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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Epidemiologische und klinische Herausforderung des Prostatakarzinoms

Obwohl das Prostatakarzinom(folgend PCa) in Deutschland als haufigstes Malignom des Man-
nes gilt, steht es bei den Krebs-assoziierten Todesfadllen beim Mann seit Mitte der 1980er-
Jahre nur an dritter Stelle (1). Dieser Widerspruch kann durch die groRe Heterogenitat des
PCas erklart werden. So reicht die Bandbreite von langsam wachsenden Tumoren mit geringer
Letalitat bis hin zu hoch aggressiven Karzinomen, die selbst bei radikaler Therapie nicht mehr
kurativ behandelt werden kénnen. Durch die Einfihrung der PCa-Diagnostik mittels Prostata-
Spezifischem Antigen (PSA) Ende der 80er Jahre kam es zu einem starken Anstieg der Neudi-
agnosen (2-4). So sind es momentan ca. 58.000 Neudiagnosen in Deutschland pro Jahr (5).
Allerdings stieg die PCa-assoziierte Sterblichkeit keineswegs in gleichem Male wie die Anzahl
der Diagnosen. Es kam also nicht nur zu der erhofften friheren Entdeckung des PCa, sondern
auch zur Therapie von eigentlich indolenten Karzinomen, die ohne Diagnose vermutlich nie
symptomatisch geworden wéren (6). Als Konsequenz der resultierenden Ubertherapie (7)
steht man vor der Notwendigkeit, Verfahren zu etablieren, die eine bessere Einschatzung der
Prognose ermdoglichen. Hierfiir teilt man das PCa anhand des Gleason-Scores, der TNM-Klas-
sifikation und des PSA-Wertes schon seit einiger Zeit in die Risikogruppen niedrig-, interme-
didr- und Hoch-Risiko PCa ein, um eine addquate Therapieplanung zu ermoglichen (8). Aller-
dings herrscht auch innerhalb der Gruppe des Hoch-Risiko-PCas selbst eine erhebliche Hete-
rogenitat. So gibt es unter Patienten mit Hoch-Risiko Tumoren einen Anteil an Patienten mit
ausgesprochen guter Langzeitprognose. Auf der anderen Seite versterben manche Patienten
der gleichen Risikogruppe trotz radikaler und konsequenter Therapie sehr rasch an ihrem Tu-
morleiden (9). Diese zwei Untergruppen im Vorfeld zu differenzieren ist bisher kaum maglich,
denn ausgerechnet im Falle des Hoch-Risiko-PCas mangelt es an zuverlassigen Markern, die

ein Abschatzen der Prognose ermoglichen (10)

Daher sind neben den vorhandenen Markern weitere Risikomarker notwendig, die eine ge-

nauere Einteilung des PCas und eine hohere Aussagekraft (iber die Prognose ermaoglichen.
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1.2 Das Zytokin TRAIL und seine mogliche Bedeutung fur das PCa

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, den mutmaRlichen Einfluss der mikroRNA-221 auf das
TRAIL-Signal in PCa-Zellen zu untersuchen. Um ein Verstandnis der Fragestellung zu ermogli-
chen, soll zunachst eine Auseinandersetzung mit dem Zytokin TRAIL und seinen grundlegen-

den Eigenschaften erfolgen.

TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) ist ein Zytokin der TNF (tumor
necrosis factor)-Superfamilie. Kodiert wird TRAIL durch das Gen TNFSF-10 (tumor necrosis fac-
tor superfamily-10) auf dem Chromosom 3g26 (11). TRAIL spielt vor allem bei der physiologi-
schen Autophagozytose (12), der Regulation der adaptierten Immunantwort, dem Schutz vor
Autoimmunerkrankungen und bei der antineoplastischen Immunantwort eine wichtige Rolle

(23).
1.2.1 Der TRAIL-Signalweg

TRAIL kann membrangebunden vorliegen, oder als freier Ligand sezerniert werden. Im zweit-
genannten Fall ist TRAIL somit ein Ligand an seinen spezifischen Rezeptoren (14, 15). Der nach
einer Rezeptorbindung aktivierte Signalweg ist schematisch in Abb. 1 dargestellt und wird im
Folgenden naher beschrieben. Die beiden TRAIL-Rezeptoren death receptor 4 (DR4 oder auch
TRAIL-R1) und death receptor 5 (DR5 oder auch TRAIL-R2) aktivieren hierbei Gber einen nach-
geschalteten Signalweg die Apoptose (16, 17). Im Gegensatz dazu binden die beiden Rezepto-
ren Decoy receptor 1 (DcR1,auch TRAIL-R2, TRID oder LIT) (16) oder Decoy receptor 2 (DcR2,
auch TRAIL-R4 oder TRUNDD) ihren Liganden TRAIL, ohne die Apoptose in Gang zu setzten
(18-21) (nicht in Abb. 1 dargestellt).

Im Falle einer Bindung an einen der proapoptotischen Rezeptoren DR4/5 ist bekannt, dass es
zur intrazelluldren Rekrutierung des Adapterproteins FADD (FAS-associated protein with
death domain) kommt. Die death effector domain (DED) dieses Proteins aktiviert daraufhin
Prokaspase 8 oder Prokaspase 10. Der nun gebildete Komplex aus DR4/5, FADD und Pro-
kaspase wird als DISC (death-inducing signalling complex) bezeichnet und vermittelt die wei-
tere Initialisierung der Apoptose. Dies geschieht durch die Aktivierung der Effektorkaspasen
3, 6 und 7 sowie der Caspase 8-vermittelte Aktivierung von BID (BH3 interacting domain death

agonist). BID wiederum bindet und inaktiviert daraufhin Bcl-2 und gibt somit die BAX-
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vermittelte intrinsische, Zytochrom-c-gesteuerte Apoptosekaskade frei (22-24). Somit werden

Zellen, die DR4/DR5 exprimieren, bei Anwesenheit von Trail effektiv apoptotisch eliminiert.

U o e
RRRNNE S 2NN NN Y

(D

Apoptose

Caspase-3, -6,-7

Proaspase 8/10
Caspase 8/10

Abb. 1  Ubersichtsdarstellung des TRAIL-Signalwegs
Nach Bindung von TRAIL an den Rezeptor DR4 oder DR5 kommt es zur Aktivierung der Caspase 8/10 durch die
DED. Nachgeschaltet erfolgt die Aktivierung der Effektorkaspasen 3, 6 und 7, sowie die Aktivierung der Bax-ver-
mittelten, Zytochrom-c-abhdngigen Apoptose.

1.2.2 TRAIL und seine mogliche Rolle in der Tumortherapie

Seit der Behandlung von Tumorerkrankungen ist man stetig auf der Suche nach neuen Medi-
kamenten. Dabei war und ist stets das Ziel, wirksame Substanzen zu finden, die so viele Krebs-
zellen wie moglich eliminieren, dabei aber nur minimale Nebenwirkungen entfalten. Eine
Kombination, die bis heute dulRerst schwierig zu erreichen ist (25). Voraussetzung fiir dieses
Wirkprofil ware eine Substanz, die auf Krebszellen wirkt, gesunde Zellen aber nicht schadigt.
Moglicherweise vereint TRAIL gerade diese Eigenschaften und unterscheidet sich damit signi-
fikant von anderen Vertretern der TNF-Superfamilie. So ist die Idee, Zytokine der TNF-Super-
familie zur Tumorbekdampfung einzusetzen, nicht neu. Allerdings waren die Nebenwirkungen

vorheriger Versuche meist so gravierend, dass man bald von einem therapeutischen Nutzen

absah (26, 27).



Einleitung

TRAIL kdnnte hierbei eine Ausnahme bilden. Im Gegensatz zu anderen Zytokinen der TNF-Su-
perfamilie beschrankt sich die Expression von TRAIL nicht nur auf Zellen des Immunsystems,
sondern wird in einer Vielzahl von Gewebearten exprimiert. Eine Eigenschaft, die viele andere
Zytokine der TNF-Familie vermissen lassen (28), die aber im Hinblick auf eine Antitumorthera-
pie essentiell erscheint. Neben dem lymphatischen System ist diese Expression besonders
hoch in Milz, Lunge und Prostata (11). Zusatzlich zu dieser im Vergleich zu anderen Vertretern
der TNF-Superfamilie breiten Expressionsverteilung des Liganden TRAIL lie8 sich auch eine
stabile Expression der TRAIL-Rezeptoren in vielen Geweben und Tumorentitdaten zeigen (29,
30). Gerade die Expression bis hin zur Uberexpression der TRAIL-Rezeptoren DR4/5 in einer
Vielzahl von Tumoren veranlasst immer wieder zur Hoffnung auf einen Angriffspunkt in der

Krebstherapie (29).

Neben diesen Voraussetzungen besitzt TRAIL die herausragende Eigenschaft, Tumorzellen zu
eliminieren, ohne dabei gesunde Zellen zu schadigen. Diese Eigenheit konnte mehrfach ge-
zeigt werden und begriindet neben der breiten Expression TRAILs und seiner Rezeptoren die

besondere Rolle, die TRAIL in der Krebstherapie spielen konnte (11, 15, 31-33).
1.2.3 Resistenzmechanismen im TRAIL-Signalweg

Trotz seiner vielversprechenden Eigenschaften als tumorspezifischer Apoptoseinduktor haben
sich Resistenzen von Tumorzellen gegeniliber TRAIL als grof3es Problem fiir dessen therapeu-
tische Anwendung herausgestellt (34, 35). Eine schematische Ubersicht der Resistenz-vermit-
telnden Alterationen ist in Abb. 2 dargestellt. Prinzipiell kénnen Resistenzen durch Alteratio-
nen im gesamten Signalweg auftreten (36). So fihren z.B. Punktmutationen im DR4/5 (37, 38)
oder eine Uberexpression der decoy-Rezeptoren DcR1/2 (39) zu einer gestdrten Signaltrans-
duktion. Ebenso hat eine Storung der DISC-Komplexierung eine erhéhte TRAIL-Resistenz zur
Folge. Diese kann beispielsweise bei herabgesetzter Aktivitdat von FADD (40) oder Caspase 8
(41, 42) auftreten. Auch kann die Uberexpression von antiapoptotischen Regulatoren des Sig-
nalwegs, wie z.B. cFLIP (FLICE-like inhibitory protein), Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) und XIAP (X-
linked inhibitor of apoptosis protein) die TRAIL-Empfindlichkeit mindern (43-45). Die oben be-
schriebenen Alterationen fiihren iber Storungen im TRAIL-Signalweg selbst zu Resistenzen.

Daneben ist jedoch auch eine Resistenzentstehung durch Alterationen in anderen
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Signalwegen moglich, die entweder eine gemeinsame Endstrecke mit dem TRAIL-Signalweg

haben oder aber darauf Einfluss nehmen.

In diesem Zusammenhang soll die PI-3-Kinase (folgend als PI3K bezeichnet) mit ihrem nachge-
schalteten Signalweg Erwahnung finden, da sie in vorliegender Arbeit eine wichtige Rolle spie-
len wird. So wird z.B. eine TRAIL-Resistenz in Prostatakarzinomzellen der Zelllinie LNCaP be-
schrieben, die Gber eine verstarkte Aktivierung des PI3K/Akt-Signalwegs dem apoptotischen
Signal nach TRAIL-Gabe entgehen (46, 47). Die gesteigerte Aktivitat der PI3K fiihrt Gber den
folglich erhohten Spiegel an aktivem Akt zu einer Inhibierung des proapoptotischen Faktors
BID und hemmt damit die Endstrecke des TRAIL-Signals (s. Abb. 2). Neben diesem Mechanis-
mus wird an anderer Stelle von einer Inhibierung der DISC-Polymerisation (48, 49) oder einer
Aktivierung des Caspase-8-Inhibitors cFLIP durch die PI3K berichtet(50). Tatsachlich konnte im
PCa eine ungebremste Aktivitat des PI3K/Akt-Signalwegs mit einer TRAIL-Resistenz in Verbin-
dung gebracht werden (47) und eine erhohte Akt-Aktivitat mit einer TRAIL-Resistenz in PCa-

Zellen korreliert werden(51).

TRAI LiAE o-2L

N
o oo

~N O ~ Apoptose

Proaspase 8/10

Caspase 8/10

Caspase-3, -6,-7

Abb. 2 Ubersichtsdarstellung TRAIL-Resistenzen
Dargestellt ist der TRAIL-Signalweg (s. 1.2.1) sowie einige beispielhafte Resistenzmediatoren. Resistenzvermit-
telnde Mediatoren sind rot hinterlegt dargestellt. cFLIP fiihrt iiber eine Inhibition der Kaspasenaktivierung zu einer
friihen Blockade des TRAIL-Signals. XIAP bewirkt eine spétere Kaspaseninhibierung auf Ebene der Effektorkaspa-
sen 3, 6 und 7. Ebenfalls schematisch dargestellt ist der resistenzvermittelnde Einfluss des PI3K/Akt-Signalweges.
Hierbei kommt es vor allem (iber eine Akt-vermittelte (gelb hinterlegt) BID-Inhibierung zu einer Blockade der BAX-
vermittelten Apoptose
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1.3 Micro-RNAs und ihre zellulare Funktion

Die Regulation von intrazelluldaren Signalwegen im Hinblick auf onkogene beziehungsweise tu-
morsuppressive Alterationen ist seit Jahren im Blick vieler Forschungsgruppen. Allerdings lag
der Fokus hierbei lange der Regulation auf Proteinebene. Innerhalb der letzten Jahre hat in
diesem Zusammenhang jedoch die Rolle nicht-kodierender RNA-Molekiile zunehmend Beach-
tung gefunden. So sind es vor allem die RNA-Molekile der micro-RNA-Familie (folgend miRs),

die in den Fokus vieler Forschungsgruppen gerickt sind.

Der Zusammenhang zur vorliegenden Arbeit ergibt sich aus Vorarbeiten der Forschungs-
gruppe der urologischen Forschungsabteilung des Universitatsklinikums Wirzburg (52). Die-
ser gelang es, eine Korrelation zwischen der miR-221-Expression und der Uberlebensprognose
von Patienten mit Hoch-Risiko-PCa nachzuweisen. Daneben ergaben sich Vermutungen auf
einen Zusammenhang zwischen dem Expressionslevel der miR-221 und der Sensitivitat des

TRAIL-Signales (s.1.3.4).

Um das Verstandnis dieser Zusammenhange zu ermaoglichen, soll im Folgenden ndaher auf miRs

und ihre Funktionsweise eingegangen werden.
1.3.1 Die Synthese und Funktion von miRs

miRs sind evolutionar konservierte, kleine, nicht-kodierende RNA-Molekiile. Sie erfiillen die
Funktion von posttranskriptionellen Regulatoren, indem sie spezifisch an den 3’"UTR (untrans-
latierten Bereich) einer- oder verschiedener mRNAs binden und damit deren Translation hem-
men (53). Die Gensequenzen der micro-RNAs finden sich in intergenetischen Zonen oder Int-
rons und werden damit bei der Transkription ihres Wirtsgenes mit transkribiert. Die RNA-Po-
lymerase |l synthetisiert so die entsprechenden RNA-Fragmente und versieht sie mit einer
5'Methylkappe sowie einem 3'Poly-A-Schwanz(53, 54). Die so entstandenen RNA-Fragmente
sind mit ca. 70 Nukleotiden noch langer als die reife micro-RNA und werden als pri-miR be-
zeichnet. Die im Zellkern lokalisierte RNase Il Drosha schneidet die pri-miR zur pre-miR und
ermoglicht damit den Transport der pre-miR aus dem Zellkern (55). Dies geschieht iber das
nukledre Transportprotein karyopherin exportin 5 (Exp5) sowie den Ran-GTP-Komplex (56-58).
Die nun im Zytoplasma lokalisierte pre-miR besteht aus einem RNA-Doppelstrang mit einer

Schleifenférmigen Verbindung. Diese Schleife wird von der zytoplasmatischen RNase Ill Dicer
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entfernt, ibrig bleibt eine doppelstrangige micro-RNA mit der endgiiltigen Lange von ca. 22
Nucleotiden (59). Die aktive und reife micro-RNA ist somit bereits vorhanden, aber noch von
ihrem komplementaren Strang blockiert. Der ,,RNA-induced silencing complex” (RISC) kataly-
siert die Abspaltung des komplementaren Stranges und ermoglicht letztendlich die regulato-
rische Funktion der reifen micro-RNA durch Binden der 3°'UTR ihres Zielgenes (60-63). miRs
wirken hierbei zwar nicht auf DNA-Ebene, verhindern aber durch die inhibierte Translation
des Zielproteins eine vollstandige Expression eines Zielgenes. miRs sind hierbei nicht spezifisch
flr nur eine mRNA, sondern (iber eine Schleifenbildung ihres RNA-Stranges in der Lage, ver-
schiedene komplementare Sequenzen zu bilden. Somit kénnen miRs mehrere Zielgene bin-
den. Man spricht aufgrund dieser variablen Bindungsfahigkeit zu verschiedenen mRNAs lber
komplementare miR-Abschnitte bei gleichzeitig durch Schleifenbildung ausgeschalteten miR-

Bereichen auch vom ,Imperfect Match“(64).
1.3.2 Micro-RNAs und ihre Rolle in der Tumorgenese

Es ist unstrittig, dass die genetische Alteration in Onkogenen oder Tumor-Suppressor-Genen
eine entscheidende Rolle in der Entstehung von Krebs spielt. Wohingegen diese Alterationen
zu einer Funktionsanderung bestimmter Proteine flihren, ist mit den miRs als posttranskripti-
onelle Regulatoren eine weitere Ebene bekannt, auf der Alterationen zu Malignomen fiihren
kdnnen (65, 66). Die ersten Ergebnisse, welche die Bedeutung von miRs bei der Entstehung
von Krebs belegten, erbrachten Calin et al [2002]. Sie entdeckten die Rolle der miR-15 und
miR-16 als Tumorsuppressor in der Chronisch Lymphatischen Leukdmie (CLL) (67). Zahlreiche
weitere Studien bekraftigten die Funktion von miRs als Tumorsuppressoren, so. z.B. die miR
let-7, aus deren Herabregulation eine Uberexpression der proto-Onkogene RAS, HMGA?2 (68-
71), IMP-1 (72) und MYC (73) resultiert. Genauso wie somit tumorsuppressiv-wirkende miRs
bekannt sind, konnten auch onkogen-wirkende miRs (,Onkomirs“) detektiert werden. So z.B.
die miR-21, die in vielen hamatopoetischen und soliden Tumoren heraufreguliert ist (74-76).
Ilhre Wirkung als Onkogen entfaltet die miR-21 lber die spezifische Inhibition von Tumorsup-

pressoren wie z.B. PTEN (77).
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1.3.3 Die miR-221 im PCa und anderen Karzinomen

Aus der Datenlage wird deutlich, dass miRs eine entscheidende Bedeutung bei der Entstehung
von Krebs innehaben. Wohingegen die oben genannten Beispiele den onkogen- oder aber tu-
morsuppressiv-wirksamen miRs zugeordnet werden konnten, ist mit der miR-221 ein Vertre-
ter gefunden, der sich dieser klaren Einteilung entzieht. Zahlreiche Quellen beschreiben die
miR-221 als Onkogen. So wird die miR-221 mit einer Steigerung von Proliferation und Invasi-
vitat im Osteosarkom, Magenkarzinom und Glioblastom (78-80) in Zusammenhang gebracht.
Ebenso mit der epithelio-mesenchymalen Transition im Mamma-Karzinom(81). Zum Teil
wurde diese onkogene Rolle mit einer Resistenzbildung gegeniber TRAIL begriindet (82, 83),

womit die miR-221 als weiterer TRAIL-Resistenz-vermittelnder Faktor erscheint.

Gegensatzlich dazu konnte der miR-221 sowohl im Prostata-Ca als auch im Bronchialkarzinom
die Rolle eines Tumorsuppressors zugeordnet werden (84, 85). Damit ist gezeigt, dass sie je
nach Tumorentitdt sowohl tumorsuppressiv als auch onkogen wirken kann. Fir das PCa
konnte nachgewiesen werden, dass die miR-221 nicht nur als in-vitro tumorsuppressiv, son-
dern auch als prognostisch relevant ist. Hieraus begriindet sich ein Forschungsbedarf, um die

Rolle der miR-221 im PCa besser zu verstehen.
1.3.4 Die mogliche Rolle der micro-RNA-221 fir den TRAIL-Signalweg

Nicht nur die Bedeutung der miR-221 fiir das PCa ist bisher ungeniigend geklart. Auch ein
moglicher Einfluss der miR-221 auf die TRAIL-Sensitivitat von PCa- Zellen ist bisher kaum un-
tersucht. Dass dieser Zusammenhang jedoch bestehen kénnte, wird aus der Betrachtung der

folgenden Ergebnisse deutlich.

So ist bekannt, dass miR-221 in der Lage ist, das zellulare Interferon (IFN)-Signal zu steigern.
Dies geschieht Uber die miR-221 vermittelte Herabregulation der IFN-Inhibitoren SOCS-3
(Suppressor of cytokine signaling 3) und IRF-2 (Interferon regulatory Factor 2) (52, 86). Gleich-
zeitig konnten Microarray Analysen veroffentlichter Vorarbeiten zeigen, dass die miR-221-ver-
mittelte IFN-Aktivierung zu einer Verstarkung des TRAIL-Signalweges flihren kann (87). Hierbei
fiihrt die Uberexpression von STAT-1 infolge der IFN-Aktivierung zu einer Uberexpression der
Interferon-induzierten Gene XAF-1 (XIAP-associated factor) und TNFSF-10, welches fiir das

Protein TRAIL kodiert. Die Uberexpression beider Gene fiihrt zu einer Verstirkung des TRAIL-
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Signals (88, 89) (ndheres s. 5.6.2). Durch die Herabregulation von SOCS-3 und IRF-2 kommt es
also einerseits zur Aktivierung des IFN-Signals, andererseits ist SOCS-3 als Inhibitor des TRAIL-
Signalweg beschrieben (90). Die Interaktion von miR-221 und SOCS-3 mit folgender Aktivie-
rung des zelluldren IFN-Signals wird in vorliegender Arbeit als miR-221/SOCS-3-Achse zusam-

mengefasst, schematisch ist der Mechanismus in Abb. 3 dargestellt.

Somit galt fir die folgende Arbeit die Annahme, dass die miR-221-vermittelte Inhibierung von
SOCS-3 und IRF-2 (iber das Bindeglied des JAK-STAT-Signalwegs indirekt zur Induktion einer
TRAIL-supportiven Signatur in miR-221-tGberexpremierenden Zellen fiihren kdnnte. Zumindest
in Bezug auf das PCa widersprache dies der Darstellung, dass es sich bei der miR-221 um einen
TRAIL-Resistenz-vermittelnden Faktor handelt. Eine Aufgabe der vorliegenden Arbeit bestand
somit im Nachweis einer miR-221-vermittelten, TRAIL-supportiven Signatur tUber die zelluldre

IFN-Achse / den JAK-STAT-Signalweg.
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Abb. 3  Aktivierung des zelluldren IFN-Signals durch miR-221 mit nachgeschalteter Kaskade
Rot hinterlegt sind die im folgenden Versuch untersuchten Strukturen STAT-1(STAT), XAF-1 und TNFSF-10. IRF-1
bezeichnet denTranskriptionsfaktor ,,Interferon regulatory factor-1, mit ISRE (,Interferon-sensitiv response ele-
ment”) ist der Interferon-sensible Genabschnitt gekennzeichnet. Die Abbildung dient der Veranschaulichung, die
Signalketten sind nicht komplett dargestellt.
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2 Forschungsfrage

Vorergebnisse hatten miR-221 als Tumor-Suppressor im PCa beschrieben. Aufgrund des eben-
falls gezeigten Einflusses der miR-221 auf den IFN-Signalweg bestand die Theorie, dass miR-
221 einen Einfluss auf die TRAIL-Sensitivierung im PCa Zellen ausiiben kénnte. Somit sollten

folgende Fragen in der vorliegenden Arbeit beantwortet werden:

e [Ist miR-221 in der Lage, das TRAIL-Signal in PCa-Zellen verstarkend oder inhi-

bierend zu beeinflussen?
Im Fall einer Regulation schlossen sich weitere Frage an:

e Geschieht dies im Gegensatz zu bisherigen Beobachtungen in anderen
Tumorentitaten im PCa im Sinne einer TRAIL-Sensitivierung?
e Uber welche molekularen Mechanismen und iiber welche Zielgene der miR-221

kann ein solcher Einfluss erklart werden?

Um diese Fragen zu klaren, sollte zunachst die biologische Funktion von TRAIL sowie miR-221
in vitro analysiert werden. Hierbei sollen Vitalitats- und Apoptose-Tests Verwendung finden.
In Folge sollten zellulare Mechanismen hinter den beobachteten Wirkungen aufgedeckt wer-
den. Dazu waren Expressionsanalysen mittels gRT-PCR geplant, ferner auch computerge-
stltzte Recherchen und Luciferase-Reporter-Assays zur Bestatigung von miR-221 Bindungs-
stellen an moglichen Target Genen. Um letztlich zu tGberpriifen, ob die Modulation der unter-
suchten Signalwege tatsachlich die erwartete Wirkung auf Proliferation und Zellvitalitat ent-
faltet, sollte der Einfluss moglicher miR-221 Target Gene auf das Trail Signal untersucht wer-

den.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Zellkulturen

3.1.1.1 Zelllinien

Die verwendeten Zelllinien CRL-1435™, (nachfolgend PC-3), HTB-81™ (nachfolgend DU-145)
und CRL-11609™ (nachfolgend RWPE) wurden allesamt von der American Tissue Culture Coll-
ection (ATCC®) bezogen. Bei der Zelllinie PC-3 und DU-145 handelt es sich um Zellen des Pros-

tatakarzinoms, bei der RWPE-Linie um immortalisierte Prostataepithelzellen.
PC-3-Zelllinie:

Die PC-3-Zelllinie wurde aus der Knochenmetastase eines Grad |V Prostata Adenokarzinoms
gewonnen. Der damalige Patient war ein 62-jahriger, mannlicher WeiRRer. Die Zellen sind mit

62 Chromosomen nahezu triploid und wachsen Androgen-unabhangig.

ATCC Number: CRL-1435
Designation:  PC-3

Low Density

Abb. 4  Darstellung des PC-3 Wachstums
Linksseitig konfluierendes Wachstum bei ca. 50%, rechtsseitig konfluierend bei ca. 90% (Quelle: http://www.lgcs-
tandards-atcc.org/)
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DU-145-Zelllinie:

Die DU-145 Zelllinie wurde aus der Hirnmetastase eines Prostatakarzinoms bei einem 69-jah-
rigen, mannlichen WeiRBen gewonnen. Die Zellen exprimieren kein PSA und wachsen Andro-

gen-unabhangig.
RWPE-Zelllinie:

Die Zellen der RWPE-Linie wurden als normale Epithelzellen aus der peripheren Zone einer
Prostata isoliert. Spender war ein 54-jahriger Weiller. Die Zellen wurden durch eine Transfek-
tion mit dem Humanen Papilloma Virus 18 (HPV-18) immortalisiert und wachsen Androgen-
abhangig. In vorliegender Arbeit dienen sie als Stellvertreter gesunder Prostataepithelzellen

als Kontrollzellen fir die vorliegenden Versuche.

ATCC Number: CRL-11609
Designation: RWPE-1

OAT -
4 X
High Density o 100pm

Abb. 5 Darstellung des RWPE-Wachstums.
Linksseitig konfluierendes Wachstum bei ca. 50%, rechtsseitig konfluierend bei ca. 90% (Quelle: http://www.lgcs-
tandards-atcc.org/

3.1.1.2 Zellkulturmedien

Jede der Zelllinien wurde in einem eigenen Medium kultiviert:

Zelllinie Medium Hersteller

PC-3

RPMI (Roswell Park Memo-

rial Institute) 1640

Merck Millipore (Deutsch-
land)

DU-145

DMEM (Dulbecco's Modified

Eagle Medium) High Glucose

DAA (Osterreich)
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RWPE K-SFM (Keratinocyte Serum | Life Technologies (USA)

Free Medium)

Vor Gebrauch wurden den Medien RPMI und DMEM zusatzlich folgende Supplemente zuge-
setzt: 5 ml 1%igem Sodium Pyruvat, 5 ml 1%igem L-Glutamin, 5ml 1%igem HEPES sowie 5ml
NEA. Dem DMEM-Medium wurde zuséatzlich dazu 100 ml 20%iges fetales Kadlberserum (FBS)
zugegeben. Dem RPMI-Medium wurden 50 ml 10%iges FBS sowie 5 ml 1%iges NEAA hinzuge-
flgt.

Das K-SFM-Medium wurde vor Gebrauch mit BPE (Bovine Pituitary Extract) und EGF (Epider-

mal Groth Factor) versetzt. Alle Medien wurden vor Gebrauch auf 37°C erwarmt.

3.1.2 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Verwen- Gerat Bezeichnung/Mo- | Bezugsquelle/Hersteller

dungszweck dell

Zellkultur Accujet Accu-Jet Pro Brand (Deutschland)
Autoclav 3850 EL Systec (Deutschland)
CO;- Brutschrank CB150 WTB-Binder (Deutschland)
Falcon Reagenzréhr- | 15ml und 50 ml Cellstar (USA)
chen
Kihlschrank Liebherr (Schweiz)
Mikroskop Diavert Leitz (Deutschland)
Pipetten 1-50 ml CELLSTAR™ Sigma-Aldrich (USA)
Sterile Glaspipetten 2-25ml Cellstar (USA)
Sterile Werkbank LFR VK 06.12 Prettl (Deutschland)
Wasserbad Eco Temp TW12 Julabo (Deutschland)
Zellkulturflaschen 250ml Cellstar (USA)
Zentrifuge Megfuge 16R Thermofisher (USA)
96-Well-Platten Nunc™ MicroWell™ | Thermo Fischer Scientific

Plates (USA)

RNA-Gewin- | Sterile Werkbank LFR VK 06 12 Prettl (Deutschland)

nung Zentrifuge Biofuge primo Heraeus (Deutschland)
Klvetten Ultravette 70-850ul | Roth (Deutschland)
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Verwen- Gerat Bezeichnung/Mo- | Bezugsquelle/Hersteller
dungszweck dell
Laborabzug 2-453 DAHD Koéttermann (Deutschland)
Reagenzgefalle 1,5- und 2 ml Eppendorf (Deutschland)
RNA-Messgerat Nanodrop2000 Thermo Scientific (USA)
6-Well-Platten Nunclon™ Delta | Thermo Fisher Scientific
Surface (USA)
MTS-Test Monochromator MultiSKAN ms Labsystems (USA)
Apoptose- Microplate-Reader GENios Pro Tecan (Schweiz)
Assay
Luciferase- Microplate-Reader GENios Pro Tecan (Schweiz)
Assay 12-Well-Platten Falcon™ Tissue Cul- | Fisher Scientific (USA)
ture Plate
weille 96-Well Platten Greiner Bio-One (Oster-
reich)
RT-PCR Thermocycler Priums96 MWG Biotech (USA)
RT-Cycler Rotor-Gene Q Qiagen (Niederlande)

3.1.3 Chemikalien

Verwen- Produkt/Chemikalie Bezugsquelle/Hersteller
dungszweck
Zellkultur Sodium Pyruvat (1%) Merck Millipore (Deutsch-

land)

GlutaMAX™

Life Technologies (USA)

HEPES (1%)

Merck Millipore (Deutsch-
land)

FBS (fetales Kalberserum)

Merck Millipore (Deutsch-

land

BPE (Bovine Pituitary Extract)

Gipco (Life Technologies)

EGF (Epidermal Groth Factor)

Gipco (Life Technologies)
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Verwen-

dungszweck

Produkt/Chemikalie

Bezugsquelle/Hersteller

MEM NEAA (Non-Essential Amino Acids)

Merck Millipore (Deutsch-
land)

Trypsin-EDTA

Life Technologies (USA)

RPMI 1640

Merck Millipore (Deutsch-
land)

DMEM High Glucose

PAA (Osterreich)

Keratinocyte-SFM

Life Technologies (USA)

Trypan-Blau 0,4%

Sigma-Aldrich (USA)

PBS Dulbecco (Phosphate buffered saline)

Merck Millipore (Deutsch-
land)

Transfektion

OPTI-MEM®

Thermo Fisher Scientific

(USA)

Lipofectamin® 2000

Life Technologies (USA)

pre-miR-221/ Thermo Fisher Scientific
miR-221-siRNA (USA)
SOCS-3-siRNA Quiagen (Niederlande)

pre-miR-Kontrolle/ Kontroll-siRNA

Applied Biosystems (USA)

PI3K-siRNA Quiagen (Niederlande)
TRAIL- BSA Merck Millipore (Deutsch-
Behandlung land)

TRAIL PeproTech (USA)
MTS-Test Dulbecco’s PBS Merck Millipore (Deutsch-

land)

CellTiter96 One Solution Cell Proliferation | Promega (USA)

Assay (MTS)
Apoptose- Caspase3/7 Glo Buffer Promega (USA)
Assay Caspase 3/7 Substrate Promega (USA)
Luciferase- Passive Lysis Buffer Promega (USA)
Assay LAR Il (Luciferase Assay Reagent Il) Promega (USA)
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Verwen- Produkt/Chemikalie Bezugsquelle/Hersteller
dungszweck
pMIR-REPORT™-Vektor Life Technologies (USA)
Stop and Glo Promega (USA)
Hindlll-Restriktionsenzym New England Biolabs (USA)
Spel-Restiktionsenzym New England Biolabs (USA)
HiSpeed Plasmid Midi Kit Quiagen (Niederlande)
RNA- TRIzol® Invitrogen (USA)
Isolierung Chloroform Roth (Deutschland)
Isopropanol Sigma Aldrich (USA)
Ethanol Sigma Aldrich (USA)
Nukleasefreies, DEPC-behandeltes Wasser Roth (Deutschland)
Protein- Phosphosafe-Puffer Sigma Aldrich (USA)
Isolierung Rotiquant Roth (Deutschland)
Primer Name Sequenz
R-Aktin for 5°- cct ggc acc cag cac aat -3 biomers.net (Deutschland)
rev 5- ggc gat cca cac gga ct -3°
TNFSF-10 | Als QuantiTect® Primer Assay | Qiagen (Niederlande)
STAT-1 geliefert
XAF-1
PIK3R1
RNU-6B Als Tagman™ MicroRNA Assay | Applied Biosystems (USA)
geliefert
miR-221 for 5’-gta tgt gag aat tac ttg caa gc -3" | Applied Biosystems (USA)
rev5’ -cca ctg gtt tat acct cc tgg -3’
gRT-PCR SYBR® Green qPCR Master Mix Agilent Technologies (USA)

TagMan®-UNC

Applied Biosystems (USA)

TagMan® MicroRNA Reverse Transcriptions

Kit

Life Technologies (USA)
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3.2 Methoden

3.2.1 Sterilisation

Besonders die in der Zellkultur verwendeten Materialien und Lésungen mussten vor Gebrauch
sterilisiert werden, wenn sie nicht bereits steril bezogen wurden. Hierzu wurden die Glas- und

Kunststoffartikel fur 25min bei 120°C autoklaviert.

3.2.2 Kultivierung und Passage der Zelllinien

Die Zelllinien wurden in ihrem jeweiligen Medium in 75 cm? Zellkulturflaschen kultiviert. Dies
bedeutete die Einsaat von ca. 13.000 bis 14.000 Zellen pro cm? und folgend die Kultivierung
bei einer Temperatur von 37°C, einem CO,-Gehalt von 6% und einer Luftfeuchtigkeit von 95%.
Ab einem konfluenten Wachstum von ca. 80% wurden die Zellen subkultiviert, dies war ca.
alle 3 bis 4 Tage noétig. Zur Subkultivierung wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit PBS
gespllt und schlieRBlich zur Lyse der Adhadrenz Trypsin zugegeben. Nach 5 min im Brutschrank
wurde die Lysierung mit dem jeweiligen Medium abgestoppt, die Zellen in 15ml Falcon-Zent-
rifugationsrohrchen Gbernommen und bei 12.000U/min fir 5 min zentrifugiert. Dieses Ver-

fahren wurde regelmaRig durchgefiihrt und die Zellen nach ca. 30 Passagen verworfen.
3.2.3 Transiente Transfektion der Zellen mit microRNA

Zur Transfektion der Zellen wurden precursor (pre) beziehungsweise Small-interfering (si) miR
verwendet und Uber Lipofectamin 2000-Partikel in die Zellen transfiziert. Zur Kontrolle wur-
den Zellen nach gleichem Schema ebenfalls mit precursor-Kontroll-miR (pre-miR-Ktr) bezie-
hungsweise mit Kontroll-siRNA (Ktr-siRNA) transfiziert. Dies war nétig, um einen eventuellen
Einfluss der Transfektion selbst, sowie einer Belastung mit fremd-RNA auf die untersuchten
Zelllinien auszuschlieBen. Einen Tag vor der Transfektion wurden die Zellen eingesat - entwe-
der in 6-Well-Platten so im Falle der RNA- und Proteinisolierung - oder in 96-Well-Platten im
Falle der MTS- und Apoptosetests. Fiir die Transfektion mit precursor-microRNA und Reporter
Gen wurden 12-Well-Platten verwendet. Am Tag der Transfektion befanden sich die Zellen in
ca. 80%igem, konfluenten Wachstum. Zur Herstellung der Lipofectamin-miR-Partikel wurden

zundchst 2 Ansdtze erstellt. Einen mit miR geldst in serumfreiem Opti-MEM-
17
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Transfektionsmedium und einen mit den noch ungeladenen Lipofectamin-Partikeln, ebenfalls

gelost in Opti-MEM. Sowohl der miR-Ansatz, als auch der Lipofectamin-Ansatz wurden erstellt

und fir 5min bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieBend wurden die Ansdtze zusammenge-

flhrt und bei Raumtemperatur fir 20min inkubiert. Vor der Zugabe des Ansatzes wurde das

alte Zellmedium entfernt. Im Folgenden wird ndher auf die einzelnen Schemata eingegangen:
1) Transfektion der 96-Well Platten fiir MTS- und Apoptose-Assay

Einsaht im 96-Well Format erfolgte mit 100ul Medium in nachfolgender
Zellkonzentration pro Well. Die Transfektion erfolgte 24h nach der Einsaat der

Zellen.
Zelllinie Zellkonzentration (Zellen/ml)
PC-3 2x10*
DU-145 1x10*
RWPE 1,5x10*

Fir jedes Well wurden 12,5pmol miR in 25ul Opti-MEM gelost. Fir den
Lipofectamin-Ansatz wurden 0,125pl Lipofectamin2000 in 25ul Opti-MEM gel6st.
Nach dem Zusammenfihren und Inkubieren der Ansatze wurden fir jedes Well
weitere 50ul Zellmedium zugegeben, so dass letztendlich 100ul Lipofectamin-
miR-Ansatz fiir jedes Well zur Verfiigung stand. Am Tag nach der Transfektion
wurden noch einmal 100ul frisches Zellmedium zugegeben, die Konzentration der
miR betrug nun also 62,5pmol/ml

1)) Transfektion der 6-Well Platten fiir Protein- und RNA-Gewinnung
Einsaat im 6-Well Format erfolgte mit 1000ul Medium in nachfolgender
Zellkonzentration pro Well. Die Transfektion erfolgte 24h nach Einsaat.

Zelllinie Zellkonzentration (Zellen/ml)
PC-3 3x10*

DU-145 2x10*

RWPE 1,5x10%

Fir jedes Well wurden 125pmol miR in 250ul Opti-MEM gel6st. Fir den
Lipofectamin-Ansatz wurden 1,25ul Lipofectamin2000 in 250ul Opti-MEM gel6st.
Nach dem Zusammenfihren und Inkubieren der Ansatze wurden fir jedes Well
weitere 500ul Zellmedium zugegeben, so dass letztendlich 1000ul Lipofectamin-
miR-Ansatz fiir jedes Well zur Verfiigung stand. Am Tag nach der Transfektion
wurden noch einmal 1000pl frisches Zellmedium zugegeben, die Konzentration
der miR betrug nun also 62,5pmol/ml und entsprach damit der Konzentration, die
bei der Transfektion der 96-Well-Platten erreicht wurde.

) Transfektion der 12-Well Platten fiir das Dual-Luciferase® Reporter Assay-
System
Einsaht im 12-Well Format erfolgte mit 5x10* PC-3-Zellen/ml in 2 ml Medium pro
Well. Die Transfektion erfolgte 24h nach Einsaat.
Im Falle der Transfektion mit Reportergen wurde eine Kotransfektion
vorgenommen. Hierbei kam zusatzlich zur Transfektion mit micro-RNA die
Transfektion mit Reporter-DNA zum Einsatz. So wurden folgende Ansétze erstellt:
Zum einen wurden pro Well 10ul (= 50pmol) micro-RNA, zusammen mit 1pl
(400ng) Reporter-Gen und 0,18ul Renilla-Luciferase-Gen, in 90ul Opti-MEM-
Transfektionsmedium angesetzt. Der zweite Ansatz enthielt mit 1pl Lipofectamin
in  100ul  Optimem die ungeladenen Lipofectamin-Partikel.  Nach
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Zusammenfihren und Inkubieren der Ansatze standen also ca. 200ul (201,18ul)
pro Well zur Verfligung. Durch die Zugabe von 800ml antibiotikafreiem Medium
pro Well konnte die Transfektion also mit 1000ul Transfektionslésung pro Well
vorgenommen werden. Nach Zugabe von 1000ul frischem Zellmedium pro Well
am Folgetag lag die Konzentration der miR bei 25pmol/ml und die Konzentration
der Reporter-DNA bei 200ng/ml.

3.2.4 Behandlung mit TRAIL und Festlegung einer effektiven TRAIL-Konzentra-

tion

Das Zytokin TRAIL wurde von der Firma PeproTech™ als Feststoff bezogen und wie folgt zur
weiteren Verwendung angesetzt. 50ug des Feststoffes wurden in 100ul destilliertem Wasser
mit 0,1%igem BSA geldst und in 20ul-Portionen bei -20°C eingefroren. 48h nach Einsaat er-
folgte die TRAIL Zugabe. Je nach Versuch wurden hierzu in der Literatur tbliche Verdiinnungs-

stufen von 100ng/ml beziehungsweise 500ng/ml gewahlt (17, 91).

Versuch Verdiinnungsstufe | Endkonzentration TRAIL

transiente Transfektion mit | 1:5000 50ug/100ul * 1/5000 = 0,1ug/ml =

miR 100ng/ml

Apoptose-Assay 1:1000 50ug/100ul * 1/1000 = 0,5ug/ml =
500ng/ml

RNA-Extraktion 1:1000 50ug/100ul * 1/1000 = 0,5pug/ml =
500ng/ml

Die Zugabe in jeweiliger Verdiinnungsstufe erfolgte in 100ul entsprechendem Zellmedium pro
Well bei Versuchen in 96-Well-Platten und in 1000ul Medium bei Versuchen in 6- und 12-Well-
Platten. Die jeweiligen Kontrollzellen erhielten zeitgleich die entsprechende Menge an Zell-

medium sowie PBS destilliertem Wasser ohne TRAIL-Zusatz.
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Tag2 Tagd Tag2 Tagd

PC3 RWPE PC3 RWPE PC3  RWPE PC.3  RWPE

Zellvitalitat in % zur unbehandelten Probe
Zellvitalitat in % zur unbehandelten Probe

Abb. 6 TRAIL-Verdiinnungsstufen in Zellmedium und Transfektionsmedium

Es wurden PC-3 sowie RWPE-Zellen in 96-Well-Platten ausgesdt und 24h spdter mit TRAIL in den jeweiligen Ver-
diinnungsstufen in 100ul Medium beziehungsweise 100ul Medium ohne TRAIL pro Well behandelt. Der Anteil
lebender Zellen in TRAIL-behandelten und —unbehandelten Zelllinien wurde an Tag 2 und Tag 5 nach TRAIL-Be-
handlung mittels MTS-Tests und Monochromator gemessen (néheres s.3.2.7). Dargestellt ist die relative Anzahl
vitaler Zellen der TRAIL-behandelten Zellen im Verhdltnis zu Zellen, die nur mit jeweiligem Medium behandelt
wurden. Die Messwerte der jeweiligen Kontrollzellen wurden als 100% gesetzt. Teil A der Abbildung zeigt die
Wirkung von TRAIL in den Verdiinnungsstufen 1:1000, 1:5000 sowie 1:10.000 auf PC-3 und RWPE-Zellen im jewei-
ligen Zellkulturmedium. Teil B zeigt die Wirkung von TRAIL in der Verdiinnungsstufe 1:1000 auf PC-3 und RWPE-
Zellen unter Transfektionsbedingungen. Es wurde somit mit miR-Ktr transfiziert. (ndheres s. 3.2.3)

Abb. 6 zeigt die relative vitale Zellmenge TRAIL-behandelter PC-3- sowie RWPE-Zellen. Es wur-
den die in der Literatur sowie in der Forschungsgruppe Ublichen Verdiinnungsstufen von
1:1000 und 1:5000 sowie eine weitere Verdiinnungsstufe von 1:10.000 gewahlt (s. Abb. 6). Es
war weder in PC-3-, noch in RWPE-Zellen ein signifikanter Unterschied zwischen den Verdiin-
nungsstufen 1:1000 sowie 1:5000 feststellbar. RWPE-Zellen reagierten auf alle Verdiinnungs-
stufen mit einer konstanten Reduktion der vitalen Zellmenge auf Gber 80%. Dies gilt sowohl
in K-SFM-Kulturmedium, als auch in Opti-Mem Transfektionsmedium und mit miR-Ktr-Lipo-
fektaminpartikeln. In PC-3-Zellen trat durch TRAIL-Behandlung sowohl in Zellkultur -als auch
in Transfektionsmedium mit miR-Ktr-Transfektion eine Reduktion der vitalen Zellmenge auf
unter 80% auf. Es wurde so eine TRAIL-Konzentration als effektive Konzentration festgesetzt,
die eine PCa-Zellmenge auf unter 80% reduziert, die RWPE-Zellmenge jedoch nicht auf unter

80% senken kann.
3.2.5 Isolierung und Aufbereitung von RNA

Zur Gewinnung von RNA wurde im 6-Well-Format transfiziert. 48h nach Transfektion wurde
das Zellmedium abgenommen und die Zellen mit PBS gespilt. Um die Zellen zu |6sen wurde

500ul Trypsin pro Well zugegeben und ca. 5min im Brutschrank inkubiert. Danach wurde die
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Lyse mit 1500ul Medium abgestoppt und die Zellen in 15ml Falcon-Zentrifugationsréhrchen
fir 5min bei 12.000 U/min zentrifugiert. Danach wurden die Zellen noch einmal in PBS gewa-
schen und ein weiteres Mal nach gleichem Schema zentrifugiert. Nach dem Absaugen von PBS
folgte nun die eigentliche RNA-Gewinnung und Aufbereitung in mehreren Schritten.
1) Homogenisierung der Proben
Zugabe von 1ml TRIzol®
1)} Phasentrennung
Inkubation bei Raumtemperatur fiir 5 min und anschliellende Zugabe von 200ul
Chloroform. Schitteln der Proben fiir 15sek und anschlieRend erneute Inkubation
bei Raumtemperatur fiir 3 min mit folgender Zentrifugation bei 12.000 U/min, 4°C
far 12 min.
1) RNA Isolierung mit RNA Prazipitation
Uberfiihren der wissrigen Phase in ein neues Reagenzréhrchen mit Zugabe von
0,5ml Isopropanol (100%). Inkubation bei RT fir 10 min und anschliefend
Zentrifugation bei 12.000g U/min, 4°C fir 10 min.
1v) RNA Reinigung
Entfernen des Isopropanol-Uberstandes durch abkippen, Zugabe von 1ml Ethanol
(75%) und Resuspension durch kurzes Mischen. AnschlieBend Zentrifugation bei
7.500 U/min, 4°C fur 5 min.
V) RNA Resuspension
Entfernen des Ethanol-Uberstandes durch Abkippen, trocknen der RNA fiir ca. 30

min. AnschlieRen erneutes L6sen in RNase freiem Wasser durch Erwdrmen auf
55°C fur 15 min. AnschlieRend konnte die geloste RNA bei -20°C gelagert werden.

3.2.6 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung der RNA

Zur Bestimmung von Konzentration und Reinheit wurden 2ul der RNA-Probe photometrisch
vermessen. Hierbei kam das Photometer Nanodrop2000 der Firma Thermo Fisher Scientific
zum Einsatz. Zur Reinheitsbestimmung wurde bei 260nm und 280nm gemessen und das Ver-
haltnis beider Messwerte gebildet, welches bei ausreichendem RNA-Gehalt einen Wert von

ca. 1,9-2,0 erreichen sollte.
3.2.7 Feststellung der Zellvitalitat via MTS-Assay

Die Zelleinsaat erfolgte in 96-Well-Platten. Zur Detektion der Zellvitalitat diente der CellTi-
ter96® Cell Proliferation Assay (MTS) von Promega. Hierbei konnte die Anzahl vitaler Zellen als
Korrelation zum Farbumschlag von gelb nach rot quantifiziert werden. Der Farbumschlag kam
durch die Reduktion von MTS (Methyltetrazolinsulfat) zu Formazan zustande, die zugrunde
liegende Reaktion ist in Abb. 7 gezeigt. Die Messung fand am 3., 5. und 6. Tag nach
Transfektion statt. Zur Vorbereitung wurde zunachst die MTS-Reagenz mit PBS verdinnt
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(1:11) und nach 5 min Inkubation bei Raumtemperatur auf die Zellen gegeben. Das Medium
wurde komplett entfernt, anschlieBend wurden pro Vertiefung 100ul MTS-Reagenz
zugegeben. Nach 3 h Inkubation im Brutschrank konnte der Farbumschlag bei 490nm am
Monochromator gemessen werden. Die Digitalisierung der Messdaten erfolgte mit der
»Ascent™ Softwear for multiscan”, danach wurden die Daten auf Excel Ubertragen und

verarbeitet.

— 3 Reduktion durch die
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Abb. 7  Reaktion von MTS zu Formazan
Durch die Reduktion von MTS zu Formazan kommt es zu einem Farbumschlag von gelb zu rot

3.2.8 Versuche mit Biolumineszenz

In der Molekularbiologie kdnnen Luciferase-Systeme dazu dienen, intrazelluldre Vorgange
sichtbar zu machen. Bei Luciferasen handelt es sich um Enzyme, welche die Reaktion von Lu-
ciferinen mit Sauerstoff zu instabilen Dioxetanen oder Dioxetanonen katalysieren. Beim Zerfall
jener Produkte kommt es zur quantifizierbaren Biolumineszenz. In der vorliegenden Arbeit
fanden ein Dual-Luciferase Reporter Assay sowie ein Apoptose-Assay Verwendung. Im Falle
des Apoptose-Assays liegt das Luciferase-Substrat als inaktives DEVD-Aminoluciferin vor.
DEVD steht hier flir die Aminosauresequenz Asp-GLu-Val-Asp und somit fiir die Sequenz, die
von der Caspase 3/7 gespalten wird. Erst nach Freisetzen von oxidierbarem Aminoluciferin
durch die Kaspasen 3/7 erfolgt die eigentliche Lumineszensreaktion, die Reaktion ist in Abb. 8

dargestellt. Die messbare Lumineszenz ist somit proportional zur Kaspaseaktivitat.
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Abb. 8 Biolumineszensreaktion der Luciferase am Beispiel des Caspase-Assays

Dual-Luciferase Reporter Assays stellen eine genaue und relativ stérungsfreie Methode dar,
weil zwei verschiedene Luciferase-Systeme in derselben Zelle exprimiert werden. Ein System
ist vom Experiment abhdngig, sein Leuchtsignal stellt so die zu messende GrofRe dar. Das an-
dere System ist von duBeren Einfllissen unabhangig, sein Leuchtsignal dient zur Normalisie-
rung. Die messbare Lumineszenz entsteht unter Sauerstoff- und ATP-Verbrauch bei der Um-

setzung von Luciferin zu Benzothiazol unter Photonenemission.

3.2.9 Quantifizierung der Apoptose

Fiir den Apoptosetest wurde im 96-Well-Format transfiziert, wobei hierzu keine transparen-
ten, sondern weile Platten Verwendung fanden. Die Uberpriifung und Quantifizierung der in
den Zellen ausgel6sten Apoptose fand 24 h nach Transfektion mittels des Caspase-Glo® 3/7
Assays von Promega statt. In der Vorarbeit wurde der mitgelieferte Puffer (10ml) auf Raum-
temperatur gebracht und zum Substrat gegeben. AnschlieRend wurden von jeder Vertiefung
der Zellplatte 100ul Medium abgenommen und in Folge 100ul Caspase-Glo-Ansatz zugegeben.
Nach 1h Inkubation im Brutschrank wurde die Lumineszenz im Microplattenreader mit inte-

griertem Photomultiplier gemessen.
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3.2.10 Dual-Luciferase Reporter Assay

3.2.10.1 Funktionsprinzip

Der Dual-Luciferase Reporter Assay stellt ein etabliertes Reportersystem zur Untersuchung
der Regulation und Expression eukaryotischer Gene dar. Bei dieser Methode wird mittels
Transfektion (iber einen Vektor ein Reportergen in die zu untersuchende Zelllinie eingebracht.
In der vorliegenden Arbeit handelte es sich um das pMIR-REPORT™-Vektor-System
(pGL4.80[hRIucP/Neo] Vektor) von Applied Biosystems. Der beschriebene Vektor enthalt das
Reportergen des Leuchtkafers Phytinus pyralis das fir eine Firefly-Luciferase-kodiert. Das Lu-
ciferase-Reporterprotein katalysiert eine lichtemittierende Reaktion, deren Lichtabgabe pro
definiertem Zeitintervall proportional zur exprimierten Luciferasemenge ist. Uber kiinstlich
geschaffene Genabschnitte mit mehreren aufeinander folgenden Restriktionsschnittstellen,
sogenannte Polylinker, kbnnen mit Hilfe von Restriktionsenzymen potentielle miR-Bindungs-
stellen in das Luciferase-Gen eingebracht werden. Als Folge dessen kann untersucht werden,
ob die Expression der Firefly-Luciferase durch die Bindung einer Kandidaten-miR an der po-
tentiellen Bindungsstelle reguliert wird. Dabei verhindert die Bindung der miR an die einge-
brachte Bindungsstelle die Expression des Reporterproteins. Zum Ausgleich moglicher experi-
menteller Schwankungen enthielt der verwendete Dual-Luciferase-Assay ein Kontroll-Repor-
tergen mit miR-unabhéangiger Expression. Bei diesem der Normierung dienenden Reportergen
handelt es sich in der vorliegenden Arbeit um das Gen der Renilla-Luciferase der Korallenart

Renilla reniformis.

24



Material und Methoden

SV40 ponA| - Hindlll (463i >

Polylinkerbereich mit
Restriktionsschnittstelle
(6438) Notl (407’

SV40 Promoter ) | MCsS Hindlll zum Einbringen

(6139) ™1 der PIK3R1-mRNA-
(6046) Sequenz
Puromycin
(5447)
(5188)
SV40 pA
(5153) - \
Sspl (4961) - \.‘ \-.-
(4943)-. . "
1 pMIR-REPORT™ Luciferase '| '1 EcoRI (1609)
. 6470 bp o
\ .f' )f
L | /
Ampicillin /
4
' BamHI (2205)
(4083)
(4024) - CMV Promoter
ColE1 Origin 1 a13) EcoRI (2808)

Abb. 9  Aufbau des verwendeten pMIR-REPORT™ Luciferase-Vektors
(modifiziert nach p-MIR-REPORT™ System-Manual von Applied Biosystems (https.//tools.thermofisher.com/con-
tent/sfs/manuals/cms_058066.pdf) Markiert ist die verwendete Schnittstelle Hindlll sowie der Plasmidabschnitt
mit der eingesetzten Luciferase-Sequenz.

3.2.10.2 Erstellung von Reporterplasmiden

Sowohl die Klonierung als auch die Aufbereitung des fertigen Plasmid-Vektors wurde von Frau
Katrin Borschert, Angestellte der Klinik und Poliklinik fiir Urologie und Kinderurologie Wiirz-
burg, vorgenommen. Daher soll hier lediglich eine Ubersicht iber die erfolgten Arbeitsschritte
gegeben werden. Zunachst erfolgte die Amplifikation des einzubringenden Genabschnitts, in
diesem Fall die vermutete Bindungsstelle der miR-221 in der 3’"UTR der PIK3R1-mRNA mittels
PCR. Der verwendete Primer ermdoglichte neben der Amplifikation auch das Einbringen der
HinD llI-Restriktionsstellen in die gewonnenen PCR-Fragmente. Dabei entstanden DNA-Frag-
mente mit einer Ldnge von 534 Basenpaaren. Die (iber die Primer eingebrachten Restriktions-
stellen waren zur Klonierung der gewonnenen Sequenzen in den Polylinkerbereich des pMIR-
Report-Vektor notig (s. Abb. 9). Anschliefend erfolgte mittels Restriktionsendonukleasen die
Ligation der gewonnenen Sequenz mit dem pMIR-Report-Vektor, welcher nun als pGL4-
3’UTR-PIK3R1 bezeichnet wurde. Es folgte die Aufnahme des generierten Vektors durch trans-
formationskompetente E. coli. Danach folgte die Mini- beziehungsweise Midiprep selektierter

und amplifizierter E. coli-Klone.
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3.2.10.3 Mini und Midiprep

Die Gewinnung der Plasmid-DNA aus den transformierten E. coli erfolgte iber das Midi- und
Miniprep-Verfahren, welches hier aus Griinden der Ubersichtlichkeit nicht ndher beschrieben
wird. Die Miniprep diente hierbei der Gewinnung geringer Plasmidmengen zur gelelektropho-
retischen Bestimmung der Plasmid-Fragmentlinge. Zusétzlich erfolgte die Uberpriifung auf
die gewiinschte Gensequenz durch die Firma GATC in Konstanz, wodurch ein fehlerfreies und
vollstandiges Enthalten der gewiinschten Sequenz bestatig wurde. Nach Bestatigung der er-

zielten Basensequenz erfolgte die Gewinnung von Plasmid-DNA mittels Midiprep.
3.2.10.4 Transiente Kotransfektion mit miRNA und Reportergen

Einen Tag nach Einsaat erfolgte die Transfektion von PC-3-Zellen nach dem in Abschnitt 3.2.3
beschriebenen Protokoll. Dabei wurden die Zellen mit dem gewonnenen Reporterplasmid mit
inseriertem PIK3R1-Genabschnitt (folgend pMIR Report PIK3R1) transfiziert. Zusatzlich wurde
mit pre-miR-221 kotransfiziert. 24h nach der Transfektion wurde den Ansatzen 1ml Medium

pro Well zugefiigt.
3.2.10.5 Luciferase Assay und Vermessung

48h nach Transfektion erfolgte der Dual-Luciferase® Reporter Assay von Promega nach modi-
fiziertem Herstellerprotokoll. Zunachst erfolgte die Abnahme des Nahrmediums und eine an-
schlieende Spulung mit PBS. Nach Abnahme der Sptilldsung PBS wurden pro Well 200ul Pas-
sive Lysis Buffer (PLB) zugegeben, die Platte wurde daraufhin fir 15min bei Raumtemperatur
leicht geschiittelt. Aus dem erhaltenen Lysat wurden je 20ul pro Well in eine weil3e, nicht-
transparente 96 Well-Platte Gberfiihrt. Nach Zugabe von 80 pl Luciferase Assay Reagent Il (LAR
II) erfolgte die Messung der Aktivitat der Firefly-Luciferase im Mikroplattenreader mit inte-
griertem Photomultiplier von Tecan. Pro Well wurden 80pl zuvor hergestellter Stop and Glo-
Losung (Stop & Glo®-Substrat und Stop & Glo®-Puffer 1:50) zugegeben. Dies war nétig zum
Stop der Firefly-Luciferase-Reaktion um im Folgenden die verbleibende Lumineszens der
Renilla-Luciferase messen zu kénnen. Diese Messung ermoglichte dann die Normierung der
Firefly-Luciferase auf die Renilla-Luciferase zum Ausgleich experimenteller Schwankungen.

Die vom Photomultiplier gemessenen Lichtimpulse wurden in relativen Lichteinheiten (RLU)
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angegeben, mit denen sich ein MaR fir die Luciferaseaktivitat darstellen lasst. Die endglltige

Auswertung erfolgte durch Ubertragung und Verwertung der gewonnenen RLU auf Excel™.

3.2.11 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

3.2.11.1 Funktionsprinzip

Die PCR ist eine Methode zur semiquantitativen in vitro-Vervielfaltigung von Nukleinsauren,
in der vorliegenden Arbeit handelt es sich hierbei um cDNA. Die Amplifikation der cDNA mit
Hilfe der DNA-Polymerase verlauft zyklisch in mehreren sich wiederholenden Phasen. Bei je-
dem Zyklus dienen die Endprodukte des jeweils vorherigen Zyklus als Ausgangsmaterial, der-

art lasst sich das zu untersuchende Material exponentiell vervielfachen.

1) Denaturierung
Durch Erhitzen der DNA auf 94-96°C werden die Doppelstrange aufgebrochen,
sodass nur noch einzelstrangige DNA vorliegt

1) Annealing (Primerhybridisierung)
Durch Herunterkihlen auf 55-65°C wird das Anlagern der Primer an die
komplementare DNA-Sequenz ermoglicht. Hierbei dienen zwei synthetische
Primer zur beidseitigen Begrenzung der zu amplifizierenden Sequenz, sodass
nachher nur die gewiinschten DNA-Abschnitte vervielfaltigt werden.

1) Elongation
Bei einer Temperatur von 68-72°C beginnt nun die DNA-Polymerase, die
markierten Bereiche mit freien Nukleotiden aufzufiillen. Sie beginnt hierbei
immer am 3'-Ende des Primers und folgt dann dem kodierenden DNA-Strang.

Durch zyklisches Wiederholen der Phasen kann eine exponentielle Vervielfaltigung der DNA
erreicht werden. Unter Idealbedingungen sollte sich der Gehalt des untersuchten Abschnitts

mit jedem Zyklus verdoppeln.
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Abb. 10 Darstellung der Reaktionsschritte einer PCR

3.2.11.2 Reverse Transkription

Da die gewonnene RNA selbst nicht via PCR vervielfaltigt werden kann, musste sie mittels der
sogenannten Reversen Transkription (RT) in cDNA umgewandelt werden. Hierbei kamen zwei
verschiedene Vorgehensweisen zum Einsatz, je nach zu untersuchender RNA. Handelte es sich
um eine miR, die in cDNA Uberfiihrt werden sollte, wurde mit spezifischen Primern gearbeitet,
sollte mRNA umgeschrieben werden, wurden unspezifische Primer verwendet und der ge-
samte RNA-Gehalt der Zelle in cDNA Uberfihrt. Fir die Reverse Transkription von miRs wur-
den die Tagman™ MicroRNA Assay-Kits fir miR-221 und der RNU6B Kontroll-miR von Applied
Biosystems verwendet. Zur Herstellung des zu transkribierenden RNA-Ansatzes wurde die
RNA auf 10ng/ml verdiinnt. In der folgenden PCR wurde dann die Expression der entsprechen-
den miR unter FAM-Anwendung quantifiziert. Im Falle der reversen Transkription der mRNA
fand das ,,Im-Prom-Il Reverse Transkription System” von Promega Verwendung, die RNA
wurde flr die Transkription auf 1pg/ml verdinnt. Nach Umschreiben der mRNA nach dem
modifizierten Protokoll von Promega erfolgte die Quantifizierung der cDNA-Expression unter
Anwendung des SYBR-GREEN Farbstoffes. An dieser erfolgt Stelle eine kurze Erlauterung zu

den verwendeten Farbstoffen:
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) FAM: hierbei handelt es sich um ein Derivat von 6-Carboxyfluorescein. Er
ist an das 5'-Ende der Tagmansonde gebunden, am 3’-Ende der Sonde
befindet sich ein sogenannter Quencher-Farbstoff, der die Fluoreszenz
des FAM-Farbstoffes auch bei dessen Anregung unterdriickt. Bei Sonden,
die DNA gebunden haben, wird FAM durch die Tag-Polymerase abgel6st,
ist somit frei und in der Lage, ein Fluoreszenzsignal zu vermitteln

) SYBR GREEN: es handelt sich um einen Cyanin-Farbstoff, der in der Lage
ist, doppelstrangige DNA zu binden. Der entstandene DNA-Farbstoff-
Komplex ist nun in der Lage, nach Anregung griines Licht zu emittieren.

In beiden Fallen ist somit die Anzahl der zur Fluoreszenz befahigten
Farbstoffe direkt von der DNA-Menge abhangig. Dadurch lasst sich die
DNA-Menge Uber die gemessene Fluoreszenz quantifizieren.

3.2.11.3 Quantitative RT-PCR

Die Quantifizierung der untersuchten cDNA wurde (iber die Messung des Fluoreszenzanstie-
ges der jeweils verwendeten Farbstoffe erreicht: In beiden Fallen fihrte die Anlagerung (=/n-
terkalierung) der positiv geladenen Farbstoffsonden an die negativ geladene DNA zu einer Flu-
oreszenzsteigerung, diese stieg somit proportional zum DNA-Gehalt der Probe an. Um die
Quantifizierung in Form von Messwerten zu ermoglichen, wurden nun die Ct-Werte (Ct=cycle
threshold) der einzelnen Proben bestimmt (s. Abb. 11). Der Ct-Wert gibt an, wie viele Zyklen
und damit Verdoppelungen nétig waren, um ein festgelegtes Fluoreszenzniveau zu erreichen.
Um eventuelle Konzentrationsunterschiede zwischen den einzelnen Proben zu detektieren
und auszugleichen, wurden zusatzlich die Ct-Werte sogenannter House-keeper-Gene ermit-
telt. Diese dienten dann als Normierung, um die relativen Genexpressionsunterschiede der
einzelnen Proben miteinander vergleichen zu kénnen. Houskeeper-Gene werden im Idealfall
in allen untersuchten Zellen in gleicher und stabiler Starke exprimiert, sind also auch vom je-
weiligen Experiment unabhédngig. Hier handelte es sich um RNUG6B fiir die FAM-Anwendung
bei miR-Proben und R-Aktin fiir die SYBR-GREEN-Anwendung bei den mRNA-Proben. Der zu

erreichende Fluoreszenz-Grenzwert (=Threshold) lag konstant bei 0,158 (10%8).
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Abb. 11 Darstellung der Ct-Wert Bestimmung
Auf der X-Achse sind ist die Anzahl der Zyklen dargestellt, auf der Y-Achse ist das Fluoreszenzniveau dargestellt.
Der Ct-Wert beschreibt die notwendige Zykluszahl, die notwendig war, um ein durch einen festen Grenzwert
(=Threshold) festgelegtes Fluoreszenzniveau zu erreichen. Je niedriger der Ct-Wert, desto héher die Ausgangskon-
zentration der DNA.

3.2.11.4 Oligonukleotidprimer

Um die Genexpression der jeweils gesuchten Zielgene spezifisch untersuchen zu kénnen, ka-
men Oligonukleotidprimer zum Einsatz. Diese binden mit ihrem zur Sequenz des Zielgenes
komplementarem Aufbau im Idealfall nur den gesuchten DNA-Abschnitt und ermdglichen so-

mit dessen selektive Amplifikation. Es kamen folgende Primer zum Einsatz:
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Zielgen Sequenz — falls bekannt

SYBR-GREEN- | TNFSF 10 Als QuantiTect® Primer Assay geliefert

Fluoreszenz- | PIK3R1

markierung XAF1

STAT1

R-Aktin for 5°-cct ggc acc cag cac att -3°
rev 5°-ggc gat cca cac gga gta ct -3°

SOCS3 for 5°-acc aag ctt gcc cac agc cag gga agt g -3°
rev 5°-aca act agt ctg tcc agc cca at acct g -3°

FAM miR-221 for 5'-gta tgt gag aat tac ttg caa gc -3’

rev 5'-cca ctg gtt tat acct cc tgg -3’

RNU6B Als Tagman™ MicroRNA Assay geliefert

3.2.11.5 gRT-PCR Ansatze

Je nach verwendeter Fluoreszenzanregung kamen zwei verschiedene Ansatze zum Einsatz. In
beiden Fallen wurde ein Doppelansatz erstellt, um Uber die spatere Doppelbestimmung eine

hohere Messgenauigkeit zu erreichen.

)] Ansatz bei FAM-Verwendung

TagMan Universal PCR Mastermix UNG 30ul

DEPC-H,0 17ul

20x Primer (Fluoreszenz-rot) 3ul

c-DNA-Probe 10ul

Mastermix Gesamtmenge (30+17+3)ul=50pl
) Ansatz bei SYBR-GREEN-Verwendung

Quantitect SYBR-GREEN 20ul

DEPC-H,0 12ul

10xPrimer 4pl

c-DNA-Probe 2ul

Mastermix Gesamtmenge (20+12+4+2)pl=38ul
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3.2.12 Datenverarbeitung und Statistik

3.2.12.1 Datenverarbeitung der MTS-Vitalitats-Assays

Mittels Monochromator wurde an Tag 2, 3 und 5 nach TRAIL-Behandlung und damit Tag 3 ,4,
und 6 nach Transfektion der Anteil vitaler Zellen bestimmt. Die ermittelten Daten wurden in
Excel importiert und das arithmetische Mittel der gemessenen Triplikate gebildet. Dieser Mit-
telwert bildete den jeweiligen Probenwert. Durch die Berechnung Probenwert/Kontroll-

wert*100% konnten die Ergebnisse als Prozentwerte dargestellt werden.
3.2.12.2 Datenverarbeitung der Luciferase-Assays

Im Falle des Apoptose-Assays wurden mittels Microplattenreader fiir jeden Ansatz in 4 Einzel-
messungen die Caspase3/7-Aktivitdt bestimmt. Die erhaltenen Werte wurden in Excel® Gber-
tragen und das arithmetische Mittel der Einzelwerte gebildet. Zur Angabe von Prozentwerten

diente der Abgleich zu Zellen gleicher Zelllinie ohne jeweilige Behandlung.

Im Falle der Lumineszenz-Messung nach transienter Transfektion mit Reporterplasmiden
wurde dhnlich verfahren. Fir jeden Ansatz wurden in 4 Einzelmessungen die Lumineszenz der
Firefly-Luciferase und folgend der Renilla-Luciferase gemessen und die Werte in Excel® lber-
tragen. Nach der Normalisierung der Firefly- gegen die Renilla-Luciferase wurde das arithme-
tische Mittel der 4 Einzelmessungen gebildet und als letztendlicher Messwert verwendet. Die
Messwerte von pre-miR-221 transfizierten Proben wurden zu denen pre-miR-Ktr transfizierter
Proben ins Verhaltnis gesetzt, um die Ergebnisse als Prozentwerte darzustellen. Das Experi-

ment wurde nach gleichem Verfahren dreimal durchgefiihrt.
3.2.12.3 Datenverarbeitung der gRT-PCR

Die Amplifikation erfolgte im Thermocycler Rotor-Gene Q von Qiagen. Uber das Einsetzen ei-
ner Threshold-Geraden konnten die Ct-Werte bestimmt und zur weiteren Verarbeitung in
Excel importiert werden. Uber eine Doppelbestimmung gelang der Ausschluss von Proben-
paaren mit einer Standardabweichung >0,5 von der Weiterverarbeitung. Falls mit einer Stan-
dardabweichung <0,5 zwei einwandfreie Ct-Werte vorlagen, erfolgte die Weiterverarbeitung
Uber das arithmetische Mittel des Wertepaares. AnschlieBend konnte der Expressionsunter-

schied mithilfe der 2-22¢*-Methode ermittelt werden. Bei dieser wird durch Subtraktion der Ct-
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Werte von Housekeeping-Gen und zu untersuchendem Zielgen der ACt-Wert gebildet. Durch
erneute Subtraktion der ACt-Werte von Probe und Kontrolle kann der AACt-Wert gebildet
werden, der erstmalig Vergleiche zwischen zwei Proben erlaubt. Um den relativen Expressi-
onsunterschied in Form einer Uber- oder Unterexpression zu errechnen, wird dann die Formel

2 88Ct gingesetzt.

ACt = Ct Zielgen—Ct Housekeeping-Gen
AACt = ACt Behandlung—ACt Kontrolle
relativer Expressionsunterschied = 2725¢T

3.2.12.4 Statistik

Die Berechnung der statistischen Werte erfolgte mit Hilfe von Microsoft® Excel®. Zur Ermitt-
lung der statistischen Signifikanz fand der zweiseitig ungepaarte Student’s t-Test Verwendung.
Das Signifikanzniveau wurde mit p<0,05 als signifikant und ab p<0,005 als hochsignifikant fest-
gelegt. Die Kennzeichnung erfolgte in den Abbildungen mit ,*“ fur signifikant und ,,**“ fur

hochsignifikant.
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4 Ergebnisse

Vorergebnisse der Arbeitsgruppe lieRen vermuten, dass miR-221 indirekt oder direkt die Wirk-
samkeit von TRAIL auf PCa-Zellen regulieren kdnnte. Somit sollte die Wirkung von miR-221 auf
die TRAIL-Sensitivitat in verschiedenen PCa-Zelllinien sowie immortalisierten Prostata-Epithel-
zellen festgestellt werden. Um den vermuteten Einfluss klar definieren zu kénnen, sollte zu-
nachst die Wirkung des Zytokins TRAIL sowie der miR-221 auf Zelliiberleben und -wachstum

untersucht werden.

4.1 Die Wirkung von TRAIL auf Prostatazelllinien

Vorarbeiten zeigten, dass sich die verwendeten PCa-Zelllinien in den gewahlten Kultur- und
Versuchsbedingungen lber den Beobachtungszeitraum von 5 Tagen gleichmaRig teilten. Um
die Wirkung von TRAIL auf die verschiedenen Zelllinien zu charakterisieren, wurden diese mit
ansteigenden TRAIL Konzentrationen (s. 3.2.4) (iber einen Zeitraum von 5 Tagen behandelt. Es
wurde so eine TRAIL-Konzentration von 100ng/ul fur die weiteren Versuche festgesetzt, die
PCa-Zellen signifikant reduzierte, die TRAIL-resistenten RWPE-Zellen jedoch nicht signifikant

in der Zellzahl verringerte (siehe 3.2.4).
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Abb. 12 Effekt von TRAIL auf Prostatazelllinien

A) Es wurden PC-3, DU-145 sowie RWPE-Zellen in 96-Well-Platten ausgesdt und 24h spéter mit TRAIL (100ng/ml)
in 100ul Medium beziehungsweise 100ul Medium ohne TRAIL pro Well behandelt. Der Anteil lebender Zellen in
TRAIL-behandelten und —unbehandelten Zelllinien wurde an Tag 2 und Tag 5 nach TRAIL-Behandlung mittels MITS-
Tests gemessen (ndheres s.3.2.7). Dargestellt ist die relative Anzahl vitaler Zellen der TRAIL-behandelten Zellen
im Verhdltnis zu Zellen, die nur mit dem jeweiligen Medium behandelt wurden. Die Messwerte der jeweiligen
Kontrollzellen wurden als 100% gesetzt. B) zeigt den zeitlichen Verlauf der Proliferation der jeweiligen Zelllinie
unter TRAIL-Behandlung. C) zeigt die Apoptose nach TRAIL-Gabe. Es wurden PC-3- sowie RWPE-Zellen in 96-Well-
Platten ausgesdt. 24h spdter erfolgte die transiente Transfektion mit pre-miR-Ktr (miR-Ktr). 24h nach Transfektion
erfolgte die Zugabe von TRAIL (500ng/ml) in 100ul Medium beziehungsweise die alleinige Zugabe von 100 ul
Medium pro Well. Weitere 24h spdter erfolgte die Quantifizierung der Apoptose durch die Anwendung des
Caspase-Glo® 3/7 Assays von Promega und Messung der Caspase-abhdngigen Lumineszenz im Monochromator.
Die Werte TRAIL-unbehandelter, kontrolltransfizierter Zellen dienten als Kontrolle (100%) fiir die jeweilige Zellli-
nie.

Die mittels ungepaartem t-Test ermittelten signifikanten Unterschiede zur Kontrolle sind mit ,,** (p<0,05) und
, ¥*“(p<0,005) gekennzeichnet. Die Abweichungsbalken zeigen die Standardabweichung von mindestens 4 unab-
hdngig durchgefiihrten Versuchen.

Abb. 12 zeigt die signifikante Reduktion vitaler PC-3-und DU-145-Zellen durch eine Behand-
lung mit 100ng/ul TRAIL. So sank der Anteil lebender Zellen an Tag 2 nach Behandlung bei PC-
3-Zellen auf durchschnittlich 60% (p-Wert=0,002), bei DU-145-Zellen auf ca. 69% (p-
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Wert=0,004). An Tag 5 nach TRAIL-Behandlung verminderte sich der Anteil vitaler PCa-Zellen
im Verhaltnis zu unbehandelten Zellen auf 67% (PC-3, p-Wert=0,0003) beziehungsweise 84%
(DU-145, p-Wert=0,011). RWPE-Zellen erwiesen sich, wie erwartet, als resistent gegeniiber
TRAIL in der gegebenen Konzentration. So wurde eine nicht signifikante Reduktion auf 93% (p-
Wert=0,62) an Tag 2 nach TRAIL-Behandlung und nahezu kein Unterschied am Tag 5 nach
TRAIL-Behandlung (101%, p-Wert=0,90) beobachtet.

4.1.1 Apoptoseinduktion durch TRAIL in PCa-Zellen

Die beobachtete Reduktion der Zellzahl in TRAIL-behandelten PCa-Zelllinien liber den beo-
bachteten Zeitraum kann als Folge einer reduzierten Proliferationsrate und/oder eines ver-
mehrten Zellsterbens, z.B. im Rahmen einer Apoptoseinduktion, interpretiert werden. Dies
kann durch den vorangegangenen Versuch nicht eindeutig unterschieden werden. Da die In-
duktion von Apoptose durch TRAIL in Karzinomzellen mehrfach beschrieben wurde (s. 1.2.1),
sollte mittels eines Caspase 3/7-Assays (s. Abb. 12C) die Apoptoseinduktion in den Zellkultur-
modellen tberpriift werden. Die Versuche wurden mit PC-3-Zellen und RWPE-Zellen durchge-
fihrt. Bei PC-3-Zellen wurde die Apoptoserate durch TRAIL signifikant auf das 1,7-fache erhoht
(p-Wert=0,01). In RWPE-Zellen konnte keine signifikante Zunahme der Apoptoserate nach
TRAIL-Gabe beobachtet werden (Faktor 1.05, p>0,05).

4.2 MiR-221 als Modulator des TRAIL-Signals in PCa-Zellen

In Literatur und Vorarbeiten der Forschungsgruppe wurden kontrare Effekte der miR-221 auf
Proliferationsverhalten und Zellvitalitat in verschiedenen Tumorzellen beschrieben (s. Ab-
schnitt 1.3.3). Daher sollte der Effekt einer miR-221-Uberexpression im PCa-Zellmodell unter-
sucht werden. Da ein Einfluss der miR-221 auf das TRAIL-Signal vermutet wurde(s.1.3.4) sollte

diese Hypothese in miR-221 liberexprimierenden Zellen tberprift werden.
4.2.1 Die Transfektionseffizienz von pre-miR-221 transfizierten PCa-Zellen

Um den vermuteten Einfluss der miR-221 auf das TRAIL-Signal untersuchen zu kénnen, wur-
den transiente Transfektionen (TF) der Zelllinien PC-3 sowie DU-145 mit einer pre-miR-221
(siehe 3.2.3) durchgefiihrt. Bei einer erfolgreichen transienten Transfektion mit pre-miR-221

war eine signifikante Uberexpression von miR-221 in den transfizierten Zelllinien zu erwarten.
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Dies sollte im Rahmen einer Transfektionskontrolle mittels gRT-PCR Experimenten Uberprift
werden. Es wurde die miR-221-Expression transient pre-miR-221-transfizierter PCa-Zellen mit

der miR-221-Expression kontrolltransfizierter Proben der gleichen Zelllinie verglichen.
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Abb. 13 Transfektionseffizienz in pre-miR-221 transient transfizierten PCa-Zellen

PC-3 sowie DU-145-Zellen wurden in 6-Well-Platten ausgesdt (s. MM) und 24h spdter transient mit pre-miR-221
beziehungsweise pre-miR-Ktr transfiziert. 48h nach Transfektion erfolgte die RNA-Isolierung unter Verwendung
von TRIzol®. Unter Verwendung spezifischer Sonden wurde der Gehalt an miR-221 sowie RNU6B mittels gqRT-PCR
analysiert. Unter Verwendung der RNU6B-Expression wurden die Werte normalisiert und in ACt-Werte umgerech-
net. Durch Subtraktion der ACt-Werte kontrolltransfizierter- von pre-miR-221-transfizierten PCa-Zellen jeweils
entsprechender Zelllinie ergaben sich AACt-Werte. Mittels ungepaartem t-Test errechnete signifikante bzw hoch-
signifikante Unterschiede zur Kontrolle (p-Wert < 0,05 bzw. p-Wert < 0,005) sind mit ,,*“ bzw. mit ,,**“gekenn-
zeichnet. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen dreier unabhdngig durchgefiihrter Versuche.

Es wurden PC-3- sowie DU-145-Zellen transient mit pre-miR-221 transfiziert. 48h nach Trans-
fektion wurde die RNA der Zellen isoliert und mittels gRT-PCR die Expression der miR-221 ana-
lysiert. Die Erhéhung der erwarteten miR-221-Expression nach Transfektion zeigt Abb. 13. Bei
PC-3-Zellen wurde die Uberexpression von miR-221 im Vergleich zu Kontroll-transfizierten Zel-
len durch einen hoch signifikanten Anstieg der normierten Expressionswerte (AACt-Wert) um
5,61 AACt-Werte verdeutlicht (p-Wert<0,001). Bei DU-145-Zellen stieg die Expression im Ver-
gleich zu pre-miR-Ktr-transfizierten Zellen um 9,4 AACt (p-Wert=0,02). Mittels 222¢-Methode
konnte aus den AACt-Werten die x-fache Uberexpression an miR-221 errechnet werden. Sie
ergab eine Uberexpression der miR-221 um das circa 49-fache bei PC-3 und um mehr als das
600-fache bei pre-miR-221 transfizierten DU-145-Zellen. Mit Hilfe dieser Daten wurde nach-

gewiesen, dass die Transfektion mit pre-miR-221 zu einer robusten Uberexpression in allen
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vorgestellten Experimenten flihrt. Daher werden im Anschluss pre- miR-221 transfizierte Zel-

len als miR-221 Uberexprimierende Zellen bezeichnet.
4.2.2 Wirkung von TRAIL in miR-221 Uberexprimierenden PCa-Zellen

Flr die Gabe von TRAIL (s. 4.1) konnte eine Apoptoseinduktion in PCa-Zellen gezeigt werden.

In der weiteren Abfolge sollte nun der Einfluss der miR-221-Uberexpression auf das Uberleben

von PCa-Zellen Uberprift werden.

38



Ergebnisse
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Effekt von TRAIL in Kontroll-transfizierten und miR-221-iiberexprimierenden PCa-Zellen
PC-3-, DU-145- und RWPE-Zellen wurden in 96-Well-Platten ausgeséit (s.3.2.3). 24h danach erfolgte die transiente
Transfektion mit pre-miR-221 (miR-221) beziehungsweise pre-miR-Ktr (miR-Ktr). Nach 48h erfolgte die Zugabe
von TRAIL (100ng/ml) in 100ul Medium beziehungsweise die Zugabe von 100ul Medium ohne TRAIL pro Well. Der
Anteil vitaler Zellen von miR-221- sowie Kontroll-transfizierten Zellen wurde an Tag 2 und 5 nach Transfektion
mittels MITS-Tests gemessen. A: Dargestellt ist die relative Anzahl vitaler Zellen an Tag 5 nach TRAIL-Behandlung
im Verhdltnis zu Kontroll-transfizierten Zellen gleicher Zelllinie (100%). Teil B zeigt die relative Anzahl vitaler Zellen
5 Tage nach TRAIL-Behandlung in Relation zu pre-miR-Ktr oder pre-miR-221-transfizierten Zellen gleicher Zelllinie.
Balken 1, 3 sowie 5 beziehen sich auf TRAIL- unbehandelte, Kontroll-transfizierte Zellen. Balken 2, 4 und 6 zeigen
die relative Anzahl vitaler Zellen von TRAIL-behandelten und zugleich pre-miR-221-transfizierten Zellen im Ver-
hdltnis zu pre-miR-221 transfizierten Zellen ohne TRAIL-Behandlung. Teil C gibt einen Uberblick iiber die Abnahme
vitaler Zellen in TRAIL-behandelten PCa-Zellen (iber einen Beobachtungszeitraum von 5 Tagen. Die relative Anzahl/
TRAIL-behandelter in Relation zu unbehandelten Zellen (100%) wird dargestellt. Es werden pre-miR-221 transfi-
zierte und Kontroll-transfizierte Zellen verglichen. Teil D zeigt die x-fache Verdnderung der Apoptose durch TRAIL
in transient pre-miR-Ktr und pre miR-221-transfizierten PC-3 und RWPE-Zellen. Es wurden PC-3- sowie RWPE-
Zellen in 96-Well-Platten ausgesdt. 24h spdter erfolgte die transiente Transfektion mit pre-miR-Ktr (miR-Ktr) be-
ziehungsweise pre-miR-221 (miR-221). 24h nach Transfektion erfolgte die Zugabe von TRAIL (500ng/ml) in 100ul
Medium beziehungsweise die alleinige Zugabe von 100 ul Medium pro Well. Weitere 24h spdter erfolgte die
Quantifizierung der Apoptose durch Anwendung des Caspase-Glo® 3/7 Assays von Promega und Messung der
Caspase-abhdngigen Lumineszenz im Monochromator. Die Werte TRAIL-unbehandelter, Kontroll-transfizierter
Zellen dienten als Kontrolle (100%) fiir die jeweilige Zelllinie. Mittels ungepaartem T-Test ermittelte signifikante
Unterschiede zur Kontrolle sind mit ,*“ (p<0,05) und ,**“ (p<0,005) gekennzeichnet. Die gezeigten Ergebnisse
stellen das arithmetische Mittel der Messungen aus 5 unabhédngigen Versuchen dar. Die jeweilige Standardab-
weichung ist als Fehlerbalken dargestellt.

Tag 0 Tag 2

nach TRAIL
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Analog zu den in Abschnitt 4.1 gezeigten Ergebnissen bewirkte die Behandlung mit TRAIL Giber
den Beobachtungszeitraum von 5 Tagen hinweg eine signifikante Reduktion vitaler Zellen in
den beiden PCa-Zelllinien, nicht aber in RWPE-Zellen (Abb. 14A). In PC-3-Zellen zeigte sich eine
hochsignifikante Reduktion vitaler Zellen auf 77% (p-Wert=0,004), bei DU-145-Zellen eine sig-
nifikante Reduktion auf 86% (p-Wert=0,01), RWPE-Zellen zeigten keine signifikante Reaktion
(103%, p-Wert=0,73).

Die Uberexpression von miR-221 zog in den beiden PCa Zelllinien eine Proliferationsinhibie-
rung der Zellen nach sich (s. Abb. 14A). Vergleicht man miR-221 tberexprimierende PC-3-Zel-
len mit kontroll-transfizierten Zellen, so kann man eine signifikante Reduktion der Zellzahl auf
82% erkennen (p-Wert=0,02). Bei DU-145-Zellen sank die Zahl vitaler Zellen auf 93%, RWPE-
Zellen reagierten mit einem signifikanten Anstieg vitaler Zellen auf 138% (p-Wert=0,01). Somit
zeigte sich in den untersuchten PCa-Zelllinien eine antiproliferative Wirkung durch miR-221-
Uberexpression. Kontrar zu den Ergebnissen in PCa Zelllinien reagierten Zellen der RWPE-Linie

mit einer deutlichen Hyperproliferation.

AnschlieBend galt es, die vermutete Modulation des TRAIL-Signals durch miR-221 zu lberpri-
fen. Dazu wurden miR-221-liberexpremierende PC-3-, DU-145- und RWPE-Zellen mit TRAIL
behandelt (s. Abb. 14A). Wurden PCa-Zellen mit pre-miR-221 transient transfiziert und in Folge
mit TRAIL behandelt, kam es zur starksten Reduktion an vitalen Zellen, die in dieser Versuchs-
reihe beobachtet werden konnte. Im Falle von PC-3-Zellen sank der Anteil lebender Zellen
signifikant auf 52% (p-Wert=0,001). miR-221 tGiberexprimierende DU-145-Zellen reagierten auf
eine TRAIL-Gabe ebenfalls mit einem signifikanten Rickgang vitaler Zellen auf 63% (p-
Wert=0,03). Somit konnte bei beiden untersuchten PCa-Zelllinien ein additiver Effekt auf die
TRAIL-Wirkung in miR-221 lberexprimierenden PCa Zellen beobachtet werden. RWPE-Zellen
verhielten sich abweichend zu den beobachteten Effekten in PCa-Zellen. Trotz TRAIL-Behand-
lung blieb die relative Vitalitat der miR-221 (iberexprimierenden RWPE-Zellen signifikant auf

ca. 135% (p-Wert = 0,03) erhoht.

Dass TRAIL nicht nur additiv zu einer pre-miR-221-Transfektion, sondern sogar starker in miR-
221-lberexpremierenden PCa-Zellen im Verhaltnis zu Kontroll-transfizierten PCa-Zellen wirkt,
zeigt Teil B der Abb. 14. Dargestellt ist die Reduktion der vitalen Zellmenge durch TRAIL-Gabe
in Relation zu entsprechend transfizierten Zelllinien ohne TRAIL-Behandlung (100%). So dien-
ten entweder pre-miR-Ktr-transfizierte (Abb. 14B, Balken 1, 3 und 5) oder pre-miR-221
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transfizierte Zellen (Abb. 14B, Balken 2, 4 und 6) ohne TRAIL-Behandlung als Vergleichsprobe.
In PC-3-Zellen zeigte sich durch TRAIL-Behandlung ein signifikanter Abfall vitaler Zellen von
77% in pre-miR-Ktr-transfizierten Zellen auf 62% in pre-miR-221-transfizierten PC-3-Zellen
(p-Wert=0,02). Dies entspricht einer Verstarkung der TRAIL-Wirkung um ca. 20% durch pre-
miR-221-Transfektion. Bei DU-145-Zellen ist Ahnliches zu beobachten. Im Vergleich zu
entsprechend transfizierten DU-145-Zellen ohne TRAIL-Behandlung sinkt der Anteil vitaler
Zellen nach TRAIL-Behandlung signifikant von 86% in Ktr-transfizierten auf 68% in pre-miR-
221-Transfizierten Zellen (p-Wert=0,03). Auch bei DU-145-Zellen bewirkt eine vorangehende
Transfektion mit pre-miR-221 eine Verstarkung der TRAIL-Wirkung um ca. 20%. In RWPE-
Zellen zeigte sich keine signifikante Reaktion auf die TRAIL-Behandlung. So flihrte weder die
Gabe von TRAIL zu Kontroll-transfizierten Zellen (103%) noch die Gabe von TRAIL nach
Transfektion mit pre-miR-221 (98%) zu einer signifikanten Veranderung der Zellvitalitat.
Daraus lasst sich nicht nur eine additive Wirkung von miR-221-Uberexpression und TRAIL-
Gabe, sondern auch eine Sensitivierung gegeniiber TRAIL durch miR-221-Uberexpression in
PCa-Zellen ableiten. Diese Modulation zeigt sich in Form einer vergleichbaren Sensitivierung

beider verwendeter PCa-Zelllinien gegeniiber TRAIL-Gabe durch miR-221-Uberexpression.

4.2.3 Apoptoseinduktion durch TRAIL in miR-221-Uberexpremierenden PCa-

Zellen

Analog zu den in 4.1 geschilderten Uberlegungen stand die Frage im Raum, ob der Riickgang
vitaler Zellen auf eine Apoptoseinduktion zurlickzufiihren war. Deshalb wurde untersucht,
welche Auswirkungen TRAIL in miR-221 Uberexpremierenden PCa auf die Induktion des
apoptotischen Signalwegs besitzt. Die gewonnenen Ergebnisse sind in Teil D der Abb. 14
gezeigt. Es lassen sich signifikante Unterschiede bezliglich der in den Zellen ausgeldsten
Apoptose nachweisen, je nach Behandlung und Zelllinie. PCa-Tumorzellen der PC-3-Linie rea-
gierten mit einer signifikanten Erhohung der Caspase 3/7-Aktivitat auf die Zugabe von TRAIL
(beschrieben in 4.1) beziehungsweise einer Transfektion mit pre-miR-221. Die Transfektion
mit pre-miR-221 erhdhte die Apoptose in PC-3-Zellen signifikant auf das 1,4-fache des Aus-
gangswertes (p-Wert=0,02). Eine gesteigerte Apoptose-Induktion zeigte sich in PC-3-Zellen,
die mit pre-miR-221 transfiziert und 24h spater mit TRAIL behandelt wurden. Hier stieg die
Caspase 3/7-Aktivitat auf das Doppelte (Faktor=2.0, p-Wert=0,005). Bei RWPE-Zellen konnte

keine signifikante Zunahme der Apoptose nach TRAIL-Gabe beobachtet werden. (s. 4.1). Die
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alleinige Transfektion mit pre-miR-221 erhohte die gemessene Apoptose um den Faktor 1,2
(p-Wert=0,01). Eine Zugabe von TRAIL nach vorheriger Transfektion mit pre-miR-221 erhohte
die Apoptose im Vergleich zu lediglich pre-miR-221-transfizierten RWPE-Zellen ohne TRAIL-
Behandlung nicht signifikant (Faktor 1,3, p-Wert=0,15). Der in den MTS-Tests sichtbare Effekt
einer miR-221-Uberexpression mit gefolgter TRAIL-Behandlung in PCa-Zellen war auch in den
Caspase3/7-Messungen nachvollziehbar. Die beobachtete Sensitivierung gegentiber Trail in
miR-221 (iberexprimierenden PCa Ziellinien korrespondiert mit einer erhéhten Apoptose-In-

duktion

4.3 Mechanismen der mir-221 vermittelten Sensitivierung gegentiber TRAIL

Im vorangegangenen Ergebnisteil konnte dargestellt werden, dass miR-221 die Funktion von
TRAIL in PCa Zellen verstarkt. In den weiteren Experimenten sollte nun auf funktionaler Ebene
untersucht werden, durch welche molekularen Veranderungen eine miR-221 vermittelte Sen-
sitivierung gegeniiber dem TRAIL Signalweg verursacht werden kénnte. Da miRs eine post-
transkriptionelle Inhibierung der Expression von spezifischen Zielgenen vermitteln (s. 1.3.1),
konzentrieren sich die nachsten Experimente auf die Definition miR-221 —regulierter Zielgene,

die einen Einfluss auf den TRAIL-Signalweg besitzen.

4.3.1 Die miR-221-SOCS3-Achse als mogliche Ursache der miR-221

vermittelten TRAIL-Sensitivierung

Wie erwahnt (s. 1.3.4), wurde SOCS-3 als ein Zielgen der miR-221 beschrieben. Zusatzlich ist
ein inhibitorischer Einfluss von SOCS-3 auf den TRAIL-Signalweg bekannt (s.1.3.4, (90)). Auf-
grund dieser Vorkenntnisse sollte untersucht werden, ob miR-221 {iber die Inhibierung von
SOCS-3 eine Verstarkung des TRAIL-Signals vermittelt. Um dies zu verifizieren, wurden PC-3-
sowie DU-145-Zellen mit SOCS-3-siRNA transfiziert und tiberprift, ob eine SOCS-3 Herabregu-
lation eine Modulation der TRAIL-Wirkung auf PCa-Zellen nach sich zieht. In diesem Fall lieRe
sich indirekt beweisen, dass die gezeigte Modulation des TRAIL-Signals durch miR-221 zumin-

dest teilweise mit einer Regulation von SOCS-3 erklart werden kann.

42



Ergebnisse

Abb. 15
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Effekt von TRAIL in SOCS-3-siRNA-transfizierten PCa-Zellen

PC-3- und DU-145-Zellen wurden in 96-Well-Platten ausgesdt (s. 3.2.3). 24h danach erfolgte die transiente Trans-
fektion mit Kontroll-siRNA (Ktr-siRNA) beziehungsweise SOCS-3-siRNA. Nach 48h erfolgte die Zugabe von TRAIL
(100ng/ml) in 100ml Medium beziehungsweise die Zugabe von 100ml Medium ohne TRAIL pro Well. Die relative
Anzahl vitaler Zellen wurde an Tag 2 sowie Tag 5 nach TRAIL-Behandlung mittels MTS-Tests gemessen. Teil A
zeigt die relative Anzahl vitaler PCa-Zellen 5 Tage nach TRAIL-Behandlung im Verhdltnis zu Ktr-si-RNA-transfizier-
ten Zellen gleicher Zelllinie ohne TRAIL-Behandlung (100%). Teil B zeigt die relative Anzahl vitaler Zellen 5 Tage
nach TRAIL-Behandlung in Relation zu Ktr-si-RNA oder SOCS-3-si-RNA-transfizierten Zellen. Balken 1 und 3 bezie-
hen sich auf TRAIL-unbehandelte, Ktr-si-RNA-transfizierte Zellen. Balken 2 und 4 zeigen die Vitalitdtswerte von
TRAIL-behandelten und zugleich SOCS-3-siRNA transfizierten Zellen im Verhdltnis zu lediglich SOCS-3-siRNA-
transfizierten Zellen ohne TRAIL-Behandlung. Teil C gibt einen Uberblick iiber die relative Abnahme vitaler Zellen
in TRAIL-behandelten PCa-Zellen iiber einen Beobachtungszeitraum von 5 Tagen. Es wurde die relative Anzahl
TRAIL-behandelter Zellen als Anteil zu TRAIL-unbehandelten Zellen (100%) dargestellt. Es wurden SOCS-3-siRNA
transfizierte und Ktr-siRNA-transfizierte Zellen verglichen. Mittels ungepaartem T-Test ermittelte signifikante Un-
terschiede zur Kontrolle sind mit , *“ (p<0,05) und ,, **“ (p<0,005) gekennzeichnet. Die gezeigten Ergebnisse stellen
das arithmetische Mittel der Messungen aus mindestens 3 unabhéngigen Versuchen dar.

Zur Uberpriifung der Transfektionseffizienz wurden im Vorfeld PC-3- sowie DU-145-Zellen mit

einer bereits etablierten und in Vorarbeiten ausgetesteten SOCS-3-siRNA transient trans-

fiziert. Daraufhin wurde die SOCS-3-Expression mittels qRT-PCR-liberprift. Es ergab sich eine

signifikante und effektive Herabregulation von SOCS-3 durch transiente Transfektion mit
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SOCS-3-siRNA. Diese Daten wurden in Vorarbeiten der Arbeitsgruppe beschrieben (87) und

wurden in nicht gezeigten Versuchen bestatigt.

Abb. 15 zeigt die Modulation der Wachstumsinhibierung durch TRAIL in SOCS-3-herabregulie-
renden PCa-Zellen. Analog zu den in Abb. 12 dargestellten Ergebnissen bewirkte die alleinige
Behandlung von PCa-Zellen mit TRAIL eine Reduktion an vitalen Zellen (Abb. 15A). Bei PC-3-
Zellen sank der Anteil vitaler Zellen signifikant auf 76,9% (p-Wert=0,01), bei DU-145-Zellen auf
87,2% (p-Wert=0,04).

Auch eine Herabregulation von SOCS-3-fiihrt in PCa-Zellen zu einem geringeren Anteil vitaler
Zellen (Abb. 15A). So fiel die relative Zellvitalitat in PC-3-Zellen nach Transfektion mit SOCS-3-
siRNA signifikant auf 80,4% (p-Wert < 0,01). In DU-145-Zellen bewirkte die SOCS-3-siRNA-

Transfektion einen signifikanten Rickgang vitaler Zellen auf ca. 41% (p-Wert=0,01).

Die starkste Reduktion an vitalen Zellen trat in SOCS-3 siRNA-transfizierten Zellen auf, die mit
TRAIL behandelt wurden. Der Anteil vitaler PC-3-Zellen wurde hier hochsignifikant auf 52,9%
reduziert (p-Wert<0,001). Die TRAIL-Behandlung von DU-145-Zellen nach Transfektion mit
oben genannter siRNA bewirkte ebenfalls einen hochsignifikanten Riickgang vitaler Zellen auf
33,5% (p-Wert=0,003). Damit zeigte sich in beiden PCa-Zellen ein additiver Effekt von SOCS-3-
Herabregulation und anschlieender TRAIL-Gabe, analog zu einer Transfektion mit pre-miR-

221 und anschlieBender TRAIL-Behandlung (vgl. Abb. 14).

Abb. 15 B zeigt somit, dass auch durch eine SOCS-3-Herabregulation eine TRAIL-Sensitivierung
in PCa-Zellen erreicht werden kann. Analog zu dem in Abb. 14B gezeigten Versuch wurden hier
PCa-Zellen mit TRAIL-behandelt und mit entsprechend transfizierten Zellen gleicher Zelllinie
abgeglichen. Hierbei dienten entweder TRAIL-unbehandelte Zellen mit vorheriger Transfek-
tion mit Ktr-siRNA (Abb. 15B, Balken 1 und 3) oder vorheriger Transfektion mit SOCS-3-siRNA
(Abb. 15B, Balken 2 und 4) als Probe. In PC-3-Zellen zeigte sich ein Abfall vitaler Zellen von 77%
auf 66% (p-Wert=0,1) nach TRAIL-Gabe bei direktem Vergleich von Ktr-siRNA-transfizierten
mit SOCS-3-siRNA-transfizierten PC-3-Zellen. . In DU-145-Zellen ist dhnliches zu beobachten:
Im Vergleich zu Ktr-si-RNA-transfizierten Zellen sinkt der Anteil vitaler Zellen in SOCS-3-siRNA
transfizierten DU-145-Zellen nach TRAIL-Gabe von 87% auf 83%. Der additive Effekt einer
TRAIL-Gabe nach SOCS-3-Herabregulation konnte zumindest fiir PC-3-Zellen signifikant
gezeigt werden. Auch die erwartete Sensitivierung im Sinne einer verstarkten TRAIL-Wirkung

in SOCS-3-herabregulierten Zellen im Vergleich zu Ktr-siRNA-transfizierten Zellen konnte in
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beiden PCa-Zelllinien beobachtet werden, war allerdings statistisch nicht signifikant. Dennoch
untermauert die hier aufgezeigte Bedeutung von SOCS-3 fiir das TRAIL-Signal die Annahme,
dass die Herabregulation von SOCS-3 zu einer Modulation des TRAIL-Signals in miR-221-

Uberexpremierenden PCa-Zellen fihrt.

4.3.2 Induktion einer TRAIL-supportiven Signatur durch miR-221 tber

Regulation des IFN-Signals

Die bisherigen Ergebnisse lassen vermuten, dass der Einfluss von miR-221 auf die TRAIL-Sen-
sitivitdt zumindest teilweise durch eine Herabregulation der SOCS-3 Expression vermittelt

wird.

Zusatzlich zu einer TRAIL-Inhibierung reguliert SOCS3 den Interferon Signalweg negativ (52,
92, 93). Im Umkehrschluss fihrt die Inhibierung von SOCS-3 durch miR-221 zu einer Starkung
des JAK-STAT-vermittelten IFN-Signals (s. 1.3.4). Damit fiihrt eine miR-221-Uberexpression zu
einer Uberexpression von STAT-1 (52) und mutmaRlich auch der angeschlossenen, IFN-abhin-
gigen Gene. Einerseits sollte dies in Folge nachgewiesen werden. Gleichzeitig sollten hierbei
IFN-abhdngige Gene identifiziert werden, die einen Einfluss auf den TRAIL-Signalweg besitzen
und gleichzeitig durch miR-221 indirekt reguliert werden kénnten. Als Kandidaten fiir solche
Gene wurden in Vorexperimenten XAF-1 sowie TNFSF-10 identifiziert. TNFSF-10 stellt hierbei

das Gen fir TRAIL selbst dar.

Um die bereits beschriebene Aktivierung des JAK-STAT-Signalwegs durch miR-221 auch im
Rahmen dieser Arbeit zu evaluieren, wurde die Expression des IFN-gekoppelten Transkripti-

onsfaktors STAT-1 mitanalysiert.
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Abb. 16 Expression von STAT-1, TNFSF-10 und XAF-1 nach Transfektion mit pre-miR-221 in PC-3-und DU-145-Zellen

Es wurden PC-3 sowie DU-145-Zellen mit pre-miR-221 beziehungsweise pre-miR-Ktr transient transfiziert. Nach
RNA-Isolierung wurde die isolierte mRNA durch reverse Transkription in cDNA (iberfiihrt und die Expression oben
genannter Gene mittels qRT-PCR quantifiziert. Die gewonnenen Ct-Werte von pre-miR-221- sowie Kontroll-trans-
fizierten PCa-Zellen wurden unter Verwendung der f3-Aktin-Expression normalisiert, und in die ACt-Werte umge-
rechnet. Aus diesen konnte mittels 22-24¢t-Methode die x-fache Uberexpression gezeigter Gene errechnet und
dargestellt werden. Als Referenz dienten kontrolltransfizierte Zellen der gleichen Linie, deren jeweilige Expression
mit dem Wert 1 angegeben wird. Signifikante Unterschiede zur Kontrolle mit p-Wert<0,05 sind mit ,*“ gekenn-
zeichnet, signifikante Unterschiede mit p-Wert <0,005 mit ,**“. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichun-
gen dreier unabhéngig durchgefiihrter Experimente. Teil A der Abbildung zeigt die Versuchsergebnisse mit PC-3-
Zellen, in Teil B sind die Ergebnisse fiir DU-145-Zellen dargestellt.

Abb. 16 fasst die Experimente zusammen und zeigt die Expressionsanalyse von STAT-1, TNFSF-

10 und XAF-1 in pre-miR-221 (iberexprimierenden PCa-Zellen.

Sowohl in PC-3 (Abb. 16 A) als auch in DU-145-Zellen (Abb. 16 B) konnte eine miR-221 vermit-
telte Uberexpression aller drei Gene beobachtet werden. Die Uberexpression von STAT-1 be-
lief sich in PC-3-Zellen hochsignifikant auf das 4,1-fache (p-Wert=0,0049), in DU-145-Zellen
signifikant auf das 1,5-fache (p-Wert 0,03). TNFSF-10 zeigte sich in PC-3-Zellen signifikant auf
das 6,6-fache (p-Wert 0,04) und in DU-145-Zellen auf das 1,3-fache (p-Wert 0,02) tGberexpri-

miert.

In PC-3-Zellen stieg die Expression von XAF1 signifikant auf das 2,6-fache (p-Wert=0,04), in
DU-145-Zellen auf das 2,7-fache im Vergleich zu Kontroll-transfizierten DU-145-Zellen (p-Wert
=0,051). In beiden Zelllinien konnte die miR-221-vermittelte Uberexpression von STAT-1, XAF-

1 und TRAIL nachgewiesen werden. Durch die Uberexpression von STAT-1 in beiden PCa-Zellen
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ist die miR-221-vermittelte Interferonaktivierung nachvollziehbar. Das Zusammenspiel aus
miR-221-Uberexpression und resultierender Herabregulation von SOCS-3 mit folgender Akti-
vierung des JAK-STAT-Signalwegs und Induktion von XAF-1 und TNFSF-10 liefert eine mogliche

Erklarung fur die mR-221-vermittelte Sensitivierung gegentiber TRAIL.

4.4 PIK3R1 als TRAIL-relevante Zielgene der miR-221

Da miRs in der Regel eine Vielzahl von verschiedenen Zielgenen regulieren kénnen (s. 1.3.1),
sollte untersucht werden, ob miR-221 weitere Zielgene mit einer moglichen Wirkung auf den
TRAIL-Signalweg reguliert. Daher wurden mit Hilfe von webbasierten Suchprogrammen po-
tentielle miR-221 Zielgene gesucht, die zusatzlich eine potentielle Wirkung auf den TRAIL-Sig-

nalweg besitzen kdnnten.
4.4.1 ldentifikation von PIK3R1 als potentielles Zielgen der miR-221

Zur ldentifikation moglicher TRAIL-relevanter Zielgene der miR-221 wurde auf die Vorhersage
der webbasierten Suchprogramme targetscan.org sowie microRNA.org zurlickgegriffen. Diese
Webseiten errechnen anhand von komplementaren Sequenzen in der 3’"UTR einer mRNA und
der gesuchten miR die Bindungswahrscheinlichkeit der beiden RNA-Strange. Je gréRer die
komplementéaren Bereiche, desto wahrscheinlicher die mogliche Bindung. Aus der Liste vieler
moglicher Zielgene der miR-221 konnte mittels Literaturabgleich die PIK3R1 als hypotheti-
sches Zielgen mit Bedeutung fiir das TRAIL-Signal identifiziert werden. So zeigten verschiedene
Studien, dass der PI3K abhangige Signalweg Einfluss auf die TRAIL-Resistenzen besitzen kann
(s. 1.2.2). Abb. 17 zeigt die komplementaren Sequenzen zwischen miR-221 und der 3'UTR der
PI3K-Untereinheit PIK3R1 beginnend ab Base 506 (ab 5°-Ende).

3' culUGGGU-CGU-CUGUUACAUCGa 5" hsa-miR-221

N e N RN
206:5" gubACRARRUGARACGAT-AUGTAGCa 3" PIESRL

Abb. 17 Komplementcére Sequenzen zwischen miR-221 und PIK3R1
Zu sehen ist die auf microRNA.org prddiktierte Bindungsstelle von miR-221 in der 3 untranslatierenden Region
(UTR) der PIK3R1 mRNA. Es ist eine Bindungsstelle beginnend ab Base 506 (ab 5'-Ende) der 3°UTR vorhergesagt.
Verdnderte Abbildung nach microRNA.org:
http://www.microrna.org/microrna/getMrna.do?gene=52958&utr=6352&organism=9606#
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4.4.2 miR-221 reguliert die Expression von PIK3R1 Uber direkte Bindung

Um die in silico postulierten Vorhersage einer Bindung von miR-221 an die 3’"UTR von PIK3R1
nachzuweisen, sollte zuerst die PIK3R1-Expression in miR-221 lberexprimierenden PC-3-Zel-

len untersucht werden.
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Abb. 18 PIK3R1 als direktes Zielgen von miR-221.
Teil A der Abbildung zeigt die Expression von PIK3R1 in PC-3-Zellen nach transienter Transfektion mit pre-miR-
221. Es wurden PC-3-Zellen mit pre-miR-221 transient transfiziert. Als Kontrolle dienten pre-miR-Ktr-transfizierte
PC-3-Zellen. Nach 48h erfolgte die RNA-Isolierung unter Verwendung von TRIzol®. Durch Subtraktion der ACt-
Werte von Probe und Kontrolle ergaben sich die entsprechenden AACt-Werte. Als Kontrolle dienten pre-miR-Ktr-
transfizierte Zellen (miR-Ktr: 1.0).

In Teil B der Abbildung ist das Ergebnis desPIK3R1-gekoppelten Dual-Luciferase Tests dargestellt. PC-3-Zellen wur-
den 24h nach Aussaat in 12-Well-Platten mit pre-miR-221 beziehungsweise pre-miR-Ktr und dem Vektor pGL4-
3°UTR-PIK3R1 (PIK3R1 in obiger Abbildung) transient kotransfiziert. (Hierbei wurden die vorhergesagte Bindungs-
sequenz (s. Abb. 17) beidseitig mit Hindlll Schnittstellen versehen, die sich vor und nach der zu klonierenden Bin-
dungsstelle befanden. Es erfolgte die Amplifikation des 534bp umfassenden Fragments mittels PCR. Uber die an-
gehdngten HindllI-Schnittstellen konnten die gewonnenen PCR-Fragmente in den pGL4,80[hRlucP/NeojVektor
(Promega) kloniert werden. Dargestellt ist die relative Luciferase-Aktivitit. Pre-miR-Ktr (miR-Ktr) und pGL4-
3°'UTR-PIK3R1-Vektor-kotransfizierte PC-3-Zellen dienten als Kontrolle (1.0). Signifikante Unterschiede zur Kon-
trolle mit p-Wert<0,05 sind mit ,*“ gekennzeichnet. Die Fehlerbalken zeigen die Standardabweichungen der min-
destens 3 unabhdngig durchgefiihrten Experimente.

Hierbei wurde erwartet, dass durch Uberexpression der miR-221 die Expression des postulier-
ten Zielgens PIK3R1 inhibiert und somit reduziert wird. Abb. 18A zeigt die mittels qRT-PCR
guantifizierte PIK3R1-Expression nach vorangegangener Transfektion mit pre-miR-221. PC-3-
Zellen reagierten auf die Transfektion mit pre-miR-221 mit einem signifikanten Abfall der

PIK3R1-Expession auf 63,5% (p-Wert = 0,029) in Relation zu Kontroll-transfizierten (miR-Ktr)
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Zellen. Somit konnte die Inhibierung der PIK3R1-Expression durch miR-221 in PCa Zellen auf

mMRNA Ebene bestatigt werden.

Folgend sollte Gberpriift werden, ob die beobachtete Regulation der PIK3R1 (iber eine direkte
Bindung der miR-221 an die 3’'UTR des PIK3R1-Zielgens vermittelt war. Die Bindung der miR-
221 an die 3°'UTR der PIK3R1 sollte mittels dem unter 3.2.10 beschriebenen , Luciferase Test”

nachgewiesen werden.

Abb. 18B zeigt die Auswirkung einer miR-221-Transfektion auf das Firefly-Luciferase-Signal in
pGL4-3"UTR-PIK3R1-Vektor kotransfizierten PC-3-Zellen (s.3.2.10.4). Der Vektor mit enthalte-
nem pGL4-Reportergen kodiert fiir das Luciferase System mit einer zur Normalisierung die-
nenden Renilla Luciferase und einer PIK3R1-3'UTR-gekoppelten Firefly-Luciferase. Das so nor-
mierte Firefly-Luciferase-Signal konnte damit als Anhalt fiir die Expression der im Vektor ent-
haltenen PIK3R1-3’"UTR genommen werden. Durch miR-221-Transfektion sank das Luciferase-
Signal in pGL4-3"UTR-PIK3R1-Vektor kotransfizierten PC-3-Zellen. Zum Abgleich dienten hier-
bei miR-Ktr/ pGL4-3"UTR-PIK3R1-Vektor kotransfizierte PC-3-Zellen. In Relation hierzu sank
die Luciferase-Aktivitdt in pre-miR-221-kotransfizierten Zellen auf 58% (p-Wert=0,01). Durch
den Abfall des Leuchtsignals konnte gezeigt werden, dass die miR-221 in der Lage ist, an die
vorhergesagte Bindungsstelle in der 3’UTR des PIK3R1-Gens zu binden. Damit konnte die di-

rekte Inhibition der Expression von PIK3R1 durch miR-221 verifiziert werden.
4.4.3 Wirkung von TRAIL in PIK3R1-unterexprimierenden PCa-Zellen

Im vorangegangenen Abschnitt konnte PIK3R1 als Zielgen von miR-221 nachgewiesen werden.
Um einen moglichen Einfluss von PIK3R1 auf die TRAIL-Sensitivitat in PCa-Zellen zu (iberpri-

fen, wurde PIK3R1 in diesen Zellen siRNA-vermittelt herabreguliert.

Zunachst wurde die Effizienz und Wirkung der PIK3R1 siRNA Uberpriift. Hierzu wurde mittels

gRT-PCR die PIK3R1-Expression nach transienter Transfektion mit PIK3R1-siRNA ermittelt.
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Abb. 19 Expressionsanalyse vonPIK3R1 in PC-3-Zellen nach transienter Transfektion mit PIK3R1-siRNA

Es wurden PC-3-Zellen mit PIK3R1-siRNA transient transfiziert. Als Kontrolle dienten Ktr-siRNA-transfizierte PC-3-
Zellen. Nach 48h erfolgte die RNA-Isolierung unter Verwendung von TRIzol®. In Folge wurde die RNA durch reverse
Transkription in cDNA (iberfiihrt und die Expression von PIK3R1 mittels qRT-PCR quantifiziert. Die mittels qRT-
PCR-Analyse gewonnenen Ct-Werte von Proben- sowie Kontrollzellen wurden unter Verwendung der ermittelten
[S-Aktin-Expression normalisiert, damit ergaben sich die ACt-Werte. Durch Subtraktion der ACt-Werte von Probe
und Kontrolle ergaben sich die entsprechenden AACt-Werte. Aus diesen konnte mittels 22-AACt-Methode die x-
fache Expression von PIK3R1 errechnet und dargestellt werden. Es dienten Ktr-si-RNA-transfizierte Zellen als Ab-
gleich (1.0). Signifikante Unterschiede zur Kontrolle mit p-Wert<0,05 sind mit ,,*“ gekennzeichnet. Die Fehlerbal-
ken zeigen die Standardabweichungen der 5 unabhdngig durchgefiihrten Experimente

Abb. 19 zeigt die mittels gRT-PCR quantifizierte PIK3R1-Expression nach transienter Transfek-
tion mit PIK3R1-siRNA. PC-3-Zellen reagierten auf die Transfektion mit PIK3R1-siRNA mit einer
signifikanten Herabregulation von PI3R1 auf durchschnittlich 65% (p-Wert = 0,006).

Nun sollte mittels MTS-Tests Uberpriift werden, ob eine siRNA-vermittelte Inhibierung von-

PIK3R1 das Zellwachstum und den TRAIL-Signalweg in PCa-Zellen modulieren kann.
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Abb. 20 TRAIL-Effekt in Ktr-siRNA oder PIK3R1-siRNA-transfizierten PC-3-Zellen
PC-3-Zellen wurden in 96-Well-Platten ausgesdt. 24h danach erfolgte die transiente Transfektion mit pre-miR-Ktr
beziehungsweise PIK3R1-siRNA. Nach 48h erfolgte die Zugabe von TRAIL (100ng/ml) in 100ml Medium bezie-
hungsweise die Zugabe von 100ml Medium ohne TRAIL pro Well. Die relative Anzahl vitaler Zellen wurde an Tag
5 nach TRAIL-Behandlung mittels MTS-Test und Monochromator gemessen. Als Probe dienten die Vitalitdtswerte
TRAIL-unbehandelter, Ktr-siRNA-transfizierter PC-3-Zellen (100%). Teil A zeigt die relative Anzahl vitaler PC-3-Zel-
len nach TRAIL-Behandlung in Ktr-siRNA-beziehungsweise PIK3R1-siRNA-transfizierten Zellen. Als Kontrolle dien-
ten TRAIL-unbehandelte, Ktr-si-RNA-transfizierte PC-3-Zellen. Teil B der Abbildung zeigt die relative Anzahl vitaler
PC-3-Zellen in Relation zu transfizierten, jedoch TRAIL-unbehandelten Zellen. Balken 1 bezieht sich auf TRAIL-un-
behandelte, Ktr-siRNA-transfizierte Zellen. Balken 2 zeigt die Vitalitdtswerte von TRAIL-behandelten und zugleich
PIK3R1-siRNA transfizierten Zellen im Verhdltnis zu lediglich PIK3R1-siRNA- transfizierten Zellen ohne TRAIL-Be-
handlung. Mittels ungepaartem T-Test ermittelte signifikante Unterschiede zur Kontrolle sind mit ,*“ ( p<0,05)
und , **“ (p<0,005) gekennzeichnet. Die gezeigten Ergebnisse stellen das arithmetische Mittel der Messungen aus
mindestens 3 unabhdngigen Versuchen dar. Die jeweiligen Standardabweichungen sind als Abweichungsbalken
dargestellt
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Zunachst soll auf Teil A der Abb. 20 eingegangen werden. Die Transfektion von PC-3-Zellen mit
PIK3R1-siRNA flihrte zu einer signifikanten Reduktion an vitalen Zellen auf 73% (p-Wert=0,02).
Damit konnte die vitale Zellmenge durch Herabregulation von PIK3R1 in vergleichbarem MaRe

verringert werden wie durch TRAIL-Gabe.

Die Behandlung mit TRAIL senkte erwartungsgemal und vergleichbar zu den in Abb. 12 dar-
gestellten Ergebnissen die relative Proliferation von Ktr-si-RNA-transfizierten PC-3-Zellen

hochsignifikant auf 74% (p-Wert<0,005).

Tatsachlich war auch eine Modulation des TRAIL-Signals durch PIK3R1-Herabregulation nach-

weisbar. So konnte eine verstarkte Reduktion vitaler Zellen durch eine TRAIL-Gabe nach
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vorangegangener Transfektion mit PiK3R1 siRNA erreicht werden. Hierdurch liel§ sich der An-

teil vitaler Zellen hochsignifikant auf 44,3% senken (p-Wert<0,005).

Teil B der Abbildung verdeutlicht die Sensitivierung von PC-3-Zellen gegeniiber TRAIL durch
eine vorangegangene Transfektion mit PiK3 siRNA. Ktr-siRNA-transfizierte Zellen reagierten
auf TRAIL-Gabe in Relation zu entsprechend transfizierten, aber TRAIL-unbehandelten Zellen
mit einem hochsignifikanten Riickgang an vitalen Zellen auf 74% (Balken 1, p-Wert<0,005).
Wurden PIK3R1-siRNA transfizierte Zellen mit TRAIL behandelt, sank der Anteil vitaler Zellen
hochsignifikant auf 62% (p-Wert<0,005). Damit konnte eine Sensitivierung gegeniliber TRAIL
in PIK3R1-siRNA transfizierten PC-3-Zellen im Vergleich zu kontrolltransfizierten PC-3-Zellen

beobachtet werden.
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5 Diskussion

5.1 miR-221 wirkt antiproliferativ in androgenunabhangig wachsenden PCa-Zel-

len

Anlass zur vorliegenden Arbeit gab die Annahme, dass es sich bei der miR-221 um einen Tu-
morsuppressor im PCa handelt und sie in der Lage ist, das TRAIL-Signal zu beeinflussen (siehe

1.3.4).

Die durch Vorarbeiten der Forschungsgruppe bereits begriindete Vermutung, dass es sich bei
der miR-221 im PCa um einen Tumorsuppressor handelt (52) und nicht wie in anderen
Tumorentitdten um ein Onkogen (1.3.3), konnte in miR-221 lberexprimierenden PCa-Zellen
bestatigt werden. So fihrte die alleinige Transfektion mit miR-221 zu einer signifikanten
Reduktion vitaler Zellen in den androgenunabhangig wachsenden PCa Ziellinien PC-3- und DU-
145 (s.4.2.2). Gegensatzlich hierzu fihrte miR-221 in den Androgen-abhangigen Prostata-
Epithelzellen der RWPE-Linie zu einer Hyperproliferation. Eine mogliche Erklarung mit
besonderem Hinblick auf die Androgenabhangigkeit dieser Zelllinie wird im Folgenden

gegeben.

5.2 miR-221 bewirkt Hyperproliferation in Androgen-abhangigen RWPE-Zellen

Die verwendeten RWPE-Zellen reagierten auf miR-221-Transfektion nicht mit einem Vitalitats-

abfall, sondern mit einer signifikanten Hyperproliferation.

Eine mogliche Erklarung konnte im androgenabhadngigen Wachstum von RWPE Zellen liegen.
In Vorarbeiten war es der Forschungsgruppe gelungen, PMEPA-1 (Prostate Transmembrane
Protein, Androgen Induced 1) als Zielstruktur der miR-221 zu etablieren. Da zusatzlich bekannt
ist, dass PMEPA1 in der Lage ist, das Androgensignal in androgenabhangigen Zellen zu inhibie-
ren (94, 95), ware es denkbar, dass die miR-221 vermittelte PMEPA1-Herabregulation zu einer
Starkung des androgenabhangigen Wachstumssignales fihrt. In androgenabhangigen RWPE-
Zellen ware dadurch eine Zunahme vitaler Zellen plausibel. In androgenunabhangigen Zellen
hingegen sollte dieser Effekt keinen Einfluss auf die Zellvitalitat haben, sodass dort der vitali-
tatssenkende Effekt der miR-221 nicht durch das androgenabhangige Wachstumssignal liber-

lagert wird. Dieser Zusammenhang kénnte eine Erklarung fir eine onkogene Wirkung der miR-
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221 in Androgen-abhangigen RWPE-Zellen bei gleichzeitig tumorsuppressiver Wirkung in And-
rogen-unabhangigen PCa-Zellen sein. Diese Vermutung legt wiederum nahe, dass das mole-

kulare Mikromilieu in den verschiedenen PCa Zelllinien die miR-221 Funktionen moduliert.

5.3 miR-221 sensitiviert PCa-Zellen gegentber TRAIL

Zur Untersuchung der vermuteten Wechselwirkung zwischen miR-221 und dem TRAIL-Signal

galt es zunachst, die Wirkung von TRAIL auf die verwendeten PCa-Zellen zu verstehen.

So liel§ sich die in der Literatur beschriebene Sensitivitdat von Tumorzellen gegeniiber TRAIL
(11, 15, 32, 35) im Zellkulturmodell dieser Arbeit abbilden. Die Gabe von TRAIL fihrte in den
untersuchten PCa-Zelllinien zu einer signifikanten Reduktion an vitalen Zellen, nicht aber in

RWPE-Zellen (s. Abb. 14A).

Neben der tumorsuppressiven Rolle der miR-221 im PCa konnte auch die Hypothese liber den
Einfluss der miR-221 auf das TRAIL-Signal bestatigt werden. So wirkte TRAIL in miR-221-iber-
expremierenden Zellen signifikant starker als in der kontrolltransfizierten Probe (s. Abb. 14B).
Zwar bewirkten sowohl die alleinige TRAIL-Gabe, als auch die alleinige transiente Transfektion
mit pre-miR-221 eine Reduktion an vitalen PCa-Zellen, eine blofRe Addition zweier voneinan-

der unabhangiger Effekte war aber bei der beobachteten Sensitivierung auszuschlieBen

Mit diesem Ergebnis kann erstmalig in verschiedenen PCa-Zelllinien eine Sensitivierung des
TRAIL-Signals durch miR-221 beschrieben werden. Diese Ergebnisse widersprechen vorange-
gangenen Veroffentlichungen, welche miR-221 eher in den Zusammenhang mit TRAIL-Resis-
tenzen brachten (82, 83). Dagegen fligt sich eine TRAIL-Sensitivierung durch miR-221 in das

durch unsere Forschungsgruppe beschriebene Bild einer tumorsuppressiven miR-221 im PCa.

Bei den Vitalitdtsmessungen mittels MTS-Tests bestand die Annahme, dass die reduzierte Vi-
talitat der untersuchten Prostata-Zelllinien auf eine TRAIL-vermittelte Apoptoseinduktion zu-
rickzufihren sei. Die durchgefiihrten Apoptose-Tests erharteten diese Annahme. Hierbei
zeigten sich sowohl bei alleiniger TRAIL-Gabe (Abb. 12C) als auch bei miR-221 Transfektion mit
und ohne folgender TRAIL-Behandlung erhohte Apoptosewerte (Abb. 14D)

Die additive Wirkung von miR-221-Transfektion und TRAIL-Behandlung war durch den
Caspase3/7-Assay zwar nachweisbar, eine Modulation der induzierten Apoptose durch miR-

221-Transfektion lieR sich aber nicht signifikant nachweisen (s. Abb. 14D). Eine mogliche
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Erklarung hierfir kann durch das ndhere Betrachten der jeweils verwendeten Labormethoden
gegeben werden. Im Gegensatz zum MTS-Assay wird nicht etwa die Menge an vitalen Zellen
gemessen. Sondern es wird die Aktivitdt der Caspase 3/7 aktuell in Apoptose befindlicher
Zellen erfasst. Somit wird nicht, wie im Falle des MTS-Assays, ein punktueller Ist-Zustand,
sondern ein dynamischer Prozess abgebildet. Zellen, welche die Apoptose bereits vollzogen
haben, konnen nicht erfasst werden. Allerdings lasst sich zusammentragen, dass die
Apoptoseinduktion in der Zellgruppe am hochsten ist, in der auch die Reduktion an vitalen
Zellen am deutlichsten ausfallt. Somit ist davon auszugehen, dass die herabgesetzte
Zellvitalitat auf eine Apoptoseinduktion zurlickzufiihren ist. Abb. 21 veranschaulicht diese
Argumentation. Die Werte der Reduktion an vitalen Zellen sind neben die Werte der erhohten
Apoptose (entnommen aus Abb. 14) gestellt. So stehen sich bei lediglich kontrolltransfizierten
Zellen ohne TRAIL-Behandlung eine auf 1 normierte Apoptoserate und eine Vitalitdt von 100%
gegenliber. TRAIL-Behandlung senkt die Vitalitat auf 77%, analog dazu steigt die Apoptose auf
das 1,6-Fache. Eine Transfektion mit pre-miR-221 reduziert den Anteil vitaler Zellen auf 82%
und erhoht die Apoptose auf das 1,4-Fache. PC-3-Zellen, die zunachst transfiziert und 24h
spater mit TRAIL behandelt wurden, reagierten mit einem Riickgang an vitalen Zellen auf ca.
50%, passend dazu stieg die Apoptose auf das Doppelte des Ausgangswertes. Abb. 14D ist zu
entnehmen, dass auch bei RWPE-Zellen eine leicht erhdhte Apoptose vor allem im
Zusammenhang mit der Transfektion mit pre-miR-221 festzustellen ist (nicht in Abb. 21
veranschaulicht). Da miR-221 tGiberexprimierende RWPE Zellen eine Hyperproliferation zeigen,
ist eine gleichzeitige Induktion apoptotischer Signale schwer zu verstehen. Mdoglicher Weise
kann dieser paradox erscheinende Effekt durch die Versuchsbedingungen erklart werden. So
wird der Apoptose-Assay in 96-Well-Platten und mit nur einmaliger Gabe von Ndhrmedium
durchgefiihrt. Eine deutliche Hyperproliferation wie im Falle der RWPE-Zellen fihrt
mutmaRlich zu einer Uberwucherung der Plattenbéden und einem Nihrstoffmangel mit

nachfolgend verschlechterten Uberlebensbedingungen.
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Abb. 21 Gegendiiberstellung von Zellvitalitdt und Apoptose in PC-3-Zellen nach Transfektion mit pre-miR-221 und TRAIL-
Behandlung
Die Werte fiir die Zellvitalitdt und Apoptose sind aus Abb. 14 entnommen, dort sind auch Standardabweichung
und Signifikanzen angegeben. Obige Darstellung dient vornehmlich zur Veranschaulichung.

Somit konnte in dieser Arbeit eine miR-221 vermittelte Sensitivierung gegen ein aktiviertes
TRAIL Signal in PCa Zellen beschrieben werden wodurch die tumorsuppressive Rolle der miR-

221 im PCa in vitro weiter untermauert werden konnte.

5.4 miR-221 als Tumorsuppressor im PCa

Sowohl die bestatigte, antiproliferative Rolle der miR-221 in PC-3- und DU-145-Zellen, als auch
die gezeigte Sensitivierung gegentiber dem TRAIL-Signal legen nahe, dass es sich bei der miR-
221 tatsachlich um einen Tumorsuppressor im PCa handelt - eine Schlussfolgerung, die vielen

vorangegangenen Annahmen widerspricht.

So wurde die miR-221 in anderen Tumorentitdten als resistenzvermittelnder Faktor gegen-
Uber TRAIL identifiziert. Diese Ergebnisse bezogen sich meist auf Neoplasien der Brust, Leber
oder Lunge (82, 83). Zusétzlich konnte in zahlreichen Tumoren eine Uberexpression der miR-
221 festgestellt (96, 97) und in einigen Fallen auch mit einem unglinstigen Krankheitsverlauf
assoziiert werden. Im Besonderen fur das Mamma-Karzinom (81) sowie fiir das kolorektale-
Karzinom (98) konnte dieser Zusammenhang bestatigt werden. Die beobachtete Rolle bei der
Vermittlung von TRAIL-Resistenzen sowie die hiufige Uberexpression der miR-221 in zahlrei-
chen Tumoren lieR die miR-221 als Onkogen erscheinen. Da zusatzlich und entgegen der Vor-
ergebnisse unserer Forschungsgruppe von anderen Forschungsgruppen uUber eine Hyper-

proliferation miR-221-lGberexpremierender PCa-Zellen berichtet wurde (99, 100), bestand
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bisher die Vermutung, dass es sich bei der miR-221 auch im PCa um ein Onkogen handeln

miusse (101, 102).

Die Ergebnisse dieser Arbeit sowie die unserer Forschungsgruppe und weiterer unabhangiger
Autoren widersprechen diesen Annahmen. Zum einen konnte eine antiproliferative und
TRAIL-sensitivierende Rolle der miR-221 im PCa nachgewiesen werden. Der sensitivierende
Einfluss auf den eindeutig tumorsuppressiven TRAIL-Signalweg stlitzt bereits die Rolle der
miR-221 als Tumorsuppressor im PCa. Zum anderen wurde mittlerweile das Ergebnis unserer
Forschungsgruppe, welches die miR-221 im PCa als herabreguliert darstellten konnte, auch
von weiteren Forschungsgruppen bestatigt (84, 103-105). Sowohl die mehrfach gezeigte Her-
abregulation von miR-221, als auch die inverse Korrelation zwischen miR-221 und Prognose
(84) stellen deutliche Argumente fiir eine tumorsuppressive Rolle der miR-221 dar. Damit
kann die Rolle der miR-221 im PCa als Onkogen nicht pauschal gehalten werden - eine Ein-
schatzung die von weiteren Forschungsgruppen geteilt wird (104, 105). Zudem wurde mit dem
NSCLC eine weitere Tumorentitdt beschrieben, in der miR-221 herabreguliert ist und dhnlich
wie im PCa eine tumorsuppressive Rolle einnimmt (85, 106). Im Kontext mit den Ergebnissen
dieser Arbeit kann festgestellt werden, dass miR-221 in verschiedenen Tumorentitaten unter-
schiedliche Funktionen austibt und in Abhdngigkeit des jeweiligen Zelltyps tumorsuppressiv
wie auch onkogen wirken kann. Diese Beobachtung ldasst vermuten, dass das molekulare
Mikro-Milieu der unterschiedlichen Zelltypen ein entscheidender Faktor fiir die Wirkung von

miR-221 darstellt.

5.5 Bedeutsamkeit des TRAIL-Signalwegs in der Tumortherapie

Die miR-221 erweist sich nicht nur als Tumorsuppressor im PCa, sondern im Gegensatz zu den
geschilderten Vormeinungen auch als sensitivierend gegeniiber dem TRAIL-Signalweg. Somit
besteht die Verbindung von miR-221 zu einem Signalweg, der groRe Hoffnung auf therapeuti-

sche Moglichkeiten in der Krebstherapie geweckt hat.

Tatsachlich erfolgt in praklinischen und klinischen Studien die Erprobung einiger Substanzen,
die den tumorspezifischen Wirkmechanismus von TRAIL nutzen. Bei diesen Substanzen koén-
nen monoklonalen Antikdrper (mAb) oder rekombinantes, humanes TRAIL (rh-TRAIL) (107,
108) unterschieden werden. Trotz zunachst vielversprechender Ergebnisse in vorklinischen

Modellen konnte in klinischen Studien bisher kein relevanter Therapieerfolg erzielt werden
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(109). Dieses scheinbare Versagen TRAILs als Therapeutikum wurde einerseits vor allem mit
einer unzureichenden intrinsischen Aktivitat der Substanzen am TRAIL-Rezeptor selbst, ande-
rerseits mit der ausgepragten Resistenzentwicklung von Tumorzellen gegeniber TRAIL
(s.1.2.3) begriindet. Um diesen Problemen zu entgehen, versucht man nun, entweder die bei-
den TRAIL-wirksamen Substanzklassen der mAbs und des rh-TRAIL zu kombinieren (110) oder
eine TRAIL-Re-Sensitivierung von Tumorzellen herbeizufiihren. Um letzteres zu erreichen,
greift man auf die Kombination einer TRAIL-basierten Therapie mit einem weiteren Tumorthe-
rapeutikum zurlick (111). Unter einer Vielzahl an méglichen kombinativen Therapie-Ansatzen
scheint sich vor allem eine Kombination aus TRAIL und dem Proteasomen-Inhibitor Borte-

zomib als vielversprechend zu erweisen (112, 113).

Der bisherige Misserfolg einer TRAIL-Monotherapie wurde insbesondere auf die TRAIL-Resis-
tenzen von Tumorzellen zurlickgefiihrt. Zusatzlich mangelt es an pradiktiven Biomarkern, die
ein Ansprechen eines Tumors auf eine TRAIL-basierte Therapie vorhersagen kénnen. (114) Die
vorgelegten in vitro Daten zeigen, dass die Expression von miR-221 einen Effekt auf die Sensi-
tivitat gegeniliber einer Trail Behandlung besitzt. Die miR-221 kénnte helfen, TRAIL-resistente
Tumorzellen im Vorhinein zu identifizieren und einen pradiktiven Marker darstellen. Vielleicht
ware damit eine pradiktive Selektion von Kandidaten fiir eine TRAIL-Therapie moglich, indem
fir den individuellen Patienten der miR-221-Status des Tumors aus histologischen Proben be-

stimmt wird.

5.6 Molekulare Mechanismen der TRAIL-Sensitivierung von PCa-Zellen

Vorangehend konnten zwei Effekte der miR-221 auf androgenunabhangige PCa-Zellen be-
schrieben werden: miR-221 wirkte antiproliferativ und fiihrte zu einer TRAIL-Sensitivierung.
Diese Ergebnisse leiten zu der Frage, ob und wenn ja, welche molekulare Verbindung zwischen

der miR-221 und dem TRAIL-Signalweg besteht.

5.6.1 Einfluss einer miR-221-vermittelten SOCS-3-Inhibiton auf das TRAIL-Sig-

nal

Da miRs zur Inhibition multipler Zielgene fahig sind, richtete sich die Aufmerksamkeit zunachst

auf bekannte Zielgene der miR-221 mit Einfluss auf das TRAIL-Signal.
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Hierbei zeigte sich SOCS-3 als vielversprechendes Zielgen der miR-221, um eine molekulare
Verbindung zum TRAIL-Signal zu erklaren. Dass es sich bei SOCS-3 um ein Zielgen der miR-221
handelt, wurde bereits von unserer sowie von weiteren Forschungsgruppen beschrieben (86,
87). Da SOCS-3 eine inhibitorische Wirkung auf das TRAIL-Signal (90)sowie auf das Interferon-
Signal zugesprochen (92, 93) wird, konnte eine miR-221 vermittelte Inhibition von SOCS-3 in-

direkt zu einer TRAIL-Sensitivierung fihren (s.1.3.4).

Somit bestand mit dem Zielgen SOCS-3 eine mdgliche molekulare Verbindung zwischen miR-

221 und dem TRAIL-Signal.

Um zu bestitigen, dass die beobachtete TRAIL-Sensitivierung durch miR-221-Uberexpression
zumindest anteilig auf eine Inhibition von SOCS-3 zuriickzufiihren war, sollte eine TRAIL-Sen-

sitivierung durch siRNA-vermittelte SOCS-3 Inhibition nachgewiesen werden.

Die Inhibition von SOCS-3 fiihrte zu einem Riickgang an vitalen PC-3 und DU-145-Zellen (s.
Abb. 15). Unter Aktivierung des TRAIL Signals flihrte die SOCS-3-Inhibition mittels siRNA, wie
schon die vorbeschriebene Transfektion mit pre-miR-221, zu einer additiven Reduktion der
Zellvitalitat. Daneben war auch die vermutete Modulation des TRAIL-Signals in SOCS-3-siRNA-
transfizierten Zellen nachweisbar. So wirkten TRAIL und eine Transfektion mit SOCS-3-siRNA
nicht nur nebeneinander, sondern TRAIL wirkte in SOCS-3-siRNA-transfizierten PCa-Zellen ef-
fizienter als in kontrolltransfizierten Zellen. Die Ergebnisse untermauern die Annahme, dass in
PCa Zellen die beobachtete Sensitivierung gegeniiber TRAIL durch miR-221-Uberexpression —

zumindest teilweise - durch eine Inhibierung von SOCS-3 vermittelt wird.

Hierbei waren zwei Mechanismen als Erklarung denkbar: Zum einen inhibiert SOCS-3 das
TRAIL-Signal direkt durch die Bindung an den TRAIL-Rezeptor DR-4, zum anderen bewirkt es
eine indirekte Inhibition durch die Schwachung des Interferon-Signals (90). Bei Reduktion die-

ser hemmenden Wirkung lasst sich in beiden Fallen eine Zunahme des TRAIL-Signals erklaren.

Dass die beschriebene TRAIL-Sensitivierung tiber die SOCS-3-Inhibition auch in vivo relevant
ist, legen die bereits erwahnten Vorergebnisse der Forschungsgruppe nahe. So konnte nicht
nur die miR-221 als prognostisch gilinstiger Faktor identifiziert werden, sondern auch eine in-
verse Korrelation zwischen miR-221-Herabregulation und SOCS-3-Heraufregulation im high-
risk-PCa beschrieben werden (52). Ein prognostisch giinstiger, hoherer Spiegel an miR-221

korrelierte hierbei mit einem erniedrigten Spiegel an SOCS-3. Mdglicherweise ist oben
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beschriebene Sensitivierung des TRAIL-Signals durch miR-221-abhadngige SOCS-3-Inhibition flr
den Zusammenhang aus hohem Spiegel der miR-221, erniedrigtem Spiegel von SOCS-3 und

einer guinstigeren Prognose mit begriindend.

5.6.2 Beeinflussung des TRAIL-Signals durch miR-221-vermittelte IFN-Aktivie-

rung

Eine Inhibition von SOCS-3 fiihrte zu einer TRAIL-Sensitivierung. Damit zeigte sich SOCS-3 als

relevantes Zielgen der miR-221 im Hinblick auf eine TRAIL-Sensitivierung in PCa-Zellen.

Zusatzlich wird tber die miR-221-vermittelte SOCS-3-Inhibition eine Interferonaktivierung er-
klart (s. 1.3.4). Da das IFN-Signal (iber verschiedene Signal-Transmitter weitergeleitet und mo-
duliert wird, sollten solche im Hinblick auf einen moéglichen Einfluss auf das TRAIL-Signal be-
trachtet werden. So ware ein indirekter Einfluss der miR-221 auf das TRAIL-Signal Uber die
Signalschleife aus SOCS-3-Inhibition mit konsekutiver IFN-Aktivierung und infolge Aktivierung
weiterer Transmitter des INF Signalwegs moglich. Als solche TRAIL-relevante Mediatoren, die
durch das INF Signal induziert werden, konnten v.a. die Faktoren XAF-1 sowie das TRAIL-Gen

TNFSF-10 (s.1.3.4) identifiziert werden.

Die Aktivierung des IFN-Signals wurde mittels der bereits bekannten Heraufregulation von
STAT-1 durch miR-221 Uberexpression nachgewiesen (s. 4.3.2). Auch die Heraufregulation von
XAF-1 und TNFSF-10 konnte in miR-221 liberexprimierenden PCa-Zelllinien gezeigt werden

und kann eine weitere Erklarung fiir die beobachtete Modulation des TRAIL-Signals liefern.

Besonders XAF-1 ist hierbei als TRAIL-Mediator interessant. So ist bekannt, dass XAF-1-Akti-
vierung Uber den IFN-Signalweg die TRAIL-induzierte Apoptose verstarken kann (88). Dies
kann damit erklart werden, dass XAF-1 in der Lage ist, das antiapoptotische Protein XIAP (X-
linked inhibitor of apoptosis protein) zu antagonisieren (115, 116). Ferner ist bekannt, dass
XIAP als Protein aus der Familie der IAPs (Inhibitor of apoptosis proteins) das AusmaR der
TRAIL-vermittelten Apoptose in Tumorzellen maRgeblich verringern kann (117). Damit wird
mit Heraufregulation von XAF-1 ein relevantes Bindeglied zwischen miR-221-Uberexpression

und erhohter TRAIL-Sensitivitat in PCa-Zellen beschrieben.

Auch in anderen Tumorentitdten ist die Moglichkeit einer TRAIL-Entriegelung Gber XIAP-Anta-

gonismus bekannt. So wird von einer Sensitivierung von Melanom- beziehungsweise
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Pankreaskarzinomzellen gegeniiber TRAIL durch eine Antagonisierung von XIAP (118, 119) be-
richtet. Aus diesem Grund wird auch dem Wert von XAF-1-Inhibitoren fiir zukiinftige Tumor-
Therapien eine immer groBere Bedeutung beigemessen (120). Und tatsachlich befinden sich
bereits mehrere IAP-Inhibitoren im Rahmen von Phase I- beziehungsweise Phase II-Studien in

der klinischen Erprobung (121).

Die miR-221-vermittelte Uberexpression von XAF-1 liefert eine plausible Erklarung fiir eine
TRAIL-supportive Signatur in miR-221-lUberexprimierenden PCa-Zellen. Neben dieser Entrie-
gelung des TRAIL-Signals zeigte sich auch TRAIL selbst verstarkt exprimiert. Dies war an der
Uberexpression seines Genes TNFSF-10 sichtbar. Das war insofern zu erwarten, als dass
TNFSF-10 als IFN-stimuliertes Gen (ISG) bekannt ist (88, 89). Somit erhéht die miR-221-Uber-
expression durch Verstarkung des IFN-Signalwegs den Spiegel an endogenem TRAIL, gleichzei-
tig bewirkt sie durch Heraufregulation von XAF-1 eine Sensitivierung fiir die TRAIL-induzierte

Apoptose.

Diese Ergebnisse bieten eine mdgliche Erklarung, wie durch miR-221 eine TRAIL-supportive
Signatur generiert wird: Die Aktivierung des IFN-Signals bedingt eine Heraufregulation von
XAF-1 sowie TNFSF-10. XAF-1 flhrt zu einer Inhibierung von XIAP, was wiederum eine Entrie-
gelung der Apoptosekaskade bewirkt. Nebenbei fiihrt die Uberexpression von TNFSF-10 zu

einer zusatzlichen Apoptoseinduktion nach Aktivierung des TRAIL Signals.
5.6.3 PIK3R1 als TRAIL-relevantes Zielgen der miR-221

Bei der Suche nach noch nicht untersuchten miR-221-Zielgenen riickte ein weiteres, fir das
TRAIL-Signal relevantes Gen in den Fokus. Aufgrund der Vorhersage durch targetscan.org
konnte die durch das PIK3R1-Gen kodierte p85-Untereinheit der PI3-Kinase (PI3K) als mogli-

ches Zielgen mit einer potentiellen Bindungsstelle fiir miR-221 ermittelt werden (4.4.1).

Eine Relevanz der PIK3R1 fiir das TRAIL-Signal wurde vermutet, da Aberrationen im PIK3R1-
Gen (122) sowie dem PI3K-Signalweg (123, 124) eine onkogene Rolle im PCa und vielen ande-
ren Tumoren zugesprochen werden. Diese onkogene Funktion spiegelt sich auch in der Be-
obachtung wieder, dass der PI3K/Akt-Signalweg mit einer TRAIL-Resistenz im PCa wie auch in
anderen Tumoren in Verbindung gebracht werden kann (125). Vor allem die Akt-vermittelte
Inhibierung von BID mit folgendem Wegfall der Hemmung von Bcl-2 wird hierfiir verantwort-

lich gemacht (51). Durch die Uberaktivitit von Bcl-2 kommt es zur Hemmung der Bax-
61



Diskussion

vermittelten Apoptose (s. Modell in Abb. 22). Im Umkehrschluss dazu kann durch PI3K/Akt-
Inhibierung die TRAIL-vermittelte Apoptose sensitiviert werden (126-128). Somit wurde die
Arbeitshypothese entwickelt, dass eine miR-221-vermittelte Inhibierung der PIK3R1-Expres-

sion zur Modulation des TRAIL-Signals beitragen kdnnte.
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Abb. 22 Der PI3K/Akt-Signalweg vermittelt TRAIL-Resistenz
Ubersichtsdarstellung der Schnittstelle zwischen anti-apoptotischem PI3K/Akt-Signalweg und pro-apoptotischem
TRAIL-Signalweg. Durch die PI3K-vermittelte Aktivierung von Akt (gelb hinterlegt) kommt es zu einer Inhibierung
von BID. Dies fiihrt zu einer Uberaktivitit von Bcl-2 (rot hinterlegt), was in einer effektiven Inhibierung der Zy-
tochrom-C-gesteuerten Apoptose miindet.

Um PIK3R1 als Zielgen der miR-221 zu evaluieren, wurden Luciferase-Reporter-Assays durch-
gefuhrt, welche PIK3R1 als direktes miR-221 Zielgen in PCa-Zellen bestatigten. Expressions-
analysen von PIK3R1 in miR-221-liberexpremierenden PC-3-Zellen zeigten eine signifikante
Herabregulation der PI3K-Untereinheit (s. Abb. 18). Dadurch konnte erstmals gezeigt werden,
dass die miR-221 tatsachlich in der Lage ist, an die 3 UTR der PIK3R1 mRNA zu binden und die
Translation zu hemmen. Ob in der Folge eine verringerte Proteinsynthese der PIK3R1 in miR-
221-tUberexpremierenden Zellen stattfindet, ist wahrscheinlich, muss aber noch auf Protein-

ebene mittels Western Blot in weiterflihrenden Experimenten verifiziert werden.
5.6.4 Die onkogene Teilfunktion von PIK3R1 im PCa

Als neues Zielgen der miR-221 konnte PIK3R1 nachgewiesen werden. Nun galt es, die bisher
vermutete onkogene Teilfunktion der PIK3R1 im PCa zu begriinden. Diese onkogene Teilfunk-

tion war bereits gefordert worden, zum einen aufgrund der haufig als onkogen beschriebenen
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Funktion des PI3K/Akt-Signalweges, zum anderen aufgrund der beobachteten Sensitivierung
von Colon-Karzinomzellen gegeniiber TRAIL nach PIK3R1-Inhibierung (129). Tatsachlich lieR
sich durch eine Inhibierung von PIK3R1 mittels siRNA ein signifikanter Abfall der Vitalitat in
PC-3-Zellen nachweisen (Abb. 20A), was die vermutete onkogene Teilfunktion der PIK3R1 in

unserem PCa Zell-Modell bestatigte.

Allerdings stehen dieser Annahme einige Studien mit kontroversen Ergebnissen gegenliber,
die im Folgenden diskutiert werden sollen. So zeigte sich PIK3R1 in Genexpressionsanalysen
(130) bisher im kastrations-Resistenten-PCa und PCa-Metastasen herabreguliert (131, 132),
was- im Widerspruch zu unseren Ergebnissen- eher eine tumorsuppressive Rolle von PIK3R1
im PCa vermuten lasst. Die Rolle der PIK3R1 erscheint jedoch nicht nur im PCa und im Zusam-

menhang mit der vorliegenden Arbeit kontrovers.

Das Gen PIK3R1 kodiert fiir die Untereinheit p85 der PI3K. Die p85-Untereinheit bildet hierbei
nicht den katalytisch aktiven Teil der PI3K, sondern hat eine regulatorische Funktion inne (133-
135). Die Kinaseaktivitat der PI3K wird hierbei durch eine zweite Untereinheit, p110, vermit-

telt.

Die Funktion der PIK3R1 als regulatorische Untereinheit wird mit einer Stabilisierung und
gleichzeitigen Inhibierung der Kinaseaktivitat der katalytischen p110-Untereinheit beschrie-
ben (133-135). Damit halt sie die PI3K in einem stabilen, aber inaktiven Zustand. Diese be-
kannte PI3K-Inhibition durch PIK3R1 l4sst ebenfalls die Annahme zu, dass es sich bei der
PIK3R1-Untereinheit um einen Tumorsuppressor handelt. Eine tumorsuppressive Funktion
von PIK3R1 als regulatorische Untereinheit der PI3K wiirde aber kontrovers zu der in der vor-
liegenden Arbeit beschriebenen tumorsuppressiven Rolle von miR-221 sowie der beobachte-
ten Wachstumsinhibierung von PCa-Zellen nach PIK3R1-Inhibierung stehen. Eine mogliche Er-

klarung dieses kontroversen Aspekts ist in folgenden Untersuchungen zu finden.

In verschiedenen Studien wird von aberranten Mutationen der beiden Untereinheiten PIK3R1
und p110 in soliden Tumoren berichtet (136, 137). Hierbei bewirken Mutationen der p110-
oder PIK3R1-Untereinheit, dass die stabilisierende Eigenschaft von PIK3R1 bestehen bleibt,
die Inhibition der Kinaseaktivitdt jedoch ausbleibt (138-141). Damit nimmt die PIK3R1 statt

einer tumorsuppressiven eine eher onkogene Rolle ein.
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Tatsachlich konnte diese onkogene Teilfunktion in mehreren soliden Tumoren nachgewiesen
werden. So wird dies fiir das Ovarial- und Colon-Ca (142) aber auch fiir das NSCLC berichtet.
Eine klinische Relevanz einer microRNA-vermittelten Inhibition von PIK3R1 konnten Yang und
Kollegen zeigen. Deren Versuche ergaben, dass sich Gber miR-503-vermittelte Inhibierung der
PIK3R1 die Tumorprogression von Zellen des NSCLC senken lieB (143). Und auch an Tumorzel-
len des Glioblastoma Multiforme liel8 sich eine Reduktion von Proliferation, Migration und In-
vasivitdt nach PIK3R1-Inhibierung erreichen (144). Im Falle des Hepatozelluldren Karzinoms
(HCC) lassen sich zusatzlich einige Analogien zu den beschriebenen Verhaltnissen im PCa er-
kennen. Wie auch im PCa erscheint im HCC mit der miR-486 haufig eine miR herabreguliert,
die die PIK3R1 als Zielgen hat. Wie in der vorliegenden Arbeit lieR sich auch in Tumorzelllinien
des HCC eine Reduktion an vitalen Tumorzellen nach PIK3R1-Inhibierung erreichen(145).
PIK3R1 scheint in verschiedenen Tumorentitdten eine onkogene Rolle einzunehmen. Letzt-
endlich konnte auch im PCa eine PIK3R1-Hyperexpression mit einem aggressiven Krankheits-
verlauf in Verbindung gebracht werden (122). Es bleiben Argumente sowohl fiir eine onko-
gene als auch fiir eine tumorsuppressive Rolle der PIK3R1 bestehen. Im Rahmen dieser Arbeit
liel sich durch die Wachstumsinhibierung von PCa-Zellen nach PIK3R1-Inhibierung jedoch eine

onkogene Teilfunktion zeigen.

Um weitere Klarheit in Bezug auf die Rolle der miR-221 vermittelten PIK3R1 Regulation im PCa
zu erhalten, sollte in weiterfihrenden Versuchen eine mogliche inverse Korrelation der miR-

221 und PIK3R1 untersucht werden.

Durch miR-221-vermittelte Inhibition von PIK3R1 ist im Rahmen dieser Arbeit von einer
Schwiachung des PI3K-Akt-Signales auszugehen. Infolgedessen wird durch das somit verrin-
gerte, Akt-gekoppelte Wachstumssignal eine Reduktion von vitalen PCa-Zellen verstandlich.
Es bestand aber die Vermutung, dass die miR-221-vermittelte Inhibition von PIK3R1 {iber oben
geschilderten Mechanismus nicht nur zu einem Riickgang an vitalen Zellen, sondern auch zu
einer TRAIL-Sensitivierung fuhrte. Das begriindete sich darin, dass der PI3K-Signalweg mehr-

fach als eine Ursache fur TRAIL-Resistenzen beschrieben wurde (146, 147), (s.1.2.3).

Tatsachlich zeigte sich ein additiver Effekt bei PIK3R1-Inhibition und folgender TRAIL-Gabe.
Dariiber hinaus war eine TRAIL-Sensitivierung in PIK3R1-siRNA-transfizierten PC-3-Zellen
nachweisbar (s. Abb. 20). Somit konnte erstmals eine Modulation des TRAIL-Signals in PCa-
Zellen durch PIK3R1-Inhibition nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis zeigt, dass miR-221 in
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PCa Zellen die Sensitivitat gegentiber TRAIL sowohl durch die Regulation von SOCS3 wie auch

von PIK3R1 beeinflussen kann.

Der Effekt, dass eine onkogen wirkende PIK3R1 Einfluss auf das TRAIL-Signal nimmt, scheint
nicht auf das PCa begrenzt zu sein. So konnte eine andere Forschungsgruppe zeigen, dass auch

im kolorektalen Karzinom eine TRAIL-Sensitivierung durch PI3K-Inhibition mdglich ist (129).

Zusammenfassend bestdtigen diese Ergebnisse einerseits die onkogene Teilfunktion der
PIK3R1 in den untersuchten PCa-Zellen, andererseits wird eine weitere tumorsuppressive

Funktion der miR-221 im PCa sichtbar.

Mit dem in dieser Arbeit beschriebenen Einfluss der miR-221 auf den PI3K-Akt-Signalweg be-
einflusst die miR-221 ein zentrales, zelluldres Schaltelement - nicht nur im Hinblick auf Zell-
Uberleben und Tumorprogression. Somit kdnnte der inhibitorische Einfluss der miR-221 auf
die PIK3R1 eine breite Wirkung auch auf eine Vielzahl von anderen Signalwegen nach sich zie-
hen. Die abschlieRende Rolle der PIK3R1 wird mit weiterem erheblichen Forschungsaufwand
zu klaren sein. Dieser kann aber gerechtfertigt sein, da eine Verknupfung des PIK3/AKT Signal-
wegs mit dem TRAIL-Signalweg die Hoffnung auf eine klinische Relevanz beinhaltet. So ware
z.B. ausgehend von den prasentierten Ergebnissen eine Kombination aus TRAIL und einem

PI3K-Inhibitor als potentielle Therapieoption fir das PCa denkbar.

5.7 Ausblick

Mit seiner Spezifitat gegentiber Tumorzellen bei gleichzeitiger Unempfindlichkeit gesunder
Zellen ist TRAIL eine vielversprechende Substanz fir die moderne Krebstherapie. Allerdings
erschweren die zahlreichen Resistenzmechanismen die klinische Anwendung erheblich (109).
Trotzdem ruhen groRe Hoffnungen auf der Entwicklung TRAIL-basierter Therapeutika. So be-
steht die Hoffnung, durch eine sogenannte ,Double Hit-Therapie” eine Resensitivierung
TRAIL-resistenter Tumorzellen erreichen zu konnen. Hierbei soll Giber ein Zweittherapeutikum

die TRAIL-Sensitivitat der Tumorzellen erhoht werden.

Allerdings bedingt die groRe Heterogenitat der TRAIL-Empfindlichkeit von Tumorzellen auch
eine groRe Bandbreite an zu erwartendem Ansprechen auf eine TRAIL-basierte Therapie. Bis-
her ist es kaum moglich, dieses Therapieansprechen im Vorhinein abzuschatzen (114). Es wer-

den daher zunehmend pradiktive Biomarker gefordert, die eine Einschatzung ermoglichen,
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welche Patienten besonders von einer Kombinationstherapie aus TRAIL und zusatzlichem The-
rapeutikum profitieren kdnnten - beziehungsweise nicht darauf ansprechen (111). Mit einem

solchen Biomarker ware ein weiterer Schritt Richtung personalisierte Medizin getan.

Neben der prognostischen Vorhersagekraft der miR-221 im Hochrisikokarzinom der Prostata
geben die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit erste Hinweise darauf, dass miR-221 auch als

pradiktiver Marker flr eine TRAIL-Therapie im PCa eine Mdglichkeit darstellt.

So konnte in vorliegender Arbeit durch Uberexpression der miR-221 eine Sensitivierung von
PCa-Zellen gegeniber TRAIL nachgewiesen werden. Im Umkehrschluss ist denkbar, dass die
Herabregulation der miR-221 in den meisten PCas die Therapierbarkeit mit TRAIL negativ be-
einflusst und obsolet werden lasst. Es lieRe sich aber auch gegensatzlich argumentieren, dass
in genau solchen Fallen der Versuch einer TRAIL-Resensitivierung notwendig bzw. vielverspre-

chend waére.

Eine solche Resensitivierung TRAIL-resistenter Tumorzellen kann durch eine Kombinationsthe-
rapie aus TRAIL und einem sensitivierendem Kotherapeutikum erreicht werden. Die im Rah-
men der Arbeit erzielten Ergebnisse geben Hinweise, wie ein solches Kotherapeutikum wirken
konnte. Hierbei scheint insbesondere der gezielte Angriff an resistenzvermittelnden Faktoren
eine Moglichkeit darzustellen. Im Zuge dieser Arbeit konnten der XIAP-Inhibitor XAF-1 und die
PI3K als potentielle Angriffspunkte identifiziert werden. Sowohl XIAP-Inhibitoren als auch
PI3K-Inhibtoren befinden sich bereits in der Untersuchung auf ihre therapeutische Anwend-
barkeit (121, 148). Tatsachlich zeigte sich die Kombination von IAP-Inhibitoren und TRAIL als
vielversprechende Kombination zur Wachstumsinhibition von Karzinomzellen(149-151). Auch
die Inhibition des PI13K/Akt-Signalwegs scheint hoffnungsvoll. So konnte in LNCaP- aber auch
in Pankreas-Karzinomzellen durch PI3K-Inhibition eine TRAIL-Resensitivierung erreicht wer-
den (126). Die vorliegenden Daten lassen vermuten, dass in miR-221-herabreguliertenTumor-
zellen eine Entriegelung von XIAP und eine mutierte PIK3R1 ein relevantes Wachstumssignal
in den Tumorzellen darstellen. Solche Zellen sind méglicherweise besonders empfindlich ge-
genliber dem Entzug dieser Faktoren und somit gegeniiber einer Kombinationstherapie. PCa-
Zellen mit niedriger miR-221-Expression, die durch eine SOCS3- bzw. PIK3R1-Uberexpression
gekennzeichnet sind, konnten empfindlich gegenliber einer Kombinationstherapie von IAP-
bzw. PI3K- Inhibitoren und TRAIL sein. Somit liefert die vorgelegte Arbeit erste Hinweise auf
einen therapeutischen bzw. diagnostischen Nutzen eines miR-221/SOCS3/PIK3R1-
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Expressions-Screening von PCa-Gewebe. Ob eine solche Charakterisierung von Tumoren pra-
diktiv fir die genannten Therapieoptionen ist, muss in weiterfiihrenden Untersuchungen ge-

klart werden.
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6 Zusammenfassung

Mikro-RNAs (miRs) spielen als post-transkriptionelle Regulatoren der Genexpression eine
wichtige Rolle in der Entwicklung und Progression des Prostatakarzinoms (PCa), wie auch vie-
ler anderer Tumorentitaten. Im PCa wurde die miR-221 als eine der am starksten und haufigs-
ten herabregulierten miRs beschrieben und konnte durch Vorarbeiten als prognostischer Mar-
ker flir das hoch-risiko-PCa identifiziert werden. Zugleich konnten der miR-221 tumorsuppres-
sive Funktionen in PCa-Zellen zugewiesen werden. Sie reguliert die Proliferation und das Uber-
leben von PCa-Zellen indem sie die Expression verschiedener onkogen wirkender Zielgene,
u.a. SOCS3 oder IRF1, Giberwacht. Durch Hemmung von SOCS-3, einem Inhibitor des Interfe-
ron-vermittelten JAK-STAT-Signalweges, war ein aktivierender Einfluss auf den IFN-abhéangi-
gen und tumorsuppressiven TRAIL-Signalweg denkbar. Allerdings wirkt miR-221 je nach vor-
handener molekularer Mikroumgebung und Zellart sehr unterschiedlich. Aufgrund dieser plei-
otropen Funktionsweise kann miR-221 im Gegensatz zum PCa eine onkogene Funktion in ver-
schiedenen anderen Tumorentitaten Gbernehmen. Diese onkogene Rolle wurde hierbei unter
anderem mit einer TRAIL-Resistenz in miR-221 tiberexprimierenden Tumorzellen erklart. Un-
ter dem Aspekt der tumorsuppressiven Funktion von miR-221 im PCa stand somit die Frage
im Zentrum meiner Promotionsarbeit, welchen Einfluss miR-221 auf des TRAIL-Signal in PCa

Zellen besitzt.

Im Rahmen der in der Arbeit dargestellten in vitro Versuchen an verschiedener PCa-Zellinien
wurde eine Sensitivierung gegeniiber TRAIL in miR-221-Uberexpremierenden PCa-Zellen fest-
gestellt. Um mogliche molekulare Funktionsweisen zu untersuchen, wurde anschlieend der
Einfluss bereits bekannter miR-221-Zielgene auf das Trail-Signal untersucht. So sollte geklart
werden, ob die beobachtete miR-221-vermittelte Sensitivierung gegeniliber TRAIL auf eine In-
hibition von SOCS-3 und konsekutiver IFN-Aktivierung zurtickgefiihrt werden kann. Tatsachlich
liel sich durch siRNA-vermittelte Inhibierung von SOCS-3 eine TRAIL-Sensitivierung in PCa Zel-
len nachweisen. Auch eine miR-221-vermittelte Aktivierung des Interferonsignalweges mit In-
duktion einer TRAIL-supportiven Gensignatur konnte mittels PCR-Analysen beobachtet wer-
den. Diese Signatur zeigte sich in einer miR-221-verursachten Uberexpression von TNFSF-10
sowie XAF-1. TNFSF-10 stellt hierbei das fir TRAIL kodierende Gen dar, wobei XAF-1 einen

proapoptotischen Faktor in der TRAIL-induzierten Apoptose-Kaskade darstellt. Somit konnte
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die Wirkung der miR-221-vermittelten TRAIL-Sensitivierung in PCa Zellen zumindest teilweise

auf molekularer Ebene beschrieben werden.

Da einzelne miRs in der Regel ein ganzes Blindel verschiedener Gene in ihrer Expression kon-
trollieren kénnen, sollte weiterfiihrend untersucht werden, ob noch weitere relevante Ziel-
gene definiert werden kénnen, die den beobachteten miR-221 Effekt auf das TRAIL-Signal in
PCa-Zellen mit-verursachen kdnnten. Als ein Solches wurde die regulatorische Untereinheit
PIK3R1 der PI3K als ein mogliches Target bioinformatisch in silico vorhergesagt. Mittels Luci-
ferase-Assay und PCR-Analyse konnte PIK3R1 als Zielgen der miR-221 bestatigt werden. Auch
die vermutete Beteiligung einer PIK3R1-Inhibition an einer miR-221-vermittelten TRAIL-Sensi-

tivierung wurde im PCa-Zellmodell verifiziert.

Die Ergebnisse der Arbeit sind im folgenden Modell (Abb. 23) veranschaulicht und zusammen-
gefasst. Es soll die miR-221-abhdngige Modulation des TRAIL-Signales tGiber SOCS3 und PIK3R1

in PCa Zellen im Kontext mit bereits vorhandenen Daten aus der Literatur beschreiben.
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Abb. 23 Ubersichtsdarstellung der Wirkung von miR-221 auf das TRAIL Signal in PCa-Zellen

MIiR-221 fiihrt durch Inhibierung seiner Zielgene PIK3R1 (p85) sowie SOCS-3 zur Modulation des TRAIL Signalwegs.
Da SOCS-3 eine direkt inhibitorische Wirkung auf die TRAIL-Rezeptoren DR4/5 ausiibt, fiihrt dieser Effekt zur Ent-
riegelung des TRAIL-Signals. Zusdtzlich verursacht die abgeschwdchte Inhibierung des Interferonsignals (IFN) eine
vermehrte Expression von TNFSF-10 sowie des proapoptotischen Proteins XAF-1. Fiir beide Gene ist eine Interak-
tion mit dem TRAIL Signalweg in Tumorzellen beschrieben. Die miR-221 vermittelte Inhibierung von PIK3R1 be-
wirkt ebenso eine Sensitivierung gegentiber dem TRAIL-Signal. Die hierfiir verantwortlichen Mechanismen werden
durch die vorliegende Arbeit nicht abschliefSend gekldrt. Es ist jedoch (iber eine Akt-vermittelte Inhibierung von
BID eine Interaktion mit dem TRAIl Signalweg beschrieben. BID als Effektor des TRAIL-Signales wiederum bewirkt
eine Inhibition von Bcl-2, einem Inhibitor des proapoptotischen Proteins Bax. Abschliefend bliebe nach Abnahme
der Aktivitdt von Akt also eine gesteigerte Aktivitét von Bax mit Apoptoseinduktion bestehen. Eine griine Einfdr-
bung verdeutlicht eine proapoptotische Wirkung im geschilderten Signalkreislauf, eine rote Einférbung verdeut-
licht eine anti-apoptotische Komponente

Mit Hilfe der beschriebenen Ergebnisse konnte die tumorsuppressive Rolle der miR-221 im
PCa - im Gegensatz zur onkogenen Wirkung von miR-221 in anderen Tumoren - weiter gefes-

tigt werden und das Verstdandnis der zugrundeliegenden Mechanismen wurde vertieft.

Zusatzlich besteht mit dem erstmals beschriebenen Einfluss von miR-221 auf das TRAIL-Signal
in PCa eine Verbindung von miR-221 zu einem Therapie-relevanten Zytokin. Hierdurch begriin-
det sich die Hoffnung, dass die Bedeutung von miR-221 als pradiktiven Markerhinsichtlich ei-
ner TRAIL-basierten Therapie in weiterfiihrenden translationalen Versuchsansatzen bestatigt
werden kann. In einem solchen Fall ware ein weiterer Schritt in Richtung personalisierte Me-

dizin getan.
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