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1 Einleitung

1.1 Prostatakarzinom

1.1.1 Definition und Epidemiologie des Prostatakarzinoms

Das Prostatakarzinom (PCa) ist ein Adenokarzinom ausgehend von den Epithelzellen
der Prostata. Im Jahre 2014 wurde es 57.370 mal bei Ménnern in Deutschland neu
diagnostiziert. Es ist mit 23% aller Krebserkrankungen die haufigste Krebserkrankung
beim Manne und mit 11,3% die zweithdufigste krebsbedingte Todesursache in

Deutschland. Das mittlere Erkrankungsalter liegt zur Zeit bei 72 Jahren.'

Eine Besonderheit beim PCa ist dessen mogliche Einteilung nach dem Verlauf in zwei
Formen: das latente, klinisch inapparente (auch: insignifikantes) PCa und das klinisch
apparente (signifikante) PCa.? Autopsiestudien haben gezeigt, dass die Zahl der
Karzinomtridger um ein Vielfaches hoher ist, als die Zahl derer, die am PCa versterben.’
1992 konstatierten Scardino et al Folgendes: Ein Mann in der westlichen Welt hat ein
Lebenszeitrisiko von ca. 40% am PCa zu erkranken, aber nur ein 10%iges Risiko,
symptomatisch zu werden und ein 3%iges Risiko, am PCa zu versterben.* Die Inzidenz
hat sich in den letzten zwei Jahrzehnten insbesondere durch verbesserte
ScreeningmalBnahmen stark vergroBert, die Mortalitéit ist in derselben Zeit nur leicht
gesunken. 2014 betrug in Deutschland die altersstandardisierte Inzidenz 92,7/100.000
und die Mortalitit 19,7/100.000 (Europastandard).’

1.1.2 Screening und Primirdiagnose des Prostatakarzinoms

Die digital-rektale Untersuchung (DRU) und die Bestimmung des prostataspezifischen
Antigens (PSA-Wert) im Serum sind zusammen die Bestandteile der Friiherkennung
(=Screening) des PCa. Bei auffilligem Befund der DRU und/oder erhohtem PSA-Wert
schlieBt sich weitere Diagnostik an (s. Tab. 1, S. 2).° Die Diskussion um den besten
PSA-Grenzwert fiir die Einleitung weiterer Diagnostik ist noch immer umstritten.® Noch
dazu ist die Studienlage fiir den mortalitdtssenkenden Nutzen des PSA-Screenings
widerspriichlich, denn zwei grofle Studien kamen diesbeziiglich zu unterschiedlichen

Ergebnissen.”® Eine Neubewertung ebendieser Arbeiten betrachtet nun den



mortalitidtssenkenden Nutzen wiederum als erwiesen.’ Insgesamt mochte man die PCa-
spezifische Mortalitdt senken, aber vermeiden, Patienten mit klinisch insignifikantem
PCa einer unnétigen Therapie zuzufiihren. Man spricht auch von der Vermeidung von
Uberdiagnose. Eine Uberdiagnose liegt vor, wenn ein Patient auch bei ausbleibender
Therapie nie wihrend seiner Lebenszeit symptomatisch wird. Die Schitzungen zum
AusmaB der Uberdiagnose variieren stark: Je nach Studie (und Definition) werden
Uberdiagnoseraten von gescreenten Patienten angegeben, die von 10%'°, iiber 43%'" bis
50%!" reichen. Das PSA-Screening wird in Deutschland derzeit interessierten Méannern
ab 45 Jahren mit einer mutmaBlichen Lebenserwartung von >10 Jahren angeboten.” Es

ist keine Leistung der gesetzlichen Krankenkassen.

PSA-Wert (ng/ml) PCa-Wahrscheinlichkeit

<4,0 <2%
<2,5 <2%
2,5-4,0 ~18%
4-10 ~25%
>10 ~67%

Tabelle 1: Wahrscheinlichkeit des Vorliegens eines PCa in Abhdngigkeit vom
Serum-PSA-Spiegel."”
Fiir die Primdrdiagnose "Prostatakarzinom" werden eine digital-rektale Untersuchung,
Bestimmung des Serum-PSA und eine mit transrektaler Ultraschalluntersuchung
(TRUS-) gesteuerte Stanzbiopsie der Prostata durchgefiihrt. Mit dem Biopsat konnen

die Diagnose gesichert und andere Erkrankungen der Prostata ausgeschlossen werden.’

1.1.3 Grading des Prostatakarzinoms

Mit dem Biopsiematerial (aber auch mit dem postoperativen Prostatektomiepréparat)
findet ein Grading (histologische Beurteilung der Differenzierung) des Tumors statt.
Beim PCa geschieht dies mit Hilfe des sog. Gleason-Score (GS; auch Gleason-Summe).
Die Erstellung dieses Scores stiitzt sich auf Wachstumsmuster des Tumors. Dabei
werden fiinf Wachstumsmuster unterschieden, wobei 1 am meisten differenziert ist und

5 am geringsten. Dem im Tumor vorherrschenden Wachstumsmuster und dem



zweithiufigsten werden dann jeweils die Werte von 1 bis 5 zugeordnet (Gleason-Grad)
und diese addiert. So entstehen GS von 1+1=2 (fiir sehr gut differenzierte) bis 5+5=10
(fir sehr schlecht differenzierte PCa). Dem GS aus dem postoperativen
Prostatektomiepréparat kommt grofle Bedeutung als prognostischer Marker zu und von
ihm hingt maBgeblich die weitere postoperative therapeutische Vorgehensweise ab.'
Mit dem GS aus dem Biopsiematerial wird insbesondere iliber die Primértherapie

entschieden (s. folgende Kapitel).

1.1.4 Staging des Prostatakarzinoms

Zur Bestimmung des klinischen T-Stadiums des PCa wird der DRU-Befund
herangezogen. Durchgefiihrte bildgebende Untersuchungen (z.B. TRUS) werden dabei
berticksichtigt. Bei Patienten mit einem GS=>8 oder einer Kategorie cT3/4 sollte vor der
Entscheidung {iber eine therapeutische Mallnahme eine kernspin- oder
computertomographische Untersuchung der Beckenorgane durchgefiihrt werden, um
den Nodalstatus (N-Kategorie) zu bestimmen. Patienten mit PSA>10ng/ml und
zusitzlich GS>8 oder Kategorie ¢T3/4 oder solche mit Knochenschmerzen erhalten bei
bioptisch gesichertem PCa auch eine Skelettszintigraphie zur Evaluierung der osséren
Metastasierung. Mittels dieser Untersuchungen wird das TNM-Stadium des

Prostatakarzinoms nach UICC bestimmt (s. Tab. 2, S. 4).



T-Stadium Erlauterung

Tx Primartumor nicht beurteilbar

TO Kein Anhalt fir Primartumor

T1 Klinisch nicht erkennbarer Tumor, weder tastbar noch in bildgebenden Verfahren
sichtbar

T1a Tumor zufalliger histologischer Befund in 5% oder weniger des resezierten
Gewebes

T1b Tumor zufalliger histologischer Befund in mehr als 5% des resezierten Gewebes

T1c Tumor durch Nadelbiopsie diagnostiziert (z.B. bei erhéhtem PSA)

T2 Tumor begrenzt auf Prostata

T2a Tumor befallt die Halfte eines Lappens oder weniger

T2b Tumor befallt mehr als die Halfte eines Lappens

T2c Tumor in beiden Lappen

T3 Tumor durchbricht Prostatakapsel

T3a Extrakapsulare Ausbreitung (einseitig oder beidseitig)

T3b Tumor infiltriert Samenblase(n)

T4 Tumor ist fixiert oder infiltriert andere benachbarte Strukturen als Samenblasen

N-Stadium

Nx Regionare Lymphknoten nicht beurteilbar

NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Regionare Lymphknotenmetastasen

M-Stadium

Mx Vorliegen von Fernmetastasen nicht beurteilbar

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen vorhanden

Tabelle 2: TNM-Klassifikation des Prostatakarzinoms nach UICC 2002.7

1.1.5 Therapie des Prostatakarzinoms

Nach der Interdisziplindren Leitlinie der Qualitit S3 zur Fritherkennung, Diagnose und
Therapie der verschiedenen Stadien des Prostatakarzinoms vom Dezember 2016 stehen
je nach Tumorstadium verschiedene Therapiemoglichkeiten zur Verfligung®: Je nach
TNM-Stadium, Gleason-Score und PSA-Wert kommen radikale Prostatektomie,
primidre (oder adjuvante) Strahlentherapie/Brachytherapie und primdre oder
(neo-)adjuvante Hormontherpie oder eine kombinierte Hormon-Chemotherapie in
Frage. Bei Patienten mit Prostatakarzinom und erhohtem Risiko (>cT1lc oder PSA>10
oder GS>6) wird i.d.R. eine Lymphadenektomie durchgefiihrt. Die Chemotherapie hat

insbesondere beim hormonrefraktiren (androgenunabhingigen) PCa einen Stellenwert.



Die Bedeutung der Nebenwirkungen der Therapie wird in Anbetracht der zunehmenden
Lebenserwartung nach frithzeitiger Diagnosestellung (z.B. durch Screening) immer
groBBer. Wichtige (Langzeit-)Nebenwirkungen sind erektile Dysfunktion, Inkontinenz,

Brustschmerzen und Gynidkomastie (s. Tabelle 3, S. 5).

Erektile Brustschmerzen
Therapieform : Inkontinenz &
Dysfunktion . .
Gynakomastie
Radikale Prostatektomie 20-100% 0-70% -
Stahlentherapie 10-85% 0-60% -
Hormontherapie Bis 85,1% - 49-80%

Tabelle 3: Relative Hdiufigkeit von Nebenwirkungen der Therapieformen des PCa
(Auswahl). Starke Schwankungen in den Angaben ergeben sich durch grofle
Abhdngigkeit von multiplen Faktoren, z.B. Art der
Operation/Strahlen-/Hormontherapie,  Erfahrung  des  Operateurs  und
(Strahlen-)Dosis.'*"
Um diese im Hinblick auf die Lebensqualitit teilweise einschneidenden
Nebenwirkungen zu vermeiden, werden derzeit vermehrt Strategien wie Active
Surveillance oder Watchful Waiting diskutiert und angewendet’: Watchful Waiting
bezeichnet eine abwartende Haltung ohne verstirkte Kontrollen. Bei symptomatischer
Progression wird dann i.d.R. eine palliative Therapie eingeleitet. Active Surveillance hat
dem gegentiber das Ziel, bei einem ansonsten gesunden und fiir eine radikale Therapie
geeigneten Patienten mit einem wenig aggressiven PCa die definitive Therapie unter
genauer Uberwachung (u. a. mit Kontrollbiopsie) hinauszuschieben bis zu dem
Zeitpunkt, an dem sich die Tumorbiologie oder der Patientenwunsch &ndert. Hierzu
wiren entsprechende Marker z.B. aus der Tumorbiologie zur Einschitzung des

Rezidivrisikos winschenswert.



1.1.6 Prognose des Prostatakarzinoms

In Anbetracht der interindividuellen Variabilitit des PCa in seiner klinischen
Verlaufsform (signifikantes versus insignifikantes PCa) sowie Uberdiagnoseraten von
mindestens 10% kommt der Prognosefindung eine besondere Bedeutung zu (s.
Abschnitt 1.1.1, S. 1). Im Vergleich zu anderen malignen Krebserkrankungen ist die
Prognose des PCa iiber alle Patienten hinweg mit einer Fiinfjahresiiberlebensrate von ca.
91% glinstig, insbesondere da 75% der Tumor in frithen Stadien (T1/T2) erkannt
werden.! Bei differenzierter Betrachtung ergeben sich jedoch erhebliche
Problemstellungen im Bezug auf die Moglichkeit der Vorhersage des Verlaufs des PCa.

Diese sollen im Folgenden kurz dargestellt werden.

1.1.6.1 Anerkannte prognostische Marker des Prostatakarzinoms und ihre
Limitationen

Die Prognose des PCa kann zu verschiedenen Zeitpunkten im Krankheits- oder
Therapieverlauf mit jeweils zur Verfligung stehenden Prognosefaktoren beurteilt
werden. Diese werden nach einer Empfehlung des College of American Pathologists
(CAP) entsprechend ihrer durch Studien belegten Validitit in drei Kategorien
eingeteilt'®: Fiir die Faktoren der Kategorie I ist die prognostische Bedeutung bereits
hinreichend bewiesen. Hierzu gehoren das TNM-Stadium, der Status der
Resektionsrander, das Grading (Gleason-Score) und der PSA-Wert bei
Diagnosestellung. Faktoren der Kategorie II fehlt trotz ausfiihrlicher biologischer und
klinischer Forschung der Zuverldssigkeitsnachweis durch valide Studienergebnisse.
Diese Faktoren sind das Tumorvolumen im Biopsiegut, das Tumorvolumen im
Operationspraparat, der histologische Subtyp und die DNA-Ploidie. Kategorie III
enthdlt Faktoren, u.a. perineurale Infiltration oder lymphatische Mikrometastasen, die
nicht ausreichend erforscht sind, um deren prognostischen Nutzen belegen zu kénnen.
Nachfolgend wird insbesondere auf die fiir diese Arbeit besonders relevanten Faktoren,

den PSA-Wert sowie den Gleason-Score, eingegangen.

1.1.6.2 PSA-Wert
Wie bereits erwihnt korreliert der PSA-Spiegel im Serum mit der Wahrscheinlichkeit
des Vorliegens eines PCa (siehe Tab.7, S.22). Da mit steigendem Alter die Haufigkeit
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fiir eine nicht-karzinomassoziierte Ursache fiir eine PSA-Erhéhung zunimmt, wird
zunehmend versucht, den PSA-Wert als Langzeitparameter zu verwenden."
Verschiedene Studien konnten eine Assoziation zwischen leichten PSA-Erhohungen (je
nach Studie zwischen 0,51 und 2,5ng/ml) bei gesunden Ménnern im Alter von 40 bis 55
Jahren und der Hiufigkeit einer spidteren Prostatakarzinomdiagnose finden."?
AuBlerdem ist erwiesen, dass hohere PSA-Spiegel im Serum mit groBBerem

21-22

Tumorvolumen®**, hoherem pathologischem Stadium® und mit héherem Gleason-

Score?" %

einhergehen. PSA-Werte bei Diagnosestellung von >20ng/ml sind ein
prognostisches Zeichen fiir hohere Rezidivraten. Trotzdem liegt das PCa-spezifische
Uberleben nach radikaler Prostatektomie nach 5 bzw. 7 Jahren bei 90% bzw. 86% in
diesem Kollektiv.** Die prognostische Aussagekraft des PSA-Wertes alleine ist also
nicht stark oder differenziert genug, um schwerwiegende Verldufe vorhersagen zu

konnen.

Wichtig ist der PSA-Wert auch im Follow-up nach Prostatektomie oder
Strahlentherapie, denn ein nachweisbares PSA im Serum (meist definiert als >0,2ng/ml)
zeigt das Vorhandensein eines Riickfalles an, meistens bevor man auf andere Weise den
Tumor feststellen kann.® Man spricht dann von PSA-Progression oder biochemischer
Progression. In einer Studie von Pound et al hatten 15% von 1997 Patienten nach
radikaler Prostatektomie eine biochemische Progression.” Der nachfolgende natiirliche
Krankheitsverlauf ist sehr variabel. Mit Hilfe der PSA-Verdopplungszeit wird versucht
das Vorliegen einer metachronen Fernmetastasierung vorherzusagen.”?® In den meisten
Féllen handelt es sich um einen langsam voranschreitenden Verlauf, so dass andere
Todesursachen als das PCa das Uberleben der Patienten stirker beeinflussen.
Andererseits kann gerade beim durch das PSA-Screening jlinger gewordene
Patientenkollektiv, das deutlich weniger Begleiterkrankungen hat, das PCa dann trotz
des langsamen Verlaufs zum Tode fiihren.”’” Im o.g. Kollektiv von 317 Patienten mit
einem pridoperativen PSA-Wert von >20ng/ml erlitten 25,3% eine biochemische
Progression und 14% (also nur 55% derer mit biochemischer Progression) eine
klinische Progression, welche letztlich Lebensqualitit und Mortalitit beeinflusst. Fiir
eine Zuordnung von Patienten mit biochemischer Progression zu einem bestimmten

weiteren Krankheitsverlauf fehlen zurzeit noch die entsprechenden Prognosefaktoren.
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1.1.6.3 Gleason-Score (Grading)

Der Gleason-Score kann aus Biopsiematerial (prdoperativ) und aus einem
Prostatektomiepréparat  (postoperativ) bestimmt werden und hat dadurch
unterschiedliche Wertigkeit. Zwar stimmen die Gleason-Scores aus den Biopsien i.d.R.
relativ gut mit dem spéteren Préparat {iberein, dennoch kommt es in 26%-57% der Fille
zum Undergrading in der Biopsie ***. Das heifit, dass der Gleason-Score in der Biopsie
niedriger ausfdllt als im korrespondierenden Prostatekomieprdparat. Zum Gegenteil —
dem Overgrading — kommt es selten. Etwa 10% aller positiven Prostatabiopsien ergeben
einen Gleason-Score von 2-4, etwa 20% einen Gleason-Score von 8-10 und etwa 70%
einen Gleason-Score von 5-7.* Die aus Biopsiematerial stammenden Gleason-Scores
werden zusammen mit anderen Prognosefaktoren wie PSA-Wert und klinischem T-
Stadium in Nomogrammen benutzt, um zu versuchen den Verlauf des PCa trotz
Undergrading im Biopsiematerial vorherzusagen. Je nach klinischer Situation (z.B. pra-
vs. posttherapeutisch) stehen weitere Nomogramme zur Verfiigung®'*® Zwar sind die
Vorhersagen mit diesen Nomogrammen genauer als Expertenmeinungen.’” Eine
unreflektierte Anwendung von Nomogrammen kann aus verschiedenen Griinden (u.a.
aufgrund populationsbasierter Unterschiede im PCa) zu negativen Folgen fiir Patienten
fithren. So flihrte die Anwendung der sog. Partintables in einigen Fillen zu deutlichem
Understaging.® Fiir das progressionsfreie Uberleben nach radikaler Prostatektomie ist
der Gleason-Score aus dem Prostatektomiepraparat ein anerkannter und unabhingiger

prognostischer Marker (s. Tabelle 4, S. 9).%

Insgesamt konnen die derzeit bekannten o. g. prognostischen Marker den Verlauf der
Erkrankung nicht gut vorhersagen. Patienten mit erhdhtem Risiko fiir einen aggressiven
Verlauf der Erkrankung konnen nur schwer erkannt werden. Das Einleiten der fiir den

Patienten optimalen Therapie wird dadurch deutlich erschwert.



Gleason-Score progressionsfreies Uberleben (%)

4 Jahre 10 Jahre
2-4 100 95,6
5-6 96,9 81,9
7 76,9 51,5
8-9 59,1 34,9

Tabelle 4: Gleason-Score als unabhdngiger Prognosefaktor fiir das postoperative
Progressionsrisiko. Angegeben ist das progressionsfieie Uberleben nach vier und zehn

Jahren.”

1.1.6.4 Gruppen des Prostatakarzinoms nach Rezidivrisiko
Entsprechend o.g. Erkenntnisse wird das lokal begrenzte PCa (im Gegensatz zum
metastasierten) beziiglich des Risikos der Entwicklung eines Rezidivs in drei Gruppen
eingeteilt’°;

0 Niedrig: PSA <10 ng/ml und Gleason-Score <6 und cT-Kategorie <2a

0 Mittel: PSA >10ng/ml bis 20 ng/ml oder Gleason-Score 7 oder cT-Kategorie 2b
0 Hoch: PSA >20 ng/ml oder Gleason-Score >8 oder cT-Kategorie > 2¢

In der vorliegenden Arbeit werden PCa mit hohem Rezidivrisiko als HR-PCa
(Hochrisiko-Prostatakarzinome) bezeichnet.

1.1.7 Karzinogenese und molekulare Marker des Prostatakarzinoms

Die mikro- und makroskopische Karzinogenese des PCa lduft nach heutiger Vorstellung
wie folgt ab®: PCa entstehen vor allem in der peripheren Zone der Prostata, z.T.
multifokal im Sinne von unterschiedlichen Tumorklonen. Als friihester histologischer
Vorldufer des PCa ist die prostatische intraepitheliale Neoplasie (PIN) anerkannt. Diese
kann — muss aber nicht — bei der Entstehung eines lokal-invasiven PCa vorkommen.
Schlieflich kommt es zur Lymphknoten- und Fernmetastasierung. Im Laufe der
Tumorprogression entwickelt das zundchst mit vermehrter Apoptose und

Wachstumsstopp auf Androgenentzug reagierende PCa seine Androgenunabhédngigkeit.

Das PCa kann in drei Formen eingeteilt werden*': Als sporadische PCa werden solche
bezeichnet, bei denen die Familienanamnese fiir PCa leer ist. Beim familidren PCa liegt

eine weitere PCa-Erkrankung in der Familie vor. Das hereditire PCa bildet einen



Spezialfall des familidren PCa mit >3 Féllen in einer Familie, >2 Fillen unter 55 Jahre
oder PCa in drei aufeinanderfolgenden Generationen. Um den oben beschriebenen
mikro- und makroskopischen Vorgingen molekulare Verianderungen zuordnen zu
konnen, wurden vor allem diese hereditdren PCa auf bestimmte Empféanglichkeitsgene
(Prostatakarzinomgene) hin untersucht. Dabei wurden beispielsweise mit
HPC1/RNASEL*, PCAP*, HPC2/ELAC2* und CHEK2* mehrere solcher Gene
gefunden. Diese kommen zwar auch im sporadischen PCa vor, jedoch nur in einem
verhéltnismédfBig geringen Anteil und erkldren deren Entstehung damit nur
unzureichend.* Als weitere Risikofaktoren fiir die Entwicklung eines PCa wurden
Vitamin-D- und Androgen-Rezeptor-Polymorphismen*” und der GSTP1-Verlust®
gefunden. In frithen Stadien scheinen auch Verdnderungen des WNT-
Signaltransduktionsweges eine Rolle zu spielen.* Fiir einige Tumorsuppressorgene wie
PTEN, p27%*!, p53, oder NKX3.1 wurde deren Verlust oder zumindest der Verlust ihrer
Heterozygotie (engl. loss of heterocygosity) als wichtiger Schritt in der
Tumorprogression oder als Risikofaktor beschrieben.*>* Meist im spiteren Verlauf des
PCa kommt es zu chromosomalen Aberrationen (Polyploidie, Deletionen) und
schlieBlich zur Aktivierung von Onkogenen wie MYC, EGFR/ErbB und BCL2.>**®
Mittlerweile wurde auch eine Genfusion (vergleichbar mit der Genfusion BCR-ABLI
bei der chronischen myeloischen Leukdmie) beim PCa gefunden. Das TMPRSS2-ETS-
Fusionsgen fiihrt mit seiner Aktivierung zur vermehrten Invasion und Anderungen im
Bezug auf die Zelladhdsion.” Die Angaben zur Hiufigkeit des Auftretens dieses

Fusionsgens schwanken in verschiedenen Kollektiven allerdings erheblich.

Trotz all dieser Entdeckungen bleibt der Mechanismus der Karzinogenese des PCa im
Hinblick auf die chronologischen und kausalen Zusammenhinge der aufgefiihrten
Verénderungen weiter unklar und keiner der aufgefiihrten molekularen Marker eignet
sich bislang als unabhingiger Prognosefaktor. Abbildung 1 (S. 11) gibt eine Ubersicht

iiber die molekularen Verdnderungen im PCa.
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Abbildung 1: Molekulare Verdnderungen im Prostatakarzinom im Laufe seiner
Initiation und Progression. PIN: prostatische intraepitheliale Neoplasie, rot:
(Proto-) Onkogen, . VDR/AR: Vitamin-D- und Androgen-
Rezeptor

1.2 MicroRNA (miRNA)

MicroRNA sind endogene, evolutionér konservierte und nicht-kodierende RNAs von ca.
22 Nukleotiden Linge, die 1993 von Lee et al in Caenorhabditis elegans entdeckt
wurden.® Sie regulieren die Genexpression negativ auf posttranskriptioneller Ebene und
konnten so einen Einfluss auf die Expression von schitzungsweise 30% der

menschlichen Gene haben.®!

Dadurch spielen sie eine wichtige Rolle in vielen
Bereichen der Zellbiologie u.A. in Stoffwechsel®®, Immunitit®, Entwicklung®,
Zelldifferenzierung und Zellzyklus®. Thre Erforschung konnte daher wesentlich zum

Verstindnis verschiedener Krankheiten beitragen — insbesondere der Tumorgenese®®’.
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Abbildung 2: Ubersicht iiber die Biogenese von miRNA. pri-miRNA: primdire
miRNA, pre-miRNA: Vorldufer-miRNA, DGCRS: DiGeorge syndrome critical
region gene 8, TRBP: transactivating response RNA binding protein, hAgo2:
human argonaute protein 2. CAP: stabilisierende Cap-Struktur der mRNA. Fiir
weitere Erkldrungen siehe Text.

Mit der Veroffentlichung der 19. Version (Release 19) der MicroRNA-Datenbank
mirbase.org im August 2012 wurden 21264 miRNAs gelistet, davon 2042 fiir den
Menschen.®*"" Die Erlangung weiterer Erkenntnisse auf dem Gebiet der miRNA soll in
der Zukunft zur Verbesserung von Diagnostik und Therapie einzelner Erkrankungen

beitragen.

1.2.1 Biogenese der miRNA
Die RNA Polymerase II transkribiert im Zellkern Gene, die bestimmte miRNA

kodieren.” Das Transkriptionsprodukt ist ein Polynukleotid mit autokomplementéren
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Bereichen, die sich aneinanderlagern und so eine oder mehrere sog. Haarnadel-
Strukturen (auch: Hairpin-Strukturen) bilden, und als primidre miRNA (pri-miRNA)
bezeichnet wird.”? Ein Proteinkomplex bestehend aus Drosha, einer RNase-3-
Endonuklease, und dem ds-RNA bindenden Protein DGCRS8 (auch Pasha genannt)
schneidet das Doppelstrangstiick (Haarnadel) heraus, welches nun pre-miRNA
(precursor-miRNA, Vorldufer-miRNA) wird.”” Diese pre-miRNA wird anschlieBend
iber Exportin 5 und den Kofaktor Ran-GTP aus dem Zellkern in das Zytosol
transportiert’°. Hier entfernt ein zytoplasmatischer Enzymkomplex aus Dicer, einer
weiteren RNase-3-Endonuklease, und transactivating response RNA binding protein
(TRBP) weitere Nukleotide, so dass eine dsRNA mit iiberhdngendem 3'-Ende
entsteht.””” Zusammen mit dem human argonaute protein hAgo2 (EIF2C2) bilden
Dicer und TRBP den RNA induced silencing complex (RISC).* An der Bildung von
RISC sind noch weitere Proteine beteiligt, deren Assoziationsreihenfolge und
Funktionen aber noch unklar sind.* Der sog. Passagierstrang der dsSRNA wird entfernt
und abgebaut und die reife miRNA bleibt zuriick.”” * * In den RISC kann nun mRNA
gebunden werden, die zur reifen miRNA komplementér ist. Abhéngig vom Grad der
Komplementaritit wird entweder der Abbau der gebundenen mRNA durch Entfernung
des Poly-A-Schwanzes beschleunigt (hoch komplementédr) oder deren Translation
gehemmt (niedrig komplementir).”” ** *2 Ersteres ist hdufig bei Pflanzen der Fall und
weniger bei Sdugetieren, wihrend Letzteres in Sdugetieren hdufiger vorkommt.** Der
genaue Mechanismus der Translationsinhibition ist noch nicht geklért, als sicher gilt
aber, dass die miRNA in Sdugern vor allem in der 3'UTR (untranslated region, nicht
translatierte Region am 3'-Ende) bindet, und dass nicht nur eine miRNA, sondern
mehrere miRNAs (mit z.T. unterschiedlicher Basensequenz) hier binden miissen, um die
Translation inhibieren zu konnen.®" ¥ Abbildung 2 (S. 12) gibt eine Ubersicht iiber die

Entstehung von miRNA.

1.2.2 Nomenklatur der miRNA
Einzelne miRNAs werden benannt durch die Zusammensetzung des Priafixes "miR" mit
einer Identifikationsnummer, z.B. miR-21." Identische oder fast identische Orthologe

werden mit derselben Nummer benannt. So unterscheidet sich miR-1 bei Drosophila
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melanogaster nur in einem Nukleotid von miR-1 beim Menschen.*” In der vorliegenden
Arbeit wird zur Verdeutlichung der Zugehorigkeit zur jeweiligen Spezies ein Kiirzel von
drei Buchstaben vorangestellt, "hsa" fiir homo sapiens, "mmu" fiir mus musculus und
"rno" fiir rattus norvegicus, so dass sich beispielsweise die Schreibweise "hsa-miR-221"
ergibt. Wo kein solches Kiirzel angegeben ist, kann von der Zugehorigkeit zur Spezies
homo sapiens ausgegangen werden. Auch innerhalb einer Spezies wird identischen oder
sehr dhnlichen miRNA-Sequenzen dieselbe Nummer zugeordnet. Zur weiteren
Unterscheidung wird hier ein Suffix angehingt, das je nach Spezies eine Zahl oder ein
Buchstabe sein kann, also z.B. hsa-miR-125b. Wenn bei zwei miRNAs aus derselben
pre-miRNA klar ist, welche die vorherrschende reife miRNA ist und welche dieser nur
in der Haarnadelstruktur als Passagierstrang gegeniiberliegt, dann bleibt die
Bezeichnung der vorherrschenden reifen miRNA bestehen (z.B. miR-56) und der
gegeniiberliegenden wird ein Stern zugeordnet (z.B. miR-56*). Wenn eine derartige
Zuordnung aufgrund der Datenlage nicht eindeutig moglich ist, so wird zur eindeutigen
Identifizierung der miRNAs "-5p" bzw. "-3p" angehédngt, um die Lage der miRNA in
Bezug auf das 5'- bzw. 3'-Ende der pre-miRNA zu beschreiben. So ergeben sich
Schreibweisen wie "miR-142-5p" (ndher am 5'-Ende) und "miR-142-3p" (néher am 3'-
Ende)."

1.2.3 Bedeutung der miRNA in der Tumorgenese

Fiir die Tumorgenese spieclen sechs Aspekte eine zentrale Rolle®: Uberwinden des
programmierten Zelltodes, Unabhingigkeit von Wachstumsfaktoren, Insensitivitdt
gegeniiber wachstumshemmenden Faktoren, grenzenloses Replikationspotential der
Tumorzellen, andauerende Néhrstoffversorgung (durch Angiogenese) und Fahigkeit zur
Invasion und Metastasierung. Da ca. 30% der menschlichen Gene in ihrer Expression
von miRNAs beeinflusst werden, war bereits frith klar, dass miRNAs auch in
entsprechende molekulare Mechanismen der Tumorgenese involviert sind.®’ In
Drosophila melanogaster und Caenorhabditis elegans wurde gezeigt, dass einige
miRNAs in zugehorige Signaltransduktionswege regulatorisch eingreifen, so z.B. fiir
lin-4, miR-2/6/11/13/308 und fiir miR-14.° ¥*° In vielen Untersuchungen wurden

miRNA-Expressionsprofile von verschiedenen Tumoren angefertigt, die belegten, dass
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die miRNA-Expression in den entsprechenden Tumoren dysreguliert ist.”’ Zwar mag
dies in vielen Féllen nicht in kausalem Zusammenhang mit der Tumorgenese oder
-progression stehen.”’ Doch die Tatsache, dass sich ca. 50% der miRNA-Gene an sog.
"fragile sites" oder an tumorassoziierten Genloci befinden, legt eine wirklich aktive

Rolle der miRNAs in der Tumorentstehung nahe.”

1.2.4 Onkomirs — miRNAs als Onkogene oder Tumorsuppressoren
Mittlerweile ist gesichert, dass einige miRNAs eine Funktion als Tumorsuppressor oder
als Onkogen einnehmen. Diese miRNAs werden dann Onkomirs (engl. oncomir)

genannt.”

Als Tumorgene werden Gene bezeichnet, deren Produkte einen Effekt auf die normale
Zellproliferation, die Gewebedifferenzierung oder die Apoptose haben. Ist dieser Effekt
positiv im Sinne von gesteigerter Proliferation, gesteigerter Entdifferenzierung oder
lingerem Uberleben durch geringere Apoptoserate, so spricht man von einem (Proto-)
Onkogen. Ist er negativ, nennt man es Tumorsuppressorgen. Dabei sind diese Gene Teil
eines komplexen Netzwerks inter- und intrazelluldrer Kommunikationsprozesse und
kodieren  beispielsweise = Hormone, = Wachstumsfaktoren, deren Rezeptoren,
Zelladhdsionsmolekiile, intrazytoplasmatische Signalmediatoren oder intranukledre

Regulatoren von Transkription und Zellzyklus.”**

Gleiches gilt fiir die Benennung von miRNAs: Wenn nun eine miRNA hoch exprimiert
wird und einen fiir das Tumorgewebe positiven Effekt (s.o0.) hat, dann erfiillt sie damit
die Definition eines Onkogens. IThre vermehrte Expression fiihrt zu mehr
Zellproliferation, Entdifferenzierung oder lingerem Uberleben der Zelle. Ein Beispiel
einer solchen Onkomir ist miR-21. Sie ist in einer Vielzahl von Tumorentititen
heraufreguliert.” Es wurde nachgewiesen, dass miR-21 in Glioblastomzellen die
Apoptose blockiert, und dass ihre Inhibition in Tumorzelllinien (Leber, Glioblastom und
Brustkrebs) zur Aktivierung von Caspasen und damit Apoptoseinduktion fiihrt.”*® Als
mogliche Zielgene fiir miR-21 sind hierbei das phosphatase and tensin homolog
(PTEN)*, tropomyosin 1 (TPMI1)* und programmed cell death 4 (PDCD4)

nachgewiesen.”.
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Ist die niedrige Expression einer miRNA mit einem fiir das Tumorgewebe positiven
Effekt (s.0.) verbunden, dann ist diese miRNA definitionsgemil eine
tumorsuppressorische miRNA. Beispielsweise inhibieren miRNAs der miR-let-7-
Familie mRNAs bekannter Onkogene wie Ras''"', c-myc'” und HMGA2'” und
verhindern so bei niedriger Expression Apoptose und Zellzyklusarrest in

Kolonkarzinom-, Bronchialkarzinom- und Burkittlymphomzelllinien.'® '°*!%

Ein weiteres Beispiel fiir die Rolle von miRNAs als Tumorsuppressoren ist das miR-
15/miR-16-1-Cluster. Es ist in bestimmten Subgruppen von chronisch lymphatischer
Leukdmie herunterreguliert (deletiert) im Vergleich zur Expression in gesunden CD5+
B-Zellen.'”™ Das antiapoptotisch wirksame BCL-2 ist ein Zielgen des genannten
Clusters und wird durch niedrige Expression des miR-15/miR-16-1-Clusters enthemmt,

so dass die Apoptoserate verringert wird.'"”

1.2.5 Bedeutung der miRNA in Diagnostik und Prognose von Tumoren

Mit der Moglichkeit, die Expressionsniveaus einer grofen Anzahl von miRNAs in
Proben unterschiedlicher Tumore zu untersuchen, konnten miRNA-Expressionsprofile
gefunden werden, die zwischen Normalgewebe und Tumorgewebe zuverldssig
unterscheiden konnen.® Klinische Anwendung zur Diagnose konnte zum Beispiel beim
duktalen Adenokarzinom des Pancreas erfolgen: Mit den miRNAs miR-217 und miR-
196a kann in Feinnadelaspirationsbiospien Tumorgewebe nachgewiesen und von

entziindlichen Verdnderungen abgegrenzt werden.'*

Dariiber hinaus weisen einige Tumore bestimmte miRNA-Expressionsprofile auf, die
mit der Prognose der Patienten assoziiert sind. Dies wurde beispielsweise fiir die
chronisch-lymphatische Leukdmie und das Kolonkarzinom gezeigt.'”'”® Auch einzelne
miRNAs gewinnen als prognostische Marker an Bedeutung: Hohe Expression von miR-
21 im Tumorgewebe ist unabhdngig von anderen Faktoren assoziiert mit kurzer
Uberlebenszeit und schlechtem therapeutischem Outcome beim Kolonkarzinom.'” In
Patienten mit Bronchialkarzinom sind niedrige Expressionsniveaus von miR-let-7a mit
kurzem postoperativem Uberleben assoziiert.'”"® Verschiedene miRNAs konnen also

Tumore auf molekularer Ebene klassifizieren.
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1.2.6 Bedeutung der miRNA im Prostatakarzinom

Gene mit einer Rolle in der Entstehung oder Progression des PCa sind zwar bekannt.
Thre Erforschung hat jedoch bisher nicht die erhofften Konsequenzen fiir den klinischen
Alltag als mdgliche molekulare Biomarker gebracht (s. Abschnitt 1.1.7, S. 9). Erste
Untersuchungen lassen bereits hoffen, dass verschiedene miRNAs eine Moglichkeit

bieten als mogliche Biomarker im PCa zu dienen.

Dass Androgene eine herausragende Rolle im PCa spielen ist schon seit langem bekannt
Der Signaltransduktionsweg des Androgenrezeptors (AR) ist derzeit der am besten

erforschte im PCa.!!!

Die miR-125b-Expression ist abhingig von Androgenen und
wahrscheinlich Teil der Signaltransduktion des AR."? In den meisten Studien wird eine
Herunterregulation von miR-125b im PCa gefunden und als Zielgen ist BAK1, ein pro-

apoptotischer Faktor, bekannt.'*'"*

Fiir eine weitere miRNA, miR-16, ist im PCa das Zielgen BCL-2 bekannt und die in
zwei Studien beobachtete Herunterregulation von miR-16 fiihrt zur Uberexpression von
BCL-2."% "'*11® Werden miR-16-Spiegel in LNCaP-Zellen artifiziell wiederhergestellt,

so fiihrt dies zu vermehrter Apoptose und Wachstumsstop.'"

In mehreren Studien wurde miR-221 in Prostatektomiepriparaten als herunterreguliert
gefunden.'* "'+ 1A s Zielgen wird p27%F! diskutiert'®, und eine negative Korrelation
von miR-221 mit der Expression des Protoonkogens c-Kit wurde gefunden.'” Tabelle 5
(S. 18) gibt eine Zusammenfassung iiber miRNAs mit einer Rolle im PCa und deren

Zielgene.

Fir mehrere miRNAs sind somit Wechselwirkungen mit im Prostatakarzinom
bekannten (Proto-) Onkogenen oder Tumorsuppressorgenen nachgewiesen. Trotz dieser
Erkenntnisse ist bisher jedoch keine miRNA in der klinischen Anwendung, die den

Verlauf des Prostatakarzinoms mit ausreichender Sicherheit vorhersagen kann.
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mMiRNA Zielgen Referenz

105

miR-16 BCL2

miR-101 EZH2 b
miR-449 HDAC1 e
miR-34 SIRT1 "
miR-146 ROCK1 2
miR-221* P o 120
miR-125b* BAK1 "

EZH2 o 1581
let-7-Familie RAS T
HMGA2

Tabelle 5: miRNAs mit einer Rolle im Prostatakarzinom und ihre nachgewiesenen
Zielgene. "=Auswahl
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1.3 Fragestellung der Arbeit

Der Krankheitsverlauf des Prostatakarzinoms kann sehr variabel sein. Dies erschwert
klinische Entscheidungen erheblich, da eine optimale Behandlung aufgrund eines
Mangels an zuverldssigen Prognosemarkern schwer moglich ist. MiRNAs haben
nachweislich eine wichtige Rolle in der Regulation der Genexpression und konnten

daher als molekulare Prognosemarker fiir das Prostatakarzinom dienen.

Die in dieser Arbeit untersuchten PCa-Proben wurden aus einem Hochrisikokollektiv
entnommen. Eine zusitzliche Selektion der Proben geschah nach dem Gleason-Score
und dem klinischen Verlauf: die eine Gruppe, ca. die Hélfte der verwendeten PCa-
Proben, wies einen Gleason-Score von 10 auf, wihrend die andere Hélfte einen
Gleason-Score <8 hatte. Entsprechend unterschied sich der klinische Verlauf der beiden

Gruppen (z.B. in der Dauer des progressionsfreien Uberlebens).

Mit Hilfe aller Proben des Hochrisiko-Kollektivs sollen zundchst mogliche
Unterschiede in der miRNA-Expression im Vergleich zu nicht tumordsem
Kontrollgewebe (benignes Hyperplasiegewebe) gefunden werden und weiterfithrend
durch den Vergleich der beiden PCa-Gruppen mit unterschiedlichem klinischen Verlauf

prognostisch relevante miRNA identifiziert werden.

Aufgrund der analysierten miRNA-Expressionsprofile sollen mogliche Zielgene
einzelner HR-PCa-spezifischer miRNAs mittels Datenbanksuche vorhergesagt und

diskutiert werden.

Vor diesem Hintergrund sollen somit folgende Fragen im Rahmen der Arbeit untersucht

werden:

0 Kann zwischen malignem und benignem Prostatagewebe mit Hilfe eines
globalen miRNA-Expressionsprofiles  unterschieden = werden?  Welche
spezifischen miRNAs sind im Hochrisiko-Prostatakarzinom (HR-PCa) dabei

aberrant exprimiert?
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0 Kann zwischen prognostisch relevanten Untergruppen des PCa mit Hilfe eines
miRNA-Expressionsprofiles unterschieden werden? Durch welche miRNAs

wird dieses Profil charakterisiert?

0 Welche relevanten Zielgene der identifizierten miRNAs kdnnen vorhergesagt

werden?

Mit Hilfe dieser Untersuchungen sollen Grundlagen geschaffen werden, um das

Potential von miRNAs als Prognosefaktoren fiir das PCa zu evaluieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Gerite und Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung Name Hersteller
Array Slides NexterionR HiSens E Schott
Reaktionsgefalie Eppendorf Tubes Eppendorf

Deckglaschen
Exsikkator

Fraktionator

Heizbank
Hybridisierungskammer
Hybridisierungsofen
Microarrayscanner

Mikrotom
Photometer
Photometerkivette
Pipetten
Pipettenspitzen
gRT-PCR
gRT-PCR Strips
Spotter
Thermocycler

Thermocycler Strips

Tubes
Vakuumzentrifuge
Refrigerated Vapor Trap
Vakuumpumpe

Vortex

Zentrifuge

GasketSlides G2534
Exsikkator EX06

flashPAGETM Fractionator

HBT130

Hybridization Chamber
G2534A

Hybridization Oven G2545A
ScanArray 4000

keiner

SmartSpecTM plus
UV-Kivette Ultravette
Transferpette

Filtertips

Opticon2
PCR-Softstrips, farblos
keiner

Primus 96 Plus

ThinWall 8-Tube Strip weil}
RT

Collection Tubes
Speed Vac SC110
RVT100

VP100

Vortex Mixer
Centrifuge 5415D

Tabelle 6: Gerdte und Verbrauchsmaterialien.
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Agilent Technologies
Hartenstein (Verteiber)

Ambion

HLC Biotech
Agilent Technologies

Agilent Technologies

Packard Bioscience —
BioChip Technologies

Leitz

BIORAD

Carl Roth GmbH
BRAND
Biosphere
Biozym

Biozym

Genpak
MWG-Biotech

Biozym

Quiagen GmbH
Savant

Savant

Savant

neolLab
Eppendorf



2.2 Chemikalien

Bezeichnung Name Hersteller
Betaine B2754 Sigma
Cy3 Post-Labeling
Cy3 Dye Reactive Dye GE Healthcare
DMSO Dimethylsulfoxid AppliChem
Apotheke des
Ethanol Ethanol Klinikums der
Universitat Wirzburg
Ethanolamin Ethanolamin Fluka
HPLC-Wasser HPLC-Wasser Hartenstein
Nuclease-freies Wasser Nuclease-free Water Ambion
Rnase i
Dekontaminationsldsung Rnase-Zap Ambion
Rnase ElectroZap Electrode
Dekontaminationslésung flr Decontamination Ambion
Elektroden Solution
Roti-Histol Roti-Histol Carl Roth GmbH
SDS Sodium Dodecylsulfat Serva
SSC Stlandard Saline Sigma/Merck
Citrate
Tris Trizmahydrochlorid Sigma

Tabelle 7: Verwendete Chemikalien, die nicht in den verwendeten Kits enthalten
waren.

2.3 Primer und Sonden

In den Microarrayuntersuchungen wurden die 662 Sonden aus dem mirVana™ miRNA
Probe Set V2 der Firma Ambion benutzt. Hierbei sind 328 Sonden fiir miRNAs des
Menschen (hsa), 114 fiir miRNAs der Maus (mmu), 46 fiir miRNAs der Ratte (rno), 152
ambi-miRs und 22 Kontrollen. Eine vollstindige Liste der Sonden mit deren genauer
Bezeichnung sowie deren genauer Sequenz kann online unter
www.ambion.com/techlib/resources/miRNA_array/Ambion_probes 1564V2 Oct06.xls

eingesehen werden.
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Name Target Sequenz

hsa-let-7a UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU

hsa-let-7b UGAGGUAGUAGGUUGUGUGGUU

hsa-miR-125b UCCCUGAGACCCUAACUUGUGA

hsa-miR-126  UCGUACCGUGAGUAAUAAUGC

hsa-miR-16 UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG

hsa-miR-221 AGCUACAUUGUCUGCUGGGUUUC

hsa-miR-29a UAGCACCAUCUGAAAUCGGUU

hsa-miR-422a CUGGACUUAGGGUCAGAAGGCC

RNU6B CGCAAGGAUGACACGCAAAUUCGUGAAGCGUUCCAUAUUUUU

Tabelle 8: Primer aus der Reihe TagManR MicroRNA Assay der Firma Ambion,
die in den gRT-PCR Untersuchungen benutzt wurden.

2.4 Kits
Name Hersteller
mirVanaTM miRNA Probe Set (Probe Set 1564V2) Ambion
mirVanaTM miRNA Labeling Kit Ambion
flashPAGETM Buffer Kit Ambion
flashPAGETM Pre-cast Gel Ambion
flashPAGETM Reaction Clean-Up Kit Ambion
TagManR MicroRNA Assay Ambion
TagManR MicroRNA Reverse Transcription Kit Ambion
TagManR Universal PCR Master Mix Ambion
RecoverAllITM Total Nucleic Acid Isolation Kit Ambion

Tabelle 9: Verwendete Kits.
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2.5 Software

Name Hersteller

© Michael Eisen, Lawrence Berkeley National Lab,

ScanAlyze Ver. 2.50 California, USA

R Version 2.3.1 © The R Foundation for Statistical Computing
Open.Office.org Version 3.1.1 © Sun Microsystems

GIMP 2.4.5 (GNU Image © Spencer Kimball, Peter Mattis und das GIMP-
Manipulation Program) Entwicklerteam

EndNote X3 © Thomson Reuters

Tabelle 10: Im Rahmen der Arbeit benutzte Software.

2.6 Prostatakarzinom- und Prostatahyperplasiematerial

2.6.1 Herkunft der Proben

Alle PCa-Proben stammen aus Formalin-fixiertem und in Paraffin eingebettetem
(FFPE-) Material, das im Zeitraum von 1989 bis 2005 in der Urologischen Klinik des
Stadtischen Krankenhauses Karlsruhe durch radikale Prostatektomie gewonnen wurde
(s. Tabelle 14, S. 37). Die Proben wurden von Prof. Dr. med. Martin Spahn zur
Verfiigung gestellt. Die benignen Prostatahyperplasien (BPH-Proben, Referenzgewebe,
,Kontrollgewebe*“) wurden durch Adenomektomie an der Klinik und Poliklinik fiir
Urologie und Kinderurologie der Universitit Wiirzburg gewonnen. Die Studie wurde
von der Ethik-Kommission der Medizinischen Fakultit der Universitit Wiirzburg
gepriift und genehmigt (59/04). Von allen Patienten lag eine schriftliche

Einverstiandniserkldarung vor.

2.6.2 Kilinisch-pathologische Eigenschaften der Proben

Eine Fernmetastasierung wurde mit einer Skelettszintigraphie ausgeschlossen. Der
praoperative PSA-Wert Betrug bei allen Patienten >20 ng/ml. Patienten mit bioptisch
gesichertem PCa wurden mit einer radikalen Prostatektomie und einer pelvinen
Lymphadenektomie behandelt. Die Lymphknoten- und Prostatektomiepréiparate
bekamen ein Staging nach der TNM-Klassifikation von 2002 und ein Grading nach
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Gleason durch einen Facharzt fiir Pathologie. Bei Adenomektomie wurde ein PCa
histologisch ausgeschlossen. Kein Patient erhielt eine neoadjuvante Strahlen-, Chemo-
oder Hormontherapie. Die Nachuntersuchung beinhaltete DRU, TRUS und Bestimmung
des Serum-PSA. Sie wurde in den ersten beiden Jahren alle drei Monate, in den
folgenden drei Jahren alle 6 Monate und danach einmal jdhrlich durchgefiihrt. PSA-
Progression wurde definiert als PSA > 0,2ng/ml an zwei aufeinanderfolgenden
Nachuntersuchungsterminen. Ein histologisch nachgewiesenes Lokalrezidiv oder eine
mit Computertomographie oder Skelettszintigraphie nachgewiesene Fernmetastasierung
wurde als klinische Progression definiert. Das PCa-spezifische Uberleben entspricht
dem Zeitraum von der radikalen Prostatektomie bis zum prostatakarzinomassoziierten

Tod des Patienten (s. Tab. 13 u. 14, S. 36 u. 37).

2.7 Gewinnung der RNA und miRNA aus FFPE-Material

Die Gewinnung der gesamt RNA und miRNA aus dem FFPE Material der einzelnen
BPH und PCa geschah sowohl fiir den RNA Microarray als auch fiir die qRT-PCR auf
dieselbe Weise. Die Paraffinblocke mit den Proben wurden zunédchst nach Mal3 eines
mikroskopisch beurteilten histologischen Schnittes so zurechtgeschnitten, dass die
neoplastische Zellularitit eines Schnittes >90% war (>80% adenoides Gewebe bei
BPH). Mit dem Mikrotom wurden sodann zwei 40 um dicke Schnitte angefertigt.
Danach wurde die RNA mit dem RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation Kit der
Firma Ambion® wie folgt extrahiert: Zur Deparaffinisierung wurden die beiden Scheiben
zundchst fiir 5 min homogenisiert und dann in einem Zentrifugenreaktionsgefdl mit 1
ml Roti-Histol (statt Xylene) auf dem Vortex gemischt und fiir 3 min bei 50°C inkubiert.
AnschlieBend wurde bei Raumtemperatur und Maximalgeschwindigkeit fiir 2 min
zentrifugiert und dann das Roti-Histol verworfen ohne das Pellet zu beriihren. Nun
wurde 1 ml 100%iger Ethanol hinzugefiigt, kurz gevortext, bei Raumtemperatur und
Maximalgeschwindigkeit fiir 2 min zentrifugiert und der Ethanol abpipettiert und
verworfen. Diese Waschung mit Ethanol wurde nochmals wiederholt und anschlieend
nach einer weiteren Zentrifugation mdoglichst der gesamte Alkohol entfernt. Jetzt
trocknete das Pellet fiir 10-15 min an der Luft. Nun schloss sich der Proteaseverdau an.

Hierbei wurden dem Pellet 400 pl Verdaupuffer und 4 pl Protease zugesetzt und das
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Reaktionsgefal vorsichtig geschiittelt. Nach kurzem Abzentrifugieren wurde nun bei
50°C fiir 3 h inkubiert. Hier begann die eigentliche Extraktion der RNA mit dem
Hinzufligen von 480 pl Isolationsadditiv und kurzem Vortexen. Anschlieend wurden
1,1 ml 100% Ethanol hinzupipettiert und die Probe auf zwei Aliquots a 550 pl verteilt
und jeweils vorsichtig gemischt. Von beiden Aliquots wurde nun 700 ul auf je einen
Filter auf einen Sammelreaktionsgefil gegeben und bei 10.000 g fiir 20-60 sek
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Prozedur so lange wiederholt bis
die gesamte Probe filtriert war. Von der Losung "Wash 1 wurden 700 pl auf den Filter
gegeben und bei 10.000 g fiir 30 sek filtriert. Der Durchfluss wurde verworfen. Nun
wurde mit 500 pl der Losung "Wash 2/3“ in der gleichen Weise verfahren und nochmals
zentrifugiert, um restliche Fliissigkeit aus dem Filter zu entfernen. Von einem
Reaktionsgemisch aus 6 pl 10x DNase Puffer, 4 pl DNase und 50 pl nukleasefreiem
Wasser pro Reaktion wurden 60 pl auf die Mitte des Filters gegeben und bei
Raumtemperatur fiir 30 min inkubiert. Die Waschungen mit "Wash 1 und "Wash 2/3*
wurden wie oben wiederholt und danach durch Zentrifugation bei 10.000 g fiir 1 min
die restliche Fliissigkeit aus dem Filter entfernt. Zur Elution der RNA wurde der Filter
auf ein neues Sammelreaktionsgefdll gesetzt, und 30 pl 95°C heiles nukleasefreies
Wasser wurde auf die Mitte des Filters gegeben. Die Probe ruhte dann fiir 1 min bei
Raumtemperatur und wurde fiir 1 min bei Maximalgeschwindigkeit zentrifugiert. Die
Prozedur der Elution wurde mit weiteren 30 pl (95°C) wiederholt. Es standen nun etwa
60 ul RNA-Losung zur Verfiigung. Die Menge an gewonnener gesamt RNA wurde
photometrisch bei einer Wellenldnge von 260 nm an einer Verdiinnung von 1:100
gemessen. Gleichzeitig wurde der Quotient aus der Absorption bei 260 nm und 280 nm
(Az60/Azs0) bestimmt. Dieser lag zwischen im Mittel bei 1,62. Fiir den Quotienten
Aseo/Aszo lag der Mittelwert bei 1,40. Fiir die folgenden Untersuchungen mittels qRT-
PCR wurden Aliquots der jeweiligen Proben zu einer Konzentration von 10 ng gesamt-
RNA/ul verdiinnt. Um in den Microarrayuntersuchungen verwendet werden zu konnen,
wurde die miRNA aus der gesamt RNA aufgereinigt (siche folgende Abschnitte). Die
Lagerung der gesamt RNA erfolgte bei -20°C.

Die Gewinnung der miRNA aus der gesamt RNA geschah mit dem flashPAGE™

Fractionator der Firma Ambion®. Dieser trennt mittels Gelelektrophorese alle RNA <40
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nt von der restlichen RNA. Zur Vorbereitung wurde die untere Pufferkammer mit 1 ml
ElectroZap Elektrodendekontaminationslosung und dann zweimal mit je 1 ml
nukleasefreiem Wasser gespiilt. Die untere Pufferkammer wurde mit 260 pl FlashPAGE
Lower Running Buffer beladen. Darauf wurde ein flashPAGE Pre-cast Gel gesetzt. In
diese Kammer wurde 250 pl des Upper Running Buffer gegeben. Zur gesamt RNA von
15 pg (in einem Maximalvolumen von 50 pl) wurde das gleiche Volumen flashPAGE
Gel Loading Buffer gegeben (Maximales Gesamtvolumen 100 pl), dies dann fiir 2 min
bei 95°C inkubiert und danach sofort auf Eis gesetzt. Die Mischung aus RNA und
Loading Buffer wurde nun auf den Upper Running Buffer pipettiert. Der Fractionator
wurde geschlossen und eine Spannung von 75 - 80 V wurde eingestellt. Wenn nach etwa
12 min die blaue Farbe aus dem Gel lief (mit ihr laufen die 40 nt RNA) wurde der
Fractionator gedftnet und damit der Stromkreis unterbrochen. Nun befanden sich alle
Fraktionen der RNA <40 nt im Lower Running Buffer. Dieser wurde in ein neues
RNase-freies Tube gegeben und dabei das Volumen gemessen (230 -240 pl). Der
Fractionator wurde dann wieder wie zu Beginn gespiilt mit ElectroZap

Elektrodendekontaminationslosung und nukleasefreiem Wasser.

Zur Extraktion der miRNA aus dem lower running buffer wurde das ,,flashPAGE™
Reaction Clean-Up Kit“ der Firma Ambion verwendet. Zundchst erfolgte die
Anfeuchtung des Filters mit 500 pl der flashPAGE Filter Wetting Solution und
Abzentrifugierung derselben bei 2500 g fiir 1 Minute. Zum Lower Running Buffer
(enthdlt RNA) wurde nun 135 pl flashPAGE Filter Binding Additive gegeben, gut
gemischt, anschlieBend 1,1 ml 100%iger Ethanol und nochmals gemischt. Diese knapp
1,5 ml der entstandenen Mischung wurden nun zu je ca. 500 pl auf den angefeuchteten
Filter gegeben und bei 10000 g fiir 1 min zentrifugiert, der Durchfluss jeweils
verworfen. Jetzt wurde 500 pl der flashPAGE Wash Solution auf den Filter gegeben und
bei 10000 g fiir 1 min zentrifugiert, der Durchfluss verworfen. Nach nochmaliger
Waschung und Zentrifugation wurde der Filter in einem Reaktionsgefdl3
trockenzentrifugiert. Der Filter wurde in ein neues Reaktionsgefdll eingesetzt und 15 pl
95°C heiBBen nukleasefreien Wassers darauf gegeben. Nach 5 min Inkubationszeit bei
60°C wurde das Eluat durch Zentrifugation bei 10000 g fiir 1 min im Reaktionsgefal3
aufgefangen. Es folgte die Wiederholung des letzten Schrittes mit weiteren 15 ul
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nukleasefreien Wassers. Falls das RNA <40 nt enthaltende Eluat nicht sofort

weiterverwendet wurde, wurde es bei -20°C gelagert.

2.8 miRNA-Microarray

Die Hybridisierung der miRNA-Microarrays und deren statistische Auswertung wurden
im Labor fiir Microarray Anwendungen des IZKF (Interdisziplindres Zentrum fiir
Klinische Forschung) der Universitit Wiirzburg durchgefiihrt. Es wurden 662
verschiedene Oligonukleotide, darunter 22 Kontrollen, 328 Oligonukleotide fiir
miRNAs des Menschen, 114 fiir miRNAs der Maus, 46 fiir miRNAs der Ratte und 152
sog. ambi-miRs aus dem mirVana™ miRNA Probe Set (Probe Set 1564V2) von
Ambion® in vierfacher Ausfiihrung auf Schott NexterionR HiSens E gespottet. Dabei
wurde folgendermaBen vorgegangen: Der Inhalt jedes Wells einer 96-well Platte wurde
mit je 10 ul 3x SSC, 1(,5) M Betain resuspendiert, es resultierte eine Konzentration von
50 uM. Nun folgte das Drucken (Spotten) mit dem Spotter der Firma Genpak. Bis zur
Hybridisierung wurden die Slides im Exsikkator aufbewahrt. Bei allen folgenden Block-
bzw. Waschprozessen wurde HPLC-Wasser verwendet und alle bendtigten Gefalle zuvor
mit RNase-Zap ausgewischt. Um unspezifische Bindung von markierter RNA am
Hintergrund zu vermeiden, wurden die Objekttrager zuerst geblockt. Dafiir wurden
diese fiir 2-5 min in einer feuchten Kammer mit 42°C warmem 0,5x SSC rehydriert.
Dabei lagen die Slides mit der bedruckten Seite nach unten. Anschlieend wurden sie
sofort auf einer 130°C heiflen Platte fiir ~3 sek getrocknet und im 50°C heilen, frisch
angesetzten Blocking Buffer (1 M Tris, pH 9; 50mM Ethanolamin; 0,1% SDS) fiir 20
min geblockt. Dabei wurden sie alle 5 min bewegt. Danach wurden die Slides 3 mal in
HPLC-Wasser gewaschen (2 mal 1 min und 1 mal fiir 10 sek) und schlieBlich fiir 5 min
bei 800 rpm trockenzentrifugiert.

Um die miRNA anzureichern wurden RNA-Stiicke mit einer Lénge von kleiner als 40
Basen aus Gesamt-RNA mittels des flashPageTM Fractionator System abgetrennt.
AnschlieBend wurden diese kurzen RNA Sequenzen mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Cyanin3 (Cy3) markiert, damit sie beim abschlieBenden Scan entsprechende
Lichtsignale emittieren konnten. Dies wurde mit dem ,,mirVana™ miRNA Labeling

Kit*“ der Firma Ambion® durchgefiihrt. Hierbei wurde die aufgereinigte miRNA zuerst
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in einer Vakuumzentrifuge getrocknet und mit 3 pl nukleasefreiem Wasser
resuspendiert. Darauf wurde das Poly(A) Polymerase Reaktionsgemisch gegeben
bestehend aus 1 pl miRNA zur Positivkontolle (in einer Verdiinnung von 1:500 mit
nukleasefreiem Wasser), 10 ul 2x Poly(A) Polymerase Reaktionspuffer, 2 pl 25mM
MnCl,, 2 pl 10x Amine-NTP-Mix und 2 pl Poly(A) Polymerase. Es folgte eine
Inkubation fiir 2 h bei 37°C. Zur Post-Tailing miRNA Aufreinigung wurde nun der
Probe 10 pl miRNA Carrier und 350 pl des miRNA-Bindungs- und Waschpufter
hinzugegeben und dies nach Vortexen fiir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Diese
Mischung wurde nun auf ein miRNA Labeling Cartridge in einem Reaktionsgefal3
gegeben und bei 10.000 g fiir etwa 10 sek zentrifugiert, bis alles durch den Filter
gelaufen war. Der Durchfluss wurde verworfen. Jetzt wurde noch 2 mal 300 pl des
miRNA-Bindungs- und Waschpuffers auf den Filter gegeben und jeweils fiir 15 sek bei
10.000 g zentrifugiert. Um den Filter zu trocknen, wurde nochmals fiir 1 min bei 10.000
g zentrifugiert. In einem neuen Reaktionsgefdl wurde auf die miRNA Labeling
Cartridge 15 pl der 95°C heilen Elutionslosung gegeben, bei 65°C fiir 5-10 min
inkubiert, bei 10.000 g kurz zentrifugiert und dann erneut 15 pl der 95°C heiflen
Elutionslosung aufgegeben, bei 65°C 5-10 min inkubiert und bei 10.000 g fiir 1 min
zentrifugiert. Der Durchfluss wurde vakuumgetrocknet. Die getrocknete, getailte und
aufgereinigte miRNA wurde nun mit 7 pl nukleasefreiem Wasser resuspendiert. Der
Inhalt eines Fldschchens Cy3 (40 nmol) wurde mit 16 ul DMSO resuspendiert. Davon
wurden 4 pl zusammen mit 9 ul Kopplungspuffer und die 7 pl der amino-modifizierten
miRNA zur Probe gegeben und nach kurzem Vortexen fiir 1 h im Dunkeln bei
Raumtemperatur inkubiert. Zum Stoppen der Reaktion und Abfangen der tiibrigen
Farbstoffmolekiile wurden 4,5 pul 4 M Hydroxylamin hinzugegeben, gevortext und im
Dunkeln fiir 15 min inkubiert. Das Entfernen nicht gekoppelter Farbstoffe begann mit
dem Hinzufiigen von 350 pul miRNA Binde-/Waschpuffer zur markierten miRNA. Nach
kurzem Mischen wurde bei Raumtemperatur im Dunkeln fiir 5 min inkubiert. Die
Mixtur wurde auf eine miRNA Labeling Cartridge gegeben und bei 10.000 g fiir 15 sek
zentrifugiert. Nun wurde nacheinander 2 mal 300 pl Binde-/Waschpuffer auf den Filter
gegeben, jeweils bei 10.000 g fiir 15 sek zentrifugiert und der Durchfluss verworfen.

Der Filter wurde bei 10.000 g fiir 1 min trockenzentrifugiert. In einem neuen Tube
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wurde 26 pl 95°C heilles nukleasefreies Wasser auf den Filter pipettiert, fiir 10 min bei
65°C inkubiert und schlieflich fiir 1 min bei 10.000 g =zentrifugiert. Die

floureszenzmarkierte miRNA wurde dann innerhalb von 30 min hybridisert.

Fiir die Hybridisierung wurde nun aus 163 pl 3x miRNA Hybridisierungspuffer, 307 pl
nukleasefreiem Wasser (jeweils 65°C) und 26 pl der vorbereiteten miRNA-Probe der
sogenannte Hybridisierungsgemisch in einem Reaktionsgefdll gemischt. Dieses wurde
fir 3 min bei 95°C inkubiert und anzentrifugiert. Danach wurde die
Hybridisierungskammer (mit Deckglas und vorbereitetem Microarray-Glastrdger), mit
dem Hybridisierungsgemisch beladen, geschwenkt. Dabei wurde auf die freie
Beweglichkeit der Luftblase geachtet. Die eigentliche Hybridisierung erfolgte iiber 17h
im Hybridisierungsofen der Firma Agilent bei 42°C und 6 rpm.

Nach der Hybridisierung wurde das Hybridisierungsgemisch in einer niedrig stringenten
Waschlosung (940 ml HPLC-Wasser, 10 ml Waschmittelkonzentrat und 50 ml
Salzkonzentrat) abgespiilt. Nach 20-30s Waschen unter kriaftigem Schiitteln in niedrig
stringenter Waschlosung wurden die Glastrdger in einen neuen Sténder {iberfiihrt und 2
mal je 20-30 sek in je einem frischen Ansatz von hoch stringenter Waschlosung (995 ml
HPLC-Wasser und 5 ml Salzkonzentrat) unter kraftigem Schiitteln gewaschen. Danach
wurden die Glastrdger nochmals ganz kurz in ein frisches Gefa3 mit hoch stringenter

Waschldsung eingetaucht und dann fiir 5 min bei 800 rpm trockenzentrifugiert.

Nun wurden die Glastriger mit dem konfokalen Laserscanner ScanArray 4000
eingescannt (555 nm Exzitation, 570 nm Emission). Die Akquisition der Daten wurde
mit der Software ScanAlyze Ver. 2.50 (Michael Eisen, Lawrence Berkeley National
Lab, California, USA) durchgefiihrt.

2.9 Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

Die qRT-PCR wurde im Urologischen Forschungslabor der Universitatsklinik Wiirzburg
sowie im Forschungslabor der Chirurgischen Klinik II mit Hilfe des jeweiligen
,TagMan® MicroRNA Assay”“ (Primer), dem ,TagMan® MicroRNA Reverse
Transcription Kit“ sowie dem ,,TagMan® Universal PCR Master Mix* durchgefiihrt.

Hierbei wurde zunéchst die miRNA aus der wie oben beschrieben gewonnenen gesamt
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RNA in reverser Transkription cDNA hergestellt und danach die qRT-PCR
durchgefiihrt. Fiir die reverse Transkription wurde pro Probe zunéchst der RT-master-
mix aus 0,15pul dANTPs (100mM), 1,0ul multiMultiScribe™ Reverse Transcriptase
(50U/ul), 1,5ul 10x Reverse Transcription Buffer, 0,19ul RNase Inhibitor (20U/ul) und
4,16l nukleasefreies Wasser zu einer Gesamtmenge von 7ul zusammenpipettiert,
gemischt und auf Eis gestellt. Um Verluste beim Pipettieren auszugleichen, wurde
regelhaft 7ul mehr Mastermix angesetzt. In den Thermocyclerstrips wurde nun jeweils
7ul des Mastermix mit je Sul der verdiinnten gesamt RNA gemischt und kurz
abzentrifugiert. SchlieBlich wurde jeweils 3ul des jeweiligen RT-Primer hinzugefiigt,
gemischt und abzentrifugiert. Im Thermocycler wurde nun die reverse Transkription
durchgefiihrt. Die Programmierung des Thermocycler ist Tab. 11 (S. 31) zu entnehmen.

Zur Normalisierung wurde der Primer RNU6B verwendet.

Step Type Zeit (min) Temperatur (°C)
HOLD 30 16
HOLD 30 42
HOLD 5 85
HOLD 0 4

Reaktionsvolumen 15,0l

Tabelle 11: Programmierung des Thermocycler fiir die reverse Transkription mit

TagMan MicroRNA Assays.
Die qRT-PCR erfolgte pro Probe in zweifacher Ausfiihrung. Zum Ausgleich von
Pipettierverlusten wurde beim Ansetzen der Reaktionen 10% auf die folgenden
Angaben aufgeschlagen. Pro Reaktion wurden 10,00ul TagMan 2x Universal PCR
Master Mix (No AmpErase UNG) mit 7,67ul nukleasefreiem Wasser gemischt. Dazu
wurde im PCR-Reaktionsgefd3 (8er Stripes) 1,0ul 20x TagMan MicroRNA Assay mix
(Primer) und danach 1,33ul vom Produkt aus der reversen Transkription gegeben,
vorsichtig gemischt und kurz abzentrifugiert. Das Gesamtvolumen pro Reaktion betrug
20ul. Nun wurde die gqRT-PCR im Opticon2 von Biozym mit der Programmierung wie
aus Tab. 12 (S. 32) ersichtlich durchgefiihrt. Zur Normalisierung wurde der Primer
RNU6B verwendet. Die relative miRNA-Expression wurde dann mit der komparativen

ACr -Methode (ACr = Crprobe — Crrauss) berechnet. Vielfache der miRNA-Expression
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wurden mit der 244“"-Methode bestimmt, um so eine relative Expressionsveridnderung

einer miRNA in einer Probe gegeniiber BPH-Gewebe angeben zu konnen (z.B.
Expressionsverinderung >2). Dabei gilt'":

AACTz ACT—PCa—Probe - medianes ACT—BPH;

AC:T—PCa—Probe:(}F—PCa—Probn:—:'C:T-RNUGb; ACT—BPH:(:T—BPH'(:T—RNU()b.

Enzymaktivierung PCR
Step Type HOLD CYCLE (40 Zyklen)
Denaturierung  Annealing
Zeit 10 min 15 sec 60 sec
Temperatur (°C) 95 95 60

Reaktionsvolumen 20yl
Datenakquisition bei 60°C

Tabelle 12: Programmierung des qRT-Cyclers fiir die Durchfiihrung der gRT-PCR
mit TagMan MicroRNA Assays.

2.10 Statistische Methoden

Die statistische Analyse der Daten aus den Microarrayuntersuchungen wurde mit
verschiedenen Paketen des Bioconductorprojektes (www.bioconductor.org) unter R
Version 2.3.1 (© The R Foundation for Statistical Computing) durchgefiihrt. Die
gemessenen Signalintensititen wurden mittels Varianzstabilisierung normalisiert.'®
Dann wurden die medianen Intensititen der Quadruplikate berechnet. Die
Hintergrundintensitdt wurde nicht subtrahiert. Um statistisch signifikant unterschiedlich
exprimierte miRNAs zu finden wurde das Paket Limma (Linear Models for Microarray
Analysis) benutzt. Hierbei ist die robuste Analyse auch bei kleineren Fallzahlen nach
dem Modell von Smyth moglich.'”” Zur Vermeidung der Alphafehler-Kumulierung
wurde eine Adjustierung der p-Werte mit der FDR-Methode (false discovery rate)
durchgefiihrt. Ein adjustierter p-Wert<0,05 (adj. p<0,05) wurde als statistisch signifikant

gewertet.

Die PAM-Klassifikation (prediction analysis for microarrays) der Daten aus der qRT-

PCR wurde mit der Methode der "nearest shrunken centroids" nach Tibshirani et al mit
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dem "pamr" Bioconductor Paket fiir R durchgefiihrt.”® Hierbei werden die
Schwerpunkte ("centroids") der jeweiligen Klasse (also z.B. Klasse der PCa mit GS10)
nach Standardisierung mit der Standardabweichung der Klasse den centroids der
Gesamtheit der Klassen angendhert ("shrinkage"). So bekommen Gene (miRNAs)
innerhalb derselben Klasse eine stirkere Gewichtung, wenn sie stabil (mit geringer
Varianz) exprimiert sind. Mit zunehmendem shrinkage-Parameter A, werden immer
mehr miRNAs aus aus der Klassenvorhersage eliminiert. Der beste Wert fiir A wird
durch eine 10-fache Kreuzvalidierung bestimmt, die die Anzahl der
Falschklassifizierungen ("misclassification errors") fiir verschiedene A-Werte gibt.
Daten aus einzelnen Gruppen in den Untersuchungen der qRT-PCR wurden mit dem

Welch-Test verglichen. Ein Wert von p<0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.

2.11 Datenbanksuche nach Zielgenen

Fiir die Suche nach Zielgenen ("Targets") bestimmter miRNAs wurden die Datenbanken
MicroCosm Targets Version 5 (http://www.ebi.ac.uk/enright-
srv/microcosm/htdocs/targets/v5/)®7, TargetScan Version 6.2

131-132

(http://www.targetscan.org)®" und der PicTar Algorithmus (http://pictar.mdc-
berlin.de/)'” verwendet. Zum Abgleich der erhaltenen Datensitze wurde das

Datenbankverwaltungsprogramm aus dem Officepaket OpenOffice.org 3.1.1 verwendet.
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3 Ergebnisse

3.1 Klinisch-pathologische Parameter und Auswahl der Proben

In dieser Arbeit wurde ein vorselektiertes Prostatakarzinomkollektiv verwendet, um
mittels Microarray-Analysen miRNAs zu identifizieren, die mit der Entstehung bzw. der
Progression des Prostatakarzinoms in Verbindung stehen (s. Tab. 13 u. 14, S. 36 u. 37).
Hierzu wurden 14 Tumorprdparate aus einem der Arbeitsgruppe vorliegenden
Hochrisiko-Prostatakarzinomkollektiv (n= 256) ausgewaihlt, sodass alle untersuchte
Tumore einen praoperativen Serum-PSA-Wert von >20ng/ml und/oder eine T-Kategorie
>2c¢ und/oder einen Gleason-Score >8 aufwiesen. Bei der Auswahl der 14 Tumorproben
wurde darauf geachtet, dass sich zwei Gruppen ergaben, die sich anhand des Gleason-
Score unterscheiden lieBen. Sechs PCa-Proben besitzen einen Gleason-Score von 10
und stellen somit die potentiell aggressivsten PCa innerhalb des Hochrisko-Kollektives
dar, wéahrend die restlichen acht Tumorproben einen Gleason- Score von 6 oder 7
aufwiesen, also eine potentiell weniger aggressive Untergruppe darstellen. Damit boten
acht PCa-Proben zwei der genannten Kriterien flir hohes Risiko (prdoperativer Serum-
PSA-Wert von >20ng/ml UND T-Kategorie >2c¢), wéahrend die anderen sechs — alle mit
einem Gleason-Score von 10 — drei dieser Risikofaktoren boten (Serum-PSA-Wert von
>20ng/ml UND T-Kategorie >2¢ UND Gleason-Score >8). Wie zu erwarten, zeigen sich
klinisch unterschiedliche Verldufe in den beiden Untergruppen mit zwei bzw. drei
Risikofaktoren, wenn man die PSA-Progression und das tumorfreie Uberleben

betrachtet (s. Tabellen 15 und 16, S. 38 u. 38).

Ein Ziel der Studie war es, ein miRNA-Expressionsprofil zu identifizieren, das fiir
Prostatakarzinomgewebe spezifisch ist. Hierzu sollte die globale Expression der
miRNAs in den 14 Tumoren im Vergleich zu 6 BPH-Proben analysiert werden (s. Kap.
3.2, S. 39). Zudem sollte durch die Analyse von potentiell hoch-aggressiven (GS=10/
n=6) und potentiell weniger aggressiven (GS<8/ n=8) Tumoren die Identifikation eines
prognoseassoziierten miRNA-Profils (s. Kap. 3.3, S. 43) und prognoserelevanter

einzelner miRNAs (s. Kap. 3.5 und 3.6, S. 51 und 55) ermoglicht werden.
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Um die ermittelten tumor- bzw. progressionsassozierten miRNAs zu validieren, wurde
ein zweites Kollektiv verwendet. In diesem Kollektiv sind auch alle Tumore enthalten,
die fiir die initialen Microarray-Analysen bereits verwendet wurden, sodass es sich nicht
um ein unabhéingiges Kollektiv handelt. Zusétzlich zu den bereits untersuchten Tumoren
wurden 5 aggressive (GS=10/ n=11) und 3 weniger aggressive Tumorproben analysiert.
Somit ergab sich eine Erweiterung des Probenkollektives auf 23 Proben im Kollektiv 2.
Um eine interne und technische Validierung Durchzufiihren wurde die Expression
ausgewdhlter miRNAs in diesem Kollektiv mittels qRT-PCR ermittelt (s. Kap. 3.4, S.
48). Die beiden Kollektive 1 und 2 unterscheiden sich nicht in ihrer Zusammensetzung
nach den klinisch-pathologischen Parametern (s. Tab. 17, S. 39). So sollte durch die
Erweiterung der Anzahl des Probenkollektives die statistische Robustheit der erzielten
Ergebnisse verbessert werden. Eine noch groflere Erweiterung der Probenzahl war nicht
moglich, da im iibergeordneten Hochrisiko-Prostatakarzinomkollektiv (n= 256) keine

weiteren Tumoren mit einem Gleason-Score von 10 vorhanden waren.
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PSA- Klinische

Proben- Alter T Gleason- Progression Progression Tod durch  Follow-up
nummer Score (GS) Tumor (Monate)
(Monate) (Monate)
1 62 4 5+5 23 23 ° 45
2 62 4 5+5 63 63 ) 78
3 61 4 5+5 9 9 ° 61
7 66 3b 5+5 72 77 - 91
8 70 3b 5+5 13 13 ) 46
11 57 3a 5+5 - - - 76
12 71 3b 3+4 - - - 97
13 74 4 3+4 52 113 - 113
14 63 2b 3+4 - - - 73
15 67 3b 3+4 23 - - 78
20 70 3b 3+4 - - - 116
21 64 3b 3+4 1 70 ° 84
22 52 3b 3+3 120 - - 133
23 59 3a 3+3 - - - 145
63,5 (52-74) 23 (1-120) 63 (9-113)  5/14 (36%) 81 fs‘f"
Median (Min- Anteil
Max) verstorbener

Patienten

Tabelle 13: Ubersicht iiber die PCa-Proben aus den Microarrayuntersuchungen
(Kollektiv 1, n=14) und deren Eigenschaften mit T-Stadium und Gleason-Score.
Beschreibung klinischer Aspekte der Patienten wie Alter (bei Operation), PSA-
Progression, klinische Progression, Tod durch Tumor und Follow-up Zeiten (=
PCa-spezifische Uberlebenszeit bei verstorbenen Patienten). Prioperativer PSA-
Wert bei allen Patienten >20ng/ml. ®=ja. — =nein/keine.

36



Gleason- PSA- Klinische Tod Follow- Microarray qRT-PCR

Mt T G8) (onate) (Monate) Tumor (Monate) (Koleki 1) (<olekiv 2
1 62 4 5+5 23 23 ° 45 ° °
2 62 4 5+5 63 63 ° 78 °
3 61 4 5+5 9 9 ° 61 ° °
4 67 3b 5+5 14 58 ° 58 - )
5 70 3b 5+5 9 20 ° 31 - °
6 64 3b 5+5 43 43 ° 63 - °
7 66 3b 5+5 72 77 - 91 ) )
8 70 3b 5+5 13 13 ° 46 )
9 54 3a 5+5 46 46 ° 56 - °
10 68 3a 5+5 - - - 132 - )
11 57 3a 5+5 - - - 76 ° °
12 71 3b 3+4 - - - 97 ° )
13 74 4 3+4 52 113 - 113 ° °
14 63 2b 3+4 - - - 73 ° )
15 67 3b 3+4 23 - - 78 . )
16 62 3a 3+4 71 - - 71 - )
17 68 3b 3+4 - - - 63 - °
18 74 3b 3+4 - - - 99 - )
19 57 4 3+4 4 22 - 107 - )
20 70 3b 3+4 - - - 116 ° °
21 64 3b 3+4 1 70 ° 84 ° °
22 52 3b 3+3 120 - - 133 ° °
23 59 3a 3+3 - - - 145 ° °
64 (52- 9/23 78 (31-
7(4) 23 (1-120) 44,5 (9-113) (39%) 1‘§5)

Tabelle 14: Beschreibung der PCa-Proben in Kollektiv 1 (Microarray) und 2
(qRT-PCR) mit T-Stadium und Gleason-Score und klinischer Aspekte der
Patienten (Alter bei Operation, PSA-Progression, klinische Progression, Tod
durch Tumor und Follow-up Zeiten (= PCa-spezifische Uberlebenszeit bei
verstorbenen Patienten) und durchgefiihrter Untersuchungen (Microarray und
qRT-PCR). Die letzte Zeile gibt den jeweiligen Median sowie in Klammern
Minimum und Maximum bzw. den Anteil der Verstorbenen Patienten an.
Préoperativer PSA-Wert bei allen Patienten >20ng/ml. @=ja. — =nein.
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PCa-Proben mit 3
Kriterien fir hohes

PCa-Proben mit 1
oder 2 Kriterien fur

Rezidivrisiko, hohes Rezidivrisiko,
Gleason 10 Gleason 6 oder 7
(n=6) (n=8)

Alter (Jahre) 62 (57-70) 65,5 (52-74)
Gleason 10 (Anzahl) 6 (100%) 0
Gleason 6 oder 7 (Anzahl) 0 (0%) 8 (100%)
T-Kategorie = 2¢ (Anzahl der Tumorproben) 6 (100%) 7 (88%)
PSA > 20 ng/mL (Anzahl der Tumorproben) 6 (100%) 8 (100%)
Zeit bis zur PSA-Progression (Monate) 23 (9-72) 37,5 (1-120)
Zeit bis zur klinischen Progression (Monate) 23 (9-77) 91,5 (70-113)
Follow-up (Monate) 68,5 (45-91) 105 (73-145)
Pca-spezifischer Tod (Anzahl/Anteil) 4 (67%) 1(13%)
Uberlebenszeit der Verstorbenen (Monate) 53,5 (45-78) 84
Mittleres Uberleben (Monate) 68,5 -

Tabelle 15: Klinisch-pathologische Parameter der im Kollektiv 1 untersuchten
PCa-Proben in Abhdngigkeit von den Kriterien fiir hohes Rezidivrisiko: Serum-
PSA-Wert von >20ng/ml, T-Kategorie >2c und Gleason-Score >8. Zeitangaben in
Monaten oder Jahren mit Median (Minimum-Maximum) als Lagemafs. - =keine

Angabe méglich.

PCa-Proben mit 3
Kriterien fir hohes

PCa-Proben mit 1
oder 2 Kriterien flr

Rezidivrisiko, hohes Rezidivrisiko,
Gleason 10 Gleason 6 oder 7
(n=12) (n=11)

Alter (Jahre) 64 (54-70) 65,5 (52-74)
Gleason 10 (Anzahl) 11 (100%) 0
Gleason 6 oder 7 (Anzahl) 0 (0%) 12 (100%)
T-Kategorie = 2¢ (Anzahl der Tumorproben) 11 (100%) 11 (92%)
PSA > 20 ng/mL (Anzahl der Tumorproben) 11 (100%) 12 (100%)
Zeit bis zur PSA-Progression (Monate) 23 (9-72) 37,5 (1-120)
Zeit bis zur klinischen Progression (Monate) 43 (9-77) 70 (22-113)
Follow-up (Monate) 61 (31-132) 98 (63-145)
Pca-spezifischer Tod (Anzahl/Anteil) 8 (73%) 1(8%)
Uberlebenszeit der Verstorbenen (Monate) 58 (31-78) 84
Mittleres Uberleben (Monate) 61 -

Tabelle 16: Klinisch-pathologische Parameter der im Kollektiv 2 untersuchten
PCa-Proben in Abhdngigkeit von den Kriterien fiir hohes Rezidivrisiko: Serum-
PSA-Wert von >20ng/ml, T-Kategorie >2¢ und Gleason-Score >8. Zeitangaben in
Monaten oder Jahren mit Median (Minimum-Maximum) als Lagemafs. - =keine

Angabe méglich.



Kollektiv 1 Kollektiv 2
(Microarray, (QRT-PCR,
n=14) n=23)

Alter (Jahre) 63,5 (52-74) 64 (52-74)
Gleason 10 (Anzahl) 6 (43%) 11 (48%)
Gleason 6/7 (Anzahl) 8 (57%) 12 (52%)
Zeit bis zur PSA-Progression (Monate) 23 (1-120) 23 (1-120)
Zeit bis zur klinischen Progression (Monate) 63 (9-113) 44,5 (9-113)
Follow-up (Monate) 81 (45-145) 78 (31-145)

PCa-spezifischer Tod (Anzahl/Anteil) 5 (36%) 9 (39%)
Uberlebenszeit der Verstorbenen (Monate) 61 (65-84) 58 (31-84)

Tabelle 17: Die untersuchten Kollektive 1 und 2 der Microarray- und qRT-PCR-
Untersuchungen  unterschieden sich nach den klinisch-pathologischen
Parametern nicht erheblich. Zeitangaben in Monaten oder Jahren mit Median
(Minimum-Maximum) als Lagemap3.

3.2 Das globale miRNA-Expressionsprofil im Hochrisiko-Prostatakarzinom

Mit Hilfe der Microarray-Analyse wurde das jeweilige Expressionsniveau von 640
verschiedenen miRNAs in 6 BPH und 14 PCa davon 6 PCa mit GS10 und 8 PCa mit
GS6/7 (Kollektiv 1, s. Tab. 13, S. 36) untersucht. Nach Normalisierung der Rohdaten
durch Varianzstabilisierung wurde mit Limma (Linear Models for Microarray Analysis)
ein signifikanter Unterschied des Expressionsniveaus zwischen BPH und PCa mit
jeweils einem adjustierten p-Wert <0,05 (adj. p <0,05) fiir 52 verschiedene miRNAs
gefunden (Abbildung 4, S. 42). Als im PCa herauf- bzw. herunterreguliert wurde dabei
jede miRNA betrachtet, die dariiber hinaus eine mehr als 2- fache Uber- oder
Unterexpression gegeniiber der Expression in den BPH-Proben (>2-fach bzw. <0,5-
fach) aufwies. Unter Verwendung der angegebenen Kriterien waren 51 miRNAs in den
PCa-Proben herunter- und eine heraufreguliert. Unter den herunterregulierten miRNAs
fanden sich insbesondere miR125b, miR-221 und miR-let-7a/c (s. vollstindige Liste in
Abb. 4, S. 42) Die PCa-Proben unterscheiden sich damit im Hinblick auf die Expression
dieser 52 miRNAs von den BPH.

Um die Ergebnisse aus den Microarrayuntersuchungen zu veranschaulichen, wurden
diese jeweils in einer sog. Heatmap dargestellt (Abb. 3 und 6). Hierbei werden den
jeweiligen Intensitdtswerten aus den Messungen Rot- bzw. Griinwerte zugeordnet

(Falschfarbendarstellung). Rot steht fiir hohe Intensitatswerte bzw. griin fiir niedrige und
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Abbildung 3: Heatmap der Expressionsniveaus aus der Microarray-Analyse mit
52 signifikant unterschiedlich exprimierten miRNAs 1-52 (BPH vs. PCa mit GS10
und GS6/7, adj. p<0.05, Expressionsverdnderung >2 oder <0,5-fach, n=20). Das
Dendrogramm trennt die BPH deutlich von den PCa (GS10 und GS6/7). Alle PCa
mit GS6/7 wurden unter einem Ast zusammengefasst und daneben vier der PCa
mit GS10. Zwei der PCa GS10 wurden unter den PCa eigenstdndig gruppiert. Fiir
die Bezeichnungen der einzelnen miRNAs 1-52 s. Abbildung 4 (S. 42).
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damit fiir hohe bzw. niedrige Expression der jeweiligen miRNA. Die Kanten des
Dendrogramms an den Seiten der Heatmap stellen das Ergebnis aus einer nicht-
iiberwachten hierarchischen Clusteranalyse der einzelnen Proben dar. Abbildung 3 (S.
40) zeigt wie beschrieben die Falschfarbendarstellung der Expressionswerte der in
Abbildung 4 (S. 42) genannten miRNAs. Basierend auf den Intensititswerten der 52
signifikant unterschiedlich exprimierten miRNAs konnten mittels einer nicht-
iberwachten hierarchischen Clusteranalyse alle 6 BPH von den untersuchten PCa-
Proben getrennt werden. Alle PCa mit GS6/7 wurden unter einem Ast zusammengefasst.
Daneben bekamen vier der PCa GS10 auf gleichem Niveau einen Ast. Zwei der PCa
GS10 waren unter den PCa eigenstindig gruppiert (siche Dendrogramm in Abb. 3, S.
40). Diese Aufteilung schien nahezulegen, dass in PCa je nach Eigenschaften des
Tumors, die hier unter dem Gleason-Score subsumiert werden, unterschiedliche

miRNAs differenziell exprimiert sein konnten.

41



hsz-miR-100 1
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hsa-miR-125a 3
hsa-miR-185 4
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hsa-miR-123k 19
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hsg-miR-342 23
hsg-miR-107 24
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hss-miR-%9a 34
= hsz-miR-20d 35
mmu-miR-211 38
ambi-miR-13183 37
hse-miR-183k 38
hsz-miR-130a 39
_: mo-miR-422k 40
hsg-miR-152 41
hsa-miR-199g* 42
hsa-miR-52L 43
hss-miR-22 44
hsg-miR-2381 45
hsa-miR-148k 48
hsa-miR-82 47
hse-miR-515-5p 48
hsz-miR-181k 48
{ hsa-miR-187 50

hsa-miR-324-3p 51
mmu-miR-124a 52

Abbildung 4: Signifikant unterschiedlich regulierte miRNAs bei Vergleich PCa vs.
BPH. Nummer 1-51 waren herunterreguliert (schwarz) und Nummer 52

heraufreguliert (rot). (Expressionsverdnderung >2 oder <0,5-fach und adj.
p<0,05). Fiir Hinweise zur Nomenklatur s. Kap. 1.2.2 (S. 13).
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3.3 miRNA-Expressionsprofile in Subgruppen des Hochrisiko-Prostatakarzinoms
Bevor auf zwei Untergruppen des Prostatakarzinoms eingegangen wird, soll nochmals
an die Auswahl der Proben im Kollektiv 1 erinnert werden: Bei etwa 43% der
untersuchten PCa-Proben des Kollektiv 1 sind aufgrund ihres Gleason-Score von 10
aggressivere Verldufe zu erwarten als bei den iibrigen 57% mit einem Gleason-Score
von 6 oder 7 (s. Tab. 15, S. 38). So wurden klinisch unterschiedliche Verlaufe in den
beiden Untergruppen nach Risikofaktoren beobachtet: kiirzere mediane Zeit bis zur
PSA-progression (23 vs. 37,5 Monate), kiirzere mediane Zeit bis zur klinischen
Progression (23 vs. 91,5 Monate) und hdhere PCa-assoziierte Mortalitit im
Beobachtungszeitraum (67% vs. 13%) in der Gruppe Gleason-Score 10. Mit dieser
Vorauswahl der Tumore in eine potentiell aggressive und eine weniger aggressive
Subgruppe sollten durch einen Vergleich zwischen diesen beiden Gruppen miRNAs

identifiziert werden, die mit einem aggressiven klinischen Verlauf assoziiert sind.

3.3.1 miRNA-Expressionsprofile nach Gleason-Score

Die beiden Untergruppen der PCa definiert nach deren Gleason-Score (6/7 vs. 10)
wurden miteinander verglichen, um die im jeweiligen Falle signifikant unterschiedlich
exprimierten miRNAs zu identifizieren. So ergaben sich im Vergleich der Gruppen
GS6/7 vs. BPH 62 miRNAs, bei GS10 vs. BPH 48 miRNAs und bei vs. GS10 vs. GS6/7
sechs miRNAs, in denen sich die beiden jeweiligen Gruppen signifikant unter
Verwendung der in Kapitel 3.2 (S. 39) beschriebenen Kriterien voneinander
unterschieden. Die miRNAs aus diesen Gegeniiberstellungen wurden nun miteinander
verglichen, um feststellen zu konnen, welche miRNAs ausschlieBlich in einer der
genannten drei Gegeniiberstellung und welche zusétzlich in den anderen Vergleichen
signifikant reguliert sind, so dass letztendlich ggf. Riickschliisse gezogen werden
konnen, ob bestimmte miRNAs mit ihren Expressionswerten spezifisch einem
bestimmten Gleason-Score zugeordnet werden konnen. Zur anschaulichen Darstellung

dieses Sachverhaltes eignet sich besonders ein Venn-Diagramm (Abb. 5, S. 46).

Es féllt auf, dass keine miRNA in allen drei Vergleichen signifikant unterschiedlich
reguliert ist (entsprechend fehlender miRNAs im Uberschneidungsfeld aller drei Kreise
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im Venn-Diagramm in Abb. 5, S. 46). Somit kann keine miRNA identifiziert werden die
im Vergleich zum BPH-Gewebe gering in PCa mit Gleason-Score 6/7 und noch geringer

in PCa mit Gleason-Score 10 exprimiert wird.

Drei spezifische miRNAs fallen besonders auf. So sind miR-422a und miR-515-3p in
den PCa-Proben mit Gleason-Score 10 gegeniiber PCa-Proben mit Gleason-Score 6/7
nach den genannten Kriterien (s. Kapitel 3.2, S.39) signifikant niedriger exprimiert.
Gleichzeitig findet sich kein signifikanter Expressionsunterschied zwischen ihrer
Expression in Proben mit Gleason-Score 6/7 und BPH-Gewebe und ebenfalls kein
signifikanter Expressionsunterschied zwischen Proben mit Gleason-Score 10 und BPH-
Gewebe. Damit ist diese Herunterregulation der beiden miRNAs miR-422a sowie miR-

515-3p spezifisch fiir dieses Kollektiv von PCa mit einem Gleason-Score 10.

Die dritte zu beachtende miRNA ist miR-147. Diese miRNA ist nach den genannten
Kriterien in der Gruppe der PCa mit Gleason-Score 6/7 gegeniiber dem BPH-Gewebe
hoher exprimiert. In PCa mit Gleason-Score 10 ist ihre Expression signifikant niedriger
als in solchen mit Gleason-Score 6/7. Zwischen PCa mit Gleason-Score 10 und BPH

besteht kein Unterschied in ihrer Expression.

3.3.2 Assoziation von miRNAs mit klinischen Parametern

Neben der Einteilung nach dem Gleason-Score erlaubte das Kollektiv 1 der PCa-Proben
(siche Tab. 13 und 18, S. 36 und 45) auch Gegeniiberstellungen nach prognostisch
relevanten Endpunkten wie der PSA-Progression (ja vs. nein), Tod durch Tumor (ja vs.
nein) und klinische Progression (ja vs. nein). Keine der signifikant unterschiedlich
regulierten miRNAs konnte mit den beiden erstgenannten Parametern assoziiert werden.
Bei den unter dem Gesichtspunkt der klinischen Progression gegeniibergestellten PCa
zeigten sich 5 miRNAs als herunterreguliert (Kriterien aus Kap. 3.2, S.39). Diese
miRNAs sind mmu-miR-291a-5p, hsa-miR-515-3p, hsa-let-7b, ambi-miR-7510 und
hsa-miR-147.

Mit 24 miRNAs, die einen p-Wert von <0,05 aufwiesen, wurde eine weitere nicht
iiberwachte hierarchische Cluster-Analyse durchgefiihrt. Abbildung 6 (S. 47) zeigt das

Ergebnis mit der Bezeichnung der 24 miRNAs und ihre Expressionswerte in den
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einzelnen PCa in Form einer wie zuvor beschriecbenen Heatmap mit
Falschfarbendarstellung. Zugehorige p-Werte und Expressionsverdnderungen werden in

der Tabelle 19 (S. 48) dargestellt.

Es finden sich also zwei miRNAs wieder, die schon bei den Expressionsvergleichen
nach Gleason-Score aufgefallen waren (s. Kapitel 3.3, S. 43): miR-515-3p und miR-
147. Diese beiden miRNAs sind in den PCa-Proben mit klinischer Progression
signifikant niedriger exprimiert und nach den genannten Kriterien (s. Kap. 3.2, S.39)

herunterreguliert gegeniiber den PCa-Proben ohne klinische Progression im

Beobachtungszeitraum.
klinische keine klinische
Progression (n=7) Progression (n=7)

Altersmedian (Min-Max) 64(61-74) 63(52-71)

1xGS10 und
Gleason-Score (GS) 5xGS10 und 2xGS7 6xGS6/7
Mgdlane Zeit zur PSA-Progression in Monaten 23(1-72) 71,5(23-120)
(Min-Max)
Anzahl(Anteil) der Patienten mit PSA- o o
Progression 7(100%) 2(29%)
Mediane Follow-up Zeit in Monaten (Min-Max) 78(45-91) 97(73-145)
PCa-spezifischer Tod (Anzahl der Pat./Anteil) 5(71%) 0 (0%)

Tabelle 18: Klinisch-pathologische Parameter der beiden Untergruppen der PCa
aus Kollektiv I nach klinischer Progression.
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ambi-miR-7510 hsa-let-7d hsa-miR-1 hsa-miR-26a mmu-let-Ta
ambi-miR ambi-miR-7510 hsa-miR-100 hsa-miR-1 hsa-miR-27b mmu-miR-211
hsa-miR-147 ambi-miR-7320 hsa-miR-103 hsa-miR-1 hsa-miR-29a mmu-miR-221
hza-mik-422a hea-mik-107 hea-mik-197 hsa-mif-30a-5p  mmu-mik-4%4
hsa-miR-5 hsa-miR-125a hsa-miR-198 hsa-miR-30c mmu-miR-89a
mmu-mif-231a-5p hsa-miR-125 h=a-miR-199a* hsa-miR-30d rno-miR-422b

GS6/7 vs. BPH

hsa-miR-425

rmo-miR-422b

N =62 ambi-miR-13193 hza-miR-205
=9 hsa-let-7a hsa-miR-214
=53 hsa-let-Tc hsa-miR-221
N ambi-miR-10994 hea-let-7d hsa-miR-222
ambi-miR-13137 hsa-miR-100 hsa-miR-23b
ambi-miR-10994  hsa-miR-1 hea-mif-221 hea-miR-5 ambi-miR-7036 hsa-miR-103 hea-mik-24
ambi-miR-13193  hsa-miR-1 hsa-miR-222 hsa-miR-517¢c hsa-mif-106a hsa-miR-107 hsa-miR-26a
ambi-miR-13187  hsa-miR-146b hsa-miR-23b hsa-miR-52 hea-miR-146b hsa-miR-125a hsa-miR-27b
ambi-miR-7036  hza-miR-147 hsa-mif-24 h=a-mif-99 hza-mif-1 hsa-miR-12350 hsa-miR-Z8a
hsa-let-7a hsa-miR-15 hsa-miR-26a hsa-miR-99b hsa-miR-181b hsa-miR-126 hsa-miR-30a-5p
hsa-let-Te hsa-mik hsa-miR-27b mmu-let-7a hsa-miR-19a hsa-miR-130a hza-mik-30c
hea-let-7d hsa-miR-16 hza-miR-29a mmu-miR-124a hea-miR-324-3p hsa-miR-133a hsa-miR-30d
hea-miR-1 h=a-miR-181b h=a-miR-30a-5p  mmu-miR-211 hsa-miR-340 hea-miR-133b hea-miR-342
hea-miR-1 hea-miR-30c mmu-miR-221 hea-miR-361 hsa-miR-143 hsa-miR-517c
hea-miR-1 hsa-miR-30d mmu-miR-281a-5p hea-miR: hsa-miR-152 hsa-mik-99a
hea-miR-107 h=a-miR-324-3p  mmu-miR-346 hsa-mik-4584 hsa-miR-16 hsa-mik-990
hsa-miR-1 hsa-miR-340 mmu-miR-494 hsa-miR-515 h=a-miR-193b mmu-let-7a
hza-mik-1 hga-miR-342 mmu-miR-96 hsa-mif-92 hsa-miR-185 mmu-miF-211
hsa-miR-126 hza-miR-361 mmu-miR-99 mmu-miR-124a hsa-miR-157 mmu-miR-221
hsa-miR-130a hsa-miR-363 mmu-miR-346 hsa-miR-15%a mmu-miR-454
hea-mif-133a hea-miR-214 hea-miR-424 mmu-miR-9& hsa-miR-19%a* mmu-miR-9%a

Abbildung 5: Venn-Diagramm mit den in den Gegeniiberstellungen

GS10 vs.

GS6/7 (blau), GS10 vs. BPH (rot) und GS6/7 vs. BPH (gelb) jeweils signifikant
unterschiedlich exprimierten miRNAs. (adj. p<0.05 und Expressionsverdinderung
>2 oder <0,5-fach ). N=Gesamtzahl der miRNAs in einer Gegentiberstellung, 1=
(Anzahl) hochregulierte(r) miRNAs,; |= (Anzahl) herunterregulierte(r) miRNAs;

NGs10=0, Ngss/7=8; Nepu=>0.
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Abbildung 6: Heatmap der Expressionsniveaus von 24 miRNAs aus der
Microarray-Analyse aus der Gegeniiberstellung der Gruppen der PCa mit
klinischer Progression (rot, n;=7) und ohne klinische Progression (schwarz,
n,=7) (n=14). Fiir p-Werte der einzelnen miRNAs und Expressionsverdnderung s.
Tabelle 19 (S. 48). Die nicht-iiberwachte hierarchische Clusteranalyse wies im
Dendrogramm vier von sieben PCa mit klinischer Progression einen Hauptast zu.
Der zweite Hauptast beinhaltet alle iibrigen PCa (drei mit und 7 ohne
Progression).  Vier von sechs PCa mit Gleason-Score 10 werden
zusammengruppiert. Fiir Hinweise zur Nomenklatur s. Kap. 1.2.2, S. 13.
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adjustierter p- Expressions-

miRNA p-Wert Wert veranderung
0,0000 0,0073 0,0359
0,0000 0,0073 0,3567
0,0001 0,0134 0,2912
0,0002 0,0267 0,4650
0,0004 0,0480 0,1805
hsa-let-7¢ 0,0005 >0,05 0,4144
mmu-miR-140* 0,0006 >0,05 2,8541
ambi-miR-7920 0,0007 >0,05 0,4443
ambi-miR-14204 0,0010 >0,05 0,3574
hsa-miR-191 0,0009 >0,05 0,5064
ambi-miR-9125 0,0012 >0,05 0,5154
hsa-miR-299-5p 0,0013 >0,05 1,8420
hsa-miR-126* 0,0018 >0,05 0,4461
mmu-miR-434-3p 0,0016 >0,05 1,8690
hsa-miR-101 0,0018 >0,05 2,0436
hsa-miR-9 0,0017 >0,05 2,1669
hsa-miR-425 0,0023 >0,05 0,5002
hsa-miR-373* 0,0022 >0,05 1,7955
mmu-miR-291b-3p 0,0026 >0,05 0,4577
hsa-miR-422b 0,0026 >0,05 0,5250
ambi-miR-3046 0,0027 >0,05 0,4760
mmu-miR-215 0,0030 >0,05 1,9002
hsa-miR-181b 0,0029 >0,05 1,9093
ambi-miR-10994 0,0035 >0,05 0,2108

Tabelle 19: 24 miRNAs aus der Microarray-Analyse des Kollektiv 1 mit
signifikant unterschiedlicher Expression in der Gruppe der PCa mit klinischer
Progression (n,=7) gegeniiber der Gruppe ohne klinische Progression (n,=7,
Neesam—14, p<0,05). Eine Expressionsverdinderung <0,5-fach und adj. p<0,05
liegt bei 5 miRNAs vor (: schwarz=Kriterien nicht erfiillt).

3.4 Technische Validierung der Expressionsniveaus spezifischer miRNAs im
Hochrisiko-Prostatakarzinom mittels qRT-PCR

3.4.1 Auswahl der zu validierenden miRNAs

Um die Ergebnisse aus den Microarrayuntersuchungen technisch zu validieren, wurden
die in den Microarrayuntersuchungen verwendeten RNA-Isolate der 6 BPH und 14 PCa
(Kollektiv 1) in qRT-PCR-Assays untersucht. Acht miRNAs wurden nach folgenden

Kriterien ausgewdhlt: Zum Einen sollten solche miRNAs herangezogen werden, die in
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der Herunterregulation im PCa in den vorangegangenen Microarrayuntersuchungen
statistisch hochsignifikant waren (adj. p<0,01) und eine Expressionsverdnderung >2-
fach aufzeigten. Dies galt vor allem fiir die miRNAs miR-221, -125b, -29a, -126, -16
und let-7a. Zum Anderen sollten sie schon in anderen Studien am PCa oder anderen
Malignomen als Onkomir identifiziert worden sein oder in Malignomen zumindest
differentiell exprimiert worden sein. Dies galt fiir die genannten miRNAs (miRNAs

miR-221, -125b, -29a, -126, -16 und let-7a) sowie let-7b, 0" 103 105 112. 119, 125-126, 134-136

MiR-422a war in den Microarrayuntersuchungen bei BPH vs. PCa zwar nicht
signifikant unterschiedlich reguliert. Aber in PCa-Proben mit GS10 war miR-422a
gegeniiber Proben mit GS6/7 signifikant niedriger exprimiert. Dieser Umstand wurde
als moglicherweise so ergiebig gewertet, dass miR-422a weiter untersucht werden
sollte. Letztendlich wurden also miR-221, -125b, -29a, -126, -16, let-7a, let-7b und
miR-422a ausgewdhlt fiir die weitere Expressionsanalyse in der qRT-PCR, um die

relative Expression dieser miRNAs zu iiberpriifen.

3.4.2 Bestitigung der Expressionsniveaus von sieben miRNAs im
Prostatakarzinom gegeniiber BPH-Gewebe mittels qRT-PCR

Die bereits vorhandenen RNA-Isolate der Proben wurden wie unter Kap. 2.9 (S. 30)
beschrieben mittels qRT-PCR auf die Expression der Kandidaten-miRNAs hin
analysiert. Zur Normalisierung der Expressionsdaten wurde die Expression der fiir diese
Anwendung bereits gut etablierten RNU6B verwendet. Wie von einem
Normaliserungsfaktor zu erwarten ist, war die Expression von RNUG6b nicht signifikant
unterschiedlich unter den BPH und PCa Proben, sowie zwischen BPH und PCa. Damit
war die Voraussetzung zur Normalisierung gegeben. Die normalisierten
Expressionsdaten der miRNAs miR-221, -125b, -29a, -126, -16, let-7a, let-7b und miR-
422a waren im Durchschnitt in den PCa-Proben gegeniiber den BPH signifikant
niedriger exprimiert (p<0,05, s. Abb. 7, S. 50). Die Ergebnisse stimmten damit in 7 von
8 miRNAs mit den Ergebnissen aus den vorangegangen Microarrayuntersuchungen
iiberein: Die miRNAs miR-221, -125b, -29a, -126, -16, let-7a und let-7b sind mit beiden
Untersuchungsmethoden im PCa-Gewebe gegeniiber BPH-Gewebe herunterreguliert.

Die Expression von miR-422a zeigte in den Microarrayuntersuchungen zwischen
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Prostatakarzinom und BPH keinen signifikanten Unterschied. Die Untersuchungen
mittels qRT-PCR dagegen wiesen hier einen signifikanten Expressionsunterschied nach
(s. auch Kap. 3.6.1, S. 55). Die qRT-PCR Ergebnisse bestitigen somit die durch die
Microarrayuntersuchungen gewonnen Expressiondaten fiir 7 von 8 Kandidaten-
miRNAs und lassen so auf eine groBe Verlédsslichkeit der gewonnen Ergebnisse

schlief3en.

acy

relative miRNA-Expression

mir-221 mir-16 mir-29a mir-126 mir-125b let-7a let-7b mir-422a

Abbildung 7: Boxplot der ACrWerte der einzelnen miRNAs aus der qRT-
PCR-Analyse von Kollektiv 1. Die Betrdge der ACrWerte wurden zur
Veranschaulichung auf ein Intervall von 0 bis 5 adjustiert. Hohere ACr
Werte entsprechen hier daher hoheren relativen Expressionswerten bzw.
niedrigere ACr-Werte niedrigeren Expressionswerten und ein Vergleich der
ACr-Werte der einzelnen miRNAs untereinander ist daher nicht zuldssig. In
den PCa-Proben waren miR-221, -16, -29a, -126, -125b, let-7a, let-7b und
miR-422a jeweils signifikant niedriger exprimiert als in den BPH-Proben.
(p<0,05, I’ZBPH:6, npca:]4)
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3.5 Expressionsniveaus spezifischer miRNAs im Hochrisiko-Prostatakarzinom in
einem erweiterten Kollektiv

Um die Ergebnisse aus den Microarrayuntersuchungen weiter zu validieren, wurden nun
neun BPH und 23 PCa (Kollektiv 2) in gqRT-PCR-Assays untersucht. Dieses erweiterte
Kollektiv ~ beinhaltete =~ dabei  diejenigen @PCa und BPH aus den
Microarrayuntersuchungen (siehe Tab. 14 und 16, S. 37 und 38). Als zusétzliche Proben
wurden weitere HR-PCa (Gleason-Score 10) aus dem iibergeordneten Kollektiv von
HR-PCa sowie eine vergleichbare Anzahl weniger aggressiver PCa (GS<8) ausgewihlt.
Es wurde darauf geachtet, dass die Tumore beider Gruppen in ihren klinisch-
pathologischen Parametern zusammenpassen (,,matching®, s. Tab. 17, S. 39). Die
untersuchten miRNAs waren nach den oben beschriebenen Kriterien ausgewihlt

worden (s. Kap. 3.4.1, S. 48).

3.5.1 Bestitigung der Expressionsniveaus von siecben miRNAs im
Prostatakarzinom gegeniiber BPH-Gewebe in einem erweiterten Kollektiv

Die Expression der als ,,house keeper” benutzten RNU6B wurde analysiert und war
nicht signifikant unterschiedlich unter den BPH und PCa Proben, sowie zwischen BPH
und PCa. Damit war die Voraussetzung zur Benutzung der RNU6B Werte zur
Normalisierung der Messwerte der einzelnen miRNAs gegeben. Die normalisierten
Expressionswerte der miRNAs miR-221, -125b, -29a, -126, -16, let-7a, let-7b und miR-
422a waren in den PCa gegeniiber den BPH hochsignifikant herunterreguliert (p<0,01,
s. Abb. 8, S. 52). Die Ergebnisse aus den Untersuchungen im Kollektiv 2 stimmten die
Regulationsrichtung betreffend mit den Ergebnissen aus den qRT-PCR-Untersuchungen
aus Kollektiv 1 iiberein: Die miRNAs miR-221, -125b, -29a, -126, -16, let-7a, let-7b
und miR-422a sind in beiden Kollektiven im PCa-Gewebe gegeniiber BPH-Gewebe

herunterreguliert.

Betrachtet man die Streuung der ACr-Werte so fillt auf, dass diese in den BPH
wesentlich geringer war als in den Tumoren, die Schwankungsbreite der Expression der
miRNAs in den BPH also niedriger war. Bei Betrachtung der Lage der Werte stechen
zwel miRNAs besonders hervor: miR-221 und miR-125b. Hier liegt das Minimum der

Expression der miRNAs in den BPH hoher als das Maximum in den PCa (s. auch Kap.
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3.5.2, S. 53). Der Expressionsunterschied zwischen dem Referenzgewebe und dem

Tumorgewebe war hier also besonders grof3.
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Abbildung 8: Boxplot der ACr-Werte der einzelnen miRNAs aus der qRT-
PCR-Analyse von Kollektiv 2. Die Betrdige der ACrWerte wurden zur
Veranschaulichung auf ein Intervall von 0 bis 5 adjustiert. Hohere AC:
Werte entsprechen hier daher hoheren relativen Expressionswerten bzw.
niedrigere ACrWerte niedrigeren Expressionswerten und ein Vergleich der
ACr-Werte der einzelnen miRNAs untereinander ist daher nicht zuldssig. In
den PCa-Proben waren miR-221, -16, -29a, -126, -125b, let-7a, let-7b und
miR-422a jeweils hochsignifikant niedriger exprimiert als in den BPH-
Proben. (p<0,01, ngpp=9, npc,=23)
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3.5.2 Herunterregulation von miR-221 und -125b im Prostatakarzinom und
Klassifikation der Prostatakarzinomproben anhand dreier miRNAs

Fir die Interpretation der Expressionsniveaus der miRNAs in den einzelnen PCa-
Proben wurden ebenso strikte Kriterien wie in den Microarrayuntersuchungen angelegt:
Als herunter- bzw. heraufreguliert wurden die jeweiligen miRNAs in einer PCa-Probe
betrachtet, wenn ihr Expressionsunterschied <0,5 bzw. >2 im Verhéltnis zur medianen
Expression in den BPH-Proben betrug (s. Tabelle 20, S. 53). Dieser
Expressionsunterschied der miRNA-Expression wurde mit der 2"**“"-Methode bestimmt
(s. Kap. 2.9, S. 30)."” MiRNAs mit einem geringeren Expressionsunterschied zwischen

PCa und dem Median der BPH wurden als nicht reguliert bezeichnet.

Proben- miR-221 mir-16 miR-29a miR-126 ;“2';') let-7a  let-7b g;
nummer (Z—AACT) (2—AACT) (Z—AACT) (2—AACT) ‘ g (2—AACT) (2—AACT) ‘ :
(27) (27)

1 0,77 0,59 077 1,37 0,88 1,33
2 0,52 0,56 0,60 0,63
3 0,64 0,69 1,03
4 0,79 0,82 0,84 1,61 0,67
5 0,73 0,72 0,53 0,58 0,65

6

7 0,52 0,74

8 1,25 0,77 1,49 1,74 1,43 0,74
9 0,66 0,90 1,11 0,52
10 0,68 1,13

11 0,54 1,42 0,88

12 0,64 0,72 076

13 0,54 0,54

14 0,57 0,64 1,81 0,90

15 0,79 0,86 0,82

16 0,62 0,83 0,60 0,70 0,51
17 0,84 0,69 0,64 0,99

18 0,72 0,55 0,57
19 0,81

20

21 0,61 1,03 0,72 1,08 1,07
22 0,91 1,29 1,16

23 0,69

Tabelle 20: 2“"-Werte der einzelnen miRNAs im Kollektiv 2. Zur Berechnung s.
Kap. 2.9, S. 30. Als herunterreguliert wurde ein 2““_Wert von <0,5 betrachtet

(rin).

Bei weiterer Betrachtung der Expressionsniveaus der untersuchten miRNAs in den
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Abbildung 9: Anzahl und Anteil der PCa-Proben, in denen die jeweilige miRNA
herunterreguliert ist (Expressionsunterschied <0,5-fach). MiR-221 und miR-125b
waren in allen Proben herunterreguliert, die iibrigen miRNAs nur teilweise. (rote

Balken: herunterreguliert, blaue Balken: nicht reguliert, n=23).

einzelnen PCa-Proben konnte unter Beachtung dieser Kriterien beobachtet werden, dass
die beiden miRNAs miR-221 und miR-125b in allen PCa des

herunterreguliert waren, die tibrigen miRNAs nur in einem mehr oder weniger gro3en

Anteil der PCa-Proben (s. Abb. 9, S. 54).

Auf der Basis der Expression der acht miRNAs wurde eine Klassifikation der Proben
nach BPH und PCa mit PAM (prediction analysis for Microarrays) nach Tibshirani et al
durchgefiihrt.”® Die Karzinome konnten mit einer Klassifikationsrate von 100%
gegeniiber den BPH-Proben mit einem Kreuzvalidierungsfehler von 0% unter
Zuhilfenahme der Expressionswerte der drei am hdufigsten in den PCa-Proben

herunterregulierten miRNAs miR-221, miR-125b und miR-29a eingeordnet werden (s.

Abb. 10, S. 55).
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BPH PCa Class Error rate
1 9 0 0

2 0 23 0
Misclassification rate= 0

il PCa-score BPH-score
[1] miR-221 1.4427 -0.5645
[2] miR-125b  1.0688 -0.4182
[3] miR-29a 0.779 -0.3048

Abbildung 10: Klassifikation der einzelnen Proben mit PAM (prediction analysis
for Microarrays) wie unter 2.10 (S. 32) erldutert. Die Karzinome wurden mit den
drei miRNAs miR-221, -125b und -29a mit einer Klassifikationsrate von 100%
gegentiber den BPH mit einem Kreuzvalidierungsfehler von 0% eingeordnet.

3.6 Expression ausgewihlter miRNAs in Prognosegruppen des Hochrisiko-
Prostatakarzinoms nach Gleason-Score in einem erweiterten Kollektiv

Mit dem oben beschriebenen erweiterten Kollektiv (Kollektiv 2) konnten keine
statistisch signifikanten Unterschiede der Expression der acht untersuchten miRNAs
zwischen Untergruppen des Prostatakarzinoms nach klinischer Progression
nachgewiesen werden. Beispielhaft werden hier jedoch die Ergebnisse fiir die
Expressionsanalyse der miRNAs miR-422a und miR-221 im Prostatakarzinom nach

Gleason-Score dargestellt.

3.6.1 miR-422a

Fir mir-422a waren die Ergebnisse aus den qRT-PCR-Untersuchungen (sowohl im
Kollektiv 1 wie auch im Kollektiv 2) unerwartet: Die Microarrayuntersuchungen
erbrachten fiir miR-422a im PCa gegeniiber BPH keinen Hinweis auf eine differentielle
Expression, die Untersuchungen mittels qRT-PCR dagegen jedoch schon (s. Abb. 8, S.
52). Betrachtet man die beiden nach Gleason-Score getrennten Untergruppen der
Tumore kann man eine schwache Herunterregulation der miR-422a in Tumoren mit
Gleason-Score 10 erkennen. Fin signifikanter Unterschied in der Expression von miR-
422a in den Untergruppen GS6/7 vs. GSI10, wie er zuvor in den
Microarrayuntersuchungen gefunden wurde, konnte aber nicht bestitigt werden (s. Abb.

11, S. 56).
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Abbildung 11: Relative Expression von miR-422a in BPH, PCa mit Gleason-Score
6/7 (GS6/7) und PCa mit Gleason-Score 10 (GS10) im Kollektiv 2. Ein statistisch
signifikanter Unterschied zwischen der Expression in GS6/7 und GS10 ist nicht

nachweisbar (p=0,15).

3.6.2 miR-221

Fir die Expression von miR-221 dagegen konnte im Kollektiv 2 ein signifikanter
Unterschied in den Prognosegruppen des PCa nach Gleason-Score mittels qRT-PCR
gezeigt werden. Abbildung 12 zeigt hierzu die relative Expression von miR-221 in BPH
und PCa mit Gleason-Score 6/7 bzw. Gleason-Score 10 (s. S. 57) mit signifikant
niedrigeren Werten fiir PCa mit Gleason-Score 10 als fiir PCa mit Gleason-Score 6/7.

Dieses Ergebnis zeigt somit eine Assoziation der miR-221 Expression mit der

Aggressivitit des untersuchten Tumors.
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relative Expression von miR-221 (A Ct)

Abbildung 12: Relative Expression von miR-221 in BPH, PCa mit Gleason-Score
6/7 (GS6/7) und PCa mit Gleason-Score 10 (GS 10) im Kollektiv 2. Die
Expression von miR-221 ist in PCa mit Gleason-Score 10 im Vergleich zu PCa mit
Gleason-Score 6/7 statistisch signifikant niedriger (p<0,05).
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3.7 Identifikation potentieller Zielgene elf ausgewihlter miRNAs mittels
Datenbanksuche

Fiir die Auffindung moglicher Zielgene der acht ausgewéhlten miRNAs miR-221, miR-
16, miR-29a, miR-125b, miR-126, miR-let-7a, miR-422a und miR-let-7b sowie
zusétzlich der miR-515-3p, miR-515-5p und miR-147 wurde eine Suche in drei
offentlich zuginglichen Datenbanken durchgefiihrt: MicroCosm Targets Version 5
(http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/v5/)*°, TargetScan Version

6.2 (http://www.targetscan.org)®- B3 17

und mit dem PicTar Algorithmus
(http://pictar.mdc-berlin.de/)'**. Unter dem Begriff Zielgen ist dabei ein Gen zu
verstehen, dessen zugehorige mRNA 1im 3° untranslatierten Bereich eine
(teil-)komplementédre Sequenz zur entsprechenden miRNA aufweist. Somit kann das
Genprodukt der mRNA einer entsprechenden Regulation durch die miRNA unterliegen.
Als hypothetische Zielgene wurden diejenigen Gene gewertet, die in allen drei
Datenbanken bei der jeweiligen miRNA gelistet waren. Ausnahmen stellen miR-422a,
miR-515-3p und miR-515-5p dar, da sie nicht in der PicTar-Datenbank gelistet waren.
Das Vorkommen in zwei Datenbanken wurde hier als ausreichend gewertet. Fiir die
genannten elf miRNAs wurden insgesamt 365 mogliche mRNA-Ziele gefunden. Die
Tabellen 21 (S. 59) und 22 (S. 60) zeigen von den gefundenen 365 Zielgenen aus
Griinden der Ubersicht diejenigen, deren Funktion bekannt ist und sich nach der Entrez
Gene Datenbank'® den Funktionsbereichen Zellmigration, Adhésion, Zytoskelett und
Angiogenese sowie Signaltransduktion mit Wachstumsfaktoren oder Zellzyklus und
Zelltod zuordnen lassen. Insgesamt wurden fiir den Bereich Zellmigration, Adhésion,
Zytoskelett und Angiogenese 23, fiir Signaltransduktion und Wachstumsfaktoren 43 und
fiir Zellzyklus und Zelltod 41 Zielgene gefunden.
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miR-125b (50) miR-29a (46) miR-let-7a (45)
C90rf86 OSBPL9 BACH?2 PDGFC ACTA1

DCTN( PTPN18 EML5 RAB30 CDC34
DDX42 SERTAD3 FOXJ2 SESTD1 CHD4

EIF2C2 SMARCD2 GLIS2 STRN4 LRIG3

ESRRA TBC1D1 GPR37 TFEB MAP4K3
KIAA0174 ZFYVE1 HBP1 TNFRSF1A RNF5
MAP3K10 HIF3A TRAF4 UHRF2
MAP3K11 MYBL2 ZBTB5

MLF2 NASP ZFP36L1

miR-let-7b (48)
ACTA1

CDC34
MAP4K3
RANBP2
RNF5

Tabelle 21: Vermeintliche Zielgene ("largets") von miR-125b, miR-29a, miR-let-
7a und miR-let-7b. Die Zahlen in Klammern geben die jeweilige Gesamtzahl der
gefundenen Zielgene. Gezeigt werden hier nur die Gene mit bekannter Funktion.
Farbliche Hervorhebung nach Funktionsbereichen der Gene: Zellmigration,
Adhdsion, Zytoskelett, Angiogenese =blau, Signaltransduktion,
Wachstumsfaktoren =griin, Zellzyklus, Zelltod =rot.
Bei weiterer Betrachtung der Gene wurden 46 gefunden, die Ziel mehr als einer der
untersuchten miRNAs waren, davon 35 als Ziele gleichermaflen von miR-let-7a und
miR-let-7b. Wegen der Sequenzhomologie von miR-let-7a und miR-let-7b war dieses

Ergebnis zu erwarten. Tabelle 23 (S. 60) zeigt Gene bekannter Funktion nach der Entrez

Gene Datenbank'*®, deren mRNA Ziel mindestens zweier untersuchter miRNAsS ist.
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miR-16 (68)

miR-515-5p (65)*

CARD10 G0S2 TGFBR3 ACVR2B HRK
CCNE1 HOXC11 TLE4 AFF4 ICK
CCNT2 KIF21A TSPYL2 AJAP1 ID3
CDC42EP2 LPHN2 WEE1 BTG2 NRP2
CHEK1 MYB WNT7A C130rf34 RBMS2
CUL2 RNF125 YWHAQ CDCA7
DIXDC1 SIAH1 ZNF622 CDH26
EPHA1 TBP ZSWIM3 F11R
ESRRA TFAP2D ZYX GNB4
miR-147 (4) miR-422a (26)* miR-515-3p (36)* miR-126 (3) miR-221 (22)
ANK1 ADD2 BCOR PLK2 ANGPTL2
RGS3 ANGPT4 CDH4 PTPN9 BMF
IGF1R CDKN1B RGS3 CYR61
PDE1B DOCK4 FOS
RIT1 THBS3 IRF2
WDR37 TRAF4 MAPK10
NLK
PAK1

Tabelle 22: Vermeintliche Zielgene ("Targets") von miR-16, miR-515-5p, miR-147,
miR-422a, miR-515-3p, miR-126 und miR-221. Die Zahlen in Klammern geben
die jeweilige Gesamtzahl der gefundenen Zielgene. Gezeigt werden hier nur die
Gene mit bekannter Funktion. Farbliche Hervorhebung nach Funktionsbereichen
der Gene: Zellmigration, Adhdsion, Zytoskelett, Angiogenese =blau,
Signaltransduktion, Wachstumsfaktoren =griin, Zellzyklus, Zelltod =rot, *=in der
PicTar-Datenbank nicht gelistet.

miRNA gemeinsames Zielgen

hsa-miR-126, hsa-miR-147 RGS3
hsa-miR-16, hsa-miR-125b ESRRA
hsa-miR-29a, hsa-miR-515-3p TRAF4
miR-let-7a, miR-let-7b ACTA1
miR-let-7a, miR-let-7b CDC34
miR-let-7a, miR-let-7b LRIG3
miR-let-7a, miR-let-7b MAP4K3
miR-let-7a, miR-let-7b RNF5

Tabelle 23: Zielgene mit bekannter Funktion, deren mRNA Ziel mehr als einer der
untersuchten miRNAs ist. Zellmigration, Adhdsion, Zytoskelett, Angiogenese
=blau, Signaltransduktion, Wachstumsfaktoren =griin, Zellzyklus, Zelltod =rot.

60



4 Diskussion

Wie bereits in den Abschnitten 1.1.1 und 1.1.6 (S. 1 und 6) beschrieben, ist es beim PCa
schwierig im Einzelfall die richtige Therapieentscheidung fiir den betroffenen Patienten
zu féllen. Der Patient soll weder iibertherapiert werden, damit dieser nicht
unnoétigerweise an Nebenwirkungen der Therapie leidet, noch soll der Patient einer zu
zurlickhaltenden Therapie zugefiihrt werden. Neue molekulare Marker sind also
notwendig, mit denen bestimmt werden kann, welche Therapieoption gewahlt werden
sollte. Mit dem Wissen, dass etwa ein Drittel aller menschlichen Gene von miRNAs in
ihrer Expression beeinflusst werden®, und dem Nachweis, dass miRNAs wesentlich zur
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Tumorinitiation und -promotion beitragen kdnnen , entsteht die Annahme, dass

spezifische miRNAs kiinftig diese Marker stellen konnten.

Hierzu wurden in der vorliegenden Arbeit Tumorproben aus einem Kollektiv von HR-
PCa benutzt. Die PCa dieses Kollektives wurden durch einen hohen prédoperativen
Serum-PSA (>20ng/ml) und/oder eine T-Kategorie >2¢ und/oder einen hohen Gleason-
Score (GS>8) als Hochrisikotumore identifiziert. Um die Anzahl der initial in den sehr
aufwendigen Microarray-Analysen zu untersuchenden Tumorproben moglichst niedrig
zu halten und der Beobachtung zu entsprechen, dass auch in diesem Hochrisiko-
Kollektiv ein hoher PSA Wert nicht zwingend mit einem aggressiven Verlauf des
Tumors assoziiert ist*, wurden zwei Gruppen selektiert. Entsprechend dieser Selektion
besteht das untersuchte Kollektiv 1 (n=14, Microarray) bzw. Kollektiv 2 (n=23, qRT-
PCR) zu 43% bzw. 48% aus Proben mit einem Gleason-Score 10 und einem
dementsprechend aggressiven klinischen Verlauf. Die Proben mit Gleason-Score 6/7 des
jeweiligen Kollektivs zeichneten sich sich unter Beriicksichtigung der vorliegenden
Verlaufsdaten durch einen weitgehend indolenten Verlauf aus (s. Kap. 3.1, S. 34 mit den
Tabellen 13 bis 17). Dabei unterscheidet sich das als Kontroll-Kollektiv verwendete

Kollektiv 2 nur in der Anzahl der verwendeten Tumore.

Entsprechend der Fragestellung und dem Konzept der Arbeit wird sich die folgende
Diskussion in einen Teil iiber das miRNA-Expressionsprofil im Prostatakarzinom im
Allgemeinen (s. Kap. 4.1, S. 62) und in einen Teil iiber miRNA-

Expressionsunterschiede in prognoserelevanten Untergruppen des Prostatakarzinoms
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gliedern (s. Kap. 4.2, S. 81). Zuletzt wird in Kiirze auf die Zielgensuche zu den
korrespondierenden hier identifizierten miRNAs eingegangen (s. Kap. 4.3, S. 89).

4.1 Das miRNA-Expressionsprofil im Prostatakarzinom

In der vorliegenden Arbeit konnten beziiglich der miRNA-Expressionsprofile aus
Microarray-Analysen im Vergleich zwischen dem oben beschriebenen PCa-Kollektiv 1
und nicht-tumorés verdndertem Prostatagewebe (Gewebe von BPH-Proben) folgende
Beobachtungen gemacht werden: 52 miRNAs wurden in PCa-Proben gegeniiber BPH-
Proben statistisch signifikant unterschiedlich exprimiert (adj. p<0,05, relative
Expression >2 oder <0,5-fach, s. Abbildungen 3 und 4 auf den Seiten 40 und 42). Mit
diesem identifizierten miRNA-Profil von 52 miRNAs konnten BPH und PCa in zwei
unterschiedliche Gruppen mittels der nicht-liberwachten hierarchischen Clusteranalyse
fehlerfrei zugeordnet werden (s. Dendrogramm in Abbildung 3, S. 40). Des Weiteren
waren von den 52 miRNAs im PCa eine hoher und 51 niedriger exprimiert als im BPH-
Gewebe. Die vorliegende Arbeit identifiziert damit ein 52 miRNAs zdhlendes,
prostatakarzinomspezifisches miRNA-Expressionsprofil mit einer weitgehenden
Herunterregulation der enthaltenen miRNAs. Mit diesem Profil ist eine Unterscheidung

zwischen PCa-Gewebe und nicht-tumords verdndertem Kontrollgewebe moglich.

Im Folgenden sollen zundchst Beobachtungen aus der Literatur aus sechs
Microarrayuntersuchungen im  Vergleich zur  vorliegenden = Untersuchung
zusammengetragen werden (s. Kap. 4.1.1, S. 62). AnschlieBend wird die
Vergleichbarkeit der sechs Studien erdrtert sowie deren untersuchte Kollektive im
Bezug auf deren Risikoprofil analysiert (s. Kap. 4.1.2, S. 68), um schlieBlich die zuvor
gemachten Beobachtungen bewerten und Schlussfolgerungen ziehen zu konnen (s. Kap.
4.1.3, S. 73). Zuletzt wird auf einzelne ausgewidhlte miRNAs und ihre Rolle im
Prostatakarzinom eingegangen (s. Kap. 4.1.4, S. 77)

4.1.1 Prostatakarzinomspezifische miRNA-Expressionsprofile
Sechs Microarraystudien aus den Jahren 2007 bis 2012 zum Prostatakarzinom wurden
zum Vergleich mit der vorliegenden Arbeit herangezogen.®” 3114 116118139 er Vergleich

der Ergebnisse bezieht sich auf die Anzahl der miRNAs in den identifizierten Profilen,
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die damit erreichte Genauigkeit der Clusteranalyse (Einordnung in Klassen und
Vergleich mit bekannten Klassen wie Referenzgewebe und Tumorgewebe), die
Uberschneidung der einzelnen als spezifisch identifizierten miRNAs mit dieser Arbeit

und das Expressionsniveau der identifizierten miRNAs.

Die Anzahl der als PCa-spezifisch identifizierten miRNAs im jeweiligen Profil schwankt
in den genannten Arbeiten von 42 bis 78 (s. Tab. 24 und 25, S. 64 und 65), so dass dies
mit der vorliegenden Arbeit (52 identifizierte miRNAs) gut vergleichbar ist.
Insbesondere bezogen auf die Anzahl an untersuchten miRNAs sind die Arbeiten mit
der vorliegenden in guter Ubereinstimmung: 11-17 miRNAs (13 in der vorliegenden
Arbeit) werden in 4 von den 6 Arbeiten pro 100 untersuchter miRNAs als differentiell

exprimiert identifiziert (s. Tab. 25, S. 65).

In dieser Arbeit wird eine Clusteranalyse genutzt, um die untersuchten Proben in
Klassen von miRNA-Expressionsprofilen einzuteilen. Da diese Klassen noch nicht
bekannt sind, wurde eine nicht-iiberwachte Clustermethode benutzt.'” Die erstellten
Klassen wurden dann mit bekannten Eigenschaften verglichen. Die Ubereinstimmung
der Clusteranalyse mit den bekannten FEigenschaften (Referenzgewebe oder
Tumorgewebe) in den Profilen der 6 Microarrayuntersuchungen am PCa und der
vorliegenden Arbeit war dhnlich gut. Jeweils 85-100% der Prostatakarzinomproben
konnen vom Referenzgewebe in der Clusteranalyse abgegrenzt werden (s. Tabelle 24, S.

64).”4’ 116, 139
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Autor Anzahl der miRNAs im Korrekt klassifizierte(s) Referenz
verwendeten Profil

Referenzgewebe PCa
Porkka 51 4 von 4 (100%) 9 von 9 (100%) 16
17-19
Wach 72 18 von 20 (90%) von 20 139
(85-95%)
20 von 24
0, 114
Schaefer 78 23 von 24 (96%) (83%)
14 von 14
0,
Stenger 52 6 von 6 (100%) (100%)

Tabelle 24: Ergebnisse verschiedener Untersuchungen zum Clustering von
Referenzgewebe und Prostatakarzinomgewebe anhand unterschiedlich grofler
miRNA-Profile.
Beziiglich der Uberschneidung der einzelnen als spezifisch identifizierten miRNAs
zwischen den Arbeiten kann beobachtet werden, dass die 44 humanen miRNAs des

Profiles der vorliegenden Arbeit zu 14%-39% in den Profilen anderer Arbeiten

vorkommen.

Betreffend das Expressionsniveau der identifizierten miRNAs zeigte sich, dass die
Untersuchung von Volinia® im PCa hauptséchlich eine Heraufregulierung von miRNAs
(39 von 45 miRNAs) findet, wihrend Porkka''® bzw. Ozen'’ verstirkt eine
Herunterregulierung der miRNAs beobachten (37 von 51 bzw. 76 von 85 miRNAs). In
den neueren Untersuchungen von Schaefer'* und Wach'’ stehen die herauf- bzw.
herunterregulierten miRNAs in etwa gleichem Verhiéltnis (7 bzw. 7 sowie 37 bzw. 35
miRNAs) wie auch bei Ambs''*(je 21 miRNAs). Dies scheint zwar zunichst heterogen.
Wenn jedoch eine miRNA im Profil einer der sechs betrachteten und der vorliegenden
Arbeit vorkommt, dann stimmt die Regulationsrichtung in 50%-100% in den 4 der 6
genannten Arbeiten iiberein (s. Tabelle 25, S. 65).
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Anzahl der Anzahl der
untersuchten miRNAs im

Autor A B
humanen gefundenen
miRNAs Profil
Porkka''® 319 51 17 (39%) 17 von 17 (100%)
Wach'® 678 72 10 (23%) 8 von 10 (80%)
Ambs™"® 329 42 8 (18%) 4 von 8 (50%)
Volinia®” 190 45 14 (32%) 3 von 11 (21%)
Schaefer' 470 78 6 (14%) 6 von 6 (100%)

Tabelle 25: Grofe und Uberschneidung der miRNA-Profile  des

Prostatakarzinoms ausgewdhlter Arbeiten im Vergleich zur vorliegenden Arbeit.

A: Anzahl der miRNAs vorkommend im Profil der vorliegenden Arbeit und des

jeweiligen Autors (Anteil am vorliegenden miRNA-Profil von 44 humanen

miRNAs), B: Anteil der niedrig exprimierten miRNAs aus A.
Um eine Ubersicht iiber die Fiille an Ergebnissen herzustellen, vergleicht Tabelle 26 (S.
67) die in der vorliegenden Arbeit als spezifisch fiir das PCa identifizierten miRNAs im
Hinblick auf ihr Expressionsniveau mit den sechs o. g. Microarraystudien und bildet
Kategorien. 13 bzw. 21 (insgesamt also 34 von 52) miRNAs werden dabei in ihrem
Expressionsniveau in unterschiedlichem Mafle bestdtigt ( bzw. schwarz in Tabelle
26). Kontrires Expressionsverhalten zeigte sich nur bei 8 miRNAs (rot). 15 miRNAs
der vorliegenden Arbeit kamen in den Profilen der genannten Arbeiten nicht als
signifikant unterschiedlich exprimiert vor (blau). MiR-103, miR-125b, miR-16, miR-
205, miR-221/222, miR-23b und let-7¢ werden in mindestens drei der in Tabelle 26 (S.
67) aufgefiihrten Arbeiten als herunterreguliert gefunden, ohne dass in den anderen
Arbeiten eine gegenteilige Regulation gefunden wird. Diese 7 miRNAs wurden damit
wiederholt im Prostatakarzinom als herunterreguliert gefunden. Bei 3 dieser miRNAs
(miR-125b, miR-16 und miR-221) wurde die niedrige Expression im PCa in der
vorliegenden Arbeit mittels qRT-PCR validiert (s. Abb. 8, S. 52).

Zusammenfassend fallen folgende Hauptbeobachtungen beim Vergleich dieser Arbeit

mit den sechs genannten Microarrayuntersuchungen auf:
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Ubereinstimmende Beobachtungen:

a)

b)

d)

Die GroBle des gefundenen prostatakarzinomspezifischen miRNA-Profiles ist
bezogen auf die Anzahl der untersuchten miRNAs etwa gleich mit den Profilen

der verglichenen Arbeiten.

Tumorproben konnen im Vergleich zum jeweiligen Referenzgewebe wie in der

vorliegenden Arbeit korrekt klassifiziert werden (83-100%).

34 von 52 der in der Arbeit als prostatakarzinomspezifisch identifizierten

miRNAs werden durch die Vergleichsarbeiten bestétigt.

Die miRNAs miR-103, miR-125b, miR-16, miR-205, miR-221/222, miR-23b
und let-7c werden hier und in den anderen Arbeiten wiederholt im
Prostatakarzinom als herunterreguliert (ohne kontrdre Regulation in einer der
Arbeiten) gefunden. Die Expression der miRNAs miR-125b, miR-16, und miR-
221 wurde dariiber hinaus mittels qRT-PCR in der vorliegenden Arbeit bestétigt.

Nicht iibereinstimmende Beobachtungen:

e)

Die hier als tumorspezifisch identifizierten miRNAs kommen nur zu 14%-39%
in den anderen 6 Microarrayuntersuchungen vor. Wenn sie dort vorkommen,

stimmt die Regulationsrichtung nicht immer tiberein (21-100% der Fille).

Ein kleiner Teil des prostatakarzinomspezifischen miRNA-Profils wird nicht
bestdtigt. Acht miRNAs zeigen kontrires Expressionsverhalten (s. rote miRNAs
in Tab. 26, S. 67) und 15 miRNAs werden in der vorliegenden Arbeit neu als
signifikant unterschiedlich exprimiert gefunden (s. blaue miRNAs in Tab. 26, S.
67).

Auch wenn eine relativ grole Ubereinstimmung zwischen den in der vorliegenden

Arbeit erzielten Ergebnissen mit der vorhanden Literatur festzustellen ist, sollen im

Anschluss mogliche Faktoren diskutiert werden, die die beobachteten Unterschiede

erklaren konnen.
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miRNA Schaefer'* Porkka''® Wach'* Ambs'* Volinia® Ozen'”  Stenger
! ! ! ! > k.A. !
! ! ! g g ! !
l l l - - k.A. l
! ! < < 1 ! !
l o ! ! o KA. !
miR-195 - ! 1 > 1 k.A. !
o ! 1 o ! KA. !
— l ! n.u. — k.A. l
- ! - 1 1 ! !
miR-92 > ! > 1 1 k.A. l
o ! - 1 o ! !
miR-199a o ! — <—> i k.A. !
miR-143 — l - - — k.A. l
miR-99a — l “ “ n.u. k.A. l
miR-199a* > l - n.u. > k.A. l
o o ! 1 nu. I !
miR-197 > — l “— 1 k.A. l
miR-214 o - ! — i k.A. !
miR-126 > > > 1 > k.A. l
miR-133a > “ “ l > k.A. l
miR-30c > “ “ “ 1 l l
miR-181b i} “ “ “ 1 k.A. l
miR-22 > > > > 1 k.A. l
miR-100 - o o o - k.A. l
miR-107 > — — — > k.A. l
miR-130a > « « « > k.A. l
miR-133b > > > > > k.A. l
miR-150 > “ “ “ > k.A. l
miR-152 > “ “ “ > k.A. l
miR-342 > > VEN VEN > k.A. l
miR-146b > > VRN > n.u k.A. l
miR-193b - o o o n.u k.A. l
miR-361 > — — “— n.u. k.A. l
miR-29a > « « n.u. ) ! l
miR-24 > > > n.u. 1 k.A. l
miR-30a > — — n.u. > l l
miR-27b > “ “ n.u. > k.A. l
miR-30d — “ “ n.u. > k.A. l
miR-324-3p > — — n.u. > k.A. l
miR-515-5p - o o n.u n.u k.A. l
miR-517¢ > “ — n.u n.u k.A. l

Tabelle 26: Ubersicht iiber Regulationsrichtung von miRNAs im PCa in
methodisch vergleichbaren Arbeiten. Eingeschlossen wurden humane miRNAs,
die in der vorliegenden Arbeit im Tumorgewebe signifikant unterschiedlich zum

Referenzgewebe exprimiert wurden.

)

schwarz (8)= in <3 Arbeiten | und kein 1, rot(8)= in <3 Arbeiten | und teilweise
1, blau(15)= neu als signifikant unterschiedlich exprimiert gefunden, k.A.= Keine
—=kein Expressionsunterschied,

Angabe moglich, n.u.= nicht untersucht,

1=hoch exprimiert, | =niedrig exprimiert.
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4.1.2 Limitierungen der Vergleichbarkeit von miRNA-Expressionsprofilen

Im Folgenden soll die Vergleichbarkeit der sechs Microarraystudien (s. Tab. 26, S. 67)
mit der vorliegenden Arbeit untersucht werden. Damit soll die Voraussetzung zur
Interpretation der Ergebnisse in Zusammenschau mit diesen sechs arbeiten
(Beobachtungen a bis f auf S. 65) geschaffen werden. Es soll auf folgende Themen
eingegangen werden: Definition des Referenzgewebes, gewéhlte Verfahrensprotokolle,

statistische Methoden und Risikoprofile der verwendeten Kollektive.

Zur _ Definition des Referenzgewebes: In der vorliegenden Arbeit wird

Prostatahyperplasiegewebe anderer Patienten als Referenzgewebe genutzt. Von den
verglichenen Microarraystudien nutzen Porkka und Volinia ebenfalls diesen Ansatz. Von
Vorteil ist hier, dass mit groBer Sicherheit nicht versehentlich tumordses oder
prikanzerés  verdndertes Material verwendet wird. Nachteilhaft konnten
interindividuelle Schwankungen sein. Diese Schwankungen sind in dem hier
verwendeten BPH-Gewebe jedoch gegeniiber den Schwankungen innerhalb des
Tumorkollektivs viel geringer (s. Abb. 8, S.52). Malignitét spielt also bei der miRNA-
Expression eine groBere Rolle als die Interindividualitédt wie auch bei Volinia.®” Die
vornehmliche Herkunft von BPH-Gewebes aus der Transitionszone der Prostata
(entgegen der vornehmlichen Herkunft des PCa zu 60-70% aus der peripheren Zone)*
mag auch die miRNA-Expression beeinflussen. Wahrscheinlich sind diese
Expressionsunterschiede  jedoch eher auf tumorgenetische  Verdnderungen

zuriickzufiihren als auf die normale Gewebeentwicklung der Prostata.'®

Die am haufigsten als Referenzgewebe gebrauchte Alternative ist die Nutzung von
assoziiertem (nicht-malignem) Prostatagewebe desselben Patienten (von Ambs,
Schaefer, Ozen und Wach so praktiziert). Bei dieser Moglichkeit ist von Vorteil, dass
interindividuelle Schwankungen keine Rolle spielen. Probleme konnte die teils
multifokale Entstehung verschiedener Tumorklone in der peripheren Zone der Prostata

bereiten.*

Bei Gewinnung von Referenzmaterial aus ebendieser Zone konnte
unwissentlich tumordses oder prikanzerds verdndertes Material als Referenzgewebe
benutzt wird. Dies wire eine Mdglichkeit der Erkldrung, warum bei Wach 10% und bei

Schaefer 4% der Referenzgewebeproben wiederholt als Tumorgewebe klassifiziert
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werden (s. Tabelle 24, S. 64 und Aussage b, S. 65). Weitere Moglichkeiten der
Definition des Referenzgewebes wie Gewebe eines anderen Organs desselben Patienten,
Prostatakarzinomgewebe eines anderen Patienten oder gesundes Prostatagewebe eines
anderen Patienten zu nutzen sind fiir die vorliegende Fragestellung oder aus ethischen

Griinden nicht brauchbar.

Veranderungen der miRNA-Expression im Sinne einer Prikanzerose sind beim nicht
selten multifokal entstehenden PCa nicht sicher auszuschlieBen und damit sind
Falschbestimmungen im assoziierten Nachbargewebe moglich.*” Fiir einige miRNAs
wurde gezeigt, dass ihre Expression sich zwischen BPH und assoziiertem
Nachbargewebe nicht unterscheidet (miR-221, -125b, -29a und -16).'"” Diese Ergebnisse
lassen sich nicht ohne Weiteres auf alle miRNAs verallgemeinern, sind jedoch ein guter
Hinweis auf die untergeordnete Rolle der Wahl des Referenzgewebes im Hinblick auf

die Fragestellung, ob malignes Gewebe vorliegt oder nicht.

Zur den gewihlten Verfahrensprotokollen: Die benutzten Protokolle konnen in sehr

vielen Punkten voneinander abweichen und entsprechende Folgen fiir die Interpretation
haben. Es soll hier nur auf die Aufreinigung der gesamt-RNA in miRNA eingegangen

werden.

Wird diese (z.B. gelelektrophoretische) Aufreinigung durchgefiihrt, so wird
gewdhrleistet, dass nur RNA <50nt hybridisiert wird, und eine saubere Quantifizierung
nur dieser kurzen RNA-Molekiile kann in den Folgeuntersuchungen stattfinden. In der
vorliegenden Arbeit wurde eine solche gelelektrophoretische Aufreinigung wie auch bei

Schaefer, Ozen und Porkka vorgenommen (s. Kap. 2.7, S. 25).

Bei Wach, Ambs und Volinia wird dagegen diese Aufreinigung nicht unternommen.
Dadurch ist es hier moglich, dass die in der Regel 70-80nt langen pre-miRNAs
mithybridisiert und mitquantifiziert werden. An den beteiligten Proteinen auf dem Weg
von der pre-miRNA zur biologisch aktiven reifen miRNA gibt es nachweislich
Verdnderungen im Tumorgewebe wie z.B. bei Dicer'"!, so dass die Menge an reifer
miRNA nicht mit der an pre-miRNA korrelieren muss. Eine Blockierung der
Prozessierung der pre-miRNA konnte bei Vorhandensein eines negativen

Feedbackmechanismus ggf. sogar zu einer Uberexpression der pre-miRNA bei niedrig
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exprimierter, korrespondierender reifer miRNA fithren und damit eine hohe Expression

bei den genannten Arbeiten vortduschen.

Interessanterweise sind gerade die Arbeiten ohne die genannte Aufreinigung von Wach,
Ambs und Volinia die einzigen der hier verglichenen, die kontrére Ergebnisse im Sinne
entgegengesetzter Regulation einer miRNA zur vorliegenden Arbeit erbringen.
Zumindest zum Teil kénnten die kontriren Ergebnisse oder die geringe Uberschneidung
der miRNA-Profile auf der Mitbestimmung von pre-miRNA beruhen (Aussagen e und f,
S. 65).

Zu den statistischen Methoden und Kriterien der miRNA-Expressionsunterschiede: Die

Kriterien, nach welchen eine miRNA als tumorspezifisch akzeptiert wird, variieren von
Arbeit zu Arbeit. Die vorliegende Arbeit benutzt mit der False-Discovery-Rate-Methode
eine mittelstrenge Korrekturmethode zur Vermeidung des Alphafehlers (Annahme eines
Unterschiedes, obwohl keiner besteht; Fehler erster Art). Zur weiteren Definition von
miRNAs als differentiell exprimiert nutzt sie daher einen adjustierten p-Wert von <0,05
und zusitzlich einen Expressionsunterschied von >2 (bzw. <0,5). Diese insgesamt
relativ stringenten Kriterien sollen die irrtiimliche Identifikation von tumorspezifischen

miRNA vermeiden.

Wach und Porkka benutzen deutlich weniger stringente Kriterien: Wiirden zum Beispiel
die Kriterien Wachs auf die vorliegende Arbeit angewendet, so ergében sich 94 in
groBerem  Anteil heraufregulierte miRNAs (statt 52  fast ausschlieflich
herunterregulierte) als signifikant unterschiedlich exprimiert, da Wach zunéchst keine
Korrektur der Alphafehler-Kumulierung vorgenommen hat und auch kein Mindestwert
fiir die relative Expressionsverdnderung verlangt wird. Bei Porkka wird diese
Alphafehler-Korrektur iiberhaupt nicht vorgenommen. Teilweise werden jedoch auch
strengere Auswahlkriterien angelegt, so dass z.B. bei Schaefer von den initial 78
miRNAs im fiir das Clustering verwendeten Expressionsprofils spédter nur noch 14
miRNAs als unterschiedlich exprimiert betrachtet werden. So kann also ohne Weiteres
die GroBe des gefundenen miRNA-Expressionsprofiles um mehr als 100% schwanken.
Volinia nimmt eine Form der Korrektur der Alphafehler-Kumulierung vor, akzeptiert

jedoch geringere Expressionsunterschiede (ab 1,5fach). Dies mag eine Erkldrung dafiir
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sein, dass Volinia bei nur 190 untersuchten humanen miRNAs etwa genauso viele
signifikant unterschiedlich exprimierte miRNAs (45) in seinem Expressionsprofil
gefunden hat wie in der vorliegenden Arbeit (328 untersuchte humane miRNAs und 44

signifikant unterschiedlich exprimierte, s. Tabelle 25, S. 65).

Leider ldsst sich keine Aussage dazu machen, welche der miRNAs nun dem Fehler
erster Art unterliegen. Auch lassen sich mangels Verfiigbarkeit der entsprechenden
Daten und in Anbetracht des theoretisch hohen Aufwandes die Ergebnisse der anderen
Autoren nicht neu mit vergleichbaren Kriterien berechnen. Dies muss als Schwachpunkt
der Vergleichbarkeit hingenommen werden und kann ggf. einen Teil der Unterschiede
hinsichtlich der Zusammensetzung der miRNA-Profile erkldren (s. Aussagen e und f, S.

65).

Zu den Risikoprofilen der verwendeten Kollektive: Ein weiterer Unterschied zwischen

der vorliegenden Arbeit und den publizierten Studien liegt in der Auswahl des
untersuchten Kollektivs und mit den entsprechenden klinisch-pathologischen
Eigenschaften. Die vorliegende Arbeit greift auf ein oben beschriebenes
Hochrisikokollektiv zuriick (s. Kapitel 3.1, S. 34 mit Tabellen 13-17, zur Definition s.
Kap. 1.1.6, S.6). Durch die oben beschriebene Kollektivauswahl sollte die Chance
erhoht werden, im PCa-Gewebe sicher Expressionsunterschiede der miRNAs gegeniiber
dem BPH-Gewebe zu finden und damit ein miRNA-Expressionsprofil zu identifizieren,
das fiir Prostatakarzinomgewebe spezifisch ist. Innerhalb der Tumorkollektive selbst
sollte diese Probenauswahl die Identifikation eines prognoseassoziierten miRNA-Profils
und prognoserelevanter einzelner miRNAs ermoglichen. Ziel sollte es ja sein im Sinne
eines Screenings Expressionsverdnderungen einzelner oder mehrerer miRNAs zu
finden, die es erlauben kdnnten das Rezidivrisiko genauer zu beschreiben und damit
schlieBlich den Verlauf der Erkrankung vorhersagen zu konnen. Ein Hochrisikokollektiv
kann dies besser leisten, als ein Kollektiv mit mittlerem oder gar niedrigem

Rezidivrisiko.

Leider sind die Angaben zum Risikoprofil der einzelnen Kollektive bei den Autoren z.T.
unvollstdndig: Volinia macht zu seinem Kollektiv keine Angaben. Bei Ozen

beschrinken sich die klinischen Angaben darauf, dass die Hilfte seines Kollektives
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binnen eines Jahres nach Prostatektomie eine PSA-Progression erlitt. Porkka
untersuchte mehr Zelllinien und Xenograft-Proben (insgesamt 15) als direkt vom
Patienten gewonnene Proben (insgesamt acht). Bei diesen drei Autoren sind Vergleiche
der benutzten Kollektive daher nicht mdglich bzw. wenig sinnvoll. Ambs verwandte bei
seiner Untersuchung ausschlieBlich Proben mit einem Gleason-Score 6 oder 7
(=niedriges bis mittleres Rezidivrisiko). Der prdoperative PSA-Wert betrug im Median
6,1 ng/ml. Zur Vorbehandlung der Patienten und Metastasenstatus wurden keine
Angaben gemacht. Insgesamt handelte es sich um ein Kollektiv mit niedrigem bis
mittlerem und damit deutlich niedrigerem Rezidivrisiko als in der vorliegenden Arbeit.
Angaben zum préoperativen PSA-Wert werden bei Wach et al nicht gemacht. Von den
20 untersuchten Prostatakarzinomproben waren zwei (10%) mit Gleason-Score 9, die
iibrigen 18 mit Gleason-Score 7, das Kollektiv also ein Mittel- und Hochrisikokollektiv.
In der Arbeit von Schaefer wurden PCa mit einem Gleason-Score von 6 oder 7 (81% der
Proben) und Gleason-Score 8 oder 9 (19% der Proben) verwandt. Der praoperative
PSA-Wert betrug im Median 6,7 ng/ml. Auch Schaefer benutzte damit ein ein Mittel-
und Hochrisikokollektiv.

Das Rezidivrisiko der untersuchten Kollektive nimmt von Ambs iiber Wach bis hin zu
Schaefer zu. Eine akzeptable Vergleichbarkeit der Ergebnisse vor dem Hintergrund der
Auswahl der Kollektive nach Rezidivrisiko besteht also hochstens mit den Arbeiten von
Wach und Schaefer. Die vorliegende Arbeit untersuchte jedoch ausschlielich PCa mit
einem hohen Rezidivrisiko und so besteht immer noch ein erheblicher Unterschied zu

den anderen Kollektiven — auch zu Wach und Schaefer.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass selbst bei Betrachtung nur dieser vier
Kriterien schon erhebliche Unterschiede zwischen den Arbeiten und damit
Einflussfaktoren der Ergebnisse bestehen. Die Wahl des Referenzgewebes scheint im
Hinblick auf die hier vorliegende Fragestellung eine untergeordnete Rolle zu spielen,
konnte aber eine Erkldrung dafiir liefern, dass zwei Autoren nur weniger prazise mit
dem entsprechenden miRNA-Profil in der Lage sind ihr Kollektiv in maligne vs. nicht-
maligne einzuordnen (s. Aussage b, S. 65). Fiir die Aufreinigungsmethode der Gesamt-

RNA ist die Stirke des Einflusses nicht klar zu beurteilen. Das Fehlen der Aufreinigung
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konnte teilweise erkliren, dass miRNAs bei anderen Autoren haufiger als hochreguliert
gefunden werden bzw. nicht als signifikant reguliert betrachtet werden (s. Aussage e, S.
65). Die Art der statistischen Auswertung ist sicher ein Schwachpunkt der
Vergleichbarkeit und sie erkldart ggf. einen Teil der Unterschiede hinsichtlich der
Zusammensetzung der miRNA-Profile (s. Aussagen ¢ und f, S. 65).

Gemeinsamkeiten und Unterschiede der sechs Microarraystudien im Verhiltnis zur
vorliegenden Arbeit sollten insbesondere vor dem Hintergrund der stark differierenden
Kollektive betrachtet werden. Bei Gemeinsamkeiten in den Expressionsprofilen sollte
daher die Rolle der betroffenen miRNAs im Prostatakarzinom allgemein als bestdtigt
gesehen werden. Bei Unterschieden konnten diese zum Teil auf die Eigenschaften des
hier untersuchten Hochrisikokollektivs zuriickgefiihrt werden. Diese somit im HR-PCa
als neu differentiell exprimiert identifizierten miRNAs konnten daher mit der

Aggressivitit des Prostatakarzinoms assoziiert sein.

4.1.3 Bewertung des Vergleichs des identifizierten miRNA-Expressionsprofils mit
der Literatur

Den besprochenen Einflussfaktoren ist gemeinsam, dass unter den sechs
Microarrayuntersuchungen im Bezug auf die Methoden teils Arbeiten sind, die
vergleichbar sind, teils Arbeiten, die nicht oder schlecht mit der vorliegenden
vergleichbar sind. Das jeweils untersuchte Studienkollektiv aller sechs Arbeiten ist
beziiglich Aggressivitiat und Rezidivrisiko im Vergleich zu der vorliegenden Arbeit auf
einem deutlich niedrigeren Niveau zu sehen. Die sechs Hauptbeobachtungen aus dem
Vergleich der sechs Microarraystudien (s. Punkte a bis f, S. 65) konnen wie folgt

bewertet werden.

4.1.3.1 Bewertung iibereinstimmender Beobachtungen

zu den Beobachtungen a) und b)

Nach der obigen Betrachtung der Einflussfaktoren konnen einige Abweichungen der
betrachteten Microarrayuntersuchungen erkldrt werden. Einen Einfluss auf die
Interpretation der GroBe des miRNA-Profiles und der Genauigkeit des

Clusterverfahrens mittels des gefunden Expressionsprofils hat dies jedoch nicht.
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Zu den Beobachtungen ¢) und d)

Das vorliegende miRNA-Expressionsprofil wird trotz aller dargestellten Unterschiede
der Arbeiten in Methoden und Kollektivwahl insgesamt in 34 von 52 miRNAs und
damit in weiten Teilen bestétigt. Dariiber hinaus werden acht miRNAs wiederholt in
allen sechs Arbeiten als herunterreguliert gefunden ohne dass kontridre Ergebnisse im
Sinne von entgegengesetzter Regulation vorliegen (miR-103, miR-125b, miR-16, miR-
205, miR-221/222, miR-23b und let-7c, s. Tab. 26, S. 67). Die Expression der miRNAs
miR-125b, miR-16, und miR-221 wurde sogar mittels qRT-PCR bestitigt. Da dies iiber
all die methodischen Unterschiede hinweg in den verschiedenen Risikokollektiven
auftritt, ist hier festzuhalten, dass diesen miRNAs mit grof3er Sicherheit eine Rolle im
Prostatakarzinom allgemein zukommt. Wie genau diese beschaffen ist, muss in weiteren

Untersuchungen bestimmt werden.

4.1.3.2 Bewertung nicht iibereinstimmender Beobachtungen

Zur Beobachtung e)

Dass hier identifizierte miRNAs nur in geringerem Anteil in den anderen
Expressionsprofilen vorkommen (14-39%), kann mehrere Griinde haben: Manche
Autoren haben einen Teil der hier untersuchten miRNAs nicht mituntersucht. Andere
wiederum bestimmten teilweise pre-miRNA mit und erhielten so ggf.
Falschbestimmungen. Auch geringfiigige Unterschiede in den statistischen Kriterien
konnen schnell eine miRNA aus dem Expressionsprofil ausschlieBen. Dies erklért
jedoch nicht alle Unterschiede zwischen den betrachteten Expressionsprofilen. Gerade
die sich unterscheidende Risikostruktur der Kollektive kann hier ein Grund fiir
Unterschiede in den Expressionsprofilen sein. Welcher Unterschied im
Expressionsprofil nun auf methodische Ursachen und welcher auf Eigenschaften der

Kollektive zuriickzufiihren sind, muss in weiteren Untersuchungen gezeigt werden.

Zur Beobachtung f)

Bei den acht miRNAs, die in den Kollektiven der anderen Arbeiten eine zu dieser Arbeit
kontrire Regulationsrichtung aufweisen (s. rote miRNAs in Tab. 26, S. 67), kdnnten wie
unter obigem Absatz zusammengefasst methodische Unterschiede fiir diese

Beobachtung Ursache sein. Ggf. spielen dies miRNAs aber eine Rolle im
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hochaggressiven Prostatakarzinom. Eine dieser miRNAs, miR-181b, wird z.B. bei
Schaefer und in der vorliegenden Arbeit als herunterreguliert gefunden (Kollektive
hoheren Risikos) und nur bei Volinia als hochreguliert. Diese Konstellation kénnte nun
auf die Eigenschaften des vorliegenden Kollektivs zuriickzufiihren sein und macht miR-
181b zu einer weiteren im Hinblick auf die Prognose des Prostatakarzinoms

interessanten untersuchenswerten miRNA.

Ahnlich verhdlt es sich mit den 15 miRNAs, die hier erstmals als differenziell
exprimiert im (Hochrisiko-)Prostatakarzinom identifiziert worden sind (miR-100, miR-
107, miR-130a, miR-133b, miR-150, miR-152, miR-342, miR-146b, miR-193b, miR-
361, miR-27b, miR-30d, miR-324-3p, miR-515-5p und miR-517c, s. blaue miRNAs in
Tab. 26, S. 67). Die Expressionsverdnderungen dieser miRNAs kommen im
vorliegenden Kollektiv vor, nicht aber in den andern sechs Kollektiven mit geringerem
Rezidivrisiko. Hypothetisch kdnnten diese miRNAs also mit der den Eigenschaften des
PCa-Kollektivs und letztendlich vielleicht mit der Prognose des PCa assoziiert sein. Fiir
einige dieser miRNAs gibt es mittlerweile Hinweise, wie diese in der Tumorbiologie
des PCa impliziert sein konnten, insbesondere auch im Zusammenhang mit
tumorbiologischen Veridnderungen, die in fortgeschrittenen Stadien eine Rolle spielen.
So bewirkt eine niedrige Expression von miR-107 und -27b in vitro eine stirkere
Fihigkeit der Tumorzellen zur Zellmigration.'**'* Bei Niedriger Expression von miR-
133b kommt es durch Enthemmung von EGFR in Zelllinien zu stirkerer
Tumorzellproliferation.'* Die vorliegende Arbeit zeigt parallel dazu die
Herunterregulation dieser miRNAs in den hier untersuchten fortgeschrittenen
Prostatakarzinomen. Damit stellen diese drei miRNAs und ggf. auch die anderen 13
miRNAs aus dieser Gruppe sinnvolle Kandidaten fiir weitere Untersuchungen im
Prostatakarzinom dar, um schlielich miRNAs als Prognosefaktoren identifizieren zu

konnen.

Zusammenfassend kann man unter Berilicksichtigung der beschriebenen Kriterien und
Einschrinkungen die erzielten Ergebnisse wie folgt beschreiben: Der Vergleich mit
sechs Microarraystudien bestétigt das prostatakarzinomspezifische Expressionsprofil

der vorliegenden Arbeit in weiten Teilen. Auch einzelne miRNAs werden als spezifisch
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im PCa reguliert und in ihrer Expression bestétigt. So werden die miRNAs miR-103,
miR-125b, miR-16, miR-205, miR-221/222, miR-23b und let-7¢ wiederholt im
Prostatakarzinom als herunterreguliert gefunden. Die vorliegende Arbeit bestétigt dies
nun auch fiir hochaggressive Prostatakarzinome. Dass diese miRNAs eine Rolle im
Prostatakarzinom spielen, wird damit immer sicherer. Welche Rolle dies jedoch ist
(prognostischer Marker?) bleibt noch offen und muss weiter untersucht werden. Die 15
miRNAs miR-100, miR-107, miR-130a, miR-133b, miR-150, miR-152, miR-342, miR-
146b, miR-193b, miR-361, miR-27b, miR-30d, miR-324-3p, miR-515-5p und miR-
517¢ (s. blaue miRNAs in Tab. 26, S. 67) sowie ggf. weitere acht miRNAs (s. rote
miRNAs in Tab. 26, S. 67) konnten aufgrund ihrer Spezifitdt fiir die hier untersuchten
HR-PCa moglicherweise mit der Aggressivitit oder der Prognose des Prostatakarzinoms
assoziiert sein und sollten dahingehend weiter untersucht werden. Da die hier
gefundenen Unterschiede zu den anderen Expressionsprofilen auch auf methodische
Unterschiede zurlickgefiihrt werden konnten, wére die Entwicklung eines Standards
notwendig, um Microarrayuntersuchungen in Zukunft besser vergleichen zu kénnen.
Dariiber hinaus bieten die Ergebnisse eine Grundlage, ausgewéhlte miRNAs gezielt in
groBeren Kollektiven (auch prospektiv) zu untersuchen, um die klinische Relevanz der

Expressionsunterschiede zu evaluieren und weiterfithrend zu determinieren.
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4.1.4 Identifikation und Bedeutung einzelner prostatakarzinomspezifisch
regulierter miRNAs

Die vorliegende Arbeit zeigt fiir einige miRNAs im PCa eine differentielle Expression
gegeniiber Gewebe benigner Prostatahyperplasie. So stellt sich die Frage, welche
Funktion diese miRNAs im Rahmen der Tumorgenese und Progression besitzen
konnten. MiR-29a und miR-125b sind miRNAs, die hier zusammen in einem
Klassifikator Prostatakarzinomproben korrekt von Hyperplasiegewebe unterscheiden
konnen (s. Kap. 3.5.2, S.53), da sie hdufig in den hier untersuchten Proben des
Prostatakarzinoms herunterreguliert erscheinen. lhre mogliche Funktion fiir die

Tumorgenese des PCa soll im Folgenden diskutiert werden.

4.1.4.1 miR-29a

MiR-29a war in der vorliegenden Arbeit im Prostatakarzinom niedrig exprimiert
gegeniiber dem Kontrollgewebe. In einem Grofteil der PCa-Proben des Kollektivs 2 (16
von 23) war miR-29a nach unseren strengen Kriterien herunterreguliert. Die grofle
Héaufigkeit dieser Herunterregulation ist bemerkenswert, da sie nahelegt, dass die
Expression von miR-29a fiir das Prostatakarzinom spezifisch ist. So konnen anhand der
Expressionswerte von miR-29a die hier untersuchten Prostatakarzinome in einem
Klassifikator mit den zwei weiteren miRNAs miR-125b und miR-221 fehlerfrei vom
Kontrollgewebe unterschieden werden (s. Kap. 3.5.2, S. 53). Die Zielgensuche in silico
ergab zwei herausstechende Zielgene, die mdglicherweise in der Tumorbiologie des

PCa zum tragen kommen konnten (MYBL2 und TRAF4, s. Tabelle 21, S. 59).

In der Literatur wurden bisher keine einheitlichen Expressionswerte flir miR-29a
gefunden (s. Tab. 26, S. 67). Es gibt es mittlerweile Hinweise darauf, dass miR-29a im
Regulationsnetzwerk des Androgenrezeptors wirkt und weitere Zielgene von miR-29a
wurden experimentell bestitigt: TRIM68, PGK-1, LAMC1 und MCLI1.'*"* Dariiber
hinaus wurde gezeigt, dass die in der vorliegenden Arbeit in der in silico Suche
gefundenen hypothetischen Zielgene MYBL2 (v-myb avian myeloblastosis viral
oncogene homolog-like 2) und TRAF4 (tumor necrosis factor receptor (TNFR)-
associated factor 4) im PCa eine Rolle als Onkogen spielen. In Metastasen des PCa wird

MYBL2 deutlich {iberexprimiert.'*” Fir TRAF4 (tumor necrosis factor receptor
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(TNFR)-associated factor 4) wurde eine inverse Korrelation der Expression zu miR-29a
im metastasierten PCa gegeniiber dem lokalisierten PCa gefunden. Zudem wurde
TRAF4 ebenfalls experimentell als Zielgen bestitigt.'*® Beide Zielgene unterliegen
gerade im metastasierten PCa Verdnderungen in ihrer Expression. Auch unsere Daten
weisen auf eine Funktion wéhrend der Progression des PCa hin, denn im hier
untersuchten  Hochrisikokollektiv ~ zeigt sich die héufige wund deutliche
Herunterregulation dieser miRNA. In Kollektiven mit niedrigerem klinischen

Risikoprofil zeigt sich jedoch miR-29a nicht als differentiell exprimiert.'* ''® '

Diese Beobachtungen lassen weitere Untersuchungen sinnvoll erscheinen, die zeigen
sollen, ob im PCa ein Zusammenhang zwischen der Expression von MYBL2 und miR-
29a vorliegt und welcher Wert TRAF4 als Zielgen fiir miR-29a zukommt. Die Frage
nach der Eignung von miR-29a als prognostischer Marker kann noch nicht beantwortet
werden. Weitere Untersuchungen an einem erweiterten bzw. unabhidngigen
Kontrollkollektiv bzw. zur molekularen Funktion dieser miRNA mittels zellbiologischer

Analyseverfahren sollten erfolgen.

4.1.4.2 miR-125b

Trotz einer sehr viel groBeren Schwankungsbreite der miRNA-Expression im
Tumorgewebe gegeniiber dem Referenzgewebe war zu beobachten, dass miR-125b (und
miR-221) in allen Tumorproben ausnahmslos herunterreguliert war, die {ibrigen
miRNAs dagegen nur in 17-70% der Proben (s. Abbildung 9, S. 54). In
Ubereinstimmung mit dieser Beobachtung wird miR-125b (und miR-221) in
verschieden anderen Studien ebenso ausnahmslos als niedrig exprimiert im PCa
angegeben (s. Tab. 26, S. 67). Diese Ergebnisse zeigen, dass miR-125b (und miR-221)
sehr hiufig und signifikant im PCa herunterreguliert ist. Dariiber hinaus weist miR-
125b  (wie miR-221) auch eine sehr starke Herunterregulation auf
(Expressionsunterschied <0,5-fach). Interessanterweise wurde in der Zielgensuche in
der vorliegenden Arbeit fiir miR-125b EIF2C2 (=hAgo2) gefunden, das an der
Biogenese der miRNAs teilnimmt. Diese Beobachtungen lassen die Spekulation zu,

dass miR-125b (und miR-221) eine besondere Rolle in der Tumorbiologie des PCa
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zukommt. Daher soll im Folgenden die Bedeutung dieser miRNA fiir das PCa kurz

zusammengefasst werden.

Fir die Untersuchung der Frage, ob miR-125b nun als Onkogen oder als
Tumorsuppressor wirkt, konnen folgende Einflussfaktoren beachtet werden: die
untersuchte Tumorentitdt, die Auswahl des Untersuchungsmaterials (Zelllinien vs.
klinische Proben) und die Zusammensetzung des untersuchten Kollektivs (s. Tabelle 27,

S. 80).

Uber miR-125b ist bekannt, dass sie insbesondere mRNA aus der Genfamilie von BCL-
2 zum Ziel hat und negativ reguliert: Zu den regulierten Genen der BCL-2-Familie
gehoren sowohl Gene mit pro-apoptotischer (z.B. BAKI1) als auch mit anti-
apoptotischer (z.B. MCLI1, Bc¢l-2 und Bcl-X;) Wirkung.'*""** Fielen nun aufgrund von
Verénderungen im zelluldren Mikromilieu pro-apoptotische Faktoren wie BAKI aus,
konnte eine Herunterregulierung von miR-125b der Tumorprogression gerade in
spiteren Stadien, in denen die Uberexpression von Bel-2 eine wichtige Rolle spielt, zum
Vorteil gereichen, denn die Enthemmung der anti-apoptotischen Faktoren wiirde dann
iiberwiegen (s. Abbildung 1, S. 11). Ob und in welchem MaBle aber BAK1 im PCa (und
seinen verschiedenen Stadien) durch andere Mechanismen reguliert wird, ist bisher

unbekannt.

Die vorliegende Arbeit zeigt die deutliche und hédufige Herunterregulation von miR-
125b im HR-PCa. Dariiber hinaus wird in Zusammenschau mit der Literatur deutlich,
dass miR-125b eine bedeutende Rolle in der Tumorbiologie des PCa zukommt, > 13513
Ihr kommt im fortgeschrittenen PCa wahrscheinlich eher die Rolle eines
Tumorsuppressors zu. Weitere Untersuchungen sind jedoch notwendig, um die Rolle
von miR-125b im Prostatakarzinom besser zu verstehen. EIF2C2 ist nicht zuletzt als
Bestandteil des miRNA-Syntheseapparates ein untersuchenswertes potentielles Zielgen

von miR-125b.
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Tumor Untersuchtes Regulations Zielgen miR- Referenz

Gewebe -richtung 125b

Funktion
Endometriumkarzinom Zelllinien 0 oG 159
Kolonkarzinom Klinische Proben 1 - - 160
Ovarialkarzinom Zelllinien 1 oG 1e1
Prostatakarzinom Nieﬁilgir?siﬁ(g;:odben 1 oG n2
pdoceldiies | Zelfienwid | weu T
Keimzelltumor Zelllinien ! Lin28/41 TS 162
Mammakarzinom Zelllinien ! ERBB2/3 TS 163
Melanom Zelllinien ! - - 164

Tabelle 27: Regulationsrichtung von miR-125b und Assoziation mit
Tumorprogression oder Tumorzellvermehrung in verschiedenen Arbeiten.
t=hochreguliert, |=herunterreguliert in Assoziation mit Tumorprogression oder
Tumorzellvermehrung. experimentell nachgewiesene Zielgene: Rot= (Proto-)
Onkogen, ; OG: Onkogen, TS: Tumorsuppressor.
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4.2 miRNA-Expressionsunterschiede in Subgruppen des Hochrisiko-
Prostatakarzinoms

Der Untersuchung globaler miRNA-Expressionsprofile im PCa schloss sich die
Untersuchung von miRNA-Expressionsunterschieden in Untergruppen des PCa an, um
Assoziationen zwischen der miRNA-Expression und bestimmten Prognose- oder
Verlaufsgruppen herzustellen (s. Kap. 3.3, S. 43). Zunichst werden dabei die Ergebnisse
der Cluster-Analyse diskutiert (s. Kap. 4.2.1, S. 81). AnschlieBend sollen
Expressionsunterschiede in Untergruppen nach klinischem Verlauf betrachtet werden (s.
Kap. 4.2.2, S. 82) und einzelne hier untersuchte miRNAs diskutiert werden (s. Kap.
4.2.3, S. 83). Zuletzt konzentriert sich die Diskussion dann auf Expressionsunterschiede
in Prognosegruppen des Prostatakarzinoms nach Gleason-Score (s. Kap. 4.2.4, S. 84)

und auf die hier als bedeutend identifizierte miR-221 (s. Kap. 4.2.5, S. 85).

Wie oben beschrieben stellen die in dieser Arbeit untersuchten Kollektive 1 und 2
Hochrisikokollektive dar. Entsprechend o.g. Vorselektion besteht das untersuchte
Kollektiv 1 (n=14, Microarray) bzw. Kollektiv 2 (n=23, qRT-PCR) zu 43% bzw. 48%
aus Proben mit einem Gleason-Score 10 und einem dementsprechend aggressiven
klinischen Verlauf. Die Proben mit Gleason-Score 6/7 des jeweiligen Kollektivs
zeichneten sich hingegen durch einen sehr giinstigen klinischen Verlauf aus (s. Kap. 3.1,
S. 34 mit den Tabellen 13 bis 17 sowie Kap. 4, S. 61, Absatz 2). Diese Auswahl wurde
vorgenommen, um innerhalb der untersuchten Tumorkollektive miRNAs zu

identifizieren, die mit der Prognose des PCa assoziiert sind.

4.2.1 Nicht-iiberwachte hierarchische Clusteranalyse

Mit 24 miRNAs, die die grofften Expressionsunterschiede zwischen den Tumoren mit
und ohne klinischer Progression zeigten, wurde eine nicht-liberwachte hierarchische
Clusteranalyse durchgefiihrt. Diese wies im Dendrogramm vier von sieben PCa mit
klinischer Progression einen Hauptast zu. Der zweite Hauptast beinhaltet alle iibrigen
PCa, drei mit und sieben ohne klinische Progression (s. Abbildung 6, S. 47, und Tabelle
19, S. 48). Somit ist mit Hilfe des miRNA-Expressionsprofils eine partielle Trennung in

aggressiv verlaufende und weniger aggressiv verlaufende PCa festgestellt worden.
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Porkka konnte ebenfalls in einem Clusterverfahren eine tendenzielle Trennung seines
Kollektivs von Prostatakarzinomen nach weniger und mehr fortgeschrittenen Tumoren
finden.""® Dazu benutzte sie allerdings die Expressionsdaten von weit tiber 100
miRNAs. Die vorliegende Arbeit erbringt ein dazu vergleichbares Ergebnis (im Sinne
von Unterscheidung in Untergruppen im Clusterverfahren) unter Nutzung von weit
weniger Expressionsdaten (24 miRNAs) und erreicht eine Trennung in Subgruppen
nach dem klinischen Verlauf. Die Ursache fiir dieses Gelingen der Gruppierung ist vor

allem in der Auswahl des Kollektivs zu sehen.

Kritisch muss angemerkt werden, dass mittels der vorliegenden miRNAs-
Expressionsdaten von 24 miRNAs eine signifikante Unterscheidung zwischen
Prostatakarzinomen mit bestimmten klinisch-pathologischen Eigenschaften nicht
moglich ist. Die Anzahl der in der vorliegenden Arbeit verwendeten miRNAs (24) ist
bei vergleichbarem (nicht-signifikantem) Ergebnis mit partieller Trennung nach
klinischen Parametern allerdings deutlich geringer als in bisherigen Arbeiten. Dies stellt
einen weiteren Schritt zur Identifikation von einigen wenigen miRNAs dar, die in ihrer
Expression mit klinisch-pathologischen Eigenschaften korrelieren. Es sollte eine

Validierung in einem gréferen unabhéngigen Kollektiv erfolgen.

4.2.2 miRNA-Expressionsunterschiede nach klinischem Verlauf des Hochrisiko-
Prostatakarzinoms

Die vorliegende Arbeit identifizierte im Kollektiv 1 die miRNAs miR-515-3p und miR-
147 als herunterreguliert in PCa-Proben mit klinischer Progression gegeniiber solchen
ohne klinische Progression (s. Tab. 19, S. 48). Veroffentlichte Studien lassen vermuten,
dass bestimmte miRNAs mit der Progression des Prostatakarzinoms assoziiert sind und
damit letztlich Potential zum prognostischen Marker haben konnten. So entdeckte Ambs
et al., dass miR-99b und miR-196a in seinem Kollektiv von Prostatakarzinomproben in
ihrer Expression mit der extraprostatischen Ausbreitung korrelierten."® Fiir miR-143
wurde eine Korrelation mit dem Gleason-Score beschrieben.”” Fiir miR-221 wurde eine
Korrelation mit der Metastasierungsrate festgestellt.'" Im Folgenden soll daher auf die
beiden miRNAs miR-515-3p und miR-147 eingegangen werden, die aufgrund der

vorliegenden Arbeit in diese Kategorie von miRNAs gehoren kdnnten.
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4.2.3 miR-515-3p und miR-147 — mégliche Bedeutung im Prostatakarzinom

4.2.3.1 miR-515-3p

In der Literatur ist iiber miR-515-3p nicht viel bekannt. Die Uberexpression von mir-
515-3p mit negativer Regulierung von RasG12V (einer mutierten Variante von HRAS)
und konsekutiver p21Waf1/Cipl-Herunterregulation (=CDKN1A) fiihrt in bestimmten
Zelllinien zu ausbleibender Zellseneszenz und ausbleibendem Zellzyklusarrest fiihrt. '
In diesem Zusammenhang konnte auch die Regulation von CDKN1B (= p27*') durch
miR-515-3p eine Rolle spielen, das hier als potentielles Zielgen in der Datenbanksuche
gefunden wurde (s. Tabelle 22, S. 60). Dieser Zusammenhang sollte im

Prostatakarzinom weiter untersucht werden.

4.2.3.2 miR-147

Neben des oben erlduterten Expressionsverhaltens von miR-147 in Verlaufsgruppen des
PCa wurde bei den Untersuchungen im Kollektiv 1 eine Heraufregulierung in den PCa-
Proben mit Gleason-Score 6/7 gegeniiber dem BPH-Gewebe und gegeniiber Proben mit
Gleason-Score 10 gefunden. Zwischen den Proben mit Gleason-Score 10 und den BPH

lieB sich kein signifikanter Unterschied in der Expression feststellen.

Uber mir-147 ist bekannt, dass sie (zusammen mit miR-124 und miR-193a-3p) im
Brustkrebs verschiedene Proteine des EGFR-(epidermal growth factor receptor)-
Signaltransduktionsweges negativ reguliert, so dass es bei hoher Expression von miR-
147 zu einem Zellzyklusarrest kommt.'® In fortgeschrittenen PCa ist EGFR regelhaft
heraufreguliert, nicht jedoch in weniger fortgeschrittenen.”” Sollte ein Zusammenhang
zwischen der hohen miR-147-Expression und der niedrigen EGFR im PCa bestehen, so
konnte die oben beschriebene Heraufregulierung von miR-147 in GS6/7 hypothetisch
dem Expressionsmuster von EGFR zu entsprechen (hohe Expression von miR-147 in
weniger fortgeschrittenen PCa mit Gleason-Score 6/7 und zeitgleiche niedrige
Expression von EGFR sowie niedrige Expression von miR-147 in PCa mit Gleason-
Score 10 und hoher Expression von EGFR). Dieser Zusammenhang muss jedoch noch
im Prostatakarzinom selbst untersucht werden, um miR-147 eine ggf. prognostische

Bedeutung zuordnen zu konnen.
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Zusammenfassend liefert die vorliegende Arbeit aufgrund ihrer Ergebnisse in
Zusammenschau mit der aktuellen Literatur gute Griinde, die Rolle von miR-515-3p
bzw. miR-147 im Zusammenspiel mit ihren teils nachgewiesenen teils hypothetischen
Zielgenen CDKNI1B bzw. EGFR mit Blick auf deren Verwendung als Prognosefaktoren
im Prostatakarzinom weiter zu untersuchen. Die Frage, ob das jeweilige
Expressionsverhalten dieser drei miRNAs wirklich auf das unterschiedliche
Tumorstadium zuriickzufiihren ist, 1dsst sich mit den vorliegenden Informationen nicht
beantworten. Um wirkliche Korrelationen oder kausale Zusammenhinge zwischen der
Expression der miRNAs miR-515-3p und mir-147 und ihren entsprechenden Zielgenen
im Prostatakarzinom herstellen zu koénnen bzw. eine miRNA als einen prognostisch
aussagekriftigen Biomarker zu bestitigen, sind funktionelle Untersuchungen, deutlich

groflere Fallzahlen sowie entsprechende statistische Analysen notwendig.

4.2.4 miRNA-Expressionsunterschiede in Prognosegruppen des Hochrisiko-
Prostatakarzinoms nach Gleason-Score

Wenn Prognosegruppen nach dem Gleason-Score gebildet wurden und hier die miRNA-
Expression verglichen wurde, dann ergaben sich sechs miRNAs beim Vergleich GS10
vs. GS6/7 als signifikant unterschiedlich exprimiert, darunter die drei miRNAs miR-
422a, miR-515-3p und miR-147 (s. Abb. 5, S. 46). Es zeigen sich also signifikante
Expressionsunterschiede, diese sind aber bei weitem nicht so ausgeprigt wie die
Expressionsunterschiede zwischen Tumor und Hyperplasiegewebe, wo 52 signifikant
unterschiedlich exprimierte miRNAs gefunden wurden (s. Abb. 4, S. 42). Die
Expression innerhalb des Tumorkollektivs ist also dhnlicher als zwischen Tumor- und
Referenzgewebe. Daneben unterliegen einzelne miRNAs im PCa deutlich hoheren

Schwankungen als im Referenzgewebe (s. Abb. 8, 11 und 12, S. 52, 56 und 57).

Um die mogliche Rolle einzelner miRNAs im Prostatakarzinom besser zu verstehen, ist
es ratsam den Wirkmechanismus der jeweiligen miRNA zu betrachten, soweit dieser
bekannt ist. Die miRNAs miR-515-3p und miR-147 wurden dahingehend bereits kurz
diskutiert (s. Kap. 4.2.3, S. 83).

MiR-422a war besonders interessant, weil sie im untersuchten Kollektiv 1 in der

Gruppe mit Gleason-Score 10 signifikant niedriger exprimiert war. Fiir miR-422a
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konnte dieses Expressionsverhalten jedoch im Kollektiv 2 nicht bestétigt werden, miR-
422a war hier im PCa gegeniiber dem Referenzgewebe insgesamt herunterreguliert (s.
Abb. 8 und 11, S. 52 und 56). In Zusammenschau mit der Literatur konnte miR-422a
dennoch eine Rolle hinsichtlich der Prognose zukommen: Als hypothetisches Zielgen
von miR-422a wurde in der in silico Suche IGFIR (Insulin-like growth factor 1
receptor) gefunden (s. Tabelle 23, S. 60). Dieser Rezeptor ist im Prostatakarzinom
bekanntermaBen Uberexprimiert.'” In einem anderen Tumor (dem Osteosarkom
Jugendlicher) kommt der Herunterregulation von miR-422a offenbar eine prognostische
Bedeutung zu.'® Mit der Untersuchung des Zusammenhangs zwischen der Expression
von IGF1R und miR-422a im Prostatakarzinom sollte daher die Bedeutung von miR-

422a weiter gekldrt werden.

4.2.5 Die Rolle von miR-221

Die Ergebnisse dieser Arbeit zur Expression von miR-221 im Prostatakarzinom lassen
vermuten, dass dieser miRNA eine besondere Rolle im Prostatakarzinom zukommt,
denn folgende Beobachtungen konnten an Hand der vergréferten Untersuchungsgruppe
(Kollektiv 2) gemacht werden: Zum einen konnte die Expression von miR-221 als im
Prostatakarzinom gegeniiber Referenzgewebe herunterreguliert validiert werden (s.
Abb. 8, S. 52). Trotz einer sehr viel groferen Schwankungsbreite der miRNA-
Expression im Tumorgewebe gegeniiber dem Referenzgewebe war zu beobachten, dass
miR-221 (und miR-125b) in allen Tumorproben ausnahmslos herunterreguliert war, die
ibrigen miRNAs dagegen nur in 17-70% der Proben (s. Abb. 9, S. 54). In
Ubereinstimmung mit dieser Beobachtung wird miR-221 (und miR-125b) in
verschiedenen anderen Studien ebenso ausnahmslos als niedrig exprimiert im PCa
angegeben (s. Tab. 26, S. 67). Diese Ergebnisse zeigen, dass miR-221 (und miR-125b)
sehr hiufig und signifikant im PCa herunterreguliert ist. AuBerdem weist miR-221 (wie
miR-125b) auch eine sehr starke Herunterregulation auf (Expressionsunterschied <0,5-
fach). Dariiber hinaus ist miR-221 in Tumoren mit Gleason-Score 10 gegeniiber
Tumoren mit Gleason-Score 6/7 statistisch signifikant niedriger exprimiert (s. Abb. 12,
S. 57). Diese Beobachtungen lassen die Spekulation zu dass miR-221 (und miR-125b)

eine besondere Rolle in der Tumorbiologie (nicht zuletzt des hohergradigen
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Prostatakarzinoms nach Gleason) und in der Prognose des PCa zukommt. Daher soll im
Folgenden die Bedeutung dieser miRNA fiir das PCa erortert werden. MiR-125b wurde
bereits an anderer Stelle diskutiert (s. Kap. 4.1.4.2, S. 78).

4.2.5.1 miR-221 als Onkogen oder Tumorsuppressor

Die Datenlage zur miR-221-Expression und ihrer Funktion in Tumoren ergibt ein sehr
heterogenes Bild (s. Tab. 28, S. 87). In verschiedenen Arbeiten wurde miR-221 in
einigen Tumoren, z.T. auch im PCa, bald als iiberexprimiert und bald als niedrig
exprimiert gefunden, jeweils in Assoziation mit vermehrtem
Zellproliferation/verringerter Apoptoserate oder mit Tumorprogression. Entsprechend
werden aus den Untersuchungen jeweils unterschiedliche Funktionen fiir miR-221
abgeleitet: Teils onkogene Funktion, teils tumorsuppressorische Funktion. Die
untersuchte Tumorentitidt, die Auswahl des Untersuchungsmaterials (Zelllinien vs.
klinische Proben) und die Zusammensetzung des untersuchten Kollektivs (wenig
fortgeschrittene vs. fortgeschrittene Tumore) scheint fiir die Beurteilung der Funktion
wichtig zu sein. Diese scheinbar kontraren Beobachtungen zur Funktion von miR-221

(Onkogen vs. Tumorsuppressor) sollen im Folgenden kurz untersucht werden.
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Tumor Untersuchtes Regulations Zielgen  MiR-221 Referenz

Gewebe -richtung Funktion

. Zelllinien und 169

Cliigslksen klinische Proben 1 o
Hepatozelluléares Zelllinien und ' 0G 170

Karzinom klinische Proben

Magenkarzinom  Klinische Proben 1 e
Phaochromozytom Zelllinien 1 0OG 172
. i KIT &

Erythroleukamie Zelllinien - kit TS
Prostatakarzinom Zelllinien 1 0G 125
: - KIT 119

Prostatakarzinom Klinische Proben l —ckit* TS

Tabelle 28: Regulationsrichtung von miR-221 und Assoziation mit
Tumorprogression oder Tumorzellvermehrung in verschiedenen Arbeiten.
T=hochreguliert, |=herunterreguliert in Assoziation mit Tumorprogression oder
Tumorzellvermehrung, experimentell nachgewiesene Zielgene: Rot= (Proto-)
Onkogen, ; OG: Onkogen, TS: Tumorsuppressor, *=
lediglich Korrelationsnachweis.

4.2.5.2 Das zellulire Mikromilieu als Ursache unterschiedlicher Funktionen der
miR-221

Mittlerweile ist weitgehend akzeptiert, dass die Expression und Wirkung einzelner

miRNAs von einem spezifischen zelluliren Mikromilieu abhéngen, und dass es nicht

einen singuliren Zusammenhang zwischen dem Expressionsniveau einer einzigen

miRNA und einer bestimmten mRNA gibt, sondern dass vielmehr eine Vielzahl von

(z.T. von verschiedenen miRNAs abhdngigen) Faktoren zu einem bestimmten

Expressionsprofil fiihrt.*” '* So mag p27**' im PCa zwar eine Rolle spielen (s. Kapitel

1.1.7, S. 9), aber dessen Regulation erheblich anders

Prostatakarzinommetastasen ein Verlust der Heterozygotie

CDKNIB (= p27""') gefunden.'”” Weitere Mechanismen,

Glioblastomzelllinienmodell  beobachtet wurde. Z.B. wird in 47% von

die zu einer niedrigen

Expression von p27*?' im PCa fiihren sind bereits erforscht.'”®!'”” Die Regulation von

p27"*! {iber eine hohe miR-221-Expression wire fiir den Tumor nicht mehr von Vorteil,

da dies bereits Uiber andere Mechanismen vom Tumor erreicht wurde.
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Ahnliche Uberlegungen miissen fiir Ergebnisse aus Zellkulturuntersuchungen angestellt
werden. Bei Zellkulturen handelt es sich 1. d. R. um einen einzigen Klon eines Tumors,
der sich an sehr spezielle Kulturbedingungen angepasst hat. Aspekte wie die Invasion,
Metastasierung, tumorfordernde Inflammation, Immunflucht und Induktion von
Angiogenese werden im Zellkulturmodell nur selten abgebildet.'”™ Fiir miR-221 wurde
an HUVECs (human umbilical vein endothelial cells) nachgewiesen, dass sie im
Bereich der Angioneogenese regulatorisch iiber c-kit wirksam ist.'”” Bei hohen miR-
221-Spiegeln bleibt die Angiogenese in diesem Modell aus. Moglicherweise kommt
dieser Effekt auch im PCa zum tragen. Zumindest eine negative Korrelation der miR-
221-Expression mit der mRNA-Expression des Protoonkogens c-kit in klinischen
Proben des PCa wurde nachgewiesen.' In vivo konnte der pro-angiogenetische Effekt
der Herunterregulation von miR-221 also vielleicht eine wichtigere Rolle spielen als die

in Zellkulturuntersuchungen nachgewiesenen Effekte von miR-221.

Auch sind Verdnderungen des zelluliren Mikromilieus iiber die Entwicklung des PCa
hin zu aggressiven Formen denkbar. Bestimmte genetische Alterationen treten teils
bevorzugt in frithen (Inaktivierung von Tumorsuppressoren) und teils bevorzugt in
spateren Stadien des PCa auf (Aktivierung von Onkogenen, s. Kapitel 1.1.7, S. 9). In
einem Hochrisikokollektiv des PCa wurde eine allgemein niedrige (97,8% der Proben)
und darliber hinaus zunehmend niedrige miR-221-Expression in Metastasen
beobachtet.'”” Auch in der vorliegenden Arbeit findet sich ein Hochrisikokollektiv (s.
Kap. 3.1, S. 34). Die Verdnderung der miR-221-Expression tiber Tumorstadien hinweg
reflektiert daher moglicherweise Verdnderungen des zelluldren Mikromilieus. In diesem
Zusammenhang konnten hier gefundene potentielle Zielgene der miR-221 mit
onkogenen Eigenschaften eine Rolle spielen, FOS (=c-fos) und IRF2 (s. Tabelle 22, S.

60). Bei beiden gibt es nun erste Hinweise, dass sie im PCa von Bedeutung sind.'®'®!

4.2.5.3 miR-221 als Tumorsuppressor im Hochrisiko-Prostatakarzinom

Die vorliegende Arbeit zeigt die deutliche und hiufige Herunterregulation von miR-221
im Hochrisiko-Prostatakarzinom. In Zusammenschau mit der Literatur wird deutlich,
dass miR-221 eine bedeutende Rolle in der Tumorbiologie des Prostatakarzinoms

zukommt. Worin genau diese Rolle besteht, hingt jedoch insbesondere von einem
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zelluldren Mikromilieu ab und muss noch weiter untersucht werden. Wahrscheinlich
iiberwiegt im fortgeschrittenen PCa die Tumorsuppressorfunktion der miR-221. FOS

und IRF2 sind mogliche und untersuchenswerte Zielgene von miR-221.

4.2.5.4 miR-221 als Prognosefaktor im Hochrisiko-Prostatakarzinom

In der vorliegenden Arbeit wird fiir die Expression von miR-221 eine Assoziation mit
dem Gleason-Score gefunden (s. Abb. 12, S. 57). Mittlerweile gibt es weitere
Nachweise, dass miR-221 mit der Prognose des Prostatakarzinoms assoziiert ist: Spahn
wies eine solche Assoziation zwischen der miR-221-Expression und dem Gleason-Score
sowie der klinischen Progression ebenso nach."® Er geht sogar weiter und stellt die
Hypothese auf, dass mir-221 eine stirkere prognostische Aussagekraft als der Gleason-
Score habe. Nur eine prospektive Studie an einem groBen Kollektiv kdnnte dies

bestétigen.

Zusammenfassend kann die vorliegende Arbeit eine wichtige Rolle von miR-221 im
Prostatakarzinom und insbesondere im HR-PCa nachweisen. Sie zeigt, dass miR-221
das Potential zu einem prognostischen Marker besitzen kdnnte. MiR-221 sollte in einem
groBeren Kollektiv im Zusammenhang mit moglichen Zielgenen, wie z.B. FOS und

IRF2, untersucht werden, um dieses Potential zu bestétigen.

4.3 Potentielle Zielgene elf ausgewihlter miRNAs

Aufgrund der posttranskriptionellen Inhibierung einer Vielzahl von Zielgenen durch
einzelne miRNAs kann vermutet werden, dass die aberrante Expression
tumorassoziierter miRNAs einen Einfluss auf bekannte Onkogene oder
Tumorsuppressoren ausiibt. Mit den bekannten Bindungssequenzen in der mRNA der
jeweiligen Zielgene der miRNAs ist es moglich mittels frei zugidnglicher Online-
Datenbanken potenzielle Zielgene fiir die jeweiligen miRNAs in silico vorherzusagen.
Fiir die elf miRNAs miR-125b, -126, -147, -16, -221, -29a, -422a, 515-3p, -515-5p, -let-
7a und -let-7b wurden insgesamt 365 Zielgene bei einer Suche in silico in drei
Datenbanken gefunden (s. Tabellen 21 und 22, S. 59 und 60). Bei genauerer
Betrachtung der gefundenen Zielgene féllt auf: Die meisten aufgelisteten Gene sind

nicht direkt mit der Entstehung oder Promotion von Tumoren assoziiert. Zudem sind in
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den Datenbanksuchen einige bereits experimentell nachgewiesenen Zielgene der
entsprechenden miRNAs nicht zu finden. Beides ist leicht erkldrbar. Wenn man bedenkt,
dass Schitzungsweise 30% aller Gene durch miRNAs im Rahmen der physiologischen
Zelldifferenzierung und Entwicklung reguliert werden, so ist verstandlich, dass viele
gefundenen Gene nichts mit Tumorgenese zu tun haben.”” Das Fehlen bereits
experimentell nachgewiesener Zielgene ist darauf zuriickzufiihren, dass diese Gene z.T.
nur in einer oder zwei der o. g. Datenbanken gefunden wurden und daher nicht die
angewandten Suchkriterien erfiillen. So wird HMGA?2 fiir die let-7-Familie nur bei
PicTar und TargetScan gefunden. Gleiches gilt fiir BCL-2 bei miR-16. Dennoch wurden
auch Zielgene entdeckt, die ihrer Funktion nach eine Rolle in der Tumorentstehung
haben oder haben kdnnten, so z.B. Cell Cycle Checkpoint Kinase (CHK1 bzw. CHEK1)
fiir miR-16 und Avian Myeloblastosis Viral Oncogene Homolog-Like 2 (MYBL2) fiir
miR-29a.

Bei der Interpretation der gefundenen potentiellen Zielgene ist zu bedenken, dass die
Suche nach Zielgenen fiir miRNAs geschah, die allesamt im Karzinomgewebe
herunterreguliert sind. So kommen entsprechend nur solche Zielgene fiir die
Tumorenstehung und -progression in Frage, die Onkogene sind. Nur so kann die
Herunterregulation der miRNAs im Tumor {iber eine nachfolgende verstirkte
Expression des entsprechenden Zielgens einen kanzerogenen Effekt haben. Auch die

molekulare Mikroumgebung kann hier ein grofle Rolle spielen (s. auch 4.2.5.2, S. 87).

Bei weiterem Vergleich der gefundenen Zielgene fielen 46 davon auf, deren mRNA Ziel
von zwel miRNAs ist (s. Tabelle 23, S. 60). Dies ist insofern interessant, da man
annehmen konnte, dass die beiden miRNAs ggf. zu einem gemeinsamen Netzwerk
gehdren, eben weil sie ein gemeinsames Zielgen haben. 35 (etwa 75%) von diesen
Zielgenen waren Ziele der let-7-Familie und damit wahrscheinlich auf die deutliche
Sequenzhomologie innerhalb dieser Familie zuriickzufiihren. Die iibrigen 11 miRNAs
jedoch waren Ziele sequenzunterschiedlicher miRNAs. Gerade wenn es um eine
therapeutische Anwendung von miRNAs geht, wire es sinnvoll im Sinne
synergistischer Effekte an einem Zielgen verschiedene Angriffsstellen zu benutzen und

nicht dieselbe. Eine bekannte Funktion von gefundenen Zielgenen haben beispielsweise
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folgende: Die RGS-Familie (regulator of G-protein signaling), vermeintlich
gemeinsames Zielgen von miR-126 und -147, spielt eine Rolle bei der Chemoresistenz
von Brustkrebs.”” ESRRA als vermeintliches Zielgen von miR-125b und -16 ist ein
wichtiger Bestandteil des WNT-Signaltransduktionsweges, der in frithen Stadien des

49,182
"

PCa eine Rolle spiel

Im Rahmen dieser Untersuchungen muss Folgendes kritisch angemerkt werden. Die
Tatsache, dass z.B. nicht eindeutig bekannt ist, ob eine miRNA absolut komplementar
zu ihrer Ziel-mRNA sein muss, um eine regulatorische Wirkung zu haben, stellt eine
malgebliche Grenze fiir die Wertigkeit der in silico Zielgensuche von miRNAs dar. So
werden in silico Zielgene aufgespiirt, die offensichtlich keine zellbiologische oder
klinische Relevanz zu besitzen scheinen. Auf der anderen Seite ist zu vermuten, dass
beim Versuch diese vielen Zielgene auf ein verniinftiges Mal3 zu reduzieren, einige
relevante Gene aufler Acht gelassen. Daher ist es erforderlich die Bedeutung moglicher

Zielgene tumorassoziierter miRNAs in vitro und in vivo zu validieren.

Dennoch kann diese Methode Anhaltspunkte geben, und die vorliegende Arbeit stellt
mit CHEKI1/miR-16, MYBL2/miR-29a, RGS/miR-126/miR-147, ESSRA/miR-
125b/miR-16, IRF2/FOS/miR-221 sowie EIF2C2/miR-125b einige untersuchenswerte
Paare im Zusammenhang mit der Prostatakarzinomentstehung und -promotion vor.
Weitere Untersuchungen miissen jedoch den molekularen Nachweis eines
Zusammenhanges zwischen aberrant exprimierter miRNA und dem jeweiligen Zielgen
erbringen und dies dann mit anderen Alterationen der jeweiligen Signalkaskaden in

Verbindung setzen.
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S Zusammenfassung

Das Prostatakarzinom (PCa) stellt die zweithdufigste krebsbedingte Todesursache bei
Minnern in Deutschland dar. Seine heterogenen Verlaufsformen erschweren es, eine
optimale Therapieentscheidung zu treffen, denn die derzeit bekannten klinischen und
molekularen Prognosemarker sind trotz intensiver Forschungsbemiihungen nicht
ausreichend in der Lage den Krankheitsverlauf vorherzusagen. Grofle Hoffnungen auf
brauchbare prognostische Marker werden seit ihrer Entdeckung in miRNAs gesetzt,
kleine genregulatorische, nicht-kodierende RNAs. MiRNAs regulieren im Rahmen einer
posttranskriptionellen Inhibierung die Expression einer Vielzahl relevanter Zielgene.
Fir einige miRNAs ist bereits belegt, dass ihre differentielle Expression in
verschiedenen Tumorentititen mit der Genese und in einzelnen Féllen auch mit der

Prognose assoziiert ist.

Diese Arbeit sollte untersuchen, welches globale miRNA-Expressionsprofil in einem
Kollektiv von Hochrisiko-Prostatakarzinomen (HR-PCa) vorliegt und welche miRNAs
im HR-PCa aberrant exprimiert sind. Zudem sollte sie kldren, ob Assoziationen der so
identifizierten miRNAs mit Prognosegruppen des PCa vorliegen. Somit sollten erste
Hinweise auf prognostisch relevante miRNAs und deren mogliche Bedeutung fiir die
Tumorgenese aber auch fiir die Progression des PCa erbracht werden. Hierzu wurde die
Expression von 640 miRNAs mittels Microarray-Analysen in Proben eines HR-PCa-
Kollektivs (n=14) bestimmt wund anschlieBend die Expression von acht
tumorassoziierten miRNAs mittels gRT-PCR in einem erweiterten HR-PCa-Kollektiv
(n=23) evaluiert. Um eine Grundlage fiir weitere molekulare Analysen vorzubereiten,
wurde eine Zielgensuche in drei verschiedenen Datenbanken fiir elf potentielle

Onkomirs durchgefiihrt.

Im Vergleich zum nicht-tumords verdnderten Referenzgewebe wurden mittels
Microarray-Analyse im HR-PCa 52 miRNAs als signifikant unterschiedlich exprimiert
detektiert und es zeigte sich eine ausgepragte Herunterregulation der globalen miRNA-
Expression im HR-PCa. Mit diesen 52 miRNAs konnte in einer Clusteranalyse das
Referenzgewebe von HR-PCa unterschieden werden. Bei 21 tumorspezifischen

miRNAs zeigte sich eine Uberlappung mit Daten bereits publizierter Studien. Hierunter
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fanden sich die als Onkomirs beschriebenen miRNAs miR-let-7a, miR-126 und miR-16
mit jeweils moglichen Zielgenen wie z.B. MAP4K3, EGFR und ESSRA. 15 miRNAs
waren — im Gegensatz zur Expression in Kollektiven mit konventionellem Risikoprofil
— im HR-PCa gegeniiber nicht-malignem Referenzgewebe signifikant unterschiedlich
exprimiert, darunter miR-515-5p mit den vorhergesagten Zielgenen Cl3o0rf34 und
CDCA7. Die vorliegenden qRT-PCR-Analysen zeigten eine deutliche und héufige
Herunterregulation von miR-221, -125b und -29a im HR-PCa. Als mogliche Zielgene
wurden z.B. FOS und IRF2 fiir miR-221, EIF2C2 fiir miR-125b sowie MYBL2 und
TRAF4 fiir miR-29a vorhergesagt. Mit den genannten drei miRNAs konnte das HR-PCa

vom nicht-malignen Referenzgewebe unterschieden werden.

Anhand eines Expressionsprofiles von 24 miRNAs war eine partielle Trennung der
Kollektive nach Gleason-Score mdglich. Die miRNAs miR-147 und miR-515-3p waren
in den Microarray-Analysen in Prognosegruppen nach dem Gleason-Score signifikant
unterschiedlich exprimiert. Eine mittels qRT-PCR determinierte niedrige Expression
von miR-221 konnte mit hohem Gleason-Score assoziiert werden. Die signifikant
unterschiedliche Expression von miR-422a in Prognosegruppen des PCa konnte in den

Validierungsexperimenten nicht bestétigt werden.

Die miRNAs miR-147, miR-515-3p bzw. miR-221 sind mit Blick auf ihr Potential als
Prognosefaktoren Kandidaten fiir weitere Untersuchungen. Als potentielle Zielgene

wurden z.B. RGS3, CDKN1B bzw. FOS/IRF2 vorhergesagt.

Die Bedeutung einzelner miRNAs als mdgliche prognostische Marker sollte in gro3eren
Kollektiven und anhand von funktionellen Untersuchungen weiter geklart werden. Die
vorliegende Arbeit stellt eine Grundlage dar, um in weiterfithrenden Untersuchungen die
hier im HR-PCa aberrant exprimierten miRNAs als brauchbare prognostische Marker
fiir das PCa zu bestitigen und deren molekulare Funktionen im Rahmen der Genese des

HR-PCa zu definieren.
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