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1. Einleitung

1.1. Tumorbiologie

Maligne Tumoren sind nach Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems die zweithaufigste
Todesursache der westlichen Welt. Nach Daten der Gesdllschaft fiir epidemiologische
Krebsregister in Deutschland eV., die in Zusammenarbeit mit dem Robert-Koch-Institut
Berlin erhoben wurden, betrug die Zahl der Neuerkrankungen in Deutschland im Jahr 2004
436.500 Fille (Manner: 230.500; Frauen: 206.000). Haufigste Tumorarten sind dabei beim
Mann Prostatakarzinome (58.570 Neuerkrankungen im Jahr 2004), Darmkrebs (37.250
Neuerkrankungen) und Bronchialkarzinome (32.850 Neuerkrankungen), bei Frauen
Mammakarzinome (57.230 Neuerkrankungen), Colonkarzinome (36.000 Neuerkrankungen)
und Bronchialkarzinome (13.190 Neuerkrankungen) (Robert-Koch-Institut, 2008). Nach
Berechnungen des Statistischen Bundesamtes verursachten im Jahr 2004 bosartige
Neubildungen 25,6% aller Todesfille (Manner: 111.013; Frauen: 98.316).

Bosartige Tumorzellen zeichnen sich durch eine ungehemmte Proliferation, eine zunehmende
Entdifferenzierung und die Fahigkeit zur Bildung von Metastasen aus. Sechs charakteristische
Eigenschaften miissen dazu erworben werden: Insensitivitit gegen proliferationsinhibitorische
Signale, Selbstversorgung mit Wachstumssignalen, Depletion der Apoptose, unbegrenztes
replikatives Potential, selbstgel enkte Angiogenese sowie Gewebeinvasion und Metastasierung
(Hanahan und Weinberg, 2000).

Diese Eigenschaften erwerben die Tumorzellen aufgrund von Mutationen in ihrem Genom.
Diese Mutationen koénnen bereits in der Keimbahn vorliegen, treten aber in den meisten
Fillen spontan, etwa durch das Einwirken von Umweltfaktoren (ionisierende Strahlung,
chemische Substanzen oder onkogene Viren), auf. Sie konnen dazu fithren, dass
proliferationsfordernde Gene wie Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, G-Proteine oder
nukledre Transkriptionsfaktoren konstitutiv oder in einem stindig aktivierten Zustand
exprimiert werden (Onkogene). Ebenso kénnen aber auch wachstumsinhibierende Gene wie
DNA-Reparaturgene, Zellzykluskontrollgene oder Apoptose-Induktionsgene inaktiviert
werden (Tumorsuppressorgene).

Im Folgenden sind die in dieser Arbeit als Modellzellinien (Mammakarzinome) oder
Patientenkohorten untersuchten Tumorarten (Weichteilsarkome und Pankreaskarzinome)

naher beschrieben.
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1.1.1 Mammakarzinom

In dieser Arbeit wurden die Zellsysteme MCF (Michigan Cancer Foundation)-7 und MCF-10
genutzt. Beide Linien leiten sich vom MammaEpithel ab. MCF-10-Zellen sind eine
Subklasse von spontan immortalisierten Epithelzellen, die aus einer Mastektomieprobe einer
Patientin mit einer fibrozystischen Erkrankung hervorgingen (Tait et a., 1990). Die MCF-7-
Zéllinie entstammt einer 69jahrigen Frau, die sich wegen eines Mammakarzinoms zweier
Mastektomien innerhalb von 5 Jahren unterziehen musste. Die Zellen wurden einer pleuralen
Effusion der Brustwand enthommen und spiter als nicht-invasives Mammakarzinom
klassifiziert (Soule et al., 1973; Dickson et al., 1986).

Das Mammakarzinom ist die hiufigste maligne Tumorart bei Frauen. In Deutschland
erkranken iiber 570.000 Frauen jéhrlich daran, was 27,8% aller Krebserkrankungen entspricht
(Robert-Koch-Institut, 2008). In den USA wurden fiir das Jahr 2008 184.450
Neuerkrankungen an einem Mammakarzinom und 40.930 Todesfille geschitzt. 98,9 % der
an einem Mammakarzinom erkrankten Patienten sind Frauen (Jemal et al., 2008).

Anerkannte  Risikofaktoren sind en  hohes Lebensdter, ene familidre
Mammakarzinomvorbelastung, die Einnahme 6strogen- und  progesteronhaltiger
Ovulationshemmer, eine Hormontherapie im Klimakterium und Ubergewicht. Dariiber hinaus
sind auch gynikologische Faktoren, wie etwa eine frithe Menarche (<12 Jahren), ein hohes
Alter bel der Erstgeburt, eine kurze Laktationsdauer und ein spiter Eintritt in das
Klimakterium mit der Entstehung von Mammakarzinomen assoziiert (Goerke et al., 2002;
Robert-Koch-Institut  2008). AuBerdem kann Folsiuremangel oder iiberméBiger
Alkoholgenuss zu einer abnormen DNA-Synthese, -Reparatur und aberranter DNA-
Methylierung fithren und damit die Entstehung von Mammakarzinomen begilinstigen (Miller
et al., 2008).

Bel der histologischen Klassifikation nach WHO-Kriterien wird zwischen nicht-invasiven und
invasiven Mammakarzinomen und dem Pagetkarzinom der Mamille unterschieden. Das
invasive duktale Karzinom ist mit etwa 65 - 80% die haufigste Form des Mammakarzinoms.
Es entstammt dem Epithel der terminalen Milchgiange und stellt sich als uniforme Zellmasse
mit geringer Mitoserate dar (Rosen 2001). Das invasive lobulare Mammakarzinom leitet sich
vom Azinusepithel der Driisenlédppchen ab und liegt bei 10-15% der Patienten vor (Rosen
2001). Dariiber hinaus gibt es noch weitere Differenzierungsformen des invasiven
Mammakarzinoms, darunter das tubuldre Mammakarzinom (2-3% der Fille), das medullére

Mammakarzinom (5-7% der Fille) und das muzingse Mammakarzinom (1-7% der Fille)
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(Rosen 2001). Noch seltener treten Mammakarzinome mit Metaplasie, squamose Karzinome
mit durchweg keratinisierten Zellen und manchmal spindelzellformigen Anteilen, papillére
Mammakarzinome mit intraduktalen Wachstumsfoci, adenoid-zystische Karzinome oder
apokrine Karzinome auf (Rosen 2001). Mammakarzinome metastasieren vorwiegend in
regionale Lymphknoten, Knochen, Leber, Gehirn und Lunge.

In Mammakarzinomen liegen hiaufig genetische Veranderungen vor. Fiir die familidre Form,
die Ursache fiir etwa 10% der auftretenden Mammakarzinome ist, sSind in der Regel
Mutationen der DNA-Reparaturgene BRCA1 und BRCA2 verantwortlich (Brody et al., 1998;
McPherson et al. 2000). Bei sporadischen Tumoren sind Amplifikationen der Onkogene myc,
ErbB2 (Her2/Neu) und INT2 mit einem aggressiveren Tumorverhalten assoziiert (Bernset a.,
1992). Eine besondere Rolle bei der Entwicklung, aber auch der Therapie von
Mammakarzinomen spielt das Ostrogen und der Ostrogenrezeptor (ER). So wurde
nachgewiesen, dass ein erhohter Ostrogenspiegel bei jungen Frauen mit einem verringerten
Mammakarzinomrisiko einhergeht (Berkey et al., 1999). Dieses reduzierte Risiko resultiert
aus der ostrogen-induzierten Aktivierung verschiedener Tumorsuppressorgene wie BRCA1
und BRCA2 (Spillman et al., 1996) oder p53 (Hurd et al., 1997). Dieser Mechanismus ist
wahrscheinlich wirksam, solange einzelne Zellen in der Brust noch keine maligne
Transformation durchlaufen haben. Hat wiederum eine solche Transformation stattgefunden,
kann Ostrogen das Wachstum der transformierten Zellen induzieren. Wenn in der
transformierten Zelle dann bereits eine Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen wie etwa
BRCAL1 oder p53 stattgefunden hat, kann es zur Tumorinitiation kommen (Hilakivi-Clarke,
2000). Der Ostrogenrezeptor ist der Vermittler der Ostrogenwirkung. Etwa 70% aller
Mammakarzinome sind ER-positiv und damit fiir eine endokrine Therapie zuginglich
(Yamashita 2008). Mittels ER-Antagonisten wie Tamoxifen (auch ,selective estrogen
receptor modulators* genannt), die an den ER binden und seine transkriptionsaktivierende
Wirkung inhibieren konnen, kann das Wachstum von ER-positiven Tumorzellen inhibiert
und eventuell sogar eine Regression des Tumors erreicht werden (Meggiorini et a., 2008;
Tawakalitu et a., 2008).

Auf dieselbe Weise konnen gegen ErbB2 (Her2/Neu) gerichtete Antikdrper wie Trastuzumab
Zu einer verbesserten Therapie von chemotherapeutikaresi stenten Mammakarzinomen fiithren
(Goldenberg 1999; Ishida et a., 2008). Etwa 25% aller Mammakarzinom {iberexprimieren
ErbB2 (Dean-Colomb et a., 2008), und die Inhibierung dieser Rezeptortyrosinkinase ohne
eigene Ligandbindungsdomine fiihrt zu einer Hemmung der Proliferation der Tumorzellen

und somit zur Inhibierung des Tumorwachstums (Burgess, 2008).
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1.1.2. Weichteilsarkome

Eine weitere in dieser Arbeit untersuchte Klasse von Tumoren, die Weichteilsarkome, sind

eine heterogene Gruppe von malignen Neoplasien, die Geweben mesenchymalen Ursprungs

entstammen. Darunter fallen ale nichtepithelialen und extraskelettalen Gewebe des Korpers,

wie etwa das Fettgewebe, die quergestreifte und glatte Muskulatur oder auch das

Bindegewebe. Per Definition werden Tumoren, die sich aus dem peripheren Nervensystem

entwickeln, ebenfalls zu den Waeichtellsarkomen gerechnet. Ausnahmen bilden das

retikuloendotheliale System, die Glia und das Stiitzgewebe parenchymatoser Organe (Weiss

und Goldblum, 2007). Sie werden nach den Gewebetypen, die sie histologisch nachbilden, in

verschiedene Entititen differenziert, von denen die wichtigsten in Tabelle 1.1. aufgefiihrt

sind. Insgesamt werden derzeit 150 Subtypen in 20 Sarkomarten unterschieden (Weiss und

Goldblum, 2007).

Tumorentitat Histologie dhnlich zu relative Haufigkeit
Hashimoto Herzog
1992 2005

Liposarkom Fettgewebe 11,6% 11%
Malignes fibroses Histiozyten
Histiozytom (Bindegewebszellen) 25,1% 18%
Leiomyosarkom glatter Muskulatur 9,1% 20%
Rhabdomyosarkom guergestreifte Muskul atur 9,7% 6%
Neurogene Sarkom Nervenschei dengewebe des

peripheren Nervensystems 5,9% 2%
Synoviae Sarkom Membrana synovialis 6,5% 6%
Fibrosarkom Bindegewebe 5,2% 2%
Angiosarkom Blutgefifizellen <1% 5%
Nicht klassifiziert 26,9% 22%

Tab. 1.1. Die hiufigsten Weichteilsarkomentititen und ihre Charakteristika (nach Hashimoto, 1992 in Enzinger
und Weiss, 1995 und Herzog 2005).

Weichtellsarkome umfassen nur

etwa 1% der jdhrlich diagnostizierten bdsartigen

Tumorerkrankungen. Bei Kindern und Jugendlichen jedoch betrigt ihr Anteil etwa 8,5% der

malignen Tumorfille (Herzog 2005). Ihre Inzidenzrate liegt bei 1,4 pro 100.000 Einwohner je




1. Einleitung 5

Jahr (Weiss und Goldblum, 2007). Benigne Weichteilneoplasien hingegen zeigen eine
Inzidenz von 300 pro 100.000 Einwohner. Auf dieser Basis wurden fiir das Jahr 2000 8.100
neue Weichtellsarkomfille in den Vereinigten Staaten prognostiziert (Weiss und Goldblum,
2007) und fiir das Jahr 2008 10.390 neue Fille (Jemal et al., 2008). Insgesamt ist der Anteil
an mannlichen Patienten etwas hoher als der an weiblichen. Der bereits in den 90iger Jahren
beobachtete Anstieg der Weichteilsarkomfille setzt sich damit fort. Dieser beobachtete
Anstieg resultiert aus den verbesserten Diagnoseméglichkeiten, aus der Alterszunahme der
Bevolkerung und aus einem héufigeren Auftreten des mit AIDS assoziierten Kaposi-Sarkoms
(Weiss und Goldblum, 2007).

Im Korper treten Weichteilsarkome zu etwa 45% in den unteren Extremitéiten auf, 15% in den
oberen Extremititen, 15% im Retroperitoneum, 10% im Kopf- und Halsbereich und der Rest
im Rumpfbereich (Weiss und Goldblum, 2007). Ihre Haufigkeit folgt damit der prozentualen
Verteilung mesenchymalen Gewebes im menschlichen Korper. Patienten mit Tumoren, dieim
Kopf-Hals-Bereich oder im Retroperitoneum auftreten, haben eine schlechtere Uberlebensrate
als solche mit Tumoren in den Extremititen (Gross et al. 2005). Die Verteilung der
verschiedenen histologischen Subtypen ist altersabhingig. Sie konnen auf dieser Basis in drei
Gruppen eingeteilt werden (erste Prozentzahl in Klammern: Anteil an den Gesamtfillen iiber

alle Altersgruppen/zweite Prozentzahl: Antell an den Fillen der unter 29jdhrigen).

1. Sarkome mit hoher Haufigkeit, die selten bel Jugendlichen und jungen Erwachsenen
(<29 Jahre) auftreten, wie Leiomyosarkome (20%/7%), MFH (18%/5%) oder
Liposarkome (11%/5%).

2. Sarkome mit geringer Haufigkeit, die gehduft bel Jugendlichen und jungen
Erwachsenen auftreten, wie Rhabdomyosarkome (6%/15%), synoviale Sarkome
(6%/16%) oder neurogene Sarkome (2%/5%).

3. Sarkome mit geringer Haufigkeit, die auch selten bei Jugendlichen und jungen
Erwachsenen auftreten, wie Angiosarkome (5%/4%) oder Fibrosarkome (2%/3%)
(Herzog 2005)

Essentiell fiir die Therapie und die Prognose eines Weichteilsarkoms bleibt neben der
Einteilung in einen histologischen Subtyp die Frage nach dem Grading. Dabel wird vor allem
anhand von Parametern wie der Mitoseaktivitit und dem Ausmal} von Nekrosen, ebenso wie
Zdlreichtum, Zellpleomorphie und dem Differenzierungsgrad des Primartumors,
histopathol ogisch der Grad der Malignitét abgeschétzt (Weiss und Goldblum, 2007). Zudem
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kann durch die Einteilung der Erkrankung in verschiedene Stadien (,,Staging™) die Prognose
eines individuellen Tumors besser vorausgesagt werden. Dabel finden auch Tumorgréfle,
Tumortiefe, Lymphknotenbefall sowie das Vorliegen von Fernmetastasen Beriicksichtigung
(Weiss und Goldblum, 2007). In Stadium | liegt das 5-Jahres-Uberleben bei mehr als 90%, in
Stadium I1 fallt es auf etwa 60%, in Stadium III auf unter 25% und betrdgt in Stadium IV nur
noch 2-5%. (Weiss und Goldblum, 2007)

Da Weichteilsarkome meist beschwerdefrei wachsen und dariiber hinaus sehr selten sind,
werden sie oft erst spit diagnostiziert. 20% der Patienten haben zu diesem Zeitpunkt bereits
nachweisbare Fernmetastasen, die vor allem die Lunge betreffen (Weiss und Goldblum,
2007). Die hiufigste Therapiemethode bleibt bis heute die radikale chirurgische Resektion des
Tumors, die aber groBflachig durchgefiihrt werden muss, um Rezidivbildung zu vermeiden
(Weiss und Goldblum, 2007). Irresektabilitit des Tumors ist die Hauptursache fiir eine
nichterfol gte Therapie (Farshadpour et a., 2004). Gegen Chemo- und Strahlentherapie zeigen
Welichtellsarkome oft eine ausgepragte Resistenz.

Faktoren fiir die Entstehung eines Weichteilsarkoms konnen chemischer, physikalischer,
genetischer und immunologischer Natur sein. So erhoht die Beriihrung mit Phenoxyacetat-
haltigen Herbiziden die Gefahr um ein Sechsfaches, ebenso ist Vinylchlorid eindeutig mit der
Ausbildung von Angiosarkomen korreliert (Elliot et al., 1997). lonisierende Strahlung, wie sie
auch bei der Radiotherapie angewandt wird, erhoht die Inzidenz des Weichtellsarkoms um
0,03-0,8% (Amendolaet a., 1989). Als Beispidl fiir ein durch einen erworbenen Immundefekt
verursachtes Sarkom kann das Kaposi-Sarkom angesehen werden, das wahrscheinlich vom
humanen Herpes-Virus 8 initiiert wird (Ubersicht Cathomas, 2003). Hereditire Ursachen in
der Weichteilsarkomentstehung existieren beim Li-Fraumeni-Syndrom (p53-Mutation in der
Keimbahn und daraus resultierend unter anderem eine Neigung zu familidren Sarkomen), bei
der Neurofibromatose Typ /Il von Recklinghausen (Mutation des NF1 beziehungsweise
NF2-Gens und damit Neigung zur Bildung von Neurofibromen, die mit 1-5% zu neurogenen
Sarkomen entarten) und beim erblichen Retinoblastom (Mutation im Rb1-Gen, die mit der
Entstehung von Osteosarkomen assoziiert sein kann) (Weiss und Goldblum, 2007).
Genetische Alterationen nicht-hereditarer Art sind ebenso in Weichteilsarkomen zu finden. So
ist in vidlen Tumorarten die Amplifikation einer Sequenz wechselnder Liange auf dem
Chromosomenarm 12q stark erhoht. In dieser Sequenz wurden die Zellzyklus-regulierenden
Gene CDK4 (cyclin-dependent kinase 4) und der negative Regulator des Tumorsupressorgens
p53, MDM2 (murine double minute 2), gefunden (Weiss und Goldblum, 2007). Aber auch

Alterationen in der mMRNA-Expression von Zellzyklusregul atoren wie Survivin und Stamm-
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Zéellfaktoren wie Hiwi oder hTERT sind in Welchteilsarkomen prognostisch relevant (Taubert
et al., 2007).

1.1.3. Pankreaskarzinom

Im Jahr 2008 werden fiir Pankreaskarzinome in den USA 37.680 Neuerkrankungen und
34.290 Todesfille geschitzt (Jemal et al., 2008). Die jdhrliche Inzidenzrate fiir
Pankreaskarzinome betragt dabei etwa 9 Fille je 100.000 Einwohner, was diese Art von
Tumoren zur elfthdufigsten macht (Greenley et al., 2001). Das durchschnittliche Alter bei
Diagnosestellung betragt 60 bis 65 Jahre (Ahlgren, 1996).

Die Prognose von unbehandelten Pankreaskarzinom-Patienten ist schlecht. Werden alle
Stadien kombiniert, liegt das 1-Jahres-Uberleben bei 19%, das 5-Jahres-Uberleben bei 4%
(Greenley et a., 2001). Die Prognose ist relativ ungiinstig, weil erst im gpiten
Krankheitsverlauf klinische Symptome auftreten, sodass zum Zeitpunkt der Diagnosestellung
bereits 80% der Tumoren Metastasen entwickelt haben. Die chirurgische Entfernung des
Tumors (falls kein Lymphknotenbefall vorliegt und eine vollstindige Resektion des Tumors
erfolgt ist) bietet die beste Heilungschance fiir ein Pankreaskarzinom. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate erhdht sich dabei auf 40% (Sohn et al., 2004).

Die Gefahr, an einem Pankreaskarzinom zu erkranken, ist stark altersabhingig. Allerdings
wurden auch weitere Risikofaktoren identifiziert, so Aktiv- und Passivrauchen und Exposition
von Chemikalien. Atiologische Risikofaktoren sind unter anderem Diabetes mellitus,
Pankreatitis oder eine vorherige Cholezystektomie (Ahlgren 1996; Gold et a., 1998;
Silverman et a., 1999; Lowenfels et a., 2006; Landi 2008). Weiterhin haben auch einige
Kohortenstudien en erhohtes Risiko, eine Pankreaskarzinom zu entwickeln, fiir Personen
gezeigt, deren Familiengeschichte bereits einige Pankreaskarzinomfille aufweist (Tersmette
et a., 2001). Sechs genetische Syndrome, die insgesamt fiir etwa 10% der familidren
Haufungen verantwortlich sind, konnten bisher identifiziert werden (zitiert nach Yeo et al.,
2002):

1. Triger einer BRCA2 Keimbahn-Mutation haben ein 3,5-10fach erhohtes Risiko, ein
Pankreaskarzinom zu entwickeln (Murphy et al., 2002). 17% der Pankreaskarzinompatienten
mit einer Pankreaskarzinomfamiliengeschichte tragen eine BRCA2-Mutation (Goggins et al.,
1996).
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2. Patienten mit einer p16-Keimbahn-Mutation haben ein 12- bis 20fach erhohtes Risiko, an
einem Pankreaskarzinom zu erkranken (Borg et al., 2000; Lynch et a., 2002).

3. Patienten mit einem Peutz-Jeghers-Syndrom haben ein 130fach erhohtes Risiko, ein
Pankreaskarzinom zu entwickeln (Giarodella et a., 1988).

4. Patienten, die an dem hereditiren nichtpolypdsen colorektalen Karzinom (HNPCC)-
Syndrom mit Keimbahn-Mutationen in einem der DNA-mismatch Reparaturgenen (hMSH1,
hMSH2) leiden, haben ein erhéhtes Risiko ein Pankreaskarzinom zu entwickeln (Lynch et al.,
1985; Gogginset a., 1998).

5. Patienten mit hereditarer Pankreatitis verursacht durch Keimbahn-Mutationen im PRSS1-
Gen (cationic trypsinogen gene 1) haben ein 50fach erhohtes Risiko, an einem
Pankreaskarzinom zu erkranken (Whitcomb et al., 1996; Lowenfels et al., 1997).

6. Patienten, die an Ataxia telangiectasia leiden, zeigen aufgrund einer Keimbahn-Mutation
des ATM-Gens eine erhohte Anfalligkeit fiir Leukdmien und Tumoren der Brust, der Ovarien,

des Magens und in seltenen Fillen des Pankreas (Hruban et al., 1998).

Etwa 75% aler malignen Pankreasneoplasien sind duktale Adenokarzinome (PDAC). Diese
Neoplasien sind weif3-gelbliche, feste Massen, die friith lymphogen und hdamatogen streuen.
Dariiber hinaus infiltrieren PDACs oft perineurale, lymphatische und vaskuldre Raume.
Lymphknotenmetastasen werden in den meisten resezierten Adenokarzinomen gefunden. Es
werden verschiedene Lisionen des Pankreas unterschieden, die je nach Grad ihrer Malignitit
zu Pankreaskarzinomen entarten konnen. Diese sind die intraepithelialen Neoplasien
(PanINs), die muzindsen zystischen Neoplasien (MCNs) und die intraduktalen papillar-
muzinésen Neoplasien (IPMNSs). Dariiber hinaus gibt es noch andere Subtypen des
Pankreaskarzinoms, z.B. Pankreasblastome (juveniles Pankreaskarzinom), azinare
Zéellkarzinome (Pankreaskarzinome mit azinarer Differenzierung) oder solide pseudopapillire
Neoplasmen (vorwiegend in weiblichen Patienten im Alter zwischen 30 und 40 Jahren
auftretendes Pankreaskarzinom).

Neben den oben genannten genetischen Faktoren sind weitere Alterationen im
Pankreaskarzinom gut beschrieben. Etwa 95% aler Pankreaskarzinome haben eine
aktivierende Punktmutation im K-Ras-Onkogen (Hruban et a., 1993; Almoguerra et al.,
1998). Die meisten dieser Veranderungen betreffen das Codon 12 und bewirken einen
Austausch der Aminosiure Glycin durch Aspartatsiure oder Valin. Dariliber hinaus treten
seltener auch Mutationen im Codon 13 oder 61 auf. Diese Mutationen inhibieren die K-Ras-

spezifische GTPase-Funktion und fithren zu einer konstitutiv aktiven Signaltransduktion
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(Hruban et a., 1993; Deramaudt und Rustgi, 2005). In 95% der Pankreastumoren ist das p16-

Tumorsuppressorgen inaktiviert. Es inhibiert in normalen Geweben die CyclinD-abhiangige
Kinase 4 (CDK4), welche verschiedene Zellzyklus-Kontrollpunkt-Faktoren wie etwa z.B. das
Retinoblastom-1-Protein (Rb-1) phosphoryliert (Caldas et a., 1994; Yu et a., 1999). Ein
weiteres in etwa 75% aller Pankreaskarzinomen mutiertes Tumorsuppressorgen ist das Gen
p53, das Aufgaben in der Zellzyklusregulation und Apoptoseinduktion nach genotoxischem
Stress ausiibt (Yu et al., 1999). In 55% aller Pankreaskarzinome kommt es weiterhin zu einer
Mutation im Deleted in pancreatic carcinoma 4-Protein (DPC4 oder SMAD4), ein DNA-
bindendes Tumorsuppressorgen, das als transkriptioneller Aktivator bzw. Repressor im TGF-
B-pathway fungiert (Hahn et al., 1996; Zawel et a., 1998). Eine Ubersicht der genetischen
Alterationen in Pankreaskarzinomen wird in Tabelle 1.2. gegeben.

Gen-Name Lokalisation Mutationshaufigkeit Referenz
Onkogene

K-Ras 12p 95% Hruban et al., 1993
AKT2 19q 10-20% Cheng et al., 1996
MYB 6q 10% Wallrapp et al., 1997
Tumorsuppressorgene

pl6/Rbl 99/13q 95% Caldaset al., 1994
P53 17p 5% Yuetal., 1999
DPC4/SMAD4 18q 55% Hahn et al., 1996
LKB1/SKT11 19p 5% Suetal., 1998
MKK4 17p 4% Suetal., 1999
ALK4 12q 2% Suetal., 2001
DNA-Reparaturgene

BRCA2 13q 7-10% Gogginset a., 1996
MSI*/ TGFBR2 3p 3% Goggins et al., 1998
MLH1 3p 3% Wilentz et a., 2000

Tab. 1.2. Genetische Alterationen in Pankreaskarzinomen (modifiziert nach Su und Kern, 2000)

In einer vergleichenden Literaturstudie zeigen Garcea et a. auch die Relevanz von Apoptose-
regulierenden Genen wie BCL2 und Survivin und Angiogenese-induzierenden Genen wie
dem ,,vascular endothelial growth factor* (VEGF) oder dem ,,platelet-derived endothelial
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growth factor fiir ein vorgeschrittenes Tumorstadium und eine verschlechterte Prognose von

Pankreaskarzinompatienten (Garcea et a., 2005).

1.2. Hypoxie

Hypoxie beschreibt eine verringerte Sauerstoffzufuhr in Geweben, was unter anderem eine
Hemmung physiologischer Prozesse der Zelle zur Folge hat. Dieser verringerte
Saverstoffpartialdruck kann wiéhrend akuter oder chronischer Gefaerkrankungen,
pulmonéren Erkrankungen oder auch in soliden Tumoren auftreten. So liegt der mittlere
Sauerstoffpartialdruck in normalem Brustgewebe bel 65 mm Hg (8,6 % O,), ist aber in
Mammakarzinomen im Mittel auf 30 mm Hg (3,9 % O,) reduziert (Vaupel et al., 1991).
Obwohl Hypoxie sowohl fiir normale wie auch fiir Tumorzellen toxisch ist, konnen letztere
genetische und adaptive Veranderungen durchlaufen, die es ihnen erlauben, in hypoxischem
Milieu nicht nur zu tiberleben, sondern sogar zu proliferieren. In jedem Fall jedoch ruft ein
niedriger (hypoxischer) O,-Gehalt Stresssituationen in den Zellen hervor (Brahimi-Horn et
al., 2007).

1.2.1. Molekularbiologische Grundlagen der Hypoxie

Ein wesentlicher Faktor fiir die Regulation von Hypoxie-induzierten Stoffwechselwegen ist
der Hypoxie-induzierbare Transkriptionsfaktor 1 (HIF-1). Viele Hypoxie-induzierte Gene, die
Einfluss auf Prozesse wie die Glukoseaufnahme und —metabolisierung, Zelproliferation,
Angiogenese und A poptose haben, werden durch HIF-1 reguliert (Semenza 2003 und 2008).
Es sind zurzeit drel HIF-Proteine (HIF-1, HIF-2 und HIF-3) bekannt. Sie alle regulieren
transkriptionelle Vorginge als Reaktion auf einen niedrigen Sauerstoffpartiadruck
(Ubersichten bei Semenza et al., 1996, 2003 und 2008). Es handelt sich um Mitglieder der
PAS-Superfamilie (PER-ARNT-SIM) der Transkriptionsfaktoren, die als Heterodimere aus
einer Sauerstoffsensitiven a-Einheit und einer konstitutiv exprimierten B-Einheit aufgebaut
sind (Wang et a., 1995). Das erste identifizierte HIF-Protein war HIF-1 (Wang et a., 1995).
HIF-1 gilt als genereller Regulator der zellularen Hypoxie-Antwort, da es im Gegensatz zu
HIF-2 und HIF-3 ubiquitir exprimiert wird und die Expression vieler Hypoxie-assoziierter
Geneinduziert (Wenger et a., 1996; Semenza 2003 und 2008).

Bel einem normalen zelluldren Sauerstoffpartialdruck wird HIF-1a durch den von Hippel-

Lindau (VHL) Tumorsuppressor fiir den proteosomalen Abbau ubiquitinyliert. Daher betrigt
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die Halbwertszeit des HIF-1a-Proteins in einer normoxischen Zelle nur etwa 10 — 20 Minuten
(Chun et a., 2002; Bardos et a., 2004). Die Bindung zwischen VHL und HIF-1o wird dabei
durch die Hydroxylierung von zwei konservierten Prolin-Resten in der HIF-1a. ODD-Doméne
(,,oxygen-dependent degradation domain®) vermittelt (Jaakola et al., 2001; Ivan et al., 2001,
Kaelin et al., 2008). Die diese Hydroxylierung katalysierende Prolyl-4-Hydroxylase bendtigt
O, als Substrat.

Unter hypoxischen Bedingungen wird HIF-1a stabilisiert und in den Nukleus transloziert, wo
es mit HIF-13 (ARNT) heterodimerisiert. In dieser Konstitution bindet HIF-1 an kurze DNA-
Bereiche, sogenannte ,,hypoxie-responsive elements* (HRE), die in den Promotorbereichen
von etwa 70 Hypoxie-sensitiven ,target“-Genen lokalisiert sind (Semenza 2003 und 2008).
Nach der Bindung rekrutiert HIF die Co-Aktivatoren CBP und p300 und bindet den
entstandenen Komplex (Arany et al., 1996). Auf diese Weise kann der entstandene
Transkriptionskomplex verschiedene Gene in ihrer Expression regulieren, die fiir
Angiogenese, Invasion und Migration sowie Zelltod/Zelliiberleben verantwortlich sind
(Forsythe et a., 1996; Leeet d., 1997; Semenzaet al., 2003; Brahimi-Horn et a., 2007).
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Abb. 1.1. Modell der HIF-1-Wirkung unter hypoxischen oder normoxischen Bedingungen (aus Weinberg, 2007)
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Von HIF-1 aktivierte Faktoren zur Induktion von Angiogenese sind unter anderem der
,,vascular endothelial growth factor“ (VEGF), die VEGF-Rezeptoren FLT-1 und FLK-1, der
Plasminogen-Aktivator Inhibitor-1 (PAI-1), Angiopoietine (ANG-1 und -2) der platelet-
derived growth factor B (PDGF-B) und die Matrix-Metalloproteinasen MMP-2 und -9
(Hickey et al., 2006). Vor dlem VEGF ist in diesem Zusammenhang von Interesse, da es ein
wichtiger Faktor fiir die Bildung neuer Blutgefille, die Neoangiogenese, darstellt. Die
Sezernierung von Angiopoietinen und Matrix-Metalloproteinasen fiihrt zur Degradation der
Extrazellularmembran und somit zu einer Lockerung des Zellverbandes. VEGF und andere
Molekiile sind dann an der anschlieBenden Migration der Endothelzellen in Richtung des
hypoxischen Bereichs, deren Vesorgung und Proliferation beteiligt. Um die
Sauerstoffversorgung des Bereichs sicher zu stellen, erfolgt eine VEGF-Ausschiittung durch
Zellen am Rand von hypoxischen und nekrotischen Geweben, damit die Neoangiogenese
voranschreitet (Carmeliet und Jain, 2000).

Neben VEGF werden von HIF-1 noch die Invasions- bzw. Migrationsmediierenden Faktoren
E-Cadherin, Lysyl-Oxidase (LOX), CXCR4 und der stromal-derived factor 1 (SDF-1)
reguliert. E-Cadherin vermittelt Zell-Zell-Adhision und stimuliert Anti-Wachstums-Signale
durch die Interaktion mit B-Catenin. Die Inaktivierung von E-Cadherin verstiarkt das
migratorische Potential von Tumorzellen, wihrend die Uberexpression die Migration inhibiert
(Bremnes et al., 2002; Schmalhofer et a., 2009). Es wird vermutet, dass HIF die Repression
von E-Cadherin durch die Aktivierung der Expression von E-Cadherin-spezifischen
Repressoren wie Snail oder SIP1 induziert (Evans et a., 2007). Ein weiterer von HIF-1 in
seiner Expression aktivierter Faktor ist LOX, eine Amin-Oxidase, die bei der Bildung der
Extrazelluldrmatrix beteiligt ist. Erler und Kollegen konnten zeigen, dass die Inhibierung von
LOX die Hypoxie-induzierte Zellinvasion und —migration in-vitro und in-vivo verhindern
kann (Erler et al., 2006). Der Chemokinrezeptor CXCR4 und einer seiner Liganden, SDF-1,
spielen eine wichtige Rolle bei der gerichteten Migration. Verschiedene Studien zeigten in
einer Rethe von Zédlltypen, dass beide Faktoren durch HIF-1 induziert werden (Staller et a.,
2003; Ceradini et al., 2004; Phillips et al., 2005; Zagzag et d., 2006; Aryaet a., 2007).
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Hypoxie
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Angiogenese | |Invasion/Migration Proliferation Metabolismus | | GefidRtonus
ANG-1 CTGF CCND1 ALDA NOS
ANG-2 CXCR4 EPO ENOI
FLK-1 E-Cadherin IGF-2 GLUT-1
FLT-1 LOX IGF-BP2 GLUT-3
MMP-2 PAI-1 TPF-a. HK1
MMP-9 SDF-1 HK2
PAI-1 UPAR LDHA
PDGF-B MXI-1
TIE-2 PDK1
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Abb. 1.2. HIF-1 regulierte Gene (modifiziert nach Harris et a., 2002 und Rankin und Giaccia, 2008).
Abkiirzungen: ALDA: Aldolase A; ANG-1: Angiopoietin 1; ANG-2: Angiopoietin 2; CCND1: Cyclin D1;
CTGF: Connective tissue growth factor; CXCR4: C-X-C chemokine receptor type 4; EPO: Erythropoietin;
ENO1: Enolase 1; FLT-1: VEGF-Rezeptor 1; FLK.-1: VEGF-Rezeptor 2; GLUT-1: Glukosetransporter-1;
GLUT-3: Glukosetransporter-3; HK1: Hexokinasel; HK2: Hexokinase 2; IGF-2: insulin growth factor-2; |GF-
BP2: |GF-factor-bindendes Protein 2; LDHA: Lactatdehydrogenase A; LOX: Lysyl-Oxidase; MMP-2:
Matrixmetalloproteinase-2;, MMP-9:  Matrixmetalloproteinase-9; MXI-1: Max-Interaktor 1, NOS:
Stickstoffmonoxid-Synthase; PAI-1: Plasminogenaktivator-1nhibitor-1; PDGF-B: platelet-derived growth factor
B; PDK1: Pyruvat dehydrogenase kinase-1; PFKL: Phosphofructokinase L; PGK1: Phosphglycerasekinase 1;
SDF-1: stromal-derived factor 1; TGF-a: transforming growth factor-a; UPAR: urokinase plasminogen aktivator
Rezeptor; VEGF: vascular endothelial growth factor.

Dariiber hinaus ist HIF-1 an der Regulation verschiedener Prozesse wie der Glykolyse (z.B.

iber Aldolase A, Enolase 1, Lactat-Dehydrogenase A und Hexokinase), dem Glukose-
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Transport (z.B. iiber Glukosetransporter 1 und 3), der Erythropoese (z.B. iiber Erythropoietin)
und der Regulation des Gefafitonus (z.B. iiber Stickstoffmonoxid-Synthase) beteiligt
(Ratcliffe et a., 1997, Semenza, 2003; Denko et al., 2008). Zahlreiche Studien belegen
weiterhin, dass vide Gene wie etwa Angiogenese-Faktoren, Proliferations- und
Zdladhisionsgene durch Hypoxie und HIF-1a reguliert werden (Denko et al., 2000 und 2008;
Koong et al., 2000; Lal et al., 2001). Ein Uberblick wichtiger durch HIF-1a regulierter Gene
findet sich in Abbildung 1.2.. Vor allem in Tumoren sorgen diese vielfiltigen Hypoxie-
induzierte Veranderungen in Stoffwechsel- und Proliferationspathways fiir eine zunehmende

Hypoxieresistenz und eine Verschlechterung der biologischen Eigenschaften des Tumors.

1.2.2. Tumorhypoxie

Tumorhypoxie tritt a's Konsequenz bei der Entstehung solider Tumoren auf und kann durch
Selektion von genetischen Veranderungen deren Wachstum und Entwicklung férdern. Wenn
Tumoren mehr as 100 um von funktionalen BlutgefdBen entfernt liegen, ist eine ausreichende
Sauerstoffversorgung nicht mehr gewihrleistet (Carmeliet und Jain, 2000). Da Tumoren
aufgrund ihrer schnellen Proliferation meist {iber eine nicht ausreichende Gefdf3versorgung
verfiigen, ist Hypoxie in Primartumoren und deren Metastasen weit verbreitet. Weiterhin sind
Tumorzellen unter hypoxischen Bedingungen unterschiedlichen genetischen und adaptiven
Verianderungen ausgesetzt. Auf diese Weise werden beim Tumorwachstum unter Hypoxie
Zellen mit einem malignen Phinotyp und einem aggressiveren Proliferationsverhalten
selektiert (Harris et a., 2002; Vaupel und Mayer, 2007).

Verschiedene Studien zeigen, dass drei Mechanismen, unabhingig von Niveau und Dauer der
Hypoxie, einen Einfluss auf die induzierte Tumorvermehrung haben: die Anderung der
Proteinexpression und die Verdnderung des mRNA-Profils (Yuan et a., 2000; Semenza et al.,
2003; Vaupel et al., 2004, Weinmann et a., 2005, Chi et a., 2006) sowie die klonale
Selektion auf Genverdanderungen (Gréber et al., 1996; Kim et al., 1997; Kondo et al., 2001;
Bristow und Hill, 2008). Vaupel und Kollegen konnten hypoxische Bereiche in Tumoren
direkt nachweisen. Der O,-Gehat der Tumorzellen wurde mittels Sauerstoff-Elektroden
gemessen. Dabei wurde gezeigt, dass eine niedrige O,-Spannung in Tumoren mit einer
erhdhten Metastasierung und einer schlechteren Uberlebensprognose fiir Patienten mit
Kopf/Hals-, Cervix- und Mammakarzinomen assoziiert ist (Hockel et al., 1999; Hockel und
Vaupel, 2001; Vaupel und Maier, 2007). Akakura und Mitarbeiter konnten fiir
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Pankreaskarzinome zeigen, dass Hypoxie und eine damit verbundene Uberexpression von
HIF-1o zu einem gesteigerten Tumorwachstum in-vivo fiihrte (Akakura et al., 2001).
Tumorhypoxie dient as negativer klinischer prognostischer Indikator (Hockel et al., 1993;
Knowles et d., 2001, Vaupe und Maier, 2007). Verschiedene Studien mit humanen Tumoren
zeigten eine Verbindung zwischen Hypoxie und Metastasierungs-Potential (Brizel et .,
1996; Hocked et al., 1996). Aufgrund der unzureichenden Sauerstoffversorgung von Tumoren
ist eine Behandlung mit Chemotherapeutika beziehungsweise Bestrahlung relativ schwierig
und stark von der O,-Verfiigbarkeit abhéngig (Hockel und Vaupel, 2001; Williams et al.,
2004). Eine erhohte Strahlendosis gegeniiber der Behandlung normoxischer Tumoren ist
erforderlich, um den gleichen Effekt zu erzielen. Sauerstoff-Radikale, welche nach
Bestrahlung des Gewebes entstehen, fiihren zu einer Schiadigung des Zellgenoms und daran
anschlieiend zu einer Zerstérung der Tumorzelle. Diese Radikale entstehen in hypoxischen
Tumoren aufgrund des niedrigeren Sauerstofflevels seltener, daher wird der Effekt der
Radiotherapie abgeschwicht.

Gegenwirtig gibt es diverse Ansatzpunkte, hypoxische Tumoren sensitiver gegen eine
Behandlung zu machen. Einer davon ist die Reduktion des hypoxischen Zustandes as
Vorbereitung auf eine Radiotherapie durch Gabe von Erythropoetin. Damit soll der
Héamoglobin-Wert iiber 12 g/l erhoht werden, eine Konzentration, die mit einem besseren
Ansprechen auf die Therapie assoziiert ist (Littlewood 2001, Vaupel et a., 2002b). Dariiber
hinaus konnte Erythropoetin auch durch Reoxygenierung des Tumors eine verstirkte
Proliferation der Tumorzellen begiinstigen und somit zu einem verbesserten Ansprechen von
Chemotherapeutika beitragen. Klinische Studien haben eindrucksvoll gezeigt, dass die Gabe
von Erythropoetin das Therapieansprechen von Tumorpatienten verbessert (Littlewood et al.,
2001). Ein weiterer Ansatzpunkt ist die Gabe von Medikamenten, die nur unter hypoxischen
Bedingungen aktiviert werden. Ein Beispiel dafiir ist Tirapazamin, das unter hypoxischen
Bedingungen die DNA-Reparatur inhibiert und in Kombination mit einer Cisplatin-Therapie
die Prognose von Lungenkrebspatienten deutlich verbessert (von Pawel et a., 2000). Auch die
Inhibierung des HIF-Systems ist ein Ansatzpunkt zur Sensitivierung hypoxischer Tumoren.
So fiihrte die in-vivo Anwendung von HIF-1a-sSsSRNA zu einer Inhibierung des
Tumorwachstums in einem Maus-Xenograft-Model (Sun et a., 2001). Auch die Verwendung
von kleinen Peptiden (z.B. p34srj (,,Serin-Glycin rich junction®)), die die Interaktion
zwischen HIF-1o und seinem transkriptionellen Co-Aktivator CBP/p300 blockieren, fithrten
zu ener Reduktion des Tumorwachstums und der Angiogenese in Mamma und
Colonkarzinomen (Kung et al., 2000; Pugh et a., 2001). Auch die Gentherapie mittels
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Vektoren, die pro-apoptotische oder anti-proliferative Gene unter Kontrolle eines HRE-
Elements tragen, stellt eine mogliche Therapieoption dar. Diese Vektoren konnen mittels
anaerober Bakterien in hypoxische Tumorbereiche transportiert und dort aktiviert werden
(Dachs et al., 1997; Lemmon et a., 1997). Die prinzipielle Anwendbarkeit solcher Systeme
und ein therapeutischer Nutzen konnte im Mausmodell gezeigt werden (Dang et al., 2001).
Die Alterationen der mRNA-Synthese in Folge von Hypoxie ist bereits in vielen Studien gut
belegt. Zum Zeitpunkt des Beginns dieser Arbeit lagen aber noch keine Untersuchungen zum

Effekt von Hypoxie auf die Expression von microRNASs vor.

1.3. microRNASs

1.3.1. Biologische Funktionen

microRNAs sind kleine, 18-25 bp lange, nichtkodierende RNAs endogenen Ursprungs. Die
erste identifizierte microRNA war lin-4 in Caenorhabditis elegans. Sie kann iiber die
Regulation der lin-14-mRNA Entwicklungsprozesse beeinflussen. Das lin-14-Protein wird am
Ende des ersten Larvenstadiums herunterreguliert, was die Transition in das zweite
Larvenstadium einleitet (Ruvkun et al., 1989; Lee et a., 1993). Da die lin-4-Expression
zeitabhingig war, wurden sie zuerst als stRNAs (small temporal RNAs) bezeichnet. Eine
weitere in Caenorhabditis elegans identifiziert sRNAs ist let-7 (lethal-7), die das lin-41 Gen
(auf dieselbe Weise wie lin-4 die lin-14-mRNA) reguliert (Reinhardt et a., 2000). Diese
microRNA ist, im Gegensatz zu lin-4, in vielen Organismen konserviert (Pasquinelli et a.,
2000; Slack et a., 2000).

Versuche von verschiedenen Arbeitsgruppen, kleine ~22 nt RNAs zu klonieren, resultierte in
der Identifikation von einigen hundert microRNASs in verschiedenen Organismen (Lagos-
Quintana et al, 2001; Lau et a., 2001; Lee et a., 2001). Derzeit sind 695 humane microRNAs
bekannt (http://microrna.sanger.ac.uk/cgi-bin/sequences/mirna_summary.pl ?org=hsa;
miRBase 12.0; Stand: Sept 2008) und es wird dariiber hinaus geschitzt, dass das menschliche
Genom tiiber 1000 microRNA-Gene enthilt (Lewis et al., 2003). Weiterhin wird davon
ausgegangen, dass >30% der humanen mRNAS durch eine oder mehrere microRNAS reguliert
werden kann (Lewis et al., 2005).

Im Gegensatz zu SSRNAs sind microRNAs endogene RNAS, die mittels RNA-Polymerase 11
als lange primiare MiRNA (pri-miRNA) Transkripte mit 5’-Cap-Struktur und polyA-
Schwinzen synthetisiert werden (Cai et al., 2004; Lee et al., 2004). Einige microRNAs sind in
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Clustern angeordnet und werden a's Polycistron transkribiert (Lee et al., 2002), wahrend etwa
40% der microRNAS in den Introns von Proteinkodierenden Genen lokalisiert sind und nach
dem Spleifien autonom prozessiert werden (Rodriguez et al., 2004). Pri-miRNA-Transkripte
formen charakteristische fold-back-Strukturen, die von dem sogenannten Microprozessor-
komplex erkannt werden und in einen etwa 70 bp grofien, imperfekten ,,stem-loop microRNA
precursor (pre-miRNA) geschnitten werden (Denli et a., 2004, Gregory et a., 2004). Der
Mikroprozessorkomplex enthélt unter anderem die RNAse III Drosha und das DiGregory
syndrome critical region gene 8 (DGCRS), auch als Pasha bezeichnet (Lee et al., 2003;
Gregory et a., 2004; Han et a., 2004).
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Abb. 1.3. Modell der SRNA und miRNA-Generierung und der unterschiedlichen Wirkmechanismen (He und
Hannon, 2004).
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Nach der Prozessierung durch den Microprozessorkomplex wird die pre-miRNA mittels des
Ran-GTP-abhingigen Transporters Exportin-5 vom Nukleus ins Zytoplasma transportiert (Yi
et a., 2003; Bohnsack et al., 2004). Dort wird die premiRNA mittels eines weiteren RNAse
[11-Enzyms, Dicer, in imperfekte dsRNA-Duplices zerschnitten (Grishok et al., 2001,
Hutvanger et a., 2001). Die thermodynamische Energie der 5’-Enden des miRNA-miRNA*-
Duplex ist unterschiedlich und der Strang mit der geringeren Stabilitit des 5’-Endes wird
bevorzugt in den ,RNA-induced silencing complex* (RISC) inkorporiert, wéhrend der
komplementire miRNA*-Strang schnell degradiert wird (Khvorova et al., 2003; Schwarz et
al., 2003).

RISCs sind Ribonukleinkomplexe, die in verschiedenen, funktional unterschiedlichen,
Subtypen existieren. Die Kernkomponente des RISC sind Proteine aus der Argonaute-Familie
(Hammond et a., 2001; Martinez et a., 2002). So konnten im humanen miRNA -enthaltenden
RISC das Argonaute-Protein Ago2 und die Helikasen Gemin3 und Gemind nachgewiesen
werden (Mourelatos et al., 2002). Weitere Proteine, die mit dem RISC assoziieren, sind
Tudor-SN (,,tudor staphylococcal nuclease; Caudy et a., 2003) sowie das RNA-bindende
VIG (,,vasa intronic gene*) und FXRP (,fragile-X related protein®; Caudy et al., 2002; Jin et
a., 2004). Die fiir die Translationsreprimierung maf3gebliche Komponente des RISC ist dabei
das Argonaute-Protein. Derzeit sind 8 humane Argonaute-Proteine bekannt, die sich in zwel
Subfamilien aufspalten — die Ago-Proteine (hAGO1-4) und die Piwi-Proteine (Hiwil-3 und
Hili; Ubersicht bei Carmell et al., 2002). Alle Argonaute-Proteine besitzen eine PAZ-
Domine, an der der 3’-OH-Uberhang der miRNA gebunden wird und eine Piwi-Doméne, die
mit den RNAseH Endonukleasen verwandt ist (Lingel und Sattler, 2005). Allerdings konnte
bisher nur fiir hAGO2 eine endonukleolytische Funktion nachgewiesen werden (Liu et al.,
2004; Meister et a., 2004). Bildet sich eine perfekte Komplementaritat zwischen microRNA
und mMRNA aus, so wird die mRNA geschnitten. Dieser Weg der microRNA-induzierten
MRNA-Stilllegung ist in Pflanzen und einigen Metazoen favorisiert (Llave et a., 2002; Y ekta
et a., 2004; Allen et a., 2005). In Siugetieren ist hAGO2 fiir das siRNA-vermittelte
,»Slicing® der mRNA verantwortlich (Liu et a., 2004; Song et a., 2004). Ein weiterer Weg
des microRNA-induzierten mRNA-Silencing ist die trandationelle Reprimierung. Dabei
kommt es zu einer unvollstindigen komplementdren Bindung der microRNA an eine oder
mehrere Sequenzen im 3’UTR, die dazu flihren, dass die Bildung des ribosomalen Komplexes
inhibiert wird (Bartel, 2004, Vaencia-Sanchez, 2006).

Mehrere charakteristische Kennzeichen fiihren dazu, dass microRNAs ihre Funktion ausiiben

konnen. Die Nukleotide 2-7 am 5’-Ende einer microRNA werden a's ,,seed**-Sequenz
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bezeichnet. Sie sind fiir die Interaktion von microRNA und eine komplementiren Sequenz in
dem 3’-UTR einer mMRNA mal3geblich, wenn auch nicht ausschlieBlich, verantwortlich (Krek
et al., 2005). Dariiber konnte gezeigt werden, dass eine Hexanukleotid-Sequenz in der
microRNA miR-29b als Kernlokalisierungsignal fungiert (Hwang et al., 2007).

1.3.2. microRNAs in Tumoren

Kurz nachdem die erste Kohorte humaner microRNAs entdeckt wurde, stellte eine Studie fest,
dass etwa 50% in der Ndhe von genetischen Bruchpunkten lokalisiert sind (Calin et al., 2004).
So wird eine Deletion des Chromosoms 13914 hdufig in chronischen lymphozytiren
Lymphomen und einigen soliden Tumoren beobachtet. Der wahrscheinlichste Kandidat fiir
ein Tumorsuszeptibilitits-Gen an diesem Locus ist das miRNA-cluster miR-15a-16 (Calin et
a., 2002). miR-15a und miR-16 potenzieren die normale Apoptose durch Unterdriickung der
Expression des anti-apoptischen Gens BCL-2 (Cimmino et a., 2005). Auf diese Art fungieren
diese beiden microRNAs as Tumorsuppressorgene, und die Re-Expression von miR-15a-16
in Lymphoma-Zellen, die die 13ql4-Deletion tragen, induziert in diesen wieder Apoptose
(Cimmino et al., 2005). Ein weiteres Beispiel sind die miR-143 und miR-145, deren
Expressionslevel im colorektalen Tumoren signifikant reduziert sind (Michael et al., 2003).
Auch in Mamma, Prostata-, Cervix- und Lymphomakarzinomzelllinien wurde die Expression
dieser microRNAs stark reduziert gefunden (lorio et al., 2005; Michael et a., 2003). Auch die
Mitglieder der let-7 Familie, die 12 humane Homologe umfasst, wurden as
Tumorsuppressorgene eingestuft, da sie an chromosomalen Bruchpunkten liegen, die direkt
mit Lungen-, Mamma-, Urothel-, und Cervixkarzinomen assoziiert sind (Calin et al., 2004).
Takamizawa und Mitarbeiter berichteten, dass Transkripte verschiedener let-7-Homologa in
humanen Bronchiakarzinomen signifikant herunterreguliert sind, und dass dies mit einer
verschlechterten Prognose einhergeht (Takamizawa et al., 2004). In-vitro-Versuche an einer
humanen Lungenadenomkarzinom-Zelllinie zeigten, dass die transiente Transfektion von let-7
die zellulare Proliferation inhibieren kann und let-7 somit as Tumorsuppressorgen im
Lungengewebe fungiert (Takamizawa et a., 2004). Johnson und Mitarbeiter konnten as ein
molekulares Target der let-7-miRNA die RassmRNA identifizieren (Johnson et al., 2005).
Eine Uberexpression von let-7 in humanen Karzinomzellinien resultierte in einem
verminderten Ras-Proteinlevel im Vergleich zu unbehandelten Zellen. Umgekehrt fiihrt die

Depletion von let-7 in humanen Karzinomzelllinien zu einer erhéhten Expression von Ras-
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Protein (Johnson et al., 2005). Weitere microRNAs mit tumorsupprimierender Wirkung sind
die Mitglieder der miR-34-Familie. Es handelt sich bei ihnen um ene Klasse von
microRNAS, die unter anderem durch p53 in ihrer Expression aktiviert werden (Bommer et
a., 2007; Chang et a., 2007; He et a., 2007; Raver-Shapiraet a., 2007; Tarasov et a., 2007).
He und Kollegen konnten zeigen, dass p53 die miR-34-Familie direkt reguliert, und dass
miR-34 durch die Regulation verschiedener Zellzyklusregulatoren wie Cyclin-E2 (CCNE2),
Cyclin-dependent kinase 4 (CDK4) und dem Hepatozyten Wachstumsfaktor-Rezeptor (c-Met)
einen Wachstumsstop in verschiedenen Zelllinien induzieren kann (He et a., 2007).
Weiterhin resultiert die Expression von miR-34a in einem verstarkten Caspase-induzierten
Zelltod (Welch et al., 2007) und triagt auch zu einem Anstieg der p53-vermittelten Apoptose
bei (Chang et al., 2007; Raver-Shapiraet al., 2007).

Auf der anderen Seite gibt es auch microRNA-Loci auf stark amplifizierten chromosomalen
Bereichen in Tumoren. So konnte im Falle des Chromosom 1331, das besonders in
follikularen Lymphomen, B-Zell-Lymphomen und verschiedenen Lungen- und Kopf/Hals-
Tumoren amplifiziert vorliegt, ein solcher Locus (C13orf25) identifiziert werden (Ota et 4.,
2004). Innerhalb des nicht-kodierenden Transkriptes befinden sich die Precusoren der
microRNAs miR-17, miR-18, miR-19a, miR-20, miR-19b und mMiR-92. Die erhdhte
Expression dieser microRNAS, as miR-17-92-Cluster oder Oncomirl bekannt, wurde in
verschiedenen primaren Lymphomen und einer Reihe von Tumorzdllinien verifiziert
(Tagawa et al., 2005; He et al., 2005). Ein direkter Hinweis des Zusammenhangs dieser
microRNA mit der Tumorgenese wurde in eéinem Maus-Modell fiir das Burkitt-Lymphom
gegeben (He et a., 2005). Hier fiihrte eine Uberexpression dieses Clusters zusammen mit
einer aktivierten c-myc-Expression zu einem beschleunigten Tumorentstehung und einer
verminderten Apoptose-Induktion (He et al., 2005). Auch in Lungenkarzinomen konnte eine
Uberexpression des miR-17-92-clusters mit einer erhdhten Wachstumsrate des Tumors
assoziiert werden (Hayashita et al., 2005). Zwel Gruppen konnten zeigen, dass der Promoter
des miR-17-92-clusters hauptsichlich durch den Transkriptionsfaktor E2F3 aktiviert wird und
damit das Target der miR-17, der Transkriptionsfaktor E2F1, inhibiert wird (Woods et 4.,
2007; Sylvestre et al., 2007). Woods und Kollegen schlugen weiterhin ein Modell vor, in dem
durch die Uberexpression des miR-17-92-clusters die Zellproliferation aufgrund der
Verschiebung der Balance zwischen dem proliferationsfordernden E2F3 und dem pro-
apoptotischen E2F1 gefordert wird (Woods et al., 2007). Eine weitere Studie zeigte eine um
das 5-100fach verstirkte Expression der miR-21 in Glioblastomen im Vergleich zu normalen
Gehirngewebe (Chan et al., 2005). Antisense-Versuche gegen diemiR-21in
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Glioblastomzelllinien zeigten, dass diese microRNA das Zellwachstum durch Inhibierung der
Apoptose kontrolliert, aber nicht die Zellproliferation beeinflusst (Si et a., 2006). miR-21 ist
nicht Gehirn-spezifisch, sondern konnte auch in Mammakarzinomen erhoht exprimiert
gefunden werden (lorio et al., 2005). Dies spricht dafiir, dass diese microRNA eine generelle
Funktion bei der Tumorprogression ausiibt. Auch die miR-155 ist in Mammakarzinomen, in
Burkitt- sowie in B-Zell-Lymphomen als verstarkt exprimiert beschrieben (Iorio et al., 2005;
Metzler et a., 2004, Eis et a., 2005). miR-155/BIC liegt weiterhin in Verbindung mit dem
Onkogen myc in einem ,,chicken lymphoma“-Modell hochexprimiert vor (Tam et al., 1997).
miR-155 fungiert moglicherweise in Verbindung mit myc ebenfalls als Onkogen, wihrend es
normalerweise eine Rolle wihrend der B-Zell-Selektion spielt, indem es zum myc-pathway
antagonistische Gene inaktiviert (Kluiver et a., 2005). Seine Rolle al's Onkogen kann es etwa
tiber die Regulation des Tumor protein 53-induced nuclear Proteins (TP53INP1) ausiiben,
einem durch Stress induzierten p53 Zielprotein, das die Caspase-3-abhingige Apoptose
induziert. Gironella und Kollegen zeigten im duktalen Adenokarzinom des Pankreas, dass die
TP53INP1-Expression dramatisch reduziert war, und dass durch Inhibierung der miR-155 die
TP53INP1-Expression wiederhergestellt werden konnte (Gironella et a., 2007). Die
homologen microRNAs miR-372 und miR-373 fungieren in testikuldren Keimzelltumoren als
Onkogene, und sie vermitteln diese Wirkung iiber die Neutralisierung der p53-vermittelten
CDK-Inhibierung durch Reprimierung der Large tumor suppressor homolog 2 (LATS2)-
Expression (Voorhoeve et al., 2006).
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1.4. Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Arbeit sollen die Verdnderungen in den Expressionsprofilen von
microRNAs unter Hypoxie in der Mammakarzinomzelllinie MCF-7 und der
Mammaepithelzelllinie MCF-10 analysiert werden. Zu diesem Zweck wird die Expression
von 156 humanen microRNAs und drei Kontroll-microRNAs mittels quantitativer real-time-
PCR in je einer hypoxischen und einer normoxischen Probe der beiden Zelllinien bestimmt.
Aussichtsreiche Kandidaten sollen dann in den hypoxischen und normoxischen Proben eines
biologischen Triplikats vermessen werden. microRNAs, die unter Hypoxie 5Sfach starker oder
schwicher exprimiert sind, werden selektiert und weiter untersucht.

Im zweiten Schritt erfolgt die Charakterisierung der unter Hypoxie regulierten microRNAs in
ihrem Einfluss auf das zellulire Uberleben. Dabei sollen verstirkt exprimierte microRNAs
mittels microRNA-Inhibitoren, sogenannten Antagomirs, inhibiert und schwicher exprimierte
microRNAs mittels Expressionsvektoren oder sequenzgleichen  Oligonukleotiden
{iberexprimiert werden. Die Effekte dieser alterierten Expression auf das zellulire Uberleben
der MCF-7-Zdllinie wird mittels Koloniebildungstests analysiert. Weiterhin soll die aterierte
Expression von aussichtsreichen Kandidaten in der MCF-7-Zédlllinie mit anderen Antagomirs
und giangigen Chemotherapeutika kombiniert werden, um diese Kombinationen auf verstirkte

Effekte auf das zellulire Uberleben zu untersuchen.

Im dritten Teil dieser Arbeit ist geplant, in in-silico Untersuchungen Proteintargets der
auffalligen microRNAs zu identifizieren. Diese sollen weiterhin mittels quantitativer real-

time-PCR und in Luciferase- bzw. in Western-Blot-Assays verifiziert werden.

Im vierten Abschnitt soll untersucht werden, ob die Expression ausgewahlter microRNAs mit
der Prognose von Tumorpatienten korreliert ist. Hierfiir wird die Expression in Tumoren von
zwel Patientenkollektiven, d.h. in Weichteilsarkomen und Pankreaskarzinomen untersucht

und statistisch zusammen mit klinischen Faktoren ausgewertet.
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2. Material

2.1. Patientengut und Zelllinien

Es wurde Tumormaterial von 78 Weichteilsarkompatienten und 55 PDAC-Patienten
untersucht. Eine Ubersicht der Tumorkollektive findet sich im Anhang (Tab. 8.2 und 8.3.).

Die Welichteil sarkomproben wurden im Zeitraum von 1998-2001 an der Chirurgischen Klinik
1 der Universitit Leipzig operiert und in fliissigem Stickstoff konserviert. Die Begutachtung
erfolgte durch Prof. Dr. Holzhausen am Institut fiir Pathologie der Martin-Luther-Universitat
Halle-Wittenberg nach der WHO-K lassifikation von 1993 (Weiss und Goldblum, 2007). Alle
Patienten gaben ihr schriftliches Einverstandnis zur wissenschaftlichen Untersuchung ihrer

Tumorproben bzw. Verwendung ihrer klinischen Daten.

Die PDAC-Proben sowie die zugehdrigen klinischen Daten wurden im Zeitraum von 2003-
2007 im Universititsklinikum Ulm generiert. Sie wurden in flissigem Stickstoff
kryokonserviert und unter der Leitung von Prof. Dr. Moller begutachtet. Die einzelnen
PDAC-Tumoren wurden mittels Mikrodissektion aus dem umliegenden Gewebe extrahiert.
Aus den isolierten Gewebestiicken wurde in der Firma AJ Innuscreen GmbH (Berlin) mittels
des Innuprep RNA Mini-Kits RNA und DNA isoliert. Alle Patienten gaben ebenfalls ihr

schriftliches Einverstindnis.

Die verwendeten Zelllinien wurden in der Abteilung Zell- und Gewebeziichtung des Instituts

fiir Pathologie nach Standardprotokollen kultiviert.
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Bezeichnung Ursprungsgewebe Referenzen ATCC-Nummer
MCF-7 Mammakarzinom Souleet a., 1973 HTB-22
MCF-10 Mammaepithel Taiteta., 1990 CRL-10317
HEK 293 Humane embryonale Simmons, 1990 CRL-1573
Niere (,,human

embryonal kidney*)

OAW-42 Ovariakarzinom Wilsoneta., 1984  -------
SKQOV-3 Ovariakarzinom Foghetd., 1977 HTB-77
ES-2 Ovariakarzinom Laueta., 1991 CRL-1978
U251 Glioblastom Pontenetad., 1968  --------
U343 Glioblastom Pontenetal., 1968  --------

2.2. Vektoren, Primer und Oligonukleotide

Die verwendeten Vektoren waren folgende:

Verwendungszweck Vektor Firma Antibiotikaresistenz
microRNA-Expression pcDNAG6.2 Invitrogen, Karlsruhe | Spectinomycin
Luciferase-Assay psi Check2-V ektor Promega, Heidelberg | Ampicillin

Primer.

Die verwendeten Primer wurden mittels des Programms CloneManager designt und von TIB
MOLBIOL (Berlin) synthetisiert.

EFNAS se: 5’-CAG GCA GGCATG TACAGA CT-3

EFNA3 as: 5°-GTG TCT GTG CGT TGC ATA GG-3

EphA3se 5-ATG TTT CCA GAC ACG GTA CC-3

EphA3as: 5°-CCA TCT TCC TGA GTA GAA CTG TGA GG-3’

HPRT se: 5-TTG CTGACC TGC TGG ATT AC-3

HPRT as: 5’-CTT GCGACCTTGACCATCTT-3

pcDNAG.2 se: 5’-GGC ATG GAC GAG CTG TACAA-Z

psiCheck2 se: 5’-GAG CGC GTG CTG AAG AAC GA-3

Xhol-EFNAS-se: 5’-GGT GGC GCA CTC GAG CCG CAG GCA GGC ATG TACAGA CT-3
Xhol-EFNAS-as: 5’-GGT GGC GCA CTC GAG CCG GTG TCT GTG CGT TGC ATA GG-3
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Oligonukleotide:

Die fiir die Insertion in den microRNA-Expressionsvektor verwendeten Oligonukleotide
wurden von der Firma Invitrogen, Karlsruhe synthetisiert. Die microRNA-sequenzgleichen

Oligonukleotiden wurden von der Firma MWG Biotech, Ebersberg synthetisiert.

In den microRNA-Expressionsvektor pcDNAG.2 klonierte Oligonukleotide.

18la: 5’-TGC TGA ACA TTC AAC GCT GTC GGT GAG TGT TTT GGC CAC TGA
CTGACA CTCACCGAGCGT TGAATGTT-3

200a 5’-TGC TGT AAC ACT GTC TGG TAA CGA TGT GTT TTG GCC ACT GAC
TGA CACATCGTT CAGACA GTGTTA-3

324-5p: 5’-TGC TGC GCA TCC CCT AGG GCATTG GTGTGT TTT GGC CAC TGA
CTGACA CACCAATCCTAGGGGATG CG-Z

325: 5’-TGC TGC CTA GTA GGT GTC CAG TAA GTGTGT TTT GGC CAC TGA
CTGACACACTTACTGGACACCTACTAGG-Z

microRNA-sequenzgleiche Oligonukleotide (sense-Sequenz):

hsa-miR-181a: 5>-AAC ATT CAA CGC TGT CGG TGA-3’
hsa-miR-200a: 5’-TAA CAC TGT CTG GTA ACG AT-3
hsa-miR-210: 5’-CTG TGC GTG TGA CAG CGG CTG A-3’
hsa-miR-324-5p: 5’-CGC ATC CCC TAG GGC ATT GGT-3
hsa-miR-325: 5’-CCT AGT AGG TGT CCA GTA AGT-3
Kontroll-siRNA: 5’-CGU ACG CGG AAU ACU UCG A-3

(Luziferase)
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2.3. Antikorper

Antigen Ursprungsorganismus

Klon Firma

Primdrantikorper

BDNF Kaninchen; polyklonal |  ----- Abcam (Cambridge, UK)

EFNA3 Maus; monoklonal 80814.11 R&D Systems (Wiesbaden)

EphA3 Kaninchen; EP725Y Abcam (Cambridge, UK)
monoklonal

RASSF1A Maus; monoklonal 3F3 Abcam (Cambridge, UK)

B-Aktin Maus; monoklonal AC-15 Sigma (Steinheim)

Sekunddrantikorper

Anti-Maus-1gG Kaninchen; polyklonal |  ----- Dako (Hamburg)

Anti-Kaninchen-1gG | Ziege; polyklonal |  --—--- Dako (Hamburg)

Anti-Maus Cy3 Ziege, polyklonal

_____ Dianova (Hamburg)

2.4. Kits und TagMan-microRNA-Assays

cDNA archivekit

BigDye Terminator v1.1 Cycle
Sequencing Kit

DNase, RNase-free (1500 Kunitz-Units)
Dual-Glo Luciferase Assay System
ECL Western-Blotting Reagenz
Effectene

Endotoxin Removal Kit

HotStartTag DNA Polymerase

Interferin

OneShot TOP10-Z€llen (E.coli)
Protein-Assay-Kit (Bradford-Reagenz)
QIAquick Gelextraktionskit

QIAquick Plasmid Isolationskit
Quanti Tect SyBrGreen PCR Kit
SuperScript |1 Reverse Transkriptase

Applied Biosystems (Darmstadt)

Applied Biosystems (Darmstadt)
Qiagen (Hilden)

Promega (Mannheim)

GE Healthcare (Miinchen)

Qiagen (Hilden)

MoBio Laboratories (Carlsbad, CA, USA)
Qiagen (Hilden)

Polyplus Transfection (New Y ork,
NY, USA)

Invitrogen (Karlsruhe)

Biorad (Miinchen)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Qiagen (Hilden)

Invitrogen (Karlsruhe)
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TagMan microRNA Expression Kits:

TagMan microRNA early access panel

(enthalt stem-loop- und TagMan-Primer

flir 156 microRNAS)

Applied Biosystems (Darmstadt)

microRNA Part number Vermessene Tumorart
Hsa-miR-155 4373124 PDAC
Hsa-miR-203 4373095 PDAC
Hsa-miR-210 4373089 PDAC; WTS
Hsa-miR-216 4373083 PDAC
HsamiR-217 4373082 PDAC
Hsa-miR-222 4373076 PDAC
Hsa-miR-325 4373051 WTS
U18-snoRNA 4380904 Referenzgen MCF-7,
MCF-10, WTS
EphA3 Hs00983672_m1 WTS
Antagomirs:

Name Part number Firma
anti-hsa-miR-137 AM10513 Ambion, Darmstadt
anti-hsa-miR-210 AM10516 Ambion, Darmstadt
Negativ-Inhibitor AM17010 Ambion, Darmstadt

2.5. Chemikalien und Reagenzien

Aceton
Agar
Agarose
Ampicillin

Bis-Tris-Gel (2%-12%)

Borsiure

Bovines Serum Albumin (BSA)

Fluka (Neu-Ulm)
Invitrogen (Karlsruhe)
Serva (Heidelberg)
Serva (Heidelberg)
Invitrogen (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)
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Bromphenolblau

Bsal

Bsmb |

Chloroform

Cis-Platin

DAPI

Deoxycholat

DEPC-H,0

Desoxynukl eotidtriphosphate (100mM)
Dimethylsulfoxid (DM SO)

DNAse, RNAse-free

DNA-Standard (100 bp-Leiter)
Dulbeccos modifiziertes Eagle-Medium
(DMEM:;4,5¢/l L-Glukose und L-Glutamin)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Essigsiure

Ethanol (96%)

Ethidiumbromid

Ficoll 400

Fotales Kélberserum

Formaldehyd

Giemsa-Losung

Isopropanol

Kaiumchlorid

LB-Medium

LDS-Probenpuffer (4x)
Magermilchpulver Gliicksklee

Mammary epithelial basal medium (MEBM)
(mit Zusatz von BPE, Hydrocortison, hEGF,

Insulin und Gentamycin)
2-Mercaptoethanol
MES-Puffer (20x)
Methanol (100% p.a.)
Natriumacetat

Serva (Heidelberg)

New England Biolabs (Frankfurt aM.)
New England Biolabs (Frankfurt aM.)
Roth (Karlsruhe)

Hexal (Holzkirchen)

Serva (Heidelberg)

Merck (Darmstadt)

Invitrogen (Karlsruhe)

Promega (Heidelberg)

Merck (Darmstadt)

Qiagen (Hilden)

Invitrogen (Karlsruhe)

Lonza (Basel, Schweiz)
Roth (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Serva (Heidelberg)
Pharmacia Biotech (Freiburg)
Lonza (Basdl, Schweiz)
Merck (Darmstadt)
Sigma (St. Louis, USA)
Roth (Karlsruhe)

Serva (Heidelberg)
Invitrogen (K arlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Nestle (Schweiz)

Lonza (Basel, Schweiz)
Merck (Darmstadt)
Invitrogen (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)
Serva (Heidelberg)
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Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat
Natriumhydrogencarbonat
Dinatriumhydrogenphosphat-(11)hydrat
Natriumpyruvat

Paraformal dehyd
Proben-reduzierendes Agenz
Prolong Gold antifading Reagenz
Protease-Inhibitor-Cocktall
Proteinstandard SeeBlue Plus 2
Random Primer

RPMI 1640 (mit 25 mM
HEPES und L-Glutamin)
Spectinomycin

Taxol (Paclitaxel)

T4-Ligase

Transferpuffer (20x)

Tris

Triton X-100

TRIzoL-Reagenz

Trypsin

Tween 20

Xho |

Xylencyanol

2.6. Gerate und Verbrauchsmaterialien

10/50 ml Rohrchen

Becherglaser

Biocenter 2001 (Brutschrank)
BioDocAnalyze (Gelauswertung)
Einweg-Handschuhe
Elektrophorese-Gerit
Fluoreszenzmikroskop TE2000

Merck (Darmstadit)

Serva (Heidelberg)

Merck (Darmstadt)

Serva (Heidelberg)
BioWhittaker (Heidelberg)
Sigma-Aldrich (Steinheim)
Invitrogen (Karlsruhe)
Invitrogen (Karlsruhe)
Sigma (Steinheim)
Invitrogen (Karlsruhe)

Invitrogen (Karlsruhe)

Lonza (Basel, Schweiz)
Sigma (Steinheim)
Calbiochem (Darmstadit)
Fermentas (St. Leon-Rot)
Invitrogen (Karlsruhe)
Roth (Karlsruhe)

Serva (Heidelberg)
Invitrogen (Karlsruhe)
Serva (Heidelberg)

Serva (Heidelberg)
Fermentas (St. Leon-Rot)
Serva (Heidelberg)

Greiner (Niirtingen)
Merck (Darmstadt)
Biometra (Gottingen)
Biometra (Gottingen)
Merck (Darmstadt)
BioPlex (Freiburg)
Nikon (Diisseldorf)
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Hypoxie-Brutschrank CB150
Kryoréhrchen

Laminarbox

Magnetriihrer

Magnetriihrstabchen

Messzylinder

Mettler AM 100 (Analysewaage)
Mikropipetten

Mini Trans-Blot Cell

Novex XCéel Il Minicell

Parafilm

pH-Meter CG 840

Peltier Thermal Cycler PT200
,»Pipetboy* (automatische Pipette)
Pipetten

Plattenreader GENios
PVDF-Membran

Reaktionsgefilie (0,2/0,5/1,5/2,0 ml)
Rollmischer RM5
Rontgenfilmentwickler Hyperprocessor
Rotorgene 3000 (real-timer-Cycler)
Starfrost-Objekttrager

Thermomixer 5436

Trio-Thermoblock TB1

Ultraspec 111 (UV/VIS Spektrophotometer)
Universal-30 RF (Zentrifuge)
Vortex-Schiittler VF2

Wasserbad

Zellkultur-Plastikartikel (25 ml-Gewebekulturflaschen,
Pipettenspitzen, 6-,24-,96-well-Platten,
Einmal pipetten; Zentrifugenréhrchen)
Zéellzahlgerat 72

Binder (Tuttlingen)

Nalgene (Hereford, UK)

Flow Laboratories (Meckenheim)
IKA-Labortechnik (Staufen)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)

Mettler (Giessen)

Eppendorf (Hamburg)

Biorad (Miinchen)

Invitrogen (Karlsruhe)

Merck (Darmstadit)

Schott (Hofsheim)

MJ Research (Hessisch Oldendorf)
Bioscience (Fernwald)

Nunc (Wiesbaden-Biebrich)
Tecan (Groding, Osterreich)
Millipore (Schwal bach)
Eppendorf (Hamburg)

Schiitt Labortechnik (Gottingen)
Amersham (Freiburg)

LTF (Wasserburg)

Medite Medizintechnik (Burgdorf)
Eppendorf (Hamburg)

Biometra (Gottingen)

Pharmacia (Freiburg)

Hettich (Tuttlingen)
IKA-Labortechnik (Staufen)
Julaba Labortechnik (Seelbach)

Greiner (Niirtingen)
Coulter-Beckman (Krefeld)
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2.7. Puffer und Losungen

Zellkultur:

PBS (pH 7,5):

Zellkulturmedien:

Trypsin-Losung:

0,4 gKCl

8,0 g NaCl

0,3 g NaHCO;3

1,0 g Glucose
0,2gEDTA

in 11 Aquabidest. [6sen

sterilfiltrieren, autoklavieren und bei 4°C aufbewahren

500 ml RPM1-1640 mit HEPES und L-GIn

80 ml fotales Kélberserum

10 ml Antibiotika (Streptomycin und Penicillin)
5 ml Natrium-Pyruvat

bei 4°C aufbewahren

500 ml MEBM
1x MEGM SingleQuots
(enthdlt: 2 ml BPE
0,5 ml hEGF
0,5ml Insulin
0,5 ml Hydrocortison
0,5 ml GA-1000)

500 ml DMEM

50 ml fotales Kilberserum

0,5g Trypsin
0,2gEDTA

inll PBSI6sen
aufbewahren bei 4°C
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Proteinisolation:

RIPA-Lysepuffer: ~ 50 mM (pH 7,4) Tris-HCI
200 mM NaCl
1mM EDTA
1 mM EGTA
1% TritonX-100
0,25% Deoxychol at

Agarosegel-Elektrophorese:

5x TBE-Puffer:

54 g Tris

27,5 g Borsiure

20 ml EDTA (0,5 M; pH 8,0)

ad 11 AquaBidest. |6sen
DNA-Auftragspuffer:

1,8 g Ficoll 400

25 mg Bromphenolblau

25 mg Xylencyanol

in 10 ml Aquabidest. [6sen

Klonierung:

LB-Medium:
20gin 1l Aquabidest. |6sen und autoklavieren

LB-Agar fiir Bakterienkulturen:
32gin 1l Aquabidest. |6sen und autoklaviern
Zusatz von Ampicillin (50 pg/ml)
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Western-Blot:

TBS:
10 mM Tris-HCI (pH 8,0)
150 mM NaCl
ad 11 AquaBidest. 16sen
TBS-T:
0,02 % Tween 20 in 1x TBS
MES-Laufpuffer:
50 ml MES SDS Running Buffer (20x)
950 ml Agua bidest.
Transferpuffer:
50 ml Transferpuffer (20x)
100 ml Methanol
850 ml Aqua bidest.
bei 4°C lagern
3. Methoden

3.1. Zellziichtung

Die Kryokonservierung der Zellen erfolgte durch Einfrieren der Zellen nach der
Trypsinierung. Dazu wurden die Zellen in 1,8 ml Einfriermedium (Zellkulturmedium mit
20% DM SO) aufgenommen und in ein Gefrierrohrchen tiberfiihrt. Die Lagerung erfolgte dann
24 h bei -20°C, 24 h bei -80°C und dann bis zur weiteren Verwendung in fliissigem Stickstoff.

Die Zellen wurden vor Kultivierung rasch bel 37°C aufgetaut und in 20 ml RPMI (bel
Ovaridkarzinomzelllinien und HEK 293: DMEM; bei MCF-10: MEBM) iiberfiihrt. Danach
wurden die Zellen zentrifugiert (1000 U/min, 5 min) und der Uberstand verworfen. Das
Zéelpellet ist in Zellkulturmedium resuspendiert worden. Zentrifugations- und
Resuspensionschritt wurden mehrmals wiederholt, um das DMSO méglichst zu entfernen.
AnschlieBend wurde das Pellet in 3 ml Zellkulturmedium resuspendiert und in eine

Zédllkulturflasche iiberfiihrt.
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Die Anzucht der Karzinomzelllinien erfolgte bei 37°C bei 3% (v/v) CO, und maximaler
Luftfeuchtigkeit in RPMI. Ausnahme waren die Ovariakarzinomzelllinien (OAW-42, SKOV -
3 und ES-2) und die HEK 293, die bei 5% (v/v) CO, in DMEM Kkultiviert wurden. Die
Passagierung erfolgte im Verhdltnis 1:2. Aus konfluenten Flaschen wurde das Medium
entfernt und die Zellen mit PBS gewaschen. Mittels 3 ml Trypsin wurden die Zellen von der
Flasche gelost und in Zellkulturmedium aufgenommen. Nach einem Zentrifugationsschritt
(1000 U/min; 5 min) wurde der Uberstand abgenommen und die Zellen in 6 ml
Zellkulturmedium resuspendiert. Danach wurden je 3 ml der Zellsuspension in eine Flasche
tiberfiihrt.

Hypoxie wurde mittels Inkubation der Zellen in einem speziellen Brutschrank (CB150,
Binder, Tuttlingen) appliziert. Die Zellen wurden in der Regel unter den oben genannten
Bedingungen fiir 24 h unter 1% (v/v) O kultiviert.

3.2. Transfektionsversuche

Zur Detektion der Effekte der untersuchten microRNAs wurden entweder Oligonukleotide
(miRNA-sequenzgleiche Oligonukleotide oder Antagomirs) oder Expressionsvektoren in die
Zellen des zu untersuchenden Systems transfiziert. Die Transfektion erforderte zwei
verschiedene Protokolle, die im Folgenden aufgefiihrt sind:

3.2.1. Lipotransfektion von Antagomirs/Oligonukleotiden

Die Transfektion von kurzen Nukleotidstiicken erfolgte mittels des Transfektionskit Interferin
(Polyplus Transfection, New York, NY, USA). Die Nukleotide wurden jeweils in ener
Konzentration von 100 nM eingesetzt. Fir die Transfektion einer 3ml-Zellkulturflasche (25
cm?) wurde folgender Ansatz gemischt:

10,0 ul Oligonukleotid- oder Antagomir-Verdiinnung (100 nM)
7,5 pl Transfektionsreagenz
102,5 ul EC-Puffer
120,0 pl Gesamtansatz
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Der Ansatz wurde gevortext und 20 min inkubiert. Wiahrenddessen konnte das Medium der
Zellen erneuert und nach Inkubation des Transfektionsgemisches dieses auf die Zellen
gegeben werden. Die Inkubation der Zellen mit dem Transfektionsansatz dauerte in der Regel
24 h.

3.2.2. Transfektion von Expressionsvektoren/Luciferasevektoren

Zur Transfektion von Vektoren wurde der Transfektionskit Effectene (Qiagen, Hilden)
gewdhlt. Es wurde je 1 pg des Vektors transfiziert. Fiir die Transfektion eines Wells einer 96-
well-Platte wurde folgender Ansatz gemischt:

X ul Vektorlosung (1 pg)
2,0 ul DNA-Enhancer
2,5 ul Effectene-Transfektionsreagenz
ad 25,0 pl mit EC-Puffer

Der Ansatz wurde gevortext und 15 min inkubiert. Wahrenddessen wurde das Medium der
Zellen erneuert und nach Inkubation des Transfektionsgemisches dieses auf die Zellen
gegeben. Die Inkubation der Zellen mit dem Transfektionsansatz dauerte in der Regel 24 h.

3.3. Zellkoloniebildungstest

Zur Detektion der Effekte einer Behandlung auf das klonogene Zelliiberleben wurde ein
Zellkoloniebildungtest appliziert. Dabel wurden Zellen 24 h nach der Behandlung mit
Hypoxie/Oligonukleotiden/Antagomirs abtrypsiniert und die Zellzahl bestimmt. Ein Teil der
Zellen wurde in Zellkulturmedium stark verdiinnt und definierte Zellzahlen (bei MCF-7 in der
Regel 200 und 400 Zellen) in mehrere Zellkulturflaschen mit gasundurchléssigen Deckeln
eingestreut. Die restlichen Zellen wurden pelletiert und zur RNA- oder Protein-lsolation
verwendet. Die Zellen wurden 5 Tage unter diesen Bedingungen kultiviert, anschlielend
wurde das Zellkultur-Medium ausgetauscht und die Zellen weitere 5 Tage wachsen gelassen.
Innerhalb dieser Zeit wuchsen die stark vereinzelten Zellen zu Zellkolonien aus. Diese
wurden nach der Fixierung mit 3%igem Formaldehyd (20 min) und der Anfirbung mit
15%igem Giemsa (10 min) gewaschen und 1 d getrocknet. Danach wurde die Zahl der

Zellkolonien je Flasche bestimmt. Bezogen auf die Zahl der urspriinglich eingestreuten
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Zellzahl ergibt sie die absolute Platiereffizienz. Werden innerhalb einer Behandlungsserie die
ermittelten absoluten Platiereffizienzen verschiedener Behandlungsarten auf die absolute
Platiereffizienz der unbehandelten Kontrolle bezogen, ergibt sich daraus die relative
Platiereffizienz.

3.4. mRNA- und microRNA-Expressionsanalysen

Die Analyse der microRNA und mRNA-Expression erfordert die sorgféltige Aufreinigung der
zu untersuchenden RNA und eine spezifische Umschreibung in cDNA. Im Folgenden werden
diein dieser Arbeit eingesetzten Methoden erlautert.

3.4.1. RNA-Isolation und -messung

Die Isolation der mRNA bzw. microRNA erfolgte mittels Trizol-Reagenz (Invitrogen,
Karlsruhe) gemal dem Protokoll des Herstellers. Dazu wurden die Zellproben abtrypsiniert,
pelletiert und in 1 ml Trizol-Reagenz aufgenommen. Nach 3 min Inkubation bei
Raumtemperatur wurden 200 pl Chloroform zugefiigt und manuell gemischt. Der Ansatz
wurde fir 10 min bei 4°C mit 12 000 U/min zentrifugiert und anschlieBend die wissrige
Phase in ein neues Tube transferiert. Zu der wissrigen Phase wurde 70 ul einer DNAse-
Losung zugesetzt und das Gemisch 15 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurden 500
ul Isopropanol zugesetzt und ausgiebig gevortext. Die Inkubation des Ansatzes erfolgte iiber
Nacht bel -20°C. Am nichsten Tag wurde der Ansatz 10 min bei 4°C mit 12 000 U/min
zentrifugiert. Der Uberstand konnte verworfen und das RNA-Pellet mit 1 ml eiskaltem
96%igem Ethanol gewaschen werden. Nach erneuter Zentrifugation und Verwerfen des
Uberstandes wurde das Pellet noch einmal mit 70%igem Ethanol gewaschen und nach
Zentrifugation an der Luft getrocknet. Das RNA-Pellet wurde dann in 40 ul RNAse-freiem
H0 resuspendiert und die Losung nach der Messung bei -80°C gelagert.

Die RNA-Messung erfolgte photometrisch an einer 1:25-Verdiinnung, wobei eine OD von 1

einer RNA-Konzentration von 40 ng/ul zugrunde gelegt war.
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3.4.2.1. cDNA-Synthese zur mRNA-Expressionsanalyse

Die cDNA-Synthese der mRNA erfolgte mittels des SuperScript Reverse Transkriptase Kits
(Invitrogen, Karlsruhe). Es wurden je 1 ug RNA zur Synthese eingesetzt. Der Pre-Annealing-
Mix setzt sich wie folgt zusammen:
X ul RNA (1 pg)
1 ul random Primer (150 ng/ul)
ad 11 pl mit Aqua dest.

Der Mix wurde bei 70°C fiir 10 min inkubiert. AnschlieBend wurde zugefiigt:
2 ul 10x Puffer
1ul DTT
1 ul dNTPs (100 mM)
1 ul SuperScript Reverse Transkriptase
9 ul Enzym-Ansatz

Fiir die Synthese wurde das folgende Programm gewéhlt:

1. 20°C 10 min
2.42°C 80 min
3.85°C 5min

Nach der Synthese wurde die cDNA bel -20°C gelagert.

3.4.2.2. cDNA-Synthese zur microRNA-Expressionsanalyse

Zur Synthese von cDNA aus microRNAs wurden stem-loop-Primer verwendet, die nur eine
spezifische microRNA amplifizierten. Die Primer fiir die analysierten 156 microRNAs
wurden dem TagMan microRNA early access pane (Applied Biosystems, Darmstadt)
entnommen. Zur cDNA-Synthese wurde eine 2 ng/ul-Verdiinnung der RNA hergestellt und
insgesamt 10 ng fiir die Reaktion eingesetzt. Der Ansatz bestand aus Komponenten des cDNA
archive kits (Applied Biosystems, Darmstadit):

0,17 pul ANTPs (100 mM)
1,10 ul MLV-Reverse Transkriptase
1,65 pul 10x Puffer
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0,21 ul RNAse-Inhibitor

4,57 ul Nuclease-freies H,O

5,36 ul RNA-Verdiinnung (2 ng/ul)
15,00 pl Gesamt-Ansatz

Fiir die cDNA-Synthese wurde das folgende Programm gewahlt:

1. 16°C 30 min
2.42°C 30 min
3.85°C 5min
4. 4°C

Die synthetisierte miR-cDNA wurde bel -20°C gelagert und mittels quantitativer real-time-

PCR vermessen.

3.4.3. quantitative real-time-PCR

Fir die quantitative real-time-PCR wurden je nach Fragestellung zwei verschiedene
Anwendungen gewihlt. Die Quantifizierung der microRNA-Expression oder der EphA3-
Expression wurde mittels TagMan-Primer durchgefiihrt (Applied Biosystems, Darmstadt).
Hierbei wurde folgender Reaktionsansatz aus den Komponenten des HotStart-Tag-Kits
(Qiagen, Hildesheim) erstellt:

10,2 ul H,0O
1,5 ul 10x Puffer
0,8 ul MgCl; (25 mM)
0,5 ul dNTPs (100 mM)
0,8 ul TagMan-Primer
0,2 pul HotStart-Tag-Polymerase

1,0 ul cDNA
15,0 ul Reaktionsansatz

Der Ansatz wurde mittels folgenden Programms im Real-time-PCR-Gerit Rotorgene 3000

(LTF, Wasserburg) vermessen:
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1. 95°C 15 min
2.95°C 30 sek
3.60°C 60 sek

Zur Anayse der mRNA-Expression von EFNA3 und des Referenzgens HPRT wurde
folgender rea-time-PCR-Ansatiz mit den Komponenten des Quantitect-Kits (Qiagen,
Hildesheim) erstellt:

7,5 ul Quantitect
5,5 ul H,O
1,0 pl Primer (vorwirts und riickwiérts)

1,0 ul cDNA
15 nul Reaktionsansatz

Der Ansatz wurde mittels folgenden Programms im Real-time-PCR-Gerat Rotorgene 3000

(LTF, Wasserburg) vermessen:

1. 95°C 15 min
2.95°C 20 sek
3.60°C 30 sek
4.72°C 30sek
5. Melt

Die Auswertung erfolgte unter Verwendung der AACr-Methode nach Livak und Schmittgen
(Livak und Schmittgen, 2001). Es handelt sich dabei um eine relative Quantifizierung mittels
des Vergleichs der Cr-Werte (threshold cycle; Anzahl der Zyklen, bei der die Produktmenge
einen definierten Schwellenwert erreicht) des zu untersuchenden Gens mit den Cr-Werten
eines Referenzgens. Dabel wird eine 100%ige PCR-Effizienz vorausgesetzt. Die AACr-Werte

errechneten sich mittels folgender Formel:

-(C;(Gen)-C,(Referenz))-(C(Kalibrator)-C(Referenz))

AAC, =2

Fir die microRNA-Expressionsmessungen unter Hypoxie und Normoxie sowie in den

Weichtellsarkomen diente die Expression der U18-snoRNA als Referenz, in den
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Pankreaskarzinomen die Expression der 18S rRNA (Messungen der 18S rRNA wurden
durchgefithrt von der Firma Roboscreen, Leipzig). Der Kalibrator entspricht der
Referenzprobe mit dem niedrigsten Cr-Wert.

3.5. Protein-Expressionsanalyse

3.5.1. Protein-Isolation und —messung

Die Protein-Isolation erfolgte mittels RIPA-Puffer (Zusammensetzung s. 2.5 Puffer und
Losungen). Ein Zellpellet wurde in 200 ul RIPA-Puffer aufgenommen und 10 min auf Eis
inkubiert. Anschlielend wurde die Probe 10 min bei 4°C mit 12 000 U/min zentrifugiert. Der
proteinhaltige Uberstand wurde abgenommen und bei -20°C gelagert. Die Vermessung der
Proteinkonzentration erfolgte mittels Bradford-Reagenz. Dazu wurde 1 ml einer 1:.5-
Verdiinnung desselben hergestellt und 5 pl der zu vermessenden Proteinlésung zugesetzt. Die
Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte iiber eine zuvor aufgenommene

Standardkurve.

3.5.2. Western-Blot-Analyse

Mittels Western-Blot sollten Verdanderungen im Gehalt eines Proteins visualisiert werden. Es
wurden 30 pg der zu analysierenden Protein-Probe mit Ladepuffer und reduzierendem
Reagenz gemischt und 5 min bel 70°C denaturiert. Anschlieend wurden die Proben auf ein
denaturierendes Bis-Tris-Gel (2%-12%; Invitrogen, Karlsruhe) geladen. Die Auftrennung der
Probe erfolgte in einem elektrischen Feld von 200 V fiir 1,5 h. Die aufgetrennten Proteine
sind in einem Tank-Blot bei einer Stromstirke von 300 mA auf eine PVDF-Membran
tiberfiihrt worden. Die Membran wurde 1 h in einer Suspension von Magermilchpulver
blockiert und anschliefend tiber Nacht bei 4°C in einer Verdiinnung des primdren Antikdrpers
in Milchpulver inkubiert. Danach wurde die Membran 2x 5 min mit PBS-T gewaschen und
anschliefend 1 h mit einer Verdiinnung des sekundédren Antikorpers inkubiert. Die Membran
wurde anschliefiend 2x 5 min mit PBS-T und 2x 5 min mit PBS gewaschen und anschlieflend
die Proteinbanden des gesuchten Proteins mittels ECL-Reagenz (GE Healthcare, Miinchen)
auf einem photoempfindlichen Film visualisiert. Das Molekulargewicht des Proteins konnte

mittels eines GroBenmarkers, der ebenfalls auf das Gel aufgetragen wurde, bestimmt werden.
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3.6. Erstellung der microRNA-Expressionsvektoren und Luciferase-Vektoren

3.6.1. PCR

Zur Amplifizierung von Genabschnitten erfolgte die Synthese der entsprechenden Sequenz
mittels der Polymerase-Kettenreaktion und spezifischen Primern unter Verwendung des
HotStartTag DNA-Polymerase-Kits (Qiagen, Hilden). Dazu wurde folgender Reaktionsansatz
hergestellt:
13,7 ul H,0
2,0 ul 10x Puffer
1,6 ul MgCl (25 mM)
0,5 ul dNTPs (100 mM)
1,0 ul Primer (Se und as)
0,2 ul Tag-Polymerase
1,0 ul cDNA
20,0 ul Reaktionsansatz

Das verwendete Programm bestand aus folgenden Schritten:

1. 95°C 10 min

2.95°C 20 sek

3. 60°C 30 sek

4.72°C 30 sek

Schritt 2-4:  35x wiederholen
5.72°C 5min

6. 4°C

Die amplifizierte cDNA wurde weiterverarbeitet oder bel -20°C gelagert.

3.6.2. Agarose-Gelelektrophorese und cDNA-Aufreinigung

Die Amplifikation der cDNA mittels PCR wurde durch eine el ektrophoretische Auftrennung
der PCR-Produkte iiberpriift. Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte dabel in 1%igen
Agarosegelen (versetzt mit 5 pl Ethidiumbromid [10 mg/1] auf 100 ml Agarose-0,5x TBE-
Losung). Die Auftragsmenge auf das Gel betrug jeweils 5 pl des PCR-Produkts plus 1,5 ul
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DNA-Auftragspuffer. Die Auftrennung erfolgte bel ca 90 Volt. Die Banden wurden nach
dem Gellauf unter UV-Licht sichtbar gemacht. DNA-Lingenstandards dienten der
GrofBenbestimmung der DNA-Fragmente.

Die visualisierten DNA-Banden wurden aus dem Gel geschnitten. Mittels des QIAQuick-Gel-
Extraktionskits (Qiagen, Hilden) wurde die DNA aus der Agarose extrahiert. Dazu wurde das
ausgeschnittene Gelstiick in dem 3fachen Volumen des Puffers QX vollstindig geldst und
anschlielend iiber eine Sdule zentrifugiert (12 000 U/min; 1 min). Der Durchfluss wurde
verworfen und die Siule mit 700 pl Puffer PE gewaschen. AnschlieBend wurde die Siule
zweima zentrifugiert (12 000 U/min; 1 min), um den im Puffer enthaltenen Ethanol
vollstindig zu entfernen. Die cDNA wurde dann in 20 ul Aqua bidest. eluiert (10 000 U/min;

1 min).

3.6.3. Restriktionsverdau

Zur Vorbereitung der Insertion der cDNA-Fragmente in den jeweiligen Vektor wurden beide
einem Restriktionsverdau unterworfen, um die passenden Insertionstellen zu schaffen.

Die microRNA-Expressionsvektoren pcDNAG6.2. und die zugehorigen Oligonukleotide
wurden nach dem folgendem Protokoll des Herstellers (New England Biolabs, Frankfurt a

Main) verdaut:

7,5 ul H,O

4,0 ul Vektor oder cDNA
1,5 ul NEB3-Puffer (10x)
1,0 ul BsmBI

10ulBsal
15,0 pl Ansatz

Programm: 50°C 80 min
55°C 160 min

Die Luciferase-Vektoren psiCheck2-Vektor und die zugehorigen cDNA-Fragmente wurden

nach folgendem Protokoll verdaut:
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8,5 ul H,O
4,0 ul Vektor oder cDNA
1,5 ul Puffer R (10x)

10 pul Xho I
15,0 pl Ansatz

Programm: 37°C 30 min

Nach dem Verdau wurden die Fragment nach dem in Abschnitt 3.6.2. beschriebenen Protokoll

aufgereinigt. Im Anschluss daran wurde sofort die Ligationsreaktion angesetzt.

3.6.4. Ligation

Die Ligation erfolgt in folgendem Ansatz:
7,0 ul H,O
4,0 ul Vektor-Losung (verdaut)
2,0 ul cDNA-Fragment oder Oligonukleotid
2,0 ul Ligase-Puffer (10x)
3,0 ul T4-Ligase
2,0 ul PEG

20 pl Reaktionsansatz

Der Ansatz wurde tiber Nacht bei 16°C inkubiert. Vor Gebrauch wurde bei 85°C die Ligase

inaktiviert.

3.6.5. Klonierung

Die Klonierung der Plasmide erfolgte in E.coli TOP10-Zellen (Invitrogen, Karlsruhe). Zu
einem auf Eis gelagerten Rohrchen TOP10-Zellen wurden 5 ul Plasmid zugesetzt und der
Ansatz bei 0°C fiir 10 min inkubiert. Dann wurden die Bakterien einem Hitzeschock (30s) bei
42°C ausgesetzt, damit sie das Plasmid aufnehmen. AnschlieBend wurden sie 10 min auf Eis
inkubiert und dann mit 250 pl erwarmten SOC-Medium (Komponente des TOP10-Kits,
Invitrogen, Karlsruhe) versetzt. Die Bakterien wurden bei 37°C und 100 U/min 1 h
ankultiviert und nachfolgend auf Agar-Platten mit 100 pg/pl Ampicillin (bei pcDNAG.2.-
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Vektor: 50 pg/ul Spectinomycin) ausgestrichen. Die Kultivierung der Platten erfolgte tiber
Nacht bei 37°C.

Auf den Platten gewachsene Kolonien konnten im nichsten Arbeitsschritt mit sterilen
Zahnstochern gepickt und in 10 ml LB-Medium verbracht werden. Dann wurden die
Bakterien iiber Nacht bei 37°C und 200 U/min kultiviert.

3.6.6. Plasmidisolation und —aufreinigung

Zur |Isolation der Plasmide wurden die kultivierten Bakterien mit 4000 U/min fiir 10 min
zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Bakterienpellet in 200 ul des Puffers
P1 (enthdlt RNAseA; Komponente des QIAquick Plasmidisolation Kits, Qiagen, Hilden)
aufgenommen. Zur Lyse der Zellen wurde der basische Puffer P2 zugefiigt und die Losung
mehrmals invertiert. Die Lysereaktion wurde nach 2 min durch Zugabe des sauren Puffers N3
gestoppt. Anschliefiend wurde das Gemisch 10 min bel 12 000 U/min zentrifugiert, um die
bakteriellen Proteine abzuscheiden. Der Uberstand wurde abgenommen und auf eine Siule
gegeben. Diese wurde bei 10 000 U/min fiir 1 min zentrifugiert und der Durchlauf verworfen.
Die an die Sidule gebundene DNA wurde mit 700 pl Puffer PW gewaschen, dann wurde die
Siule bei 10 000 U/min fiir 2 min trockenzentrifugiert. Die DNA wurde abschliefend in 30 pl
Aquadest. euiert.

Zur Entfernung von bakteriellen Endotoxinen aus der Priparation wurde der Endotoxin
Removal Kit (MoBio Laboratories, Carlsbad, CA, USA) eingesetzt. Es wurden 10% (v/v)
Endotoxin remova agent (enthilt Resin, das Endotoxine bindet) zu der Prdparation gegeben
und ausgiebig gevortext. Dann wurde der Ansatz zuerst fir 10 min bei -20°C und
anschlielend fiir 15 min bei 65°C inkubiert. Nachfolgend wurde die Préparation fiir 10 min
bei 10 000 U/min zentrifugiert. Es wurde dann der farblose Uberstand abgenommen und das
rotgefirbte Pellet am Boden des ReaktionsgefdBes verworfen. Der Uberstand wurde zur
Kontrolle auf Resinriickstdnde noch einmal zentrifugiert, zeigte sich ein weiteres rotgefarbtes

Pellet, wurde die Aufreinigung wiederholt.

3.6.7. Sequenzierung

Zur Kontrolle der Klonierung wurden die isolierten Plasmide zuerst entsprechend der in
Abschnitt 3.6.3 geschilderten Vorgehensweise mit Restriktionsenzymen verdaut und auf
einem Agarosegel auf das Vorhandensein eines Inserts tiberpriift. Plasmide, die ein Insert
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enthielten, wurden sequenziert, um die Exaktheit der Sequenz sowie die richtige Orientierung
im Plasmid zu kontrollieren.

Dazu wurde unter Verwendung des BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems, Darmstadt) folgender Ansatz hergestellt:

2,0 ul Sequenzier-Mix

8,0 pl Puffer

4,0 pl Primer (s&; 3,2 pmol)
1,0 ul template cDNA

15,0 pl Ansatz
Programm: 1. 96°C 1 min
2.96°C 10 sek
3.50°C 5 sek
4. 60°C 4min
Schritt 2-4  25x wiederholen
5. 4°C

Nach Beendigung der PCR-Reaktion wurden die Ansitze aufgereinigt. Dazu wurde 2 pl
EDTA, 2 ul Na-Acetet (50 mM) und 50 ul 96%iges Ethanol dem Ansatz hinzugefiigt. Die
Mischung wurde kurz gevortext und dann 15 min unter Lichtabschluss bei Raumtemperatur
inkubiert. Danach wurde der Ansatz fiir 30 min bei 6 000 U/min und 4°C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und verworfen, das cDNA-Pellet am Boden des
ReaktionsgefaBes in 70 ul 70%igem Ethanol resuspendiert und noch einmal fiir 10 min bei
6000 U/min und 4°C zentrifugiert. AbschlieBend wurde der Uberstand verworfen und die
Probe bei 65°C getrocknet, um das restliche Ethanol zu entfernen. Die Sequenzierung der
Proben wurde im Zentrum fiir medizinische Grundlagenforschung von Fr. Dr. Darmer

durchgefiihrt.

3.7. Luciferase-Assay

Mittels des Luciferase-Assay sollte die Regulation einer mRNA durch eine bestimmte

microRNA nachgewiesen werden. Dazu wurde im vorherigen Schritt ein die putative
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Bindestelle der microRNA enthaltendes Fragment aus dem 3’UTR der zu untersuchenden
MRNA in einen Luciferase-Vektor kloniert.

Im ersten Schritt wurden HEK 293-Zellen in weile 96-well-Platten (Greiner, Niirtingen)
ausgestreut und 24 h angeziichtet. Die Zellen wurden dann wie in Abschnitt 3.2.2 beschrieben
mit den Luciferase-Vektoren transfiziert. Dariiber hinaus wurden die Zellen wie in Abschnitt
3.2.1. beschrieben mit microRNA-sequenzgleichen Oligonukleotiden oder Kontroll-ssRNA
cotransfiziert. Die Zellen wurden 24 h kultiviert und anschlieend auf ihre Luciferase-
Aktivitat vermessen.

Dazu wurde der Dual-Glo-Kit (Promega, Heidelberg) verwendet. Zuerst wurde eine Substrat-
Losung zur Vermessung der Firefly-Luciferase-Aktivitiat (Kontrollgen) hergestellt und je 50
ul je well auf die Zellen gegeben. Die Vermessung erfolgte bei Raumtemperatur im
Plattenreader Genios (Tecan, Groding, Osterreich) nach einer Pri-Inkubations-Phase von 15
Minuten. Nach Beendigung der Messung wurde die Firefly-Luciferase durch Zugabe der
zweiten Substrat-Losung inhibiert, mit der die Renilla-Luciferase-Aktivitiat (Reportergen)
gemessen werden konnte. Dazu wurde nach einer Pra-Inkubationsphase von 15 min die Platte
noch einmal im Plattenreader Genios vermessen. Die beiden Werte wurden dann in

Beziehung gesetzt, um den relativen Wert der Luciferase-Aktivitit zu bestimmen.

3.8. Immunfluoreszenz

Mittels Immunfluoreszenz lasst sich die Verteilung und Lokalisation von Proteinen in Zellen
darstellen sowie bei Anfarbung von zwei Proteinen eine mdgliche Kolokalisation. Hierfiir
wurden MCF-7 und MCF-10-Zellen in 24-well-Platten auf Deckglaschen (12 mm)
angeziichtet und mit miR-210-Antagomirs transfiziert und/oder unter Hypoxie kultiviert. Die
Zellen wurden dann nach 24 h mit 4% Paraformaldehyd (Sigma, Steinheim) fiir 20 min bei
Raumtemperatur fixiert. Weiterhin wurden sie mit 0,5 % (v/v) Triton-X in PBS fiir 5 min
permeabilisiert und im folgenden 1 h in 1% BSA in PBS inkubiert, um unspezifische
Bindungen abzusittigen. AnschlieBend wurden die Zellen 1 h mit in 1% BSA/PBS
verdiinntem Primérantikorper inkubiert und danach 2 Mal je 5 min in PBS gewaschen. Dann
erfolgte die Inkubation der Deckglaschen mit in 1% BSA/PBS verdiinntem
Sekundirantikorper, der mit Cy3 gekoppelt war. Die Zellkerne wurden mit DAPI gefarbt und
Abschlieiend die Deckgldschen zwei Mal mit PBS, zwei Mal mit Aqua dest. und zwei Mal
mit 96%igem Ethanol gewaschen. Nachdem die Deckglaschen vollstindig getrocknet waren,
wurden sie mittels Prolong Gold antifading Reagenz (Invitrogen, Karlsruhe) auf dem
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Objekttrager befestigt und nach dem Aushirten des antifading Reagenz mittels
Fluoreszenzmikroskopie (TE2000, Nikon, Diisseldorf) analysiert. Die Auswertung am
Fluoreszenzmikroskop erfolgte im Zentrum fiir medizinische Grundlagenforschung mit

freundlicher Unterstiitzung der Arbeitsgruppe von Dr. Hiittelmaier.

3.9. Suchalgorithmen fiir microRNA-Proteintargets

Mittels im Internet verfiigbarer Suchalgorithmen wurden putative Proteintargets ausgesuchter
microRNAS identifiziert. Es wurden die Datenbanken TargetScan 4.2 (Version: April 2008),

PicTar (Version: Mérz 2007) und miRanda (Version: September 2008) verwendet.

http-Adressen der Datenbanken:

e TargetScan 4.2 http://www.targetscan.org

e PicTar http://pictar.mdc-berlin.de

e miRanda http://www.microRNA.org

e miRBase http://microrna.sanger.ac.uk/targets/v5/

3.10. Statistische Analysen

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der Software SPSS 12.0 (SPSS Inc.,
Chicago, IL, USA). Als signifikant wurden dabel ale Werte eingestuft, die innerhalb des
Wahrscheinlichkeitsintervalls von 0,05 lagen. Die statistischen Analysen umfassten
Uberlebenszeitanalysen (Kaplan-Meier-Analyse, multivariate Cox-Regressionsanalyse), t-
Teste, Chi®-Teste (K reuztabellen) und bivariate K orrelationen.

Die Uberlebenszeitanalyse ist eine statistische Analyse, bei der die Zeit bis zum Eintreten
eines bestimmten Ereignisses zwischen zwei oder mehr Gruppen verglichen wird. Mithilfe
dieser Analyse konnen die Effekte von prognostischen Faktoren, medizinischer Behandlung
oder schadlichen Einfliissen auf das Erreichen eines spezifischen Endpunktes (Tod des
Patienten, Hellung, Neuerkrankung oder Eintreten von Komplikationen) geschitzt werden.
Beispiele fiir solche Analysen sind die Kaplan-Meier-Analyse oder die Cox-Regression.

Bel der Kaplan-Meier-Anayse kann die Wahrscheinlichkeit, dass ein Ereignis bis zu einem
bestimmten Zeitpunkt eintrifft, auch dann berechnet werden, wenn nicht alle Patienten
identische Beobachtungszeitriume haben. Es wird dabel das kumulative Uberleben der

Patientengruppen mit der Uberlebenszeit verglichen. Die Kaplan-Meier-Kurve ist weiterhin


http://www.targetscan.org
http://pictar.mdc-berlin.de
http://www.microRNA.org
http://microrna.sanger.ac.uk/targets/v5/
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geeignet zum Ablesen spezifischer Uberlebensraten (z.B. 1- oder 5-Jahres-Uberlebensrate)
oder genereller Uberlebenszeiten.

Die Cox-Regression basiert auf dem Konzept der Hazardrate, mit der die Wahrscheinlichkeit
eines ,Austrittsereignisses” (z.B. Tod einer Person oder Versagen eines mechanischen
Bauteils) zu einem festen Zeitpunkt geschitzt wird. Der Vorteil gegeniiber der Kaplan-Meier-
Anayse liegt darin, dass weitere prognostische Faktoren in das Modell integriert werden
konnen. Da bei Tumorerkrankungen klinische Parameter wie das Tumorstadium oder der
Resektionsgrad eine wichtige Rolle fiir die Prognose spielen, kann daher der Einfluss dieser
Parameter in der multivariaten Cox-Regressionsanalyse einbezogen werden, so dass die
Prognoserelevanz des zu untersuchenden Faktors ohne Einfluss der klinischen Faktoren
ausgedriickt werden kann. Bei den an der Kohorte von Weichteilsarkomen durchgefiihrten
Cox-Regressionsanalysen wurden die klinischen Parameter Tumorstadium, Resektionsgrad,
Tumorart und Tumorlokalisation beriicksichtigt, bei der Kohorte von Pankreaskarzinomen
Tumorstadium und Resektionsgrad.
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4. Ergebnisse
4.1. microRNA-Expression unter Hypoxie

Hypoxie  bezeichnet den  pathophysiologischen  Zustand eines  verringerten
Sauerstoffpartialdrucks in Geweben. Als Reaktion auf die Unterversorgung mit Sauerstoff
und der daraus resultierenden verringerten Synthese von Energietrigern werden zahlreiche
physiologische Prozesse in der Zelle aktiviert. Dazu gehort einerseits die Transkription
verschiedener Stoffwechselgene iiber den durch Hypoxie stabilisierten Transkriptionsfaktor
HIF-1la. sowie andererseits die Induktion der Angiogenese durch z. B. den ,vascular
endothelia growth factor (VEGF). Insgesamt sind etwa 70 Gene bekannt, deren mRNA
unter Hypoxie-Einfluss verstarkt exprimiert werden (Semenza et al., 2003 und 2008). Die
Auswirkungen der Sauerstoffunterversorgung auf die Expression der Kkleinen,
nichtkodierenden microRNAs sind bis dato kaum untersucht.

4.1.1. Generelle Verinderungen der microRNA-Expression unter Hypoxie

Es sollte untersucht werden, ob die Expressionsmuster von bestimmten microRNAs durch
Hypoxie betroffen sind. Dazu wurde die Expression von 156 microRNASs (enthalten im
,,microRNA early access panel“ von Applied Biosystems, Darmstadt) in unter Hypoxie oder
Normoxie kultivierten MCF-7 und MCF-10-Zellen mittels quantitativer real-time-PCR
analysiert. Als Grundlage fiir die Quantifizierung wurde die AACr-Methode nach Livak und
Schmittgen (Livak und Schmittgen, 2001) gewahlt und die Ct-Werte auf die Expression der
U18-snoRNA bezogen. Werte kleiner 0,01 wurden als nicht detektierbar eingestuft. Eine
Differenz von tiber 50 % in den Expressionswerten unter Hypoxie und Normoxie wurde as
verstirkte oder verringerte Expression gewertet, wiahrenddessen Differenzen unter diesem
Wert als unveranderte Expression eingeschédtzt wurden. In der Mammakarzinomzelllinie
MCF-7 wurden unter Hypoxie 24 microRNAs (15,4 %) verstarkt exprimiert, 76 (48,7 %)
waren in ihrer Expression unveriandert, wihrend 36 microRNASs (23,1 %) eine verringerte
Expression aufwiesen. In Zellen der Mammaepithelzelllinie MCF-10 waren unter Hypoxie 14
microRNAS (9,0 %) stiarker exprimiert, 35 (22,4 %) in ihrer Expression unveriandert und 80
(51,3 %) niedriger exprimiert als unter Normoxie. Ahnlich war die Zahl der microRNAsS, die
in den Zdllinien nicht detektiert werden konnten (20 bzw. 12,8 % in der MCF-7, 27 bzw.

17,3 % in der MCF-10). In beiden Zélllinien zeigte sich somit ein starker Einfluss von
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Hypoxie auf die Expression von microRNAs. Eine Tabelle (Tab. 8.1.) der unter Hypoxie

verstirkt oder vermindert exprimierten microRNAs findet sich im Anhang.
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0 ‘
hoch niedrig unverandert nicht
exprimiert exprimiert detektierbar
MCF-7 MCF-10
Hoch exprimiert 24 14
Niedrig exprimiert 36 80
Unveriandert 76 35
Nicht detektierbar 20 27

Abbildung 4.1.: Auswirkungen von Hypoxie auf das Expressionsmuster der 156 untersuchten microRNAS.

Eine genauere Betrachtung der Anzahl der unter Hypoxie differentiell regulierten microRNAs
sollte Unterschiede im Hypoxie-Ansprechen zwischen der Tumor-Zelllinie MCF-7 und der
Mammaepithel-Zelllinie MCF-10 aufzeigen.

Drei microRNAs, die in der Zelllinie MCF-7 unter Hypoxie hochexprimiert wurden, lagen
auch in der Zelllinie MCF-10 erhoht vor, wéhrend es bei den niedriger exprimierten
microRNAS 17 Ubereinstimmungen gab. 15 microRNAs waren in beiden Zelllinien nicht von
der Regulation betroffen und 19 der microRNAS, die in der MCF-7 nicht detektierbar waren,
konnten auch in der MCF-10 nicht in ausreichendem Mal3e nachgewiesen werden. Auffillig
ist vor allem, dass 48 der microRNAS, die in der MCF-7 unter Hypoxie unverindert
exprimiert wurden, in der MCF-10 herunterreguliert vorlagen, wihrend nur 8 verstarkt
exprimiert wurden. 13 microRNAS, die in der MCF-7 unter Hypoxie verstarkt exprimiert
wurden, wurden in der MCF-10 herunterreguliert, wihrend der umgekehrte Fall nur bei 2
microRNAs auftrat.
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Zusammenfassend zeigte sich ein starker Effekt der Hypoxie auf das Expressionsmuster der
im analysierten Pool enthaltenen microRNAs. Dieser bestand vornehmlich in einer
verringerten Transkription der microRNASs. In MCF-10-Zellen, die dem normalen Mamma-
Epithel dhnlicher sind, war der Hypoxie-Effekt auf die microRNA-Expression deutlicher
ausgepragt als in der Mammakarzinom-Zelllinie MCF-7. 72,9 % der detektierbaren
microRNAS unterlagen in MCF-10 einer Regulation durch Hypoxie, in der MCF-7 waren es
nur 44,1 %. Esist anzunehmen, dass bereits im Ursprungsgewebe der MCF-7 eine genetische
Anpassung an die in Tumoren iibliche Sauerstoffunterversorgung stattgefunden hat, die an die
Zellklone weitergegeben wurde. Trotzdem waren auch in der MCF-7-Zéllinie enige
microRNAS besonders stark in ihrer Expression verandert, sodass eine essentielle Rolle dieser

microRNAs im Hypoxieansprechen der Zellen vermutet werden kann.

4.1.2. Stark unter Hypoxie verindert exprimierte microRNAs

Im ndchsten Schritt sollten besonders stark regulierte microRNAs identifiziert und
exemplarisch betrachtet werden. Dazu wurden digenigen microRNAs selektiert, die unter
Hypoxie mehr as 5fach tiber- oder unterexprimiert vorlagen. Sowohl in der Zelllinie MCF-7
als auch in der MCF-10 wurde eine mehr als 5fache Uberexpression der miR-210 detektiert
(MCF-7: 6,5fach; MCF-10: 6,1fach). Diese microRNA ist auch in einer anderen, im Verlauf
dieser Experimente publizierten Arbeit (Kulshreshtha et a. 2006) as unter Hypoxie erhoht
exprimiert identifiziert worden. Dariiber hinaus fanden wir mehrere microRNAS, die unter
Hypoxie mehr als 5fach schwicher exprimiert wurden (miR-181a in MCF-10 7,9fach; miR-
200a: in MCF-10 5,0fach; miR-324-5p: in MCF-10 13,8fach; miR-325: in MCF-7 5,5fach
und in MCF-10 15,9fach; diese microRNAs sind in Tabelle 4.1. fett markiert).

Weitere microRNAS zeigten eine Expression, die unter Hypoxie mehr as zweifach iiber- oder
unter dem Normawert bel Normoxie lag. Die Expressionswerte der stark veriandert
exprimierten microRNAs sind in Tabelle 4.1. aufgefiihrt. In der MCF-10-Zéelllinie sind auf
Grund der groen Anzahl der 2fach herunterregulierten microRNAs nur die 3fach schwécher
exprimierten aufgefiihrt. Insgesamt waren in der MCF-10 unter Hypoxie nicht nur deutlich
mehr microRNAs herunterreguliert, sondern der Faktor der verminderten Expression fiel
deutlich stirker aus als in der MCF-7 (durchschnittlich: 1,77fach; in MCF-10 durchschnittlich
2,38fach).
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MCF-7 MCF-10
Hochregulation Herunterregulation Hochregulation Herunterregulation
hsa-miR-210 |6,45 hsa-miR-325 5,54 hsa-miR-210 6,10 | hsa-miR-325 15,85
hsa-miR-27b | 3,42 hsa-miR-373 4,16 hsa-miR-142-5p 4,26 | hsa-miR-324-5p |13,80
hsa-miR-137 |3,14 hsa-miR-219 3,74 hsa-miR-184 3,62 | hsa-miR-181a 7,91
hsa-miR-100 |2,59 hsa-miR-187 2,80 hsa-miR-9* 2,30 | hsa-miR-200a 5,04
hsa-miR-128b | 2,56 hsa-miR-368 2,79 hsa-miR-15b 2,19 | hsa-miR-9 4,86
hsa-let-7e 2,18 hsa-miR-189 2,77 hsa-miR-338 2,00 | hsa-miR-128b 4,58
hsa-miR-21 2,18 hsa-miR-145 2,76 hsa-miR-133a 2,00 | hsa-miR-34a 4,38
hsa-miR-140 |2,14 hsa-miR-138 2,66 hsa-miR-339 4,29
hsa-miR-151 |2,10 hsa-miR-154 2,62 hsa-miR-130a 3,85
hsa-miR-148a | 2,02 hsa-miR-373* 2,55 hsa-miR-200b 3,69
hsa-miR-155 2,50 hsa-miR-135b 3,65
hsa-miR-214 2,40 hsa-miR-190 3,51
hsa-miR-299 2,19 hsa-miR-130b 3,49
hsa-miR-335 2,05 hsa-miR-182* 3,39
hsa-miR-96 2,02 hsa-miR-331 3,39
hsa-miR-323 2,00 hsa-miR-34b 3,33
hsa-miR-370 2,00

Tab. 4.1. Unter Hypoxie differentiell regulierte microRNAs und der Grad der verdnderten Expression. Es

wurden alle microRNASs beriicksichtigt, die in der MCF-7 mehr as 2fach hoch- oder herunterreguliert, in der

MCF-10 mehr a's 2fach hoch- oder 3fach herunterreguliert vorlagen.

Die selektierten microRNAs wurden in drei unabhingigen biologischen Triplikaten

vermessen. Es konnte in einem Student t-test eine signifikant veranderte Expression der miR-
210 und miR-325 in MCF-7 Zellen und der miR-181a, miR-200a, miR-210, miR-324-5p und

miR-325 in MCF-10 Zellen unter Hypoxie im Vergleich zur Normoxie nachgewiesen werden.

microRNA Zelllinie t-test
hsa-miR-181a MCF7 n.s.
MCF10 0,042
hsa-miR-200a MCF7 n.s.
MCF10 0,049
hsa-miR-210 MCF7 0,000098
MCF10 0,002
hsa-miR-324-5p | MCF7 n.s.
MCF10 0,012
hsa-miR-325 MCF7 0,045
MCF10 0,026

Tabelle 4.2. Bestimmung der statistischen Signifikanz der differentiellen microRNA-Expression unter Hypoxie.

Die p-Werte wurden mittels des Students t-test (zweiseitig, ungepaarte Stichprobe) berechnet, Werte <0,05

werden as signifikant betrachtet. n.s. = nicht signifikant
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Auffillig sind somit die in beiden Zelllinien auftretende verstirkte Expression der miR-210
sowie die verringerte Expression der miR-325 unter Hypoxie. Die Expression beider

microRNAs war in den beiden Zdlllinien mehr as 5fach signifikant erhoht bzw. verringert.

4.1.3. Expression der hsa-miR-210 und hsa-miR-325 unter Hypoxie in weiteren

Zelllinien

Es wurde die Expression der microRNAs miR-210 und miR-325 unter Hypoxie und
Normoxie in verschiedenen weiteren Tumorzelllinien unterschiedlichen Ursprungs (ES-2,
SKOV-3, OAW-42: Ovariakarzinomzelllinien; U251; U343: Glioblastomzdlllinien; HEK
293: humane embryonale Nierenzelllinie) vermessen. Wihrend die miR-210 homogen in alen
untersuchten Zellinien unter Hypoxie verstirkt exprimiert wurde, ergab sich bei der

Expression der miR-325 unter Hypoxie ein heterogenes Bild.

hsa-miR-210-Expression

1000%
800% -
600% B Hypoxie
400% B Normoxie
200% -
0% -

U251 U343 OAW ES-2 SKOV HEK MCF-7

Abb. 4.2. Bestimmung der miR-210-Expression in verschiedenen Zelllinien unter Hypoxie und Normoxie. Es

handelt sich um die Mittelwerte aus zwei unabhiangigen Messungen.
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hsa-miR-325-Expression
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Abb. 4.3. Bestimmung der miR-325-Expression in verschiedenen Zelllinien unter Hypoxie und Normoxie. Es

handelt sich um die Mittelwerte aus zwei unabhingigen Messungen.

miR-325 wird in den Zelllinien ES-2, U251, U343, SKOV-3 und OAW-42 unter Hypoxie
verstarkt exprimiert, wahrend sie in den Zelllinien MCF-7 und HEK 293 schwicher
exprimiert wird. Wiahrend fiir die miR-210 eine Aktivierung der Transkription durch HIF-1a
dokumentiert ist (Kulshreshtha et al. 2007; Camps et a. 2008), liegt zur Regulation der miR-
325 noch keine Literatur vor. Eine weitergehende Studie von Transkriptions- und
Stressfaktoren, die eine transkriptionelle Aktivierung oder Repression vermitteln konnten,

konnte Aufschluss tiber die widerspriichliche Regulation der miR-325 unter Hypoxie bringen.

4.2. Effekte der Inhibierung bzw. Uberexpression der hsa-miR-210 und hsa-miR-325 auf

das klonogene Zelliiberleben

Aufgrund von hypoxischen Bereichen in Tumoren kommt es zu einer Selektion von
Tumorzellen mit einem aggressiveren Phanotyp und zur Entwicklung von Resistenzen gegen
Chemotherapeutika. Da diese Prozesse durch die unter Hypoxie regulierten microRNAs
bewirkt oder beschleunigt werden konnten, konnte eine Modulation der Expression dieser
microRNAS zu therapeutisch gewiinschten Prozessen wie einem verlangsamten Zellwachstum
bzw. der Induktion von Apoptose fiihren. In den folgenden Untersuchungen sollte gepriift
werden, inwiefern die Inhibierung der unter Hypoxie stirker exprimierten miR-210 und miR-
137 sowie eine Uberexpression der schwiicher exprimierten microRNAs (miR-181a, miR-
200a, miR-324-5p, miR-325) in MCF-7 und MCF-10-Zellen das klonogene Zelliiberleben

beeinflussen.
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4.2.1. Konstruktion von microRNA-Expressionsvektoren

Es wurden Expressionsvektoren fiir die microRNAs miR-181a, miR-200a, miR-324-5p und
miR-325 angefertigt, um die Auswirkungen der Uberexpression dieser microRNAs auf das
klonogene Zelliiberleben unter Hypoxie zu untersuchen. Tragersystem war in diesem Fall der
pcDNAG.2-Vektor (freundlicherweise bereitgestellt von der Arbeitsgruppe Dr. Hiittelmaier),
der zur Kontrolle der Transfektionseffizienz zusitzlich ein EmGFP-Gen tragt (s. Abb. 4.4.).

5 miR flanking | miR-neg | 3' miR flanking Oligonukleotid fiir hsa-miR-181a:
regi

egion control | region 5-TGCTG AAC ATT CAA CGC TGT CGG TGA GT

| GTT TTG GCC ACT GACTGA CACTCA CCG--A
GCGTTG AAT GTT-3

Oligonukleotid fiir hsa-miR-200a:

GTTTTG GCC ACT GAC TGA CA CAT CGT T--
pCDNAWG 2.GW/ CAGACA GTGTTA-3

EmGFP-miR-neg Oligonukleotid fiir hsa-miR-324-5p:
control plasmid 5- TGCTG CGC ATC CCC TAG GGC ATT GGT

C CTA GGG GAT GCG-3

Oligonukleotid fiir hsa-miR-325:

ACA CCT ACT AGG-3

5-TGCTG TAA CACTGT CTG GTAACGATGT

GT GTT TTG GCC ACT GAC TGA CAC ACC AAT --

5’- TGCTG CCT AGT AGG TGT CCA GTA AGT GT
GTTTTG GCC ACT GAC TGA CACACT TACTGG

Abb. 4.4. microRNA-Expressionsvektor pcDNA 6.2.-GW/EmGFP und die Sequenzen der klonierten
Oligonukleotide.

Um mogliche Einfliisse durch die Vektorsysteme einschétzen zu konnen, wurden weitere
Zellen nur mit den doppelstrangigen Oligonukleotiden transfiziert, die der Sequenz der
jeweiligen microRNA entsprechen. Die Effizienz der microRNA-Expressionsvektoren wurde
mittels quantitativer real-time-PCR-Messungen 24 h nach Transfektion des Konstruktes in
MCF-7-Zellen  kontrolliert. Dabel zeigten Zellen, die mit einem microRNA-
Expressionsvektor transfiziert wurden, eine spezifische verstirkte Expression der
entsprechenden microRNA (s. Abb. 4.5.).

Ebenso resultierte eine Transfektion von microRNA-sequenzgleichen Oligonukleotide in
einer verstirkten qPCR-Detektion der entsprechenden microRNA nach 24 Stunden im
Vergleich zu einer untransfizierten Kontrolle (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4.5. Expressionsanalysen der einzelnen microRNAs nach Transfektion von 4 MCF-7-Zellproben mit den
Expressionsvektoren fiir miR-181a (links oben), miR-200a (rechts oben), miR-324-5p (links unten) und miR-325

(rechts unten).

Zur Inhibierung der miR-210 und miR-137 wurden kommerzielle Antagomirs verwendet. Es
handelte sich dabei um 2’-O-Methyl-modifizierte Oligonukleotide der Firma Ambion,
Darmstadt (nach Kriitzfeldt et al., 2005). Die Transfektion erfolgte wie bei den microRNA-
Oligonukleotiden mittels des Lipotransfektionsreagenz Interferin (BioMol, Hamburg).

4.2.2. Effekte der Uberexpression von hsa-miR-181a, hsa-miR-200a, hsa-miR-324-5p

und hsa-miR-325 auf das klonogene Zelliiberleben unter Hypoxie

Um zu testen, ob eine Uberexpression der unter Hypoxie in der MCF-7 und/oder MCF-10
verringert exprimierten microRNAs einen Einfluss auf das Uberleben der Zellen hat, wurde
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das klonogene Zelliiberleben untersucht. Initidle Versuche zu diesem Thema wurden von
Herrn Dipl.-Bio. Matthias Kraus in seiner Diplomarbeit durchgefiihrt, die dann in dieser
Arbeit durch weitere Experimente ergénzt und verifiziert wurden.

Die Uberexpression der miR-200a zeigte in der MCF-7 weder unter Hypoxie noch unter
Normoxie signifikante Effekte auf das klonogene Zelliiberleben im Vergleich mit der
unbehandelten Kontrolle. Demgegeniiber war bei Uberexpression der miR-181a ein auf
38,7% verringertes Zelliiberleben unter Normoxie bzw. ein auf 21,3 % erniedrigtes
Zdlliiberleben unter Hypoxie zu beobachten. Die Uberexpression der miR-324-5p fiihrte zu
einem auf 74,2 % erniedrigten Uberleben unter Normoxie bzw. zu einem auf 60,1 %
erniedrigten Uberleben unter Hypoxie. Weiterhin bewirkte die Uberexpression der miR-325
in den MCF-7-Zellen ein auf 59,1 % verringertes Zelliiberleben unter Normoxie bzw. ein auf

77,1 % verringertes Zelliiberleben unter Hypoxie im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle.
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Abb. 4.6. Zellkoloniebildungstest zu den Auswirkungen der Uberexpression unter Hypoxie herunterregulierter
microRNAs auf das klonogene Zelliiberleben. Die MCF-7-Zellen wurden mit den jeweiligen microRNA-
Expressionskonstrukten transfiziert und fiir 24h unter Hypoxie kultiviert. Alle Versuche wurden im
Dreifachansatz durchgefiihrt. Kontrolle: unbehandelte MCF-7-Zellen unter Normoxie bzw. Hypoxie. PE =
Plattiereffizienz

Auffallig ist der starke Effekt, den die Transfektion des Leervektors unter Hypoxie auf das
Zélliiberleben hat. So verringert die Transfektion der MCF-7-Zellen mit dem Leervektor
allein das klonogene Zdlliiberleben unter Normoxie auf 84,2 % bzw. unter Hypoxie auf 61,7%
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Damit unterscheiden sich etwa die Effekte der
Transfektion des Leervektors unter Hypoxie auf das klonogene Zelliiberleben nicht
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signifikant von den Effekten der Uberexpression der miR-324-5p oder der miR-325. Um eine
mogliche Toxizitit des Vektors auszuschlieen, wurden die Versuche zum klonogenen
Zélliiberleben unter Verwendung von doppelstrangigen Oligonukleotiden mit der Sequenz der

entsprechenden microRNAs wiederholt.

MCF-7
120,00%
., 100,00% A
o 80,00% - T T :
2 60.00% - B Normoxie
s ’ B Hypoxi
T 40,00% | YPOXIE
}
20,00% | -
0,00% - ‘ i ‘ ‘
< Q > 2> %)
S & & > b‘foQ &
{,\\‘ L9 N v V &
© » & & QP &
O & & @\Q‘

Abb. 4.7. Zellkoloniebildungstest: Auswirkungen der Uberexpression der unter Hypoxie herunterregulierten
microRNAs auf das klonogene Zelliiberleben. Die MCF-7-Zellen wurden mit den jeweiligen microRNA-
Oligonuklectiden transfiziert und fiir 24h unter Hypoxie kultiviert. Alle Versuche wurden im Dreifachansatz
durchgefiihrt. PE = Plattiereffizienz

Bei der Transfektion mit Oligonukleotiden zeigte sich, dass die Uberexpression von miR-
200a und miR-324-5p keinen signifikanten Einfluss auf das klonogene Uberleben der MCF-7-
Zellen hat. Dagegen resultierte die Uberexpression von miR-181a in einem auf 18,2 %
verringerten Zelliiberleben unter Normoxie bzw. in einem auf 17,6 % verringerten
Zelliiberleben unter Hypoxie. Die Uberexpression der miR-325 verringerte das klonogene
Zdliiberleben auf 29,8 % unter Normoxie und auf 19,8 % unter Hypoxie im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle.

Eine effiziente Verringerung des klonogenen Zelliiberlebens ldsst sich daher bel der
Uberexpression von miR-181a und miR-325 beobachten, wobei die Verwendung von
microRNA-sequenzgleichen Oligonukleotiden in einem deutlicheren Effekt resultiert as die
Transfektion von microRNA-Expressionsvektoren und zudem eine mogliche toxische

Wirkung des V ektors allein ausgeschl ossen werden kann.
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4.2.3. Auswirkungen der Inhibierung von hsa-miR-210 auf das klonogene Zelliiberleben

Die microRNA miR-210 wurde mittels Antagomirs (2-O’-Methyl-modifizierte microRNA-
Inhibitoren) gehemmt und die Zellen fiir 24 h unter Hypoxie kultiviert. Dabei kam es in der
MCF-7 zu einem auf 45,0 % verringerten Zelliiberleben der behandelten Zellen unter Hypoxie
im Vergleich zur unbehandelten hypoxischen Kontrolle. Es handelte sich um eine signifikante
Verringerung der Proliferation. Das klonogene Uberleben der mit dem miR-210-Antagomir
behandelten Zellen, die unter Normoxie kultiviert wurden, war gegeniiber der normoxischen
Kontrolle auf 59,6 % erniedrigt (s. Abb. 4.8.).
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Abb. 4.8. Effekte der Inhibierung der miR-210 auf das klonogene Zelliiberleben. MCF-7-Zellen wurden mit dem
miR-210-Antagomir oder einem Kontroll-Oligonukleotid transfiziert und 24 h unter Hypoxie oder Normoxie
kultiviert. PE = Plattiereffizienz

Die Inhibierung der miR-210 mittels Antagomirs zeigte in der MCF-10 weder unter Hypoxie

noch unter Normoxie signifikante Effekte auf das klonogene Zelliiberleben (s. Abb. 4.9.).
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Abb. 4.9. Effekte der Inhibierung der miR-210 auf das klonogene Zelliiberleben der MCF-10. Die Zellen wurden
mit dem miR-210-Antagomir oder einem Kontroll-Antagomir transfiziert und 24 h unter Hypoxie bzw.
Normoxie kultiviert. PE = Plattiereffizienz

Der Effekt von Hypoxie (in diesem Fall ein Sauerstoffpartialdruck von 1 % iiber 24 h) auf die
Proliferationsfahigkeit der MCF-10 Zellen war allerdings in diesen Versuchen ebenfals
gering und verringerte die Proliferation der mit Hypoxie behandelten Zellen lediglich auf 80%
der normoxischen Kontrolle (Daten nicht gezeigt).

Die Inhibierung der miR-210 fiihrte somit zu einem verringerten klonogenen Uberleben der
MCF-7-Zellen sowohl unter Hypoxie a's auch unter Normoxie. Die Antagomir-Behandlung
bewirkte sowohl unter Hypoxie as auch unter Normoxie ein um etwa 40 % verringertes
klonogenes Uberleben. In einem weiteren Schritt sollte daher die Effekte einer Kombination

aus mehreren Antagomirs auf das klonogene Uberleben der MCF-7-Zellen untersucht werden.

4.2.4. Kombination von hsa-miR-210 und hsa-miR-137-Antagomirs und deren

Auswirkungen auf das klonogene Zelliiberleben

Neben der miR-210 war in der MCF-7-Z€lllinie die miR-137 unter Hypoxie verstarkt
exprimiert (3,14fach). Dariiber hinaus wurde von Svoboda und Kollegen eine verstirkte
Expression der miR-137 in Colonkarzinomen nach Capectabine-Behandlung beschrieben.
Weliterhin ist ein Zusammenhang zwischen der verstarkten Expression von miR-137 und dem
schlechteren Ansprechen von Tumorzellen auf die Chemoradiotherapie beobachtet worden
(Svoboda et al., 2008). Aus diesem Grund wurde ein Antagomir der miR-137 in Kombination

mit einem miR-210-Antagomir eingesetzt, um die Effekte einer Inhibierung auf das
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klonogene Uberleben der Mammakarzinom-Zelllinie MCF-7 unter Normoxie und Hypoxie zu
untersuchen. Es zeigte sich unter Normoxie eine auf 65,2 % bzw. unter Hypoxie eine auf
67,2% verringerte Zellzahl bei der Inhibierung der miR-137. Die Inhibierung der miR-210
induzierte ein auf 56,5 % (Normoxie) bzw. auf 51,2 % (Hypoxie) reduziertes klonogenes
Uberleben der MCF-7-Zellen im Vergleich zu den entsprechenden normoxischen bzw.
hypoxischen Kontrollproben. Eine Behandlung mit einer Kombination aus beiden Antagomirs
bewirkte in der normoxischen Probe keine weltere Verringerung des klonogenen
Zélliiberlebens (Veringerung auf 57,2 % im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle).
Demgegeniiber verringert die kombinierte Behandlung aus beiden Antagomirs das klonogene
Uberleben der MCF-7-Zellen unter Hypoxie auf 36,0 % und damit effektiver as die beiden
Antagomirs bei einzelner Transfektion.
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Abb. 4.10. Effekte einer Kombination aus miR-210- und miR-137-Antagomir auf das klonogene Zelliiberleben
von MCF-7-Zellen. PE = Plattiereffizienz; Ant. = Antagomir, Inhib. = Inhibitor

Wesentlich ist somit, dass eine Kombinationsbehandlung aus Antagomirs gegen miR-137 und
miR-210 unter Hypoxie einen verstirkten negativen Effekt auf die Zellproliferation hat. Eine
Kombinationsbehandlung mit mehreren Antagomirs - gegen unter Hypoxie verstirkt

regulierte microRNAs — konnte daher eine Verbesserung der therapeutischen Anwendbarkeit
bewirken.
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4.2.5. Kombination von hsa-miR-210-Antagomirs und Chemotherapeutika

Fir eine mogliche klinische Applikation von microRNA-Antagomirs ist von besonderem
Interesse, inwiefern sie einen synergistischen oder additiven Effekt mit etablierten Therapien
aufwelisen, um effektiver moglichst viele Zellen eines Tumors abzutéten.

Dazu wurden Zellen der Tumorzelllinie MCF-7 mit miR-210-Antagomirs und den
Chemotherapeutika Cisplatin und/oder Taxol behandelt. Cisplatin bewirkt die Quervernetzung
zwischen den DNA-Stringen und hemmt dadurch die Replikation und somit die
Zdllproliferation. Taxol (Paclitaxel) stort den Abbau der Mikrotubuli bei der Mitose und
induziert somit einen Zellzyklusarrest. In Zellkoloniebildungstesten sind die Auswirkungen
der Behandlungen auf das klonogene Uberleben untersucht worden.
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Abb. 4.11. Effekte der Kombination aus miR-210-Antagomirs und Chemotherapeutika auf das klonogene
Zéelliberleben. Es handelt sich um den Mittelwert aus drei unabhingigen Versuchen. Ant. = miR-210-
Antagomir; C = Cisplatin; T = Taxol, PE = Plattiereffizienz

Unter Normoxie reduzierte die Behandlung der MCF-7-Zellen mit Cisplatin oder miR-210-
Antagomirs das klonogene Zedliiberleben auf 42,2 % bzw. 57,5 % im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. Die Taxol-Behandlung zeigte noch stirkere Auswirkungen auf das

klonogene Zéelliiberleben. Es kam zu einer Reduktion auf 17,2 % im Vergleich zur
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unbehandelten Kontrolle. In der Kombination von Taxol mit dem miR-210-Antagomir wurde
das klonogene Zelliiberleben auf 2,2 % reduziert. Auffallig ist allerdings, dass bei einer
Kombination der beiden Chemotherapeutika mit dem miR-210-Antagomir das klonogene
Zdliiberleben nur auf 11,7 % der unbehandelten Kontrolle reduziert ist. Es scheint daher kein
additiver Effekt der beiden Chemotherapeutika mit dem miR-210-Antagomir vorzuliegen. Die
Reduktion des klonogenen Zedliiberlebens unter Hypoxie mit den verschiedenen
Behandlungsarten verhielt sich analog zum klonogenen Zelliiberleben unter Normoxie mit
zwei Ausnahmen: Der Effekt von Cisplatin auf das klonogene Zelliiberleben war unter
Hypoxie stiarker ausgepragt (15,5 % im Vergleich zu 42,2 % unter Normoxie) und der Effekt
von Taxol in Kombination mit dem miR-210-Antagomir deutlich geringer als unter Normoxie
(14,8 % im Vergleich zu 2,2 % unter Normoxie). Insgesamt allerdings ergeben die
Behandlungen mit dem miR-210-Antagomir, Cisplatin und Taxol unter Hypoxie
vergleichbare Reduktionen des klonogenen Zelliiberlebens wie unter Normoxie, die sich auch
in den Kombinationsbehandlungen nicht wesentlich steigern lielen (Ant./Cisplatin: 17,7 %;
Ant./Taxol: 14,8 %; Ant./Cisplatin/Taxol: 14,1 %)

Zusammenfassend lésst sich festhalten, dass die kombinierte Behandlung von MCF-7-Zellen
mit miR-210-Antagomirs und Chemotherapeutika im Falle von Cisplatin unter Normoxie eine
Halbierung des klonogenen Zelliiberlebens im Vergleich zur aleinigen Behandlung mit
Cigplatin oder miR-210-Antagomirs bewirkt. Bei einer Taxol-Behandlung ist dieser Effekt
unter Normoxie sogar verstarkt, hier sinkt das klonogene Zelliiberleben fast um den Faktor
10. Auf der anderen Seite ist dieser Effekt nicht additiv, eine Kombination beider
Chemotherapeutika mit dem miR-210-Antagomir verstirkt die Reduktion des klonogenen
Zélliiberlebens nicht weiter. Unter Hypoxie verstarkt keines der Chemotherapeutika, auch in
Kombination mit dem miR-210-Antagomir, die Verringerung des klonogenen Zelliiberlebens
im Vergleich zur spezifischen Behandlung mit miR-210-Antagomir. In-vitro zeigten
K ombinationsbehandlungen also keine signifikanten Effekte auf das klonogene Z€lliiberleben

der Mammakarzinomzelllinie MCF-7.

4.3. in-silico Identifizierung von Proteintargets fiir hsa-miR-210 und hsa-miR-325

Mittels verschiedener Internet-Suchmaschinen lassen sich in-silico Proteintargets fiir einzelne
ausgewihlte microRNASs identifizieren. Der Algorithmus selektiert dabei Proteine, deren
MRNA im 3’-UTR eine zur ,seed“-Sequenz der gewihlten microRNA komplementire
Sequenz aufweist. Weitere Parameter sind z.B. a) der sogenannte ,,ribosome shadow*
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(putative Bindestellen befindet sich weniger a's 30 bp vom Trandlationsstop entfernt, dadurch
schwichere Wechselwirkung des RISC mit der mRNA moglich), b) eine mogliche
K ooperation zwischen benachbarten microRNA-Bindestellen, ¢) eine komplementire Paarung
zwischen dem 3’-Bereich der microRNA und der Bindestelle mit moglichst wenig wobble-
Positionen und einem erhohten lokalen AU-Gehalt (Grimson, Keystone Symposium
,mMictoRNA and Cancer* 2007, personliche Mitteilung). Mittels verschiedener
Suchalgorithmen sollten putative target-Proteine der miR-210 und miR-325 selektiert und
nachfolgend verifiziert werden.

Die Suchalgorithmen ,, TargetScan® (www.targetscan.org) und PicTar (www.pictar.org) gaben
fiir die miR-210 die in Tabelle 4.3. aufgefiihrten putativen Targets an. Ubereinstimmungen
mit dem Target-Suchprogramm miRanda (www.micorna.org), einem Suchalgorithmus mit
weniger strengen Kriterien, sind mit ,,x* markiert.

Gensymbol | Genname and Beschreibung TargetScan | PicTar [ miRanda
context |context
score score

ISCU iron-sulfur cluster scaffold homolog (E. coli) -0,42
KIAA1161 KIAA1161 -0,3 X
FAM116A family with sequence similarity 116, member A -0,3 X
ACVR1B activin A receptor, type 1B -0,26 X
MLL2 myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia 2 -0,24 X
GPD1L glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1-like -0,23 2,2047
EFNA3 ephrin-A3 -0,19 1,0905 X
BDNF brain-derived neurotrophic factor -0,18
NDUFA4 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha -0,17

subcomplex, 4, 9kDa
SYNGAP1 synaptic Ras GTPase activating protein 1 homolog -0,17

(rat)
ZNF148 zinc finger protein 148 -0,17
NPTX1 neuronal pentraxin | -0,17 5,608 X
CPEB2 cytoplasmic polyadenylation element binding -0,16

protein 2
MID1IP1 MID1 interacting protein 1 (gastrulation specific -0,14

G12 homolog (zebrafish))
LRRC62 leucine rich repeat containing 62 -0,13
HOXA1 homeobox Al -0,11
SCRT1 scratch homolog 1, zinc finger protein (Drosophila) -0,09 X
LOC152485 hypothetical protein LOC152485 -0,09 0,3882
LOC399947 similar to expressed sequence Al593442 -0,08
NEUROD2 neurogenic differentiation 2 -0,07
HOXA9 homeobox A9 -0,04

Nur von PicTar vorhergesagt
MGC20255 Homo sapiens hypothetical protein MGC20255 7,5892




MDGA1 Homo sapiens MAM domain containing 6,0261
glycosylphosphatidylinositol anchor 1

EGR3 Homo sapiens early growth response 3 5,6138 X

SEHI1L Homo sapiens SEH1-like (S. cerevisiae) 5,457

GLS2 Homo sapiens glutaminase 2 (liver, mitochondrial) 2,9041
nuclear gene encoding mitochondrial protein

CHAD Homo sapiens chondroadherin 2,4677

HYPB Homo sapiens huntingtin interacting protein B 2,4619

MEIS1 Homo sapiens Meisl, myeloid ecotropic viral 2,2979
integration site 1 homolog (mouse)

FLJ34969 Homo sapiens hypothetical protein FLJ34969 2,0139

KCMF1 Homo sapiens potassium channel modulatory 1,9324 X
factor 1

HOXAS3 Homo sapiens homeo box A3 1,2393

E2F3 Homo sapiens E2F transcription factor 3 0,9236 X

ABCB9 Homo sapiens ATP-binding cassette, sub-family B 0,4077

(MDR/TAP), member 9

Tah. 4.3. Putative Proteintargets der miR-210 bei den Suchalgorithmen PicTar und TargetScan. Proteintargets,

die von beiden Suchalgorithmen vorhergesagt wurden, sind fett gedruckt. Weitere Ubereinstimmungen mit

Targets des Suchal gorithmus miRanda sind mit ,,x*“ markiert.

Auffillig sind die tibereinstimmende ,,Vorhersage® von Ephrin-A3 (EFNA3) und Neuronal

pentraxin | (NPTX1) fiir die miR-210 zwischen den beiden Target-Suchmaschinen. miRanda

bietet dariiber hinaus fiir die miR-210 insgesamt 816 potentielle target-Proteine an, die aus

Platzgriinden hier nicht aufgefiihrt sind.

Fir die miR-325 geben die Algorithmen folgende putative Proteintargets an:

Gensymbol | Genname und Beschreibung TargetScan | PicTar |miRanda
context context
score score

Clorf75 chromosome 1 open reading frame 75 -0.51
HNRNPH3 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein H3 -0.41 2,75 X

(2H9)
SGCD sarcoglycan, delta (35kDa dystrophin-associated -0.40

glycoprotein)
PAIP1 poly(A) binding protein interacting protein 1 -0.40 X
TTLL7 tubulin tyrosine ligase-like family, member 7 -0.40
RIMS1 regulating synaptic membrane exocytosis 1 -0.39 X
CSNK1A1 casein kinase 1, alpha 1 -0.37 2.88
TMCC1 transmembrane and coiled-coil domain family 1 -0.37 X
ARRDC3 arrestin domain containing 3 -0.37 1.54 X
EPHA3 EPH receptor A3 -0.37
ARL5B ADP-ribosylation factor-like 5B -0.36 X
CRK v-crk sarcoma virus CT10 oncogene homolog -0.34 2.41 X

(avian)




DIRC2 disrupted in renal carcinoma 2 -0.31 3.18
ATRX alpha thalassemia/mental retardation syndrome -0.30
X-linked (RAD54 homolog, S. cerevisiae)
ANKRD28 ankyrin repeat domain 28 -0.28
LIN54 lin-54 homolog (C. elegans) -0.28
KIAA0157 KIAA0157 -0.26 2.06
SFRS5 splicing factor, arginine/serine-rich 5 -0.25
FAM19A1 family with sequence similarity 19 (chemokine -0.25
(C-C moatif)-like), member A1
PHC3 polyhomeotic homolog 3 (Drosophila) -0.23
GLRA2 glycine receptor, alpha 2 -0.23 242
RUFY3 RUN and FYVE domain containing 3 -0.23
HIRA HIR histone cell cycle regulation defective -0.21
homolog A (S. cerevisiae)
ISL1 ISL1 transcription factor, LIM/homeodomain, -0.21
(islet-1)
NEXN nexilin (F actin binding protein) -0.21
LOC728215 similar to transmembrane protein 28 -0.21
DDX5 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 5 -0.20
LSM12 LSM12 homolog (S. cerevisiae) -0.20
TLE4 transducin-like enhancer of split 4 (E(spl) -0.20
homolog, Drosophila)
VEZF1 vascular endothelial zinc finger 1 -0.19
CCDC6 coiled-coil domain containing 6 -0.19
KIAA2022 KIAA2022 protein -0.19
SEP7 septin 7 -0.19
ZBED4 zinc finger, BED-type containing 4 -0.18
VEZT vezatin, adherens junctions transmembrane -0.18
protein
VAMP2 vesicle-associated membrane  protein 2 -0.18
(synaptobrevin 2)
BAAT bile acid Coenzyme A: amino acid N- -0.17
acyltransferase (glycine N-choloyltransferase)
LOC440093 similar to H3 histone, family 3B -0.17
NLK nemo-like kinase -0.17
RNF146 ring finger protein 146 -0.16
PCDH9 protocadherin 9 -0.15
SRGAP3 SLIT-ROBO Rho GTPase activating protein 3 -0.15
RAD23B RAD23 homolog B (S. cerevisiae) -0.15
H3F3B H3 histone, family 3B (H3.3B) -0.13
NHS Nance-Horan syndrome (congenital cataracts -0.13
and dental anomalies)
EIF2C1 eukaryotic translation initiation factor 2C, 1 -0.11
RICTOR rapamycin-insensitive companion of mTOR -0.11
CUGBP1 CUG triplet repeat, RNA binding protein 1 -0.10 3.23
RIMBP2 RIMS binding protein 2 -0.09
FAM104A family with sequence similarity 104, member A -0.05




PLXNA1 plexin Al -0.04

KRT9 keratin 9 (epidermolytic palmoplantar -0.03
keratoderma)

Nur von PicTar vorhergesagt

SFRS7 Homo sapiens splicing factor, arginine/serine- 4.95
rich 7, 35kDa

SLC8Al Homo sapiens solute carrier family 8 4.00
(sodium/calcium exchanger), member 1

TAFAl Homo sapiens TAFAL protein 3.73

FLJ10874 Homo sapiens hypothetical protein FLJ10874 3.65

ARL8 Homo sapiens ADP-ribosylation factor-like 8 2.72

ATP1B1 Homo sapiens ATPase, Na+/K+ transporting, 2.49
beta 1 polypeptide (ATP1B1)

SMC6L1 Homo sapiens SMC6 structural maintenance of 2.07
chromosomes 6-like 1 (yeast)

NKRF Homo sapiens NF-kappa B repressing factor 2.05

SLC1A2 Homo sapiens solute carrier family 1 (glial high 1.83

affinity glutamate transporter), member 2

MAP4K4 Homo sapiens mitogen-activated protein kinase 1.33
kinase kinase kinase 4

SEMAG6D Homo sapiens sema domain, transmembrane 1.32
domain (TM), and cytoplasmic domain,
(semaphorin) 6D

Tab. 4.4. Putative Proteintargets der miR-325 bei den Suchalgorithmen PicTar und TargetScan. Proteintargets,
die von beiden Suchal gorithmen vorhergesagt wurden, sind fett gedruckt. Ubereinstimmungen mit miRanda sind

mit einem ,,x“ markiert.

Auffallig war, dass fiir die miR-325 ebenfalls ein putatives Target aus der Ephrin-Protein-
Familie, der Ephrin-Rezeptor A3 (EphA3) mittels TargetScan identifiziert werden konnte.
Dabel handelt es sich um eine membranstindige Rezeptor-Tyrosinkinase, die in der
Angiogenese und in ,.tissue remodelling” Prozessen aktiviert wird. Einer ihrer Liganden, der
ebenfalls auf der Zelloberfliche exprimiert wird, ist das Ephrin-A3 (EFNA3), ein putatives
Target der miR-210. Beide putative Targets (EphA3 und EFNAS3) sollten in nachfolgenden

Versuchen in-vitro verifiziert werden.

4.4. Verifizierung der putativen Proteintargets EFNA3 und EphA3

Da nicht jede microRNA ein vorhergesagtes Target reguliert, ist die Verifizierung von
putativen Proteintargets einer microRNA notwendig. Mittels gRT-PCR, Luciferase-Assays
und Western-Blot-Anaysen sollten die Effekte der miR-210 auf EFNA3 bzw. der miR-325
auf EphA3 untersucht werden. Es wurden dazu in gRT-PCR- und Western-Blot-Analysen

MRNA- und Protein von Proben untersucht, die zuvor unter Hypoxie oder Normoxie
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kultiviert und zum Teil mit den entsprechenden Antagomirs bzw. microRNAS transfiziert

wurden.

4.4.1. Quantitative real-time-PCR

Mittels quantitativer real-time-PCR sollten mogliche Verdanderungen im mRNA-Level der zu

untersuchenden Targetgene nach Hemmung der jeweiligen microRNA analysiert werden.
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Abb. 4.12. Expression der EFNA3-mRNA in der MCF-7 unter Normoxie und Hypoxie und der Inhibierung der
mMiR-210. Griin dargestellt sind die normoxischen, rot dargestellt die hypoxischen Proben. Ant. = Antagomir;
ODN = Oligonukleotide

Die Inhibierung sowie die Uberexpression der miR-210 zeigten keine Effekte auf die
Expression der EFNA3-MmRNA in MCF-7-Zellen, wenn diese unter Hypoxie oder Normoxie
kultiviert wurden. Somit wire eine post-transkriptionelle Regulation des EFNA3-Transkriptes
moglich, wenn die miR-210 dieses Transkript reguliert. Die post-transkriptionelle Regulation

sollte mittels eines Luciferase-Assays untersucht werden (Abschnitt 4.4.2.).
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Abb. 4.13. Expression der EphA3-mRNA in der MCF-7 unter Hypoxie und Normoxie und der Inhibierung der
mMiR-325. Griin dargestellt sind die normoxischen, rot dargestellt die hypoxischen Proben. Ant. = Antagomir;
ODN = Oligonukleotide

Die EphA3-mRNA-Expression ist hingegen nach der Behandlung der Zellen mit miR-325-
Oligonukleotiden reduziert (auf 42,7 % unter Normoxie bzw. auf 59,4 % unter Hypoxie im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle). EphA3-mRNA wird in der hypoxischen Kontrolle
auf 196,3 % im Vergleich zu 100 % in der normoxischen Kontrolle verstirkt exprimiert. Da
die miR-325 unter Hypoxie schwicher exprimiert wird, kann davon ausgegangen werden,
dass sie die EphA3-mRNA-Expression mittels der Beeinflussung des mRNA-Abbaus
reguliert. Es ist mit dieser Annahme konsistent, dass nach Transfektion der Zellen mit miR-
325-Antagomirs die Expression der EphA3-mRNA unter Normoxie auf etwa das 2fache des
Wertes verstirkt ist. Dieser Effekt der Antagomirs konnte unter Hypoxie nicht beobachtet
werden, moglicherweise aufgrund der von Natur aus geringen miR-325-Expression, die unter
Hypoxie noch zusitzlich reduziert ist. Zusammenfassend weisen diese Daten auf eine
Regulation der EphA3-mRNA durch die miR-325 iiber die Modulation der mRNA-Stabilitat
hin.

4.4.2. Luciferase-Assay

Der Luciferase-Assay dient dem Nachweis von Regul ationsmechanismen in-vitro. Dabei wird
an den 3’UTR einer Luciferase-mRNA ein 3’UTR-Bereich der zu regulierenden mRNA
kloniert. Dieses Konstrukt wird in HEK 293-Zellen transfiziert. 24 Stunden nach Behandlung
der trandfizierten Zellen mit der microRNA wird die von der Luciferase vermittelte

Lumineszenz gemessen.
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Mittels dieses Tests sollte die Regulation der EFNA3-mRNA durch die microRNA miR-210
nachgewiesen werden. Es wurde die 3’UTR-Sequenz der EFNA3-mRNA (Acc.No:
NM_004952) von Position 1393 — 1593 in die ,,multiple cloning site* eines psiCheck2-
Vektors (Promega, Mannheim) kloniert. Innerhalb dieser Sequenz wurde vorher die putative
Bindungsstelle von miR-210 aufgrund der Vorhersage von TargetScan lokalisiert. Die mit
dem EFNA3-3’UTR-Konstrukt und der miR-210 kotransfizierten HEK293-Zellen wiesen
eine auf 57,9 % verringerte Lumineszenz (Luciferase-Aktivitét) auf im Vergleich zu dem nur
mit dem EFNA3-3’UTR-Konstrukt transfizierten Zellen (s. Abb. 4.14).

p = 0,0093
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Abb. 4.14. Luciferase-Assay zum Nachweis der Inhibierung des EFNA3-3’-UTRs durch miR-210. Es handelt
sich um Mittelwerte aus drei unabhingigen Versuchen. EFNA3-Luc-Vektor gegen Vektor mit Kontroll-miRNA:
p = 0,338; Vektor+Kontroll-miRNA gegen Vektor+miR-210: p = 0,032; zweiseitiger ungepaarter Student’s t-test

Dieses Ergebnis deutet darauf hin, dass die miR-210 iiber eine Bindung an das 3’-UTR der
EFNA3 mRNA die EFNA3-Proteinexpression regulieren kann. Die beobachtete Regulation
des 3’UTRs des EFNA3 durch die miR-210 war signifikant (p = 0,0093 im zweiseitigen
ungepaarten Student’s t-test).

4.4.3. Western-Blot-Analysen

Die Regulation eines Proteins durch eine microRNA ldsst sich auch in-vitro beobachten.
Hierzu wurde Protein aus mit microRNA-Antagomirs oder -oligonukleotiden behandelten
MCF-7-Zellen isoliert und mittels Western-Blot-Analyse untersucht.

Das EFNA3-Protein zeigte im Western-Blot eine stark verminderte Expression bel

Kultivierung der Zellen fiir 24 Stunden unter Hypoxie. Die densitometrische Auswertung
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ergab einen Abfall des Protein-Gehalts in der Probe auf 46,2 % im Vergleich zur
normoxischen Kontrolle, Die unter Hypoxie miR-210-vermittelte Herrunterregulation des

EFNA3-Proteins konnte durch die Inhibierung der miR-210 mittels spezifischen Antagomirs
revertiert werden.
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Abb. 4.15. Western-Blot-Analyse der EFNA3-Protein-Expression unter Normoxie und Hypoxie und der
Inhibition der miR-210. K = unbehandelte Kontrolle, N = Negativ-Inhibitor, 8210 = miR-210-Antagomir. In dem
Diagramm sind densitometrische Mittelwerte der Proteinbanden aus drei unabhingigen Versuchen verglichen.

Griin dargestellt sind die normoxischen, rot dargestellt die hypoxischen Proben

Demgegeniiber zeigte sich unter Hypoxie im Vergleich zur normoxischen Kontrolle eine
stiarkere Expression des EphA3-Proteins, welche durch die verringerte Expression der miR-
325 induziert wird. Die densitometrische Auswertung ergab dabel einen auf 265,3 % erhéhten
EphA3-Proteingehalt in hypoxischen MCF-7-Zellen im Vergleich zu normoxischen Zellen.
Die verstirkte Expression des Eph-A3-Proteins unter Hypoxie kann durch die Uberexpression

der miR-325 mittels sequenzgleichen doppel strangigen Oligonukleotiden unterdriickt werden.

Normoxie Hypoxie 350
g 300 A
EphA3 g 250
110 kDa g 200
IL‘ 150
K N p325 K N p325 2 100 ]
2 50
40 kDa K N p325 K N p325

Abb. 4.16. EphA3-Expression unter Hypoxie und Normoxie und Inhibierung der miR-325. K = unbehandelte
Kontrolle, N = Negativ-Inhibitor, p325 = miR-325-Oligonukleotid. In dem Diagramm sind densitometrische
Mittelwerte der Proteinbanden aus drei unabhidngigen Versuchen verglichen. Griin dargestellt sind die
normoxischen, rot dargestellt die hypoxischen Proben
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Nach einer Uberexpression der miR-325 war der EphA3-Proteingehalt lediglich auf 114,3%
gegeniiber dem in normoxischen Zellen erhoht.

Es wurden auch weitere putative Proteintargets der miR-210 auf Veranderungen der Protein-
Expression unter Hypoxie und nach Inhibierung der miR-210 untersucht.

Das von dem Target-Suchagorithmus ,,miRBase* (http://microrna.sanger.ac.uk/targets/v5/)
vorgeschlagene Protein RASSF1A zeigte in der MCF-7 keine Expression. In der Zelllinie ES-
2 (Ovariakarzinomzelllinie) war die Expresson von RASSF1A unter Hypoxie und unter
Inhibierung der miR-210 homogen.
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Abb. 4.17. RASSF1A-Protein-Expression in ES-2- und MCF-7-Zellen unter Hypoxie und Normoxie und nach
Inhibierung der miR-210. K = unbehandelte Kontrolle, KH = unbehandelte Kontrolle unter Hypoxie, a210H =
Inhibierung durch miR-210-Antagomir unter Hypoxie. In dem Diagramm sind densitometrische Mittelwerte der
Proteinbanden aus drei unabhingigen Versuchen verglichen. Griin dargestellt sind die normoxischen, rot
dargestellt die hypoxischen Proben

Die Expression des putativen Proteintargets BDNF zeigte in den MCF-7-Zellen ebenfals
keine Beeinflussung durch Hypoxie oder Inhibierung der miR-210. Hier wurde nicht nur der

zellulidre Proteingehalt, sondern auch der Gehalt an sezerniertem Protein im Uberstand

untersucht.
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Abb. 4.18. Expression des BDNF-Proteins unter Hypoxie und Normoxie und nach Inhibierung der miR-210. K =
unbehandelte Kontrolle, N = Negativ-Inhibitor, a210 = miR-210-Antagomir. In dem Diagramm sind
densitometrische Mittelwerte der Proteinbanden aus drel unabhiangigen Versuchen verglichen. Griin dargestellt
sind die normoxischen, rot dargestellt die hypoxischen Proben
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Abschliefiend ldsst sich feststellen, dass von den untersuchten Proteinen lediglich die zwei
Mitglieder der Ephrin-/Ephrin-Rezeptor-Familie eine messbare Reaktion auf die Inhibierung
der miR-210 beziehungsweise auf die Uberexpression der miR-325 zeigten. Damit sind die
Ergebnisse konsistent mit denen der quantitativen PCR bzw. der Luciferase-Assays, die eine
Inhibierung der EFNAS3-Protein-Expression durch miR-210 und der EphA3-Protein-
Expression durch miR-325, aber keine Effekte der miR-210 auf das RASSF1A- und das
BDNF-Protein gezeigt haben.

4.4.4. Immunfluoreszenz-Analysen

Mittels Immunfluoreszenz sollten Veranderungen in Intensitdt und Lokalisation des EFNAS3-
Proteins analysiert und visuaisiert werden. Die Versuche wurden in der MCF-7- und der
MCF-10-Zéelllinie durchgefiihrt.

Es konnte in jeder Probe EFNA3-Protein detektiert werden. In normoxischen Zellen zeigte
sich ein gleichmaBige Verteilung des Signals iiber die gesamte Zelloberflache (s. Abb. 4.19a).
Werden die Zellen mit miR-210-Antagomir behandelt, kommt es zu Aggregationen von
EFNA3 auf der Zelloberfliche sowie einer schwachen perinukleiren Lokalisation (s. Abb.
4.19b). Unter Hypoxie lasst sich ebenfals eine perinukleiren Lokalisierung von EFNA3
detektieren, die im Vergleich zur normoxischen mit miR-210-Antagomir behandelten Probe
verstiarkt erscheint (s. Abb. 4.19¢). Auch in der hypoxischen mit miR-210-Antagomir
behandelten Probe ldsst sich eine verstirkte perinukleire Lokalisierung von EFNA3
beobachten, zudem treten verstarkt Aggregationen des Proteins auf (s. Abb. 4.19d). In dem
vorhergegangenen Kapitel konnte eine Regulation des EFNA3-Proteins durch die miR-210
belegt werden. Daher scheint die Inhibierung der konstitutiv exprimierten miR-210 sowohl
unter Hypoxie as auch unter Normoxie in-vitro zu einer verstarkten Expression des EFNA3-
Proteins zu fiihren, die zu einer Aggregation desselben auf der Zelloberfliche und um die
Kernmembran fiihrt. Ob diese Aggregationen nur aus EFNA3-Protein oder weiteren
Proteinkomponenten besteht und ob sie eine funktionelle Aufgabe {ibernechmen oder nur
aufgrund des EFNA3-Proteiniiberschusses assemblieren konnte in dieser Arbeit leider nicht

weitergehend untersucht werden.
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Abb. 4.19. EFNA3-Immunfluoreszenz in MCF-7-Zellen. a) unbehandelte Kontrolle unter Normoxie; b) mit miR-
210-Antagomirs behandelte normoxische Probe; c) unbehandelte hypoxische Kontrolle; d) mit miR-210-
Antagomirs behandelte hypoxische Probe. Balken: 5 pm.

Auch in mit Hypoxie und/oder miR-210-Antagomirs behandelten Proben der MCF-10 lasst
sich die oben geschilderten Lokalisationen des EFNA3-Proteins beobachten. So kénnen nach
der Transfektion der Zellen mit miR-210-Antagomirs Aggregationen sowohl in den
hypoxischen als auch in den normoxischen Zellen detektiert werden. Diese Aggregationen
bilden sich deutlicher ab as in den MCF-7-Zellen. Sie scheinen dariiber hinaus einen
groBeren Anteil des EFNA3-Proteins einzubeziehen as bei den MCF-7-Zellen, bei denen
noch freles EFNA3-Protein as roter Hintergrund zwischen den Aggregationen zu beobachten
war. Dieser rote Hintergrund auf der Zellmembran ist bel den MCF-10-Zellen, die mit den
miR-210-Antagomirs behandelt wurden (s. Abb. 4.20b und 4.20d) deutlich schwacher.
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Abb. 4.20. EFNA3-Immunfluoreszenz in MCF-10-Zellen. a) unbehandelte Kontrolle unter Normoxie; b) mit
miR-210-Antagomirs behandelte normoxische Probe; ¢) unbehandelte hypoxische Kontrolle; d) mit miR-210-

Antagomirs behandelte hypoxische Probe. Balken: 5 pm.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Regulation des EFNA3-Proteins auch in-vitro
anhand sekundirer Effekte detektierbar war. Sowohl auf den MCF-7- als auch auf den MCF-
10-Zellen konnten gut definierte Aggregationen von EFNA3-Protein bei Inhibierung der
konstitutiv exprimierten miR-210 mittels Antagomirs beobachtet werden. Ob diese
Aggregationen funktionelle Aufgaben iibernehmen oder ein artifizieller Effekt aufgrund der
erhohten EFNA3-Proteinkonzentration sind, bleibt zu klaren. Ein weiterer zu beobachtender
Effekt ist die Herausbildung eines gut definierten perinukleiren Ringes unter Hypoxie bel der
MCF-7. Wihrend eine partielle Kernmembranlokalisierung des EFNA3-Proteinsin der MCF-
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10 auch unter Normoxie vorlag, war dies in der MCF-7-Zédlllinie nur unter Hypoxie der Fall.
Auch hier bleibt die Frage nach einer moglichen Assoziation des EFNA3-Proteins mit

anderen Signalfaktoren und der M echanismus des K erntransports offen.

4.5. microRNA-Expression in Tumoren und deren Assoziation zu prognostischen

Faktoren

Die prognostische Relevanz von microRNAS fiir Tumoren konnte in mehreren Studien
gezeigt werden und ist fiir einige microRNAs anerkannt. Bekannteste Beispiele sind die let-7a
im Bronchialkarzinom und das miR-17-92-cluster oder das miR-15-16-cluster in chronischer
lymphatischer Leukamie (Caglin et al., 2002; Takamizawa et a., 2004; Cho, 2007).

4.5.1. hsa-miR-210 und hsa-miR-325 im Weichteilsarkom

Die Expression von miR-210 und miR-325 wurde in 78 Weichteil sarkomproben mittels gRT-
PCR vermessen und die Ergebnisse in multivariaten Cox-Regressions-Anaysen zu
verschiedenen klinischen Parametern wie Uberlebenszeit, Stadium, Tumorart und Alter
korreliert. Es findet sich dariiber hinaus eine Aufstellung der Kaplan-Meier-
Uberlebensanalysen und des 5-Jahres-Uberlebens im Anhang (K apitel 8.5.).

Bel der miR-210 wurde eine Terzentilverteilung vorgenommen, die ,,cut-off-values* lagen bei
27,0 und 140,0 (AACt-Werte). Es ergab sich in der multivariaten Cox-Regressionsanayse
(adjustiert nach Tumorstadium, -lokalisation, -entitdt und Resektionsgrad) bei einer mittleren
Expression ein signifikant erhohtes Risiko am Tumor zu versterben (p = 0,017; RR = 3,19; im
Vergleich zu einer hohen miR-210-Expression). Auch fiir Patienten, deren Tumoren ecine
niedrige miR-210-Expression zeigten, ergab sich ein um 2,15fach erhdhtes Risiko, am Tumor

zu versterben. Dieses Ergebnis war alerdings nicht signifikant (p = 0,218).
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Abb. 4.21. multivariate Cox-Regressionsanalyse: Korrelation der miR-210-Expression mit der Prognose von

Weichteil sarkompatienten.

Die miR-325-Expression wurde ebenfalls in drel Gruppen geteilt, wobel die ,,cut-off-values*
bei Werten von 0,00051 und 0,0082 (Terzentile der AACt-Werte) gesetzt wurden. Hier zeigt

sich ein anderes Bild als fiir die prognostische Aussage fiir die miR-210-Expression. Die

Gruppe der Patienten mit einer niedrigen miR-325-Expression hatte die beste Prognose,

wihrend Patienten mit mittlerer Expression ein um 3,49fach erhdhtes Risiko hatten, am

Tumor zu versterben (p = 0,019). Patienten mit einer hohen miR-325-Expression im Tumor

zeigten ein 1,55fach erhohtes Risiko am Tumor zu versterben, diese Korrelation war

alerdings nicht signifikant (p = 0,439).
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Abb. 4.22. multivariate Cox-Regressionsanalyse der miR-325-Expression in Weichteil sarkompatienten.

In den vorhergehenden Versuchen konnte eine Regulation von EFNA3 durch die miR-210
und von EphA3 durch die miR-325 gezeigt werden. Es sollte die Korrelation beider
Transkripte zu den jeweiligen microRNASs auch in der Patientenkohorte untersucht werden.
Nach Einteilung in zwel gleiche Gruppen ergab sich in einer bivariaten Korrelation eine
hochsignifikante Korrelation zwischen der Expression des EFNA3- und des EphAS3-
Transkriptes (p =3,04* 10™3; n = 104). Keine signifikante Korrelation ergab sich zwischen der
mMiR-210- und der EFNA3-mRNA-Expression (p = 0,143; n = 74) sowie zwischen der miR-
325 und der EphA3-mRNA-Expression (p = 0,711; n = 74). Nach einer Eintellung der
EFNA3-mRNA-Expression in drel gleiche Gruppen (Terzentile) trat alerdings ene
signifikante Korrelation zwischen einer erhohten miR-210-Expression und einer erhéhten
EFNA3-Expression auf (p = 0,004; Chi*-Test). Bei Einteilung der EphA3-mRNA-Expression
in Terzentile konnte zur mMiR-325-Expression keine signifikante Korrelation beobachtet
werden (p = 0,344; Chi®>-Test) Weiterhin konnte in einer bivariaten Korrelationsanalyse eine
signifikante Korrelation einer erhdhten miR-210-Expression und einer erhdhten HIF-lo-
MRNA-Expression gezeigt werden (p = 0,017; HIF-1a-Daten von Dipl.-Biochem. Swetlana
Rot, Klinik fiir Strahlentherapie). Dieses Ergebnis unterstiitzt die Befunde von Kulshreshtha
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und Kollegen, die eine Regulation von miR-210 {iber den Hypoxie-induzierten Faktor HIF-1a
zeigen konnten (Kulshreshtha et a., 2007).

Die Expresson von EFNA3- oder EphA3-mRNA zeigte in dieser Kohorte
Weichteil sarkompatienten keine Korrelation zur Prognose (EFNA3-Median: p = 0,172; RR =
1,65; EphA3-Median: p = 0,336, RR = 1,35). Auch aus der Aufteilung des Patientenkollektivs
in drel Gruppen ergab sich keine Korrelation der EFNA3- und EphA3-mRNA-Expression zu
klinischen und prognostischen Faktoren (Daten nicht gezeigt).
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Abb. 4.23. multivariate Cox-Regressionsanalyse: Korrelation der EFNA3-mRNA-Expression mit dem
Uberleben von Weichteil sarkompatienten
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Abb. 4.24. multivariate Cox-Regressionsanalyse: Korrelation der EphA3-mRNA-Expression mit dem Uberleben

von Weichteilsarkompatienten

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die miR-210- und miR-325-Expression, aber nicht
die EFNA3- und die EphA3-mRNA-Expression mit dem Uberleben von
Weichtellsarkompatienten korrelieren. Es ist anzunehmen, dass sowohl miR-210 as auch
miR-325 weitere Tumor-relevante Gene/Proteine in ihrer Expression regulieren.

Unsere Daten zeigen nach unserem Wissen erstmals die Relevanz der Expression von
microRNASs fiir die Prognose von Weichteilsarkompatienten. Fiir die miR-210 wurde dariiber
hinaus in einer Arbeit von Camps et al. eine prognostische Relevanz der erhdhten Expression
fiir das Uberleben von Mammakarzinompatienten detektiert (Camps et al. 2008). Zur
Uberpriifung weiterer Tumorentititen wurde die Expression verschiedener tumorassoziierter
microRNAS, darunter die miR-210, in einem Subtyp des Pankreaskarzinoms, des duktalen

Adenokarzinom des Pankreas (PDAC), untersucht.
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4.5.2. Prognoserelevanz der hsa-miR-210 und anderer microRNAs im PDAC

Obwohl Pankreastumore nur etwa 12% aller diagnostizierten Tumore ausmachen, haben
Patienten mit dieser Erkrankung die drittschlechteste Prognose. Etwa 75% dler
Pankreastumore sind duktale Adenokarzinome. In verschiedenen Studien wurden die
microRNA-Expressionsmuster von diversen Subtypen des Pankreaskarzinoms, auch dem
PDAC, mittels microArrays anaysiert und mit den Expressionsmustern von Pankreas-
Normalgewebe verglichen (Roldo et al., 2006; Bloomston et al., 2007; Lee et a., 2007;
Szafranska et al., 2007). Im PDAC wurden vor allem die microRNAs miR-155, miR-203,
mMiR-210 und miR-222 als auffillig stark bzw. die microRNAs miR-216 und miR-217 as
auffillig niedrig exprimiert identifiziert (Szafranskaet al., 2007).

In multivariaten Cox-Regressionsanalysen sollte nun die Korrelation der Expression der
einzelnen microRNAs zur Prognose der Patienten evaluiert werden. Dazu vermal3en wir die
Expression der einzelnen microRNASs in einer Kohorte von 55 PDA C-Patienten und bezogen
die Ci-Werte auf die Cr-Werte der 18S-rRNA-Expression (die Messungen des Referenzgens
wurden durchgefithrt von der Firma Roboscreen. Leipzig). Die Expression der einzelnen
microRNASs wurde mittels der multivariaten Cox-Regressionsanalyse unter Beriicksichtigung
des Resektionsstadiums und des Tumorstadiums zum Uberleben der Patienten korreliert.

Die einzelnen Gruppen wurden bei allen untersuchten microRNAs gemill dem Median der
Expression eingeteilt. Dieser lag im Falle der miR-155 bei 0,23 (alle Werte AACt-Werte), im
Falle der miR-203 bei 0,155, im Falle der miR-210 bei 0,15, im Falle der miR-216 bei 0,25,
im Falle der miR-217 bei 0,56 und im Fale der miR-222 bei 0,31. Dementsprechend
bestanden die beiden Gruppen im Fale von alen microRNAs aus annihernd der gleichen
Anzahl an Patienten, mit einer Ausnahme bei der miR-203. Da hier 4 Patienten den gleichen
Expressionswert zeigten, der auch der Schwellenwert war, besteht die Gruppe der niedrig
exprimierenden Fille aus 23 Patienten, die Gruppe der stark exprimierenden aus 27 Patienten.
Eine Aufstellung der Kaplan-Meier-Uberlebensanalysen und des 5-Jahres-Uberlebens fiir alle
anaysierten microRNAs findet sich im Anhang (Kapitel 8.6.).

Fir die microRNAs miR-155, miR-203, miR-210 und miR-222 ergab sich in den Cox-
Regressionsanalysen eine signifikante Korrelation zum Uberleben der Patienten (s. Tabelle
4.4). Das relative Risiko, am Tumor zu versterben, war fiir Patienten mit einer erhohten
Expression der miR-210 im Tumor um das 2,48fache erhoht (p = 0,005). Werden die Falle
ausgeschlossen, die aufgrund eines hohen Stadiums (Stadium V) und/oder ener

unvollstandigen Resektion (R2) bereits eine sehr schlechte Prognose haben, ist das relative
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Risko bel einer erhohten miR-210-Expression auf das 2,5fache erhoht. Auch die erhdhte
Expression der miR-155, der miR-203 und der miR-222 zeigten eine signifikante Korrelation
mit einem schlechteren Uberleben der Patienten, die entsprechenden RR-und p-Werte sind in
Tabelle 4.4. dargestellt. Im Gegensatz dazu war eine niedrige Expression der miR-217 unter
Beriicksichtigung aller Félle mit einem signifikant erhohten Risiko der Patienten, an ihrem

Tumor zu versterben, assoziiert (p = 0,027; RR = 2,33).

Parameter Alle Falle R2/Stadium IV-Fille
beriicksichtigt ausgeschlossen
miR-155 n 55 45
p 0,005 0,029
RR 2,495 2,198
miR-203 n 50 40
p 0,017 0,023
RR 2,213 2,288
miR-210 n 55 45
p 0,005 0,01
RR 2,478 2,497
miR-216 n 50 40
p 0,576 0,141
RR 1,201 1,767
miR-217 n 50 40
p 0,027 0,066
RR 2,326 2,179
miR-222 n 52 42
p 0,035 0,038
RR 2,05 2,197
Kombination aus miR-155, [ n 50 40
miR-203, miR-210, p 0,003 0,034
und miR-222 RR 6,20 5,238

Tab. 4.4. Multivariate Cox-Regressionsanalyse: Expression verschiedener microRNAs im PDAC in Korrelation

zum Uberleben von PDAC-Patienten. RR = relatives Risiko, p-Werte < 0,05 wurden als signifikant eingeschitzt

Bei einer Kombination der 4 microRNAS, deren verstirkte Expression mit einem schlechteren
Uberleben assoziiert ist, ergibt sich ein additiver Verstirkungseffekt auf das Uberleben der
Patienten. Bei einer erhohten Expression aller microRNAs ist dann das relative Risiko, am
Tumor zu versterben, um das 6,2fache erhoht (p = 0,003; gerechnet gegen die Gruppe mit
einer niedrigen Expression aler microRNAS). Nach Ausschluss der R2/Stadium IV-Fille
reduziert sich das relative Risiko auf das 5,24fache (p = 0,034).
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Abb. 4.25. Multivariate Cox-Regressionsanalyse: Kombinierte Expression von miR-155, miR-203, miR-210 und
miR-222 korreliert mit schlechterem Uberleben von PDAC-Patienten (alle Fille).

Zusammenfassend ist auch in der Kohorte der PDAC-Fille eine signifikante Korrelation der
Uberexpression der miR-210 mit einem schlechteren Uberleben zu sehen. Dariiber hinaus
sind aber auch weitere erhohte micoRNA-Expressionen (miR-155, miR-203, miR-222) mit
einer negativen Prognose assoziiert. Bel Kombination der Expression der mit einer schlechten
Prognose assoziierten microRNAs miR-155, miR-203, miR-210 und miR-222 erhohte sich
das relative Risiko, am Tumor zu versterben. Dies deutet auf einen additiven Effekt der
microRNASs hin, wobel sie moglicherweise in verschiedenen Tumor-relevanten pathways

wirken.
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5. Diskussion

5.1. Hypoxie-regulierte microRNAs — hsa-miR-210 und hsa-miR-325

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Expression von 156 microRNAs unter Hypoxie und
Normoxie in den Zelllinie MCF-7 und MCF-10 mittels quantitativer rea-time-PCR
untersucht. Die miR-210 wurde dabel unter Hypoxie als mehr als 5fach stirker exprimiert
identifiziert, wiahrend die miR-325 in beiden Zelllinien mehr als 5fach schwicher exprimiert
war.

Wir konnten dariiber hinaus zeigen, dass die miR-210 in einer Anzahl weiterer Zellinien
unter Hypoxie verstarkt exprimiert wird, z.B. in Glioblastomzelllinien (U343, U251), in
Ovariadkarzinomzelllinien (SKOV-3, ES-2 und OAW-42) und der humanen embryonalen
Nierenzelllinie HEK 293. Im Verlauf dieser Arbeiten publizierten Kulshreshtha et al.
microRNA-Expressionsmuster unter Hypoxie. Sie identifizierten ebenfalls die miR-210 as
eine Hypoxie-regulierte microRNA (Kulshreshtha et al. 2007). In MicroArray-Profilen von 4
verschiedenen Zédlllinien (MDA-MB-231, MCF-7; HT29, HCT-116) konnten Kulshreshtha et
al. nachweisen, dass e ne bestimmte Untergruppe von microRNAs, HRM (,,hypoxia-regul ated
microRNAS*) genannt, unter Hypoxie verstirkt exprimiert wurden. Kulshreshtha et al.
konnten weiterhin zeigen, dass die Aktivierung der miR-210-Expression vom Sauerstoff-
sensitiven Transkriptionsfaktor HIF-1o initiiert wird. Auch die Arbeitsgruppe um Camps
konnte eine HIF-la-abhingige Aktivierung und die erhohte Expression von miR-210 in
weiteren Zelllinien (RCC4, HelLa und Hep3B) unter Hypoxie nachweisen (Camps et al.,
2008).

Neben der miR-210 sind weitere, von Kulshreshtha et a. publizierte, HRMs: miR-21, 23a,
23b, 24, 26a, 26b, 27a, 30b, 93, 103, 106a, 107, 125b, 1814, 181b, 181c, 192, 195 und 213.
Diese microRNAS zeigten eine einheitliche Uberexpression unter Hypoxie in mindestens zwei
der untersuchten Brust- und Colonkarzinom-Zelllinien (Kulshreshtha et al., 2007). Diese Liste
deckt sich nur in wenigen microRNAs mit den von Hebert et al. in Plattenepithelkarzinom-
Zdllinien unter Hypoxie verstirkt exprimierten microRNAs: miR-7, -15a, -30b, -98, -148a, -
148b, -191, -200a, -210, -214, -373, -429, -498, -563, -572, -628, -637, let-7e, -7i, and -79
(Hebert et a. 2007). Neben der miR-210 erscheint nur die miR-30b in beiden Listen. Auch
zur Liste der in CNE-Zéllen (,,nasopharyngeal carcinoma cells®) unter Hypoxie detektierten
microRNAS gibt es wenig Beziehungen: miR-30d, miR-151, miR-155, miR-181b, miR-188
und miR-210 (Hua et al. 2007). Lediglich die miR-210 und die miR-181b ist sowohl in der
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Arbeit von Hua et a. as auch in der Arbeit von Kulshreshtha als unter Hypoxie
iberexprimiert identifiziert worden. Bedenkt man alerdings den unterschiedlichen zelluléren
Hintergrund, sind diese Differenzen nicht tiberraschend. Konsistent zwischen allen Studien
und den Ergebnissen dieser Arbeit ist die Uberexpression der miR-210 unter Hypoxie in
bisher allen untersuchten Zelllinien.

Die Daten zur verminderten Expression von microRNAs unter Hypoxie sind noch
uneinheitlicher. Es wurden unter anderem miR-19a, miR-29b, miR-30e-5p, miR-101, miR-
1223, miR-141, miR-186, miR-195, miR-197, miR-320, miR-374, miR-422b, miR-424 und
miR-565 in Plattenepithelkarzinom-Zellen (Hebert et a. 2007), aber auch miR-15b, miR-16,
mMiR-20b, MiR-30b und mMiR-224 in CNE-Zellen (Hua et al. 2007) als unter Hypoxie
herunterreguliert beschrieben. Kulshreshtha et a. konnten in ihren Microarray-Analyse miR-
126, miR-128, miR-138, miR-323 und miR-326 as durch Hypoxie herrunterreguliert
detektieren, alerdings nicht in allen von ihnen untersuchten Zelllinien (Kulshreshtha et al.
2007b). Wir konnten innerhalb dieser Arbeit die miR-325 als unter Hypoxie vermindert
exprimiert identifizieren. Interessanterweise findet sich diese verminderte Expression nur in
den Zdllinien MCF-7, MCF-10 und HEK 293, wihrend etwa in den verwendeten
Ovaridkarzinomzelllinien die miR-325 deutlich verstirkt exprimiert wurde.

Daten zur Expression von miR-325 sind rar. Lediglich in mikrodissezierten Proben von
Plattenepithel-Karzinomen der Zunge wurde miR-325 im Vergleich zum entsprechenden
Normalgewebe als 3fach {iiberexprimiert identifiziert (Wong et al. 2008). microRNA-
Expressionsprofile mittels MicroArrays von Ambion detektieren eine schwache Expression
der miR-325 in den Zdllinien HEK 293, A549 und HepG2, aber in der Zelllinie MCF-7 ist
das Detektionssigna der miR-325 nicht dodrker als das Negativ-Signa (Daten:
www.ambion.com/miRNA). Diese niedrige Expression konnte dazu gefiihrt haben, dass diese
microRNA in den meisten MicroArray-Versuchen falsch negativ gewertet wurde und nur in
der von uns gewihlten Methode der quantitativen real-time-PCR detektierbar war. Auffillig
ist in unseren Versuchen die gegenldufige Regulation der miR-325 unter Hypoxie in
verschiedenen Zelllinien. Vor alem in den 3 Ovarialkarzinomzelllinien ES-2, OAW-42 und
SKOV-3 kommt es unter Hypoxie zu einer deutlichen, mehr als 5fach erhohten Expression
der miR-325, wihrend in der Mammakarzinomzelllinie MCF-7 und der Nierenzelllinie HEK
293 eine verminderte Expression detektiert werden kann. Auch die Glioblastomzelllinien
U251 und U343 zeigen eine erhohte miR-325 Expression unter Hypoxie, die allerdings nicht
SO ausgeprigt ist wie bei den Ovarialkarzinomzelllinien. Die Regulation der microRNA miR-

325 unter Hypoxieist bisher nicht geklart. Genetische Unterschiede zwischen den
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unterschiedlichen Zelllinien, die fiir diese Beobachtung verantwortlich sein konnten, konnten
nicht identifiziert werden. So zeichnen sich etwa die die miR-325 unter Hypoxie vermindert
exprimierenden Zelllinien MCF-7, MCF-10 und HEK-293 durch Wildtyp-p53 aus, alerdings
auch die die miR-325 unter Hypoxie verstirkt exprimierende Zelllinie OAW-42.
Interessanterwei se konnte aber Smalheiser und Torvik mittels des Programms RepeatM asker
(www.repeatmasker.org) aufzeigen, dass die miR-325 aus einem LINE-2-Element entstanden
Ist (Smalheiser und Torvik, 2005). Daher wire Regulation {iber Transposon-supprimierende
Faktoren wie etwa Hiwi (Kalmykova et al., 2005) denkbar, miisste aber am Zellmodell
tiberpriift werden.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Hypoxie einen starken Einfluss auf die Expression
verschiedener microRNAs hat. Vor alem die durch HIF-1a induzierte verstarkte miR-210-
Expression scheint eine essentielle Rolle beim Ansprechen der Zellen auf Hypoxie zu spielen,
da siein alen bisher untersuchten Zdlllinien unter Hypoxie verstiarkt exprimiert. Dagegen ist
die Rolle der miR-325 bei dem Ansprechen der Zellen auf Hypoxie noch zu kléren, da sie in

verschiedenen Zelllinien unter Hypoxie unterschiedlich reguliert scheint.

5.2. Effekte der modulierten Expression der hsa-miR-210 und hsa-miR-325

Um eine mogliche Therapierelevanz der Hypoxie-regulierten microRNAS zu testen, wurde die
Expression dieser microRNAs mittels a) Expressionsvektoren oder b) sequenzgleicher
Oligonuklectide (miR-181a, miR-200a, miR-324-5p und miR-325) oder c) Antagomirs (miR-
210 und miR-137) moduliert.

Auffillig war bei der Verwendung des Expressionsvektors pcDNAG6.2. vor alem, dass dlein
die Transfektion des Leervektors eine deutliche Verringerung des klonogenen Zelliiberlebens
unter Hypoxie nach sich zog. Diese Beobachtung konnte auf mogliche ,,off-target“-Effekte
der GFP-mRNA oder flankierender Sequenzen hindeuten, wenn diese in den RNAi-pathway
eingeschleust werden. Zumindest lassen diese Effekte Zweifel an der Aussagekraft von
Experimenten mit diesem Expressionsvektors zu, daher wurde die Uberexpression bestimmter
microRNAs durch eine transiente Transfektion von der microRNA sequenzgleiche
Oligonukleotide durchgefiihrt.

Die Uberexpression von miR-181a durch Expressionsvektoren und Oligonukleotide
resultierte in einer deutlichen Verringerung des klonogenen Zelliiberlebens in der MCF-7. Ein
tumorsupprimierender Effekt der Re-Expression dieser microRNA ist auch in Glioblastom-

Zé€lllinien beschrieben. Hier induzierte sie eine Wachstumsinhibierung und Apoptosein
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Glioblastom-Zélllinien (Shi et a., 2008). Interessanterweise zeigten unsere Ergebnisse, dass
die miR-181a unter Hypoxie in der Normal-Zelllinie MCF-10 herunterreguliert wird, wihrend
sie in der Tumorzelllinie MCF-7 verstarkt induziert wird. Damit wire sie ein moglicher
Kandidat fiir die Erklérung der groBBeren Toleranz der MCF-7 gegeniiber hypoxischem Stress.
miR-181a kann die Expression von BCL-2, CD69 und dem T-Zell-Rezeptor reprimieren, was
ein vermindertes Ansprechen auf extrinsische Apoptose-Signale zur Folge haben kann
(Nelson et d., 2007).

Die Uberexpression der miR-200a und miR-324-5p zeigte keine signifikanten Effekte auf das
klonogene Zedlliiberleben der MCF-7. Die miR-200-Familie induziert die Epithel-
Mesenchym-Transition von Tumorzellen (Gregory et a., 2008; Bracken et al., 2008). Sie
konnte in dieser Eigenschaft dazu beitragen, unter Hypoxie Angiogenese-Prozesse zu
aktivieren. Die miR-324-5p ist im Hedgehog-Signaling-Pathway aktiv, wo sie die Tranglation
des Transkriptionsfaktors Glil reguliert. Die verminderte Expression dieser microRNA in
Kombination mit der verminderten Expression der anderen Hedgehog-Komponenten
regulierenden microRNAs miR-125b und miR-326 erlaubt die Hedgehog-vermittelte
Proliferation von Tumorzellen (Ferretti et a., 2008). Die aleinige Uberexpression der miR-
324-5p ist aber, wie unsere Versuche zeigen, nicht hinreichend, um die Proliferation zu
inhibieren.

Die Uberexpression der miR-325 mittels Oligonukleotiden induzierte ein verschlechtertes
Uberleben der MCF-7-Zdllen. Fiir die miR-325 sind eine Vielzahl an putativen Proteintargets
vorhergesagt, die mit Proliferation in Verbindung stehen. Ein moglicher Kandidat ist das
,vascular endothelial zinc finger 1 (VEZF1)-Protein. VEZF1 steht im Zusammenhang mit
der Aufrechterhaltung der DNA-Methylierungsmuster an vielen verschiedenen Loci. Die
Depletion von VEZFL1 fiihrt in murinen embryonalen Stammzellen zu einem weitgehenden
Verlust der Methylierung (Gohwer et al., 2008). Interessanterweise wird VEZF1 nur in
endothelidlen Zellen und deren Vorlauferzellen exprimiert (Xiong et al., 1999). Es fungiert
dariiber hinaus a's Transkriptionsfaktor und reguliert etwa die Expression von Endothelin-1,
einem vasokonstriktorischen Peptid (Aitsebaomo et a., 2001). Im Zusammenhang mit der
p75-Neurotrophin-Rezeptor-induzierten Reprimierung der VEZF1-mRNA wurde weiterhin in
endothelidlen Zellen Apoptose induziert (Caporali et a., 2008). Ein dhnlicher Mechanismus
wire durch eine miR-325-induzierte trandationelle Repression des VEZF1-Proteins denkbar.
Ein weiteres viel versprechendes putatives Proteintarget der miR-325 ist RICTOR. RICTOR
interagiert mit der Integrin-linked kinase (ILK), eine Depletion der beiden Proteine fiihrte in
Mammakarzinomzelllinien zur Induktion von Apoptose (McDonald et al., 2008). Ein
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interessantes putatives Proteintarget der miR-325 ist EIF2C1, auch als humanes Argonaute-
Protein 1 (hAGOL) bekannt. Es handelt sich dabei um ein Mitglied der Ago-Subfamilie der
Argonaute-Protein-Familie (Sasaki et al., 2003). Proteine der Ago-Familie interagieren mit
siIRNAs und microRNAs und formen den RNA-induced silencing complex (RISC), in dem sie
die miIRNA-mRNA-Interaktion vermitteln (Hutvanger et a., 2002; Martinez et a., 2003; Doi
et a., 2003). Die potentiell verstiarkte Induktion dieses Faktors in Hypoxie-gestressten Zellen
konnte eine Vorbereitung auf eine Transdifferenzierung zu endothelialen Zellen sein oder eine
Rolle bel der Trandationsinhibierung bzw. dem mRNA-Abbau unter Hypoxie spielen.

Die Effekte der Uberexpression von miR-181a und miR-325 auf das zellulire Uberleben der
MCF-7 unter Normoxie werden allerdings nicht durch Hypoxie verstiarkt. Dies weist darauf
hin, dass es sich um einen stressunabhidngigen Mechanismus handelt oder dieser
Mechanismus nicht direkt mit dem Zelliiberleben unter Hypoxie assoziiert ist. Weitere
Untersuchungen sollten Analysen zur Induktion von Angiogenese durch die untersuchten
microRNASs und zur Differenzierung der Zellen in Richtung endothelialer Zellen beinhalten.
Die Inhibierung der miR-210 fiihrt in in-vitro-Versuchen zu einem verschlechterten
klonogenen Uberleben der MCF-7-Zellen. Diese Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit
denen von Fasanaro et al., die ebenfalls eine Verstiarkung der Apoptoserate nach Inhibierung
der miR-210 feststellen konnten. So induzierte die Inhibierung der miR-210 mittels
Antagomirs ein um etwa 35 % verringertes Uberleben unter Normoxie bzw. ein um etwa 10%
verringertes Uberleben unter Hypoxie in HUVEC (human umbilical vascular endothelial
cells;, Fasanaro et a. 2008). Weiterhin konnte in unserer Arbeit eine signifikante Korrelation
zwischen einer erhohten miR-210-Expression in den Tumoren und einem verschlechterten
Uberleben bei Pankreaskarzinompatienten detektiert werden. Denselben Zusammenhang
beschrieb Camps et al. im Mammakarzinom (Camps et al., 2008). Diese Befunde lassen den
Schluss zu, dass die erhdhte miR-210-Expression auch im Zusammenhang mit dem zelluldren
Uberleben von Tumorzellen steht. In unserer in-silico target-Suche (TargetScan und PicTar)
konnten keine direkten in die Apoptose-Induktion involvierten Gene identifiziert werden. Es
liegt die Vermutung nahe, dass der Wirkmechanismus der miR-210 auf der Regulation von
Zellzyklus-Arrest induzierenden Genen beruht. Ein verifiziertes Target-Gen, dass mit dieser
Funktion zusammenhingt, ist E2F3 (Giannakakis et al., 2007). E2F3 ist ein transkriptioneller
Aktivator, der die Expression von Genen reguliert, die fiir die DNA-Synthese in der G4/S-
Phase bendtigt werden. Eine translationelle Repression durch miR-210 kénnte dann unter
Hypoxie einen Wachstumsstopp induzieren und somit Raum fiir andere physiologische

Prozesse geben. Dariiber hinaus identifizierten Giannakakis und Kollegen mittels Luciferase-
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Assays ,,Brain-derived neurotrophic factor (BDNF), ,,homeobox A3 (HOXASJ), ,,huntingtin
interacting protein B (HYPB), ,,potassium channel modulatory factor (KCMF1) and
,NADH dehydrogenase (ubiquinone) alpha subcomplex 4“ (NDUFA4) as Zielgene der miR-
210. Interessant unter dem Gesichtspunkt des Hypoxie-Ansprechens der MCF-7-Zellen ist
dabei BDNF, das eine Doppelfunktion als anti-apoptotischer und pro-angiogener Faktor
einnehmen kann. So ist unter anderem ein anti-apoptotischer Effekt des sezernierten BDNF
auf B-Lymphozyten sowie ein Absinken der Sekretion des precursor-BDNFs unter Stress-
Bedingungen beschrieben (Fauchais et a., 2008). Auf der anderen Seite aktiviert sezerniertes
BDNF iiber den AKT- und ERK1/2-Signalweg die Bildung von Gefalen aus HUVECs und
somit die Angiogenese (Wang et al., 2008). Fiir den Transkriptionsfaktor HOXA3 konnte
gezeigt werden, dass seine Expression, die in mesenchymalen Stammzellen relativ hoch ist,
im Laufe der Endothelzell-Differenzierung absinkt (Chung et a., 2007). Auf der anderen
Seite kann HOXA3 bei Wundheilungsprozessen verstirkt exprimiert werden, um dann die
endotheliale Zellmigration zu stimulieren. Durch diese und eine weitere Stimulation der
Matrix-Metaloproteinase-14 und des Urokinase-Typ Plasminogen Aktivator Rezeptors
induziert HOXA3 die Angiogenese (Mace et a., 2005). Folgerichtig ist in Mausen, die
homozygot mutiert fir HOXA3 sind, auch die Entwicklung des ventrikuldren Systems
fehlerhaft, z.B. die Entwicklung der Karotis-Arterie (Kameda et a., 2003). Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass die Expression des HOXA3-PAX1-Pathways notwendig fiir das
Wachstum epithelialer Zellenist (Su et a., 2000 und 2001).

Ein weiteres Proteintarget der miR-210 ist das neuronale Pentraxin 1 (NPTX1) (Pulkkinen et
al., 2008). Es handelt sich um ein Mitglied einer Klasse von Proteinen, deren Expression fast
ausschlielich auf die zentralen Neuronen des Gehirns beschrénkt ist (Schlimgen et al., 1995).
Die NPTX1-mRNA kann aber auch in weiteren Geweben wie der Lunge, quergestreifter
Muskulatur und der Prostata detektiert werden (Unigene-Datenbank: EST-Profil,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Uni Gene/EST ProfileViewer.cgi?uglist=Hs.702002). NPTX1
wird infolge einer hypoxisch-ischamischen Verletzung von neuronalen Zellen verstirkt
exprimiert und fiihrt zu dem Tod von 30-40% der Zellen (Hossain et al., 2004). In zentralen
Neuronen von Ratten-Hirnen wirkt dementsprechend die Inhibierung von NPTX1
neuroprotektiv gegen einen induzierten Zelltod der Neuronen infolge ener hypoxisch-
ischamischen Verletzung (Hossain, 2004).

Interessanterweise verschlechterte die Inhibierung der miR-210 auch das klonogene
Uberleben von MCF-7-Zéellen, die unter Normoxie kultiviert wurden. Dieses Ergebnis deutet

daraufhin, dass die ubiquitir exprimierte miR-210 neben der Vermittlung des Hypoxie-
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Ansprechen auch weitere regulatorische Funktionen mdglicherweise bei  der
Proliferationsinduktion und der Apoptose-Inhibierung in der ungestressten Zelle iibernehmen
kann.

Die Inhibierung der miR-137 fiihrte in unseren Versuchen zu einem auf etwa 65 %
verschlechterten klonogenen Zelliiberleben. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen induzierte
die Transfektion von miR-137-precursor in Glioblastom-Zdlllinien einen Zellzyklus-Arrest
und daraus resultierend eine Wachstums-Inhibierung (Silber et al., 2008). Auch in
Plattenepithelkarzinomzelllinien der Mundhohle (OSC-Zelllinien) fiihrte die ektotopische
Expression von miR-137 zu einer Wachstumsinhibierung (Kozaki et al., 2008). Andererseits
reguliert die miR-137 die Expression des Mikrophtalmie-assoziierten Transkriptionsfaktors
(MITF) (Bemis et al., 2008). In-vivo-Studien am Tumorgewebe von 104 Melanom-Patienten
zeigten eine Assoziation zwischen erhdhter MITF-Expression und reduziertem Uberleben
(Uqurel et al., 2007). Geringere Level von MITF werden in Melanozyten nétig, um die
Zdlproliferation und das Uberleben zu ermdglichen (Wellbrock et al., 2008), hohe MITF-
Level wirken jedoch anti-proliferativ in Melanozyten und inhibieren auch das Wachstum von
Melanom-Zellen (Wellbrock et al., 2005). Die durch die Inhibierung der miR-137 ermdglichte
verstiarkte Translation von MITF stellt somit auch eine mogliche Erklérung fiir die verringerte
Proliferationsrate der behandelten MCF-7-Zellen dar.

Interessanterweise zeigte die Inhibierung der miR-210 weder unter Hypoxie noch unter
Normoxie signifikante Auswirkungen auf das klonogene Uberleben der MCF-10-Zellen. Der
unterschiedliche Einfluss der Antagomirbehandlung auf das klonogene Uberleben in den
Zdllinien MCF-7 und MCF-10 konnte zelltypspezifisch sein und auf eine unterschiedliche
genetische Konstitution der beiden Zellsysteme zuriickzufiihren sein. In diesem Fall wirkt die
mMiR-210-Inhibierung in der MCF-7 moglicherweise aufgrund fehlender genetischer
,backup“-Systeme apoptose-induzierend oder proliferationssupprimierend, wihrend sie in der
MCF-10 keine akuten Auswirkungen auf das klonogene Uberleben zeigt.

Weliterhin waren die Effekte der einzelnen Inhibierung von miR-210 und miR-137 auf das
klonogene Uberleben unabhingig von der Sauerstoffversorgung der Zellen, trotz einer
Uberexpression der miR-210 unter Hypoxie. Es kann aufgrund der Reduktion des klonogenen
Uberlebens bei kombinierter Inhibierung unter Hypoxie davon ausgegangen werden, dass eine
therapeutische Anwendung unter tumorhypoxischen Anwendungen durchaus enen
synergistischer Effekt auf das klonogene Zelliiberleben haben kann.

Die Kombination des miR-210-Antagomirs mit den Chemotherapeutika Taxol und Cisplatin

resultierte nicht in einem additiven Effekt beider Behandlungsarten auf das klonogene
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Uberleben. Lediglich die Kombination von Taxol mit dem miR-210-Antagomir ergab unter
Normoxie ein stark verringertes klonogenes Uberleben auf 2,2 % im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle. Da dieser Effekt aber unter Hypoxie nicht beobachtet werden
konnte und in der Kombination mit Cisplatin nicht auftrat, konnte es sich auch um einen
artifiziellen Effekt handeln. Trotzdem ist die Kombination von spezifischen microRNA-
Inhibitoren und Chemotherapeutika ein interessanter Ansatz, zu dem bisher wenig Literatur
exigtiert. Es wurde aber der Nachweis erbracht, dass der siIRNA-vermittelte , knock-down*
von Dicer zu einer erhéhten Sensitivitdt der MCF-7 gegen Cisplatin fiihrte (Bu et al., 2009).
Moglicherweise ldsst sich die Sensitivitdt von Tumorzellen gegen Chemotherapeutika durch
die selektive Inhibierung bestimmter microRNAs spezifischer manipulieren as durch den
globalen Ansatz eines Dicer-, knock-downs".

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass die Inhibierung der miR-137 und der miR-210
bzw. die Uberexpression der miR-181a sowie der miR-325 eine Reduktion des klonogenen
Uberlebens der Tumorzelllinie MCF-7 bewirken und somit mégliche Ansatzpunkte fiir eine
Therapie-Anwendung bieten. Allerdings erreichte keine Anwendung fiir sich eine
vollstindige Inhibierung des Zellwachstums, so dass davon ausgegangen werden kann, dass
in jedem Fall bestimmte Zellpopulationen trotz Behandlung weiter wachsen konnten. Eine
mogliche Anwendung von Antagomirs bzw. sequenzgleichen Oligonukleotiden der genannten

microRNAs st daher nur in Ergédnzung zu konventionellen Therapien sinnvoll.

5.3. hsa-miR-210 und hsa-miR-325 und das Ephrin/Eph-Rezeptor-System

Die in-silico-Untersuchungen zu den Proteintargets der Hypoxie-regulierten microRNAs
miR-210 und miR-325 lieferten eine Fiille an potentiellen Zielproteinen. Auffallig war fir die
miR-210 as target-Protein das Ephrin-A3 (EFNA3). Es wurde im Zusammenhang mit
Hypoxie und Hypoxie-Ansprechen der Zelle vor kurzem beschrieben (Fasanaro et a., 2008).
In Luciferase-Assays und Western-Blots konnte im Rahmen dieser Arbeit die Regulation der
Tranglation des EFNA3 durch die miR-210 bestitigt werden. Weiterhin war es moglich, den
Eph-Rezeptor A3 als ein Proteintarget der miR-325 zu identifizieren. Es handelt sich dabei
um einen Interaktionspartner des EFNA3s. Eph-Rezeptoren sind Rezeptor-Tyrosin-Kinasen
und verfiigen in ihrer extrazelluliren Region {iber eine Ligand-bindende Domine mit
Immunglobulin-dhnlichen Motiven sowie in ihrer intrazelluldren Region iiber eine Tyrosin-
Kinase-Domiine, ein , sterile-adpha “-Motiv und e€in PDZ bindendes-Motiv (Cheng et d.,

2002). Ihre Liganden, die Ephrine, sind nach Sequenzkonservierung in eine A- und eine B-
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Klasse unterteilt. EphrinA-Liganden sind mittels eines Glykosyl-Phosphatidylinositol-Ankers
an die Membran gebunden, wihrend EphrinB-Liganden iiber eine Transmembrandoméne und
einen kurzen cytoplasmatischen Rest verfiigen. Basierend auf ihren Interaktionen mit den
beiden Klassen der Ephrin-Liganden werden auch die Eph-Rezeptoren in eine A- und eine B-
Klasse unterschieden, wobei es in einigen Ausnahmefillen auch zu klasseniibergreifenden
Wechselwirkungen kommt (Himanen et al., 2004, Pasguale et a., 2004). Die
Wechselwirkungen resultieren in der Bildung von Multimer-Komplexen, die zu ener
verstirkten Signaliibertragung fithren (David et al., 1994; Stein et a., 1998). Die Eph-
Rezeptor-Ephrin-Proteinfamilie iibt Funktionen in so vielfiltigen Prozessen wie in der
Bildung von Nervenverbindungen (,axon guidance “), Zellddhisions- und —abstossungs-
effekten, aber auch in der Angiogenese aus (Ubersicht bei Cheng et al, 2002; Merlos-Suarez
et a., 2008). Dadurch kann diese Proteinklasse auch zur Tumorgenese und —progression
beitragen (Ubersicht bei Surawska et al., 2004).

Die Zélllinien MCF-7 und MCF-10 exprimierten in unseren Versuchen sowohl EFNA3- als
auch EphA3-mRNA. In Ubereinstimmung zu unseren Ergebnissen konnte auch von einer
anderen Arbeitsgruppe die Expression dieser beiden mRNAS in den genannten Zelllinien
nachgewiesen werden (Fox et al., 2004). Wie in unseren Versuchen wird auch bel Fox und
Kollegen die EphA3-mRNA in beiden Zelllinien sehr schwach exprimiert und kann nur
mittels gPCR detektiert werden. Im Vergleich zwischen beiden Zelllinien ist die mRNA des
EphA3-Rezeptor und des EFNA3 in der MCF-7 tiberexprimiert (Fox et al., 2004).
EFNA3-mRNA ist in viden Geweben (Lunge, Leber, Milz, Diinndarm, Niere, Blase,
Prostata, Uterus, Thymus und Knochenmark) nur schwach exprimiert (Hafner et a., 2004),
auffallig stark allerdings in Colon, Gehirn und Haut (Hafner et al., 2006). Dariiber hinaus
wird die EFNA3-mRNA im humanen Gehirn bereits deutlich stirker exprimiert als in alen
Geweben auBer der Haut. EFNA3 spielt weiterhin in der Maus eine wichtige Rolle als
inhibitorischer Regulator der Neurogenese im adulten Gehirn (Jiao et al. 2008).

In Osteosarkom-Zelllinien konnte nur in einer von neun Linien die Expression von EFNA3-
MRNA detektiert werden (Varelias et a., 2002). Demgegeniiber konnten wir eine ubiquitére
Expression der EFNA3-mRNA in dem von uns untersuchten Weichteilsarkom-Kollektiv
detektieren. Moglich ist, dass sich die Expression der EFNA3-mRNA zwischen Osteo- und
Welichteilsarkomen generell unterscheidet oder die von Varelias applizierte Methode der RT-
PCR zu wenig sensitiv gegeniiber der Expression der EFNA3-mRNA war.

EphA3-mRNA wird verstirkt in Geweben wie Lunge, Diinndarm, Blase, Prostata, Testis und

Uterus exprimiert, sehr schwach alerdings in Colon, Knochenmark und Haut (Hafner et al.,
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2004 und 2006). EphA3 zeigt in adulten Normalgeweben eine zur EFNA3-mRNA-Expression
gegenlédufige Verteilung und konnte somit moglicherweise eine antagonistische Rolle spielt.
Wihrend keine differentielle Expression der EFNA3-mRNA durch Hypoxie beschrieben ist,
ist fiir EphA3-mRNA bekannt, dass sie durch Hypoxie in himatopoetischen Stamm — und
Progenitorzellen verstarkt exprimiert wird (Martin-Rendon et a., 2007). Konsistent dazu
zeigen unsere Ergebnisse auch eine verstirkte Expression der EphA3-mRNA unter Hypoxie
in der Mammakarzinomzelllinie MCF-7.

Ubereinstimmend mit unseren Ergebnissen konnte EFNA3-Protein auch von zwei anderen
Arbeitsgruppen als durch die microRNA miR-210 reguliert identifiziert werden (Fasanaro et
al., 2008; Pulkkinnen et al., 2008). Wihrend Fasanaro et al. im weiteren mittels Western-Blot-
Anaysen in-vitro eine Reduktion des EFNA3-Protein-Gehalts von HUVEC unter Hypoxie
detektierten, beobachteten Pulkkinnen et al. mittels Immunhistochemie eine verstirkte
Expression von EFNA3-Protein in hypoxisch-ischamischen Schnitten von murinem Gehirn-
Gewebe.

Die Reaktion der EFNA3-mRNA-Expression auf Hypoxie ist unterschiedlich in der Literatur
beschrieben. In Blasentumor-Xenografts wurde in Reaktion auf die Behandlung mit
Hypericin, dass hypoxisch wirkt, eine verstarkte Expression von EFNA3-mRNA nach 24 h
detektiert (Bhuvaneswari et al., 2008). Im Gegensatz dazu verdnderten sich in unseren
Versuchen die EFNA3-mRNA-Level in MCF-7-Zellen unter Hypoxie gegeniiber denen unter
Normoxie nicht signifikant.

Es stellt sich die Frage, ob eine verringerte Expression des EFNA3-Proteins die Angiogenese
fordert oder hemmt. Durch eine verstirkte miR-210-Expression unter Hypoxie kommt es zu
einer EFNAS3-Trandations-Inhibierung nach 24 h, die zu einer Stimulation der Gefalbildung
und Chemotaxis der HUVEC fiihrte (Fasanaro et al., 2008). Demgegeniiber stellen Pulkkinen
et a. eine verstirkte Expression von EFNA3 im murinen Gehirn 3 Tagen nach einer
ischdmischen Verletzung fest. Diese beiden Befunde miissen sich nicht ausschliefen, da von
microRNAs bekannt ist, dass sie auch trandationsaktivierend wirken kénnen (Vasudevan et
al., 2007 und 2008). Nach Vasudevan wirken sie dabel zellzyklusabhingig: In ruhenden
Zellen konnen microRNAs die Expression mancher Zielgene aktivieren, wihrend sie in
proliferierenden Zellen die Trangdlation dieser Zielgene reprimieren (Vasudevan et al., 2008).
Inwiefern ein solcher Mechanismus fiir die Regulation des EFNA3-Transkriptes durch die
miR-210 gilt, bleibt jedoch noch zu klaren.

Ahnlich komplex ist die Wirkung des Eph-Rezeptor-A3/miR-325-Regelkreises. Die

verminderte Expression der miR-325 unter Hypoxie in MCF-7 und MCF-10 resultierte in
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unserer Arbeit in einer Erhéhung der EphA3-mRNA und des EphA3-Proteins. Eine
Uberexpression der miR-325 wiederum bewirkte eine Verringerung der EphA3-Protein-
Expression auch unter Hypoxie.

In unserem Modell stellt sich die Wirkung der miR-210 und miR-325 unter Hypoxie wie folgt
dar (s. auch Fig. 5.1.): Hypoxie stabilisiert die Expression des Transkriptionsfaktors HIF-1a.,
der die verstarkte Transkription der miR-210 induziert (Kulshreshtha et a., 2007; Camps et
al., 2008). miR-210 reguliert dann weiterhin verschiedene Proteintargets wie etwa BDNF und
E2F3 (Giannakakis et al., 2007), EFNA3 (Fasanaro et a. 2008) oder NPTX1 (Pulkkinen et
al., 2008), die Prozesse wie Proliferation, Angiogenese und Zellmigration regulieren. Uber
einen noch zu identifizierenden hypoxie-regulierten Faktor wird die Transkription von miR-
325 in MCF-7 und MCF-10 supprimiert. Dadurch konnen das von miR-325 regulierte
Transkript EphA3 und welitere putative targets wie VEZF1, RICTOR oder EIF2C1 verstirkt
tranglatiert werden und ebenso die Angiogenese, Proliferation und Zellmigration beeinflussen.

Hypoxie ]\
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hsa-mir-210 } } [ hsa-mir-325 |

L/ NN

[BDNF] [ NP1 ] EFNA3 EphA3 [RICTOR] [VEZFl]
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e

[ Invasion/Migration } Proliferation Angiogenese

Abb. 5.1. Modell der Hypoxie-Regulation von microRNAs und putativen Proteintargets. Pfeil nach oben =

verstarkte Expression; Pfeil nach unten = schwichere Expression.
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Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass durch die Hypoxie-induzierten Alterationen im
microRNA-Muster eine nachweidlich verschiedenen mRNAs reguliert und damit die
Stressantwort der Zelle moduliert wird. Smalheiser und Torvik werfen dariiber hinaus die
Frage auf, ob microRNASs direkt an der Bildung von heterochromatischen Bereichen beteiligt
sind, da einige microRNAS, darunter auch die miR-325, von LINE-2-Elementen abstammen
und auch chromosomale LINE-2 repeats direkte Targets dieser microRNAS sein konnten
(Smaheiser und Torvik, 2005). Zumindest von der Klasse der rasiRNA (,,repeat-associated
small RNAS™) ist bekannt, dass sie direkt mit chromosomalen repeat-Elementen interagieren,
um die Bildung und Stabilitit von Heterochromatin zu regulieren (Reinhart und Bartel, 2002;
Schramke und Allshire, 2004). Die verminderte Expression der miR-325 unter Hypoxie
konnte somit auch die Expression von zuvor stillgelegten Genen vorbereiten, wenn bestimmte

heterochromatische Bereiche wieder der Transkription zuganglich werden.

5.4. Prognostische Relevanz der untersuchten microRNAs in Tumoren

Die prognostische Relevanz wurde fiir die miR-210 und miR-325 in Weichteilsarkomen
sowie fur miR-155, miR-203, miR-210, miR-216, miR-217 und miR-222 im duktalen
Adenokarzinoms des Pankreas (PDAC) untersucht. Vor alem die miR-210 zeigte in beiden
untersuchten Tumorentititen eine signifikante Korrelation zum Uberleben der
Tumorpatienten. Bel Weichteilsarkompatienten ergab eine mittlere miR-210-Expression im
Vergleich zu einer niedrigen Expression ein um das 3,2fach erhdhtes Risiko, am Tumor zu
versterben. Beim PDAC korrelierte die erhdhte Expression dieser microRNA im Vergleich zu
einer geringeren Expression mit einem um das 2,48fach erhohte Risiko, am Tumor zu
versterben.

Die mittlere Expression der miR-325 ergab im Vergleich zur niedrigen Expression fiir die
Weichtellsarkompatienten ein um das 3,5fach erhohtes Risiko, am Tumor zu versterben.
Obwohl diese microRNA generell nur schwach exprimiert wird, hat sie einen signifikanten
Einfluss auf das Uberleben der Patienten, was fiir eine relevante Rolle im Zellgeschehen
spricht. Aufgrund der geringen zur Verfiigung stehenden RNA-Menge konnte die Expression
und Prognoserelevanz dieser microRNA im PDAC leider nicht untersucht werden.

Sowohl die mittlere Expression der miR-210 wie auch der miR-325 erhdhten somit das Risiko
der Weichteilsarkom-Patienten, am Tumor zu versterben, wohingegen eine verstirkte bzw.
eine niedrige Expression mit einem besseren Uberleben korrelierten. Dieser Befund ist auf

den ersten Blick widerspriichlich, kann aber zum einen mit der groen Heterogenitit des
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Tumorkollektivs erklart werden, das Sarkomentititen mit relativ guter Prognose wie das
Liposarkom und Entititen mit schlechter Prognose wie das maligne fibrose Histiozytom
(MFH) enthielt. Andererseits konnte auch die verstirkte oder verringerte Expression einer
microRNA zur Inhibierung von Onkogenen oder fiir den Metabolismus relevanten Genen
beziehungsweise zur Deregulation von Tumorsuppressorgenen fiihren, die dann die

Tumorgenese und —progression hemmen.
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Abb. 5.2. Putative Targets der prognostisch relevanten microRNAs im PDCA. Abkiirzungen: ' putative
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Im PDAC korrelierte eine erhohte Expression der miR-210 mit einem verschlechterten
Uberleben. Hier wurde das Patientenkollektiv gemidB dem Median in zwei Gruppen geteilt.
Konsistent dazu ist die Studie von Camps et al., die eine verschlechterte Prognose von
Mammakarzinompatienten bei erhdhter miR-210-Expression ergab (Camps et a., 2008).
Neben der miR-210 zeigten weitere microRNAs eine Prognose-Relevanz fiir PDAC-
Patienten. Darunter waren bereits als Onkogen bekannte microRNAs wie die miR-155
(reviewed in Jay et al., 2007) und die miR-222, aber auch die noch nicht mit einer
Prognoserelevanz in Verbindung gebrachte miR-203. Eine Liste putativer Proteintargets
dieser microRNASs findet sich im Anhang (Tab. 8.4). In Fig. 5.2. ist modellhaft dargestellt,
wie die einzelnen microRNAs im PDAC iiber die Regulation ihrer Proteintargets essentielle
Funktionen wie Proliferation, Apoptose, Invasion und ,,immune escape’ beeinflussen konnen.
Aufgrund der hohen Anzahl an regulierten Proteintargets ist es vorteilhafter, von microRNA-
regulierten Tumorpathways zu sprechen (Gusev et a., 2007). Die Identifikation solcher
Pathways bedarf allerdings spezieller bioinformatischer Methoden und kann in dieser Arbeit
nur angerissen werden.

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass wir in dieser Arbeit erstmals eine signifikante
Korrelation zwischen der Expression von miR-210 oder miR-325 und dem Uberleben von
Weichteilsarkompatienten zeigen konnten. Auch die Korrelation der Uberexpression von
miR-155, miR-203, miR-210 oder miR-222 mit dem Uberleben von PDAC-Patienten ist
bisher noch nicht in der Literatur beschrieben. Diese Befunde zeigen, dass diese microRNAs
nicht nur in zellphysiologischer Hinsicht eine neue Regulationsebene beim Ansprechen von
Zellen auf Umweltstress darstellen, sondern auch als prognostische Faktoren und maogliche

Ansatzpunkte fiir neue Therapieoptionen in der klinischen Praxis interessant sind.
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6. Zusammenfassung und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit sollten die Veranderungen im microRNA-Expressionsmuster der
Mammakarzinomzelllinie MCF-7 und der Brustepithel-Zelllinie MCF-10 unter Hypoxie
untersucht werden. Von den 156 untersuchten microRNAs zeigten in der MCF-7 60
microRNAS (38,5 %) eine auffillige Regulation unter Hypoxie. In der MCF-10 waren mit 94
microRNAs (60,3 %) deutlich mehr microRNAs durch Hypoxie reguliert. Die stirkste
Regulation unter Hypoxie zeigte in beiden Zelllinien die microRNA miR-210, die in der
MCF-7 6,5fach und in der MCF-10 6,1fach verstarkt exprimiert wurde, und die miR-325, die
in der MCF-7 5,5fach und in der MCF-10 15,9fach schwicher exprimiert vorlag. Beide
microRNAs waren in drei unabhingigen biologischen Triplikaten signifikant reguliert und
konnen daher als Hypoxie-regulierte microRNAS betrachtet werden.

Im ndchsten Schritt sollten die Effekte einer Inhibierung der miR-210 bzw. ener
Uberexpression der miR-325 auf das klonogene Uberleben der MCF-7-Zellen unter Hypoxie
analysiert werden. Die Inhibierung der miR-210 verringerte das klonogene Zelliiberleben auf
59,6 % (Normoxie) bzw. auf 45 % (Hypoxie). In Kombination mit einer Inhibierung der miR-
137 wurde eine Reduktion auf 57,2 % (Normoxie) bzw. 36,0 % (Hypoxie) erreicht. Eine
Kombination von miR-210-Antagomirs mit den Chemotherapeutika Cisplatin oder Taxol
ergab alerdings keine signifikanten kombinierte Effekte.

Die Suche nach méglichen Proteintargets der miR-210 ergab 21 putative Zielproteine (nach
dem Suchalgorithmus TargetScan) und zusitzlich weitere 13 putative Zielproteine (nach dem
Suchalgorithmus PicTar). Auffillig waren einige mit Hypoxie in Verbindung gebrachte
Proteine wie BDNF (,,brain-derived neurotrophic factor), EFNA3 (Ephrin-A3) und NPTX1
(neuronaes Pentraxin 1). Als putative Zielproteine der miR-325 konnte unter anderem das
Hypoxie-assoziierte Gen EphA3 (Ephrin-Rezeptor A3) identifiziert werden. Es sollten die
Gene EFNA3 und EphA3 sowie BDNF und RASSF1A (putatives Proteintarget der miR-210
in der Datenbank miRBase) verifiziert werden.

Die Verifizierung dieser Proteintargets erfolgte liber quantitative real-time-PCR und Western-
Blots (EphA3) bzw. iiber Luciferase-Assays und Western-Blot (EFNA3). Fir BDNF und
RASSF1A konnte in Western-Blot-Analysen keine Regulation der Tranglation durch die miR-
210 nachgewiesen werden.

Im letzten Arbeitsabschnitt sollte die prognostische Relevanz der miR-210 und miR-325-
Expression in Weichteilsarkomen untersucht werden. Eine mittlere miR-210-Expression

korrelierte dabei signifikant mit einem erhéhten Risiko, am Tumor zu versterben (p = 0,017,
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RR = 3,19; im Vergleich zu Patienten mit einer erhdhten Expression). Eine mittlere miR-325-
Expression korrelierte ebenfalls signifikant mit einem erhohten Risiko, am Tumor zu
versterben (p = 0,019; RR = 3,49; im Vergleich zur Gruppe mit einer niedrigen miR-325-
Expression). In einer Subgruppe des Pankreaskarzinoms, dem duktalen Adenokarzinom
(PDAC), ist eine erhohte Expression der miR-210 mit einem erhdhten Risiko, am Tumor zu
versterben, korreliert (p = 0,005; RR = 2,48 bei Beriicksichtigung aller Falle; p = 0,01; RR =
2,50 bei Ausschluss der Fille mit schlechter Prognose (R2/StadiumliV)).

Zusammenfassend konnten die miR-210 und die miR-325 as Hypoxie-regulierte microRNAs
identifiziert werden, die in der Modulation des Hypoxie-Ansprechens von Zellen in-vitro eine
wichtige Rolle spielen und deren Expression dariiber hinaus in Weichteilsarkomen und PDAC
prognostische Relevanz besitzt.

Anschlielend an diese Arbeit stellen sich einige interessante Fragestellungen. Zum einen ist
es notwendig, weitere Proteintargets der Hypoxie-regulierten microRNAs miR-210 und miR-
325 zu verifizieren, um eine detaillierteres Bild der moglichen ,, downstream-Prozesse nach
der Hypoxieeinwirkung zu erhalten. Zudem konnte in in-vivo-Tumormodellen die Effekte
einer Hemmung der miR-210 sowie die Uberexpression der miR-181a und der miR-325 als
mogliche Therapieoptionen studiert werden. Auch die Proteintargets der miR-210 und der
miR-325, Ephrin-A3 und Eph-Rezeptor A3 konnten in einem Angiogenesemodell wie etwa
dem CAM-Modell mittels Antagonisten gehemmt und die Effekte dieser Hemmung auf die
GefaBneubildung analysiert werden. Dariiber hinaus konnten die Effekte einer kombinierten
Behandlung mehrerer microRNA-Inhibitoren mit Chemotherapeutika oder auch einer
Radiotherapie auf das klonogenen Uberleben an weiteren Zelllinien untersucht werden.
Weiterhin ist die Suche nach einem putativen Mediator der starken Regulation der miR-325
unter Hypoxie ein wichtiger Schritt zum besseren Verstiandnis des Einflusses von Hypoxie auf
die microRNA-Expression. Interessant wire die Frage, ob mittels der Uberexpression von
Regulationsfaktoren der transponiblen Elemente des Genoms wie Hiwi eine Reduktion der
miR-325-Expression sowie der Expression weiterer microRNAS, die aus Transposons
entstanden sind, erreicht werden kann.

Dariiber hinaus stellt sich die Frage, ob die miR-210 und die miR-325 auch in anderen
Tumorarten prognostische Relevanz besitzen und ob sie moglicherweise mit weiteren

klinischen Verlaufsfaktoren wie Metastasierung und Rezidivbildung assoziiert sind.
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VEGF ,vascular endothelial growth factor*

vgl. vergleiche

VHL von Hippel-Lindau-Faktor

WB Western-Blot

WHO Weltgesundheitsorganisation (,,world health organization®)
WTS Weichteilsarkom

z.B. zum Beispiel

ZKBT Zellkoloniebildungstest
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8.2. Liste der microRNA-Expressionsinderungen unter Hypoxie

MCF-7 MCF-10 MCF-7 MCF-10
cel-lin-4 hsa-miR-125b
cel-miR-2 hsa-miR-126 -1,53 -2,67
ath-miR-159a hsa-miR-127
hsa-miR-9 -1,12 -4,86 hsa-miR-128a -1,97 -1,26
hsa-miR-9* -1,09 2,30 hsa-miR-128b 2,56 -4,58
hsa-miR-10a 1,58 -2,71 hsa-miR-129 1,13 1,90
hsa-miR-15a -1,16 1,12 hsa-miR-130a 1,55 -3,85
hsa-miR-15b 1,58 2,19 hsa-miR-130b 1,25 -3,49
hsa-miR-16 -1,54 -1,26 hsa-miR-132 -1,13 -1,14
hsa-miR-17-3p 1,39 -2,76 hsa-miR-133a 1,14 2,00
hsa-miR-17-5p 1,46 -1,61 hsa-miR-133b -1,52 1,64
hsa-miR-19a 1,01 -1,33 hsa-miR-134 -1,91 -1,65
hsa-miR-20 1,12 -1,59 hsa-miR-135a 1,15 -2,58
hsa-miR-21 2,18 1,37 hsa-miR-135b 1,13 -3,65
hsa-miR-23a 1,39 1,57 hsa-miR-137 3,14
hsa-miR-23b -1,69 -1,29 hsa-miR-138 -2,66 -1,78
hsa-miR-25 1,20 -2,32 hsa-miR-139 -1,20 -2,54
hsa-miR-26a 1,48 -1,72 hsa-miR-140 2,14 -2,10
hsa-miR-26b 1,16 1,16 hsa-miR-141 -1,14 -2,45
hsa-miR-27a -1,03 hsa-miR-142-3p -1,91
hsa-miR-27b 3,42 -1,14 hsa-miR-142-5p 4,26
hsa-miR-28 1,33 -2,46 hsa-miR-143 1,07 -1,75
hsa-miR-29a 1,01 -2,81 hsa-miR-144
hsa-miR-29b 1,51 hsa-miR-145 -2,76
hsa-miR-29c 1,68 -2,60 hsa-miR-146 -1,16 -1,70
hsa-miR-30a-3p 1,34 1,78 hsa-miR-147
hsa-miR-30b 1,18 -1,84 hsa-miR-148a 2,02 -1,62
hsa-miR-30c 1,01 -2,34 hsa-miR-150 1,24 -1,44
hsa-miR-30d 1,23 -2,06 hsa-miR-151 2,10 -2,35
hsa-miR-30e -1,33 hsa-miR-152 -1,12 -1,81
hsa-miR-31 -2,13 hsa-miR-154 -2,62 -1,02
hsa-miR-34a 1,63 -4,38 hsa-miR-154* -1,53 -1,78
hsa-miR-34b 1,24 -3,33 hsa-miR-155 -2,50 -1,69
hsa-miR-34c hsa-miR-181a 1,75 -7,91
hsa-miR-92 1,13 -1,02 hsa-miR-181b 1,55 -2,56
hsa-miR-95 1,15 -1,00 hsa-miR-181c -1,22
hsa-miR-96 -2,02 -1,75 hsa-miR-182 1,70 1,84
hsa-miR-98 1,32 -1,71 hsa-miR-182* -1,47 -3,39
hsa-miR-99a 1,47 -1,45 hsa-miR-183 -1,23 -2,03
hsa-miR-100 2,59 1,33 hsa-miR-184 1,09 3,62
hsa-miR-103 1,28 -1,48 hsa-miR-185 1,29 -1,20
hsa-miR-104 hsa-miR-186 1,09
hsa-miR-105 -1,51 -2,81 hsa-miR-187 -2,80
hsa-miR-106a -1,22 -1,81 hsa-miR-189 -2,77
hsa-miR-107 -1,55 -1,54 hsa-miR-190 -1,53 -3,51
hsa-miR-122a hsa-miR-191 -1,43 -1,84
hsa-miR-124a -1,00 -1,99 hsa-miR-193 1,36 -2,82
hsa-miR-124b 1,93 -1,53 hsa-miR-194 -1,71 -2,53




hsa-miR-125a -1,41 -1,55 hsa-miR-195 1,39 1,55
hsa-miR-197 1,29 -1,76 hsa-miR-326 -1,57 -1,42
hsa-miR-198 -1,95 -1,34 hsa-miR-328 -1,01 -2,20
hsa-miR-199a -1,95 -1,08 hsa-miR-330 1,74 -2,04
hsa-miR-199a* -1,31 -1,15 hsa-miR-331 1,43 -3,39
hsa-miR-199b 1,47 hsa-miR-335 -2,05 -1,19
hsa-miR-199-s 1,08 -1,78 hsa-miR-337

hsa-miR-200a 1,48 -5,04 hsa-miR-338 -1,13 2,00
hsa-miR-200b -1,47 -3,69 hsa-miR-339 1,27 -4,29
hsa-miR-200c -1,35 -1,82 hsa-miR-340 -1,38 -2,26
hsa-miR-203 -1,29 -2,28 hsa-miR-342 1,99 -1,21
hsa-miR-204 -1,06 1,44 hsa-miR-367

hsa-miR-205 1,45 -1,90 hsa-miR-368 -2,79 1,78
hsa-miR-210 6,45 6,10 hsa-miR-370 -2,00 -2,10
hsa-miR-211 hsa-miR-371 -1,99 1,08
hsa-miR-213 -1,01 -2,45 hsa-miR-372

hsa-miR-214 -2,40 -1,74 hsa-miR-373 -4,16 -2,96
hsa-mir-215 -1,31 -2,22 hsa-miR-373* -2,55 -1,23
hsa-miR-216 hsa-miR-374 -1,68 -2,63
hsa-miR-218 1,28 -2,29 hsa-let-7a 1,27 -1,01
hsa-miR-219 -3,74 hsa-let-7b 1,02 -1,36
hsa-miR-220 hsa-let-7d -1,92 -1,53
hsa-miR-221 1,27 -1,45 hsa-let-7e 2,18 -1,09
hsa-miR-222 -1,19 -1,89 hsa-let-7g 1,10 -1,94
hsa-mir-223 1,43 hsa-let-7i 1,51 -1,20
hsa-miR-224 -1,33

hsa-miR-296 -1,21 -2,22

hsa-miR-299 -2,19 1,22

hsa-mirR-301 1,57 -1,84

hsa-miR-302a -2,26

hsa-miR-302b

hsa-miR-302b*

hsa-miR-302c

hsa-miR-302c* -1,56 -1,00

hsa-miR-302d -1,31 -1,60

hsa-miR-320 1,14 -2,53

hsa-miR-323 -2,00 -2,47

hsa-miR-324-5p -1,04 -13,80

hsa-miR-325 -5,54 -15,85

Tab. 8.1. microRNA-Expressionstafeln. Die Werte geben die xfache Anderung der
microRNA-Expression in den hypoxischen Proben im Vergleich zu den normoxischen Proben
an. Ein negativer Wert steht fiir eine verminderte Expression der entsprechenden microRNA,
ein positiver Wert fiir eine verstirkte Expression. Anderungen zwischen >0,9 und <1,1
wurden als gleichbleibende Expression gewertet. Leere Felder stehen fiir ein nicht
detektierbares microRNA-Level



8.3. Klinische Daten der Weichteilsarkompatienten

Geschlecht am Tumor Stadium Resektions- Tumorlokali- Tumorart
verstorben art sation
mannlich 45 ja 52 I 15 1 72 1 65 1 24
weiblich 59 nein 52 Il 41 2 32 2 8 2 31
11 37 3 4 3 13
[\ 11 4 24 4 25
unbekannt 3 5 10
unbekannt 1
Summe 104 104 104 104 104 104
mittleres Alter der Patienten 56 Jahre
Median Alter der Patienten 59 Jahre range (16-87)
mittlere Uberlebenszeit 42 Monate
Median der Uberlebenszeit 29 Monate range (2-198)

Tab. 8.2. Klinische Daten der Weichteilsarkompatienten. Resektionsart: 1 = primire weite Excision/primiare Kompartimentresektion/primére
Gliedmalenamputation, 2 = primére Tumorexstirpation bzw. Tumorausschidlung/palliative Tumormassenresektion; Tumorlokalisation: 1 = obere
Extremitat/Schulter/Hiifte/untere Extremitdt, 2 = Thorax/Bauchwand, 3 = Kopf/Hals, 4 = intraabdominal/retroperitoneal; Tumorart: 1 = Lipo-
sarkom, 2 = Fibrosarkom/MFH, 3 = neurogenes Sarkom, 4 = Rhabdomyosarkom/L eiomyosarkom, 5 = andere.



8.4. Klinische Daten der PDAC-Patienten

Geschlecht am Tumor Stadium Resektions-
verstorben art
mannlich 35 ja 48 I 2 RO 37
weiblich 20 nein 7 Il 12 R1 9
11 31 R2 9
v 10
Summe 55 55 55 55
mittleres Alter der Patienten 62 Jahre
Median Alter der Patienten 65 Jahre range (34-80)
mittlere Uberlebenszeit 16 Monate
Median der Uberlebenszeit 14 Monate range (1-61)

Tab. 8.3. Klinische Daten des PDA C-Patientenkollektivs.
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8.5. Kaplan-Meier-Analysen und 5-Jahres-Uberleben im Weichteilsarkom

8.5.1. hsa-miR-210 im Weichteilsarkom
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Median der Uberlebenszeiten:

_Median der 95%iges

Uberlebenszeit Konfidenzintervall
niedrige miR-210- 80 Monate 30,5-129,4 Monate
Expression
mittlere miR-210- 26 Monate 16,0-35,9 Monate
Expression
hohe miR-210- 86 Monate 36,2-99,8 Monate
Expression
5-Jahres-Uberleben:

0 Jahre 1 Jahr 2 Jahre 5 Jahre

niedrige miR- 27127 (100%) 22/26 (84,6%) 16/25 (64,0%) 12/23 (52,2%)
210-Expression
mittlere miR- 26/26 (100%) 20/26 (76,9%) 16/25 (64,0%) 7/22 (31,8%)
210-Expression
hohe miR-210- 25/25 (100%) 23/25 (92,0%) 17/24 (70,8%) 11/21 (52,3%)
Expression
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8.5.2. hsa-mir-325 im Weichteilsarkom

100 | . .
e
mir-325-Expression
| —1>0,00051 und <0,0082;
n .= 30 .
o0 e
_|_
< ——
<
Q
§ 60
qh’
Q0
D
(7]
9
_E, 40
3 t
£ L
=
4
20
p=10,163
O—
T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120 140
Uberlebenszeit (Monate)
Median der Uberlebenszeiten:
_Median der 95%iges
Uberlebenszeit Konfidenzintervall
niedrige miR-325- 96 Monate 10,0-181,0 Monate
Expression
mittlere miR-325- 80 Monate 59,8-100,2 Monate
Expression
hohe miR-325- 18 Monate 6,4-29,6 Monate
Expression
5-Jahres-Uberleben:
0 Jahre 1 Jahr 2 Jahre 5 Jahre
niedrige miR- 25/25 (100%) 22/25 (88,0%) 18/23 (78,3%) 11/20 (55,0%)
325-Expression
mittlere miR- 30/30 (100%) 26/30 (86,7%) 23/29 (79,3%) 13/25 (52,0%)
325-Expression
hohe miR-325- 23/23 (100%) 17/22 (77,3%) 10/21 (47,6%) 6/21 (28,6%)
Expression
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8.5.3. EFNA3-mRNA im Weichteilsarkom
100
EFNA3-mRNA-
H1Expression <17,43 fg/fg
HPRT n =52
EFNA3-mRNA-
1 Expression >17,43 fg/fg
HPRT n =52
80 —
. -
Q
c
3
< 60
qh,
e}
D
(7/]
9
_'§ 40
=
S
=
4
20 =
p =0,571
O—
T T T T T
0 50 100 150 200
Uberlebenszeit (Monate)
Median der Uberlebenszeiten:
_Median der 95%iges
Uberlebenszeit Konfidenzintervall
niedrige EFNA3- 44 Monate 0-88,3 Monate
MRNA-Expression
hohe EFNA3-mRNA.- 80 Monate 36,3-123,4 Monate
Expression
5-Jahres-Uberleben:
0 Jahre 1 Jahr 2 Jahre 5 Jahre
niedrige EFNA3- 52/52 (100%) | 42/50 (84,0%) 28/47 (59,6%) 13/37 (35,1%)
MRNA-Expression
hohe EFNA3- 52/52 (100%) | 42/50 (84,0%) 34/49 (69,4%) 21/44 (47,7%)
MRNA-Expression
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8.5.4. EphA3-mRNA im Weichteilsarkom
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MRNA-Expression
hohe EFNA3-mRNA.- 86 Monate 61,6-110,4 Monate
Expression
5-Jahres-Uberleben:
0 Jahre 1 Jahr 2 Jahre 5 Jahre
niedrige EphA3- 52/52 (100%) | 41/49 (83,7%) 30/48 (62,5%) 12/39 (30,8%)
MRNA-Expression
hohe EphA3- 52/52 (100%) | 43/51 (84,3%) 32/48 (66,7%) 22/42 (52,4%)
MRNA-Expression
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X1

8.6. Kaplan-Meier-Analysen und 5-Jahres-Uberleben im PDAC

8.6.1. hsa-miR-155 im PDAC
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Expression

hohe miR-155- 9 Monate 0,5-17,5 Monate

Expression

5-Jahres-Uberleben:

0 Jahre 1 Jahr 5 Jahre

niedrige miR-155- | 28/28 (100%) | 21/26 (80,8%) 1/24 (4,2%)

Expression

hohe miR-155- 27127 (100%) | 12/27 (44,4%) 0/25 (0%)

Expression




8. Anhang X1V

8.6.2. hsa-miR-203 im PDAC
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niedrige miR-203- 15 Monate 6,0-24,0 Monate

Expression

hohe miR-203- 13 Monate 9,2-16,8 Monate

Expression

5-Jahres-Uberleben:

0 Jahre 1 Jahr 5 Jahre

niedrige miR-203- | 23/23 (100%) | 12/21 (57,1%) 1/19 (5,3%)

Expression

hohe miR-203- 27127 (100%) | 16/27 (59,3%) 0/26 (0%)

Expression
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XV

8.6.3. hsa-miR-210 im PDAC

100 _ .
| — <m(|)r,-1251;0r;E:xgéeSS|on
| >m(l)R1-§1 2—=Ex2p7ression
_|_

801 B
e
c
[}]
0
o 60
o
0
D
(7]
9
_§ 40
=
=
=
4
207 p=0,048
-
0—
T T T T
0 20 40 60
Uberlebenszeit (Monate)
Median der Uberlebenszeiten:
_Median der 95%iges
Uberlebenszeit Konfidenzintervall
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Expression
hohe miR-210- 12 Monate 4,5-19,5 Monate
Expression
5-Jahres-Uberleben:
0 Jahre 1 Jahr 5 Jahre
niedrige miR-210- | 28/28 (100%) 19/27 (70,4%) 1/24 (4,2%)
Expression
hohe miR-210- 27127 (100%) 14/26 (53,8%) 0/25 (0%)
Expression
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8.6.4. hsa-miR-216 im PDAC
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niedrige miR-216- 11 Monate 0,04-22,0 Monate
Expression
hohe miR-216- 14 Monate 11,1-16,9 Monate
Expression
5-Jahres-Uberleben:
0 Jahre 1 Jahr 5 Jahre

niedrige miR-216- | 25/25 (100%) | 11/23 (47,8%) 0/20 (0%)
Expression

hohe miR-216- 25/25 (100%) | 17/25 (68,0%) 1/25 (4,0%)
Expression
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8.6.5. hsa-miR-217 im PDAC

100 _ .
| — <m(l)RS-é 1 Z-:Exzpzressmn
| >m(l)RS-g 1 Z-=Ex2p1ression
_|_

80~ -
<
c
[}]
0
o 60
o
0
D
(7]
9
_§ 40
=]
=
=
4
207 p=0,003
-
0—
T T T T
0 20 40 60
Uberlebenszeit (Monate)
Median der Uberlebenszeiten:
_Median der 95%iges
Uberlebenszeit Konfidenzintervall
niedrige miR-217- 8 Monate 4,6-11,4 Monate
Expression
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Expression
5-Jahres-Uberleben:
0 Jahre 1 Jahr 5 Jahre
niedrige miR-217- | 22/22 (100%) 8/21 (38,1%) 0/20 (0%)
Expression
hohe miR-217- 21/21 (100%) 16/20 (80,0%) 1/19 (5,3%)
Expression
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8.6.6. hsa-miR-222 im PDAC
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niedrige miR-222- 15 Monate 8,3-21,7 Monate
Expression
hohe miR-222- 12 Monate 8,3-15,7 Monate
Expression
5-Jahres-Uberleben:
0 Jahre 1 Jahr 5 Jahre
niedrige miR-222- | 26/26 (100%) 15/24 (62,5%) 1/22 (4,5%)
Expression
hohe miR-222- 26/26 (100%) 15/26 (57,7%) 0/25 (0%)
Expression
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8.7. Putative Proteintargets der hsa-miR-155, hsa-miR-203 und hsa-miR-222

Gene ID miR-155 protein target name TargetScan | PicTar
context score
score
BACH1 BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper -0.75 7,16
transcription factor 1
ZNF652 zinc finger protein 652 -0.74
RAB11FIP2 RAB11 family interacting protein 2 (class 1) -0.70 2,33
ZBTB41 zinc finger and BTB domain containing 41 -0.68
TSHZ3 teashirt family zinc finger 3 -0.67
ARID2 AT rich interactive domain 2 (ARID, RFX-like) -0.63
UBQLN1 ubiquilin 1 -0.62 3,04
ZIC3 Zic family member 3 heterotaxy 1 (odd-paired homolog, -0.62 4,10
Drosophila)
MLSTD2 male sterility domain containing 2 -0.61 4,08
LRP1B low density lipoprotein-related protein 1B (deleted in -0.59 3,90
tumors)
RICTOR rapamycin-insensitive companion of mTOR -0.57
SMAD2 SMAD family member 2 -0.55
LCORL ligand dependent nuclear receptor corepressor-like -0.54
MYB v-myb myeloblastosis viral oncogene homolog (avian) -0.53 3,61
ARVCF armadillo repeat gene deletes in velocardiofacial syndrome -0.52 3,40
ANTXR2 anthrax toxin receptor 2 -0.51 2,48
HNRPA3 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 -0.51
TLE4 transducin-like enhancer of split 4 (E(spl) homolog, -0.50 1,69
Drosophila)
CSNK1A1 casein kinase 1, alpha 1 -0.50 2,23
SEPT11 septin 11 -0.49 3,05
KIAA1411 KIAA1411 -0.49
C21orf66 chromosome 21 open reading frame 66 -0.49
KIAA1274 KIAA1274 -0.48 2,74
GDF6 growth differentiation factor 6 -0.48 1,55
DYNC1I1 dynein, cytoplasmic 1, intermediate chain 1 -0.47
NDFIP1 Nedd4 family interacting protein 1 -0.47 2,72
SGK3 serum/glucocorticoid regulated kinase family, member 3 -0.46
ETS1 v-ets erythroblastosi s virus E26 oncogene homolog 1 (avian) -0.46 3,01
GPM6B glycoprotein M6B -0.46
CEBPB CCAAT /enhancer binding protein (C/EBP), beta -0.44 341
PICALM phosphatidylinositol binding clathrin assembly protein -0.44
FGF7 fibroblast growth factor 7 (keratinocyte growth factor) -0.44 3,69
H3F3A H3 histone, family 3A -0.43 2,75
ZNF236 zinc finger protein 236 -0.43 1,14
WWC1 WW and C2 domain containing 1 -0.42
RCOR1 REST corepressor 1 -0.42
MYO1D myosin ID -0.41 2,43
ODZz3 odz, odd Oz/ten-m homolog 3 (Drosophila) -0.41
ACTA1l actin, alpha 1, skeletal muscle -0.41 3,96
MYBL1 v-myb myeloblastosis viral oncogene homolog (avian)-like -0.40
1
LOC153222 adult retina protein -0.40 2,43




PCDH9 protocadherin 9 -0.40 2,33
FBXO33 F-box protein 33 -0.39 1,47
USP48 ubiquitin specific peptidase 48 -0.39 2,51
KPNA1 karyopherin alpha 1 (importin alpha 5) -0.39
ARL5B ADP-ribosylation factor-like 5B -0.38
BOC Boc homolog (mouse) -0.38 2,71
WEE1 WEE1 homolog (S. pombe) -0.38 2,23
FLJ20273 RNA-binding protein -0.38 2,29
ADD3 adducin 3 (gamma) -0.37 3,66
SPRED1 sprouty-related, EVH1 domain containing 1 -0.37 3,46
MAP3K71P2 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 7 interacting -0.37 1,49
protein 2
KRAS v-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma vira oncogene homolog -0.37 1,99
TP53INP1 tumor protein p53 inducible nuclear protein 1 -0.37 0,76
SDCBP syndecan binding protein (syntenin) -0.37 2,10
FzZD5 frizzled homolog 5 (Drosophila) -0.36
STON1 stonin 1 -0.36
HIVEP2 human immunodeficiency virus type | enhancer binding -0.36 2,64
protein 2
HBP1 HM G-box transcription factor 1 -0.35
RNF123 ring finger protein 123 -0.35 4,65
RPS6KA3 ribosomal protein S6 kinase, 90kDa, polypeptide 3 -0.35
PHF17 PHD finger protein 17 -0.35
AICDA activation-induced cytidine deaminase -0.35 1,60
UPP2 uridine phosphorylase 2 -0.34 2,00
C10orf46 chromosome 10 open reading frame 46 -0.34
CD47 CD47 molecule -0.34 1,24
SOX11 SRY (sex determining region Y)-box 11 -0.33 1,31
CARHSP1 calcium regulated heat stable protein 1, 24kDa -0.33 4,35
RAB1A RAB1A, member RAS oncogene family -0.33 1,58
SCG2 secretogranin Il (chromogranin C) -0.33 3,05
VEZF1 vascular endothelial zinc finger 1 -0.32
PKN2 protein kinase N2 -0.32
C3orf18 chromosome 3 open reading frame 18 -0.32
BCAT1 branched chain aminotransferase 1, cytosolic -0.32 1,56
MAP3K14 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 14 -0.32 2,74
KIAA1729 KIAA1729 protein -0.31
CSNK1G2 casein kinase 1, gamma 2 -0.31
SGCz sarcoglycan zeta -0.31
DCLRE1A DNA cross-link repair 1A (PSO2 homolog, S. cerevisiag) -0.31
TOMM20 translocase of outer mitochondrial membrane 20 homolog -0.31 1,84
(veast)
HIF1A hypoxia-inducible factor 1, alpha subunit (basic helix-loop- -0.31 1,98
helix transcription factor)
SMARCA4 SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent -0.30 3,51
regulator of chromatin, subfamily a, member 4
MYO10 myosin X -0.30 2,13
TRPS1 trichorhinophalangeal syndrome | -0.30 2,94
CDC73 cell division cycle 73, Paf1/RNA polymerase || complex -0.30
component, homolog (S. cerevisiae)
Gene ID miR-203 protein target name TargetScan | PicTar
context score
score
ZNF281 zinc finger protein 281 -1.47 11,71
AFF4 AF4/FMR2 family, member 4 -1.17




ZNF148 zinc finger protein 148 -1.00
GABRA1 gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, alpha 1 -0.98 4,77
TLOC1 trandlocation protein 1 -0.97 6,05
OSBPL8 oxysterol binding protein-like 8 -0.95 2,58
PAPD5 PAP associated domain containing 5 -0.91
PPP1R12A protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 12A -0.83 381
GRAMD1C GRAM domain containing 1C -0.82
PRPS2 phosphoribosyl pyrophosphate synthetase 2 -0.82 2,69
PHLDA1 pleckstrin homology-like domain, family A, member 1 -0.81
AHR aryl hydrocarbon receptor -0.81 6,95
GRHL3 grainyhead-like 3 (Drosophila) -0.81
ADK adenosine kinase -0.80 2,12
ADPGK ADP-dependent glucokinase -0.80
SOCS6 suppressor of cytokine signaling 6 -0.79 2,28
TLL2 tolloid-like 2 -0.79
MBNL2 muscleblind-like 2 (Drosophila) -0.79 8,72
SEMAS5A sema domain, seven thrombospondin repeats (type 1 and -0.78 10,47
type 1-like), transmembrane domain (TM) and short
cytoplasmic domain, (semaphorin) 5A
PDE4D phosphodiesterase 4D, cAMP-specific (phosphodiesterase -0.77 13,32
E3 dunce homolog, Drosophila)
SP4 Sp4 transcription factor -0.76
RUNX2 runt-related transcription factor 2 -0.67
PRDM 10 PR domain containing 10 -0.67
FAM126B family with sequence similarity 126, member B -0.66
ADAMTS6 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, -0.66
6
APPL1 adaptor protein, phosphotyrosine interaction, PH domain -0.64
and leucine zipper containing 1
RKHD2 ring finger and KH domain containing 2 -0.64 6,04
KIAA0831 KIAA0831 -0.64
BTBD7 BTB (POZ) domain containing 7 -0.64
PPM1E protein phosphatase 1E (PP2C domain containing) -0.63
C4orf33 chromosome 4 open reading frame 33 -0.63
DPY19L4 dpy-19-like 4 (C. elegans) -0.63
SLC4A4 solute carrier family 4, sodium bicarbonate cotransporter, -0.62 4,17
member 4
SLC1A2 solute carrier family 1 (glia high affinity glutamate -0.62 1,72
transporter), member 2
RAP2A RAP2A, member of RAS oncogene family -0.62
ODz1 odz, odd Oz/ten-m homolog 1(Drosophila) -0.61
SOSTDC1 sclerostin domain containing 1 -0.61 3,95
PRICKLEZ2 prickle homolog 2 (Drosophila) -0.61 3,38
VAPA VAMP (vesicle-associated membrane protein)-associated -0.60
protein A, 33kDa
TMTC2 transmembrane and tetratricopeptide repeat containing 2 -0.60
MMP16 matrix metallopeptidase 16 (membrane-inserted) -0.60
LPP LIM domain containing preferred trans ocation partner in -0.60 1,32
lipoma
GMFB gliamaturation factor, beta -0.60
ABCE1 ATP-binding cassette, sub-family E (OABP), member 1 -0.59 2,51
KLF12 Kruppel-like factor 12 -0.59 1,12
SLC17A6 solute carrier family 17 (sodium-dependent inorganic -0.59 1,43
phosphate cotransporter), member 6
DCX doublecortex; lissencephaly, X-linked (doublecortin) -0.58
ZFHX4 zinc finger homeodomain 4 -0.58




ID4 inhibitor of DNA binding 4, dominant negative helix-loop- -0.57 1,77
helix protein
SFRS1 splicing factor, arginine/serine-rich 1 (splicing factor 2, -0.56 1,57
aternate splicing factor)
CENPC1 centromere protein C 1 -0.56
PHF2 PHD finger protein 2 -0.56
GORASP2 golgi reassembly stacking protein 2, 55kDa -0.55
TRPS1 trichorhinophalangeal syndrome | -0.55
HNRPL heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L -0.54
PAPD4 PAP associated domain containing 4 -0.54
ZMYND11 zinc finger, MYND domain containing 11 -0.53 1,94
RFXDC2 regulatory factor X domain containing 2 -0.53
LRRCC1 leucine rich repeat and coiled-coil domain containing 1 -0.53
DGKB diacylglycerol kinase, beta 90kDa -0.52 2,99
SOCS3 suppressor of cytokine signaling 3 -0.52 2,64
PCDH17 protocadherin 17 -0.52
LPIN1 lipin1 -0.51 1,93
SPARC secreted protein, acidic, cysteine-rich (osteonectin) -0.51 2,62
Clorf34 chromosome 1 open reading frame 34 -0.51
UBR1 ubiquitin protein ligase E3 component n-recognin 1 -0.50
CAMSAPLL1 | calmodulin regulated spectrin-associated protein 1-like 1 -0.50
XRN2 5'-3' exoribonuclease 2 -0.50 2,66
IRS2 insulin receptor substrate 2 -0.50 1,74
Cl2orf4 chromosome 12 open reading frame 4 -0.50 2,33
RPS6KA3 ribosomal protein S6 kinase, 90kDa, polypeptide 3 -0.50
HNRPUL2 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like 2 -0.50
TIAL1 TIA1 cytotoxic granule-associated RNA binding protein-like -0.50
1
DNAJAS DnaJ homology subfamily A member 5 -0.49
KCNMA1 potassium large conductance calcium-activated channel, -0.49 2,68
subfamily M, alpha member 1
KIF2A kinesin heavy chain member 2A -0.49
PUM2 pumilio homolog 2 (Drosophila) -0.49
GNAO1 guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha -0.48 3,69
activating activity polypeptide O
STEAPL six transmembrane epithelial antigen of the prostate 1 -0.48 4,63
SEMA3A sema domain, immunoglobulin domain (I1g), short basic -0.48
domain, secreted, (semaphorin) 3A
WDFY3 WD repeat and FYVE domain containing 3 -0.48 1,66
GPR85 G protein-coupled receptor 85 -0.47 1,68
EBF3 early B-cell factor 3 -0.47
MATR3 matrin 3 -0.46
SLC23A2 solute carrier family 23 (nucleobase transporters), member 2 -0.46
AFAP1L2 actin filament associated protein 1-like 2 -0.46
SPAST spastin -0.46
NDRG3 NDRG family member 3 -0.46 1,93
H3F3A H3 histone, family 3A -0.46 3,97
DUSP5 dual specificity phosphatase 5 -0.46 6,01
FAM13C1 family with sequence similarity 13, member C1 -0.45
COPS7B COP9 constitutive photomorphogenic homolog subunit 7B -0.45 2,57
(Arabidopsis)
TMEM100 transmembrane protein 100 -0.45
RBM25 RNA binding motif protein 25 -0.44
DLG5 discs, large homolog 5 (Drosophila) -0.43 3,06
KCTD9 potassium channel tetramerisation domain containing 9 -0.43




AFF1 AF4/FMR2 family, member 1 -0.43
ARHGAP12 Rho GTPase activating protein 12 -0.42 2,39
MAP4K3 mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 3 -0.42 1,85
PRKCB1 protein kinase C, beta 1 -0.42 4,16
RAPGEF4 Rap guanine nucleotide exchange factor (GEF) 4 -0.42 1,81
NUFIP2 nuclear fragile X mental retardation protein interacting -0.41
protein 2
KIAA1429 KIAA1429 -0.41
CREBZF CREB/ATF bZIP transcription factor -0.41
TOX3 TOX high mobility group box family member 3 -0.41
C50rf30 chromosome 5 open reading frame 30 -0.41
CCNC cyclinC -0.41 2,77
CRSP2 cofactor required for Spl transcriptional activation, subunit -041 1,43
2, 150kDa
CuL1 cullin1 -0.40 2,90
MTCH2 mitochondrial carrier homolog 2 (C. elegans) -0.40
EGR3 early growth response 3 -0.40 2,07
AP1S2 adaptor-related protein complex 1, sigma 2 subunit -0.40
RP11-493K23.3 | similar to poly(A)binding protein, cytoplasmic 1 -0.39
IMPA1 inositol(myo)-1(or 4)-monophosphatase 1 -0.39
MEF2C MADS box transcription enhancer factor 2, polypeptide C -0.39 1,22
(myocyte enhancer factor 2C)
ZMI1Z1 zinc finger, M1Z-type containing 1 -0.39
CITED2 Cbp/p300-interacting transactivator, with Glw/Asp-rich -0.39 1,93
carboxy-termina domain, 2
KRT85 keratin 85 -0.39
RIMS1 regulating synaptic membrane exocytosis 1 -0.39
ovoL1l ovo-like 1(Drosophila) -0.38 2,74
ETV1 etsvariant gene 1 -0.38
C7orf42 chromosome 7 open reading frame 42 -0.38
NAT12 N-acetyltransferase 12 -0.38
RNF38 ring finger protein 38 -0.38 0,86
FAT FAT tumor suppressor homolog 1 (Drosophila) -0.38
BPTF bromodomain PHD finger transcription factor -0.38
GPATCH1 G patch domain containing 1 -0.38
HOOK3 hook homolog 3 (Drosophila) -0.37 1,66
KIAA1212 KIAA1212 -0.37
YTHDF3 YTH domain family, member 3 -0.37
MEGF11 multiple EGF-like-domains 11 -0.37
MECP2 methyl CpG binding protein 2 (Rett syndrome) -0.37
NR4A3 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 3 -0.37 1,79
TGFB3 transforming growth factor, beta 3 -0.37
CCNG1 cyclin G1 -0.37 2,26
TRPV3 transient receptor potential cation channel, subfamily V, -0.37 3,37
member 3
ZRANB2 zinc finger, RAN-binding domain containing 2 -0.37
PLEKHG3 pleckstrin homology domain containing, family G (with -0.36
RhoGef domain) member 3
HBEGF heparin-binding EGF-like growth factor -0.36
LASP1 LIM and SH3 protein 1 -0.36 2,24
PLAA phospholipase A2-activating protein -0.36 4,02
RIC8B resistance to inhibitors of cholinesterase 8 homolog B (C. -0.36
elegans)
IKZF2 IKAROS family zinc finger 2 (Helios) -0.35




GABARAPL1 | GABA(A) receptor-associated protein like 1 -0.35 3,84
BCL11B B-cell CLL/lymphoma 11B (zinc finger protein) -0.35 4,47
ASXL1 additional sex combs like 1 (Drosophila) -0.35
DKFZP686A01247 | hypothetical protein -0.35 2,90
KHDRBSL1 KH domain containing, RNA binding, signal transduction -0.35 191
associated 1
CREB1 CAMP responsive element binding protein 1 -0.34
PHF12 PHD finger protein 12 -0.34
LRRN3 leucine rich repeat neuronal 3 -0.34
ZNF650 zinc finger protein 650 -0.34
Cl4orf147 chromosome 14 open reading frame 147 -0.34 1,53
SOX30 SRY (sex determining region Y)-box 30 -0.34
Cl4orf4 chromosome 14 open reading frame 4 -0.34
APC adenomatosis polyposis coli -0.34 3,45
JOSD1 Josephin domain containing 1 -0.33
RNF34 ring finger protein 34 -0.33 2,29
UNC50 unc-50 homolog (C. elegans) -0.33
CBORFK32 C8orfK 32 protein -0.33
SESTD1 SEC14 and spectrin domains 1 -0.33 2,25
MAPKAP1 mitogen-activated protein kinase associated protein 1 -0.33
ANKH ankylosis, progressive homolog (mouse) -0.33
RALB v-ral simian leukemiaviral oncogene homolog B (ras -0.32
related; GTP binding protein)
REV1 REV 1 homolog (S. cerevisiag) -0.32
LOC153364 similar to metallo-beta-lactamase superfamily protein -0.32 3,47
RPRM reprimo, TP53 dependent G2 arrest mediator candidate -0.32
RICTOR rapamycin-insensitive companion of mMTOR -0.32
RAB10 RAB10, member RAS oncogene family -0.31
SPEN spen homolog, transcriptional regulator (Drosophila) -0.31
MLL3 myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia 3 -0.31
ARHGAP15 Rho GTPase activating protein 15 -0.31
ADCY1 adenylate cyclase 1 (brain) -0.31
RABS8B RAB8B, member RAS oncogene family -0.30
ITGB3BP integrin beta 3 binding protein (beta3-endonexin) -0.30
KIAA1005 KIAA1005 protein -0.30
LAMP2 lysosomal -associated membrane protein 2 -0.30
DLX6 distal-less homeobox 6 -0.30
ZMAT4 zinc finger, matrin type 4 -0.30
NBEA neurobeachin -0.30 3,42
Clorf108 chromosome 1 open reading frame 108 -0.30
TLK1 tousled-like kinase 1 -0.30
Gene ID miR-222 protein target name TargetScan | PicTar
context score
score
TCF12 transcription factor 12 (HTF4, helix-loop-helix transcription -0.80 4,80
factors 4)
KIT v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcomaviral oncogene -0.77
homolog
CDKN1B cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (p27, Kipl) -0.76 591
VGLL4 vestigia like 4 (Drosophila) -0.67
HECTD2 HECT domain containing 2 -0.67
GABRA1 gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, aphal -0.66
MYBL1 v-myb myeloblastosis viral oncogene homolog (avian)-like -0.65
1
RIMS3 regulating synaptic membrane exocytosis 3 -0.64 12,19




RFXDC2 regulatory factor X domain containing 2 -0.60
MARK1 MAP/microtubule affinity-regulating kinase 1 -0.59
NAPLL5 nucleosome assembly protein 1-like 5 -0.59 8,84
PAIP1 poly(A) binding protein interacting protein 1 -0.58
EIF5A2 eukaryotic trandation initiation factor 5A2 -0.58 1,99
HRB HIV-1 Rev binding protein -0.57 2,34
CREBZF CREB/ATF bZIP transcription factor -0.57
IRX5 iroguois homeobox protein 5 -0.56 3,26
TLOC1 trandocation protein 1 -0.55
DCUN1D1 DCNL1, defective in cullin neddylation 1, domain containing -0.54
1 (S. cerevisiae)
RBM24 RNA binding motif protein 24 -0.53 519
NRK Nik related kinase -0.53
PPP3R1 protein phosphatase 3 (formerly 2B), regulatory subunit B, -0.52
alphaisoform
Céorf213 chromosome 6 open reading frame 213 -0.51
C18orf25 chromosome 18 open reading frame 25 -0.51
FNDC3A fibronectin type |11 domain containing 3A -0.49
CCDC64 coiled-coil domain containing 64 -0.48
DMRT3 doublesex and mab-3 related transcription factor 3 -0.47 2,73
NTF3 neurotrophin 3 -0.47
TMCC1 transmembrane and coiled-coil domain family 1 -0.47
ARF4 ADP-ribosylation factor 4 -0.46 2,86
MIER3 mesoderm induction early response 1, family member 3 -0.44
CASZ1 castor zinc finger 1 -0.44
KIAA1370 KIAA1370 -0.44
MYLIP myosin regulatory light chain interacting protein -0.44 2,11
SBK1 SH3-binding domain kinase 1 -0.44
C200rf23 chromosome 20 open reading frame 23 -0.43 2,48
ZFPM2 zinc finger protein, multitype 2 -0.43 2,52
PLEKHC1 pleckstrin homology domain containing, family C (with -0.42 2,56
FERM domain) member 1
C90rf39 chromosome 9 open reading frame 39 -0.42
CDC2L6 cell division cycle 2-like 6 (CDK8-like) -0.41
UNC84B unc-84 homolog B (C. elegans) -041 2,32
WDR47 WD repeat domain 47 -041
PPP1R15B protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 158 -0.40
GARNL1 GTPase activating Rap/RanGAP domain-like 1 -0.40 2,45
ETS1 v-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog 1 (avian) -0.39 4,33
STYX serine/threonine/tyrosine interacting protein -0.39
CAMKK1 cal cium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 1, -0.39
alpha
CHSY1 carbohydrate (chondroitin) synthase 1 -0.39
LOC285382 hypothetical gene supported by AK091454 -0.39
C120rf30 chromosome 12 open reading frame 30 -0.38
ERBB4 v-erb-a erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 4 -0.38
(avian)
UBE2J1 ubiquitin-conjugating enzyme E2, J1 (UBC6 homolog, -0.38 2,91
yeast)
FOXN2 forkhead box N2 -0.38
NSMCE4A non-SMC element 4 homolog A (S. cerevisiag) -0.38
BCL2L11 BCL2-like 11 (apoptosis facilitator) -0.38
YWHAG tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase -0.37 1,37
activation protein, gamma polypeptide
ARNT aryl hydrocarbon receptor nuclear transl ocator -0.37 1,64
BMF Bcl2 modifying factor -0.37 1,31




MEGF9 multiple EGF-like-domains 9 -0.37
ZNF704 zinc finger protein 704 -0.36
ESR1 estrogen receptor 1 -0.36 1,86
ROD1 RODL1 regulator of differentiation 1 (S. pombe) -0.36
ANGPTL2 angiopoietin-like 2 -0.35 2,28
SHANK?2 SH3 and multiple ankyrin repeat domains 2 -0.35 0,92
PDCD10 programmed cell death 10 -0.35 3,53
IRF2 interferon regulatory factor 2 -0.35 2,61
ATXN1 ataxin 1 -0.34 3,30
MLL myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax -0.33
homolog, Drosophila)
INSIG1 insulin induced gene 1 -0.33 2,91
RSBN1L round spermatid basic protein 1-like -0.33 3,32
HIPK1 homeodomain interacting protein kinase 1 -0.33 1,04
EIF3S1 eukaryotic trandlation initiation factor 3, subunit 1 alpha, -0.33 2,13
35kDa
MSL2L1 male-specific lethal 2-like 1 (Drosophila) -0.33
ARID1A AT rich interactive domain 1A (SWI-like) -0.33
PPARGC1A peroxisome proliferator-activated receptor gamma, -0.32
coactivator 1 alpha
CPNES copine VIII -0.32 2,18
HNRPA3 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 -0.32
NOPE likely ortholog of mouse neighbor of Punc E11 -0.32
FMR1 fragile X mental retardation 1 -0.31
MIDN midnolin -0.31
PCDHACL1 protocadherin a pha subfamily C, 1 -0.31 1,69
PCDHAC2 protocadherin a pha subfamily C, 2 -0.31 1,69
PCDHA1 protocadherin alpha 1 -0.31 1,69
PCDHA10 protocadherin alpha 10 -0.31 1,69
PCDHA12 protocadherin alpha 12 -0.31 1,69
PCDHA13 protocadherin alpha 13 -0.31 1,69
PCDHA2 protocadherin alpha 2 -0.31 1,69
PCDHA3 protocadherin alpha 3 -0.31 1,69
PCDHA4 protocadherin alpha 4 -0.31 1,69
PCDHAS protocadherin alpha 5 -0.31 1,69
PCDHAG protocadherin alpha 6 -0.31 1,69
PCDHA7 protocadherin alpha 7 -0.31 1,69
PCDHAS protocadherin alpha 8 -0.31 1,69
SEMAGD sema domain, transmembrane domain (TM), and -0.31 3,64
cytoplasmic domain, (semaphorin) 6D
RNF4 ring finger protein 4 -0.30
FRS2 fibroblast growth factor receptor substrate 2 -0.30
ZNF385 zinc finger protein 385 -0.30 3,43
EIF4AE3 eukaryotic trandlation initiation factor 4E family member 3 -0.30
ACVR2B activin A receptor, type 1B -0.30
TOX thymocyte selection-associated high mobility group box -0.30 7,26
MYO10 myosin X -0.30 2,18
ZADH2 zinc binding alcohol dehydrogenase, domain containing 2 -0.30

Tab. 8.4. Putative Proteintargets der hsa-miR-155, hsa-miR-203 und hsa-mir-222. Die Targets
wurden mittels des Suchalgorithmus TargetScan selektiert und mit den Treffern des




Algorithmus PicTar verglichen. Putative Targets, die einen TargetScan-Score <-0.30 aufwie-
sen, wurden aus Platzgriinden nicht aufgefiihrt.
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