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1 EINLEITUNG

1.1 Das Hochrisiko-PCa: eine onkologische Herausforderung

Das Prostatakarzinom (PCa) ist weltweit der hdufigste maligne Tumor des élteren Mannes.! In
Deutschland werden derzeit ca. 60.000 Neuerkrankungen pro Jahr diagnostiziert.2? Durch die
Einfiihrung des Tumormarkers PSA (Prostata-spezifisches Antigen) ist es in den vergangenen
Dekaden zudem zu einer stetigen Zunahme neu diagnostizierter PCa gekommen.+” Durch den
flichendeckenden Einsatz wurde zudem das Diagnosealter nach vorne verlegt, so dass das
PCa nun auch eine Krankheit des jlingeren Mannes geworden ist.*%'3 Die Diagnostik des
Tumors beinhaltet weiterhin die DRU (digital-rektale Untersuchung) und den transrektalen
Ultraschall, die definitive Diagnose wird histopathologisch anhand entnommener Biopsien
gestellt. 416

Das lokal begrenzte PCa wird anhand der bei Diagnosestellung zur Verfiigung stehenden
Parameter (klinisches Tumorstadium, Gleason-Score der Biopsie und PSA-Wert!"-22) in drei

Risikogruppen eingeteilt (siche Tabelle 1).

Niedriges Risiko Mittleres Risiko Hohes Risiko
JJow-risk-PCa“ sntermediate-risk-PCa“ whigh-risk-PCa*
PSA (ng/ml) <10 10-20 > 20
oder
Gleasonscore <6 7 =8
oder
pT-Stadium 1c oder 2a 2b >2c

Tabelle 1: Risikoeinteilung der Prostatakarzinome nach Serum-PSA-Wert, Gleasonscore und pT-Stadium.?’
Jeweils eines der genannten Kriterien muss fiir die jeweilige Risikostufe erfiillt sein.

Wihrend fiir das low- und intermediate-risk-PCa sowohl durch die Strahlentherapie als auch
durch den ,,Goldstandard*“ der radikalen Prostatektomie 5-Jahres-Uberlebensraten von 82 -
97,7% erreicht werden konnen2-, stellt das high-risk-PCa eine Herausforderung fiir den
Behandler dar. Eine verlédssliche Prognoseabschitzung ist anhand der klinischen Parameter
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung nicht moglich.40 Zusidtzlich erschwert das Fehlen

vergleichender randomisierter Studien die Therapieentscheidung dieser Gruppe mit
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heterogenem Progressionsrisiko erheblich.#42 Obgleich die aktuellen Leitlinien derzeit eine
antihormonelle Therapie in Kombination mit einer Radiatio préferieren, gewinnt die radikale
Prostatektomie aufgrund der sehr guten Langzeitergebnisse von kiirzlich verdffentlichten
retrospektiven Analysen zunehmend an Bedeutung. 4344

Ziel der vorliegenden Arbeit ist daher die Identifikation neuer microRNA(miR)-basierter
Biomarker zur Vorhersage der klinischen Progression sowie des PCa-bedingten Versterbens
bei Patienten mit high-risk-PCa. Funktionelle Untersuchungen ausgewéhlter miR-Kandidaten

sollen zudem Aufschluss iiber mogliche zielgerichtete Therapien (targeted therapies) geben.

1.2 Tumorgenese
Im folgenden Abschnitt wird die molekular-onkologische Atiologie und Pathogenese des PCa

unter Beriicksichtigung von Tumorsuppressoren und Onkogenen dargestellt.

1.2.1 Hereditéiire Formen des PCa

Das PCa lésst sich in eine sporadische und genealogisch gehdufte Form unterteilen. Wéhrend
der Teil der sporadischen PCa iiberwiegt (74 %), kann man die genealogisch gehdufte Form
(26 %) noch unterteilen in die familidr gehédufte (81 % der Fille) und die vererbte Form (19
% der Fille).#s Wie bei allen hereditdren Karzinomen (Mamma-, Colon-, Ovarial-Ca) liegt
das durchschnittliche Erkrankungsalter ca. 6-7 Jahre vor dem idiopathischer Malignome. So
sind bis zu 43 % der an erblichen PCa Erkrankten jiinger als 55 Jahre.*>* Aus diesem Grund
sollte bei einem Diagnosealter unter dem 60. Lebensjahr mit oder ohne positive
Familienanamnese an einen erblichen Tumor gedacht werden.* Im letzten Jahrzehnt wurden
zahlreiche Untersuchungen veranlasst, die sich mit chromosomalen Aberrationen und
spezifischen Genloci im PCa befassten. Diese werden angeschuldigt, in familidr gehduften

Féllen des PCas eine Rolle zu spielen und nicht nur auf diese beschriankt zu sein.+

1.2.2 Sporadische Formen des PCa

Die meisten Karzinome der Prostata treten vermutlich sporadisch auf. Wéhrend sie in frithen
Stadien meist euploid sind, liegen in spiteren Stadien oft numerische oder strukturelle
Alterationen vor. Die chromosomalen Verdnderungen wirken dabei unter anderem {iber den
Verlust von Tumorsuppressorgenen, die Aktivierung von Onkogenen sowie durch

mutationsbedingte Gendefekte oder die Regulation von Gen-Expressionsleveln kanzerogen.+
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1.2.3 Verlust von Tumorsuppressorgenen

Fiir hereditire Karzinome propagierte Knudson - basierend auf Studien am Retinoblastom -
Anfang der 70er Jahre die ,,two-hit“~-Hypothese. Er postulierte die funktionelle Inaktivierung
von Genen (Tumorsuppressorgene), deren physiologische Funktion u.a. in der Regulation von
grundlegenden Zellmechanismen liegt und so die Entstehung eines Tumors verhindert. Nach
Knudson liegt bei erblichen Tumoren eine Fehlfunktion oder ein Verlust eines Allels dieser
Gene vor. Initial hilt jedoch das noch intakte zweite Allel des Paares die Funktion aufrecht.
Héufig mutiert das zweite Allel auch, was im kompletten Verlust der physiologischen
Regulation der Tumorsuppressorfunktion resultiert und somit ein Karzinom entstehen ldsst.
Knudsons Hypothese wurde in den letzten Jahren jedoch noch unter Beriicksichtigung
epigenetischer Modifikationsmechanismen abgewandelt. Der Funktionsverlust des
entsprechenden Gens wird folglich nicht nur durch Mutation oder Deletion hervorgerufen.
Auch durch epigenetische Verdnderungen (z.B. Methylierung des Promotors) oder
Beeintrachtigung der biologischen Funktion der Proteinprodukte der Tumorsuppressorgene
ist deren Funktionsverlust moglich.505! Seit Knudsons Arbeit sind eine Vielzahl hereditdrer
Erkrankungen identifiziert worden. Da im Rahmen dieser Einleitung nicht alle
Tumorsuppressorgene besprochen werden konnen, sollen exemplarisch p27kipl und PTEN
vorgestellt werden, welche in direktem Zusammenhang mit der Tumorgenese des PCa stehen.
Der Cyclin-dependent kinase inhibitor 1 B (p27, Kipl), auch bekannt unter der Abkiirzung
CDKNIB kodiert fiir ein Protein, welches der Cip/Kip-Familie der Cyclin-abhingigen-
Kinasen-Inhibitoren angehort. Dieses Protein bindet an cyclin-E-CDK2- oder cyclin D-
CDK4-Komplexe, welche es hemmt. Es nimmt somit Einfluss auf die Zellzyklus-Progression
im Stadium GIl. Oft wird es als Zellzyklus-Inhibitor-Protein umschrieben, weil seine
hauptséchliche Funktion im Stop oder der Verlangsamung des Zellzyklus liegt.’? Interaktionen
von CDKNI1B mit der Serin-Threonin-Kinase AKT1, die eine wichtige Rolle bei Apoptose
und Zellzyklus-Arrest innehat, wurden beschrieben.’> Ebenso wurde eine Korrelation von
CDKN1B-Polymorphismen und dem vermehrten Auftreten hereditdrer PCa festgestellt.>* Die
Regulation von CDKNI1B ist jedoch noch weitgehend unverstanden. Xu ef al. postulierten in
threr Arbeit einen Interaktions-Effekt zwischen CDKNI1B und PTEN (Phosphatase and
Tensin homolog), welche zusammengenommen eine groBere Tumorsuppressorfunktion

aufwiesen als die jeweiligen Gene alleine.
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1.2.4 Aktivierung von Onkogenen

Onkogene sind im Gegensatz zu Tumorsuppressorgenen eine Gruppe von Genen, deren
tiberschieBende Aktivierung zur Entstehung von Malignomen beitrdgt. Alternierende
Expressionslevel verschiedener Onkogene spielen in der Tumorgenese, im Progress und in der
Metastasierung des PCa eine Rolle. Als wichtiges Onkogen konnte HER2/neu, ein Mitglied
der EGF (epidermal growth factor)-Rezeptorfamilie, in vielen Malignomen identifiziert
werden.’¢ Vor allem beim Mammakarzinom wurde seine Funktion in der Pathogenese gut
erforscht und dient als Angriffsziel fiir Therapien.’” Seine physiologische Funktion liegt im
Eingreifen in Zellwachstums- und Differenzierungs-prozesse. Man vermutet, dass HER2/neu
einen ,,orphan receptor* (engl. ,,Waisenrezeptor*) darstellt, da ihn keine bekannten Liganden
der EGF-Familie aktivieren konnen. EGF-Rezeptoren konnen nur unter Ligandenbindung
dimerisieren. HER2/neu wird dabei als bevorzugter Bindungspartner anderer EGF-
Rezeptoren in der Literatur gefiihrt. So wird HER3, ein weiteres Mitglied der EGF-
Rezeptorfamile, im Falle der Aktivierung zum Substrat unter anderem fiir HER2/neu.5* HER2/
neu wird in vielen Malignomen iiberexprimiert vorgefunden, unter anderem im PCa.%:60
Neben HER2/neu wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit c-kit (auch: CD117, KIT oder
Stammzellfaktor-Rezeptor) als weiteres Onkogen bearbeitet. Als Rezeptortyrosinkinase wurde
seine potentielle Rolle als Protoonkogen (inaktive Vorstufe des eigentlichen Onkogens) schon
1987 durch Yarden et al. erkannt.®’ c-kit wird in hdmatopoetischen Stammzellen gebildet,
kommt aber auch in einer Reihe von anderen Zelllinien vor. Sein Ligand, der Stammzellfaktor
(SCF), aktiviert c-kit unter Dimerisierung des Rezeptors. c-kit spielt eine entscheidende Rolle
bei der Differenzierung und Proliferation von Stammzellen und ist an Hamatopoese und
Angiogenese beteiligt. Die klinische Wirksamkeit des Wirkstoffes Imatinib wird zum Teil auf
die c-kit-Tyrosinkinase-hemmende Wirkung zuriickgefiihrt. Vor allem in soliden
gastrointestinalen Tumoren, Mastzell-Erkrankungen und akuten myeloischen Leukidmien
wurden Mutationen dieses Gens beschrieben, aber auch in vielen weiteren Tumorentititen

(u.a. im PCa).%

1.3 Micro-RNAs und ihre Rolle in zellbiologischen Vorgingen
Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit dem Zusammenspiel von microRNAs (miRNAs
oder miRs), ihren regulierten Zielgenen und dem moglichen Zusammenhang dieser

Regulation mit der Tumorgenese, Klinik und Prognose von high-risk-PCa-Patienten. Im
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folgenden Abschnitt wird ein Uberblick iiber die Systematik der miRs und ihre Rolle in
physiologischen und pathologischen Entitdten (unter besonderer Beriicksichtigung des PCa)
gegeben.

Reife miRs stellen eine Klasse natiirlich vorkommender, kleiner nicht-kodierender RNA-
Molekiile dar, deren Lénge etwa 21-25 Nukleotide betrdgt. miRNAs sind komplementér zu
einer oder mehreren mRNAs, an deren 3° untranslatierter Region sie binden. Thre Funktion
besteht weitestgehend in der Regulation der folgenden Translation, auf die sie sich hemmend
auswirken.®? Die erste miRNA, lin-4, wurde von Lee ef al. im Jahre 1993 in C. Elegans-
Spezies entdeckt und lange Zeit fiir eine molekulare Anomalie gehalten, bis im Jahre 2000 die
zweite miRNA, let-7, identifiziert wurde. Anders als lin-4, wurde die Sequenz von let-7
hochkonserviert in einer ganzen Reihe von Organismen beschrieben. Der Begriff der
microRNA wurde dann im Jahre 2001 durch Ambros et al. eingefiihrt.53-¢5 Verschiedene
Datenbanken, z.B. des Sanger-Instituts beschreiben miRNAs ausfiihrlich, mit Eintrdgen zu
Nomenklatur, Zielgenen, Funktionen und Auswirkungen bei verschiedenen Krankheiten
(http://microrna.sanger.ac.uk/sequences/). Bis vor kurzem war die Zahl aller vorkommenden
miRNAs noch mit ca. 500 angegeben.ss Neuere Studien gehen aber davon aus, dass diese Zahl
weitaus hoher, bei etwa eintausend miRNAs, liegt. Dies entspricht etwa 1% des gesamten

humanen Transkriptoms.66

1.3.1 Biosynthese und Funktion von miRNAs

Die Gene, die fiir miRNAs kodieren, sind meist viel ldnger als das Endprodukt in Form der
reifen miRNA. Viele miRNAs liegen in den Introns ihrer Host-Gene und teilen deren
regulatorische Funktion, das primére Transkript, und besitzen ein dhnliches Expressions-
profil. Fiir den Rest der miRNA-Gene, die von ihrem eigenen Promotor transkribiert werden,
sind erst wenige Primértranskripte identifiziert worden. miRNAs werden von der RNA-
Polymerase II als groBe RNA-Vorldufermolekiile, pri-miRNAs genannt, transkribiert und
werden mit Poly-A-Schwanz und 5‘Methylkappe versehen.® Diese in der Nomenklatur als
pri-miRNAs bezeichneten Vorldufer der miRNAs werden im Zellkern von einem
Microprozessorkomplex, bestehend aus dem RNAse III Enzym Drosha und dem
doppelstrangbindenden Protein Pasha/DGCR prozessiert.”’! Die pri-miRNAs sind ungefdhr
70 Nukleotide lang und werden zu unvollstindigen Stammschleifen-Strukturen gefaltet.

Danach werden sie ins Zytoplasma exportiert.
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Beteiligte Strukturen sind hierbei das karyopherin exportin 5 (Exp5) und der Ran-GTP-
Komplex.” Ran (ras-related nuclear protein) ist ein kleines GTP-bindendes Protein, welches
zur RAS-Superfamilie gehort und essentiell flir die Translokation von RNA und Proteinen
durch die Zellkernporen ist.”27* Im Zytoplasma werden die pre-miRNAs mittels des RNAse
III Enzyms Dicer nochmals weiter prozessiert. Hierbei entsteht eine Doppelstrang-miRNA
von etwa 22 Nukleotiden Liange.”>’¢ Die Formation des ,,RNA-induced silencing
complex* (RISC) wird ebenfalls von Dicer katalysiert.”s RISC ist verantwortlich fiir die
Transkriptionsblockade des betroffenen Gens und die RNA-Interferenz, welche héufig als
Folge von miRNA-Expression beobachtet wird.”?

Das Ergebnis der pre-miRNA-Stammschleifenspaltung des Dicer-Enzymkomplexes sind zwei
komplementére kleine RNA-Stringe. Aber nur einer dieser beiden Strdnge wird in den RISC-
Komplex eingebaut. RISC ist ein Ribonukleoprotein-Komplex, welcher Mitglieder der
Argonaut(Ago)-Proteinfamilie enthdlt. Argonaut-Proteine besitzen Exonuklease-Aktivitit
gegen mRNA-Stringe, welche eine Komplementaritit zu der von ihnen gebunden miRNA
aufweisen. Argonaut-Proteine sind auch daran beteiligt, den miRNA-Fiihrungsstrang
auszuwdéhlen und den entsprechenden passageren Strang zu zerstdren.” Der Fiihrungsstrang
wird anhand der 5°-Stabilitdt von Argonaut ausgewahlt, der {ibrig bleibende, passagere Strang
wird als RISC-Komplex-Substrat verwendet.” Der Strang mit der geringeren Stabilitdt der
Basenpaare 2-5 am 5° Ende des Duplex wird vorzugsweise an RISC gebunden und wird so
zur aktiven miRNA.” Nach Integration in den aktiven RISC-Komplex fiihren miRNAs ihre
reglatorische Funktion dadurch aus, das sie an die komplementédre 3° untranslatierte Region
ihrer Ziel-mRNAs binden. Welcher Modus der post-translationalen Modifikation
vorgenommen wird, wird nicht von der Herkunft der hemmenden RNA (siRNA oder miRNA)
bestimmt, sondern vom Grad der Komplementaritit. Wenn die miRNA hochkomplementir zu
threr Ziel-mRNA ist, kann es diese spezifisch spalten. Endogen exprimierte miRNAs sind
normalerweise zu ithren Ziel-mRNAs schwach komplementédr und modulieren den Effekt auf
die Genexpression durch translationale Repression.”

Aufgrund der beschriebenen Funktion von miRNAs konnte gezeigt werden, dass eine
Vielzahl von Genen durch miRNAs in ihrer Expression reguliert werden konnen. Die
beobachtete miRNA-vermittelte Genregulation scheint dabei insbesondere wihrend
Differenzierungsschritten in der Embryogenese eine Rolle zu spielen. Gleichzeitig wurde eine

aberrante Expression verschiedener miRNAs in Tumoren beschrieben.
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1.3.2 Verbindung zu Tumorgenese und Krankheiten - aberrante Expression

Es gibt Hinweise, dass miRNA-Expressionen mit einer groBen Zahl menschlicher
Krankheiten assoziiert sind. Es wurden Verbindungen zu Herzkrankheiten, M. Alzheimer und
M. Parkinson hergestellt.®83 Auch mit Tumorleiden wurden miRNAs in Verbindung gebracht.
Studien, die Expressionsanalysen von miRNA in Tumorgewebe im Vergleich zu tumorfreiem
Referenzgewebe zum Thema hatten, zeigten verdnderte miRNA-Expressionen.’# Eine
GrofBzahl an miRNA-Genen wurden auch oft nahe an karzinomassoziierten Genregionen und
tumorverddchtigen Genloci gefunden. Calin et al. beschrieben erstmals die Verbindung
zwischen miR-15a- /16-1-Expression und einer Tumorerkrankung. Sie zeigten, dass diese
miRNAs in 68% der Fille von chronisch lymphatischer Leukdmie (CLL) herabreguliert
waren. miRNAs konnten sowohl die Rolle eines Onkogens (beispielsweise miRNA-155 und
Mitglieder des miRNA-17-92 clusters), als auch die eines Tumorsuppressor-gens (bspw.

miRNA-15a und miRNA-16-1 im CLL) einnehmen.86:87

1.3.3 miR-205 und miR-221 als funktionelle Genregulatoren im PCa

Expressionsanalysen von miRNAs im PCa zeigten, dass fiir bestimmte miRNAs oft eine
starke Herabregulation beobachtet werden konnte. Eigene Vorarbeiten und verdffentlichte
Studien zeigten eine starke und frequente Herabregulation vor allem von miR-205 und
miR-221 im PCa. Man kann annehmen, dass diese miRNAs eine Funktion in der
Tumorgenese des Karzinoms innehaben, weshalb sie in der vorliegenden Arbeit bearbeitet
wurden. Spahn et al. zeigten, dass die verminderte Expression von miRNA-221 mit einem
aggressiveren Verlauf der Erkrankung und der Metastasierung positiv korrelierte. Die
miR-221 wurde folglich als tumorsuppresive miR beschrieben.® MiRNA-205 scheint in der
Prostata ebenfalls tumorsuppressive Funktion auszuiiben, indem sie u.a. die Protein-Kinase-

Ce herabreguliert.”!

1.3.4 Zukiinftiges Potential der miRs in Diagnostik, Therapie und Prognose des PCa

Obwohl eine grofle Zahl von Studien krankheits- oder prognoseassoziierte Expressionsprofile
von miRNAs zeigen konnten, haben diese bisher noch keinen Einzug in die klinische Nutzung
gefunden. Auch im PCa sind mehrere karzinomassoziierte miRs beschrieben worden. Es
besteht folglich berechtigte Hoffung, dass diese miRs in der Klinik als neue Biomarker eine

Ergdnzung zu bereits etablierter Diagnostik, Therapie und Prognoseeinschitzung des PCa
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darstellen konnten. Sowohl klinische als auch histopathologische Kriterien sind derzeit nicht
ausreichend, um eine individualisierte Therapiesteuerung vorzunehmen, da durch diese
Kriterien indolente Karzinome nicht sicher von aggressiven Tumoren unterschieden werden
konnen. Die bisherige Risikogruppeneinteilung in low-, intermediate- und high-risk-Tumore
ist hierbei unzureichend. Die Risikogruppen sind zudem heterogen beziiglich des Uberlebens.
Deshalb werden fiir das PCa neue Marker zur Identifikation aggressiver Tumore dringend
benotigt. Die in der Grundlagenforschung neu beschriebenen microRNAs konnten - diese
Problematik betreffend - in naher Zukunft als Biomarker zur PCa-Diagnostik und zur
Risikogruppen-identifikation eingesetzt werden.*

Mehrere aktuelle Arbeiten legen nahe, dass vor allem miR-221 im high-risk-PCa stark
herabreguliert ist und somit einen Parameter zur Identifizierung dieser Subgruppe darstellen
konnte.® Als klinischer Prognose- und Hochrisikomarker wire diese miR eine wertvolle
Ergiinzung zu bereits etablierten Parametern und konnte somit nicht nur aggressive Tumore
detektieren, sondern daraus abgeleitet auch dem vermuteten Problem einer Ubertherapie einer
Grofizahl von indolenten Karzinomen begegnen. Zusidtzlich zu dieser diagnostischen und
prognostischen Funktion ergeben sich moglicherweise neue Therapieanséitze mit microRNAs.
Die dem individuellen Krankheitsbild angeglichene Therapie (so genannte ,targeted
therapy *) mit Rekonstitution einer herabregulierten miRNA im Karzinom erscheint moglich.
In Studien konnte gezeigt werden, dass in vitro ein solches Verfahren die Hyperproliferation
von Karzinomzellen revidieren konnte.*

Diese Gentherapie mit microRNAs ist jedoch noch nicht ausreichend evaluiert. Erste Studien,
in denen mit gewebespezifischen Viren die herabregulierte miR-26-Expression in
Leberzellkarzinomen von Maéusen angehoben wurde, sind jedoch vielversprechend.®
Bezogen auf das PCa konnte eine solche Therapie - nach entsprechenden Vorarbeiten- in
Erwégung gezogen werden: Etablierung einer sicheren Methode durch weitere Versuche im
Tiermodell und die Adaptation auf das PCa muss vor einem angedachten Einsatz einer
solchen Gentherapie gewihrleistet werden. Weiterhin sind eventuelle systemische
Nebenwirkungen durch die ubiquitir exprimierten microRNAs bei einem medikamentdsen

Einsatz im Menschen auszuschliessen.
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2 FRAGESTELLUNG / PROGRAMM

Das PCa ist das haufigste Malignom des Mannes. Gleichzeitig ist das PCa als eine heterogen
verlaufende Tumorerkrankung bekannt: selbst high-risk-PCa-Patienten (PSA > 20 ng/mL o.
Gleason-Score > 8 o. cT-Stadium > 2c¢) besitzen nach erfolgter operativer Therapie oftmals
ein geringes Rezidivrisiko, wiahrend ca. 20% identisch klassifizierter Tumorpatienten einen
hochaggressiven Verlauf aufweisen. Mit den klinischen Parametern gelingt es somit nur sehr
schlecht, Patienten mit hohem Risiko préoperativ zu erkennen. Um dieses Problem zu 16sen,
miissen daher hochsensitive klinische Prognosemarker etabliert werden. Gleichzeitig konnten
mit der Erforschung der biologischen Funktionen solcher Biomarker neue Therapieverfahren
entwickelt werden. Sogenannte microRNAs stellen Molekiile dar, welche sich fiir dieses
Vorhaben besonders zu eignen scheinen. MicroRNAs wurden als kleine, nicht-kodierende
RNAs beschrieben, die in ihrer Funktion als posttranskriptionelle Regulatoren in vielen
Organismen eine Rolle in Proliferations- und Differenzierungsprozessen spielen. Abberante
Expressionen verschiedener miRs sind mit der Entwicklung von Karzinomen - inklusive des
PCa - assoziiert worden. So wurde in Vorarbeiten bereits die Unterexpression von miR-205
und miR-221 in Zusammenhang mit der Genese und im Falle der miR-221 auch mit der
Progression des PCa gebracht. Folgende Versuche zur biologischen Funktion dieser miRs

beinhaltet die vorliegende Arbeit:

Versuchsteil 1) Biologische Funktion, Regulation von miR-205 und miR-221 in
PCa-Zellen und Einflussnahme der miRs auf das Zellwachstum
von drei PCa-Zelllinien.

Versuchsteil 2) Expression von miR-205 im primdren PCa, high-risk-PCa und
Assoziation von miR-205-Expression mit klinischen Daten und
Rezidivfreiem Uberleben im Hochrisikollektiv.

Versuchsteil 3) Regulation von Zielgenen durch miR-205 (HER2/neu und
HER3) und miR-221 (c-kit und p27kip1)
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3 MATERIAL UND METHODEN
Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wird der Abschnitt ,Material und Methoden®

kleingedruckt wiedergegeben.
3.1 Material

3.1.1 Zellkulturen

3.1.1.1 Tumorzelllinien
Die Zelllinien CRL1740 (nachfolgend ,,LNCaP*), CRL 1435 (nachfolgend ,,PC3*) und CRL 2505 (nachfolgend
»22RV 1) wurden von der American Tissue Culture Collection (ATCC) bezogen. Ursprung aller oben genannten

Zelllinien war ein Karzinom der Prostata. Die Zelllinie 22RV1 stammte von einem Xenograft (CWR22).

I) LNCaP:

Der LNCaP-Klon wurde 1977 von J.S. Horoszewicz, et al. aus einer Nadelpunktion eines supraklavikuldren
Lymphknotens (Left-Vode Carcinoma of the Prostate) links isoliert. Donor war ein 50 Jahre alter, mannlicher
Kaukasier. Die Zelllinie ist hypotetraploid und zeigt ein klusterartiges Wachstumsmuster. Aulerdem ist die
Zelllinie sehr stark durch 5-alpha-Reduktase im Wachstum und der Saure-Phostatase-Produktion stimulierbar

(stark Androgen/Ostrogen-Rezeptor positiv). Die Verdopplungszeit betrug ca. 36 Stunden.

| Abb. 2: Darstellung der LNCaP-Morphologie im ca. 40- und 90%igen
| konfluenten Wachstumsstadium (Quelle: www.atcc.org).

1) PC3:

Die PC-3 Linie wurde aus einer Knochenmetastase eines Grade-IV-Adenokarzinoms der Prostata eines 62-
jéhrigen ménnliche Kaukasiers acquiriert. Die Zellinie ist triploid mit einer modalen Zahl von 62 Chromosomen.
Etwa 20 Marker-Chromosomen wurden in jeder Zelle gefunden. Schwache Saure-Phosphatase- und
Wachstumsaktivitdt durch 5-alpha-Reduktase ist induzierbar. Die Zelllinie zeigte ein regelhaftes Wachstum, die
Verdopplungszeit betrug ca. 30 Stunden.

Abb.3: Darstellung der PC-Morphologie im ca. 50- und 90%igen
konfluenten Wachstumsstadium (Quelle: www.atcc.org).
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11I) 22RV1:

Die 22RVI1-Linie ist eine humane epitheliale PCa-Zelllinie, die aus dem Androgen-Rezeptor-abhingigen
Xenograft CWR22 isoliert wurde. Sie exprimiert das Prostata-spezifische Antigen (PSA) und ist durch den
Wachstumsfaktor EGF im Wachstum stimulierbar. Schwache Wachstumsaktivitit ist durch 5-alpha-Reduktase-
Zufuhr induzierbar. Die Zelllinie zeigte regelhaftes Wachstum, die Verdopplungszeit betrug ca. 40 Stunden.

3.1.1.2 Zellkulturmediun DMEM

Dieses fiir die oben gennanten Tumorzelllinien verwendete Medium enthielt als Grundlage Dulbecco’s minimal
essential medium, welchem 5 ml Sodium Pyruvat, 5 ml MEM NEAA und 5 ml HEPES zugegeben wurde.Vor
Gebrauch wurden 50 ml 10% fetales Kélberserum (FBS) hinzugegeben. Vor Verwendung wurden alle Medien

auf 37°C erwarmt.

3.1.2. Chemikalien und Biochemikalien

3.1.2.1 Zellkulturreagenzien

Produkt Hersteller
OPTI-MEM GIBCO (Deutschland)
Sodium Pyruvat GIBCO (Deutschland)
MEM NEAA GIBCO (Deutschland)
Trypsin Invitrogen (USA)
TRIzol Invitrogen (USA)
Lipofectamine 2000 Invitrogen (USA)
DMEM High Glucose Medium PAA (Osterreich)
Fetales Kalberserum (10%) PAA (Osterreich)
Dulbecco's PBS PAA (Osterreich)
HEPES PAA (Osterreich)
Trypan-Blau (0,4%) Sigma (USA)

3.1.2.2 Chemikalien fiir Molekularbiologische Experimente

Produkt Hersteller
Alamar Blue® AdB Serotec (UK)
Escherichia coli XL-Blue 01 Agilent (USA)
phRL-TK - Vektor Ambion (USA)
Ampicillin AppliChem (Deutschland)
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Hersteller

TAQMAN UNC

Applied Biosystems (USA)

TAQMAN Micro-RNA Assay (mir 205)

Applied Biosystems (USA)

pre/anti-mir 205

Applied Biosystems (USA)

pre/anti-mir 221

Applied Biosystems (USA)

pre/anti-mir Kontrolle

Applied Biosystems (USA)

TAQMAN Micro-RNA Assay (mir 221)

Applied Biosystems (USA)

Agarose

Biodeal Laboratories (Indien)

Hindlll-Restriktionsenzym

New England Biolabs (USA)

Spel-Restriktionsenzym

New England Biolabs (USA)

1 kb DNA Ladder

New England Biolabs (USA)

NEBuffer 2 (10X)

New England Biolabs (USA)

NEBuffer 4 (10X)

New England Biolabs (USA)

MicroElute Gel Extraction Kit

Omega Bio-Tek (USA)

Agar

Oxoid (UK)

IM-PROM Il Reverse Transcription System

Promega (Deutschland)

Dual Luciferase Reporter Assay System

Promega (Deutschland)

Cell Titer 96

Promega (Deutschland)

T4-DNA-Ligase

Promega (Deutschland)

Rapid Ligation Buffer (2X)

Promega (Deutschland)

pMIRREPORT - Vektor

Promega (Deutschland)

Passive Lysis Puffer

Promega (Deutschland)

Ultra Pure Water

Promega (Deutschland)

HiSpeed® Plasmid Midi Kit

Qiagen (Australien)

SYBR-GREEN

Qiagen (Australien)

Wasserstoffperoxid (H202)

Roth (Deutschland)

Ethidiumbromid Roth (Deutschland)
Ethanol Roth (Deutschland)
Essigsaure Roth (Deutschland)
Tris Roth (Deutschland)

Natriumchlorid (NaCl)

Roth (Deutschland)

EDTA Dinatriumsalz Dihydrat

Roth (Deutschland)

DEPC-H20

Roth (Deutschland)
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3.1.2.3 Oligonukleotide (Primer) fiir gRT-PCR

Material und Methoden

Um die Expression der miR-Zielgene zu untersuchen, mussten Oligonukleotidprimer eingesetzt werden. Die als

Primer bezeichneten Oligodesoxyribonukleotide determinierten dabei den zu kopierenden Sequenzabschnitt,

indem sie an Orten komplementérer Sequenz mit der Ziel-DNA hybridisierten und als Starter fiir die

Polymerisation dienten.

Bezeichnung/Hersteller Sequenz Fluoreszenzmarkierung
GapdH (MWG) for 5 cca gec gag cca cat cgc tc -3 5' SBGH
rev 5°- atg agc ccc agc ctt ctc cat -3°
B-Actin (biomers) for 5% cct ggc acc cag cac aat -3 5 SBG1
rev 5- ggc gat cca cac gga ct -3¢
HER2/neu (biomers) for 5°- gac ctg ctg aac tgg tgt atg -3* 5 SBG1
rev 5% cat ggt tgg gac tct tga cca -3
HER2/neu (Qiagen) als Kit geliefert, siehe www.qgiagen.com 5'SBG1
HER3 (Qiagen) als Kit geliefert, siehe www.giagen.com 5'SBGH

3.1.3 Gerite und Verbrauchsmaterialien

Gerat Modeli(e) Hersteller
Autoklav 3850 EL Systec (Deutschland)
Brutschrank CB 210 WTB Binder (Deutschland)
Cycler / gRT Cycler Primus 96 MWG (USA)
Opticon 2 BIO-RAD (USA)
Digitaldrucker DVP-1200 SEIKO (Japan)
Geldokumentationssystem GelDoc XR BIO-RAD (USA)

Kuvetten UltraVette 70 - 850 ul Roth (Deutschland)
Mikroskop Diavert Leitz (Deutschland)
Monochromator MultiSKAN MS Labsystems (USA)
Photometer Smartspec Pro BIO-RAD (USA)
Réhrchen Polypropylen mit Schraubdeckel, 15-50 Sarstedt (Deutschland)

ml

Eppendorf Réhrchen 2ml Eppendorf (Deutschland)
Sterilbank 0612 PRETTL (Deutschland)
Wasserbad TW12 Julabo (Deutschland)
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Gerat Modeli(e) Hersteller

Zellkultur Kulturschalen/Kulturflaschen Cellstar / NUNC (USA / Deutschland)
Einmal Sterilglaspipette:
2,0-25,0 ml NUNC (Deutschland)
Fuchs-Rosenthal-Kammer Brandt (Deutschland)
Accu-Jet Pro Brandt (Deutschland)

Zentrifuge Biofuge primo Heraeus (Deutschland)
Minifuge Heraeus (Deutschland)
Centrifuge 5415 D Eppendorf (Deutschland)

3.1.4 Software

Software

Access Software for Multiskan

Apple IWork 9

Microsoft Excel Office XP

Opticon 2 Software

Quantity One 4.5.2 (BIO-RAD)

3.1.5 Internetbasierte Datenbanken und Programme

Datenbanken / Programme

NCBI-Homepage (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

Primerdesign (“Genome Database”; http://gdbwww.gdb.org)

Primerbestellung (http://www.biomers.net,http://www.qgiagen.com, http://www.mwg-biotech.com)

Computerassistierte miRNA-Zielgen-Vorraussage (http://www.targetscan.org)

Computerassistierte miRNA-Zielgen-Vorraussage (http://www.microrna.org)

Computerassistierte miRNA-Zielgen-Vorraussage (http:/mirnamap.mbc.nctu.edu.tw)

3.1.6 Primire PCa-Kollektive

Diese Studie wurde vom Ethik-Komitee der Universitidt Wiirzburg bewilligt (no. 59/04) und von allen Patienten

der im folgenden beschriebenen Kollektive lag eine schriftliche Einverstindniserkldrung vor.

3.1.6.1 Beschreibung des Hochrisiko-PCa-Kollektivs (n=89)

Um einen erweiterten Blick {iber die Verteilung von miR-Expressionen im PCa zu erlangen, wurde in dieser

Arbeit die sich stindig erweiternde Hochrisiko-Tumordatenbank (Stand: 16.06.2009) der European multicenter

clinical and translational Prostate cancer research group (EMPaCT) analysiert. Erfasst wurden klinische
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Merkmale, unter anderem das Alter, das TNM-Staging, der Gleason-Score, der praoperative PSA-Wert, der PSA-
und klinische Progress. Auflerdem lag ein langes Follow-Up fiir dieses Patientengut vor. Die Proben lagen in
Form von paraffineingebetteten Geweben entweder von radikalen Prostatacktomiepridparaten oder
Lymphknoten-metastasen (Gewebe mit >90% Karzinomanteil wurde verwendet) oder von Prostata-
Adenomektomiepraparaten (Gewebe mit >80% Adenomanteil ohne Karzinomnachweise wurde verwendet) vor.

Tabelle 3 gibt einen Uberblick iiber das verwendete Kollektiv:

Merkmal n=
Anzahl der ausgewerteten Karzinome 89
Anzahl der ausgewerteten BPH 9
Gewebeeinbettung Paraffin
miR-205-Expression Karzinome (ACt) -7,08 - 4,86 (2 0,60)
miR-205-Expression BPH (ACt) 2,45 - 4,45 (2 3,26)
Alter bei Operation (Jahre) 52-78 (@ 65,8)
Follow-Up-Zeit (Monate) 1-153 (274,2)
Verstorben (Nicht PCa-spezifisch) 13 (nach @ 57 Monaten)
Verstorben (PCa-spezifisch) 11 (nach @ 41 Monaten)
Gleason-Score <6 2 (2,25%)
7 36 (40,45%)

=8 50 (56,18%)
Tumor-Stadium (pT-Stadium) pT2 13 (14,61%)

pT3a 23 (25,84%)

pT3b 38 (42,70%)

pT4 15 (16,85%)
Lymphknotenstatus pNO 56 (62,92%)

pN+ 33 (37,08%)
PSA-Wert préoperativ 20 - 156 (@ 49,6)
PSA-Progress JA 28 (31,46%)

NEIN 61 (68,54%)
Zeitpunkt PSA-Progress (Monate) 4-122 (o 35,21)
Klinischer Progress JA 20 (22,47%)

NEIN 69 (77,53%)
Zeitpunkt klinischer Progress (Monate) 4-113 (@ 33,15)

Tabelle 3: 89 high-risk-PCa und 9 BPH im Uberblick. Reevaluierung der Gleason-Score aller Tumore durch den
Pathologen (P.Strébel, Universitatsklinik Mannheim).

Bei allen Patienten wurde préoperativ eine DRE, ein pelvines CT und Knochenszintigramm durchgefiihrt. Ein

positiver Lymphknotenstatus wurde nicht als Ausschlusskriterium fiir die Aufnahme in das Kollektiv gefiihrt.
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Das Follow-Up wurde unmittelbar nach Operation im 3-monatigen Abstand fiir 2 Jahre vorgenommen,
halbjéhrlich in den drei darauffolgenden und danach jahrlich. PSA-Progression wurde als PSA-Erhohung > 0.2
ng/ml in zwei aufeinander folgenden Follow-Up-Sitzungen definiert. Klinischer Progress wurde entweder als
bewiesenes lokales Wiederauftreten des Karzinoms (Lokalrezidiv) oder nachgewiesene Metastasen in CT oder
Knochenszintigramm definiert. BPH-Proben wurden von Adenomektomie-Patienten mit normalen Serum-PSA-
Werten acquiriert. Ein Karzinom wurde histopathologisch ausgeschlossen.

Bestandteil der Tumorbank sind neun BPH als Referenzgewebe und 89 High-Risk-PCa (préoperativer Serum-
PSA>20ng/pl). Keiner der Patienten erhielt zu irgendeinem Zeitpunkt neoadjuvante- , Hormon- , Strahlen- oder

Chemotherapie.

3.1.6.2 Beschreibung des PCa-Kollektivs aus nativem Frischmaterial (n=16)

Von den innerhalb des Zeitraumes vom 15.04.2008 bis zum 18.07.2008 radikal prostatektomierten Patienten
wurden fiir das folgende Kollektiv 16 zufdllige Praparate ausgewahlt, welche nicht paraffiniert, sondern nativ
eingebettet vorlagen. Mit diesem Material wurden Versuche moglich, die mit paraffiniertem Material
(Hochrisikokollektiv, siche 3.1.6.1) nicht realisierbar wiren. Das Kollektiv war zudem in seiner klinischen
Zusammenstellung rein zufillig und somit zusétzlich als Kontrolle zum spezifischen Hochrisikokollektiv
geeignet. Von diesen 16 Patienten wurden nativ eingebettete Gewebeproben in der Tumordatenbank der
Arbeitsgruppe angelegt. Der zustdndige Pathologe bestimmte aus dem Nativmaterial Tumor- und Normalgewebe
(=tumorfreies Gewebe). Die Gewebeproben wurden anschlieBend im Labor einer RNA-Extraktion wie in 3.2.4

beschrieben unterzogen.

Merkmal n=
Anzahl der ausgewerteten Karzinome 16
Gewebeeinbettung Nativmaterial
Alter bei Operation 61,3 Jahre (50-71)
Gleason-Score <6 3 (18,75%)
7 7 (43,75%)
=8 6 (37,50%)
Tumor-Stadium pT2 6 (37,50%)
pT3a 4 (25,00%)
pT3b 4 (25,00%)
pT4 2 (12,50%)
Lymphknotenstatus pNO 14 (87,50%)
pN+ 2 (12,50%)
Resektionsstatus RO 10 (62,50%)
R+ 6 (37,50%)
PSA-Wert préoperativ 10,9 (3,2 - 39,6)

Tabelle 2: 16 Nativtumoren mit zugehérigen klinischen Daten.
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3.2 Methoden

3.2.1 Sterilisation von Materialien und Losungen

Einmalartikel fiir die Zellpraparation sowie die verwandeten Zellkulturen, wurden steril verpackt gekauft.
Hitzebestdndige Glas- und Plastikmaterialien sowie Losungen wurden durch 25-miniitiges Autoklavieren bei
120°C sterilisiert.

3.2.2 Kultivierung von Tumorzelllinen

Die Tumorzellen wurden in 75¢cm2 Kulturflaschen im oben beschriebenen DMEM (Dulbeccos’s minimal
essential medium) und bei 37°C, 6% CO2 und 95% Luftfeuchte kultiviert. Die Zellaussaat erfolgte in einer
Dichte von 20.000- 30.000 Zellen pro cm?. Bei Erreichen von 80% konfluentem Wachstum (etwa alle 3-4 Tage)
wurden die Zellen abgeldst und subkultiviert, nach Absaugen des Mediums und zweimaligem Spiilen mit PBS
wurden die Tumorzellen mit 3 ml Trypsin (0,05% Trypsin) 5 min bei 37°C inkubiert. Die abgelosten Zellen
wurden in ein 50ml Falkon-Zentrifugationsrohrchen iiberfiihrt und 10 min bei 4°C und 1000 u/min zentrifugiert.
Nach Abnahme des Uberstandes wurden die Zellen in DMEM resuspendiert und die Zellzahl in der Fuchs-
Rosenthal-Kammer bestimmt. Die Tumorzellen wurden im 80%-igen subkonfluenten Wachstumsstadium in die

Versuche eingesetzt. Die Zelllinien wurden so regelméafBig passagiert und nach ca. 20 Passagen verworfen.

3.2.3 Transiente Transfektion der Tumorzelllinien mit microRNA

Die Transfektion von microRNA mit kationischen Lipiden wurde mit precursor- und antago-microRNA sowie
mit precursor- und antago-microRNA-Kontrollen durchgefiihrt. Hierbei wurde mit Lipofectamine 2000
gearbeitet. Im Folgenden wurde die Transfektion fiir ein 6-well-Format beschrieben. Einen Tag vor der
Transfektion wurden die Zellen ausplattiert, sodass sie zum Zeitpunkt der Transfektion zu ca. 70-80 % konfluent
waren (Zellzahl etwa 105 Zellen pro 1 ml). Zur Priparation der microRNA-Lipofectamine- 2000-Komplexe
wurden 20 bis 100 pmol micro-RNA in 100 pl serumfreien Opti-MEM-Medium geldst. In weiteren 100 pl Opti-
MEM-Medium wurden 3 upl Lipofectamine 2000 geldst. Beide Ansdtze wurden 5 min bei Raumtemperatur
inkubiert, anschlieBend zusammengefiihrt und fiir weitere 20 min bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Entfernung
des Serums wurden wahrend dieser Zeit die Zellen einmal mit PBS gewaschen und bis zur Transfektion in PBS
inkubiert. AnschlieBend wurden die microRNA-Lipofectamine-2000-Ansdtze mit Opti-MEM-Medium auf 500
pl aufgefiillt und direkt auf die Zellen gegeben. Nach 12-16 Stunden Inkubation im Brutschrank erfolgte ein
Mediumwechsel, wobei jeweils 2 ml Normalmedium auf die Zellen gegeben wurde. Aulerdem wurde die
Transfektion am gleichen Tag zusitzlich fiir zwei 96-well-Formate durchgefiihrt, die fiir Uberpriifung vitaler
Zellen an Tag 2 und Tag 5 post Transfectionem mittels Monochromator und Testlosung ndtig war (siehe 3.2.6).
Bei der Transfektion im 96-well-Format wurde in Triplikaten transfiziert (nach oben beschriebenem
Standardprotokoll). Die Transfektion erfolgte wie oben beschrieben fiir alle microRNAs und in allen oben

genannten Zelllinien.

3.2.4 RNA-Extraktion und Aufreinigung

Die Isolierung der RNA aus dem Frischmaterial erfolgte 48h post transfectionem in fiinf Schritten. Hierbei
wurde auf eine RNAse-freie Arbeitsumgebung (Wischdesinfektion der Arbeitsflichen mit RNAse-Inhibitor-
Losungen, RNAse-freie Handschuhe) und RNAse-freie Medien und Reaktionsgefaf3e geachtet.

Im folgenden wird das Standardprotokoll fiir die RNA-Extraktion beschrieben.
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(I) Homogenisation: Den Proben wurde pro 50-100mg je 1ml TRIzol zugesetzt.

(II) Phasentrennung: Der Ansatz wurde bei Raumtemperatur fiir 5 Min. inkubiert. Nach Zugabe von 0,2ml
Chlorophorm pro 1ml TRIzol wurde die Probe mindestens 15 sec. lang geschiittelt, nochmals 2-3 Min. bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend zentrifugiert (2-8°C; 12.000g; 15 Min.).

(III) Prizipitation: Nach Abnahme des Uberstandes wurde 0,5ml Isopropanol pro 1ml TRIzol zugegeben und
bei Raumtemperatur 10 Min. inkubiert und geschiittelt. AnschlieBend erfolgte die Pelletierung der Proben
(2-8°C; 12.000g; 10 Min.).

(IV) Waschung: Nach Entfernen des Uberstandes wurde das RNA-Pellet in 1ml 75%-Ethanol

pro 1ml TRIzol gewaschen, kurz geschiittelt und zentrifugiert (2-8°C; 7.500g; 5 Min.).

(V) Auflésung: Nach vorsichtigen AbgieBens des Uberstandes wurde das Pellet luftgetrocknet
(30 Min.), in 50ul RNAsefreiem Wasser gelost und zur volligen Resuspension bei 55-60°C
fiir 10 Min. inkubiert.

3.2.5 Quantitits- und Reinheitskontrolle der Nukleinsiuren
Die Konzentrations- und Reinheitsbestimmung fiir sowohl DNA als auch RNA erfolgte photometrisch bei
260nm und 280nm in einer 1:100-Verdiinnung (Gesamtvolumen 100ul). Als Nullabgleich wurde eine mit

ddH20 gefiillte Kiivette verwendet.

3.2.6 Vitalitatskontrolle der transfizierten Tumorzelllinien (MTS-Assay)

Mittels des ,,Cell Titer 96 Assays* der Firma Promega, das auf Basis des Salzes Tetrazolium
(Methyltetrazoliumsulfat, s.u.) arbeitet, wurde im Monochromator die Anzahl vitaler Zellen als Korrelation zum
Farbumschlag (siche unten) zwei Tage post transfectionem vermessen. Das Cell Titer 96 Assay Reagenz wurde
zundchst in pH 7 gepufferter PBS-Losung im Verhéltnis 1:10 verdiinnt. Zeitgleich wurden die 96-well-Platten
mit den transfizierten Zellen aufbereitet: Das Medium wurde aus allen Vertiefungen entfernt und zwei Mal mit
PBS gespiilt. AnschlieBend wurden pro Vertiefung 100ul der verdiinnten Assay-Losung eingebracht. Die so
préparierten Platten wurden drei Stunden im Inkubator gelagert und deren Absoprtionen anschlieBend bei 490nm

im Monochromator gemessen.

OCH,COOH so; OCH,COOH

QI o¥¥e g

’
= \
N=N.® S CHs N=N

( _ZCHS \H(}\‘S_[Ccm

Hs

MTS —————— Formazan

Abb. 4: Reaktionsbeschreibung des MTS-Salzes und seinem in Zellen umgesetzten Endprodukt Formazan, dessen Absorption bei

490nm vermessen wird. Die Absorption (Farbumschlag) von Formazan ist so direkt proportional zum Anteil lebender Zellen.

Als Referenzwellenldnge wurde 610nm gewihlt, um Hintergrundphdnomene - wie etwa Zellriickstdnde und
andere unspezifische Absorptionen - zu eliminieren. Die Absorptionen wurden mittels der ,,4Ascent Software for

Multiskan “ digitalisiert und in Excel-Tabellen abgespeichert. Zur weiteren Datenverarbeitung siehe 3.2.12.1.
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3.2.7 Polymerasekettenreaktion (PCR) - Allgemeines

Die semiquantitative Amplifikation der untersuchten cDNA-Abschnitte erfolgte mit der

Polymerasekettenreaktion. Diese Methode ermoglichte die in-vitro-Vervielféltigung von Nukleinsduren und

verlduft in drei sich zyklisch wiederholenden Phasen: %

(I) Denaturierung: Durch kurzzeitiges Erhitzen {iber die DNA-Schmelztemperatur (92°C-98°C) hinaus wurde
die DNA-Doppelhelix in Einzelstringe aufgetrennt.

(II) Annealing: Wéhrend des anschlieBenden raschen Abkiihlens (50°C-65°C) banden zwei synthetische
Oligonukleotide (Primer) an ihre komplementiren Sequenzen der DNA-Einzelstringe, welche die zu
amplifizierende Region flankierten.

(III) Elongation: Bei 72°C wurden die beiden DNA-Einzelstringe durch die Tag-DNA-Polymerase in 3’-
Richtung - d.h. in Richtung auf die Zielsequenz - durch Anlagerung der im Reaktionsansatz vorhandenen
Nukleotide (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) zu Doppelstrangen komplettiert.

Um eine exponentielle Zunahme der amplifizierten DNA zu erhalten, wurden die drei Phasen der PCR mehrfach

nacheinander durchlaufen. Unter optimalen Bedingungen verdoppelte sich dabei mit jedem durchlaufenen

Zyklus die Anzahl der synthetisierten DNA-Molekiile. Primerabhingig wurden 30-40 Zyklen durchlaufen.

3.2.8 Reverse Transkription

Die gewonnene RNA musste zuerst in einem Zwischenschritt (= reverse Transkription) in cDNA umwandelt
werden. Die Anwendung der reversen Transkription mit nachfolgender Polymerasekettenreaktion (PCR) zum
Nachweis, bzw. mittels Real-Time-PCR (qRT-PCR) zur Quantifizierung einer spezifischen mRNA, stellt eine
Routinemethode in der Molekular-biologie dar. Die Transkription von mRNA zu ¢cDNA wurde mit Hilfe von
zwei Reverse-Transkriptions-Systemen durchgefiihrt: fiir die zuféllige, komplette Amplifikation des in der Zelle
enthaltenen RNA-Gehalts mittels Random Primern wurde das ,,/m-Prom-II Reverse Transcription System* nach
einem modifizierten Protokoll des Herstellers Promega verwendet. Das Ziel war hierbei, mdgliche Ziel-mRNAs
mittels qPCR und SYBR-GREEN Anregung nachzuweisen. Fiir die Amplifikation der Genabschnitte der
jeweiligen micro-RNA von Interesse wurden die micro-RNA-Assay-Kits fiir micro-RNA 205 und 221 von
Applied Biosystems mit speziellen Primern verwendet, um in der qPCR und FAM-Anwendung die Expressionen
der jeweiligen micro-RNAs zu erfassen. Fiir den Promega-Ansatz wurde die vorliegende RNA auf Ipg/ml
verdiinnt und ad 11,6 pl DEPC-H20 aufgefiillt. Fiir den micro-RNA-Assay-Ansatz wurde die RNA auf 10ng/ml
verdiinnt und ad 50pl DEPC-H20 aufgefiillt. Die Ansidtze fiir die in einem sterilen Eppendorfgefdfien
stattfindende Transkriptionsreaktion erfolgten wie vom Hersteller empfohlen (fiir die Standardprotokolle, siche

Beiheift ,.[m-Prom-II Reverse Transcription System®, Promega, Ausgabe 2009).

3.2.9 Quantitative Real-Time Polymerasekettenreaktion (QRT-PCR)

3.2.9.1 Prinzip der qRT-PCR und Uberblick

Die Real-Time PCR (qRT-PCR) ist eine Vervielfiltigungsmethode fiir Nukleinséuren, die auf dem Prinzip der
herkdmmlichen Polmerasekettenreaktion mit reverser Transkriptase (RT-PCR, 3.2.7-8) beruht und zusétzlich die
Quantifizierung der gewonnenen DNA in Echtzeit moglich macht. Die qRT-PCR ist anderen Methoden der
Expressionsanalyse iiberlegen: Detektion und Analyse eines bestimmten Gentranskriptes erfolgen in der qRT-

PCR unter Ausnutzung der Geschwindigkeit und Sensitivitéit der PCR. 7
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Abb. 5 und 6: Darstellung von Ct-Wert-Bestimmungen. Exponentielle (links) und logarithmische (rechts) Darstellung der der Ct-
Werte. Der Ct-Wert einer Probe entsprach der Anzahl Zyklen (x-Achse), die notig waren, um ein durch den Thresh-
hold (gestrichelte Linie, in diesem Fall 0.013) vorab festgelegtes Fluoreszenz-Niveau (y-Achse) zu erreichen. Je
geringer der Ct-Wert einer Probe, desto hoher war die eingesetzte DNA-Ausgangsmenge. Durch Normalisierung

mittels housekeeping-genes konnte indirekt auf den Genexpressionslevel der Probe geschlossen werden.

Die Quantifizierung erfolgte durch Messung der Fluoreszenzzunahme von einem Farbstoff (z.B. SYBR-GREEN
oder FAM in der vorliegenden Arbeit), der mit seiner positiven Ladung mit der negativ geladenen DNA
interkalierte. Die so mit jedem Zyklus der qRT-PCR zunehmende Fluoreszenz korrelierte also mit der
quantitativen Zunahme der amplifizierten DNA. Als MaB fiir die Quantifizierung wurden die sog. Ct-(=cycle
threshold)-Werte bestimmt. Diese entsprechen der Anzahl der PCR-Zyklen, die notwenig waren, um ein
festgelegtes Fluoreszenz-Niveau (siche Abb. 5 und 6) zu erreichen. Der Ct-Wert verhielt sich somit umgekehrt
proportional zur cDNA-Ausgangsmenge. Diese Methode erlaubt einen indirekten Riickschluss auf das
Expressionsmall bestimmter Gene. Um die relativen Genexpressionslevel zwischen verschiedenen Proben
vergleichbar zu machen, mussten evtl. vorhandene cDNA-Konzentrationsunterschiede der Probe durch
Normalisierung ausgeglichen werden. Dies gelang mithilfe sog. ,iousekeeping-genes®. Diese Gene werden
idealerweise ubiquitdr in jeder Zelle in gleichbleibender Stirke exprimiert. In dieser Arbeit wurden zu diesem
Zweck die Gene GapdH und B-Actin fiir SYBR-GREEN-Anwendungen und RNU6B fiir FAM-Anwendungen

verwendet. Der ,,Threshhold (Schwellenwert) wurde fiir alle Experimente auf 0.015 festgelegt

3.2.9.2 Oligonukleotide (Primer)

Fiir Sequenzen introniiberspannender Primer siehe 3.1.2.3. Falls Primer in Kits geliefert wurden (Qiagen), war
die Sequenz nur dem Hersteller bekannt; in diesem Falle sei auf die jeweilige Hersteller-Website verwiesen.
Folgende Primer wurden in der SYBR-GREEN Anregung verwandt: HER2, HER3, GapdH, B-Actin, jeweils in
einer 1:10 Verdiinnung mit PBS. Die Primer wurden auf eine 100 pmol-Verdiinnung (vom Hersteller im
Datenblatt vorgegeben) eingestellt. Verwendete Primer FAM-Anwendung: pre/anti-miR-205, pre/anti-miR-221,
Kontrollen (5-fach verdiinnte Primer fiir reverse Transkription, 20-fach verdiinnte Primer fiir die qRT-PCR, mit

den in 3.1.2.3 beschriebenen Kits geliefert und fertig angesetzt).
3.2.9.3 qRT-PCR Ansatz und Schmelzkurvenanalyse

Im folgenden werden die Standardansdtze zu den quantitativen real-time-PCR-Versuchen beschrieben

(modifiziert nach Applied Biosystems, Beiblatt 2008).
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(I) Standardansatz fiir Reaktion I (als Doppelansatz):

Standardansatz FAM - Anregung qRT-PCR

Universal PCR Mastermix 22,50ul
DEPC-H20 12,75ul
20x Primer (Assay-Kit) 2,25l
cDNA-Probe 8.00ul

2x22,75ul = 45,50l

Amplifikationsschema fiir (I) im qRT-PCR Cycler (Opticon 2), programmiert mit zugehdrigem Opticon Monitor
2 Programm:

- 95°C fiir 15 Minuten (Initiations-Denaturierung)

- 94°C fiir 15 Sekunden (Denaturierung)

- 60°C fiir 1 Minute (A4nnealing / Elongation, sog. ,,two-step-PCR")

- Platten-Scan

- Wiederholung in 40 Zyklen (AnschlieBend keine Schmelzkurvenanalyse)

(II) Standardansatz fiir Reaktion II (als Doppelansatz):

Standardansatz SBG1 - Anregung qRT-PCR

Quantitect SYBR-GREEN 20,004l
DEPC-H20 12,00l
10x Primer 4,00ul
cDNA-Probe (50ng/ul) 4,00yl

2x22,00ul = 40,00ul

Amplifikationsschema und Schmelzkurzenanalyse fiir (IT) im qRT-PCR Cycler (Opticon 2), programmiert mit
zugehorigem Opticon Monitor 2 Programm:

- 95°C fiir 15 Minuten (Initiations-Denaturierung)

- 94°C fiir 15 Sekunden (Denaturierung)

- 55°C fiir 30 Sekunden (Annealing)

- 72°C fiir 30 Sekunden (Elongation)

- Platten-Scan

- Wiederholung in 40 Zyklen

- Schmelzkurvenanalyse von 74,0 °C bis 90,0 °C, Platten-Scan alle 0,5 °C, Halten fiir 3 Sekunden.

Zur Charakterisierung der wihrend der qRT-PCR in (II) entstandenen PCR-Produkte wurde im Anschluss an die
40 Zyklen der Amplifikation eine Schmelzkurvenanalysen durchgefiihrt.

Smooth — f————

Abb. 7: Charakterisierung der Amplifikationsprodukte mittels Schmelzkurvenanalyse. Bei Erreichen der fiir das gewiinschte
Produkt spezifischen Schmelztemperatur kommt es zu einer starken Abnahme des Fluoreszenzsignals. Unspezifische,

unerwiinschte Nebenprodukte schmelzen meist schon bei geringeren Temperaturen und zeigen sich als zusitzlicher Peak.
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Das Standard-Temperaturprofil zur Schmelzkurvenanalyse begann mit der Einstellung der Temperatur auf 74°C.
AnschlieBend wurde die Temperatur alle 10 sec. um jeweils 1°C schrittweise auf 90°C erhoht. Dabei wurden die
Fluoreszenzsignale der Proben so oft sequenziell gemessen, bis die Zieltemperatur erreicht war. Mit Hilfe der
Schmelzkurven-analyse konnte das spezifische postulierte Amplifikat nachgewiesen werden. Unspezifische

Produkte waren meist kleiner und wiesen eine niedrigere Schmelztemperatur auf.

3.2.10 Agarose-Gelelektrophorese

Die Ergebnisse der in (I) und (II) durchgefiihrten qRT-PCR-Amplifikationen wurden zusitzlich zur
Schmelzkurvenanalyse mittels Gelelektrophorese in 0,9%igem Agarosegel auf unspezifische
Amplifikationsprodukte kontrolliert. Zur Herstellung des Geles wurden 0,9g Agarose in 100ml 0,5x TBE-Puffer
in der Mikrowelle kurz aufgekocht und unter Riihren auf 60°C abgekiihlt. Nach Zugabe von 8ul Ethidiumbromid
wurde die Losung luftblasenfrei in das Gelelektrophoresesystem gegossen. Sobald das Gel auspolymerisiert war,
konnte es in die mit 0,5x TBE-Puffer gefiillte Elektrophoresekammer transferiert werden. Nach Entfernen des
Gelkammes erfolgte die Beladung der Geltaschen. Jeweils 20ul PCR-Produkt wurden mit Sul Ladepuffer
versetzt und in eine der Geltaschen pipettiert. Zur Bestimmung der Fragmentgroe der DNA-Proben wurde eine
leere Tasche mit Sul einer 100bp-DNA-Basenleiter beladen. Bei 120V fiir 40 Min. erfolgte die Auftrennung der
DNA-Fragmente, anschlieBend konnten die DNA-Banden unter UV-Licht sichtbar gemacht und

photodokumentiert werden.

3.2.11 Dual-Luciferase Reporter Assay

3.2.11.1 Allgemeines und Prinzip

Genetische Reporter-Assays werden in der Zellphysiologie standardmifBig eingesetzt, um Genexpression zu
studieren. Duale Reporter, wie sie in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden, erhdhen die Genauigkeit der
Experimente, indem zwei Reporterenzyme in einem System gleichzeitig exprimiert und gemessen werden.
Typischerweise ist der eine ,.experimentelle Reporter mit dem zu messenden Effekt der spezifischen
Bedingungen der Experimente verbunden, wéihrend die Aktivitdt des anderen sog. ,,Kontroll“-Reporters eine
interne Kontrolle mit solider Grundaktivitdt darstellt.®®*® Eine zum Kontrollreporter durchgefiihrte
Normalisierung minimierte die experimentelle Variabilitét in den Experimenten. Mit Hilfe dieser Methode wurde

eine verldssliche Auswertung der experimentellen Daten durch Reduzierung externer Einfiisse ermoglicht.

3.2.11.2 Konstruktion von Reporter-Plasmiden

Fiir die Versuche wurde der pMIR-Report-Vektor der Firma Ambion verwandt.

Primer-Bezeichnung Sequenz

c-kit Spel  for 5°- ctg act agt atg tgg aac aag cct atc agc - 3
HinD lllrev  5°- gta aag ctt tgc ctt tta tat tgg gea gtg - 3°

p27Kip1 Spel  for 5'- ggg tac tag ftc ctt gtt tat cag ata cat cac t - 3
HinD lll rev 5° - ggt aag ctt ttt aaa tga agt atc agc tgt ctc - 3°

Tabelle 4: Darstellung der Primersequenzen fiir c-kit und p27Kip1. Rot unterlegt sind die Ansatzstellen fiir die
Restriktionsenzyme an den multiple cloning sites HinD Il und Spel.
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Die jeweils 512bp und 520bp langen Fragmente der vorausgesagten Zielgene von miR-221, c-kit und p27kip1,

wurden mittels PCR amplifiziert (Protokoll siehe unten). Hierbei wurden die in Tabelle 4 beschriebenen Primer

verwendet,welche die Restriktionsstellen HinDIII und Spel flankierten (rot markiert: Ansatzstellen fiir

Restriktionsenzyme im Klonierungsprozess).

Abb. 8:
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Darstellung der verwendeten Vektoren fiir die Dual-Luciferase-Assay-Versuche (A).

Darstellung der Reaktion der Reaktion der firefly- und renilla-Luciferase (B).

(A) Links dargestellt der pMIR-REPORT-Vektor, in dessen Spel und HinDIII-cloning-sites (rote Késten) die
Gensequenzen kloniert wurden, rechts der pRL-TK Kontrollvektor mit der Renilla-Luciferase (modifiziert nach
Beiheft Promega/Ambion, 2009).

(B) Die Reaktionen der verschiedenen Luciferasen im Vergleich. firefly-Luciferase emittiert bei Aktivierung
Licht mit der Wellenléinge von 560nm, renilla-Luciferase mit einer Wellenliinge von 482nm. Durch die

unterschiedliche Substratspezifitiit ist eine selektive Zuordnung der bioluminiszierenden Reaktion gewihrleistet
(Promega 2006).

Protokoll der spezifischen Amplifikations-PCR:
1) 95°C - 30-60 sec (Denaturierung)
2) 50-65°C - 30-90 sec (Annealing)
3) 72°C - 30-90 sec (Elongation)
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Die erhaltenen Gensequenzen enthielten die 3°UTR der jeweiligen Gen-mRNAs. An den Enden der Gensequenz
waren durch die PCR die Uberhiinge von Spel und HindIII eingesetzt worden, um die Sequenzen in die Vektoren
klonieren zu konnen (siche Abb. 8). Die Promotorsequenzen wurden in kommerziell erhéltliche Plasmide nach
Herstellerprotokoll kloniert. Die Plasmide enthielten als Reportergen die Luciferase des nordamerikanischen
Leuchtkéfers (Photinus pyralis) und zusétzlich ein Resistenzgen gegen Ampicillin (siche Abb. 8). Als
Kontrollreporter-Plasmid diente der pRL-TK Vektor von Ambion, der die Renilla-Luciferase enthielt.!0%-101

3.2.11.3 Transformation von kompetenten Zellen

Die kompetenten Zellen vom Typ E.coli Stamm XL blue-01 wurden auf Eis aufgetaut. Pro Ansatz wurden zu 100
pl Bakteriensuspension 1 bis 5 pl entsprechender Plasmid-DNA pipettiert. Nach einer 30miniitigen Inkubation
auf Eis erfolgte ein so genannter Hitzeschock bei 42°C im Wasserbad fiir 20 Sekunden. Nach erneut zwei
Minuten auf Eis wurde 900 pl warmes LB-Medium (Luria-Broth-Medium) zugegeben und der Ansatz fiir eine
Stunde bei 37°C im Bakterienschiittler inkubiert. Im Anschluss wurden 10 pl der Bakteriensuspension direkt auf
eine Ampicillin-haltige Agarplatte ausplattiert. Die Inkubation erfolgte bei 37°C iiber Nacht. Am néchsten
Morgen wurde mit einer sterilen Impfose eine Kolonie aufgenommen und in 50 ml LB-Medium mit Ampicillin

uberfihrt. Der Ansatz wurde iiber Nacht bei 37°C im Bakterienschiittler inkubiert.

3.2.11.4 Mini- und Midipriparation von Plasmiden

Die Emte der Bakterien erfolgte am nichsten Tag durch Zentrifugation fiir 10 Minuten bei 6000 rpm und 4°C.
Die erhaltenen Pellets wurden entweder bei -20°C gelagert oder sofort aufgeschlossen. Mini- und
Midipréparation unterschieden sich nur in der Menge der eingesetzten Bakterienkultur und der Menge der
verwendeten Losungen. Die Isolierung der Plasmid-DNA erfolgte mit Hilfe des HiSpeed Plasmid Midi Isolation
Kit der Firma Qiagen (nach Herstellerangaben). Dieses System basiert auf einer modifizierten alkalischen
Zelllyse, gefolgt von einer spezifischen DNA-Bindung an eine Anionen-Austauscher-Siule unter geeigneten
Salz- und pH-Bedingungen. AnschlieBend erfolgte noch eine Konzentrations-bestimmung der vorliegenden

Plasmidlésung am UV-Spektrometer.

3.2.11.5 Identifikation durch Restriktionsverdau

Zur Uberpriifung, ob das Plasmid ein bestimmtes Insert enthielt, wurde das Plasmid mit einem oder zwei
Restriktionsenzymen geschnitten. Der Restriktionsansatz wurde entsprechend den Angaben des Herstellers
hergestellt. Nach elektrophoretischer Auftrennung der verdauten Plasmide in einem préparativen,
ethidiumbromidhaltigen 0,8%-igen TAE-Agarosegel (Tris-Acetat-EDTA-Puffer-Agarosegel) erfolgte eine
Beurteilung der erhaltenen Fragmentlédngen unter UV-Licht gegeniiber einem DNA-Standard definierter Grofe.
Zum Vergleich wurden die entsprechenden urspriinglichen DNA-Plasmide und Kontrollplasmide ebenso
behandelt. Die entsprechende Bande im TAE-Agarosegel wurde ausgeschnitten und aufgereinigt (MicroElute
Gel Extraction Kif). Um die Plasmide mit den gewiinschten Inserts auf richtige Basenabfolge zu iiberpriifen,
wurden die Proben an die Firma GATC (Ravensburg) gesandt, welche eine Insertiiberpriifung mittels

Sequenzierung durchfiihrte und danach zuriickschickte.
3.2.11.6 Transfektion

Die Zelllinien LNCaP, PC3 und 22RV1 wurden in Anzuchtplatten mit zwolf Vertiefungen ohne

Antibiotikazugabe angeziichtet. In die Zellen wurden die in 3.2.11.2 beschriebenen Reporter- und
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Kontrollplasmide transfiziert; der Vektor PMIR-Report wurde dabei in der Verdiinnung 50ng/pl und der
Kontrollvektor pRL-TK in 50ng/ul zugegeben. Auflerdem wurden pre-/antago-miR-221 und Kontroll-miRs in

jeden Ansatz kotransfiziert (Protokoll siche 3.2.3). Am Tage nach der Transfektion wurde das Medium erneuert.

3.2.11.7 Pobenaufarbeitung und Luciferase-Assay

Nach erfolgter Transfektion wurden die Zellen 48 Stunden p.T. mit kalter Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS)
gespiilt. Nach Entfernung des PBS wurden die Zellen mit 500 pl Passive Lysis Buffer (PLB) (Promega; in einer
1:5 Verdiinnung mit Ultra Pure Water) pro Well versetzt und fiir 15 Minuten bei Raumtemperatur geschiittelt.
Das erhaltene Zelllysat wurde anschlieBend in ein Reaktionsgeféal} {iberfiihrt und fiir eine Minute bei 20000 rpm
und 4°C zentrifugiert. Fiir die Messung der Luciferase-Aktivitit wurden 20 pl des Zelllysat-Uberstandes in 100
pl vorgelegtes Luciferase-Assay-Reagenz gegeben und in direktem Anschluss im Luminometer Lumat LB 9507
fiir 10 Sekunden vermessen. Diese Arbeit wurde von Frau Katrin Borschert durchgefiihrt. Dabei kam das duale
System des Assays zum Tragen (siche auch Abbildung 8): Das Luciferase-Enzym des Leuchtkéfers Photinus
pyralis (firefly luciferase) ist ein monomeres Protein, das keiner posttranslationalen Prozessierung unterliegt. Die
Luciferase katalysierte die Umsetzung von Luciferin in Gegenwart von Magnesium-Ionen und ATP zu Luciferyl-
AMP, das in einem weiteren Schritt unter Freisetzung von Licht der Wellenlédnge 562 nm oxidiert wurde. Das
Reporterenzym mit der Renilla-Luciferase oxidierte Coelenteraten-Luciferin, wobei Licht der Wellenldnge 482
nm emittiert wurde. Die Bestimmtung der Aktivititen der Reporterenzyme Firefly- und Renilla-Luciferase
erfolgt anhand der Bildung lumineszierender Produkte, wobei die unterschiedliche Substratspezifidt der beiden
Enzyme die selektive Unterscheidung der Lumineszenzreaktionen ermoglicht. Die Normalisierung der Firefly-
Luciferase-Aktivitidt auf die konstitutive Renilla-Luciferase-Aktivitit diente dem Ausgleich experimenteller
Schwankungen. Die Photonen wurden mit Hilfe eines Photomultipliers gezdhlt. Als Rohdaten erhielt ich von
Frau Borschert so genannte relative Lichteinheiten (RLU = relative light units) in Excel-Tabellen, die aus den
direkt gezdhlten Lichtimpulsen berechnet wurden. Die so gemessene Luciferase-Aktivitit wurde von Frau

Borschert auf den Proteingehalt der Proben normiert (fiir die weitere Datenverarbeitung siche 3.2.12.5).

3.2.12 Datenverarbeitung und Statistik

3.2.12.1 Datenverarbeitung des Proliferationsassays (MTS-Test)

Die Proliferationsassays wurden mittels einem Monochromator analysiert. Die vom Monochromator auf den
Computer iibertragenen Daten wurden in Excel importiert. Da in  Triplikaten (drei gleiche Proben in drei
Vertiefungen) transfiziert wurde, wurde von diesen Proben das arithmetische Mittel bestimmt, welches den
Probenwert darstellte. Danach wurde der Quotient Probenwert/Kontrollwert gebildet, um in Prozent
darzustellen, wieviele Zellen in der Probe vital waren. Das arithmetische Mittel von den Ergebnissen an Tag 2

und Tag 5 post transfectionem wurde gebildet um aufzuzeigen, wie viele Zellen etwa an Tag 3 vital waren.

3.2.12.2 Datenverarbeitung der qRT-PCR-Daten

Die wihrend der qRT-PCR aufgezeichneten Rohdaten wurden anschlieBend an die Amplifikation mit der
Software ,,Opticon Monitor 2* ausgewertet. Die erhaltenen Ct-Werte wurden in Excel importiert. Werte, die in
der Schmelzkurvenanalyse oder Gelektrophorese Anhalt gaben, dass artefaktielle Ct-Werte oder unspezifische
Nebenprodukte vorlagen, wurden von der weiteren Verarbeitung ausgeschlossen. Da fiir jede Probe zwei

Reaktionsansitze in jedem Lauf vorbereitet wurden (Doppelansatz), konnte - solange keine artefaktiellen Werte
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oder Nebenprodukte nachgewiesen konnten - auf einen zweiten Lauf verzichtet werden, da fiir jede cDNA-Probe

zwei einwandfreie Ct-Werte vorlagen. Die Weiterverarbeitung der Rohdaten erfolgte in mehreren Schritten:

- Bilden des arithmetischen Mittels der zwei Ct-Werte des Doppelansatzes

- Berechnung der Normalisierungsfaktoren: Normalisierung der Expressionsdaten iiber die Differenz der
Expressionswerte der Housekeeping-Genes p-Actin und GapdH in der SYBR-GREEN-Anregung bzw. RNU6B
in der FAM-Anwendung.

- Errechnen des x-fachen Expressionsverhiltnisses durch die Formel:
27-(ACT(Kontrolle-Normalisiert)-ACT(Probe-Normalisiert)) = relative x-fache Expression

unter Annahme gleicher RNA-Ausgangsmengen und 100%iger Effizienz der qRT-PCR. Diese Art der
Errechnung ist als ,,AACt-Methode* bekannt.

3.2.12.3 Datenverarbeitung in den Primértumor-Kollektiven

Die durch die oben beschriecbenen Methoden acquierierten ACt-Werte wurden in Excel importiert. Die
Expressionsparamter von miR-205 und HER2/neu und HER3 wurden, soweit nicht anders angegeben, als
kontinuierlicher Wert analysiert. Wenn klinische Parameter oder Expressionswerte in Gruppen zusammengefasst
oder dichotomisiert wurden, so wurde dies in der entsprechenden Grafik oder Tabelle kenntlich gemacht und

beschrieben.

3.2.12.4 Datenverarbeitung der Dual-Luciferase-Assay-Daten

Die Rohdaten des Dual-Luciferase-Assays wurden in Excel-Tabellen generiert. Fiir jede Zelllinie und jede
Kotransfektion wurden sechs Messungen analysiert. Hierbei war in den Messungen schon der Quotient aus der
Luminiszenz des Kontrollvektors und des eigentlichen Reporter-Vektors integriert. Von den sechs Messungen

wurde jeweils das arithmetische Mittel ermittelt und als eigentlicher Messwert verwandt.

3.2.13 Statistik

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte hauptsdchlich mit dem Statistikprogramm ,,R“.192 Die Mediane
normalverteilter Daten wurden durch einen zweiseitigen ungepaarten t-Test verglichen. Assoziationen beziiglich
der miR-Expression und klinischen Merkmalen wurden im allgemeinen PCa-Kollektiv (n=16) aufgrund der
kleinen Stichprobenmenge mit dem exakten Test nach Fischer berechnet. Die Analyse des Hochrisiko-PCa-
Kollektivs wurde in Zusammenarbeit mit dem Interdisziplindren Zentrum fiir klinische Forschung (Labor fiir
Microarray-Anwendungen, Leitung: Dr. S. Kneitz, Mitarbeit: Dr. C. J. Scholz) der Universitit Wiirzburg
realisiert. Verschiedene Risikofaktoren wurden in uni- und multivariaten Cox-Regressionsmodellen auf
Assoziationen mit der Zeit bis zum klinischem Progress mit den Bioconductorpaketen survival und BMA
untersucht. 193104 Die Teststirke(,power)-Analyse wurde mit Hilfe des Pakets powerSurvEpi berechnet.!0’
Kaplan-Meier-Kurven wurden mit bindrisierten/dichotomisierten Parametern erstellt; fiir kontinuierliche
Parameter (miR-205-Expression) wurde ein optimaler Schwellwert (mit dem Paket ROC definiert) zur
Binérisierung verwendet.!% Die jeweils geltenden Umrechnungen der Ergebnisse der verschiedenen statistischen
Methoden auf den gebriuchlichen p-Wert wurden im Anschluss an die Berechnungen durchgefiihrt. Das
Signifikanzniveau wurde mit a=5% festgelegt. Alle signifikanten Assoziationen mit einem p-Wert von
0.01=p<0.05 wurden mit einem ,,** gekennzeichnet, alle als hochsignifikant definierten Assoziationen (p<0.01)

mit ,,**.
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4 ERGEBNISSE

Es wurden Untersuchungen zur Bedeutung von miR-205/221 im Rahmen der Genese und
Progression des PCa durchgefiihrt. Die Arbeit wurde gegliedert: zuerst wird auf die
Ergebnisse der miR-205-Experimente eingegangen, nachfolgend werden die Ergebnisse

beziiglich der Bedeutung von miR-221 im PCa beschrieben.

4.1 Die Bedeutung der microRNA-205 im PCa

4.1.1 Die miR-205-Expression in PCa-Zelllinien

Um eine Einsicht in die biologische Funktion von miR-205 in PCa-Zellen zu erlangen, wurde
die Expression in drei verschiedenen PCa-Zelllinien (LNCaP, PC3, 22RV 1) mittels qRT-PCR
analysiert. Abbildung 9 zeigt die relative Expression von miR-205 in PCa-Zelllinien im
Vergleich zu Referenzgeweben. Verglichen wurde die relative miR-205-Expression als ACt-
Werte der Zelllinien mit denen von tumorfreien Referenzgeweben (n=16) und von BPH-

Proben (n=9, Erlduterungen zu den Referenzgeweben: sieche auch 3.1.6.1-2).

9 Expression von miR-205 in PCa-Zelllinien

* |

relative miR-205-Expression (ACt)
0
|

e o

| I I I I
LMCAF FC3 22RV1 Referenzgewebe BFH

Abb. 9: Darstellung der relativen miR-205-Expression in drei PCa-Zelllinien.
Dargestellt ist die Expression in den PCa-Zelllinien LNCaP, PC3 und 22RV1 sowie in
Referenzgeweben (=tumorfreie Prostata, n=16) und in BPH-Proben (n=9, siehe auch 3.1.6.1-2).
Die in der qRT-PCR gewonnenen ACt-Werte fiir die Zelllinien setzen sich aus jeweils sechs
unabhiingigen Messungen zusammen. Die Ermittlung der Werte wird in 3.2.12.2 erklirt.
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Alle Karzinomzelllinien unterscheiden sich signifikant von beiden Referenzgeweben (p-Wert
=<0.01): Am starksten wird miR-205 in der Zelllinie PC3 herabreguliert (ACt-Median:-3,5).
Die Expressionsmediane (ACt: -1) von LNCaP und 22RV1-Zellen waren identisch.
Untereinander unterscheiden sich die Zelllinien jedoch nicht: LNCaP verglichen zu PC3: p-
Wert = 0.0893; 22RV1 verglichen zu PC3: p-Wert = 0.0622. Auch die Mediane der beiden
Referenzgewebe unterscheiden sich nicht (p-Wert = 0.289).

Zusammenfassend ist die miR-205-Expression gegeniiber der tumorfreier Gewebe in allen

drei untersuchten Zelllinien herabreguliert (siche Abbildung 9).

4.1.2 Die Transfektionseffizienz in miR-205 transfizierten PCa-Zelllinien

Aufgrund der beobachteten Herabregulation von miR-205 in den PCa-Zelllinien sollte mittels
transienter Transfektion die Expression von miR-205 ektopisch angehoben und weiter
verringert werden. Um die Transfektionseffizienz zu beurteilen, wurde in den drei Zelllinien
mittels QRT-PCR die Uber- oder Unterexpression von pre- bzw. anti-miR-205-transfizierten
Zellen gemessen. Es wurden jeweils drei untereinander unabhingige Experimente
durchgefiihrt, deren Ergebnisse als arithmetisches Mittel (mit Standardabweichung)
dargestellt sind. Abbildung 10 fasst die gewonnenen Ergebnisse zusammen.

Fir die Transfektion mit precursor-miR-205 konnten folgende Beobachtungen gemacht
werden (siche Abbildung 10A): Transfizierte PC3-Zellen zeigten mit einer relativen
Expression von ACt=19,22 (entspricht einer 610-fachen Uberexpression nach der AACt-
Methode) die stirkste Uberexpression, gefolgt von LNCaP- (ACT=14,73 ; AACt=27,12-fache
Uberexpression) und 22RV1-Zellen (ACT=14,42 ; AACt=21,92-fache Uberexpression).
Abbildung 10B =zeigt Versuche nach antago-miR-205 Transfektion. Die stédrkste
Herabregulation von miR-205 wiesen LNCaP-Zellen mit einem ACt-Wert (p-Wert=<0.01)
von -2,03 auf. Dies entspricht einer 4,08-fache Unterexpression (Berechnung nach AACt-
Methode). Die PC3-Linie zeigt eine starke Unterexpression (ACt=-1,91; p-Wert=<0.01;
AACt=3,76-fache Unterexpression). 22RV1-Zellen zeigten eine Unterexpression von
miR-205 nach der Transfektion mit antago-miR-205 (ACt=0,48; p-Wert=<0.05; AACt=1,39-

fachen Unterexpression).
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Abb. 10: Darstellung der relativen miR-205-Expression in drei mit (A) pre-miR-205 bzw. (B) anti-

miR-205 (griin) und mit Kontroll-miRs transfizierte (gelb) Prostatazelllinien.

Fiir die Berechnung der ACt-Werte 48h post transfectionem, siehe Kapitel 3.2.9. Die
Diagramme zeigen das arithmetische Mittel dreier unabhingiger Experimente mit
Standardabweichung. Signifikanzen im student‘s t-Test wurden mit ** (p=<0.01) und
* (p=<0.05) dargestellt. Den ACt-Werten der Kontrolle wurde zufillig der Wert 1
zugeordnet.

Die Transfektionsexperimente waren somit in allen drei PCa-Zelllinien sowohl fiir die

Transfektion mit precursor-miR-205 als auch mit antago-miR-205 effizient, auch wenn die

beobachete Herabregulation von miR-205 in den antago-miR transfizierten PCa-Zelllinien

weniger stark ausfiel als die precursor-miR-205-vermittelte Uberexpression von miR-205.

4.1.3 Das Zellwachstum von miR-205-transfizierten PCa-Zelllinien

In letzter Zeit konnte in Publikationen eine Funktion von miR-205 in der Regulation der

Proliferation von Karzinomzellen nachgewiesen werden. Um diese Funktion auch in PCa-

Zelllinien nachzuvollziechen, wurde das Proliferationsverhalten in miR-205 transfizierten PCa-

Zellen (LNCaP, PC3, 22RV1) analysiert. Versuchsbeschreibung siche Kapitel 3.2.6
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11 Proliferationsassay - pre-miR-205-Transfektion
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Abb. 11: Darstellung des Zellwachstums von drei Prostatazelllinien unter transienter Trans-
fektion mit pre-miR-205 (gelb) und pre-miR-Kontrollen (griin).
Angegeben sind die Anteile vitaler Zellen in Prozent im Vergleich zu kontrolltransfizierten
Zellen. Jeweils anTag 2 und Tag S post transfectionem wurde der Proliferationsassay mit
MTS-Reagenz und Monochromator durchgefiihrt. Signifikanzen im student‘s t-Test wurden
mit ** (p=<0.01) und * (p=<0.05) dargestellt. Die Abweichungsbalken setzen sich aus der
Standardabweichung der drei durchgefiihrten, untereinander unabhéingigen Experimente

zusammen. Grundlage fiir die Errechnung des Vitalititswertes an Tag 3,5 war das

arithmetische Mittel der Zahlen von Tag 2 und Tag 5 p.T.
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Abb. 12: Darstellung des Zellwachstums von drei Prostatazelllinien unter transienter Trans-
fektion mit anti-miR-205 (gelb) und anti-miR-Kontrollen (griin).
Angegeben sind die Anteile vitaler Zellen in Prozent im Vergleich zu kontrolltransfizierten
Zellen. Jeweils an Tag 2 und Tag S post transfectionem wurde der Proliferationsassay mit
MTS-Reagenz und Monochromator durchgefiihrt. Signifikanzen im student‘s t-Test wurden

mit ** (p=<0.01) und * (p=<0.05) dargestellt. Die Abweichungsbalken setzen

sich aus der Standardabweichung der drei durchgefiihrten, untereinander unabhéngigen
Experimente zusammen. Grundlage fiir die Errechnung des Vitalititswertes an Tag 3,5 war
das arithmetische Mittel der Zahlen von Tag 2 und Tag 5 p.T.
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Wie Abbildung 11 zeigt, fand in allen drei Zelllinien nach transienter Transfektion mit pre-
miR-205 im Vergleich zur Kontrolle eine signifikante Herabsetzung des Anteils vitaler Zellen
im 5-Tageszeitraum statt. Die LNCaP- und PC3-Zelllinien zeigten eine signifikante
Reduktion auf insgesamt 61% (LNCaP) bzw. 68% (PC3) vitale Zellen an Tag 5 post
transfectionem (p-Wert=<0.01). Die Zelllinie 22RV1 weist eine signifikanten Zellreduktion
von 86 % vitaler Zellen an Tag 5 p.T. (p-Wert=<0.05) auf. An Tag 2 p.T. ldsst sich bei
LNCaP- und PC3-Zellen eine Zellreduktion auf 84% (LNCaP) bzw. 93% (PC3) vitale Zellen
beobachten (p-Wert=<0.05). Bei 22RV1-Zellen kann an Tag 2 p.T. keine Zellreduktion der
Zellen beobachtet werden (99% lebende Zellen, p-Wert=0.966).

Es wurden parallele Versuche in anti-miR-205 transfizierten Zellen durchgefiihrt. Die
Ergebnisse in Abbildung 12 zeigen in allen drei Zelllinien im Vergleich zur Kontrolle eine
signifikante Erhohung des Anteils vitaler Zellen im 5-Tageszeitraum. Am deutlichsten
manifestiert sich dies in LNCaP-Zellen: Mit durchschnittlich 157% vitalen, transfizierten
Zellen (p-Wert=<0.01) an Tag 5 p.T. und 115% vitalen Zellen an Tag 2 p.T. (p-Wert=<0.05)
zeigte sie die stirkste Proliferationssteigerung. Die Vitalitdt der transfizierten Zellproben der
Linien PC3 und 22RV1 waren zu vergleichen: wéhrend bei 22RV1-Zellen eine
Proliferationssteigerung der transfizierten Proben von 122 % an Tag 5 p.T. beobachtet werden
kann, féllt die Steigerung in gleichen Proben der PC3-Zelllinie mit 117 % vitalen Zellen an
Tag 5 p.T. geringfiigig schwicher aus (p=<0.01 ). In beiden Zelllinien kann auch an Tag 2 p.T.
Proliferationssteigerungen (22RV1= 112% ; PC3= 113%) beobachtet werden, die jedoch
statistisch nicht signifikant sind (22RV1: p-Wert = 0.384 ; PC3: p-Wert = 0.137).

Diese Proliferationsexperimente zeigen, dass in allen PCa-Zelllinien vor allem durch die
Transfektion mit pre-miR-205 eine signifikante Inhibierung der Proliferation an Tag 5 p.T.

hervorgerufen werden kann.

4.1.4 Die miR-205-Expression im high-risk-PCa

Um eine aberrante miR-205-Expression im primédren PCa zu bestétigen, wurden Proben eines
Hochrisiko-PCa Kollektiv untersucht. Es wurden fiir alle 89 PCa-Proben die miR-205-
Expression mittels qRT-PCR analysiert. Als Referenz dienten neun BPH. Die komplette
Beschreibung des Kollektivs sowie seiner klinischen Daten ist in 3.1.6.1 gezeigt. Abbildung

13 fasst das Ergebnis der miR-205-Expression im Hochrisikokollektiv zusammen.

33



Ergebnisse

13 Die miR-205-Expression in
89 high-risk-PCa und 9 BPH
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Abb. 13: Die miR-205-Expression in 89 high-risk-PCa-Patienten und 9 BPH-Patienten.
Als Boxplots dargestellt ist die relative miR-205-Expression in Form von ACt-Werten aus
den qRT-PCR-Messungen bei 89 PCa-Patienten (links) im Vergleich zu neun BPH-
Patienten (rechts).
Signifikanzen im student‘s t-Test wurden mit ** (p=<0.01) und * (p=<0.05) gekennzeichet.
Signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Boxplots wurden zusiitzlich mit
verbindenden Linien und dem zugehorigen p-Wert gekennzeichnet.

Der Expressionsmedian von miR-205 (Median ACt.c. = 0.82) der 89 Hochrisiko-Patienten
liegt signifikant niedriger als der Expressionmedian der neun BPH-Proben (Median ACtswm=
3.27, p-Wert=<0.01). Ausgehend vom Wert des Expressionmedians der BPH-Proben (Median
ACts= 3.27) weisen 82 PCa-Patienten eine reduzierte Expression von miR-205 auf (ACt <
3.27). Dies entspricht 92% der Patienten. Nach der AACt-Methodik (ACtrumor-ACtKontrolic)?
konnten auch 70 PCa-Patienten (entspricht 78% des Kollektivs) ermittelt werden, die

miR-205 mehr als zweifach herabregulieren (im Vergleich zu BPH-Proben).

4.1.5 Assoziationen zwischen miR-205-Expression und klinischen Daten im Hochrisiko-

PCa-Kollektiv
Um zu untersuchen, inwieweit die miR-205-Expression mit dem Auftreten klinisch wichtiger

Parameter in Verbindung steht, wurde im folgenden die Assoziation verschiedener Parameter

mit der Unterexpression der miR-205 untersucht.
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4.1.5.1 Die Assoziation von miR-205-Expression mit lokaler Metastasierung, pri-
operativem PSA-Wert und dem Alter der Patienten

Die lokale Lymphknotenmetastasierung (pN), der prdoperativen PSA-Wertes und das Alter
der Patienten sind Parameter fiir die PCa-Prognoseabschitzung. Die Ergebnisse in Abbildung
14 zeigen, dass sich die miR-205-Expressionen der oben genannten Parameter signifikant zur
BPH-Expression (p-Wert=<0.01) unterschiedet. Die gewonnenen Ergebnisse zeigen fiir die
untersuchten Parameter untereinander jedoch keine statistisch signifikante Assoziation
(Lymphknotenmetastasierung: p-Wert = 0.2239; prdoperativer PSA-Wert: p-Wert = 0.6106;
préoperatives Alter der Patienten: p-Wert = 0.8636).
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Abb. 14: Assoziation von miR-205-Expression mit lokaler Metastasierung (pN), prioperativem
Serum-PSA (ng/pl) und dem prioperativen Alter der Patienten im Hochrisikokollektiv.
Signifikanzen im student‘s t-Test wurden mit ** (p=<0.01) und * (p=<0.05) dargestellt.
Signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Parametern und der BPH-
Kontrolle wurden mit verbindenden Linien und dem zugehorigen p-Wert gekennzeichnet.

A: Die miR-205-Expression von Tumoren mit lokaler Metastasierung (pN) und von BPH-
Referenzgeweben im High-Risk PCa-Kollektiv.

B: Die miR-205-Expression von Tumoren mit erhéhtem priioperativem Serum-PSA und

von BPH-Referenzgeweben im High-Risk PCa-Kollektiv.

C: Die miR-205-Expression von PCa-Patienten mit hohem préoperativem Alter und von
BPH-Referenzgeweben im High-Risk PCa-Kollektiv.
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4.1.5.2 Die Assoziation von miR-205-Expression mit pT-Stadien und Gleason-Scores
Das klinische Stadium des PCa wird als prognostischer und therapeutischer Parameter fiir das

PCa verwendet, daher wurde das pT-Stadium mit der miR-205-Expression assoziiert.

Die miR-205-Expression in Assoziation zum pT-Stadium Die miR-205-Expression in Assoziation zum Gleason-Score
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Abb. 15: Assoziationen von miR-205-Expression mit verschiedenen pT- (A) und Gleason-Scores. (B)
Signifikanzen im student‘s t-Test wurden mit ** (p=<0.01) und * (p=<0.05) dargestellt.
Signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Parametern und der BPH-
Kontrolle wurden mit verbindenen Linien und dem zugehérigen p-Wert gekennzeichnet.

A: Die miR-205-Expression von PCa-Patienten mit verschiedenen pT-Stadien und von
BPH-Referenzgeweben im High-Risk PCa-Kollektiv.

B: Die miR-205-Expression von Tumoren mit verschiedenen Gleason-Scores und von
BPH-Referenzgeweben im High-Risk PCa-Kollektiv.

Abbildung 15A zeigt, dass die mediane miR-205-Expression in allen pT-Stadien niederiger
als die der BPH-Proben ist. Es konnen pT3 und pT4-Karzinome signifikant vom BPH-
Gewebe getrennt werden (p-Wert=<0.01), pT2-Tumore jedoch nicht (p-Wert = 0.0860).
Tumore mit den Stadien pT3 und pT4 weisen eine stiarkere Herabregulation als pT2-Tumore
auf. Dabei unterscheidet sich die Expressionen von pT2- (n=13) und pT3-Karzinomen (n=61)
signifikant (pT3<pT2, p-Wert=<0.05). Die miR-205-Expression in pT4-Stadien (n=15) ist im
Vergleich zu pT2-Karzinomen (n=13) zwar ebenfalls reduziert, jedoch nicht signifikant (p-
Wert = 0.1160). Ebenso konnten pT3- und pT4-Karzinomen (n=15) nicht signifikant getrennt

werden (p-Wert = 0.3420). Es wird gezeigt, dass eine Unterscheidung zwischen pT3- und
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pT4-Stadium anhand der miR-205-Expresion nicht gelingt. Es konnen nur pT2-Tumore vom
pT3-Tumoren signifikant getrennt werden.

Der Gleason-Score wird als Parameter zur Aggressivititsabschitzung des PCa verwandt.
Auch fiir diesen Parameter wurde mit der miR-205-Expression assoziiert. Die Ergebnisse in
Abbildung 15B zeigen, dass die Gruppen mit den verschiedenen Gleason-Stadien alle
signifikant anhand der Expression von BPH-Gewebe getrennt werden konnen (Gleason
7,9,10: p-Wert=<0.01; Gleason 8: p-Wert=<0.05). Zusammenfassend konnte jedoch gezeigt
werden, dass eine zunehmende miR-205-Unterexpression nicht mit steigenden Gleason-

Scores assoziiert ist.

4.1.5.3 Die Assoziation von miR-205-Expression mit PSA- und klinischem Progress
Verléssliche klinische Marker, die vor invasiver Therapie die Progression eines PCa

zuverldssig voraussagen konnten, werden dringend bendtigt.

Die miR-205-Expression in Assoziation zum klinischen Progress Die miR-205-Expression in Assoziation zum PSA-Progress
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Abb. 16: Assoziation von miR-205-Expression mit PSA- und klinischem Progress.
Signifikanzen im student‘s t-Test wurden mit ** (p=<0.01) und * (p=<0.05) dargestellt.
Signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen Boxplots wurden mit verbindenden
Linien und dem zugehérigen p-Wert gekennzeichnet.

A: Die miR-205-Expression von PCa-Patienten mit und ohne klinischen Progress und von
BPH-Referenzgeweben im High-Risk PCa-Kollektiv.

B: Die miR-205-Expression von PCa-Patienten mit und ohne PSA-Progress und von BPH-
Referenzgeweben im High-Risk PCa-Kollektiv.
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Da die miR-205-Expression mit dem pT-Stadium des PCa assoziiert war, wurden auch
Endpunkte ,klinische* und ,,biochemische* (=PSA)-Progression mit der miR-205-Expression
assoziiert. Das ganze Kollektiv zeigt eine signifikant niedrigere miR-205-Expression als die
von neun BPH-Proben (p-Wert=<0.01). Karzinompatienten, die keine Progression (klinisch
und biochemisch) aufwiesen, zeichnen sich durch eine niedrigere mediane miR-205-
Expression aus als Patienten mit Progression. Dies féllt jedoch in statistischen Tests nicht

signifikant auf (siche Abbbildung 16A/B).

4.1.5.4 Die miR-205-Expression als prognostischer Indikator fiir die Progression des
PCa

Die Beobachtung, dass der miR-205-Expressionsmedian bei progredienten Karzinomen héher
liegt als bei progressionsfreien Patienten (nicht signifikant, siehe 4.1.5.3), bildete die
Grundlage zur Evaluation von miR-205 als moéglichem prognostischen Indikator fiir das
Auftreten von Progression im PCa. Um die Hypothese - aufgrund der miR-205-Expression
kannn moglicherweise das Progressionsrisiko eines PCa vorhergesagt werden - zu iiberpriifen,
wurde das Kollektiv mittels einer ROC-Analyse (receiver operating characteristics) in zwei
Gruppen aufgeteilt (in Zusammenarbeit mit dem [ZKF, Labor fiir Microarray-Anwendungen
unter der Leitung von Dr. S. Kneitz, siehe 3.2.13):

Der Schwellenwert, welcher die Gruppen nach milder (Gruppe A) oder starker (Gruppe B)
miR-205-Unterexpression in Vergleich zu BPH-Gewebe dichotomisierte, wurde mittels einer
ROC-Analyse als ACt = 1.49 festgesetzt. Beide Gruppen wurden in einer Kaplan-Meier-
Uberlebensanalyse auf das Auftreten eines klinischen Rezidivs untersucht.

Die Analyse (siche Abbildung 17) zeigt einen signifikanten Unterschied beziiglich des
progressionsfreien Uberlebens zwischen den beiden Gruppen: Die Ereignisrate fiir das
gesicherte klinische Rezidiv liegt fiir stark miR-205-unterexprimierende PCa (Gruppe B) mit
73,9% nach 113 Monaten signifikant hoher als fiir miR-205 milde unterexprimierende PCa
(Gruppe A) mit 62% im gleichen Zeitraum (log rank test: p-Wert=<0.05). Die Korrelation der
miR-205-Expression und des biochemischen Progresses wurde ebenfalls mittels Kaplan-
Meier-Analysen untersucht. Es zeigt sich, dass die miR-205-Expression und das Ereignis des
PSA-Rezidivs zu korrelieren sind (Daten nicht gezeigt). Dies bedeutet zusammenfassend,
dass nicht etwa eine starke, sondern eine milde Herabregulation von miR-205 signifikant mit

dem friiheren Auftreten klinischer Progression des PCa korreliert.
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17A miR-205-Expression: Verteilung im Hochrisikokollektiv,
Referenzgewebe und Dichotomisierung
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Abb. 17: Uberlebensanalyse von Patienten mit einem high-risk-PCa.

(A) Das Patientenkollektiv wurde nach der miR-205-Expression dichotomisiert (miR-205
schwach = ACt >1,49 und miR-205 stark = ACt < 1,49 herabreguliert, im Vergleich zu tumor-
freiem Referenzgewebe. Dichotomisierung: siche ROC-Kurve).

(B) ROC-Analyse (Reciever operating characteristics) des logistischen Regressionsmodells, in
dem die miR-205-Expression mit dem Ereignis einer Progression des PCa korreliert wurde.
Festlegen des optimalen Schwellenwerts durch Errechnung des Youden-Index (Maximierung
der Sensitivitit und Spezitit).

(C) Kaplan-Meier-Analyse des Hochrisikokollektivs nach erfolgter Dichotomisierung durch
ROC. Die Uberlebenskurven wurden mit dem bioconductor package for survival in R generiert.
Schwache miR-205-Unterexpression war signifikant mit friiherer Progression (klinischer
Progress) des Karzinoms assoziiert (log rank p=0.0316).
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In uni- und multivariaten Cox-Regressionsmodellen wurde die miR-205-Expression und
andere klinische Parameter mit der klinischen Progression des PCa korreliert (siche Tabelle 5
und 6). Die Ergebnisse zeigen, dass miR-205 als kontinuierlicher Parameter univariat getestet

nur marginal signifikant mit dem Progressionsrisiko korreliert (p-Wert = 0.0821).

Parameter Hazard ratio HR min 95% CI HR max 95% CI p-Wert
miR-205 1.2243 0.9746 1.538 0.0821
(kontinulierlich)
miR-205 2.407 0.9937 5.83 0.0517
(dichotomisiert)
praeOP-PSA 1.01428 1.002 1.026 0.0195
(kontinuierlich)
Gleason-Score 2.2818 1.398 3.724 0.000962
(kontinuierlich)
pT-Stadium 3.1297 1.411 6.944 0.00501
(kontinuierlich)
kombinierter pT 2.9486 0.9856 8.821 0.0531
(2a/b vs. 3a/b/4)

Tabelle 5: Univeriate Cox-Regression fiir die Parameter miR-205, miR-205 dichotomisiert
(ACt = 1,49), prioperativer Serum-PSA (ng/ul), Gleason, pT-Stadium, kombiniertes
pT-Stadium (siehe 3.1.6.1). Dargestellt ist weiterhin die jeweilige hazard ratio (HR),

das Konfidenzintervall (CI) und der p-Wert fiir jeden korrespondierenden

Parameter.

Parameter Hazard ratio HR min 95% CI HR max 95% ClI p-Wert
miR-205 1.504823 1.107 2.046 0.00911

(kontinuierlich)
praeOP-PSA 1.020611 1.004 1.037 0.01330

(kontinuierlich)
Gleason-Score 2.209925 1.383 3.5632 0.00092

(kontinuilerich)
kombinierter pT 5.684124 1.688 19.143 0.00503

(2a/b vs. 3a/b/4)

Tabelle 6: Multivariates Modell fiir die aufgefiihrten Parameter in der Cox-Regression.
Nach dem Bayesischen Informationskriterium (BIC) wurde das oben stehende
Modell mit den Parametern miR-205, prioperativem Serum-PSA (ng/pl), Gleason-
Score und kombiniertem pT-Stadium (siehe 4.1.2.4. , BIC = -19.11, posterior pro-
bability = 0.508, Daten nicht gezeigt) als ,,best-fitting-model“ ausgewihlt. Die Tabelle
zeigt auflerdem die jeweilige hazard ratio (HR), das Konfidenzintervall (CI) und
den p-Wert fiir jeden Parameter.

40



Ergebnisse

Dichotomisiert man nun das Patientengut nach ACt = 1.49 in eine miR-205 hoch- und niedrig-
exprimierende Gruppe, so erhoht sich auch die Signifikanz (p-Wert = 0.0517). Weiterhin
marginal signifikant kann univariat ein kombiniert hohes pT-Stadium (pT3a und pT4 in
Kombination) mit dem Auftreten einer Progression korreliert werden (p-Wert = 0.0531),
wihrend das hohe nicht kombinierte pT-Stadium signifikant auffiel (p-Wert=<0.01). Auch ein
hohes prioperatives Serum-PSA und ein hoher Gleason-Score konnen univariat mit dem
Eintritt einer Progression korreliert werden werden (lineare Regression, p-Wert=<0.01). Da
das Ereignis der Progression von mehreren Variablen als nur der miR-205-Expression
abhingig ist, wurde mittels des bayesischen Informationskriteriums ein multivariates Modell
ausgewdhlt. Die Ergebnisse der Cox-Regression dieses multivariaten Modells zeigen, dass
alle ausgewdhlten Parameter hochsignifikant mit Progression des PCa korrelieren. Im
einzelnen waren dies eine hohe miR-205-Expression (p-Wert=0.0091, HR=1.50), ein hoher
praoperativer PSA-Wert (p-Wert=0.01330, HR=1.02), ein hoher Gleason-Score (p-
Wert=0.00092,HR=2.21) und ein hohes kombiniertes pT-Stadium (p-Wert=0.00503,
HR=5.68).

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass eine milde Herabregulation (Gruppe A)
signifikant mit einer fritheren Progression und einem schlechteren prognostischen Oufcome

des high-risk-PCa assoziiert ist.

4.1.5.5 Poweranalyse des Hochrisiko-PCa-Kollektivs

Wie in 4.1.5.5 gezeigt, konnte im univariaten Regressionsmodell (=lineare Regression) der
kontinuierlichen miR-205-Expression nur marginal signifikant mit dem Progressionsrisiko in
high-risk-PCa-Patienten korreliert werden (p-Wert = 0.0821). Das vorliegende Kollektiv mit
89 Patienten kann naturgemif3 nicht die Grundgesamtheit aller PCa-Patienten weltweit
darstellen, sondern muss als Stichprobe gesehen werden. Daher konnte zusétzlich mittels
einer Teststiarke-Analyse (siehe 3.2.13) kalkuliert werden, wie viele weitere Patienten dem
Kollektiv hinzugefiigt werden miissten, um den marginal signifikanten Effekt der
Progressionsrisikoerhdhung der kontinuierlichen miR-205-Expression im high-risk-PCa auch
univariat iiber das Signifikanznivau von o = 5% (p = 0.05) zu heben. Die durchgefiihrte
Poweranalyse zeigt, dass das Kollektiv um 72 Patienten auf eine Grundgesamtheit von 161
vergroflert werden miisste, um die kontinuierliche miR-205-Expression als statistisch

signifikanten Parameter fiir die Progressionsvorraussage des PCa zu bestdtigen.
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4.1.6 HER2/neu und HER3 als mogliche Zielgene von miR-205 im PCa

Um die miR-205-vermittelte Proliferationsinhibierung in PCa-Zellen und die aberrante
miR-205-Expression im PCa in einen biochemisch funktionellen Kontext zu setzen, wurde die
Regulation moglicher Zielgene von miR-205 im PCa untersucht. Eine computerassistierte
Voraussage beweist, dass die Tyrosinkinase HER3 ein Zielgen von miR-205 darstellt (siche
Abbildung 18, Bindungsstelle der miR-205 an Nukleotidposition 287-293 der 3‘UTR der
humanen ERBB3-mRNA). Fir HER2/neu kann computerassistiert jedoch keine
Bindungsstelle an der 3°UTR der mRNA gefunden werden. Die Tatsache, dass miR-205
gemall computerassistierter Voraussage jedoch auch TOB2 (transducer of ERBB2,2) reguliert,
unterstiitzt die Vermutung, dass eine enge funktionale Verbindung zwischen der Expression

von HER2/neu und miR-205 besteht.

18 ERBB3/HER3

mRNA 270 5'-...GGCACUCCUGGAGAUAUGAAGGA...-3* 293

RIRRNE
miR-205 3-GUCUGAGGCCACCU-UACUUCCU-5*

Abb. 18: Mogliche Bindungsstellen von miR-205 an Ziel-mRNA: ERBB3 (HER3)
Internetbasierte Datenbanken berechneten fiir die moglichen Ziel-mRNA
ERBB3 (HER3) Bindungsstellen fiir miR-205 (Ausschnitt aus ,,Targetscan®).
Gezeigt ist der mRNA-Auschnitt von ERBB3 mit Angabe der Nukleotidpositionen des
Ausschnitts. Zwischen dem miR- und mRNA-Ausschnitt sind die miR-Bindungsstellen
eingezeichnet.

Hieraus ergibt sich die Fragestellung, ob eine Inhibierung von HER2 auch in PCa-Zellen mit
aberranter miR-205-Expression zu beobachten ist. Hierzu wurde aus pre- oder antago-
miR-205 transfizierten Zellen und Kontrollzellen 48h post transfectionem RNA aufgereinigt,
welche mittels reverser Transkription in cDNA umgeschrieben wurde. Diese cDNA wurde
dann mittels quantitativer QRT-PCR jeweils auf HER2/neu- und HER3-Expression analysiert.
Fiir den genauen Versuchsaufbau siche Kapitel 3.2.8-9. Im Folgenden wird die Expression

von HER2/neu und HER3 nach transienter miR-205-Transfektion in PCa-Zellen gezeigt.
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4.1.6.1 Die Expression von HER2/neu und HER3 nach pre-miR-205-Transfektion

Um zu untersuchen, ob die Gene HER2/neu und HER3 aufgrund einer Uberexpression von
miR-205 in PCa-Zellen in ihrer Expression inhibiert werden, wurde die Expression dieser
Gene in mit miR-205 transient transfizierten PCa-Zellen analysiert. Abbildung 19 zeigt hierzu
die relative vielfache Expression von HER2/neu und HER3 in precursor-miR-205
transfizierten Zellen im Bezug zu kontrolltransfizierten Zellen (AACt-Methodik, siche Kapitel
3.2.12.2). Am stirksten kann eine HER2/neu-Unterexpression in LNCaP-Zellen festgestellt
werden. Im Vergleich mit pre-miR-Kontroll transfizierten Proben ist die Expression von
HER2/neu in pre-miR-205 transfizierten Zellen 11,54-fach erniedrigt (p-Wert=<0.01).
Geringer, aber immer noch signifikant unterschiedlich, manifestierte sich die aberrante

Expression von HER2/neu dagegen in PC3- und 22RV1-Zellen.

Die Erkenntnis, dass HER2/neu mit HER3 ligandenabhéngig in Verbindung steht und einen
Komplex bildet, wirft die Frage nach Expressionsunterschieden von HER3 in pre-miR-205
transfizierten Prostatazelllinien auf. Abbildung 19B zeigt hierzu die relative vielfache

Expression von HER3 in pre-miR-205 transfizierten Zellen.

19A HER2/neu-Expression 19B HER3-Expression
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Abb. 19: Darstellung der Expression von HER2/neu (A) und HER 3 (B) in pre-miR-205
transfizierten PCa-Zellen.
Die relative HER2/neu-Expression wurde mittels qRT-PCR und AACt-Methode
(siehe 3.2.12.2) ermittelt. Als Kontrolle wurden die Ct-Werte von Kontrollzellen
nach transienter Transfektion mit einer Kontroll-miR verwendet. Fiir die
jeweiligen Zelllinien sind die Mittelwerte von drei unabhéngig durchgefiihrten
Experimenten als x-fache Unterexpressionen dargestellt. Die Standard-
abweichungen sind als Fehlerbalken dargestellt. Signifikanzen im student‘s t-
Test wurden mit ** (p=<0.01) und * (p=<0.05) angegeben.
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In dieser Versuchsreihe zeigt die LNCaP-Linie ebenfalls mit einer 5,48-fachen
Expressionserniedrigung von HER3 in pre-miR-205 transfizierten Proben (p-Wert=<0.01) die
stirkste Reaktion der drei Zelllinien. Die HER3-Expression in PC3-Zellen féllt mit einer
relativen 4,08-fachen Erniedrigung in pre-miR-205 transfizierten Proben im Vergleich mit den
Kontrollen auf (p-Wert=<0.05). Eine relative 2,01-fachen Erniedrigung der HER3-Expression
kann in 22RV1-Zellen unter gleichen Bedingungen beobachtet werden. Im student‘s t-Test
fallt dieser Unterschied jedoch nicht auf (p-Wert = 0.206). Die Ergebnisse zeigen fiir die
Zelllinien LNCaP und PC3 jeweils eine signifikante, miR-205-vermittelte Herabregulation
von HER2/neu und HER3. In 22RV1-Zellen kann zwar eine signifikante Inhibierung der
HER2/neu-Expression beobachtet werden (sieche Abbildung 19A), die beobachtete HER3-
Unterexpression ist jedoch in diesen Zellen nicht signifikant (siche Abbildung 19B).

4.1.6.2 Die Expression von HER2/neu und HER3 nach Transfektion mit antago-miR-205
Da eine ektope Uberexpression von miR-205 eine Herabregulation von HER2/neu und HER3
bewirkte, sollte auch die HER2/neu- und HER3-Expression nach miR-205-Inhibierung mittels

transienter anti-miR-205-Transfektion untersucht werden.
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Abb. 20: Darstellung der Expression von HER2/neu (A) und HER 3 (B) in antago-

miR-205 transfizierten PCa-Zellen.

Die relative HER2/neu-Expression wurde mittels qRT-PCR und AACt-Methode
(siehe 3.2.12.2) ermittelt. Als Kontrolle wurden die Ct-Werte von Kontrollzellen
nach transienter Transfektion mit einer Kontroll-miR verwendet. Fiir die
jeweiligen Zelllinien sind die Mittelwerte von drei unabhéngig durchgefiihrten
Experimenten als x-fache Unterexpressionen dargestellt. Die Standard-
abweichungen sind als Fehlerbalken dargestellt. Signifikanzen im student‘s t-
Test wurden mit ** (p=<0.01) und * (p=<0.05) angegeben.
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Abbildung 20 fasst die antago-miR-205-vermittelte HER2/neu- und HER3-Uberexpression in
anti-miR-205 transfizierten Zellen zusammen: Die gewonnenen Ergebnisse zeigen, dass in
allen anti-miR-205 transfizierten PCa-Zelllinien die Expression von HER2/neu und HER3 im
Vergleich zur Kontrolle erhdht war. Die HER2/neu-Uberexpression war nur in der LNCaP-
Zelllinie statistisch signifikant reguliert, die HER3-Uberexpression in der 22RV1-Linie. Die

geringste HER3-Uberexpression zeigen LNCaP-Zellen.

4.1.7 Die Expression von HER2/neu und microRNA-205 in 16 Nativtumoren

Um die Bedeutung der Regulation von HER2/neu durch miR-205 auch im primiren
Karzinom zu verifizieren, wurde die Assoziation von der HER2/neu-expression und
aberranter miR-205-Expression untersucht. Hierzu wurde auf nativ asserviertes Material eines

allgemeinen PCa-Kollektivs (siehe 3.1.6.2) zuriickgegriffen.

21

RELATIVE X-FACHE EXPRESSION HER2 (BLAU) UND MIR-205 (HELLGRUN) IN NATIVTUMOREN (N=16)
50

38 »&-Kollektiv* ,»B-Kollektiv®

25
* HER2 < 2 fach

X
13 ‘ ‘
0 I I I | | - - - - - -

relative x-fache Expression

-25

-38

-50

Tl T2 T3 T4 T5 Té T7 T8 T9 TIO TII TI2 TI3 TI4 TI5 Tlé

[ x-fache Expression HER2/neu x-fache Expression miR-205

Abb. 21: Die vielfache Expression von HER2 und mir-205 in 16 primiren PCa-Proben.
Die Berechnung der relativen Expression ist in Kapitel 4.14 dargestellt (Seite 64).
Die Proben wurden nach abfallender HER2/neu-Expression aufgetragen. Zu erkennen sind
fiir die jeweilige Gewebeprobe des Tumors (nummeriert von T1-T16) als dunkelblaue Balken die
HER2/neu Expression, als hellgriine Balken die zugehdrige miR-205Expression (AACt). Mit
einem ,,x“ wurden Tumore gekennzeichnet, die regionire Lymphknotenmetastasen (pN+)
aufwiesen.
Auflerdem wurde ein positiv (¢, n=6) und negativ (f, n=4) HER2/neu-exprimierendes
Kollektiv gebildet (sieche Abbildung 22). Tumoren, die HER2/neu um den Faktor <2 exprimierten
(n=6), wurden von dieser Datenverarbeitung ausgeschlossen.
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Die Expression von miR-205 und HER2/neu wird in der Abbildung 21 als relative x-fache
Expression dargestellt (AACt-Methode, Formel und Procedere siehe 3.2.12.2).

Es wurden anhand der miR-205-Expression zwei Subgruppen gebildet, um die inverse
Assoziation von miR-205 und HER2/neu-Expression darzustellen. Das ,,a-Kollektiv*
beinhaltet Karzinome, die HER2/neu mehr als 2-fach iiberexprimieren. Das ,,f-Kollektiv*
enthdlt Karzinome, die HER2/neu mehr als 2-fach unterexprimieren. Bei der Auswertung
zeigt sich im ,a-Kollektiv® durchschnittlich eine 13-fache relative HER2/neu
Expressionserh6hung; die miR-205 Expressionserniedrigung ist in diesen sechs Tumorproben
durchschnittlich 5,27-fach erniedrigt (p-Wert=<0.01, siche Abbildung 22A). Im ,,-Kollektiv*
lasst sich durchschnittlich eine 9,33-fache Expressionerniedrigung von HER2/neu im
Vergleich zu tumorfreien Arealen beobachten; die miR-205- Expression ist im Vergleich zur
durchschnittlichen Expression in tumorfreien Gewebeproben um 2,37-fach erhoht (p-
Wert=<0.01, siche Abbildung 22B).

Beziiglich des gesamten Kollektivs kann durchgehend eine inverse Assoziation von miR-205-
und HER2/neu-Expression beobachtet werden. Die iiberwiegende Zahl (n=12) der Tumoren
weisen eine Unterexpression von miR-205 und eine Uberexpression von HER2/neu auf. Von
diesen Tumoren weisen jedoch nur sechs eine mehr als 2-fache Uberexpression von HER2/
neu auf. Weiterhin wird gezeigt, dass in allen Tumoren, die eine positive HER2/neu

Expression aufweisen, eine negative miR-205 Expression beobachtet werden kann (n=6).
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M x-fache Uberexpression HER2 x-fache mir-205-Expression [ x-fache Unterrexpression HER2 x-fache mir-205-Expression

Abb. 22: Die durchschnittliche Expression von HER2/neu und miR-205 in den Kollektiven ,,a“ (25A) und
,B* (25B).
Die Berechnung der relativen vielfachen Expression ist in Kapitel 4.14 dargestellt (Seite 64).
Signifikanzen im student‘s t-Test wurden mit ** (p=<0.01) und * (p=<0.05) dargestellt.
Die Abweichungsbalken setzen sich aus der Standardabweichung der Expressionsdaten der
zwolf Tumorproben (Proben: T1-T6 und T13-T16) zusammen.
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Die erfassten miR-205 Expressionswerte des gesamten Studienkollektivs korrelieren jedoch
nicht mit der Intensitit der HER2/neu Expression (Korrelationskoeffizient nach Bravais und
Pearson: -0.26 , p-Wert (einseitig) = 0.3111). Die HER2/neu Expressionsspanne reicht von
43-fach erhoht (T1) bis 48-fach erniedrigt (T16) im Vergleich zum tumorfreien
Referenzgewebe. Die miR-205 Expression bewegt sich im Rahmen von 8-fach erniedrigt (T4)
bis 4-fach erhoht (T16) im Vergleich zur durschnittlichen miR-205 Expression in
makroskopisch tumorfreien Gewebearealen (relative Angaben fiir HER2/neu und miR-205,
siche Formel 3.2.12.2). Zusammenfassend lésst sich feststellen, dass in den 16 untersuchten
primdren PCa-Proben im Vergleich zum tumorfreien Referenzgewebe die HER2/neu-
Expression invers mit der miR-205-Expression assoziiert ist. Die Intensitdt der miR-205 und

HER2-/neu-Expression korreliert nicht signifikant.

4.1.7.1 Der Vergleich der HER2/neu-Expression mit klinischen Merkmalen im Nativ-
material

Im vorgestellten Kollektiv wurden Assoziationen zwischen klinischen Daten und dem
Expressionsstatus von HER2/neu untersucht. Hierzu wurden klinische Daten des Kollektivs
(n=16) in eine Niedrig/Mittelrisikogruppe und Mittel/Hochrisikogruppe eingeteilt (siche
Tabelle 6), um eine risikoabhéngige Auswertung zu ermoglichen. Die Ergebnisse zeigen fiir
keinen der untersuchten Parameter statistisch signifikante Assoziationen zur HER2/neu-

Expression in den einzelnen Tumoren (siehe Supp. Abbildung 1, Appendix).

Merkmal Gruppel - Niedrig- bis Gruppe2 - Mittel- bis
Mittelrisikokarzinome Hochrisikokarzinome
Gleason-Score 5,6 und 7 (maBig differenziertes PCa) 8,9 und 10 (gering differenziertes PCa)
pT-Stadium 1 und 2a/b/c (lokal begrenztes PCa) 3a/b/c und 4 (lokal fortgeschrittenes
PCa)

PSA-Wert PSA<10 ng/di PSA>10 ng/dl
Freies PSAin % FPSA<10% FPSA>10%
Lymphknotenstat NO N+
us
Resektionsstatuts RO R+

Tabelle 6: Risikogruppeneinteilung in Niedrig- bis Mittelrisiko- und Mittel- bis
Hochriskiko-Tumore im allgemeinen PCa-Kollektiv (n=16)
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4.2 Die Bedeutung der microRNA-221 im PCa
In aktuellen Studien konnte gezeigt werden, dass miR-221 haufig im PCa herabreguliert ist.

Aus diesem Grund war es ein Ziel der Arbeit, die biologische Bedeutung der miR-221 in PCa-

Zellen zu untersuchen.

4.2.1 Die miR-221-Expression in PCa-Zelllinien

Zuerst sollte der Frage nach der basalen miR-221-Expression in den verwendeten Zelllinien
im Vergleich zu BPH- und tumorfreiem Referenzgewebe nachgegangen werden. Hierzu
wurde die relative Expression von miR-221 der Zelllinien in Form von ACt-Werten gegen die
miR-221-Expression von 16 tumorfreien Prostatageweben (=Referenzgewebe) und neun BPH
-Proben verglichen. Abbildung 23 =zeigt die Expressionsunterschiede als Boxplots

Erlduterungen zu den Referenzgeweben: siehe auch 3.1.6.1-2).

23 Expression von miR-221 in PCa-Zelllinien

““ = =
=
P

| | | | |
LNCaP PC3 22RW1 Referenzgewebe BPH

relative miR-221-Expression (ACt)

Abb. 23: Darstellung der relativen miR-221-Expression in drei PCa-Zelllinien.
Dargestellt ist die miR-221 Expression in 16 Referenzgeweben (= tumorfreie Prostata, siehe
auch 3.1.6.2) und in neun BPH (siehe auch 3.1.6.1). Die in der qRT-PCR gewonnenen ACt-
Werte fiir die Zelllinien setzen sich aus jeweils sechs unabhiingigen Messungen zusammen.
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MiR-221 ist in PC3-Zellen mit einem Expressionsmedian von ACtpc; = -6,17 herabreguliert.
Die miR-221-Expression dieser Zellen unterscheidet sich signifikant von den miR-221
Expressionsmedianen ACtreferenzgewebe = 3,233 und ACtgpy = 3,155 (p-Wert fiir PC3-Zellen
verglichen mit Referenzgewebe und BPH jeweils <0.01). Die miR-221-Expression in LNCaP-
Zellen kann mit einem Expressionsmedian von ACtincar = -3 ebenfalls signifikant (p<0.01)
von der Expression der Referenzgewebe getrennt werden. 22RV1-Proben weisen einen
durchschnittlichen Expressionsmedian von ACtxnrvi = -0,833 auf und unterscheiden sich
signifikant sowohl vom Expressionsmedian der BPH-Proben als auch vom Expressions-
median der Referenzgewebe (p-Wert von jeweils <0.01). Die Expression von miR-221 kann
auch zwischen den Zelllinien statistisch getrennt werden: PC3 weist eine stidrkere miR-221
Unterexpression im Vergleich zu LNCaP-und 22RV1-Zellen auf (p-Wert jeweils <0.01).
Zusammengefasst weisen alle untersuchten PCa-Zelllinien eine signifikant erniedrigte
miR-221-Expression auf. Die Zelllinie PC3 weist dabei die stirkste Herabregulation von

miR-221 auf.

4.2.2 Das Zellwachstum von miR-221-transfizierten PCa-Zelllinien

Aktuelle Literatur berichtet von miR-221-vermittelter Proliferationsinhibierung bzw. -
aktivierung in verschiedenen Tumorentititen. Aus diesem Grund wurde mittels MTS-Assays
die miR-221-vermittelte Modulation des Zellwachstums von PCa-Zellen untersucht.
Abbildung 24 zeigt die Proliferationsinhibierung pre-miR-221-transfizierter PCa-Zellen (zum
Versuchsautbau des MTS-Proliferationsassays siehe Abschnitt 3.2.6). Wie Abbildung 24
zeigt, kann in PC3-Zellen die stirkste Abnahme der Proliferation (35% vitale Zellen an Tag 5
p. T, p-Wert=<0.01) nach pre-miR-211-Transfektion beobachtet werden. Zellen der Linie
LNCaP und 22RV1 zeigen an Tag 5 p.T. eine Reduktion auf 66% (LNCaP, p-Wert=<0.05)
bzw. 92% (22RV1, p-Wert=0.212) vitaler Zellen. An Tag 2 p.T. zeigt LNCaP eine Reduktion
auf insgesamt 82% (LNCaP, p-Wert=0.035) vitale Zellen. PC3- und 22RV1-Zellen zeigen
keine signifikante Reduktion an Tag 2 p.T.. PC3: 94% vitale Zellen (p-Wert =0.226), 22RV1:
95% vitale Zellen (p-Wert = 0.354).

Die transiente Transfektion mit precursor-miR-221 ruft somit in LNCaP und PC3-Zellen eine

signifikante Inhibierung der Proliferation an Tag 5 p.T. hervor.
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24 Proliferationsassay - pre-miR-221-Transfektion
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Abb. 24: Darstellung des Zellwachstums von drei Prostatazelllinien unter transienter Trans-
fektion mit pre-miR-221 (gelb) und pre-miR-Kontrollen (blau).
Angegeben sind die vitalen Zellen in Prozent im Vergleich zu kontrolltransfizierten
Zellen. Jeweils an Tag 2 und Tag 5 post transfectionem wurde der Proliferationsassay mit
MTS-Reagenz und Monochromator durchgefiihrt. Signifikanzen im student‘s t-Test wurden
mit ** (p=<0.01) und * (p=<0.05) dargestellt. Die Abweichungsbalken setzen sich aus der
Standardabweichung der drei durchgefiihrten, untereinander unabhiéingigen Experimente
zusammen. Grundlage fiir die Errechnung des Vitalititswertes an Tag 3,5 war das
arithmetische Mittel der Zahlen von Tag 2 und Tag 5 p.T. (hierzu siehe Kapitel 3.2.6).
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4.2.3 c-kit und p27Kkip1 als Zielgene von miR-221

Durch die oben beschriebenen Experimente wurde gezeigt, dass PCa-Zellen durch
Heraufregualtion der miR-221-Expression in ihrer Proliferation gechemmt werden. Dies ldsst
die Vermutung zu, dass miR-221 Gene reguliert, die in die Proliferation der Tumorzelle
eingreifen. Aktuelle Veroffentlichungen beschreiben die Gene c-kit und p27kipl als mogliche
Zielgene von miR-221 im PCa. Computerassistiert konnen verschiedene Internetdatenbanken
(hier ein Ausschnitt aus ,,Targetscan®) fiir die 3° UTR der mRNA von c-kit an
Nukleotidpositionen 1030-1036 (siche Abbildung 25) und 1959-1965 zwei mogliche
Bindungsstellen mit miR-221 vorhersagen. Fiir das Gen p27kipl konnen die Datenbanken fiir
die miR-221 an den Nukleotidpositionen 202-208 (siche Abbildung 25) und 275-281 der
p27kipl-mRNA mogliche Bindungsstellen fiir miR-221 determinieren.

p27kip1 kit2
mRNA 182 5'-...UGCCUCUAAAAGCGUUGGAUGUAGCA...-3° 208 mRNA 1015 5-...UUAGUUUGGAUUCUUAUGUAGCA...-3° 1037
11 IRRRER IRRRER
miR-221 3‘-CUUUGGGUCGUCUGUUACAUCGA-5° miR-221 3‘-CUUUGGGUCGUCUGUUACAUCGA-5°

Abb. 25: Maogliche Bindungsstellen von miR-221 an Ziel-mRNAs.
Internetbasierte Datenbanken berechneten fiir die moglichen Ziel-mRNAs p27kip1 und
c-kit Bindungsstellen fiir miR-221 (oben: Ausschnitt aus ,, Targetscan*).
Gezeigt ist der jeweilige mRNA-Auschnitt von p27kip1 und c-kit mit Angabe der
Nukleotidposition des jeweiligen Ausschnitts. Zwischen dem miR- und mRNA-Ausschnitt sind
die miR-Bindungsstellen eingezeichnet.

Aus diesem Grund wurde fiir beide Zielgene ein Luciferase-Assay angefertigt, um die
vorhergesagte Bindung zwischen dem Zielgen und miR-221 funktionell nachzuweisen. Fiir

den genauen Experimentablauf siehe 3.2.11.1 bis 3.2.11.7.

4.2.3.1 Die Regulation von c-kit in miR-221 kotransfizierten Prostatazelllinien
Wihrend die Bindung von miR-221 an die 3°UTR der p27kipl-mRNA in PCa-Zellen bereits
nachgewiesen wurde, konnte bisher kein solcher Nachweis fiir eine direkte Interaktion

zwischen miR-221 mit der c-kit-mRNA erbracht werden. Abbildung 26A und 26B zeigt die
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durchschnittliche Luciferaseaktivitidt des c-kit-Vektors der drei PCa-Zelllinien als Quotient

mit der Renilla-Luciferaseaktivitat des Kontrollvektors nach Kotransfektion mit miR-221.

26A
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Abb. 26: Analyse der c-kit-Regulation durch Messung der Luciferase-Aktivitit mittels Dual-Reporter-
Assay in den drei Prostatazelllinien LNCaP, PC3 und 22RV1, kotransfiziert mit (A) precursor-

miR-221 bzw (B) antago-miR-221.

Die Ordinate stellt die Luciferaseaktivitiit als Quotienten der Luminiszenz des c-kit-Vektors zur
Luminiszenz des Renilla-Kontrollvektors dar. Dargestellt ist die Luciferaseaktivitiit in den
Zelllinien LNCaP (gelb), PC3 (rot) und 22RV1 (griin) und mit Kontroll-miRs kotransfizierte
Zellen (blau). Fiir die Luciferaseaktivitit der Kontrollzellen wurde zufillig ein Wert von
1=100% festgelegt. Die Fehlerbalken setzen sich aus der Standardabweichung aus fiinf
unabhéingigen Versuchen zusammen. Signifikanzen im student‘s t-Test wurden mit ** (p=<0.01)

und * (p=<0.05) dargestellt.

Vergleicht man die einzelnen Zelllinien, wird bei Kotransfektion mit pre-miR-221 die stérkste

Depression der Luciferaseaktivitit mit einer durchschnittlichen Abnahme von 48% in 22RV1-

Zellen beobachtet (p-Wert=<0.01). In LNCaP- und PC3-Zellen wird eine durchschnittliche

Abnahme der Luciferaseaktivitit von 34% (LNCaP) bzw. 21% (PC3) registriert (p-Wert

jeweils <0.01, siehe Abbildung 26A). Durch die Inhibierung der endogenen miR-221-

Funktion nach Kotransfektion mit antago-miR-221 zeigt sich in 22RV1- und LNCaP-Zellen

keine signifikante Verstirkung der Luciferaseaktivitit. Eine schwache, statistisch signifikante

Erhéhung der Luciferaseaktivitit ldsst sich jedoch in der PC3-Zelllinie beobachten (p-

Wert=<0.05, siche Abbildung 26B). Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass nach

Kotransfektion mit pre-miR-221 eine effektive Bindung zwischen miR-221 und des 3‘UTR-

Bereich des c-kit-Vektors exisitert.
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4.2.3.2 Die Regulation von p27Kip1 in miR-221 kotransfizierten Prostatazelllinien
Abbildung 27A/B zeigen die Luciferaseaktivitit des p27kipl-Vektors (als Quotient zur
Luminiszenz des Renilla-Kontrollvektors) in den einzelnen Zelllinien, jeweils fiir die
Kotransfektion mit precursor-miR-221 (27A) und mit antago-miR-221 (27B).

In pre-mir-221 kotransfizierten Zellproben zeigen alle drei Zelllinien eine signifikante
Herabsetzung der Luciferaseaktivitit beziiglich des p27kip1-Vektors, vergleicht man sie mit
den Kontrollen (sieche Abbildung 27A): LNCaP: 76%ige , 22RV1: 69%ige, PC3: 23%ige
Herabsetzung der Luciferaseaktivitit (p-Wert jeweils<0.01).

27A 27B
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Abb. 27: Analyse der p27kip1-Regulation durch Messung der Luciferase-Aktivitit mittels Dual-Reporter-
Assay in den drei Prostatazelllinien LNCaP, PC3 und 22RV1, kotransfiziert mit (A) precursor-
miR-221 bzw (B) antago-miR-221.

Die Ordinate stellt die Luciferaseaktivitiit in % als Quotienten der Luminiszenz des p27kip1-
Vektors zur Luminiszenz des Renilla-Kontrollvektors dar. Dargestellt ist die Luciferaseaktivitit
in den Zelllinien LNCaP (gelb), PC3 (rot) und 22RV1 (griin) und mit Kontroll-miRs ko-
transfizierte Zellen (blau). Fiir die Luciferaseaktivitit der Kontrollzellen wurde zuféllig ein Wert
von 1 =100% festgelegt. Die Fehlerbalken setzen sich aus der Standardabweichung von fiinf
unabhiingigen Messungen zusammen. Signifikanzen im student‘s t-Test wurden mit ** (p=<0.01)
und * (p=<0.05) dargestellt.

In antago-miR-221 kotransfizierten PCa-Zellen lassen sich folgende Beobachtungen machen:
LNCaP-Zellen zeigen keinen Unterschied der Luciferaseaktivitdt im Hinblick auf p27kipl.
PC3- und 22RV1 Zellen weisen eine erhohte Luciferaseaktivitit von 29% (PC3, p-
Wert=<0.01), bzw. 25% (22RV1, p-Wert=<0.05) auf.

Diese Beobachtung lassen auf eine effektive Bindung zwischen der miR-221 und der 3‘UTR

des p27kip1-Vektors - vor allem nach Kotransfektion mit pre-miR-221 - schlieen.
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5 DISKUSSION

Die Prostata stellt die hiiufigste Malignomlokalisation des Mannes dar. Die Atiologie und die
molekularen Ursachen der Tumorgenese dieses Karzinoms sind dabei bis heute nur teilweise
bekannt. MicroRNAs, die in den letzten Jahren entdeckt wurden, sind posttranslationale
Regulatoren der Genexpression und spielen offensichtlich eine wichtige Rolle bei der
Entstehung und Progression von vielen Malignomen. Seit der Erstbeschreibung im Jahre 1993
wurden fiir fast alle Karzinomarten Arbeiten zur Bedeutung der miRs in deren Tumorgenese
vorgelegt.'” Gleichzeitig wurde deutlich, dass die Stirke der microRNA-Expression und die
Regulation ihrer Ziel-mRNAs in verschiedenen Karzinomen, inklusive des PCa, erheblich
differieren (sieche Tabelle 8). In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnten fiir das PCa zwei
besonders stark und haufig aberrant exprimierte microRNAs identifiziert werden: miR-205
und miR-221. Das Ziel dieser Arbeit war es, die Bedeutung von miR-205 bzw. miR-221 fiir
die Karzinogenese des PCa weiter aufzukliren und den Stellenwert dieser miRs als

diagnostische und prognostische Marker fiir das PCa zu tiberpriifen.

5.1 Die miR-205 und miR-221 als Tumorsuppressoren und Onkogene

In den letzten Jahren wurde gezeigt, dass aberrante miR-205- und miR-221-Expressionen in
verschiedenen Malignomen nachzuweisen sind. Vergleicht man die unterschiedlichen
Publikationen, so wird deutlich, dass fiir die einzelnen Tumorentititen keine einheitliche
Uber- oder Unterexpression von miR-205 und miR-221 beobachtet werden kann (siche
Tabelle 8). Fiir das PCa wird jedoch von einer tumorsuppressiven Funktion von miR-221 und
miR-205 ausgegangen, da diese anhand eigener Ergebnisse und in mehreren unabhidngigen
Studien im primdren PCa und in PCa-Zelllinien als unterexprimiert beschrieben werden
(Tabelle 8).

Die unterschiedliche Regulation von miR-205 und miR-221 in verschiedenen Karzinomen
erscheint auf den ersten Blick paradox, kann aber durch die Beobachtung erklart werden, dass
die miR-vermittelte Regulierung von mRNA-Molekiilen von der jeweiligen spezifischen
mikrozelluldiren Umwelt determiniert wird.'”?! Als ein Beispiel konnen hier die unter-
schiedlichen Grundtypen von Malignomen, etwa solide und hidmatologische Tumoren,
genannt werden. Diese unterscheiden sich beziiglich ihrer zelluliren Umwelt, des
Zellmetabolismus und somit der Therapieplanung. Dies konnte eine mogliche Erkldrung von

unterschiedlichen miR-Expressionen in verschiedenen Tumoren sein.s113
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miR-205 miR-221
Studie Tumorentitat | Expression Studie Tumorentitat Expression
Markou et al.0s Broncial-Ca T He et al.1e Thyroidea-Ca T
Childs et al.109 HNSCC 1 Calin et al.#s CML T
Dijckmeester et Barrett's - l Takamizawa et | Bronchial-Ca T
al.1o Osophagus al.n7
lorio et al. Mamma-Ca ! lorio et al.e Mamma-Ca T
Lee et al.mo Pankreas-Ca T
Ciafre et al.0 | Glioblastom T
Ambs et al."2
Porrka et al."3 Ambs et al."2
Schaefer et al.93.1114 PCa 11 Porrka et al.'3 PCa 11
Gandellini et al.o! Spahn et al.®
Ozen et al."s
Kalogirou P(_':a_' 11l Kalogirou P('_:a_' 11
Zelllinien Zelllinien
(endogen) (endogen)

Tabelle 8: Studien zur miR-205- und miR-221-Expression in verschiedenen Malignomen.

Getrennt fiir miR-205 und miR-221 werden die jeweiligen Autoren der Studie, das unter-
suchte Malignom und die jeweilige Expression der miR (im Vergleich zu tumorfreiem

Prostatagewebe) dargestellt.%,go,‘)],1074108‘109‘110‘11]4,1]2,1]3,]]4,]]5,]]6,]]7,]18,119,120
Begriffserklirung: HNSCC = head and neck squamous cell carcinoma / CML = chronic
myeloic leukaemia

Weiterhin ist akzeptiert, dass nicht notwendigerweise eine einseitige, direkte Interaktion von

microRNAs und Ziel-mRNA-Molekiilen besteht, sondern diese Verbindung einer

iibergeordneten, dynamischen Regulation unterliegt.’?2 Die Suche und Identifikation nach

weiteren potentiellen Zielgenen dieser miRs stellt einen Schliissel fiir das Verstdndnis der

Funktion der miRNAs in der mikrozelluldren Umwelt dar.

5.2 MicroRNA-205 im PCa

Auch im Diskussionsteil dieser Arbeit sollen getrennt nach den zwei durchgefiihrten

Projekten zuerst die Ergebnisse des miR-205-Projektteils diskutiert werden. Vorarbeiten aus

dem Labor fiir Translationale PCa-Forschung der Klinik und Poliklinik fiir Urologie und
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Kinderurologie der Universitit Wirzburg sowie Ergebnisse aus Studien zeigten eine
Herabregulation von miR-205 im PCa (siehe Tabelle 8).

Daher ist anzunehmen, dass miR-205 im PCa als potentielle Tumorsuppressor-miR
funktioniert. Auftbauend auf diesem Ergebnis wurde ein etabliertes Zellmodell verwandt, um
die Funktionen von miR-205 in PCa-Zellen weiter zu untersuchen. Hierzu wurden permanent
wachsende Prostatazelllinien mit pre-/antago-miR-205 transient transfiziert. Die endogene
Expression von miR-205 wurde in den verschiedenen Zelllinien mittels qRT-PCR bestimmt
(siehe 3.2.9), um die Herabregulation von miR-205 in diesen Zelllinien zu verifizieren. Die
Ergebnisse zeigen dabei, dass in allen verwendeten Zelllinien miR-205 herabreguliert ist. Die
Zelllinie PC3 zeigt, verglichen mit den anderen beiden PCa-Zelllinien LNCaP und 22RV1,
eine besonders starke Herabregulation von miR-205. Bereits verdffentlichte Studien zur
miR-205-Expression in PCa-Zelllinien bestétigen diese Ergebnisse.!>*! Basierend auf diesen
Ergebnissen konnte erwartet werden, dass eine ektopische Uberexpression von miR-205

Eigenschaften der Tumorzelle verdndern konnte.

5.2.1 Die Proliferationsinhibierung durch miR-205 in PCa-Zelllinien

Um den Einfluss von miR-205 auf biologische Funktionen der Tumorzelle, wie
beispielsweise Proliferation oder Apoptose zu analysieren, wurde in der vorliegenden Arbeit
durch ektopische Uberexpression die miR-205-Expression in PCa-Zellen angehoben.

In allen drei PCa-Zelllinien kann hierbei nach ektopischer Uberexpression von miR-205 eine
signifikante Inhibierung der Proliferation von bis zu 37% (in PC3-Zellen) festgestellt werden.
Dies bestitigt die tumorsuppressive Wirkung der miR-205 im PCa, da sie augenscheinlich die
Hyperproliferation der Tumorzelle revidieren kann. Anhand der Literatur liessen sich die
Effekte der miR-205 auf die Proliferation von Tumorzellen vergleichen. Im Mamma-Ca ist -
ebenso wie fiir das PCa - eine Herabregulation von miR-205 nachgewiesen.!%123.127 Die
Autoren konnten in Mamma-Ca-Zellen eine Inhibierung der Proliferation bei Uberexpression
mit miR-205 beobachten und brachten diese mit dem HER3-angegliederten PI3K/AKT-
Signaltransduktionsweg in Verbindung.'' Diese Arbeiten zeigen, dass miR-205 im
Mammakarzinom offensichtlich eine tumorsuppressive Eigenschaft besitzt. Dies motivierte
zu weiteren Experimenten in PCa-Zellen, um zu kldren, ob der beobachtete proliferations-
inhibierende Effekt aufgrund vermehrter Apoptose zustande kam. Wihrend die in dieser

Arbeit erzielten Ergebnisse auf eine Proliferationsinhibierung durch miR-205 in PCa-Zellen
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hindeuten, zeigte eine Untersuchung von Gandellini et al. kontroverse Ergebnisse. Die
Autoren beschreiben in ihrer Arbeit keine signifikante Inhibierung der Proliferation bei
ektopischer Uberexpression von miR-205 und gleichzeitiger Herabregulation des Zielgens
PRCKE (Proteinkinase C,g) in PC3- und DU145-Zellen.*' Eine offensichtliche Erkldrung der
kontroversen Ergebnisse kann nicht gefunden werden. Wu und Kollegen beschéftigten sich
ebenfalls mit der Proliferation von PCa-Zelllinien und der Expression von PRCKE. Die
Autoren weisen eine Proliferationssteigerung in PCa-Zellen nach PRCKE-Uberexpression
nach.'* Da Gandellini et al. PRCKE als Zielgen von miR-205 beschreiben und deren
Uberexpression in PCa-Zelllinien offensichtlich eine Proliferationssteigerung hervorruft, ist
anzunehmen, dass - wie in der vorliegenden Arbeit bestdtigt- die miR-205 einen
proliferationsmodulierenden Einfluss auf PCa-Zellen nehmen kann. Zusammenfassend zeigt
diese Arbeit, dass miR-205 tumorsuppressive Funktion im Rahmen einer Proliferatons-
inhibierung in PCa-Zellen ausiibt. Die Inhibierung der Proliferation wird mit einer mdglichen
miR-205-vermittelten Inhibierung von proliferationsfordernden Zielgenen, beispielsweise

dem in Studien bestdtigten miR-205-Zielgen HER3, erklart.

5.2.2 Die Regulation von HER2/neu und HER3 durch miR-20S5 im PCa

MiR-205-Uberexpression iibt einen nachgewiesen proliferationsinhibierenden Einfluss auf
PCa-Zellen aus. Um einen moglichen zugrundeliegenden Mechanismus der miR-205-
vermittelten Proliferationsregulation zu untersuchen, wurde die Identifikation von Genen, die
durch miR-205 reguliert werden und mit der Proliferation von Tumorzellen assoziiert sind,
vorgenommen. In Studien zum Mammakarzinom wurde die direkte Interaktion von miR-205
und HER3-mRNA durch Reporterassays bereits bestitigt und mit Proliferationsinhibierung
von Mammakarzinom-Zellen in Verbindung gebracht.!"! Daher sollte diese Interaktion auch
im PCa iiberpriift werden. In Vorarbeiten konnte fiir HER3 bioinformatisch eine
hochkonservierte miR-205-Bindungsstelle in der 3‘UTR von HER3-mRNA bestétigt werden.
Fiir HER2 jedoch konnte computerassisitert keine miR-205-Bindungsstelle an der 3°UTR der
HER2-mRNA determiniert werden. HER2 ist dennoch funktionell in demselben Signal-
transduktionsweg wie HER3 und anderen miR-205-Zielgenen zu finden (siche Abbildung 28),
was die naheliegende Annahme aufwirft, dass HER2 durch miR-205 indirekt mitreguliert

wird.
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Abb. 28: Signaltransduktion bei ERBB2/3-Suppression.
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Mit roten Kreisen sind weitere bioinformatisch vorhergesagte Zielgene der miR-205
in den Signaltransduktionswegen AKT und MAPK (VEGF-A und PTEN) markiert.

(modifiziert nach: Baselga et al. - Novel anticancer targets: revisiting ERBB2 and

discovering ERBB3, 2009, Nat Rev Cancer>®)

Dies motivierte zur simultanen Beobachtung der Expression dieser zwei Rezeptoren in

ektopisch miR-205-liberexprimierten PCa-Zellen. Die Ergebnisse zeigen dabei, dass in

miR-205 iiberexprimierten PCa-Zelllinien die HER3-Expression im Vergleich zu Kontroll-

zellen signifikant herabreguliert ist. MiR-205 reguliert ihr vorhergesagtes Zielgen HER3 also

nicht nur im Mamma-, sondern auch im PCa. Weiterhin zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit,

dass auch HER2 in ektopisch miR-205 iiberexprimierten PCa-Zellen signifikant

herabreguliert ist. Es kann also von einer indirekten Regulierung von HER2 durch miR-205

ausgegangen werden. Diese Beobachtung wird durch die Tatsache gestiitzt, dass fiir miR-205

bioinformatisch eine Bindungsstelle an der 3° UTR der TOB2-mRNA (Transducer of ERbB2,
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2) beschrieben wurde. Da TOB2 die Expression von HER2 regulieren kann, wurde iiber
diesen Signalweg die indirekte Regulation von HER2 durch miR-205 vermutet. Hierzu sollten
jedoch weiterfiihrende Reporterassay-Versuche angstellt werden, um die direkte Bindung von
miR-205 und diesen Zielgenen noch nachzuweisen.

Um die Regulation von HER2 durch miR-205-Unterexpression in primdren PCa weiter zu
verifizieren, wurde die HER2-Expression in einem PCa-Kollektiv untersucht. In diesem PCa-
Kollektiv, welches 16 primédre PCa-Proben enthielt, kann eine Assoziation von miR-205-
Unter- und HER2-Uberexpression beobachtet werden. Dies bestitigt die Annahme der
indirekten Regulation von HER2 durch miR-205 auch im priméren PCa. Um die beobachtete
miR-205-Unterexpression in PCa-Zellen mit der Proliferationsinhibierung und der
gleichzeitigen Uberexpression des Onkogens HER2 und HER3 zu verbinden, wurden
folgende Annahmen zur miR-205-gesteuerten Verdnderung von Signaltransduktionswegen
getétigt: es erscheint denkbar, dass die beobachteten Proliferationseffekte mit Verdnderungen
der Signaltransduktion durch HER2 in Verbindung stehen (sieche Abbildung 28). Die
Suppression von HER2 konnte somit iiber die fehlende Aktivierung des MAPKinase-
Signalwegs mitverantwortlich fiir die beobachtete Proliferationsinhibierung sein. Ein weiterer
moglicher Signalweg, der durch miR-205 reguliert sein konnte, ist der PI3K/AKT-
Transduktionsweg. Die verstirkende Einflussnahme von HER2/3-Dimeren auf den AKT-
Signaltransduktionsweg steht vor allem im Zusammenhang mit der eingeleiteten
Apoptosevermeidung iiber GSK3B (Glykogen-synthasekinase-3-beta) und BAD (bcl-2-
assoziierter Zelltodagonist). Die Folge wire die HER2/3-gesteuerte Suppression des AKT-
Transduktionswegs und somit die Apoptoseeinleitung der Tumorzelle. Auch dieser Signalweg
wiirde die Ergebnisse des Proliferationsassays erkldren (sieche Abbildung 28). Vergleicht man
die Ergebnisse dieser Arbeit mit der Literatur, kann in Studien bei Patienten mit lokalisiertem
PCa gezeigt werden, dass die HER2-Uberexpression signifikant mit der Progression des
Tumors, dessen Apoptoseresistenz und der Angiogenese assoziiert ist.!25126 Die
Uberexpression von HER2 im vorliegenden Kollektiv (n=16) kann im Gegensatz zu den
Ergebnissen dieser Studien jedoch nicht mit klinisch-pathologischen Merkmalen des PCa
korreliert werden. Es wird vermutet, dass das Kollektiv von zu geringem Umfang ist, um ein
signifikantes Ergebnis zu erhalten. Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse, dass miR-205
ihr vorhergesagtes Zielgen HER3 auch im PCa reguliert. Obwohl keine miR-205-
Bindungsstelle in der 3°UTR der HER2-mRNA besteht, wurde eine Unterexpression von
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HER2 in miR-205 iiberexprimierten PCa-Zellen beobachtet. Die Annahme, dass miR-205
HER2 im PCa indirekt reguliert und im Prozess der Tumorgenese involviert ist, wird
weiterhin durch die Assoziation in einem primdren PCa-Kollektiv bestdtigt. Diese
Beobachtungen verifizieren die tumorsuppressive Funktion von miR-205 im Prostata-

karzinom.

5.2.3 Mogliche weitere Zielgene von miR-205 im PCa

Da grundlegende Mechanismen der Tumorentwicklung nicht nur durch die Regulation eines
einzigen Zielgens, sondern eher vom Zusammenspiel mehrerer Gengruppen determiniert sein
diirften, kann die direkte Regulation von weiteren Genen durch miR-205 nicht ausgeschlossen
werden.'?”” Daher werden in diesem Abschnitt weitere Zielgene von miR-205 als mogliche
Induktoren und Regulatoren der Tumorgenese diskutiert. Der Tumorsuppressor vaskuldrer
endothelialer Wachstumsfaktor A (VEGF-A) wurde bereits in mehreren Studien im PCa
evaluiert und mit Zellproliferation, Angiogenese, metastatischer Potenz und Invasivitdt in
Verbindung gebracht.!2812 Es konnte gezeigt werden, dass VEGF-A bioinformatisch als
direktes Zielgen von miR-205 vorhergesagt ist (Recherchedaten nicht gezeigt). VEGF-A kann
die fiir die Invasivitidt und metastatische Potenz wichtige Angiogenese induzieren und findet
sich im gleichen Signaltransduktionsweg wie HER2/3 (sieche Abbildung 28). Die Regulation
des VEGF-A-Tumorsupressors durch miR-205 ist im Rahmen der Tumorgenese des PCa
anzunehmen. Diese Vermutung wird durch die bestétigte Regulation von HER3 im gleichen
Signaltransduktionszweig unterstiitzt (MAPKinase-Signal-transduktion, Abb. 28). Die
Regulation von VEGF-A  durch miR-205 sollte deshalb in qRT-PCR-Experimenten und
Reporter-Assays weiterhin untersucht werden. Der Tumorsuppressor PTEN (siehe 1.2.2) ist
ebenfalls ein computerassisitert vorausgesagtes Zielgen der miR-205, was die mogliche
Einflussnahme dieser miR auf den AKT-Signaltransduktionsweg wahrscheinlich macht.5s
Diese beschriebenen weiteren Zielgene stellen jedoch nur einen kleinen Ausschnitt aus der
Gesamtheit der von miR-205 direkt oder indirekt regulierten Gene dar und sollen einen
Einblick in die Komplexitit der miR-205-vermittelten Signaltransduktion in Tumorzellen
geben. Die Fiille an sich gegenseitig beeinflussenden Signaltransduktionswegen, die von
miR-205 gesteuert werden, soll dazu motivieren, weitere Zielgene dieser miR zu

identifizieren und mit grundlegenden Prozessen des PCa in Verbindung zu bringen.
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5.2.4 miR-205 als mogliches Diagnostikum bei PCa

Neben invasiven Methoden zur Diagnostik des PCa wird die Bestimmung des Serum-PSA als
nicht-invasive Methode zum Screening des PCa flichendeckend eingesetzt. Obwohl durch
dieses Diagnostikum mehr PCa entdeckt werden, muss auf Limitationen beziiglich Spezifitét
und Sensitivitit der PSA-Serum-Bestimmung hingewiesen werden: der Serum-PSA-Wert
besitzt nur eine geringe karzinomassoziierte Sensitivitdt bei der Detektierung von frithen
Stadien des Karzinoms, er versagt bei der Differenzierung von indolenten und
lebensbedrohlichen Hochrisikokarzinomen, er korreliert nicht mit der TumorgroBe und
interferiert mit anderen glanduldren Serinproteasen der Prostata, beispielsweise Kallikrein 1
und 2. Neben Patienten mit einem Karzinom werden erhdhte PSA-Werte auch bei Patienten
mit Prostatitis und anderen nicht karzinomassoziierten Prostataerkrankungen gemessen.!3* Um
die Limitationen der klinisch etablierten PSA-Bestimmung sinnvoll zu ergénzen, wire also
die Einfiihrung eines zusitzlichen, hochspezifischen diagnostischen Markers von groBem
klinischen Wert. Die Untersuchungen dieser Arbeit zeigen, dass miR-205 in 105 untersuchten
priméren Proben von low-, intermediate- und high-risk-Tumoren progressiv herabreguliert ist
(78% der Karzinome weisen eine mehr als zweifache Herabregulation gegeniiber benignem
Gewebe auf). Diese Beobachtung wurde durch verschiedene miR-Expressionsstudien im
primdren PCa und PCa-Zelllinien bestitigt (siche Tabelle 8). Auflerdem bestdtigten Schaefer
und Kollegen in ihrer Arbeit, dass die miR-205-Unterexpression in einem zeitgendssischem
PCa-Kollektiv zwischen benignem und malignem Prostatagewebe (overall correct
classification (OCC) = 72%) unterscheiden kann.” In dieser Arbeit wird somit eine Rolle von
miR-205 in der PCa-Genese aufgezeigt und bestdtigt. Hieraus ergibt sich die
Schlussfolgerung, dass miR-205 moglicherweise als diagnostischer Marker einsetzbar ist. Die
diagnostische Relevanz der miR-205 wurde auBlerdem durch die Beobachtung unterstrichen,
dass die Expression von Onkogenen (HER2/neu und HER3) durch miR-205 reguliert wird.
Um eine nicht-invasive Bestimmung der miR-205 als geeigneten diagnostischen Marker
nutzen zu konnen, stellt die aberrante miR-205-Expression im Karzinom eine Vorraussetzung
dar. Mehrere Studien legten dazu nahe, dass eine nicht-invasive Diagnostik des PCa anhand
von selektiven Bestimmungen von molekularen Markern in Urin- oder Blutproben moglich
ist.22131 Soll nun das bestmogliche Screeningverfahren ausgewidhlt werden, ist die Spezifitidt
zentrales Auswahlkriterium: bei der Bestimmung im peripheren Blut beispielsweise wére die

miR-205-Expression nicht prostataspezifisch. Es ist zu erwarten, dass die prostataspezifische
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miR-205-Expression von anderen Organen, die andere Expressions-levels besitzen, liberlagert
und verfilscht wiirde. Die zellgebundene Bestimmung von miR-205-Detektion in
Exprimaturin zeichnet sich im Gegensatz zu Blutkontrollen durch eine hdhere Spezifitdt aus
und wiirde sich daher als Methode der Wahl anbieten. Ob die Implementation der miR-205 als
spezifischer PCa-Marker in zellgebundenen Urin-bestimmungen eine sinnvolle Ergénzung zur
bereits etablierten Diagnostik des Karzinoms darstellt, muss in weiterfiihrenden Studien
evaluiert werden. Ausserdem sollte der retrospektive Ansatz dieser Arbeit durch prospektive
Studien erweitert werden, um einen mdglichen Nutzen der miR-205-Urinbestimmung in der
Fritherkennung des PCa zu verifizieren. Die bisher in mehreren Multizenterstudien
nachgewiesene Eignung von Urintests in der Diagnostik des PCa, sowie die hohe Spezifitit
der miR-205-Expression im PCa lésst jedoch auf eine mdgliche Implementation der miR-205-

Bestimmung als spezifisches Diagnostikum hoffen.!32133

5.2.5 miR-205 als Prognoseindikator im PCa

Nach der Diagnose eines PCa ist es wichtig, die Prognose dieser Patienten einzuschétzen.
Durch die Einfilhrung der Bestimmung des Serum-PSA werden zwar mehr Karzinome
detektiert, eine pridoperative Risiko- und Prognoseabschidtzung des Karzinoms gelingt mit
diesem Marker dabei nicht. Doch gerade die zuverldssige Identifikation von maximal
therapie-bediirftigen Hochrisikokarzinomen wére fiir eine individualisierte Therapieplanung
vorteilhaft: die Eindimmung der vermuteten chirurgischen Ubertherapie einer groBen Zahl
von indolenten Karzinomen konnte erreicht werden. Somit wird also ein zusétzlicher
prognostischer Marker dringend benétigt, der eine solche prdoperative Risikoabschédtzung des
PCa einschliesst. Deshalb wurde in dieser Arbeit untersucht, ob miR-205 als stark regulierte
miR im PCa einen solchen prognostischen Marker darstellen kdnnte. Hierzu wurden
klassische klinische Parameter des PCa, wie der Gleason-Score, das pN-Stadium, das Alter
bei OP und der pridoperative Serum-PSA auf eine mdgliche Assoziation mit einer miR-205-
Expression analysiert. Die Ergebnisse zeigten dabei, dass im vorliegenden Kollektiv keine
Assoziation der miR-205-Expression und den angefiihrten Parametern (exklusive des pT-
Stadiums) hergestellt werden kann. Als einziger klinischer Parameter konnen im vorliegenden
Hochrisikokollektiv erhohte pT-Stadien mit der miR-205-Herabregulation assoziiert werden.
Die miR-205-Expression unterscheidet sich allerdings nicht zwischen allen pT-Stadien

signifikant. Weiterhin variiert die Gruppengrofle der einzelnen pT-Stadien stark. Aufgrund
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dieser Limitationen muss die Relevanz dieser Assoziation als gering eingeschétzt werden.
Verglich man diese beschriebenen Ergebnisse mit der Arbeit von Gandellini et al., ergibt sich
ein kontroverser Punkt: Gandellini und Kollegen korrelierten in ihrer Studie eine starke
miR-205-Unterexpression in primidren Tumoren mit lokaler Metastasierung (pN+).”' Diese
Beobachtung kann in der vorliegenden Arbeit nicht bestitigt werden. Eine mogliche
Erklarung stellt dabei die Verwendung unterschiedlich grofler Kollektive dar: Wiahrend in
seiner Studie nur fiinf PCa-pN+-Proben gegen 25 PCa-pNO-Proben verglichen wurden,
besteht das in der vorliegenden Arbeit verwendete Kollektiv aus 28 pN+-Patienten und 61
pNO-Patienten. Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass die miR-205-Expression
nicht mit klassischen klinischen Parametern, die eine erhohte Aggressivitit anzeigen,
assoziiert ist. Obwohl keine Assoziation der miR-205-Expression mit diesen klinischen
Parametern besteht, kann sie trotzdem mit der Prognose des Karzinoms assoziiert sein. Dies
leitet sich aus der Beobachtung ab, dass die zur Zeit angewandten klinischen Parameter die
Prognose des PCa nicht exakt voraussagen konnen. Deshalb wurde das verwendete
Hochrisiko-PCa-Kollektiv, bei dem uns Daten zum PSA-Wiederanstieg nach Therapie (PSA-
Progress) und zum gesicherten Rezidiv vorliegen, auf eine Assoziation der miR-205-

Expression mit diesen prognostischen Parametern untersucht.

Um Uberlebensanalysen und Teile der Regressionsmodelle moglich zu machen,wurde das
Hochrisiko-PCa-Kollektiv dichotomisiert: Gruppe A umfasste diejenigen Tumore, die einen
ACt-Wert von grofer 1.46 aufwiesen, also miR-205 schwach herabregulierten. In Gruppe B
wurden andererseits diejenigen Tumore eingeschlossen, die einen ACt-Wert von kleiner 1.46
aufwiesen. Die Tumore der Gruppe B regulierten miR-205 somit stark herab. Die
Uberlebensanalyse zeigte, dass eine starke Herabregulation (Gruppe B) von miR-205 ein
prognostisch giinstiges Zeichen darstellte. Eine schwache Herabregulation von miR-205 war
ein prognostisch ungiinstiges Zeichen. Beziiglich des progressionsfreien Uberlebens in

Gruppe B konnte ein signifikanter Uberlebensvorteil gegeniiber Gruppe A festgestellt werden.
Dieses Ergebnis war auf den ersten Blick iiberraschend: Eine starke Herabregulation von

miR-205 charaktiersiert zwar die meisten Karzinome, eine starke Herabregulation ist aber

gleichzeitig ein prognostisch glinstiges Zeichen im high-risk-PCa.
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Daher wurden zur Verifikation der Ergebnisse der Uberlebensanalyse Untersuchungen anhand
von Regressionsmodellen durchgefiihrt, um herauszufinden, inwiefern eine schwache
miR-205-Unterexpression das Progressionsrisiko im PCa anzeigt. Die Ergebnisse zeigen
dabei, dass im multivariaten Modell, fiir das die Parameter pT-Stadium, Gleason-Score und
prdoperativer PSA-Wert ausgewihlt wurden, eine schwache miR-205-Herabregulation
(Gruppe A) signifikant das Progressionsrisiko erhoht. Dieses Ergebnis bestétigt somit die
Beobachtungen in der Uberlebensanalyse: eine starke miR-205-Herabregulation stellt ein
prognostisch giinstiges Zeichen im high-risk-PCa dar. Im univariaten Regressionsmodell
konnte eine schwache miR-205-Herabregulation (Gruppe A) nur marginal signifikant mit
Progressionsrisiko korreliert werden. Als mdgliche Erkldrung dieses Ergebnisses kann die
geringe Fallzahl des Kollektivs angefiihrt werden. Es konnte durch eine Teststarke-(,,Power)
Analyse berechnet werden, wie viele Patienten dem Kollektiv hinzugefiigt werden miissten,
um auch univariat ein hochsignifikantes Ergebnis fiir Gruppe A zu erhalten. Deshalb planen
wir bei Erreichen dieser Fallzahl die univariate Regression zu wiederholen, um das in der
multivariaten Regression erzielte Ergebnis zu verifizieren. In einer kiirzlich verdffentlichten
Studie wurde bereits in einem konventionellen Kollektiv die Rolle von miR-205 in der
Prognose des PCa untersucht. Diese Arbeit von Schaefer und Kollegen wies jedoch keine
Assoziation von miR-205-Expressionslevel mit Uberlebensnachteilen oder einer
Progressionsrisikoerh6hung nach.” Allerdings wurde dort der biochemische (=PSA-) Progress
als Endpunkt festgesetzt, wihrend in der vorliegenden Arbeit insbesondere das klinische
Wiederauftreten (=Metastasierung) des Tumors untersucht wurde. Dies gilt gegeniiber dem
PSA-Rezidiv als weitaus relevanterer Indikator fiir die Tumorprogression. Interessanterweise
werden beziiglich des PSA-Rezidivs die Ergebnisse dieser Arbeit durch die Studie von
Schaefer et al. bestitigt: die miR-205-Expression ist nicht mit dem PSA-Rezidiv assoziiert.
Das klinische Wiederauftreten und somit der eindeutige Tumorprogress (rezidivfreies
Uberleben) korreliert in der vorliegenden Arbeit jedoch signifikant mit der miR-205-
Expression. Diese unterschiedlichen Ergebnisse konnen dadurch erklért werden, dass das in
dieser Arbeit verwendete Hochrisikokollektiv viele dieser Ereignisse aufweist (22,5% der
Karzinome sind  klinisch progedient). Somit wird gezeigt, dass durch die miR-205-

Expression klinisch progrediente Aigh-risk-PCa identifiziert werden konnen.
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Aus diesen Erkenntnissen ergibt sich die Fragestellung, warum die miR-205 in aggressiven,
progredienten Tumoren im Gegensatz zu nicht progredienten Tumoren eine Heraufregulation
der Expression erfihrt. Folgende Antworten lassen sich hierzu aus der Literatur ableiten:

Molekulare oder genetische Mechanismen, die die unterschiedliche Expression von miR-205
in den verschiedenen Stadien des PCa erkldren, wurden bisher noch nicht ausreichend
untersucht. Bereits bekannt ist jedoch, wie miRs und deren Expression in Tumorzellen
modifiziert werden kénnen. Eine mdgliche Erklidrung der miR-205-Regulation in aggressiven
Tumoren konnte mit der Beobachtung in Zusammenhang stehen, dass miR-205 sowohl
Onkogene als auch Tumorsuppressoren regulieren kann (siche Tabelle 8). Ausserdem konnte
gezeigt werden, dass die Herabregulation von miRs in Tumoren epigenetisch durch Hyper-
methylierung von sog. ,,CpG-Inseln” an benachbarten DNA-Abschnitten oder Histon-
modifikationen begriindet werden kann.!3+135 Genomische Alterationen, beispielsweise durch
die Expressionsstirke von miR-prozessierenden Enzymen wie Dicer, konnten ebenfalls eine
Erklarung der Regulation von miRs in Tumoren darstellen.’** Ausserdem konnte
nachgewiesen werden, dass die Genabschnitte von miRs bevorzugt in DNA-Abschnitten
liegen, die sog. ,,Hot Spots*“ fiir chromosomale Verinderungen in karzinomassoziierten
Tumorsuppressor- und Onkogenregionen der DNA darstellen.’”” Inwieweit jedoch die
miR-205-Expressionsstirke die Regulation verschiedener Gene oder Gengruppen
determiniert, ist unbekannt. Zwar wurden -wie bereits erwéhnt - verschiedene Zielgene von
miR-205 nachgewiesen, die Gesamtheit aller moglichen Zielgene ist dennoch nicht zu
beurteilen. Da zusétzlich bekannt ist, dass miRs die Feinjustierung von Genen, z.B. in der
Embryogenese, beeinflussen, kann die Expressionsstirke der Zielgene selbst eine Rolle
spielen.!3® Denkbar ist somit, dass in den Tumoren Verdnderungen der Expression von Genen,
die im Rahmen der Tumorprogression auftreten, die Kontrollfunktion durch miR-205 stark
modifizieren. So konnte z.B. gezeigt werden, dass miR-221 in Metastasen des PCa gegeniiber
dem Primértumor eine verstirkte Herabregulation aufweist.”® Auch hier zog offensichtlich die
Verdnderung des Tumorstadiums eine Verdnderung einer miR-Expression nach sich. Die
beobachtete Heraufregulation der miR-205-Expression in progredienten PCa kdnnte somit in
Zusammenhang mit Verdnderung der Expression von Tumorsuppressoren/Onkogenen bzw.
Verdanderungen der Funktion dieser Gene stehen. Ein zweiter moglicher Erkldrungsansatz der
miR-205-Heraufregulation wéhrend des PCa-Progresses wire die Annahme, dass diese

Heraufregulation nur einen sekunddren Effekt eines anderen, unbekannten Progressions-

66



Diskussion

effektes darstellt und es -obwohl statistisch signifikant mit der Prognose assoziiert - keinen
kausalen Zusammenhang zwischen der miR-205-Heraufregulation mit dem Eintritt einer
Progression gibt. Die Aufklidrung der genauen Ursache der verinderten miR-205-Regulation,
welche die Verdnderungen wihrend der Tumorprogression nach sich ziehen, ist allerdings
nicht eindeutig zu kliren, da es sich wie oben dargelegt bei der miR-vermittelten
Genregulation um ein komplexes Zusammenspiel zwischen der miR, ihrer Zielgene und der
jeweiligen spezifischen Zellumwelt handelt.’2!122 Zusammenfassend kann festgehalten
werden, dass miR-205 durchaus einen Marker darstellt, der das PCa beziiglich seiner
Aggressivitit und seines Rezidivverhaltens trennen kann. Gleichzeitig korreliert die
Expression dieser miR nicht mit den klassischen klinischen Prognoseparametern. Diese Arbeit
zeigt, dass miR-205 somit einen unabhingigen Marker zur Prognose des PCa darstellt. Um
eine klinische Implementation als Prognosemarker moglich zu machen, muss eine
Uberpriifung der Ergebnisse dieser Arbeit in einem groBeren Validierungskollektiv
durchgefiihrt werden. Die Moglichkeit zur Identifikation von hochagressiven, prognostisch
ungiinstigen Tumoren durch miR-205 (und die daraus resultierende Senkung der Ubertherapie
indolenter Karzinome) sollen jedoch zur weiteren experimentellen Evaluierung dieser miR

motivieren.

5.3 MicroRNA-221 im PCa

In Vorarbeiten aus dem Labor fiir translationale PCa-Forschung der Klinik und Poliklinik fiir
Urologie und Kinderurologie der Universitit Wiirzburg und aus verschiedenen Studien geht
hervor, dass miR-221 als karzinomassozzierte miR in verschiedenen Tumorentititen
einschliesslich des PCa héufig und stark reguliert ist. Die gegensitzliche Regulation von
miR-221 in verschiedenen Karzinomarten begriindet die Fragestellung, ob miR-221 als Onko-
oder Tumorsuppressor-miR funktioniert. Auf das PCa bezogen konnte gezeigt werden, dass
98% der Karzinome des verwendeten Hochrisiko-PCa-Kollektivs eine signifikant erniedrigte
Expression von miR-221 aufwiesen. Dieses Ergebnis spricht fiir eine tumorsuppressive
Funktion von miR-221 im PCa.** Um die Tumorsuppressivitit der miR-221 zu verifizieren
und funktionell zu erkldren, wurden in der vorliegenden Arbeit PCa-Zelllinien mit miR-221
transfiziert und die Proliferation der transfizierten Zellen gemessen. AuBlerdem wurde in
einem Reporter-Luciferase-Assay eine direkte Bindung zwischen miR-221 und der 3‘UTR

moglicher Zielgen-mRNAs analysiert.
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5.3.1 Die ektopische Uberexpression von miR-221 in PCa-Zelllinien

Falls miR-221 im PCa wie postuliert eine tumorsuppressive Funktion besitzt, kdnnte die
ektopische Uberexpression von miR-221 in PCa-Zellen tumordse Eigenschaften, wie z.B. die
Hyperproliferation inhibieren. Daher wurde im Zellmodell die Beeinflussung der Proliferation
durch miR-221 untersucht. Vorraussetzung fiir eine antiproliferative Wirkung der ektopischen
Uberexpression stellt eine relative Herabregulation von miR-221 in den benutzten Zelllinien
dar. Die Ergebnisse zeigen dabei, dass in allen verwendeten Zelllinien, aber vor allem in PC3-
Zellen, die miR-221-Expression im Vergleich zur Kontrolle reduziert ist. Interessanterweise
kann die stirkste Proliferationsinhibierung nach miR-221-Transfektion ebenfalls in PC3-
Zellen festgestellt werden, welche die stirkste Herabregulation von miR-221 aufweisen. Die
Proliferationsinhibierung von 22RV1 und LNCaP-Zellen fillt deutlich geringer aus. Diese
Ergebnisse weisen eine antiproliferative Funktion von miR-221 nach. Dies bestitigt die
tumorsuppressive Funktion der miR-221. Ebenfalls wird durch Caspase-Aktivitdts-messungen
gezeigt,dass in den Zellen nach Transfektion verstirkt Apoptose eingeleitet wurde (miindl.
Mitteilung Dr. Kneitz). Es ist also anzunehmen, dass miR-221 in PCa-Zellen iiber Zielgene
von apoptose-induzierenden Signaltransduktionswegen Einfluss auf das Uberleben und somit
die Proliferation nimmt.

Vergleicht man diese Ergebnisse mit den Resultaten anderer Arbeiten, ergeben sich
Kontroversen: es wurde von Galardi und Kollegen gezeigt, dass in PC3-Zellen im Vergleich
zu LNCaP und 22RV1-Zellen die endogene miR-221-Expression erhoht war.$® Die Autoren
dieser Arbeit beobachteten im Gegensatz zu den vorliegenden Daten einen proliferations-
aktivierenden Effekt bei ektopischer Uberexpression mit miR-221 in LNCaP und 22RV1-
Zellen. Mercatelli et al. beobachteten zudem, dass in Maus-Xenografts (LNCaP) eine
Uberexpression von miR-221 deren Wachstum stimulierte.®® Diese Ergebnisse kénnen nicht
in Einklang mit der von den oben beschriebenen Autoren postulierten onkogenen Funktion
der miR-221 im PCa gebracht werden. Die unterschiedlichen Ergebnisse konnten dadurch
erkldrt werden, dass in den verglichenen Arbeiten von Galardi und Mercatelli vor allem die
Zelllinie LNCaP untersucht wurde. In der vorliegenden Arbeit kann beziiglich der LNCaP-
Zellen festgehalten werden, dass sie zwar eine leicht erniedrigte Expression von miR-221
aufwiesen, diese sich aber nicht so stark wie beispielsweise die Expression in PC3-Zellen

darstellt. Folglich kann in dem im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Proliferationsassay
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bei LNCaP-Zellen auch eine schwichere Proliferationsinhibierung nach Transfektion
nachgewiesen werden. Als mogliche Erklarung der abgeschwichten Regulation und
Einflussnahme auf die Proliferation in LNCaP-Zellen konnte angefiihrt werden, dass die
miR-221 in diesen Zellen aufgrund iibergeordneter Mechanismen oder der mikrozelluldren
Umwelt - im Gegensatz zu PC3-Zellen - beispielsweise nicht mehr reguliert sein kénnte und
so keinen Einfluss auf die Proliferation ausiibt. Eine definitive Erkldrung der fehlenden oder
abgeschwichten Proliferations-modulierung von miR-221 ist jedoch nicht mdglich. Von
grofler Bedeutung ist aber, dass in einer Vielzahl von Studien folgendes eindeutig festgestellt
werden konnte: primdre Tumoren der Prostata konnen durch erniedrigte miR-221-
Expressionen charakterisiert werden.®®!12113 Die Intensitdt dieser Unterexpression von
miR-221 wurde in einer Studie aus unserer Arbeitsgruppe auch mit signifikant schlechterem
klinischem Outcome und der Prognose im PCa korreliert. Die erzielten Ergebnisse in PC3-
Zellen unterstreichen die tumorsuppressive Funktion der miR-221 im primiren PCa.” Eine
onkogene Funktion der miR-221, wie durch die Autoren Galardi und Mercantelli beschrieben,

ist somit im primédren Karzinom der Prostata nicht anzunehmen.

5.3.2 Die miR-221-vermittelte Regulation von p27Kip1 im PCa

Um eine mogliche Erklirung der beobachteten Tumorsuppressorfunktion und des
Proliferationseffekts auf PCa-Zellen zu finden, wurden mdgliche proliferationsmodulierende
Zielgene der miR-221 auf eine direkte Interaktion untersucht. Fiir viele Karzinomarten
wurden dabei Belege fiir eine direkte Bindung von miR-221 und der 3‘UTR des
Tumorsuppressorgens p27Kipl (CDKNIB) nachgewiesen.'’*'45 Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit zeigen erginzend , dass miR-221 direkt mit der 3*‘UTR von p27kipl-
mRNA in PCa-Zellen interferiert. Allen bisher verdffentlichten Studien ist gemein, dass sie
eine erhohte miR-221-Expression mit gleichzeitiger Herabregulation von p27kipl in den
Tumoren feststellen und so von einer onkogenen Funktion der miR-221 ausgehen. So
beschrieben Sun et al. vor allem in androgen-unabhéngigen PCa-Zelllinien (LNCaP-Abl) eine
Uberexpression von miR-221 mit gleichzeitiger Herabregulation von p27kipl. Die Autoren
beobachteten eine signifikant angestiegene Proliferation nach Uberexpression mit miR-221
und postulierten eine onkogene Funktion von miR-221.146 Moglicherweise konnte - vor allem
durch den Verlust der Androgenabhéngigkeit - in der PCazelle via bisher unverstandener

biochemischer Prozesse die direkte Regulation von p27kipl wieder aktiviert worden sein, was
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den beschriebenen Effekt erklaren konnte. Es wurde jedoch von Sun et al. keine Assoziation
von miR-221-Uberexpression mit einer Inhibierung von p27kipl in primidren Tumoren
gezeigt.'*¢ Die Annahme, dass miR-221 p27kipl auch im PCa reguliert, erscheint daher
fraglich. Die nachgewiesene Herabregulation von miR-221 im PCa wiirde diesen
Tumorsuppressor liberexprimieren und somit eine tumorprotektive Funktion ausiiben. Eine
solche tumorprotektive Funktion wiirde jedoch gegensitzlich keine maligne Entitét wie ein
PCa begiinstigen. Dieses Ergebnis wirft die Frage nach dem Effekt der miR-221-vermittelten
Regulation auf die Inhibierung der RNA-Expression von p27kipl im primédren PCa auf.
Spahn et al. konnten diese Fragestellung betreffend nachweisen, dass die miR-221-
Expression und der p27kipl-mRNA-Gehalt in primdren PCa-Proben nicht assoziiert waren.
Trotz Interferenz der miR-221 an der 3°UTR der p27kipl-mRNA blieb die Inhibierung der
RNA-Expression dieses Gens in primédren Karzinomen augenscheinlich aus.®

Daher kann vermutet werden, dass die in Zelllinien beobachtete miR-221-vermittelte
Inhibierung von p27kipl keine Bedeutung fiir die Entstehung primérer PCae spielt. Eine
andere Regulation von p27kipl, die nicht von miR-221 ausgeht, ist somit im PCa
wahrscheinlich. Eine Bennenung des genauen Vorgangs der vermuteten anderen p27kipl-
Regulation ist jedoch im Rahmen dieser Arbeit nicht definitiv mdglich und sollte durch

weiterfiihrende Studien untersucht werden.

5.3.3 Die miR-221-vermittelte Regulation von c-kit im PCa

Da in allen bisher verdffentlichten Expressionsstudien im PCa eine Herabregulation von
miR-221 beschrieben wird, ist eine Regulation von Onkogenen, die als miR-221-Zielgene
beschrieben werden konnen, zu vermuten. Als Zielgen von miR-221 wurde der
Stammzellfaktor c-kit sowohl computerassistiert beschrieben als auch experimentell bestitigt.
So wurde in erythro-leukdmischen Zellen nachgewiesen, dass die Herabregulation von
miR-221 durch die Inhibition von c-kit an der Proliferationinhibierung dieser Zellen beteiligt
war. Eine direkte Interaktionen von miR-221 und der 3‘UTR der c-kit-mRNA wurde in der
gleichen Arbeit nachgewiesen.*s Im PCa konnten Spahn et al. aus unserer Arbeitsgruppe
nachweisen, dass die miR-221-Expression im primdren Karzinom mit dem Anstieg von
mRNA-Konzentrationen von c-kit assoziiert war. Die Beobachtung, dass miR-221 im
verwendeten Kollektiv auflerdem mit der Metastasierung des PCa assoziiert war, liess die

Vermutung auf eine miR-221-vermittelte Funktion von c-kit in diesem Ereignis des PCa zu.%
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Der Nachweis einer direkten Interaktion von miR-221 und der 3‘UTR von c-kit in PCa-Zellen
ist zudem noch nicht erbracht worden. Die Ergebnisse des in dieser Arbeit durchgefiihrten
Reporter-Luciferase-Assays zeigen nun die direkte Interaktion von miR-221 mit der 3‘UTR
der c-kit-mRNA in PCa-Zelllinien. Dies ldsst den Schluss auf eine direkte Regulation von c-
kit durch miR-221 in PCa-Zellen zu. Diese Beobachtungen lassen sich mit den Ergebnissen
der Proliferationsassays dieser Zelllinien in Verbindung bringen. Die Herabregulation des
Stammzellfaktors c-kit durch ektopische Uberexpression von miR-221 konnte die
Proliferationsinhibierung dieser Zellen erkldren, da c-kit als Stammzellfaktor die Proliferation
von Zellen modulieren kann. Die Relevanz der c-kit-Uberexpression in der Tumorgenese und
Progression des PCa wird in der Literatur bis dato kontrovers diskutiert. In einer Studie, in der
392 primire PCa immunhistochemisch auf eine c-kit-Uberexpression iiberpriift wurden,
konnte nur in einer Probe eine signifikante Uberexpression von c-kit beobachtet werden.'4s
Auch klinische Studien, in denen Multi-Kinase-Inhibitoren (Sorafenib, inhibiert u.a. auch die
c-kit-Signaltransduktion) bei androgenunabhingigen PCa eingesetzt wurden, konnte kein
signifikanter Behandlungserfolg festgestellt werden.'* Gegensétzlich konnten Di Lorenzo et
al. zeigen, dass in 26 von 94 high-risk-PCa c-kit liberexprimiert war. Obwohl nur marginal
signifikant, zeigten die Autoren weiterhin, dass die Progression mit der Uberexpression von c-
kit korrelierte.'® Aus diesem Grund ist das Potential von c-kit als spezifisches Onkogen in
Metastasen des PCa in Expressionsstudien evaluiert worden: die Anwesenheit des c-kit-
Bindungspartners SCF (Stammzellfaktor) konnte in Knochenmetastasen verstirkt beobachtet
werden. Eine besonders starke Unterexpression von miR-221 in PCa-Metastasen ist zudem
beschrieben worden.?*!5! Dies weist darauf hin, dass c-kit im PCa vor allem ein spezifisches
Onkogen in der Metastasierungskaskade darstellen konnte. Daraus abgeleitet konnte die
miR-221 vermittelte Regulation von c-kit moglicherweise einen Marker darstellen, schon vor
Eintritt eines solchen Ereignisses die Metastasierung des PCa anzeigen konnte. Die klinische
Relevanz eines solchen Markers wire von groBem Wert, da mit den bisher etablierten
Screeningparametern und klinischen Aggressivititsfaktoren der Eintritt einer Metastasierung
nicht abgeschitzt werden kann. Weitere Experimente zu c-kit in Metastasen, wie z.B. qRT-
PCR oder Western-Blots, sollten jedoch in der Zellkultur und primédren Karzinomen

durchgefiihrt werden, um diese Vermutung zu verifizieren.
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6 ZUSAMMENFASSUNG

Das Prostatakarzinom (PCa) ist weltweit das hdufigste Malignom des Mannes mit weiter
steigenden Inzidenz. Leider ist es bisher mit den gebrduchlichen Prognosefaktoren nicht
moglich, diesen klinisch sehr heterogenen Tumor vor einer chirurgischen Therapie
hinsichtlich des postoperativen Rezidivrisikos zu charakterisieren. Die Einfiihrung neuer,
hochsensitiver Biomarker, die diese Aufgabe zuverldssig erfiillen konnen, stellt vor allem fiir
die Entwicklung individualisierter Therapieregimes von Patienten mit einem high-risk-PCa
eine aktuelle Herausforderung dar. MicroRNAs riickten in den letzten Jahren als potentielle
Biomarker zunehmend in den wissenschaftlichen Fokus. Sie stellen kleine RNA-Molekiile
dar, welche posttranskriptionell die Genexpression in Organismen steuern und auch in der
Regulation von Tumorsuppressoren und Onkogenen eine Rolle spielen. Differentielle
Expressionslevels verschiedener RNAs wurden in sehr vielen Tumorentitéten, wie auch dem
PCa beobachtet. Vorarbeiten aus unserem Labor zeigten, dass zwei microRNAs, miR-205 und
miR-221, im PCa sehr stark unterexprimiert werden. Im Falle von mir-221 konnte zudem
bereits eine Korrelation mit dem klinischen Verlauf und der Prognose des high-risk-PCa
dargestellt werden. Aufbauend auf diesen Vorarbeiten sollte in einem Teilprojekt der
vorliegenden Arbeit die tumorsuppressive Funktion von miR-221 im PCa untersucht werden.
Mittels transienter Uberexpression von miR-221 in PCa-Zelllinien konnte die Bedeutung von
miR-221 als Regulator der Proliferation in PCa-Zellen beschrieben werden. Um die
molekulare Wirkweise von miR-221 weiter darzustellen, wurde die posttranskriptionelle
Inhibierung von p27kipl und c-kit, zwei bekannten miR-221-Zielgenen, untersucht. In
sogenannten Luciferase-Assays konnte eine direkte Interaktion von miR-221 mit definierten
Sequenzen im 3‘-untranslatierten Bereich (=3°‘UTR) beider Gene nachgewiesen werden.
Erwartungsgemdfl wurde aber in primédren PCa-Tumoren, die anders wie viele andere
Tumorentititen eine reduzierte miR-221-Expression aufwiesen, keine Uberexpression des
potentiellen Tumorsuppressors p27kipl beobachtet. Somit ist nachgewiesen, dass miR-221
zwar prinzipiell den Tumorsuppressor p27kipl regulieren kann, dass allerdings dieser
Mechanismus in primdren PCa fiir die Regulation des Tumorsuppressors p27kipl keine
iibergeordnete Rolle spielt. Anders verhilt es sich bei dem potentiellen Onkogen c-kit. Die
von mir druchgefiihrten Untersuchungen konnen erstmals eine direkte Interaktion von c-kit
und miR-221 in PCa-Zellen nachweisen. Somit kann die beschriebene Proliferations-

inhibierung und Apoptoseinduktion nach ektopischer miR-221-Uberexpression im Zellmodell
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mit einer miR-221-vermittelten c-kit-Inhibierung in Zusammenhang gebracht werden. Dieses
Ergebnis wird durch den Nachweise einer inversen Assoziation der mir-221- und ckit-
Expression in priméren PCa-Fillen untermauert (nicht gezeigte Ergebnisse). Betrachtet man
diese Ergebnisse in Zusammenhang mit der bekannten tumor-progressiven Funktionen von c-
kit, konnte durch die fehlende/reduzierte miR-221-Inhibierung der c-kit-Translation die
Entstehung und Progression vieler PCas erkldrt werden. In einem zweiten Projektansatz
wurde die Bedeutung und Funktion von miR-205 als moglicher Tumorsuppressor im PCa
untersucht. Dabei kann gezeigt werden, dass mir-205 ebenfalls in der Lage ist, nach
transienter Uberexpression die Proliferation von PCa-Zellen zu inhibieren. Um molekulare
Mechanismen und Wirkweisen von mir-205 zu untersuchen, wurden im Zellmodell die
Expression der Onkogene HER2/neu und HER3, beides vorausgesagte miR-205-Zielgene,
analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass in PCa-Zellen die Unterexpression von HER3 und
HER/neu mit der ektopischen Uberexpression von miR-205 assoziiert ist. Die HER2/neu-
Expression konnte zusétzlich auch im primédren Tumor mit der miR-205-Expression invers
assoziiert werden, wodurch die Regulation dieses Zielgens auf nativer Ebene verifiziert
wurde. Ein weiterer Fokus dieser Arbeit konzentrierte sich auf die Fragestellung, ob sich
miR-205 als Prognosemarker im high-risk-PCa eignen konnte. Hierzu wurden in einem
etablierten high-risk-PCa-Studienkollektiv die Expression von mir-205 analysiert und
anschlieBend Korrelations- und Uberlebensanalysen durchgefiihrt. Es konnte statistisch keine
Assoziation zwischen der miR-205-Expression und verschiedenen Prognoseparametern, die in
der Klinik préoperativ prognostische Vorraussagekraft besitzen, hergestellt werden. Allerdings
fiel auf, dass Karzinome, die miR-205 relativ schwach herabregulierten, ein signifikant
schlechteres prognostisches Outcome und Uberlebensnachteile zeigten, im Vergleich zu
Tumoren, die eine starke miR-205-Regulation aufweisen. Somit konnten im
Hochrisikokollektiv mit Hilfe der miR-205-Expressionsanalyse Karzinome identifiziert
werden, die ein erhohtes Rezidivrisiko aufweisen. Die hier vorgelegten Untersuchungen
stellen also erste Hinweise dar, dass miR-205 als unabhéngiger prognostischer Marker im PCa
Verwendung finden konnte. Zusammenfassend kann in der vorgelegten Arbeit gezeigt
werden, dass die microRNAs miR-205 und miR-221 zwei tumorsuppressive RNAs im PCa
darstellen. Eine mogliche zukiinftige Implementation der Expressionsanalysen von miR-221
und/oder miR-205 als Progressionsmarker stellt eine vielversprechende Mdoglichkeit dar, in

Zukunft die Prognose und vielleicht auch die Therapie des PCa zu verbessern.
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8 APPENDIX

Appendix

Verteilung von klinischen Parametern (Risikogruppen) in PCa-Patienten mit ektoper HER2/neu-Expression (> 2fold AACt)

Verteilung des Gleason-Scores innerhalb des Tumorkollektivs

Gleason-Score HER2! (>2fold) HER21 (>2fold)

n=4 n=6
8/9/10 - ,high* 1 2
5/6/7 -,low* 3 4

s

0 2 4 6 8

HER2! (>2fold)
HER21 (>2fold) n=6

n=4 p=1.0

10 12 14 n(Patienten)

M .high Gleason* (8/9/10) M ,low Gleason* (5/6/7)

Verteilung des praoperativen PSA-Wertes innerhalb des Tumorkollektivs

PSA-Wert (ng/pl)  HER2! (>2fold) HER21 (>2fold)
n=4 n=6
PSA > 10 ng/pl 0 3

PSA <10 ng/pl 4 3

=

0 2 4 6 8

HER2! (>2fold) n=4

HER21 (>2fold) n=6

p=0.19

10 12 14 n(Patienten)

W PSA> 10ng/ul PSA < 10ng/pl

Verteilung des Lymphknotenstatus (pN) innerhalb des Tumorkollektivs

pN-Status HER2! (>2fold) HER2T (>2fold)
n=4 n=6
pN + 1 1
pN O 3 5

HER2! (>2fold)
HER21 (>2fold) n=6

n=4 p=1.0

0 2 4 6 8 10 12 14 n(Patienten)
pNO

W pN+

Verteilung des pT-Scores innerhalb des Tumorkollektivs

pT-Score HER2! (>2fold) HER21 (>2fold)
n=4 n=6
1/2 - ,lokal beg“ 2 2
3/4 - ,lokal prog“ 2 4

HER2! (>2fold) n=4

p=1.0

il

0 2 4 6 8

HER21 (>2fold) n=6

10 12 14 n(Patienten)

B .lokal begrenzt” (pT 1-2) M ,lokal progredient” (pT 3-4)

Verteilung des freien PSA-Anteils in % innerhalb des Tumorkollektivs

% FPSA HER2! (>2fold)  HER2T (>2fold)
n=4 n=6
FPSA > 10 % 1 2
FPSA <10 % 3 4

HER2! (>2fold) n=4

HER2T (>2fold) n=6

p=1.0

-

0 2 4 6 8

10 12 14 n(Patienten)

W FPSA>10% FPSA <10 %

Verteilung des Resektions (R) innerhalb des Tumorkollektivs

Resektionsstatus HER2! (>2fold) HER21 (>2fold)

n=4 n=6
R+ 1 2
RO 3 4

-

0 2 4 6 8

HER2! (>2fold)
HER2t (>2fold) n=6

n=4 p=1.0

10 12 14 n(Patienten)

M pN+ RO

Supp. Abb. 1:

Darstellung der Verteilung von klinischen Parametern (unterteilt in Risikogruppen,

siehe Tabelle 6) in PCa-Patienten mit aberranter HER2-Expression.

Als Grundlage der Gruppeneinteilung diente die HER2-Expression in 16

priméren PCa. Die Berechnung der relativen Expression ist in Kapitel 3.2.12.2
beschrieben. 10 dieser Tumoren wiesen eine aberrante miR-205-Expression grofier als
den Faktor 2 auf, davon 4 Tumoren mit niedriger HER2-Expression (Gruppe HER2 |)
und 6 Tumoren mit HER2-Uberepxression (Gruppe HER2 1).

Die Ordinate unterteilt die zwei verschieden exprimierenden Gruppen (HER27 und |)
mit Nennung der Zahl der zugehdrigen Patienten.

Die Balken der Abszisse beschreiben die Anzahl der Patienten, die das jeweils
vorgestellte klinische Merkmal (einzusehen in der jeweiligen Legende) aufweisen.
Signifikanzen im student‘s t-Test wurden mit ** (p=<0.01) und * (p=<0.05) dargestellt.
Die p-Werte des Fisher‘s exact-test wurden rechts neben den jeweiligen Diagrammen

notiert.
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