des miR-17-92-Clusters direkt bindet und die miRNAs
hochreguliert. Eine ektopische Expression des miR-17-92-Clusters in der
Neuroblastomzelllinie SK-N-AS, die nur eine Kopie des MYCN Gens tragt, fithrt zu einer
gesteigerten Proliferation der Zellen>°. Auch in primiren Neuroblastomen konnte eine

Hochregulation in Hoch-Risiko-Patienten gezeigt werden®0.61,

1.4.2.2 Tumorsuppressive miRNAs

Die erste miRNA, deren tumorsuppressive Funktion im Neuroblastom beschrieben
wurde, ist miR-34a, die auf der chromosomalen Region 1p36.23 lokalisiert ist.
Besonders in humanen Neuroblastomen, die eine MYCN Amplifikation aufweisen, liegt
diese Region haufig homozygot deletiert vor. Tumore mit 1p Deletion weisen eine
niedrige Expression von miR-34a auf und die exogene Expression der miRNA in
Neuroblastomzelllinien fiihrt zu einer Reduktion der Proliferation und induziert
Apoptose®263, Interessanterweise weist die 3’'UTR von MYCN zwei funktionelle
Bindestellen der miR-34a auf und die Bindung der miRNA an diese Bindestellen fiihrt zu
einer Herunterregulation von MYCN auf Proteinebene®. Es wird vermutet, dass genau
diese Regulation den Phinotyp der miR-34a Uberexpression erklarté5. Chen et al
beschreiben einen weiteren Signalweg in dieser Achse. Sie konnten zeigen, dass MYCN in
Neuroblastomzelllinien direkt die Expression von Survivin durch Bindung an den
Survivin Promoter reguliert¢®.

Schulte et al analysierten die Expression von 430 miRNAs in 69 Tumoren von
Neuroblastompatienten mittels multiplex Hochdurchsatz-qPCR®7. Anhand einer Kaplan-
Meier Analyse konnen diese Neuroblastompatienten anhand der miRNA
Expressionsprofile in Langzeit und- Kurzzeit-Uberlebende separiert werden. Auf Basis
der 20 miRNAs mit der hochsten positiven und der 20 miRNAs mit der hdéchsten
negativen Beteiligung, die zu einer effizienten Separation der Patienten fiihrt, wurde
eine nicht-liberwachte Clusteranalyse durchgefiihrt (Abb. 3). Beide Isoformen der

miR-542 sind in Tumoren mit hohem Stadium niedriger exprimiert als in Tumoren mit
9
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glinstiger Biologie. Die miR-542 Expression ist signifikant niedriger in Tumoren mit
MYCN Amplifikation im Vergleich zu Tumoren mit nur einer Kopie von MYCN sowie in

Tumoren von Patienten mit Riickfall im Vergleich zu Patienten mit Tumor-freiem

Uberleben®’.
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Abb. 3: Auftrennung von Neuroblastompatienten mit guter und schlechter Prognose
anhand von miRNA Expressionsprofilen Zwei-dimensionale Clusteranalyse basierend auf 40
miRNAs. Schwarze Balken = Patienten mit Riickfall. Griine Pfeile = Expression der miR-542-3p
und miR-542-5p. Modifiziert nach Schulte et al.¢7.
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Bray et al. beschreiben ebenfalls eine Korrelation zwischen fehlender Expression von
miR-542-5p und sowohl schlechterem Ereignis-freiem als auch schlechterem Gesamt-
liberleben in 144 Neuroblastompatienten®s. Nach exogener Expression dieser miRNA
kann zwar kein Unterschied in der Proliferationsrate der Neuroblastomzelllinien Kelly,
SK-N-AS und NB1691 detektiert werden, aber sowohl Kelly als auch SK-N-AS Zellen
reagieren mit signifikant verringerter Invasivitit durch eine Matrigel-Matrix. Die
Expression von miR-542-3p induziert eine Reduktion der Proliferationsrate der
humanen Lungenkarzinomzelllinie A549, der humanen Zervixkarzinomzelllinie HeLa
und der humanen Brustkrebszelllinie MCF7%°. Des Weiteren reduziert miR-542-3p die
Fahigkeit von A549 Zellen zur Koloniebildung. Sowohl in A549 als auch in HeLa Zellen
konnte gezeigt werden, dass Survivin ein direktes Target von miR-542-3p ist.

Ein weiteres Beispiel fiir eine miRNA mit tumorsuppressiver Funktion ist miR-137, die
auf dem humanen Chromosom 1p22 lokalisiert ist. MiR-137 ist in verschiedenen huma-
nen Tumorentititen, wie dem Glioblastom’% dem Kolorektalkarzinom?!, dem Mund-
hoéhlenkarzinom und dem Plattenepithelkarzinom des Kopfes und Nackens herunterre-
guliert’2. Die exogene Expression von miR-137 in den Mundhohlenkarzinomzelllinien

HSC-6 und HSC-7 reduziert deren Wachstum und Konfluenz in vitro72.

11
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2 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Dissertation war es, ein neues konditionales MYCN vermitteltes Mausmodell

zu generieren und zu etablieren. Folgende Fragestellungen sollten bearbeitet werden:

1. Entwickeln LSL-MYCN;Dbh-iCre Mause Tumore, die als murine
Neuroblastome beschrieben werden konnen?
Anhand der Lokalisation sowie der histologischen und molekularen Eigenschaften der
Tumore, die sich in transgenen LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausen entwickeln, soll untersucht
werden, ob sich das Modell als murines Neuroblastommodell eignet. Weiterhin sollen
verschiedene Bildgebungsmethoden angewendet werden, um das Modell genauer zu

charakterisieren.

2. Wie unterscheiden sich die Tumore des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells von
denen des etablierten TH-MYCN Modells?

In diesem Teil der Arbeit sollen die Eigenschaften des neuen LSL-MYCN;Dbh-iCre Maus-

modells mit denen des etablierten Neuroblastommodells TH-MYCN verglichen werden,

um Gemeinsamkeiten und Unterschiede herauszuarbeiten.

3. Kann das LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausmodell genutzt werden, um neue Ziele
einer Neuroblastomtherapie zu identifizieren und sind diese validierbar?

Anhand des LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausmodells sollen potentiell tumorsuppressive
miRNAs detektiert werden, die sowohl bei der Genese als auch fiir die Therapie des
Neuroblastoms eine Rolle spielen konnten. Nach erfolgreicher Identifikation soll die
funktionelle Bedeutung ausgewahlter miRNAs in vitro in etablierten humanen Neuro-
blastomzelllinien analysiert werden. Dazu sollen die miRNAs ektopisch exprimiert und
die phanotypischen Auswirkungen auf die Zellen untersucht werden. Des Weiteren
sollen aus anderen Tumorentitdten bekannte Zielgene dieser miRNAs im Neuroblastom

validiert werden.

12



Material und Methoden

3 Material und Methoden

Chemikalien und Verbrauchsmaterialien wurden, falls nicht anders erwahnt, von den in
Deutschland vertretenen Firmen Carl Roth GmbH & Co.KG (Karlsruhe), AppliChem
GmbH (Darmstadt) oder Sigma-Aldrich Chemie GmbH (Taufkirchen) bezogen. Die Syn-
these von Oligonukleotidprimern erfolgte bei Eurofins MWG Operon (Ebersberg).

Alle Puffer und Loésungen wurden mit deionisiertem, Millipore-gereinigtem Wasser
angesetzt. Puffer und Losungen, die unter sterilen Bedingungen Verwendung finden
sollten, wurden vor ihrer Benutzung autoklaviert. pH-Werte wurden mit HCI bzw. NaOH

eingestellt.

3.1 Tierexperimentelle Methoden

Alle im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Mause wurden im zentralen Tierlaborato-
rium des Universitdtsklinikums Essen gehalten. Die Tiere lebten in einem hell-dunkel-
Rhythmus von je 12 Std. und bei einer konstanten Raumtemperatur von 20+2°C. Wasser

und pelletiertes Futter (Ssniff Spezialdidten GmbH, Soest) erhielten die Tiere ad libitum.

3.1.1 Generierung der LSL-MYCN Maus

Die LSL-MYCN Maus wurde im Auftrag des hiamatologisch-onkologischen Labor der
Kinderklinik III bei der Firma TaconicArtemis GmbH (K&ln) unter regelmafdiger gegen-

seitiger Absprache generiert.

3.1.1.1 Konstruktion des LSL-MYCN Vektors

In einen geschiitzten Vektor mit Rekombinase-vermittelter Kassettenaustauschstelle
(RCME) wurde humane MYCN cDNA (Gen-ID: ENSG00000134323) hinter einen Hiihner-
Aktin-Promotor (CAG) sowie eine loxP-flankierte Polyadenyl-Stoppsequenz (LSL) und
vor eine interne ribosomale Eintrittsstelle (IRES) sowie ein Luziferase Gen (Fluc) klo-

niert (Abb. 4 (II)).
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Abb. 4: Schema der Vektorkonstruktion zur Generierung transgener LSL-MYCN Mause (I)
Schema des ROSA26 Genlokus der F1 RMCE 103 embryonalen Mausstammzellen mit Rekombi-

nase-vermittelten Kassettenaustauschstellen (RCME), benutzt um den (II) CAG-LSL-MYCN-IRES-
Fluc-RMCE-Austauchvektor einzubauen; der ROSA26 Genlokus nach der (III) Insertion des kon-
ditionalen Allels und (IV) dem Cre-Rekombinase-vermittelten Ausschneiden der Polyadenyl-
Stoppsequenz. CAG = Hiihner-Aktin-Promotor; hGHpA = Polyadenyl-Stoppsequenz, hergestellt
aus humanem Wachstumshormon; NMYC = offenes Leserasters von humanem MYCN; A1/A2 =
Primer zur Amplifikation des MYCN-Transgens; B1/B2 = Primer zur Validierung des Ausschnei-
dens der Polyadenyl-Stoppsequenz. Modifiziert nach Milestone Report TaconicArtemis GmbH.

3.1.1.2 Generierung von LSL-MYCN tragenden embryonalen Stammzellen

TaconicArtemis F1 RMCE 103 embryonale Mausstammzellen (ES-Zellen) mit dem gene-
tischen Hintergrund 129S6;C57Bl6/N, die im ROSA26 Genlokus iiber RMCE Stellen
verfligten (Abb. 4 (I)), wurden auf einer mitotisch inaktivierten, murinen Fibroblasten-
schicht kultiviert. Die Kotransfektion der ES-Zellen mit dem CAG-LSL-MYCN-IRES-Fluc-
RMCE-Austauchvektor und einem Flpe-Rekombinase exprimierenden Vektor (pCAG
Flpe pA) erfolgte mittels Lipofektion unter Verwendung eines Standardprotokolls. Der
Austausch der Kassetten erfolgt an den Positionen FRT und F3. Positive Klone wurden
sieben Tage lang mit G418 selektiert und morphologisch verschiedene Kolonien wurden
isoliert. Mittels Southern Blot Analyse wurde die korrekte Rekombination iiberpriift. Die
5‘-Sonde diente zum Nachweis der korrekten Rekombination in 5-Richtung des Vektors,
die 3'-Sonde fiir die korrekte Rekombination in 3‘-Richtung. Anhand der Hybridisierung
mit der neo-Sonde wurde die Einzelintegration tberprift. Die verwendeten Sonden und

die zu erwartenden Fragmentgrofien bei Verdau mit verschiedenen
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Restriktionsenzymen sind in einer Tabelle zusammengefasst (Tab. 2). Validierte Klone

wurden vermehrt und in fliissigen Stickstoff gelagert.

Tab. 2: Sonden fiir die Southern Blot Analyse Modifiziert nach Milestone Report TaconicAr-
temis GmbH.

Fragmentgrofde [kb]

Sonde Enzyme Wildtyp-Allel | F1 RMCE Allel | LSL-MYCN Allel
HindlIIl 4,4 39 7,0

5 EcoRI 15,6 4,3 7,8
Pcil 9,5 16,4 13,1
Avrll 53 12,1 6,6

3 Pcil 9,5 16,4 6,7
Stul 4,9 8,3 15,3
HindIII - - 7,0

neo EcoRI - - 7,8
Asel - - 4,5

3.1.1.3 Generierung von chimiren Mausen

Tetraploide Maus-Blastozysten wurden aus superovulierten Balb/c Weibchen (Tag 3
post coitum) isoliert. In 60 Blastozysten wurden je 7-10 rekombinante ES-Zellen
(C57BIl/6N) injiziert. Je 20 Blastozysten wurden dann drei scheintrachtigen Weibchen in
den Uterus implantiert, woraufthin 10 chimire Nachkommen geboren wurden. Die
chimdren Nachkommen, die sich sowohl aus den transgenen ES-Zellen als auch aus den
Zellen der Blastozyste entwickelten, wurden weitergeziichtet und keimbahnmutierte
mannliche Tiere (schwarze/weifde Fellfarbe) durch Verpaarung mit C57Bl1/6N Weibchen
vermehrt. Der Nachweis der Keimbahntransmission erfolgte anhand der schwarzen
Fellfarbe. Das Transgen wurde mittels LSL-MYCN Primern in einer PCR amplifiziert
(s.3.2.1 - Tab. 3), um den Einbau zu validieren. Heterozygote LSL-MYCN Mause wurden
an unsere Arbeitsgruppe transferiert (Abb 4 (III)) und durch Verpaarung mit Wildtyp-

Tieren weiter geziichtet.
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3.1.1.4 Genotypisierungen

Zur Genotypisierung aller verwendeten Mausstimme wurde den Nachkommen an Tag 5
bis 8 nach der Geburt eine Schwanzbiopsie entnommen. Die Vervielfdltigung des
LSL-MYCN-Amplikons aus genomischer Schwanz-DNA erfolgte anhand einer PCR mit
LSL-MYCN-Primern (Abb. 4: A1/A2 und Tab. 3) und die Detektion mit Hilfe der Agarose-
Gelelektrophorese (s. 3.2.1 und 3.2.2). Homozygote LSL-MYCN Mause wurden mit
ROSA26-Wildtyp-Primern identifiziert (Tab. 3). Die Genotypisierung von Dbh-iCre Mau-

sen erfolgte unter Verwendung von Dbh-iCre-Primern (Tab. 3).

3.1.2 Zucht von LSL-MYCN;Dbh-iCre Miusen und Detektion von Tumoren

Dbh-iCre Mause wurden freundlicherweise von Prof. Dr. Hermann Rohrer (Max-Planck-
Institut fiir Hirnforschung, Frankfurt) zur Verfiigung gestellt. Heterozygote Dbh-iCre
Tiere wurden mit heterozygoten LSL-MYCN Tiere verpaart. Doppelt-transgene Nach-
kommen wurden mittels LSL-MYCN- und Dbh-iCre-Genotypisierungs-PCRs (s. 3.1.1.4)
identifiziert und als LSL-MYCN;Dbh-iCre bezeichnet.

Durch wdochentliches Abtasten des Abdomens und des Halsbereiches wurden Tumore
detektiert. Sowohl mittels Lumineszenz-Bildgebung (s.3.1.2.1) als auch Ultraschall-
Bildgebung (s.3.1.2.2) wurden ertastete Tumore validiert. Alle tumor-tragenden
LSL-MYCN;Dbh-iCre Mause wurden bei Erreichen eines Tumorvolumens von ca.
500 mm3 oder bei schlechtem Habitus durch zervikale Dislokation getdtet und seziert.
Abmagerung, Bewegungseinschrankung und Atembeschwerden aufgrund eines Tumors
in der Nahe der Luftrohre wurde als schlechter Habitus definiert. Mittels einer handels-
tiblichen Kamera (Panasonic Lumix DMC-FZ248) wurden makroskopische Fotos der
Tumore erzeugt. Herz, Hirn, Milz, Muskulatur aus dem Femur, Nebennieren (wenn nicht
mit Tumor verwachsen), Nieren, Schwanz und Teile der Leber sowie der Tumore wur-
den sofort in flissigem Stickstoff kryokonserviert und bei -80°C gelagert. Aufierdem
wurden Femur sowie Teile der Leber und der Tumore in 4% Paraformaldehyd in PBS
pH 7,2 (Morphisto, Frankfurt am Main) eingelagert.

In den Tumoren wurde das konstitutive Allel anhand der ausgeschnittenen Polyadenyl-
Stoppsequenz im Vergleich zu Kontrollgeweben mittels flox out Primern (Tab. 3) vali-

diert.
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3.1.2.1 Biolumineszenz-Bildgebung von Tumor-tragenden LSL-MYCN:Dbh-iCre Mausen

Zellen der LSL-MYCN;Dbh-iCre Maus, in denen die Cre-Rekombinase aktiv ist und damit
die Transkriptionsabbruchstelle (hGHpA) herausgeschnitten wurde, sollten neben dem
Onkogen MYCN auch Luziferase exprimieren. Zur Detektion dieser Zellen wurde Mau-
sen, die einen tastbaren Tumor trugen, in die Schwanzvene D-Luciferin in PBS
(PerkinElmer, Rodgau) injiziert (50 mg/kg Korpergewicht). In Gegenwart von Luzi-
ferase wird Luciferin oxidiert und bei der daraus resultierenden Abspaltung von
Teilgruppen wird Energie in Form von Licht abgegeben. Tiere wurden mit 3% Isofluran
(Forene®; Abbott, Wiesbaden) in Sauerstoff narkotisiert und in die Kammer des IVIS
Lumina II (PerkinElmer), in der eine kontinuierliche Behandlung mit 2% Isofluran in
Sauerstoff  aufrechterhalten = wurde, gelegt. Mittels dieses Luminszenz-
Bildgebungsgerates wurde die Intensitit der Lumineszenz-Emission gemessen und die

Bilder im TIF-Format exportiert.

3.1.2.2 Ultraschall-Bildgebung verschiedener Gewebe von LSL-MYCN:Dbh-iCre Mausen

Hochfrequenter Schall aufderhalb des hérbaren Bereichs des Menschen (>16 kHz) wird
als Ultraschall bezeichnet. In der Humanmedizin dient die Ultraschall-Untersuchung
(Sonografie) zur Bildgebung bei verschiedenen Erkrankungen. Man macht sich zu Nutze,
dass die Ultraschallwellen, die von einem Schallkopf ausgesendet werden, je nach Ge-
webeart entweder absorbiert oder reflektiert werden. Der Schallkopf empfiangt die
reflektierten Wellen wieder und die Reflektion wird auf dem Bildschirm als Graustufen
dargestellt. Wassrige Strukturen werden schwarz dargestellt, wahrend Luft, die kein
Ultraschall leitet, weifd erscheint.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Ultraschall-Bildgebungssystem Vevo® 2100 (Visual
Sonics, Amsterdam, Niederlande) verwendet, um Gewebe und Tumore der
LSL-MYCN;Dbh-iCre Maus zu untersuchen. Enthaarte Tiere wurden mit 3% Isofluran
(Forene®) in Sauerstoff narkotisiert und auf dem beheizbaren Untersuchungstisch so
fixiert, dass eine Ableitung der Herz- und Atemfrequenz ermoglicht wurde. Die Ultra-
schall-Untersuchung wurde unter kontinuierlicher Narkose mit 2% Isofluran in Sauer-
stoff mittels eines MicroScan-Schallkopfs (MS550D - Visual Sonics) durchgefiihrt. An-
hand der 3D-Funktion wurden in 100 pm Abstand Schnitte durch Gewebe gemacht,
dessen Oberflache anhand des Gerats berechnet wurde. Durch Aneinanderreihen dieser
Schnitte wurde die 3D-Struktur des jeweiligen Gewebes rekonstruiert und das Volumen

berechnet.
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3.1.3 Xenografts und Nanopartikel-Behandlung

Sechs-Wochen alten thymuslosen NCR (nu/nu) Mausen wurden subkutan in die Flanke
1-107 WACII-Zellen, suspendiert in 200 pl Matrigel™ (BD, Heidelberg), injiziert. Mittels
einer elektronischen Schieblehre (Baumarkt Obi, Essen) wurden die Tumore drei Mal

pro Woche vermessen und das Volumen mittels der folgenden Formel berechnet:
Tumorvolumen [mm?3] = % - Ldnge [mm] - Breite [mm] - H6he [mm]

Sobald die Tumore ein Volumen von ca. 500 mm3 erreicht hatten, wurden jeweils drei
Tiere intraven6s mit miR-542-3p- bzw. Negativkontroll-miRNA-beladenen Nanoparti-
keln (Herstellung s. 3.3.5) behandelt. Eine zweite Injektion erfolgte 24 Std. nach der
ersten. Nach weiteren 24 Std. wurden die Mduse durch zervikale Dislokation getotet.
Sowohl Teile von Lebern als auch von Tumoren wurden fiir qPCR- und Western Blot
Analysen in Kryoréhrchen iiberfiihrt, in fliissigem Stickstoff schockgefroren und bei -
80°C gelagert. Fiir histologische Untersuchungen wurden Teile von Lebern und Tumo-

ren in 4% Paraformaldehyd in PBS, pH 7,2 (Morphisto) fixiert.

3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 Polymerase-Kettenreaktion

Saiki et al. entwickelte 1985 das Prinzip der Polymerase-Kettenreaktion (PCR), mittels
der DNA-Sequenzen vervielfdltigt werden konnen?3. In einem Puffersystem werden die
Ausgangs-DNA (template), zwei spezifische Oligonukleotidprimer, eine thermostabile
Taqg-Polymerase und Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) vermischt. Die
eigentliche PCR erfolgt in drei Reaktionsschritten. Im Denaturierungsschritt (94°C) wird
das template in seine beiden Einzelstrange aufgetrennt, an die die spezifischen Oligo-
nukleotidprimer im Annealingschritt hybridisieren. Der Elongationsschritt, bei dem die
Polymerase aus dem gebundenen Primer das template neu synthetisiert, findet beim
Temperaturoptimum der Polymerase statt (72°C). Jede PCR besteht aus 25-40 Zyklen,
wobei die Menge des eingesetzten templates bei optimalen Bedingungen in jedem Zyklus

verdoppelt wird.
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In dieser Arbeit wurde die Methode der PCR zur Genotypisierung transgener Mause und
zur Validierung der ausgeschnittenen Polyadenyl-Stoppsequenz benutzt, wobei die
GoTaq® Hot Start Polymerase (Promega, Mannheim) Verwendung fand. Die Stocklésung
der Primer hatte eine Konzentration von 20 mM. Folgendes Pipettierschema wurde fiir

jeden PCR-Ansatz verwendet:

5x GoTaq® Flexi Puffer 4 ul
MgCl; (25 mM) 1,2 ul
dNTP-Mix (Bio-Budget, Krefeld) 0,6 pl
Primer forward 1l
Primer reverse 1l
GoTaq® Polymerase (5 U/ul) 0,1 pul
template DNA 1l
DNase-freies H,0 11,1l

Die Amplifikation der templates erfolgte im C1000™ Thermal Cycler (Bio-Rad, Miinchen),
wobei die Annealingtemperatur vom GC-Gehalt der verwendeten Primer und die
Elongationszeit von der Linge des zu synthetisierenden DNA-templates (60 Sek. pro
1 kb) abhéangig war. Die verwendeten Primer, sowie die spezifischen Annealingtempera-
turen und Elongationszeiten wurden in einer Tabelle zusammengefasst (Tab. 3). Fol-

gendes allgemeines Programm wurde benutzt:

180 Sek. 94°C
30 Sek. 94°C
30 Sek. 55-65°C 39x
30-180 Sek. 72°C
300 Sek. 72°C
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Tab. 3: Oligonukleotidprimer fiir PCR fwd = forward; rev = reverse

Bezeichnung | Sequenz (5'-3') P"rodukt- Annealing- El(_)ngatlons-
lange temperatur | zeit
Dbh-iCre fwd: ctgccagggacatggceagg 300bp | 59°C 45 Sek.
rev: gcacagtcgaggctgatcagc
flox-out fwd: gccecgeggtgatgectttgagg 2241 bp 67,7°C 240 Sek.
rev: cggggactgggcggtggaac 703 bp
LSL-Mycy | Jwd: accacaaggecctcagtace 168bp | 60°C 30 Sek.
rev: tgggacgcacagtgatgg
ROSA26- fwd: ctcttcectegtgatctgeaactcc o
Wildtyp rev: catgtctttaatctacctcgatgg 299 bp 62°C 45 Sek.

Die Auswertung der PCRs erfolgte mittels der Agarose-Gelelektrophorese (s.3.2.2),

wobei jeweils 14 ul des PCR-Ansatzes aufgetragen wurden.

3.2.2 Agarose-Gelelektrophorese

Aufgrund ihrer negativen Ladung bewegen sich sowohl DNA- als auch RNA-Strange in
einem elektrischen Feld in Richtung der Anode. Die Laufgeschwindigkeit von Nuklein-
sdure-Strangen in Agarosegelen korreliert mit der Fragmentgrofde, da Agarosegele eine
siebartige Struktur aufweisen und kleineren Fragmenten einen geringeren Widerstand
bieten.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden 1-2%-ige Agarosegele benutzt, die in Tris-Acetat-
EDTA-Puffer (40 mM Tris, 20 mM Essigsaure, 1 mM EDTA, pH 8,0) angesetzt wurden.
Die Zugabe von Ethidiumbromid (Endkonzentration 1,25 pM), ein Farbstoff, dessen
Absorptionsspektrum sich bei Interkalation mit Nukleinsduren verandert, diente zur
Visualisierung der DNA-Fragmente unter UV-Licht. Zur Bestimmung der Fragmentgro-
fen wurde parallel zu den =zu analysierenden Proben ein DNA-Standard
(LifeTechnologies, Darmstadt) aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte in Tris-Acetat-
EDTA-Puffer bei 120V fiir 45 bis 60 Min.

und die Visualisierung am

Dokumentationsgerat Biodoc Analyzer (Biometra, Gottingen).
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3.2.3 Klonierung der Konstrukte pDEST30-KDM1A und pDEST30-Survivin

Humane KDMIA cDNA ohne 3’'UTR wurde im Vektor pDONR"™ erworben (E1871-
BC048134.1; THP Medical Products, Wien, Osterreich). Humane Survivin cDNA ohne
3’'UTR im Gateway® pENTR™ Vektor (LifeTechnologies) wurde freundlicherweise von
Fieke Lamers aus der Arbeitsgruppe Humangenetik der Universitit Amsterdam zur
Verfiigung gestellt’4. Beide genes of interest (GOIs) konnten aus diesen Donorplasmiden
anhand der Gateway-Klonierung sehr effizient in Zielvektoren kloniert werden. Mittels
Gateway® LR-Clonase® Il Enzym-Mix (LifeTechnologies) wurden die GOIs nach Herstel-
leranweisungen in den Zielvektor Gateway® pT-Rex™-DEST30 (LifeTechnologies) klo-
niert. Ein Konstrukt mit GFP als GOI war schon in unserer Arbeitsgruppe vorhanden. Die
Hitzeschocktransformation in chemisch kompetente E.coli TOP 10 (LifeTechnologies)
erfolgte nach Herstellerangaben. Je 50 und 200 pl der transformierten E.coli wurden auf
LBawmp-Platten (10% Trypton, 0,5% Hefeextrakt, 10% NaCl, 1% Agar-Agar, pH 7,0, 0,01%
Ampicillin) tiber Nacht inkubiert und Einzelzellklone gepickt. Um grofiere Mengen des
Plasmids zu gewinnen wurden Einzelzellklone in 100 ml LBamp-Medium (10% Trypton,
0,5% Hefeextrakt, 10% NacCl, pH 7,0, 0,01% Ampicillin) vermehrt. Plasmid-DNA wurde
mit Hilfe des Plasmid Maxi Kits (Qiagen, Hilden) nach Herstellerangaben isoliert. Um
sicherzustellen, dass das GOI fehlerfrei im Zielvektor vorlag, wurden bei der Firma
Seqlab (Gottingen) Sequenzierungen in Auftrag gegeben, wobei die Sequenzierungspri-
mer benutzt wurden, die vom Hersteller fiir Gateway® pT-Rex"-DEST30 empfohlen
wurden. Auf der Homepage des National Center for Biotechnology (NCB],
http://www.ncbi.nlm.nih.gov) wurden die aus der Sequenzierung erhaltenen Ergeb-

nisse mit BLASTN analysiert.

3.2.4 Bestimmung der Konzentration von DNA und RNA

Die Messung der Nukleinsaurekonzentration erfolgte photometrisch mittels des Nano-
Drop 2000c (Thermo Scientific). Dabei wurde die optische Dichte (OD) bei einer Wel-
lenldnge von 260 nm, dem Absorptionsmaximum von Nukleinsduren, gemessen. Eine
OD260 von 1 entspricht 50 ug/ml doppelstrangiger DNA und 40 pg/ml RNA. Eventuelle
Verunreinigungen durch Proteine wurden bei 280 nm detektiert. Der Quotient aus der
OD260 und der ODzgo liegt bei reinen DNA-Praparationen bei 1,8 und bei reinen RNA-
Praparationen bei 2,0. Im Rahmen dieser Arbeit wurden nur reine Nukleinsdure-Prapa-

rationen weiter verwendet.
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3.2.5 Isolierung genomischer DNA

Genomische DNA aus Geweben von LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausen wurde mittels des
peqGOLD Tissue DNA Mini Kits (peqlab, Erlangen) nach Anweisungen des Herstellers

isoliert und in 70 pl DNase-freiem Wasser aufgenommen.

3.2.6 mRNA- und miRNA-Isolierung

Die Extraktion von mRNA aus pelletierten humanen Zelllinien und murinen Geweben
erfolgte anhand des RNeasy® Micro oder Midi Kits (Qiagen). MiRNAs wurden aus Gewe-
ben mittels des miRNeasy Mini Kits (Qiagen) extrahiert. Simtliche Kits wurden nach
Herstelleranweisungen inklusive des optionalen DNase-Verdaus mittels des RNase-free
DNase Sets (Qiagen) durchgefiihrt. Die Lagerung isolierter mRNA und miRNA erfolgte
bei -80°C.

3.2.7 Reverse Transkription von komplementirer DNA aus isolierter mRNA und

miRNA

Die reverse Transkription zur Herstellung von komplementarer DNA (cDNA) aus mRNA
erfolgte mittels der SuperScript® II Reverse Transcriptase (Life Technologies). Die cDNA
aus miRNA wurde mittels des miScript Reverse Transcription Kits (Qiagen) transkribiert.
Beide Kits wurden nach Herstellerangaben durchgefiihrt und die synthetisierte cDNA
bei -20°C gelagert.

3.2.8 Quantitative PCR

Die Methode der quantitativen PCR (qPCR), die auf dem Prinzip der herkdmmlichen PCR
beruht, dient zur Analyse der Transkription spezifischer Gene. Die aus isolierter mRNA
mittels reverser Transkription generierte cDNA wird wahrend der Amplifikation mit
einem Fluoreszenzfarbstoff versetzt, der in die DNA interkaliert. Die messbare Fluores-
zenz der Probe nimmt proportional zur vorhandenen DNA-Menge zu. Der Schwellen-
wert-Zyklus (Ct-Wert) beschreibt den PCR-Zyklus, an dem die Fluoreszenz erstmalig die
Hintergrund-Fluoreszenz libersteigt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde fiir die Analyse von cDNA, die aus isolierten mRNAs
synthetisiert wurden, abhangig vom Oligonukleotidprimer der Fast SYBR® Green Master

Mix (Life Technologies) oder der TagMan® Fast Advanced Master Mix (Life Technologies)
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verwendet. Die Detektion von cDNA, die aus miRNAs transkribiert wurde, erfolgte an-
hand des miScript SYBR Green PCR Kits (Qiagen). Mittels des StepOnePlus™ Real-Time
PCR Systems (Life Technologies) wurde die qPCR durchgefiihrt. Die dabei benutzten

Programme variierten in Abhdngigkeit des benutzten Kits (Tab. 4).

Tab. 4: Programme der gPCR

Fast SYBR® Green TagMan® Fast Advanced | miScript SYBR Green
Master Mix Master Mix PCR Kit
95°C 20 Sek. 95°C 20 Sek. 95°C 20 Sek.
95°C 3 Sek. 95°C 1 Sek. 95°C 3 Sek.
40x
60°C 30 Sek. 60°C 20 Sek. 60°C 30 Sek.

Sowohl die verwendeten Primer als auch das benutzte Kit wurden tabellarisch zusam-

mengefasst (Tab. 5).

Tab. 5: Oligonukleotidprimer fiir gPCR hs = human; mm = murin; fwd = forward; rev = reverse

Sequenz (5‘-3‘) oder

Bezeichnung Bestellnummer gPCR Kit

Mm_Dbh Jwd: tcatgcacatacaacacaga Fast SYBR® Green Master Mix
rev: tgcacatagttgacacacat

Hs_GAPDH Jwd: catcaagaaggtggtgaage Fast SYBR® Green Master Mix
rev: gagcttgacaaagtggtcgt

Mm_GAPDH QT01658692 (Qiagen) Fast SYBR® Green Master Mix

Hs_KDM1A QT00099442 (Qiagen) Fast SYBR® Green Master Mix

Mm_Phox2b Jwd: ggcagaggaattgaggtaag Fast SYBR® Green Master Mix

rev: cgtctccacatccatcttt

Hs_miR-542-3p

MS00010073 (Qiagen)

miScript SYBR Green PCR Kit

Hs_MYCN QT00201404 (Qiagen) Fast SYBR® Green Master Mix
Hs_NEFL QT00096369 (Quagen) Fast SYBR® Green Master Mix
Hs_RNU6B MS00007497 (Qiagen) miScript SYBR Green PCR Kit

Hs_Survivin

Hs03063352 (Life Technologies)

TagMan® Fast Advanced Master Mix

Hs_TFPI2

fwd: gtcgattctgctgcttttcc
rev: ggagacagatctccgcgtta

Fast SYBR® Green Master Mix

Mm_Th

fwd: aggtggtgacacttatccaa
rev: agtgccagagaggacaag

Fast SYBR® Green Master Mix
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Der Ct-Wert von zu analysierenden mRNAs wurde gegen den des ubiquitar-exprimier-
ten Enzyms Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) der gleichen Spezies
normalisiert. Der Ct-Wert der ubiquitar-exprimierten miRNA RNU6B diente zur Norma-
lisierung des Ct-Wertes der zu analysierenden miRNAs. Anhand der AA-Ct Methode’s

wurde die mRNA bzw. miRNA Expression relativ zur jeweiligen Kontrolle kalkuliert.

3.2.9 Array-basierte komparative genomische Hybridisierung

Die Technik der Array-basierten komparativen genomischen Hybridisierung (aCGH)
findet in der medizinischen Forschung Anwendung, um Verluste und Zugewinne geno-
mischer DNA in einem Gewebe relativ zur Kontrolle zu detektieren. Dabei wird die DNA
der Referenzprobe und der zu analysierenden Probe mit verschiedenen Fluoreszenz-
farbstoffen gelabelt und gegen ein Raster von DNA-Fragmenten hybridisiert. Das Ver-
haltnis der Fluoreszenzsignale gibt Aufschluss auf chromosomale Aberrationen.

Fiir die Detektion chromosomaler Aberrationen, die in Tumoren des LSL-MYCN;Dbh-iCre
Modells auftraten, wurden jeweils 13 Proben und die entsprechenden Kontrollen (Ge-
webe aus dem Schwanz der gleichen Maus) analysiert. Genomische DNA wurde mit Hilfe
des QIAamp DNA Mini Kits (Qiagen) nach Herstellerangaben isoliert. Die Proben wurden
auf einem 180K Array (AMADID 027411 - Agilent Technologies, Boblingen), der das
komplette Mausgenom enthielt, analysiert. Je 400 ng DNA aus Tumorgeweben wurde
mittels Random priming (Life Technologies) Cy3 (Perkin Elmer, Rodgau) gelabelt, wah-
rend die gleiche Menge DNA aus Schwanzgewebe mit Cy5 (Perkin Elmer) markiert
wurde. Die Hybridisierung und Waschung der Proben erfolgte nach Herstellerangaben
des Arrays. Die Messung der Fluoreszenz-Intensititen wurde anhand des Agilent Scan-
ners G2505C (Agilent Technologies) durchgefiihrt. Das Software Programm Feature
Extraction v10.1.1.1 (Agilent Technologies) fand bei der Extrahierung der Daten Anwen-
dung. Diese wurden mit Hilfe von aCGHbase (http://medgen.ugent.be/arraycghbase)
weiter bearbeitet. Verluste und Zugewinne von Genen wurden anhand des circular

binary segmentation (CBS) Algorithmus berechnet’6.77.

3.2.10 mRNA qPCR profiling

Anhand von Exon-Mikroarrays kann die mRNA-Menge bestimmter Gene einer Probe
bestimmt werden. Dazu wird die isolierte mRNA zunachst in cDNA oder cRNA transkri-

biert und dann mit Fluoreszenzfarbstoffen gelabelt. Der spezifische Mikroarray-Genchip,
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der eine Auswahl von DNA-Spots enthdlt, hybridisiert die cDNA oder cRNA der zu analy-
sierenden Probe. Nach Abwaschen der nicht-gebundenen Nukleinsduren, gibt die zu
normalisierende Fluoreszenzintensitit der Spots die mRNA Expression des spezifischen
Gens in der Probe wieder.

Die Bestimmung der Konzentration und Qualitdt isolierter Gesamt-RNA aus Tumoren
des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells und aus nicht-malignen Nebennieren von Wildtyp-
Tieren erfolgte anhand des RNA6000 Nano Assays auf dem Agilent 2100 Bioanalyzer
(Agilent Technologies). Die Transkription in cDNA und die Fragmentierung dieser er-
folgte mit Hilfe des GeneChip® 3‘IVT Express Kit (Affymetrix, Freiburg). Die Hybridisie-
rung der cDNA auf Mausgenom-Genchips 430 2.0 (Affymetrix), die Sonden zur Detektion
aller Gene der Maus enthielten, und das Auslesen erfolgte nach Anweisungen des Her-
stellers. CEL Dateien wurden normalisiert und die Expression mittels der RMA Methode
mit Power Tools v1.15.0 (Affymetrix) berechnet.

Die Kalkulation der MYCN mRNA Signatur basierte auf dem von Fredlund et al. publizier-

ten Algorithmus’s.

3.2.11 miRNA gPCR profiling

Isolierte miRNAs aus Tumoren des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells und nicht-malignen
Nebennieren aus Wildtyp-Mausen wurden mittels des TagMan miRNA Reverse
Transcription Kits (Life Technologies) unter Verwendung des rodent stem-loop Megaplex
RT Primer Pools A und B (v2.0 - Life Technologies) nach Herstelleranweisungen in cDNA
transkribiert. Ein 12 Zyklen langer Amplifikationsschritt zur Herstellung einer grofieren
Menge an cDNA wurde durchgefiihrt. Amplifizierte cDNA wurde 1 zu 4 verdiinnt und
mittels des TagMan® MicroRNA Assay 7900 HT (Life Technologies) in folgender qPCR

Reaktion quantifiziert:

TagMan® Assay 1,5ul

TagMan® gene expression master mix 1,75 ul
cDNA 0,02 pl
DNase-freies H»0 0,23 ul

Rohdaten der miRNA Expressionswerte wurden anhand des Cg-cutoff gefiltert und
normalisiert anhand des global mean?®.
Die Kalkulation der MYCN miRNA Signatur basierte auf dem von Mestdagh et al. publi-

zierten Algorithmuss8o,
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3.3 Biochemische Methoden

3.3.1 Herstellung von Proteinlysaten und Bestimmung ihrer Konzentration

Zellpellets bzw. Tumorgewebe wurde fiir 30 Min. auf Eis in RIPA-Puffer (50 mM Hepes,
150 mM NacCl, 1% Triton X-100, 1% NP-40, 0,1% SDS, cOmplete Protease Inhibitoren
und PhosSTOP Phosphatase Inhibitoren (Roche) nach Herstellerangaben) lysiert. Nach
einer Zentrifugation bei 14.000 g fiir 30 Min. wurde der Uberstand in ein neues Reak-
tionsgefaf3 tiberfiihrt und bei -20°C gelagert.

Bei der Bestimmung von Proteinkonzentrationen in Losungen findet haufig die Methode
nach Bradford Anwendung. Diese macht sich zu Nutze, dass sich das Absorptions-
maximum des Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-250 bei der Bin-
dung an Proteine von 470 nm auf 595 nm verschiebt8.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden je 2 pl des zu analysierenden Proteinlysats mit 998 ul
1x Roti®-Quant (Roth) vermischt und 5 Min. inkubiert. Die Absorption wurde am
NanoDrop 2000c (Thermo Scientific, Braunschweig) gemessen und gegen den Leerwert
normalisiert. Anhand einer BSA-Standardreihe wurde die Proteinkonzentration der

Probe bestimmt.

3.3.2 Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese

Mittels der Methode der Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE) konnen Proteine nach ihrer Kettenldnge, die proportional zur Molekiil-
masse ist, aufgetrennt werden. Durch Zugabe von SDS wird die Eigenladung der
Proteine von einer konstanten negativen Ladung iiberdeckt. Die Linearisierung der
Proben erfolgt durch Erhitzen auf 95°C, wobei Sekundar- und Tertidrstrukturen durch
die Unterbrechung von Wasserstoffbriickenbindungen aufgebrochen werden. Aufgetra-
gen auf ein SDS-Gel werden grofiere Proteine im elektrischen Feld starker zuriickgehal-
ten als kleine, was zur Auftrennung dieser fiihrt82. Anhand eines Molekulargewichts-
standard kann die Proteingréf3e nach Farbung mit einem Farbstoff abgeschatzt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden je 50 pg Gesamtprotein mit LAEMMLI-Puffer (50 mM
Tris-HCI pH 6,8, 2% SDS, 0,1% Bromphenolblau, 10% Glycerol, 10% (3-Mercaptoethanol)
versetzt, 5 Min. bei 95°C im Heizblock denaturiert und zusammen mit dem Molekular-

gewichtsstandard Page Ruler (Fermentas) auf NuPAGE® Novex 4-12% Bis-Tris Gele
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(Invitrogen) aufgetragen. Die elektrophoretische Auftrennung der Proteine erfolgte bei
einer konstanten elektrischen Spannung von 120 V je nach Laufweite der Farbfront fiir

90-120 Min.

3.3.3 Western Blot und immunologischer Nachweis von Proteinen

Der Western Blot ist eine proteinbiochemische Methode, mit der Proteine vom SDS-Gel
auf eine Membran aus Nitrozellulose transferiert werden kénnen®3. Die Proteine wan-
dern dabei durch ein senkrecht zum SDS-Gel angelegtes elektrisches Feld in Richtung
der Anode auf die Membran, auf der sie aufgrund hydrophober Wechselwirkungen
haften bleiben. Das an den Proteinen angelagerte SDS wird ausgewaschen, wodurch die
Proteine ihre Sekundar- und Tertiarstruktur wieder einnehmen. Freie unspezifische
Bindungsstellen der Proteine werden mit einer Losung aus entfettetem Milchpulver
blockiert. Die Detektion bestimmter Proteine kann mit spezifischen Primarantikérpern,
die an ihr Antigen binden, erfolgen. Mittels eines Sekundéarantikérpers, der spezifisch an
den primaren bindet und ein Reporterenzym enthalt, das das Substrat Luminol umsetzt,
wird die Proteinbande visualisiert.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden aufgetrennte Proteine mittels des Trans-Blot® Turbo™
(Biorad) vom SDS-Gel auf die Hybond-"C Extra Nitrozellulose-Membran (Amersham
Biosciences, Freiburg) transferiert. Dazu wurden zuerst zwei Filterpapiere (Whatman)
mit Anodenpuffer 1 (300 M Tris, 20% Methanol) getrdankt und in der Blotkammer iiber-
einander positioniert. Ein weiteres Filterpapier, mit Anodenpuffer 2 (25 mM Tris, 20%
Methanol) getrankt, wurde auf die beiden Filterpapiere gelegt. Als nachstes wurde die
Membran (in Anodenpuffer 2) und das SDS-Gel, welches mit Kathodenpuffer (25 mM
Tris, 40 mM Glycine, 10% Methanol) getrankt war, aufgestapelt. Drei weitere Filterpa-
piere (in Kathodenpuffer) bildeten den Abschluss. Bei einer konstanten elektrischen
Stromstarke von 90 mA wurden die Proteine fiir 1 Std. iibertragen. Die Membran wurde
mit TBS-To1 (0,1% Tween 20 in TBS) gewaschen und die Proteine mit PonceauS-Lésung
(0,1% Ponceau$, 5% Essigsdure) zur Uberpriifung des Transfers und zur Einzeichnung
der Markerbanden angefarbt. Nach einem weiteren Waschschritt wurden die unspezifi-
schen Proteinbindestellen fiir 1 Std. mit Bovine Lacto Transfer Techniques Optimizer
(BLOTTO - 5% Milchpulver, 50 mM Tris HCIl pH 8, 80 mM NacCl, 2 mM CacClz, 0,2% NP-40)
blockiert. Die Inkubation des Primarantikorpers in BLOTTO erfolgte liber Nacht bei 4°C,

gefolgt von einem weiteren Waschschritt. Der Sekundarantikérper, an den Meerettich-
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peroxidase gekoppelt war, inkubierte in TBS-To: fiir eine Std. bei Raumtemperatur,
ebenfalls gefolgt von einem Waschschritt. Verwendete Verdiinnungen der Antikérper
wurden tabellarisch aufgefiihrt (Tab. 6). Proteine wurden mittels des Detektionsreagenz
ECL Plus™ (Amersham Biosciences) visualisiert, im FusionFX (peqlab) detektiert und die

Bilder als jpeg exportiert.

Tab. 6: Antikérper fiir den immunologischen Nachweis von Proteinen

Antigen Bestellnummer Verdiinnung
Aurora B kinase 3094 (Cell Signaling) 1:1.000
AKAP2 Ab64904 (Abcam) 1:1.000
Aktin A3853 (Sigma-Aldrich) 1:2.000
Caspase 9 IM3434 (Immunotech) 1:1.000
GAPDH MAB374 (Millipore) 1:2.000
Kaninchen-IgG NA9340V (GE Healthcare) 1:5.000
KDM1A 2139 (Cell Signaling) 1:1.000
Maus-IgG NA9310V (GE Healthcare) 1:5.000
N-Myc sc-53993 (Santa Cruz) 1:1.000
Survivin 2808 (Cell Signaling) 1:1.000
TetR 631131 (Clontech) 1:2.000
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3.3.4 Proteomanalyse

Proteomanalysen wurden im Rahmen des BMBF-Projekts ,ENGINE“ in Kooperation mit
der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Kai Stithler (Molecular Proteomics Laboratory (MPL),
Heinrich-Heine-Universitat, Diisseldorf) durchgefiihrt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden das Proteom von SHEP Zellen 96 Std. nach transienter
Transfektion mit Negativkontroll-miRNA oder miR-542-3p verglichen. Die

Transfektionen erfolgten in 12-well Platten.

3.3.5 Herstellung von Calcium-Phosphat-Nanopartikeln

Im Rahmen einer Kooperation mit der Arbeitgruppe von Prof. Dr. Matthias Epple (Insti-
tut fiir Anorganische Chemie, Universitidt Duisburg-Essen) wurden miRNA-beladene
Calcium-Phosphat-Nanopartikel synthetisiert, wie in Sokolova et al. beschrieben8+85,
Nanopartikel wurden aus einer wassrigen Losung aus Calciumnitrat (6,25 mM) und
Diammonium-hydrogenphosphat (3,74 mM) préazipitiert und unter sterilen Bedingun-
gen mit Pre-miR™ miRNA-542-3p Precursor Molekiilen bzw. der Pre-miR™ Negativkon-
trolle funktionalisiert (19 pM). Diese Konstrukte wurden mittels einer zusatzlichen
Hiille aus Calcium-Phosphat geschiitzt und weiter stabilisiert mit verzweigtem Poly-
Ethylenimin (PEI - 2 mg/ml) (Abb. 5). In beiden Dispersionen betrugen die Konzentra-
tionen der miRNAs 1,08 uM und die von PEI 357 pg/ml.

Abb 5: Struktur der verwendeten miRNA-
beladenen Calcium-Phosphat-Nano-parti-

kel Diagrammatischer Aufbau von miRNA-

sl

.!_f:-

beladenem Nanopartikel der Arbeitsgruppe 4, #% ) CaP

: . - oy, e
von Prof. Dr. Matthias Epple (Institut fiir A S miRNA
Anorganische Chemie, Universitit Duisburg- & —

Essen). CaP = Calcium-Phosphat; PEI = Poly- R TPRER
Ethylenimin. Graphik generiert von Diana
Kozlova.
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3.4 Histologische Methoden

3.4.1 Histologische und immunhistochemische Farbungen von Gewebeschnitten

Die Hamatoxilin-Eosin-Farbung wird in der Histologie angewendet, um verschiedene
Strukturen von Gewebeschnitten anzufarben. Himalaun farbt saure Strukturen wie DNA
und Ribosomen blau, wiahrend Eosin basische Strukturen wie Plasmaproteine und
Mitochondrien rot erscheinen lasst. In der Immunhistochemie werden markierte Anti-
korper benutzt, um Proteine in Gewebeschnitten sichtbar zu machen.

Formalin-fixierte Gewebe wurden in Paraffin eingebettet und in 5 pm dicke Scheiben
geschnitten. Die Schnitte wurden mit Xylol entparaffiniert und in einer absteigenden
Alkoholreihe rehydriert. Die Demaskierung der Antigene erfolgte mittels der Target
Retrieval Solution (Dako, Hamburg) bei pH 6 fiir 20 Min. bei 100°C. Die Schnitte wurden
20 Min. gekiihlt und fiir 5 Min. in 3% H202 inkubiert. Im Dako Autostainer (Dako) wur-
den die verschiedenen Antikorper (Tab. 7) nach Herstellerangaben inkubiert. Die Ent-

wicklung erfolgte mittels des EnVision™ Kits (Dako).

Tab. 7: Antikérper fiir den immunhistochemischen Nachweis von Proteinen auf Gewebe-
schnitten

Antigen Bestellnummer Verdiinnung
Caspase 3 9661 (Cell Signaling) 1:200

CD56 ab6123 (abcam) 1:500

Mib-1 RM-9106 (Thermo Scientific) | 1:25

TH Ab76442 (abcam) 1:200

3.4.2 Elektronenmikroskopische Untersuchungen von Gewebeschnitten

Elektronenmikroskopische Untersuchungen von Geweben wurden im Rahmen einer
Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Dr. Lukas Heukamp (Institut fiir Pathologie,
Universitatsklinik Koéln) durchgefiihrt.

Calcium-Phosphat-Nanopartikel wurden von der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Matthias
Epple (Institut fiir Anorganische Chemie, Universitat Duisburg-Essen) mittels Raster-

elektronenmikroskopie anhand ihrer dynamischen Lichtstreuung charakterisiert.
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3.4.3 Immunfluoreszenzfirbungen von Proteinen in humanen Zelllinien

Die Immunfluoreszenz ist eine spezielle Inmunfarbung, bei der die verwendeten Anti-
korper mit Fluoreszenzfarbstoffen markiert werden.
Fir Immunfluoreszenz-Farbungen der Proteine Survivin und Aurora B Kinase wurden
Zellen auf 35 mm Glasboden Kulturschalen (Mattek) transfiziert und 96 Std. inkubiert.
Nach der Fixierung der Zellen in 4% Paraformaldehyd fiir 20 Min., wurden die Zellen mit
0,1% Triton-X-100 in PBS fiir 10 Min. permeabilisiert. Die Inkubation mit Primar- und
Sekundarantikérpern erfolgte fiir jeweils 1 Std. in der folgenden Reihenfolge, wobei alle
Antikorper mit 10% BSA in PBS verdiinnt wurden:

anti-Aurora B (Becton Dickinson, 1:500)

anti-Maus-Alexa-Flour-568 (Invitrogen, 1:1.000)

anti-Survivin (Novus, 1:250)

anti-Kaninchen-Alexa-Fluor-488 (Invitrogen, 1:1.000).
Anschliefiend wurden die Zellen mit 0,1% Hoechst 33343 in PBS fiir 10 Min. gefarbt. Die
mikroskopische Analyse erfolgte bei Raumtemperatur in PBS mittels eines inversen
Fluoreszenz-Mikroskops (AxioObserver, Zeiss, Darmstadt), ausgestattet mit einer digi-
talen monochromatischen Kamera (AxioCam MRm Rev.2 CCD, Zeiss) und einem Ol-
Objektiv (Plan-Apochromat 63x/1.40, Zeiss). Die Bilder wurden bei gleichen Expositi-

onseinstellungen akquiriert und als TIF Dateien exportiert.

3.5 Zellbiologische Methoden

3.5.1 Kultivierung von Zellen

Die humanen Neuroblastomzelllinien IMR-32, SHEP und SK-N-BE sowie die humane
embryonale Nierenzelllinie HEK-293 wurden bei der Deutschen Sammlung von Mikro-
organismen und Zellkulturen GmbH (DMSZ, Braunschweig) erworben. Die humane
Neuroblastomzelllinie WACII wurde freundlicherweise von Frank Westermann (DKFZ,
Heidelberg) zur Verfligung gestellt. Eine Authentifizierung der Zelllinien erfolgte bei der
DSMZ. Alle Kulturen wurden anhand des MycoAlert™ Mycoplasma Detection Kits (Lonza,
Basel, Schweiz) in regelmafiigen Abstidnden auf Kontaminationen durch Mykoplasmen

untersucht.
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Samtliche verwendete Zelllinien wurden in RPMI1640 Medium supplementiert mit 10%
FCS, Amphotericin B (3 pg/ml), Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin (100 pg/ml) bei
37°C, 80% Luftfeuchtigkeit und 5% CO; kultiviert. Bei Erreichen etwa 80%-iger Kon-
fluenz wurden die Zellen mit 0,2% Trypsin/EDTA fiir 2-3 Min. abgel6st. Durch Zugabe
von Kulturmedium wurde die Reaktion abgestoppt. Die Zellen wurden mittels des TC10™
Automated Cell Counter (BioRad) gezadhlt und in flir die Versuche erforderlichen Ver-
diinnungen ausgesat oder weiter kultiviert.

Die Kryokonservierung von Zellen erfolgte in FCS mit 10% DMSO in fliissigem Stickstoff.
Zum Auftauen wurden die Kryordhrchen bei 37°C fiir ca. 1 Min. inkubiert und die Zellen

in Kulturmedium aufgenommen.

3.5.2 Transiente Transfektionen von miRNA und siRNA

Flr transiente Transfektionen von miRNA und siRNA in humane Zelllinien in vitro wur-
den Zellen in verschiedenen Zahlen ausgesat, abhdngig von ihrer Wachstumsgeschwin-
digkeit und Grofde. Die im Rahmen dieser Arbeit ausgesiaten Zellzahlen wurden tabel-

larisch zusammengefasst (Tab. 8).

Tab. 8: Ausgesite Zellzahlen der verwendeten Zelllinien

Zellzahl
E lsewer [ twen | S Gabeden
HEK-293 2104
IMR-32 1,5 104 12 - 104 18- 104
SHEP 0,5- 104 4-10¢ 6 - 104
SK-N-BE 1-104 8- 104 12 - 104
WACII 0,5- 104 4-10* 6 - 10¢

Transiente Transfektionen der Pre-miRs™ (AM17100 - Life Technologies) miR-137
(PM10513), miR-542-3p (PM11340) und miR-542-5p (PM13010) Precursor Molekiilen
und der Pre-miR™ Negativkontrolle (AM17110 - Life Technologies) erfolgten mittels des
Transfektionsreagenzes siPort™ NeoFX™ (Life Technologies) in einer Endkonzentration

von 30 nM nach Anweisungen des Herstellers.
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Die FlexiTube siRNAs (1027417 - Qiagen) Hs_AKAP2_8 (S104233201), Hs_BIRC5_5
(S100299453) und Hs_KDM1A_5 (S102780932) sowie die AliStars Negativkontroll-siRNA
(1027280 - Qiagen) wurden in einer Endkonzentration von 33 nM mit Hilfe des Trans-
fektionsreagenz Lipofectamine™ RNAiMax (Life Technologies) nach Herstellerangaben in

die Zellen eingebracht.

3.5.3 Generierung von stabilen Zellklonen und Induktion von Kkonditionalen

Konstrukten

Der Vektor pcDNA™6/TR (V1025-20 - Life Technologies) ist ein Expressionsvektor, mit
dem hohe Level des Tetracyclin-Repressor Proteins exprimiert werden kénnen. Aufser-

dem verfiigt das Plasmid liber den Sdugetier-Selektionsmarker Blasticidin (Abb. 6).

Abb. 6: Vektorkarte von pcDNA"6/TR Besonderheiten: Ex-

pression des Tetracyclin-Repressor Proteins (TetR); Blastici-
6662 bp g dinresistenz zur Selektion von stabil-transfizierten Saugetier-
zellen. Modifiziert nach www.lifetechnologies.com.

pcDNA"6/TR

pcDNA™6/TR wurde mittels Elektroporation (Neon™ transfection system, Invitrogen) bei
1.000 V und 50 ms in SHEP Zellen eingebracht, wobei nach Herstellerangaben vorgegan-
gen wurde. Durch Zugabe von Blasticidin (7,5 pg/ml) zum Medium wurden positive
Klone selektiert. Einzelzellklone wurden mittels Limited Dilution generiert. Die Uber-

priifung der Klone erfolgte mittels Western Blot (s. 3.3.3).

Der Vektor Gateway® pT-Rex™-DEST30 (12301-016 - Life Technologies) dient zur Ex-
pression hoher Level eines GOIs in Sdaugetierzellen. Der Vektor verfiigt iiber Tetracyclin
Operator 2 Stellen, die in Tetracyclin Repressor-exprimierenden Zellen eine Tertacyclin-

regulierte Expression des GOI erlauben. Der Saugetier-Selektionsmarker Neomycin ist

ebenfalls vorhanden (Abb. 7).
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Abb. 7: Vektorkarte von pT-Rex-DEST30 Besonderheiten:
Tetracyclin Operator 2 Stellen (TetO) zur Tetracyclin-regulier-

ten Expression des GOIs in Tetracyclin Repressor-exprimieren-
den Zellen; Neomycinresistenz zur Selektion von stabil-trans-
fizierten Saugetierzellen. Modifiziert nach
www.lifetechnologies.com.

Die Konstrukte pT-Rex™-DEST30-KDM1A4, pT-Rex™-DEST30-Survivin (Klonierung
s.3.2.3) und pT-Rex™-DEST30-GFP als Kontrolle wurden mittels Elektroporation bei
1.000 V fiir 50 ms in den validierten Einzelzellklon SHEP- pcDNA™6/TR eingebracht. Es
wurde nach Herstelleranweisungen gearbeitet. Transfizierte Zellen wurden durch Zu-
gabe von Geneticin (0,5 mg/ml) zum Kulturmedium selektiert und Einzelzellklone mit-
tels Limited Dilution generiert. Durch Zugabe von Tetrazyklin (1 pg/ml) zum Medium
wurde die Expression von GFP, KDM1A oder Survivin induziert. Einzelzellklone, die
induzierbar GFP exprimierten, wurden am Axiovert 40CFL Mikroskop (Carl Zeiss
Microscopy GmbH, Jena) detektiert. Die Uberpriifung der induzierbaren Expression von
KDM1A und Survivin erfolgte mittels Western Blot (s. 3.3.3). Ausgewadhlte Klone wurden
mit SHEP-GFP, SHEP-KDM 1A und SHEP-Survivin bezeichnet.

3.5.4 Mikroskopische Aufnahmen von Zellen

Mikroskopische Aufnahmen von Zellen auf 12-well Platten, die mit miRNAs transfiziert
wurden, erfolgten am Axiovert 40CFL Mikroskop (Carl Zeiss Microscopy GmbH) unter
Verwendung der Software ZEN (Version 2011 (blue edition) Carl Zeiss Microscopy

GmbH). Fotos wurden als TIF exportiert.

3.5.5 Zellviabilitits-Assay

Der gelbe, wasserlosliche Farbstoff 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyl-tetrazoli-
umbromid (MTT) wird bei seiner Reduktion zu blau-violettem, wasserunléslichen
Formazan. Beim MTT-Test wird die metabolische Aktivitit von Zellen anhand der Re-
duktion des Farbstoffs bestimmt86. Die Reduktionsrate hiangt von der Glykolyserate der

Zellen ab und wird definiert als ihre Zellviabilitat.

34



Material und Methoden

Die Analyse der Viabilitat von Zellen erfolgte im 96-well Format zu verschiedenen Zeit-
punkten (24, 48, 72, 96 und 120 Std.) nach der transienten Transfektion von miRNAs
und siRNAs (s. 3.5.2). Der Farbstoff MTT wurde in PBS gelést (10 mM) und 20 pl pro well
zu den Zellen gegeben (Endkonzentration 1,7 mM). Nach einer Inkubationszeit von
2 Std. bei 37°C wurde der Uberstand abgesaugt und das entstandene Formazan in 100 pl
Solubilisierungslosung (10% SDS, 0,6% Essigsaure in DMSO) geldst. Die Messung er-
folgte bei einer Wellenlange von 570 nm (Referenzwellenldnge 630 nm) im Epoch
Spektralphotometer-System (BioTech, Bad Friedrichshall). Alle Experimente wurden

mindestens drei Mal, jeweils in dreifach-Bestimmung durchgefiihrt.

3.5.6 Apoptose-Assay

Zellen, die aufgrund von Apoptose sterben, geben Mono- und Oligonukleosome ins
Zytoplasma ab. Das Cell Death Detection ELISAPLUS Kit (11774425001 - Roche) verwen-
det Antikorper, die spezifisch gegen DNA und Histone gerichtet sind, um diese Mono-
und Oligonukleosome zu detektieren. Die Umsetzung eines spezifischen Substrates
korreliert mit der Fraktion apoptotischer Zellen in der Probe.

Die Analyse der apoptotischen Zellen erfolgte nach Herstellerangaben im 96-well For-
mat 96 Std. nach Transfektion von miRNAs oder siRNAs (s. 3.5.2). Die Messung erfolgte
anhand des Epoch Spektralphotometer-Systems (BioTech). Alle Experimente wurden

drei Mal, jeweils in dreifach-Bestimmung durchgefiihrt.

3.5.7 Proliferations-Assay

Die Synthese von DNA ist ein indirekter Parameter der Zellproliferation. Das Prinzip des
Cell Proliferation ELISA Kits (1647229001 - Roche) beruht auf dem Einbau von 5-bromo-
2‘-Deoxyuridin (BrdU) anstelle von Thymidin in die genomische DNA von proliferieren-
den Zellen. Mittels eines Antikorpers wird das eingebaute BrdU gebunden. Der Umsatz
des Substrats gibt Aufschluss auf die Proliferationsrate einer Zellprobe.

Die Analyse der proliferierenden Zellen erfolgte im 96-well Format 96 Std. nach der
Transfektion von miRNAs oder siRNAs (s.3.5.2). Es wurde nach Herstellerangaben
vorgegangen. Die Messung erfolgte anhand des Epoch Spektralphotometer-Systems
(BioTech). Alle Experimente wurden mindestens drei Mal und jeweils in dreifach-Be-

stimmung durchgefiihrt.
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3.5.8 Zellzyklusanalyse

Der Farbstoff Propidiumiodid interkaliert mit Nukleinsduren von perforierten Zellen.
Bei der Zellzyklusanalyse wird anhand von Durchflusszytometrie der DNA-Gehalt von
Zellen bestimmt. Dieser gibt Aufschluss auf den Zellzyklusstatus einzelner Zellen. Die
sub G1-Phase ist charakterisiert durch degradierte DNA und damit ein Charakteristikum
apoptotischer Zellen. In der G1-Phase liegt in der Zelle ein vollstandiger Chromosomen-
satz vor. Befindet sich eine Zelle in der S-Phase, in der die DNA repliziert wird, liegt ein
1-2-facher Chromosomensatz vor. Die G2/M-Phase ist durch das Vorhandensein zweier
Chromosomensatze charakterisiert.

Zu analysierende Zellen wurden in 12-well Platten mit miRNAs oder siRNAs transient
transfiziert (s. 5.3.2) und nach 96 Std. analysiert. Zellpellets wurden mit PBS gewaschen
(5 Min. bei 1.000 g), in 70% Ethanol auf Eis fiir 1 Std. fixiert und zentrifugiert (5 Min. bei
1.000 g). Das Pellet wurde in 500 pl PBS resuspendiert und die RNA durch Zugabe von
RNase A (Endkonzentration 0,25 mg/ml) fiir 1 Std. bei 37°C verdaut. Propidiumiodid
wurde in einer Endkonzentration von 10 ug/ml zugegeben. Der zellulire DNA-Gehalt
von jeweils 5.000 Zellen wurde mittels des Flow Cytometers FC500 (Beckman Coulter,
Krefeld) gemessen und anhand der Software CXP analysiert. Alle Experimente wurden

mindestens drei Mal durchgefiihrt

3.5.9 Luziferase Reporter Assay

Die direkte Bindung einer miRNA an eine vorhergesagte Ziel-mRNA kann mittels einer
Luziferase Reporter Analyse validiert werden. Das Luziferase-Reporter-Plasmid enthalt
die potentielle Bindestelle der miRNA. Die Bindung der miRNA an die Bindestelle flihrt
zur Hemmung der Luziferase Expression und somit zur geringeren Aktivitat.

Die Bindung von miR-137 an die 3’'UTR von KDM1A wurde wie folgt untersucht: Das
Glihwiirmchen-Luziferase Reporter Plasmid pMir-Target (OriGene), welches die 3’'UTR
von KDMIA beinhaltete (SC0204616 - NM_015013), das Plasmid pRL-TK (E224A -
Promega, Mannheim), das als Transfektionskontrolle Renilla-Luziferase exprimierte,
und Negativkontroll-miRNA oder miR-137 wurden im 12-well Format sowohl in
HEK-293 als auch in SHEP Zellen kotransfiziert.

Die Validierung der miR-542-3p Bindung an die 3'UTR von Survivin erfolgte mit freund-
licherweise von Dr. Kwanghee Baek (Graduiertenschule fiir Biotechnologie, Kyung Hee

Universitat, Yongin, Korea) zur Verfiigung gestellten Psi-Check2-Vektoren (Promega),
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die die 3’'UTR von Survivin enthielten. Auf einem der beiden Vektoren war die 3‘UTR so
mutiert, dass die vorhergesagte Bindestelle der miR-542-3p zerstort vorlag. HEK-293
und SHEP Zellen wurden mit jeweils einem der beiden Vektoren und entweder mit der
Negativkontroll-miRNA oder miR-542-3p kotransfiziert.

Die Messung der Luziferase-Aktivitaten erfolgte 48 Std. nach der Transfektion mit dem
Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega) nach Herstelleranweisungen. Die
Expression der Gliihwiirmchen-Luziferase wurde gegen die der Seefeder-Luziferase

normalisiert.

3.6 Genset Enrichment Analyse, statistische Methoden und

Bildbearbeitung

3.6.1 Genset Enrichment Analyse

Anhand einer Genset Enrichment Analyse (GSEA) mittels einer Online-Software
(www.broadinstitute.org) wurden Signalwege oder Gruppen von funktionell verwand-
ten Genen identifiziert, die in Tumoren des LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausmodells im Ver-
gleich zu nicht-malignen Nebennieren aus Wildtyp-Mausen dereguliert wurden. Die
Software verwendet die Molecular Signatures Datenbank (MSigDB v3.1), die eine Kollek-
tion etablierter Gensets enthalt®’. Das Ziel einer GSEA ist es Gruppen von Genen zu
identifizieren, die gemeinsame, biologische Funktionen haben und am Anfang oder Ende
der Rangliste der verschieden regulierten Gene stehen. Bei der GSEA wird der
Enrichment Score (ES) als Mafd definiert, wie stark ein Genset innerhalb der Rangliste
der Gene iiberreprasentiert ist. Die Signifikanz des ES wird auf Basis eines Permutations
p-Wert berechnet und anhand der falsch-positiv Rate (FDR) angegeben. Ein FDR < 0,25
wird als signifikant definiert. Bei der Berechnung des normalisierten ES (NES) werden
die Unterschiede in der Grofe der Gensets und in der Korrelation zwischen Gensets und
Expressionsdaten normalisiert. Dadurch koénnen Ergebnisse von Analysen verschiede-
ner Gensets miteinander verglichen werden. Ein NES>2 zeigt eine sehr starke Anreiche-
rung des Gensets an und ein NES=1-2 eine moderate bis starke Anreicherung, wahrend
NES<1 fir keine Anreicherung steht. In dieser Arbeit wurde die GSEA auf eine Kollektion
von 3.272 Gensets (C2) angewendet. Bei der Analyse wurden Gensets, die weniger als 15

Gene oder mehr als 500 Gene enthielten ausgeschlossen.
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3.6.2 Statistische Analysen

Samtliche Graphen wurden mit GradhPad Prism® 5.0 erstellt. Statistische Analysen wie
der Student's t-Test, der Log-Rank-Test und der Wilcoxon Test erfolgten ebenfalls mit-
tels dieser Software. Statistische Untersuchungen zum Verlauf zweier Graphen wurden
von Johannes Koster (Genome Informatics, Institut fiir Humane Genetik, Universitat
Duisburg-Essen) anhand eines Permutationstests durchgefiihrt. Expressionsdaten aus
qPCR-Analysen einzelner mRNAs wurden mit Biogazelle qgbasePLUS 2.0 berechnet. Die
Signifikanz der Unterschiede zwischen zwei experimentell verschieden behandelten

Gruppen wurde mit * (p < 0,05), ** (p < 0,01) und *** (p < 0,001) gekennzeichnet.

3.6.3 Bildbearbeitung

Eingescannte histologische Schnitte wurden mit Panoramic Viewer 1.15.2 analysiert und
als TIF-Dateien exportiert. Die Qualitit von Fotos und anderen Dateien wurde mittels

der Software Photoshop® CS4 (Adobe) sinnerhaltend aufgewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Das LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausmodell

4.1.1 Generierung der transgenen Mauslinie LSL-MYCN

Die korrekte Rekombination des LSL-MYCN Konstrukts in ES-Zellen wurde anhand von
Southern Blot Analysen untersucht (Abb. 8).
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Abb. 8: Reprisentative Southern Blot Analyse eines ES-Zellklons (a) 5-Sonde (b) 3‘-Sonde
(c) neo-Sonde. Modifiziert nach Milestone Report von TaconicArtemis GmbH.
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Einer der validierten Klone wurde vermehrt, in Blastozysten injiziert und in schein-
trachtige Mause implantiert. Die chimdren Nachkommen wurden mit Wildtyp-Mausen
(C57Bl/6N) weiter verpaart, nach schwarzer Fellfarbe selektiert, mittels PCR validiert

und an unsere Arbeitsgruppe transferiert.

4.1.2 LSL-MYCN Beobachtungskohorte

Eine Beobachtungskohorte aus 21 heterozygoten Tieren der transgenen Mauslinie
LSL-MYCN wurde auf Auffalligkeiten im Verhalten und auf Unterschiede in der Lebens-
zeit liber einen Zeitraum von 17-23 Monaten im Vergleich zu Wildtyp-Mausen beobach-

tet. Auffalligkeiten konnten nicht festgestellt werden.
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4.1.3 Genotypisierungen

Aus Schwanzbiopsien von potentiell transgenen LSL-MYCN Mausen isolierte genomische
DNA wurde mittels PCR auf Vorhandensein des humanen MYCN-Transgens untersucht
(Primer LSL-MYCN - Tab. 3). Wahrend bei Wildtyp-Mausen kein Produkt amplifiziert
werden konnte, wiesen sowohl heterozygote als auch homozygote LSL-MYCN Tiere ein
168 Basenpaar (bp) langes Amplikon auf (Abb. 9a). Die Zygotie des Transgens wurde
anhand der ROSA26-Wildtyp-PCR festgestellt (Primer ROSA26-Wildtyp - Tab. 3). Wild-
typ- und heterozygote Mause zeigten eine 299 bp Bande, wahrend bei homozygot trans-
genen Tieren kein Produkt amplifiziert werden konnte (Abb. 9b). Dies lag darin begriin-
det, dass die Elongationszeit von 45 s im Falle des Vorhandenseins des Transgens, das
aus ~13.000 bp besteht, zu kurz war, um das Produkt zu bilden. Dbh-iCre-Mduse wurden
ausschliefdlich heterozygot geziichtet. Die Genotypisierungs-PCR (Primer Dbh-iCre -
Tab. 3) amplifizierte ein 300 bp langes Produkt, welches in Wildtyp-Mausen nicht gene-

riert werden konnte (Abb. 9c).
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Abb. 9: Reprisentative Genotypisierungs-PCRs der verwendeten Mauslinien LSL-MYCN
und Dbh-iCre (a) MYCN Transgen (Primer LSL-MYCN), amplifiziert aus genomischer DNA einer
heterozygoten und einer homozygoten LSL-MYCN Maus. (b) ROSA26-Wildtyp-Genlokus (Primer
ROSA26-Wildtyp), amplifiziert aus genomischer DNA einer Wildtyp- und einer heterozygoten
LSL-MYCN-Maus. (c) Dbh-iCre Transgen (Primer Dbh-iCre), amplifiziert aus genomischer DNA
einer heterozygoten Dbh-iCre Maus. wt = Wildtyp; +/- = heterozygot; +/+ = homozygot. Primer:
Tab. 3.

4.1.4 Embryotoxizitit des Genotyps LSL-MYCN;Dbh-iCre

Die Nachkommen aus Verpaarungen von heterozygoten LSL-MYCN und Dbh-iCre Mau-
sen wurden hinsichtlich ihres Genotyps ausgezahlt und der prozentuale Anteil berech-
net (Abb. 10). Mittels des Chi-Quadrat-Tests wurde analysiert, ob die Verteilung der
Genotypen den Mendelschen Regeln entsprach. Es wurde vermutet, dass 25% der Nach-

kommen keines der Transgene erben, 50% eines der Transgene erhalten und 25% tber
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beide Transgene verfiigen. Es wurde die Nullhypothese aufgestellt, dass kein Unter-
schied zwischen den zu erwartenden und den beobachteten Verteilungen der Genotypen
vorlag. Der Chi-Quadrat-Test bestatigte diese Hypothese (p = 0,68), woraus sich schlie-
3en lief3, dass der Genotyp LSL-MYCN;Dbh-iCre nicht unmittelbar letal war.

@8 LSL-MYCN;Dbh-iCre

Dbh-iCre +/- .
. H
oder LSL-MYCN +/- Abb. 10: Verteilung der auftretenden Genotypen

aus Verpaarungen von heterozygoten LSL-MYCN
El wt und Dbh-iCre Midusen Anteil der moglichen Genoty-
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4.1.5 Tumorinzidenz und -lokalisation

Heterozygote LSL-MYCN Mause wurden mit heterozygoten Dbh-iCre Tieren verpaart
und doppelt-transgene Nachkommen woéchentlich auf Tumore abgetastet. Mittels Ka-
plan-Meier-Analyse wurde das Tumor-freie Uberleben der doppelt-transgenen Tiere
(n =38) im Vergleich zu der Beobachtungskohorte (n =21 -s.4.1.2), die aus heterozy-
goten LSL-MYCN Mausen bestand, aufgezeichnet (Abb. 11). Wahrend keine der LSL-
MYCN Mause innerhalb der Beobachtungszeit von 394 bis 688 Tagen einen Tumor
aufwies, wurde bei LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausen eine Tumorinzidenz von 76,3% beo-
bachtet, wobei sich die Tumore im Alter von 26-337 Tagen entwickelten. Die meisten
Tumore entwickelten sich spatestens in einem Alter von 123 Tagen (96,5%), wahrend
nur ein Tumor der Kohorte nach dieser Zeit entstand. Tumor-tragende Mause bildeten
in 88,8% der Falle einen oder zwei Tumore an den Nebennieren aus, wahrend Tumore
an den oberen Zervikalganglien (33,3%) und dem Ganglion coeliacum (11,1%) seltener
vorkamen. Haufig waren mehrere Tumore an den verschiedenen Geweben in einer Maus
zu finden. Tumore am Ganglion coeliacum kamen ausschliefllich in Verbindung mit
Nebennierentumoren vor, wiahrend Tumore am oberen Zervikalganglion auch einzeln
auftraten (11,1%). Ein Zusammenhang zwischen diesen Beobachtungen konnte statis-

tisch nicht untersucht werden, da die Anzahl der observierten Falle zu gering war.
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Abb. 11: Entwicklung von Tumoren
im LSL-MYCN:Dbh-iCre Mausmodell

Kaplan-Meier-Analyse des Tumor-
freien Uberlebens von LSL-MYCN
Mausen (Beobachtungskohorte;
n=21) im Vergleich Zu
LSL-MYCN;Dbh-iCre Tieren (n=38).
Tumorentwicklung an den Nebennie-
ren, dem Ganglion coeliacum und dem
oberen Zervikalganglion. Log-Rank
Test.

Zellen der LSL-MYCN;Dbh-iCre Maus, in denen die Cre-Rekombinase aktiv war, da die

Polyadenyl-Stoppsequenz herausgeschnitten wurde, sollten neben dem Onkogen MYCN

auch Luziferase exprimieren. Luziferin wird in Gegenwart von Luziferase oxidiert und

kann mittels Lumineszenz-Bildgebung visualisiert werden (Abb.12). Reprasentative

Tumore konnten sowohl an den Nebennieren (I, II und III), als auch am oberen Zervi-

kalganglion (I) und am Ganglion coeliacum (111) nachgewiesen werden.

Counts

Abb. 12: Luziferase-Expression dreier reprasentativer Tumore aus LSL-MYCN;:Dbh-iCre

Mausen

In

vivo

Biolumineszenz

Bildgebung

reprasentativer Tumore von drei

LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausen an den Nebennieren (I, II und III), am oberen Zervikalganglion (I)
und am Ganglion coeliacum (111). Luziferase-Aktivitat: blau = niedrig; rot = hoch.
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Die Tumore des LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausmodells wurden mittels Ultraschall-Bildge-
bung weiter untersucht. Wahrend die oberen Zervikalganglien aufgrund ihrer geringen
Grofle in heterozygoten LSL-MYCN Tieren nicht genau dargestellt werden konnten
(Abb. 13a), waren reprasentative Tumore die aus diesen Geweben entstanden waren,
deutlich als echodrmere, raumfordernde Struktur in der Halsregion rechts und links der
Luftréhre nachweisbar (Abb. 13b). Zur Auffindung einer Nebenniere wurde zunachst die
Lokalisation der Niere anhand ihrer auffilligen Struktur aus Nierenrinde, -mark
und -becken, die im Ultraschall deutlich erkennbar waren, definiert (nicht gezeigt). In
Richtung kranial konnte bei heterozygoten LSL-MYCN Tieren die Nebenniere am vorde-
ren Nierenpol dargestellt werden (Abb. 13c). Die Nebennierenrinde war als echoarme
Struktur deutlich erkennbar, wahrend das innenliegende Nebennierenmark ein starke-
res Echo aufwies. Tumore der Nebenniere, die im LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausmodell
auftraten, konnten als echoarme Strukturen am oberen Nierenpol dargestellt werden
(Abb. 13d). Mittels der 3D-Funktion des Vevo2100 wurden die 3-dimensionalen Struk-
turen verschiedener Gewebe rekonstruiert (Abb.13e) und ihre Volumina bestimmt.
Nicht-maligne Nebennieren ausgewachsener Mause wiesen ein mittleres Volumen von
2,18 mm3 (£0,61 mm3) auf (Daten nicht gezeigt). Die Volumina der Nebennieren von je
sechs LSL-MYCN und LSL-MYCN;Dbh-iCre Tieren wurden iiber 100 Tage wochentlich
gemessen und gegen das Alter der Tiere aufgetragen (Abb. 13f). Zwischen den Volumina
nicht-maligner Nebennieren von LSL-MYCN;Dbh-iCre und LSL-MYCN Mausen konnte
kein Unterschied detektiert werden. Zwei der doppelt-transgenen Mduse entwickelten
innerhalb der Beobachtungszeit Tumore an einer der beiden Nebennieren, anhand
deren Volumina sich ein exponentielles Wachstum nachweisen lief. Ein weiteres LSL-
MYCN;Dbh-iCre Tier dieser Kohorte bildete einen Tumor des oberen Zervikalganglions
mit schneller Volumenvergrofderung aus und musste nach 50 Beobachtungstagen geto-
tet werden (Daten nicht gezeigt). Die Tumorinzidenz der hier beobachteten Kohorte lag

innerhalb der Streuung der Gesamtkohorte.
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Abb.13: Ultraschall-Bildgebung von Tumoren aus LSL-MYCN;:Dbh-iCre Mausen
(a) Durchschnitt der Halsregion einer heterozygoten LSL-MYCN Maus in Hohe der oberen Zervi-
kalganglien (aufgrund der geringen Grofde nicht genau definierbar). (b) Durchschnitt durch
beidseitig aus den oberen Zervikalganglien entstandene Tumore einer reprasentativen
LSL-MYCN;Dbh-iCre Maus. (c) Durchschnitt der am vorderen Nierenpol lokalisierten Nebenniere
(NN) einer heterozygoten LSL-MYCN Maus. Nebennierenrinde schwarz; Nebennierenmark weif3-
meliert. (d) Durchschnitt durch einen aus der Nebenniere hervorgegangenen Tumor einer
LSL-MYCN;Dbh-iCre Maus. (e) 3D-Rekonstruktion eines reprasentativen Nebennierentumors
einer LSL-MYCN;Dbh-iCre Maus. (f) Nebennierenvolumina von je 6 LSL-MYCN und
LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausen mittels 3D-Rekonstruktion aufgetragen gegen das Alter des jeweili-
gen Tieres. Zwei der doppelt-transgenen Tiere entwickelten innerhalb der Beobachtungszeit
einen Tumor an einer der Nebennieren.
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Sobald ein Tumor ein Volumen von 500 mm?3 iiberschritt, die Atmung eines Tieres
aufgrund eines die Luftrohre zudriickenden Tumors eingeschrankt war oder ein Tier
einen allgemeinen schlechtes Habitus aufwies, wurde dieses durch zervikale Dislokation
getotet. Wahrend der Sektion wurden makroskopische Aufnahmen gemacht, anhand
derer sowohl Tumore der Nebennieren und des Ganglion coeliacum (Abb. 14a) als auch

des oberen Zervikalganglions (Abb. 14b) dokumentiert wurden.

Abb. 14: Makrokopische Aufnahmen reprisentativer Tumore des LSL-MYCN:;:Dbh-iCre
Modells (a) Darstellung beidseitig entstandener Nebennierentumore (rechts und links) und
eines Tumors des Ganglion coeliacum (Mitte). (b) Darstellung eines Tumors, hervorgegangen
aus dem oberen Zervikalganglion nahe der Luftréhre.

Das Vorhandensein der spezifischen Polyadenyl-Stoppsequenz in genomischer DNA von
LSL-MYCN;Dbh-iCre Mdusen deutete darauf hin, dass in dem jeweiligen Gewebe keine
Rekombination stattgefunden hatte, also keine Cre-Rekombinase exprimiert wurde.
Mittels PCR (Primer flox-out - Tab. 3) konnte in genomischer DNA aus Herzgewebe von
LSL-MYCN;Dbh-iCre Tieren, ein 2241bp langes Amplikon nachgewiesen werden
(Abb. 15). In genomischer DNA aus Tumoren des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells, in wel-
cher die Polyadenyl-Stoppsequenz aufgrund der Expression der Cre-Rekombinase
ausgeschnitten wurde, war das Amplikon 703 bp lang. Die Aktivierung des Transgens

durch ein Rekombinationsereignis konnte so in den Tumoren nachgewiesen werden.
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H,O0 wt He Tu He Tu He Tu He Tu

- - - - Abb 15: PCR zur Validierung der ausgeschnit-
2000 bp g tenen Polyadenyl-Stoppsequenz in vier re-
prasentativen Tumoren aus LSL-MYCN;Dbh-

iCre Mausen Konditionales LSL-MYCN Allel im
600 bp == . ' . . Herz 2241 bp lang, konstitutives Allel im Tumor
der jeweils gleichen Maus 703 bp lang. Primer

flox out (Tab.3). wt=Wildtyp; He=Herz;
Tu = Tumor.

Die Expression des Transgens MYCN wurde sowohl auf mRNA-Ebene mittels qPCR als
auch auf Protein-Ebene mittels Western Blot in Kontrollgeweben von Wildtyp-Tieren
und Tumoren von LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausen analysiert. Die MYCN mRNA Expression
vier reprasentativer Tumore sowie der Kontrollgewebe Niere, Leber, Herz und Gehirn
wurde relativ zur Expression der nicht-malingen Nebenniere aufgetragen (Abb. 16a).
Tumore zeigten im Vergleich zu Nebennieren eine signifikant, im Mittel 14,5-fach, er-
hohte Expression von MYCN mRNA. Im Vergleich der Tumore zu den anderen analysier-
ten Kontrollgeweben war die Hochregulation von MYCN mRNA noch deutlicher. Die
erhohte Expression des Proteins MYCN im Tumor im Vergleich zum Herz der jeweils
gleichen Maus wurde in vier reprasentativen LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausen dargestellt

(Abb. 16b).
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Abb. 16: Uberexpression von MYCN in Tumoren des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells
(a) Balkendiagramm der MYCN mRNA Expression vier reprdsentativer Tumore und Kontrollge-
weben aus einer Wildtyp-Maus relativ zur Expression der Nebenniere (NN). Student's t-
Test: p =0,0002. (b) MYCN Protein Expression im Herz (He) und Tumor (Tu) vier reprasentati-
ver Mause. GAPDH als Ladungskontrolle.
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4.1.6 Tumorhistologie und Expression spezifischer Neuroblastommarker

Die Expression der Neuroblastommarker Dbh, Th und Phox2b wurde auf mRNA-Ebene
mittels gPCR in verschiedenen Geweben des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells analysiert. Die
Marker-Expression vier reprasentativer Tumore und der Kontrollgewebe Niere, Leber,
Herz und Gehirn wurde relativ zur Expression der nicht-malignen Nebenniere aufgetra-
gen (Abb. 17). Innerhalb der Kontrollgewebe war die Expression aller Marker in der
Nebenniere am hochsten. Die Tumore wiesen verglichen mit nicht-malignen Nebennie-
ren im Mittel eine 2,4-fach erhohte Expression von Dbh, eine 4,2-fach erhohte Expres-
sion von Th und eine 22-fach erhéhte Expression von Phox2b auf. Die Hochregulation

der analysierten Neuroblastommarker in den Tumoren war signifikant.

Abb.17: mRNA Expression von Neuro-
blastommarkern in vier reprasentativen

C3J Dbh

g 251 = ™ Tumoren aus LSL-MYCN:;Dbh-iCre Mausen
o @ Phox2b Balkendiagramm der Neuroblastommarker
o 20 mRNA Expression vier reprasentativer
w 154 Tumore und Kontrollgeweben relativ zur
§ Expression der nicht-malignen Nebenniere
% 10- (NN). Signifikante = Hochregulation in
© Tumoren im Vergleich zur Nebenniere
-.E 5- (Student's t-Test: Dbh: p = 0,005; Th: p = 0,02;
® Phox2b: p=0,0006). Dbh=Dopamin-beta
0- O Hydroxylase; Th = Tyrosin Hydroxylase.
S & & ,,;‘&Q T
@ & f umore

Die Struktur reprasentativer Tumore aus LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausen wurde anhand
histologischer Schnitte, die mit Himatoxylin und Eosin angefarbt wurden, untersucht.
Die Tumore bestanden aus kleinen, blauen, runden Zellen, typisch fiir das Neuroblastom,
das auch im humanen Organismus diese Struktur aufweist! (Abb. 18a).
Elektronenmikroskopische Aufnahmen zeigten neurosekretorische Vesikel, die fiir
neuronales Gewebe spezifisch sind! (Abb. 18b). Weiterhin wurde CD56, ein neurales
Zelladhasionsmolekil, das in neuronalen und neuroendokrinen Geweben und Tumoren
exprimiert wird®88, immunhistochemisch dargestellt (Abb. 18c). Die Expression des
Neuroblastommarkers Th, die schon auf Transkriptionsebene gezeigt werden konnte,

wurde anhand immunhistochemischer Farbungen auf Proteinebene validiert (Abb. 18d).
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Abb.18: Histologische und molekulare Charakteristika von Tumoren des
LSL-MYCN:Dbh-iCre Modells (a) Himatoxylin und Eosin Farbung. Uberwiegend kleine, runde,
blaue Zellen. Mafistabsbalken: links = 100 pm; rechts = 50 um. (b) Elektronenmikroskopische
Aufnahme mit neurosekretorischen Vesikeln (Pfeile). Mafdstabsbalken = 500 nm. (c) Immunhis-
tochemische Farbung von CD56 (links) und Negativkontrolle nur mit Sekundarantikorper
(rechts). Mafdstabsbalken =200 pm. (d) Immunhistochemische Farbung von Th (links) und
Negativkontrolle nur mit Sekundarantikorper (rechts). Mafdstabs-balken = 200 pum.

4.1.7 Vergleich der Tumorinzidenz des LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausmodells mit der
des etablierten TH-MYCN Mausmodells

Das Tumor-freie Uberleben von LSL-MYCN:;Dbh-iCre Miusen wurde mit dem des etab-
lierten TH-MYCN Neuroblastommodells verglichen. Die LSL-MYCN;Dbh-iCre Tiere be-
fanden sich im gemischten genetischen Hintergrund aus C57Bl6/N (75%) und
129x1/Sv] (25%), wahrend der genetische Hintergrund der analysierten TH-MYCN
Mause 100% 129x1/Sv] war. TH-MYCN Tiere im gemischten Hintergrund aus C57BIl6/N
(50%) und 129x1/Sv] (50%) entwickelten keine Tumore (Daten nicht gezeigt), wie
schon in vorherigen Publikationen beschrieben wurde3?. LSL-MYCN;Dbh-iCre Madusen
zeigten im Vergleich zu TH-MYCN Tieren ein signifikant schlechteres Tumor-freies
Uberleben, ermittelt anhand einer Kaplan-Meier-Analyse (Abb. 19). Die Tumorinzidenz
des TH-MYCN-Modells betrug 48% und war damit geringer als die des
LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells (76,3%). Das mediane Tumor-freie Uberleben von
TH-MYCN Mausen betrug 154 Tage, wahrend das von LSL-MYCN;Dbh-iCre Tieren bei

82,5 Tagen lag. Diejenigen Tiere, die im Laufe der Beobachtung mindestens einen Tumor
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ausbildeten, entwickelten diesen im TH-MYCN Modell im Mittel nach 85,3 Tagen ihres
Lebens, im LSL-MYCN;Dbh-iCre Modell nach 79,6 Tagen.

Abb.19: Vergleich der Tumorinzidenz
zwischen dem LSL-MYCN;Dbh-iCre Modell

und dem TH-MYCN Modell Kaplan-Meier-
Analyse des Tumor-freien Uberlebens von
heterozygot transgenen TH-MYCN Mausen

75+

504

Tumor-freies Uberleben [%]

TH-MYCN _ _
(n=84) wund LSL-MYCN;Dbh-iCre Tieren
254 ‘ (n =38). Tumorinzidenz in LSL-MYCN;Dbh-iCre
p = 0,001 LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausen signifikant hoher (Log-Rank Test).
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4.1.8 Genomische Aberrationen von LSL-MYCN;Dbh-iCre Tumoren

Genomische Aberrationen von 13 LSL-MYCN;Dbh-iCre Tumoren (elf Tumore der Neben-
nieren und zwei Tumore des oberen Zervikalganglions) wurden relativ zu Gewebe aus
dem Schwanz der jeweils gleichen Maus mittels einer aCGH Analyse detektiert und in
einer Ubersichtsgraphik den jeweiligen Chromosomen zugeteilt (Abb. 20a). Die mittlere
Zeit bis zur Entwicklung eines Tumors in dieser Kohorte betrug 80,4 Tage. In zwei
Tumoren wurden keine chromosomalen Aberrationen detektiert. Die mittlere Zeit bis
zur Entwicklung dieser beiden Tumore betrug 46 Tage. Ein Zusammenhang zwischen
der Zeit bis zur Tumorentwicklung und dem Auftreten chromosomaler Aberrationen
konnte aufgrund der geringen Anzahl an analysierten Tumoren nicht untersucht wer-
den.

Einer der analysierten Tumore einer Nebenniere zeigte eine teilweise Zunahme des
Chromosoms 1. In acht Tumoren der Nebenniere und einem Tumor des oberen Zervi-
kalganglions wurde eine Zunahme des kompletten Chromosoms 3 detektiert. Eine
Zunahme des kompletten Chromosoms 6 zeigten fiinf der analysierten Tumore, wobei
sowohl Tumore der Nebennieren als auch des oberen Zervikalganglions betroffen wa-
ren. Auf diesem Chromosom liegt der ROSA26 Genlokus, in den das Transgen des
LSL-MYCN Mausmodells kloniert wurde. Ein Tumor der Nebenniere und einer des obe-
ren Zervikalganglions amplifizierten diesen Lokus sogar (Abb.20b). Eine niedriger
frequentierte Zunahme der distalen Halfte des Chromosoms 11 wurde in vier der Tu-
more gefunden (Abb. 20c), entsprechend einer Region auf dem humanen Chromosom
17, die in 50% aller humaner Neuroblastome eine Zunahme aufweist*2. In drei der

Tumore wurde eine komplette Zunahme des Chromosoms 12 festgestellt. Beide Tumore
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des oberen Zervikalganglions sowie ein Tumor der Nebenniere wiesen diese Aberration
auf.

Interessanterweise wies einer der Tumore des oberen Zervikalganglions die gleichen
Aberrationen auf wie der Tumor aus der Nebenniere der gleichen Maus (Abb. 20a (Tu-
mor 12 und 13)), wahrend der zweite analysierte Tumor des oberen Zervikalganglions
andere Aberrationen als der dazugehoérige Tumor der Nebenniere zeigte (Abb.20a
(Tumor 8 und 9).

Teilweise oder komplette Verluste ganzer Chromosomen wurden in Tumoren des

LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells nicht detektiert.
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Abb. 20: Genomische Aberrationen von Tumoren des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells
Analyse von 13 LSL-MYCN;Dbh-iCre Tumoren relativ zu Gewebe aus dem Schwanz der jeweils
gleichen Maus. (a) Uberblick iiber genomische Aberrationen aller analysierten Tumore. blau =
Zunahme; rot = Abnahme. (b) Représentative Darstellung des in zwei der Tumore amplifizierten
ROSA26 Genlokus auf Chromosom 6. (c) Reprasentative Ansicht der Zunahme der distalen Halfte
des Chromosoms 11 in vier der Tumore. Graphik generiert in Zusammenarbeit mit Anneleen
Beckers.
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4.1.9 mRNA Profiling

Mittels Affymetrix mRNA Arrays wurden mRNA Expressions Profile von drei nicht-

malignen Nebennieren und acht LSL-MYCN;Dbh-iCre Tumoren erstellt.

4.1.9.1 Gene Set Enrichment Analyse (GSEA) von Tumoren des LSL-MYCN;Dbh-iCre

Mausmodells

Eines der am stirksten angereicherten Gensets innerhalb der in Tumoren von
LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausen hochregulierten Gene, das anhand der GSEA detektiert
wurde, beinhaltete Marker padiatrischer Krebserkrankungen8® (Abb. 21a (oben)). Die-
ses Genset besteht aus in Xenografts, die acht verbreitete padiatrische Tumore repra-
sentieren, verschieden exprimierten Genen im Vergleich zu Normalgewebe. Ein weiteres
Genset, das in Tumoren des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells stark angereichert war, bein-
haltete Gene, die in B Zell Lymphomen, die eine aktivierte Form von MYC exprimieren,
hochreguliert sind®? (Abb. 21a (unten)). Weitere von MYC hochregulierte Gensets waren
in Tumoren aus LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausen angereichert®1-93, wahrend von MYC herun-
terregulierte Gensets?%.93.94 in Nebennieren angereichert wurden (Abb. 21b). Zusétzlich
waren verschiedene Gene, die die DNA Replikation und den Zellzyklus betreffen95-98,
statistisch signifikant hochreguliert in Tumoren des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells. Ein
weiteres Genset, das Gene reprasentierte, die wahrend neuraler Differenzierung herun-
terreguliert sind®?, wurde in Tumoren aus LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausen hochreguliert,

was die Hypothese eines undifferenzierten Phanotyp unterstiitzt.
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Abb. 21: Genset Enrichment Analyse Acht LSL-MYCN;Dbh-iCre Tumore und drei nicht-maligne
Nebennieren von Wildtyp-Mausen. (a) Hochregulation eines Gensets, das Marker padiatrischer
Krebserkrankungen reprasentiert (oben) und eines MYCN-abhingigen Gensets (unten). Gezeigt
ist der Plot der Rangsummen des MSigDB (v3.1) Gensets. (b) Tabelle ausgewahlter Gensets der
MSigDB C2 Kollektion, die in LSL-MYCN;Dbh-iCre bzw. in Nebennieren signifikant angereichert
waren. Rang =Rang des Gensets innerhalb aller Gensets, geordnet nach abfallendem NES,
Grofde = Anzahl der Gene in jedem Genset, NES = normalisierter Enrichment Score, FDR = falsch-
positiv Rate. Graphik generiert in Zusammenarbeit mit Anneleen Beckers.

4.1.9.2 Expression einer Signatur MYC(N) regulierter mRNAs in LSL-MYCN:Dbh-iCre

Tumoren

An den gleichen mRNA Array Daten, die fiir die GSEA verwendet wurden, wurde auf
Basis der von Fredlund et al. publizierten MYC(N) Signatur humaner Neuroblastome?8
eine zwei-dimensionale Clusteranalyse durchgefiihrt (Abb. 22). Des Weiteren wurde die
Regulation dieser mRNAs in humanen MYCN-amplifizierten im Vergleich zu nicht-
amplifizierten Neuroblastomen’® und die der Internet-Datenbank www.myc-cancer-
gene.org anhand von Pfeilen dargestellt.

Die nicht iiberwachte Clusteranalyse anhand der Gene der MYCN Signatur fithrte zu

einer eindeutigen Separation von Nebennieren und LSL-MYCN;Dbh-iCre Tumoren.
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Abb, 22: Regulierte mRNAs in Tumoren des LSL-MYCN;:Dbh-iCre Mausmodells Zwei-dimen-
sionale hierarchische Clusteranalyse basierend auf der Expression der mRNAs der MYCN Signa-
tur von Fredlund et al7® in acht LSL-MYCN;Dbh-iCre Tumoren und drei nicht-malignen
Nebennieren. Regulation in MYCN-amplifizierten humanen Neuroblastomen?8 und Regulation in
Datenbank (www.myc-cyncer-gene.org) als Pfeile. Expression: blau = hoch; rot = niedrig. Gra-
phik generiert in Zusammenarbeit mit Anneleen Beckers.
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Die Hochregulation von Nras, die auch fiir das humane Neuroblastom bekannt ist109,
konnte im Mausmodell validiert werden. Dem Gen UBEZC wird eine positive Rolle in der
Mitose von Neuroblastomzelllinien zugeschrieben!%l, Auch in LSL-MYCN;Dbh-iCre
konnte eine Hochregulation detektiert werden. In humanen Neuroblastomen ist eine
hohe NME1 Expression mit einem ungiinstigen Stadium assoziiert!92, Tumore des
LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells tberexprimierten diese mRNA ebenfalls. Der Laktat-De-
hydrogenase Level im Blut von Neuroblastompatienten dient in der Klinik als Tumor-
marker13. Die Regulation des Gens in LSL-MYCN;Dbh-iCre Tumoren zeigte, dass auch
murine Neuroblastome dieses Enzym tiberexprimierten. SRM, ein bekanntes nachgeord-
netes Target von MYCN193, war im LSL-MYCN;Dbh-iCre Modell ebenfalls signifikant

reguliert.
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4.1.9.3 Regulation bekannter MYCN mRNA Targets in Tumoren des LSL-MYCN;Dbh-iCre

Mausmodells

Die Expression bekannter MYCN regulierter Targets wurde gesondert untersucht
(Abb. 23). Die Carbamoyl-Phosphat Synthetase 2 (Cad) wird in verschiedenen Publika-
tion als von MYC und MYCN hochreguliertes Enzym beschrieben?2104105  Ein ebenfalls
von MYC hochreguliertes Ziel ist die Cyclin-abhédngige Kinase 4 (Cdk4), die eine wichtige
Rolle in der Regulation des Zellzyklus spielt106.107, Eine signifikant erhohte Expression
konnte auch in Tumoren des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells im Vergleich zu nicht-malig-
nen Nebennieren festgestellt werden. Die MYCN-induzierte Herunterregulation von
Dickkopf-3 (Dkk3) wird in humanen Neuroblastomzellen mit der direkten Bindung von
miR-19b und miR-92a an die 3’'UTR erklart108109 Tumore der LSL-MYCN;Dbh-iCre Maus
zeigten im Vergleich zu nicht-malignen Nebennieren eine signifikante Herunterregula-

tion von Dkk3.

Cad

< a 139 Cdk4 % Dkk3
o 11_
2 12-
c 104 104
A 1= -~ T
0w
[+]

i p =0,0002 " p <0,0001 - p =0,005

T — 9 T T 0 T ™
Tumore Nebennieren Tumore Nebennieren Tumore Nebennieren

Abb. 23: Regulierte MYC Targets in Tumoren des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells Expression
(log2) MYCN hochregulierter (Cad und Cdk4) und MYCN herunterregulierter (Dkk3) Zielgene in
LSL-MYCN;Dbh-iCre Tumoren und nicht-malignen Nebennieren. Student's t-test.

4.1.10 miRNA Profiling

Mittels qPCR wurden miRNA Profile von fiinf nicht-malignen Nebennieren und elf

LSL-MYCN;Dbh-iCre Tumoren erstellt.

4.1.10.1 Expression einer Signatur MYCN regulierter miRNAs in Tumoren des

LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells

Eine zwei-dimensionale Clusteranalyse wurde auf Basis der von Mestdagh et al. publi-
zierten MYC Signatur humaner Neuroblastome durchgefiihrt8? (Abb. 24). Die Regulation

der miRNAs in humanen MYCN-amplifizierten im Vergleich zu nicht-amplifizierten
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Neuroblastomen, auf der die MYCN Signatur beruht, wurde anhand von Pfeilen darge-
stellt.

Die nicht Uiberwachte Clusteranalyse anhand der miRNAs der MYCN Signatur fiihrte zu
einer eindeutigen Separation von Nebennieren und Tumoren aus LSL-MYCN;Dbh-iCre

Mausen.

Color Key
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Abb. 24: Regulierte miRNAs in Tumoren von LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausen Zwei-dimensio-
nale hierarchische Clusteranalyse basierend auf der Expression der miRNAs der MYCN Signatur
von Mestdagh et al.8® in elf LSL-MYCN;Dbh-iCre Tumoren und fiinf nicht-malignen Nebennieren.
Regulation in MYCN-amplifizierten humanen Neuroblastomen als Pfeile8%. Expression: blau =
hoch; rot = niedrig. Graphik generiert in Zusammenarbeit mit Anneleen Beckers.
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Verschiedene miRNAs des bekannten onkogenen miR-17-92 Clusters!1® (miR-18a-3p,
miR-18a-5p, miR-19a-3p, miR-20a-5p, miR-20b-5p, miR-92a-3p) waren in
LSL-MYCN;Dbh-iCre Tumoren signifikant héher exprimiert als in nicht-malignen Neben-
nieren. Die onkogene, direkt von MYCN regulierte8?, miR-181a zeigte eine Uberexpres-
sion in LSL-MYCN;Dbh-iCre Tumoren. Verschiedene beschriebene miRNAs mit potentiell
tumorsuppressiver Funktion im Neuroblastom wie miR-103-3p111, miR-184-3p112113,
miR-214-3p114, miR-340-3p!!> und miR-542-5p67.116 zeigten auch in LSL-MYCN;Dbh-iCre

Tumoren eine Herunterregulation. Weitere miRNAs, die im humanen Neuroblastom
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gleich reguliert werden wie in Tumoren des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells waren miR-
15b, miR-30c, miR-103, miR-140, miR-148a, miR-326, miR-491, miR-500 und miR-
61580, Verschiedene miRNAs, wie zum Beispiel die bekannte onkogene miR-9-5p, die im
humanen Neuroblastom von MYC induziert wird!17, zeigte in LSL-MYCN;Dbh-iCre Tumo-
ren keine eindeutige Regulation. Andere miRNAs waren entgegengesetzt zum humanen
Neuroblastom reguliert. Zum Beispiel ist die miR-137 in humanen Priméartumoren
signifikant herunterreguliert (s. 4.3), wahrend Tumore des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells

eine eindeutige Hochregulation zeigten.

4.1.10.2 Regulation von miRNAs des miR-17-92 Clusters in Tumoren des
LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausmodells

Die Expression bekannter MYCN regulierter Targets des miR-17-92 Clusters wurde
ebenfalls untersucht (Abb.25). Eine signifikante Hochregulation von miR-17-5p,
miR-19a-3p und miR-92a-3p in Tumoren von LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausen im Vergleich
zu nicht-malignen Nebennieren konnte validiert werden. Weiterhin waren auch die
anderen Mitglieder des Clusters (miR-17-3p, miR-18a-5p, miR-18a-3p, miR-20a-5p und
miR-19b-3p) signifikant hochreguliert (Daten nicht gezeigt).

2- miR-17-5p 4- miR-19a-3p 2 miR-92a-3p
0-
] | E—
-1 -1
? -2 g
. |p<0,0001 _|p<0,0001 |p< 0,0001

T L} - T L] = T T
Tumore Nebennieren Tumore Nebennieren Tumore Nebennieren

Expression (log2)

Abb. 25: Regulierte MYCN miRNA Targets in Tumoren des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells
Expression (log2) ausgewdahlter MYCN hochregulierter miRNAs des miR-17-92 Clusters in
LSL-MYCN;Dbh-iCre Tumoren und nicht-malignen Nebennieren. Student's t-test.
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4.1.11 miR-542 als potentiell tumormodulierende miRNA im Neuroblastom

Eine tumorsuppressive Funktion der 5p-Isoform von miR-542 ist bereits in Neuro-
blastomzellen gezeigt worden®8. Auch fiir miR-542-3p konnte eine tumorsuppressive
Funktion im Kolonkarzinom nachgewiesen werden®?. Die Analyse der Expression dieser
miRNA im LSL-MYCN;Dbh-iCre Modell sollte Aufschluss dartiiber geben, ob diese miRNA
auch im murinen Neuroblastommodell reguliert wurde.

Es stellte sich heraus, dass beide Isoformen der miR-542 in Tumoren aus
LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausen im Vergleich zu nicht-malignen Nebennieren signifikant
herunterreguliert waren. In 91% der analysierten Tumore war die Expression von
miR-542-5p so niedrig, dass diese nicht detektiert werden konnte. Dies galt auch fiir die
Expression von miR-542-3p in 55% der Tumore. Weiterhin wurde die Expression von
miR-542-5p in zehn und die miR-542-3p Expression in 21 TH-MYCN Tumoren re-analy-
siert. Auch in diesen Tumoren waren beide Isoformen signifikant herunterreguliert und

in 90% (miR-542-5p) bzw. 76% (miR-542-3p) sogar nicht detektierbar (Abb. 26).
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Abb. 26: Regulation von miR-542 in Tumoren der Mausmodelle LSL-MYCN;Dbh-iCre und
TH-MYCN Dotplots der Expression von (a) miR-542-5p und der von (b) miR-542-3p in

LSL-MYCN;Dbh-iCre und TH-MYCN Tumoren relativ zur Expression nicht-maligner Nebennieren
(NN). Student's t-Test: *** =p < 0,001.

Aufgrund der bekannten Rollen der Isoformen von miR-542 in verschiedenen Tumor-
zelllinien und ihrer starken Regulation im neuen LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausmodell,
wurde deren potentiell tumorsuppressive Funktion in humanen Neuroblastomen und

Zelllinien weiter analysiert (s. 4.2).
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4.2 Die tumorsuppressive Funktion von miR-542 in humanen

Neuroblastomen und Zelllinien

Beide Isoformen der miR-542 wurden bei der Analyse der miRNA Expressionsprofile
von Tumoren aus LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausen im Vergleich zu nicht-malignen Neben-
nieren herunterreguliert gefunden, was im TH-MYCN Mausmodell validiert werden
konnte. In diesem Teil der Arbeit sollte die tumormodulierende Funktion dieser miRNA

in humanen priméaren Neuroblastomen und Zelllinien untersucht werden.

4.2.1 Expressionsanalyse von miR-542 und Survivin in humanen Primartumoren

In einer vorherigen Studie wurden sowohl die miRNA als auch die mRNA Expressions-
profile von 69 Primartumoren humaner Neuroblastompatienten anhand von qPCR
Daten generiert®’. Im Rahmen dieser Arbeit wurde der vorhandene Datensatz in Bezug
auf die Regulation der miR-542 Isoformen re-analysiert. Genaue Informationen sowohl
iiber die Patienten als auch das Stadium und den Verlauf der Erkrankung waren bekannt

(Tab. 9).
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Tab. 9: Zusammensetzung der 69 Neuroblastompatienten der miRNA und mRNA Expres-
sions-Kohorte Modifiziert nach Althoff et al.¢7.

Anzahl Patienten 69
Geschlecht mdnnlich 37
weiblich 32
Alter bei Diagnose <1Jahr 25
> 1 Jahr 44
1+2 13
Stadium 3+4 38
4s 18
MYCN nein 53
Amplifikation ja 16
Wildtyp 36
11q Deletion 16
Ungleichgewicht 2
Wildtyp 44
1p36 Deletion 15
Ungleichgewicht 6
17q Zugewinn 13
Riickfall 28
Ereignis-freies
Verlauf Uberleben 41
Tod 20
Uberleben 49
Ereignis-freies Median 2283
Uberleben [Tage]  Bereich 456-4844
Gesamt-Uberleben = Median 2260
[Tage] Bereich 456-4844

Die Expression beider miR-542 Isoformen wurde gegen verschiedene bekannte prog-
nostische Marker der Kohorte aufgetragen (Abb. 27a). Sowohl miR-542-5p als auch -3p
waren in Tumoren von Patienten, die spater einen Riickfall erlitten, herunterreguliert.
Weiterhin konnte eine Korrelation zwischen niedriger miR-542-5p und -3p Expression
und hohem Stadium sowie MYCN Amplifikation gezeigt werden. Neuroblastome mit
hoher NTRK1 Expression wiesen erhohte Level beider miR-542 Isoformen auf. Mittels
Kaplan-Meier Analyse konnte gezeigt werden, dass Patienten mit Tumoren mit hoher
miR-542-5p bzw. -3p Expression eine signifikant hohere Wahrscheinlichkeit eines
Ereignis-freien Uberlebens aufwiesen, als diejenigen mit niedriger Expression der

miRNAs (Abb. 27b).
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Abb. 27 Korrelation von miR-542-5p und -3p Expression mit prognostischen Markern und
Uberleben in humanen Neuroblastomen Expression von miR-542-5p und -3p in Primartumo-
ren von 69 Neuroblastompatienten anhand vorhandener qPCR Daten¢’ (Tab.9). (a) Vergleich
der Expression der Tumore von Patienten mit oder ohne Riickfall, verschiedener Stadien, mit
oder ohne MYCN Amplifikation (MNA) und mit hoher oder niedriger NTRK1 Expression. Mann-
Whitney U-Test: *=p <0,05; * =p <0,01; ** =p < 0,001. (b) Kaplan-Meier-Analyse des Ereig-
nis-freien Uberlebens (EFS) von Patienten mit Tumoren mit hoher oder niedriger miR-542-5p
bzw. -3p Expression. Log-Rank Test.

Zur Bestimmung der absoluten miR-542-5p und -3p Expression wurden miRNA Expres-
sionsprofile, die mittels Next-Generation-Sequenzierung in einem weiteren vorhandenen
Datensatz erstellt wurden1?, re-analysiert. Dieser Datensatz bestand aus Profilen von je
fiinf Neuroblastomen mit giinstigem und ungilinstigem Verlauf. Genauere Informationen
iiber den Krankheitsverlauf, sowie Stadium und MYCN Amplifikation waren bekannt

(Tab. 10).

Tab. 10: Zusammensetzung der Patienten der Next-Generation-Sequenzierungs-Kohorte
Modifiziert nach Schulte et al.119,

giinstiger Verlauf ungiinstiger Verlauf
Anzahl Patienten 5 5
Stadium 1 4
Alter bei Diagnose Median | 456 1045
[Tage] Bereich |103-961 496-4827
MYCN Amplifikation nein ja
Tod aufgrund von Erkrankung nein ja
Ereignis-freies Median |3109 261
Uberleben [Tage] Bereich | 2856-3745 184-946
Gesamtiiberleben Median |3109 539
[Tage] Bereich |2856-3745 207-1375
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Sowohl miR-542-5p als auch miR-542-3p waren in Neuroblastomen mit ungiinstigem
Verlauf im Vergleich zu Tumoren mit giinstigem Verlauf herunterreguliert. Ihre absolute
Expression fiel niedriger aus als die Expression der miRNAs des onkogenen miR-17-92-
Clusters, sogar in Neuroblastomen mit giinstigem Verlauf (Abb. 28a). Ein Vergleich der
absoluten Expressionslevel der beiden miR-542-Isoformen untereinander flihrte zu dem

Ergebnis, dass diese etwa gleich hoch exprimiert wurden (Abb. 28b).
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Abb. 28: Korrelation von miR-542-5p und -3p Expression mit giinstigem Verlauf humaner
Neuroblastome Re-Analyse von Next-Generation-Sequenzierungs-Daten von je fiinf Neuro-

blastomen mit giinstigem und ungiinstigem Verlauf!!® (Tab. 10). (a) Darstellung der absoluten
Expression des miR-17-92-Clusters und beider miR-542-Isoformen. (b) Expressionslevel von
miR-542-5p und -3p dquivalent.

Da in in silico Analysen Survivin als potentielles Ziel fiir miR-542-3p vorhergesagt
wurde®?, sollte eine Korrelation zwischen miR-542-3p und Survivin in den vorhandenen
gPCR Daten der 69 Neuroblastompatienten®’ untersucht werden. Die Korrelation von
niedriger Survivin Expression und hoher miR-542-3p Expression konnte anhand eines
Scatterplots gezeigt werden (Abb.29a). Auflerdem war die Survivin Expression von
Tumoren mit hoher miR-542-3p Expression signifikant niedriger als von Tumoren mit
niedriger Expression der miRNA (Abb. 29b). Weiterhin bestand eine signifikante Korre-
lation zwischen hoher Survivin Expression und schlechterem Uberleben der Patienten,

analysiert anhand einer Kaplan-Meier-Analyse (Abb. 29c).
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Abb. 29: Korrelation von miR-542-3p und Survivin in humanen Neuroblastomen Analyse
der Expression von miR-542-3p und Survivin mRNA in humanen Neuroblastomen anhand vor-

handener qPCR Daten¢” (Tab.9). (a/b) Korrelation von hoher miR-542-3p Expression mit
niedriger Survivin Expression anhand von Scatter- und Boxplot. Student's t-Test. (c) Kaplan-
Meier-Analyse des Ereignis-freies Uberlebens von Neuroblastompatienten mit hoher und nied-
riger Survivin Expression. Log-Rank Test.

4.2.2 Funktion von miR-542-3p Expression in Zelllinien

Die im Vergleich zum Kontrollgewebe niedrige Expression von miR-542-5p und -3p im
LSL-MYCN;Dbh-iCre Modell und in humanen Primartumoren lief2 vermuten, dass diese
miRNA eine tumorsuppressive Funktion im Neuroblastom haben kénnte. Zur weiteren
Uberpriifung dieser Hypothese wurden verschiedene in vitro Versuche in etablierten
humanen Neuroblastomzelllinien durchgefiihrt.

Eine fiir keine miRNA kodierende Negativkontroll-miRNA oder eine der beiden Isofor-
men der miR-542 wurden in den humanen Neuroblastomzelllinien IMR-32, SHEP, SK-N-
BE und WACII exprimiert. Die relative Zellviabilitdt wurde zu verschiedenen Zeitpunk-
ten mittels des MTT Assay gemessen, auf den 24 Std. Wert der Negativkontroll-miRNA
normalisiert und gegen die Zeit aufgetragen (Abb. 30). Alle analysierten Zelllinien, die
mit der Negativkontroll-miRNA transfiziert wurden, wiesen Steigerungen der Zellviabili-
tat liber die Zeit auf. Die Expression von miR-542-5p filihrte zu Zelllinien-spezifischen
Reaktionen. Wahrend IMR-32, SK-N-BE und WACII keine Reduktion der Zellviabilitat
zeigten, fliihrte die Expression in SHEP zu einer signifikanten Verringerung der Zellvia-
bilitat tiber die Zeit. Die Expression der miR-542-3p hingegen verringerte die Viabilitat

aller untersuchten Zelllinien im Vergleich zur Negativkontroll-miRNA signifikant.
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Abb. 30: Reduktion der Viabilitit von humanen Neuroblastomzelllinien mittels
miR-542-3p Expression Transiente Transfektion der humanen Neuroblastomzelllinien IMR-32,
SHEP, SK-N-BE und WACII mit Negativkontroll-miRNA (NK), miR-542-5p oder miR-542-3p und
Messung der Zellviabilitdt anhand des MTT Assay. Angegebene p-Werte fiir die Signifikanz von
miR-542-5p oder -3p gegen NK berechnet anhand eines Permutationstests.

Zur genaueren Untersuchung der Mechanismen, die der Reduktion der Zellviabilitat
durch miR-542-3p Expression zugrunde liegen, wurden weitere Analysen 96 Std. nach
Transfektion durchgefiihrt, da zu diesem Zeitpunkt die Viabilitit aller analysierten
Zellen am starksten verringert werden konnte. Anhand von makroskopischen Aufnah-
men miR-542-3p exprimierender Zellen konnte im Vergleich zur Negativkontroll-miRNA
exprimierenden Zellen eine deutlich verringerte Konfluenz festgestellt werden. Auch bei
Expression von miR-542-5p zeigten Neuroblastomzellen eine geringere Konfluenz als
nach Transfektion mit Negativkontroll-miRNA, jedoch war der Effekt hier nicht so deut-
lich wie mit miR-542-3p (Abb. 31).
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Abb. 31: Reduzierte Konfluenz von Neuroblastomzellen nach miR-542-3p Expression
Mikroskopische Aufnahmen von Neuroblastomzellen 96 Std. nach Transfektion mit Negativkon-
troll-miRNA (NK), miR-542-5p oder miR-542-3p. Mafdstabsbalken = 200 pm.

Weiterhin wurde mittels Durchflusszytometrie der Zellzyklus 96 Std. nach Transfektion
untersucht. Wahrend die Expression von miR-542-3p im Vergleich zur Expression der
Negativkontroll-miRNA zu einer signifikant gesteigerten Fraktion von Zellen in der
subG1-Phase, demnach mutmafilich apoptotischen Zellen, fiihrte, blieb dieser Effekt bei
Expression von miR-542-5p aus (Daten nicht gezeigt). Die prozentualen Anteile der
Zellen in den Zellzyklus-Phasen Postmitose (G1), Synthese (S) und Pramitose/Mitose
(G2/M) wurden als Balken dargestellt (Abb. 32). Die Expression von miR-542-5p fiihrte
in keiner der analysierten Zelllinien zu einer signifikanten Veranderung der einzelnen
Zellzyklus-Fraktionen. Dahingegen wurde in allen mit miR-542-3p transfizierten Zellli-
nien eine signifikante Steigerung der Fraktion von Zellen in der S-Phase detektiert, die in
IMR-32, SHEP und WACII Zellen mit einer signifikanten Reduktion der G1-Phase einher-
ging. Eine tendenziell verringerte G1-Phase konnte auch in SK-N-BE Zellen vermutet

werden.
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Abb. 32: Verschiebung des Zellzyklus durch gesteigerte S-Phase in Neuroblastomzellen
nach miR-542-3p Expression Analyse des Zellzyklus 96 Std. nach Transfektion von Negativ-

kontroll-miRNA (NK), miR-542-5p oder -3p. Anteil der Zellen in den Zellzyklus-Phasen G1
(Postmitose), S (Synthese) und G2/M (Pramitose und Mitose) als Prozent-Balken. Student’s
t-Test: * =p < 0,05; * =p < 0,01.

Die relative Anzahl apoptotischer Zellen wurde 96 Std. nach Expression beider miR-542
[soformen im Vergleich zur Negativkontroll-miRNA anhand des ELISA Cell death Assays
untersucht. Die Behandlung mit miR-542-3p induzierte signifikant den Anteil apoptoti-
scher Zellen, wahrend mit miR-542-5p kein Effekt detektiert wurde (Abb. 33a). Die
Zellproliferation, die anhand der ELISA-basierten BrdU Inkorporation gemessen wurde,
nahm 96 Std. nach miR-542-3p Expression in allen analysierten Zelllinien signifikant ab,
wahrend ein derartiger Effekt bei Expression von miR-542-5p nur in SK-N-BE Zellen
erreicht wurde (Abb. 33b).
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Abb. 33: Induktion von Apoptose und Reduktion von Proliferation in Neuroblastomzellen
nach miR-542-3p Expression Analyse 96 Std. nach Transfektion von Negativkontroll-miRNA

(NK), miR-542-5p oder -3p. (a) Balkendiagramm der Zahl apoptotischer Zellen relativ zu NK,
gemessen mittels Cell death ELISA. (c) Balkendiagramm der Zahl proliferierender Zellen relativ
zu NK, gemessen anhand von ELISA-basierter BrdU Inkorporation. Student's t-Test: * =p < 0,05;
**=p<0,01;***=p<0,001.
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4.2.3 Regulation der Expression von Survivin durch miR-542-3p

Die 3'UTR von Survivin weist eine Bindestelle fiir miR-542-3p auf, die schon in der
Adenokarzinomzelllinie A549 und der Brustkrebszelllinie MCF7 validiert wurde®®. In
diesem Teil der Arbeit sollte die Regulation von Survivin durch miR-542-3p in humanen
Neuroblastomzellen validiert werden. Dazu wurden Negativkontroll-miRNA,
miR-542-5p oder miR-542-3p transient in IMR-32, SHEP, SK-N-BE und WACII Zellen
exprimiert und die Expression von Survivin 96 Std. nach Transfektion untersucht.

Die Survivin mRNA Expression von miR-542-5p bzw. -3p exprimierenden Zellen wurde
relativ zu Negativkontroll-miRNA exprimierenden aufgetragen. Die Expression von
miR-542-3p fiihrte zu einer signifikanten Reduktion von Survivin mRNA in IMR-32,
SHEP und WACII Zellen und in SK-N-BE Zellen konnte eine Tendenz zur Herunterregula-
tion von Survivin mRNA gezeigt werden. Im Gegensatz dazu zeigte die Expression von
miR-542-5p keinen Effekt auf die Survivin Expression (Abb. 34a). In Western Blot Analy-
sen wurden zum einen das Protein Survivin und zum anderen der Komplexpartner
AURKB detektiert. Anhand der Ladungskontrolle Aktin konnte eine ungleichmafiige
Beladung der Gele ausgeschlossen werden. Sowohl die Proteinexpression von Survivin
als auch die von AURKB wurden nach Expression von miR-542-3p im Vergleich zur
Negativkontroll-miRNA deutlich herunterreguliert, wahrend dieser Effekt mit
miR-542-5p nicht erreicht wurde (Abb. 34b). In Immunfluoreszenzfarbungen wurde
DAPI eingesetzt, um die Zellkerne nach Behandlung mit der Negativkontrolle oder miR-
542-3p anzufarben. Die Konfluenz der Zellen nach Transfektion mit miR-542-3p war
geringer als nach Behandlung mit der Negativkontroll-miRNA, ein Effekt, der schon in
vorherigen Versuchen (Abb.31) gezeigt werden konnte. Sowohl Survivin als auch
AURKB wurde in allen mit Negativkontroll-miRNA behandelten Zellen detektiert. Nach
Expression von miR-542-3p dagegen war die Expression beider Proteine deutlich ver-

ringert (Abb. 34c).
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Abb. 34: Herunterregulation von Survivin in Neuroblastomzellen nach miR-542-3p Ex-
pression (a) Survivin mRNA nach miR-542-5p und -3p Expression relativ zu Negativkontroll-
miRNA (NK), detektiert mittels qPCR und normalisiert gegen GAPDH Expression. Student's
t-Test: *=p < 0,05; **=p < 0,01. (b) Western Blot Analyse der Proteine Survivin und AURKB
nach Expression von NK, miR-542-5p oder -3p. Aktin als Ladungskontrolle. (¢) Immunfluores-
zenz-Farbung von Survivin (Alexa-Fluor-488 - griin) und AURKB (Alexa-Fluor-568 - rot) nach
NK oder miR-542-3p Expression. Zellkerne im selben Feld mittels DAPI (blau) angefarbt. Maf3-
stabsbalken = 50 pm.

4.2.4 Direkte Bindung von miR-542-3p an Survivin 3‘UTR

Anhand von Luziferase Reporter Analysen sollte untersucht werden, ob die Herunterre-
gulation von Survivin nach der Expression von miR-542-3p auf eine direkte Bindung von
miR-542-3p an die 3’'UTR von Survivin zuriickgefiihrt werden konnte. Beide Psi-Check2-
Vektoren enthielten die 3’'UTR von Survivin, jedoch war diese auf einem der beiden
Vektoren so mutiert, dass die vorhergesagte Bindestelle der miR-542-3p zerstort vorlag.
HEK-293 und SHEP Zellen wurden mit jeweils einem der beiden Vektoren und entweder
mit der Negativkontroll-miRNA oder miR-542-3p kotransfiziert. Nach 48 Std. wurde
sowohl die Aktivitat der Seefeder- als auch die der Gliihwiirmchen-Luziferase gemessen.
Die Aktivitat der Glihwirmchen-Luziferase wurde auf die der Seefeder-Luziferase, die

als Transfektionskontrolle exprimiert wurde, normalisiert. Die normierte Glihwiirm-
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chen-Luziferase-Aktivitat, die bei Expression von miR-542-3p berechnet wurde, wurde
relativ zur Aktivitdit nach Negativkontroll-miRNA Transfektion aufgetragen (relative
Reportergen-Aktivitat). Sowohl in HEK-293 als auch in SHEP Zellen wurde die relative
Reportergen-Aktivitat bei Kotransfektion mit dem Wildtyp 3’'UTR von Survivin signifi-
kant reduziert. Im Gegensatz dazu, konnte dieser Effekt bei der Kotransfektion mit der
mutierten Bindestelle nicht gezeigt werden (Abb. 35). Die direkte Bindung von miR-542-

3p an die 3’'UTR von Survivin konnte damit validiert werden.

HEK-293 SHEP

15 B NK [ miR-542-3p 1.5 B NK [ miR-542-3p

1,04 1,04

0,51 0,51 -

relative Reportergen-Aktivitit

0.0 Wildtyp Mutante g Wildtyp Mutante

Survivin 3'UTR Survivin 3'UTR

Abb. 35: Direkte Bindung von miR-542-3p an Survivin 3‘'UTR Kotransfektion von HEK-293
und SHEP Zellen entweder mit Negativkontroll-miRNA (NK) oder miR-542-3p und einem Wild-
typ- oder mutierten Survivin 3'UTR tragenden Luziferase Reporter. Messung der Glihwiirm-
chen-Luziferase-Aktivitat nach 48 Std. und Normalisierung gegen Seefeder-Luziferase-Aktivitit.
Student's t-Test: *=p < 0,01; ** =p < 0,001.

4.2.5 Funktion von Survivin Herunterregulation in Zelllinien

Eine direkte Bindung von miR-542-3p an das 3'UTR von Survivin und die damit verbun-
dene Herunterregulation von Survivin mRNA und Protein konnte gezeigt werden. Nun
sollte untersucht werden, ob eine Herunterregulation von Survivin in den humanen
Neuroblastomzelllinien IMR-32, SHEP, SK-N-BE und WACII phanotypische Veranderun-
gen mit sich bringen wiirde, die denen der miR-542-3p Expression entsprachen. Die
Zellen wurden entweder mit einer Negativkontroll-siRNA oder einer spezifischen siRNA
gegen Survivin (siSurvivin) transient transfiziert. Zur Uberpriifung der Effektivitit von
siSurvivin wurde die Expression des Proteins 48 Std. nach der Transfektion mittels
Western Blot analysiert, wobei GAPDH als Ladungskontrolle diente. Sowohl die Protein-
expression von Survivin, als auch die des Komplexpartners AURKB konnte mittels der

siRNA herunterreguliert werden (Abb. 36).
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Abb. 36: Spezifische Reduktion
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Die Viabilitat der Zellen nach Transfektion mit Negativkontroll-siRNA bzw. siSurvivin
wurde mittels MTT Assay untersucht und gegen die Zeit aufgetragen. Wahrend mit
Negativkontroll-siRNA transfizierte Zellen einen Anstieg ihrer Viabilitiat iber die Zeit
aufwiesen, zeigten die mit siSurvivin behandelten Zellen eine Reduktion. Der Vergleich
beider Datensatze beschrieb den Verlauf der Graphen innerhalb der analysierten Zellli-

nien als signifikant verschieden (Abb. 37).
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Abb. 37: Reduktion der Viabilitit humaner Neuroblastomzelllinien durch Herunter-
regulation von Survivin MTT Assay nach transienter Transfektion mit Negativkontroll-siRNA
(NK) oder siRNA gegen Survivin (siSurvivin). Angegebene p-Werte fiir die Signifikanz von siSur-
vivin gegen NK berechnet anhand eines Permutationstests Permutationstest.

Die Transfektion von siSurvivin fiihrte im Vergleich zur Transfektion von Negativkon-
troll-siRNA zu einem signifikanten Anstieg der subG1 Phase, die auf eine Induktion von
Apoptose hinwies (Daten nicht gezeigt). Weiterhin konnte bei Vergleich der Zellzyklus-
Phasen G1, S und G2/M (Abb. 38) sowohl in IMR-32 und SHEP als auch in SK-N-BE

69



Ergebnisse

Zellen eine signifikante Steigerung der S-Phase mit einhergehender Reduktion der G1-
Phase detektiert werden. WACII Zellen zeigten eine Tendenz zur erhoéhten S-Phase.
SHEP und WACII Zellen reagierten aufderdem mit einem signifikanten Anstieg der G2 /M-
Phase.
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Abb. 38: Verschiebung des Zellzyklus durch gesteigerte S- bzw. G2/M-Phase in
Neuroblastomzellen nach Herunterregulation von Survivin Fraktionen von Zellen in den
verschiedenen Phasen des Zellzyklus. Analyse mittels Durchflusszytometrie 96 Std. nach
transienter Transfektion von Negativkontroll-siRNA (NK) oder siRNA gegen Survivin
(siSurvivin). Student’s t-Test: * = p < 0,05; ***=p < 0,001.

Der Effekt auf die Zellproliferation nach siSurvivin im Vergleich zu Negativkontroll-
siRNA wure anhand der ELISA-basierten BrdU-Inkorporation ermittelt. Alle vier
analysierten Zelllinien reagierten auf die Herunterregulation von Survivin mit

signifikanter Reduktion der Zellproliferation (Abb. 39).
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4.2.6 Partielle Wiederherstellung des Phanotyps der miR-542-3p Expression

mittels Hochregulation von Survivin ohne miRNA-Bindestelle

Die Herunterregulation von Survivin mittels siRNA fiihrte in den analysierten humanen
Neuroblastomzelllinien zu erhdéhter Apoptose und verringerter Zellviabilitit und
Proliferation. Dieser Phanotyp dhnelte dem der Expression von miR-542-3p, der mit der
Herunterregulation von Survivin einherging. Es sollte nun untersucht werden, ob ein
Zusammenhang zwischen dem Phdnotyp der miR-542-3p Expression und der Survivin
Herunterregulation bestand. Dazu wurde Survivin cDNA, die keine Bindestelle fiir
miR-542-3p enthielt, stabil mittels eines Vektorsystems in SHEP Zellen eingebracht und
Einzelzellklone selektiert (SHEP-Survivin). Ein Negativkontroll-Klon, der das gleiche
Konstrukt, jedoch mit einer cDNA fiir GFP statt Survivin trug, wurde ebenfalls generiert
(SHEP-GFP). Die Expression beider cDNAs konnte durch Behandlung mit Tetrazyklin
induziert werden. Mittels Western Blot wurde die Induktion der Survivin Expression
24 Std. nach Tetrazyklin-Behandlung in SHEP-Survivin im Vergleich zum nicht-induzier-
ten und zum SHEP-GFP-Klon ermittelt, wobei GAPDH als Ladungskontrolle diente
(Abb. 40). Aufgrund der hohen Induktion von Survivin konnte nur mit einem Fiinftel der
Gesamtproteinmenge gearbeitet werden, die in vorherigen Versuchen verwendet
wurde. In nicht-induzierten SHEP-Zellen war deshalb im Vergleich zu vorherigen Wes-

tern Blots (Abb. 34 und Abb. 36) nur eine geringe Survivin Expression detektierbar.

Abb. 40: Survivin Uberexpression in SHEP- e
Survivin nach Induktion mit Tetrazyklin Western ESE P'Gﬂ; S":;tEoF:Slm;'.;‘;m
Blot Analyse der Survivin Expression 24 Std. nach
Tetrazyklin- (TET) bzw. Losungsmittel- (EtOH) Be- o d
handlung von stabil-transfizierten SHEP-Zellen mit

einem Tetrazyklin- induzierbaren Vektorkonstrukt | gt qm -“ GAPDH
mit GFP (SHEP-GFP) oder Survivin cDNA ohne 3’'UTR
(SHEP-Survivin).

Survivin

Die generierten Zellklone SHEP-GFP und SHEP-Survivin wurden iiber 96 Std. entweder
mit Tetrazyklin oder dem Losungsmittel Ethanol behandelt und gleichzeitig mit Nega-
tivkontroll-miRNA oder mit miR-542-3p transient transfiziert. Mittels des MTT Assays
wurde die Zellviabilitat aller Ansatze bestimmt. Die Expression von miR-542-3p ging mit
einer signifikant reduzierten Zellviabilitit des SHEP-GFP-Klons, unabhingig ob mit
Tetrazyklin behandelt oder nicht, und des unbehandelten SHEP-Survivin-Klons einher.

Die gleichzeitige Expression der Survivin cDNA ohne Bindestelle fiir die miRNA und miR-
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542-3p fiihrte zwar im Vergleich zur Negativkontroll-miRNA zu einer tendenziell ver-

ringerten Zellviabilitdt, jedoch war dieser Effekt nicht signifikant (Abb. 41).
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4.2.7 MiR-542-3p beladene Nanopartikel zur miRNA-Behandlung von

Neuroblastomzellen in vitro und in vivo

Zusatzlich zum Nachweis der tumorsuppressiven Funktion von miR-542-3p in Neuro-
blastomzelllinien in vitro, sollte diese auch in Neuroblastomzellen untersucht werden,
die als Xenografts in Mausen in vivo wuchsen. Da die Injektion von miRNA in die Maus zu
einem sofortigen Abbau derselben fithren wiirde, wurden Calcium-Phosphat-Nanoparti-
kel als Transporter verwendet8485. Die verschieden beladenen Nanopartikel waren
spharisch und hatten einen mittleren Durchmesser von weniger als 200 nm. Thr Zeta-
Potential betrug +37 mV. Anhand elektronenmikroskopischer Aufnahmen konnten
keine strukturellen Unterschiede zwischen Negativkontroll-miRNA- und miR-542-3p-
geladenen Nanopartikeln festgestellt werden (Abb. 42).

Abb. 42: Struktur von miRNA-beladenen
Nanopartikeln Elektronenmikroskopische
Aufnahmen von Negativkontroll-miRNA-
(NK) und miR-542-3p-beladenen Nanopar-
tikeln. Graphik erstellt von Diana Kozlova.
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Zur Untersuchung der Funktionalitat der Nanopartikel in vitro wurden WACII Zellen
ausgewahlt, da diese in den vorherigen transienten Transfektionen am starksten auf die
Expression der miR-542-3p reagiert hatten. Die Zellen wurden mit Negativkontroll-
miRNA- oder miR-542-3p-beladenen Nanopartikeln behandelt und der Effekt auf die
Zellen in verschiedenen Assays untersucht. Die relative Zellviabilitdt, gemessen mittels
MTT Assay, wurde an verschiedenen Zeitpunkten detektiert, auf den 24 Std. Wert unbe-
handelter Zellen normalisiert und gegen die Zeit aufgetragen. Die Behandlung mit Nega-
tivkontroll-miRNA beladenen Nanopartikeln fiihrte im Vergleich zu unbehandelten
Zellen tendenziell zu einer Reduktion der Zellviabilitat iiber die Zeit, die jedoch nicht
signifikant war. Wahrenddessen verringerte die Behandlung mit miR-542-3p-beladenen
Nanopartikeln die Viabilitdt der Zellen signifikant, sowohl im Vergleich zu unbehandel-
ten als auch zu mit Negativkontroll-miRNA beladenen Nanopartikeln behandelten Zellen
(Abb. 43a). Der Anteil apoptotischer Zellen wurde 96 Std. nach Behandlung mit den
verschieden beladenen Nanopartikeln anhand des ELISA Cell death Assay untersucht.
Wie schon bei der Analyse der Zellviabilitit wurde auch in diesem Assay ein tendenziel-
ler Effekt der mit Negativkontroll-miRNA beladenen Nanopartikel beobachtet, der
jedoch nicht das Signifikanzniveau erreichte. Dagegen reagierten die Zellen bei Be-
handlung mit miR-542-3p beladenen Nanopartikeln mit einer signifikanten Induktion
von Apoptose, sowohl im Vergleich zu unbehandelten Zellen als auch zu mit Negativkon-
troll-miRNA behandelten Zellen (Abb. 43b). Die Abnahme der BrdU Inkorporation bei
mit miR-542-3p-beladenen Nanopartikeln war im Vergleich zu allen Kontrollen signifi-
kant vermindert. Allerdings zeigten die mit Negativkontroll-miRNA beladenen Nanopar-
tikel bereits eine signifikant verminderte BrdU Inkorporation im Vergleich zu unbehan-
delten Zellen (Abb.43c). Die Funktionalitit der miR-542-3p Expression nach
Behandlung mit miR-542-3p-beladenen Nanopartikeln in WACII Zellen wurde anhand
der Expression des Zielproteins Survivin analysiert. Eine Western Blot Analyse zeigte,
dass die Behandlung mit miR-542-3p-beladenen Nanopartikeln im Vergleich zu unbe-
handelten und mit Negativkontroll-miRNA behandelten Zellen zu einer deutlichen
Herunterregulation der Survivin Proteinexpression fiihrte (Abb. 43d). Die Spezifitat der
miR-542-3p Expression durch Behandlung mit miR-542-3p-beladenen Nanopartikeln

in vitro konnte somit bewiesen werden.
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Abb. 43: Reduktion der Zellviabilitit und der Proliferation, Induktion von Apoptose und

Herunterregulation von Survivin mittels miR-542-3p-beladenen Nanopartikel in WACII
Zellen in vitro Behandlung mit Negativkontroll-miRNA- (NK) oder miR-542-3p- beladenen

Nanopartikeln. (a) Zellviabilitit relativ zu 24 Std. Wert der unbehandelten Kontrolle, gemessen
anhand des MTT Assay. Signifikanz berechnet anhand eines Permutationstest. (b) Balkendia-
gramm des zur unbehandelten Kontrolle relativen Anteils apoptotischer Zellen nach 96 Std.,
gemessen anhand des ELISA Cell death. Student's t-Test. (c) Balkendiagramm des zur unbehan-
delten Kontrolle relativen Anteil proliferierender Zellen nach 96 Std., gemessen anhand von
ELISA-basierter BrdU Inkorporation. Student's t-Test. (c) Western Blot Analyse des Proteins
Survivin nach 48 Std. * =p < 0,05; *=p < 0,01; **=p < 0,001.

relative Zellproliferation

Zur Untersuchung des Effekts der synthetisierten Nanopartikel auf WACII Zellen, die als
Xenografts in nu/nu Mausen wuchsen, wurden Xenograft-tragende Mause sowohl mit
Negativkontroll-miRNA- als auch mit miR-542-3p-beladenen Nanopartikeln behandelt
und die Leber sowie die Tumore analysiert. Die Expression von miR-542-3p wurde
mittels gPCR gemessen und gegen die Expression von RNU6B normalisiert. In mit
miR-542-3p-behandelter Leber konnte im Vergleich zu mit Negativkontroll-miRNA-
behandelter eine 200-fach erhéhte Expression der miRNA detektiert werden (Student's
t-Test: p = 0,006; Daten nicht gezeigt). Die miR-542-3p Expression der Tumore wurde
relativ zu der Expression eines der mit Negativkontroll-miRNA behandelten aufgetra-
gen. Im Mittel war die miR-542-3p Expression der mit dieser miRNA behandelten Tu-
more im Vergleich zu mit Negativkontroll-miRNA behandelten Tumoren 25,8-fach,
signifikant erhoht (Abb. 44a). Die Funktionalitidt der in den Tumoren exprimierten miR-
542-3p wurde anhand des Einflusses auf die Expression des Targets Survivin gemessen.

In Western Blot Analysen konnte eine reduzierte Expression des Survivin Proteins in
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mit miR-542-3p-beladenen Nanopartikeln behandelten Tumoren gezeigt werden. Als

Ladungskontrolle diente GAPDH (Abb. 44b).
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Abb. 44: Expression von miR-542-3p und Herunterregulation von Survivin mittels
miRNA-beladenen Nanopartikeln in WACII-Xenografts invivo (a) Expression von
miR-542-3p in mit Negativkontroll-miRNA- (NK) oder miR-542-3p-beladenen Nanopartikeln
behandelten Neuroblastom-Xenografts anhand von qPCR-Daten. Student's t-Test: p = 0,008. (b)
Western Blot Analyse von Survivin Protein in den gleichen Tumoren. GAPDH als Ladungskon-
trolle.

Die tumorsuppressive Wirkung der miR-542-3p Expression wurde anhand histologi-
scher Schnitte der mit Negativkontroll-miRNA und der mit miR-542-3p-behandelten
Tumoren analysiert. Eine Hamatoxylin-Eosin-Farbung offenbarte die Neuroblastom-
spezifischen Kklein-, blau- und rundzelligen Tumore!, die den Xenograft bildeten
(Abb. 45a). Weiterhin wurde Mib-1, ein Marker fiir aktiv-proliferierende Zellen, auf den
Schnitten angefarbt. Die mit miR-542-3p-beladenen Nanopartikel-behandelten Tumoren
wiesen wesentlich weniger aktiv-proliferierende Zellen auf als die mit Negativkontroll-
miRNA behandelten. Mittels der Farbung von gespaltener Caspase 3 wurde der Anteil
der apoptotischen Zellen gefarbt. In miR-542-3p behandelten Tumoren wurde ein héhe-
rer Anteil apoptotischer Zellen detektiert, als in Tumoren, die mit Negativkontroll-
miRNA behandelt wurden. Der Anteil der Mib-1 bzw. gespaltene Caspase 3 gefarbten
Zellen wurde relativ zur Gesamtzellzahl von drei reprasentativen Ausschnitten jedes
Tumors ausgezahlt. Die Mittelwerte der mit miR-542-3p-behandelten Tumoren wurden
relativ zu denen von Tumoren, die mit Negativkontroll-miRNA behandeltwurden, aufge-
tragen. Die Zellproliferation der miR-542-3p-behandelten Tumore war relativ zu den
Negativkontroll-miRNA-behandelten signifikant um 85% reduziert (Abb.45b). Der
Anteil apoptotischer Zellen war in diesen Tumoren signifikant um den Faktor 2,9 erhoht

(Abb. 45c¢).
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Abb. 45: Hemmung der Proliferation und Induktion von Apoptose in miR-542-3p-expri-
mierenden Neuroblastom-Xenografts (a) Je zwei reprasentative Bilder von Hamatoxilin und
Eosin gefiarbten und Mib-1 (aktiv-proliferierende Zellen) sowie gespaltene Caspase 3 (apoptoti-
sche Zellen) gefarbten Schnitten der mit Negativkontroll-miRNA- (NK) und miR-542-3p-belade-
nen Nanopartikeln-behandelten Neuroblastom-Xenografts. (b/c) Mittlere Proliferation anhand
von Mib-1 und Apoptose anhand von gespaltener Caspase 3 in miR-542-3p-behandelten Tumo-
ren relativ zu mit Negativkontroll-miRNA (NK) behandelten. Kalkulation durch Auszihlung von
drei reprdsentativen Ausschnitten relativ zur Gesamtzellzahl jedes Xenografts. Student's t-Test:
*=p<0,05.
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4.3 Die tumorsuppressive Funktion von miR-137 in humanen

Neuroblastomen und Zelllinien

4.3.1 KDM1A als potentielles Ziel einer Neuroblastomtherapie

KDM1A ist in undifferenzierten Neuroblastomen hochreguliert. In weiteren Untersu-
chungen konnte aufderdem eine Hochregulation in aggressiven Medulloblastomen und
Retinoblastomen gezeigt werden (Prof. Dr. Johannes Schulte, personliche Mitteilung).
Die Regulation dieses potentiell therapeutisch relevanten Targets wurde deshalb auch in
Tumoren des LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausmodells untersucht.

Tumore zeigten im Vergleich zu nicht-malignen Nebennieren eine signifikant erh6hte
Expression von Kdm1la. Zur Validierung dieses Resultats wurde die Expression auch in
sieben TH-MYCN Tumoren untersucht, die ebenfalls eine signifikant erhohte Kdmla

Expression aufwiesen (Abb. 46).

1,24 % —— Abb. 46: Regulation von Kdmi1a mRNA
in LSL-MYCN;:Dbh-iCre und TH-MYCN

Tumoren Boxplot der Kdmla mRNA
1,11 Expression in LSL-MYCN;Dbh-iCre und
TH-MYCN Tumoren relativ zur Expression
nicht-maligner Nebennieren (NN). Stu-
dent’s t-Test: *** =p < 0,001.

1,0 ==

0,9 T T T
NN LSL-MYCN; TH-MYCN
Dbh-iCre

relative KDM1A mRNA Expression

Aufgrund der potentiell onkogenen Aktivitit von KDM1A wurden in in silico Analysen
nach miRNAs gesucht, fiir die 3’'UTR von humanem KDMIA eine direkte Bindestelle
aufweisen. Fir miR-137 wurde ein passende Bindestelle (7mer-m8) an 3'UTR von
KDM1A vorhergesagt (www.Targetscan.org). Innerhalb der 327 bp langen 3'UTR von
KDM1A lag diese Bindestelle zwischen den Positionen 65 und 71 (Abb. 47).
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Abb.47: 3'UTR von KDM1A mit Bindestelle von miR-137 Schematisches Diagramm der
vorhergesagten Bindestelle von miR-137 innerhalb der 3'UTR von KDMI1A (Targetscan).
Pos. = Position. Modifiziert nach Althoff et al.118.

In verschiedenen humanen Tumorentititen wie dem Kolorektalkarzinom?19.120
Lungentumoren?!, Melanomzellen!?2 und Brustkrebs!23 ist eine tumorsuppressive
Funktion dieser miRNA bereits bekannt.

Die Expression von miR-137 wurde auch in Tumoren aus LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausen
analysiert, wobei sich herausstellte, dass sie in den Tumoren im Vergleich zu Nebennie-
ren von Wildtyp-Mausen hochreguliert war (Abb. 48). Im murinen Neuroblastom konnte
die Hypothese einer tumorsuppressiven Funktion von miR-137 demnach nicht bestatigt
werden. Dies konnte darin begriindet liegen, dass dem im humanen Neuroblastom
vorhergesagten Target KDM1A im murinen Organismus keine Bindestelle fiir miR-137

vorhergesagt wird (www.targetscan.org).
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Abb. 48: Regulation von miR-137 in S .
LSL-MYCN;Dbh-iCre Tumoren Boxplot i ®ye®
der Expression von miR-137 in e A o
LSL-MYCN;Dbh-iCre Tumoren im Ver- g
gleich zur Expression in nicht-malignen B o oo
Nebennieren (NN). Student’s t-Test: o oo
% = p < 0,001. 2 -3 .
©
2 4
NN LSL-MYCN;
Dbh-iCre

Im folgenden Teil dieser Arbeit sollte sowohl die potentiell tumorsuppressive Funktion
von miR-137 als auch das onkogene Target KDM1A im humanen Neuroblastom unter-

sucht werden.
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4.3.2 Expressionsanalyse von miR-137 in humanen Primdrtumoren

Wie schon fiir miR-542 durchgefiihrt, wurde in den vorhanden qPCR Daten von 69
Neuroblastompatienten®’ (Tab. 9) auch die Expression von miR-137 untersucht.

In Bezug auf verschiedene prognostische Marker des Neuroblastoms, gegen die die
miR-137 Expression aufgetragen wurde, zeigte sich, dass eine hohe Expression dieser
miRNA signifikant mit glinstigem Stadium einherging. Aufierdem stellte sich eine Ten-
denz fiir die Herunterregulation von miR-137 in MYCN-amplifizierten Tumoren heraus.
Die Expression von NTRK1 korrelierte signifikant mit der Expression von miR-137
(Abb. 49a). Mittels Kaplan-Meier-Analysen wurde gezeigt, dass eine hohe miR-137
Expression fiir die Patienten sowohl mit einer hoheren Wahrscheinlichkeit des Ereignis-

freien- als auch des Gesamtiiberlebens einherging (Abb. 49b).
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Abb. 49: Korrelation der Expression von miR-137 mit prognostischen Markern und
Uberleben in humanen Primirtumoren Expression von miR-137 in Primartumoren von 69
Neuroblastompatienten anhand vorhandener qPCR Datensé? (Tab. 9). (a) Vergleich der Expres-
sion von Patienten verschiedener Stadium, mit oder ohne MYCN Amplifikation (MNA) und mit
hoher oder niedriger NTRK1 Expression als Balkendiagramm. Student's t-Test.: **=p < 0,01;
*#* = p <0,001; n.s. = nicht signifikant. (b) Kaplan-Meier-Analyse des Ereignis-freien- (EFS) und
des Gesamtiiberlebens (OS) von Patienten mit Tumoren mit hoher gegen niedriger miR-137
Expression. Wilcoxon-Test. Modifiziert nach Althoff et al.118,
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Die Re-Analyse des vorhandenen Next-Generation-Sequenzierungs-Datensatzes!10
(Tab. 10), in dem die absoluten Expressionen von miRNAs in fiinf Neuroblastomen mit
glinstigem und ungiinstigem Verlauf untersucht wurden, die schon fiir miR-542 durch-
gefiihrt wurde, sollte auch fiir miR-137 ausgefiihrt werden.

Die Expression von miR-137 korrelierte signifikant mit giinstigem Verlauf (p = 0,046)
und fiel signifikant niedriger aus als die der onkogenen miRNAs miR-17 (p < 0,001) und
miR-92a (p < 0,001; Abb. 50).

Abb. 50: Korrelation von

x giinstiger Verlauf miR-137 Expression mit giinsti-
HHRAT ] O IEMSIREVOHBUE  cimnesssssssess OGN 0D eresers gem Verlauf humaner Neuro-

blastome Re-Analyse vorhan-
dener  Next-Generation-Sequen-
blastomen mit giinstigem und
ungiinstigem Verlauf!10 (Tab. 10).

miR-137 ... K c ol AT B O 3 i YCemasais T T PP
Darstellung der absoluten Expres-
| | , | ] | | | [ sion von miR-137 und der onko-
100 200 500 1000 5000 20000 50000 8enen miRNAs miR-17 und miR-
normalisierte Expression 92a. Student's t-Test. Modifiziert
nach Althoff et al.118,

4.3.3 Funktion von miR-137 in Zelllinien

Die hohe Expression von miR-137 in humanen Neuroblastomen mit giinstiger Tumorbi-
ologie unterstiitzte die These einer tumorsuppressiven Funktion dieser miRNA. Diese
These sollte mittels in vitro Studien in humanen Neuroblastomzelllinien validiert wer-
den.

Wie schon fiir miR-542 wurden die humanen Zelllinien IMR-32, SHEP und SK-N-BE mit
einer fiir keine miRNA kodierenden Negativkontroll-miRNA oder mit miR-137 transient
transfiziert und die Zellviabilitdt anhand der metabolischen Aktivitit der Zellen mittels
MTT Assay untersucht. Die relativ zum jeweiligen Wert nach 24 Std. gemessene Zellvia-
bilitat wurde gegen die Zeit aufgetragen. Alle drei analysierten Zelllinien reagierten auf
die Expression von miR-137 im Vergleich zu Negativkontroll-miRNA exprimierenden

Zellen mit einer signifikanten Verringerung der Viabilitit iiber die Zeit (Abb. 51).
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Abb. 51: Reduktion der Viabilitit humaner Neuroblastomzelllinien mittels exogener
miR-137 Expression Transiente Transfektion der humanen Neuroblastomzelllinien IMR-32,
SHEP und SK-N-BE mit Negativkontroll-miRNA (NK) oder miR-137. Verlauf der Zellviabilitat
tiber die Zeit signifikant verschieden. Statistische Signifikanz berechnet anhand eines Permuta-
tionstest. Modifiziert nach Althoff et al.118,

Makroskopische Aufnahmen der Zellen zeigten 96 Std. nach Transfektion mit miR-137
eine deutlich verringerte Konfluenz im Vergleich zur Transfektion von Negativkontroll-

miRNA (Abb. 52).

IMR-32 SHEP SK-N-B

Abb. 52: Reduktion der Kon-
fluenz humaner Neuro-
blastomzelllinien nach exo-
gener miR-137 Expression
Mikroskopische Aufnahmen von
¢l Zellen 96 Std. nach der Transfek-
m tion mit Negativ-kontroll-miRNA
(NK) oder miR-137. Mafistabs-
balken = 200 pm. Modifiziert
nach Althoff et al.118,

NK

miR-137

Mittels Analyse des Zellzyklus konnte ein Anstieg des Anteils apoptotischer Zellen
(subG1) in allen analysierten Zelllinien nach miR-137 Expression detektiert werden.
Dieser Effekt dominierte in SHEP Zellen, war aber auch fiir IMR-32 und SK-N-BE Zellen
signifikant (Abb. 53a). Die relative Anzahl apoptotischer Zellen nach Transfektion von
miR-137 gegen Negativkontroll-miRNA wurde anhand des ELISA Cell death Assays
bestimmt und zeigte eine signifikante Induktion von Apoptose in allen drei Zelllinien
(Abb. 53b). In einer Western Blot Analyse wurde der Anteil der gespaltenen Caspase 9,
ein Effekt der in pro-apoptotischen Zellen auftritt, untersucht. Die Induktion der

Caspase 9 Aktivitat konnte deutlich gezeigt werden (Abb. 53c). Anhand der ELISA-ba-
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sierten BrdU Inkorporation gemessen, wurde die Proliferationsrate von miR-137-ex-
primierenden Zellen relativ zu Negativkontroll-miRNA exprimierenden analysiert. In

allen drei Zelllinien reduzierte miR-137 die Proliferation signifikant (Abb. 53d).
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Abb. 53: Induktion von Apoptose und Reduktion der Proliferation in miR-137 exprimie-
renden Zellen Analysen des Phinotyps von miR-137-exprimierenden Zelllinien im Vergleich zu
Negativkontroll-miRNA-exprimierenden (NK) 96 Std. nach Transfektion. (a) Fraktionen von
Zellen in verschiedenen Phasen des Zellzyklus als Prozent-Balken. SubG1-Fraktion in miR-137
exprimierenden Zellen signifikant erhoht. Student's t-Test: p <0,05. (b) Balkendiagramm der
Zahl apoptotischer Zellen relativ zu NK, gemessen mittels ELISA Cell death. Student's t-Test. (c)
Western Blot Analyse von KDM1A und gespaltener Caspase 9. Aktin als Ladungskontrolle. (d)
Balkendiagramm der Zahl proliferierender Zellen relativ zu NK, gemessen mittels ELISA-basier-
ter BrdU Inkorporation. Student's t-Test. *=p < 0,05; *=p <0,01; **=p < 0,001. Modifiziert
nach Althoff et al.118,

Um zu testen, ob miR-137 neuronale Differenzierung von Neuroblastomzellen einleiten
kann, wurde anhand einer qPCR die Expression von Neurofilament, einem bekannten
Marker fiir neuronale Differenzierung, gemessen und gegen GAPDH normalisiert. Relativ
zu Negativkontroll-miRNA-exprimierenden Zellen wurde deutlich, dass Neurofilament

in miR-137-exprimierenden Zellen signifikant hochreguliert wurde (Abb. 54).

Bl NK @@ miR-137

i Abb. 54: Einleitung neuronaler Differenzierung
24 Hek o in miR-137-exprimierenden Zellen
Neurofilament (NEFL) mRNA nach miR-137
Expression relativ zu Negativkontroll-miRNA
Expression (NK), detektiert mittels gqPCR und
normalisert gegen GAPDH. Student's t-Test:
*=p <0,001. Modifiziert nach Althoff et al.118,

relative NEFL mRNA Expression
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4.3.4 Validierung von KDM1A als direktes Ziel von miR-137 in Zelllinien

Die vorhergesagte, direkte Bindung von miR-137 an die 3’'UTR von KDMIA sollte in
diesem Teil der Untersuchung validiert werden. Dazu wurden mit miR-137-transfizierte
Zellen im Vergleich zu mit Negativkontroll-miRNA-transfizierten auf ihre Expression
von KDM1A untersucht. Mittels qPCR wurde die KDM1A mRNA Expression gemessen
und auf die Expression von GAPDH normalisiert. Relativ zur Expression in Negativkon-
troll-miRNA-exprimierenden Zellen, wurde KDM1A mRNA in miR-137-exprimiernden
Zellen signifikant herunterreguliert (Abb. 55a). In Western Blot Analysen konnte die

Herunterregulation von KDM1A auch auf Proteinebene validiert werden (Abb. 55b).
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Abb. 55: Herunterregulation von KDM1A in miR-137-exprimierenden Zellen (a) KDM1A
mRNA nach miR-137 Expression relativ zu Negativkontroll-miRNA (NK) in humanen Neuro-
blastomzellen detektiert mittels qPCR und normalisiert gegen GAPDH Expression. Student's t-
Test: *=p<0,05; *=p<0,01; **=p<0,001. (b) Western Blot Analyse der KDM1A Protein
Expression Negativkontroll-miRNA- (NK) und miR-137-exprimierender Zellen. Aktin als La-
dungskontrolle. Modifiziert nach Althoff et al.118,

Zur Validierung der direkten Bindung von miR-137 an die Bindestelle der 3'UTR von
KDM1A (Abb.46) wurde ein Reporter Assay durchgefiihrt. Ein Gliihwiirmchen-Luzi-
ferase Reporter Plasmid, welches die 3’'UTR von KDM1A beinhaltete, das Plasmid pRL-
TK, das als Transfektionskontrolle Renilla-Luziferase exprimierte, und Negativkontroll-
miRNA oder miR-137 wurden sowohl in HEK-293 als auch in SHEP Zellen ko-trans-
fiziert. Relativ zu Negativkontroll-miRNA-exprimierenden Zellen, wurde die gegen
Seefeder normalisierte Gliihwiirmchen-Luziferase-Aktivitit signifikant reduziert
(Abb. 56). Die vorhergesagte direkte Bindung von miR-137 an die 3’'UTR von KDM1A

konnte damit validiert werden.
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Abb. 56: Direkte Bindung von miR-137 an die
3'UTR _von KDM1A Ko-Transfektion von

HEK-293 und SHEP Zellen entweder mit Nega-
tivkontroll-miRNA (NK) oder miR-137 und ei-
nem KDM1A 3’UTR tragenden Gliihwiirmchen-
Luziferase Reporter Plasmid. Messung der
Glihwiirmchen-Luziferase-Aktivitdt nach 48 Std.
und Normalisierung gegen Seefeder-Luziferase-
Aktivitat der Transfektionskontrolle pRL-TK.
Student's t-Test: ** =p <0,01. Modifiziert nach
Althoff et al.118,
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Im Weiteren sollte untersucht werden, ob die Herunterregulation von KDM1A nach

miR-137 Expression fiir Signalwege des Proteins von Bedeutung ist. Ein bekanntes

Target von KDM1A ist TFPI2 (tissue factor pathway inhibitor 2), das bei Herunterregula-

tion von KDM1A in Neuroblastomzelllinien hochreguliert wird3>. Die Expression von

TFPI2 in Negativkontroll-miRNA- und miR-137-exprimierenden Zellen wurde anhand

einer qPCR gemessen und gegen GAPDH normalisiert. Relativ zur Kontrolle wurde die

Expression von TFPIZ in allen analysierten Zelllinien mit miR-137 signifikant hochregu-

liert, was die Funktionalitdt der KDM1A Herunterregulation validierte (Abb. 57).
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Abb. 57: Reaktion von KDM1A Zielen auf
miR-137-induzierte Herunterregulation
von KDM1A TFPI2 (tissue factor pathway
inhibitor 2) mRNA in Zelllinien nach
miR-137 Expression relativ zu Negativkon-
troll-miRNA (NK), detektiert mittels gPCR
und normalisiert gegen GAPDH Expression.
Student's t-Test: *=p < 0,05; *=p <0,01;
*¥*=p<0,001. Modifiziert nach Althoff
et al.118,
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4.3.5 Funktion von KDM1A Herunterregulation in Zelllinien

KDM1A wurde als direktes Target von miR-137, die an die 3’'UTR bindet, validiert. Diese
Bindung fiihrte sowohl zu einer Herunterregulation auf mRNA-, als auch auf Protein-
ebene. TPFI2, ein bekanntes Ziel von KDM1A, konnte ebenfalls validiert werden. Damit
war gezeigt, dass die Bindung von miR-137 an die 3'UTR von KDM1A funktionelle Aus-
wirkungen auf die Neuroblastomzellen hervorruft, die auch bei direkter Herunterregula-
tion von KDM1A eintreten. Nun sollte untersucht werden, ob der Phanotyp der direkten
KDM1A Herunterregulation mittels siRNA in den humanen Neuroblastomzellen IMR-32,
SHEP und SK-N-BE den Phadnotyp der miR-137 Expression dhneln wiirde. Die Zelllinien
wurden transient mit einer Negativkontroll-siRNA oder mit einer spezifischen siRNA
gegen KDM1A (siKDM1A) transfiziert. Zundchst wurde die Spezifitit dieser siRNA
48 Std. nach Transfektion anhand einer Western Blot Analyse untersucht, wobei eine

Reduktion des KDM1A Proteins validiert werden konnte (Abb. 58).

Abb. 58: Spezifische Reduktion von
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Die im MTT Assay ermittelte Zellviabilitit wurde gegen die Zeit aufgetragen (Abb. 59).
Alle analysierten Zelllinien reagierten auf die Herunterregulation von KDM1A im Ver-

gleich zur Negativkontrolle mit einer signifikant reduzierten Viabilitat iiber die Zeit.
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Abb. 59: Reduktion der Zellviabilitit durch Herunterregulation von KDM1A MTT Assay
relativ zum jeweiligen 24 Std. Wert nach transienter Transfektion von Negativkontroll-siRNA
(NK) oder siRNA gegen KDM1A (siKDM1A). Angegebene p-Werte fiir die Signifikanz von
siKDM1A gegen NK berechnet anhand eines Permutationstests Modifiziert nach Althoff et al.118.
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Die detaillierte Untersuchung der Mechanismen der Reduktion der Zellviabilitdt nach
Herunterregulation von KDM1A mittels siRNA wurde anhand einer Zellzyklusanalyse,
eines Cell death ELISA und der ELISA-basierten BrdU Inkorporation 96 Std. nach Trans-
fektion untersucht. Der Anteil apoptotischer Zellen stieg bei Transfektion von siKkDM1A
im Vergleich zur Negativkontroll-siRNA an (Abb. 60a). Mittels Cell death ELISA konnte
die Induktion von Apoptose validiert werden (Abb. 60b). Aufderdem wurde eine Reduk-
tion der Proliferation, die relativ zur Negativkontroll-miRNA aufgetragen wurde, detek-

tiert (Abb. 60c).
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Abb. 60: Induktion von Apoptose und Reduktion der Viabilitit und Proliferation von
Zellen durch Herunterregulation von KDM1A Analysen 96 Std. nach Transfektion von Nega-
tivkontroll-miRNA (NK) oder siRNA gegen KDM1A (siKDM1A). (a) Fraktionen von Zellen in
verschiedenen Phasen des Zellzyklus als Prozentbalken. (b) Balkendiagramm der apoptotischen
Zellen, relativ zu NK, gemessen mittels ELISA Cell death. Student's t-Test: *=p <0,05;
**=p<0,01. (c) Balkendiagramm der Zahl proliferierender Zellen relativ zu NK, gemessen
anhand der ELISA-basierten BrdU Inkorporation. Student's t-Test: *=p < 0,05; ***=p < 0,001.
Modifiziert nach Althoff et al.118.
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4.3.6 Partielle Wiederherstellung des Phidnotyps der miR-542-3p Expression
mittels Hochregulation von KDM1A4 ohne miRNA-Bindestelle

Der Phanotyp von Neuroblastomzelllinien nach der Herunterregulation von KDMI1A
mittels siRNA dhnelte dem der Expression von miR-137. Nun wurde untersucht, ob der
miR-137-Phanotyp aufgrund der durch miR-137 Expression herunterregulierten
KDM1A Expression auftrat. KDM1A ohne miR-137-Bindestelle (3‘UTR) wurde mittels
eines Tetrazyklin-induzierbaren Vektors stabil in SHEP Zellen eingebracht
(SHEP-KDM1A). Als Kontrolle wurden SHEP Zellen mit dem gleichem Vektor aber einer
induzierbaren Expression von GFP generiert (SHEP-GFP). Unabhingig von der Behand-
lung mit Tetrazyklin wurde die Expression von KDM1A in SHEP-GFP Zellen bei Expres-
sion von miR-137 reduziert. Auch in SHEP-KDM1A Zellen reduzierte die Expression von
miR-137 die Expression von KDM1A in Abwesenheit von Tetrazyklin. Bei Behandlung
mit Tetrazyklin wurde die Expression von KDM1A ohne 3‘UTR in SHEP-KDM1A Zellen
induziert, die resistent gegen die Expression von miR-137 war (Abb. 61a). Mittels MTT
Assay wurde die Zellviabilitat unter den gleichen Bedingungen wie im Western Blot
analysiert. Die Viabilitiat der Zellen bei Expression von miR-137 wurde dazu relativ zur
jeweiligen Negativkontroll-miRNA exprimierenden Viabilitit aufgetragen. Die Expres-
sion von miR-137 reduzierte die Viabilitit sowohl von SHEP-GFP als auch von SHEP-
KDM1A Zellen in An- und Abwesenheit von Tetrazyklin signifikant. Innerhalb der SHEP-
GFP Zellen konnte kein Unterschied zwischen der Zellviabilitit von nicht-induzierten
und induzierten Zellen, die mit miR-137 behandelt wurden, detektiert werden. Zwischen
miR-137 exprimierenden SHEP-KDM1A war die Reduktion der Zellviabilitat in induzier-

ten Zellen signifikant weniger stark als in nicht-induzierten Zellen (Abb. 61b).
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Abb. 61: Induzierbare Expression von KDM1A in SHEP-KDM1A Zellen resistent gegen
miR-137 Expression (a) Western Blot Analyse der KDM1A Expression 96 Std. nach
Tetrazyklin- (TET) oder Losungsmittel-Behandlung von stabil-transfizierten SHEP-Zellen mit
einem Tetrazyklin-induzierbaren Vektorkonstrukt mit GFP (SHEP-GFP) oder KDM1A cDNA ohne
3’'UTR. Gleichzeitige Expression von miR-137. Aktin als Ladungskontrolle. (b) Balkendiagramm
der Zellviabilitit von miR-137 exprimierenden SHEP-GFP und SHEP-KDM1A Zellen relativ zu
Negativkontroll-miRNA exprimierenden in Ab- und Anwesenheit von Tetrazyklin, gemessen
mittels MTT Assay. Student's t-Test: **=p<0,01; ***=p<0,001. Modifiziert nach Althoff
et al11s,

4.3.7 Identifizierung und Validierung von AKAP2 als weiteres Ziel von miR-137

Das durchgefiihrte Rettungsexperiment des miR-137 Phinotyps demonstrierte, dass
zwar ein Teil des Effekts der miR-137 Expression auf die Herunterregulation von
KDM1A zurtuckzufiihren war, aber dass der grofiere Anteil nicht allein auf die Regulation
von KDM1A, sondern allein oder zusatzlich auf weitere miR-137 Ziele zurtickgefiihrt
werden musste.

Zur Detektion weiterer potentieller Ziele wurde 96 Std. nach Transfektion eine Proteo-
manalyse von miR-137 exprimierenden SHEP Zellen durchgefiihrt, wobei Negativkon-
troll-miRNA exprimierende Zellen als Vergleich dienten. Dabei wurden 38 Proteine
gefunden, die durch miR-137 Expression signifikant reguliert waren (Daten nicht ge-
zeigt). Mittels in silico Analyse wurde untersucht, welche dieser regulierten Proteine
sowohl eine Bindestelle fiir miR-137 aufwies, als auch als potentielles Onkogen in Frage

kam.
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Das Protein AKAP2 (A kinase anchor protein 2) war in miR-137 exprimierenden SHEP
Zellen bei der Analyse des Proteoms als signifikant herunterreguliert gefunden wurden

(Abb. 62a), was im Western Blot validierbar war (Abb. 62b).

a g_ -
Abb. 62: Herunterregulation von AKAP2 .
mittels Expression von miR-137 (a) Ver- s § - s b_NK miR137
gleich der Expression von AKAP2 in Negativ- & —— e | AKAP2
kontroll-miRNA (NK) exprimierenden und ¢ y
miR-137 exprimierenden Zellen anhand einer ﬁ * e, | Aktin
Proteomanalyse. (b) Western Blot Analyse der g . *
gleichen Proben wie (a). Aktin als Ladungs- <& 2
kontrolle. ¢

5
NK miR-137

Dem Protein AKAP2, liber dessen tumormodulierende Funktion bisher noch nichts
bekannt ist, wurden vier direkte Bindestellen von miR-137 am 3’'UTR der mRNA vorher-
gesagt (www.targetscan.org). Innerhalb der 4014 bp langen 3’UTR lagen diese
Bindestellen an den Positionen 912-918 (7mer-1A), 1634-1640 (7mer-m8), 1775-1782
(8mer) und 3851-3857 (7mer-m8)(Abb. 63).

5'...CUUUCUGUCAUUUAA-AGCAAUAU... 5' ...GUGGUUUUUUAAAAAAGCAAUAA...

3 GAlJ(I;ICGL!ALm(I;MUUCGUUAUU 3 GAugC(Igg:\lJLLGMUUQ:GUUQUU
5' ...GGCAUUUUUAGAGCGGCAAUAALU... 5'...GGAGGGGAAAAAAGCAGCAAUAC...
3 GRUGCGI(!LUAIAGAAUUCGUUAUU 3 GAUGC(I:?!:!LI.'LLGAAUUCGUUAUU

AKAP2 - 3'UTR
(4014 bp)

Abb. 63: 3'UTR von AKAP2 mit Bindestellen von miR-137 Schematisches Diagramm der
vorhergesagten Bindestellen von miR-137 innerhalb der 3'UTR von AKAP2
(www.targetscan.org). Pos. = Position.

Anhand einer Analyse der Expression von AKAP2 in humanen primdren
Neuroblastomen sollte festgestellt werden, ob dieses Protein eine tumormodulierende
Funktion im Neuroblastom spielen konnte. Mittels einer Kaplan-Meier Analyse konnte

gezeigt werden, dass Patienten mit Tumoren mit hoher AKAPZ Expression eine
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signifikant niedrige Wahrscheinlichkeit fiir ein Ereignis-freies Uberleben aufwiesen, als
Patienten mit Tumoren mit niedriger AKAPZ Expression. Dies galt auch fiir die Analyse
des Gesamtiiberlebens (Abb. 64). Des Weiteren korrelierte eine erhohte Expression von

AKAPZ im Tumor signifikant mit MYCN Amplifikation (Daten nicht gezeigt).
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, L p=002 Jp=002 AKAP2 Expression. Wilcoxon-
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Im Folgenden sollte die Funktion einer AKAP2 Herunterregulation mittels RNA Intefe-
renz in SHEP Zellen ndher untersucht werden. Die Viabilitit der Zellen, die mit siAKAP2
behandelt wurden, war im Vergleich zu mit Negativkontroll-siRNA transfizierten redu-
ziert (Abb. 65a). Weiterhin induzierte siAKAP2 in SHEP Zellen sowohl Apoptose als auch

eine Reduktion der Zellproliferation, gemessen anhand des Cell death ELISA und der

ELISA-basierten BrdU Inkorporation (Abb. 65b/c).
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Abb. 65: Reduktion der Zellviabilitit und Proliferation und Induktion von Apoptose in mit
siRNA gegen AKAP? transfizierten SHEP Zellen Transiente Transfektion von SHEP Zellen mit
Negativkontroll-siRNA (NK) oder einer siRNA gegen AKAP2 (siAKAP2). (a) Verlauf der Zellvia-
bilitat liber die Zeit relativ zum Wert nach 24 Std. Angegebene p-Werte fiir die Signifikanz von
siAKAP2 gegen NK berechnet anhand eines Permutationstests. (b) Balkendiagramm der apopto-
tischen Zellen 96 Std. nach Transfektion relativ zu NK. Student's t-Test: * = p < 0,001. (c) Balken-

diagramm der Zahl proliferierender Zellen relativ zu NK 96 Std. nach Transfektion. Student's t-
Test: *=p < 0,05.
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5 Diskussion

Die vorliegende Arbeit umfasst die Charakterisierung eines neuen Cre-konditionalem
MYCN-vermittelten Neuroblastom-Mausmodells. Anhand dieses Modells sowie aus
weiteren vorhandenen Daten wurden zwei Kandidaten-miRNAs mit tumormodulieren-
der Funktion identifiziert, deren Funktionen in humanen Neuroblastomen und Zelllinien

weiter analysiert wurden.

5.1 Das LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausmodell

5.1.1 Tumore des LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausmodells lassen sich als murine Neuro-

blastome beschreiben

Eine Uberexpression oder Amplifikation von Wildtyp MYCN geht mit einem hohen
Stadium und einer schlechten Prognose humaner Neuroblastome einher!24 Wahrend
die Heilungschancen eines Neuroblastoms mit niedrigerem Stadium bei jlingeren Kin-
dern sehr gut sind, ist die Sterberate von Patienten mit Stadium 4 Neuroblastomen mit
MYCN-Amplifikation noch immer hoch!. Besonders fiir die Erforschung der Signalwege
in diesen bosartigen Tumoren sind Mausmodelle, die den genetischen Status dieser
Erkrankungen widerspiegeln, von grof3er Bedeutung. Weiterhin sind vorklinische Un-
tersuchungen von potentiell wirksamen spezifischen Medikamenten maglich. Im hier
analysierten LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausmodell wurde untersucht, inwieweit es Charakte-
ristika des humanen Neuroblastoms in sich vereinigt, um Aufschliisse iiber neue Thera-

pien dieser beim Kind fatal verlaufenden Erkrankungsform zu geben.

Die vom Dbh-Promotor getriebene Expression der Cre-Rekombinase findet hauptsach-
lich im sympathischen Grenzstrang statt*0. In LSL-MYCN;Dbh-iCre Madusen fiihrte die
Expression der Cre-Rekombinase zur gewebsspezifischen Expression von MYCN, was
anhand der Untersuchungen der Tumore auf mRNA- und Proteinebene gezeigt wurde.
Die anatomischen Lokalisationen dieser MYCN-vermittelten Tumore an Nebennieren,
oberen Zervikalganglien und dem Ganglion coeliacum &hnelten der Lage humaner
Neuroblastome, die sich aus abdominalen Ganglien, dem sympathischen Grenzstrang

und den Nebennieren entwickeln4.
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Im histologischen Bild bestanden Tumore aus LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausen aus kleinen,
blauen, runden Zellen. In der pathologischen Untersuchung von humanen padiatrischen
Tumoren wird ebenfalls zuerst eine Himatoxylin und Eosin Farbung durchgefiihrt. Die
Unterscheidung zwischen den Entititen der klein-, blau- und rundzelligen Tumore
erfolgt hauptsachlich anhand des Nachweises spezifischer Marker in immunozytochemi-
schen und genetischen Analysen. Sind diese Untersuchungen nicht eindeutig, werden
elektronenmikroskopische Aufnahmen zu Rate gezogen. Als spezifische ultrastrukturelle
Kennzeichen des Neuroblastoms innerhalb der klein-, blau- und rundzelligen Tumore
gelten Neuriten, neurosekretorische Vesikel, Synapsen-dhnliche Strukturen und zwi-
schenzellulare Anschliissel. Neurosekretorische Vesikel, die neurale Differenzierung

anzeigen, waren auch in Tumoren aus LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausen detektierbar.

Tumore des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells exprimierten sowohl das Oberflachenantigen
CD56, als auch die Neuroblastommarker Dbh, Th und Phox2b. Die Expression von CD56
gilt als Marker fiir neuroendokrine Tumore. Th katalysiert die Biosynthese der Kate-
cholamine und wird vor allem in noradrenergen Zellen exprimierti2>. Bei der
Unterscheidung von Neuroblastomen zu anderen klein-, blau- und rundzelligen Tumo-
ren gilt die Expression von Th, die spezifisch fiir das Neuroblastom ist, als Merkmal126,
Phox2b wird bei der Entwicklung von sympathischen, parasymphatischen und enteri-
schen Ganglien exprimiert, die sich von der Neuralleiste ableiten!?’. Hartomo et al
beschreiben elf Marker, anhand derer sich eine minimale Resterkrankung des Neuro-
blastoms detektieren lasst, unter denen sich sowohl Dbh und Th als auch Phox2b befin-

den128,

Anhand der Lokalisation, der histologischen Eigenschaften und der Expression von
spezifischen Neuroblastommarkern wurde die Hypothese bestétigt, dass es sich bei in
dieser Arbeit analysierten Tumoren des LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausmodells um murine

Neuroblastome handelte.
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5.1.2 Gegeniiberstellung der beiden Neuroblastom-Mausmodelle

LSL-MYCN;Dbh-iCre und TH-MYCN

Das TH-MYCN Mausmodell37 stellt ein exzellentes, weltweit anerkanntes Neuro-
blastommodell dar, das in verschiedenen Arbeitsgruppen, die sich mit der Erforschung
des Neuroblastoms beschiftigen, zu tiber 200 Publikationen gefiihrt hat. Es gibt jedoch
Einschriankungen des Modells, die die Forschung an diesem erschweren. In diesem Teil
der Arbeit sollen verschiedene Eigenschaften des TH-MYCN und des LSL-MYCN;Dbh-iCre
Mausmodells einander gegeniibergestellt werden, um abzuschitzen, ob das neue

Mausmodell Vorteile gegentliber dem etablierten aufweist.

Das TH-MYCN Modell wurde 1997 durch Pronukleusinjektion der cDNA von humanem
MYCN in murine Blastozysten generiert3’. Die Definition der genauen Integrationsstelle
in der distalen Region des Chromosoms 18 im Genom der Maus erfolgte erst 2003129, Es
ist nicht bekannt, ob der entsprechende Lokus ubiquitar exprimiert oder epigenetisch
inaktiviert wird, was zu einer instabilen Expression von MYCN fiihren kénnte. Das
LSL-MYCN;Dbh-iCre Modell wurde mittels eines Rekombinase-vermittelten Kassetten-
austausch in einen genau definierten Genlokus generiert, was zur Folge hatte, dass der
Genlokus, in den das MYCN Transgen integriert wurde, genau bekannt war. Der ROSA26
Genlokus stellt bei der Generierung transgener Mausmodelle den am haufigsten ver-
wendeten genetischen Lokus dar, da eine Unterbrechung dieses ubiquitdr exprimierten
Gens bekanntermafien keinen Phanotyp hervorruft130-133,

Vorteile des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells gegeniiber dem TH-MYCN Modell, die Integra-
tionsstelle des Transgens betreffend, sind demnach zum einen die Gewissheit, dass jede
phéanotypische Veranderung doppelt-transgener Tiere auf das Vorhandensein des inte-
grierten Transgens, nicht aber auf die Unterbrechung eines endogenen Lokus zurtick-
zuflihren ist und zum anderen die Kenntnis, dass der Lokus ubiquitdr exprimiert und

nicht in irgendeiner Weise reprimiert wird.

Die Vermehrung und Erhaltung der transgenen Mausstimme LSL-MYCN und Dbh-iCre
erfolgt durch die Verkreuzung mit Wildtyp-Tieren oder mit Tieren des gleichen Stam-
mes. Da die getrennte Zucht beider Stimme zu keinem Phanotyp fiihrt ist diese unkom-
plizierter als die des TH-MYCN-Modells, das im 129x1/Sv] Hintergrund potentiell Tu-
more entwickelt. Die Ausbildung eines toddlichen Tumors in einem transgenen

Muttertier fiihrt dabei haufig zum Verlust des ganzen Wurfes oder zur Notwendigkeit
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einer Amme. Infolgedessen werden haufig heterozygote TH-MYCN-Mannchen und Wild-
typ-Weibchen fir die Erhaltungszucht benutzt, die stets verfligbar sein sollten. Es ist
unabdingbar jedes transgene TH-MYCN Tier nach Tumoren abzutasten, was einen
enormen Zeitaufwand mit sich bringt. Weiterhin besteht innerhalb einer Population aus
TH-MYCN Tieren ein Selektionsvorteil fiir die Tiere, die keinen Tumor entwickeln, da
sich diese mit grofderer Wahrscheinlichkeit fortpflanzen. Dass dies auf Dauer zu einer
Abnahme der Tumorinzidenz fithren kann, wurde auch in unserer Arbeitsgruppe festge-

stellt.

Tumore des TH-MYCN Modells entstammen unifokal aus dem Ganglion coeliacum3’. Die
Lokalisation von Tumoren des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells, die vor allem an den Neben-
nieren, aber auch an den oberen Zervikalganglien auftraten, spiegelte die humaner

Neuroblastome* demnach besser wider als die des TH-MYCN Modells.

Moglicherweise ist der genetische Hintergrund 129x1/Sv] sensibler fiir die Entwicklung
bosartiger Neuroblastome als andere Mausstamme, wie z. B. C57BIl/6N, weil sie sich in
der Expression nicht-identifizierter Stamme-spezifischer Modifizierer unterscheiden134.
Trotz des unsensibleren Hintergrundes zeigte die Kaplan-Meier-Analyse der beiden
Mausmodelle eine signifikant gesteigerte Tumor-Inzidenz des LSL-MYCN;Dbh-iCre
Modells.

Aufgrund der Expression von Luziferase in Cre-Rekombinase exprimierenden Zellen des
LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells sind Tumore dieser Miause mittels in vivo Biolumineszenz-
Bildgebungsverfahren detektierbar. Diese Eigenschaft der Tumore kann eingesetzt
werden, um Tumorvolumenverdanderungen im Vergleich mit anderen Individuen des
gleichen Stammes, z. B. wahrend einer Behandlungssimulation, zu untersuchen (hier
nicht durchgefiihrt). Tumore aus TH-MYCN Mausen exprimieren dahingegen kein Repor-
tergen, weshalb diese Methode der schnellen und unkomplizierten Bildgebung nicht

anwendbar ist.

Die Kombination von Tumormodellen mit anderen transgenen Mausmodellen, die ein
fiir die Entwicklung der Tumorentitat potentiell funktionelles Gen herunter- oder tiber-
exprimieren ist eine interessante Strategie, flir die Erkrankung relevante Signalwege zu

finden und zu untersuchen. Das LSL-MYCN;Dbh-iCre Modell entwickelte im nicht-sensi-
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tiven genetischen Hintergrund (75% C57B1/6N und 25% 129x1/Sv]) Tumore, wahrend
TH-MYCN Mause nur im sensitiven 129x1/Sv] Hintergrund Tumore ausbilden. Eine
Kombination von TH-MYCN mit anderen Mausmodellen ist demnach nur méglich, wenn
diese weitestgehend auf den 129x1/Sv] Hintergrund zuriickgekreuzt wurden. Erfahrun-
gen unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass mindestens flinf Riickkreuzungen (96,9%
129x1/Sv]) erforderlich waren, damit Mause im gemischten genetischen Hintergrund
eine dhnliche Tumorinzidenz erreichten, wie reine 129x1/Sv] Tiere. Der zeitliche Auf-
wand der Riickkreuzungen von mehreren Monaten, der bei einer Kombination mit dem
TH-MYCN Modell aufgewendet werden muss, ist bei Verwendung des LSL-MYCN;Dbh-
iCre Modell nicht erforderlich. Dariiber hinaus sind tumorspezifische Regulationen von
Genen bei Kombination des LSL-MYCN;Dbh-iCre mit anderen Cre-konditionalen Model-

len ohne grofsen Aufwand moglich.

Aus der Gegeniiberstellung der beiden murinen Neuroblastommodelle TH-MYCN und
LSL-MYCN;Dbh-iCre ergaben sich diverse Vorteile fiir die LSL-MYCN;Dbh-iCre Maus, wie
die Kenntnisse tiber den Genlokus der Transgenintegration, die Kosten- und Zeiterspar-
nis bei der Erhaltungszucht, die anatomischen Lokalisationen der entstehenden Tumore
sowie deren Inzidenz, die Opportunitit der Lumineszenz-Bildgebung sowie die unkom-
plizierte und schnelle Moglichkeit der Kombination mit anderen transgenen Tiermodel-
len. Das LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausmodell iiberkommt somit die in dieser Arbeit disku-
tierten Limitationen des etablierten TH-MYCN Modells.
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5.1.3 Identifikation neuer Ziele einer Neuroblastomtherapie anhand des

LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausmodells

In diesem Teil der Arbeit sollen genomische Aberrationen und regulierte mRNAs sowie
miRNAs aus Tumoren des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells mit denen humaner Erkrankun-
gen und mit denen anderer muriner Neuroblastome verglichen werden, um festzustel-
len, ob das LSL-MYCN;Dbh-iCre Modell genutzt werden kénnte, um neue potentiell funk-

tionelle Ziele einer Neuroblastomtherapie zu detektieren.

5.1.3.1 Vergleich genomischer Aberrationen von Tumoren aus LSL-MYCN:;:Dbh-iCre

Mausen mit denen humaner und anderer muriner Neuroblastome

Genomische Aberrationen von 13 LSL-MYCN;Dbh-iCre Tumoren wurden relativ zu

Gewebe aus dem Schwanz der jeweils gleichen Maus detektiert.

Eine teilweise Zunahme des Chromosoms 1 wurde in einem der Tumore aus
LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausen gefunden. Die Zunahme des humanen Chromosoms 2q, das
ortholog zum murinen Chromosom 1 ist, wird fir 12% der humanen Neuroblastome
beschrieben!3>, Teile der humanen Chromosomen 1q, 2q, 5q, 6p, 8q, 13q und 18q sind
ebenfalls ortholog zu Teilen des murinen Chromosom 1, jedoch ist deren Funktion
bisher nicht bekannt. Im TH-MYCN Modell ist eine Zunahme des Chromosoms 1 in 5%

bis 30% der Tumoren gefunden worden37.129,136,

Die Tumore des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells weisen in 69% der Falle eine Zunahme des
kompletten Chromosoms 3 auf, welches ortholog zu Teilen der humanen Chromosomen
1, 3q, 4, 8q und 13q ist!37. Das humane Chromosom 1q, eine Region, die haufig in huma-
nen Neuroblastomen mehrfach auftritt, ist ebenfalls ortholog!38. Das publizierte murine
Neuroblastommodell, das von der Uberexpression von mutiertem ALKF!174. getrieben

wird, weist in 100% der Falle eine Zunahme des Chromosoms 3 auf*2.

Das murine Chromosom 6, dessen Zunahme in fiinf Tumoren auftrat, ist teilweise or-
tholog zu den humanen Chromosomen 2p, 3, 4q, 7, 10q und 12p. In humanen Neuro-
blastomen kommt eine Zunahme des kompletten Chromosoms 7 in 40% der Tumore
verschiedener Stadien vor, wobei eine Zunahme von 7q in 12% auftritt und mit hoch-
Risiko Tumoren assoziiert ist139. Interessanterweise weisen zwei Tumore eine lokale

Amplifikation des Chromosoms 6 auf, die den ROSA26-Genlokus einschliefdt, in den das
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humane MYCN Transgen kloniert wurde. Infolgedessen wurde untersucht, ob beide
Tumore, die lUber diese Aberration verfiigen, im Vergleich zu denen ohne Aberration
auch eine hohere Expression des Transgens aufweisen und es konnte gezeigt werden,
dass dies der Fall war (Daten nicht gezeigt). Schon im TH-MYCN Mausmodell wurde
gezeigt, dass homozygote Mause dieser Linie schneller Tumore entwickelten und dass
diese schneller zum Tod fiihrten als bei heterozygote Tiere. Mit der hoheren Expression
von MYCN wurde dies begriindet!37. So wird vermutet, dass die Zunahme des ROSAZ26-

Lokus im neuen LSL-MYCN;Dbh-iCre Modell das Tumorwachstum beschleunigen kénnte.

Die Zunahme der distalen Halfte des Chromosoms 11 in 30% der LSL-MYCN;Dbh-iCre
Tumore ist ortholog zum humanen Chromosomenarm 17q, der in 50% aller humaner
Neuroblastome mehrfach vorkommt und mit ungiinstigem Verlauf der Erkrankung
sowie mit MYCN Amplifikation korreliert*2. Ein bekanntes, potentiell funktionelles Onko-
gen auf diesem Lokus ist Survivin, das in der Region 17q25 liegt!40.141, TH-MYCN Tumore

weisen ebenfalls haufig (20-30%) eine Zunahme der Region auf Chromosom 11

auf129,136,137,

Die Zunahme des Chromosoms 12 ist ortholog zu Teilen des humanen Chromosoms 2p,
das den endogenen Mycn Lokus enthalt, sowie 14q und Teilen von 7p und 7q. Die Zu-
nahme von 7q tritt, wie schon erwadhnt, in 12% humaner Neuroblastome auf ist mit

hohem Risiko korreliert!39.

Der Verlust der Heterogenitit von Chromosom 1p36 korreliert in humanen Neuro-
blastomen mit der Amplifikation von MYCN und einer unglinstigen Prognosel42-144, Auf
diesem Lokus liegt miR-34a, der in verschiedenen Tumorentitiaten eine tumorsuppres-
sive Funktion zugeschrieben wird14>146, Die Expression von miR-34a induziert in Neuro-
blastomzellen Apoptose®3 und reguliert direkt die Expression von MYCN®*. Weitere
potentiell funktionelle Kandidaten auf diesem Lokus sind CHD5'47 und KIF1Bf'48. Ein
Verlust des murinen Chromosoms 4, das das Ortholog zum humanen Lokus 1p36 ent-
halt, ist weder im TH-MYCN Modell13¢, noch in Tumoren von LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausen
vorhanden. Jedoch weisen 50% der Tumore des ALKF1174L Modells einen Verlust dieses
Lokus auf*2. Eine Erklarung fiir diese Beobachtung konnte sein, dass das Transgen in
beiden MYCN-vermittelten Mausmodellen in Form von ¢cDNA vorliegt und damit keine

Bindestelle fiir miR-34a aufweist. Dementsprechend ware ein Verlust dieses Lokus fiir
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die MYCN-getriebenen Modelle kein Vorteil fiir die Entstehung von Tumoren. Weiterhin
wird damit die Hypothese unterstiitzt, dass in humanen Neuroblastomen durch die
Repression von miR-34a die Tumorentwicklung angetrieben wird, wodurch die Funkti-

onalitit des Verlustes des Chromosoms 1p36 erklart werden kénnte.

Im Vergleich zu dem ALK¥1174L;Dbh-iCre Neuroblastommodell sind chromosomale Aber-
rationen in Tumoren aus LSL-MYCN;Dbh-iCre und TH-MYCN Mausen seltener 3742129,
Eine Uberexpression von Wildtyp MYCN benétigt demnach, um einen Tumor zu treiben,
weniger bis keine weiteren spontanen Aberrationen als die Uberexpression der
ALKF1174L Mutation. Heukamp et al. beschreiben in einem von drei Tumoren von drei-
fach-transgenen TH-MYCN;ALK*174L;Dbh-iCre eine Zunahme des Chromosoms 3. Des
Weiteren werden nur wenige Verluste einzelner Regionen von Chromosomen detek-
tiert42. Demnach sind bei gleichzeitiger Uberexpression von Wildtyp MYCN und mutier-
tem ALKF1174L weniger chromosomale Aberrationen notig, als bei den beiden MYCN-

getriebenen Modellen.
Aus dem Vergleich der chromosomalen Aberrationen des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells

mit publizierten humanen und anderen murinen Neuroblastomen ergibt sich, dass sich

die Spektren der chromosomalen Aberrationen sehr dhnlich sind.

5.1.3.2 Vergleich der Genregulationen von Tumoren aus LSL-MYCN:Dbh-iCre Mausen

mit humanen und anderen murinen Neuroblastomen auf mRNA Ebene

Mittels mRNA Profiling drei nicht-maligner Nebennieren und acht Tumoren aus

LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausen wurden im Modell regulierte mRNAs identifiziert.

Anhand der GSEA wurden diverse Gensets, die von MYC(N) regulierte Ziele enthalten,
als signifikant angereichert in Tumoren des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells detektiert,
wodurch die Hypothese bestitigt wird, dass MYCN im murinen System ahnliche Signal-
wege reguliert wie im humanen. Weitere Gensets, die in Tumoren von
LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausen als signifikant angereichert detektiert wurden, beinhalteten
Gene, die sowohl die DNA Replikation als auch den Zellzyklus betrafen. Dementspre-
chend regulierten diese Tumore Gene, die fiir die Kennzeichen von Tumorzellen, wie die
Stimulation ihres eigenen Wachstums, Resistenzen gegen Wachstumsstopp sowie
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Apoptose und unendliche Vervielfaltigung!4%, von Bedeutung sind. Die Anreicherung von
Gensets, die neuronale Differenzierung herunterregulieren, bestatigte, dass sich Tumore
aus LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausen in einem undifferenzierten Status befinden, ein weite-

res bekanntes Merkmal von Tumorzellen150,

Mittels einer Clusteranalyse der Gene, die in einer publizierten MYCN Signatur aufge-
deckt wurden’8, konnten Tumore des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells eindeutig von nicht-
malignen Nebennieren separiert werden, ein deutlicher Hinweis auf die Ahnlichkeit der

MYCN regulierten mRNAs in murinen und humanen Tumoren.

Die Regulation einzelner mRNAs der MYCN Signatur’8 und weiterer bekannter Ziele von
MYCN in Tumoren des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells wurden im Folgenden mit humanen
Neuroblastomen verglichen:

Cyclin-abhangige Kinase 4 (Cdk4) wird wahrend der G1-Phase des Zellzyklus von Cyc-
linen des Types D aktiviert. Molenaar et al. zeigen, dass die hohe Expression von CDK4
mit schlechterem Uberleben von Neuroblastompatienten korreliert. Auf3erdem ist CDK4
sowohl in Tumoren als auch Zelllinien im Vergleich zu verschiedenen nicht-malignen
Geweben hoch exprimiert. Die Herunterregulation von CDK4 in humanen Zelllinien
fiihrt sowohl zu einem Arrest in der G1-Phase des Zellzyklus als auch zur Induktion
neuraler Differenzierung!>1152, Die erhohte Expression von Cdk4 in LSL-MYCN;Dbh-iCre
Tumoren kdnnte malignen Zellen den Durchgang durch die G1-Phase erleichtern.

Das Ubiquitin-konjugierende Enzym E2C (UbeZc) spielt bei der Degradation von mitoti-
schen Cyclinen und dem Ablauf des Zellzyklus eine Rolle!>3. In Gliomzellen fiihrt eine
Herunterregulation von UBE2C zu einem Zellzyklusarrest in der G2/M Phase und zu
Apoptose’>4 In den humanen Neuroblastomzellen SHEP und SK-N-BE(2)-C wird UBE2C
eine wichtige Rolle in der Mitose zugeschrieben, wie ein siRNA Screening aufdecktel01.
LSL-MYCN;Dbh-iCre Tumore zeigten eine Hochregulation von UbeZc.

MYCN-amplifizierte humane Neuroblastome exprimieren signifikant hohere Mengen an
Laktat-Dehydrogenase (LDH) im Vergleich zu Tumoren mit nur einer MYCN Kopie. Die
Herunterregulation von LDH in den beiden MYCN-amplifizierten Neuroblastomzelllinien
LAN5 und Kelly reduziert deren Proliferation. Aufierdem verlieren Kelly Zellen bei
komplettem Verlust von LDH ihre Tumorigenitat in vivol>>. LSL-MYCN;Dbh-iCre Tumore

exprimierten LDH im Vergleich zu nicht-malignen Nebennieren tiber.
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Eine Uberexpression von Nmel korreliert mit ungiinstigem Stadium von Neuroblastom-
patienten. Eine Zunahme des Nmel Gens, das auf Chromosom 17q lokalisiert ist, tritt
haufig in Neuroblastomen mit hohem Risiko auf156. Auflerdem ist das Expressionslevel
von Nmel stark mit der Aggressivitait MYCN-amplifizierter Neuroblastome assoziiert102,
Die Hochregulation von Nme1 mRNA in LSL-MYCN;Dbh-iCre Tumoren wurde parallel zur
Zunahme des Chromosoms 11, das ortholog zu humanem 17q ist, festgestellt.

Der Familie der RAS-Gene werden in verschiedenen Tumorentitdten onkogene Funktio-
nen zugeschrieben!%?. Einer der drei Hauptvertreter dieser Familie ist NRAS, das ur-
spriinglich aus einem humanen Neuroblastom isoliert wurde!58. In Neuroblastomzellen
mit hoher Malignitat wird NRAS hoher exprimiert als in denen mit niedrigerer Maligni-
tat100, In Tumoren des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells war Nras ebenfalls erhoht.

Schulte et al. beschreiben, dass KDM1A in undifferenzierten Neuroblastomen hochregu-
liert ist. Auferdem regulieren differenzierende Neuroblastomzelllinien KDM1A herun-
ter und die Herunterregulation von KDM1A mittels siRNA fiihrt zur Wachstumsinhibi-
tion in vitro35. Sowohl LSL-MYCN;Dbh-iCre als auch TH-MYCN Tumore weisen im
Vergleich zu nicht-malignen Nebennieren eine signifikante Uberexpression von Kdmla
mRNA auf.

LSL-MYCN;Dbh-iCre Tumoren exprimierien Spermidin Synthase (SRM) tliber. Die Expres-
sion dieses Enzyms korreliert stark mit der Expression von MYCN in humanen Neuro-
blastomen103,

Weitere Gene, die im LSL-MYCN;Dbh-iCre Modell reguliert wurden, wurden mit einer
Internet-Datenbank Myc-regulierter Gene verglichen (www.myc-cyncer-gene.org),
wobei validiert werden konnte, dass diverse Ziele von MYC, die im humanen Organis-

mus reguliert werden, auch im murinen einer Regulation unterliegen.

Einzelne mRNAs, die im murinen System anders reguliert waren, als im humanen
Neuroblastom, wurden ebenfalls detektiert, wodurch der Unterschied zwischen den
beiden Spezies deutlich wird. Verschiedene epigenetische Regulationsmechanismen und

verschiedene Signalwege konnten hier eine Begriindung sein.
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5.1.3.3 Vergleich der Genregulationen von Tumoren aus LSL-MYCN;:Dbh-iCre Mausen

mit humanen und anderen murinen Neuroblastomen auf miRNA Ebene

Mittels miRNA Profiling von fiinf nicht-malignen Nebennieren und elf Tumoren aus

LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausen wurden im Modell regulierte miRNAs identifiziert.

Anhand einer Clusteranalyse der Gene, die in einer publizierten MYCN miRNA Signatur
aufgedeckt wurden89, konnten Tumore des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells eindeutig von
nicht-malignen Nebennieren separiert werden, ein deutlicher Hinweis auf die Ahnlich-

keit der MYCN regulierten miRNAs in murinen und humanen Tumoren.

Die Regulation einzelner mRNAs der MYCN miRNA Signatur8? und weiterer bekannter
miRNA Ziele von MYCN in Tumoren des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells wurden im Folgen-
den mit humanen Neuroblastomen verglichen:

Tumore aus LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausen wiesen eine erhohte Expression des miR-17-92
Clusters auf. Fir das humane Neuroblastom ist bekannt, dass dieses von c-MYC und
MYCN induzierte, onkogene Cluster, Targets mit Schliisselrollen in der Kontrolle des
Zellzyklus und der Apoptose reguliertls?, wie zum Beispiel Bim5?, E2F1159, p215° und
TGFBéL. Fir TH-MYCN Tumore ist die Hochregulation verschiedener miRNAs des
miR-17-92 Clusters ebenfalls beschrieben160.

Im Vergleich zu Neuroblastomen mit giinstigem Verlauf, tiberexprimieren sowohl Tu-
more mit ungiinstigem Verlauf als auch Tumore mit MYCN Amplifikation das onkogene
miR-181 Cluster80110112 Mestdagh et al zeigen, dass miR-181a zwar in MYCN-
amplifizierten, aber nicht in Tumoren mit einzelner MYCN Kopie hochreguliert ist und
dass MYCN direkt an den Promotor von miR-181a bindet80%. Auch in LSL-MYCN;Dbh-iCre
Tumoren war miR-181a liberexprimiert.

Die miR-184 ist herunterreguliert in MYCN-amplifizierten Tumoren im Vergleich zu
Tumoren mit nur einer Kopie von MYCN112, [n den humanen Neuroblastomzelllinien
Kelly und SK-N-AS korreliert eine ektopische Expression von miR-184 mit der Inhibie-
rung des Uberlebens und der Herunterregulation von AKT2, einem Mitglied des
Phophatidylinositol-3-Kinase Signalweges, das eine wichtige Rolle fiir das Uberleben
von verschiedenen Tumorzellen spielt. Eine Uberexpression von MYCN fiihrt zur Herun-
terregulation der tumorsuppressiven miR-184112113161  Aych Tumore des
LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells wiesen eine Herunterregulation von miR-184 auf, die

vermutlich auf die Uberexpression von MYCN zuriickzufiihren ist.
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Eine niedrige Expression von miR-340 ist signifikant mit MYCN Amplifikation, schlech-
tem Ereignis-freiem und Gesamtiiberleben korreliert. Aufderdem fiihrt die Expression
von miR-340 in den humanen Neuroblastomzelllinien SK-N-BE, SH-SY5Y und Kelly zu
einer signifikanten Reduktion der Zellviabilitat80.115, Tumore aus LSL-MYCN;Dbh-iCre
Mausen zeigten ebenfalls eine gesteigerte Expression von miR-340.

Schulte et al. beschreiben eine signifikante Korrelation von niedriger miR-542-5p Ex-
pression und hohem Stadium in primdren Neuroblastomen. Des Weiteren zeigen sie
eine Assoziation von Patienten, die einen Riickfall erleiden oder eine MYCN Amplifika-
tion haben und niedrigerer Expression dieser miRNA®’. Sowohl miR-542-5p als auch
miR-542-3p waren in LSL-MYCN;Dbh-iCre und TH-MYCN Tumoren signifikant herunter-
reguliert.

Sowohl miR-26a und miR-26b als auch miR-30a, miR-30d und miR-30e und miR-328
waren in Tumoren aus LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausen niedriger exprimiert als in nicht-
malignen Nebennieren. Eine Funktion dieser miRNAs in humanen oder TH-MYCN Tumo-
ren ist zwar noch nicht beschrieben worden, aber sowohl in MYCN-amplifizierten hu-
manen Neuroblastomen als auch in murinen Tumoren sind sie herunterreguliert80.160,
Weitere miRNAs, die sowohl in humanen Neuroblastomen mit MYCN Amplifikation als
auch in Tumoren des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells gleich reguliert werden, sind
miR-15b, miR-30c, miR-103, miR-140, miR-148a, miR-326, miR-491, miR-500 und
miR-61580. Funktionen dieser miRNAs im Neuroblastom sind bisher jedoch nicht be-
kannt.

Sowohl miR-149, miR-214 und miR-324-5p als auch miR-331 und miR-488 sind in
Tumoren des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells und humanen Neuroblastomen verschieden
reguliert. Wahrend humane Neuroblastome mit ungiinstiger Prognose eine niedrigere
miR-149 und miR-324-5p Expression aufweisen als die mit giinstiger Prognose110.112
exprimieren Tumore des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells diese miRNAs tiber. Tumore mit
MYCN Amplifikation bzw. unglinstiger Prognose exprimieren miR-214 tuber, was ver-
mutlich auf die direkte Bindung von MYCN an den Promotor der miRNA beruht80, wah-
rend Tumore der LSL-MYCN;Dbh-iCre Maus eine Herunterregulation dieser miRNA
aufweisen. Humane Neuroblastome mit ungiinstigem Verlauf exprimieren im Vergleich
zu denen mit giinstigem Verlauf niedrige Level der miRNAs miR-331-3p und
miR-488-p110, wihrend Tumore aus LSL-MYCN;Dbh-iCre Madusen beide miRNAs liberex-

primieren.
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Aus der Analyse der in Tumoren des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells regulierten mRNA und
miRNA lasst sich zusammenfassen, dass ein grofder Teil der im Modell regulierten
mRNAs und miRNAs Targets von MYC(N) sind und dass diverse mRNAs und miRNAs im
LSL-MYCN;Dbh-iCre Modell dhnlich reguliert sind wie im humanen Neuroblastom. Je-
doch wurden auch mRNAs und miRNAs gefunden, die im murinen System anders regu-
liert waren, als im humanen Neuroblastom, woran der Unterschied zwischen den Spe-
zies erkennbar wird. Eine weiter mogliche Begriindung dafiir kénnte sein, dass sich die
miRNA-Bindestellen mancher mRNAs zwischen den Spezies unterscheiden

(www.targetscan.org), was zu verschiedenen Regulationen fiihrt.

Eine vollstindige Ubertragung von Erkenntnissen sowohl auf der Ebene chromosomaler
Aberrationen als auch auf mRNA und miRNA Level, die im LSL-MYCN;Dbh-iCre Modell
gewonnen werden, auf das humane Neuroblastom ist demnach, wie in jedem anderen
Mausmodell auch, nicht méglich. Jedoch kann das LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausmodell
genutzt werden, um neue potentiell tumormodulierende mRNAs und miRNAs zu identi-
fizieren. Ob diese auch bei der humanen Erkrankung eine Rolle spielen, muss dann

weiter analysiert werden.

5.1.4 Maogliche Weiterentwicklungen des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells, die neue

Erkenntnisse fiir die Forschung am humanen Neuroblastom geben kénnten

Eine interessante Fragestellung betreffend der Neuroblastomentwicklung des
LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells, ist die nach der Zeitspanne, in der das Transgen exprimiert
werden muss, damit es die Entstehung eines Tumors vermittelt. Dazu soll in spateren
Versuchen die Verpaarung der LSL-MYCN Maus mit einer induzierbaren Dbh-iCre Maus
durchgefiihrt werden. Stubbusch et al. generierten 2011 das Mausmodell Dbh-CT, des-
sen Cre-Rekombinase-Aktivitat abhingig von einer Behandlung mit Tamoxifen ist. Wie
bei dem in dieser Arbeit verwendeten Modell von Stanke et al#? steht die Cre-Rekombi-
nase-Expression unter Kontrolle des Dbh-Promotors, jedoch handelt es sich um eine
inaktive Form der Rekombinase, die nur in Anwesenheit von Tamoxifen aktiviert
wird162, Mittels einer Tamoxifen-Behandlung doppelt-transgener LSL-MYCN;Dbh-CT
Mause wahrend ihrer Entwicklung und zu verschiedenen Zeitpunkten ihres Lebens soll
die Zeitspanne detektiert werden, wihrend der eine MYCN Uberexpression die Ent-

wicklung eines Neuroblastoms vermittelt. Eine Ubertragung auf den menschlichen
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Organismus konnte weitere Einblicke in die Entstehung des humanen Neuroblastoms

gewahren.

Anhand des LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausmodells, dessen Tumore sich sowohl in ihren
chromosomalen Aberrationen als auch ihren miRNA und mRNA Regulationen humanen
Neuroblastomen dhneln, kénnen neue potentielle Targets einer medikamentdsen The-
rapie gefunden und getestet werden. Die Reaktion der Tumore auf die Behandlung mit
noch nicht etablierten Medikamenten kann wichtige Aufschliisse auf die humane Thera-

pierelevanz der Mittel geben.

Ein weiterer interessanter Versuchsansatz ist die Verkreuzung mit anderen transgenen
Mausmodellen, die potentiell fiir die Neuroblastomgenese relevante Gene regulieren.

Unsere Arbeitsgruppe publizierte 2012 das shLsd1-Mausmodell, das Doxycyclin-abhan-
gig eine shRNA gegen Lsd1 (Kdm1la) exprimiert, die Kdm1la spezifisch herunterregu-
liert163. Die Verpaarung dieses Modells mit der LSL-MYCN;Dbh-iCre Maus und die Induk-
tion des Kdm1la Knockdowns konnte ein interessanter Ansatz zur Untersuchung der
Rolle von Kdm1a bei der Tumorgenese des Neuroblastoms sein. Es wird vermutet, dass
der Knockdown von Kdm1a, aufgrund seiner onkogenen Funktion35118, das Wachstum
der MYCN-vermittelten murinen Neuroblastome verlangsamt. Weiterhin konnte der
Vergleich der molekularen Eigenschaften von Doxycyclin-behandelten und nicht-behan-

delten Tumoren neue Einblicke in den Signalweg von Kdm1a geben.

Auch die Verkreuzung mit Mausmodellen, die miRNAs regulieren, ist ein interessanter
Versuchsansatz. Eine miR-17-92-Maus, die die miRNAs dieses Clusters Cre-abhangig
deletiert164, steht unserer Arbeitsgruppe zur Verfiigung. Eine Herunterregulation dieses
Clusters in den Zellen des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells, die humanes MYCN exprimieren,
konnte die Tumorgenese verlangsamen oder sogar unterbinden, schlief3lich wird diesen
onkogenen miRNAs eine wichtige Funktion im Neuroblastom zugeschrieben5%61, Weiter-
hin kénnten unbekannte Targets der miRNAs dieses Clusters anhand von Exon-Arrays
entdeckt werden, die nicht nur im Mausmodell sondern auch im humanen Neu-

roblastom eine Rolle bei der Funktion dieser miRNAs spielen kénnten.
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Die Etablierung einer Zelllinie aus Tumoren des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells kann von
grof3er Bedeutung fiir die Arbeit mit diesem Modell sein. Potentiell wirksame Medika-
mente konnten vor dem in vivo Experiment an den Zellen in vitro getestet werden,
wodurch Tierexperimente eingeschrankt wiirden. Im Verlauf dieser Arbeit ist es nicht

gelungen eine Zelllinie des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells zu etablieren.

5.1.5 Die Relevanz des LSL-MYCN Mausmodells fiir die Genese anderer

Tumorentititen

Neben der Verpaarung mit der Dbh-iCre Maus, wurden LSL-MYCN Tiere mit Alb-iCre
Madusen gekreuzt. Doppelt-transgene Nachkommen entwickelten im Alter von 246-286
Tagen mit einer Inzidenz von 86% Tumore, die pathologisch als Leberzellkarzinome
beschrieben wurden (Daten nicht gezeigt). Somit konnte gezeigt werden, dass die Ex-
pression von humanem MYCN in spezifischen Geweben die Entwicklung von weiteren
Tumormodellen treiben kann. Besonders fiir Tumorentititen, fiir die noch keine pas-

senden Mausmodelle existieren, ware dies ein interessanter Aspekt fiir die Forschung.

105



Diskussion

5.2 Tumorsuppressive miRNAs im Neuroblastom

In verschiedenen Krebsformen wurden sowohl miRNAs entdeckt, die liberexprimiert
sind und als onkogene Regulatoren fungieren als auch miRNAs, die herunterreguliert
sind und als Tumorsuppressoren agierens357.165166, Auch im Neuroblastom sind miRNAs
beschrieben, die onkogene oder tumorsuppressive Funktionen aufweisen®>167. Die
Expression einiger miRNAs ist in verschiedenen Neuroblastom Subtypen unterschied-
lich reguliert und auf Basis der Expressionsmuster dieser miRNAs ist es moglich die
verschiedenen Subgruppen zu identifizieren67.112116, Demnach konnten miRNAs sowohl
als prognostische Marker eingesetzt werden, als auch ist eine miRNA gerichtete Thera-
pie, die, im Fall von tumorsuppressiven miRNAs, deren Expression erhoht oder, im Fall
von onkogenen miRNAs, deren Expression hemmt, denkbar116,

Im Vergleich zur klassischen Chemotherapie, kann eine zielgerichtete Therapie die
Moglichkeit geben spezifisch gegen Subpopulationen von Zellen vorzugehen und damit
die toxischen Wirkungen gegen den Gesamtorganismus einzuschrankenl68. Demnach
sind Wirkstoffe mit hoher Affinitdt und Spezifitit von grofier Bedeutung!%®. Wirkstoffe
mit derartig spezifischer Wirkung bringen jedoch haufig Riickfille und Resistenzen mit
sich, da alternative Signalwege aktiviert werden!’0, MiRNA-basierte Therapien reduzie-
ren mit grofser Wahrscheinlichkeit im Vergleich zu konventionalen und zielgerichteten
Medikamenten die Entwicklung von Resistenzenl’!. Verschiedene Publikationen
beschreiben die Moglichkeit einer in vivo Behandlung mit miRNA-Inhibitoren oder -
Imitationen. Die intratumorale Injektion von miR-17-5p-Inhibitoren fiihrt zu einer
signifikanten Verzogerung des Wachstums eines Xenografts aus LAN-5 Zellen>°. Tivnan
et al. demonstrieren, dass eine zielgerichtete Einbringung von miR-34a in Xenografts
aus Neuroblastomzellen mittels GD2-konjugierten Nanopartikeln Apoptose einleitet und
Angiogenese vermindert172. Aufgrund dieser Erkenntnisse kann es von grofder Bedeu-
tung sein, neue miRNAs zu identifizieren, die onkogene oder tumorsuppressive Funktio-

nen fir verschiedene Tumorentititen haben.
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5.2.1 Die tumorsuppressive Funktion von miR-542 im Neuroblastom

Aufgrund der niedrigen Expression von miR-542-3p in murinen Neuroblastomen des
neuen LSL-MYCN;Dbh-iCre Mausmodells wurde vermutet, dass miR-542-3p eine tumor-
suppressive Funktion im Neuroblastom haben kénnte. Eine signifikante Herunterregula-
tion von miR-542-3p in humanen Neuroblastomen mit schlechter Prognose im Vergleich
zu Tumoren mit guter Prognose bestaitigte diese These.

Anhand von in vitro Analysen in etablierten Neuroblastomzelllinien wurde der Nachweis
erbracht, dass eine exogene Expression von miR-542-3p sowohl Apoptose induziert als
auch die Viabilitdit und Proliferation der Zellen reduziert. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass die Expression dieser miRNA einen Arrest der Zellen in der S-Phase des
Zellzyklus mit sich bringt. Dahingegen resultierte die exogene Expression der 5p-Isof-
orm der miR-542 nur bei einer der analysierten Zelllinien in einer Reduktion der Zellvi-
abilitat und -proliferation. Weder Apoptose noch ein Arrest im Zellzyklus wurde in den
Zelllinien ausgelost. Dieses Resultat unterstiitzt die Publikation von Bray et al, dass
miR-542-5p keinen Effekt auf die Proliferation der Neuroblastomzelllinien Kelly,
NB1691 und SK-N-AS hat, aber sowohl in Kelly als auch in SK-N-AS Zellen zu einer
verringerten Invasivitit durch eine Matrigel-Matrix fiihrt®8. Entgegen der allgemeinen
Annahme, dass die 5p-Isoform von miRNAs diejenige ist, die den biologischen Effekt
ausmacht, wurde in dieser Arbeit gezeigt, dass im Fall der miR-542 die 3p-Form als
tumorsuppressiv fungiert, wahrend die 5p-Form keinen eindeutigen Effekt zeigt>1.52,
Yoon et al. publizierten, dass miR-542-3p das vorhergesagte Target Survivin in A549
und MCF7 Zellen direkt herunterreguliert®®. Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass in primdren humanen Neuroblastomen eine niedrige Expression von
Survivin zum einen mit einer gesteigerten Expression von miR-542-3p und zum anderen
einer besseren Prognose flir den Patienten einhergeht, wobei die Korrelation mit der
Prognose bekannt ist173174, Weiterhin war eine exogene Expression von miR-542-3p in
Neuroblastomzelllinien mit einer Herunterregulation von Survivin korreliert. Aufserdem
fiihrte dieser miR-542-3p-vermittelte Knockdown von Survivin zu einer Verminderung
der Expression von AURKB, dem Komplexpartner von Survivin. Es ist bekannt, dass die
Entfernung von Survivin mit Fehllokalisation und verminderter Aktivitdt von AURKB in
Zusammenhang steht. Auf3erdem fiihrt der Knockdown von Survivin zu Fehlern bei der
Zytokinese, die auf die verminderte Aktivitit von AURKB zuriickgefiihrt werden175-177,
Interessanterweise wird bei der durch die Polo-like-Kinase 1-vermittelten Phosphoylie-

rung von Survivin zuerst Survivin und dann AURKB aktiviert1’8. Wie schon fiir A549
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Zellen publiziert®®, wurde anhand von Luziferase Reporter Assays eine direkte Bindung
der miR-542-3p an die Wildtyp 3’'UTR von Survivin, sowohl in fiir diesen Assay etablier-
ten HEK-293 als auch in SHEP Zellen, nachgewiesen, wiahrend dieser Effekt mit einer
mutierten Bindestelle nicht erreicht wurde.

In Neuroblastomzelllinien fiihrte ein Knockdown von Survivin zu einer verminderten
Zellviabilitat und -proliferation, ein Effekt, der auch durch Expression von miR-542-3p
erreicht wurde. Bei der Untersuchung des Zellzyklus reagierten drei von vier Zelllinien
bei Knockdown von Survivin mit einem Arrest in der Phase S, wihrend eine Zelllinie mit
einem Arrest in der G2/M-Phase antwortete.

Die herausragende Bedeutung von Survivin fiir die tumorsuppressive Funktion der
miR-542-3p im Neuroblastomzelllinien, konnte anhand eines Rettungsexperimentes
bewiesen werden. Die Uberexpression von Survivin cDNA ohne miR-542-3p-Bindestelle
rettete die Neuroblastomzelllinie SHEP grofdtenteils vor dem Phanotyp der miR-542-3p
Expression. Daraus lasst sich schliefden, dass es einen Zusammenhang zwischen dem
Phanotyp der miR-542-3p Expression und der Survivin Regulation gibt. Jedoch ist es
moglich, dass die Regulation von anderen Zielen dieser miRNA ebenfalls eine funktio-
nelle Auswirkung auf den Phanotyp humaner Neuroblastomzellen haben kénnte. In
zusatzlichen Experimenten, die beim Verfassen dieser Arbeit noch nicht abgeschlossen
waren, sollten weitere von miR-542-3p regulierte Targets gefunden werden. Dazu
werden mRNA-Expressionsprofile von mit Negativkontroll-miRNA oder miR-542-3p
transfizierten Neuroblastomzelllinien miteinander verglichen. Weitere potentiell funkti-
onelle Targets der miRNA, die dabei evtl. gefunden werden, sollen dann anhand von
weiteren in vitro Studien validiert werden.

Transfektionsreagenzien werden benutzt, um miRNAs in vitro in Zellen einzubringen.
Fiir eine Behandlung in vivo miissen miRNAs vor ihrem Abbau durch Nukleasen ge-
schiitzt werden. Die Arbeitsgruppe Epple an der Universitat Duisburg-Essen entwickelte
Calcium-Phosphat-Nanopartikel, mit deren Hilfe sie siRNAs in vitro in Zellen einbringen
konnten, was zu einer Herunterregulation des siRNA Targets flihrte84. Dabei werden mit
siRNA-beladene Calcium-Phosphat-Nanopartikel durch Endozytose in die Zelle aufge-
nommen. Im Zytoplasma schiitzt der Nanopartikel die Nukleinsdaure vor ihrem Abbau. Es
ist bekannt, dass das Eindringen der Nukleinsdure in den Zellkern iiber Kernporenkom-
plexe vermittelt wird, aber es ist noch unklar, ob der Nanopartikel diesen Weg ebenfalls
nimmt oder im Zytoplasma verbleibt. Im Rahmen dieser Arbeit sollten mit miRNA-

beladene Calcium-Phosphat-Nanopartikel fiir die Untersuchung der tumorsuppressiven
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Funktion von miR-542-3p in vivo verwendet werden. Zuerst wurde deren Funktionalitat
in vitro an WACII Zellen validiert. Im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle reagierten
mit Negativkontroll-miRNA beladenen Nanopartikeln behandelte Zellen mit einer ten-
denziellen, aber nicht signifikanten Reduktion von Zellviabilitdt sowie -proliferation und
mit einer signifikanten Induktion von Apoptose. Demnach schienen die verwendeten
Calcium-Phosphat-Nanopartikel allgemein einen toxischen Effekt auf WACII Zellen zu
induzieren. Eine Toxizitat auf die Zellviabilitat ist in HeLa Zellen nicht bekannt!79. Auf-
grund der apoptotischen Wirkung von PEI auf verschiedene humane Zelllinien180.181,
wurde vermutet, dass auch in WACII Zellen das in den Nanopartikeln vorhandene PEI
deren Toxizitat ausmacht. Trotzdem induzierte eine Behandlung von WACII Zellen mit
miR-542-3p beladenen Nanopartikeln im Vergleich zu unbehandelten und mit Negativ-
kontroll-miRNA behandelten Zellen signifikant sowohl eine Reduktion der Zellviabilitit
und -proliferation als auch eine Steigerung der Apoptose. Auf Basis dieser Tatsache und
des Nachweises, dass miR-542-3p-beladene Nanopartikel die Survivin Protein Expres-
sion in WACII Zellen reduzieren, wurde die Spezifitit der mit miR-542-3p-beladenen
Nanopartikel bestatigt. Weiterhin wurden Neuroblastom-Xenografts-tragende Mause
mit miR-542-3p beladenen Nanopartikeln iiber zwei Tage behandelt. Sowohl eine er-
hohte Expression von miR-542-3p als auch eine Reduktion von Survivin Protein konnte
in den Tumoren aus mit miR-542-3p behandelten Mausen im Vergleich zu den mit
Negativkontroll-miRNA behandelten validiert werden, was die Spezifitit der Nanoparti-
kel auch in vivo bestdtigte. Die signifikante Reduktion von Proliferation und Induktion
von Apoptose in diesen Tumoren wies darauf hin, dass der miR-542-3p-vermittelte
Knockdown von Survivin auch in vivo funktionell war. Die Produktion von miRNA-bela-
denen Nanopartikeln ist bis zum heutigen Zeitpunkt noch ineffektiv, weshalb eine Lang-
zeitstudie zum Effekt der Behandlung auf die Volumenveranderung der Tumore im
Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt werden konnte.

Aufgrund der hohen Uberexpression von Survivin in verschiedenen Tumorentititen und
der niedrigen Expression in normalen Geweben wird Survivin sowohl als Tumormarker
als auch als Target fiir die Neuroblastomtherapie diskutiert182.183, Verschiedene Gruppen
beschreiben Medikamente, die die Expression von Survivin in Neuroblastomzellen
reduzieren. Demnach ist die proapoptotische Antwort der Neuroblastomzelllinien
SK-SY5Y und LA1-5S auf Noscapine vermittelt durch die Unterdriickung der Survivin
Protein Expression!84, Interessanterweise potenziert ein Survivin Knockdown in SK-

N-BE2 und SH-SY5Y Zellen den Effekt von Epigallocatechingallat8s, einem
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Carbonsaureester der Gallussdure, der in grinem Tee vorkommt und dem apoptotische
Wirkung in verschiedenen neuroektrodermalen Tumoren nachgewiesen wurdel8¢. Da
ein direkter Knockdown von Survivin in vivo nicht ausfihrbar ist, konnte hier eine
Kombination aus miR-542-3p-beladenen Nanopartikeln und Epigallocatechingallat
getestet werden. YM155, ein nieder-molekulares Praparat zur Repression von Survivin,
wurde 2007 von Nakahara et al. beschrieben. Die Substanz supprimiert die Expression
von Survivin, induziert Apoptose von Prostatakarzinomzelllinien PC-3 und PPC-1 in
vitro und induziert Tumor-Regression von Xenografts aus PC-3 Zellen!8’. Lamers et al.
untersuchten die Effizienz von YM155 in 23 Neuroblastomzelllinien, die auf einen
shRNA-vermittelten Knockdown von Survivin mit massiver Apoptose reagierten. Neun
Zelllinien wiesen eine Resistenz gegen YM155 auf, die mit hoher Expression des Mul-
tidrug-Resistance Protein 1 (MDR1) korrelierte’4. Unter den resistenten Zelllinien befin-
det sich unter anderen SK-N-BE, die wie in dieser Arbeit gezeigt wurde, auf die
miR-542-3p-vermittelte Repression von Survivin sehr effizient reagiert. In weiteren
Studien sollte die Effektivitat der miR-542-3p Expression auf weitere Neuroblastomzell-
linien getestet werden, da vermutet wird, dass der tumorsuppressive Effekt der miRNA
nicht durch Resistenzentwicklung aufgehoben werden kann.

Sobald die Effizienz der Nanopartikelherstellung erweitert und damit effektiver ist,
konnte eine Nanopartikel-basierte Therapie mit ausgewdhlten miRNAs, wie der
miR-542-3p, in Zukunft ein neuer Ansatz fiir die Behandlung humaner Neuroblastome

und anderer Tumorentitiaten sein.
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5.2.2 Die tumorsuppressive Funktion von miR-137 im humanen Neuroblastom118

Sowohl im neuen LSL-MYCN;Dbh-iCre als auch im etablierten TH-MYCN Mausmodell fiir
das Neuroblastom war Kdm1la im Vergleich zu nicht-malignen Nebennieren signifikant
hochreguliert. Auf Basis dieser Erkenntnis wurde KDM1A als potentielles Ziel einer
Neuroblastomtherapie gehandelt. In verschiedenen Tumorentititen wie Brustkrebs33,
kleinzelligem Lungenkarzinom, Kolorektal-, Blasen- und Prostatakrebs!88 ist KDM1A
liberexprimiert. Auch im humanen Neuroblastom ist eine erhohte Expression im Ver-
gleich von undifferenzierten zu differenzierten Tumoren bekannt35. Weiterhin ist
KDM1A innerhalb der neuroblastischen Tumore im Neuroblastom héher exprimiert als
im gutartigen Glanglioneuroblastom8. Die Effektivitat verschiedener nieder-molekula-
rer Inhibitoren gegen Monoaminoxidasen wurden auf ihre Wirkung gegen KDM1A in
Neuroblastomzelllinien SHEP, SH-SY5Y und LAN-1 getestet, jedoch war ein Effekt auf die
Viabilitit der Zellen nur in vitro, nicht aber im in vivo Xenograft-Modell nachweisbar3>.
Die Entwicklung von neuen spezifischen KDM1A Inhibitoren wird als KDM1A-gerichtete
Therapie gegen das Neuroblastom diskutiert3>190,

Eine mogliche Verminderung der KDM1A Expression konnte auch durch die Expression
einer miRNA erreicht werden, die direkt an die 3’'UTR von KDM1A bindet. Eine potentiell
tumorsuppressive Funktion, die eine Bindestelle in der 3’'UTR von humanem KDM1A
aufweist, war miR-137. In murinen LSL-MYCN;Dbh-iCre Tumoren war diese miRNA
hochreguliert, was die These einer tumorsuppressiven miRNA nicht unterstiitzte. Am
murinen Kdmla befindet sich jedoch keine Bindestelle fiir diese miRNA
(www.targetscan.org), weshalb diese Regulationsachse im murinen System keine Rolle
spielt. Im humanen Neuroblastom wurde die Funktion von miR-137 im weiteren Verlauf
der Analysen untersucht.

Eine niedrige Expression von miR-137 ging sowohl mit ungiinstigem Verlauf als auch
mit niedrigerem Uberleben von Neuroblastompatienten einher. In vitro reduzierte die
exogene Expression der miRNA sowohl Zellviabilitdt und -proliferation als auch indu-
zierte sie Apoptose, Caspase 9 Aktivitit sowie neuronale Differenzierung der Neuro-
blastomzelllinien IMR-32, SHEP und SK-N-BE. Weiterhin wurde KDM1A direkt durch die
Expression miR-137 herunterreguliert, wodurch das KDM1A Ziel TFPIZ ebenfalls regu-
liert wurde. Fiir miR-137 sind verschiedene mRNA Ziele vorhergesagt, weshalb sich die
Frage stellte, welcher Teil des Effektes von miR-137 auf die Regulation von KDM1A
zurlick ging und welcher auf den Knockdown anderer miR-137 Ziele. Ein Rettungsexpe-

riment zeigte, dass der Effekt der miR-137 Expression teilweise auf die Regulation von
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KDM1A zuriickzufiihren war, jedoch andere Ziele der miRNA ebenfalls eine funktionelle
Rolle spielen mussten. Weiterhin erklarte das Modell die phdanotypischen Unterschiede
zwischen der Expression von miR-137 und des Knockdown von KDM1A mittels siRNA,
wie zum Beispiel die Einleitung von Apoptose oder der Block der Proliferation in IMR-32

Zellen.

Anhand der durchgefiihrten Proteomanalyse wurde AKAP2 als weiteres potentiell funk-
tionelles Target der miR-137 gefunden. Dieses Protein, welches vier Bindestellen fiir
miR-137 aufweist, separiert die Prognose von Neuroblastompatienten anhand seiner
Expression in den Tumoren, was eine onkogene Funktion vermutet lasst. Der Knock-
down von AKAP2 mittels siRNA kopierte den Phdnotyp der miR-137 Expression. Im
Rahmen dieser Arbeit wurde die Bedeutung der miR-137-vermittelten Regulation von
AKAP2 nicht weiter untersucht und die direkte Bindung der miRNA an die vorhergesag-
ten Bindestellen bisher nicht validiert. In weiteren Experimenten sollte AKAP2 als po-
tentiell funktionelles Target der miR-137 naher untersucht werden. Bis zu diesem Zeit-

punkt ist noch keine Funktion von AKAP2 in Krebserkrankungen beschrieben.

Interessanterweise ist KDM1A auch in neuralen Vorlduferzellen exprimiert und intera-
giert hier mit dem Transkriptionsfaktor NR2E1. Dieser nukleare Rezeptor wird aus-
schliefdlich im embryonalen Neuroepithelium exprimiert und reguliert hier die Expres-
sion von miR-137. KDM1A gilt als transkriptionaler Ko-Repressor von NR2E1 und eine
erh6hte Expression von miR-137 in neuralen Stammzellen fiihrt zu reduzierter Prolife-
ration und induziert neuronale Differenzierung!®l. Die Expression von miR-137 ist im
Glioblastom signifikant niedriger als im Gehirn und in neuralen Stammzellen. Weiterhin
unterstiitzt eine Uberexpression der miRNA neuronale Differenzierung in Glioblastom-
zellen. In diesen Zellen wird ein weiteres Zielgen der miR-137, namlich RTVP-1, be-
schrieben, das direkt von miR-137 gebunden wird und dessen Herunterregulation
tumorsuppressive Wirkung hat!92. Li et al. demonstrierten, dass die Expression von miR-
137 das Zellwachstum sowie die Invasion der Glioblastomzellen U87 und U373 inhibiert
und die Expression von CSE1L, einem weiteren vorhergesagten Target dieser miRNA,
reguliert1?3. Weiterhin supprimiert miR-137 die Invasion von Kolorektalkarzinomzellen
durch die direkte Bindung an FMNL2120, Andersrum fiihrt die Suppression von miR-137
in Kolorektalkarzinomzellen zu einer Uberexpression von Paxillin (PXN) und zur Inhibi-

tion der Proliferation, Migration und Invasion der Zellen1°. In Brustkrebszellen ist die
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Expression von miR-137 invers mit der von YB-1 korreliert, einem weiteren Target
dieser miRNA1%4. Sowohl CDC42 als auch CDK6 sind beschriebene Targets von miR-137
in Lungenkrebszellen, deren Proliferation durch die Expression von miR-137 inhibiert
wird!?1, Diese und weitere Publikationen unterstiitzen die These einer tumorsuppressi-
ven Funktion von miR-137 in verschiedenen Tumorentititen, die in dieser Arbeit an-
hand des Neuroblastoms gezeigt wurde. Die beschriebenen Targets der miRNA kénnten
auch im humanen Neuroblastom die tumorsuppressive Funktion von miR-137 weiter

erklaren.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Das Neuroblastom ist der haufigste solide Tumor des Kindesalters und verantwortlich
fiir ca. 15% aller padiatrisch-onkologischen Todesfalle. Eine Amplifikation des Onkogens
MYCN, durch welche die prognostisch ungiinstigste Patientengruppe definiert ist, liegt in
20% aller Neuroblastome vor. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein neues Cre-konditio-
nales MYCN-vermitteltes Mausmodell (LSL-MYCN) entwickelt. Durch die Kreuzung mit
Dbh-iCre Mausen wurde die Expression des MYCN Transgens auf Dopamin-B-Hydro-
xylase exprimierende Zellen beschrankt, was zur Entwicklung von Tumoren der Neben-
nieren, der oberen Zervikalganglien und des Ganglion coeliacum fiihrte. Die Tumore
wiesen sowohl die fiir das Neuroblastom spezifischen kleinen, blauen und runden Zellen
als auch neurosekretorische Vesikel auf. Weiterhin konnte eine signifikante Uberexpres-
sion von humanem MYCN und spezifischer Neuroblastommarker detektiert werden.
Genomische Aberrationen sowie mRNA und mikroRNA (miRNA) Expressions-Profile
entsprachen denen humaner Neuroblastome.

MiRNAs sind kurze, nicht-kodierende RNA Molekiile, die durch Bindung an mRNAs
deren Stabilitat und Translation regulieren. Die Bedeutung von miRNAs in der Tumorbi-
ologie ergibt sich aus der Regulation von Onkogenen und Tumorsuppressorgenen. In
humanen primaren Neuroblastomen war die niedrige Expression der miRNAs miR-542-
3p und miR-137 mit unglinstiger Prognose assoziiert und eine Herunterregulation von
miR-542-3p konnte auch in Tumoren des LSL-MYCN;Dbh-iCre Modells beobachtet wer-
den. Die Funktion beider miRNAs wurde in vitro in praklinischen Modellsystemen des
humanen Neuroblastoms detailliert untersucht. Die ektope Expression der miRNAs
reduzierte die Zellviabilitat und Proliferation, erh6hte die Apoptoserate und induzierte
einen Zellzyklusarrest. Weiterhin wurde die direkte Bindung der vorhergesagten Ziel-
mRNAs KDM1A (miR-137) und Survivin (miR-542-3p) mittels Luziferase Reporter Ana-
lysen validiert und die Regulation sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene verifi-
ziert. Die Herunterregulation der Zielgene in Neuroblastomzellen stellte eine Phanoko-
pie der Effekte einer exogenen Expression der jeweiligen miRNA dar. Die Spezifitat der
miRNA-vermittelten Regulation wurde durch ektope Expression des Zielgens mit mu-
tierter miRNA-Bindestelle nachgewiesen. Eine Therapiesimulation in Neuroblastom-

Xenografts mit miR-542-3p-beladenen Nanopartikeln zeigte sowohl eine Herunterre-
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gulation des Zielproteins Survivin als auch eine Reduktion der Proliferation und Erho-
hung der Apoptoserate in den Tumorzellen.

Die Etablierung des neuen LSL-MYCN;Dbh-iCre Neuroblastom-Mausmodells kann dabei
helfen sowohl die Pathogenese des Neuroblastoms besser zu verstehen als auch potenti-
ell Neuroblastom-relevante Gene und miRNAs zu identifizieren. Eine Weiterentwicklung
dieses Modells durch Kombination mit anderen Mausmodellen, die potentiell Neuro-
blastom-relevante Gene regulieren, konnte im Zusammenspiel mit neuen Behand-
lungsstrategien Einblicke in die Wirksamkeit von kiinftigen Neuroblastomtherapien
geben. Die Behandlung humaner Neuroblastompatienten mit tumorsuppressiven
miRNAs, wie miR-542-3p und miR-137, kénnte ein moglicher Ansatz sein den aggressi-

ven Verlauf dieser Erkrankung zu reduzieren.
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7 Abstract

Neuroblastoma is a common solid tumor of infancy and accounts for more than 15% of
pediatric cancer deaths. Amplification of MYCN oncogene defines the most aggressive
subtype of neuroblastoma with poor prognosis. In the present study, a new Cre-condi-
tional MYCN-driven transgenic mouse model was generated to analyse tumorigenesis in
vivo. When targeting MYCN expression to the neural crest in transgenic LSL-MYCN;Dbh-
iCre mice, palpable tumors developed, which arose predominantly from both adrenals,
but also from superior cervical ganglia and ganglion coeliacum. LSL-MYCN;Dbh-iCre-
induced tumors consisted of small round blue cells and possessed neurosecretory
vesicles. Expression of human MYCN and specific neuroblastoma marker genes was high
in tumors. Furthermore, murine neuroblastomas recapitulated genomic aberrations and
MYCN mRNA as well as microRNA (miRNA) signatures described for human neuroblas-
toma. MiRNAs are small noncoding RNA molecules that bind target mRNAs resulting in
translational repression or degradation of the mRNA. In cancer, they can act as tumor
suppressors or oncogenes. In human primary neuroblastomas, low expression of miR-
542-p and miR-137 was highly correlated with unfavourable prognosis and miR-542-3p
was upregulated in murine LSL-MYCN;Dbh-iCre tumors. Exogenous expression of these
miRNAs in established neuroblastoma cell lines reduced viability and proliferation,
increased apoptosis and induced cell cycle arrest. Furthermore, direct interaction be-
tween the predicted targets survivin (miR-542-3p) and KDM1A (miR-137) was validated
by luciferase reporter assays and regulation was demonstrated on mRNA as well as
protein level. Ectopic expression of miR-542-3p or miR-137 phenocopied the knock-
down of respective targets. In addition, we were able to validate a direct interaction
between miRNAs and their targets by performing rescue experiments. Treatment of
mice bearing neuroblastoma xenografts with miR-542-3p-loaded nanoparticles resulted
in downregulation of survivin and induced reduced tumor cell proliferation as well as
increased apoptosis.

In conclusion, the novel LSL-MYCN;Dbh-iCre neuroblastoma mouse model contribute to
a better understanding of MYCN-driven neuroblastoma and to identification of relevant
genes and miRNAs. Combination with other transgenic models, regulating potential
relevant genes, could provide new insights into neuroblastoma tumorigenesis. Restoring
function of tumor suppressive miRNAs, such as miR-542-3p or miR-137, could represent

a feasible approach to reduce neuroblastoma aggressiveness.
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