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1 Einleitung

1.1 Prostatakarzinom

1.1.1 Epidemiologie
1853 wurde zum ersten Mal ein Prostatakarzinom von John Adams, Chirurg des
Krankenhauses The London Hospital, beschrieben. Damals notierte er, dass

dieses Befinden
“a very rare disease” (eine sehr seltene Erkrankung)
sei ((1), S. 393). Eineinhalb Jahrhunderte spater postulierte Collin Hughes 2005:

» 1 he prevalence of prostate cancer is so high that it could be considered as a
normal age related phenomenon® (Die Pravalenz des Prostatakarzinoms ist so
hoch, dass es als normales altersbedingtes Phdnomen betrachtet werden
konnte) ((2), S. 673).

In diesen 152 Jahren hat sich also viel getan und von einer sehr seltenen
Erkrankung kann zurecht angesichts aktueller epidemiologischer Daten keines-
wegs die Rede sein.

So ist das Prostatakarzinom in Deutschland zum haufigsten Karzinom des
Mannes geworden und macht mit einer Neuerkrankungsrate von knapp 60 000
im Jahr 2016 fast ein Viertel aller Krebsneudiagnosen beim Mann aus. Knapp ein
Viertel der Betroffenen (24,6%, 14 417) verstarben. (3)

Grund fir den Anstieg der Haufigkeit der Neudiagnose ist unter anderem die
frihere Diagnose von Prostatakarzinomen durch Screening-Untersuchungen wie
die digitale rektale Untersuchung (DRU) und der PSA -Test (Prostata spezifi-
sches Antigen). Nach Veroffentlichungen 2013 beziiglich Schaden und Nutzen
von Screening-Untersuchungen, werden diese nun differenzierter eingesetzt (4—
10), so dass bereits seit 2003 der Verlauf der Inzidenz insgesamt stabil, bzw. bei
Uber 75-jahrigen sogar rucklaufig ist. (3)

Dennoch ist das Prostatakarzinom nach wie vor eine der haufigsten malignen

Tumorerkrankungen der heutigen Zeit, da sich aufgrund des demografischen
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Wandels die absolute Zahl der Neuerkrankungen seit den 70er Jahren verfunf-
facht hat. (3, 11)

Ein weiterer epidemiologischer Aspekt zeigte sich in dem Bericht zum
Krebsgeschehen in Deutschland 2016. Demnach war die RS5 (relative survival
over 5 years, relative Fuinfjahres-Uberlebensrate) im Stadium I1-11l tber 100%, im
Stadium IV sank sie stark ab auf 52%. Aber auch im Stadium IV ist die Prognose
uneinheitlich. So ist die RS5 bei Erkrankten mit T4-Tumoren und/oder
Lymphknotenbefall, aber ohne Fernmetastasen mit 90% deutlich héher als bei
Erkrankten mit Fernmetastasen (etwa 30%). (3)

Ziel dieser Arbeit war es demnach unter anderem ein Diagnostikum zu finden,
welches eine bessere prognostische Aussagekraft hat als die bisher bekannten
und verwendeten diagnostischen Mittel. Somit konnten Erkrankte mit einer
schlechteren Prognose gezielter erkannt und behandelt werden und Erkrankte

mit einer besseren Prognose nicht Ubertherapiert werden.

1.1.2 Diagnostik des Prostatakarzinoms

Meist wird das Prostatakarzinom nicht durch Symptome und darauffolgende
Untersuchungen diagnostiziert, sondern durch Friherkennungsuntersuchungen,
welche ab dem 45. Lebensjahr empfohlen werden.

Zu diesen gehoren die DRU und die Bestimmung des PSA-Wertes. Falls
Risikofaktoren bestehen, kann erganzend ein transrektaler Ultraschall
durchgeftihrt werden. (12-14)

Das Screening fur das Prostatakarzinom ist jedoch nach wie vor Gegenstand
aktueller wissenschatftlicher Diskussionen (8). So gibt es Studien, die einen Klini-
schen Nutzen von Friherkennungsmal3nahmen im Sinne einer Mortalitats-
senkung nachweisen konnten (15, 16), andere dagegen, die keinen Nutzen
bezuglich der Senkung der Mortalitdt zeigten (10, 17-19). Zudem kann das
Screening zu Uberdiagnosen, Ubertherapien und dadurch auch zur Ein-
schrankung der Lebensqualitat fihren (3, 8).

Zur Diagnosesicherung bei erhohtem PSA (= 4 ng/ml) oder auffalliger DRU

werden anschlie3end Biopsien entnommen (20).



Doch auch der Gleason-Score bietet keine zufriedenstellende Aussage Uber das
prognostische Verhalten des Karzinoms. So koénnen Erkrankte mit einem
Gleason-Score = 4+3 einen klinisch relativ harmlosen Verlauf aufweisen,
wohingegen Prostatakarzinome mit einem Gleason-Sore < 4+3 aggressiv
verlaufen kdnnen. (21)

Demnach ist es wichtig, Parameter zu finden, die das Prostatakarzinom besser
identifizieren, die Prognose besser abbilden und Ubertherapien verhindern.
Dadurch kann den Betroffenen die Angst vor nicht-interventionellen Therapie-
optionen genommen werden und auf diese Weise fur eine bessere Lebens-
qualitat und fur eine Kostenersparnis durch Reduktion unnétiger Therapien

gesorgt werden.

1.1.3 Stadieneinteilung

Die Einteilung des Prostatakarzinoms erfolgt in der Regel nach der Klassifikation
der ,Union Internationale Contre le Cancer” (UICC). Dabei werden das fort-
geschrittene bzw. metastasierte Prostatakarzinom und das lokal begrenzte unter-
schieden. Das lokal begrenzte Prostatakarzinom wird weiter im Hinblick der

Entwicklung eines Rezidivs in drei Risikogruppen eingeteilt (22, 23):

e Niedriges Risiko (low risk): PSA < 10 ng/ml und Gleason-Score < 6 und
cT-Kategorie 1c, 2a nach TNM-Klassifikation (tumor, node, metastasis)
(Tabelle zur TNM-Klassifikation im Supplement).

e Intermedidres Risiko (intermediate risk): PSA > 10 ng/ml - 20 ng/ml oder
Gleason-Score 7 oder cT-Kategorie 2b.

e Hohes Risiko (high risk): PSA > 20 ng/ml oder Gleason-Score = 8 oder

cT-Kategorie = 2¢

1.1.4 Therapie des Prostatakarzinoms

Die therapeutischen Optionen beim Prostatakarzinom sind zahlreich und richten
sich nach klinischen Kriterien sowie nach Wiinschen der Betroffenen.

Zur Therapie des lokal wachsenden Prostatakarzinoms stehen aktive Uber-

wachung (active surveillance), lokale Therapien (radikale Prostatektomie,



perkutane Strahlentherapie, High-Dose/ Low-Dose Brachytherapie) und lang-
fristige Beobachtung (watchful waiting) zur Verfiigung.

Aktive Uberwachung ist fur Betroffene mit niedrigem Risiko und Tumornachweis
in < 2 Stanzen bei Entnahme von 10-12 Stanzen oder < 50% Tumornachweis pro
Stanze der leitliniengerechte Therapieansatz. Erkrankte mit intermediarem oder
hohem Risiko oder bei denen > 2 Stanzen betroffen sind oder > 50% einer Stanze
Karzinominfiltrate aufweist, werden lokal kurativ therapiert. Bei Erkrankten, die
eine mutmalliche Lebenserwartung von unter zehn Jahren haben, kann die lang-
fristige Beobachtung als mogliche Alternative zu kurativen Behandlungen dis-
kutiert werden.

Bei metastasierten hormonsensitiven Karzinomen besteht die Mdglichkeit der
Androgendeprivation (i. d. R. medikamentdser Hormonentzug).

Bei metastasierten, androgenunabhangigen oder kastrationsresistenten Karzi-
nomen besteht keine Heilungschance mehr, lediglich palliative Therapieoptionen
in Form von Antihormon-, Chemo- und Radionuklidtherapie sowie knochen-
modifizierende Substanzen.

Betroffene mit nicht-metastasiertem, kastrationsresistentem Prostatakarzinom
(nmCRPC) und einem hohen Risiko fir Metastasierung wird zusétzlich eine
Immuntherapie empfohlen.

Trotz der eben erlauterten Therapieoptionen insbesondere der Prostata-
karzinome mit niedrigem Risiko wurde die nicht interventionelle Therapieoption
,active surveillance® laut Jahresbericht der zertifizierten Prostatakrebszentren
2020 nur von 31,74% aller Betroffenen mit lokal begrenzten Tumoren cT1/T2 mit
niedrigem Risiko gewéahlt (24).

Demnach haben 68,26% der Erkrankten mit geringem Risiko interventionelle
Therapieformen gewahlt. Die Tatsache, dass knapp die Hélfte aller Gber 50-
jahrigen Manner und sogar knapp 80% aller Uber 80-jahrigen Manner
histologisch gesichertes Prostatakarzinomgewebe aufweisen, ohne unter einer
Einschrankung der Lebensqualitit zu leiden, zeigt die Ubertherapie insbe-
sondere in niedrigen Tumorstadien. (4)

Der Grund fur die geringere Wabhl nicht-interventioneller Therapieoptionen der

Erkrankten liegt in der, von den Erkrankten empfundenen, gréReren Unsicherheit



im Vergleich zu definitiven Therapieformen wie der radikalen Prostatektomie oder
der Strahlentherapie (24, 25).

Konnte man die Karzinome in ihrer Prognose zu Beginn bereits besser
einschatzen, ware den Erkrankten diese Unsicherheit genommen oder man
konnte die Diagnose eines Prostatakarzinoms im klassischen Sinn erganzen und

bereits bei Diagnosestellung molekulare Marker einbeziehen.

1.2 Allgemeine Zellvorgange der Karzinogenese

Was macht nun normales Gewebe zu invasiv wachsendem, aggressivem,
tumorésem Gewebe? Welche Eigenschaften muss es aufweisen, welche Schritte
missen passieren?

Die Biologie maligner Tumoren ist ein komplexes System aus Zellen mit
unterschiedlichen Eigenschaften, welche sich gegenseitig ergédnzen und sich
dazu befahigen, physiologischen Kontrolimechanismen zu entgehen. Zunachst
mussen die Zellen durch Mutationen, Schaden an der DNA (Desoxyribonuklein-
saure) und epigenetische Modifikationen so verandert werden, dass Onkogene
aktiviert, Tumorsuppressoren gehemmt und Mutatorgene inaktiviert werden, um
schliel3lich sogenannte ,Hallmarks of Cancer” zu erreichen (26). Onkogene sind
Gene, welche bei einer verstarkten Aktivierung zu einer erhdhten Proliferation
der Zelle fuhren. Tumorsuppressoren haben eine gegensatzliche Wirkung zu
Onkogenen, sie sind also proliferationshemmend. Mutatorgene stellen Gene dar,
welche die Mutationsrate generell erhéhen.

Nach Hanahan & Weinberg 2000 (27) gibt es sechs Kernmerkmale, welche zur
Tumorentstehung beitragen. Demnach muss es den Tumorzellen erstens
gelingen, Proliferationssignale aufrecht zu erhalten, zweitens Zellzyklus-
inhibitoren zu umgehen, drittens die Fahigkeit zur Invasion und Metastasierung
zu entwickeln, viertens replikative Immortalitéat zu erreichen, finftens die Nahr-
stoffversorgung durch Angiogenese zu erhalten und sechstens den Zelltod zu
umgehen. Im Jahr 2011 erweiterten die Autoren ihre Theorie der Kernmerkmale
durch zwei tumorférdernde Merkmale: genomische Instabilitdt und tumorbe-

gunstigende Entziindung. Zudem erganzten sie die sechs Kernmerkmale um



zwei weitere: Tumorzellen missen der Immunabwehr entgehen und den Meta-
bolismus an die gesteigerte Proliferation und Aktivitat der Zellen anpassen. (26)
Fur die hier vorliegende Arbeit ist vor allem der letzte Punkt von Bedeutung. So
gab es bereits viele Studien, welche den Glukose-Stoffwechsel und dessen
Veranderungen bei Karzinomen betrachteten, aber auch der Fettstoffwechsel ist
Gegenstand aktueller Forschung (28). Tumorzellen benétigen viel Energie,
welche sie nicht nur tber den Glukosestoffwechsel, sondern auch tber den
Fettstoffwechsel gewinnen. Somit ist dieser ein entscheidender Energielieferant
der Tumorproliferation und als mdgliches Therapieziel interessant. Den Fett-
stoffwechsel beeinflussende Medikamente wie Statine zeigten zudem hem-
mende Effekte in Bezug auf das Tumorwachstum (29-31).

Auch beim Prostatakarzinom gibt es Hinweise darauf, dass der Fettstoffwechsel
in der Pathogenese eine Rolle spielt und es im Rahmen der Karzinogenese zu
Veranderungen kommt (32—39). Des Weiteren zeigen PET-basierte (Positronen-
Emissions-Tomographie-basierte) radiologische Untersuchungen von Prostata-
karzinomgewebe mit cholin- und acetatbasierten Markern eine Anreicherung der
Marker, so dass man auf eine verstarkte Fettspeicherung im Vergleich zu
nicht-malignem Gewebe schlie3en kann (33).

1.3 Die Funktion des Enzyms SOATL in der Zelle und im Prostatakarzi-
nom

Wie in 1.2 erlautert ist der Fettstoffwechsel ein wichtiger Prozess in der Patho-
genese des Prostatakarzinoms. In diesen Stoffwechselwegen ist SOAT1 (sterol-
o-acyltransferase) ein entscheidendes Enzym.

Funktionell verestert SOAT1 freies Cholesterin, damit es in LDs (Lipid Droplets)
gespeichert werden kann und somit nicht toxisch ftr die Zelle ist. Durch diese
Veresterung ist der Anteil von freiem Cholesterin niedriger. Das wiederum
aktiviert den PI3K (Phosphoinositid-3-Kinase) / Akt (entspricht der Proteinkinase
B, PKB) / mTOR (mechanistic Target of Rapamycin) Signalweg, es kommt zu
einer vermehrten LDL-Rezeptor (Low Density Lipoprotein) Produktion durch

SREBP1 (sterol regulatory element-binding protein) und in Folge zur Fett- und



Cholesterinaufnahme, insbesondere auch der Aufnahme von w-6 ungesattigten
Fettséauren. (40)

Durch SOAT1-Aktivitdt besteht fir die Zelle somit die Mdoglichkeit, viel Fett
aufzunehmen, ohne durch die Toxizitat von zu viel freiem Cholesterin zu Schaden
zu kommen und den oben beschriebenen Signalweg aufrecht zu erhalten (vgl.
Abb. 1), insbesondre bei verstarkter Aktivierung dieses Signalwegs durch PTEN
Verlust. Zudem besteht die Mdglichkeit, auf den erhéhten Umsatz an Fetten und
Cholesterin flexibel reagieren zu kénnen, da die Zellen Uber eine Speicher-
moglichkeit, die sogenannten LDs verfigen. Man kénnte also sagen, LDs sind
die Fett-Cholesterin Vorratskeller der Zelle. (40)

f LDLr §

CE in LDL PTEN Verlust
@ CEinlLD

FC

PI3K/AKT/mTOR
SREBP §
w-6 PUFA ey
(z.B. AA)
SosT

1 —|— CE f_Vr>eich e

‘ Proliferation SOAT1 shRNA
Tumor Wachstum oder Inhibitoren

Abb. 1: Molekulare Signalwege rund um Cholesterin und die Rolle von SOAT1.

Die roten Pfeile stellen die Auswirkungen einer Hemmung von SOAT1 dar. CE (Cholesterin-
ester), FC (freies Cholesterin), w-6 PUFA (w-6 polyunsaturated fatty acid, w-6 ungesattigte
Fettsauren), AA (Arachidonic acid, Arachidonsaure), SOAT1 (sterol-o-acyltransferase 1)

Quelle: Modifiziert nach Yue, Shuhua et al. “Cholesteryl ester accumulation induced by PTEN loss and PI3K/AKT activation underlies
human prostate cancer aggressiveness.” Cell metabolism vol. 19,3 (2014): 393-406. doi:10.1016/j.cmet.2014.01.019. Copyright 2020 by
Elsevier (Lizenznummer 4824700046211)



Zusatzlich ist die Konzentration von SOAT1 bei aggressiveren Prostata-
karzinomen erhoht und man kann anhand der Menge im Prostatakarzinom-
gewebe Aussagen hinsichtlich der Prognose machen (41).

SOAT1 scheint demnach als mégliches therapeutisches Ziel und méglicherweise

auch als Diagnostikum vielversprechend (42, 43).

1.4 Das Therapeutikum Mitotane: Entwicklung, Struktur, klinischer
Einsatz und maégliche Wirkmechanismen

Mitotane ist ein Medikament, welches 1949 erstmals von Nelson und Woodard

beschrieben wurde (44). Sie beobachteten, dass das Derivat des Insektizids

Dichlordiphenyldichlorethan (DDD) bei Hunden zur Verkimmerung der

Nebenniere flihrte. (44, 45)

Abb. 2: Strukturformel Mitotane (o,p’-DDD (Dichlordiphenyldichlorethan))

Quelle: National Center for Biotechnology Information. PubChem Compound Data-base; CID=4211,
https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/compound/Mitotane (Copyright on May 9, 2020 CAMEO Chemicals)

Knapp 70 Jahre spater wird Mitotane (o,p’-DDD siehe Abb. 2) bei inoperablen
Nebennierenrindenkarzinomen (NNC) eingesetzt (46). Die Wirkung beruht auf
antihormoneller und antitumoraler Aktivitdt (47). Mitotane weist jedoch eine
Vielzahl an Nebenwirkungen auf und hat ein kleines therapeutisches Fenster.
Zudem ist Mitotane ein starker Induktor von Cytochrom P450 3A4 (48). Um
deshalb neuere spezifischere Medikamente entwickeln zu kdnnen, haben Sbiera
et al. (49) mogliche Zielstrukturen von Mitotane untersucht. Dabei interessierte
sie vor allem die Auswirkungen auf den Cholesterinstoffwechsel und auf die
Hormonproduktion. Sie kamen zu dem Ergebnis, dass SOAT1 eines der
Schlisselenzyme im Wirkmechanismus von Mitotane darstellt und somit

Angriffspunkt fr neue Therapeutika sein kénnte. (49)



1.5 Spezifische SOAT1-Inhibitoren: Entwicklung und Wirkung

Ein spezifischer SOAT1-Inhibitor wurde 1990 fir die Therapie von Hyper-
cholesterinamie und Arteriosklerose von Parke-Davis entwickelt (50). In dieser
Zeit wurde viel an SOAT1-Inhibitoren geforscht, PD132301-2 (N-phenyl-N*-(1-
phenylcycloalkyl) urea; ATR101) erwies sich jedoch als der Potenteste (51). La
Pensee et al. (52) verwendeten in Studien PD132301-2 fir NNC-Zellen. Dabei
zeigte sich, dass die Behandlung der Nebennierenrinden-Zelllinie NCI-H295 zu
Caspase-abhangiger Apoptose fiihrte. Des Weiteren kam es bei der Behandlung
mit PD132301-2 zum Anstieg von freiem Cholesterin und zu Stress am endo-
plasmatischen Retikulum. (52)

Die Rolle von SOAT1 bei der Speicherung und dem Metabolismus von
Cholesterin machte dieses Enzym auch fur das Prostatakarzinom interessant. So

konnten spezifische Inhibitoren auch dort zu therapeutischem Erfolg fiihren.

1.6 Rolle und Ablauf von Autophagie in Tumoren und der Zusammen-
hang mit miR-200b
Autophagie - aus dem lateinischen ,Selbstverdauung® - ist ein zelluléarer Prozess,
auf den alle Zellen angewiesen sind, um alte, unbrauchbare Stoffwechsel-
produkte und Zellorganelle zu entsorgen oder zu recyceln. Zudem weist
Autophagie antivirale und antibakterielle Eigenschaften auf. Autophagie ist ein
Prozess, welcher bei vielen Erkrankungen eine Rolle zu spielen scheint, z.B.
Diabetes, Kardiomyopathien, neurodegenerative Erkrankungen, Morbus Crohn
oder Krebs. (53-61)
Auch fur diese Arbeit, in welcher die tumorsuppressive Eigenschaft von miR-
200b analysiert wird, ist die Autophagie-Aktivitat ein hilfreicher Hinweis auf die
Reaktion der Karzinomzellen auf miR-200b. Daneben kdnnte miR-200b auch
einzelne Prozesse von Autophagie direkt beeinflussen.
Doch wie genau funktioniert Autophagie und in welchem Zusammenhang steht
sie mit Krebs? Es gibt drei Formen von Autophagie: Makroautophagie, Mikro-
autophagie und Chaperon-verknlUpfte Autophagie. Makroautophagie ist die
prominenteste und die am besten untersuchte Form, sodass sich im Folgenden
stets auf Makroautophagie bezogen wird. (62)

Beim Ablauf werden verschiedene Phasen durchlaufen, wie in Abb. 3 dargestellt.
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Abb. 3: Uberblick uber den Ablauf von Autophagie (néhere Erlauterungen im FlieRtext
Absatz 1.6).

Quelle: Modifiziert nach Galluzzi L, Pietrocola F, Bravo-San Pedro JM, Amaravadi RK, Baehrecke EH, Cecconi F et al. Autophagy in
malignant transformation and cancer progression. EMBO J 2015; 34(7):856—80. doi: 10.15252/embj.201490784. . Copyright 2020 by John
Wiley and Sons (Lizenznummer 4824700718318)

In der Initiierung erfolgt die Bildung eines Omegasoms am endoplasmatischen
Retikulum. Ausloser kann beispielsweise eine Malnutrition sein. Daraufhin wird
das Omegasom uber das Phagophor (auch Isolationsmembran genannt) und
unter Aufnahme von Zellbestandteilen zum Autophagosom umgewandelt. (63—
65)

Dieses weist auf seiner cytosolischen und auf seiner luminalen Seite Microtubule-
associated protein 1A/1B-light chain 3 Il (LC3 II) auf (64). Das Autophagosom
fusioniert nun mit einem Lysosom zum Autolysosom. Wenn sich der Zyklus auf
Stufe des Autolysosoms befindet, wird LC3 Il auf der cytosolischen Seite wieder

in die frei im Cytosol vorliegende LC3 I-Form umgewandelt, auf der luminalen
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Seite wird es degradiert (66, 67). Nach der Verdauung der Inhalte des Auto-
lysosoms wandelt sich dieses in das Protolysosom um und wird schlief3lich unter
Akkumulation von Hydrolasen zu einem neuen Lysosom (68—70).

LC3 ist an der Initiierung (71), Reifung und Fusion (72—-74) des Autophagosoms,
bzw. Autolysosoms, sowie indirekt am intrazellularen Transport des Auto-
phagosoms flir seine Fusion mit dem Lysosom beteiligt (75). LC3 ist eine wichtige
Struktur dieses Ablaufs und kann als ein Mal3stab der Autophagie-Aktivitat
gewertet werden (76).

Doch wie verandert sich nun Autophagie im Rahmen von Krebserkrankungen
bzw. in welchem Ausmal3 benoétigen Krebszellen Autophagie?

So komplex Autophagie ist, so kompliziert ist auch die Regulation im Tumor.
Autophagie wirkt in frihen Tumorstadien eher als Tumorsuppressor, in spateren
als Onkogen (77). Lane et al. (78) geben einen guten Uberblick tiber diesen
komplexen Zellvorgang. Tumorzellen weisen eine hohere basale Auto-
phagie-Aktivitat auf und das Uberleben der stark proliferierenden Zellen ist von
der Autophagie abhéngig (79-82). Krebszellen haben aufgrund ihres erhéhten
Stoffwechsels einen vermehrten Anfall von zellularen Bestandteilen, der beseitigt
werden muss. Zum anderen herrscht in Tumoren haufig eine nahrstoffarme,
hypoxische Umgebung, so dass es fir die Zellen zum Uberleben duRert effektiv
ist, wenn sie ihre Ressourcen wiederverwenden kénnen. (62, 77, 83)

Des weiteren zeigten Schweiger et al. (84), dass durch Autophagie der Zelle
mehr nutzbares Cholesterin und Triglyceride zur Verfligung standen. AulRerdem
konnten sie zeigen, dass Lipophagie (eine spezielle Form der Autophagie) durch
freie Fette und Cholesterin unterdriickt wird (84).

Besonders interessant ist fur diese Arbeit allerdings der Nutzen von Autophagie
fur Krebszellen im Hinblick auf verstarkte Stoffwechselaktivitdten und die
onkogenen Eigenschaften von Autophagie.

1.7 MikroRNAs in der menschlichen Zelle
MikroRNAs (miRNAs) machen 1% des menschlichen Genoms aus, beeinflussen

60% aller protein-codierenden Gene, sind in der Regulation von fast allen

11



zellularen Prozessen involviert und sind nur ~21 Nukleotide lang — folglich
vielversprechende Molekule aktueller Forschung. (85-88)

1.7.1 Biosynthese und Wirkmechanismus von mikroRNAs

Wie in Abb. 4 dargestellt, besteht die Biosynthese von miRNA aus einer Kaskade
von Einzelvorgéangen, welche komplex zusammenwirken und reguliert sind.
Zunachst transkribiert die RNA Polymerase Il eine pri-miRNA (89-91). An-
schlieBend wird diese pri-miRNA im Zellkern von den Enzymen Drosha (eine
RNAse) und DGCR8 (DiGeorge Syndrom critical Region 8) prozessiert, so dass
eine typische haarnadelartige pre-miRNA entsteht (90-92). Diese wird mithilfe
von Exportin 5 in das Zytoplasma exportiert, wo das Enzym DICER1 (eine RNAse
[Il) die Haarnadelschleife abtrennt (92).

Die nun entstandene miRNA ist doppelstrangig und ~21 Nukleotide lang (92). In
dieser Form bindet sie an ein Argonaute-Protein, das Effektor Protein des RISC
(RNA-induced silencing complex) (92-94). Dort wird der Doppelstrang getrennt
und ein Strang ausgewahlt. Diese ausgereifte miRNA bindet nun im Rahmen des
RISC an spezifische mRNA-Strange und kann dadurch zu mRNA-Degrada-
tion, -Destabilisierung oder zu Hemmung der Translation fihren. (91)

Eine miRNA kann dabei eine Vielzahl verschiedener mRNASs regulieren und eine
MRNA kann durch mehrere verschiedene miRNAs reguliert werden (85).

Die miRNA selbst kann im Laufe ihrer Biogenese beeinflusst werden, indem
beispielsweise Drosha oder DICER1 und damit auch die zugehdrige miRNA

herabreguliert wird (95).
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Quelle: Loffler/Petrides Biochemie und Pathobiochemie; 9., vollstandig tiberarbeitete Auflage; S.599. Copyright
2020 by Springer Nature (Lizenznummer 4852021323364)

1.7.2 MikroRNA und deren Bedeutung in malignen Tumoren

MiRNAs spielen eine wichtige Rolle bei der Tumorentstehung. Sie kdnnen direkt
oder indirekt Uber die Beeinflussung wichtiger Stoffwechselwege, z.B.
PI3K/Akt/mTOR als Onkogene oder als Tumorsuppressoren wirken (95-98). Es
zeigte sich, dass sie damit wichtige Auswirkungen auf die Tumorprogression
haben, da sie unter anderem EMT (Epitheliale-Mesenchymale Transition),
Metastasierung, Angiogenese und das Mikro-Milieu des Tumors beeinflussen
(95). Damit und mit der Vielfalt an Regulationsmoglichkeiten (siehe 1.7.1)

qualifizieren sich miRNAs insbesondere auch als Zielstruktur von Medikamenten,
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da mit der Regulierung eines Molekiils mehrere weitere Zielmolekiile beeinflusst
werden kénnen (85, 95).

Ein weiterer interessanter therapeutischer Ansatz ist die Sensitivierung
Chemotherapie-resistenter Karzinome. So haben Studien gezeigt, dass miRNAs,
z.B. miR-200b, miR-451 und/oder let7 Zellen fir Chemotherapie sensibilisieren
konnen, insbesondere wenn man Chemotherapie in Kombination mit miRNAs
einsetzt. Dabei erganzen sich die Wirkmechanismen gegenseitig, so dass ein
hoherer Effekt erzielt werden oder Resistenzen umgangen werden kénnen. (95)
Dartber hinaus konnen miRNAs in Kdorperflissigkeiten nachgewiesen werden
und kénnten somit auch als diagnostische/prognostische Parameter genutzt
werden. Von besonderer Bedeutung und besonderem Nutzen ist dabei ihre
grof3e biochemische Stabilitat in Korperflissigkeiten, Serum und frischem oder
mit Formalin fixiertem Gewebe. Eine ldee ist, mithilfe von miRNAs eine Art
spezifisches Muster, zu etablieren, vergleichbar mit einem individuellen
Fingerabdruck fur jedes Karzinom, welcher Aufschluss tUber die Aggressivitat des
Tumors geben kann. Somit konnte die Therapie individuell angepasst werden.
(99)

1.7.3 Die Bedeutung von miRNAs im Prostatakarzinom

Wie in 1.1 bereits erlautert, fehlt es beim Prostatakarzinom an guten
diagnostischen Parametern und an therapeutischen Mdglichkeiten fir das fort-
geschrittene Prostatakarzinom.

MiRNAs sind auch beim Prostatakarzinom an der Tumorgenese, der
Zelltransformation, der Entstehung von Metastasen und der Entwicklung von
Medikamentenresistenzen beteiligt (99, 100). Zahlreiche Signalwege wurden
bereits erforscht, zum Beispiel die Hemmung der Caspase 7-assoziierten
Apoptose durch miR-106a oder die Interaktion von miR-497 und dem ERK-
Signalweg (extracellular signal-regulated kinase), wodurch miR-497 die
Zellproliferation hemmt (101, 102). Inzwischen gibt es Hinweise darauf, dass
bestimmte miRNAS, beispielsweise miR-20a, miR-21, miR-145 und miR-221 im
Blutplasma nachweisbar sind und demnach diagnostisch genutzt werden

konnten (103). Zusatzlich berichten mehrere Studien einen Zusammenhang
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zwischen Prognose des Prostatakarzinoms und Regulierung bestimmter miRNAs
im zellularen Prostatakarzinomgewebe der Stanzbiopsien (104-108). Derzeit
sind bereits mehr als 50 miRNAs bekannt, welche an der Pathogenese des
Prostatakarzinoms mitwirken (101). Einige der bekanntesten Onkogene des
Prostatakarzinoms sind miR-21, miR-32, miR-222, miR-181, miR-18a und miR-
429. Wichtige Tumorsuppressor-Gene sind miR-221, miR-145, Let7a/c, miR-34a,
miR-205, sowie die miR-200 Familie (100, 109-111).

1.7.4 mikroRNAs - Einsatz als Medikamente

MiRNAs sind also nicht nur fur die Grundlagenforschung zum besseren
Verstehen zellularer Vorgange und zur Diagnostik von entscheidender Be-
deutung, sondern auch als potenzielle Medikamente interessante Strukturen.
Derzeit befinden sich bereits einige miRNA-basierte Medikamente in Phase Il
Studien (112). Man verwendet entweder miRNA mimics oder anti-miRNAsS
(anti-miRs), welche den spezifischen miRNA-Gehalt erhéhen bzw. erniedrigen
(113).

MIiRNA mimics sind synthetisch hergestellte, doppelstrangige, kleine RNA
Molekile. Sie weisen die gleiche Struktur wie die entsprechende korpereigene
mMIiRNA auf und kénnen somit deren zellularen Gehalt erhéhen (113).

Anti-miRs hingegen sind einstréangig und komplementér zur Ziel-miRNA. Dadurch
binden sie an diese und blockieren ihre Wirkung oder fihren zur Degradation
(113).

Ein Problem beim klinischen Einsatz von miRNAs ist der Angriff von RNAsen im
Serum oder die Verdauung im Endosom der Zellen. Um diesem Problem zu

entgehen wurden verschiedene Techniken etabliert. (113)
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Eine Mdglichkeit besteht darin, die Oligonukleotide oder das RNA-Gerilst durch
sogenannte locked nucleic acids (LNAs), durch Methylierungen oder durch
Hinzufligen phosphorothioat-ahnlichen Gruppen zu schiitzen (vgl. Abb. 5) (114—
116).

HO Base HO Base
A i;O ?i B E(D f
0 O. :
| CH3 O| ©
o= FI’— O 0O=P-0"
o o
2'-O-methyl LNA
HO Base
(0]
C
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(I) OH
O0=P-0"

I
Phosphorothioate O-

Abb. 5: Verschiedene chemische Modifikationen der miRNAs, um die Stabilitat zu erhdhen:
Methylierungen (A), LNAs (locked nucleic acids) (B) und phosphorothioat-ahnlichen
Gruppen (C)

fiseases. Nat Rev Drug Discov 2017 16(3203-22. dof: 10.1036In1d-2016.246. Copyright 2020 by Springer Naturs (Lenznummer
4824701289624)

Mit diesen Methoden entsteht jedoch auch eine neue Herausforderung. Um
effektiv wirken zu kénnen, muss die miRNA im RISC binden und dort spezifisch
eine mMRNA hemmen (siehe 1.7.1) oder fest an ihre Ziel-miRNA binden kdnnen.
Die beschriebenen chemischen Modifikationen kénnen dies jedoch negativ
beeinflussen.

Ein weiterer Ansatz besteht darin, die miRNA mithilfe von verschiedenen
Transportsystemen geschutzt zu ihnrem Ziel zu bringen (vgl.Abb. 6).

So kann man bspw. mit Fetten eine Art Biolayer oder Endosom konstruieren, in
dessen Innerem sich die miRNA befindet. Auf diesem Prinzip basieren die
Neutral lipid emulsions (NLEs) und die DOPC (1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-
phosphocholine). Bei ersteren verwendet man verschiedene Fette, bei DOPCs
nur 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphatidylcholine. Das Problem von NLE ist,
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dass der Transport nicht zielgerichtet ist. Daflr ist die Toxizitat geringer, wobei
DOPCs bereits in praklinischen Studien getestet wurden.

Ein weiterer Ansatz sind Geriiste aus Polyetyleniminen, innerhalb derer die
MiRNAs vernetzt sind. Durch diese Zusammensetzung der Polyetylenimine
entsteht ein positiv geladenes Konstrukt, welches an der negativ geladenen
Zelloberflache bindet und in die Zelle aufgenommen werden kann. Auch das wird
derzeit in praklinischen Studien getestet.

Man kann miRNAs auch mithilfe von sogenannten Dendrimers verpacken. Dabei
werden Nukleinsduren mit Polyamidoaminen oder Polypropyleniminen
verbunden. Diese sind zwar sehr effektiv, weisen aber aufgrund ihrer sehr
starken positiven Ladung auch eine hohe Toxizitat auf.

Eine andere Moglichkeit bieten EnGenelC Delivery Vehicle nanocells. Das sind
von Bakterien gebildete 400nm grof3e Partikel, mit deren Hilfe miRNA gezielt
transportiert werden kann, da man ihre Oberflache zusatzlich mit Antikdrpern
versehen kann.

Eines der beliebtesten Mittel ist Polyethylenglycol an das die Nukleinsauren

mithilfe von Disulfidbriicken gebunden sind.
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Abb. 6: Transportsysteme fur miRNAs

Quelle: Modifiziert nach Rupaimoole R, Slack FJ. Mikro-RNA therapeutics: Towards a new era for the management of cancer and other
diseases. Nat Rev Drug Discov 2017; 16(3):203-22. doi: 10.1038/nrd.2016.246. Copyright 2020 by Springer Nature (Lizenznummer
4824701289624)

Im Mausmodel wurden miRNAs Dbereits erfolgreich bei Hepatitis,
Herzerkrankungen, diabetesassoziierter Nierenfibrose und Sklerodermie
eingesetzt. Die klinischen Studien befinden sich derzeit bereits in Phase | bzw.

II. (113)
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1.8 MiR-200b und ihre Bedeutung in zellbiologischen Vorgangen

Die miR-200b ist Teil der miR-200 Familie, welche auch noch miR-200a, miR-
200c, miR-141 und miR-429 beinhaltet. Sie finden sich in zwei Clustern auf
Chromosom 1p36.33 (miR-200b-200a-429) und auf Chromosom 12p13.31 (miR-
200c und -141). Man kann die miR-200 Familie allerdings nicht nur anhand ihrer
Lokalisation, sondern auch anhand ihrer Seedsequenzen in zwei funktionelle
Gruppen einteilen: miR-200b-200c¢c-429 und miR-200a-141. (117-119)

Der suppressive Einfluss der miR200-Familie auf Zelltransformation,
Tumorproliferation, Migration, Invasion, Metastasen, Apoptose, die Entwicklung
von Chemotherapie-Resistenzen und EMT wurde bereits untersucht.
Forschungsergebnisse der letzten Jahre zeigen den Einfluss von miR-200b auf
Brust-, Lungen-, Magen-, Endometriums-, Blasen-, Haut-, Gehirn-, Leber-,
Nasopharynx-,  Eierstock-, = Pankreas-, Nieren-,  Schilddrisen- und
Prostatakarzinom, sowie auf kolorektale Karzinome. (120, 121)

1.8.1 MiR-200b und maogliche zellulare Zielstrukturen

Sucht man auf TargetScan, Stand 2020, nach Zielgenen von miR-200b, so
kommt man auf 3225 mdgliche Zielgene (122). TargetScan ist ein Webserver zur
Vorhersage mdoglicher Zielgene von miRNAs mithilfe der Analyse der jeweiligen
Seedsequenz der miRNA und mithilfe moglicher Ziel-mRNA.

Einige der gefunden Zielgenen wurden in weiteren Studien als tatsachliche
Zielstrukturen definiert. So zeigte sich, dass miR-200b beim kolorektalen
Adenokarzinom die Resistenz gegenuber Oxaliplatin durch Beeinflussung von
TUBB3 (Tubulin Beta 3 Class IIl) abschwacht (123). Ein weiteres Beispiel zeigt
sich bei Forschung am Wilms-Tumor. MiR-200b moduliert hier Uber die
Regulierung von IKK-B (Inhibitor of kappa-B kinase subunit beta) den NF-kB-
Signalweg (nuclear factor-kappa B-Signalweg) (124). Dieser Signalweg zeigt sich
bei malignen Tumoren h&ufig fehlreguliert und tragt zur Progression maligner
Tumoren bei (125, 126).

Ein weiteres Enzym, welches sich auf Targetscan zeigte, war SOAT1 (122).
SOAT1 ist als weitere neue Zielstruktur von miR-200b interessant, da es auch
Zusammenhange zwischen Autophagie, Fett- und Cholesterinstoffwechsel und
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miR-200b (vgl. 1.5 und 1.6) gibt. Zudem scheint SOAT1 in Karzinomzellen
onkogen zu wirken, womit wiederum ein Teil der tumorsuppressiven Eigenschaft
von miR-200b erklart werden kdnnte (127).

1.8.2 MiR-200b die Bedeutung im Prostatakarzinom

Auch im Prostatakarzinom scheint miR-200b eine wichtige Rolle zu spielen.
Besonders gut erforscht ist inzwischen die Funktion von miR-200b bei EMT,
einem Kernprozess zur Metastasierungsfahigkeit von Tumorzellen (128). So ist
sie Teil des doppelten Feedback-Loops mit den Transkriptionsfaktoren E-
Cadherin und Zinc finger E-box-binding (ZEB1/2), wodurch miR-200b EMT
inhibiert und somit die Metastasierungsfahigkeit von Karzinomzellen verringert
(129).

E-Cadherin ist ein transmembranes Glykoprotein, welches der Zelle eine Zell-
Zell-Interaktion ermdglicht. Dadurch bleibt sie héher differenziert und zeigt eine
geringere Metastasierungswahrscheinlichkeit und eine geringere EMT. ZEB1
und ZEB2 wiederum unterdricken E-Cadherin. Die mRNAs dieser beiden
Proteine werden von miR-200b auf der Ebene der Translation gehemmt. Die
Folge ist eine erhdhte Expression von E-Cadherin und somit eine geringere EMT
und Metastasierung. (129)

Zusatzlich zeigten Yu et al. (128), dass BMI-1 (B cell-specific Moloney murine
leukemia virus integration site) eine Zielstruktur von miR-200b sein kann. BMI-1
ist ein Onkogen und spielt eine Rolle in Zellproliferation, EMT sowie
Chemotherapieresistenzen in verschiedenen Karzinomen. (130-132)

Ein anderer interessanter Wirkmechanismus der tumorsuppressiven Eigen-
schaften von miR-200b im Prostatakarzinom beruht auf der direkten Regulation
von PRKAR2B (protein kinase cAMP-dependent type |l regulatory subunit beta),
und damit auf einer Inhibition von Tumorwachstum und auf einer Erhohung der
zellularen Apoptose (133). PRKAR2B ist der Regulator-Teil der aus vier Anteilen
bestehenden PKA (Proteinkinase A). PKA ist ein entscheidendes Enzym des
PKA-Signalwegs, welcher einige der wichtigsten Prozesse des Prostata-
karzinoms beeinflusst (unter anderem Proliferation, Progression und Differen-
zierung) (134).
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Ansonsten jedoch bleibt der genaue Wirkmechanismus der Proliferations-
hemmung von miR-200b im Prostatakarzinom nach wie vor unklar (128, 129,
135). Deswegen ist es wichtig, weitere Zielstrukturen von miR-200b zu
erforschen, um damit, zusatzlich zum Verstandnis zellularer Vorgéange,

therapeutische und diagnostische Ideen entwickeln zu kdnnen.
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1.9 Zielsetzung

So vielfaltig die Prognose des Prostatakarzinoms ist, so vielféltig ist auch seine
histologische, pathologische und molekulare Komplexitat. Sowohl die Variabilitat
in der Prognose als auch die therapeutische Konsequenz ist mannigfaltig. In
diesem Zusammenhang ist es umso wichtiger, Parameter zu finden, welche
helfen, die Prognose besser einzuordnen, Therapien zu spezifizieren und
Erklarungsanséatze fur den Pathomechanismus bei der Entstehung des
Prostatakarzinoms zu finden.

MiRNAs, als postreplikativ arbeitende Regulatoren der Genexpression, stellen
daflr eine gute Moglichkeit dar. Insbesondere miR-200b spielt eine Rolle bei der
Tumorproliferation, Migration, Invasion und Metastasierung verschiedener
maligner Tumoren und wirkt in den meisten Fallen als Tumorsuppressor. Zudem
gibt es Hinweise, dass miR-200b eine Bedeutung in der Regulation des
Fettstoffwechsels zu besitzen scheint. Welche Rolle miR-200b in der Entstehung
und Progression des Prostatakarzinom spielt, ist zurzeit noch nicht eindeutig
beantwortet. Ziel der hier vorgestellten Arbeit war demnach,

e die Expression von miR-200b im Nativmaterial zweier unabhéangiger
Prostatakarzinom-Kollektive herauszustellen und die Assoziation
zwischen der miR-200b Expression mit klinischen Daten in einem
Hochrisiko-Prostatakarzinom Kollektiv zu analysieren,

e herauszufinden, ob miR-200b in vitro eine Auswirkung auf die Proliferation
und auf die Autophagie von Prostatakarzinom-Zellen hat,

e SOAT1 als mdgliches Zielgen von miR-200b zu etablieren,

e die Sensitivitat von Prostatakarzinom-Zellen gegenlber spezifischen
SOAT1-Inhibitoren in Abhangigkeit zu der Expression von miR-200b zu
untersuchen.

Dafur wurden Prostatakarzinom-Zelllinien mittels Zellversuchen und ver-
schiedener Assays (Proliferationstests, transiente Transfektionen in Zellkulturen,
Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und Western Blot-Untersuchungen) getestet.
Des Weiteren wurden Expressionsassays in Nativmaterial der Prostatakarzinom-

Kollektive durchgefuhrt.
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2

2.1

Material und Methoden:

Material

2.1.1 Zellkultur

2.1.1.1 Prostatazelllinien

Es wurden die Zelllinien CRL1740 (nachfolgend LNCaP (Lymph Node Carcinoma
of the Prostate)), CRL 1435 (nachfolgend PC3 (Prostate Cancer 3)) und
CRL11609 (nachfolgend RWPE (prostate epithelial transformed by HPV)) von
der American Tissue Culture Collection (ATCC) verwendet, die allesamt

Prostatagewebe entstammten.

LNCaP: Ein mannlicher 50 Jahre alter Kaukasier war der Spender flr
den LNCaP-Klon. Die Zellen entstammen einer Nadelpunktion einer
supraklavikularen Lymphknotenmetastase. Sie wachsen adharent, als
einzelne Zellen und nur leicht miteinander als Cluster verbunden. Auf
Stimulation mit 5-Alpha-Dihydrotestosteron reagieren sie mit Wachs-
tum und mit Produktion von Saurer Phosphatase. Eine Verdopplungs-
zeit betrug etwa 34 Stunden.

PC3: Die Zellen entstammen einer Knochenmetastase eines 62 Jahre
alten Kaukasiers mit Grad IV Adenokarzinom. Sie wachsen adhéarent,
weisen eine niedrige saure Phosphatase- und Testosteron-5-alpha-
Reduktase-Aktivitat auf und zeigen eine Verdopplungszeit von ca. 30
Stunden.

RWPE: Der RWPE-Klon geht von gesundem Prostatagewebe aus der
peripheren Zone eines 54jahrigen Kaukasiers hervor. Er wurde nur mit
HPV 18 (humane papilloma virus) transfiziert, sodass die adh&rent
wachsende Zelllinie RWPE entstand.
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2.1.1.2 Zellkulturmedien

PC3 und LNCaP:

RPMI-1640-Medium der Firma Merck Millipore war der Hauptbestandteil des
Kulturmediums von PC3 und LNCaP. Zusatzlich wurde 5ml Natriumpyruvat, ein
Medium mit nicht-essenziellen Aminoséduren (MEM NEAA) und 5ml HEPES-
Puffer hinzugefugt und vor Gebrauch zusatzlich 50ml 10% fetales Kéalberserum
(FBS). Zum Schutz vor bakteriellen Verunreinigungen wurde in manchen Féllen
noch 50ml einer Lésung von Penicillin und Streptomycin hinzugefigt.

RWPE:

Fiar die RWPE-Zellen eignete sich 100ml keratinozytenfreies Serum (KSFM) der
Firma Thermo Fisher Scientific Inc als Basis, welches mit 520ul BPE (boviner
Hypophysenextrakt) und 13,08ul rekombinantem EGF versetzt war.

Um fir optimale Bedingungen zu sorgen, wurden stets alle Medien vor Gebrauch

auf dem Wasserbad erwarmt und bei Raumtemperatur verwendet.

2.1.2 Chemikalien und Biochemikalien

2.1.2.1 Zellkulturreagenzien

RPMI 1640 Medium 500ml Merck Millipore, Deutschland
Keratinocyte-SFM 500ml Thermo Fisher Scientific Inc., USA
OPTI-MEM ® | 1x 100ml Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Trypsin-EDTA (0,25%) Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Penicillin-Streptomycin 1%, 100x, 5ml Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Sodium Pyruvate 100mM Merck Millipore, USA

MEM Non essential amino acids 100 x Merck Millipore, USA

GlutaMAX™ | 100x Thermo Fisher Scientific Inc., USA
BPE — Bovine Pituitary Extract Thermo Fisher Scientific Inc., USA

EGF (epidermal growth factor) Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Recombinant Human Protein Solution

Fetal Bovine Serum (10%) Merck Millipore, Deutschland
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PBS buffered
Dulbecco 500ml
HEPES-Buffer 200ml (1M)

Trypan Blue Solution (0,4%)

(Phosphate saline)

Merck Millipore, Deutschland

Merck Millipore, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA

2.1.2.2 Chemikalien fur molekularbiologische Experimente

Produkt Hersteller

1,1-Dimethylbiguanid-hydrochlorid 97%
Stocklésung

Alamar Blue®

Escherichia coli XL-Blue 01

phRL-TK — Vektor

Ampicillin

Lipofectamine® 2000 Reagent 1mg/ml
TRIzol® Reagent 200ml

miScript SYBR® Green PCR Master Mix

miScript SYBR® Green RT-PCR
Reagents Kit
TagMan® microRNA Reverse

Transcription Kit

TagMan® Universal PCR Master Mix
PhosphoSafe™ Extraction Reagent
Roti®-Quant 5x-Konzentrat
Calbiochem® Sodium n-Dodecyl Sulfate
Tris(hydroxymethyl)aminomethan
Mini-Protean TGX Gels 12%
Bromphenolblau

peqGOLD Proteinmarker V

Trizma® Pre-set crystals Laufpuffer
TWEEN® 20
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Sigma-Aldrich, USA

AdB Serotec, UK

Agilent, USA

Ambion, USA

AppliChem, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Qiagen, Deutschland

Qiagen, Deutschland

Thermo Fisher Scientific Inc., USA

Thermo Fisher Scientific Inc., USA
Merck Millipore, Deutschland
Roth, Deutschland

Merck Millipore, Deutschland
Merck Millipore, Deutschland
Bio-Rad Laboratories, USA
PanReac AppliChem, Spanien
Peglab, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA



Phosphate  Buffered Saline  10x Sigma-Aldrich, USA

concentrate

Methanol Sigma-Aldrich, USA
Trichlormethan Roth > 99% Sigma-Aldrich, USA
2-Propanol Sigma-Aldrich, USA
Ethanol absolute = 99,8% Sigma-Aldrich, USA
Magermilchpulver PanReac AppliChem, Spanien

ECL Prime Western Blotting Detection GE Healthcare, UK

Reagent

Amersham Hyperfim™ ECL GE Healthcare, UK

Glycerin 87% Merck Millipore, Deutschland
3-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, USA
Bromphenolblau Sigma-Aldrich, USA

Carestream® Kodak® autoradiography Sigma-Aldrich, USA
GBX fixer

Carestream® Kodak® autoradiography Sigma-Aldrich, USA
GBX developer

Cell Titer 96 ® AQueous One Solution Promega, USA

Cell Proliferation Assay

CelLytic™ M Cell Lysis Reagent Sigma-Aldrich, USA
Caspase Glo 3/7 Kit Sigma-Aldrich, USA
Aqua ad iniectabilia Braun, Deutschland

2.1.2.3 Primer fur gqRT-PCR und Antikorper

Bezeichnung Sequenz Fluoreszenzmarki Hersteller
erung
B-Actin 5'- cct ggc acc cag cac 5 SYBR® Green 1 Biomers,
aat - 3 Deutschland
RNU6B 5' cgc aag gat gac acg FAM Thermo Fisher
caa att cgt gaa gcg ttc Scientific Inc.,
cat att ttt 3' USA
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hsa-miR-200b  5' uaa uac ugc cug gua FAM

SOAT1

SREBP1

aug aug 3'

Sonden-Primer-Mix FAM

Hs00162077_m1

5' - act tct gga ggc atc FAM

gca agc - 3'

2.1.2.4 Plasmide fir die Transfektion

Codierte miRNA

miR200b

Pre miR Kontrolle

Lieferant

Thermo Fisher
Scientific Inc.,
USA

Life
Technologies,
USA

BioRad
California,
USA

Life Technologies, Carlsbad, Calif., USA

2.1.2.5 Antikorper fur Western Blot Experimente

Bezeichnung

Typ/ Herkunft Konzentration

Life Technologies, Carlsbad, Calif., USA

Hersteller

SOAT1

ERK-2

LC3A/B I/l

Meerrettich -
Peroxidase

gekoppelter 2.

Antikorper

Kaninchen, 1:200
polyklonaler
Antikdrper, erwartete
Bande bei 47 kDa
Maus monoklonales 1:4000
IgG2b K, erwartete
Bande bei 42 kDa
Kaninchen 1:2000
Monoklonaler AK
#4108, erwartete
Bande 14 und 16 kDa
Maus (P0260)

Schwein (P0399)

1:2000 (SOAT1)
1:100 (LC3A/B
1711)

1:10000 (ERK-2)
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abcam
(ab39327),
Cambridge,
UK
Ambion,
USA

Cell Signalling
Deutschland

Dako,
Glostrup/Dan
emark GE
Healthcare



2.1.3 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Gerat Modell(e)
Autoklav 3850 EL
Brutschrank CB 210 WTB

Mini-PROTEAN® 3 Cell
Mini Trans-Blot® Cell
Power Pac 300

Elektrophoresekammer

Filmkassette Amersham
Hypercassette™
Autoradiography
Cassettes 18x24cm

Folienschweil3gerat FS 3602 ,Folio”

Klvetten UltraVette 70 - 850 ul
Magnetruhrer Combimag RCH
Mikroskop Diavert
Monochromator Multiskan MS

Nitrocellulosemembran = Protran® Amersham®
0,45 uym

Pipetten Transferpette®

CELLSTAR® Tubes

15/50 ml

Eppendorf Tubes steril

1,5ml

Reaktionsgefalle

Eppendorf Tubes steril 2

ml

Eppendorf Tubes steril 5

ml

IKA® Vortex 3 Vortex 7-
2020 Hybriturn plate
shaker 002041 B1
Polymax 1040

06 12

Schittler

Sicherheitswerkbank
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Hersteller

Systec, Deutschland
Binder, Deutschland
Bio-Rad, USA
Bio-Rad, USA
Bio-Rad, USA

GE Healthcare, UK

Severin, Deutschland
Roth, Deutschland
IKA, Deutschland
Leitz, Deutschland
Labsystems, USA
GE Healthcare

Brand, Deutschland
Sarstedt, Deutschland
Eppendorf,
Deutschland

Sigma-Aldrich, USA
neolab, Deutschland
Hybritech, USA
Heidolph, Deutschland
Prettl, Deutschland



Spektralphotometer

Thermocycler

Thermomixer

Waage

Wasserbad
Zellkultur

Zentrifuge

SmartSpec™ Plus
NanoDrop 2000c

Primus 96 plus Rotor-
Gene Q GeneAmp® PCR
System 9700

Thermomixer comfort

SAC51 200g x 0,01g

EcoTemp TW12
Fuchs-Rosenthal-
Kammer

CELLSTAR® Cell Culture
Flasks (75 cm?)
CELLSTAR® Cell Culture
Flasks (25 cm?)
CELLSTAR Pipetten
5/10/25 ml

Nunc™ MicroWell Plates
6/12/96-Well

96-Well White Microplate
Accu-Jet® Pro

Biofuge primo

Megafuge 16 R
Centrifuge

Mini Centrifuge MCF-
2360

Centrifuge 5415D
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Bio-Rad, USAThermo
Fisher Scientific Inc.,
USA

MWG Biotech,
Deutschland
Qiagen, Niederlande
Applied Biosystems,
USA

Eppendorf,
Deutschland

A. Hartenstein,
Deutschland

Julabo, Deutschland
Brand, Deutschland
Simga-Aldrich, USA
greiner bio-one,
Deutschland

greiner bio-one,
Deutschland

greiner bio-one,
Deutschland

Brand, Deutschland

Heraeus Instruments,
Deutschland

Thermo Fisher
Scientific, USA

LMS, Deutschland
Eppendorf,

Deutschland



2.1.4 Software
Access Software for Multiskan
Apache OpenOffice™
Citavi 5.7.1.0
Magellan™ flr Spektralphotometer
Microsoft Excel fir Windows 2016
Microsoft Word fur Windows 2016
Nanodrop 2000c
Rotor-Gene Q

2.2 Stichprobe und Kollektiv

2.2.1 Prostatakarzinom-Nativmaterial

Das erste Kollektiv entstammte der Tumorbank der Klinik und Poliklinik fur
Urologie und Kinderurologie der Universitat Wirzburg (n=59 Tumorproben mit
korrespondierendem Normalgewebe), welches im Rahmen einer radikalen
Prostatektomie gewonnen wurde. Dieses wird im Folgenden als Kollektiv 1 be-
zeichnet. Da dieses Gewebe nur Kryo-konserviert und nativ eingebettet wurde,
waren weitere Versuche im Vergleich zu dem in Paraffin eingebetteten Gewebe
von Kollektiv 2 (siehe unten) moglich. Frau Dr. med. Maria Schubert (Klinik und
Poliklinik far Urologie und Kinderurologie der Universitat Wirzburg) und Herr
Prof. Dr. med. Philipp Strobel (Institut fur Pathologie der Universitatsmedizin
Gottingen) waren fur die Sammlung verantwortlich und Frau Barbara Dexler
isolierte mit Hilfe des RNAlater®-Systems (QIAGEN, Hilden/Deutschland) nach
Hersteller-Empfehlungen RNA aus dem vorher Kryo-konservierten Material.

Zu diesem Kollektiv lagen aufRer der Diagnose des Prostatakarzinoms keine
weiteren klinischen Daten vor. Es ist somit von seinen klinischen Eigenschaften

ein rein zufallig zusammengesetztes Kollektiv. So kann nicht von einem
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Hochrisiko-Kollektiv gesprochen werden und Kollektiv 1 und 2 sind nicht
uneingeschrankt zu vergleichen.

Zusatzlich zu Kollektiv 1 wurde noch ein Hochrisiko-Kollektiv analysiert. Die
Proben fur diese Untersuchungen (n=132) stammten von Erkrankten mit einem
Hochrisiko-Prostatakarzinom (PSA >20 ng/ml und/oder klinisches T3/4 Stadium
und/oder bioptisch gesichertem Gleason-Score 8-10) ab. Zwischen 1994-2002
unterzog sich diese Gruppe einer radikalen Prostatektomie im stadtischen
Klinikum Karlsruhe und wurden in die European Multicenter Prostate Cancer
Clinical and Translational Research Group database (EMPaCT) aufgenommen.
Alle Erkrankte erhielten praoperativ ein Staging mit DRU, CT (Computer
Tomographie) Abdomen und Knochenszintigrafie. Lymphknotenpositive
Erkrankungen waren kein Ausschlusskriterium. Das klinische Stadium wurde
mithilfe des TNM System 2002 definiert, Prostatabiopsien wurden unter
transrektalem Ultraschall gewonnen und Blutentnahmen fir den PSA Test
wurden vor der digital-rektalen Untersuchung oder vor dem digitalen Ultraschall
durchgefiihrt. Niemand aus diesem Kollektiv erhielt eine neoadjuvante Hormon-,
Strahlen- oder Chemotherapie. Die Festlegung des TNM-Stadiums und des
Gleason-Scores erfolgte von zwei Pathologen (P.Strobel und E. Lerut). Follow-
up Untersuchungen erfolgten nach der Operation alle drei Monate fir die ersten
zwei Jahre, alle sechs Monate fir die folgenden drei Jahre und danach jahrlich.
Klinischer Progress (KP) der Erkrankung wurde definiert als histologisch
bewiesenes lokales Rezidiv oder als eine mit CT oder Knochenszintigrafie
entdeckte Fernmetastase. Die Todesursache wurde durch eine &rztliche
Bescheinigung und/oder einen Totenschein verifiziert, krebsassoziierter Tod
(KAT) wurde definiert als Tod aufgrund von Prostatakarzinom. Das
Gesamtiuberleben bezog sich auf die Zeit von der radikalen Prostatektomie bis
zum Tod jeglicher Ursache. Karzinomspezifisches Uberleben (cancer-specific
survival, CSS) wurde als die Zeit von der radikalen Prostatektomie bis zum Tod
aufgrund des Karzinoms oder Komplikationen dieser Erkrankung definiert. Die
Proben waren paraffingebettet. Fir die RNA Extraktion und die quantitative real-

time PCR wurden Regionen mit >90% Karzinomgewebe verwendet.
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Die Studie wurde von der Ethikkommission genehmigt (Nr. 59/04 und
B322201214832). Als Vergleichsgruppe diente das Gewebe von Metastasen
dieses Kollektivs (n=24), als Kontrollgruppe Gewebe mit benigner
Prostatahyperplasie (n=9). Im Folgenden wird dieses Kollektiv als Kollektiv 2

bezeichnet.
Tabelle 1: Charakterisierung Kollektiv 2

Merkmal Kollektiv

Anzahl der ausgewerteten Karzinome n=132

Anzahl der ausgewerteten BPH n=9

Anzahl der ausgewerteten n=24

Metastasen

Gewebeeinbettung Paraffin

Alter bei Operation (Jahre) 47-81 (266)

Follow-Up-Zeit (Jahre) @ 6,85 (0,08-12,83)

Verstorben (Nicht Prostatakarzinom- 11

spezifisch)

Verstorben (Prostatakarzinom- 8

spezifisch)

Gleason Score 3+3=6 n=3 (2,3%)
3+4=7a n=36 (27,3%)
4+3=7b n=3 (2,3%)
4+4=8 n=48 (36,4%)
4+5=9/5+5=10  n=42 (31,8%)

Tumor-Stadium (pT-Stadium) pT2 n=14 (10,6%)
pT3a n=40(30,3%)
pT3b n=56(42,4%)
pT4 n=22(16,7%)

Lymphknotenstatus pNO n=79(59,8%)
pN1 n=53(40,2%)

PSA-Wert praoperativ (ng) 20-160 (248)

PSA-Progress JA n=33(25%)
NEIN n=99(75%)

Zeitpunkt PSA-Progress (Monate) 3-54 (224)
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Klinischer Progress JA n=13(9,8%)
NEIN n=119(90,2%)

Zeitpunkt klinischer Progress 3-89 (d25)
(Monate)

2.3 Zellkultur von prostataspezifischen Zellen

Alle Ziellinien wurden in einem Brutschrank bei konstanten 37 °C, 5% CO2 und
einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95% in 250ml Kulturflaschen gehalten.

Zum Ernten der Zellen wurde das Medium abgesaugt und zum Lésen 2ml Trypsin
in jede Kulturflasche pipettiert, welches ca. 5 Minuten einwirkte. Zum Beenden
der Reaktion wurde 5ml spezifisches Zellmedium (ohne Penicillin und Strepto-
mycin im Falle der LNCaP- und PC3-Zellen) zugegeben. Die in Medium und
Trypsin gelosten Zellen wurden in 15ml Falcon-Réhrchen umgeftllt und
zentrifugiert, sodass sich die Zellen als Pellet absetzten. Das Medium-Trypsin-
Gemisch wurde abgesaugt und je nach Pelletgrél3e mit frischem zell-spezifischen
Medium aufgefullt.

SchlieBlich wurde von dieser Zellsuspension 10ul zu 90ul Trypsinblau pipettiert
und davon wiederum ca. 10ul auf die Zahlplatte. Die Zellen wurden daraufhin
mithilfe des Mikroskops gezahlt und schlief3lich die Anzahl der Zellen pro ml nach
folgender Rechnung berechnet: X=gezahlte Zellen Y= Anzahl Zellen/ml

Y = X : 4 (auf der Zahlplatte werden vier Felder gezahlt) * 10 (wegen der 1:10
Verdinnung mit Trypsinblau) * 10.000 (wegen der Zahlplatte).

2.4  Transfektion

Um bei den Testzelllinien den Spiegel an spezifischer miRNA zu regulieren wurde
zunachst Lipofectamine® 2000 Reagent 1mg/ml (Thermo Fisher Scientific Inc.,
USA) benutzt, um damit die Zellen flr die Transfektion vorzubereiten. Im
darauffolgenden Schritt wurde das Ambion® Pre-miRTM miRNA-Precursor-
System laut Herstellerangaben verwendet. Die Zellen wurden ausgesat und tber
Nacht im Brutschrank inkubiert, um sie am nachsten Tag zu transfizieren. Dafur
wurde zunachst Uberschissiges Medium abgesaugt und auf den OPTI-MEM-
und Lipofectamin-Ansatz (1:200) gegeben. Fur die Transfektion mit premiRvana-
200b wurde ebenfalls mit OPTI-MEM und der jeweiligen PremiRNA im Verhaltnis
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1:50 pipettiert. Danach wurde mit spezifischem Medium aufgefillt. Der Erfolg der
Transfektion wurde mittels PCR auf den Gehalt an miRNA in Kontroll- und

Testzellen Uberpriift.

2.5 MTS-Proliferations-Assay

Der MTS Cell Proliferation Assay wurde mit drei verschiedenen Zellreihen durch-
gefuhrt: LNCaP, PC3 und RWPE. Das Prinzip des MTS-Proliferations-Assay
beruht auf der Fahigkeit vitaler Zellen, Tertrazolin-Salze in Formazan zu
reduzieren. Dadurch entsteht ein Farbumschlag, welcher mithilfe eines Photo-
meters messbar ist. Bei dem verwendeten CellTiter 96®-Assay von Promega
(Madison/USA), wurde Phenazinmethosulfat (PMS) als Elektronenkopplungs-
reagenz direkt zusammen mit dem MTS-Reagenz [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-
(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt] zu den
Zellen gegeben. Das MTS-Reagenz reagierte zum gelblich gefarbten Formazan.
Formazan ist im Kulturmedium I6slich und hat sein Absorptionsmaximum bei 490-
500nm. Bei Testung der Absorption bei 492nm lasst sich auf die Anzahl vitaler

Zellen schliel3en, da nur vitale Zellen zu dieser Reaktion fahig sind.
Die Zellen wurden in 96-Well Platten gezogen; LNCaP 1x10° Zellen/ml; PC3
1x10* Zellen/ml und RWPE 1,5x10*. Pro Well wurde 100ul Zell-Medium-

Suspension pipettiert und tber Nacht inkubiert, um am néachsten Tag zu trans-
fizieren. Die Zellen wurden daraufhin wieder 24h im Zellschrank bebritet. Am
darauffolgenden Tag wurde mit 100ul Zellmedium aufgefillt, welches mit
verschiedenen Konzentrationen  von Mitotane  oder  spezifischen
SOAT1-Inhibitoren (PD 132301-2) versehen war (beispielhaft dargestellt in Abb.
7). Die verwendeten Konzentrationen unterschieden sich je nach Sensitivitat der
Zellen:

e LNCaP: 1:1000 (Mitotane 40uM, PD 132301-2 1,0uM), 1:2000 (Mitotane
20uM, PD 132301-2 0,5uM), 1:4000 (Mitotane 10uM, PD 132301-2
0,25uM);

e PC3: 1:200 (Mitotane 200uM, PD 132301-2 5,0uM), 1:500 (Mitotane
80uM, PD 132301-2 2,0uM) und 1:1000 (Mitotane 40uM, PD 132301-2
1,0pM);
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e RWPE: 1:2000 (Mitotane 20uM, PD 132301-2 0,5uM), 1:4000 (Mitotane
10uM, PD 132301-2 0,25uM), 1:8000 (Mitotane 5uM, PD 132301-2
0,125uM).

Am Tag 4, 7 und 8 nach Transfektion wurde ein MTS-Test durchgefuhrt. Dafur
wurde das MTS-Reagenz in einer Verdinnung von 1:11 mit PBS verwendet und
100ul pro Well auf die Zellen pipettiert. Nach 3-4h im Brutschrank konnte die
Absorption der Platten bei 492nm durch einen Monochromator Labsystems
MultiSKAN MS (Artisan®, Champaign/USA) gemessen werden.

Alle Versuche wurden in Tripletts angelegt, durchgefuhrt und ausgewertet.

LNCaP Medium 1:1000 1:2000 1:4000
e QOO OO@® OOO OO O
ez @ @@ OO0 OO0 OO O
PC3 Medium 1:200 1:500 1:1000
e QOO @O@O® QOO OO0
et @@@® OO0 OO0 OO O
OO0 OO0 00O QOO

Abb. 7: Schema eines MTS Proliferation Assays:
Beispielhafte Anordnung mit abnehmenden Inhibitor-Konzentrationen und zell-

spezifischer Unterschiede je nach Sensitivitat
Quelle: Eigene Abbildung

2.6 RNA Isolierung

Fir die RNA Isolierung wurden die Zellen in 50ml Flaschen gezogen und je nach
Versuch transfiziert und/oder mit Inhibitor behandelt. Daraufhin wurden die Zellen
trypsiniert, mit PBS gewaschen und das Gemisch zum Entfernen des Mediums
zentrifugiert. Nun befanden sich die Zellen als Pellet in einem Flacon-Réhrchen,
in welches 1ml Trizol pro 50-100mg Probe gegeben wurde. Diese wurde 5 min
bei Raumtemperatur (RT) inkubiert. Nun konnte die Probe entweder bei -20°C
eingefroren oder direkt mit der RNA Isolation fortgefahren werden. Daflr wurde
0,2ml Chloroform (pro ml Trizol) hinzugegeben, 2-3 Minuten bei Raumtemperatur

inkubiert und anschliel3end 15 Minuten bei 12 000g zentrifugiert. Die Flussigkeit
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enthielt die RNA und wurde abpipettiert, das Pellet verworfen. Die Flussigkeit
wurde mit 0,5ml Propanol (pro ml Trizol) gemischt und 20 min bei -20°C inkubiert.
Nach der folgenden Zentrifugation von 10 min bei 12 000g setzte sich die RNA
gelartig ab. Der Uberstand wurde entfernt und das RNA-Pellet in 1ml 75%-
Ethanol (pro 1ml Trizol) gemischt, um die RNA zu resuspendieren und um sie
anschlieRend 5 Min bei 75009 und 4 °C zu zentrifugieren. Das RNA Pellet wurde
schlie3lich ganz getrocknet und danach in 50ul RNAsefreiem Wasser gelost und
bei 55-60°C fur 10 Minuten im Thermomixer zur vollstandigen Resuspension
inkubiert. Nun konnte die RNA bei -20 °C eingefroren oder fur weitere Tests

verwendet werden.

2.7 MRNA- und miRNA- Bestimmung mit gRT PCR:

Um RNA mittels realTime PCR (polymerase chain reaction) nachweisen zu
konnen muss sie zunadchst in cDNA (complementary/komplementare DNA)
umgeschrieben werden. Diese kann nun im nachsten Schritt amplifiziert werden
so dass man sie nachweisen kann. Ein Zyklus dieser Amplifizierung besteht aus
drei Schritten:

Im ersten Schritt, der Denaturierung kommt es durch Erhitzen des Test-
ansatzes auf 95°C zur Denaturierung und Auftrennung der Doppelhelix-Struktur
der DNA in Einzelstrdnge. Dadurch kdnnen sich im

zweiten Schritt, dem Annealing, die synthetischen Oligonukleotide (Primer),
welche den zu amplifizierenden Genabschnitt flankieren, anlagern. Daflir muss
der Ansatz wieder auf 50-65°C abkuhlen.

Im letzten Schritt, der Elongation, verlangert die Taq-DNA-Polymerase bei
ihrem Temperaturoptimum von 72°C den Einzelstrang nun in 3‘-Richtung zu
einem neuen Doppelstrang.

Diese drei Phasen werden mehrfach wiederholt, so dass es zu einer
exponentiellen Zunahme des gewiinschten Genabschnittes kommt. Es sind im
Schnitt ca. 30-40 Zyklen notig, um genugend DNA zu erhalten.

Bei der verwendeten quantitativen PCR wurde die Amplifikation mittels

Fluoreszenz nach jedem Zyklus gemessen.
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2.7.1 Reverse Transkription

Fir die Umwandlung von miRNA in cDNA wurde das TagMan® MiRNA Reverse
Transcription Kit von Applied Biosystems (Carlsbad/USA) verwendet. Dabei
wurden bereits in diesem Schritt spezifische Primer benutzt, so dass nur
bestimmte miRNAs umgeschrieben wurden.

Fir die Umwandlung von mRNA wurde das ImProm-1ITM Reverse Transcription
System von Promega (Madison/USA) verwendet, bei dem die gesamte RNA
mittels eines unspezifischen Primers in cDNA umgewandelt wird und erst im
nachsten Schritt eine Spezifizierung mit g°PCR und SYBR-GREEN stattfindet.
Hier wurde jeweils nach Herstellerangaben vorgegangen und fir die
Amplifikation der Primus 96 Plus-Cycler von MWG-Biotech (Ebersberg/

Deutschland) verwendet.

2.7.2 Quantitative PCR

Um die Amplifikation der cDNA messen zu kdnnen, wurde fur mRNA SYBR-
GREEN und fir miRNA FAM verwendet, welche mit der DNA interkalierten und
somit Fluoreszenz-Signale abgaben, die mit jedem Zyklus starker wurden. Als
Mald diente dabei der Ct (cycle threshold). Das Prinzip beruht darauf, dass je
nach Ausgangs-cDNA unterschiedlich viele Zyklen benétigt werden, um ein
bestimmtes Niveau an Fluoreszenz detektieren zu konnen. Ist viel cDNA
vorhanden ist dieser Wert nach weniger Zyklen erreicht, ist wenig cDNA
vorhanden sind mehr Zyklen noétig. Der Ct Wert ist also indirekt proportional zum
cDNA Gehalt.

Da verschiedene Zellen unterschiedliche Genexpressionslevel aufweisen
kénnen wird ein Mal3 zum Normalisieren bendtigt, so dass unabhangig vom
generellen Expressionslevel Rickschlisse auf die Expression einer spezifischen
MRNA bzw. miRNA geschlossen werden kdnnen. Hierfir wurde 3-Aktin fur die
MRNA und RNUG6B fur die miRNA, sogenannte housekeeping RNAs verwendet,

welche in jeder Zelle etwa gleich stark exprimiert sind.
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2.8 Proteinisolation
Zunachst wurden die Proteine mittels PhosphoSafe™ Extraction Reagent nach
Herstellerangaben isoliert und mittels Spektralphotometer SmartSpec™ Plus

NanoDrop 2000c die enthaltene Proteinmenge vermessen.

2.9 Western Blot

Die Western Blot Analysen dienten zur Untersuchung des Proteingehalts der
Testzellen nach unterschiedlichen Transfektionen. Das Prinzip beruht darauf,
dass die Proteine zunachst anhand ihrer Masse im elektrischen Feld aufgetrennt
werden und im darauffolgenden Schritt mittels spezifischer Antikorper einzelne
Proteine sichtbar gemacht werden.

Dafur wurden 23ul pro Geltasche in ein vom Hersteller fertiges Agarose-Gel
pipettiert. Das Gemisch bestand aus 15ug Protein, 6ul Ladepuffer und wurde mit
PBS aufgefullt.

Der Ladepuffer bestand aus

» 7,749 Trizma®, pH 7 (Sigma-Aldrich, St. Louis/USA),

* 6g SDS (sodium dodecyl sulfate) (Calbiochem, La Jolla/USA,

» 30ml Glycerin 87% (Merck, Darmstadt/Deutschland),

» 15ml B-Mercaptoethanol (Gibco, Paisley/UK),

+ 1 Spatelspitze Bromphenolblau (Merck, Darmstadt/Deutschland),

* destilliertem Wasser, mit dem bis 1000ml aufgefillt wurde.

Der Ladepuffer wurde mit dem restlichen Proteinansatzgemisch 10 min auf 98°C
erhitzt.

Der Ladepuffer hat die Aufgabe, die Proteine zu entfalten und negativ zu laden.
Daflir enthalt er unter anderem SDS und B-Mercaptoethanol, welche Disulfid-
briicken 16st. SDS ist so stark negativ geladen, dass es die Eigenladung der
Proteine tUberdeckt und somit die Proteine im elektrischen Feld allein anhand
ihrer Masse wandern lasst. Um aus dem zellularen Proteingemisch anschliel3end
spezifische Proteine sichtbar machen zu kénnen, wurden zunéchst die Proteine
anhand ihrer Masse in einem Agarose Gel (Mini-PROTEAN® TGXTM-Gele von
BIO-RAD, Hercules/USA, Dichte 12%) aufgetrennt.

Die genaue Zusammensetzung des Laufpuffers:
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* 30,3g Trizma®, pH 7 (Sigma-Aldrich, St. Louis/USA),

+ 88 Glycin (AppliChem, Darmstadt/Deutschland),

* 10g SDS (Calbiochem, La Jolla/USA) und

« destilliertes Wasser, mit dem bis 1000ml aufgefullt wurde.

In jeder Gel-Tasche befand sich gleich viel Protein aus den verschiedenen
Proben und in einer weiteren Tasche ein Protein-Marker. Die gesamte
Reaktionskammer wurde mit einem Laufpufferansatz gefullt und an Strom (300V)
angeschlossen. Die Proteine trennten sich nun auf, indem sie von der Kathode
zur Anode wanderten. Je nach Proteingrof3e dauerte die Auftrennung 20-40 min.
Im darauffolgenden Schritt wurden die so aufgetrennten Proteine vom Gel auf
eine Nitrocellulosemembran (Protran® Amersham® 0,45uM) durch eine
senkrecht zum Gel angelegte elektrische Spannung (150V, 18 min) Ubertragen.
Der dafur verwendete Blotting-Puffer enthielt

* 30,3g Trizma®, pH 7 (Sigma-Aldrich, St. Louis/USA),

« 1889 Glycin (AppliChem, Darmstadt/Deutschland),

» 100ml Methanol (Sigma-Aldrich, St. Louis/USA) und

« destilliertes Wasser, mit dem bis 1000ml aufgefullt wurde.

Damit die Proteine wieder ihre nattrliche Konformation annehmen kdnnen, ist es
wichtig, das SDS zu entfernen. Dies wurde durch mehrmaliges Waschen erreicht.
In Vorbereitung des nachsten Schritts wurde die Membran mit 5%iger
Magermilch gegen unspezifische Antikdrper-Bindungen geblockt. Die Membran
wurde Uber Nacht mit dem primaren Antikérper gegen das zu detektierende
Protein (vgl. 2.1.2.4) inkubiert. Der Antikérper band an die Proteine, die das von
ihm erkannte Antigen aufwiesen. Nun wurde wieder gewaschen und die
Membran mit einem sekundaren Antikorper, der an den Fc-Teil des primaren
Antikorpers band, inkubiert. Bei diesem Antikdrper handelte es sich um einen
polyklonalen Kaninchen-Antikdrper gegen Maus-Immunglobuline (P0260, Dako,
Glostrup/Danemark) sowie um einen polyklonalen Schweine-Antikérper gegen
Kaninchen (P0399, Dako, Glostrup/Danemark). Beide wurden abhangig vom
gesuchten Protein in Verdinnungen zwischen 1:1000 und 1:10000 angesetzt.
Der sekundare Antikorper war zusatzlich an Meerrettich-Peroxidase
(Horseradish Peroxidase, HRP) gekoppelt. Als Mittel zur Detektion des HRP-
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Signals auf Rontgenfilmen diente das ECLTM Prime Western Blotting-Reagenz
(GE Healthcare, Buckinghamshire/UK), das nach Herstellerangaben angewandt

wurde.

2.10 Statistik

Zur Textverarbeitung und Datenverarbeitung der MTS-Test Daten wurde das
Office Paket 2016, Version 2103 (Word, Power Point und Excel) verwendet. Als
Signifikanzniveau wurde p < 0,05 festgelegt. Die Daten fur die Analyse des
Hochrisiko-Prostatakarzinom-Kollektivs wurden in Zusammenarbeit mit dem
interdisziplinaren Zentrum fir klinische Forschung (Labor fir Microarray-
Anwendungen, Leitung: Dr. S. Kneitz, Mitarbeit: Dr. C. J. Scholz) der Universitéat
Wirzburg bearbeitet. Hierbei wurden Kaplan-Meier-Kurven mit dichomatisierten
Parametern anhand eines optimalen Schwellenwerts errechnet. Fur
kontinuierliche Parameter (miR-200b Expression) wurden diese mittels des
bioconductor package for survival in R erstellt. Mit den Daten zur miR-200b
Expression und der verschiedenen klinischen Daten wurden uni- und multivariate
Cox-Regressionsmodelle auf Zusammenhange mit der Zeit bis zum KP, BCP und
KAT untersucht. Um die Teststarke zu bestimmen, wurde das Paket
powerSurvEpi in R verwendet. Die Ergebnisse wurden anschlie3end auf den p-
Wert Uberprift, wobei das Signifikanzniveau mit a=5% festgelegt wurde.

Alle signifikanten Assoziationen mit einem p-Wert von 0,01=p<0,05 wurden mit
einem ,** gekennzeichnet, alle als hochsignifikant definierten Assoziationen
(p<0,01) mit **“,
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3 Ergebnisse

3.1 Expression von miR-200b in Prostatakarzinom Nativmaterial
Zunachst wurde in dieser Arbeit untersucht, inwieweit miR-200b im
Prostatakarzinom exprimiert ist und ob ein Unterschied der Expression zu nicht
malignen Kontrollen beobachtet werden kann. Hierzu wurde mittels ACt-Werten
aus den gRT-PCR-Analysen die Expression von miR-200b berechnet. Zunachst
wurde die Expression von miR-200b im Prostatakarzinom mit der Expression von
miR-200b in nicht malignem, tumor-assoziierten Gewebe aus derselben Prostata
unter Verwendung eines Prostatakarzinom-Kollektivs 1 (Kollektiv 1) untersucht.

Eigenschaften und Spezifizierung des Kollektiv 1 sind in 2.2 aufgefihrt.

Tabelle 2: Expressionsunterschiede von miR-200b in Kollektiv 1 im gepaarten Testmodell

Anzahl der Falle % am gesamten Kollektiv

Anzahl gesamt n=59 100%

Unterexpression n=26 44%

Uberexpression n=4 7%

Keine signifikante Regulation n=29 49%
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Abb. 8: Herauf- / Herabregulierte Expression von miR-200b in Kollektiv 1.

A+B: Jeder Balken stellt in logarithmischer Skalierung die signifikante, um x-fach
veranderte miR-200b-Expression des Karzinomgewebes im Vergleich zur entsprechenden,
atypiefreien Prostata derselben Person dar. Nicht signifikant unterschiedliche Testpaare
(Nummer 27-55) sind nicht dargestellt. Ab einer um 1,5-fach verdnderten Expression galt
der Expressionsunterschied in dem Testmodell als signifikant. Die Balken von Nummer
1-26 (A) zeigen eine herabregulierte, Nummer 56-59 (B) eine heraufregulierte

miR-200b-Expression im Karzinomgewebe.
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Eine 1,5-fach veranderte Expression der jeweiligen Testpaare (Tumorgewebe vs.
nicht malignem-tumorassoziierten Gewebe) wurde als herauf- bzw. herab-
regulierte miR-200b Expression gewertet. Somit zeigte sich in 44% der Testpaare
eine erniedrigte miR-200b-Expression und in 7% eine erhdhte Expression im
jeweils korrespondierenden Karzinomgewebe (vgl.

Tabelle 2 und Abb. 8).

Ein Wilkoxon-Rangsummentest bestétigte eine statistisch signifikante, geringere
Expression von miR-200b im Prostatakarzinom-Gewebe (p<0,05) (vgl. Abb. 9).
Alle dargestellten statistischen Analysen in diesem Absatz wurden in

Zusammenarbeit mit Frau Dr. Kneitz durchgefuhrt.

-400

delta Ct (miR-200b)

© _| Wilkoxon Rangsummentest
p < 0,05 6
T T
Atypiefreies Prostataparenchym (n=59)  Prostatakarzinom (n=59)

Abb. 9: Regulation der miR-200b Expression in Kollektiv 1

Relative miR-200b-Expression des Prostatakarzinom-Kollektivs 1 (n=59 Tumorproben mit
korrespondierendem Normalgewebe). Verglichen wurde in einem Rangsummentest die
relative miR-200b-Expression in Form von ACt-Werten aus den gRT-PCR-Messungen. Man
erkennt eine Herabregulierung von miR-200b in Tumorgewebe im paarweisen Vergleich
zur Kontrolle (atypiefreies Gewebe derselben Prostata) (Wilcoxon Rangsummentest; p <
0,05). In den Boxen der Box-Plots ist jeweils der Median sowie das obere und untere Quartil
dargestellt. Zuséatzlich zeigen die Antennen den maximalen 1,5-fachen Interquartils-

abstand.
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Um Aussagen beztglich der Korrelation zwischen klinischem Verlauf und miR-
200b-Expression machen zu kénnen, wurde ein weiteres Kollektiv (Kollektiv 2)
untersucht, fur welches ausfihrliche Verlaufsdaten vorhanden sind. Dieses
Kollektiv weist ausschlie3lich Hochrisiko-Prostatakarzinome (PSA >20 ng/ml
oder Gleason-Score =8 oder cT2c, vgl. auch 1.1.3) auf. Kollektiv 1 im Gegensatz
war keiner Vorselektion unterzogen und beinhaltete eine zuféllige Auswahl von
Prostatakarzinom-Erkranken und demzufolge unterschiedliche Risiko-Stadien.
Des Weiteren war das Material von Kollektiv 2 aus Paraffin-Gewebe gewonnen.
Kollektiv 1 dagegen war kryo-konserviert.

Zunachst bestétigte sich die geringere Expression von miR-200b in den
Kontrollen (hier BPH (benigne Prostatahyperplasie)). Beim Vergleich der
Expressionsmediane in Karzinomen (n=132), Lymphknotenmetastasen-Gewebe
(n=24) und BPH (n=9) im Kollektiv 2 mittels einer einfaktorielle ANOVA zeigte
sich ein Unterschied der Expression von miR-200b (F (2, 162) = 4,87, p<0,01) in
den drei Gruppen. AnschlieBend durchgefuhrte Bonferroni-korrigierte Tests
ergaben einen signifikanten Unterschied zwischen Karzinom und BPH (p<0,05)
sowie zwischen Metastasen und BPH (p<0,05), jedoch keinen Unterschied
zwischen Tumor und Metastasen (p=0,807). Im Vergleich der Mittelwerte ergab
sich eine 1,17-fach geringere miR-200b-Expression im Karzinomgewebe. Das

entspricht einer relativ 2,2-fach schwacheren Expression (vgl. Abb. 10).
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Abb. 10: Regulation der miR-200b-Expression im Hochrisiko-Kollektiv: Prostatakarzinom
(n=132), Metastasen (n=24), BPH-Proben (n=9).

Verglichen wurde die relative miR-200b-Expression in Form von ACt-Werten aus den qRT-
PCR-Messungen. Man erkennt einen Unterschied der miR-200b-Expression zwischen den
drei Gruppen (einfaktorielle ANOVA, F (2, 162) = 4,87, p<0,01)). In den Boxen des Box-Plots
ist jeweils der Median sowie das obere und untere Quartil dargestellt. Zusatzlich zeigen

die Antennen den maximalen 1,5-fachen Interquartilsabstand.

Demnach lasst sich festhalten, dass die miR-200b-Expression in beiden
Kollektiven signifikant reduziert war. Inwiefern eine Korrelation zwischen
klinischem Verlauf und der Expression von miR-200b besteht, wird in 3.1.1

mithilfe der weiteren Auswertung von Kollektiv 2 erlautert.

3.1.1 Expression von miR-200b in Abhangigkeit von klinischen
Endpunkten im Prostatakarzinom

Wie in Abschnitt 3.1 bereits erlautert, war miR-200b in beiden Kollektiven
herabreguliert. Ob die Expression nun auch mit klinischen Parametern korreliert
und ob sich anhand des Hochrisiko-Kollektivs (Kollektiv 2) retrospektiv Aussagen
beziiglich des Progresses des Prostatakarzinoms treffen lassen, war das Ziel der
folgenden Analysen. In einem ersten Schritt wurde die Expression von miR-200b
bei klinischem oder biochemischem Progress oder krebsassoziiertem Tod sowie
in Abh&ngigkeit von verschiedenen Gleason-Score Stadien verglichen (siehe
Abb. 11).
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Abb. 11: miR-200b Expression in einem Hochrisiko-Prostatakarzinom-Kollektiv (n=132) in
Abhéangigkeit von verschiedenen klinischen Parametern.

In A: Gleason Score; B: BCP (biochemischer Progress) (n=32); C: KAT (krebsassoziierter
Tod) (n=8) und D: KP (klinischer Progress) (n=13). In den Boxen der Box-Plots ist jeweils
der Median sowie das obere und untere Quartil dargestellt. Zusatzlich zeigen die Antennen
den maximalen 1,5-fachen Interquartilsabstand und es sind die Ausreil3er mitabgebildet,
diese wurden jedoch von der Analyse ausgeschlossen.

A: Unterschiedliche miR-200b-Expression in Abhangigkeit von verschiedenen Gleason
Scores und Kontrolle (einfaktorielle ANOVA F(6,14) = 2,28, p <0,05). Bonferroni-korrigierte
post hoc Tests zeigen einen signifikanten Unterschied jeden Scores zur Kontrolle, jedoch
keinen Unterschied zwischen den einzelnen Gleason Scores.

B-D: Geringere miR-200b Expression bei KAT (Wilcoxon Rangsummentest; U=231, Z = -
2,611, p<0,05) (B), Erkrankte mit einem BCP (Welch Test, t(66)=-2,32, p<0,05) (C) und mit
einem KP (Welch Test, t(18)=-1,97 p<0,05) (D).
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Wie in Abb. 11 zu sehen ist, sank die miR-200b Expression bei Erkrankten mit
hoherem Gleason-Score. Eine Varianzanalyse (einfaktorielle ANOVA;
F(6,138) = 2,28, p <0,05) zeigte, dass sich die miR-200b-Expression signifikant
fur verschiedene Gleason Scores verglichen mit der Kotrollgruppe
(BPH-Gewebe) unterschied. Bonferroni-korrigierte post Hoc Tests zeigten keinen
signifikanten Unterschied zwischen den unterschiedlichen Stadien (vgl. Tabelle
7 im Supplement).

Weitere Vergleiche mit klinischen Parametern zeigten bei Erkrankten mit BCP
eine 1,2-fach (Welch Test, t (66) =-2,32, p< 0,05), bei Erkrankten mit KAT eine
1,46-fach (Wilcoxon Rangsummentest U=231, Z = -2,611, p<0,05) und bei
Erkrankten mit einem KP (Welch Test, t (18) = 1,97, p<0,05) eine 1,3-fach
niedrigere miR-200b-Expression als beim Kontrollgewebe ohne klinischen
Progress (vgl. Abb. 11).

Um nun festzustellen, ob mithilfe der miR-200b-Expression Vorhersagen be-
zuglich des klinischen Verlaufs im Hochrisiko-Kollektiv gemacht werden kénnen,
wurden Cox-Regressionsmodell-Analysen durchgefihrt. Dafir wurden ROC-
Kurven fir BCP, KP und fur KAT generiert, um damit Grenzwerte der
miR-200b-Expression bei <-2,66ACt (KP&BCP) bzw. bei miR-200b-Expression
<-2,97ACt (KAT) festzulegen. Mithilfe dieser Grenzwerte konnte man das
Kollektiv dichotomisieren und Kaplan-Meier Kurven erstellen (vgl. Abb. 12).
Damit lasst sich bestatigen, dass Erkrankte, welche eine relative miR-200b
Expression von <-2,66ACt aufwiesen signifikant haufiger einen BCP (log rank
Test: p<0,05) und signifikant haufiger einen KP (log rank Test: p<0,05) zeigten.
Bei einer Expression von miR-200b < -2,965ACt wiesen die Studienteil-
nehmenden signifikant haufiger einen KAT (log rank test: p<0,05) auf (vgl. Abb.
12).
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miR-200b: Zeit bis zum BCP oder letzter Nachuntersuchung miR-200b: Zeit bis zum KP oder letzter Nachuntersuchung
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Abb. 12: Uberlebensanalyse von Erkrankten mit einem Hochrisiko-Prostatakarzinom.

Kaplan-Meier-Analyse des Hochrisiko-Kollektivs nach erfolgter Dichotomisierung durch
ROC. Die Uberlebenskurven wurden mit dem bioconductor package for survival in R
generiert. Schwache miR-200b-Unterexpression war signifikant mit einem friheren
Prostatakrebs-bedingtem Tod, einem klinischen Progress und einem biochemischen

Progress des Karzinoms assoziiert (log rank p<0,05).

Mithilfe der Dichotomisierung anhand der generierten Grenzwerte folgte eine uni-
und multivariate Cox-Regressionsmodell-Analyse, wobei die miR-200b-Expres-
sion und andere klinische Parameter (Gleason-Score, PSA, Alter, pT-Stadium)

mit der klinischen Progression des Prostatakarzinoms korreliert wurden.
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Bei der univariaten Analyse zeigte sich hierbei, dass miR-200b signifikant
(p<0,05) mit BCP korreliert. Gleiches galt fur den Gleason-Score (p<0,05). Alter,
PSA und pT-Stadium korrelierten nicht signifikant (p>0,05). Dieselben
univariaten Analysen wurden auch fur die Korrelation mit KP und KAT durch-
gefuihrt. Die Ergebnisse zeigten ebenfalls flir miR-200b Expression (p<0,01 KP;
p<0,05 KAT) und Gleason-Score (p<0,01) eine signifikante Korrelation, nicht
jedoch fir PSA, Alter und pT-Stadium (p>0,05). Die Ergebnisse sind in Tabelle 3

zusammengefasst.

Tabelle 3: Univariate Cox-Regressionsanalyse

Univariate Cox-Regressionsanalyse fir die Parameter miR-200b, Gleason-Score, Serum-
PSA (Prostataspezifisches Antigen) (ng/ul), Alter, pT-Stadium fur BCP (biochemischen
Progress), KP (Klinischer Progress) und KAT (krebsassoziierter Tod). Dargestellt ist die
jeweilige hazard ratio (HR), das Konfidenzintervall (ClI) und der p-Wert des

Likelihood-Quotienten-Tests fir jeden korrespondierenden Parameter.

Variable + BCP Univariate

95% ClI p Wert (Likelihood Quotienten Test)

132, Events: 32 0,20 0,05 0,83 p<0,05
151 1,06 214 p<0,05
1,00 099 1,01 p=0,56
0,98 0,93 1,03 p=0,34
1,06 053 211 p=0,86

A
1
Variable + KP 95% Cl b Wert (Likelihood QuotientenTest)
miR-200b 132, Events: 13 0,00 0 Inf p<0,01
A

pT - Stadium 0,82 0,29 2,34 p=0,71

Variable +KAT || T T T T

132, Events: 8 0,00 O Inf p<0,05
6,33 2,28 17,6 p<0,01
1,02 1,00 1,03 p=0,11
0,95 0,86 1,05 p=0,28
0,32 0,08 1,20 p=0,10



daraufhin multivariate Analysen. Dabei zeigte sich, dass BCP am besten mit der
Kombination aus hohem Gleason-Score und niedriger miR-200b Expression
korreliert (p<0,01 Likelihood Quotienten Test; p<0,01 Wald Test; p<0,01 Score
log rank test). Fur KP ergab die Analyse zusatzlich zur niedrigen miR-200b
Expression als "best fitting model" den Gleason-Score und das Alter (vgl. Tabelle
4). Fur KAT wiesen jedoch Gleason Score und pT-Stadium die héchste
Korrelation auf, die miR-200b-Expression war demnach in der multivariaten

Analyse nach den Akaike Informationskriterien nicht enthalten.

Tabelle 4: Multivariates Modell fur die aufgefiihrten Parameter in der Cox-Regression.
Nach dem Akaike Informationskriterien (AIC) wurde das obenstehende Modell mit den
Parametern miR-200b, Gleason, Serum-PSA (Prostataspezifisches Antigen) (ng/ul), Alter,
pT-Stadium fir jeweils biochemischen Progress (BCP), klinischen Progress (KP) und
krebsassoziiertem Tod (KAT) als ,best-fitting-model“ ausgewdhlt. Die Tabelle zeigt
auBerdem die jeweilige hazard ratio (HR), das Konfidenzintervall (Cl) und die p-Werte der
jeweiligen statistischen Tests.
BCP

Multivariat, nach Akaikes Informationskriterium (AIC)

021 0,05 0,88

1,45 1,03 2,03

p<0,01
p<0,01
p<0,01
0,00 0,00 Inf

2,83 1.60 4.99

0,92 0,84 1.00

p<0,01
p<0,01
p<0,01

KAT

7,59 2.50 22.99

0,24 0,06 1.00

p<0,01
p<0,01
p<0,01

Dennoch kann man zusammenfassend festhalten, dass in dem verwendeten
Hochrisiko-Prostatakarzinom-Kollektiv miR-200b ein unabhéangiger Prognose-

marker flr das Hochrisiko-Prostatakarzinom mit unginstigem Verlauf darstellt.
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3.2 Funktion von miR-200b in Prostatakarzinomzelllinien in vitro

Nachdem eine Herabregulation von miR-200b im Prostatakarzinom festgestellt
wurde, waren die molekularen Wirkmechanismen von miR-200b sowie die
maogliche Funktion als Tumorsuppressor von Interesse. Um die zellbiologische
und molekulare Funktion von miR-200b in vitro zu untersuchen, wurden PC3-,
LNCaP- und RWPE-Zellen verwendet. Im ersten Schritt wurde transient mit pre-
miR-200b transfiziert, um eine Uberexpression von miR-200b zu bewirken. Fir
alle Experimente mit diesen transfizierten Zellen wurde der Erfolg der transienten
Uberexpression mittels gRT-PCR uberpriift. Als Kontrolle wurden immer pre-
miR-kontrolltransfizierte Zellen (pre-miR-200b vs. pre-miR Kontrolle) verwendet.

Transfektionseffizienz - pre-miR-200b-Transfektion
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Abb. 13: Transfektionseffizienz - pre-miR-200b-Transfektion

Transfizierte Zellen zeigen eine héhere Expression von miR-200b als die Kontrollzellen.
Gezeigt ist der Mittelwert der relativen miR-200b-Expression (ACt-Werte) in LNCaP-, PC3-
und RWPE-Zellen mit und ohne pre-miR-200b-Transfektion aus Zellkulturversuchen. Es
wurden gRT-PCR durchgefuihrt und gegen RNU6B normalisiert, sodass sich ACt-Werte

ergaben. Die Fehlerbalken zeigen die jeweilige Standardabweichung.

Wie in Abb. 13 beispielhaft zu sehen ist, war die Expression in den Testzellen
nach Transfektion reproduzierbar erhdht und bei allen drei Zelllinien um
12,5AACt (LNCaP), 13,7AACt (PC3) bzw. 12,2AACt (RWPE) hoher als in den
Kontroll-transfizierten Zellen. Dieses Experiment zeigt zudem, dass zwischen
den drei verschiedenen Zelllinien die Unterschiede in der endogenen miR-200b
Expression nicht signifikant waren (einfaktorielle ANOVA; F (2,35) = 1,47,
p=0,24).
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3.2.1 Proliferationsinhibition durch miR-200b in Prostatazellen

Um den Einfluss der transienten miR-200b Uberexpression auf die Proliferation
von Prostatakarzinomzellen zu messen, wurden MTS-Tests durchgefihrt. Die in
Abb. 14 dargestellten Ergebnisse stehen stellvertretend flr mehrere durch-
gefuhrte MTS-Tests mit vergleichbaren Ergebnissen. Die dargestellten Mittel-
werte und Standardabweichungen ergaben sich hierbei aus der Auswertung der
Mittelwerte von den als Triplet angelegten Versuchen. Die Reduktion, der im MTS
Test beobachteten Anzahl lebender Zellen, wird im Folgenden als Prozent zu den
als 100% gesetzten Zellzahl der permanent wachsenden Kontrollen p.T.
berechnet und somit als Inhibition der Proliferation interpretiert.

Insgesamt ist eine Steigerung der Proliferationskurven in allen Zelllinien zu
beobachten. Es zeigte sich jedoch ein Unterschied der Steigung der
Proliferationskurven zwischen den Zelllinien (vgl. Abb. 14), wobei PC3-Zellen
erwartungsgemal die héchste Proliferationsrate aufwiesen.

Nach Transfektion von PC3-, LNCaP- und RWPE-Zellen mit pre-miR-200b zeigte
sich eine signifikant geringere Zellzahl im Vergleich zu nicht-transfizierten
Kontrollzellen der jeweiligen Zelllinie an allen gemessenen Tagen nach der
Transfektion und demzufolge eine flachere Proliferationskurve der mit
pre-miR-200b  transfizierten  Zellen  (Reduktion der  Steigung der
Proliferationskurven bei PC3-Zellen um den Faktor 0,092; bei LNCaP-Zellen um
den Faktor 0,069 und bei RWPE-Zellen um den Faktor 0,028).

Somit konnte in allen drei verwendeten Zelllinien eine statistisch signifikante
Proliferationsinhibition durch die Uberexpression von miR-200b beobachtet
werden. Die starkste Hemmung der Proliferation war bei PC3-Zellen zu
beobachten, bei einer relativen Reduktion zu den Kontrollen von 19% an Tag 4,
33% an Tag 7 und 35% an Tag 8. RWPE-Zellen liel3en sich nicht so deutlich
inhibieren (7% an Tag 4, 21% an Tag 7 und 13% an Tag 8). LNCaP-Zellen lagen
dazwischen mit einer Reduktion von 18% an Tag 4; 25% an Tag 7 und 19% an
Tag 8 (Student's t-Test p<0,05; statistische Angaben vgl. Tabelle 8 im
Supplement).
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Abb. 14: Proliferationsinhibition durch miR-200b in LNCaP-, PC3-, RWPE-Zellen

A: Gezeigt ist der Mittelwert der MTS-Reagenz-Absorption im Monochromator bei 450 nm
im Proliferationsassay an Tag 4, Tag 7 und Tag 8 post transfectionem (p.T.) von drei
unabhangigen Versuchen (n=3). Jeder Versuch an sich wurde als Triplet angelegt. Die
Fehlerbalken zeigen die Standardabweichung. Gepunktete Linien stellen Trendlinien dar.
Alle in der Abbildung gezeigten Ergebnisse zeigen eine signifikant verringerte
Proliferation nach Transfektion (Student‘s t-Test, p<0,05).

B: In B ist die relative Proliferation in Prozent zu der als 100% gesetzten Zellzahl der
permanent wachsenden Kontrollen dargestellt. Jeder Balken stellt den Mittelwert von drei
unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten dar, wobei Ausreil3er

ausgeschlossen wurden. Die schwarzen Linien zeigen die Standardabweichung.

Somit lasst sich feststellen, dass eine miR-200b Uberexpression in allen
Zelllinien zu einer Inhibition der Proliferation fuhrt, wobei in den beiden
Tumorzelllinien PC3 und LNCaP, im Vergleich zu RWPE-Zellen eine starkere
Inhibition der Proliferation zu beobachten ist.
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3.2.2 SOAT1 als Zielgen von miR-200b

Sbiera et al. (49) konnten eine Proliferationsinhibition von Nebennierenrinden-
karzinomen durch SOAT1-Inhibitoren zeigen. Unbekannt ist aber, ob auch im
Prostatakarzinom der Einfluss von SOAT1 &hnliche Effekte bewirkt. Dies ist
dahingehend von Interesse, dass SOAT1 ein wichtiges Enzym im
Cholesterinstoffwechsel darstellt und die Biosynthese von Cholesterin im
Prostatakarzinom ein haufig veranderter Stoffwechselweg ist (40).

Um einen mdoglichen Zusammenhang zwischen miR-200b und dem
Cholesterinstoffwechsel zu untersuchen, wurde analysiert, ob SOAT1 ein
mogliches Zielgen von miR-200b sein kdnnte. Mittels Target Scan konnte man
eine Ubereinstimmung der Seed-Sequenz von SOAT1 und miR-200b finden (vgl.
Abb. 15).

Predicted consequential pairing of target region (top) and
miRNA {bottom)

Position 967-973 of SOAT1 3 UTR 5' .. .UGAGUCUGUACCAUA-LGUAUULA. ..

(RREN (NRENE
hsa-miR-200b-3p 3 AGUAGUAAUGGUCCGUCATRAT

Abb. 15: Ubereinstimmung der Seed-Sequenz von miR-200b und der Zielregion von SOAT1

Quelle: http://www.targetscan.org/cgi-bin/targetscan/vert_72/view_gene.cgi?rs=ENST00000367619.3&taxid=9606&members=miR-
200bc-3p/429&showcnc=0&shownc=0&subset=1. (Copyright 2020 Whitehead Institute for Biomedical Research)

Um zu bestatigen, dass SOAT1 eine molekulare Zielstruktur von miR-200b ist,
wurden die folgenden zwei Analysen durchgefihrt:

Mittels qRT-PCR-Analysen wurde die Beeinflussung der mRNA Expression von
SOAT1 durch miR-200b untersucht. Im Anschluss wurde mittels Western Blot
Assays die Beeinflussung des Proteingehalts von SOAT1 durch miR-200b unter

der Verwendung von pre-miR-200b transfizierten Zelllinien untersucht.

3.2.2.1 Abnahme der SOAT1-mRNA in LNCaP-Zellen durch miR-200b

Ziel der PCR-Analysen war herauszufinden, ob durch eine Transfektion mit
pre-miR-200b eine Runterregulation der SOAT1-mRNA zu sehen war. Daflr
wurden jeweils drei Zelllinien mit pre-miR-200b und die Kontrolle mit
Kontroll-pre-miRNA transfiziert. Von diesen beiden Gruppen wurde die RNA
isoliert und eine qRT-PCR durchgefiihrt. Zur Normalisierung der Ct Werte wurde

[3-Aktin benutzt, sodass letztendlich ACt Werte fir den Vergleich benutzt wurden.
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Insgesamt wurde dieser Testablauf dreimal durchgefihrt (n=3). Fir die Statistik
wurde ein gepaarter, einseitiger T-Test verwendet.

MiR-200b regulierte SOAT1 in LNCaP-Zellen wie erwartet signifikant nach unten,
bei PC3-Zellen ist ein Trend zu beobachten, RWPE-Zellen lieRen sich durch
miR-200b nicht signifikant regulieren ((LNCaP: t (2) = 2,92, p<0,05); (PC3:
t(2) = 2,92, p=0,06); (RWPE: t (2) = 2,92, p=0,09)). Demnach scheint miR-200b
eine signifikant geringere Expression von SOAT1 in LNCaP-Zellen und keine

signifikante Regulation in PC3- und RWPE-Zellen zu bewirken.
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pre-miR-Kontrolle pre-miR-Kontrolle ® pre-miR-Kontrolle
pre-miR-200b pre-miR-200b A pre-miR-200b

Abb. 16: Signifikante Herabregulation der SOAT1-Expression in LNCaP-Zellen durch
miR-200b

Gezeigt ist der ACt-Wert der SOAT1-Expression von pre-miR kontrolltransfizierten vs.
pre-miR-200b-transfizierten Zellen von je drei unabhangigen Zellkultur-Versuchen bei drei
verschiedenen Zelllinien. Die Menge der SOAT1-mRNA der Zellen wurde per gRT-PCR
gemessen. Zur Normalisierung wurde die houskeeping mMRNA R-Aktin verwendet, sodass

ACt-Werte entstanden.

3.2.2.2 MiR-200b fuhrt zu einer geringeren Proteinkonzentration von
SOAT1

Ob miR-200b (vgl. 3.2.2.1) den Proteingehalt von SOAT1 verandert, wurde mit

Western Blot-Versuchen untersucht. Dabei zeigte sich in allen drei verwendeten

Zelllinien eine sichtbare Reduktion der SOAT1-Proteinkonzentration, nachdem

die Expression von miR-200b durch Transfektion mit pre-miR-200b erh6ht wurde.
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Die Ergebnisse sind in Abb. 17 zusammengefasst. In den Kontrollzellen war der
SOAT1 Proteingehalt in LNCaP- und PC3-Zellen héher als in RWPE-Zellen. Die
Reduktion der SOAT1-Konzentration nach miR-200b-Transfektion wurde in
PC3-Zellen und in RWPE-Zellen am deutlichsten, wahrend eine geringere, aber

eindeutige Reduktion auch in LNCaP-Zellen zu beobachten war.

LNCaP LNCaP PC3 |PC3 |RWPE RWPE
Ctrl miR-200b | Ctrl miR-200b | Ctrl miR-200b

Abb. 17: Reduktion der SOAT1 Proteinkonzentration durch miR-200b Transfektion.

Gezeigt ist die SOAT1 Protein Menge mittels Western Blot von Pre-miR Kontrollen vs.

pre-miR-200b transfizierten Zellen. Als Ladekontrolle wurde zur Normalisierung das ERK-
Protein analysiert. Beispielhaft ist ein Ergebnis von drei unabhéangigen Zell-
kultur-Versuchen dargestellt. Die Bande des ERK Antikdrpers war bei 42 kDa zu sehen, die
Bande von SOATL1 bei 47 kDa.

3.2.3 MiR-200b hat keinen signifikanten Einfluss auf die mRNA des Enzyms
SREBP1
Yue et al. (40) beschreiben einen Kreislauf, welcher tber die PISK-Kaskade das
Enzym SREBP1 aktiviert. Dieses wiederum fuhrt zu verstarkter Zellproliferation
und vermehrter Aufnahme von Fetten und Cholesterin. Der Zusammenhang zu
miR-200b und SOATL1 besteht nun darin, dass durch die Aktivitat von SOAT1
freies Cholesterin verestert werden kann und in LDs gespeichert wird. Diese
wiederum aktivieren die PI3K Kaskade (vgl. Abb. 24). Dementsprechend kénnte
mMiR-200b auch Uber eine direkte oder indirekte Beeinflussung von SREBP1 zu
einer Proliferationsinhibition fihren. Dafiir wurde die Expression von SREBP1
mithilfe PCR-Messungen bei mit pre-miR-200b transfizierten Zellen untersucht.

Es zeigt sich keine signifikante Regulierung. Es ist jedoch in allem untersuchten
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Zellen im Durchschnitt eine geringere Expression zu sehen ((LNCaP:t(4) = 0,73,
p=0,51; PC3:t (4) = 0,66, p=0,55; RWPE: t (3) = 0,18, p=0,86) (siehe Abb. 18).
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Abb. 18: Keine signifikante Regulation der mRNA von SREBP1 durch miR-200b.

Gezeigt ist der ACt Wert der SREBP1-Expression von pre-miR kontrolltransfizierten vs. pre
miR-200b-transfizierten Zellen von je drei unabhangigen Zellkultur Versuchen bei drei
verschiedenen Zelllinien. Die Menge der SREBP1-mRNA der Zellen wurde per qRT-PCR
gemessen. Zur Normalisierung wurde die houskeeping mRNA R-Aktin verwendet, sodass
ACt-Werte entstanden.

3.2.4 MiR-200b bewirkt eine Veranderung der Autophagie

Autophagie ist ein zellularer Prozess, welcher eine Reaktion der Zelle auf
erhdhten molekularen Stress anzeigen kann. Beispielsweise konnten Schweiger
et al. (84) eine Inhibition von Lipophagie und Autophagie durch freie Fettsauren
und freies Cholesterin zeigen. Somit kann Autophagie einen mdglichen
biologischen Effekt einer Dysregulation des Cholesterinstoffwechsels zeigen.
Folglich konnte auch miR-200b eine Veradnderung der Autophagie bewirken.

Zur Untersuchung wurde der Autophagosom/Autolysosom Marker LC3A/B
verwendet. Mittels Western Blot-Untersuchungen wurde die Proteinkonzentration
in LNCaP-, PC3- und RWPE-Zellen bestimmt, wobei miR-200b transfizierte
Zellen mit nicht-transfizierten Zellen verglichen wurden (zur Effizienz der
Transfektion vgl. 3.2). Die Ergebnisse der Western Blot-Experimente sind in Abb.

19 dargestellt. Es zeigte sich zum einen eine geringere Proteinkonzentration der
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LC3A/B ll-Isoform in den mit pre-miR-200b transfizierten Zellen, sowie ein etwas
geringerer Ubergang von der I- in die ll-lsoform. Dies ist bei PC3- und

RWPE-Zellen starker ausgepragt.

LNCaP |LNCaP |[PC3 PC3 RWPE RWPE
Ctrl miR-200b | Ctrl miR-200b | Ctrl miR-
200b
LC3A/B
g com

LC3A/B e
]

=
‘-‘—
e ae—
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Abb. 19: miR-200b bewirkt eine Veranderung der Autophagie

Gezeigt ist die LC3A/B 1 und Il Protein-Menge mittels Western Blot der Pre-miR-Kontrolle
vs. der pre-miR-200b-transfizierten Zellen. Als Ladekontrolle wurde zur Normalisierung
das ERK-Protein verwendet. Beispielhaft ist ein Ergebnis von drei unabhéngigen
Zellkultur-Versuchen dargestellt. Die Bande des ERK Antikdrpers war bei 42 kDa zu sehen,
die Banden von LC3A/B I/ll bei 14 und 16 kDa.

3.3 Wirkungen von Mitotane und den spezifischen SOAT1-Inhibitoren auf

Prostatakarzinomzellen

3.3.1 Proliferationsinhibition durch Mitotane

Mitotane wird derzeit flr das Nebennierenrindenkarzinom eingesetzt, wobei der
genaue Wirkmechanismus noch nicht endgultig geklart ist. Einige Studien
belegen SOAT1 als eine Zielstruktur von Mitotane. (49)

Interessant war nun, ob Mitotane auch auf Prostatazellen inhibierend wirkt und
ob es Unterschiede in den verwendeten Zelllinien gibt. Daftir wurden LNCaP-,
PC3- und RWPE-Zellen mit unterschiedlichen Konzentrationen von Mitotane (vgl.
2.5) behandelt und mittels MTS-Assays die Proliferation der Zellen tber einen
definierten Zeitraum untersucht. Als Kontrollzellen dienten stets lediglich mit
Nahrmedium gehaltene Zellen. Um einen Unterschied in der Proliferation der mit
Mitotane behandelten Zellen und der Kontrollzellen zu bestimmen, wurde jeweils
mittels MTS-Test die Zahl lebender Zellen ohne Mitotane-Behandlung als 100%
gesetzt.
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Abb. 20: Proliferationsinhibition durch Mitotane in LNCaP-, PC3- und RWPE-Zellen

Gezeigt ist der Mittelwert (n=3) der relativen Proliferation in Prozent zu der als 100%
gesetzten MTS-Absorption der permanent wachsenden Kontrollen, beispielhaft an Tag 7
nach Beginn der Kultivierung (Tag 8 im Supplement dargestellt). Die Zellen wurden jeweils
mit unterschiedlichen Konzentrationen von Mitotane behandelt und es wurde jeweils an
Tag 4, 7und 8 nach Beginn der Kultivierung ein MTS-Assay durchgefihrt. Die Fehlerbalken
setzen sich aus der Standardabweichung der drei durchgefuhrten, untereinander
unabhangigen Experimente zusammen. Alle in der Abbildung gezeigten Ergebnisse mit
einer signifikanten Reduktion (student‘s t-Test p<0,05) sind mit Sternchen
gekennzeichnet. Zusétzlich zeigt die rote Linie die mittlere inhibitorische Konzentration,

kurz ICso von Mitotane an.

Aufgrund der unterschiedlichen Sensitivitdten der verschiedenen Zelllinien
wurden jeweils unterschiedliche Mitotane-Konzentration eingesetzt. PC3-Zellen
zeigten eine Proliferationsinhibition von 91% bei Behandlung mit 200uM
Mitotane, 24% bei 80uM Mitotane und keine Reduktion bei 40uM am Tag 7 im
Vergleich zu unbehandelten PC3-Zellen. Vergleichbare Ergebnisse ergaben sich
fur Tag 8 (vgl. Abb. 26 im Supplement). LNCaP-Zellen hingegen zeigten bei
40uM eine Inhibition ihrer Proliferation von 61%, bei 20uM 44% und bei 10uM
10% fur Tag 7. Die relative MTS-Absorptionsreduktion der RWPE-Zellen lag an
Tag 7 bei 20uM bereits deutlich hoher bei 91%, steigt dann bei geringeren
Konzentrationen jedoch stetig an: bei 10uM 78% und bei 5uM 27% (siehe Abb.
20).

Diese Ergebnisse zeigten folglich, dass Mitotane in Prostatakarzinom-Zellen zu

einer Proliferationsinhibition fiihrte, die in den unterschiedlichen Zelllinien
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verschieden ausgepragt erschien. So zeigten PC3-Zellen eine ICso, also die
Mitotane-Konzentration, bei der die Proliferation um 50% reduziert war, von ca.
60uM, LNCaP von 25uM und bei RWPE nur 8uM. PC3-Zellen und LNCaP-Zellen
proliferierten bei einer Behandlung mit 8uM weitgehend ungehemmt und waren
somit resistenter gegeniber Mitotane als RWPE-Zellen. Somit waren die nicht
malignen RWPE-Zellen am sensitivsten gegeniber Mitotane (Abb. 20).

Anhand dieser Unterschiede konnte man zudem eine Mitotane-Konzentration
bestimmen, die fur die folgenden Versuche benutzt wurde: die Konzentrationen,
bei der die Proliferation der unterschiedlichen Zelllinien bereits signifikant
verringert, aber noch keine vollstandige Inhibition zu beobachten war.

3.3.2 Synergistische inhibierende Effekte auf Prostatazellen durch
Mitotane und miR-200b
Im nachsten Schritt galt es zu untersuchen, ob eine miR-200b-Expression die
Reaktivitat von Prostatakarzinom-Zellen gegeniber Mitotane modifizieren kann.
Daflr wurden, wie bereits beschrieben, die Zellen transient mit miR-200b
transfiziert und mit den ermittelten ICso von Mitotane behandelt, die in den
verschiedenen Zelllinien eine messbare Inhibition der Proliferation verursachten
aber noch subletal wirkten. Die Proliferationsraten wurden analog zu den
Versuchen von 3.3.1 mit einem MTS Assay analysiert und mit verschiedenen

Kontrollzellen verglichen (vgl. Abb. 21).
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Abb. 21: Sensitivierung durch miR-200b bzw. Mitotane in PC3- und LNCaP-Zellen.
Gezeigt ist der Mittelwert (n=3) der relativen Proliferation in Prozent der als 100% gesetzten
Zellzahl der permanent wachsenden Kontrollen. Als Kontrolle dienten mit Kontroll-RNA
transfizierte Zellen. Verglichen werden hier drei unterschiedlich behandelte Zellkulturen.
Eine Versuchsreihe wurde nur mit pre-miR-200b transfiziert, eine nur mit Mitotane
behandelt und die Dritte wurde sowohl transfiziert als auch mit Mitotane behandelt. Die
Fehlerbalken setzen sich aus der Standardabweichung der drei durchgefiihrten,
untereinander unabhangigen Experimente zusammen. Reprasentativ werden Messtag 7
und 8 Tage p. T. dargestellt. Im ungepaarten Student’s t-Test signifikante Ergebnisse (p <
0,05) sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.

Wie Abb. 21 zeigt, konnte im Vergleich zu nicht transfizierten Zellen eine
signifikant verstarkte Inhibition der Proliferation durch Mitotane in miR-200b
transfizierten und somit tberexprimierenden PC3- und LNCaP-Zellen beobachtet
werden. Auch im Vergleich zu transfizierten Zellen ohne Behandlung mit Mitotane
konnte eine starkere Inhibition in den transfizierten und behandelten Zellen
beobachtet werden.

Mitotane bewirkte bei miR-200b transfizierten PC3-Zellen demnach an Tag 7 p.T.
eine starkere Inhibition (31% Inhibition im Vergleich zu unbehandelten
Kontrollzellen) als es dieselbe Mitotane-Konzentration in kontrolltransfizierten
PC3-Zellen bewirkte (Tag 7 p.T.: 31%ig (80uM) bzw. 21%ig (40uM), Tag 8 p.T.:
34%ig bzw. 26%ig starkere Inhibition). Ein &hnliches Ergebnis konnte in
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LNCaP-Zellen beobachtet werden (Tag 7 p.T.: 10%ig (20uM) bzw. 29%ig
(10uM), Tag 8 p.T.: 21%ig 39%ig starkere Inhibition).

Da die miR-200b transifizierten, aber nicht mit Mitotane behandelten Zellen
weniger stark inhibiert waren als die transfizierten Zellen, kann von einem
synergistischen Effekt von Mitotane und dem Expressionslevel von miR-200b
gesprochen werden. Diesen Effekt zeigten die nicht malignen RWPE-Zellen nicht
in vergleichbarer Weise. So verursachte die Mitotane-Behandlung im Vergleich
zwischen miR-200b transfizierten und untransfizierten RWPE-Zellen keinen
signifikanten Unterschied (Tag 7 und Tag 8 p.T. bei 10uM bzw. 5uM keine
starkere Inhibition, p>0,05).

Zusammenfassend zeigten diese Experimente, dass eine Uberexpression von
mMiR-200b in PC3-Zellen und LNCaP-Zellen eine Sensitivierung gegenuber
Mitotane verursachte, wahrend die nicht-malignen RWPE-Zellen durch
Uberexpression von miR-200b keinen Unterschied in ihrer Sensitivitat gegentiber

Mitotane aufwiesen.

3.3.3 Proliferationsinhibition durch PD132301-2

Mitotane ist ein unspezifischer SOAT1-Inhibitor und hat zahlreiche weitere
Wirkmechanismen. Deswegen wurde zusétzlich fur die folgenden Experimente
der spezifischere Inhibitor PD132301-2 verwendet. Dafur wurde analog zu den
Versuchen mit Mitotane vorgegangen (vgl. 2.5 und 3.3.1).

PC3-Zellen zeigten eine Proliferationsinhibition von 83% bei Behandlung mit
5uM, 71% bei 2uM und 5% bei 1uM an Tag 7 nach Transfektion. LNCaP-Zellen
hingegen zeigten bei 1uM eine Inhibition ihrer Proliferation von 63%, bei 0,5uM
20% und bei 0,25uM 3% an Tag 7. Die Reduktion durch PD132301-2 war bei den
RWPE-Zellen an Tag 7 nach Transfektion bei 0,5uM deutlich starker mit, 87%,
schwachte sich dann bei geringeren Konzentrationen jedoch wieder ab: bei
0,25uM 80% und bei 0,125uM 18%.

Demnach zeigten die Zellen auch fur PD132301-2 verschiedene Sensitivitaten
(siehe Abb. 22). PC3-Zellen zeigten eine 1Cso von ca. 2uM, LNCaP von ca. 1uyM
und bei RWPE nur ca. 0,25uM. Aufféallig war wieder die geringere Sensitivitat der
beiden Prostatakarzinom-Zelllinien PC3 und LNCaP, wahrend die nicht malignen
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RWPE-Zellen bereits bei sehr geringen Konzentrationen des SOAT1-Inhibitors
beeintrachtigt waren. Vergleichbare Ergebnisse ergaben sich fir Tag 8 (siehe
Abb. 27 im Supplement).

Insgesamt zeigten die Zellen bei PD132301-2 eine geringere Wirkungsbreite und
hohere Sensitivitat als bei Mitotane, und wie bei Mitotane eine eindeutige und
statistisch signifikante Proliferationsinhibition (Student’s t-test p<0,05).
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Abb. 22: Proliferationsinhibition durch PD132301-2 in LNCaP-, PC3- und RWPE-Zellen
Gezeigt ist der Mittelwert (n=3) der relativen Proliferation in Prozent zu der als 100%
gesetzten MTS-Absorption der permanent wachsenden Kontrollen an Tag 7 p.T. Die Zellen
wurden jeweils mit unterschiedlichen Konzentrationen von PD132301-2 behandelt und es
wurde jeweils an Tag 7 p.T. ein MTS-Assay durchgefihrt. Die Fehlerbalken setzen sich aus
der Standardabweichung der drei durchgefihrten, untereinander unabhéngigen
Experimente zusammen. Alle in der Abbildung gezeigten Ergebnisse mit einer
signifikanten Reduktion (Student‘s t-Test p<0,05) sind mit Sternchen gekennzeichnet.
Zusatzlich zeigt die rote Linie die mittlere inhibitorische Konzentration, kurz I1Csp von
PD132301-2 an.

3.3.4 Synergistische inhibierende Effekte auf Prostatakarzinomzellen
durch PD132301-2 und miR-200b

Im nachsten Schritt wurde auch hier Gberprift, ob die miR-200b-Expression die

Sensitivitat von PD132301-2 von Prostatakarzinom-Zellen modifizieren kann. Die

Proliferationsraten wurden analog zu den Versuchen mit Mitotane (vgl. 2.5, 3.3.1

und 3.3.2) mittels einem MTS Assay analysiert und mit verschiedenen
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Kontrollzellen verglichen und durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Abb. 23

zusammengefasst.
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Abb. 23: Sensitivierung durch miR-200b in Prostatakarzinomzelllinien fiir PD132301-2.

Gezeigt ist der Mittelwert (n=3) der relativen Proliferation in Prozent zu der als 100%
gesetzten Zellzahl der permanent wachsenden Kontrollen. Als Kontrolle dienten mit
Kontroll-RNA transfizierte Zellen. Verglichen werden hier drei unterschiedlich behandelte
Zellkulturen. Eine Versuchsreihe wurde nur mit pre-miR-200b transfiziert, eine nur mit
PD132301-2 behandelt und die dritte wurde sowohl transfiziert als auch mit PD132301-2
behandelt. Die Fehlerbalken setzen sich aus der Standardabweichung der drei
durchgefuhrten, untereinander unabhé&ngigen Experimente zusammen. Représentativ
wird Tag 7 oder 8 p.T. dargestellt. Im ungepaarten Student’s t-Test signifikante Ergebnisse

(p < 0,05) sind mit einem Stern (*) gekennzeichnet.

Wie Abb. 23 zeigt, konnte eine signifikant verstarkte Inhibition der Proliferation
durch PD132301-2 in miR-200b transfizierten und somit Uberexprimierenden
PC3- und LNCaP-Zellen beobachtet werden. Fir die Experimente wurden
PD132301-2-Konzentrationen gewahlt, die eine partielle Proliferationsinhibition
in den verschiedenen Zelllinien verursacht hatte. PD132301-2 bewirkte bei
miR-200b transfizierten PC3-Zellen demnach eine starkere Inhibition (10%
Inhibition im Vergleich zu unbehandelten Kontrollzellen) als es dieselbe
PD132301-2-Konzentration in kontrolltransfizierten PC3-Zellen bewirkte (10%
(2uM) an Tag 7 p.T. bzw. 12% (2uM) an Tag 8 p.T.).
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Vergleichbare Ergebnisse konnten in LNCaP-Zellen beobachtet werden. Hierbei
zeigte sich eine starkere Inhibition (22% Inhibition im Vergleich zu unbehandelten
Kontrollzellen) als es die identische PD132301-2-Konzentration in kontroll-
transfizierten LNCaP-Zellen bewirkte (22% (1uM) an Tag 7 p.T. bzw. 26% (1uM)
an Tag 8 p.T.).

Da, die durch eine miR-200b Uberexpression verursachte Inhibition der
Proliferation deutlich unter dem durch PD132301-2 verursachten Effekt liegt,
kann von einem synergistischen Effekt von PD132301-2 und miR-200b
ausgegangen werden.

Diesen Effekt zeigten die nicht-malignen RWPE-Zellen nicht in gleicher Weise.
Zwar sind im Mittel auch RWPE-Zellen nach transienter Expression von
miR-200b sensitiver gegenidber PD132301-2 verglichen zu untransfizierten
Zellen, die Unterschiede sind aber nicht signifikant.

Zusammenfassend zeigen diese Experimente, dass eine Uberexpression von
miR-200b in PC3-Zellen und LNCaP-Zellen eine Sensitivierung gegeniber dem
SOAT1-Inhibitor PD132301-2 verursacht, wahrend die nicht-malignen
RWPE-Zellen bereits eine starke Inhibition durch PD132301-2 zeigten, sodass
kein zusatzlicher additiver Effekt zu beobachten war.
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4 Diskussion

Meine Arbeitsgruppe beschaftigte sich bereits in friheren Studien mit der
Analyse von miRNAs im Prostatakarzinom. Sie beschrieb beispielsweise die
Funktion und die Nutzbarkeit von miR-221 und miR-205 als molekulare Marker
fur den Verlauf des Hochrisiko-Prostatakarzinoms (136, 137). In der vorliegenden
Arbeit geht es um miR-200b. Ziel war es, die molekulare Funktion dieser
mikroRNA weiter zu beschreiben und sie in ihrer Expression und Regulation in
einem Hochrisiko-Prostatakarzinom-Kollektiv zu analysieren, um Zusammen-
hange zwischen Verlauf und miR-200b-Expression im Prostatakarzinom her-
zustellen. Um die tumorsuppressiven Eigenschaften von miR-200b zu unter-
suchen und SOAT1 als mdgliches Zielgen von miR-200b zu identifizieren,

wurden in vitro Versuche an Prostatakarzinom-Zelllinien vorgenommen.

4.1 MiR-200b als Tumorsuppressor

Es gibt eine Vielzahl von Studien, die sich mit der Rolle, der Expression, den
Zielgenen und der Regulation von miR-200b in verschiedenen malignen
Tumoren beschaftigten. Tabelle 5 gibt einen Uberblick tiber die verschiedenen
Ergebnisse.

Tabelle 5: miR-200b-Expression in Nativmaterial ausgewadahlter maligner Tumore, 1

Uberexpression; | Unterexpression

Tumorentitat miR-200b-Expression  Studie
Prostatakarzinom 1 Janiak et al. (138), nicht signifikant

1 Hart et al. (139)

l Yu et al. (128)
Gliom l Liu et al. (140);

Peng et al. (141)

Nasopharynxkarzinom 1 Yang et al. (142)
Zungengrundkarzinom ! Sun et al. (143)
Mammakarzinom ! Yao et al. (144)
Magenkarzinom ! Tang et al. (145)
Kolorektales Karzinom ! Paterson et al. (146)
Klarzelliges ! Yoshino et al. (147)
Nierenzellkarzinom Saleeb et al. (148)

64



Nephroblastom ! Liu et al. (149)
Urothelkarzinom i} Kohler et al. (150)
Ovarialkarzinom 1 Zuberi et al. (151)
Bronchialkarzinom i} Pacurari et al.(152)
Papillares ! Ramirez-Moya et al. (153)
Schilddriisenkarzinom Zhou et al. (154)

Auffallig ist, dass die Mehrzahl der untersuchten Entitaten eine geringere
Expression im Tumorgewebe verglichen mit der jeweiligen Kontrolle zeigten (vgl.
Tabelle 5). Somit scheint miR-200b eine tumorsuppressive Rolle im Rahmen der

Genese dieser Neoplasien einzunehmen.

4.1.1 Herabregulierte miR-200b-Expression im Prostatakarzinom

Um miR-200b als Tumorsuppressor bezeichnen zu konnen, wurde in der
vorliegenden Arbeit zunachst die Regulation der Expression von miR-200b im
Prostatakarzinom untersucht. Dabei zeigte sich eine signifikante Herabregulation
von miR-200b in zwei unabhangigen Prostatakarzinom-Kollektiven (Charakter-
isierung dieser unter 2.2 aufgefiihrt) und die Ergebnisse friherer Studien konnten

bestatigt werden (vgl. Tabelle 5).

Kollektiv 1:

Die miR-200b-Expression im unselektionierten Prostatakarzinom-Kollektiv war
im gewebsassoziierten Vergleich herabreguliert.

Damit bestatigte sich das Ergebnis von Yu et al. (128). Der Versuchsaufbau in
einer von Janiak et al. (138) publizierten Studie ist mit der hier durchgeftihrten
Analyse vergleichbar, doch wird von einer Uberexpression von miR-200b im
Karzinom berichtet, wobei der Vergleich statistisch nicht signifikant war. Zudem
wurde im Vergleich zu der vorliegenden Arbeit eine geringe Fallzahl von 27
Karzinomen und 8 BPH untersucht.

Auch Hart et al. (139) berichteten von einer Uberexpression von miR-200b im
Vergleich mit tumorassoziiertem Gewebe. Die Autoren differenzierten zudem pT2
(n=10), pT3 (n=7) und pN1 (n=3) Karzinome und eine unabh&ngige Kohorte von

n=40, mit dem Ziel, eine Assoziation der miR-200b-Expression mit der
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Aggressivitat der Karzinome darzustellen. Sie konnten zeigen, dass es bis zum
Stadium pT3 zu einem Anstieg der Expression kommt und bei Lymphknoten-
metastasierten Karzinomen zu einem Abfall (139). Auch hier wurde in den
einzelnen Gruppen nur eine sehr geringe Fallzahl untersucht, mit jedoch
signifikanten Ergebnissen. Den von ihnen berichteten Abfall der Expression in
Prostatakarzinomen mit Lymphknotenmetastasen (N1) konnten sie in ihrem
Ergebnis mit den groReren Fallzahlen (n=40) nicht mehr beweisen. Die Autoren
diskutieren selbst, dass man die Regulation von miR-200b weiter in grol3eren
Kollektiven validiert werden sollte.

Insgesamt gibt es demnach Hinweise in der Literatur, dass die Expression von
miR-200b in Zusammenhang mit der Prognose des Prostatakarzinom steht und
je nach Aggressivitat des Karzinoms unterschiedlich reguliert ist.

Um die Herabregulation der miR-200b im Prostatakarzinom zu bestétigen, wurde
in der vorliegenden Arbeit zusétzlich zu dem bereits beschriebenen un-
selektionierten Kollektiv 1 die miR-200b-Expression in einem weiteren Prostata-

karzinom-Kollektiv analysiert.

Kollektiv 2:

Dieses Kollektiv ist ein selektioniertes Hochrisiko-Kollektiv mit langjahrigen
Follow-up-Daten, die die Analyse der Bedeutung von miR-200b als Verlaufs-
marker ermdglichen. Auch bei diesem Kollektiv zeigte sich eine eindeutige
Herabregulation von miR-200b. Weitere Tests ergaben zudem eine geringere
miR-200b-Expression bei htherem Gleason Score, klinischem oder biochem-
ischem Progress und bei krebsassoziiertem Tod.

Vergleichbare Analysen in einem Hochrisiko-Kollektiv sind bisher noch nicht
durchgeftihrt worden. Auch ein Vergleich mit der oben erwahnten Studie von Hart
et al. (139) ist nur sehr eingeschrankt moglich, da diese mit assoziiertem
Kontrollgewebe durchgefiihrt wurde, in der vorliegenden Arbeit jedoch in Kollektiv
2 nicht-gewebsassoziierte BPH-Proben benutzt wurden.

Da dieses Kollektiv auch Proben von metastasierten Lymphknoten einiger
Erkrankten beinhaltete, war es méglich die Expression von miR-200b zwischen

Lymphknoten-Metastasen-Gewebe und den Primartumoren zu vergleichen.
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Obwohl sich eine Assoziation der Expression mit den klinischen Parametern
klinischer Progress, biochemischer Progress und Gleason Score darstellte, war
kein statistisch signifikanter Unterschied der Expression von miR-200b zwischen
Prostatakarzinom-Gewebe und Lymphknoten-Metastasen-Gewebe feststellbar.
Im Hinblick auf diese Analyse muss eine Limitierung des verwendeten
Kollektivs 2 erwahnt werden. In diesem Hoch-Risiko Kollektiv wurde keine
standardisierte Lymphknoten-Biopsie vorgenommen, sodass der Anteil
Lymphknoten-metastasierter-Prostatakarzinome im Kollektiv 2 nicht festgestellt
werden konnte. Daher kdnnte das Ergebnis durch einen hohen Anteil an bereits
metastasierten Karzinomen in diesem Hoch-Risiko Kollektiv erklarbar sein.
Demzufolge sollten weitere Studien insbesondere den Zusammenhang zwischen
miR-200b-Expression in Metastasen und im Prostatakarzinom konkretisieren.
Um die Unterschiede in den verschiedenen Studien zu interpretieren, muss
zudem beachtet werden, mit welchem Gewebe jeweils die Expression verglichen
wird. So wurde in der hier vorliegenden Arbeit Karzinom-Gewebe der
Lymphknotenmetastase mit BPH-Gewebe verglichen, andere Studien verglichen
Prostatakarzinom-Gewebe der Prostata von prinzipiell metastasierten
Karzinomen mit BPH-Gewebe oder gewebsassoziierter, atypiefreier Prostata
(139, 149, 152).

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse aus den beiden Prostatakarzinom-
Kollektiven, dass Prostatakarzinome eine niedrigere Expression von miR-200b
aufweisen und dass jene mit einer schlechteren Prognose und einem hdheren
Risiko fur Progress die miR-200b-Expression progressiv herabregulieren. MiR-
200b nimmt daher wohl eine tumor-suppressive Funktion im Prostatakarzinom

ein.

Die Ergebnisse von Kollektiv 2 hinsichtlich der prognostischen Bedeutung von

miR-200b im Prostatakarzinom werden nochmals getrennt in 4.4 diskutiert.

4.1.2 Proliferationsinhibition durch miR-200b in Prostatazellen
Nach der Analyse zur Expression von miR-200b in zwei unabhangigen

Kollektiven, ging es im nachsten Schritt um die molekulare Funktion von miR-

67



200b mit der Frage, ob in Prostatakarzinomzellen eine Hochregulation von
miR-200b eine Proliferationsinhibition bewirkt.

Dafur wurden in vitro Proliferationsassays mit drei verschiedenen
Prostatakarzinomzelllinien (LNCaP, PC3, RWPE) durchgefihrt.

Es zeigte sich erwartungsgemalf sowohl in den untransfizierten Kontroll-Zellen
als auch in den transfizierten Zellen ein konstantes Wachstum, angezeigt durch
eine Zunahme der Zellen im Vergleich zum jeweilig vorherigen Messtag. Eine
miR-200b Uberexpression verursachte in allen drei Zelllinien eine signifikant
geringere Anzahl an vitalen Zellen an Tag 4,7 & 8 nach Transfektion im Vergleich
zu den Kontrollen.

Somit bewirkt miR-200b eine Proliferationsinhibition in allen untersuchten
Zelllinien.

Eine erganzende Untersuchung, die das angewandte Testverfahren nicht
abbildet, ist die Analyse des apoptotischen Zelltodes. Eine Aussage hinsichtlich
des apoptotischen Verhaltens der mit miR-200b behandelten Zellen ware
dahingehend von Interesse, da es Hinweise gibt, dass miR-200b zumindest im
Gliom und Brustkrebs eine wichtige Rolle im Zusammenhang mit Apoptose spielt
(140, 141, 144).

Die Frage, ob die beobachtete Zellabnahme in miR-200b tberexprimierenden
Prostatakarzinom Zellen zumindest teilweise auf eine verstarkte Induktion
apoptotischer Signalwege zurtickzuftihren ist, kann somit zurzeit nicht eindeutig
beantwortet werden.

Eine Proliferationsinhibition durch miR-200b im Prostatakarzinom berichten auch
weitere Studien (128, 129, 133, 155). Diese zeigen beispielsweise darlber
hinaus den Einfluss auf EMT und die Beeinflussung der Angiogenese (129).
Zudem bewirkt miR-200b auch bei weiteren malignen Neoplasien, wie
beispielsweise beim Gliom (141), beim Mammakarzinom (144), beim
Magenkarzinom (145) oder beim papillaren Schilddriisenkarzinom (154) eine
Proliferationsinhibition.

Diese Beobachtungen und die hier vorliegenden Ergebnisse bestéatigen die Rolle
von miR-200b als Tumorsuppressor. Zum einen weist Prostatakarzinom-Gewebe

eine Herabregulierung von miR-200b im Nativmaterial auf (vgl. 4.1), zum anderen
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bewirkt miR-200b bei Hochregulation in der Zellkultur eine Proliferations-
inhibition.

4.1.3 Reduktion von LC3A/B durch miR-200b als Hinweis auf reduzierte
Autophagie
Als zuséatzliche tumorsuppressive Funktion wurde die Induktion von Autophagie
in miR-200b transfizierten Zellen analysiert. Dafur wurde die Veranderung von
LC3A/B in drei Prostatakarzinomzelllinien nach Transfektion mit miR-200b
untersucht, da die Expression dieses Proteins einen Hinweis auf die Regulation
von Autophagie gibt (62).
Es zeigte sich eine deutliche Abnahme beider Isoformen LC3A/B | und Il bei mit
miR-200b transfizierten Zellen, wobei auch der Ubergang von der I- in die II-
Isoform verringert scheint, zumindest bei PC3-, evtl. auch bei LNCaP-Zellen.
LC3A/B-II ist ein Marker fir Autophagosomen und Autolysosomen, wobei
LC3A/B-I die zytosolische Form von LC3A/B-II darstellt. Da beide erniedrigt sind,
ist anzunehmen, dass insgesamt weniger Autophagie induziert bzw. gebraucht
wurde. Ein geringerer Ubergang von | in 1l bedeutet, dass mehr zytosolisches
LC3A/B vorliegt und demnach die Autophagie reduziert wurde.
Generell ist anzunehmen, dass eine geringere oder inhibierte Autophagie fur
Karzinomzellen unguinstig ist, vor allem im Hinblick auf zellularen Stress in Form
von Chemotherapie oder im Tumor vorherrschenden nahrstoffarmen,
hypoxischen Bedingungen (62, 77, 83, 156, 157). So weisen Tumorzellen eine
erhohte basale Autophagie auf (79-82).
Interessant im Hinblick auf das Prostatakarzinom sind die Ergebnisse, die
Schweiger et al. (84) zeigten: sie beschrieben eine Inhibition von Lipophagie und
Autophagie durch freie Fettsauren und durch freies Cholesterin. Man kénnte also
davon ausgehen, dass die suppressiven Eigenschaften von miR-200b tber eine
Erhéhung von freiem Cholesterin und freien Fetten durch Hemmung von SOAT1
zu einer Inhibition von Autophagie fuhren.
Zur Bestatigung der Ergebnisse im Hinblick auf miR-200b gibt es Hinweise, dass

im Lungenkrebs und im Brustkrebs miR-200b Autophagie reduzierte (158, 159).
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Wie in der Einleitung (vgl. 1.6) beschrieben, ist Autophagie jedoch ein komplexer
Prozess. Bei der Interpretation von LC3A/B Proteinkonzentrationen sollte
deswegen beachtet werden, dass von einer einzigen Western-Blot-Analyse nicht
darauf geschlossen werden kann, dass Zellen im Gesamten einen geringeren
Autophagiefluss aufweisen. Die Daten dieser Arbeit kann man nur dahingehend
interpretieren, dass zu dem untersuchten Zeitpunkt mit Transfektion von miR-
200b weniger LC3A/B I/l vorhanden war als ohne Transfektion. Das kann
aufgrund einer Verstarkung des Flusses und einem erhdhten Umsatz von
LC3A/B Il der Fall sein oder aber aufgrund einer inhibierten oder herabregulierten
Autophagie.

Auf Grundlage der weiteren Ergebnisse und der Rolle von miR-200b als
Tumorsuppressor ist es durchaus naheliegend, dass der gesamte Autophagie-
fluss in den Zellen reduziert war. Um dies allerdings zu bestatigen, sind weitere
Untersuchungen nétig, zum Beispiel eine elektronenmikroskopische Unter-
suchung oder eine Tandem mRFP/mCherry-GFP Fluoreszenzmikroskopie, bei
welcher verschiede Schritte der Autophagie einzeln nachverfolgt werden kénnen
(53).

Was es auch noch weiter zu analysieren gilt, ist die Frage, ob miR-200b LC3A/B
direkt hemmt und somit LC3A/B eine Zielstruktur von miR-200b darstellt, oder ob
miR-200b indirekt Einfluss nimmit.

4.2  Zielstrukturen von miR-200b in Prostatakarzinomzellen

In der unter 4.1 aufgefuhrten Tabelle ist auffallig, dass miR-200b in vielen
verschiedenen Tumorentitaten differentiell exprimiert ist und die meisten Tumor-
entitdten epitheloide Zellen sind, z.B. Blasenkarzinom, Mammakarzinom, Naso-
pharynxkarzinom, Bronchialkarzinom und nicht zuletzt Prostatakarzinom.
Zusatzlich dazu konnten Mitchell et al. (160) zeigen, dass Stromazellen der
Prostata deutlich weniger miR-200b als Prostataepithelzellen exprimieren.

Das konnte ein Hinweis sein, dass miR-200b vor allem bei epitheloiden
Karzinomen eine entscheidende Rolle spielt, da diese miR-200b starker
exprimieren und durch eine Suppression Vorteile ziehen kénnten. Insbesondere
da miR-200b Uber ZEB1 und ZEB2 (129) ein Regulator von EMT ist, also von
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einem Prozess, bei welchem eine Transformation von einer epithelial
differenzierten Zelle zu einer mesenchymal differenzierteren Zelle stattfindet
(117, 161). Dies ist ein entscheidender Schritt zur Metastasierung (117, 129,
161). Aber auch beim Glioblastom (ein nicht-epitheloides Karzinom) zeigt
miR-200b Uber andere Wirkmechanismen als tber die Inhibition von EMT eine
Proliferationshemmung und tumorsuppressive Eigenschaften (140, 141).
MiR-200b fuhrt hier zu einer Hemmung von RAB21, RAB23, RAB18 und RAB3B.
Die RAB-Proteine fihren zu einem schnellerem Fortschreiten und zu einer
schlechteren Prognose des Glioblastoms (140). Zudem hemmt miR-200b das
Onkogen ,cAMP responsive element-binding protein 1 (CREB1) (141).
Demnach gibt es weitere Wirkmechanismen von miR-200b, welche nicht mit EMT
im Zusammenhang stehen.

Die Ergebnisse zur Autophagie legen einen méglichen Zusammenhang mit dem
Fett-/Cholesterinstoffwechsel nahe. Bei der Suche nach moglichen Zielgenen
von miR-200b Uber TargetScan ergab sich ein in diesen Zusammenhang
relevantes Gen, das Enzym SOAT1.

Zusatzlich wurde in meiner Arbeitsgruppe eine direkte Interaktion von miR-200b
mit definierten Sequenzen im 3'-untranslatierten Bereich (=3‘UTR) von SOAT1

mithilfe eines Luciferase Assays nachgewiesen.

4.2.1 SOAT1 als Zielstruktur von miR-200b

Um SOAT1 molekular als neues Zielgen von miR-200b zu definieren, wurde die
Expression von SOAT1 in miR-200b uberexprimierenden Prostatakarzinom-
Zellen auf RNA- und Protein-Ebene untersucht.

Bei einer Uberexpression von miR-200b ist die mRNA von SOAT1 in
LNCaP-Zellen verringert und es kommt in LNCaP-, PC3- und RWPE-Zellen zu
einer Verringerung der Proteinkonzentration.

Demnach scheint SOAT1 ein Target von miR-200b zu sein, da die Expression
von SOATL1 auf posttranskriptioneller Ebene durch miR-200b reguliert wird.

Eine Hemmung von SOAT1 durch miR-200b kann verschiedene Aspekte der
tumorsuppressiven Wirkung von miR-200b erklaren (162). Um den Wirkungs-

mechanismus rund um SOAT1 und miR-200b zu veranschaulichen, wird im
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Folgendem nochmal auf die Wirkungen von SOAT1 allgemein, jedoch
insbesondere auch auf die differentiell regulierte Aktivitdt im Prostatakarzinom
eingegangen.

SOATL1 ist ein Schlisselenzym fir die Veresterung von Cholesterin. Um die Fett-
Loslichkeit des Cholesterins zu erhdhen, spielt die Veresterung von Cholesterin
eine wichtige Rolle. Verestert ist Cholesterin relativ hydrophob und kann im
hydrophoben Inneren von ,Lipid Droplets® (LDs) gespeichert oder fir den
Transport im Blut auch an Lipoproteine gebunden werden (89). Passend dazu
zeigte die Forschungsgruppe Yue et al. (162), dass im Prostatakarzinom, aber
auch in Prostatakarzinom-Metastasen-Zellen (Lebermetastasen, Lymphknoten-
metastasen, ossdre Metastasen, Lungenmetastasen, Nebennierenmetastasen,
und Weichgewebsmetastasen) viele LDs voll mit Cholesterinestern zu finden
waren. Die Autoren beschreiben in einem Modell einen im Prostatakarzinom
entstehenden Kreislauf. In dieser Arbeit ist dieser Kreislauf durch miR-200b als
Inhibitor von SOAT1 und durch die Ergebnisse hinsichtlich Autophagie erganzt
worden. Durch Herabregulierung von miR-200b ist die Expression von SOAT1
erhoht und es wird mehr Cholesterin verestert und in LDs im Zytosol der Zelle
gespeichert. Infolgedessen kann mehr Cholesterin und damit auch mehr
essenzielle Fette aufgenommen werden und es fallt weniger toxisches, freies
Cholesterin im Zytosol der Zelle an. Zudem fuhren die cholesterinreichen LDs zu
einer Aktivierung der onkogenen PI3K-Signalkaskade, was wiederum eine
Proliferationsférderung (vgl. auch Abb. 24) zur Folge hat. Zusatzlich kann in
Hochrisikokarzinomen mit typischem PTEN Verlust die PI3K-Signalkaskade
unter Umgehung des dadurch anfallenden freien Cholesterins aktiv gehalten
werden, da das freie Cholesterin durch die Aktivitdt von SOAT1 verestert wird.

Somit nimmt SOAT1 im Prostatakarzinom eine onkogene Funktion ein.
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Abb. 24: Modell eines Regulationskreislaufs um SOAT1, miR-200b und Cholesterin im

Prostatakarzinom.

-+ (rote Pfeile, spitz): Auswirkungen der Herabregulierung von miR-200b im
Prostatakarzinom

— (blaue Pfeile, spitz): Aktivierung der folgenden Struktur

—+¢ (blaue Pfeile, stumpf): Hemmung der folgenden Struktur

Quelle: Eigene Darstellung

Eine Herabregulation von miR-200b kénnte also Uber SOATL1 eine zentrale Rolle
in Bezug auf einen weiteren ,hallmark of cancer® einnehmen: Der Fahigkeit, den
Metabolismus an die gesteigerte Proliferation und Aktivitat der Zellen
anzupassen (162).

Zudem kann man in Abb. 24 sehen, dass andersherum Uber eine erniedrigte
SOAT1 Aktivitat und entsprechend mehr freiem Cholesterin Autophagie inhibiert
wird. Im Lungenkrebs und im Brustkrebs zeigt sich tbereinstimmend dazu durch
eine erhohte Aktivitat von miR-200b eine reduzierte Autophagie (158, 159). Dies
ist unter anderem Uber die von miR-200b vermittelte, Hemmung von SOAT1 zu
erklaren und unterstutzt wiederum das vorliegende Ergebnis, dass SOAT1 ein
Zielgen von miR-200b ist und dass miR-200b Autophagie reduziert.

Einen Zusammenhang zwischen miR-200b und den Lipidstoffwechsel-
regulierenden Enzymen SOAT1, HMGCS2 (3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA
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Synthase 2) und OLR1 (Oxidized Low-density Lipoprotein Rezeptor 1) im
Gastrointestinaltrakt konnten auch Ruiz-Rosos et al. (163) zeigen. In dieser
Studie ist allerdings keine direkte Interaktion zwischen miR-200b und SOAT1
bewiesen worden. Sie zeigten jedoch, dass SOATL1 ein von miRNAs reguliertes
Enzym des Fettstoffwechsels darstellt, und identifizierten verschiedene miRNAs,
welche in Zusammenhang mit eben diesem stehen kénnten (miR-31-5p, miR-
99b-5p, miR-200a-5p, miR-200b-5p und miR-425-5p) (163).

Dass SOAT1 ein Onkogen ist, wird zudem durch die, in weiteren Studien gezeigte
Uberexpression von SOAT1 im Prostatakarzinom, aber auch durch die
Uberexpression von SOAT1 im Ovarialkarzinom, Mammakarzinom, Lungen-
karzinom, hepatozellularen Karzinom und Pankreaskarzinom (41, 82, 164-167)
unterstitzt. AuBerdem zeigt SOAT1 eine proliferationsférdernde Wirkung im
Prostatakarzinom, aber auch in anderen Karzinomen (36, 40, 162, 164, 167,
168).

Um die Bedeutung der von miR-200b vermittelten SOAT1 Regulation fir die
Entstehung von malignen Neoplasien weiter zu untersuchen, sind
Untersuchungen in weiterfihrenden Experimenten nétig. So konnte
beispielsweise durch Analyse der Veranderung weiterer durch SOAT1
beeinflussten Strukturen (freies Cholesterin, PI3K-Signalweg, PTEN) die Aus-
wirkung von miR-200b und den Zusammenhang zu SOAT1 untersuchen.
Interessant ware auch die Analyse der SOATI1-Expression in primaren
Tumorpréaparaten aus einem madglichst umfangreichen Prostatakarzinom-
Kollektiv. Mit Hilfe dieser Analyse kdnnte man eine Korrelation der Expression
von miR-200b und SOAT1 durchfihren und zudem eine mdgliche Rolle von
SOAT1 als Verlaufsparameter darstellen.

Zudem waren weiterfihrende Analysen von SREBP1 sinnvoll. In der hier
vorliegenden Arbeit ist keine signifikante Regulation von SREBP1 durch miR-
200b nachgewiesen worden, es zeigte sich jedoch bei einzelnen qRT-PCR
Zellversuchen eine verringerte Expression von SREBP1 nach Uberexpression
von miR-200b. Insbesondere im Hinblick auf das oben beschriebene Modell
konnten zukinftige Analysen die Rolle von SREBP1 weiter einordnen und die

Zusammenhange im Detail klaren.
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Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass SOAT1 eine Zielstruktur von
miR-200b ist, dass die tumorsuppressive Funktion von miR-200b zumindest
teilweise tUber die Hemmung des Onkogens SOAT1 erklarbar ist, und dass eine
Herabregulierung von miR-200b insbesondere in Hochrisikokarzinomen mit

PTEN Verlust einen entscheidenden Proliferationsfaktor darstellt.

4.3 Das Enzym SOAT1 als Therapieziel im Prostatakarzinom

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass SOAT1 eine Zielstruktur von
miR-200b darstellt und dass miR-200b ein  Tumorsuppressor im
Prostatakarzinom ist. Da die Inhibition des Enzyms SOAT1 bereits durch die
Entwicklung von spezifischen Inhibitoren fir die Therapie verschiedener
Erkrankungen (Hypercholesterindmie, Arteriosklerose) etabliert ist, stellte sich
die Frage, inwieweit eine Regulation der SOAT1-Aktivitdt auch fir die
Behandlung von Prostatakarzinom-Erkrankten von Bedeutung sein konnte. Um
dieser Frage nachzugehen, wurden Prostatakarzinom-Zelllinien mit zwei
unterschiedlichen SOAT1-Inhibitoren behandelt.

4.3.1 Proliferationsinhibition von Prostatakarzinomzellen durch SOAT1-
Inhibitoren

Zunachst wurde Uberprift, ob es bei Behandlung mit SOAT1-Inhibitoren in vitro
zu einer Proliferationsinhibition kommt. Es wurden zwei Prostatakarzinom-
Zelllinien (LNCaP und PC3) und die nicht-maligne Prostatazelllinie RWPE
verwendet, um einen Vergleich zwischen in vitro kultivierten Karzinomzellen und
einer nicht-malignen, aber transformierten Prostata-Zelllinie darstellen zu
kénnen.

LNCaP-, PC3- und RWPE-Zellen zeigten in den MTS-Assays eine signifikante
Proliferationsinhibition bei Behandlung mit Mitotane und PD132301-2.
Allerdings waren die Zelllinien in ihrer Sensitivitat fur Mitotane und fur
PD132301-2 unterschiedlich. Die hdchste Sensitivitat zeigten die nichtmalignen
RWPE-Zellen. Am wenigsten sensitiv auf die SOAT1-Inhibition erwies sich die
aggressivste PC3-Zelllinie - jene Zellen, welche laut einer Studie von Yue et al.
(162) ein sehr hohes Cholesterinester-Level aufwiesen. Nun koénnte man

mutmalfien, dass hohere Cholesterinester-Level auch eine hdhere Aktivitat und
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Konzentration von SOAT1 bendtigen und damit eine h6here Menge an Inhibitor
von Noten ist. Zudem ist interessant, dass sich PC3-Zellen durch miR-200b
vergleichsweise am starksten inhibieren lieBen. Das konnte bedeuten, dass
diese Zellen starker auf eine Herabregulation von miR-200b angewiesen sind,
mutmallich um den hohen Bedarf an, bzw. das verstarkte Anfallen von
Cholesterin oder weiteren Fetten decken zu kénnen und diesen Bedarf mittels
einer verstarkten Aktivitdt von SOAT1 auf einem hohen Niveau halten zu kdnnen.
Auf der anderen Seite berichten Krycer et al. (169) bei PC3-Zellen eine erhéhte
basale SREBP2 Aktivitdt, wodurch die Zellen eine geringere Empfindlichkeit
gegenuber verringertem Cholesterin haben. Dies kdnnte also ebenfalls die
geringe Sensibilitdt von PC3-Zellen gegeniber SOAT1-Inhibition erklaren.

Die hohe Sensitivitat der RWPE-Zellen ist jedoch als kritisch zu beurteilen, falls
SOAT1-Inhibitoren als Therapeutika in der Therapie des Prostatakarzinoms
benutzt werden sollten. Weder Mitotane noch PD132301-2 eignen sich demnach
als Therapeutikum, wenn bei der gleichen Konzentration von Inhibitor
nicht-maligne Zellen bereits eine Hemmung ihrer Proliferation zeigen, wahrend
diese Konzentration bei Prostatazelllinien (PC3 und LNCaP) noch keinen Effekt
bewirkt.

Diese Daten weisen daher auf eine hohe Resistenz der Prostatakarzinom-Zellen
gegenuber den Effekten der Inhibitoren hin. Es ist jedoch auch zu beachten, dass
RWPE-Zellen im Modell keine Karzinomzellen darstellen, dennoch aber fur die
Zellkultur transformierte Zellen sind.

Insgesamt lasst sich festhalten, dass durch die SOAT1-Hemmung, mittels
unterschiedlicher Konzentrationen der eingesetzten Inhibitoren, eine Prolifer-

ationsinhibition in allen drei Zelllinien zu beobachten ist.

4.3.2 Synergistische Effekte durch miR-200b und Mitotane oder
PD132301-2 im Prostatakarzinom

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich bereits, dass SOAT1 ein Target von

mMiR-200b ist und miR-200b die Expression von SOATL1 reguliert. Unter der

Pramisse, dass eine Korrelation zwischen der Expression von SOAT1 und der

Sensitivitat fur SOAT1-Inhibitoren vorhanden ist, konnte die Expression von
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miR-200b in Zellen ebenfalls einen Einfluss auf die Sensitivitat gegenuber
SOAT1-Inhibitoren ausuben.

Demnach konnte durch Uberexpression von miR-200b eine Sensibilisierung fiir
SOAT1-Inhibitoren erreicht werden, da in diesen Zellen eine hohe Expression
von SOAT1 vorhanden sein sollte. Das zu untersuchen, war das Ziel der
durchgefiihrten MTS-Assays.

Die Karzinom-Zelllinien LNCaP und PC3 lieRen sich durch miR-200b fir
PD132301-2 und Mitotane sensibilisieren, wahrend sich die nicht-malignen
RWPE-Zellen durch miR-200b weder fir Mitotane noch fur PD132301-2
sensibilisieren lief3en.

Damit bestétigt sich zum einen SOAT1 als Zielstruktur von miR-200b. Zum
anderem konnten aggressivere Karzinome mit einer niedrigen miR-
200b-Expression mithilfe von miR-200b fir den Einsatz von spezifischeren
SOAT1-Inhibitoren sensibilisiert werden, insbesondere da sich bei den nicht-
malignen RWPE-Zellen keine Sensibilisierung nachweisen liel3.

Bei PC3-Zellen ist eine starkere Inhibition durch miR-200b als durch Mitotane zu
beobachten, womit Mitotane das synergistische Agens zu miR-200b ware.
Insgesamt muss hinsichtlich der Experimente mit Mitotane jedoch beachtet
werden, dass Mitotane ein unspezifischer Inhibitor ist und neben einer Inhibition
von SOATL1 zusatzliche Effekte von Mitotane mdglich und wahrscheinlich sind.
Zudem lie3en sich PC3-Zellen wiederum durch den spezifischen SOAT1-In-
hibitor PD132301-2 starker als durch miR-200b inhibieren. Somit konnten die
Ergebnisse bezlglich der Mitotane-Wirkung in PC3-Zellen auch durch zu-
satzliche, SOAT1-unabhangige Wirkungen erklarbar sein. Diese Mdglichkeit
sollte in weiteren Studien aufgearbeitet und geklart werden.

Bei der Interpretation der vorliegenden Ergebnisse sollte beachtet werden, dass
die Ergebnisse der Versuche mit PD132301-2 hohe Standardabweichungen
aufweisen. Dieser Umstand limitiert die Verlasslichkeit der Ergebnisse und deren
Interpretation. Deswegen bedarf es zusatzlicher Experimente, welche die
synergistischen Effekte bzgl. PD132301-2 validieren und erganzen.

Insgesamt lasst sich dennoch festhalten, dass miR-200b Prostatakarzinomzellen

in vitro fUr spezifische und unspezifische SOAT1-Inhibitoren sensibilisiert.
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4.4 MiR-200b als prognostischer Marker im Prostatakarzinom

Wie in der vorliegenden Arbeit und auch in anderen Studien gezeigt spielt
miR-200b als Tumorsuppressor eine wichtige Rolle in der Genese von
Karzinomen, insbesondere auch im Prostatakarzinom.

Diese Tumorentitat ist eine der haufigsten malignen Neoplasien im Mann, doch
in ihrer Dignitat sehr unterschiedlich (170). Das fordert von der klinischen
Diagnostik Parameter, welche den Verlauf gut abbilden kbnnen, um daran die
Therapie optimal anpassen zu kdnnen. Daher werden neuartige und klinisch
robuste Prognose-Marker bendtigt. Einer der mdglichen Grinde warum solche
Marker nur sehr schwer zu detektieren sind, liegt an den geringen Fallzahlen von
Erkrankten mit aggressiven Karzinomen in den vorhandenen bzw. benutzten
Prostatakarzinom-Kollektiven.

Fir die vorliegende Arbeit wurden daher die Analysen an einem bereits fur
andere Publikationen verwendeten Hochrisiko-Prostatakarzinom Kollektiv mit
einer hohen Anzahl von aggressiv verlaufenden Karzinomen durchgefthrt, um
retrospektiv auf die Vorhersagbarkeit von biochemischem Progress, klinischem
Progress und krebsassoziiertem Tod durch die miR-200b-Expression schliel3en
zu konnen (171-174). Das Ziel war, erste Hinweise zu liefern, ob miR-200b als
molekularer, prognostischer Marker dienen kann, um in Zukunft prospektive
Aussagen treffen zu kénnen.

Zunachst zeigte sich, dass miR-200b bei Erkrankten mit klinischem Progress,
biochemischem Progress und krebsassoziiertem Tod signifikant niedriger
exprimiert war als bei Erkrankten, die diesen Verlauf nicht aufwiesen. Die
anschieRend durchgefiihrte multivariate Analyse zeigte, dass mithilfe von
mMiR-200b in Kombination mit dem Gleason-Score ein biochemischer Progress
besser vorherzusagen war als mithilfe der Einzelwerte (miR-200b, Gleason-
score, PSA, Alter, pT-Stadium) oder einer Kombination aller im Modell
verwendeten Testparameter.

Somit zeigte sich in diesem Hochrisiko-Prostatakarzinom Kollektiv die miR-200b-
Expression als ein gutes Mittel, um prognostisch relevante Entwicklungen ab-
bilden zu kdnnen, da prognostisch schlechter verlaufende Karzinome mit grofRer

Wahrscheinlichkeit eine niedrigere Expression aufweisen.
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Dass miR-200b als prognostischer Parameter fur verschiedene Tumorentitaten
geeignet sein konnte, wurde bereits von verschiedenen Studien zu ver-
schiedenen Karzinomen (Magenkarzinom (145), Ovarialkarzinom (175), Mam-
makarzinom (144)) berichtet.

Die hier vorliegenden und andere, bereits publizierte Daten hinsichtlich der
Expression im Prostatakarzinom selbst zeigen meist ebenfalls eine Herab-
regulation von miR-200b (101, 128, 155, 176), wobei zu beachten ist, in welchem
Stadium sich das Karzinom befindet.

Katz et al. (176) beispielsweise beschreiben insgesamt eine Uberexpression von
miR-200b in ihrem Kollektiv, welches aber zu 43% aus pT2 Stadien bestand.
Weiterhin zeigen sie, dass es im Stadium pT3 oder bei einem GS = 8 zu einer
Unterexpression kommt. Einige Studien untersuchten auch eine Korrelation zu
klinischen Parametern, jedoch gab es bislang keine Studie, welche eine
multivariate Analyse einschloss.

Umso interessanter sind demnach die vorgestellten Ergebnisse, welche jedoch
zur Bestatigung nochmals mithilfe eines zweiten, unabhangigen Kollektivs
validiert werden sollten.

Eine weitere Perspektive wére die Uberlegung, ob auch prospektiv die Prognose
anhand der miR-200b-Expression vorausgesagt werden kann, da im Rahmen der
hier vorliegenden Arbeit nur retrospektive Testmodelle durchgefiihrt wurden.
Eine solche Studie wirde letztlich darstellen kdnnen, inwieweit miR-200b als

prognostischer Marker in der klinischen Anwendung geeignet sein kdnnte.
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5 Zusammenfassung

Eine der grof3ten Herausforderungen fir die Behandlung des Prostatakarzinoms
ist dessen Heterogenitat. Es fehlen klinisch stabile Biomarker, die das individuelle
Risiko einer Progression bestimmen kdnnen. Ein wichtiger Schritt fur die
Etablierung spezifischer Diagnostika, Prognostika und Therapeutika ist ein gutes
Verstandnis der Molekularpathologie und der Pathogenese des Prostata-
karzinoms. Ziel dieser Arbeit war es die Funktion von miR-200b als potenziellen
prognostischen Biomarker fur das Prostatakarzinom zu analysieren, die
molekulare Funktion von miR-200b zu ermitteln und miR-200b als
Tumorsuppressor des Prostatakarzinoms zu untersuchen.

Um die Expression von miR-200b in Prostatakarzinom Nativmaterial zu
Uberprifen wurden Expressionsanalysen in zwei unabh&ngigen Kollektiven
durchgefuihrt. Dabei zeigte sich in beiden Prostatakarzinomkollektiven eine
signifikante  Herabregulierung von miR-200b, sodass miR-200b eine
tumorsuppressive Funktion im PCa einzunehmen scheint.

In dem verwendeten Hochrisiko-Kollektiv erwies sich miR 200b zudem in uni- und
multivariaten Analysen in einem retrospektiven Versuchsansatz als geeigneter
Marker zur Abschatzung der Prognose des Prostatakarzinoms.

Mittels in vitro Experimenten konnten tumorsuppressive Funktionen von
miR-200b bestatigt werden, da miR-200b-lberexprimierende Prostatakarzi-
nom-Zelllinien eine geringere Proliferation und eine geringere Autophagie
zeigten.

Zusatzlich konnte auf funktioneller Ebene, SOAT1 als Zielgen von miR-200b
definiert werden. Somit wurde ein neuartiger molekularer Wirkmechanismus von
miR-200b nachgewiesen, der zumindest teilweise die tumorsuppressive Funktion
von miR-200b im PCa erklaren kann.

Die funktionelle Bedeutung der miR-200b vermittelten Regulation der SOAT1
Expression konnte in weiteren Experimenten bestatigt werden, indem eine
Sensitivierung gegenuber der antiproliferativen Wirkung von SOATL1 Inhibitoren
in MiR-200b Uberexprimierenden Prostatakarzinom-Zellen beobachtet werden

konnte.
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Mit diesen Ergebnissen konnte ein Model entwickelt werden, welches einen
maoglichen Erklarungsansatz der Bedeutung, der von miR-200b vermittelten
SOAT1 Regulation fur den Fettstoffwechsel des Prostatakarzinoms liefern
konnte.

Die in dieser Arbeit aufgezeigten Hinweise der molekularen Funktion von
miR-200b im Prostatakarzinom koénnten dazu beitragen den dysregulierten
Fettstoffwechsel im Prostatakarzinomzellen besser zu verstehen und in Zukunft
womoglich therapeutisch nutzen zu kénnen.

Die prognostische Aussagekraft von miR-200b als molekularer Marker fir das
Prostatakarzinom ist vielversprechend und konnte zukinftig eine sinnvolle
molekularpathologische Erganzung der bisher verwendeten, klinischen Marker
(bspw. PSA; Gleason Score) sein. Weitere Forschung muss Aufschluss dartber
geben, ob miR-200b als klinisch verlasslicher, prognostischer Marker fungieren
kann, um eine individualisierte Behandlung von Prostatakarzinom-Patienten

zuklnftig optimieren zu kénnen.
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Appendix

|. Supplement

[.1.Schema zur TNM-/pTNM-Klassifikation [UICC 2017], 7. Auflage

Tabelle 6: TNM/pTNM Klassifikation des Prostatakarzinoms

Quelle: S1-_Leitlinie_Prostatakarzinom_2017.(177)

Primartumor TNM  pTNM

Primartumor kann nicht beurteilt werden TX pTX
Kein Anhalt fir Primartumor TO pTO
Klinisch nicht erkennbarer Tumor, weder tastbar noch in bildgebenden Verfahren da T1

Tumor zufélligen histologischen Befunds (Incidental carcinoma) in 5% oder weniger Tla
des resezierten Gewebes

Tumor zufélligen histologischen Befunds (Incidental carcinoma) in mehr als 5% des T1b
resezierten Gewebes

Tumor durch Nadelbiopsie diagnostiziert (z. B. wegen erhohtem PSA) Tlc

Tumor begrenzt auf Prostata T2 pT2
Tumor befallt die Halfte eines Lappens oder weniger T2a pT2a
Tumor befallt mehr als die Halfte eines Lappens T2b  pT2b
Tumor in beiden Lappen T2c pT2c
Tumor durchbricht die Prostatakapsel T3 pT3

Extrakapsulare  Ausbreitung  (einseitig oder beidseitig) eingeschlossen T3a pT3a
mikroskopischer Infiltration des Blasenhalses

Tumor infiltriert Samenblasen T3b pT3b
Tumor ist fixiert oder infiltriert andere Strukturen als Samenblasen, z. B. Sphincter T4 pT4
externus, Rektum und/oder Levatormuskel und/oder ist an Beckenwand fixiert

Regiondre Lymphknoten ]

Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden NX pNX
Keine regiondren Lymphknotenmetastasen NO pNO
Regionare Lymphknotenmetastasen N1 pN1
(Fernmetastasen | |
Keine Fernmetastasen MO pMO
Fernmetastasen M1 pM1
Metastasen nur in nicht regionaren Lymphknoten Mla pMila
Metastasen in Knochen Mib pMlb
Fernmetastasen in anderen Lokalisationen Mlc pMlc

[.2.Bonferroni-korrigierte Post Hoc Tests der miR-200b-Expression der

unterschiedlichen Gleason-Scores

Tabelle 7: Post hoc Test je nach Gleason Score oder Kontrolle verglichen mit der miR-

200b-Expression

3+3 vgl. 3+3 vgl. 3+3 vgl. 3+3 vgl. 3+4 vgl.
3+4 443 4+4 5+4/5+5 443

Freiheitsgrade (df) 37,000 4,000 48,000 43,000 37,000
P(T<=t) zweiseitig 0,897 0,341 0,759 0,458 0,537

Kritischer t-Wert bei zweiseitigem t-Test 2,026 2,776 2,011 2,017 2,026




3+4 vgl. 3+4 vgl. 4+3 vgl. 4+3 vgl. 4+4 vgl.
I i - e A
81,000 76,000 48,000 43,000 87,000
[ tstatistk ~ |EREE 2,590 0,019 0,506 1,463

P(T<=t) zweiseitig 0,234 0,011 0,985 0,616 0,147

1,990 1,992 2,011 2,017 1,988

| e i Lo | omie oot
Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle | Kontrolle

12,000 45,000 12,000 56,000 51,000

[tstatistk ~ [ENEW -4,096 -4,862 -3,196 -3,627

0,002 0,000 0,000 0,002 0,001

2,179 2,014 2,179 2,003 2,008

[.3.Mann-Whitney Tabelle

nl\rI2 2 3 4 5 6 7 10 11 12 13 14
o o0 1 1 1

9 16 17 18 19 20
1]

2 3 3

4

7

8 15

2 ] 1

3 0/ 1 1 2 > 6 6 7 7

4 o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 11 12 13 14
5 o 1 2 3 5 6 8 9 11 12 13 |14 15 17 18 19 20
5] 1 2 3 5 6 8 10 11 13 14 16 1y 19 21 22 24 25 27
7 1 3 5 6 & 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34
8 0o 2 4 6 B8 10 13|15 17 195 22 24 26 29 31 34 36 38 41
9 o 2 4 7 10 12 15 17 20 23 26 28 31 34 37 39 42 45 48
0|0 3 5 8 11 14 17 20 23 26 29 33 36 39 42 45 43 52 35
11 (0 3 6 9 13 16 195 23 26 30 33 37 40 44 47 51 55 58 62
12 1 4 7 11 14 18 22 206 29 33 37 41 45 49 533 57 61 65 69
13 1 4 B8 12 16 20 24 28 33 37 41 45 50 54 59 63 67 72 76
14 1 5 9 13 17 22 26 31 36 40 45 50 55 59 64 69 74 V8 B3
15 1 5 10 14 19 24 29 34 3% 44 43 54 59 64 70 75 80 85 90
16 1 &6 11 15 21 26 31 37 42 47 53 59 64 70 75 Bl B6 92 98
17 2 6 11 17 22 28 34 39 45 51 57 63 69 75 Bl 87 93 93 105
18 2 7 12 18 24 30 36 42 48 55 61 67 74 B0 B6 93 99 106 112
13 2 7 13 195 25 32 38 45 52 38 65 72 78 8> 92 99 106 113 115
20 2 8 14 20 27 34 41 48 55 62 69 76 83 90 98 105 112 119 127
21 3 15 22 29 36 43 50 58 65 73 80 88 96 103 111 119 126 134
22 3 16 23 30 38 45 53 61 69 77 85 93 101 109 117 125 133 141
23 3 9 17 24 32 40 48 56 64 73 81 89 93 106 115 123 132 140 149
24 3 10 17 25 33 42 50 59 67 76 85 94 102 111 120 129 138 147 156
25 3 10 18 27 35 44 53 62 71 80 89 98 107 117 126 135 145 154 163
26 | 4 11 19 28 37 46 55 64 74 83 93 102 112 122 132 141 151 161 171
27 |4 11 20 29 38 48 57 67 77 87 97 107 117 127 137 147 158 168 178
28 |4 12 21 30 40 50 60 7O 80 90 101 111 122 132 143 154 164 175 186
29 |4 13 22 32 42 52 62 73 83 %4 105 116 127 138 149 160 171 182 153
30 | 5 13 23 33 43 54 65 7Jo 87 98 109 120 131 143 154 166 177 183 200
31 | 5 14 24 34 45 56 67 78 90 101 113 125 136 148 160 172 184 156 208
32 |5 14 24 35 46 58 69 81 93 105 117 125 141 153 166 178 150 203 215
33 5 15 25 37 48 60| 72 84 96 108 121 133 146 159 171 184 157 210 222
34 |5 13 26 38 530 62 74 87 99 112 125 138 151 164 177 190 203 217 230
a5 6 16 27 39 51 64 77 B9 103 116 129 142 156 169 183 196 210 224 237
a6 6 16 28 40 533 66 79 92 106 119 133 147 161 174 188 202 216 231 245
a7 6 17 29 41 535 68 81 95 109 123 137 151 165 180 154 209 223 238 252
38 6 17 30 43 536 70 B84 98 112 127 141 156 170 185 200 215 230 245 259
a9 7 18 31 44 558 72 86 101 113 130 145 160 175 190 206 221 236 232 267
40 7 18 31 45 3% 74 89 103 119 134 1459 165 180 196 211 227 243 258 274

Abb. 25: Mann-Whitney Tabelle; kritische Werte; alpha < 0,05, zweiseitig

Quelle: http://www.real-statistics.com/statistics-tables/mann-whitney-table/ Copyright 2020 by real statistics


http://www.real-statistics.com/statistics-tables/mann-whitney-table/

I.4.Zweistichproben t-Test zur Proliferationsinhibition durch die

Uberexpression der miR-200b

Tabelle 8: Zweistichproben t-Test unter der Annahme gleicher Varianzen bei drei
verschiedenen Zelllinien an den jeweiligen Testtagen.

Verglichen wurde immer die relative Reduktion der MTS-Absorption von mit pre miR-200b
transfizierten Zellen mit pre Kontroll Transfizierten Zellen. Es zeigt sich eine statistisch

signifikante Proliferationsinhibition durch die Uberexpression der miR-200b (p<0,01)

4 4 4
estatisik [N 19,44 15,44
0,00 0,00 0,00

Kritischer t-Wert bei zweiseitigem t-Test 2,78 2,78 2,78
PC3 TestanTag4 |TestanTag7 |Testan Tag$8

Freiheitsgrade (df) 4
15,32 58,23 35,54
0,00 0,00 0,00

Kritischer t-Wert bei zweiseitigem t-Test 2,78
RWPE TestanTag4 |TestanTag7 |Testan Tag$8
Freiheitsgrade (df)

P(T<=t) zweiseitig
Kritischer t-Wert bei zweiseitigem t-Test




|.5.Proliferationsinhibition durch Mitotane in LNCaP-, PC3- und
RWPE- Zellen an Tag 8 p.T.

LNCaP Tag 8 p.T PC3 Tag 8 p.T RWPE Tag 8 p.T

1,2 T
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Abb. 26: Proliferationsinhibition durch Mitotane in LNCaP-, PC3- und RWPE-Zellen an Tag
8p.T..

Gezeigt ist der Mittelwert (n=3) der relativen Proliferation in Prozent zu der als 100%
gesetzten MTS-Absorption der permanent wachsenden Kontrollen, beispielhaft an Tag 8
nach Beginn der Kultivierung. Die Zellen wurden jeweils mit unterschiedlichen
Konzentrationen von Mitotane behandelt und es wurde jeweils an Tag 4, 7 und 8 nach
Beginn der Kultivierung ein MTS-Assay durchgefiihrt. Die Fehlerbalken setzen sich aus
der Standardabweichung der drei durchgefihrten, untereinander unabhangigen

Experimente zusammen.



|.6.Proliferationsinhibition durch PD132301-2 in LNCaP-, PC3- und
RWPE-Zellen an Tag 8 p.T.

LNCaP Tag 8 p.T PC3Tag8p.T RWPE Tag 8 p.T
1,2
E . |
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Abb. 27: Proliferationsinhibition durch PD 132301-2 in LNCaP-, PC3- und RWPE-Zellen an
Tag 8 p.T..

Gezeigt ist der Mittelwert (n=3) der relativen Proliferation in Prozent zu der als 100%
gesetzten MTS-Absorption der permanent wachsenden Kontrollen. Die Zellen wurden
jeweils mit unterschiedlichen Konzentrationen von PD132301-2 behandelt und es wurde
jeweils an Tag 4, 7 und 8 p.T. ein MTS-Assay durchgefihrt. Die Fehlerbalken setzen sich
aus der Standardabweichung der drei durchgefiihrten, untereinander unabhéngigen

Experimente zusammen.



Il. Abkurzungsverzeichnis

AIC
Akt

ANOVA
BCP
BCR
BMI-1

BPH
cDNA
Cl
CREB1
cT

Ct

DDD
DGCRS8
DNA
DOPC
DRU
EGF
EMT
ERK
HMGCS2
HR
HRP-Signals
ICso
IKK-B
KAT

KP

LC3

LD

LDL
LNA
LNCaP
mMiRNA
MiR-XXX
MRNA
mTOR
MTS

NF-kB-Signalweg

NLE
NNC
OLR1
PBS
PC3

Akaike information criterion

AKR mouse strain thymoma, entspricht der Proteinkinase
B (PKB)

analysis of variance (Varianzanalyse)
biochemsicher Progress

biochemischer Progress

B cell-specific Moloney murine leukemia virus integration
site

benigne Prostatahyperplasie
complementary/komplementare DNA
Konfidenzintervall

cAMP responsive element-binding protein 1
clinic TNM, klinische TNM Klassifikation
cycle threshold

Dichlordiphenyldichlorethan

DiGeorge Syndrom critical Region 8
Desoxyribonukleinséaure
1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphocholine
Digital rektale Untersuchung

epidermal groth factor
Epitheliale-Mesenchymale Transition
extracellular signal-regulated kinase
3-Hydroxy-3-Methylglutaryl-CoA Synthase 2
hazard ratio

Horseradish Peroxidase Signal

mittlere inhibitorische Konzentration

Inhibitor of kappa-B kinase subunit beta
krebsassoziierter Tod, krebsassoziierter Tod
klinischer Progress, Klinischer Progress
Microtubule-associated protein 1A/1B-light chain 3
Lipid Droplet

Low Density Lipoprotein

locked nucleic acids

Lymph Node Carcinoma of the Prostate
mikroRNA, Ribonukleinsaure
MikroRNA-XXX

messenger RNA

mechanistic Target of Rapamycin
3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-
2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium, inner salt
nuclear factor-kappa B- Signalweg

Neutral lipid emulsions
Nebennierenrindenkarzinom

Oxidized Low-density Lipoprotein Rezeptor 1
Phosphate buffered saline

Prostate Cancer -3



PCR polymerase chain reaction

PD132301-2 N-phenyl-N‘-(1-phenylcycloalkyl) urea; ATR101

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase

PKA Proteinkinase A

PRKAR2B protein kinase cAMP-dependent type Il regulatory subunit
beta

PSA prostataspezifisches Antigen

pT post transfectionem (nach Transfektion)

RISC RNA-induced silencing Complex

RNA Ribonukleinsaure

RS5 relative survival over 5 years

RT Raumtemperatur

RWPE prostate epithelial transformed by HPV

SDS sodium dodecyl sulfate

SOAT sterol-o-acyltransferase, friher ACAT1

SREBP 1 sterol regulatory element-binding protein

TNM tumor, node, metastasis. Entspricht der Klassifikation nach
UICC. Parfix 'c' steht fur klinisch; Parfix 'p’ fir patologische
Diagnostik

uiCcC Union Internationale Contre le Cancer

ZEB Zinc finger E-box-binding
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