Aus dem Institut fir Neuropathologie der Medizinischen Fakultét
der Otto-von-Guericke-Universitdt Magdeburg
Direktor: Prof. Dr. med. habil. Dr. h.c. Ch. Mawrin

Epithelial-mesenchymale Transition (EMT) in Meningeomen:
Untersuchungen zur Rolle von E-Cadherin und E-Cadherin-
assoziierter Transkriptionsfaktoren

Dissertation

zur Erlangung des Doktorgrades
Dr. med.

(doctor medicinae)

an der Medizinischen Fakultat
der Otto-von-Guericke-Universitdt Magdeburg

vorgelegt von Maren Louise Anna Wallesch
aus Ulm
Magdeburg, 14.08.2017



Bibliographische Beschreibung:

Wallesch, Maren
Epithelial-mesenchymale Transition (EMT) in Meningeomen: Untersuchungen zur Rol-
le E-Cadherin-assoziiereter Transkriptionsfaktoren. — 2017. 83Bl., 10 Abb., 5 Tab.,

Kurzreferat

Als Epithelial-Mesenchymale Transition (EMT) wird eine Vielzahl biochemischer Pro-
zesse bezeichnet, die es der ortsstandigen und polaren epithelialen Zelle ermdglichen,
mesenchymale Eigenschaften und ein migratorisches Potential anzunehmen. Sie spielt
eine wichtige Rolle in der Embryogenese und der Organentwicklung. Zunehmende
Hinweise legen auBerdem eine fundamentale Rolle der EMT in der Tumorbiologie na-
he, vor Allem in der Formation von Metastasen, der Tumorprogression sowie der Resis-
tenz gegen Chemotherapeutika. Hinweise auf einen Zusammenhang zwischen EMT
und Tumorbiologie konnten bereits fir verschiedene Tumoren, wie etwa Kolonkarzi-
nome gezeigt werden. Um eine mdgliche Rolle der EMT in der Biologie humaner Me-
ningeome aufzuzeigen, wurde die Expression von E-Cadherin, einem Protein der
Adherens Junctions, und E-Cadherin-assoziierter Transkriptionsfaktoren sowie dem
Tight Junction assoziierten Protein Zonula-Occludens-1 unter unterschiedlichen expe-
rimentellen Bedingungen untersucht. Ferner wurde die Mdoglichkeit, das EMT-
assoziierte Expressionsprofil von Meningeomzellen durch den Wachstumsfaktor Trans-
forming Growth Factor-8 (TGF-R) zu beeinflussen, gepriift. Es konnte gezeigt werden,
dass es signifikante Unterschiede zwischen Meningeomen unterschiedlicher WHO-
Grade gibt, insbebesondere was die Expression des Glykoproteins E-Cadherin betrifft.
AuRerdem konnte gezeigt werden, dass sich die Expression der untersuchten EMT-
Marker in Meningeomen mit malignen Charakteristika von der Vergleichsgruppe unter-
scheidet und, dass diese veranderten Expressionsmuster in wesentlichen Teilen mit ei-
ner EMT in Meningeomen vereinbar sind.
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1  Allgemeiner Teil

1.1 Meningeome

Eine der frihesten bekannten Beschreibungen eines Meningeoms geht auf den Schwei-
zer Arzt und Schriftsteller Felix Plater zurtick. Im Jahre 1614 beschrieb er im Autopsie-
bericht des Caspar Bonecurtius eine Raumforderung, bei der es sich, nach heutigen Er-
kenntnissen, am ehesten um ein Meningeom handelte (Lee 2010). Diese Charakterisie-
rung mag eine der altesten der Neuzeit sein. Die durch Meningeomwachstum verursach-
te charakteristische Hyperostosis des oberen Calvariums, erlaubt es jedoch, mit einiger
Sicherheit Meningeome im Nachhinein an weltweit bislang 11 fossilen Funden, zu di-
agnostizieren, wobei der alteste derzeit bekannte auf ein Alter von circa 365.000 Jahren
geschatzt wird (Zhang et al. 2011).

Den Begriff ,,Meningeom* priagte erst Harvey Cushing 1922 in seiner ,,Cavendish Lec-
ture*(Cushing 1922), um die bis zu diesem Zeitpunkt ungenugend klassifizierten neuro-
axialen Tumoren, als deren Ursprung er, wie aus der Namensgebung ersichtlich, die
Meningen vermutet, zu beschreiben. In Zusammenarbeit mit Luise Eisenhardt entsteht
schlieBBlich 1938 das Werk ,,Meningeomas®, das detaillierte klinisch-pathologische Be-
trachtungen zu 313 Meningeomen enthdlt und eine weiter entwickelte Klassifikation
nach Lokalisation vorstellt, die in ihren Grundziigen bis heute klinisch gebréauchlich ist
(Bigner et al. 2006). Eine Weiterentwicklung mit Percival Bailey (Lee 2010) bildete
schlieBlich den Grundstock fur das heute genutzte Schema zur histopathologischen
Klassifikation der World Health Organisation (WHO). Gebréuchliche Subtypen geman
WHO-KIassifikation und die ihnen entsprechenden histopathologischen Merkmale sind

nachfolgend in Tabelle 1-1 aufgefihrt.
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Tabelle 1-1 WHO-KIassifikation der Meningeome

Subtypen WHO-Grad I:

Meningothelial ~ Fibroblastisch ~ Transitional Psammo- Angiomatds  Sekreto-
matdos risch
Durch kollagene Kollagen reiche Meningothe- Reichlich Blutgefale PAS-positive
Septen getrennte  Matrix; liale und fib- Psammoma machen mehr eosinophile
Lappchen; roblastische Kdrper, als 50% des Einschliisse
Eigenschaften Tumorvolu- (Pseudo-
mens aus psammoma-
Koérper),
Polygonale oder Spindelférmige Kalzifikation  Oft hyalinisiert hiufig Mast-
epltheI0|.de Zel-  Zellen mit Iangl-l- Manchmal zellen  und
len  mit rund- chen Kernen in Ossifikation Histiozyten
ovalen Kernen parallelen  oder
bastmattenartigen
Strukturen
Héufige Kernver-
anderungen: Zent-
rale  Aufhellun-
gen/eosinophile
Pseudoinklusio-
nen
Subtypen WHO-Grad II:
Atypisch Chordoid Klarzellig

Gesteigerte mitotische Aktivitét
(4 oder mehr/10HPF)

Lappchen oder Trabekel choroi-
der Zellen

Polygonale Zellen mit glykogenrei-
chem, klarem Zytoplasma

Perivaskular und interstitial

Kollagenablagerung

Prominente Nucleoli und erhéh- muzinreiches Stroma

te Kern-Plasma-Relation

Hirninvasion*

*Ergdnzung der revidierten
Klassifikation von 2016 (Louis
et al. 2016)
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Subtypen WHO-Grad IlI:

Anaplastisch Papillar Rhabdoid
20 oder mehr Mitosen/10HPF Papillares oder pseudopapillares Rhabdoide Zellen mit exzentri-
Wachstum schem Kern und prominentem
Kernkorperchen

Karzinom-, Melanom- oder Teilweise Verlust der zellularen Haufig globuldre Inklusionen im
Sarkom-ahnliche Histologie Kohésion, Zytoplasma (Intermediarfilamente)

modifiziert nach Mawrin & Perry, 2010

Die wichtigste klinische Komplikation von Meningeomen sind Rezidive. Auch nach
mikroskopisch kompletter chirurgischer Resektion wird innerhalb einer 10 Jahres-
Spanne die Rezidivhaufigkeit, je nach WHO-Grad, mit einer prozentualen Haufigkeit
zwischen 10% und 37% angegeben (ildan et al. 2007; Maillo et al. 2007). Als prognos-
tischer Wegweiser dienen bislang in erster Linie zyto- und histomorphologische Kriteri-
en, auf die sich das Grading System der WHO stitzt, sowie das Ausmal} der Resektion,
wie sie durch das Graduierungssystem nach Simpson beschrieben wird (Simpson 1957).
So sind es vor allem atypische und anaplastische Meningeome, die zu Rezidiven nei-
gen. Es gilt jedoch zu beachten, dass es ebenso niedriggradige Meningeome gibt, die
trotz kompletter chirurgischer Resektion zu Rezidiven, beziehungsweise zu untypi-
schem und invasivem Verhalten neigen (Fevre-Montange 2009; Mawrin und Perry
2010; Pecina-Slaus et al. 2012). Zur Vorhersagbarkeit dieses Verhaltens wurden bereits
Biomarker, wie die Antigene gegen Kathepsin-B und —L, die Proteine S100A5 und c-
myc, der Progesteronrezeptorstatus des Tumors (Fevre-Montange 2009) sowie
zytogenetische Verdnderungen auf den Chromosomen 9,10 und 14 vorgeschlagen
(Maillo et al. 2007). Abschliel’ende Sicherheit fiir die Prognose kann jedoch bislang

durch keinen der diskutierten Faktoren erbracht werden.

1.1.1 Epidemiologie und Atiologie

Meningeome sind mit einem Anteil von 13 bis 26% an der Gesamtheit die hdufigsten
intrakraniellen Neoplasien. Sie zéhlen nicht zu den hirneigenen Tumoren, sondern zur
Gruppe der extrazerebralen Tumoren. Die Inzidenzrate der Meningeome wird in der
Literatur mit jahrlich zwischen 1,6 und 5,5 Neuerkrankungen pro 100 000 Personen
angegeben (CBTRUS (2009-2010); Klaeboe et al. 2005).
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Heute wird angenommen, dass der meist gutartige, bekapselte Tumor seinen Ursprung
vom arachnoidalen Deckendothel der Pacchionischen Granulationen nimmt, welches
der Arachnoidea aufRen aufsitzt und an der Resorption des Liquor beteiligt ist (Weller
1983; Louis et al. 2007). Gestiitzt wird diese Annahme durch zytologische wie auch
durch funktionelle Ahnlichkeiten zwischen den Zellpopulationen: Zeigt das normale
histologische Bild der arachnoidalen Deckzellen eine einzige Schicht fibroblastischer
Zellen oder epitheloid anmutender, zusammengelagerter Zellen, so finden sich, vor al-
lem in héherem Alter, vermehrt Wirbel und psammomatése Strukturen im histologi-
schen Bild der Deckzellen, wie sie auch im Meningeom zu finden sind (Mawrin und
Perry 2010). Weiterhin gelang es Kalamarides et al. zu zeigen, dass die Ausschaltung
von NF2 in bestimmten (PGDS-positiven) arachnoidalen Vorléuferzellen bei der Maus
Meningeome erzeugt, die sogar histologisch an diverse menschliche Subtypen erinnern
(Kalamarides et al. 2011). Obwohl bezlglich dieser Theorie tber den Ursprung der Me-
ningeome in der bis dato verfiigharen Literatur ein gewisser Konsens besteht, sei an
dieser Stelle erwahnt, dass bislang kein absoluter Beweis erbracht werden konnte und
einige seltenere Meningeomvarianten, wie beispielsweise das mikrozystische Menin-
geom wiederum anderen Zellen, in diesem Beispiel den arachnoidalen Trabekelzellen in
grolRerem MaRe dhneln (Bigner et al. 2006).

1.1.2 Lokalisation

Meningeome konnen sowohl intrakraniell als auch intraspinal gefunden werden. Die
genaue Lokalisation ist zum Einen ausschlaggebend fiir die Symptomatik und beein-

flusst zum Anderen die Operabilitat und damit das klinische Outcome.

Die meisten Meningeome werden intrakraniell gefunden, gut die Halfte hiervon in der
Konvexitat beziehungsweise Falx- und Parasagittalregion. Die mogliche Klinische
Symptomatik dieser Tumore umfasst fokale Anféalle sowie im Verlauf auftretende He-
miparesen und neuropsychologische Defizite. Befindet sich der Tumor nahe der Zent-
ralregion ist das Mantelkantensyndrom, also eine meist asymmetrische Paraparese, hau-
fig zu beobachten. Weitere 30% der Meningeomfalle finden sich in der Schadelbasis.
Zu den seltener betroffenen Regionen zahlen die hintere Schadelgrube und das Ventri-
kelsystem. Ebenfalls selten (in 2-18% der Falle) finden sich Meningeome in der Orbita
beziehungsweise entlang des Nervus Opticus. Diese Lokalisation ist, moglicherweise
auch wegen der chirurgisch schwierigen Erreichbarkeit, mit vergleichsweise hohen Re-

zidivraten assoziiert. In etwa 12% der Falle werden Meningeome spinal gefunden. Inte-
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ressant ist hierbei, dass die Geschlechtsverteilung bei den spinalen Meningeomen be-
sonders asymmetrisch ist, so sind in der Literatur bei Frauen bis zu 10fache Haufungen

im Vergleich zu Mannern beschrieben.

Auch primér extrakranielle Meningeome sind beschrieben, sie finden sich am
haufigsten im Bereich der Nasennebenhohlen, sowie in der Schlafenregion.
Meningeome dieser Regionen zeigen h&ufig intraossdre Invasion, préasentieren sich
ansonsten aber meist als gut differenziert. Abzugrenzen von Tumoren mit
Knocheninvasion sind schlielich primér intraossare Meningeome, die ebenso wie
Erstere in der Lage sind eine Hyperostose oder auch fokale Osteolysen zu induzieren.
Es wird, aufgrund der Tatsache, dass eine enge ortliche Beziehung zu den Suturen
besteht, vermutet, dass diese Tumoren aus wahrend der Geburt in die Suturen
verschleppten Deckzellen entstehen (Yasargil und Abernathey 1996; Al-Mefty 1998;
Bigner et al. 2006).

Weitere Publikationen legen nahe, dass der Entstehungsort eines Meningeoms eine
gewisse Vorhersagbarkeit des histopathologischen Subtyps erlaubt. So konnte gezeigt
werden, dass Meningeome die abseits der Schadelbasis enstehen ein héheres Risiko fur
WHO - Grad Il oder IlI-Pathologie haben (Kane et al. 2011).

1.1.3 Risikofaktoren

Der einzig nachweisliche Risikofaktor fur die Entwicklung eines Meningeoms ist, nach
heutigem Kenntnisstand, ionisierende Strahlung. Diese verursacht auch in niedrigen
Dosen, vor Allem atypische Meningeome mit hohen Proliferationsindizes (Baheti et al.
2010). Fur einen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Meningeomen und
Schédelhirntraumata, Mobilfunkgebrauch oder Brustkrebs konnten bislang keine defini-
tiven Beweise erbracht werden (Inskip et al. 2001; Phillips et al. 2002; Wiemels et al.
2010).

Statistisch gesehen entwickeln Frauen zweimal haufiger Meningeome, als Manner, aus-
genommen ist hierbei der anaplastische Subtyp, der hdufiger bei Ménnern gefunden
wird. Dies legt einen generellen Zusammenhang zwischen dem Auftreten von Menin-
geomen und dem Einfluss von Sexualhormonen nahe, wobei die Rolle der Hormonab-
hangigkeit komplex zu sein scheint. Tatsachlich ist bei Frauen ein vermehrtes Tumor-

wachstum wahrend der Schwangerschaft und Lutealphase des Menstruationszyklus be-
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schrieben. Bemerkenswert ist, dass Progesteronrezeptoren ebenso haufig in den Menin-
geomen von Ménnern und Kindern nachgewiesen werden konnen, wie in denen von

Frauen.

Insgesamt lasst sich feststellen, dass die aggressiveren Subtypen haufiger Ménner be-
treffen (Bigner et al. 2006).

1.1.4 Genetik

Eine héufig in rezidivierenden, atypischen aber auch in rund 60% aller sporadisch auf-
tretenden Meningeome beschriebene Aberration betrifft das Chromosom 22 (Zankl und
Zang 1972; Mawrin und Perry 2010). Mutationen und Deletionen eines hier liegenden
Genes sind die Ursache fir die Neurofibromatose vom Typ 2 (NF2), einem familiaren
Dispositionssyndrom, das vor Allem mit dem gehduften Auftreten verschiedener Tumo-
ren des zentralen Nervensystems, darunter Schwannome, Ependymome und auch Me-
ningeome, assoziiert wird. Das betroffene Gen auf Chromosom 22, das NF2 Gen, co-
diert ein Protein, dass Schwannomin oder Merlin (Moesin-Ezrin-Radixin-Like-Protein)
genannt wird und zur ERM (Ezrin, Radixin, Moesin)- Protein-Familie gehort (Tsukita et
al. 1997).

Merlin ist ein Protein mit zahlreichen Funktionen in der Zelle. Dazu z&hlt zundchst die
Verlinkung von Transmembranproteinen mit dem Aktinzytoskelett der Zelle. AuRerdem
tragt es zur Regulierung von Zellmorphologie und Motilitat bei und, durch Interaktion
mit dem Adhésionsmolekil CD44 vermittelt es die Kontaktinhibition der wachsenden
Zellen. Hierdurch und indem es die Expression verschiedener Rezeptoren fir Wachs-
tumsfaktoren und Integrine beeinflusst und mit Singnalwegen, wie mTOR oder
Raf/MEK/ERK interferiert (Zhou et al. 2011) fungiert Merlin als Tumorsupressor-
Protein (Stamenkovic und Yu 2010).

Ferner interagiert Merlin mit Cadherinen und Cateninen in den Adherens-Junctions und
tragt so zum stabilen Zell-Zellkontakt bei. Entsprechend werden Tumoren mit funktio-
nellem NF2-Verlust als hyperproliferativ und besonders mobil beschrieben, sodass ein
genereller Zusammenhang zum Metastasierungspotential vermutet wird (Morrison
2001; Lallemand et al. 2003; Claus et al. 2005; Striedinger et al. 2008).

Mutationen und Genverluste im NF2-Gen sind in fibroblastischen und transitionalen
Meningeomen héufiger als in Meningeomen mit meningothelialem Subtyp. Verande-

rungen des Karyotyps insgesamt, neben Chromosom 22 ist auch das Chromosom 1 be-
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troffen, sind absolut in den héhergradigen Meningeomen am haufigsten(Ragel und Jen-
sen 2005; Févre-Montange 2009).

Abweichend von der WHO-KIassifikation schlagt eine auf Mikroarrays basierte Studie
die Einteilung der Meningeome in ,,Low-proliferative* und ,,High-Proliferative* Tumo-
re vor, wobei in dieser Einteilung atypische Meningeome interessanter Weise in beide
Gruppen fallen kénnen (Carvalho et al. 2007).

1.2 Die Epithelial-Mesenchymale-Transition

Im ausgehenden 19. Jahrhundert wurden bereits epitheliale und mesenchymale Zellen
voneinander unterschieden. Nur wenig spater beschrieb Frank R. Lillie, amerikanischer
Zoologe und Pionier der Embryologie, eine wechselseitige Umwandlung der beiden
Zelltypen ineinander am Beispiel der Embryogenese des Huhnes (Lillie 1908). Detail-
liertere Darstellungen dieses Konzeptes folgten unter Mitwirkung von Elizabeth Hay,
deren Arbeiten Uber Embryogenese, Tumorgenese und die Bedeutung der Epithelial-
Mesenchymalen-Transition als wegweisend gelten (Trelstad et al. 1967; Greenburg und
Hay 1982; Hay 2005). In den nachfolgenden Jahren gelang schliefflich die umfassende-
re Darstellung der EMT als ein biochemischer Prozesses, der es einer polaren, ortstan-
digen epithelialen Zelle in seinem Verlauf ermdglicht, mesenchymales Aussehen und
Charakteristika zu zeigen (Thiery 2002; Kalluri und Weinberg 2009).

Die Unterschiede zwischen epithelialen und mesenchymalen Zellen sind vielfaltig und
betreffen sowohl die jeweilige Morphologie als auch das Verhalten der Zelle im Ver-
band. Epitheliale Zellen stehen typischerweise in enger Verbindung zueinander; sie sind
durch Tight- Junctions, Gap-Junctions und Adherens-Junctions fest miteinander ver-
bunden, zeigen zudem apiko-basale Polaritdt und haften Gber die Basalmembran ihrer
Oberflache fest an. Mesenchymale Zellen hingegen zeigen keine Polarisation und besit-
zen typischerweise eine eher spindelférmige Morphologie.

Im Verlauf der EMT dissoziieren membranassoziierte Adherens-Junctions und Desmo-
somen, das Zytoskelett wird rearrangiert. Ebenso verandert sich das Expressionmuster
von Oberflachenproteinen, so dass spezifische Proteine als Marker fir EMT Verwen-
dung finden (siehe Tabelle 1-2) (Kalluri und Neilson 2003; Kalluri und Weinberg 2009;
Zeisberg und Neilson 2009).
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Tabelle 1-2 Auswahl EMT Proteom

Verminderte Expression Gesteigerte Expression

E-Cadherin N-Cadherin

Zonula-Occludens-1 Vimentin

Desmoplakin Kollagen Typ I und Il

Muc-1 Fibronectin

Syndecan-1 Transkriptionsfaktoren (SNAIL, SLUG, TWIST,
ZEB-1)

Cytokeratin-1 FTS-binding Protein

Nach Kalluri 2009

1.2.1 Kennzeichen der EMT und die Rolle von E-Cadherin

Als Cadherine bezeichnet man eine Familie von calciumabhangigen, transmembranésen
Adhasionsproteinen. Allein im Menschen sind bisher 80 verschiedene Cadherine be-
kannt. Die klassischen Subtypen: E- (Epithelial), N- (Neuronal), P- (Plazental) -
Cadherin, verfuigen hierbei Uber unterschiedliche Bindungsspezifitaten und ein charak-
teristisches Verteilungsmuster im Gewebe. lhnen gemein sind sich wiederholende Ami-
nosauresequenzen, die auch als Cadherin-Repeats oder ECs bezeichnet werden und die
tiber Linkermolekiile, wie a-Catenin, R-Catenin, p120 und Plakoglobin mit dem Aktins-
kelett der Zelle in Verbindung stehen (Tohma et al. 1992; Takeichi 1993; Huber et al.
1996).

E-Cadherin, das vor allem in Epithelien gefunden wird, gehért zu den am besten unter-
suchten Mitgliedern der Familie und wird als Prototyp fir deren Verhalten betrachtet
(Nollet et al. 2000). Zu den Funktionen der Cadherine zadhlt die Regulierung des stabilen
Zell-Zell-Kontaktes in Desmosomen und Adherens-Junctions. Beispielsweise durch
Modifikation der Catenine oder Dissoziation des Catenin-Cadherin-Komplexes kann
der Cadherin-vermittelte Zell-Zell-Kontakt moduliert werden und so eine Reorganisati-
on des Zytoskelettes beziehungsweise eine dynamische Umwandlung von Zellen und
Geweben, wie sie auch im Rahmen der EMT stattfindet, erreicht werden (Takeichi
1995). Es gibt zunehmend Hinweise darauf, dass der Verlust beziehungsweise die re-
versible Herabregulation von E-Cadherin in Verbindung zu Malignitat beziehungsweise
erhohter Invasionsbereitschaft eines Tumors steht(Tohma et al. 1992). Der Verlust gilt

aullerdem als vorrangiges Kennzeichen der EMT, oft verbunden mit einer Mehrexpres-
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sion eines anderen Mitgliedes der Cadherinfamilie dem N-Cadherin. Dieses Phdnomen
wird als ,,Cadherin Switch* bezeichnet (Kalluri und Weinberg 2009).

Zudem konnte gezeigt werden, dass Meningeome Desmosomen, also epitheliale Zell-
Zell-Kontakte aufweisen und (Schwechheimer et al. 1998) das E-Cadherin der in Me-
ningeomen vorherrschende Cadherintyp ist (Akat et al. 2003).

1.2.2 Induktoren und molekulare Mechanismen der EMT

Stoker und Perryman zeigten 1985, dass es vereinzelt moglich ist, epithelialen Zellen,
durch Zugabe von zuvor durch Fibroblasten konditioniertem Medium, Migrationsfahig-
keit zu verleihen (Stoker und Perryman 1985). Als Ursache dieser Veranderung wurde
der zundchst der als Scatter Factor bezeichnete hepatozytische Wachstumsfaktor (HGF)
erkannt, der Uber c-Met, einen Tyrosinkinaserezeptor, EMT induziert (Stoker et al.
1987; Sonnenberg et al. 1993).

Nach neuesten Erkenntnissen kann EMT {(ber eine Reihe von onkogenen Signalwegen
uber Wachstumsfaktoren induziert werden, dazu zéhlen Transforming Growth Factor-
B (TGF-B) , wnt, notch, hedgehog, nuclear factor —xB (Pecina-Slaus et al. 2012). Eine
herausragende Bedeutung kommt hierbei TGF-R zu. Dabei handelt es sich um ein Zy-
tokin, das in Abhangigkeit von Zelltyp und Kontext sehr unterschiedliche Antworten
hervorrufen kann. So beeinflusst es beispielsweise das Verhalten von Tumorzellen in
ambivalenter Weise: Zum Einen fungiert es als Tumor-Supressor. Die Supressorfunkti-
on beziehungsweise die TGF- induzierte Wachstumshemmung funktioniert tber ver-
schiedene Signalwege. Smad-vermittelte Apoptose wirkt entartetem Zellwachstum ent-
gegen. Zellzyklusarrest wird zum Einen durch die vermehrte Expression von Inhibitoren
verschiedener Cyclin-abhangigen Kinasen wie p21, die den Ubertritt der Zelle in die
G1/S-Phase des Zellzyklus vermitteln, erreicht. Zum Anderen kann durch TGF-i-
Signale die Expression des Protoonkogens c-myc gemindert werden (Datto et al. 1995).
Entsprechend finden sich bei Patienten mit Tumorerkrankungen Mutationen, etwa des
TGF-R-Rezeptors oder der Smads, die mit verminderter Ansprechbarkeit der Zelle auf
die Tumorsupressionsfunktion von TGF-R einhergehen (Massagué 2008). Im physiolo-
gischen Kontext tragt TGF-3 also zur Gewebe-Homdostase bei und fungiert als Tumor-
Supressor. Pathologische Formen des Signalweges hingegen, wie sie vor allem in
hohergradigen Tumoren gefunden werden, spielen eine Schlisselrolle hinsichtlich der
Progression und Invasivitat von Tumoren. AuBBerdem induzieren sie Angiogenese und

sind an der Suppression des Immunsystems beteiligt (Rahimi und Leof 2007; Massagué
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2008). In vitro ist TGF-B zudem als Induktor der EMT (Thiery 2002; Siegel und
Massagué 2003; Kasai et al. 2005; Kalluri und Weinberg 2009) beschrieben.

Auch TGF-B induzierte EMT ist ein hochkomplexer Vorgang, der durch eine Vielzahl
teilweise zelltypabhéangiger Signalwege gesteuert werden kann. Lee et al. beschreiben in
Zusammenfassung der Erkenntnisse des EMT-Meetings von 2005 in Vancouver, Cana-
da die folgenden Zusammenhange. Die TGF-3 abhéngige Initiierung der EMT erfolgt
einerseits Uber die Smad-3 abhéngige Aktivierung von Mitgliedern der Hairy/Enhancer-
of-split (HEY1) -Familie, nukleéren Proteinen, die als transkriptionale Repressoren fun-
gieren. Es konnte eine Reihe von Angriffspunkten fir HEY1 identifiziert werden: Dazu
zahlen die Suppression der Produktion von Notch, GSK3R und 3-Catenin. Zum Anderen
konnte eine TGF-R abhdngige Aktivierung von Smad-2 nachgewiesen werden, die tber
Interaktion mit dem Transkriptionsfaktor Tcf-Lefl EMT zu induzieren vermag. Ferner
wird ein Zusammenhang zwischen der TGF-3 vermittelten Produktion von Proteinen
der Extrazellularmatrix, vor Allem von Kollagenen und der Initiierung der EMT, durch
phosphoryliertes R-Catenin angenommen. Dieses transloziert nach Phosphorylierung in
den Zell-Nukleus und aktiviert hier EMT-Zielgene (Lee 2006). Als ein wichtiges Kenn-
zeichen der EMT qgilt der Verlust des kalziumabhangigen Zell-Zell Adhé&sionsproteins
E-Cadherin. Demzufolge geht man davon aus, dass eine Reihe von Transkriptionsfakto-
ren wie Snail, Slug (Snail2), ZEB-1 oder Twist, die E-Cadherin herab regulieren kon-
nen, als Induktoren der EMT fungieren (Medici et al. 2008).

1.2.3 Funktionelle Bedeutung der EMT

Die Bedeutung der EMT sowohl fir die physiologische als auch die pathologische Ent-
wicklung von Zellen sind vielfaltig. In vivo werden anhand des Kontextes und der funk-
tionellen Konsequenz drei verschiedene Subtypen der EMT beschrieben. So wird EMT
im Rahmen der Implantation, Embryogenese und Organentwicklung als Subtyp 1 be-
zeichnet. Subtyp 2 beschreibt EMT in der Wundheilung und Fibrosierung. Es gibt etwa
Hinweise darauf, dass die EMT in der renalen Fibrosierung bei Dialysepatienten ursach-
lich beteiligt ist (Kalluri 2009). Ein dritter Subtyp wird in Bezug auf Tumorwachstum
und Progression beschrieben; einige Autoren gehen davon aus, dass die einen malig-
nen Tumor kennzeichnenden Merkmale, wie die Befdhigung zu invasivem Wachstum,
Metastasenbildung oder die Neubildung von Gefélien, durch die Aktivierung des EMT-
Programmes initiiert werden (Desmouliere 1995; Kalluri und Neilson 2003; Kalluri und

Weinberg 2009). Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass in genetischen veranderten
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Mé&usen mit Mamma-Karzinomen die Expression des sogenannten Fibroblasten-
spezifischen-Proteins zur Entwicklung eines zur Metastasierung befahigten Phenotyps
beitragt (Xue et al. 2003; Lee et al. 2006; Tsukamoto et al. 2007). Interessant ist ebenso,
dass es zudem Hinweise darauf gibt, dass der Prozess der EMT nicht nur mit dem Er-
werb von Motilitat und Aggressivitat, sondern auch mit einer erhéhten Resistenz ge-
genuber Radio- und Chemotherapie einhergehen kann (Lee et al. 2014; Maheswaran
und Haber 2015).
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2 Zielsetzung

Ziel dieser Arbeit war es, durch die Analyse von E-Cadherin, ZO-1 und E-Cadherin-
assoziierten Transkriptionsfaktoren einen potentiellen Zusammenhang der EMT mit der
Meningeombiologie zu untersuchen. Das biologische Spektrum der Meningeome ist
grol® und ihr Verlauf bisweilen schwer vorhersagbar: Histopathologisch als gutartig
klassifizierte Meningeome zeigen vereinzelt untypisches Verhalten wie Rezidivneigung
oder Hirninvasivitat (Févre-Montange 2009; Mawrin und Perry 2010; Pecina-Slaus et
al. 2012). Ein genaueres Verstandnis einer potentiellen Beteiligung der EMT konnte in
Zukunft zur genaueren Abschéatzung des klinischen Outcomes beziehungsweise der

Prognose, gezielteren Uberwachung und effektiveren Therapieplanung beitragen.

Die vorliegende Arbeit gliedert sich hierbei im Wesentlichen in zwei Teile. Zunéchst
wurden Meningeom-Subtypen hinsichtlich der Expression verschiedener mit EMT-
assoziierter Marker analysiert. Im zweiten Teil wurde das Potential des Wachstumsfak-
tors TGF-R zur Induktion von EMT beziehungsweise EMT-ahnlichen Veranderungen

auf Meningeomzellen untersucht.

Wachstumsfaktoren
(TGF-B)

Epitheliale Zelle Pri-EMT-Zelle mesenchymale Zelle
Zellmodell
E-Cadherin
ortsstandig Desmoplakin motil
pola r Zonula-Occludens
Vimentin
Fibronectin
Meningeom
klinisch benigne invasives Verhalten

erhohte Resistenz gegeniiber Bestrahlung
und Chemotherapie

Abbildung 2-A Modellvorstellung der EMT
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3 Material

3.1 Tumorproben

Die verwendeten Tumoren stammen aus der Klinik fir Neurochirurgie des Universi-
tatsklinikums Magdeburg oder der Sammlung des Institutes fiir Neuropathologie des
Universitatsklinikums Magdeburg. Die Tumore wurden nach operativer Entfernung bis
zur weiteren Verarbeitung bei -80°C aufbewahrt. Insgesamt wurden 85 Meningeome
verwendet, darunter 63 WHO-Grad I, 15 WHO-Grad II-Meningeome und 7 WHO-Grad
I11-Meningeome. Die Patienten, von denen 58 weiblich und 27 méannlich sind, waren bei
Diagnosestellung im Durchschnitt 61,71 Jahre alt. Die Nutzung der humanen Materia-
len fur die vorliegende Arbeit wurde von der Ethikkommission der Otto-von-Guericke-

Universitat Magdeburg genehmigt.

3.2 Zellkulturlinien

Die Zelllinien, die in dieser Arbeit Verwendung finden sind bereits in der entsprechen-
den Literatur beschrieben. Die Linie Men ist eine Kontrolltransfektion mit dem Vektor,
Uber den auch die NF2-shRNA in die korrespondierenden NF2-defizienten Linien ein-
gefuhrt wurde. Die genaue Herkunft, Immortalisierung und Generierung stabiler sh-
RNA gegen NF2 kann den Erstbeschreibungen entnommen werden (Lee 1990; Strie-
dinger et al. 2008).
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Tabelle 3-1 Charakteristika der Zellinie

Name

Menll-1 (Men) / Menll-sh-
NF2

Herkunft

Humanes Meningeom (WHO-
Grad Il)

Bezugsquelle

Anita Lal, Brain Tumor Re-
search Center, University of

California, San Fransisco, USA

Primdre Meningeom Zelllinie

3.Passage eines humane

Meningeoms (WHO-Grad |)

Isolierung aus dem

Meningeom einer 63
Patientin, Sammlung Insitut
fur

Madeburg

Neuropathologie,

3.3 Gerate

Gerat Modell Hersteller
Brutschrank CB150 Binder, Tuttlingen
Brutschrank Galaxy B Roche, Grenzach-
Wyhlenster, NY, USA
Digitalkamera Powershot A 95 Canon, Amstelveen,
NL
Eliza-Reader Infinite M200 Tecan, Crailsheim
Entwicklermaschine Curix 60 Agfa Health Care,
Bonn
Fluoreszenzmikroskop Biozero Keyence-Deutschland
GmbH, Neu-Isenburg
Gewebehomogenisator Precellys 24 Peglab.Biotechnologie,
GmbH, Erlangen
Heizblock Rotilab®Block-Heater H250 | Roth, Karlsruhe
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Homogenisator

Ultra-Turrax T10 basic

IKA®, Staufen

Lampe

KL 1500 LCD

Zeiss, Oberkochen

Magnetrihrer

Variomag Mono

Thermo Scientific,

Waltham, MA, USA

Phasenkontrastmikroskop

Axiovert 40 CFL

Zeiss, Oberkochen

Photometer Biophotometer Eppendorf, Hamburg
pH-Meter CG 842 Schott AG, Mainz
Pipetten Einkanalpipetten im Volu- | Eppendorf, Hamburg

menbereich 0,5ul -20ml

Pipettierhilfe fur Zellkultur Pipettus Hirschmann, Herren-
berg
Real-Time-PCR-Maschine ABI Prism 7000 SDS Applied  Biosystems,

Foster City, CA, USA

Blotter

Trans-Blot Turbo™

BioRad, Hercules, CA,
USA

Sequenzierer

ABI Prism 310 DNA

Sequencer

Applied
Foster City,CA,USA

Biosystems,

Sterilbank

Klasse 2, Herasafe 12

Heraeus, Hanau

Temperature controller

ATC1000

WPI, Sarasota, FL,
USA

Thermocycler

Mastercycler

Eppendorf, Hamburg

Vakuumzentrifuge

Speed Vac 5301

Eppendorf, Hamburg

Wasserbad

WB 22

Memmert, Schwabach

Westernblot-Apparatur

Protean Il System

BioRad, Hercules, CA,
USA,

Zellzahler

Cellometer™ Auto T4

Peglab Biotechnologie
GmbH, Erlangen

Zentrifuge

Multifuge X1R

Heraeus, Hanau
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3.4 Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Hersteller

6 well Platten (steril)

Cellstar®

Greiner,

Frickenhausen

96 well Platten (steril)

Nunc, Roche, Grenzach-
Wyhlenster, NY,
USAlon™ Surface

Nunc, Roche,
Grenzach-
Wyhlenster, NY,

USA

Cellscraper 25cm Greiner,
Frickenhausen

Einmalzdhlkammern SD 100 Peglab Biotechnolo-
gie GmbH, Erlangen

Hyperfilm ECL 14 x 28 cm GE Healthcare Eu-

rope, Freiburg

Keramikkigelchen

Peglab Biotechnolo-
gie GmbH, Erlangen

Mikroreaktionsgefalie

05ml, 1,5ml, 2ml

Eppendorf, Hamburg

Nitrocellulose Membran Protran® Whatman, GE
Healthcare Europe,
Erlangen
Pipettenspitzen 1 pl—5000 pl Eppendorf, Hamburg
Verpackungsfolie Saran The DOW Chemi-
cals, Midland, MlI,
USA
Zentrifugenrdhrchen 15 ml, 50 ml Falcon, BD Biosci-
ence, San Jose, CA,
USA
Zellkulturflaschen (steril) 6cm?, 25cm?,  75cm?, | Greiner,
175 cm? Frickenhausen
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3.5 Chemikalien und Reagenzien

Bezeichnung

Abkiirzung/Summenformel/

Trivialname

Bezugsquelle

1-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-3,5-

diphenylformazan

MTT Formazan

Sigma-Aldrich,
Taufkirchen

1,4-Dithio-DL-threitol DTT Sigma-Aldrich,
Taufkirchen
2 x SensiMix SYBR-HiRox Bioline, Luckenwalde
5-fach RT Puffer Bioline, Luckenwalde
Acrylamid (30 %) AA Roth, Karlsruhe
Ammoniumperoxodisulfat APS Merck, Darmstadt
Ampullenwasser Ampuwa Fresenius Kabi AG,
Bad Hombrg
Diethylpyrocarbonat DEPC Sigma-Aldrich,
Taufkirchen
Dimethylsulfoxid DMSO Roth, Karlsruhe
Entwickler (2 Komponenten) G153 Agfa Healthcare,
Bonn
Ethanol EtOH Otto Fischar GmbH,
Saarbriicken
Ethylendiamintetraessigsaure EDTA Sigma-Aldrich,
Dinatrium-Salz Taufkirchen
Fetales Rinderserum FBS PAA, Pasching, AU
Fixierer G354 Agfa Healthcare,
Bonn
Formaldehyd CH,O Roth, Karlsruhe
Glycerin Roth, Karlsruhe
IsoproPAN Biotech, Aidenbachol C3HgO Roth, Karlsruhe
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Ladepuffer 5 x Protein Loading Buffer Fermentas, St.Leon-
Rot, St. Leon-Roth
Ladepuffer 2 x Loading Buffer nach | Sigma-Aldrich,
Laemmli Taufkrichen
L-Leucin L-Leu Bio&Sell e.K., Feucht
L-Methionin L-Met Bio&Sell e.K., Feucht
Magermilchpulver Roth, Karlsruhe
Methanol Mallinckrodt Baker,
Griesheim
Tetramethylethylenediamin TEMED Serva, Heidelberg
Natriumchlorid NaCl Roth, Karlsruhe
Natriumlaurylsulfat SDS Roth, Karlsruhe
Natriumorthovanandat NaVan Sigma-Aldrich,
Taufenkirchen
Penicillin/Streptomycin PS PAN Biotech,
Aidenbach
Phosphatase-Inhibitor Cocktail Calbiochem uber
Merck, Darmstadt
Phosphatgepufferte Salzlésung PBS PAN Biotech,
Aidenbach
Physiologische Kochsalzldsung NaCl Fresenius Kabi
Protein-Leiter, biotinyliert Cell-Signaling  Inc.,
FFM
Reverse Transkriptase RT New England Biolabs

Standardmarker fur Proteine PageRuler, PageRuler Plus Fermentas, St.Leon-
Rot

Stripping Puffer Restore Thermo-Scientific,
Waltham, MA, USA

Transforming-Growth-Factor- TGF-B ImmunoK, AMS Bio-
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technology (Europe)
Ltd., Abingdon, UK

Tris(hydroxymethyl)- Tris-Base Roth, Karlsruhe

aminomethan-Base

Tris(hydroxymethyl)- Tris-HCL Roth, Karlsruhe

aminomethan -HCI

Trizol Invitrogen, Karls-
ruhe

4-(1,1,3,3- Triton X100 Sigma-Aldrich,

Tetramethylbutyl)phenyl- Taufkirchen

polyethylene glycol

Trypsin PAN Biotech,
Aidenbach

Tween 20 Merck, Darmstadt

3.6 Antikorper

Primarantikorper Hersteller Verdlnnung

EMT-Antibody Sampler Kit Cell Signaling Inc., FFM Westernblot 1:1000

Merlin (NF2-Antikorper) Santa Cruz, Biotechnology, | Westernblot 1:1000
Inc.; CA, USA

Snail 1 (Snail), Snail 2 (Slug), | Cell Signaling Inc., FFM Westernblot 1:1000

Twist, Zeb-1

3.7 Sekundéarantikorper

Sekundérantikérper Hersteller Verdinnung

Goat-anti-rabbit (HRP-gekoppelt) | Thermo Scientific, Waltham, | 1:1000
MA, USA
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Goat-anti-mouse  1gG  (HRP- | Thermo Scientific, Waltham, | 1:1000
gekoppelt) MA, USA

3.8 Puffer und Losungen

Puffer Zusammensetzung

APS-Lo6sung: 10g APS ad 100ml Aqua dest.
Einfriermedium Zellkulturmedium + 24% FBS + 7% DMSO
Laufpuffer (pH 8,3) 15,19 Tris-Base

72g Glycin

5,0g SDS

5000ml Aqua dest.

Lysis-Puffer 1ml RIPA-Puffer
10pl 100mM Na-ortho-vanadat
10pl Proteaseinhibitor-Coktails

1ul 1M DTT

Transferpuffer 7,57 g Tris-Base
28,15 g Glycin
500 ml Methanol

2500 ml Aqua dest.

1,88 M Tris/HCI (pH 8,8): 56,9 g Tris-Base

ad 250 ml Aqua dest.

0,625 M Tris/HCI (pH 6,8): 18,9 g Tris-Base

ad 250 ml Aqua dest.




RIPA Puffer 0,24 g Tris
1,75 g NaCl
0,42 g NaF
4ml0,5M (w/v) EDTA
2 ml Triton-X 100
0,67 ml 30 % (w/v) SDS
1 g Deoxycholat

ad 193,33 ml Aqua dest.

0,5 % (w/v) SDS-Loésung: 0,59 SDS

ad 200 ml Aqua dest.

3.9 Zellkulturmedien

Medium Hersteller

RPMI 1640 PAA, Pasching, AU

Dulbecco’s modified Eagle Medium PAA, Pasching, AU
(DMEM) high Glucose

3.10 Kitsysteme

Kitsystem Hersteller

RNA Midi Easy Kit QIAGEN, Venlo, NL

QlAamp DNA Mini Kit QIAGEN, Venlo, NL
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QlAamp DNA Blood Mini Kit

DC Protein Assay

QIAGEN, Venlo, NL

BioRad, Hercules, CA, USA

cDNA Synthesis Kit

Bioline, Luckenwalde

3.11 Primer Systeme fur PCR

Name Sequenz Annealing
Temperatur
CDH-1-F (E-Cadherin) 5¢-tga agg tga cag agc ctc tgg 60°C
at-3¢
CDH-1-R (E-Cadherin) 5°-tgg gtg aat tcg ggc ttg tt-3° 60°C
SNAI1-101-F 5¢-gct cct tcg tte tec te-3¢ 55°C
SNAIL1-R 5°-gag atc ctt ggc ctc aga ga-3’ 55°C
SLUG-119-F 5¢-cat acc aca acc aga gatcc-3¢ 55°C
SLUG-R 5’-gag gag tat ccg gaa aga gg- o
3> 55°C
TWIST-88-F 5’-ctc gga caa gct gag caa ga- o
3 55°C
TWIST-R 5’-cag ctt gcc atc ttg gag tc-3 55°C
ZEB-1-80-F 5‘-aag aaa gtg tta cag atg cag 55°C
ctg-3¢
ZEB-1-R 5¢-ccc tgg taa cac tgt ctg gtc-3¢ 55°C
Z0O-1-F 5’-aag tca cac tgg tga aat cc-3’ 60°C
Z0-1-R 5¢~ctc ttg ctg cca aac tat ct-3° 60°C
3.12 Gellésungen fur SDS-Polyacrylamidgele
3.12.1 Trenngel
Substanz 8%iges Gel 12%iges Gel 15%iges Gel
Aqua dest. 2ml 1,1ml 0,6ml
Acrylamid (30%) 1,6ml 2,5ml 3ml
1,88M Tris/HCL  1,2ml 1,2ml 1,2ml
SDS (5%) 1,2ml 1,2ml 1,2ml
TEMED 5ul 5ul 5ul
APS 30ul 30ul 30pl
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3.12.2 Sammelgel

Substanz 4%

Aqua dest. 0,87ml
Acrylamid (30%b) 0,33ml
0,625 M Tris/HCL 0,4mi
SDS (5%0) 0,4mi
TMED 2ul
APS 10pl
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4  Methoden

4.1 Zellbiologische Methoden

Jegliche Zellkulturarbeiten wurden an einem Arbeitsplatz der Sicherheitsstufe S1 unter
sterilen Bedingungen an einer Werkbank der Schutzklasse 11, mit autoklavierten Geré-

ten beziehungsweise steril filtrierten Losungen, durchgefihrt.

Die Zellen wurden in einem CO,-Begasungsbrutschrank, bei 37°C, 5% CO, kultiviert.

4.1.1 Kultivierung der Zellen

Je nach Verwendungszweck wurden fir die Anzucht der verschiedenen Zelllinien un-

terschiedliche sterile Kulturgefale verwendet.

Bei Bedarf erfolgte eine Subkultivierung der Zellen nach Ausbildung eines sub-
konfluenten Monolayers. Zunédchst wurde das Kulturmedium entfernt und die Zellen
einmal mit 5ml PBS gewaschen, um abgestorbene Zellen, Zelltrimmer und Reste ver-
brauchten Mediums zu entfernen. Anschlielend wurden die Zellen mit 2ml Tryp-
sinfEDTA-L6sung bedeckt und flr circa 2 min bei 37°C inkubiert. Hierbei 16sen sich
die Zellverbande ab. dies wurde mehrfach mit dem Mikroskop kontrolliert, bei Bedarf
kann das Abldsen durch leichtes Klopfen an der Zellkulturflasche (,,shake off*) vervoll-
standigt werden. Die Zellsuspension wurde schlieBlich nach Auffullen auf 5 ml mit
PBS 10min bei 1000rpm zentrifugiert. Das so erhaltene Zellpellet wurde durch vorsich-
tiges Resuspendieren in 10ml warmem Kulturmedium gel6st und die Zellen, je nach
Zelltyp, etwa im Verhdltnis 1:10 bzw. 1:5 (Primdarkulturen) auf mehrere Zellkulturge-
falke verteilt.

4.1.2 Gewinnung von Primarkulturen

Um kultiervierbare Zellen direkt aus einem frischen Meningeom zu gewinnen, wurde
folgendermalien verfahren: Ein diagnostisch nicht bendtigter Anteil des Tumors wurde
vorsichtig durch ein 200pum Stahlsieb gestrichen. Die Zellen und Gewebereste wurden
in einer Petrischale mit angewdarmtem Medium zunéchst aufgefangen und schlief3lich in

eine Zellkulturflasche Uberfiihrt. Nach 24h, sobald die meisten Zellen adhérent sind,
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wurde das Medium mitsamt Geweberesten und Zelltrimmern entfernt und gegen fri-

sches ausgetauscht.

4.1.3 Kryokonservierung

Zur Kryokonservierung wurden die Zellen wie zum Passagieren vom Boden des Kul-
turgefélRes durch Trypsin/EDTA abgeldst. Nach einer 10-minttigen Zentrifugation bei
1000rpm wurde der Uberstand dekantiert, das Zellpellet mit Medium zur Kryokonser-
vierung (glycerol- und DMSO-haltig) resuspendiert und in Teilmengen zu je einem
Milliliter in frische Kryorohrchen tberfuhrt. Diese wurden zunéchst in einer dickwandi-
gen Styroporbox auf -80°C herunter gekihlt, um Schaden durch Kristallisationsprozesse
beim Einfrieren zu vermeiden. Nach 24-48 Stunden wurden die Geféle zur Langzeit-

aufbewahrung in die Dampfphase Flussigstickstoff (-196°C) umgelagert.

4.1.4 Bestimmung der Zellzahl

Fur die Bestimmung der Zellzahl wurden die Zellen, wie unter 4.1.1 beschrieben, abge-
lost und sedimentiert, um anschliefend in einer definierten Menge Medium
resuspendiert zu werden. 20l dieser Zellsuspension wurden in eine Zahlkammer gege-
ben und die Zellzahl/ml mithilfe des Zahlgerates Cell Counter™ und der entsprechen-

den Software bestimmt.

4.2 Polymerase- Ketten- Reaktion

4.2.1 RNA Isolierung

RNA aus Zellkulturen wurde mittels Trizol-Methode, modifiziert nach der von
Chomczynski (Chomczynski und Sacchi 1987) vorgestellten Methode zur RNA-
Isolierung, gewonnen. 1ml Trizol Reagent wurde hierbei den, mit PBS gewaschenen
Zellen hinzugefugt und fiir 5 Minuten in bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend
wurde der Inhalt aus dem ZellkulturgefaR in Eppendorf-Reaktionsgefale uberfuhrt, mit
300pl Chloroform vermischt und anschlief3end fir 15 Minuten bei 10 000rpm zentrifu-
giert. Die wassrige Phase mit der isolierten RNA, die sich absetzt, wurde in ein frisches
Reaktionsgefal Gberfuhrt, mit 700ul Isopropanol versetzt und fir 10 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach erneuter Zentrifugation bei 4°C und 10 000rpm fiir 10

Minuten wurde der Uberstand verworfen und das zuriickbleibende Pellet mit 75% eis-
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gekuhltem Ethanol gewaschen. Das vollstandig getrocknete Pellet wurde mit 60pl
DEPC-Wasser versetzt und die RNA durch Schutteln im Mikroshaker fur weitere 10
Minuten bei 64°C vollstandig gelost.

Die Tumoren fir die RNA Isolierung stammten aus der Sammlung des Institutes fir
Neuropathologie Magdeburg. Ihre Aufbewahrung erfolgte bei -80°C.

Die Isolierung der RNA erfolgte mittels des RNA Midi-Easy Kits der Firma Qiagen
gemal den Angaben des Herstellers. Um das Kontaminationsrisiko der RNA mit den
ubiquitar vorkommenden RNasen moglichst gering zu halten, wurde jegliche Arbeit mit
RNA mit Einmalhandschuhen und unter Verwendung von fur den Umgang mit RNA
vorbehaltenen Geratschaften durchgefihrt.

Gewebestiicke mit einer Masse von etwa 30mg wurden mittels eines Skalpells soweit
wie moglich zerkleinert, in die Qiagen-Shredder-Saulen gegeben und in 600ul RLT-
Puffer lysiert. Durch ein-minitiges Zentrifugieren bei 14.000rpm wurde das Lysat ho-
mogenisiert.

Die Isolierung der RNA aus dem Homogenisat erfolgte geméll dem ,,Protocol for Isola-
tion of Total RNA* des Herstellers: Guanidium-Thiocyanat haltiger Puffer denaturiert
zunachst RNasen. Anschlielende Zugabe von Ethanol schafft fir die RNA optimale
Bedingungen um selektiv an die Silica-Gel-Membran der im Kit enthaltenen Spin-
Collums zu binden. Durch drei Waschschritte werden etwaige Kontaminationen entfernt
und die RNA schlieflich in 50 - 80ul in DEPC-Wasser vollstandig gelést. Um etwaige

Degradation zu verhindern wurde RNA bei -80° Celsius gelagert.

4.2.2 Photometrische Bestimmung der Nukleins&urekonzentration

Nukleinsdurgehalt und Reinheit der gewonnenen Proben kdnnen mittels spektralphoto-
metrischen Analysen im UV-Bereich bestimmt werden.

Gemessen wird die Extinktion einer im Verhaltnis 1:12 mit DEPC-Wasser verdunnten
RNA-LGsung bei 260 und bei 280nm. Die Konzentration lasst sich nach folgendem
Verhaltnis ermitteln:

Eine bei 260nm gemessene Optische Dichte (OD) von 1 entspricht 40ug/ml RNA; dem-

nach ergibt sich:
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(4221) C= ODZGOnm *E*V

= Konzentration in

OD260nm = Optische Dichte bei 260nm
= Extinktionskoeffizient (40ng/ul fir RNA 50ng/ul fir DNA)
= Verdlnnung des Messansatzes

Ferner lasst sich aus dem Verhéltnis der bei 260nm zu der bei 280nm gemessenen OD
die Qualitat der RNA bestimmen. Fir eine reine RNA-Isolierung, liegt dieses Verhaltnis
bei 2,0. Ist die Nukleinséure-L6sung hingegen mit zum Beispiel Proteinen kontaminiert,

ist das VVerhéaltnis um einiges kleiner.

4.2.3 Reverse Transkription

Die einzelstrangige RNA dient bei der reversen Transkription als Matrize zur Synthese
eines komplementdren DNA Stranges (cDNA). Die so hergestellte cDNA ist wider-
standsfahiger als RNA, da sie nicht durch RNasen degradiert werden kann. Zudem ist
die Synthese von cDNA Voraussetzung fir die Polymerasekettenreaktion, die DNA-
abhangige Polymerasen verwendet. Die Synthese erfolgte mit dem cDNA Synthesis Kit

der Firma Bioline.

Ein Ansatz enthalt pro Probe 2ug/pl RNA, dieser wurde fur den Probenmix zunéchst
mit DEPC-Wasser gemischt. Die Menge ist dabei variabel und hangt von der RNA-
Konzentration der Stammldsung ab. Es wurde so viel DEPC behandeltes Aqua bidest.
hinzugefugt, dass das Gesamtvolumen eines einfachen Ansatzes der Reversen Trans-
kription 20ul betrug. Die verdiinnte RNA wurde anschliefend 10 Minuten lang bei
70°C im Thermocycler inkubiert und anschlielend in Eis abgekuhlt, um zunéchst Se-
kundarstrukturen der RNA aufzultsen, bevor der Reaktionsansatz hinzugefugt wurde.

Reaktionsansatz:

5x Reaktiosnpuffer: 4ul
Hexanucleotidprimer:  4pl
Nucleotide (25mM :) 0, 4ul
Reverse Transkriptase: 0, 25ul
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Der gesamte Ansatz wurde fiir 55 Minuten bei 42°C inkubiert und die Reaktion schlief3-
lich durch 15 mindtiges Erhitzen auf 70°C beendet. Die so synthetisierte cDNA ist so-

fort fur die Polymerasekettenreaktion einsetzbar, ihre Lagerung erfolgte bei -20°C.

424 SYBRgreen™ basierte Real Time PCR
Die Echtzeit-Reverse Transkriptions-PCR (real time RT-PCR) mit SYBRgreen™ er-

folgte mit dem AbiPrism 7000 Sequence Detection System, basierend auf dem von
Schmittgen et al. vorgestellten Prinzip (Schmittgen et al. 2000). Die Quantifizierung
erfolgt relativ, das bedeutet, die in der Probe vorhandene RNA-Menge des gewéhlten
Zielgens wird hierbei als Vielfaches eines Referenzgenes, wie Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) dargestellt. Die Genexpressionsanalysen wurden

nach folgendem Reaktionsansatz durchgefiihrt:

Zusammensetzung des Reaktionsansatzes:

SYBR-Green: 8,26l

HPLC-Wasser:  5,3ul

Vorwartsprimer:  1pl

Rickwartsprimer: 1l

cDNA: 1l
Die Echtzeit-Polymerasekettenreaktion nach reverser Transkription von RNA in cDNA
ist eine Abwandlung der klassischen PCR, wie sie von Mullis et al. vorgestellt wurde
(Mullis et al. 1986). VVoraussetzung ist der Fluoreszenzfarbstoff SYBRgreen™, der un-
ter Zunahme der Fluoreszenzintensitét in die doppelstrangige DNA-Helix interkaliert.
Es entsteht ein fluoreszierender Komplex, der Licht bei einer Wellenldnge von
Amax = 494 nm absorbiert und bei einer Wellenldnge von Amax = 521 nm emittiert. Am
Ende eines PCR-Zyklus wird die Fluoreszenz der gebildeten DNA Doppelstrange ge-
messen, was eine kontinuierliche Aufzeichnung der Produktbildung Uber die Zeit er-
maoglicht. Im verwendeten Mastermix ist zudem der Fluoreszenzfarbstoff ROX enthal-
ten, welcher als Standard zum Ausgleich von Pipettierfehlern dient. Division der Emis-
sionsintensitat von SYBRgreen™ durch die von ROX ergibt den sogenannten Rn
(normalized reporter). Die Intensitat der Fluoreszenz ist direkt proportional zur Pro-

duktmenge und wird als sog. Rn-Wert (normalized reporter) bezeichnet.
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Abbildung 4-A Beispielhafte Darstellung der Produktamplifikation

Die PCR-Maschine stellte die Produktamplifizierung graphisch dar durch Auftragung
der Rn-Werte (Ordinate) gegen die Zyklenzahl (Abszisse) (siehe Abb. 4-A). Zur Quali-
tatskontrolle wurde eine Dissoziationskurve der amplifizierten DNA in einem Bereich
von 60 bis 100°C erstellt. Die Auswertung erfolgte durch Analyse der C; -Werte
(threshold cycle: Schwellenwertzyklus) fur alle erhaltenen Kurven. Hierzu wurde ein
konstanter Rn-Wert festgelegt, der alle Kurven im logarithmischen Amplifikationsbe-
reich schneidet. Die zu diesem Rn-Wert gehdrigen Zyklenzahlen (C; -Werte) wurden
von der Maschine automatisch als Abszissenwerte der jeweiligen Schnittpunkte der
Kurven abgelesen und tabellarisch zusammengestellt. Zudem ist die Reprasentierung
einer urspringlichen RNA-Sequenz im Real Time PCR-Ansatz abhangig von der Men-
ge der eingesetzten cDNA und der cDNA-Synthese-Effizienz. Aufgrund dessen wird
zur Quantifizierung in der Regel ein Referenz-Gen herangezogen (House-keeping-Gen,
z.B. GAPDH). Die Normierung relative Expression (E;) des Zielgens (Z), normiert auf
GAPDH erfolgte gemaR der Beziehung: E, = 1/2" mit AC; = Cy(z) — C(GAPDH).

Die Primer wurden von der Firma Biomers, Ulm, hergestellt, HPLC gereinigt und
lyophilisiert geliefert. Mit destilliertem Wasser wurde eine Konzentration von
100pmol/ul eingestellt zur Lagerung bei -20°C. Die Gebrauchslésungen der Primer
wurden durch Verdunnen mit destilliertem Wasser auf 4pmol/pul gewonnen. Die
Primersequenzen sind unter 3.10 aufgelistet. Die Effizienz der Primer sowie ihre ideale
Annealing-Temperatur wurden vorab experimentell bestimmt. Hierfur wurde fir das

jeweilige System zuné&chst die bendtigte Annealing-Temperatur annédherungsweise mit-
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tels des Programes Gene Runner 3.0 (Hastings Software Inc.) abgeschétzt und experi-

mentell optimiert.

4.2.5 Statistische Auswertung

Alle statistischen Analysen erfolgten mit dem Programmpaket IBM SPSS, Version 21
(IBM, Armonk, NY, USA). Einfache paarweise Vergleiche zweier Gruppen erfolgten
mit dem Student-t-Test fiir ungepaarte Stichproben, auf dem Signifikanznievau p<0,05.
Fehlerbalken in den Abbildungen sind als Standardabweichung (SD) oder Standardfeh-
ler des Mittelwertes (S.E.M.) in den jeweiligen Abbildungen ausgewiesen. Die durchge-
fihrten Analysen waren hierbei explorativ, weshalb nichtadjustierte p- beziehungsweise
alpha-Werte genutzt wurden. Mitbeachtet wurden hierbei die Holm-adjustierten Werte

der Analyse.

4.3 LOH-Untersuchung

4.3.1 LOH-PCR

Fur die Loss of Heterozygosity (LOH) -Untersuchung wurde die DNA jeweils aus den
korrespondierenden Blut- und Tumorproben eines Patienten extrahiert. Hierfiir wurden
das QlAamp DNA Blood Mini Kit, beziehungsweise das QlAamp DNA Mini Kit der
Firma Qiagen, Venlo, NL gemaR dem Protokoll des Herstellers verwendet. Die so iso-
lierte DNA wurde mittels PCR amplifiziert. Zur Detektion von Allelverlusten im NF2-
Gen fanden die Mikrosatellitenmarker D225929, D22S268 und D22S421 Verwendung.

Reaktionsansatz LOH-PCR:

10x Reaktionspuffer 2,5l
Nukleotide (ANTP)  1,5ul
MgCl, (25mM) 1,5ul

F-Primer 2ul
R-Primer 2ul
Ag.dest. 14.5ul
Polymerase 0,1pl

cDNA 1l



40

PCR-Protokoll:

1. 95°C: 10min

2. 94°C: 1min

3. 72°0 1:30h

(Wiederholung ab Schritt 2 fir 30Zyklen)

4. 72°C: 10min zur Abschlielenden Polymerisation

4.3.2 Gene-Scan Auswertung

Die Analyse der genomischen DNA auf Heterozygotieverlust erfolgte mit Hilfe des ABI
Prism 310 Genetic Analyser und der zugehérigen GeneScan Software (Applied Bio-
systems, Foster City, CA). Sie erlaubte die Detektion der PCR-Produkte aufgrund der
Fluoreszenz-Markierung der PCR-Primer (6-FAM) und wies die Peaks automatisch
definierten Fragmentlangen (Allelen) zu anhand des mit auf die Kapillare gegebenen
Langenstandards (ROX-500, Applied Biosystems). Bei Vorliegen von zwei Allelen mit
detektierbarem Langenunterschied im Blut (informativer Locus) wurde geprift, ob ei-

nes dieser Allele im zugehdrigen Tumor fehlte (LOH).

4.4 Immunhistochemische Farbung

Fur die Anfertigung des Tissue Microarray (TMA) wurden in einen leeren Paraffinblock
(Rezeptor-Block) Stanzen des zu untersuchenden Gewebes (Donor-Block) eingebracht.
Hierbei handelte es sich um insgesamt 55 Proben humaner Meningeome aus der Samm-
lung des Institus fur Neuropathologie Magdeburg. Dafiir wurde der Manual Tissue
Arrayer MTA-1® (Alpha Metrix Biotech®, Rodermark, D) verwendet. \VVon den Proben
in Paraffin wurden pro Probe 3 Stanzen aus dem Donor-Block in den Rezeptor-
Paraffinblock Ubertragen. Von dem so entstandenen Rezeptor-Block wurden dann mit
dem Schlittenmikrotom (Leica®, Solms, D) mehrere Schnitte angefertigt. Die Schnitte
wurden anschlieend entparaffiniert. Hierflr wurden sie zundchst mit Protax-Clear,
einem Xylol-Ersatz, versetzt und dreimal 10 min inkubiert. Anschlielend wurde den
Schnitten Ethanol in absteigender Konzentration zugesetzt. Angefangen mit Ethanol
100%ig zweimalig fir jeweils 5 min, danach zweimalig Ethanol 96%ig fiir jeweils 5

min und anschlieBend Ethanol 70%ig fur 5 min. Die Schnitte wurden im né&chsten
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Schritt mehrfach mit destilliertem Wasser gespult und mit TBS-Tween20 fiir 20 min im
Dampfgarer erhitzt. Anschlielend erfolgte dann das Abkuhlen unter Zimmertemperatur

fur 10 min.

In den nachfolgenden Schritten wurden die Schnitte dann dreimal mit destilliertem
Wasser fur je 5 min und anschlieBend fiir 10 Minuten mit 3%igem Wasserstoffperoxid
gewaschen. Darauffolgend wurden die Objekttrager fir 1 h in Blockierldsung inkubiert.
Im ndchsten Schritt wurden die primaren Antikorper fir E-Cadherin beziehungsweise
die Transkriptionsfaktoren in einer Verdinnung von 1:100 (E-Cadherin, Snail, Slug,
Zo-1, Twist) beziehungsweise 1:200 (Zeb-1) zugegeben und tber Nacht inkubiert. Die
primdren Antikorper wurden am néchsten Tag durch dreimaliges Waschen mit TBS-
Tween 20 fiir je 5 min entfernt. AnschlieRend wurden 1-3 Tropfen SignalStain® auf die
Objekttrager aufgetragen und diese bei Raumtemperatur fir 30 min inkubiert. Daran
schlossen sich drei Waschschritte flir jeweils 5 Minuten mit TBS-Tween 20 an. Die
Proben wurden danach mi 1 ml SignalStain®-DAB Diluent 30pl SignalStain®-DAB
Chromogen Concentrate behandelt. VVon dieser Lésung wurden dann jeweils 200pul fir
10 Minuten auf beide Objekttrager gegeben. Die Losungen wurden durch das einmalige
Eintauchen in destilliertem Wasser entfernt. In den folgenden Schritten wurden die
Kerne entsprechend der Hamatoxylin-Farbung angefarbt. Die Objekttrdger wurden da-
nach fir jeweils 5 Minuten zweimalig mit destilliertem Wasser gewaschen. Fur die De-
hydrierung wurden die Objekttrager zweimalig fur 10 s in 95%igem Alkohol und da-
nach erneut zweimalig fur 10 s in 100%igem Alkohol inkubiert. Zum Abschluss erfolg-
te die Inkubation mit Protax-Clear zweimalig fur jeweils 10s und die Aufbringung eines
Deckglases auf die Proben mit Kanada-Balsam. Die Auswertung erfolgte mikrosko-
pisch. Hierbei hoben sich die Kerne violett und die jeweils markierten Proteine bréun-
lich ab. Negativkontrollen umfassten Testfarbungen nach Weglassen des priméren An-

tikorpers.

Die zytoplastmatische Farbung von Tumorzentrum und Tumorrandzone der 55 Tumo-
ren wurde semiquantitativ durch den Verfasser analysiert. Dabei wurde eine zweistufige
Bewertung vorgenommen. Waren mehr als 50% der Zellen angefarbt wurde die Far-

bung als positiv bewertet.
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4.5 Behandlung der Zellen mit TGF-I3

Fur die Behandlung wurden die Zellen in 6-Well Platten eingesat. Fur 24 Stunden
wurden die Zellen bei 0% Serumzusatz zum Medium ausgehungert, bevor sie behandelt
wurden. Rekombinantes TGF-R wurde in einer Konzentration von 5ng je ml Medium,
flir 48 Stunden hinzugefugt. Fir jeden behandelten Ansatz wurde je eine Kontrolle mit-
gefiihrt, die analog ausgehungert, jedoch ohne TGF-3 Zusatz belassen wurde.

Nach Beendigung der jeweiligen Behandlung wurde zunéchst die Morphologie der Zel-

len beurteilt, bevor sie entweder zur RNA- oder Proteinisolation eingesetzt wurden.

4.6 Proteinbiochemische Methoden

Alle Arbeitsschritte wurden soweit moglich auf Eis durchgefuhrt, um das Risiko der
Denaturierung durch Warme maoglichst gering zu halten.

4.6.1 Proteinisolierung aus Gewebe

Fur die Proteinisolierung wurden circa 30mg Gewebe von der bei -80°C kryokonser-
vierten Tumorprobe abgenommen und mit etwa 300ul frisch angesetztem Lysispuffer
uberschichtet. AnschlieBend wurde das Gemisch elektrisch mit dem Ultra-Turrax
Dispergiergerat homogenisiert und dann weitere 10min bei 14.000rpm und 4°C zentri-
fugiert. Der so erhaltene Uberstand wurde in ein 2ml Eppendorf-Reaktionsgefal iiber-
fuhrt.

Die Lagerung von Proteinen erfolgte bei -80°C.

4.6.2 Proteinisolierung aus Zellen

Das Zellmedium wurde entfernt und die Zellen zweimal mit 1XPBS gewaschen. Nach
dem zweiten Waschschritt wurde die Zellkulturfalsche fiir einige Minuten aufrecht ste-
hen gelassen, damit moglichst viel PBS sich am Boden sammelt und mit einer Pipette
abgenommen werden kann.

Je nach Konfluenz der Zellen wurden dann zwischen 50 und 300ul Lysispuffer zugege-
ben und fir 10min im Kuhlschrank inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit Hilfe
eines Zellschabers vom Flaschenboden gelést und in eine Ecke des Zellkulturflasche
geschoben und schlieBlich mit einer Pipette abgenommen und in ein 2ml Reaktionsge-

fan tberfuhrt. Die Zellsuspension wurde zum Aufschluss mit 10 Pulsen ultraschalliert,
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bevor sie wiederum bei 4°C und 14.000rpm zentrifugiert wurde. Der so erhaltene Uber-
stand wurde in ein 2ml ReaktionsgefaR3 tberfiihrt. Die Lagerung von Proteinen erfolgte
bei -80°C.

4.6.3 Proteinbestimmung

Die Proteinbestimmung erfolgte mittels einer nach Lowry modifizierte Methode (Peter-
son 1979). Dazu wurde der ,,DC Protein-Assay der Firma BioRad geméall den Angaben
des Herstellers verwendet. Die quantitative Proteinbestimmung beruht hierbei auf zwei
Reaktionen: In einer Biuretreaktion bilden Peptidbindungen und Kupfer(l1)-lonen blau-
violette Komplexe. Daran anschlieend wird Cu(ll) zu Cu(l) reduziert, welches dann
seinerseits ein Gemisch aus Phosphomolybdat und Phosphowolframat (Folin-
Ciocalteau Reagenz) zu Molybdénblau reduziert. Die intensive Blaufarbung dieser Re-
aktion kann photometrisch gemessen und zur Quantifizierung des Proteins herangezo-

gen werden. Als Eichprobe diente verdiinntes bovines Serumalbumin.

Zu 5 pl der zu analysierenden Proteinlésung sowie je 5 pl einer BSA-Verdinnungsreihe
(0; 01; 0,25; 0,5; 1,0; 1,5; 2,0; 3,0pg/pl) wurden in einer Mikrotitrierplatte 200 ul Rea-
genz B sowie 25ul des Reagenzgemisches A/S in die Vertiefung der Mikrotitrierplatten
gegeben und fir 15 min bei 37 °C inkubiert. Unmittelbar danach erfolgte die Messung
der Extinktion des Farbkomplexes bei einer Wellenldnge von 550nm und deren Aus-
wertung durch die Software Magellan 3.1. Aus jeweils zwei Proben pro Bedingung
wurde die durchschnittliche Proteinkonzentration durch Vergleich mit der Standardkur-

ve ermittelt.

4.7 Sodium-Dodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE)

Denaturierte Proteine wurden hierbei nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt. Das im
Probenpuffer enthaltene SDS bindet an die denaturierten Proteine und bedingt deren
negative Ladung. Da die spezifische Ladung dabei naherungsweise konstant ist, werden
die SDS-Komplexe im Gel nur ihrer Molmasse nach aufgetrennt.

Bei der hier verwendeten Methode nach Laemmli (Laemmli 1970), erfolgte durch ein
Sammelgel, in dessen Taschen jeweils ein Aliquot des zu untersuchenden Proteingemi-
sches pipettiert wird, eine Fokussierung der Proteine an der Grenze zwischen Trenngel

und Sammelgel. Zur Auftrennung der Proteine wurden Trenngele mit einer Konzentra-
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http://de.wikipedia.org/w/index.php?title=Phosphowolframat&action=edit&redlink=1
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tion von 8 % bzw. 15 % Acrylamid, je nach Molekulargewicht der spater im Wes-
ternblot darzustellenden Proteine, verwendet. Das Sammelgel hatte stets eine Konzent-

ration von 4 % Acrylamid.

4.7.1 Herstellung eines Polyacrylamidgels

Fur das Giellen der vertikalen SDS-Polyacrylamid-Gele und die Elektrophorese wurde
das Mini Protean Il System der Firma BioRad verwendet. Zunachst wurde das Trenngel
zwischen den Glasplatten des Gelgiel3standes gegossen, wobei ein Raum von etwa 2 cm
unterhalb des oberen Randes der kleineren Glasplatte fir das Sammelgel freigelassen
wurde. Durch einen Platzhalter von 0,7 mm Dicke wurde der Abstand der beiden Glas-
platten voneinander definiert. Bis zur vollstandigen Auspolymerisation wurde das
Trenngel mit Isopropanol uUberschichtet, um am Ende eine glatte Geloberflache zu er-
halten. Vor Hinzufugen des Sammelgels wurde das Isopropanol abgegossen. Auf das
Trenngel wurde die Mixtur fiir das Sammelgel gegossen, und ein Kamm zur Herstellung

der Taschen fir das Einfillen der Proteingemische hineingesteckt.

4.7.2 Elektrophorese

Nach Einbringen der Gele in die vertikale Elektrophoresekammer und Uberschichtung
mit Laufpuffer wurden die Kémme aus dem polymerisierten Sammelgel gezogen. In die
entstandenen Taschen wurden zwischen 40 und 60ug je nach zu untersuchendem Prote-
in des Gemisches, sowie ein Proteinstandard pipettiert. Die Auftrennung der Proteine
erfolgte bei 150V, bis das Bromphenolblau-Band des Probenpuffers am Unterrand des

Gels herausgelaufen war.

4.7.3 Proteintransfer durch Blot

Nach der so erfolgten elektrophoretischen Auftrennung werden die Proteine durch An-
legen einer elektrischen Spannung auf eine polymere Nitrozellulose-Membran aufge-
bracht. Die verwendeten Membranen zeichnen sich durch eine hohe Bindungskapazitét,
niedrigen unspezifischen Hintergrund sowie hohe mechanische Stabilitdt aus. Das so

entstehende Muster spiegelt exakt das Muster auf dem Gel wider.

Eine Transferkammer wurde mit einem Fliel? ausgelegt, auf die zwei 3mm Whatman-
Papier-Rechtecke gelegt wurden. Darauf wurde zundchst das Gel, anschliefend die
Nitrozellulose-Membran aufgebracht. Darauf folgten wiederum zwei Whatman-Papiere,
auf die ein weiteres Fliel} gelegt wurde. Es wurde darauf geachtet, dass sich keine Luft-
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blasen zwischen Gel, Nitrozellulose und Whatman-Papier befanden, ebenso wurden alle
Materialien durchgehend mit Transferpuffer feucht gehalten.

Der Transfer wurde bei einer Spannung von 200V und einer Stromstédrke von 0.5 - 0.6A
fir 90 Minuten durchgefiihrt. Die Membran wurde anschlielend in 5%ige
Blockierlosung tberfiihrt und 1 Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, um unspezifische
Bindungsstellen abzuséttigen.

4.7.4 Markierung mit spezifischen Antikdrpern

Nach der Blockierung wurde der entsprechende Antikorper in der jeweils vom Herstel-
ler empfohlenen Verdinnung in BSA und TBST (ber die Membran gegeben und uber
Nacht bei 4°C inkubiert.

AnschlieBend wurde die Membran mit PBS-T gewaschen, bevor sie wiederum 1h mit
dem entsprechenden sekundaren Antikorper (mouse oder rabbit) inkubiert wurde.
Darauf folgten zwei weitere Waschschritte in PBS, bevor die Membran mit Immobilon-
ECL-LOsung der Firma Merck Millipore, Darmstadt, behandelt wurde, deren Signal
mithilfe des Entwicklersystems der Firma Agfa sichtbar gemacht und anschlieBend digi-

tal gescannt wurde.
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5 Ergebnisse

5.1 EMT-Marker in Meningeomen

In der Literatur wird eine Reihe von molekularen Markern fiir die EMT vorgeschlagen
(Lee 2006; Kalluri und Weinberg 2009). Besondere Bedeutung kommt hierbei E-
Cadherin sowie den E-Cadherin-assoziierten Transkriptionsfaktoren Slug, Snail, Twist
und Zeb-1 zu. Diese Marker und das Tight-Junction Protein Zonula occludens 1 (ZO-1)

werden im Folgenden untersucht.

5.1.1 Charakterisierung der Meningeom-Subtypen auf
Transkriptionsebene

Um die Expression der ausgewahlten Marker auf Transkriptionsebene (MRNA-Level)

zu vergleichen, wurde die real time RT-PCR verwendet.

Zunéchst wurde die Expression vergleichend zwischen verschiedenen Subtypen von
WHO-Grad | Meningeomen betrachtet. Hierbei wurden 19 meningotheliale und 14 mit
fibroblastischem beziehungsweise transitionalem Subtyp verglichen, wobei die Zusam-
menfassung der beiden letztgenannten Subtypen (summarisch ,fibrolbastisch® in den
Abbildungen) unter Beriicksichtigung der histologischen Ahnlichkeit erfolgte, um sta-
tistisch verwertbare Fallzahlen zu erhalten.

Die Ergebnisse der Real-Time PCR sind in Abbildung 5-A dargestellt. Hierbei zeigt A
die Expression der gewéhlten Marker auf mRNA-Ebene. Im Vergleich zeigen die fib-
roblastisch/transitionalen Meningeome eine diskrete, nicht statistisch signifikante Erho-
hung der mRNA Expression von E-Cadherin und Zonula-Occludens-1. Gleichzeitig
sehen wir eine statistisch signifikante Herabregulation der Expression von Zeb-1 und
Twist und eine gleichsinnige (nicht signifikante) Herabregulation von Slug. Unter den
potenziell E-Cadherin reprimierenden Transkriptionsfaktoren reagiert demgegeniber

Snail genau entgegengesetzt.

Trotz der entsprechend verédnderten Morphologie ist klar zu erkennen, dass die Expres-
sionsmuster auf mMRNA-Ebene nicht die denkbare Hypothese einer EMT vom epithelia-
len zum fibroblastischen Subtyp stiitzen. Die Anderungen der Expressionsmuster ver-

halten sich eher umgekehrt, als fir diesen Fall zu erwarten wére.
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5.1.2 Charakterisierung auf Proteinebene

Um die Ergebnisse der Real-Time PCR zu bestétigen, wurde die Proteinexpression der
EMT-Marker exemplarisch an vier zuféallig ausgewahlten meningothelialen und drei
fibroblastischen Meningeomen untersucht. Die Ergebnisse der Westernblotanalyse sind
in Abbildung 5-A B dargestellt.

Es zeigt sich hierbei, dass die E-Cadherin Expression der verglichenen Subtypen in et-
wa gleich ist, was mit den Ergebnissen der PCR tbereinstimmt. Ausgeprégter ist dieser
Unterschied fur den Marker Zonula-Occludens, dessen Protein in den fibrobalstischen
Meningeomen deutlich vermindert erscheint. Bei Betrachtung der Transkriptionsfakto-
ren Snail und Slug fallt auf, dass Snail anndhernd gleichmaRig in den betrachteten Tu-
moren verteilt ist, Slug jedoch in den meningothelialen Meningeomen starker exprimiert

wird als in denjenigen mit fibroblastischem Subtyp.

Durch das gegeniiber der mRNA-Analyse stark abweichende Verhalten des Zellkon-
taktproteins Zo-1 und des Transkriptionsfaktors Snail ergab die Darstellung der korres-
pondierenden Proteine an dieser nur kleinen fur die Proteinbiochemie verfugbaren
Auswahl von Féllen keine wesentliche Zusatzinformation. Immerhin liefert jedoch auch
die Proteinanalytik wegen der relativen Konstanz des wichtigsten epithelialen Markers

E-Cadherin keinen glaubwirdigen Hinweis auf eine EMT beim fibroblastischen Subtyp.

5.1.3 Immunhistochemische Farbung

Die zusatzlich durchgefiihrte immunhistochemische Farbung einer Auswahl der ge-
waéhlten Marker erbrachte die in Abbildung 5-A C dargestellten Ergebnisse. Analog zu
den mRNA Daten zeigt sich hier kein wesentlicher Unterschied zwischen den Subtypen
in Bezug auf die beiden Zellkontaktproteine. Auch beziglich der Transkriptionsfaktoren
waren die Unterschiede in diesem lediglich qualitativen Test gering, wie auch Tabelle
5-1-3 zeigt.
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Tabelle 5-1-3 Immunoexpression in WHO-Grad | Meningeomen

Meningothelial Fibroblastisch/Transitional
E-Cadherin 10/10 (100%) 12/14 (86%)
Slug 10/10 (100%) 14/14 (100%)
Zeb-1 7/9 (78%) 9/13 (69%)
Snail 9/10 (90%) 12/14 (86%)
Twist 8/9 (89% 6/6 8100%)
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Abbildung 5-A: Mittelwerte + Standardabweichung der relativen Expression A der gewéhlten EMT-
Marker und E-Cadherin abhangiger Transkriptionsfaktoren in Abhdngigkeit vom histologischen Subtyp
in WHO-Grad | Meningeomen. B zeigt die Expression ausgewahlter Marker auf Proteinebene. C zeigt
immunhistochemische Farbung von E-Cadherin und E-Cadherinabhéniger Transkriptionsfaktoren in
Abhanigkeit des histologischen Subtypen.

5.2 Vergleich unterschiedlicher WHO-Grade
Ausgehend von der Uberlegung, dass bereits die haufigsten WHO-Grad I- Subtypen

zumindest auf mMRNA-Ebene ein unterschiedliches Expressionsmusters der gewahlten
Marker aufwiesen, erschien es sinnvoll, die WHO-Grade miteinander zu vergleichen.
Diese sind ebenfalls durch unterschiedliche morphologische Merkmale, aber vor allem

durch unterschiedlich aggressives biologisches Verhalten voneinander abgrenzbar.

5.2.1 Expression auf Transkriptionsebene

Verglichen wurden 36 als benigne WHO-Grad | klassifizierte Tumoren mit 11 hoher-
gradigen, davon 7 WHO-Grad Il und vier WHO-Grad I, Tumoren. Die Ergebnisse
sind in Abbildung 5-2 A dargestellt. Auf Grund der relativ geringen Fallzahl wurden die
WHO-Grade 11 und 111 zusammenfassend betrachtet. Es konnte eine signifikante Herab-
regulation der Marker E-Cadherin, sowie Zonula-Occludens-1 in den Grad II/1Il Me-
ningeomen gezeigt werden. Dies geht mit einer Mehrexpression von Slug und Zeb-1
einher, die ebenfalls ein signifikantes Niveau erreicht, wéhrend die Expression von
Twist und Snail keine signifikanten Unterschiede zeigt. Uberwiegend sind diese Ergeb-
nisse mit dem Konzept der EMT bei hoheren Tumorgraden zu vereinbaren, hierbei
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muss jedoch die, wenn auch nicht signifikante Tendenz der herab regulierten Twist-

Expression in den hohergradigen Meningeomen ausgenommen werden.

5.2.2 Expression auf Proteinebene

Zur genaueren Analyse wurden einige der gewahlten Marker zusétzlich durch Wes-
ternblotanalyse auf Proteinebene in je drei WHO-Graad | beziehungsweise WHO-Grad-

Il Meningeomen untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 5-2 B dargestellt.

Es zeigt sich, dass die Expression des E-Cadherins keine deutlichen Unterschiede zwi-
schen den Graden der WHO Kilassifikation aufweist.

Deutliche Unterschiede lassen sich im Westernblot aber fur die Expression der Trans-
kriptionsfaktoren Slug und Zeb-1 erkennen, die in den WHO-Grad | Meningeomen
starker nachgewiesen werden konnten als in den WHO-Grad Il Meningeomen. Es muss
bemerkt werden, dass diese Muster den Expressionstrends der mRNA-Analyse nicht
entsprechen. Allerdings ist zu bedenken, dass wiederum nur eine kleine und somit
mdoglicherweise nicht reprasentative Auswahl von Tumoren fur die Proteinbiochemie
zur Verfligung stand, vor allem keine WHO-Grad Il Meningeome. Ein Vergleich mit
der immunhistochemischen Féarbung (siehe Abbildung 5-B C zeigt hingegen, dass selbst
eine qualitative Methode bei einem hinreichend groRen Kollektiv auf dem Gewebe-
Mikro-Array eine deutliche Absenkung der Positivitat fir den im Rahmen der EMT
wichtigsten epithelialen Marker E-Cadherin in den malignen Meningeomen (Grad I111)
fand.

5.2.3 Immunhistochemische Farbung

Die in Tabelle 5-2-3 dargestellt sind zeigen, dass der Anteil der E-Cadherin positiven
Tumoren in den anaplastischen Meningeomen reduziert ist, wahrend die Transkriptions-
faktoren ein ausgeglichenes Expressionsverhalten zeigen. Beispiele des TMA sind in 5-
2-C dargestellt.
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Tabelle 5-2-3 Immunoexpression in verschiedenen WHO-Graden

WHO-Grad | WHO-Grad Il WHO-Grad Il
E-Cadherin 29/31 (94%) 11/12 (92%) 5/9 (56%)
Slug 13/13 (100%) 8/8 (100%) 2/4 (50%)
Zeb-1 21/28 (75%) 11/11 (100%) 6/6 (100%)
Snail 21/28 (75%) 9/12 (75%) 5/7 (71%)
Twist 15/17 (88%) 11/11 (100%) 6/6 (100%)
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Abbildung 5-B Mittelwerte der relativen Expression + Standardabweichung A der gewéhlten EMT Marker und E-Cadherin abhén-
giger Transkriptionsfaktoren in Abhangigkeit vom WHO-GradAbbildung B Westernblotanalyse ausgewahlter Marker in WHO -
Grad I und Grad Il MeningeomenAbbildung C immunhistochemische Farung ausgewéhlter Marker in WHO-Grad Il und Il Me-
ningeomen

5.3 Korrelation mit klinischem Verhalten

Die bislang erhobenen Daten legen einen Zusammenhang zwischen klinischem Verhal-
ten und Expressionsmuster nahe. Der vorliegenden Arbeit liegt die in zwischen novel-
lierte4. Auflage der WHO Kilassifikation fir Tumore des zentralen Nervensystems von
2007 zu Grunde (Feiden und Feiden 2008). Im Gegensatz zur novellierten Fassung von
2016, werden hier klinische Merkmale, wie die Invasivitat jedoch nicht umfassend be-
ricksichtigt, sodass eine Analyse der gewéhlten EMT-Marker, im Hinblick auf klini-

sches Verhalten sinnvoll ist.

5.3.1 Invasivitat

Um diesen Zusammenhang naher zu beleuchten, untersuchten wir die Expression der
gewéhlten Marker zundchst in Abhangigkeit von der dokumentierten Invasivitat. Als
invasiv wurden in diesem Kontext solche Meningeome bezeichnet, die im histologi-
schen Bild eine Hirn-Invasion zeigten. So wurden, unter dieser Fragestellung, 12 inva-
sive Meningeome, darunter 9 WHO-Grad | und drei WHO-Grad Il Tumore im Ver-
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gleich mit 34 ohne nachgewiesene Invasivitat betrachtet. Die erhobenen Daten sind in
Abbildung 5-C dargestellt.

Unter Bericksichtigung der Invasivitat zeigt sich in Zusammenschau kein eindeutiges
Expressionsmuster. Interessant ist, dass solche Meningeome, die invasives Verhalten
zeigten, eine Mehrexpression des Transkriptionsfaktors Twist aufweisen. Demgegen-
Uber steht jedoch eine Uberwiegend ausgeglichene Expression der tbrigen Transkripti-
onsfaktoren.

Vergleicht man nun diese Daten mit dem mRNA Expressionsmuster der unterschiedli-
chen WHO-Grade so zeigen sich Unterschiede: Die signifikante Absenkung in der Ex-
pression der Zellkontakt-Proteine E-Cadherin und ZO-1 bei Tumoren hoéheren Grades
(s. Abb. 5-B A) fand sich nicht in gleicher Weise bei den invasiven Tumoren wieder,
obwohl hier eine hohere migratorische Potenz vermutet werden koénnte.
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Abbildung 5-C Mittelwerte der relativen Expression + Standardabweichung der gewéhlten EMT Marker und E-Cadherin abhéngi-
ger Transkriptionsfaktoren in Abhangigkeit von der klinisch dokumentierten Invasivitéat
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5.3.2 Rezidiv

In den meisten Fallen lassen sich Meningeome im Rahmen einer kurativen operativen
Therapie vollstandig entfernen. lhre Rezidivhaufigkeit variiert zwischen den unter-
schiedlichen WHO-Graden. Bei gutartigen Meningeomen fiihrt eine vollstdndige Resek-
tion meist zu einer anhaltenden Heilung. Beim WHO-Grad | Meningeomen liegt die
Rezidivhaufigkeit zwischen 7-20 %, bei WHO-Grad Il zwischen 30-40 % und bei
WHO-Grad Il zwischen 50-80 % (Ildan et al. 2007). Betrachtet man nun die Expressi-
on der gewahlten Marker vergleichend in Meningeomen, bei denen im Verlauf ein Re-
zidiv auftrat, mit solchen, bei denen keines auftrat, so kommt es zu den in Abbildung 5-
D dargestellten Ergebnissen. Die Information tber Rezidive stammt hierbei aus der
Tatsache, dass die Rezidive (ber das Institut fur Neuropahthologie diagnostiziert wur-
den. Besonders interessant ist hierbei, dass die Tumoren, bei denen im Verlauf ein Re-
zidiv auftrat, eine signifikant geringere Expression von E-Cadherin zeigten und gleich-
zeitig eine signifikant gesteigerte Expression des Transkriptionsfaktors Slug. Trotz bei
den Ubrigen Proteinen fehlender Signifikanzen passt das Gesamtmuster durchaus zu

einer Assoziation zwischen EMT und Rezidiv.
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Abbildung 5-D Mittelwerte der relativen Expression + Standardabweichung der gewéhlten EMT Marker und E-Cadherin abhéngi-
ger Transkriptionsfaktoren in Abhangigkeit vom Auftreten von Rezidiven

5.3.3 Heterozygotieverlust im NF2-Gen

5.3.3.1 Humane Tumoren

In mehr als der Hélfte aller sporadischen Meningeome lassen sich Heterozygotieverlus-
te (LOH) im Neurofibromatose-Gen 2 nachweisen. Es gibt Hinweise darauf, dass das
Tumorsupressorprotein durch Interaktion mit E-Cadherin funktioniert und NF2 Verlust
im Meningeom mit dem Verlust der kontaktabhéngigen Wachstumshemmung und mit
einem hoheren Metastasierungspotential einhergeht (Morrison 2001; Lallemand et al.
2003; Claus et al. 2005; Striedinger et al. 2008). Aus diesem Grund wurde die Expressi-
on der EMT Marker in Bezug auf bekannte LOH im NF2 Gen hin untersucht. Die Er-
gebnisse sind in Abbildung 5-E dargestellt. Hierbei handelte es sich in der Gruppe der
Meningeome mit NF2-LOH um 5 Meningeome, von denen 3 als WHO-Grad | zu klas-
sifizieren sind und 2 als WHO-Grad Il. Demgegeniber stehen 7 Meningeome, bei de-
nen nachweislich kein LOH besteht von denen 6 einem WHO-Grad | und eines als
WHO-Grad Il Kklassifiziert wurde.

Fur den epithelialen Marker E-Cadherin zeigt sich eine annahernde Gleichverteilung der
Expression in NF2 defizienten wie auch in den Tumoren mit NF2-Wildtyp. Ahnliches
gilt fur die E-Cadherin- assoziierten Transkriptionsfaktoren. Zonula-Occludens 1 in der
NF2 defizienten Vergleichsgruppe etwa um den Faktor 2 (n.s) mehr exprimiert ist als in
den Tumoren mit NF2-Wildtyp. Ein eindeutiger Trend beziehungsweise ein klares Ex-

pressionsmuster l&sst sich aus den erhobenen Daten nicht ableiten.
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Abbildung 5-E A Mittelwert der relativen Expression +Standardabweichung der gewahlten EMT-Marker und E-Cadherin abhéngi-
ger Transkriptionsfaktoren in Abhangigkeit vom NF2 Genstatus der humanen Meningeome

Um einen moglichen Zusammenhang zwischen der Expression von NF2 und den ge-
wéhlten Markern naher zu beleuchten fuhrten wir zusétzlich ein Korrelationsanalyse
durch: Eine statistisch signifikante Korrelation zeigt sich hier zwischen der Epression
von NF2 und Zo-1 (r = 0,603), E-Cadherin (r = 0,560) und Twist (r = 0,491). Um dieses
Phédnomen nadher zu beleuchten wurde die Analyse selektiv an den Tumoren mit be-
kanntem allelischem Verlust auf de Chromosom 22 (LOH) wiederholt (n = 12). Hierbei
zeigte sich wiederum eine signifikante Korrelation zwischen der NF2 Expression und
den beiden epithelialen Markern E-Cadherin (r = 0,637) und Zo-1 (r = 0,659). In der
Korrelationsanalyse der Meningeome ohne bekannten LOH (n = 11), zeigten sich keine
statistiisch signifikanten Korrelationen.

Wie bereits oben beschrieben, werden Meningeome beim weiblichen Geschlecht bis zu

zweimal haufiger gefunden als bei Ménnern. Dies legt einen Zusammenhang zwischen
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dem Auftreten von Meningeomen und dem Einfluss von Sexualhormonen nahe. Es sei
auch erwéhnt, dass Manner haufiger aggressive oder hdhergradige Meningeome entwi-
ckeln, sodass zu vermuten ist, dass die Rolle der Hormonstimulation komplex ist (Bi-
gner et al. 2006). Eine vergleichende Betrachtung der mRNA-Expression der EMT
Marker bei Ménnern und Frauen ergab die in Abbildung 5-F dargestellten Ergebnisse.
Bei den untersuchten Meningeomen handelte es sich bei den mannlichen Patienten um
je 6 WHO-Grad | und 6WHO-Grad II/111 Meningeome. In der Gruppe der weiblichen
Meningeompatienten wurden 30 WHO-Grad | und 7 WHO-Grad 1I/11l Meningeome
betrachtet.

Besonders bedeutsam erscheint der signifikante Unterschied in der Expression von E-
Cadherin. Die Expression des epithelialen Markers ist in den Meningeomen weiblicher
Patienten rund dreimal stérker als in denen der untersuchten mannlichen Patienten, was
besonders interessant ist, wenn man bedenkt dass diese Meningeome Uberwiegend dem
WHO-Grad | zugeordnet sind.
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Abbildung 5-F Mittelwert der relativen Expression +Standardabweichung der gewéhlten EMT-Marker und E-Cadherin abhé&ngiger
Transkriptionsfaktoren in Abhé&ngigkeit vom Geschlecht der Patienten

5.4 Induzierbarkeit der EMT

Fur verschiedene Wachstumsfaktoren, darunter vor allem der Wachstumsfaktor Trans-
forming-Growth-Factor-8 (TGF-R), konnte bislang nicht nur eine Beteiligung an ver-
schiedenen Prozessen der Tumorbiologie gezeigt, sondern auch eine Induzierbarkeit der
EMT nachgewiesen werden (Kasai et al. 2005; Miettinen et al. 1994). In Anlehnung an
diese Resultate wurde das Verhalten verschiedener Meningeomzelllinien und primarer

Meningeomkulturen unter TGF- Einfluss getestet.

5.4.1 Transforming-Growth-Factor-i3

Auf ihr Verhalten unter Kultivierung mit TGF-8 wurden die Meningeomzelllinien
Men, beziehungsweise das NF2 modulierte Korrelat Men-shNF2, sowie primare

Meningeomzelllinien hin untersucht.

Alle Zellen wurden, wie unter 4.4.1 beschrieben mit 5ng TGF-R/ ml Medium behandelt,
zundchst hinsichtlich etwaiger morphologisch Veranderungen betrachtet, anschlieRend
zur RNA-Gewinnung eingesetzt und auf Veranderungen des Expressionsmusters der
EMT Marker vergleichend untersucht. Fir mRNA-Analysen wurden je drei behandelte
mit drei unbehandelten Proben verglichen.

5.4.1.1 Priméare Meningeom-Zellkultur

Eine 48 stiindige Behandlung der primaren Zelllinie mit dem Wachstumsfaktor TGF-
fihrte zu den in Abbildung 5-G A gezeigten Veranderungen. Je drei Ansétze einer
primédren Zelllinie, die aus einem meningothelialen WHO-Grad | Meningeom
gewonnen wurde, wurden der 48 stindigen Behandlung TGF-B unterzogen,
beziehungsweise unbehandelt als Kontrolle mitgefuhrt. Analog den zuvor bearbeiteten
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Tumorproben wurde anschlielend, wie unter 4.2.1 beschrieben, RNA isoliert und fir
die RT-PCR eingesetzt.

Es ist zunéchst festzustellen, dass die Behandlung mit TGF-B in der verwendeten Kon-
zentration von 5ng/ml Medium einen hemmenden Einfluss auf die Proliferation der Zel-
len hat. Morphologische Verdnderungen unter der 48 stiindigen Behandlung sind im
Vergleich mit der Kontrolle nicht ersichtlich (Abbildung 5-G B). Die Behandlung er-
brachte keine signifikanten Ergebnisse, jedoch tendieren alle betrachteten Marker zu

einer Mehrexpression unter der Behandlung.

Abbildung 5-G
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Abbildung 5-G A Mittelwert der relativen Expression +Standardabweichung ausgewéhlter EMT-Marker abhéngiger Transkripti-
onsfaktoren in einer priméren Meningeomzellinie jeweils vor und nach 48 stindiger Behandlung mit 5ng/ml TGF-R. B x200 fache
VergroRerung links vor und rechts nach der TGF- Behandlung der 3. Passage einer primédren Meningeomzellkultur, WHO-Grad |
meningothelialer Subtyp

5.4.1.2 Stabile Zelllinien

Zusétzlich zur Betrachtung der primaren Meningeom Zelllinie wurden die Behandlun-
gen auch an stabilen Zelllinien durchgefiihrt. Dies geschah vor dem Hintergrund, einen
mdoglichen Einfluss des NF2 Verlustes anhand der NF2-defizienten Men-Zellen zu ob-
jektivieren und um den Einfluss anderer Eigenschaften und genetischer Veranderungen
abschatzen zu kdnnen, zumal fir Alveolarepithelzellen (A549) (Kasai et al. 2005) oder
auch Epithelzellen der Mamma (NMuMG) (Miettinen et al. 1994) bereits gezeigt wer-
den konnte, dass TGF-B in vitro die E-Cadherin Expression modulieren und eine rever-

sible Epithelial-Mesenchymale-Transition induzieren kann.

In Men-Zellen zeigte die Behandlung mit TGF-8 nach 48h die in Abbildung 5-H A dar-
gestellte Morphologie. Eine wesentliche Anderung der Morphologie oder
Wachstumseschwindigkeit waren nicht objektivierbar.

Der morphologische Vergleich der NF2-defizienten Zellen nach Abschluss der Behand-
lung ergab ebenfalls keine wesentlichen morphologische Verénderungen, die in Abbil-
dung 5-H A dargestellt sind. Zur genaueren Untersuchung wurde analog zu den anderen
Zelllinien eine Untersuchung der mRNA Expression angeschlossen, die so erhobenen
Ergebnisse sind in Abbildung 5-H B dargestellt. Die Expression von E-Cadherin hat
sich durch die Behandlung mit TGF- nicht signifikant verandert; tendiert jedoch vor
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allem in den nicht NF2 defizienten Zellen zu einer Mehrexpression im Zuge der TGF-R
Behandlung. Bemerkenswert ist die insgesamt sehr geringe Expression von E-Cadherin.

Dies ist besonders in Zusammenschau mit der signifikanten Erhéhung des Transkripti-
onsfaktors Snail in den behandelten Men Zellen gegentiber der geringen Veranderung in
den NF2 defizienten Zellen interssant. Eine dhnliche Tendenz zeigte sich auch fiir den
Transkriptionsfaktoren Slug. Fur den Faktor Twist zeigen die NF2 defizienten Zellen

eine leichte Minderung der Expression im Zuge der Behandlung.

Abbildung 5-H
A
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Abbildung 5-H A x200fache VergrélRerug von Men-Zellen links und Men-sh-NF2-Zellen rechts vor und nach 48stiindiger TGF-
Behandlung. B Mittelwert der relativen Expression +Standardabweichung ausgewéhlter EMT-Marker in Men und Men-sh-NF2
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6 Diskussion

Plastizitat ist ein essentielles Merkmal maligner Tumore, insofern es Invasivitat und
Metastasenbildung ermdéglicht und somit eine essentielle Bedeutung fur das Verhalten
und letztendlich das klinische Outcome des Patienten besitzt. Ein genaueres Verstandnis

der zugrundeliegenden biochemischen Mechanismen ist also erstrebenswert.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden verschieden klassifizierte Meningeome
hinsichtlich der Expression verschiedener, mit der EMT assoziierter Marker analysiert
und mit klinischen und histologischen Daten abgeglichen und etwaige Assoziationen
vor allem im Hinblick auf ihre mégliche prognostische Aussagekraft hin untersucht. Im
zweiten Teil der Arbeit wurde das Potential des Wachstumsfaktors TGF-8 zur Auslo-
sung von EMT beziehungsweise zur Alteration des Expressionsmusters von EMT-
Markern an verschiedenen Meningeomzellen untersucht. Hierbei fanden sowohl prima-
re Zelllinien als auch stabile Meningeomzelllinien Verwendung. Dies erschien insofern
erfolgversprechend, als dass bereits gezeigt werden konnte, dass etablierte
Meningeomzelllinien in einem Invasions-Assay, der Migration durch enge Poren und
Sezernierung ECM-destruierender Enzyme voraussetzt, positiv auf TGF-31 reagieren
(Gogineni et al. 2012). Dies belegt auf funktioneller Ebene die in solchen Zelllinien

erhalten gebliebene migratorische Responsivitat gegenuber TGF-R.

6.1 Zur Rolle von E-Cadherin im Meningeom

Die bislang bekannte Bedeutung von E-Cadherin in der Karzinombiologie ist vielseitig:
Zum Einen wird ihm eine Tumorsuppressorfunktion in epithelialen Zellen zugeschrie-
ben und der Verlust entsprechend mit ungiinstiger Prognose assoziiert (Birchmeier und
Behrens 1994; Takeichi 1993). Zum Anderen gilt der Verlust von E-Cadherin als be-
deutendes Kennzeichen fir die abgelaufene EMT (Thiery 2002; Lee 2006; Kalluri und
Weinberg 2009; Zeisberg und Neilson 2009). Die vergleichende Betrachtung des Ex-
pressionsmusters von E-Cadherin in den verschiedenen WHO-Graden zeigte einen sig-
nifikanten Verlust in den héhergradigen Meningeomen. Dieser Verlust l&sst sich in die
Modellvorstellung von E-Cadherin als Suppressor von malignem Verhalten einfugen.
Auch die bis dato in der Literatur beschriebenen Daten zur Expression von E-Cadherin
in Meningeomen unterscheiden sich zum Teil deutlich.

Beschreiben einige Autoren beispielsweise keinen Zusammenhang zwischen der Ex-
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pression des transmembranen Glykoproteins und dem WHO-Grading (Brunner et al.
2004; Shimada et al. 2005; Panagopoulos et al. 2008), gibt es ebenso Publikationen, die
eine relevanten Zusammenhang zwischen malignem Verhalten héhergradiger Menin-
geome und einer deutlich reduzierten E-Cadherin-Expression beschreiben (Utsuki et al.
2005; Pe¢ina-Slaus et al. 2010), wie er auch aus den fir diese Arbeit erhobenen PCR-

Daten hervor geht.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass es auf mMRNA-Ebene deutliche
Unterschiede in der Expression EMT-assoziierter Marker zwischen den bekannten Me-
ningeom-Subgruppen gibt. Sowohl die héhergradigen WHO-Grad 11/111 Meningeome
als auch die mit klinisch nachgewiesenen Rezidiven, zeigen vor allem eine signifikante
Mindererxpression des epithelialen Markers und Zellkontaktproteins E-Cadherin. Ten-
denziell gilt dieser Trend auch fir Meningeome mit klinisch nachgewiesener Invasivi-
tat, auch wenn hier keine statistische Signifikanz erreicht wird. Gleichzeitig konnte ein
gegenlaufiger Trend der mit E-Cadherin assoziierten Transkriptionsfaktoren gezeigt
werden. Es konnte eine signifikante Heraufregulation der Transkriptionsfaktoren Zeb-1
und Slug in den héhergradigen Tumoren gezeigt werden (Abbildung 5-B), sowie des
Transkriptionsfaktors Slug in Meningeomen mit bekannten Rezidiven (Abbildung 5-D).
Diese Ergebnisse lassen sich mit den bislang bekannten Erkenntnissen zur EMT verein-
baren, das heilt dem Verlust der organisierten Zell-Zell-Kontakte, einhergehend mit
gesteigerter Befdhigung zu Motilitat. Dieses konnte im Wesentlichen mit klinisch ma-
lignem Verhalten assoziiert werden, da wir diese Tendenz auch unabhangig vom WHO-
Grading, durch die Gruppierung nach Invasivitit und Rezidiv zeigen konnten.

Ebenfalls flr einen Zusammenhang zwischen potentiell aggressivem Verhalten und dem
molekularen Expressionsprofil spricht die Tatsache, dass auch ein signifikanter Unter-
schied der E-Cadherin Expression in Abhdnigkeit vom Geschlecht gezeigt werden
konnte (Abbildung 5-G). Meningeome sind bei Frauen nicht nur bis zu zweimal h&ufi-
ger als bei Ménnern. Es konnte aullerdem gezeigt werden, dass Manner haufiger aggres-
sive beziehungsweise héhergradige Meningeome entwickeln (Bigner et al. 2006), was
vielleicht mit dem hdufigeren starken Verlust des Zellkontaktproteins und

Tumorsuppressors E-Cadherin in Zusammenhang stehen konnte.

Invasivitét ist ein Faktor der nicht in der alten WHO Kilassifikation berticksichtigt wur-
de (Feiden und Feiden 2008; Whittle et al. 2004), fur die Prognose des Patienten jedoch
bedeutend ist, nicht zuletzt weil er die Vollstandigkeit der chirurgischen Resektion beein-
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flusst. Die Bedeutung des Faktors Invasivitét spiegelt sich auch in der Tatsache wieder,
dass die revidierte Fassung des WHO-Gradings von 2017 (Harter et al. 2017) dieses

neben weiteren Charakteristika berticksichtigt.

Aus diesem Grund wurde die histologisch gesicherte Invasion der Meningeomzellen in
umliegendes Hirngewebe gesondert vom Grading geméalR WHO betrachtet. Ein signifi-
kanter E-Cadherin-Verlust, wie er in den hohergradigen Meningeomen gezeigt wurde,
konnte jedoch in den invasiven nicht reproduziert werden. Dabei ist zu berticksichtigen,
dass der Analyse nur eine geringe Fallzahl zugrunde liegt. Jedoch konnte der Faktor
Invasivitat in gewisser Weise unabhangig vom Grading betrachtet werden. Von den
betrachteten invasiven Meningeomen gehdrten 8 dem WHO-Grad | an, wéhrend 6 als
WHO-Grad 1I/111 klassifiziert waren. Es muss bei der Betrachtung dieser Daten auch im
Hinterkopf behalten werden, dass die mRNA fir die Analyse jeweils aus einer mehr
oder minder zufélligen Stelle des Tumors gewonnen wurde. Zellen die invasive Marker
exprimieren finden sich vermutlich jedoch eher an der ,,Invasionsfront™, nicht im tbri-
gen Tumor (Brivio et al. 2015), sodass davon ausgegangen werden konnte, dass eine
Wiederholung der Analysen mit Proben der vermuteten Invasionsfront ein verandertes
Bild der Expression zeigen konnte. Dies bliebe jedoch kiinftigen Arbeiten unter Einsatz
einer Mikrodissektion vorbehalten. Ein solches VVorgehen ldge durchaus im Bereich des
Madglichen fir eine hinreichend optimierte Real-Time-PCR oder auch inzwischen NGS-
basierter Methoden (next generation sequencing) zur Erhebung der Kopienzahlen
(Reads). Sie waren jedoch mit erheblichen methodischen Schwierigkeiten bzw. entspre-
chendem Aufwand zu deren Uberwindung verbunden und daher noch kein geeigneter
Gegenstand einer Doktorarbeit. Die Probleme l&gen z.B. darin begriindet, dass eine qua-
litativ gute Analyse Gefrierschnitte erfordern wirde mit schlechter Markierbarkeit der
Invasionsfront unter Ublichen Laborbedingungen. Hochtechnologische Entwicklungen
in Richtung einer automatisierten Mikrodissektion nach Vorgabe eines parallelen H&E-
Préparates laufen jedoch.

Auch in der Literatur verdichten sich die Hinweise, dass die Rolle von EMT in der
Metastasierung und Invasion komplexer sind als bislang angenommen. Maheswaran et
al. fassen dies so zusammen, dass es bislang wenig klinische Belege fiir EMT im Tumor
gibt, vielmehr sei es bislang ein Phdnomen aus in vitro Modellen (Maheswaran und
Haber 2015).



67

Der Zusammenhang zwischen Invasivitat und der Expression von E-Cadherin riickt
zunehmend in den Fokus des Interesses. Panagopulus et al. haben unter anderem den
Zusammenhang zwischen verschiedenen Proteinen des Fettsdurestoffwechsels sowie
Adhasionsproteinen wie E-Cadherin und WHO Grading sowie Faktoren wie Invasivitat
und Rezidivneigung verglichen. Hierbei konnte fiir die E-Cadherin-Expression keine
Korrelation festgestellt werden. Die Studie propagiert allerdings eine entscheidende
Rolle von Fettséuren fur die Progression der Meningeome (Panagopoulos et al. 2008).
Zhou et al. hingegen konnten zeigen, dass es einen immunhistochemisch belegbaren
inversen Zusammenhang zwischen der Expression von E-Cadherin, Invasion, dem den
Tumor umgebenden Odem und der Rezidivneigung gibt (Zhou et al. 2010). Gay et al.
zeigten in einer Multiparamteranalyse aus klinischen Daten und molekulargenetischen
Daten dass sich invasive von nicht invasiven benignen Meningeomen hinsichtlich ihres
Expressionsmusters fur Thrombospondin 1 und phosphoryliertes Vimentin abgrenzen
lassen (Gay et al. 2011).

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die derzeitige Datenlage zur Bedeutung von E-
Cadherin im Meningeom insgesamt uneinheitlich ist. Zumindest scheint der E-
Cadherin-Verlust nicht absolut notwendig fur die Tumorprogression der Meningeome
zu sein. Jedoch korrelieren die fir diese Arbeit erhobenen mRNA-Daten signifikant mit
dem WHO Grading und dem Auftreten von Rezidiven im klinischen Verlauf. Zusétzlich
muss bedacht werden, dass sich die groRe Mehrzahl der bislang erhobenen Befunde sich
hierbei auf immunhistochemische Daten stitzt und zu einem geringeren Anteil auf die
Proteinanalyse durch Westernblots und damit lediglich semiquantitative Aussagen zu-
lassen. Demgegenuber zeichnen sich die hier vorgelegten mRNA-Daten durch eine
bessere Quantifizierung und durch eine hohe Spezifitat aus. Allerdings ergibt sich aus
der Verwendung von mRNA auch die Frage, welcher Anteil der vorliegende mRNA
tatséchlich translatiert wird, zumal Untersuchungen darauf hin deuten, dass der Zusam-
menhang zwischen Transkript und Protein schwach ist. Ghazalpour et al. haben zu die-
ser Fragestellung herausgearbeitet, dass es sogar nur eine sehr geringe Korrelation zwi-
schen RNA und korrespondierendem Proteinlevel gibt(Ghazalpour et al. 2011). Dies
kann als Erklarung dafur herangezogen werden, dass die auf mRNA Ebene gezeigten
Effekte sich nicht auf Proteinebene im Westernblot bestétigen lielen. Aullerdem muss
bei der Betrachtung der Westernblotergebnisse berucksichtigt werden, dass nur eine
verhaltnismaRig kleine Fallzahl betrachtet werden konnte.



68

Und zum Anderen muss, gerade im Hinblick auf eine etwaige EMT, die Frage gestellt
werden, ob eine Initiierung beziehungsweise die Regulation der Expression beteiligter
Biomarker auf Transkriptions- oder Translationsebene stattfinden wirde. AbschlieRend
kann die Bedeutung dieser Funde nur dann beurteilt werden. Es ist nicht auszuschlie-
Ren, dass der Verlust von E-Cadherin womadglich ein Indikator fur den Verlust der Zell-
Zell-Kontakte in den transformierten Arachnoidalzellen ist, ohne dass es zu einer voll-

stdndigen EMT mit Erlangung einer Motilitat vom “mesenchymalen Typ” kommit.

6.2 Keine Hinweise fur EMT in fibroblastischen Meningeomen

Die Annahme, dass die beobachteten Anderungen der Expression ein Ausdruck von
verédndertem Malignitatspotential im Gegensatz zu rein morphologischen Charakteristi-
ka sind, wird ferner durch die Tatsache gestitzt, dass die vergleichenden Betrachtungen
verschiedener WHO-Grad | Subtypen keine relevanten Unterschiede zeigte (Abbildung
5-A). Trotz des mesenchymal anmutenden Aussehens der fibroblastischen Tumoren
sehen wir keine korrespondierende Verénderung der epithelialen Marker E-Cadherin
und Zonula-occludens-1. Die signifikante Minderexpression der Transkriptionsfaktoren
Zeb-1 und Twist deutet im Gegenteil in die entgegengesetzte Richtung. Trotzdem sollte
die Schlussfolgerung einer entgegengesetzten (ggf. partiellen) MET (mesenchymal-
epithelialen Transition) nicht voreilig getroffen werden, vor allem in Anbetracht der
nicht signifikanten E-Cadherin Expressionsunterschiede.

6.3 Partielle EMT

Die bisher fur diese Arbeit erhobenen Daten deuten, soweit es hohergradige und Me-
ningeome mit klinischem Rezidiv betrifft, auf einen Zusammenhang mit einer abgelau-

fenen EMT hin. Ein Beweis konnte bislang noch nicht erbracht werden

In vielen Fallen erreicht eine Zelle durch den Prozess der EMT nicht samtliche Charak-
teristika der mesenchymalen Zelle. Hier konnte das Konzept der partiellen EMT fiir
Klarheit sorgen. Leroy et al. untersuchten MDCK (Madin-Darby canine kidney epitheli-
al cells)-Tubulogenese als Modell fiir Zellmigration ohne komplette EMT. Sie zeigten
dass Slug wéhrend der Pre-EMT E-Cadherin nicht supprimiert (Leroy und Mostov
2007).
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6.4 Aktivierung der EMT und TGF-3

Die Aktivierung der EMT geschieht auf verschiedenen Wegen. Die physiologische
EMT im Rahmen der embryonalen Entwicklung folgt einer definierten kontrollierten
Sequenz. Es wird davon ausgegangen, dass es unter pathologischen Umsténden zu einer
unkontrollierten Aktivierung dieses Programmes kommt (Massagué 2008; Bhowmick et
al. 2001; Gatza et al. 2010). Verschiedene Induktoren fir EMT konnten bereits identifi-
ziert werden. Darunter der Wachstumsfaktor TGF- (Kasai et al. 2005; Bhowmick et al.
2001; Medici et al. 2008; Miettinen et al. 1994; Zhang et al. 2011; Zheng et al. 2012) .
In  A549-Alveolarepithelzellen aktiviert TGF-B die EMT uber den SMAD2-
Signalweg(Kasai et al. 2005). Die Untersuchung von Biopsien humaner Tumore bedeu-
tet eine gewisse Limitierung, insbesondere wenn man die Plastizitat des Prozesses be-

denkt. Aus diesem Grund erfolgten ergdnzende Untersuchungen am Zellkulturmodell.

Durch die Behandlung mit TGF-3 konnten jedoch keine signifikanten Veranderungen
der Markerexpression in einer priméaren Meningeomzelllinie erreicht werden, obwohl
eine generelle Mehrexpression der assoziierten Transkriptionsfaktoren beobachtet wur-
de (Abbildung 5-G).

Die erganzenden Betrachtungen an der atypischen Meningeomzelllinie Men, auch in
Zusammenhang mit der NF2 defizienten Variante Men-sh-Nf2 zeigten ebenfalls keinen
Verlust der E-Cadherin Expression wie er durch eine gelungene Induktion der EMT
hatte erwartet werden konnen. In den Men-Zellen zeigte sich ein genereller Trend zur
Mehrexpression der untersuchten Transkriptionsfaktoren, insbesondere von Slug und
Twist, wobei hier keine statistische Signifikanz erreicht wurde und auch E-Cadherin
tendenziell nach Behandlung mehr exprimiert wurde, hierbei gilt es jedoch zu beriick-
sichtigen, dass die E-Cadherin-Expression in den unbehandelten Zellen sehr gering war,
sodass man argumentieren konnte, dass eine weitere Supression nicht madglich ist. Im
NF2 defizienten Pendant den Men-sh-Nf2 Zellen zeigten sich jedoch insgesamt keine
wesentlichen Veranderungen (Abbildung 5-H) trotz hoherer basaler E-Cadherin Expres-
sion. Die uniforme Reaktion aller untersuchten Zielgene kdnnte ein Hinweis auf einen
systematischen Fehler bei der Real-Time-Messung des Referenzgens sein. Aber die
relativen Expressionslevel des Referenzgens zeigten keine auffallige VVerminderung in

den TGF-R-Gruppen, sodass dies unwahrscheinlich erscheint.
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6.5 Die Rolle von NF2

Hieraus ergibt sich die Frage nach der Bedeutung der NF2-Verluste in der
Meningeombiologie. Eine haufig in rezidivierenden, atypischen aber auch generell in
rund 60% aller sporadisch auftretenden Meningeome beschriebene Aberration (Zankl
und Zang 1972; Mawrin und Perry 2010), die biologische Konsequenz des Verlustes ist
jedoch noch nicht abschlielend geklért.

Die beiden in dieser Arbeit verwendeten Marker E-Cadherin und Zonula-Occludensl
werden nicht nur in Adherens- beziehungsweise Tight Junctions exprimiert,sondern
zeigen beide ebenfalls eine Assoziation zu den Aktinfilamenten des Zytoskeletts (Perez-
Moreno et al. 2003), wahrend ein NF2/ Merlin Verlust in meningealen Zellen mit einem
Verlust der organisierten Tight Junctions einhergeht (James et al. 2008). Allen drei Pro-
teinen gemeinsam ist eine Beteiligung an Prozessen der Kontaktinhibition und Suppres-
sion der Tumorzellmotilitat (Lallemand et al. 2003; Birchmeier und Behrens 1994) und
sowohl E-Cadherin als auch NF2 wird eine Rolle als Tumorsupressor zugesprochen
(Morrison 2001; Schwechheimer et al. 1998; Rangwala et al. 2005). Die fir diese Ar-
beit erhobenen Daten konnten kein klares Bild eines moglichen Zusammenhangs zwi-
schen NF2-Verlust und EMT oder EMT-&hnlichen Veranderungen zeigen. An dieser
Stelle sei jedoch erwéhnt, dass normalerweise der bi-allelische, d.h. komplette Verlust
funktionellen Merlins das entscheidende Merkmal ist (z.B. durch LOH und Mutation)
(Hansson et al. 2007). Jedoch war keine Gruppe von Tumoren verfiigbar, die vollstan-
dig Ober alle relevanten Exons des NF2-Gens hinsichtlich Mutationen in Exons oder
Splice-Stellen charakterisiert war. Diese aufwendige Charakterisierung des NF2-

Mutationsstatus ware sicherlich ein Ausgangspunkt fir folgende Untersuchungen.
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7 Zusammenfassung

Um einen eventuellen Zusammenhang der EMT mit der Meningeombiologie aufzuzei-
gen, wurde die Expression von E-Cadherin, einem Protein der Adherens Junctions, E-
Cadherin assoziierter Transkriptionsfaktoren sowie dem Tight Junction assoziierten
Protein Zonula-Occludens-1 in verschiedenen Subtypen und an Zellkulturen unter un-
terschiedlichen experimentellen Bedingungen untersucht. Ferner wurde die Mdglich-
keit, das Expressionsprofil der Zellen durch den Wachstumsfaktor Transforming

Growth Factor-B (TGF-R) zu beeinflussen, gepruft.

In Zusammenschau konnte eine Bestatigung und Erweiterung der bisher bekannten Er-
kenntnisse zur Bedeutung der EMT in der Meningeombiologie und insbesondere der
Rolle, die E-Cadherin dabei spielt, erbracht werden. Es konnte gezeigt werden, dass es
signifikante Unterschiede zwischen den WHO-Graden der Meningeome gibt, besonders
was die Expression des Glykoproteins E-Cadherin betrifft. AuBerdem konnte gezeigt
werden, dass sich die Expression der gewahlten Marker in Meningeomen mit malignen
Charakteristika von der Vergleichsgruppe unterscheidet und, dass diese veranderten

Expressionsmuster in wesentlichen Teilen mit der EMT vereinbar sind.

Weitere Untersuchungen, die diese Phdnomene genauer abgrenzen sowie die Mdglich-
keit einer Induktion, sei es durch TGF-R oder andere Induktoren werden in Zukunft
nicht nur das Verstandnis der molekularen Hintergriinde vertiefen, sondern letztendlich
vielleicht zur Vorhersagbarkeit oder sogar zur Unterbindung von malignem Verhalten

der Meningeome beitragen.
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