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1 Einleitung

1.1 Das Prostatakarzinom — die Notwendigkeit verlasslicher Biomarker

Die Inzidenz des Prostatakarzinoms ist in den letzten Jahren stetig angestiegen und
erreichte im Jahr 2014 laut den Zahlen des Robert Koch Institutes einen Wert von
70.000 Mannern in Deutschland(1). Damit ist das Prostata-Ca die haufigste
Krebserkrankung bei Mannern in Deutschland. Nach dem Bronchialkarzinom und dem
kolorektalen Karzinom steht das Prostatakarzinom an dritter Stelle der
Krebstodesursachen. Das Risiko flr einen 35-jdhrigen Mann in den né&chsten zehn
Jahren an einem Prostatakarzinom (PCa) zu erkranken liegt unter 0,1%, das eines 75-
jahrigen Mannes hingegen bei 6%. Somit kann von einer mit dem Lebensalter
steigenden Inzidenz ausgegangen werden. Der steigenden Inzidenz gegenubergestellt
bleibt eine Uber die letzten Jahre weitgehende Konstanz der Mortalitat.

Die Diagnostik basiert auf der Bestimmung des PSA-Wertes (Prostataspezifisches
Antigen), der digital rektalen Untersuchung, dem transrektalen Ultraschall sowie der zur
histologischen Sicherung durchgefiihrten Stanzbiopsie. Der Verlauf der Erkrankung ist
sehr heterogen und reicht vom langsam wachsenden Tumor bis zum schnell
metastasierenden, zum Tode fiihrenden Karzinom. Nach der histo-pathologischen
Beurteilung flieBen der PSA-Wert, das Tumorstadium sowie der Gleason Score (ein
Mal fir den Differenzierungsgrad der Karzinomzellen) in die Risikobeurteilung und
damit die Planung des weiteren Procedere ein. In Hinblick auf eine potenzielle
Rezidiventwicklung kdnnen so drei verschiedene Risikogruppen eruiert werden.
Waihrend das sogenannte ,,low-risk* Prostatakarzinom durch einen PSA-Wert < 10
ng/ml und/oder einem Gleason-Score < 6 und/oder ein TNM-Stadium < 2a
charakterisiert ist, wird die Existenz eines Prostatakarzinoms mit hohem Rezidivrisiko
(,,high-risk*) durch einen PSA-Wert > 20 ng/ml und/oder einen Gleason-Score > 8
und/oder eine pT-Kategorie > 3 beschrieben(2). Die Heterogenitdt des Tumors wird
deutlich, wenn man den Verlauf der Erkrankung bei Patienten mit Hochrisiko-PCa
analysiert. Obwohl es sich hierbei um die Gruppe mit dem aggressivsten Progress
handelt, entwickeln nur 30% der Patienten Metastasen und versterben aufgrund der
Erkrankung(3-5). Dies zeigt den Bedarf an neuen prognostischen Markern auf, die eine

bessere Subklassifizierung der jeweiligen Risikogruppen ermdglichen, sodass eine
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Ubertherapie vermieden und die Patienten individuellen Therapiestrategien zugefiihrt

werden kdnnen.

Als Therapiestrategien stehen das sogenannte Watchful waiting oder die Active
Surveillance bei dlteren Patienten im geringen Tumorstadium zur Verflgung (fur
Details s. EAU-Guidelines). Patienten mit aggressiveren Tumoren werden einer
radikalen Prostatektomie oder einer Strahlentherapie unterzogen. Im Falle eines
Progresses kann die Androgendeprivation durchgefiihrt werden. Im Laufe der Zeit
kommt es in der Regel zur Androgenresistenz, sodass trotz medikamentdser
Behandlung ein Progress nicht aufzuhalten ist. Bei zusétzlichen Schmerzen wird die
Chemotherapie (Docetaxel) oder die CYP17A1 Therapie mit Abiraterone durchgefiihrt.

In der vorliegenden Arbeit steht die Evaluation der miR-146b als mdglicher
prognostischer Marker im Vordergrund. In einer Pilotstudie der Forschungsgruppe der
Klinik und Poliklinik fur Urologie des Universitatsklinikums Wurzburg wurde die
microRNA-146b als mdoglicher prognostischer Biomarker im Hochrisiko-PCa
identifiziert. Das Ziel der Arbeit ist es die Expression und Bedeutung dieser microRNA
in zwei weiteren unabhangigen Kollektiven zu untersuchen und ihre Funktion auf

molekularer Ebene zu analysieren.

Biomarker

Zu Beginn der Arbeit soll der Begriff Biomarker genau definiert werden. Die
Biomarkers Definitions Working Group legte folgende Definition fest: Biomarker sind
objektiv gemessene und evaluierte Indikatoren von normalen biologischen Prozessen,
pathologischen Prozessen oder pharmakologischen Reaktionen auf eine therapeutische
Intervention(6). Biomarker sind Indikatoren, die den Verdacht auf ein mogliches
zukunftiges  Ereignis  wie  Karzinomentstehung, Progress, Rezidiv  oder
krankheitsbedingten Tod stellen und somit die Entscheidung des weiteren Procedere

mal3geblich beeinflussen(6).

Man unterscheidet diagnostische, prognostische und pradiktive Marker. Die

prognostischen Marker differenzieren den Endpunkt von Subgruppen mit der VVorgabe,
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dass eine zukinftig geplante Therapie durchgefiihrt oder weggelassen wird. Bei den
pradiktiven Markern ist bereits eine Therapie im Gange und die Wahrscheinlichkeit ftr

einen Benefit oder einen Progress wird anhand des Markers ermittelt (7).

Biomarker konnen jede Art von Parameter sein, angefangen beim Puls, Uber
komplexere chemische Tests bis hin zu laborchemischen Tests von Korperflissigkeiten
oder Gewebe; in den letzten Jahren haben microRNAs an Bedeutung bei der

Biomarkersuche bei Tumoren gewonnen.

microRNAs - ihre Biosynthese und Funktion

Bei den microRNAs (miRNAs) handelt es sich um eine Klasse kleiner nichtkodierender
RNAs, die eine bedeutende Funktion in der Regulation der Genexpression haben(8-10).
Sie beeinflussen das Zellwachstum, die Differenzierung, Apoptose und Proliferation(11,
12). Die Lange dieser kleinen RNA-Molekile betragt ca. 22 Nukleotide(13). Lin-4 war
die erste microRNA, welche 1993 von Lee et al. im Fadenwurm C. elegans entdeckt
wurde(14). Es sind rund 206 Spezien bekannt, die miRNAs exprimieren, allein im
Menschen sind es tber 2.500 miRNAs(12, 15). Ungefahr 1% des menschlichen Genoms

kodiert fiir diese miRNAs, die vermutlich 1/3 aller Protein-Gene regulieren(16).

Primare miRNAs werden zunéchst durch das Enzym RNA Polymerase Il als groliere
Vorladufermolekdile transkribiert. Diese werden im Zellkern mithilfe der Ribonuklease
Drosha und DGCRS8 gespalten. So entsteht die pre-miRNA mit einer Lénge von ca. 65
Nukleotiden(17). In einem weiteren Schritt wird die pre-miRNA durch das zytosolische
Enzym Dicer in eine reife miRNA umgewandelt. Nach Integration dieser reifen miRNA
in den RISC-Komplex (,,RNA-induced silencing complex*) erfolgt eine Bindung an die
3’UTR der Ziel-mRNA, wodurch die regulatorische Funktion eingeleitet wird (s.
Abb.1)(18). Jede microRNA ist so in der Lage die Expression zahlreicher Ziel-mRNAs
zu  reglementieren(19).  Genexpressionregulationen  kénnen auf der  post-
transkriptionalen und der translationalen Ebene stattfinden(20).
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Abbildung 1: Darstellung des microRNA Signalwegs von den Vorstufen zur reifen
microRNA(21)

MiRNAs sind an der Pathogenese von Erkrankungen wie Diabetes mellitus,
rheumatoide Arthritis, Morbus Alzheimer und malignen Tumoren beteiligt(22-25).
Gerade bei letztgenanntem konnen sie sowohl tumorsuppressive Eigenschaften
aufweisen als auch onkogen wirken(20). Die Expression der miRNAs korreliert mit
biologischen Charakteristika des Tumors, wie Progression, Therapieansprechen und
Metastasen. Entsprechend zeigen die miRNAs grofRes Potential als Marker fir
Diagnose, Prognose oder Vorhersage des Krankheitsverlaufs(12). Entsprechend kann
man bei der Suche der Biomarker die Expression der miRNAs mit Endpunkten wie
Progress oder krankheitsspezifische Mortalitat assoziieren. Karzinomabhangige
Expressionsdnderungen konnen im Gewebe und verschiedenen Korperflissigkeiten

(Serum, Urin, etc.) nachgewiesen werden.



1.4 miRNA Expression beim Prostatakarzinom
In den vergangenen Jahren wurde eine Vielzahl von Arbeiten publiziert, in denen
bestimmte miRNA-Profile aufgrund ihrer Expression eine Differenzierung zwischen
benignem und malignem Gewebe oder Korperflissigkeiten ermdglichten(12, 26-33). Da
in der vorliegenden Arbeit mit PCa-Gewebe gearbeitet wurde, wird der aktuelle Stand
der Wissenschaft schwerpunktmaRig die miRNA Expression im Gewebe betreffen,

anstatt die Expression in anderen Korperflissigkeiten:

In Expressionsstudien von Prostatakarzinompatienten prasentierte sich fur die Mehrzahl
der microRNAs oftmals eine starke Suppression im malignen Gewebe im Vergleich
zum benignen, sodass von einer tumorsuppressiven Funktion ausgegangen werden
kann(12). Auch im Expressionsvergleich innerhalb der Karzinomgewebe zeigte sich
haufiger eine Herunterregulation in Gewebeproben von Patienten mit schlechteren
Karzinomeigenschaften (Differenzierungsgrad, klinischer Progress)(12, 20, 26, 27, 34,
35). Zwischen den verschiedenen Studien gibt es kaum Ubereinstimmung in Bezug auf
spezifische miRNA-Expression. Folgende miRs wurden in mehreren Studien als
dereguliert beschrieben, wenn es um den Vergleich von wenig differenziertem Gewebe
oder fortgeschrittener Erkrankung im Vergleich zu besserer Differenzierung oder
lokalisierter Erkrankung ging: miR-21, -145, -205, -221, -222, -373 sowie Mitglieder
der let-7 Familie (20, 34-43).

Bei der Suche nach prognostischen Markern beim Prostatakarzinom bieten sich
Assoziationsanalysen zwischen miRNA-Expression und klinischen Endpunkten wie
biochemischer Progress (BCR) oder klinischer Progress (CF) an, wobei letzteres ein
lokales Voranschreiten der Erkrankung sowie die Metastasierung umfasst. Nur wenige
Publikationen zeigen ein verlassliches Studiendesign mit Auswahl einer geeigneten
Patientenkohorte, die entsprechende Endpunkte bei langem Follow-up aufzeigt
beziehungsweise mit Testung der Ergebnisse an unabhéngigen Kohorten. Die
Uberschneidung gleicher Marker-miRs ist daher sehr gering. Einige Arbeitsgruppen
konnten die vermehrte Expression von miR-30d, miR-96 und die Herabregulation von
miR-224 mit erhohtem Risiko fur BCR in Verbindung bringen (44-46). Einen anderen
Arbeitsansatz wahlte die Arbeitsgruppe um Spahn et al. Die Expressionsanalysen
wurden hier anhand von Gewebeproben von Patienten mit Hochrisiko-PCa
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durchgefihrt. In der multivarianten Analyse prasentierte sich die supprimierte miR-221
als unabhangiger prognostischer Marker fur klinischen Progress; dies konnte in einer
weiteren Arbeit an einer unabhangigen Kohorte bestatigt werden, zusatzlich wurde die
Rolle als unabhédngiger prédiktiver Marker fir karzinom-spezifische Mortalitat
ausgearbeitet(4, 47). Ein weiterer prognostischer Marker ist let-7b dessen Suppression
mit schlechteren Karzinomeigenschaften (erhdhter PSA, GS, pT) assoziiert ist, in einer
unabhéngigen Kohorte konnte let-7b in der multivarianten Analyse als prognostischer

Marker fiir klinischen Progress identifiziert werden(20).

Obwohl viele Studien den zukinftigen klinischen Nutzen der microRNAs betonen,
konnte noch keine Implementierung als Biomarker beim PCa in den klinischen Alltag
erfolgen. Diese Tatsache motiviert an den vielversprechenden Ansdtzen weiter zu

forschen.

Vorarbeiten — Microarray-Analyse an Hochrisiko-PCa

In Voruntersuchungen an Hochrisiko-Prostatakarzinomgewebe in der Klinik und
Poliklinik fir Urologie des Universitatsklinikums Wirzburg wurde miR-146b als
potentieller prognostischer Marker identifiziert. Mittels Microarray-Analyse gelang die
Isolierung von 7 miRNAs (darunter miR-146b) welche signifikante
Expressionsunterschiede zwischen folgenden drei Gewebe-Arten aufwiesen: BPH-
Gewebe, Hochrisiko-PCa Gewebe von Patienten mit klinischem Progress sowie
Hochrisiko-PCa Gewebe ohne klinisches Fortschreiten der Tumorerkrankung (20).
Insgesamt handelte es sich um 19 Gewebeproben (6 BPH, 6 Hochrisiko mit Progress, 7
Hochrisiko ohne Progress). Die initial mittels Microarray-Analyse erhobenen
Expressionsdaten wurden in einem weiteren Versuch mittels gRT-PCR bestatigt. Dabei
dominiert im BPH-Gewebe eine sehr starke Expression von miR-146b im Vergleich
zum malignen Gewebe, was als mogliches Korrelat zur propagierten tumorsuppressiven
Funktion von miR-146b im Prostata-Ca angesehen werden kann. Erstaunlicherweise
war die Expression in der Patientengruppe mit klinisch progressionsfreiem Uberleben
geringer als die der Patienten mit Progress; wobei beide maligne Subgruppen unter der
Expression von miR-146b im BPH Gewebe bleiben. Diese gegensétzliche Expression

war der treibende Impuls die Expression von miR-146b an zwei unabhangigen
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Kollektiven zu prufen sowie eine molekulare Funktionsanalyse der miR-146b in LNCaP

Zellen durchzufiihren.

Rolle von miR-146b — aktueller Wissensstand

Erstmals wurden miR-146a und miR-146b, welche derselben microRNA Familie
angehdren, in der Maus entdeckt. Sie unterscheiden sich bei einer Lange von 22
Nukleotiden in nur 2 Nukleinsauren, sodass eine 91%ige Homologie vorliegt(48).
Wahrend die miR-146b-5p an der 3’-Bindungsstelle Arginin und Cytosin enthélt,
befinden sich an dieser Stelle bei der miR-146a-5p Guanin und Uridin. Lokalisiert ist
die miR-146b auf Chromosom 10g24.32. In der vorliegenden Arbeit wurde mit der
miR-146b-5p  gearbeitet,  diese = zeigt  folgende  Sequenz  auf: 5'-
UGAGAACUGAAUUCCAUAGGCU-3.

[102402617 [102E0275E
PZD HIRL4EE o THEM1 &0
FERL1E RPARP-AS1 ACTR1A
CUEDCE Cliorf95

Abbildung 2: Chromosom 10 - NC_000010.11 - Lokalisationsort der miR-146b (NCBI,
National Center for Biotechnology Information, www.nchi.nlm.nih.gov)

Die Funktion von miR-146 ist sehr divers: In verschiedenen hamatopoetischen Zellen
zeigen die Mitglieder der miR-146 Familie ein spezifisches Expressionsmuster(49). Sie
werden mit dem Inflammationsprozess sowie mit Autoimmunerkrankungen in
Verbindung gebracht(50, 51). Zielgene im Rahmen des Entzlindungsprozesses sind
COX-2(52), humanes Antigen R (HuR)(53), IL-1-Rezeptor(54, 55), TNF Rezeptor
assoziierter Faktor 6 (TRAF 6)(54, 55), IL-1(56), IL-6(54) und 1L-8(54, 57).

Die Menge an Arbeiten zur Rolle der miR-146b Familie im Prostatakarzinom ist sehr
Uberschaubar. In  androgen-unabhangigen PCa-Zelllinien und im primdren
Prostatakarzinomgewebe konnte eine geringe Expression von miR-146a/b

nachgewiesen werden(20, 58-60). Bezlglich der miR-146 Expression und der
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Assoziation oder Korrelation zu Kklinisch-pathologischen Parametern wurde lediglich
eine Studie mit Untersuchungen von Serum von Patienten mit Prostatakarzinom
gefunden. Die Kollegen um Selth fanden eine signifikant vermehrte Expression von
miR-141, 146b-3p und -194 in einer Screening-Analyse. In der entsprechenden
Validierungskohorte von 70 Patienten zeigte sich die miR-146b Expression in der
multivariaten Analyse als unabhé&ngiger Préadiktor fur den biochemischen Progress(61).

Die dargestellten Ergebnisse lassen noch einige Fragen zur Rolle der miR-146b offen.
Welche Funktion kommt dieser miRNA in der Pathogenese oder Progression des
Prostatakarzinoms zu und spielt sie eine mégliche Rolle als prognostischer Biomarker;

sie waren daher Anlass fir die durchgefiihrten Untersuchungen.

(Proto)Onkogene - die Aktivisten in der Kanzerogenese

Der Begriff Onkogene impliziert bereits, dass diese als Bestandteile des zelluldren
Genoms kausal an der Tumorentstehung beteiligt sind. Konkret basiert diese
Eigenschaft auf der Stimulation von Proliferations- und Differenzierungsprozessen,
welche sich den reguldren Zellwachstumskontrollmechanismen entziehen und so die
Entstehung von neoplastischen Zellen fordern. Somatische Mutationen infolge
schadigender Einflisse wie beispielsweise ionisierender Strahlung bewirken die
Bildung von Onkogenen als mutierte Formen ihrer physiologisch existierenden
Vorstufen, den Protoonkogenen. Punktmutationen, Deletionen, Insertionen sowie
Genamplifikationen und chromosomale Translokationen konnen zur Aktivierung von
Protoonkogenen fiihren. Neben RET und HER2/neu gehoért Ras zu den bedeutendsten
Onkogenen. Zahlreiche maligne Tumore, unter anderem das Lungenkarzinom,
kolorektale Karzinome, Schilddriisenkarzinome, das Blasenkarzinom sowie das
exokrine Pankreaskarzinom weisen spezifische Punktmutationen in der Ras Genfamilie
auf(62-67). Mulholland et al. postulierten eine Assoziation von Pten Suppression und
erhohter  Aktivitdit des Ras/MAPK Signalwegs bei der Progression des
Prostatakarzinoms(68). Die Arbeitsgruppe um Carter et al. analysierte mittels
Oligodeoxynukleotid Hybridisierungsassay mdogliche Punktmutationen der Ras-
Genfamilie beim Prostatakarzinom. Sowohl in einer etablierten Zelllinie (TSU-PR1) als
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auch im primar duktalen Prostatakarzinom konnten Ha-Ras Mutationen nachgewiesen
werden, welche mit dem Krankheitsfortschritt in Verbindung gebracht wurden(69). Da
die vorliegende Arbeit im Besonderen auf die Interaktion von N-Ras und der
microRNA-146b in der Tumorprogression des Prostatakarzinoms eingeht, wird der

Signaltransduktionsweg um N-Ras im folgenden Abschnitt genauer beleuchtet.

Der Ras/Raf/MAPK Signalweg

Die Ras Genfamilie besteht aus folgenden Mitgliedern: Ha-Ras, Ki-Ras und N-Ras,
welche flr gleichnamige GTP-bindende Proteine kodieren(70). Diese wirken im
Rahmen des sogenannten Ras/Raf/MAPK Pathways auf zelluldre Prozesse ein. Nach
Bindung von Wachstumsfaktoren wie beispielsweise EGF (epidermic growth factor)
oder PDGF (plateled-derived growth factor) an die extrazellulire Domaéane des
Tyrosinkinaserezeptors, wird der intrazellulire Rezeptorteil aktiviert(71). Uber die
Bindung an die Raf-Kinase kommt es zur Phosphorylierung der MEK-Kinase. Die dritte
somit aktivierte Proteinkinase (MAPK) stellt die eigentliche Effektorkinase dar (Abb.3).
Vor allem die MAP-Kinasen ERK1 und ERK?2 spielen eine ibergeordnete Rolle bei der
Aktivierung von Transkriptionsfaktoren im Zellkern(72, 73). Zahlreiche MAPK/ERK
Targets sind beteiligt an der Ras induzierten Zelltransformation im Rahmen von

Proliferation von Differenzierung(74).
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Abbildung 3: Uberblick tiber den Ras/Raf/MAPK Signaltransduktionsweg(73)

Konzept der vorliegenden Arbeit

Das Prostatakarzinom stellt als dritthdufigste Todesursache bei Maénnern ein
ernstzunehmendes Gesundheitsproblem dar. Der verbesserten Diagnostik in den
vergangenen Jahren mit steigenden Inzidenzzahlen stehen weitgehend kontant bleibende
Mortalitatsraten gegenuber. Bisherige Prognosemarker wie PSA, pT-Stadium und
Gleason Score allein sind nicht ausreichend, um den genauen Verlauf der Erkankung
vorherzusagen. Trotz bestehender Risikoeinteilungen in low, intermediate und high-risk
ist der Erkrankungsverlauf sehr heterogen. Durch den schlecht abschatzbaren Progress
der Erkrankung kommt es beispielsweise zu Ubertherapien bei Patienten, bei denen das
Prostatakarzinom  mdglicherweise  gar  keinen  lebensverkiirzenden  oder
lebensverédndernden Einfluss hat. Um den Patienten individuelle Therapiestrategien
anzubieten, bedarf es zusatzlicher prognostischer Biomarker, um die Risikoeinteilungen

zu subklassifizieren.
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Als mdgliche Biomarker kommen microRNAs, kleine nicht kodierende RNA-Strénge in
Betracht, deren Funktion in der Beteiligung bei Proliferations- und

Differenzierungsprozessen liegt.

In Vorarbeiten stellte sich die miR-146b als potentieller prognostischer Marker dar.
Anhand der diskriminativen Expression gelang es zwischen high-rsik PCa-Gewebe mit
und ohne Rezidiv zu unterscheiden, was sie zu einem moglichen prognostischen

Indikator qualifiziert.

Folgende Versuche zur biologischen Funktion der miR-146b wurden fir die

vorliegende Arbeit durchgefiihrt:

Versuchsteil 1: Expressions- und Assoziationanalysen zu miR-146b an zwei
voneinander unabhdngigen Kollektiven: Kohorte | als unselektionierte Gruppe (frisch
gefrorene Gewebeproben) sowie Kohorte Il mit einem hohen Anteil an Hochrisiko-PCa

(Formalin fixiert in Paraffin gebettet).

Versuchsteil 2: biologische Funktion, Regulation von miR-146b in der reprasentativen
Tumorzelllinie LNCaP, Transiente Transfektion mit anschlieRender Evaluation der
Zellproliferation; Suche nach potentiellen Zielgenen von miR-146b, Identifizierung von
nras als Target, Bestatigung des Targets N-Ras in einer Subgruppe der Kohorte | (ex

Vivo)
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2.1

2.1.1

2.1.2

Material und Methoden

Primére Prostatakarzinom-Gruppen

Im Folgenden werden die beiden Patientenkollektive beschrieben, deren
Gewebematerial und klinische Daten in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden. Die
Studie wurde vom Ethik-Komitee der Universitat Wiirzburg (59/04) genehmigt, von
allen Patienten lag eine schriftliche Einverstandniserklarung vor. In dieser Arbeit wurde
mit zwei Patientenkohorten gearbeitet, die im Folgenden mit den Zusdtzen | respektive

Il beschrieben werden.

Beschreibung der Patientenkohorte | — natives Frischgewebe (n=60)

Die Proben der ersten Patientenkohorte (n=60) bestehen aus gefrorenem PCa-Gewebe,
welches unmittelbar nach operativer Entfernung eingefroren wurde. Die mikroskopische
Differenzierung von malignem und benignem Gewebe erfolgte durch einen erfahrenen
Pathologen (Herr Prof. Dr. P. Strobel). Auf den 2-4 um dicken Schnitten wurden die
Tumorareale mit mindestens 80% Tumoranteil markiert. Die RNA-Isolation erfolgte
nach u.a. Procedere. Bei dieser Gruppe handelt es sich um eine rein zufallige
Zusammenstellung von Patienten, die im Zeitraum von 2006-2012 in der Klinik und
Poliklinik fir Urologie und Kinderurologie der Universitdt Wirzburg eine radikale
Prostatektomie erhalten hatten. Die genauen histopathologischen Parameter sind dem
Ergebnisteil (3.1.1) zu entnehmen. Diese Kohorte diente der Expressionsbestimmung
von miR-146b sowie den zusétzlichen Assoziationsanalysen. Zusétzlich wurde an
Teilen dieser Kohorte der ex vivo Nachweis der Targetbeziehung von N-Ras und miR-
146b durchgefiihrt.

Beschreibung der Patientenkohorte 11 — Formalin fixiertes in Paraffin
eingebettetes Gewebe (n=34)

Die zweite Patientenkohorte umfasst 34 in Formalin fixierte und in Paraffin eingebettete
Gewebeproben. Bei dieser Gruppe handelt es sich um ein vorselektioniertes Kollektiv
mit einem hohen Anteil (56%) von Patienten mit Hochrisiko-PCa (die genauen Kklinisch-

pathologischen Parameter sind dem Ergebnisteil zu entnehmen). Anhand dieser Gruppe

12



wurden die Ergebnisse der Voruntersuchungen von Schubert et al. an einer
unabhéngigen Kohorte validiert. Die Patienten hatten im Zeitraum von 2003-2006 eine
radikale Prostatektomie in der Klinik und Poliklinik fiir Urologie und Kinderurologie
erhalten. Die Gewebeproben waren anhand von 2-4um dicken Schnitten von einem
erfahrenen Pathologen (Herr Prof. Dr. A. Rosenwald) mikroskopisch analysiert und
Tumorareale mit einem malignen Anteil von > 80% farblich markiert worden. Die
RNA-Isolation erfolgte anschlieBend nach unten aufgefihrtem Procedere. Die
Gewebeproben dienten zur Expressionsanalyse von miR-146b mittels gRT-PCR und zur
Durchfiihrung von Assoziationsanalysen. Parameter wie Alter, PSA-Wert, Gleason-
Score, TNM-Klassifikation sind dem Ergebnisteil zu entnehmen. Das Follow-up betrug
69,8 Monate.

Um Expressionslevel zwischen malignem und benignem Gewebe vergleichen zu
konnen, wurden n=12 Gewebeproben mit benigner Prostatahyperplasie (gewonnen im
Rahmen einer transurethralen Resektion der Prostata), ebenfalls in Formalin fixiert und
Parrafin gebettet, verwendet. Die histopathologische Analyse war ebenfalls durch einen

erfahrenen Pathologen (s.0.) erfolgt.

Bei den Patienten beider Kohorten wurde zunéchst ein Follow-up alle 3 Monate in den
ersten 2 Jahren nach der Operation vorgenommen. Danach wurde der Zeitraum
ausgedehnt auf alle 6 Monate in den nachsten 3 Jahren. Ab dem 6. postoperativen Jahr
erfolgte ein jahrliches Follow-up. Zum préoperativen Staging zéhlten bei allen Patienten
eine  DRU, ein abdominopelvines Computertomogramm (CT) sowie eine
Knochenszintigraphie. Unter histologisch-pathologischen Gesichtspunkten wurde eine
Einteilung des Gewebes nach TNM-Klassifikation, Tumordifferenzierungsgrad sowie
Gleason-Grading-System vorgenommen. Zudem wurden die Proben auf eine
vorliegende Perineuralscheideninfiltration Uberprift. Als klinische Parameter wurden
das Alter der Patienten, das Alter bei Operation und der pra- und postoperative PSA-
Wert erfasst. Ein sog. biochemischer Progress implizierte in der hier vorgenommenen
Einteilung einen PSA-Anstieg auf groRer gleich 0,2ng/ul bei zwei jeweils

aufeinanderfolgenden Follow-up Untersuchungen. Der Uberbegriff Tumorrezidiv wurde
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definiert als Lokalrezidiv und/oder Fernmetastasen. Dies wurde je nach Fall
histologisch gesichert oder durch CT oder Knochenscan bestétigt.

2.2 Zellkultur

2.2.1 Tumorzelllinie
In der vorliegenden Arbeit wurde anhand der Zelllinie LNCaP (Abb. 4) die Regulation
und funktionelle Bedeutung der microRNA-146b in vitro analysiert. LNCaP Zellen sind
Androgen-sensitive Prostatakarzinomzellen. Sie wurden aus einem supraclavikularen
Lymphknoten (links) eines 50-jahrigen ménnlichen Kaukasiers im Jahr 1977 isoliert
(Left Node Carcinoma of the Prostate). Hinsichtlich der Morphologie handelt es sich
bei den LNCaP Zellen um adhdarente Epithelzellen, welche in Aggregaten und in
Einzelzellen wachsen. Sie besitzen eine hohe Testosteron-5-alpha-Reduktase- und eine

hohe saure Phosphatase-Aktivitat. Die Verdopplungszeit betragt ca. 36 Stunden.

ATCC Number: CRL-1740
Designation: LNCaP clone FGC

> 7 . 24 S
Low Density Scale Bar= 100um  High Density Scale Bar = 100pm

Abbildung 4: Mikroskopisches Bild der LNCaP-Zellen mit niedriger (links) und hoher
(rechts) Wachstumsdichte (aus: ATCC - The Global Bioresource Center,
www.actcc.org/)
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2.2.2

2221

Kultivierung der Tumorzelllinie

Die Tumorzellen wurden bei 37°C, 6% CO2 und 95% Luftfeuchte in 75cm?
Kulturflaschen im Inkubator gehalten. Im Rahmen der wdchentlichen Zellpassagen,
nach Erreichen von 80% konfluentem Wachstum, wurden die Zellen mit PBS
(Phosphate buffered saline) gewaschen und mit Trypsin/EDTA (0,25%) flr drei
Minuten bei 37°C vom Flaschenboden abgel6st. Diese Reaktion wurde mithilfe des
RPMI Mediums abgestoppt, die Zellen ausreichend resuspendiert und daraufhin fir 5
min bei 1200rpm zentrifugiert. Nach Abnahme des Uberstandes wurden die Zellen
wiederum in Medium resuspendiert. Mittels Neubauer Zellzd&hlkammer konnte die
Zellzahl bestimmt werden, um sie daraufhin in einer Dichte von 3x108/20ml auszuséen.
Diese Arbeit erfolgte stets unter der Sterilbank; Einmalartikel wurden steril verpackt
gekauft, hitzebestdndige Materialien wurden durch Autoklavieren (25 min) bei 120°C

sterilisiert. Flr die folgenden Versuche wurden Zellen der 20.- 35. Generation genutzt.

Gerate, Materialien, Chemikalien und Biochemikalien fr die Zellkultur:
Gerat Hersteller

Brutschrank CB210 WTB Binder (Deutschland)
Sterilbank 06 12 PRETTL (Deutschland)
Zentrifuge Thermo scientific
Lichtmikroskop Leitz (Deutschland)
Materialien Hersteller
Zellkulturflaschen T75 Cellstar greiner bio-one
Einmal Sterilglaspipetten 2,0 — 25,0ml Cellstar greiner bio-one
Pipetten 20ul — 1000pl Gibson

Pipettenspitzen 20ul — 1000pl Sarsteat AB & Co

Neubauer improved Zellzdhlkammer Brandt

Chemikalien und Biochemikalien Hersteller

LNCaP Zelllinie American Tissue Culture Collection

RPMI Medium 1640 supplementiert mit: (ATCC)
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2.2.3

2.2.4

FCS dialysiert GIBCO (Deutschland)

Glutamax (Invitrogen) 100x GIBCO

NEAA 100x GIBCO

HEPES Buffer GIBCO

Sodium pyruvate Biochrom

Dulbeccos PBS GIBCO

Trypan-Blau (0,4%) Biochrom

Trypsin/EDTA Sigma (USA)
Invitrogen (USA)

Transiente Transfektion der LNCaP Zellen

Die Transfektion erfolgte mittels precursor- und antago-miR-146b. Als Kontrolle wurde
eine sogenannte scrambled miRNA (scr) eingesetzt. Hierbei handelt es sich um eine
miRNA, die keine Homologie im menschlichen Genom besitzt, das Ziel ist es sequenz-
unspezifische Effekte der miRNA im Rahmen der Transfektion auszuschlieBen. Tag 1
der Transfektion diente zum Erstellen des Transfektionsansatzes. Nach Vorlage von
500ul Opti-MEM wurden jeweils die pre-, anti- und scr- microRNA (30ul) im
Doppelansatz in die 6-well Platten pipettiert. Nach 15-20 mindtiger Inkubation bei
Raumtemperatur wurden dem Ansatz die Zellen in einer Anzahl von 3,5x10° in
2,5ml/well zugefuhrt. Anschlielend erfolgte fiir 48 Stunden die Inkubation im

Brutschrank.

Tag 3 begann mit dem Waschen des Ansatzes mittels PBS sowie dem Ablésen der
Zellen mit Trypsin fir 3 Minuten im Brutschrank. Analog zur Zellkultur wurde diese
Reaktion mit RPMI Medium abgestoppt, der Ansatz in die Eppendorf-cups pipettiert
und danach fur 5 min bei 1200rpm zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet wurde in
2ml PBS resuspendiert. Nach dem Zentrifugieren fur 5 min bei 1400rpm, wurde der

Uberstand abpipettiert, 700ul Qiazol tiber das Zellpellet pipettiert und resuspendiert.

Proliferationstest transfizierter LNCaP Zellen / MTS-Assay
Der MTS-Assay ist ein kolorimetrisches Verfahren, bei welchem der gelbe Farbstoff
Tetrazoliumsalz ~ (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid)  zu
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2.2.5

Formazan reduziert wird. Hierbei dienen vor allem NADH und NADPH als
Reduktionséquivalente. Der im Monochromator gemessene Farbumschlag korreliert mit

der Glykolyserate der Zellen.

Der MTS-Assay diente zur Beurteilung der Vitalitdt der Zellen unter
Transfektionsbedingungen sowie der Einschatzung der Proliferationsfahigkeit der
LNCaP Zellen nach transient verdnderter miR-146b-Expression. Dazu wurde zunachst
analog zur oben beschriebenen Transfektion ein Transfektionsansatz bestehend aus 50ul
Opti-MEM, 0,5ul Lipofectamine 2000, und den entsprechenden microRNAs (2pl)
hergestellt und in 96-well Platten pipettiert. Nachdem die Zellen in der gewunschten
Anzahl von 1x10* pro well dazugegeben wurden, erfolgte die Inkubation im
Brutschrank. Nach zwei Tagen wurden 20ul Cell Titer 96 Reagenz dazugegeben.
Daraufhin inkubierte dieser Ansatz fur drei Stunden im Brutschrank. Anschlielend
konnte die Anzahl vitaler Zellen in Korrelation zum Farbumschlag als Absorption bei
492nm im Photometer gemessen werden. Dieselben Arbeitsschritte erfolgten auch nach
vier- und sechstagiger Inkubation des Transfektionsansatzes im Brutschrank. Somit

konnten detaillierte Aussagen zur Vitalitat der LNCaP-Zellen getroffen werden.

GemaR Herstellerprotokoll wurde eine Referenzwellenlange von 630-700 nm
verwendet, um Hintergrundphdnomene wie unspezifische Absorptionen oder
Zellablagerungen zu subtrahieren. Die Digitalisierung der Absorptionen erfolgte durch
die ,,Ascent Software for Multiskan®“. Die erhobenen Daten wurden in Excel-Tabellen

bearbeitet.

RNA-Extraktion

Bei der Isolierung der RNA wurde mit dem miRNeasy Mini Kit von Qiagen gearbeitet.
Es wurde stets auf einen RNAse-freien Arbeitsplatz geachtet (regelméafiige
Wischdesinfektion mit RNAse-Inhibitor-Losungen, RNAse-freie Handschuhe). Die
Extraktion der RNA lasst sich mit folgenden finf Schritten beschreiben:
Homogenisation, Phasentrennung, Prézipitation, Waschung und Auflosung; diese
werden im Folgenden kurz beschrieben. Nach Zugabe von 700ul Quiazol zum
Zellpellet wie oben beschrieben, folgte direkt die RNA-Extraktion. Zundchst wurden
zur Homogenisation 140ul Chloroform dazugegeben. Nach kurzzeitiger Inkubation bei

Raumtemperatur und 15 minttiger Zentrifugation bei 12000xg war die Phasentrennung
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2.25.1

deutlich zu erkennen. Die obere, farblose, wéssrige Phase mit der RNA wurde in ein
frisches collection tube wberfiihrt. Danach wurde das 1,5fache Volumen an 100%
Ethanol zu der RNA gegeben, sorgfaltig resuspendiert, die gefallte RNA auf die
RNeasy Mini Séule pipettiert und anschlieRend bei > 8000xg (mind. 10000rpm) fur 30
sec zentrifugiert. Dieser Waschvorgang wurde einmalig mit dem Rest der RNA
wiederholt. Die Sdule wurde mit 700ul Buffer RWT gewaschen. Daraufhin wurde
zweimal hintereinander 500ul Buffer RPE auf die Séule gegeben. Zwischen diesen
Schritten wurde stets bei > 8000xg (mind. 10000rpm) zentrifugiert und der Durchlauf
verworfen. Letztlich wurde 30-50p1 RNase-freies Wasser direkt auf die Membran der
trockenen Sdule pipettiert und wiederum bei > 8000xg (mind. 10000rpm) zentrifugiert,
um die RNA zu eluieren. Eine Kontrolle auf Reinheit der extrahierten RNA sowie auf
deren Quantitat erfolgte photometrisch am Nanodrop bei 280nm mit einer 1:100
Verdlnnung bei einem Gesamtvolumen von 100 pl. Zum Nullabgleich diente eine mit
destilliertem Wasser gefiillte Kiivette.

Gerate, Materialien und Chemikalien und Biochemikalien zur transienten
Transfektion, MTS-Assay und RNA-Extraktion:

Gerat Hersteller

Zentrifuge / Minifuge Heraeus (Deutschland)
Nanodrop Bio-RAD

Multiscan MS (Monochromator) Fa. Labsystems (USA)
Materialien Hersteller

6-well Plattem Thermo scientific
96-well Platten Thermo scientific
miRNeasy Mini Kit Qiagen

Buffer RWT Qiagen

Buffer RPE Qiagen

DNase | stock solution Qiagen
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Chemikalien und Biochemikalien Hersteller

Opti-MEM Gibco

Lipofectamine 2000 Invitrogen

pre- / anti- miR 146b Ambion

Qiazol Lysis Reagent Qiagen

Chloroform Carl Roth GmbH Deutschland
Ethanol Carl Roth GmbH Deutschland
DEPC H20 Carl Roth GmbH Deutschland
Cell Titer 96 Reagenz Promega

2.2.6 Reverse Transkription und quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion

2.2.6.1 Polymerasekettenreaktion - Methodik
Die Polymerasekettenreaktion dient der Vervielfaltigung spezifischer DNA-Sequenzen.
Somit kdnnen kleinste DNA-Mengen vervielfaltigt und entsprechend nachgewiesen
werden, es handelt sich um eine semiquantitative Amplifikation. Die PCR besteht aus
30-40 Zyklen, wobei jeder Zyklus aus drei Schritten besteht. Die Zyklen laufen bei

unterschiedlichen Temperaturen ab.

Schritt 1: Denaturierung

Durch Erhitzen auf 95°C wird die DNA-Matrize in Einzelstrange aufgespalten.

Schritt 2: Annealing

Unter Annealing versteht man die Hybridisierung der Primer. Dabei lagern sich diese
bei der raschen Abkihlung an die komplementdre Sequenz des jeweiligen DNA-
Einzelstrangs an. Die notwendige Temperatur ist spezifisch fur die einzelnen Primer
und liegt in der Regel zwischen 50 und 65°C. Um unter optimalen Bedingungen zu
arbeiten, wurde die Annealing-Temperatur den Herstellerinformationen gemaR
angepasst. Allgemein gilt, je hoher die Anzahl an Wasserstoffbriicken ist, also je héher

der GC-Gehalt der Primer, desto hoher ist die glinstigste Annealing-Temperatur.
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2.2.6.2

2.2.6.3

Schritt 3: Elongation

Unter Verwendung der Substrate, der sog. dNTPs, verlangert eine thermostabile DNA-
Polymerase die Primer am freien 3°-OH-Ende. Hierfir liegt die optimale
Arbeitstemperatur in der Regel bei 70—72°C. Pro Zyklus verdoppelt sich die Menge der
DNA.

Reverse Transkription- Methodik:
Vor Durchfiihrung der PCR muss die gewonnene RNA in cDNA umgewandelt werden,
dies erfolgt Uber die reverse Transkription. Dazu wurden in dieser Arbeit zwei

verschiedene Reverse-Transkriptions-Systeme verwendet.

Urspriinglich entstammt die Reverse Transkriptase den Anfang des 19. Jahrhundert
erstmals beschriebenen Retroviren. Sie stellt eine RNA- und DNA-abhdngige DNA-
Polymerase dar, welche einzelstrangige RNA in doppelstrdngige DNA transkribiert. Sie
besitzt sowohl DNA-Polymerase-Aktivitdat, mit welcher sie den zur Vorlage
komplementaren DNA-Strang synthetisiert, als auch Ribonuklease (RNAse)-H-
Aktivitdt, welche RNA zu Oligonukleotiden abbaut. Wie oben beschrieben dient die
reverse Transkriptase in der Molekularbiologie dazu, RNA, in diesem Fall mRNA, in

vitro in komplementére DNA, die sog. cDNA zu transkribieren.

Quantitative Real Time Polymerasekettenreaktion (qQRT-PCR) — Methodik

Die qRT-PCR basiert auf der oben beschriebenen, herkdbmmlichen PCR, ermdglicht
jedoch zusétzlich die Quantifizierung der DNA in Echtzeit. Zur Quantifizierung der
Expression bedient man sich spezifischer Primer fur die Ziel-Genabschnitte. Im Fall der
»lagman Sonden“ Real Time PCR, enthalten die Primer bereits Farbe. Dieser blaue
Farbstoff wird abgespalten, sobald der entsprechende miRNA-Primer an die
komplementére Sequenz der spezifischen cDNA bindet. Dagegen enthalten die
entsprechenden Primer fiir die ,,SybrGreen* Real Time PCR keine Farbe. Um trotzdem
ein Signal zu erhalten, enthélt der Sybr-Green Mix einen griinen Farbstoff. Dieser wird
zur gleichen Zeit aktiviert, wenn der entsprechende Primer an die komplementére
Sequenz der (allgemeinen) DNA bindet und so ebenfalls vom Laser detektiert. Die
Quantifizierung der DNA erfolgt somit Uber die Messung der Fluoreszenzzunahme
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eines Farbstoffes (hier FAM oder SybrGreen), die mit jedem Zyklus der PCR
zunehmende Fluoreszenz steigt proportional zur Menge der amplifizierten DNA. Die
Menge der amplifizierten DNA wird mithilfe des ci-Werts (Threshold) angegeben,
dieser ist ein Mal} fir die Quantifizierung und beschreibt das exponentielle Wachstum
der Kurve. Dabei bezieht er sich auf denjenigen Zyklus, bei welchem die Fluoreszenz
erstmals beginnt signifikant (ber den Hintergrundwert anzusteigen (s. Abb. 5). Die
Fluoreszenz Ubersteigt den Schwellenwert umso schneller, je mehr Substrat (ANTP’s)
vor Durchfiihrung der PCR in der Probe enthalten war. Je mehr Kopien wahrend der

Elongation entstehen, desto schneller kénnen Fluoreszenzsignale detektiert werden.

Amplification Amplification
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Abbildung 5: Exponentielle Darstellung der ci-Werte. Dabei stellt die x-Achse die
Anzahl der Zyklen dar, die y-Achse das festgelegte Fluoreszenz-Niveau. Dieses ist
durch den Treshhold (durchgezogene Linie) bestimmt. Der Treshhold gibt die Anzahl
der PCR-Zyklen an, die notwendig sind, um ein festgelegtes Fluoreszenz-Niveau zu
aquirieren.

Zur besseren Vergleichbarkeit von Expressionsunterschieden verschiedener Proben,
wurde mit sog. ,,Housekeeping genes® gearbeitet. Dabei handelt es sich um konstitutiv
exprimierte Gene, die somit unabhéngig sind von Zelltyp, Zellstadium und anderen
duBeren Einfliissen. Als ,,Housekeeper* fiir die ,,SybrGreen* Real Time PCR stand B-
Actin zur Verfligung. Fiir die spezifische ,,Tagman‘* Real Time PCR diente RNU6B zu

diesem Zweck.
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2.2.6.4

Folgende Primer wurden in der SYBR-GREEN Anregung verwendet: B-Actin, IGF-1,
PDGF, NFkB, N-Ras (genaue Primer-Sequenzen s. Kapitel 2.2.6.7.). Die Primer fr die
FAM-Anwendung waren: pre-/anti-miR-146b, sowie deren Kontrollen. Im Rahmen der
reversen Transkription wurden die Primer in 5-facher Verdlnnung eingesetzt, fir die
gRT-PCR in 20-facher Verdunnung.

Versuchsaufbau allgemeine cDNA-Synthese fur ,,SybrGreen Real Time PCR

Fur die allgemeine cDNA Synthese wurde mit dem ImProme Il Reverse Transcriptions
System von Promega gearbeitet. Dazu wurde 1pug RNA fir die Transkription verwendet
und die cDNA-Synthese mittels Random Primer durchgefiihrt. Die gewonnene cDNA
wurde mit DEPC-H>O 1:25 verdiunnt und stand darauthin fiir die ,,SybrGreen* Real
Time PCR zur Verfugung. Hierbei diente stets 3-Actin als endogene Kontrolle. Der
Ansatz wurde mithilfe des Absolute QPCR SYBR Green Mix erstellt.

Standardansatz ,,allgemeine” cDNA Synthese
RNA-Verdlnnung:
1ug RNA + xul DEPC-H20 = 11,6pl

Fiir den Ansatz gilt: Multiplikation je nach Anzahl der gewiinschten RNA‘s

ImProm 11 5x Reaction Buffer 4ul
MgCl2 25mM 1,2ul
dNTP Mix 10mM 1ul
rRNAsin RNAse Inhibitor 40U/ul 0,2ul
ImProm Il Reverse Trankriptase 1ul
Random Primers 500pg/ml 1ul

8,4ul des cDNA Mix auf die RNA geben - Gesamtvolumen: 20ul
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2.2.6.5

Standardansatz ,,SybrGreen Real Time PCR
cDNA 1:25 (100ng/ul) 2ul

Fiir den Ansatz gilt: Multiplikation je nach Anzahl der gewlinschten RNA‘s

DEPC-H.0 12ul
Absolute Sybr Green Mix 2x 20pl
Primer 10x 4pul

=Sybr Green Real Time Mix 18ul

Versuchsaufbau spezifische cDNA-Synthese und ,,Tagman Sonden“ Real Time PCR

Die spezifische cDNA Synthese wurde mit dem Tagman MicroRNA Reverse
Transcription Kit von Applied Biosystems durchgefiihrt. Um die Expression der
miR146b zu erfassen, wurden spezielle Primer von Applied Biosystems verwendet
(Tagman hsa-miR-146b). Als Housekeeper diente in allen Versuchen RNUGB. Fiir die
»spezifische® cDNA Synthese wurde die gewonnene RNA in einer Konzentration von

10ng/ul verdinnt.

Standardansatz ,,Spezifische cDNA Synthese
RNA 10 ng/ul 1pl

Fiir den Ansatz gilt: Multiplikation je nach Anzahl der gewiinschten RNA‘s

DEPC-H20 5,5ul
AB 5x RT Buffer 1l
AB dNTP Mix 100mM 0,1pl
AB RNAse Inhibitor 20U/pl 0,1pul
AB MultiScribe Reverse Transkriptase 0,3ul
miR Primer 5fach 2ul

9ul des cDNA Mix auf die RNA geben - Gesamtvolumen:  10pl
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Nach erfolgreich durchgefihrter spez. Tagman cDNA Synthese folgte die Real-Time-
PCR (qRT-PCR) zur Quantifizierung der spezifischen microRNA. Hierzu wurde der
Tagman 2x Universal PCR Master Mix genutzt. Der Ansatz wurde auf die spezifische
cDNA gegeben und nach kurzer Zentrifugation auf jeweils 2 Eppendorf Cups & 20ul
(Doppelwerte) pipettiert.

Standardansatz ,,Tagman Sonden‘ Real Time PCR
spez. cDNA 10pl

Fiir den Ansatz gilt: Multiplikation je nach Anzahl der gewlinschten RNA‘s

DEPC-H20 17ul
Tagman Universal UNG Mastermix 2x 30pl
spezifischer miR Primer 20fach 3ul

= Tagman Real Time Mix 50pl

Die Schmelzkurvenanalyse diente der Visualisierung der Amplifikationsprodukte und
erfolgte nach der Amplifikation, welche primerabhéngig ca. 40 Zyklen umfasste (s.Abb.
6). StandardmaéRig startete die Analyse bei einer Temperatur von 75°C. Daraufhin stieg
die Temperatur um jeweils 1°C alle 10 sec. an, bis eine Temperatur von 90°C erreicht
war. Bis zum Erreichen der Zieltemperatur konnten so die Fluoreszenzsignale
aufgezeichnet werden und das gewiinschte Amplifikationsprodukt damit nachgewiesen

werden.
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2.2.6.6

Meit Peak &

-d(RFU)/AT

Abbildung 6: Darstellung der Schmelzkurve, wobei die x-Achse die Temperatur in Grad
Celsius und die y-Achse das Fluoreszenz-Niveau abbildet. Das Fluoreszenzsignal
nimmt ab, sobald die Schmelztemperatur des jeweiligen Amplifikationsproduktes
erreicht ist.

Materialien, Gerate und Substanzen zur Reverse Transkription und quantitative
Real-Time Polymerasekettenreaktion

Gerat Hersteller
GeneAmp PCR System 9700 Applied Biosystems
CFX96 Cycler BioRad

Substanz Hersteller

Tagman MicroRNA Reverse Transcription | Applied Biosystems
Kit Applied Biosystems
Tagman 2x Universal PCR Master Mix Promega

ImProme 1l — Reverse Transcription | Thermo Scientific
System

Absolute gPCR SYBR Green Mix Applied Biosystems
Primer Applied Biosystems
146b ambion

RNU6B biomers.net

R-Actin biomers.net

N-Ras biomers.net

NFkB biomers.net
PDGFA Qiagen
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2.2.6.7

2.2.7

IGF-1

biomers.net

Primersequenzen

Name Species Mature miRNA Sequence
hsa-miR-146b-5p Homo sapiens UGAGAACUGAAUUCCAUAGGCU
(biomers)

h-BActin for 5¢-cct ggc acc cag cac aat-3°

h-BActin rev 5°-ggc gat cca cac gga gta ct-3¢
(biomers)

NRas_NMO002524for
NRas_NMO002524rev

5¢-aac ctc agc caa gac cag aca g-3°

5¢-tgg caa tcc cat aca acc ctg-3¢

(biomers)

NFkB-p50s 5’-aga atg gca gaa gat gat cca-3¢
NFkB-p50as 5¢-tgg atc atc ttc tgc cat tct-3¢
(biomers)

IGF-1sense 5’tgg atg ctc ttc agt tcg gtg-3°
IGF-1antisense 5’agg ggt geg caa tac atc t-3°
(biomers)

HS PDGFA_1 SG als Kit geliefert ( www.giagen.com)
(Qiagen)

RNUG6B als Kit geliefert ( www.giagen.com)

Luciferase-Assay - Methodik

Der Luciferase-Assay ist eine molekularbiologische Methode zur Untersuchung der

Genexpression und der Genregulation. In dieser Arbeit wurde mit sog. ,,.Dualen

Reportern® gearbeitet.

Der Begriff ,,Duale Reporter impliziert die simultane

Expression und Messung zweier Reporterenzyme in einem System. Das bedeutet, dass

ein Reporter die Aktivitat des Luciferase-Gens unter den gegebenen Bedingungen des

jeweiligen Experiments misst. Der andere Reporter dagegen besitzt eine konstitutive

Aktivitdt und dient somit als interne Kontrolle. Da Duale Reporter Assays dufere

Einflisse auf das Experiment auf ein Minimum reduzieren, ermdglichen sie eine




2.2.8

zuverlassige Interpretation der Ergebnisse. Dabei diente die Luciferaseaktivitat von
Photinus pyralis (nordamerikanischer Leuchtkéafer) als Reportergen. Die Luciferase von

Renilla reniformis (Oktokorallenart, sog. Seefeder) stellte den Kontrollreporter dar.

Luciferase-Assay - Versuchsaufbau
Der Luciferase Assay wurde mit dem pMIR-Report-Vektor der Firma Ambion von Frau

Katrin Borschert nach dem folgenden Protokoll durchgefthrt.

Mittels PCR wurde das 323bp lange Fragment des zu untersuchenden Zielgens N-Ras
vervielfaltigt. In Tabelle 1 ist der dazu verwendete Primer dargestellt; dieser umgibt die

Restriktionsenzyme HinDIII und Spel.

Primer Sequenz

N-Ras CTGCACTGACACCCTGGTCCTGACTTCCCTGGAGGAGAAGTATTC
CTGTTGCTGTCTTCAGTCTCACAGAGAAGCTCCTGCTACTTCCCCAGCTCTCAGTAGTTT
AGTACAATAATCTCATAACTACCTCCTCACTTGGCTGTCTGACCAGAGAATGCACC
TCTTGTTACTCCCTGTTATTTTTCTGCCCTGGGTTCTTCCACAGCACAAACACACCTCTG
CCACCCCAGGTTTTTCATCTGAAAAGCAGTTCATGTCTGAAACAGAGAACCAAACCGCAA
ACGTGAAATTCTATTGAAAACAGTGTCTTGAGCTCTAAAGTAGCAACTGCTGGTGATTTT

Tabelle 1: Primersequenz fiir N-Ras. Die Bindungsstelle fiir die miR-146b ist 10 bp lang. Die
N-Ras 3’UTR miR-146b Bindungsstelle ist rot markiert.

Das Ergebnis war eine Gensequenz, welche die 3’UTR der entsprechenden Gen-mRNA
beinhaltete. Diese Sequenz sollte nun in den Vektor Kkloniert werden. Dazu wurden
durch die PCR die Uberhange von Spel und HinDIIl endstandig in die Gensequenz
integriert. Gemal dem  Herstellerprotokoll erfolgte die Klonierung der
Promotorsequenzen in kommerziell erhaltliche Plasmide. Als Reportergen enthielten die
Plasmide die Luciferase des amerikanischen Leuchtkéafers (Photinus pyralis) sowie ein
Resistenzgen gegen Ampicillin; Kontrollreporter-Plasmid war der pRL-TK Vektor mit

der Renilla-Luciferase.
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Nach dem Auftauen der Zellen des E.coli Stammes XL blue-01 auf Eis, wurden 1-5pl
Plasmid-DNA zu 100l Bakteriensuspension pipettiert. Dieser Ansatz inkubierte fiir 30
min auf Eis. Danach wurde der Ansatz fiir 20 sek. in das 42°C warme Wasserbad
gelegt. Es folgte eine 2-mindtige Inkubation auf Eis. Nun wurden 900ul des warmen
LB-Mediums (Luria-Broth-Medium) hinzugefuigt. Dieser Ansatz inkubierte eine Stunde
lang bei 37°C auf dem Bakterienschuttler. Nachdem 10ul dieses Ansatzes auf die
Ampicillin-haltige Agarplatte pipettiert wurden, ruhte der Ansatz bei 37°C bis zum
nachsten Tag. Dann wurde eine Kolonie mit einer sterilem Impfdse aufgenommen, in
50ml LB-Medium mit Ampicillin suspendiert und zur Inkubation Gber Nacht bei 37°C
auf den Bakterienschttler gelegt.

Am ndchsten Tag wurden die Zellen geerntet. Dazu wurden sie zunachst bei 4°C 10 min
lang bei 6000 rpm zentrifugiert, sodass ein Pellet entstand. Dieses wurde entweder
sofort aufgeschlossen oder bei -20°C eingefroren. Daraufhin folgte die Isolierung der
Plamid-DNA unter Verwendung des HiSpeed Plasmid Midi Isolation Kit von Qiagen.
Entsprechend den Herstellerangaben ergaben sich diese Arbeitsschritte: die Zelllyse
(alkalisch) sowie die spezifische DNA-Bindung an eine Anionen-Austauscher-Séule bei
entsprechenden Salz- und pH-Bedingungen. Am UV-Spektrometer wurde die

Konzentration der Plasmidlésung bestimmt.

Das Plasmid wurde durch Restriktionsenzyme geschnitten, um zu kontrollieren ob ein
bestimmtes Insert vorhanden war. Der Restriktionsansatz entspricht dem
Herstellerprotokoll. Die verdauten Plasmide wurden in einem ethidiumbromidhaltigen
0,8%-igen TAE-Agarosegel (Tris-Acetat-EDTA-Puffer-Agarosegel) elektrophoretisch
aufgetrennt. Danach wurden die gewonnenen Fragmentldngen unter UV-Licht mit
einem DNA-Standard verglichen. Nach Aufarbeitung der entsprechenden Bande im
TAE-Agarosegel (MicroElute Gel Extraction Kit), wurden die Proben an die Firma
GATC (Ravensburg) weitergeleitet, welche mittels Sequenzierung die Inserts auf die

richtige Basenabfolge tberprifte.

Daraufhin wurden die entsprechenden Reporter- und Kontrollplasmide in die LNCaP
Zellen transfiziert. Beide, der Reporter- sowie der Kontrollvektor, wurden zu 50ng/ul
verdunnt und zu dem Ansatz gegeben. Gleichzeitig wurden pre- und antago-miR-146b
sowie die Kontroll-miR in die Zellen kotransfiziert.
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48 Stunden post transfectionem wurden die Zellen mit PBS (Phosphate buffered saline)
gewaschen. Danach wurden 500ul PLB (Passive Lysis Buffer) dazu pipettiert. Dieser
Ansatz befand sich 15 min lang bei Raumtemperatur auf dem Schattler und wurde dann
bei 4°C und 20.000rpm fir eine Minute zentrifugiert. Es wurden 100ul Luciferase-
Assay-Reagenz vorgelegt und mit 20ul des Zelllysat-Uberstandes versetzt. Daraufhin
wurde fur 10 Sekunden im Luminometer die Luciferase-Aktivitat gemessen. Hierbei
reagierte Luciferin zu Luciferyl-AMP in Anwesenheit von Magnesium-lonen und ATP.
Katalysiert wurde die Reaktion von der Luciferase des Leuchtkafers Photinus pyralis.
Diese Luciferase wird auch firefly luciferase genannt und ist ein monomeres Protein,
welches keine posttranslationale Prozessierung erféhrt. Das entstandene Luciferyl-AMP
oxidierte unter Emission von Licht einer Wellenldnge von 562nm. Gleichzeitig
oxidierte die Renilla-Luciferase - das Reporterenzym in dieser Reaktion -
Coelenteraten-Luciferin unter Freisetzung von Licht einer Wellenlange von 482nm.
Diese beiden Reaktionen sind in Abbildung 7 veranschaulicht. Durch die Entstehung
luminiszierender Produkte konnte eine Aussage Uber die Aktivitat der Reporterenzyme
Firefly- und Renilla-Luciferase getroffen werden. Dabei diente die jeweilige
Substratspezifitat der Enzyme zur Unterscheidung der Lumineszenzreaktionen. Zum
Ausgleich von Fehlerschwankungen erfolgte die Normalisierung der Firefly-Luciferase
auf die konstitutive Renilla-Luciferase. Mittels Photomultiplier wurden die Photonen
gezahlt. Aus den direkt gezahlten Lichtimpulsen wurden relative Lichtimpulse
berechnet und in einer Excel-Tabelle dargestellt. Schliellich wurde die gemessene

Luciferase-Aktivitat auf den Proteingehalt der Proben normiert.

29



2.28.1

Recombinant Firefly
Luciferase
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Abbildung 7: Reaktionsablauf der Recombinant Firefly Luciferase, welche unter
Anwesenheit von ATP, Mg?* und O Licht emittiert und der Renilla Luciferase, welche
fur die Lumineszenz-Reaktion O und Coelenterate-Luciferin bendtigt — gemaf

Herstellerprotokoll.

Materialien, Gerate und Substanzen zum Luciferase Assay

Gerat

Hersteller

Luminometer Lumat LB 9507

Berthold Technologies

Wasserbad Julabo
Matreilien Hersteller
pMIR-Report-Vektor Ambion
HiSpeed Plasmid Midi Isolation Kit Qiagen
Substanz Hersteller
LB-Medium (Luria-Broth-Medium) Promega

Hindlll Restriktionsenzym

Spel-Restriktionsenzym

New England Biolabs
New England Biolabs
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2.3

23.1

2.3.2

2.3.3

2.34

Datenverarbeitung und Statistik

Datenverarbeitung des MTS-Tests

Die Analyse der MTS-Assays erfolgte mittels des Multiscan MS Monochromator. Die
damit erhobenen Werte wurden in Excel transferiert. Dabei wurden stets dreifach-
Bestimmungen durchgefiihrt, von denen das arithmetische Mittel gebildet wurde. Dieses
wurde in  den  entsprechenden  S&ulendiagrammen, den  verschiedenen

Transfektionstagen zugeordnet, veranschaulicht.

Datenverarbeitung qRT-PCR

Die bei der gRT-PCR gewonnenen C¢-Werte wurden in Excel importiert und hiermit
ausgewertet. Bei Verdacht auf Artefakte oder Vorliegen von Nebenprodukten, wurden
diese Ci-Werte nicht zur weiteren Datenverarbeitung und Diagrammerstellung genutzt.
Es wurde stets mit Doppelwerten gearbeitet, sodass fir jede Probe zwei
Reaktionsansdtze vorhanden waren. Zundchst wurde das arithmetische Mittel dieser
beiden Ci-Werte gebildet. Danach wurde die Differenz der Expressionswerte und des
jeweiligen ,,Housekeepers* (B-Actin bei SYBR-Green und RNU6B bei Tagman)
gebildet. Das x-fache Expressionsverhdltniss wurde mittels ,,AACT-Methode* durch
folgende Formel berechnet: 2"-(ACT(Kontrolle-Normalisiert)-ACT(Probe-

Normalisiert)=relative x-fache Expression.

Datenverarbeitung Luciferase-Assay

Die bei dem Luciferase-Assay gewonnen Daten wurde in Excel transferiert und die
Werte der 6 Messungen fir jede Zelllinie und Kotransfektion zur weiteren Analyse in
Tabellen geordnet. Dabei wurde zuvor wiederum der Quotient aus der Lumineszenz des
Kontrollvektors und des Reporter-Vektors gebildet. Der dargestellte Messwert ergab

sich aus dem jeweils gebildeten arithmetischen Mittel der 6 Messungen.

Statistik

Wichtigstes Instrument der statistischen Auswertung war der T-Test, mit welchem die
Mediane normalverteilter Daten verglichen wurden. Signifikante Ergebnisse (p-
Wert<0,05) wurden mit einem ,*° gekennzeichnet. Zudem erfolgte eine
Korrelationsanalyse; der Pearson’sche Korrelationskoeffizient wurde anhand der

Expressionslevel berechnet.
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3

3.1

3.11

Ergebnisse

Der Ergebnisteil ist in zwei Rubriken gegliedert: zu Beginn werden die
Expressionsanalysen von miR-146b an zwei unterschiedlichen, voneinander
unabhéngigen Prostatakarzinom-Kohorten vorgestellt. Im Anschluss folgen die
Funktionsanalysen der miR-146b, die deren Bedeutung auf zelluldrer Ebene darstellen

soll.

Die Bedeutung der microRNA-146b im primaren PCa-Tumorgewebe

Die miR-146b gehort zu einer Gruppe von sieben microRNAs, die aufgrund ihrer
Expression in der eingangs erwahnten Microarray-Analyse eine Differenzierung
zwischen BPH-Gewebe sowie Hochrisiko-PCa Gewebe mit- und ohne Rezidiv
ermoglichten. Dieses Ergebnis fuhrte zu der Frage, ob die miR-146b eine mdgliche
prognostische Bedeutung beim Prostatakarzinom haben konnte. Dies stellte den
Ausgangspunkt der ersten Untersuchungen der vorliegenden Arbeit dar. An einem zu
den Voruntersuchungen unabhangigen Kollektiv (Kohorte 1) wurde die miR-146b
Expression erhoben und ihre Assoziation zu etablierten prognostischen Parametern wie
PSA, GS und pT-Stadium analysiert. Bei den Gewebeproben der Kohorte | handelte es

sich um kryoasservierte Proben.

Die Tumorproben der Kohorte 1l waren in Formalin fixiert und in Paraffin gebettet.
Aufgrund des langeren Follow-up mit klinischen Daten, welche Endpunkte wie
biochemischer oder klinischer Progress umfassten, konnte die potentielle Assoziation
von miR-146b mit Klinisch relevanten Endpunkten untersucht werden. Zusatzlich
wurden die Expressionsdaten dieser Gruppe zum Vergleich der miR-146b Ausprégung

im benignen, ebenfalls Paraffin gebetteten, Gewebe verwendet.

Klinisch-pathologische Charakteristika der PCa-Kohorte |

Fur die folgenden Untersuchungen wurde ein, zu den VVoruntersuchungen unabhéngiges,
Patientenkollektiv (Gesamtkohorte 1) herangezogen, das aus 60 Patienten bestand. Diese
hatten im Zeitraum von 2006 bis 2012 in der urologischen Klinik der Universitat
Wiirzburg eine radikale Prostatektomie erhalten. Es handelte sich um unmittelbar an die

Entnahme kryoasserviertes Gewebe. Die klinisch-pathologischen Charakteristika zum
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Operationszeitpunkt sind der Tabelle 2 zu entnehmen. Der pra-operative PSA-Wert lag
im Mittel bei 14,5ng/ml, rund 38% der Patienten hatten einen GS > 8 und circa 27%
wiesen ein pT > 3b auf; es handelte sich um ein zufallig gewéhltes, unselektioniertes
Kollektiv. Das eingefrorene Gewebe wurde mikroskopisch von einem erfahrenen
Pathologen (Herr Prof. Strobel) als Karzinomgewebe identifiziert und wie im Material
und Methodenteil beschrieben, aufgearbeitet.

Tabelle 2: klinisch-pathologische Charakteristika der PCa-Kohorte |

n %

Gesamtkohorte | 60
Alter bei Operation (Jahre) 64,9 (49-76)
Gleason Score
<6 11 18,34
7 26 43,33
>8 23 38,33
Tumorstadium
pT2 35 58,33
pT3a 9 15,00
pT3b 12 20
pT4 4 6,67
Lymphknotenmetastasen
NO 48 80,00
N1 12 20,00

14,5 (0,6-
PSA-Wert pra-operativ (ng/ml) 87,4)

3.1.2 Assoziationsanalysen von miR-146b in der PCa-Kohorte |
Das pT-Stadium, der pra-operative PSA-Wert sowie der Gleason Score flieRen in die
aktuellen Risiko-Einteilungen von D’Amico ein, um ein mogliches Progressionsrisiko
vorherzusagen. Diese klinisch-pathologischen Parameter wurden daher mit der
Expression von miR-146b assoziiert, nachdem der Expressionsstatus mittels gRT-PCR

ermittelt worden war.
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Patienten mit einem pra-operativen PSA von < 4 ng/ml hatten eine deutlich héhere miR-
146b Expression im Vergleich zu Patienten mit einem tber 4 ng/ml gelegenen PSA-
Wert (p < 0.05). In Abbildung 8 werden die Expressionsunterschiede von miR-146b in
Abhangigkeit vom pT-Stadium deutlich. Patienten mit einem pathologisch-ermittelten
Tumorstadium von < 3a zeigten ebenso eine signifikant vermehrte Expression von miR-
146b im Vergleich zu Patienten mit weiter fortgeschrittenem Tumor (> 3b). Einzig in

Bezug auf den Gleason Score konnten keine signifikanten Ergebnisse erzielt werden.
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Abbildung 8: Assoziation der miR-146b-Expression zu etablierten Prognoseparametern
in der PCa-Kohorte |

Relative Expression von miR-146b in 60 PCa-Gewebeproben (kryokonserviert). Die
Expression wurde mittels gRT-PCR ermittelt. Die Subgruppen wurden anhand der
pathologischen Tumorcharakteristika PSA, GS und pT-Stadium gebildet. Es wird die
mittlere Expression mit Fehlerbalken fir die Standardabweichung gezeigt.
Signifikanzen wurden mittels student’s T-Test errechnet; p-Werte>0,05 wurden auf der
verbindenden Linie hervorgehoben.

Die Herabregulation von miR-146b zeigt eine Assoziation zu aggressiveren

Tumorcharakteristika wie erhohtes PSA und fortgeschrittenes Tumorstadium.
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3.1.3 Klinisch-pathologische Charakteristika der PCa-Kohorte I1
Nach positiven Assoziationen von miR-146b zu etablierten prognostischen Markern wie
PSA und pT-Stadium, erfolgte die Evaluation einer mdoglichen Assoziation zu
klinischen Endpunkten wie biochemischer und klinischer Progress (BCR und CF).
Notwendig war dazu die Arbeit mit einem zweiten Kollektiv, welches sich durch ein
entsprechendes Follow-up und einen hohen Anteil von Hochrisiko-PCa Patienten (mit

Erreichen entsprechender Endpunkte) auszeichnete.

Die zweite Patientenkohorte (im Folgenden als Kohorte Il bezeichnet) umfasst 34 in
Formalin fixierte und Paraffin eingebettete Gewebeproben, die im Rahmen von
radikalen Prostatektomien in den Jahren 2003-2006 in Wurzburg asserviert worden
sind. Die Gewebeschnitte wurden von einem erfahrenen Pathologen (Herr Prof.
Rosenwald) mikroskopisch untersucht und entsprechend der Beschreibung im Material
und Methodenteil aufgearbeitet.

Die Beschreibung der klinisch-pathologischen Charakteristika der Kohorte 11 ist in
Tabelle 3 zusammengefasst. Es handelt sich um eine vorselektionierte Gruppe mit
einem hohen Anteil von Hochrisiko-PCa: 56% (n=19), 44% waren an einem Niedrig-
bzw. Intermedidr-Risiko-PCa erkrankt. In der Gruppe mit dem hdochsten
Progressionsrisiko hatten 9 Patienten (47%) ein biochemisches Rezidiv (BCR), wobei
funf von ihnen zusétzlich ein klinisches Rezidiv (CF) entwickelten. Die Zeit bis zum
Progress lag bei 42,7 beziehungsweise 65,3 Monaten. Von den 15 Patienten mit
Niedrig- bzw. Intermediér-Risiko-PCa hatten nur 2 Patienten ein biochemisches
Rezidiv. Das Alter der Patienten der Gesamtkohorte | zum Zeitpunkt der Operation lag

im Mittel bei 62,7 Jahren. Das Follow-up betrug knapp 70 Monate im Durchschnitt.

Tabelle 3: klinisch-pathologische Charakteristika der PCa-Kohorte 11

n %
Gesamtkohorte 11
Alter bei Operation (Jahre) 62,7 (44-76)
Follow-up (Monate) 69,8 (6-107)
Gleason Score
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<6 14 41,18
7 11 32,35
>8 9 26,47
Tumorstadium
pT2 19 55,88
pT3a 10 29,41
pT3b 3 8,82
pT4 2 5,88
Lymphknotenmetastasen
NO 30 88,24
N1 4 11,76
PSA-Wert pra-operativ (in ng/ml) 22,3 (3,3-192)
Hochrisiko-PCa Patienten 19 55,88
mit Rezidiv 9
BCR (durchschn. Zeitpunkt bis Rezidiv in Mo) | 9 (42,7 Mo)

CF (durchschn. Zeitpunkt bis Rezidiv in Mo) | 5 (65,3 Mo)
ohne Rezidiv 10
Intermedidr- und Niedrigrisiko-PCa
Patienten 15 44,12
mit Rezidiv 2
BCR (durchschn. Zeitpunkt bis Rezidiv in Mo) | 2 (56 Mo)

CF (durchschn. Zeitpunkt bis Rezidiv in Mo)
ohne Rezidiv 13

3.1.4 Assoziationsanalysen von miR-146b in der Patientenkohorte 11
Wie bereits in den Assoziationsanalysen der ersten Kohorte wurde die miR-146b

Expression in Analogie zu den etablierten Prognosemarkern Gleason-Score, PSA und

pT-Stadium evaluiert. Durch die zusatzlich dokumentierte
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entsprechendem Follow-up konnten klinische Endpunkte wie das Auftreten eines
biochemischen Progress (BCR) oder eines Krankheitsrezidivs (CF) assoziiert werden.

Verglichen wurde die relative miR-146b Expression bei einem PSA-Wert <4mg/ml und
>4mg/ml, einem Gleason-Score <7 und >8 sowie einem pT-Stadium <3a und >3b;
hierbei zeigte sich eine etwas stdrkere Herunterregulation im Tumorgewebe mit
héherem Gleason-Score beziehungsweise weiter fortgeschrittenem Tumorstadium,
allerdings waren die Ergebnisse nicht signifikant (p=0.62 und p=0.71). Bei Patienten
mit biochemischem Progress zeigt sich eine etwas hohere miR-146b Expression als bei
denjenigen die im Beobachtungszeitraum progressionsfrei blieben, jedoch waren die
Ergebnisse ohne statistische Signifikanz (p=0.25). Bei der Assoziation von miR-146b
Expression und klinischem Progress war der Effekt entgegengesetzt; die Ergebnisse

unterschritten auch hier nicht das Signifikanzniveau.
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Abbildung 9: Assoziation der relativen miR-146b Expression im priméren PCa-
Tumorkollektiv Il zu Klinisch wichtigen Prognose-Parametern

Relative Expression von miR-146b in 34 PCa-Gewebeproben (Paraffin gebettet,
formalin fixiert). Die Expression wurde mittels gRT-PCR ermittelt. Die Subgruppen
wurden anhand der pathologischen Tumoreigenschaften wie PSA<4 vs. PSA>4, GS<7
vs. GS>8 beziehungsweise pT<3a vs. pT>3b gebildet. Subgruppen wurden zusatzlich in
Abhéngigkeit vom biochemischen — bzw. klinischen Progress (BCR, CF) gebildet. Es
wird die mittlere Expression mit Fehlerbalken fir die Standardabweichung gezeigt.
Signifikanzen wurden mittels student’s T-Test errechnet; p-Werte>0,05 wurden auf der
verbindenden Linie hervorgehoben.
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Die in Kohorte | detektierte Assoziation von supprimierter miR-146b Expression und
den pathologischen Parametern PSA und pT-Stadium konnte in der vorselektionierten
Kohorte (mit hohem Hochrisiko-PCa-Anteil) nicht bestatigt werden. Die Assoziation zu
klinisch relevanten Parametern wie BCR und CF zeigte ebenfalls keine statistisch
signifikanten Ergebnisse, somit konnte miR-146b an der vorliegenden vollstdndigen
Kohorte Il nicht als prognostischer Marker bestatigt werden.

Subgruppenanalyse der PCa-Kohorte 11 (Hochrisiko-PCa-Proben)

Die Vorarbeiten, in denen miR-146b als potentieller prognostischer Marker aufgefallen
war, waren an reinem Hochrisiko-PCa-Gewebe erfolgt. Es stellte sich somit die Frage,
ob eine prognostische Funktion an der Subgruppe der Kohorte II, dem reinen

Hochrisiko-PCa, nachgewiesen werden konnte.

Aus der zweiten Kohorte wurden die 19 Gewebeproben selektioniert, welche die
Kriterien eines Hochrisiko-PCas erflllten (s. Einleitung). Hiervon hatten n=9 ein
Hochrisiko-PCa mit Rezidiv, die restlichen 10 Patienten hatten einen rezidivfreien

Verlauf im Rahmen des Follow-ups (s. Tab. 3).

Innerhalb der malignen Gewebeproben zeigten Patienten mit einem Rezidiv eine
vermehrte miR-146b Expression als Patienten ohne Rezidiv; dies entspricht den
Ergebnissen der Vorarbeiten. Die Expressionsunterschiede waren jedoch nicht
signifikant (p=0.34) (s.Abb.10). Die miR-146b Expression als
Differenzierungskriterium zwischen Hochrisikopatienten mit und ohne Rezidiv konnte
im vorliegenden Kollektiv (reines Hochrisiko-PCa) somit nicht bestatigt werden.
Zusétzlich durchgefiihrte Assoziationsanalysen zu pathologischen und klinischen
Parametern wie PSA, GS, pT-Stadium, BCR in der reinen Hochrisiko-PCa-Subgruppe
zeigten keine signifikanten Ergebnisse.
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Abbildung 10: Relative miR-146b Expression in Hochrisiko-PCa Gewebe (Subgruppe
aus Kohorte 1) von n=19 Patienten mit -bzw. ohne Rezidiv

Gegenuberstellung der miR-146b Expression im Paraffin-gebetteten Hochrisiko
Tumorgewebe mit - (n = 9) und ohne Rezidiv (n = 10); abgebildet sind die Mittelwerte
der mittels qRT-PCR gewonnenen Act-Werte unter Beriicksichtigung des Housekeepers
RNU6B. Die Visualisierung der Signifikanzen im student’s T-Test erfolgte mittels *
(p<0,05). Die Standardabweichungen wurden durch Fehlerbalken gekennzeichnet

Expressionsanalysen von miR-146b in der PCa-Kohorte 11 im Vergleich zu BPH-
Gewebe

Die Assoziationsanalysen zu pathologischen und klinischen Parametern hatten in der
Kohorte 11 keine signifikanten Ergebnisse gezeigt. Abschlieend wurde die Rolle als
mdoglicher Tumormarker Uberprift. Hierzu wurde die miR-146b Expression der
gesamten Kohorte zur Expression in 12 ebenfalls in Paraffin eingebetteten BPH-Proben
untersucht. Mittels qRT-PCR wurde die miR-146b Expression in beiden Gewebetypen
ermittelt, als ,,Housekeeper “ fungierte RNUGB.

Die gewonnenen Expressionsdaten zeigten eine starke miR-146b Suppression im
Tumorgewebe gegeniiber dem BPH-Referenzgewebe (p<0,05) (s. Abb.11). Der
Expressionsmedian von miR-146b lag bei Actrca: -0,10, wohingegen der Median der
benignen Proben bei AcwrH: 1,78 lag. 100 % aller Tumorproben lagen mit ihrer
Expression unter dem Median der BPH-Proben. Zusétzlich wurde die Auspréagung der

miR-146b im BPH-Gewebe mit der Expression in der Subgruppe der Kohorte 11 (dem
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reinen Hochrisiko-PCa) verglichen. Der Expressionsmedian lag bei den Proben der

malignen Subgruppe leichtgradig Gber dem der kompletten Kohorte
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Abbildung 11: Relative miR-146b
Expression im primaren PCa-Gewebe
(Gesamtkollektiv Kohorte 11, n=34) sowie

Abbildung 12: Relative miR-146b
Expression im Hochrisiko-PCa-Gewebe
(Subgruppe aus Kohorte 11 n=19) und 12

12 BPH-Gewebe-Proben

Die relative miR-146b Expression ist
dargestellt in Form von Aci-Werten aus
den gRT-PCR Messungen der in Paraffin
eingebetteten 34 Tumorgewebeproben
(Niedrig-, Intermedié&r-, Hochrisiko-PCa)
sowie der 12 BPH-Gewebeproben.
Dargestellt sind die Mittelwerte der miR-
146b Expression mit zugehoriger
Standardabweichung. Signifikanzen im
student’s T-Test wurden mit * bei einem
p-Wert<0,05 gekennzeichnet.

BPH-Gewebe-Proben

Die relative miR-146b Expression ist
dargestellt in Form von Ac-Werten aus
den gRT-PCR Messungen der Hochrisiko-
PCa Proben (Subgruppe der Kohorte I1)
sowie der BPH-Gewebeproben.
Dargestellt sind die Mittelwerte der miR-
146b Expression mit zugehoriger
Standardabweichung. Signifikanzen im
student’s T-Test wurden mit * bei einem
p-Wert<0,05 gekennzeichnet.

40




3.2

3.2.1

Die Expressionsanalysen an der PCa-Kohorte 11 zeigten eine signifikant supprimierte
Expression von miR-146b im Tumorgewebe im Vergleich zum BPH Gewebe. Sowohl
die Gewebeproben der Kohorte Il als auch das BPH-Gewebe waren in Paraffin
eingebettet. Bei den Proben der Kohorte | handelt es sich um kryoasserviertes Material.
Aufgrund der unterschiedlichen Praparation zur miRNA-Isolation und damit
mdoglicherweise verbundenen Unterschieden in den Expressionsdaten haben wir auf

einen Vergleich der miR-146b Expression in BPH und Kohorte | verzichtet.

Der miR-146b kann eine Rolle als Tumormarker zugesprochen werden, inwiefern diese
microRNA eine Funktion als Tumorsuppressor hat, muss in der anschlieRenden

Funktionsanalyse anhand der Tumorzellen uberpruft werden.

Funktionsanalysen von miR-146b in vitro und in vivo

Transfektion von miR-146b in LNCaP Zellen
Fur die Funktionsanalyse wurde mit den reprasentativen androgenabhéngigen LNCaP
Zellen gearbeitet. Ausgangspunkt fur die weiteren Versuche war die ektope Steigerung,

respektive Suppression der miR-146b Expression mittels transienter Transfektion.

In drei voneinander unabh&ngigen Experimenten wurden die LNCaP Zellen mit pre-
und anti-146b transfiziert. Als Kontrolle diente eine scrambled-miRNA (scr) (Details
siehe Material und Methoden Kapitel 2.2.3). Die Expressionslevel nach Transfektion
wurden mittels gRT-PCR analysiert. Zellen, die mit pre-miR-146b transfiziert worden
waren, zeigten eine auf das 285-fache gesteigerte Expression (Act: 16,1) im Vergleich
zur Kontrolle (scr) (AAct-Methodik, siehe Material und Methoden). Die Suppression
durch anti-miR-146b um das 32-fache (AAc-Methode) zeigte einen Ac-Wert von -2,6.
Der durchgefuhrte T-Test bestatigte die Signifikanz der Ergebnisse bei einem p-Wert

von stets <0,05.
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Abbildung 13: Transiente Transfektion von miR-146b in LNCaP Zellen

Darstellung der relativen Expression von miR-146b in mit pre-, anti- und Kontroll-miR
(scr) transfizierten LNCaP Zellen 48h nach Transfektion. Die Uberexpression und
Suppression wurde mittels gRT-PCR detektiert, das Ausmal} der Regulation wurde mit
der AAct-Methodik berechnet. Als Kontrolle wurden die Aci-Werte einer Transfektion
mit einer scrambled-miR verwendet. Abgebildet ist das arithmetische Mittel dreier
unabhangiger Experimente mit Standardabweichung. Die mittels student‘s T-Test
errechneten Signifikanzen wurden mit * (p<0,05) visualisiert.

Proliferationsverhalten von miR-146b transfizierten LNCaP Zellen
Mithilfe des MTS-Assays sollte der Einfluss von miR-146b auf das
Proliferationsverhalten von LNCaP Zellen tberprift werden. Die Experimente wurden

in dreifacher Ausfuihrung unabhéngig voneinander durchgefiihrt.

Wahrend sich am 2. Tag post transfectionem noch Kkeine signifikanten
Proliferationsunterschiede abbildeten, zeigten LNCaP Zellen mit vermehrter miR-146b
Expression ein signifikantes, auf 81 % reduziertes Wachstums am 4. Tag post
transfectionem im Vergleich zu den kontroll-transfizierten Zellen. Wie in Abb. 13
dargestellt, wiesen die mit pre-146b transfizierten Zellen am 6. Tag eine auf 42%
verminderte Zahl vitaler Zellen im Vergleich zur Kontrolle auf. Die Signifikanz der
Ergebnisse wurde mittels student’s T-Test analysiert und zeigte fir den 4. und 6. Tag p-
Werte <0,05. Zellen mit vermehrter miR-146b Expression fiihrten zu einer deutlichen

Proliferationshemmung 4 und 6 Tage nach Transfektion in LNCaP Zellen.
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3.2.3

In Experimenten mit anti-miR-146b transfizierten Zellen konnten 2 sowie 4 Tage post
transfectionem keine signifikanten Proliferationsunterschiede im Vergleich mit

Kontrollzellen festgestellt werden (Daten nicht gezeigt).

120
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Uberlebende Zellen in %

2.Tag p.T. 4.Tag p.T. 6.Tag p.T.

mctr ©pre

Abbildung 14: Proliferationsverhalten von LNCaP Zellen nach transienter Transfektion
mit pre-miR-146b

Evaluation des Zellwachstums in mit pre-miR-146b und Kontroll-transfizierten LNCaP-
Zellen. Dargestellt sind die tberlebenden Zellen (in %) im Vergleich zu den
kontrolltransfizierten Zellen. Der Proliferationsassay wurde an Tag 2, 4 und 6 post
transfectionem mittels MTS-Reagenz und Monochromator analysiert. Die anhand des
student’s t-Test errechneten Signifikanzen wurden mit * (p<0,05) visualisiert.

Identifikation von Zielgenen der miR-146b

Um die molekulare Rolle von miR-146b besser zu beurteilen, wurde die
Funktionsanalyse um eine mogliche Targetfindung erweitert. Mithilfe der Datenbank
der microRNA.org-Webseite (siehe Material und Methoden) wurde eine Zielgen-
Vorhersage durchgefiihrt. Fur miR-146b-3p/5p ergab die Analyse 6757 potentielle
Targets mit einem mirSVR Score von -2.98 bis -0.00. Der mirSVR Wert korreliert
linear mit dem AusmaR der Herunterregulation des méglichen Zielgens(75). Von den
vorhergesagten Zielgenen entfielen 1.100 auf Homo sapiens. Die restlichen verteilten
sich auf Mus musculus, Rattus norvegicus, Caenorhabditis elegans etc. Zusatzlich zu

dieser Zuordnung orientierten wir uns am Alignment Score der potentiellen Targets
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3.23.1

sowie an der Literaturrecherche. Durch die oben aufgefihrten Versuche mit
verminderter Zellproliferation nach Hochregulation der miRNA, liegt die Vermutung
nahe, dass miR-146b Gene reguliert, die Einfluss auf die Proliferation der Tumorzelle
haben. Daher konzentrierten wir uns bei der weiterfiihrenden Targetanalyse auf

folgende 4 Gene:

gene_symbol |mirna_alignment |[gene_alignment mirsvr_score |function
ucggauaccuuaagU | ucuuaaguccuaaaA

PDGFRA CAAGAGuU GUUCUCa -0.8508 Growth factor
UcGGAUACCUU |[ucUCUAUUUGA-

NRAS AAGUCAAGAGU | GAAGUUCUCa -0.5220 Oncogen
ucggauaccuUA- auuuuccaucAUCU

IGFL1 AG-UCAAGAGU |CAAGUUCUCuU -0.8616 Growth factor
ucggauaccuUAAG | aaacaaacauAUUU Transcription

NFKBIZ UCAAGAGuU AGUUCACuU -0.1743 factor

In ersten Targetanalysen wurde der Expressionsstatus der angegebenen Gene in mit
miR-146b transfizierten (pre-/anti) LNCaP Zellen untersucht, um eine mdgliche
gegenlaufige Expression zu detektieren. Im Verlauf der Untersuchungen zeigte N-Ras
das hochste Potential fiir eine mdgliche relevante Target-Beziehung, es folgte daher ein
Luciferase Assay. Im Folgenden werden die Expressionsanalysen zunachst von IGF-1
und PDGFA aufgefiihrt und deren Ausscheiden in weiteren Targetanalysen begriindet.
Fur eine bessere Ubersicht werden die Ergebnisse der Analysen zu NFKB und N-Ras in

zwei weiteren Kapiteln vorgestelit.

Der Expressionsstatus von IGF-1 und PDGFA nach transienter miR-146b
Transfektion

Mittels gRT-PCR wurde die Expression der potenziellen Zielgene IGF-1 und PDGFA in
LNCaP Zellen mit ektop veranderter miR-146b Expression untersucht. Bereits in den
Kontroll-transfizierten Zellen (scr) wurde das Fluoreszenzsignal fiir IGF-1 und PDGFA
erst ab einem gqRT-PCR Cycle von > 30 detektiert (Daten nicht gezeigt). Dies weist auf

eine nur sehr geringe Expression der Gene in der LNCaP Zelllinie hin. Die weitere
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3.2.3.2

Analyse der mit pre- und anti-miR-146b transfizierten Zellen ist dadurch stark
eingeschrankt. Dabei zeigte die IGF-1 Expression keine Reaktion auf die ektop
supprimierte miR-146b Expression in transfizierten LNCaP Zellen. Im Rahmen der
tumorsuppressiven Funktion der miR-146b misste die herabregulierte miR-146b
Expression mit einer verstarkten Expression der potenziellen Targets einhergehen. Flr
PDGFA zeigte sich ein signifikanter Effekt: Zellen mit verminderter miR-146b
Expression hatten eine deutlich hohere PDGFA-Expression als die Kontrollzellen.
Aufgrund der kaum detektierbaren Expression der potentiellen Zielgene wurde von
weiterfihrenden Experimenten mit den vorhergesagten Targets IGF-1 und PGDFA
abgesehen und das Augenmerk auf die beiden anderen moglichen Zielgene der miR-
146b gerichtet.
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Abbildung 15: Relative IGF-1 und PDGFA Expression nach transienter Herabregulation
der miR-146b

Die relative Expression von IGF-1 (links) und PDGFA (rechts) in antigo-miR-146b
transient transfizierten LNCaP Zellen im Vergleich zu kontroll-transfizierten Zellen.
Dargestellt sind die mittels gRT-PCR gewonnen Mittelwerte dreier unabhangiger
Experimente als x-fache Suppression mit entsprechender Standardabweichung.
Signifikante Expressionsunterschiede wurden mittels student’s T-Test errechnet und mit
* (p<0,05) angegeben.

Die Expression von NFkB in pre- und antigo-miR-146b transfizierten LNCaP Zellen

Analog zum oben beschriebenen Versuchsaufbau wurde auch die Expression von NFkB
in miR-146b transfizierten LNCaP Zellen untersucht. In drei unabhdngig voneinander
durchgefiihrten Experimenten zeichneten sich keine signifikanten

Expressionsunterschiede zwischen pre-, anti-miR-146b und kontroll-transfizierten
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3.2.3.3

LNCaP Zellen ab. Aus diesem Grund wurde auch NFKkB aus weiteren Experimenten
ausgeschlossen.
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Abbildung 16: relative NFKB Expression nach transienter Transfektion mit pre- und
anti-miR-146b

Darstellung der relativen NFKB Expression in pre- und anti-miR-146b transfizierten
LNCaP Zellen sowie kontroll-transfizierten LNCaP Zellen. Abgebildet sind die
Mittelwerte aus drei unabhéngigen Experimenten. Die mittels student’s T-Test
errechneten Signifikanzen wurden mit p>0,05 bestimmt und visualisiert.

Expression von N-Ras nach pre-miR-146b und antigo-miR-146b Transfektion

Das Expressionsniveau von N-Ras in pre- sowie anti-miR-146b transfizierten LNCaP
Prostatakarzinomzelllinien wurde mittels qRT-PCR untersucht. Die Expression von N-
Ras war in LNCaP Zellen mit vermehrter miR-146b Expression (pre-146b) um 123%
supprimiert (p<0.05). Auch die Gegenlberstellung anti-miR-146b transfizierter und
kontroll-transfizierter LNCaP Zellen wies signifikante Unterschiede auf (p<0,05). In
anti-miR-146b transfizierten LNCaP Zellen war die N-Ras Expression im Vergleich zur
Kontrolle auf das 3,1-fache erhoht (Abb. 13).
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Abbildung 17: relative N-Ras Expression nach transienter Transfektion mit pre- und
anti-146b

Graphische Darstellung der relativen N-Ras Expression in transient transfizierten (pre-
146b/anti-146b) LNCaP Zellen in einem Séulendiagramm. Ermittelt wurde die relative
N-Ras Expression 48h post transfectionem mittels gRT-PCR in drei voneinander
unabhéngig durchgefiihrten Experimenten. Abgebildet sind die Differenzen des
Housekeepers 3-Actin und N-Ras mit Standardabweichung. Die mittels student’s T-Test
errechneten Signifikanzen wurden mit * (p<0,05) visualisiert.

N-Ras als potentielles Ziel-Gen von miR-146b

Aus den oben beschriebenen Experimenten geht hervor, dass eine gegenléufige
Regulation von miR-146b und N-Ras vorliegt. Letzteres hat beim Prostatakarzinom vor
allem Bedeutung als Onkogen in der Tumorprogression. Es besteht die Vermutung, dass
miR-146b (ber eine direkte Interaktion mit dem potentiellen Ziel-Gen die Proliferation
der Karzinomzellen beeinflusst. Im Rahmen der internetbasierten Targetsuche
(www.microRNA.org) konnten fiir die 3° UTR der mRNA von N-Ras an drei
Nukleotidpositionen potenzielle Bindungsstellen von miR-146b vorhergesagt werden (s.
Abbildung 18). Deshalb wurde fir das Zielgen N-Ras ein Luciferase-Assay
durchgefuhrt, um so die vorhergesagte Bindung zwischen miR-146b und N-Ras

funktionell zu bestatigen. Der genaue Versuchsaufbau ist unter 2.2.8 beschrieben.

3' ucGGAUACCUUAAGUCAAGAGu 5' hsa-miR-146b-5p

N LTI
159:5" ucUCUAUUUGA-GAAGUUCUCa 3' NRAS
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Abbildung 18: vorhergesagte Bindungsstellen von miR-146b an N-Ras (Ausschnitt aus
microRNA.org/pictar)

Mithilfe der angegebenen Internetdatenbank wurden drei Bindungsstellen fur miR-146b
mit dem potentiellen Ziel-Gen N-Ras berechnet. Es kommt der jeweilige Abschnitt
unter Angabe der Nukleotidposition mit den potentiellen Bindungsstellen
(gekennzeichnet durch vertikale Linien) zur Darstellung.

Direkte Interaktion von miR-146b mit der 3 UTR von N-Ras

Nach Anzucht der LNCaP-Zellen in den entsprechenden Platten, wurde der
pMirReportLuciVektor sowie der Kontrollvektor in die LNCaP-Zellen transfiziert.
Zudem wurde die pre-miR-146 bzw. die Kontroll-miR in jeden Ansatz kotransfiziert. In
Abbildung 18 wird die Luciferaseaktivitdt des N-Ras-Vektors in der LNCaP-Zelllinie
fur die Kotransfektion mit precursor-miR-146b dargestellt. In mit pre-146b
kotransfizierten LNCaP Zellen zeigt sich eine auf 51% reduzierte Luciferaseaktivitat im
Vergleich zur Kontrolle (p-Wert < 0.05). Aus den drei voneinander unabhangig
durchgefiihrten Experimenten wurden die Mittelwerte gebildet und prozentual

dargestellt.

Die Ergebnisse beweisen eine effektive Bindung zwischen miR-146b und der 3’UTR
des N-Ras-Vektors nach Kotransfektion mit pre-146b. Somit hat miR-146b (ber N-Ras

Einfluss auf den Signalweg der Tumorprogression.
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Abbildung 19: Luciferase-Assay zur Bestimmung einer direkten Interaktion von miR-
146b und N-Ras

Messung der Luciferaseaktivitat mit Hilfe eines Dual-Reporter-Assays in LNCaP-
Zellen. Die Kotransfektion erfolgte mit precursor-miR-146b. Die y-Achse stellt die
Luciferase-Aktivitat als Quotienten der Lumineszenz des N-Ras-Vektors zu der des
Renilla-Kontrollvektors das. Fir die Luciferaseaktivitat der Kontrollzellen wurde
zufallig ein Wert von 100% gewahlt. Standardabweichungen sind als Fehlerbalken
dargestellt. Signifikanzen im student’s T-Test wurden mit * (p<0,05) visualisiert.

Genregulation von N-Ras und miR-146b im primaren PCa-Tumorgewebe (Kohorte I)
Aus den dargestellten Beobachtungen kristallisierte sich nun folgende Fragestellung
heraus: Ist eine gegenlaufige Expression von N-Ras und miR-146b auch im priméren
Tumorgewebe zu beobachten? Da die mRNA-Isolation aus Formalin fixiertem, in
Paraffin-eingebettetem Material erschwert ist und daher die Ergebnisse unter
Umsténden nur eingeschrankt aussagekraftig sind, wurde nativ eingefrorenes Material
der Kohorte 1 verwendet. Die mRNA-Isolation erfolgte wie in Kapitel 2.2.5
beschrieben. Um eine mogliche gegenlaufige Expression von nras und miR-146b zu
beobachten wurden insgesamt 30 Gewebeproben der Kohorte | (zuféllig gewahlt) in
zwei Subkohorten mit relativ vermehrter, respektive verminderter miR-146b Expression
unterteilt. Die erste Gruppe n=12 (Subgruppe IA) enthielt Proben deren miR-146b
Expression einen Ac-Wert von <I1,7 zeigte. Die Proben der Subgruppe IB n=18

(vermehrte miR-146b Expression) wiesen Aci-Werte von >3,2 auf. Im t-Test beider

Subgruppen ergab sich fur die miR-146b Expression ein signifikanter p-Wert von 6.07¢

11 (Daten nicht gezeigt). Nach Subklassifizierung von 30 Gewebeproben der Kohorte |

49



entsprechend ihrer miR-146b Expression erfolgte mittels gRT-PCR die
Expressionsanalyse von N-Ras. Das mittlere Expressionslevel lag in der Subgruppe 1A
bei einem Ac--Wert von 4.8, wéhrend die Proben der Subgruppe IB Ac-Werte von 3.5
auf, der t-Test ergab einen p-Wert von 0.02 (s. Abb. 19). Der Expressionsunterschied
von N-Ras zwischen beiden Subgruppen ist somit signifikant.

8,0
6,0 T

4,0
2.0
S 0,0

-2,0
-4,0
-6,0
-8,0

)

relativ N-Ras Expression
(A

Subgruppe IA Subgruppe 1B

Abbildung 20: Expression von N-Ras im primédren Tumorgewebe

N-Ras Expression in primarem Tumorgewebe in n=30 Proben des PCa-
Patientenkollektivs I. Die Subgruppen IA und IB beinhalten je nia=12 und n;g=18 nativ
asservierte Gewebeproben von Patienten mit verminderter (Aci-Wert <1,7, Subgruppe
IA) und vermehrter (Ac-Wert >3,2, Subgruppe 1B) miR-146b Expression. In den
Subgruppen wurde mittels qRT-PCR der Expressionsstatus von N-Ras ermittelt.
Abgebildet sind die Ac-Werte von N-Ras mit den dazugehdrigen
Standardabweichungen. Signifikanzen im student’s T-Test wurden mit * (p<0,05)
visualisiert.

Nachdem ein signifikanter Expressionsunterschied von N-Ras im priméren
Tumorgewebe mit verminderter und vermehrter miR-146b-Expression detektiert
worden war, folgte abschlieRend die Korrelationsanalyse zu beiden Genen. Diese gelang
mithilfe des Pearsonschen Korrelationskoeffizienten, der tGber die komplette Subgruppe
(n=30) errechnet wurde. Der Koeffizient, als Mal} fur den linearen Zusammenhang
ergab einen Wert von -0.5, sodass ein negativer Zusammenhang der beiden Parameter

(miR-146b und N-Ras) ex vivo nachgewiesen werden kann (Abb.20).
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Abbildung 21: Korrelationsanalyse von miR-146b und N-Ras ex Vivo.

In n=30 Gewebeproben der Kohorte | erfolgte die gRT-PCR Analyse zur miR-146b und
N-Ras. Die Expressionslevel, normalisiert mittels RNUG6B respektive R-Actin, wurden
verwendet um den Pearson’schen Korrelationskoeffizienten zu berechnen (r=-0.5).
Dieser wird mithilfe der Geraden visualisiert, die Rhomben entsprechen den
Expressionslevels der jeweiligen Gewebeproben
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4 Diskussion

Der besseren Prognosebeurteilung des Prostatakarzinoms kommt eine zunehmend
wichtigere Bedeutung zu. Nach steigenden Inzidenzzahlen, bei verbesserter Diagnostik,
und weitgehend gleichbleibenden Mortalitatsraten muss die Risikostratifizierung
verbessert werden. Ein Ziel im Rahmen der Prostatakarzinomforschung sollte die
bessere Identifizierung des zum Tode filhrenden Karzinoms sein, um Ubertherapien zu
vermeiden und den Patienten individuelle Therapiekonzepte anbieten zu kénnen. Der
Etablierung von Biomarkern, die neben den bestehenden Prognosemarkern, wie pT-
Stadium, PSA und Gleason Score, anhand der Expression die Prognoseeinschatzung
verbessern kdnnen, kommt grof3e Bedeutung zu. Die microRNAs werden als mdgliche
Biomarker diskutiert, da sie wichtige Funktionen in der Genregulation ubernehmen,
indem sie unter anderem die Translation hemmen(76). Sie nehmen zudem eine wichtige

Rolle in der Zelldifferenzierung, Zellproliferation und Apoptose ein (77).

Aufgrund des meist langsamen Progresses der Erkrankung ist es sinnvoll mit
Patientenkollektiven zu arbeiten, die an einem Hochrisiko-PCa erkrankt sind und von
denen neben den Gewebeproben und den klinisch-pathologischen Parametern auch ein
langes Follow-up vorliegt mit entsprechenden klinischen Endpunkten wie PSA-Progress
(BCR) oder klinischem Rezidiv (CF). In Vorarbeiten der Wiirzburger Arbeitsgruppe an
derartigem Hochrisiko-PCa-Gewebe konnten sieben miRNAs identifiziert werden, die
aufgrund ihres unterschiedlichen Expressionsniveaus zwischen Patienten mit und ohne
Rezidiv sowie BPH-Proben unterscheiden konnten(20). Unter diesen diskriminativen
microRNAs befand sich die miRNA-146b, welche bisher noch nicht ndher in Hinblick
auf das Prostatakarzinom analysiert worden war. Der Ausgangspunkt dieser Arbeit war
somit die Expression von miR-146b an einem unabhéngigen Kollektiv zu prifen, eine
mogliche prognostische Relevanz herauszuarbeiten und auf zellularer Ebene die
Funktion der miR-146b beim Prostatakarzinom zu analysieren.
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4.1 miR-146b - ein potentieller prognostischer Marker?

4.1.1 Die miR-146b Expression und die Assoziation zu etablierten klinischen

Prognoseparametern

Um die microRNA 146b auf ihr mdgliches Potential als prognostischer Marker hin zu
prifen, wurden zunédchst Assoziationsanalysen mit den bereits bestehenden
Prognosemarkern PSA, Gleason-Score und pT-Stadium in der Kohorte | durchgefihrt.
Die Analyse zu etablierten Prognosemarkern hatte statistische Signifikanz gezeigt:
verminderte miR-146b Expression war mit erhéhtem PSA und fortgeschrittenem pT-
Stadium assoziiert. In Bezug auf den Gleason Score konnten keine signifikanten
Unterschiede detektiert werden. Somit waren zwei von drei etablierten
Prognosemarkern mit der Expression von miR-146b assoziiert, wobei die Expression
der microRNA im weiter fortgeschrittenen Tumorstadium supprimiert war. Neben den
Expressionsunterschieden konnten Regressionsanalysen keine signifikanten Ergebnisse

aufzeigen (Daten nicht gezeigt).

Die Arbeitsgruppe um Lin untersuchte 60 PCa-Gewebeproben und nicht-
karzinomattses Prostatagewebe mittels FISH (Fluoreszenz in situ Hybridisierung) auf
miR-146a und miR-184 Expression. Sie fanden einen deutlichen Verlust der miR-146a
im hochgradigen hormonrefraktaren PCa mit Gleason Score 9-10(58). Sie beobachteten
einen konsekutiven Abfall von miR-146a je hohergradiger der Tumor (Einteilung nach
GS und Hormonabhéngigkeit). Diese Ergebnisse unterstiitzen die von uns detektierte
Verbindung von verminderter miR-146b Expression und fortgeschrittenem klinischen
Stadium beziehungsweise erhéhten Prognosemarkern pT und PSA. Die Arbeitsgruppe
hatte sich auf die Analyse der miR-146a konzentriert, bei einer Homologie von 91% in
Bezug auf die Basensequenz wird dieses Ergebnis vermutlich auch auf die miR-146b
zutreffen(48).

Ein kontrares Ergebnis prasentiert die Arbeitsgruppe um Walter, die vor allem eine
Hochregulation von miR-146b und weiteren miRs im malignen Material gegeniber
Stroma und Epithel detektiert hatte (s.u.). Sie konnten diesen Anstieg auch in einer
Subgruppe (GS >8) im Vergleich zu benignem Material zeigen. Sie fanden keinen
Zusammenhang zwischen dysregulierten miRNAs und unterschiedlichen PCa-

Risikogruppen (43). Bei diesem Ergebnis muss bedacht werden, dass es trotz groRter
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Sorgfalt bei der Microdissektion der Formalin fixierten, Paraffin eingebetteten Proben
zu einer Kontamination gekommen sein konnte. Des Weiteren beschaftigt sich die
Studie auch nicht mit molekularen Mechanismen, welche die unterschiedliche miR-
Expression in verschiedenen Stadien des PCa erlautern kdnnten. So ist es moglich, dass
dieselbe miR sowohl Onkogene als auch Tumorsuppressorgene regulieren kann. In der
vorliegenden Arbeit wurde das miR-146b Expressionsniveau im Tumorgewebe durch
die Erforschung der Tumorpathways — der Interaktion mit dem Onkogen N-Ras -

verifiziert.

In der vorliegenden Kohorte sind anhand der Expression von miR-146b Unterteilungen
der Gewebeproben anhand der verschiedenen Prognosemarker (PSA, pT) mdglich,
jedoch spielt die miR-146b keine Rolle als unabhangiger prognostischer Marker in
Bezug auf bestehende Prognoseparameter. Eine moégliche Begriundung hierfir liegt
moglicherweise in der Wahl des Kollektivs. Die untersuchten Patienten befanden sich
zum Zeitpunkt der Untersuchung alle in einem hormon-sensiblen Stadium.
Madoglicherweise wirden Expressionsanalysen an einer Kohorte mit Patienten mit
hormonrefraktdrem Karzinom signifikante Assoziationsergebnisse erbringen. Erneut
bleibt die GruppengréRe ein mogliches Kriterium, das die fehlende Signifikanz
begrindet.

Die Microarray-Analyse, die Ausgangspunkt flr die vorliegende Arbeit war, hatte 7
miRNAs identifiziert (darunter miR-146b), die anhand der Expression zwischen sechs
BPH Proben, sieben Hochrisiko Prostata-Ca Proben ohne klinischen Progress sowie
sechs mit klinischem Rezidiv unterscheiden konnten. Fiir miR-146b wurde die héchste
Expression im benignen Gewebe detektiert; Patienten mit Rezidiv hatten eine
signifikant hdhere Expression als Patienten ohne Rezidiv, es handelte sich also nicht um
eine konsekutive Herabregulation(20). Ein Ziel der Arbeit war es zu tberpriifen, ob die
miR-146b im vorliegenden Kollektiv entsprechende Gewebetypen differenzieren
konnte. Da von den Patienten der Kohorte | kein ausreichendes Follow-up mit
entsprechenden Klinischen Endpunkten wie biochemisches oder klinisches Rezidiv
vorlag, wurde fur diese Fragestellung mit einem weiteren Kollektiv gearbeitet. Das

Kollektiv 1l umfasste 34 in Paraffin eingebettete mit Formalin fixierte Gewebeproben
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mit einem mittleren Follow-up von 69,8 Monaten, davon hatten 19 Patienten ein
Hochrisiko-PCa  (entsprechend der Microarray Analyse). Es erfolgte die
Gegenlberstellung der miR-146b Expression der Hochrisikopatienten, von denen n=9
ein Rezidiv hatten und n=10 Patienten im Beobachtungsintervall rezidivfrei geblieben
waren (Rezidiv umfasste BCR und CF). Die Expression zeigte folgendes Muster:
Patienten mit BPH-Gewebe hatten hohe miR-146b-Level, Patienten mit Rezidiv zeigten
ein niedrigeres Expressionsniveau und Patienten ohne Rezidiv hatten die geringste miR-
146b Expression. Dieses Expressionsmuster entsprach den Voruntersuchungen, war
jedoch nicht statistisch signifikant. Auch in Einzelanalysen, in denen die klinischen
Endpunkte biochemischer Progress und Klinischer Progress getrennt voneinander
untersucht wurden, konnte die postulierte Markerfunktion zur Differenzierung von
Hochrisikopatienten fir die miR-146b im vorliegenden Kollektiv nicht bestétigt

werden.

Da die Expressionstendenz die Gleiche wie im durchgefiihrten Microarray ist, bleibt zu
vermuten, dass bei grélReren Fallzahlen ein statistisch signifikantes Ergebnis erreichbar
waére. Das Follow-up der Patienten aus der Microarray-Analyse der VVoruntersuchung ist
mit 106 Monaten deutlich l&anger als das der dieser Arbeit vorliegenden Kohorte II
(Follow-up: 69,8 Monate). Entsprechend ist der Anteil von Patienten mit klinischem
Progress in der Ausgangskohorte groRer als in der flr diese Arbeit analysierten. Eine
Theorie ist, dass die Expressionsunterschiede zwischen Patienten mit und ohne Rezidiv
erst nach weiterem Fortschreiten der Erkrankung, also eher bei klinischem als
biochemischem Rezidiv, auffallen. Andererseits muss die Interpretation der Microarray-
Untersuchung kritisch erfolgen, diese ist an einem deutlich kleineren Kollektiv (n=13
Karzinompatienten) erfolgt im Vergleich zum 34 Patienten umfassenden Kollektiv Il
dieser Arbeit, sodass maoglicherweise die geringe Gruppengroe zu einem

abweichenden Ergebnis gefuhrt haben kdnnte.

Nach unserem Kenntnisstand existieren bislang keine weiteren Untersuchungen, die das
Expressionsverhalten von miR-146b in Gewebe von PCa-Patienten mit und ohne
Rezidiv untersucht haben. Die Gruppe um Selth arbeitete mit dem gleichen Ansatz,
jedoch wurden hier Blut-Seren von je 8 Patienten mit zeitigem PSA-Ruckfall mit
Patienten ohne biochemisches Rezidiv mittels Microarray untersucht. Die Ergebnisse
wurden an einer unabhangigen Kohorte von 70 Patienten validiert, hier bestatigte sich
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die vermehrte Expression von miR-146b-3p und miR-194 bei Patienten mit Rezidiv im
Vergleich zu Patienten ohne Rezidiv (HR 1,29 (1,07-1,57) p=0,004). In der
multivarianten Analyse war die miR-146b-3p Expression ein unabhéngiger Marker flr
biochemischen Progress (HR 1,14 (1,02-1,27) p=0,019)(61). Die vermehrte Expression
von miR-146b im Serum ist passend zu der von uns detektierten verminderten
Expression im Gewebe.

Sowohl die signifikanten Expressionsunterschiede zwischen Gewebeproben und Seren
von Patienten mit und ohne Rezidiv, sowie die in der vorliegenden Arbeit beschriebene
Tendenz der miR-146b Expressionsdifferenzen, legen nahe, dass es sich um einen
prognostischen Marker handeln kdnnte. Am vorliegenden Patientenkollektiv konnte
dies nicht bestatigt werden. Zukunftig sollten weitere Validierungsstudien an gréReren

Kohorten mit langerem Follow-up und entsprechenden Endpunkten erfolgen.

Erstaunlicherweise  zeigten die Expressionsanalysen zu bereits etablierten
Prognosemarkern wie PSA, pT-Stadium oder GS keine signifikanten Unterschiede im
zweiten Kollektiv im Gegensatz zur ersten untersuchten Gruppe. Grunde hierflr
konnten erneut in der geringen Gruppengrofie liegen, so war das Kollektiv I mit n=64
Patienten nahezu doppelt so groR wie das zweite Kollektiv mit n=34 Patienten.

miR-146b als Tumormarker

Die miR-146b Expression in benignem und malignem Prostatagewebe

Da die Vorarbeiten zur miR-146b diese als potentiellen Tumormarker identifiziert
hatten, war ein Ziel der vorliegenden Arbeit dies an einem groRReren Patientenkollektiv
zu prufen. Die genaue Subklassifikation dieser Kohorte 11 wurde bereits im Ergebnisteil
veranschaulicht. 34 in Paraffin eingebettete Prostatakarzinom-Gewebeproben mit einem
hohen Anteil an Patienten mit Hochrisiko-PCa (n=19) sowie 12 BPH-Proben wurden
daher auf ihre Expression von miR-146b hin analysiert. Die mittels gRT-PCR
explorierte miR-146b Expression im Prostata-Ca zeigte eine gegentber dem BPH-
Gewebe hochgradige Suppression. Alle malignen Proben lagen in ihrer miR-146b
Expression signifikant unter der im benignen Gewebe. Dieses Ergebnis bestatigt die
genannten Vorarbeiten, in denen mittels Microarray und gRT-PCR eine signifikant
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verminderte Expression von miR-146b (und 60 weiteren miRs) in 12 Gewebeproben
von Patienten mit Hochrisiko-PCa gegeniiber dem BPH-Gewebe detektiert worden war
(20). Mit der vorliegenden Arbeit gilt die miR-146b als Tumormarker im reinen

Hochrisiko-Kollektiv und im gemischten Kollektiv als validiert.

In der Literatur finden sich viele Beispiele fir microRNAs, die zwischen benignem
Prostatahyperplasiegewebe  und  malignem  Prostatagewebe anhand  ihres
Expressionsprofiles unterscheiden kénnen. Die meisten microRNAs sind im malignen
Gewebe vermindert exprimiert im Vergleich zum benignen Gewebe. Die Arbeitsgruppe
um Ozen et al. analysierten mittels Microarray die Expression von ca. 500 miRNASs in
10 benignen Gewebeproben und 16 Prostata-Ca Proben, sie beschrieben einen Grofiteil
der microRNAs als herunterreguliert im malignen Gewebe im Vergleich zum benignen
Gewebe(26). Auch Porka et al. konnten mittels Oligonukleotid Hybridisierungsassay
zeigen, dass 37 der 51 analysierten microRNAs supprimiert waren im karzinomatdsen
Gewebe, wobei 15 dieser untersuchten miRNAs nur im hormonrefraktaren Karzinom
im Gegensatz zum BPH Gewebe herabreguliert waren(77). Die Arbeitsgruppe um
Schéfer untersuchte mittels Microarray-Analyse das Expressionsverhalten der miRNAs
in 70 Prostatektomiepraparaten und den zugehérigen Normalgewebeproben. Auch hier
zeigte sich eine starke Herabregulation einer Mehrzahl der microRNAs im malignen
Gewebe(45).

Insgesamt findet man in der Literatur nur sehr wenige Expressionsversuche zu miR-
146b; in den oben genannten Studien wurde die miR-146b nicht explizit aufgefuhrt
bzw. validiert, sodass ein direkter Vergleich der Expressionslevel nicht méglich ist. Der
Nachteil bei groRen Microarray-Analysen besteht unter anderem darin, dass meist nur
ein geringer Teil der differenziert exprimierten microRNAs mit einer anderen Methode
(beispielsweise gRT-PCR) oder an einer unabhdngigen Kohorte validiert wird. Zudem
muss beim Vergleich der Studien darauf geachtet werden, ob es sich beim benignen

Gewebe um Hyperplasie-Gewebe oder Karzinom-umgebendes Normalgewebe handelt.

Mittels FISH-Analyse untersuchten Lin und Kollegen PCa-Gewebe und nicht-
karzinomattses Prostatagewebe auf die miR-146a und miR-184-Expression hin. Die
Tumorproben wurden anhand ihres Gleason Scores sowie ihrer Androgenabhéngigkeit
beziehungsweise ihrer Androgenunabhangigkeit unterteilt. Die miR-146a Expression
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war in den Gewebeproben mit einem GS grofRer 7 deutlich vermindert im Vergleich
zum Normalgewebe. Benignes Hyperplasiegewebe wurde nicht differenziert analysiert,
sodass ein direkter Vergleich mit den dieser Arbeit vorliegenden Ergebnissen nicht
mdoglich ist. Aber die Tendenz: verminderte Expression im malignen Gewebe, erhohte

Expression im benignen/normalen PCa-Gewebe bleibt die Gleiche(58).

Eine unserem Versuchsaufbau recht ahnliche Arbeit wurde von Ding und Kollegen
publiziert und zeigt ein dhnliches Expressionsprofil wie das hier vorgestellte. Sie
untersuchten 18 Gewebeproben von PCa Patienten und das dazugehdrige
Normalgewebe in Bezug auf die miR-146b Expression hin. Jede maligne Gewebeprobe
zeigte ein signifikant vermindertes (p < 0,05) miR-146b Level im Vergleich zur
korrespondierenden benignen Probe(78). Das Kollektiv wurde von den Autoren nicht
weiter vorgestellt, sodass eine Aussage bezuglich des Risikoprofils der Kohorte nicht
maoglich ist. Zuséatzlich verglich die Arbeitsgruppe das Expressionsverhalten in 4 PCa-
Zelllinien (LNCaP, PC-3, DU-145, 22RV1) mit 2 benignen Zelllinien (PNT2C2,
WPMY-1), auch hier war das Expressionsniveau im malignen Milieu signifikant
erniedrigt(78).

Ein kontrdares Ergebnis prasentieren Walter et al., diese fanden 34 signifikant héher
exprimierte  microRNAs, darunter miR-146b, in ca. 40 PCa-Gewebeproben im
Gegensatz zu dem von ihnen untersuchten Stroma beziehungsweise benignen Epithel.
Generell war die Zahl der héher exprimierten miRNAs im malignen Gewebe grof3er im
Vergleich zum benignen(43). Einschrankend muss hier der Versuchsaufbau beschrieben
werden, bei dem es keine Validierung der Ergebnisse nach dem PCR-Array gab. Die
Versuche wurden an einem Kollektiv mit eher niedrigem Progressionsrisiko

durchgefihrt.

Bis auf die letzte Studie stehen die hier vorgestellten Daten zum Expressionsverhalten
von miR-146b in einem PCa-Kollektiv (I1) mit einem hohen Anteil an Hochrisiko-PCa-
Patienten in Einklang mit anderen publizierten Ergebnissen. MiR-146b kommt somit
eine Rolle als Tumormarker zu, einerseits im reinen Hochrisiko- aber auch im
gemischten Kollektiv (mit hohem Hochrisiko-Anteil). Das im Karzinom verminderte

Expressionsverhalten lasst zusétzlich eine tumorsuppressive Funktion vermuten.

58



4.3

43.1

43.2

Die Bedeutung der miR-146b auf zellularer Ebene beim PCa

Expression und Transfektion von microRNA-146b in LNCaP Zellen

Der erste Schritt in der Funktionsanalyse war den Expressionsstatus von miR-146b in
LNCaP Zellen zu eruieren um die ausreichende Expression fiir die Folgeversuche zu
verifizieren. Das ausreichende Expressionsniveau konnte bestétigt werden (Daten nicht

gezeigt) und entspricht dem anderer Arbeitsgruppen.

AnschlieBend wurde mittels transienter Transfektion die Expression der miR-146b in
LNCaP Zellen ektop verandert. Dabei gelang eine effektive gegenlaufige Expression,
welche als etablierte Methode zur Verifikation der Transfektionseffizienz angesehen
wird. Durch ektope Veranderung konnte somit die pre-miR-146b Expression auf das
285 fache gesteigert, die anti-miR-146b um das 32-fache supprimiert werden. Dieses
Resultat motivierte zur Analyse des Proliferationsverhaltens in LNCaP Zellen nach
transienter Transfektion mit miR-146b. Dominierende Fragestellung dabei war, ob die

ektopisch verénderte Expression von miR-146b Einfluss nimmt auf das Zellwachstum.

miR-146b — ein Tumorsuppressor

In mehreren unabhéngigen Proliferationsassays zeigte sich nach ektopischer Steigerung
der  Expression der miR-146b in  LNCaP-Zellen eine signifikante
Proliferationsinhibierung. Das Zellwachstum war im Vergleich zur Kontrolle um bis zu
42% vermindert. Somit kann ein hemmender Einfluss von miR-146b auf das
Wachstum der Tumorzellen dokumentiert werden. Dies erhértet den Verdacht, dass es

sich bei miR-146b um einen Tumorsuppressor handelt.

In der von Ding und Kollegen publizierten Studie wurden ahnliche Ergebnisse
beobachtet; hier konnten in PC-3 Zellen nach gain-of-function Transfektion deutliche
proliferationsinhibierende Effekte detektiert werden. Zusétzlich zur induzierten
Apoptose zeigte sich eine supprimierte Zellproliferation(78). Lin und Kollegen wahlten
einen anderen Ansatz: mittels eines Vektor-basierten miRNA knock-in (anstatt einer
Transfektion) wurde miR146a in PC-3 Zellen gebracht. Die eingebrachte miR-146b
fuhrte zur Suppression von ROCK1, einer Serin/Threonin Kinase, welche tber die
GTPase RhoA auf Actinomysin einwirkt und die Kontraktionskraft fordert(79). Somit

kam es laut den Erklarungen der Arbeitsgruppe, zur verminderten
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Tumorzellproliferation. Diese wurde mittels Zellzyklus Analyse Uber eine DNA-
Densitiy Flow Cytometrie gemessen(58). Gemal} den Vorarbeiten der Arbeitsgruppe um
Lin handelte es sich bei ROCK1 um ein vorhergesagtes Target der miR-146a(80). Im
Matrigel Zell-Invasionsassay mit PC-3-miR146a-Zellen konnte zusétzlich eine 34%-ige
Reduktion der Invasion im Vergleich zu Kontrollzellen detektiert werden. Die
Ergebnisse der beiden Arbeitsgruppen bestdtigen die von uns beobachteten tumor-

suppressive Funktion von miR-146b.

Im Mamma-Ca gibt es kontrare Aussagen Uber die Rolle von miR-146b als
Tumorsuppressor. Die Arbeitsgruppe um Garcia konnte keine proliferationshemmende
Wirkung von miR-146b auf das Wachstum von reprasentativen Mamma-Ca-Zellen
nachweisen, sie erklarten dies mit der direkten Interaktion vom Tumorsuppressorgen
BRCAL und mir-146a/b-5p(81). Eine weitere Arbeitsgruppe konnte einen negativen
Effekt von miR-146b-Uberexpression auf die Metastasierungswahrscheinlichkeit beim
Mamma-Ca nachweisen, durch eine Unterdriickung des Transkriptionsfaktors NFkB
(der in unseren Versuchen Kkeine Targetbeziehung zu miR-146b hatte)(82).
AbschlieRend sei noch ein Ergebnis aus dem Bereich des Magenkarzinoms vorgestellt:
mittels MTT-Assay konnte ein inhibierender Effekt der miR-146a auf die
Zellproliferation in der Magenkarzinomzelllinie MKN-45 festgestellt werden(83).

Maogliche Targets der miR-146b beim Prostata-Ca

Mittels in silico Analyse und Literaturrecherche konnten vier Gene als potentielle
Targets der miR-146b ausfindig gemacht werden. Dabei handelt es sich um IGF-1,
PDGFA, NFkB und N-Ras. Eine hohe IGF- (=insulin-like growth factor) Expression ist
laut einer Studie von Kalla mit einer schlechteren Prognose sowie einer raschen
Tumorpregression beim Mammakarzinom assoziiert(84). Die Arbeitsgruppe um Shao
postulierte eine direkte Interaktion von PDGF — plateled-derived growth factor- und
miR-146b in menschlichen Glioblastom-Zelllinien(76). In der vorliegenden Arbeit
hatten IGF-1 und PDGFA im Rahmen der gRT-PCR Untersuchungen ein sehr geringes
Expressionsniveau gezeigt, sodass keine Kklare Aussage Uber eine mogliche
Targetbeziehung von IGF-1 und PDGFA getroffen werden kann. Es ist zu vermuten,
dass diese beiden Gene keine relevante Funktion in der hier verwendeten
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reprasentativen  Tumorzellreihe LNCaP  besitzen, sodass diese Gene aus

weiterfihrenden Experimenten ausgeschlossen wurden.

Obwohl das potentielle Zielgen NFKB ein hinreichendes Expressionsniveau in unseren
Versuchen zeigte, bildete sich nach transienter Transfektion mit miR-146b in den
androgen-sensitiven LNCaP Zellen keine signifikante gegenlaufige Regulation ab. Wir
gehen nach unseren Untersuchungen davon aus, dass es keine relevante
Targetbeziehung von NFkB zu miR-146b gibt.

Restimee einer Studie von Palayoor et al. ist, dass NFKB konstitutiv in den hormon-
unabhéngigen Prostatakarzinomzelllinien PC-3 und DU-145 aktiviert ist, nicht jedoch in
der androgenabhangigen LNCaP Zelllinie (85). In Analogie dazu propagierte auch die
Arbeitsgruppe um Gasparian et al., dass eine aberrante IKK Aktivitdat zu einer
konstitutiven ~ Aktivierung des NFkB Pathways in androgen-unabhéngigen
Prostatakarzinomzelllinien fiihrt, sodass neben einer proliferationsstimulierenden
Wirkung NFkB als bedeutender Faktor in der Entwicklung eines hormonrefraktéren

Prostatakarzinoms angesehen wird(86).

Viele Malignomentitaten exprimieren Kkonstitutiv. NFkB, dadurch steigen die
Proliferation, Angiogenese und Metastasierungstendenz stark an. Im Mamma-Ca ist
NFkB als direktes Target von miR-146b nachgewiesen worden. In der etablierten
Mamma-Ca Zelllinie MDA-MB-231 korrelierte die miR-146a und miR-146b
Uberexpression mit einer verminderten NFkB Aktivitat. Infolge der Suppression von
zwei Adapterproteinen im IL-1 und Toll-like-Rezeptor Signaltransduktionsweg konnte
das inhibitorische Protein IkB den Transkriptionsfaktor NFkB in seiner

proliferationsférdernden Funktion hemmen(82).

Die Kkonstitutive Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFkB spielt auch bei
Inflammationsprozessen eine wichtige Rolle (85, 87-90). Hier zeigte sich miR-146b als
wichtiger Aktivator bei intestinaler Verletzung durch Colitis in Mausen(91). Durch die
Aktivierung von NFkB durch miR-146b wurde die Entzindungsreaktion unterstiitzt, die
epitheliale Barrierefunktion stabiler und das Langzeittiberleben der Mause verbessert. In
humanen dendritischen Zellen bewirkt miR-146a durch Suppression von TRAF und
IRAK1/2, zwei wichtigen Proteinen der NFkB-Signalkaskade, eine Inhibition der NFkB
Aktivierung(55, 82).
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4.3.4

Ein moglicher Erklarungsansatz fir den in der vorliegenden Arbeit nicht detektierten
Zusammenhang von miR-146b Expression und NFkB konnte das immer wieder zu
beobachtende Phdnomen sein, dass die miR-vermittelte Steuerung von Targets durch
ein komplexes Gebilde verschiedenster ,,Pathway-Komponenten“ wie Kinasen,
Zytokine, Chemokine, Zielgene usw. konfiguriert ist. Vor allem die tumorspezifische
Mikroumgebung ermdglicht den Tumorzellen mit Komponenten dieser Umgebung
Signalwege zu aktivieren und in diesem Zusammenhang anderweitig relevante Targets

Zu umgehen.

N-Ras — ein neu identifiziertes Target der microRNA-146b
Das Onkogen N-Ras codiert fur ein Membran-Protein, welches als GTP-bindendes
Protein eine Schlisselrolle im Signaltransduktionsweg fir Zellwachstum und

Zelldifferenzierung einnimmt..

Die computerbasierte Target-Suche hatte N-Ras als potentielles Zielgen der miR-146b
beim Prostata-Ca aufgezeigt. Nach ektoper Steigerung der miR-146b Expression konnte
eine signifikante Suppression der relativen N-Ras Expression um 123% detektiert
werden. Aufgrund dieser signifikanten Resultate war der Anreiz gegeben die Interaktion
zwischen N-Ras und miR-146b in einem Reporter-Luciferase-Assay zu verifizieren.
Dieser bestatigte N-Ras als direktes Target der miR-146b. Im Hinblick auf den bereits
beschriebenen Proliferationsassay l&sst sich hier eine gemeinsame Schnittstelle
erkennen. Die Suppression der Luciferaseaktivitat des N-Ras Vektors in LNCaP Zellen,
deren miR-146b Expression ektop gesteigert wurde, kénnte in Verbindung stehen mit
dem proliferationshemmenden Effekt dieser Zellen. Indem eine Uberexpression von
miR-146b das Onkogen N-Ras in seiner Aktivitat beeinflusst, verandern sich auch die
wachstumsstimulierenden  Signale auf die Zelle. Die Zellproliferation und

Zelldifferenzierung werden reduziert.

Viele Studien referieren eine wichtige Bedeutung von N-Ras in der Tumorprogression
des Prostatakarzinoms. Die N-Ras Expression ist assoziiert mit der Entwicklung zum
hormonrefraktaren Prostatakarzinom Uber eine Aktivierung des MAP-Kinase-
Signalweges. Zu diesem Fazit kam die Arbeitsgruppe um Traynor et al., indem sie ein

Kollektiv von 61 Patienten untersuchten, welche nach Diagnosestellung eines
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Prostatakarzinoms zundchst mittels Androgendeprivationstherapie behandelt wurden.
Im weiteren Verlauf kam es zur Entwicklung eines hormonrefraktdren Karzinoms,
welches durch Gewebeproben im Rahmen einer TURP oder einer TRUS-basierten
Biopsie nachgewiesen wurde. Immunhistochemische Analysen zeigten einen Anstieg
der N-Ras Membranexpression beim Ubergang eines hormonsensitiven in ein
hormonrefraktires Prostatakarzinom. Dieser war verbunden mit einer verkirzten
Zeitspanne bis zur Rezidivierung der malignen Erkrankung (p=0,01), einem reduzierten
krankheitsspezifischen Uberleben (p=0,008) sowie mit niedrigeren PSA-Werten beim
Rickfall (p=0,02). AuBerdem Kkorrelierte die N-Ras Expression mit einer erhohten
Phosphorylierungsrate der MAP-Kinase (p=0,010) sodass diese dadurch konstitutiv

aktiv war, sowie einem erhdhten Ki67-Proliferationsindex (p=0,02)(92).

Auch in HUVEC Zellen (human umbilical vein endothelial cells) war eine gegenlaufige
Expression von miR-146a und N-Ras nachgewiesen worden. Auch im Reporter-
Luciferase-Assay konnte eine direkte Targetbeziehung nachgewiesen werden(93).

Somit kommt miR-146a eine neue Rolle in der Angiogenese in Endothelzellen zu.

Die Interaktion von N-Ras und miR-146b im Tumorgewebe

Um die bisherigen Resultate in einen histo-pathologischen Kontext zu implementieren,
wurde zunéchst eine aberrante miR-146b Expression in nativ asserviertem primaren
Tumorgewebe eines Prostatakarzinom Patientenkollektiv nachgewiesen. Anhand der
miR-146b Expression wurde dieses Kollektiv in zwei Gruppen, entsprechend mit hoher
respektive geringer miR-146b Expression unterteilt (s. Kapitel 3.2.3.6). Gewebeproben
mit einem Aci<l,7 zeigten eine signifikant hohere N-Ras Expression, als
Karzinomproben mit einer erhdhten miR-146b Expression. In der Korrelationsanalyse,
die Gber die gesamte Subgruppe des Kollektivs 1 (n=30) durchgefiihrt wurde, konnte ein
Korrelationskoeffizient von -0.5 ermittelt werden. Die Ergebnisse bestatigen die im
Luciferase Assay nachgewiesene Targetbeziehung in vivo. Eine stérkere Korrelation im
Sinne eines hoheren Koeffizienten ist bei der Heterogenitat des Tumors kaum zu
erwarten. Das Tumorgewebe selbst ist heterogen, eine klare Differenzierung zum
umgebenden Normalgewebe, die mikroskopisch erfolgte, kann eine Fehlerquelle sein,

sowie die anschlieBende mRNA und miRNA-Extraktion aus dem Tumorgewebe. Bei
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diesen Prozessen ist eine gewisse Verunreinigung mit umgebenden Normalgewebe

nicht auszuschlielBen, was sich in den Expressionslevels wiederspiegeln kann.

In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals N-Ras als direktes Target von miR-146b in
LNCaP-Tumorzellen beschrieben werden. Dem Nachweis in vitro gelang anhand des
priméren P-Ca-Gewebes die direkte Targetbeziehung auch ex vivo zu bestétigen.

Unseres Wissens sind wir die ersten, die eine solche Beziehung publizieren.

Eine mogliche Folgerung daraus ware in Zukunft medikamentts die microRNA-146b
zu beeinflussen, um die proliferationsfordernde N-Ras Signalkaskade zu unterbrechen.
Ein detaillierteres Verstandnis der molekularen Mechanismen und regulierten Pathways
vor dem Hintergrund der microRNA Expressionprofile ist fir die Auswahl und das
Design der targetbasierten Therapiestrategien beim Prostatakarzinom unabdingbar(43).
Dies impliziert jedoch auch, dass noch weitere Forschungsarbeit auf diesem Gebiet

geleistet werden muss.
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5 Zusammenfassung

Das Prostatakarzinom besitzt als haufigster maligner Tumor des Mannes grofite
klinische Relevanz. Aufgrund der Heterogenitit der Erkrankung ist die Etablierung
neuer Prognosemarker und damit die individualisierte Therapie ein aktuelles Thema.
Die Funktionsanalyse der microRNA-146b beim Prostatakarzinom konzentrierte sich
einerseits auf die Erforschung der Bedeutung der miR-146b bei der Tumorprogression
und hatte andererseits das Ziel die miR-146b als potentiellen Biomarker zu untersuchen.

Die vorliegende Arbeit befasste sich zunéchst mit der miR-146b Expression in Tumor-
und Normalgewebe. Dabei zeigte sich eine starke Suppression der miR-146b im
Tumorgewebe im Gegensatz zu benignen Prostatahyperplasiegewebe. Mittels eines 60
Patienten umfassenden Kollektivs (Kollektiv 1) konnte eine Assoziation der miR-146b
Expression zu den bekannten Prognosemarkern PSA und pT-Stadium aufgezeigt
werden. Auf dieser Basis wurde anhand eines zweiten Patientenkollektivs (n=34,
Kollektiv I1) mit hohen Anteil an Hochrisikokarzinomen (n=19) die Funktion der miR-
146b als Tumormarker verifiziert. Hinsichtlich ihrer Bedeutung als prognostischer
Marker konnten erste Ergebnisse in diese Richtung erzielt werden, jedoch noch nicht

definitiv bestatigt werden.

In einer etablierten Prostatakarzinomzelllinie konnte ein proliferationshemmender
Effekt der miR-146b nachgewiesen werden. Nachdem eine erfolgreiche gegenlaufige
Regulation von N-Ras in miR-146b transfizierten LNCaP Zellen gelang, wurde ein
Luciferase-Assay durchgefiihrt, um die molekulare Interaktion von N-Ras und miR-
146b zu eruieren. Dieser Luciferase-Assay bestatigte das Onkogen N-Ras als direktes
Target der miR-146b. Im folgenden Versuchsteil wurde diese Kernaussage an einer
Subgruppe des beschriebenen Kollektivs | verifiziert. Diese Analyse ergab, dass eine
hohe miR-146b Expression mit einer supprimierten N-Ras Expression verbunden ist.
Infolgedessen konnte flr die miR-146b eine tumorsuppressive Funktion basierend auf

einer Interaktion mit dem Onkogen N-Ras postuliert werden.

Zusammenfassend konnten infolge der Interaktion von N-Ras und miR-146b, die
sowohl in vivo als auch in vitro nachgewiesen wurde, neue Ansdtze zum Verstandnis
der Tumorprogression geliefert werden. Die miR-146b Expression zeigte eindeutige

Ergebnisse in der Unterscheidung zwischen gutartigem und bosartigem Gewebe, sodass
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ihre Bedeutung in der Karzinogenese akkreditiert werden konnte. Auf der Grundlage
erganzender Forschungsarbeit konnte die miR-146b zukinftig Ausgangspunkt
klinischer Studien sein, welche sich mit der Prognoseabschéatzung und individualisierten

sogenannten Target-basierten Therapiestrategien auseinandersetzen.
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