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Einleitung

e 1. Einleitung

» 1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren

Mit ungefahr 64.000 Neuerkrankungen pro Jahr in Deutschland stellt das
Prostatakarzinom (PCa) seit vielen Jahren die haufigste Krebserkrankung der
Manner darl1l. Die Inzidenz liegt bei 106,7 Personen pro 100.000 Einwohner und
25,3% aller Karzinomneuerkrankungen des mannlichen Geschlechts sind Karzi-
nome der Prostata.

Zudem liegt das PCa an Platz drei der haufigsten Krebstodesursachen mit einer
seit einigen Jahren stabilen altersstandardisierten Sterberate von 10,8 %. Das mit-
tlere Erkrankungsalter liegt bei 71 Jahren. Die absolute Uberlebensrate der Pa-
tienten betragt nach 10 Jahren ca. 60 %. Fur das Jahr 2016 rechnet das Zentrum
fur Krebsregisterdaten am RKI mit 66.900 neuerkrankten Patienten. Die Inzidenz
und Pravalenz des PCa sind stark lander- und regionenabhangig. So ist in Europa
zum Beispiel die Schweiz in den Inzidenzraten flihrend mit Gber 150
Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner. Selbst innerhalb Deutschlands sind
grolde regionale Unterschiede zu erkennen. Hier steht Niedersachsen mit einer
Inzidenz von 117,9/100.000 in starkem Gegensatz zu Berlin, wo bei 100.000 Ein-
wohnern nur knapp 57,8 Neuerkrankungen zu verzeichnen sindl'l.

Uberwiegend werden epitheliale Adenokarzinome der Prostata diagnostiziert. An-
dere Tumorentitaten, wie beispielsweise Basalzell- oder Plattenepithelkarzinome,
sind seltenert2l.

Alter, ethnische Herkunft und genetische Pradisposition sind als gesicherte PCa
Risikofaktoren bekannt. Zahlreiche weitere Risikofaktoren werden diskutiert oder
sind Gegenstand der Forschung[3l.

Die starkste Korrelation fur das Auftreten von PCa besteht mit einem hohen Alter.
Nur 25 % aller Neuerkrankungen in Europa werden vor dem 65. Lebensjahr diag-
nostiziertl4l. Studien aus den USA belegen, dass Personen mit afrikanischem Mi-
grationshintergrund eine 58 % hohere Inzidenzrate sowie eine 144 % hdhere Mor-
talitatsrate aufzeigen als Kaukasier. Im Gegenzug konnte bei Amerikanern mit
lateinamerikanischem Migrationshintergrund eine 14 % niedrigere Inzidenz
nachgewiesen werden als bei einer vergleichbaren kaukasischen Kohortel4l.
Beachtlich ist auch die bei jungeren Patienten signifikantere genetische Kompo-
nente. So besteht bei erstgradigen Verwandten ein zweieinhalbfach erhéhtes
Erkrankungsrisiko im Vergleich zu einer Kontrollgruppe ohne familiare Haufungl4l.
Allerdings kdonnen nur 35 % der familiar gehauften Prostatakarzinome bis dato
durch bekannte Genmutationen erklart werden. Zu nennen waren hier unter an-
derem Veranderungen der Gene Breastcancer 1 und 2 (BRCA1 u. 2), Homebox
B13 (HOXB13) oder Nibrin (NBS1)[41.
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Hinweise auf eine Beziehung zum PCa gibt es bei ionisierender und UV-Strahlung,
Rauchen, erhéhtem Body Mass Index (BMI) und hohen IGF-Spiegelnl4l. Die Hohe
des Testosteronspiegels korreliert allenfalls geringfugig mit dem PCa-Risiko.
Dieser Zusammenhang bendtigt jedoch weiterer EvidenzIsl.

» 1.2. Symptomatik, Diagnostik und Therapie

In frihen Karzinomstadien verlauft das PCa-Wachstum zumeist asymptoma-
tischl®l. Erst mit der Gréllenzunahme des Karzinoms ist mit einer anatomisch bed-
ingten, symptomatischen Harnabflussstérung zu rechnen. Dies kann sich durch
Harnverhalt mit Restharnbildung und Dysurie duf3ern. Zudem sind ein verzogerter
Miktionsbeginn, ein abgeschwachter Harnstrahl oder das Nachtraufeln von Urin
typisch. In lokal fortgeschrittenen Stadien sind Nervenlasionen bis zur Impotenz
mdglich. Metastasiert, wird die Erkrankung begleitet von Knochenschmerzen und
Allgemeinsymptomen wie Fieber, Nachtschweill, Gewichtsverlust, Schmerzen
oder auch Anamie.

Da fur das PCa nur im lokalisierten Stadium eine Heilung mdglich ist, kommt der
Friherkennung bei dem anfanglich stummen Verlauf eine grof3e Bedeutung zu.
Die interdisziplinare Leitlinie der Arbeitsgemeinschaft der wissenschaftlichen,
medizinischen Fachgesellschaften (AWMF) empfiehlt bei Mannern ohne Risikofak-
toren ein erstes Screening ab 45 Jahrenl2l. Groer Bestandteil ist die Serumbes-
timmung des prostataspezifischen Antigens (PSA). Nach der Einfihrung des PSA-
Tests 1986 konnten prostatakarzinombedingte Metastasierungen und deren Ko-
morbiditaten um 75% reduziert werdenl?l. Neben seinem Einsatz als Verlaufskon-
trolle oder als Marker fur das Therapieansprechen nimmt das PSA seine wohl
prominenteste Rolle in der Friherkennung des PCa ein. Allerdings ist die Interpre-
tation eben dieser PSA-Friherkennungswerte eine der meist diskutiertesten Fra-
gen der gesamten Humanmedizin[4l. Selbst grol® angelegte Studien kommen teil-
weise zu gegensatzlichen Ergebnissen bezuglich der Mortalitatsreduzierung durch
das PSA-Screening® 9l. Zusatzlich zur benignen PSA-Elevation (durch u.a. BPH,
Prostatitis)[10], addieren sich die geringe Sensitivitdt und Spezifitdt des PSA-
ScreeningsI"l. Diese Schwachen flihren zu einer hohen Zahl an Uberdiagnosen
und damit verbundenen Ubertherapienl'2. Ein {berdies enormer volk-
swirtschaftlicher Aufwandl'3] befeuert das Bestreben effizientere Parameter zu
etablieren; bisher fehlt jedoch ein klinischer Durchbruchl14l.

Zum PCa-Screening gehoéren aullerdem die digital-rektale Untersuchung (DRU)
sowie, bei einem auffalligen Befund, eine ultraschallgesteuerte transrektale Biop-
sie mit typischerweise 10-12 Stanzzylindern.

Die histologische Aufbereitung erlaubt die Unterscheidung zwischen benignen
Zellen bei Prostatitis oder Hyperplasie und Karzinom. Im Karzinomfall wird der
Gleason-Score anhand der Differenzierung des Gewebes bestimmt. Dieser Wert
ist sowohl prognose- als auch therapiebestimmendI1sl. Zusatzliche bildgebende
Verfahren erlauben die Einteilung des Malignoms in das entsprechende TNM-Sta-
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dium nach der Union internationale contre le cancer (UICC). Dieses beschreibt die
Ausdehnung des Primartumors (T) sowie eventuell bestehende Lymphknoten- (N)
und Fernmetastasen (M).

Durch die Kombination aus PSA-Wert, Gleason-Score und TNM-Klassifizierung
werden den Patienten unterschiedliche Risikoprofile (low risk, intermediate risk,
high risk) zugeordnetl'6l. So erfolgt die Abschatzung des Progressions- und
Rezidivrisikos des Tumors, um ein stadiengerechtes, individuelles Therapieman-
agement zu ermdglichen. Unterschieden werden primar kurative und palliative
Therapieansatze. Zudem nehmen Komorbiditaten, das Alter, bzw. die geschatzte
Lebenserwartung des Patienten, der Wunsch nach Therapie sowie das Neben-
wirkungsprofil der einzelnen Behandlungen Einfluss auf die Therapieentschei-
dung.

* 1.2.1 Kurative Therapie

Ungeachtet der Haufigkeit und Relevanz des PCa sind wenige belastbare vergle-
ichende Daten zu den etablierten kurativen Therapieoptionen Active Surveillance,
Radikale Prostatektomie (RPE), perkutane Strahlentherapie oder Brachytherapie
vorhandenl2l, Die deutsche PREFERE-Studie, die das Ziel verfolgte, die kurativen
Therapien bei Patienten mit niedrigem Risikoprofil zu vergleichen, scheiterte
beispielsweise kurzlich bereits in der Rekrutierungsphasel7l.

Bei der Active Surveillance Therapie werden Niedrigrisikoprofilpatienten eng-
maschig Uberwacht, um Ubertherapien zu vermeidenl18l und bei fortschreitendem
Karzinomwachstum einzugreifenl2l. Die primare RPE mit Lymphknotendissektion
ist die einzige operativ-kurative Therapieoption beim PCa. Alternativ besteht die
Maoglichkeit einer primaren Radiatio bei allen Risikogruppenl2l. Komplettiert werden
die anwendbaren Therapieoptionen durch die Brachytherapie. Diese sollte als
Monotherapie jedoch nur bei niedrigem Risikoprofil eingesetzt werdenl2l. Nach der
aktuellen Testphase und Auswertung langfristiger onkologischer Daten, kdnnten
fokale Therapien, bei denen das Karzinom mittels hoher Energie innerhalb der
Prostatakapsel abgetragen wird, zusatzliche Behandlungsansatze bietenl9l.

Bei Patienten mit lokal fortgeschrittenem PCa kommen prinzipiell auch die oben
genannten Therapieoptionen kombiniert oder als Monotherapie in Frage. Allerd-
ings sollte vor der Festlegung einer definitiven Therapie eine interdisziplinar disku-
tierte, multimodale Vorgehensweise angeraten werdenl201,

e 1.2.2 Supportiv- und Palliativtherapie

Ist eine kurative Therapie nicht gewlnscht oder mdglich, wird der Patient palliativ
versorgt. Diese individuelle Behandlung hat nicht die radikale Tumorerradikation
als Ziel, sondern den Erhalt groRtmdglicher Lebensqualitat bei gleichzeitig mini-
maler Einschrankung. Hierzu zahlen beispielsweise das Vermeiden von
Schmerzen und pathologischen Frakturen sowie die Therapie weiterer haufiger
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Symptome wie Fatigue, Gewichtsabnahme oder Harnabflussstérungeni2. 211,
Neben palliativ-chirurgischen (z.B. transurethrale Resektion der Prostata) oder in-
terventionellen (u.a. Pigtail-Katheter-Einlage) Eingriffen werden hormondepriv-
ierende Substanzen zur Reduktion des Wachstumsstimulus auf das PCa verwen-
det. Bei deren Versagen kommen Enzyminhibitoren, wie Abirateron oder zytotox-
ische Substanzen, hier bevorzugt Taxane, zum Einsatzl22l. Begleitend spielen
Schmerztherapiel23], Osteoprotektion, palliative Radiotherapiel201 und eine psy-
chologische Betreuung eine grof3e Rollel24],

* 1.3 Metastasierung, Invasion und Exosomen

Die Uberlebensprognose nahezu aller Krebspatienten wird nicht vom Primartumor
selbst, sondern von dessen metastatischen Absiedlungen bestimmtl2l. Die Ein-
schatzung und idealerweise Einddmmung des metastatischen Potentials eines
Tumors ist somit von entscheidender Bedeutung. Das Prostatakarzinom metas-
tasiert primar lymphogen in die regionalen Lymphknoten und sekundar hamato-
gen, Uberwiegend ossarl2l. Um sich einzeln oder im Zellverbund fortzubewegen
und Metastasen zu bilden, brauchen invasive Zellen Zugang zum systemischen
Kreislauf. Besagtes gelingt mithilfe invasiver Mechanismen und der Degradation
der extrazellularen Matrix (ECM). Zu den Stabilisatoren der ECM zahlen die tight
junctions, zellzwischenraumverschlieRende Membranproteine, welche als eine der
ersten Hurden von entarteten Zellen Uberwunden werden mussenl(26l. Werden sie
zerstort, verliert das Epithel seine physiologische Barriere. In diesen hochkom-
plexen Prozessen scheinen neben anderen Faktoren sogenannte Exosomen eine
wichtige Rolle einzunehmenl?7l, Sie helfen aullerdem bei der frithen Tumorausbre-
itung (early invasion) durch die Vorbereitung prametastatischer Nischen auf die
Ankunft maligner Zellenl28l,

Exosomen sind 30-100 nm grol3e, extrazelluléare Vesikel, die zu den wichtigsten
Entdeckungen der Zellbiologie der letzten 30 Jahre gehodrenl2?l. Sie werden im
Zellinneren aus Endosomen gebildet und von sogenannten multivesicular bodies
nach einer komplexen Mediatorenkaskade, mittels Exozytose in das Interstitium
ausgeschleust. Exosomen enthalten unter anderem Proteine, RNA-Fragmente,
Transkriptionsfaktoren, Lipide und deren Bestandteile wie Cholesteroll29]. Sie wer-
den sowohl von benignen als auch von maligne entarteten Zellen zahlreicher
Gewebe ausgeschieden und spielen eine groRe Rolle bei der zellularen Kommu-
nikation. So kdnnen sie Uber verschiedene Mechanismen ihre Zielzelle exakt ans-
teuern und ihren Inhalt an diese abgeben. Obwohl nicht endgultig geklart ist, wie
lange Exosomen stabil zirkulieren kdnnen, konnte gezeigt werden, dass neben der
parakrinen Kommunikation auch eine Zell-Zell-Kommunikation tber den Blutstrom
stattfindet(29l.

Die Exosomfreisetzung wird durch zellularen Stress bei Genotoxizitat oder Hypox-
ie gefordert, einem Milieu, das sich speziell um Karzinomzellen entwickeltl28l. De-
mentsprechend ist die Anzahl sezernierter Vesikel von malignen Zellen oft hoher.
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Zudem unterscheiden sich die Vesikel benigner und maligner Zellen auch durch
ihren Inhalt. Die Exosomen maligner Zellen verfligen Uber einen hohen Anteil an
MRNA und miRNA. Auferdem sind Wachstumsfaktoren wie VEGF hochregu-
liertl29], Zusammen mit anderen Transkriptionsfaktoren wie TGFR3 oder Matrixmet-
alloproteasen modulieren sie so das Tumorstroma, um gunstige Wachstumsbe-
dingungen zu schaffenl29],

Exosomen bergen somit sowohl fur grundlagenwissenschaftliche, als auch fur klin-
ische Fragestellungen groRRes Potential. So kénnten die Analysen von Tumorexo-
somen in Zukunft dazu beitragen, die Biologie des Tumors besser zu verstehen.
Auch konnten bestimmte Exosomensignaturen bei der Friherkennung, in der Ver-
laufsbeobachtung, der Einschatzung der Metastasierungspotenz und im Thera-
piemonitoring genutzt werden. Zudem ist ein therapeutischer Nutzen beispiel-
sweise durch das Beladen der Exosomen mit pharmakologischen Substanzen
vorstellbarl30. 311,

e 1.4 Genkandidaten

In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurden massenspektrometrisch ermittelte
Proteinsignaturen der Exosomen der Prostatakarzinomzelllinie PC3 und der be-
nignen Zelllinie PNT1A miteinander verglichen. Proteine, die sich lediglich in Exo-
somen der malignen Zellen fanden, wurden einer in silico Analyse in verschiede-
nen Datenbanken unterzogen. Die Auswertung externer Microarray- und Sequen-
zierungsdatensatze legten nahe, dass manche der Proteine im Prostatakarzi-
nomgewebe, signifikant héher exprimiert sind als mit Normalgewebe. Als vielver-
sprechende Kandidatengene wurden u.a. EEF1A2 (eukaryotic translation elonga-
tion factor 1 alpha 2), FABPS5 (fatty acid binding protein 5), GNAI1 (guanine nu-
cleotide binding protein (G protein), alpha inhibiting activity polypeptide 1), MPP6
(membrane protein, palmitoylated 6) und SMPDL3B (sphingomyelin phosphodi-
esterase acid like 3B) identifiziert. Diese bezuglich ihrer Funktion beim PCa wenig
oder nicht beschriebenen Proteine und ihre zugehdrigen Gene wurden zur weit-
eren Charakterisierung in vitro und in PCa Gewebe ausgewahlt. Ihre Eigen-
schaften werden nachfolgend genauer beschrieben.

» 1.4.1 EEF1A2

EEF1AZ2 ist eine der beiden Isoformen des eukariotischen Elongationsfaktor 1-q,
einem Mitglied der G-Proteinfamiliel32l. Anders als seine ubiquitdr vorkommende
Isoform ist EEF1A2 im gesunden Organismus nur in spezialisiertem Gewebe wie
in Herz- und Skelettmuskelzellen oder dem Nervensystem nachweisbar. Seine
physiologischen Aufgaben sind u.a. die Reorganisation des Zytoskeletts, die Pro-
teindegradation sowie die Kontrolle von Wachstum und Apoptose des Zellzyklus.
Aulerdem ist das Gen an der Modulierung von Signalwegen wie dem PI3K/Akt-
Signalweg beteiligt331.
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» 1.4.2 FABP5

Das Fettsauren bindende Protein 5 ist Mitglied der Familie intrazellularer Lipid-
bindner, die hydrophobische Liganden wie langkettige Fettsauren binden, speich-
ern und durch die Zellen transportiereni34l. Durch seine Funktion im Lipidstof-
fwechsel wird ihm eine wichtige Rolle bei der Entstehung inflammatorischer und
metabolischer Erkrankungen wie Psoriasis, Insulinresistenz oder Atherosklerose
nachgesagt.

Weiter konnte gezeigt werden, dass FABP5 bei verschiedenen Malignomen wie
dem Mamma-, Kolon- oder auch Prostatakarzinom uberexprimiert ist[35l.

« 1.4.3 GNAI1

Das Guanin Nucleotid bindende Protein G der Untereinheit a-1 (GNAI1, Ga1)
gehort zur G-Proteinfamilie und ist somit ein Protein, das malRgeblich bei der
Transduktion von intrazellularen Signalwegen beteiligt ist. Die Mitglieder der a-1
Untergruppe fungieren hauptsachlich als Adenylatzyklaseinhibitoren. Zudem kon-
nten praklinische Assays ihre wichtige Rolle bei der Zellproliferation und -differen-
zierung zeigen!(36],

» 1.4.4 MPP6

Das palmitoylierte Membranprotein 6 gehort zur Familie der membranassoziierten
Guanylatzyklasen (MAGUK). Eine detaillierte Charakterisierung von MPP6 liegt
bis dato noch nicht vor, allerdings konnte eine immunhistochemische Farbung des
Proteins im Mausediunndarm ein Gewicht von 55-kDa und eine morphologische
Ahnlichkeit zu E-Cadherin aufdecken. Auerdem wurde MPP6 eine Rolle bei der
Ausbildung der tight junction nachgewiesen. Zudem spielt es auch eine Rolle bei
der Bildung von rRNAIB37-41],

» 1.4.5 SMPDL3B

Die saureahnliche Sphingomyelin Phosphodiesterase 3B ist in die katabolischen
Prozesse des Sphingomyelinstoffwechsels involviert. Hierbei wird ihr Einfluss auf
die Membranstabilitdt der Zellen sowie die zellulare Lipidkomposition attestiert.
Zudem ist bekannt, dass das membranassoziiete SMPDL3B eine Rolle bei
Nierenerkrankungen wie der fokal segmentalen Glomerulonephritis oder auch der
diabetischen Nephropathie spieltl42l.

e 1.5 Zielsetzung der Arbeit

Aufgrund ihrer Bedeutung bei der Metastasierung von Karzinomerkrankungen und
im Hinblick auf potentielle Markereigenschaften erscheint die Untersuchung sowie
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Charakterisierung von Exosomen und ihren Bestandteilen vielversprechend. Hier-
fur ist die genauere Prifung der Expression und Funktion exosomaler Gene im
Tumor notwendig. Dementsprechend wurden in dieser Arbeit nachfolgende
Fragestellungen beleuchtet:

1. Kann die in silico ermittelte Uberexpression der Gene EEF1A2, FABPS5,
GNAI1, MPP6 und SMPDL3B beim PCa an einer unabhangigen Kohorte mit
einer spezifischen Methode validiert werden?

2. Besteht eine Assoziation der Genexpression mit klinischen und histopatholo-
gischen Parametern?

3. Welche Beziehung besteht zwischen der Expression der Gene und dem
Wachstums- und Migrationsverhalten von Prostatazelllinien?

4. Lassen sich durch eine gezielte Inhibition der Gene Wachstums- und Migra-
tionsverhalten von PCa-Zellen modifizieren?

10
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e 2. Material und Methoden

e 2.1 PCR Methoden

» 2.1.1 RNA Isolation

Die RNA-Extraktion erfolgte gemall den Vorgaben des Herstellers mit dem
RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden). Vor dem Extraktionsprozess wurden die Zellen
in einen mit 2-Mercaptoethanol versetzten RLT-Lysepuffer aufgenommen. Dieser
bewirkte das AufschlieRen der Zellen und das Denaturieren der Proteine. Durch
die Zugabe von 2-Mercaptoethanol wurden die im Gemisch vorhandenen RNasen
mittels Reduktion der Disulfidbriicken denaturiert, um eine Degradation von RNA
zu vermeiden.

Die in 6-well Platten kultivierten Zellen wurden nach Entfernung des Mediums
durch Zugabe von 600 pl RLT-Lysepuffer lysiert und nach mehrmaliger Aspiration
durch eine 20-Gauge-Kanule zu einer zahen Masse homogenisiert. Diese wurde
dann im Verhaltnis 1:1 mit 70 %igem Ethanol versetzt, per Vortexmischer gemis-
cht, auf eine MinElute RNA SpinCollumn (Qiagen, Hilden) aufgetragen und bei
13.000 rpm zwei Minuten in einer Mikrozentrifuge (Eppendorf, Hamburg) zen-
trifugiert. Nach Entsorgung des Durchflusses wurde die Saule in drei weiteren
Zentrifugationsschritten bei 13.000 rpm erst mit 600 pyl RW1-Puffer und dann
zweimal mit 500 pl RPE-Puffer gewaschen, um verunreinigende Fettsauren,
Kohlenhydraten, Proteinen und Salze aus dem Lysepuffer zu entfernen. Zur
Eluierung der RNA wurde anschlielend auf 65 °C vorgewarmtes, nukleasefreies
Wasser (Promega, Mannheim) auf die Silica-Membran getraufelt, gefolgt von einer
einminltigen Inkubation bei Raumtemperatur und dreimindtiger Zentrifugation bei
13.000 rpm. Die RNA wurde nachfolgend direkt in ein neues Mikroreaktionsgefal}
ubertragen und auf Eis gelagert. Die RNA-Konzentration wurde mit dem Nano-
Drop 1000 (PEQLAB, Erlangen) photometrisch bei 260 nm bestimmt und in ng/pl
angegeben. Die berechneten Quotienten der Absorption bei 260/230 und 260/280
nm dienten der Qualitatskontrolle der extrahierten RNA. Der Idealbereich der Quo-
tienten liegt bei 1,8-2,2. AnschlieRend wurde die RNA bei -80 °C gelagert.

Um einer Degradation der RNA durch ubiquitar vorkommenden Rnasen vorzubeu-
gen, wurden bei der RNA-Isolation zusatzliche Vorsichtsmalinahmen ergriffen. Bei
allen Arbeitsschritten wurden Einmalhandschuhe getragen und regelmalig
gewechselt. Zudem wurde der Arbeitsplatz vor Beginn der Extraktion mit RNase-
Erase (MPB, FisherScientific, Waltham, USA) abgewischt. Des Weiteren wurden
ausschlieflich Filterpipettenspitzen benutzt, um Verschmutzungen durch die Pipet-
ten selbst zu vermeiden.
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e 2.1.2 cDNA Synthese

Das Umschreiben von mRNA in doppelstrangige, komplementare DNA wird als
cDNA-Synthese oder reverse Transkription bezeichnet und ist Voraussetzung zur
Durchfuhrung einer qRT-PCR (Kap. 2.1.4). Die mRNA Transkription wurde mithilfe
eines kommerziellen cDNA Synthese Kits (Invitrogen, USA) und der M-MLV Re-
verse Transkriptase durchgefuhrt. In dem Kit enthalten sind ein Nukleotid-Mix, die
M-MLV RT, ein entsprechender Reaktionspuffer, ein RNase Inhibitor sowie der
Stabilisator DTT. Zusatzlich wurden pdN6 Random Primer (Roche, Diagnostics
Mannheim) verwendet, um alle proteincodierenden Sequenzen der RNA zu er-
fassen. Die Primer binden zufallig an sechs Nukleotide messende Basenpaarse-
quenzen und sichern so eine gleichmalige reverse Transkription. Die genauen
Volumina der Komponenten sind in Tabelle 1 aufgelistet.

Da der RNase-Inhibitor und die M-MLV Reverse Transkriptase hitzeempfindlich
sind, wurden sie bis zur unmittelbaren Verwendung bei -20°C gelagert. Alle an-
deren Zusatze wurden wahrend der Durchfihrung des Protokolls auf Eis belassen.
In folgenden Mengen pro RNA-Probe wurden die Reagenzien fur die Reaktion
gemischt:

Tab.1: Reaktionsvolumen bei der cDNA Synthese
4 ul 5 mg/ml pdN6 (Random primer, Roche, Diagnostics Mannheim)
4 yl 10 mM dNTP Mix
16 pl 5 x M-MLV-Puffer (First Strand-Buffer)
8ul 0,1 MDTT
4 ul RNaseOUT
4 yl M-MLV Reverse Transkriptase

40 yl  Gesamtvolumen

Um ihre Degradation zu vermeiden, wurde die RNA erst nach Ansetzen der
Reagenzien aufgetaut. Zunachst wurde sie mit nukleasefreiem H20 im Verhaltnis
1:10 auf 40 pl verdlinnt, dann 10 Minuten bei 65 °C erhitzt, und auf Eis abgekulnhlt
sowie zentrifugiert.

Anschlielend wurde die verdinnte RNA im Verhaltnis 1:1 mit dem oben
beschriebenen Reaktions-Mix gemischt. Es resultierte ein Reaktionsvolumen von
80 ul.

Die cDNA-Synthese wurde dann in einem Inkubationsmischer (Grant Instruments,
Cambridgeshire, UK) wahrend 2 Stunden bei 37 °C durchgefuhrt. Abschlieend
wurde die M-MLV RT durch eine finfminltige Erhitzung auf 65 °C deaktiviert und
die cDNA bei —20 °C gelagert.

Um bei nachfolgenden Versuchen Aussagen Uber die Reinheit der Proben sowie
des Reaktionsgemischs treffen zu konnen, wurden Negativkontrollen, bei denen

anstelle der RNA nukleasefreies Wasser in die Reaktion eingesetzt wurde, erstellt.
12
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« 2.1.3 PCR zur Uberpriifung der Primerqualitit

Primer sind kurze Initiatorsequenzen, die im Rahmen der Polymerasekettenreak-
tion (PCR) eingesetzt werden, um bestimmte DNA-Sequenzen gezielt zu ampli-
fizieren. Die Reaktion basiert auf den katalysatorischen Fahigkeiten der 1969 in
Bakterien entdeckten, hitzestabilen Tag-Polymerasel43l. Das Primer-Design ist hi-
erbei einer der entscheidenden Qualitatsfaktoren. Die Effizienz der entworfenen
Primer wurde anhand qualitativer PCR’s Uberprift, die bei korrekt bindenden
Primern, stark amplifizierte, kurzkettige Abschriften der urspringlichen cDNA-
Molekule produizierten.

Nach der abgelaufenen PCR wurde das Reaktionsgemisch auf ein Agarosegel
aufgetragen und die Genprodukte mittels Elektrophorese bei einer Spannung von
100 V wahrend 20 min entsprechend der GroRe aufgetrennt. In einem UV-
Lichtscanner (Biometra, Goéttingen) konnten die Genabschriften dann als ange-
farbte Bande visualisiert werden. Merkmale der Primerqualitat waren die Grole,
Dichte, Scharfe und Exklusivitat der Bande. Zur Uberpriifung der Reinheit des
Reaktionsmixes sowie der cDNA wurden Negativproben mit nukleasefreiem
Wasser bei jedem Lauf mitgefahren.

Ruckschlisse auf die Menge der zugrundeliegenden RNA in der urspringlichen
Probe sind mit dieser Methode nicht mdglich. Die genaue Zusammensetzung des
Versuchsansatzes findet sich in Tabelle 2. Die Reagenzien wurden von Life Tech-
nologies (Carlsbad, USA) bezogen.

Tab.2: Reaktionsgemisch der qualitativen PCR

5ul 10 x PCR Puffer ohne MgCl>
3 ul MgClo

0,5yl dNTPs

0,5yl Taq Polymerase
1yl Forward Primer (100 pmol/ul)
1 ul Reverse Primer (100 pmol/pl)

37 ul destilliertes H20
2yl cDNA Template

50 yl Gesamtvolumen

Die Polymerasekettenreaktion selbst wurde nach folgendem Protokoll durchge-
fuhrt:
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Tab.3: Protokoll der qualitativen PCR

95 °C 2 Minuten 1Xx
95 °C 30 Sekunden
60 °C 45 Sekunden 35 Zyklen
72 °C 60 Sekunden
72 °C 5 Minuten 1 X
4°C Unendlich

» 2.1.4 Quantitative PCR mit TagMan Sonden

Die quantitative PCR (gPCR oder Real Time Quantitative PCR) ermoglicht es, die
Menge des in der Probe analysierten Genproduktes im Vergleich zu einem oder
mehreren stabil exprimierten Referenzgenen, auch house keeping genes genannt,
zu bestimmenl44],

Die Quantifizierung des PCR-Produktes erfolgt durch wiederholte Fluo-
reszenzmessungen wahrend der PCR-Zyklen. Damit Fluoreszenzsignale
abgegeben werden, missen dem PCR-Mix Sonden (probes) hinzugefligt werden,
die sich, ahnlich den Primern, an die Zielsequenz anlegen. Diese werden dann
von der Tag-Polymerase abgebaut, wonach ein daran gekoppeltes Fluorphor ein
messbares Signal abgibt. Mittels sogenannter Quencher werden die Fluorphor-
Signale von nicht gebundenen Sonden unterdrickt.[45].

Fir den Versuchsaufbau wurden 96-well Platten verwendet, sodass die gleichzeit-
ige Analyse einer grolkeren Menge an Proben und Kontrollen mdglich war. Die
Konzentrationsverhaltnisse des PCR-Mix sind in Tabelle 4 beschrieben. In
manchen Versuchen wurden zur Optimierung der Versuchsbedingungen Anderun-
gen an der Primerkonzentration vorgenommen. Das geanderte Volumen wurde
durch eine Anpassung der Menge an nukleasefreiem H2O ausgeglichen.

Tab.4: Reaktionsgemisch der quantitativen PCR mit Taq-Polymerase

10 yIl TagMan Fast Universal PCR Mastermix (Life Technologies)
0,75 pl Forward Primer (300 nM)
0,75 yl Reverse Primer (300 nM)
0,5 pul' Probe (200 nM)
6 ul Nukleasefreies Wasser
2 ul cDNA Template

20 yI Gesamt
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Zunachst wurde der PCR-Mix ohne cDNA entsprechend der Anzahl der zu unter-
suchenden Proben angesezt. Hierbei wurden alle Proben in Duplikaten oder Trip-
likaten untersucht. AnschlieBend wurden jeweils 18 pl des PCR-Mix’ und 2
cDNA in die entsprechenden wells pipettiert. Um Kontaminationen zu vermeiden
wurden die Pipettenspitzen nach jeder Probe gewechselt. Fur die Negativkon-
trollen wurden anstelle der cDNA je 2 ul nukleasefreien Wassers hinzugegeben.
Die 96-well Platte wurde anschlie®end in das StepOnePlus Real Time PCR Sys-
tem von Applied Biosystems (Foster City, USA) eingespannt und das TagMan Fast
Advanced Real Time PCR Programm gestartet. Dieses bestand aus 40 repetitiven
Zyklen, bei denen jeweils zunachst fir 1 Sekunde auf 95 °C erhitzt wurde. Dann
wurde die Temperatur fir 20 Sekunden auf 60 °C heruntergefahren. Die Fluo-
reszenzmessungen, also die indirekten Messungen des vorhandenen Genmateri-
als, fanden wahrend der Plateauphase bei 60 °C statt. Die Basensequenzen der
verwendeten Primer sind im Anhang aufgelistet.

e 2.2 Kohorte

Um die Expression bezuglich der oben beschriebenen Kandidatengene in unter-
schiedlichen Stadien des PCa quantifizieren zu kénnen, bedienten wir uns der
kauflich erwerblichen Prostatakarzinom Kohorte TissueScan™ Prostate Cancer
cDNA Array Il (Bstnr. HPRT502, OriGene Technologies, Rockville, USA). Die Ko-
horte umfasst 40 auf R-Aktin normalisiete cDNA-Proben von Prostatakarzi-
nomgewebe sowie 8 als Normalkontrolle dienende Patientenproben mit benigner
Prostatahyperplasie. Die Auswahl der Kohorte erfolgte aufgrund ihrer soliden Vari-
anz in Bezug auf Tumorstadium, TNM-Klassifikation und Gleason-Score. Die de-
taillierte klinische Einteilung der Kohorte ist in Tabelle 7 aufgezeigt.

Die 48 cDNA Proben waren in 96 well Platten in den wells C1 bis F12 vorgelegt.
Die verbleibenden freien wells erlaubten im gleichen gqPCR-Lauf bekannte Vergle-
ichsproben, wie z.B. eine gut charakterisierte Zelllinie, mitzufihren. Um den Mater-
ial- und Kostenaufwand zu reduzieren, wurde bei einigen Platten eine Duplex PCR
durchgefuhrt. Hierbei werden in einer Probe zwei Gene amplifiziert. So wurde in
einer Reihe von Vorexperimenten die optimale Konzentration der beiden be-
nutzten Primerpaare ermittelt, um eine Reduktion der Sensitivitat der Duplex-PCR
zu vermeiden. Eine erhdohte Anzahl an Primern und Sonden kann zu Wechsel-
wirkungen zwischen den Oligonukleotiden und nicht selten zur Bildung sogenan-
nter Primerdimeren flihren, welche die Resultate verfalschen. Dies galt es in
Vorversuchen zu objektivieren und auszuschlieRenl43l,

Zum Ausgleich von Assayschwankungen zwischen den Platten wurden die cT-
Werte erst auf die als Standard mitgefuhrte Zelllinie PC3 normalisiert. An-
schlieend erfolgte die Auswertung nach der etablierten Formel 2-(AAcT)46]1 normal-
isiert auf das Housekeeping Gen CALM und referenziert auf die mediane Expres-
sion in Kontrollpatienten mit BPH.
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e 2.3 Zellkultur und Zellassays

» 2.3.1 Allgemeine Zellkultur

Die Arbeiten in der Zellkultur erfolgten im urologischen S1 Forschungslabor der
Universitatsmedizin Mannheim nach den internationalen Richtlinien fur mikrobiolo-
gisches Arbeiten. Die notwendigen Bedingungen garantierte ein entsprechend
ausgestatteter Zellkulturraum mit einer Werkbank und konstant laminar absaugen-
dem Luftstrom (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) sowie einem
Brutschrank (Hera-Cell 150, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) zur Inkuba-
tion der Zelllinien bei Standardbedingungen (37 °C, 5 % CO2, 100 % Luft-
feuchtigkeit).

Die verschiedenen Zelllinien wurden nach dem Auftauen (vgl. Kap. 2.3.1.3) in
speziell beschichteten 75 cm2 grol3en Zellkulturflaschen (BD, New Jersey, USA)
kultiviert. Sie wurden sie regelmaRig, ihrem jeweiligen Wachstumsverhalten
angepasst, passagiert (subkultiviert).

2.3.1.1 Die Subkultivierung der Zellen

Bei einer Konfluenz von 70-80 % wurden die Zellen subkultiviert. Hierfir wurde
nach Absaugen der verbrauchten Nahrldsung eine vorgewarmte phosphat-
gepufferte Salzlésung (DPBS, Life Technologies, Waltham, USA) hinzugegeben,
um letzte Mediumreste abzuspulen. Nach dem Entfernen der DPBS-Lésung wurde
der Flaschenboden mit 3 ml 0,25 % Trypsin/1 mM Ethylendiamintetraessigsaure
(Trypsin-EDTA, Life Technologies, Waltham, USA) bedeckt. Trypsin greift die Zell-
Matrix-Verbindungen an und 16st die Zellen vom Kunststoffboden, wahrend EDTA
als Ca2*-Chelator die Zell-Zell-Verbindungen zerstort471,

Dieser Vorgang wurde durch kurzes Inkubieren der Zellkulturflaschen im
Brutschrank unterstutzt. Der Ablésungsprozess wurde regelmaldig licht-
mikroskopisch kontrolliert, um den zellintegritatsschadenden Effekt des Trypsins
zu vermeiden. Nachdem die adharent wachsenden Zellen vollstandig abgelost
waren, wurde die Zellsuspension je nach Wachstumsgeschwindigkeit in unter-
schiedlichen Konzentrationen in sterile 75 cm2 Zellkulturflaschen Gberfuhrt.

2.3.1.2 Das Einfrieren der Zellen

Zwecks Erhalt niedriger Passagen wurden die Zellen zur dauerhaften Lagerung
eingefroren. Hierfur wurde die Suspension mit den abgeldsten Zellen in 50 ml Fal-
con-Roéhrchen (BD, New Jersey, USA) uberfuhrt. Nach anschlieRender
funfmindtiger Zentrifugation bei 1200 rpm wurde der Uberstand verworfen und das
Zellpellet in einer entsprechenden Menge (pro Zellkulturflasche 10 ml) Medium re-
suspendiert.

16



Material und Methoden

Die Zellsuspension wurde dann mit 10 % des Gefrierschutzmittels Dimethylsulfox-
id (DMSO) (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) versetzt. So wurde die Bildung von
Eiskristallen verhindert, die zur Schadigung von Zellorganellen fuhrenl48l. In der
Folge wurde die Zellsuspension in 1 ml groRe Kryorohrchen uberfuhrt und 24 h bei
-80 °C aufbewahrt. AnschlielRend wurden die Zellen zur permanenten Lagerung in
einen Stickstofftank transferiert.

2.3.1.3 Das Auftauen der Zellen

Zur Minimierung von strukturellen Zellschaden soll der Vorgang des Auftauens
rasch erfolgen. Deshalb wurden die zum Aussaen benutzten 25 cm2 Zellkultur-
flaschen (BD, New Jersey, USA) mit dem entsprechenden Medium (6 ml) befullt
und vorgewarmt.

AnschlieBRend wurden die Kryorohrchen im 37 °C warmen Wasserbad zwei
Minuten aufgetaut. Nach grindlicher Desinfektion des Réhrchens wurde die Zell-
suspension in ein Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und 5 Minuten bei 1200 rpm
abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 2 ml Medium re-
suspendiert und in die vorbereitete Zellkulturflasche Uberfuhrt. Nach einer
Anwachsphase von 24 h wurde das Medium in der Zellkulturflasche zur Halfte
durch frisches ersetzt. Bei entsprechender Konfluenz wurden die Zellen in gréRere
Kulturflaschen Uberfuhrt.

2.3.1.4 Die Bestimmung der Zellzahl

Die Bestimmung der Zellkonzentration erfolgte mithilfe einer Neubauer Zahlkam-
mer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Auf diese wurde nach leichtem
Behauchen ein geeichtes Deckglas aufgebracht, sodass zwischen den Glass-
chichten ein Hohlraum mit definiertem Volumen entstand.

Aus einer abzentrifugierten und auf 10 ml eingestellten Zellsuspension wurden 10
Ml entnommen und mit 90 pl isotonischer Natriumchlorid-Losung Delta Select
(AlleMan Pharma, Rimbach) sowie 100 pl Trypanblau (Life Technologies, New
Jersey, USA) in einem 1,5 ml-Mikroreaktionsgefal® vermengt. Das Trypanblau, ein
Diazofarbstoff, penetriert die Zellmembran von abgestorbenen oder perforierten
Zellen und farbt diese durch Proteinbindung dunkelblau. Vitale, intakte Zellen wer-
den nicht angefarbt und sind von einem hellen Ring umgebenl49],

Von dieser Losung wurden 10 ul unter das Deckglas der Zahlkammer pipettiert.
Das Auszahlen der intakten Zellen erfolgte in allen vier Quadranten nach dem gle-
ichen Ableseschema. Hierfur wurden nur die vitalen Zellen innerhalb der Quadran-
ten und jene, die links und unten die Abgrenzung berihrten als Gesamtzellzahl
zusammengezahlt. Aufgrund der definierten Kantenlange der kleinen Gruppen-
quadraten und der Kammerhdhe von 0,1 mm konnte die Gesamtzellzahl der ur-
sprunglichen Suspension durch folgende vereinfachte Formel pro Mililiter errech-
net werden:
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Zellzahl/ml = Gesamtzellzahl x 50.000

Wegen der anfanglichen Suspensionsmenge von 10 ml ergab sich die absolute
Zellzahl aus der Multiplikation der Zellzahl pro ml mit 10.

e 2.3.2 Verwendete Zelllinien

Die verwendeten Medien (Life Technologies, New Jersey, USA) wurden steril mit
keimfreiem fetalem Kalberserum (FBS, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) vermengt
und bei 4 °C im Kihlschrank aufbewahrt. Vor jedem Zellkontakt wurde das Medi-
um in einem Wasserbad (GFL, Burgwedel, Deutschland) auf 37 °C erwarmt. Ein
Mediumwechsel erfolgte regelhaft drei Mal pro Woche.

Fir die verschiedenen Assays wurden zwei unterschiedlich aggressive PCa Zel-
llinien, eine Zelllinie aus Gewebe benigner Prostatahyperplasie sowie eine konflu-
ent wachsende Zelllinie aus Nierenepithel verwendet.

2.3.2.1 PC3

Die Zelllinie PC3 (Abbildung 1) wurde 1979 aus einer Knochenmetastase eines an
einem fortgeschrittenen Prostatakarzinom erkrankten, 62jahrigen Kaukasiers
isoliertl301. Ihr wird hohes metastatisches Potential zugeschrieben; so ist sie in der
Lage in immundefizienten Mausen Tumore zu bilden. Sie gehort zweifelsohne zu
den am meisten untersuchten und verwendeten Zellmodellen beim Prostatakrazi-
nom und wachst in einer adharenten Einzelzellschicht. Zudem ist sie PSA-negativ
und ahnelt morphologisch einem Grad IV Adenokarzinoml50. 511, Die PC3 Zelllinie
wurde von ATCC (Wesel) bezogen und in D-MEM- Medium mit 10 % FBS-Zusatz
(Life Technologies, New Jersey, USA) kultiviert.
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Abb.1: Die adharent wachsende Zelllinie eines fortgeschrittenen Prostatakarzinoms (PC3) im Lichtmikroskop
(10-fache Vergréfierung).

2.3.2.2 DU145

Die DU145 Zelllinie (Abbildung 2) gehort, wie die PC3 Zelllinie, zu den ,klassis-
chen Zelllinien” der Prostatakarzinomforschung. Sie wurde 1978 erstmals
beschrieben und entstammt einer Hirnmetastase eines 69jahrigen, an PCa Grad
IV erkrankten KaukasiersI52l. Im Vergleich zu den PC3-Zellen ist das metastatische
Potential als moderat zu beschreibenl31l. Die DU145 Zellen sind tumorigen in
Mausen, haben ein epitheliales Aussehen und wachsen als adharenter Monolayer.
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Sie sind PSA-negativl’2l. Die DU145 Zelllinie wurde ebenfalls von ATCC (Wesel)
bezogen und in D-MEM- Medium mit 10 % FBS-Zusatz kultiviert.

Abb.2: Die adharent wachsende Zelllinie eines fortgeschrittenen Prostatakarzinoms (DU145) im Licht-
mikroskop (10-fache VergréRerung).

2.3.2.3 PNT1A

Die PNT1A-Zelllinie (Abbildung 3) wurde 1991 aus benignem humanem
Prostatagewebe postmortem bei einem 35jahrigen Kaukasier isoliert!33l. Morphol-
ogisch ahneln die Zellen differenziertem luminalem Prostatagewebe, wachsen in
einem adhahrenten Monolayer und sind nicht tumorigen in Mausen. Aus diesem
Grund werden die PNT1A-Zellen vielfach als Modell flr gesundes Prostatagewebe
in wissenschaftlichen Arbeiten verwendet. PNT1A-Zellen sind zudem PSA-
negativi54. Die PNT1A-Zelllinie wurde von Sigma Aldrich (Hamburg) bezogen und
in RPMI- Medium mit 10 % FBS-Zusatz (Life Technologies, USA) kultiviert.
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Abb.3: Die adherent wachsende benigne Prostatazelllinie (PNT1A) im Lichtmikroskop (10-fache Ver-
gréRerung).
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2.3.2.4 MDCK-C7

Die MDCK Zelllinie (Abbildung 4) wurde 1958 aus dem Sammelrohr einer Niere
eines weiblichen Cockerspaniels isoliert und etabliert. 1994 konnte eine Arbeits-
gruppe einen MDCK-C7 genannten Subklon differenzierentssl. Phanotypisch
wachsen die MDCK-C7 Zellen adharent als einschichtiger Monolayer mit
schmalen Interzellularspalten. Die Zellen ahneln in ihrer flachen, polygonalen
Form den Hauptzellen des Sammelrohrepithels der menschlichen Niere. Dank
ihrer speziellen Morphologie sind sie, in einem Verbund wachsend, in der Lage
stabile und konstant hohe transepitheliale Widerstande aufzubauen. Diese kénnen
mit elektrophysiologischen Methoden valide und einfach gemessen werdenlssl,
Aus diesem Grund wird die Barrierefunktion des MDCK-C7 Subklons als Modell
einer Epithelschicht im unten beschriebenen in vitro Invasionsassays benutzt.
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Abb.4: Die adherent wachsende Urothelzelllinie (MDCK-C7) im Lichtmikroskop (34-fache Vergréf3erung).

Die MDCK-C7 Zellen wurden aus der experimentellen Dermatologie der Univer-
sitatsmedizin Mannheim von der Forschungsgruppe um Herrn Prof. Dr. med. Ste-
fan W. Schneider bezogen. Sie wurden in MEM-Medium mit zusatzlich 2mM Glut-
amin, 10 % FBS und 1 % Penicillin Streptomycin (Life Technologies, New Jersey,
USA) kultiviert. Eine Subkultivierung erfolgte bei 80 %iger Konfluenz, wobei ein
normaler Mediumwechsel dreimal pro Woche stattfand. Durch ihr festes Anhaften
am Boden der Kulturflasche und den starken Zellverbund erforderte die Subkul-
tivierung der MDCK-C7 Zelllinie ein modifiziertes Protokoll im Vergleich zum oben
beschriebenen Passagieren der Zelllinien.

Nachfolgend an das Absaugen des verbrauchten Mediums und an den Waschvor-
gang mit DPBS, wurde der Flaschenboden grof3zigig mit 4 ml EDTA-Puffer be-
deckt und im Brutschrank inkubiert um durch Komplexierung der Kalziumionen die
Zelladhasionen aufzubrechen. Tabelle 5 zeigt die Komponenten des EDTA-
Puffers.

Tab.5: Zusammensetzung des EDTA-Puffers
0,2 g Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA, Merck, Darmstadt)
8 g Natriumchlorid (NaCl, Merck, Darmstadt)
0,2 g Kaliumchlorid (KCI, Merck, Darmstadt)
1,15 g Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,, Merck, Darmstadt)
0,2 g Kaliumdihydrogenphosphat (KH,PO,, Merck, Darmstadt)

—> aufgeldst in 1 | destilliertem H.O

Die Inkubationdauer variierte je nach Wachstumsdauer und Konfluenz der Zellen
in der Flasche zwischen 15-60 Minuten. Abgesaugt wurde das EDTA, wenn im
Lichtmikroskop hell leuchtende Interzellularspalten zu erkennen waren; ein Ze-
ichen flr das sogenannte ,Abkugeln® der C7-Zellen, dem Aufbrechen der Zell-Zell-
Kontakte. Anschlielend sorgten 3 ml 0,25 % Trypsin-EDTA-L6sung und eine
erneute, kurze Inkubationszeit von wenigen Minuten fur das vollstandige Abldsen
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der Zellen vom Flaschenboden. Die Wirkung des Trypsins wurde durch den Trans-
fer der Zellsuspension in ein Zellkulturréhrchen mit mindestens aquivalentem Vol-
umen an Medium gestoppt. Daraufhin konnte der Transfer der MDCK-C7 in, mit
10-15 ml C7-MEM-Medium vorbereitete 75 cm?2 Zellkulturflaschen in der gewln-
schten Verdunnung erfolgen.

¢ 2.3.3 Verwendete Zusiatze
2.3.3.1 TGFB3

TGFB (transforming growth factor beta) ist ein Signalmolekul aus der Familie der
Zytokine und reguliert somit das Wachstum und die Differenzierung von Zellen.
Bei Saugetieren konnten bisher 3 Isoformen (1-3) nachgewiesen werden. Dem
TGFB werden pleiotrope physiologische und pathophysiologische Effekte
zugeschrieben. Bei der Karzinomentstehung ist TGFB insbesondere in Angio-
genese und Epithelial-mesenchymale Transition involviert. Mit dem Voranschreiten
eines Tumors hat TGFf vor allem eine hohe Bedeutung bei der Migration und In-
vasion entarteter Zellenl571. Zudem wurde sein Vorkommen in Exosomen
nachgewiesenl?9l. Aufgrund dieser Eigenschaft haben wir uns dazu entschieden,
TGFB als Positivkontrolle unseres Invasionsassays einzusetzen. TGFB1 und
TGFB2 konnten bereits als Produkt von PC3 Zellen nachgewiesen werdenl58l. De-
shalb beschlossen wir, in unseren Versuchen die Isoform TGFB3 (R&D Systems,
Minneapolis, USA) zu verwenden.

2332 MTT

Das Tetrazoliumsalz (MTT) (Promega, Mannheim) wird in Versuchen zur Bestim-
mung der Zellviabilitat eingesetzt. Als wasserunloslicher Redox-Farbstoff akku-
muliert MTT nur in den Mitochondrien lebender Zellen, wird enzymatisch zu einem
Formazan abgebaut und generiert einen violetten Farbstoff mit einem messbaren
Absorptionsmaximum bei 492nm. Es besteht also eine direkte Korrelation zwis-
chen der Absorption bei ca. 490nm und der Anzahl vitaler Zellen. Dies ermoglicht
Ruckschlisse auf die vorhandene Zellzahl und somit auf die jeweilige Wachs-
tumsgeschwindigkeit bzw. Mitoserate der Zellen. Die MTT-Losung musste vor
Lichtexposition geschitzt werden um die Farbintensitat nicht vor der eigentlichen
Messung zu beeinflussenl59l,

e 2.3.4 MTT Proliferationsassay

Mit dem MTT Proliferationsassay wurde das Wachstumsverhalten der unter-
schiedlichen Zelllinien objektiviert. Hierfur wurden die Zellen nach dem Ldsen und
Abzentrifugieren in der Konzentration von 60.000/ml beziehungsweise 4500 Zellen
pro well in einem Gesamtvolumen von 100 ul in eine 96-well Platte ausgesat. Pro
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Zelllinie und Versuch wurden 3 x 3 technische Replikate angelegt. Nach 48 h
Wachstum wurden je 10 pl MTT zum ersten Triplet der untersuchten Zelllinie zuge-
fugt und nach drei Stunden Inkubation in einem ELISA-Reader (Tecan, Mannedorf,
Schweiz) ausgewertet. Weitere 72 h und 96 h spater wurde diese indirekte Zel-
|zahlauswertung wiederholt, um eine kontinuierliche Proliferationsentwicklung der
Zelllinie Uber die Zeit darstellen zu konnen. Die unten dargestellten Ergebnisse
wurden aus drei identisch ausgefuhrten biologischen Replikaten gemittelt.

» 2.3.5 MDCK-C7 Invasionsassay

Gangige Techniken zur Untersuchung der Invasion, wie beispielsweise die Boyden
Chamber, basieren auf dem Prinzip des zellkontaktvermittelten Abbaus einer
ECM-Barriere und der nachfolgenden linearen Migrationsmessung invasiver
Zellenl0l. Einen neuen Ansatz bietet ein erstmals bei Arbeiten zum invasiven Ver-
halten von Melanomzellen beschriebenes und in unsere Arbeitsgruppe weiteren-
twickeltes Testverfahreni®1l. Die nachfolgend als MDCK-C7 Invasionsassay beze-
ichnete Methode erfasst den durch Produkte von Tumorzellen verursachten,
messbaren elektrophysiologischen Widerstandsverlust eines Epithelverbundes als
Zeichen der Zerstorung seiner tight junctions und kann somit Ruckschlusse auf
frihinvasive Prozesse liefernt62l,

HierfUr werden die zu untersuchenden Zellen in eine Filtertasse, fortan als insert
(Corning Inc., Corning, USA) bezeichnet, ausgesat, an deren Boden eine 20 pym
dicke, 4,2 cm? flachige, Membran mit einer Porengrofie von 0,4 um angebracht ist.
Diese ist permeabel flr sekretierte Moleklle, lasst jedoch direkte Interaktionen
zwischen Zellen auf der Ober- und Unterseite nicht zu. An der Unterseite dieser
Membran wachsen MDCK-C7 Zellen als adharenter Monolayer und bilden in Ab-
hangigkeit ihrer Konfluenz einen messbaren Widerstand aus. Durch wiederholtes
Messen dieser Resistenz Uber mehrere Tage kann das invasive Potential anhand
von Ausmal’ und Geschwindigkeit eines Widerstandverlustes quantifiziert werden.
Die Abbildung 5 zeigt eine schematische Darstellung des Versuchsaufbaus.

] L— well

insert

Prostatazellen

Permeable Membran

MDCK-C7 Monolayer

Abb.5: Schematische Darstellung des MDCK-C7 Invasionsassays. Die untersuchten Zellen wurden durch eine
permeable Membran von dem MDCK-C7 Monolayer getrennt. Anhand Widerstandsmessungen (TEER) wurde
die Invasivitat bestimmt.
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2.3.5.1 Versuchsprotokoll

Die im Assay verwendeten inserts sind an die Einsenkungen von 6-well Platten
angepasst. In einem ersten Schritt wurden die inserts mithilfe von anatomischen
Pinzetten unter sterilen Bedingungen mit den Fligeln nach unten in einer
Petrischale (Sarstedt, Numbrecht) positioniert. AnschlieRend wurde vom Mem-
branrand aus 1 ml MDCK-C7 Medium auf die Membran pipettiert, um sie zu
aquilibrieren. Abgedeckt mit einer zweiten Petrischale erfolgte eine 60 mindtige
Inkubation bei 37 °C im Brutschrank. Diese Zeit wurde fur das Einstellen der
MDCK-C7 Zellen auf 250.000 Zellen/ml genutzt. Ahnlich dem Kulturprotokoll,
musste hier auch das Protokoll der Zellzahlbestimmung modifiziert werden. 10 pl
der Zellsuspension wurden direkt in die Neubauer Zahlkammer pipettiert und die
Summe der Zellen in den ausgezahlten 4 Quadranten als Mittelwert mit 10.000
multipliziert, um die Konzentration pro Mililiter zu errechnen:

MDCK-C7 Zellzahl/ml = Mittelwert x 10000

Nach Ende der Aquilibrierungszeit wurden die Petrischalen vorsichtig aus dem
Brutschrank gehoben, um ein Verschiutten des Mediums zu vermeiden. Danach
wurde das Medium wieder vom Rand abgesaugt, um die Integritat der Membran
nicht zu beeintrachtigen. Nun konnte die eingestellte MDCK-C7 Zellsuspension
tropfchenweise auf die Membran getraufelt werden. Hierauf folgte eine 4-stlindige
Brutschrankinkubation, wahrend der die Zellen auf die Membran absanken und
anhafteten. Im Anschluss wurden die inserts ohne Absaugen des Mediums mithilfe
einer Pinzetten in eine mit 3 ml Medium pro well vorbereitete 6-well Zellkulturplatte
transferiert. Hierbei zeigte die mit MDCK-C7 Zellen besiedelte Seite der Membran
nach unten (vgl. Abb. 5). In die inserts wurden dann nochmals 3 ml Medium
hinzugefugt und die 6-well Platten in den Brutschrank gestellt. Am folgenden Tag
wurden sowohl aus den wells als auch den inserts je 2 ml Medium durch frisches
ersetzt um einerseits ausreichend Nahrstoffe bereitzustellen, aber auch um ander-
erseits die von den Zellen bereits produzierten Wachstumsfaktoren nicht zu stark
zu verdunnen. Die 6-well Platten wurden nachfolgend fur weitere 72 Stunden im
Brutschrank inkubiert.

2.3.5.2 6-well Plattenwechsel

Nach der ersten TEER-Messung (96 h nach Aussaat der MDCK-C7) wurden die
inserts in neue, mit frischem Medium befullten 6-well Platten Uberfuhrt. 2 ml des
sich in den inserts befindlichen Mediums wurden durch neues ersetzt. Hierdurch
wurde eine Stabilisierung des Assays erzielt und Messungen uUber mehrere Tage
ermoglicht.
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2.3.5.3 Kokultivierung

Ein gemessener TEER-Wert um 8.500 £ 1500 Qcm?2 wurde als ausreichend hoher
Widerstand fur die Kokultivierung angesehen und als Zeitpunkt to markiert. An-
schlieBend wurden die Tumor- oder PNT1A-Zellen zur Aussaat vorbereitet und
eine entsprechende Zellsuspension auf 1 x 108 Zellen pro ml eingestellt. Hierbei
wurde zur zellschonenderen Ablésung der Zellen anstatt Trypsin-EDTA Accutase
(GE Healthcare, Chicago, USA) verwendet. AuRerdem wurden die Zellen bei einer
Konfluenz von ca. 75 % abgeldst, um eine Verringerung der Zellteilungsrate durch
zu dichtes Wachstum zu vermeiden. Nachfolgend wurde 1 ml Medium aus den in-
serts abgesaugt und durch 1 ml der Zellsuspension ersetzt, welche langsam,
kreisend in das insert getraufelt wurde, um die Membran gleichmaRig mit den
Zellen zu bedecken. Bei einem insert pro Platte wurde anstelle von Zellsuspension
Medium als Negativkontrolle eingesetzt. Schlussendlich wurden die 6-well Platten
im Brutschrank inkubiert.

2.3.5.4 Widerstandsmessung

96 Stunden nach der Aussaat der MDCK-C7 Zellen wurde erstmals der Wider-
stand Uber der Membran bestimmt. Hierfir wurden an ein Voltohmmeter (WPI,
Worcester, USA) angeschlossene Silber/Silberchlorid(Ag/AgCl)-Stabelektroden
(WPI, Worcester, USA) gleichzeitig in well und insert getaucht (vgl. Abb. 5). Zwis-
chen diesen Elektroden wurde ein 10 pA (/) starker, kontinuierlichen Stromfluss
durch die Zellschicht gesandt, wodurch eine elektrische Spannungsdifferenz (U)
entstand. Entsprechend dem Ohm’schen Gesetz (R=%) errechnete sich so der
elektrische Widerstand (R) der MDCK-C7 Epithelzellschicht.

Genauer wurde die TEER (trans-epithelial electric resistance) des MDCK-C7
Monolayers nach dem ersten Kirchhoffschen Gesetz aus den verschiedenen
Einzelwiderstanden berechnet (Abbildung 6). Der zellulare Widerstand (Rz) setzte
sich aus den in Serie geschalteten Widerstanden der apikalen (Ra) und basolat-
eralen (Rb) Zellmembranen zusammen. Den parazellulare Widerstand (Rp) bilde-
ten die in Serie geschalteten Widerstande der tight-junctions (Rt) und des interzel-
luldren Raums (Ri).

1 1
Rgesamt — Rz+Rp

Rz=Ra+Rb sowie Rp=Rt+Ri

24



Material und Methoden
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Abb.6: Einzelwiderstinde am MDCK-C7 Monolayer. R steht jeweils fiir Widerstand; Ra(apikal), Rb(basal),
Rt(tigh junction), Ri(interzellular), Rz(zellular), Rp (parazellular).

Bei der Messung galt zu beachten, dass die Elektroden ausreichend tief in das
Medium getaucht wurden, jedoch keine Beruhrung der Membran oder den Wan-
den der inserts stattfand, um Beschadigungen und Verfalschungen von Mess-
werten zu vermeiden. Zudem mussten die wells und die Elektroden stabilisiert
werden, um Schwankungen der Messwerte zu reduzieren.

Vor und nach jeder Messung durchliefen die Elektroden mehrere Waschschritte.
So wurden sie erst 20 Minuten in einer 70 %igen Ethanol-Lésung desinfiziert und
dann zweimal fur jeweils 20 Minuten in einem mit PBS-gefullten Zellkulturréhrchen
gewaschen. Die Messungen und Waschschritte fanden unter der Sterilbank statt.

2.3.5.5 Berechnung des Invasionskoeffizienten

Der finale TEER-Wert [Q cm2] wurde als Produkt der Widerstandsmessung und
der eigentlichen Membranflache berechnet. Zur besseren Objektivierung wurden
diese Werte in drei Rechenschritten in einen Invasionskoeffizienten umgewandelt.
Zur Normalisierung der Anfangswiderstadnde (to) wurden die benutzten TEER-
Werte durch die jeweils gemessenen Werte vor der Kokultivierung dividiert.
Danach wurden die Werte durch die jeweiligen Negativkontrollen geteilt und so
erneut normalisiert. Die reziproke Darstellung der Werte erlaubt eine intuitivere
Beurteilung der unterschiedlichen Invasionskoeffizienten, so steht ein hoher Wert
fur ein hohes Invasionspotential.
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e 2.4 Small interfering (si) RNA Transfektion und siRNA Assays

o 2.4.1 siRNA Transfektion

Die siRNA Transfektion dient dazu, die Translation bestimmter proteinkodierender
MRNAs zu unterdriicken. Dieser Prozess wird auch RNA-Interferenz genannt und
wird mithilfe eines RNA/Protein Komplexes, dem sogenannten RISC (RNA-in-
duced silencing complex), realisiert. Der Komplex besteht aus mehreren Proteinen
wie beispielsweise der Argonautproteinfamilie oder dem Dicer, der der Rnase llI-
Familie zugehort. Zudem beinhaltet er einen Strang der ausgewahlten, komple-
mentar zur Ziel-mRNA entworfenen siRNA.

Die Endoribonuklease Dicer zerkleinert dsRNA in 21-23 Nukleotide messende
Fragmente, welche, falls komplementar, vom RISC aufgenommen und durch Arg-
onauteproteine abgebaut werden.

So wird also die Produktion des entsprechenden Proteins Uber die Ausschaltung
der jeweiligen mRNA verringertl®3], was auch als posttranskriptionaler Gen-Knock-
down bezeichnet wird.

Die verschiedenen siRNAs wurden mithilfe des Transfektionsreagenz’ Dharma-
FECT® (GE Lifescience, Chicago, USA) [ hierbei handelte es sich um kleine lipo-
somale Spharen die die siRNAs aufnehmen ] in die Zellen geschleust. Zur Ver-
wendung kamen siRNA Molekule, welche die Translation von EEF1A2, MPPG,
sowie SMPDL3B unterdrickten. Aulierdem wurde als Negativkontrolle eine soge-
nannte Silencer® siRNA (Life Technologies, New Jersey, USA) benutzt, die kein
mRNA Molekil bindet.

Die Transfektionen wurden nach einem standardisierten Protokoll in den fur den
jeweiligen Assay geeigneten Zellkulturplatten (24-well bzw. 96-well) durchgefuhrt.
Hierfir wurde FBS-freies (fetales bovines Serum) RPMI Medium in die verwende-
ten wells gegeben und mit der entsprechenden Menge siRNA fir 10 Minuten inku-
biert. Die genauen Mengenangaben sind in der Tabelle 6 dargestellt.

Tab.6: Mengenangaben der siRNA Transfektion

24-well Platten 96-well Platten

RPMI @ FBS | 125 pl + 125 pl 12,5 pl + 12,5 pl

siRNA 1,75 pl (target conc. 30nMol / stock 1 pl (target conc. 30nMol / stock
conc. 20uM) conc. 20uM)

neg. siRNA 0,875 ul 0,5 ul

Dharmafect™ | 1,25 ul (target conc. 1:1000) 1 ul (target conc. 1:1000)

Suspension 750 pl 75 ul

Gesamt =1 ml =100 pl
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Parallel dazu wurde das Transfektionsreagenz in FBS-freiem RPMI Medium inku-
biert. Anschliellend wurde der Mix aus Medium und Transfektionsreagenz in die
wells Uberfuhrt und weitere 30 min unter der Sterilbank inkubiert. Dieser Zeitraum
wurde fur das Einstellen der Zellsuspension auf die richtige Zellkonzentration be-
nutzt, welche danach in einem vordefinierten Volumen in die wells gegeben wurde.
Die Zellen wurden anschlieend bei 37 °C inkubiert. Am Folgetag wurde das
Medium gewechselt, um nach Ablauf der Transfektion einer Zellschadigung durch
verbleibendes Transfektionsreagenz vorzubeugen. Nach einem weiteren Tag im
normalen Medium konnten 48 h nach der Transfektion die geplanten Assays
ablaufen. Fur gRT-PCR Untersuchungen wurden die Zellen 72 h nach Transfektion
geerntet.

Zu Anfang des Projektes wurde bei der Transfektion fur jedes Zielgen ein aquimo-
lares Gemisch aus vier verschiedenen siRNAs (Pool) verwendet und die allge-
meine Wirksamkeit des Knockdowns mittels qRT-PCR uberpruft. Nachfolgend
wurden diese siRNAs hinsichtlich des Ausmalies des erzielten Knockdowns
einzeln getestet und fur die folgenden Versuche diejenige mit dem starksten Effekt
ausgewahlt. Die verwendete siRNA-Konzentration lag fur Pools und einzelne
siRNA bei 30 nM.

e 2.4.2 siRNA MTT Proliferationsassay

Um den Einfluss der verschiedenen Zielgene auf die Proliferation im Prostata-
karzinom zu untersuchen, wurden sie mithilfe von siRNA-Interferenz in PC3 Zellen
ausgeschaltet und das resultierende Wachstumsverhalten mit dem kontrollbehan-
delter PC3 Zellen verglichen.

Der Assay wurde in einer 96-well Platte durchgeflihrt, eine PlattengrofRe, die ein
optimales Verhaltnis zwischen technischen und biologischen Replikaten sowie un-
terschiedlichen Messzeitpunkten ermdglicht.

Die aueren wells wurden, um falsche Messergebnisse aufgrund von Verdun-
stungsartefakten zu vermeiden, nicht flir Proben verwendet, sondern lediglich mit
Medium beflllt. Das Gesamtvolumen in den verschiedenen wells betrug 100 pl.
Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 7 dargestellt.
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Abb.7: Schematische Darstellung des siRNA MTT Proliferationsassay. Die unterschiedlichen Messpunkte sind
farblich getrennt. Die wells 2-10 jeder Reihe wurden fur die gleiche Probe verwendet.

Die siRNA Transfektion wurde in den entsprechenden wells, wie oben beschrieben
vorbereitet. AnschlieBend wurden die verwendeten Zellen trypsiniert, abzen-
trifugiert und auf die bendtigte Zellzahl, in diesem Fall 60.000/ml beziehungsweise
4500 Zellen pro well, eingestellt. Danach wurden die Zellen ausgesat und die 96
well Platte 24 h im Brutschrank kultiviert. Nach dieser Zeitspanne wurde der Uber-
stand vorsichtig vom Rand aus abgesaugt und durch 100 pl frische Nahrlésung
ersetzt. Weitere 24 h spater wurde in die zu untersuchenden wells mit der Multi-
channel Pipette 10 yl MTT-Losung pipettiert und eine zusatzliche Inkubationszeit
von 3 h abgewartet. Nachfolgend wurde die Absorption der mit MTT behandelten
wells an einem ELISA-Reader (Tecan, Mannedorf, Schweiz) ausgelesen.

Dieser Vorgang wurde zu zwei weiteren Messzeitpunkten (72 h und 96 h nach
Transfektion) wiederholt.

e 2.4.3 siRNA Scratch Assay

Der Scratch Assay wurde zur Untersuchung des Migrationsverhalten von Tu-
morzellen etabliert und verwendet. Hierbei wurden unbehandelte PC3 Zellen in
ihrer Migrationsgeschwindigkeit mit PC3 Zellen verglichen, die durch Transfektion
mit verschiedenen siRNA modifiziert wurden.

Transfizierte und untransfizierte Zellen wurden in einer Konzentration von 0,25*106
Zellen/ml in 1 ml Medium entsprechend oben beschriebenem Protokoll in einer 24
well-Platte ausgesat. Nach 24 h wurde das Medium abgenommen und durch
frisches ersetzt. Weitere 24 h spater wurde dem fast konfluentem Zellrasen mithil-
fe einer 200 ul Pipettenspitze (Eppendorf) unter sterilen Zellkulturbedingungen ein
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gleichmalliger und zellfreier Kratzer (scratch) zugefiigt und das Medium erneut
gewechselt. Um die Auswertung einerseits zu standardisieren aber auch zu objek-
tivieren, wurde dieser Kratzer immer in der Mitte des wells entlang einer vorher
angefertigten ruckseitigen Markierung durchgefuhrt. Durch Verlaufsfotodokumen-
tation 24 h, 48 h und 72 h nach dem Defekt und Ausmessen der zellfreien Flache
des Kratzers konnten Ruckschlisse auf das Migrationsverhalten der untersuchten
Zellen gezogen werden.

Die Versuche wurden in drei technischen Replikaten mit je zwei Bildern pro Rep-
likat durchgefuhrt. Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 8 dargestellt.

Abb.8: Schematische Darstellung des siRNA Scratch Assay mit 3 technischen Replikaten und 2 (I/1l) Bildern
pro Replikat.

Die Bilder wurden mit der an der ETH-Zurich entwickelten tscratch Software au-
tomatisch ausgewertet. Bei Ungenauigkeiten wurden manuelle Anpassungen des
Schwellenwertes vorgenommenl®4l. Die Ergebnisse wurden statistisch und
graphisch mit GraphPad PRISM V.6 (Graphpad Software, La Jolla, USA) aufbere-
itet und dargestellt (Abbildung 9).
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t 0 24 48 72

Originalfoto

tscratch

Abb.9: Exemplarische ,scratch® Auswertung mittels tscratch Software. Oben dargestellt, die 24-stliindliche
Fotodokumentation der Probe SA11; MPP6_3_1 mit der orientierenden Punktmarkierung. t0 = ‘scratch’. Unten
ist die entsprechende, anhand von tscratch ausgewertete Defektausdehnung dargestellt.
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e 3. Ergebnisse

» 3.1 Etablierung der PCR-Methodik
» 3.1.1 Verifikation der Primerqualitat

Um die Qualitat der erstellten Primer zu Uberprifen, wurden diese zusammen mit
der cDNA verwendeter Zelllinien in einer qualitativen PCR verwendet und das re-
sultierende Amplifikat auf einem Agarosegel sichtbar gemacht. Eine adaquate
Grole, Dichte und Scharfe sowie das Vorhandensein einer einzigen Bande waren
die Qualitatsmerkmale. Nachfolgend ist stellvertretend das Ergebnis der Transkrip-
tamplifikation mit dem MPP6-Primerpaar dargestellt. Diese wurde an DU145, PC3
und PNT1A Zellen getestet. Zudem wurden sowohl Negativproben des PCR-Mix
als auch der cDNA mituntersucht (Abbildung 10).

DU145 PNT1A Neg. cDNA

MPP6

Abb.10: Beispielhafte qualitative Expression von MPP6 bei verschiedenen Zelllinien. Klar umrissene Banden
(Produkte) in unterschiedlicher Starke bei den Zelllinien; ohne Genprodukt in den Negativkontrollen.

» 3.1.2 Intraassayvarianz bei Pipettiervorgéangen

Zur Uberprifung und Optimierung der Genauigkeit der Pipettiervorgdnge wurde
nach ausreichender Etablierung der Methodik die Intraassayvarianz bei einem
PCR-Durchlauf anhand von 7 Primerpaaren mit jeweils 10 technischen Replikaten
bestimmt. Als Ausgangsmaterial diente cDNA der Zelllinie DU145. Es zeigten sich
primerabhangige Abweichungen. Die gréfdte Ungenauigkeit zeigte sich fur GNAI1
mit einer Standardabweichung (STABW) von 0,32 gefolgt vom Housekeeping Gen
GUS mit 0,16 STABW. Die exaktesten Ergebnisse konnten beim Housekeeping
Gen CALM mit einer Standardabweichung von 0,038 sowie bei SMPDL3B mit der
STABW von 0,040 erzielt werden. Gemittelt zeigte sich fir den kompletten PCR-
Lauf eine STABW von 0,11. Mogliche Einflussgroflen sind unter anderem die
Genauigkeit der verwendeten Pipetten und Pipettenspitzen, die Durchmischung
der Losungen und die Ausfuhrung des Pipettiervorgangs selbst. Nachfolgenden
sind die reinen cT-Werte des Intraassayversuchs als Punktwolken aufgezeigt (Ab-
bildung 11).
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Abb.11: Intraassayvarianz der Primerpaare in DU145-Zellen. Der Zahlenwert stellt den Mittelwert (MW) £
STABW dar (n=10).

» 3.1.3 Optimierung der Primerkonzentration

Um die Kosten- und Materialeffizienz der PCR-Laufe zu steigern, wurden nachfol-
gend Multiplex PCRs durchgefuhrt, PCRs bei denen mehr als eine Genexpression
in derselben Probe bestimmt wurde. Im Hinblick auf Wechselwirkungen zwischen
den Primerpaaren galt es deren Konzentration so stark wie moglich zu reduzieren,
ohne dabei Einfluss auf die cT-Werte zu nehmen. Aus dem Grund wurden im Vor-
feld cT-Messungen der Housekeeping Gene CALM und GUS sowie der zu unter-
suchenden Gene EEF1A2, FABP5 und SMPDL3B mit unterschiedlichen
Primerkonzentrationen durchgeflihrt. Die Auswahl der exosomalen Gene erfolgte
aufgrund der initialen Verteilung der jeweiligen cT-Werte im unteren, mittleren und
oberen Bereich.
Von dem standardmafigen Ausgangsvolumen der Primer von 0,75 pul pro Lauf
wurde die Primervolumina auf 0,50 pl, 0,25 pl sowie 0,10 pl reduziert und das
entsprechende fehlende Volumen mit Wasser aufgefillt, um das Reaktionsge-
samtvolumen von 20 ul nicht zu verandern. Die cT-Werte aus cDNA von PC3,
DU145 und PNT1A wurden in Duplikaten bestimmt und gemittelt.
Annahernd unveranderte cT-Werte konnten nur bis zu einem Primervolumen von
0,50 pl beobachtet werden. Die Abbildung 12 zeigt stellvertretend die cT-Werte
von SMPDL3B und GUS bei den unterschiedlichen Volumina. Aus Ubersichts-
grunden sind reprasentativ die gemittelten Werte der Volumina 0,75 ul und 0,50 pl
mit dem Standardfehler bei PC3-Zellen sowie die gemittelten Werte der Volumina
0,75 pl und 0,25 ul mit dem Standardfehler bei PNT1A-Zellen aufgefihrt.
Die Standardabweichung des 0,75/0,50 pl Mittelwerts liegt unterhalb der oben er-
rechneten Intraassayvarianz, also in einem akzeptablen und verwertbaren Bere-
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ich. Die STABW des 0,75/0,25 ul Mittelwerts hingegen liegt deutlich oberhalb der
Intraassayvarianz, weshalb ein Volumen von 0,25 ul nicht verwendet werden kon-

nte.

40 SMPDL3B

30 25,96 +0,052

29,23 +1,74

- 0,75 I

0,50 pl

= 0,25 pl

40-

304

GUS

24,26 + 0,038

- 075

0,50 pL

= 0,25 L

22,55 +0,73
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T oo | @l LIE ]
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cT Wert
J

20

DU145 PC3 PNT1A

DU145 PC3

PNT1A

Abb.12: cT-Werte bei unterschiedlichen Primervolumina von SMPDL3B und GUS. Ausgerechnet ist jeweils
der MW aus den angezeigten Balken mit der STABW (n=2).

» 3.1.4 Etablierung von Multiplex PCRs

Mit der Primerkonzentration nimmt die Wahrscheinlichkeit unspezifischer Wech-
selwirkungen von Primern und cDNA sowie der Bildung von Primerdimeren zul43l.
Deshalb haben wir uns auf die Durchfliihrung von einzelnen und Duplex-PCRs
beschrankt. Um das optimierte Primervolumen in einer Duplex-PCR bei geringer
cDNA-Konzentration zu testen, wurden Verdunnungsreihen mit 6 unter-
schiedlichen cDNA Konzentrationen von PC3 und DU145 Zellen angelegt. Die cT-
Werte wurden jeweils aus 3 technischen Replikaten gemittelt. Getestet wurden die
Primerpaare fur EEF1A2, FABP5 und SMPDL3B jeweils in Kombination mit GUS
oder CALM. Als geeignete Duplex-Primerkombination wurden schlieRlich EEF1A2/
GUS und SMPDL3B/Calm verwendet, da diese die stabilsten Werte in der
Verdunnungsreihe produzierten. Die cT-Werte des Duplex-Gemischs entwickelten
sich nahezu identisch zu denen der Einzelmessungen und blieben bis zu einer
Verdinnung von -104 der cDNA bei geringer Standardabweichung stabil (Abbil-
dung 13). Stellvertretend sind die cT-Werte der Verdlinnungsreihe der Multiplex-
PCR mit SMPDL3B/Calm bei DU145-Zellen dargestellt. Je geringer die Konzentra-
tion des Genmaterials, desto storanfalliger sind die cT-Messungen. Deshalb wur-
den die cT-Werte des -104 cDNA-Volumens als Mittelwerte mit STABW, als
niedrigste verwertbare Volumina hervorgehoben.
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Abb.13: Vergleich der Duplex- und Einzel-PCRs von SMPDL3B und CALM Genprodukten in DU145-Zellen.
Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei technischen Replikaten mit STABW (n=3).

e 3.2 Kohorte
¢ 3.2.1 Klinische Daten der Kohorte

Die Einteilung der Patienten entsprechend der zugehorigen klinischen Daten ist in
der Tabelle 7 dargestellt. Aufgrund lickenhafter klinischer Daten ist nicht jede der
40 Tumorproben in allen Untergruppen wiederzufinden. Zudem bleiben die Unter-
gruppen der T-Stadien T1 und T4 unbesetzt.

Tab.7: Einteilung der Patientenproben in klinische Gruppen

Patienten mit Prostatakarzinom Normalkontrollen
Anzahl 40 8
Alter (MW = STABW) 62,75 + 8,15 64 +10,9
Alter (Median) 62 68

Niedrig: 10 -
Risikoprofil Intermediéar: 22 -

Hoch: 8 -
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Tab.7: Einteilung der Patientenproben in klinische Gruppen

Patienten mit Prostatakarzinom Normalkontrollen
T1: - -
T2: 22 S
T-Stadium T3: 12 -
T4: - -
Unklar:
Gleason 5:

Gleason 6:

Gleason-Score Gleason 7b:

6
2
8

Gleason 7a: 14 -
8
Gleason 8: 3
4

Gleason 9:

Unklar: 1 -

» 3.2.2 Ergebnisse des Expressionsprofilings

Die Ergebnisse aus den Genanalysen der Patientenkohorte sind nachfolgend
zusammengefasst. Die Normalisierung der Werte erfolgte nach der 2-2AcT
Methodel4él. Als Housekeeping Gen fungierte jeweils Calmodulin (CALM). Die
Referenzprobe zum Ausgleich von Variationen zwischen den Platten wurde aus je
6 Einzelmessungen von PC3-Zellen gemittelt. In einem nachsten Schritt wurden
diese Werte dann zum Median der 8 Normalkontrollen normalisiert. Die nachfol-
gende Tabelle liefert einen Uberblick der Resultate, die nach normalen Patienten-
proben und Tumorproben aufgeteilt sind (Tabelle 8).

Tab.8: Ubersicht der Genexpression Normalgewebe vs.Tumorgewebe

n__ CALM EEF1A2 FABPS GNAI MPP6 SMPDL3B

Median + STABW  Median + STABW Median + STABW Median + STABW  Median + STABW Median + STABW

»Roher* cT-Wert 48
Normal 8 2568044 3200249 28,96 £0,72 2081£051  28,85+0,34 32,00 0,81
Tumor 40 2567+0,53[ 20,10 £1,61%| p=00002| 27,282,217 p=0.0023 29,47 1,20 28,20 £ 0,86'] p=0.0465| 29,60 % 0,96™] p<0,0001

Normalisierung

(2-84<T)/Med-Norm. | 48 Median + STABW Median + STABW Median + STABW ~ Median + STABW Median + STABW
Normal 8 - 1,00 4,11 1,00 £ 0,67 1,00+ 0,41 1,00 £ 0,46 1,00+0,73
Tumor 40 -| 9,36 24,34 p=0.0008| 2,07 £2571%| p=00042 1,35 1,33[  1,45%1.25 p=0,0447[ 5,41 +3,98"] p<0.0001

Tab.8: Die signifikanten Daten sind per * gekennzeichnet und farblich hervorgehoben Der entsprechende p-
Wert ist rechtsseitig angefiihrt. Die p-Wert Berechnung erfolgte mittels Mann-Whitney-Testung.
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Der Darstellung der rohen cT-Werte folgt die Normalisierung der untersuchten
Gene. Die angeflhrten Sternchen spiegeln bei Signifikanz die p-Werte der malig-
nen im Vergleich zu den benignen Proben wieder. Die p-Werte wurden mithilfe des
unpaaren, nicht parametrischen Wilcoxon-Mann-Whitney-Tests (U-Test) berech-
net. Der Median der rohen cT-Werte des Housekeeping Gens CALM ist fast iden-
tisch bei normalem im Vergleich zu Karzinomgewebe. Dies spricht zum einen flr
die Genauigkeit der Pipettiervorgange, zum anderen flir gleichmalige cDNA-
Konzentrationen in den verschiedenen wells. Signifikante Unterschiede der Gen-
expression zwischen normalem und tumorbésem Gewebe waren bei EEF1A2,
FABP5, MPP6 und SMPDL3B auffindbar. Nachfolgend werden Subgruppenanaly-
sen der Tumorproben in Bezug auf die jeweilige Genexpression dargestellt.
Zunachst werden die Ergebnisse entsprechend der T-Stadien (Abbildung 14) und
dem Gleason-Wert (Abbildung 15) dargestellt. Weitere Ergebnisse werden dann
anschlie3end aufgezeigt.

3.2.2.1 Genexpression nach T-Stadium

EEF1A2 FABPS
1000y " 1003 —_
1004
l.l 10. -.l
10y et -
g 'E-' 8 H —.._‘ s
19 en ‘A
N .
0.14
0.01 T T T 0.1 T T T
Normal T-Stadium 2 T-Stadium 3 Normal T-Stadium 2 T-Stadium 3
GNAI1 MPP6
10 107 .
'. . -.ll
] . a . o .
r 1 —_— r 1 —_—t— "
. L L
0.1 T T r 0.1 r r r
Normal T-Stadium 2 T-Stadium 3 Normal T-Stadium 2 T-Stadium 3

Abb.14: Genexpression der Kandidaten nach T-Stadium. Weitere Ausfiihrungen sind auf Seite 37 vorzufinden.

36



RQ

Ergebnisse

SMPDL3B

100- dkkdk
104 E “
P— o

ol
1.
0.1 r T r
Normal T-Stadium 2 T-Stadium 3

Abb.14: Genexpression der Kandidaten nach T-Stadium. Die Skalierung der y-Achse ist logarithmisch nach
Logto. RQ steht fir die relative Genexpression. Als horizontale Linie ist der Median der jeweiligen Gruppe
dargestellt. nnomal(8), NT2(22), nt3(12). Signifikante Unterschiede wurden mit * markiert. *p-Wert<0,5; **p-
Wert<0,01; ****p-Wert<0,0001. Die p-Wert Berechnung erfolgte mittels Mann-Whitney-Testung.

Tab.9: P-Werte nach T-Stadium.

EEF1A2 FABP5 GNAI1 MPP6 SMPDL3B
p-Wert p-Wert p-Wert p-Wert p-Wert
Normal vs. T 2 0,006 0,002 0,247 0,137 <0,0001
Normal vs. T 3 0,001 0,025 0,603 0,031 <0,0001
T2vsT3 0,044 0,213 >0,999 0,230 0,040

Tab.9: Die signifikanten p-Werte sind hervorgehoben.

Der Vergleich der Expression der Gene nach dem T-Stadium (Abbildung 14) zeigte
signifikante Unterschiede zwischen benignen und malignen Zellen bei EEF1A2,
FABP5, MPP6 und SMPDL3B. Fur GNAI1 konnten keine signifikanten Expres-
sionsunterschiede festgestellt werden. Signifikant héher zeigte sich die Expression
von EEF1A2 im Stadium T2 (n=22) mit einer medianen 5,78-fachen % (9,47) Ex-
pression im Vergleich zu den Kontrollen. Der Vergleich der normalen Zellen zu den
Zellen im Stadium T3 (n=12) zeigte eine signifikant hdhere Expression mit einem
Median von 19,78 + 36,54. Zudem war die Expression von EEF1A2 bei T3 im Ver-
gleich zu T2 signifikant hoher.

Die Expression von FABPS zeigte sich signifikant hoher im T2 Gewebe (4,82 +
14,27) im Vergleich zur Normalkontrolle (1 + 0,67). Zudem war die FABP5-Expres-
sion in T3 Tumoren (2,63 £ 8,77) signifikant hoher als bei normalem Gewebe. Ein
signifikanter Unterschied der FABPS5-Expression zwischen Stadium T2 und T3
konnte nicht festgestellt werden.

Die Werte von Median + STABW betrugen fur GNAI1 bei der Normalkontrolle (1 +
0,41) sowie fur T2 (1,27 £ 0,6) beziehungsweise T3 (1,24 + 1,20) und unter-
schieden sich nicht signifikant.
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Bei der Genexpression von MPP6 zeigten sich signifikant hdhere Werte bei T3
Tumoren (1,75 £ 0,78) im Vergleich zur Normalkontrolle (1 + 0,46). Keine sig-
nifikanten Unterschiede konnten beim Vergleich T2 (1,35 + 0,53) zur Normalkon-
trolle festgestellt werden.

Die Expressionsunterschiede mit der starksten Signifikanz zeigten sich bei der
Genexpression von SMPDL3B. So war die Genexpression im Stadium T2 (4,99 *
2,00) signifikant héher im Vergleich zur Normalkontrolle (1 + 0,73). Auch war die
SMPDL3B Genexpression im Stadium T3 (7,88 + 5,19) signifikant hdher als die
Normalkontrolle. Zudem waren signifikante Expressionsunterschiede zwischen
den Stadien T2 und T3 bei der Expression von SMPDL3B zu verzeichnen.

Beim Vergleich der Genexpression der Kandidaten im Stadium pT3a (n=4) zum
Stadium pT3b (n=8) konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden
(Tabelle 9).

3.2.2.2 Genexpression nach Gleason-Score
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Abb.15: Genexpression der Kandidaten nach Gleason-Score. Weitere Ausfihrungen sind auf Seite 39
vorzufinden.
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Abb.15: Genexpression der Kandidaten nach Gleason-Score. Die Skalierung der y-Achse ist logarithmisch
nach Logo. RQ steht fir die relative Genexpression. Als horizontale Linie ist der Median der jeweiligen Punkt-
wolke dargestellt.

Nnormal(8), Nsie(10), N7a(14), n7u(8) ne(7). Signifikante Unterschiede wurden mit * markiert. *p-Wert<0,5; **p-
Wert<0,01; ***p-Wert<0,001; ****p-Wert<0,0001. Die p-Wert Berechnung erfolgte mittels den Mann-Whitney-
Testung.

Tab.10: P-Werte nach Gleason-Score.

EEF1A2 FABP5 GNAI1 MPP6 SMPDL3B
p-Wert p-Wert p-Wert p-Wert p-Wert
Normal vs Gl 5/6 0,012 0,0002 0,268 0,500 <0,0001
Normal vs Gl 7a 0,024 0,182 0,029 0,107 <0,0001
Normal vs Gl 7b 0,003 0,001 0,375 0,007 0,0002
Normal vs Gl 8/9 0,004 0,332 0,188 0,029 0,0006
Gl 5/6 vs Gl 7a 0,660 0,011 0,426 0,208 >0,999
Gl 5/6 vs Gl 7b 0,454 >0,999 0,232 0,034 0,803
Gl 7avs Gl 7b 0,126 0,035 0,041 0,035 0,840
Gl 8/9 vs 5/6 0,313 0,711 0,531 0,193 0,874
Gl 8/9 vs 7a 0,079 0,582 >0,999 0,287 0,739
Gl 8/9 vs 7b 0,527 0,920 0,120 0,671 0,845

Tab.10: Die signifikanten p-Werte sind hervorgehoben.

Die Einteilung nach Gleason-Score (Abbildung 15) zeigte, signifikante Expression-
sunterschiede beim Vergleich von Tumorgewebe und Normalkontrolle bei den
Genen EEF1A2, FABP5, MPP6, SMPDL3B aber auch, anders als nach T-Stadium,
bei der GNAI1 Expression. Die Probenstarke der Untergruppe betrug fur die Nor-
malkontrolle (n=8) sowie fur die Gleasonwerte Gleason 5/6 (n=10), Gleason 7a
(n=14), Gleason 7b (n=8) Gleason 8/9 (n=7).

Die Genexpression von EEF1A2 war in allen Gradingstufen im Vergleich zur Nor-
malkontrolle (1 + 4,11) signifikant hoher. Die Zahlenwerte betrugen fur Gleason 5/6
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(7,32 £ 27,22), Gleason 7a (5,78 + 11,69), Gleason 7b (15,07 + 12,47) und Glea-
son 8/9 (14,64 + 41, 83). Gleason-Score Vergleiche untereinander waren nicht
signifikant unterschiedlich.

Signifikante Expressionsunterschiede zeigten sich bei der FABP5 Expression bei
einem Gleason-Score 5/6 (5,93 = 9,72) im Vergleich zur Normalkontrolle (1 +
0,67). Zudem war die Expression von FABP5 in der Gleason 7b Gruppe (5,98 *
13,41) signifikant hoher als die Expression in normalem Gewebe. Keine signifikan-
ten Unterschiede konnten beim Gleason Score 7a (1,79 £ 5,36) und den hoheren
Gleason Werten 8/9 (2,53 + 53,81) im Vergleich zur Normalkontrolle festgestellt
werden. Allerdings waren signifikante Unterschiede der FABP5 Expression zwis-
chen den Gleason Gruppen 7a und 7b festzustellen. Zudem zeigten sich die
FABP5 Expressionen der Gleason 5/6 und Gleason 7a signifikant unterschiedlich.
Die GNAI1 Expression in den Gleason 7a Proben (1,53 = 0,87) war signifikant
hoher als die Normalkontrolle (1 + 0,41). Dementgegen wurde eine signifikant
niedrigere GNAI1 Expression bei Gleason 7b im Vergleich zu Gleason 7a fest-
gestellt. Die GNAI1 Expressionswerte von Gleason 5/6 (1,35 + 0,60), Gleason 7b
(0,80 = 1,03) oder Gleason 8/9 (1,45 £ 2,59) zeigten keine signifikanten Unter-
schiede im Vergleich zur Normalkontrolle.

Fur MPP6 war die Genexpression in der Gleason 7b Gruppe (2,19 + 0,62) im Ver-
gleich zur Normalkontrolle (1 + 0,46) signifikant hdher. Gleiches galt fur die MPP6
Expression bei Gleason 8/9 (1,94 + 2,15). Keine MPP6 Expressionsunterschiede
gab es beim Vergleich Gleason 5/6 (1,19 + 0,73) oder Gleason 7a (1,39 + 1,19)
zur Normalkontrolle. Zudem war die MPP6 Genexpression von Gleason 7b im
Vergleich zu Gleason 5/6 signifikant hdher.

Die starksten Signifikanzen zeigten sich erneut beim Vergleich der SMPDL3B
Genexpression der Normalkontrolle (1 + 0,73) zu Gleason 5/6 (4,99 £ 4,95), Glea-
son 7a (5,38 + 3,46), Gleason 7b (5,65 + 2,96) und zu Gleason 8/9 (6,03 £ 5,19).
Die Gegenuberstellung der einzelnen Gleason-Werte untereinander zeigten keine
signifikanten Unterschiede (vgl. Tabelle 10).

3.2.2.3 Weitere Unterschiede in der Genexpression

Zusatzlich zu den oben aufgezeigten Genexpressionsunterschieden fanden sich in
Subgruppenanalysen weitere signifikante Unterschiede. So wurde bei Patienten
Uber 65 Jahren eine signifikant hohere GNAI1 Expression im Tumorgewebe ((n=9)
1,84 + 2,20) im Vergleich zum Normalgewebe ((n=5) 0,96 + 0,14) (p-Wert 0,007)
festgestellt (Abbildung 16).
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Abb.16: GNAI1 Expression bei Patienten > 65 Jahren. Die Skalierung der y-Achse ist logarithmisch nach
Logio. RQ steht fur die relative Genexpression. Als horizontale Linie ist der Median der jeweiligen Punktwolke
dargestellt.** steht flur einen p-Wert<0,01.

Die Expression von SMPDL3B in der Kontrollgruppe der Patienten unter 65
Jahren (n=3) war signifikant héher (1,94 + 0,52) verglichen mit den Kontrollpatien-
ten Uber 65 Jahren (n=5) mit einem Median von 0,69 + 0,29 (p-Wert 0,0357).

Bei der Korrelation der Ergebnisse mit den anderen klinischen Parametern fanden
sich keine weiteren signifikanten Zusammenhange.

» 3.3 Eigenschaften der Zelllinien
e 3.3.1 MTT Proliferationsassay

Zur Objektivierung der Proliferation der benignen Zelllinie PNT1A sowie der PCa-
Zelllinien DU145 und PC3 wurden im MTT Proliferationsassay Absorbtionsmes-
sungen 48 h, 72 h und 96 h nach Aussaat der Zellen durchgefihrt (Abbildung 17).
Die Messresultate (Mittelwert £ STABW), als Mal3 der Wachstumsgeschwindigkeit
der Zelllinien, zeigten keine signifikanten Differenzen 72 h und 96 h nach Aussaat
(Tabelle 11). Die Werte wurden auf den gemessenen Ausgangswert nach 48 h
normalisiert.

Tab.11: Proliferation der Zelllinien DU145, PC3 und PNT1A.

DU145 PC3 PNT1A
48 h 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00 1,00 £ 0,00
72 h 1,13 + 0,07 1,24 + 0,10 1,05 + 0,01
96 h 1,33+ 0,24 1,62 +0,25 1,76 £ 0,09

Tab.11: Absorbtionsmessung im Mittelwert £+ STABW.
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Abb.17: Proliferation der Zelllinien DU145, PC3 und PNT1A. (n=3) (MW + STABW).
e 3.3.2 MDCK-C7 Invasionsassay
3.3.2.1 Resistenzentwicklung der MDCK-C7

Der im Invasionsassay gemessene transepitheliale Widerstand der MDCK-C7
Zellen entwickelt sich innerhalb der ersten Tage exponentiell, um nach einer
Phase mit annahrend linearem Anstieg in ein Plateau Uberzugehen (Abbildung
18). Die Plateau-Phase selbst ist in Abbildung 18 zwecks Ubersichtlichkeit nicht
dargestellt, konnte jedoch vielfach wahrend der eigentlichen Invasionsmessungen
bei den Negativproben beobachtet werden. Sie spiegelt den maximalen Wider-
stand bei einer kompletten Konfluenz der Zellen auf der limitierten Flache von 4,2
cm? im well wider. Die Nahrlosung wurde ab der Kokultivierung nicht mehr
erneuert, um die gebildeten Wachstumsfaktoren und Exosomen nicht zu entfernen
und den assay zeitlich zu limitieren.

Der Beginn der Kokultivierung wurde bei Erreichen eines TEER-Wertes von ca.
8.500 Q-cmz2 festgesetzt. So konnten durchschnittlich 144 Stunden nach MDCK-
C7 Aussaat die zu untersuchenden Zellen zugegeben werden.
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Abb.18: Resistenzentwicklung der MDCK-C7 Zellen in Q-cm?2 Uber einen Beobachtungszeitraum von 24 h bis
216 h nach Aussaat. Die Aussaat der Tumorzellen erfolgte bei 8.500 Q-cm2 (n=8) (MW + STABW).

3.3.2.2 Validierung des Invasionsassays

Zur Uberprifung der Funktionalitat des Invasionsassays wurde TGFp als wichtiger
Ausloser der EMT in den Konzentrationen 0,1 ng/ml und 1 ng/ml zu den MDCK-C7
Zellen hinzugefugt (Abbildung 19). Im Vergleich zur Normalkontrolle entwickelt
sich die TEER bei Zugabe von 0,1 ng/ml TGFB nahezu identisch. Die Zugabe von
TGFB in einer Konzentration von 1 ng/ml hingegen bewirkte nach 24 h eine deut-
liche Reduktion der TEER um ca. 1000 Q-cm2 (MW + STABW: 8763,3 + 978,6
Q-cmz2, verglichen mit 9975,0 £ 1101,4 Q-cm?2 vor Beginn der Behandlung). Nach

weiteren 24 h hatte sich die TEER etwa halbiert (4405,8 £ 1914,5 Q-cm2).
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Abb.19: Resistenzentwicklung nach Zugabe von TGFf in 2 Konzentrationen. MDCK-C7 (n=24), TGFf (jeweils
n=8).
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3.3.2.3 Invasives Verhalten der verschiedenen Zelllinien

In ihrer Eigenschaft, die Integritat eines intakten Epithelverbundes ohne direkten
Zell-Zell-Kontakt aufzuldsen, unterscheiden sich die getesteten PCa-Zelllinien un-
tereinander (Abbildung 20). So folgt die Resistenzentwicklung nach Zugabe von
DU145-Zellen annahernd der TEER der Negativkontrolle bis zu einer geringen Ab-
nahme 96 h nach Tumorzellaussaat. 48 h nach Zugabe der PC3-Zellen kam es zu
einem Abfall der TEER, welcher sich bis 72 h nach Tumorzellaussaat fortsetzte,
um dann wieder leicht anzusteigen. Die TEER nach Zugabe der PNT1A-Zellen
verlief leicht oberhalb der Negativkontrolle, um 96 h nach Tumorzellaussaat auf
Werte, vergleichbar der Negativkontrolle, abzusinken.

TEER [Q-cm?]
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Abb.20: Resistenzentwicklung nach Zugabe von DU145 (n=32), PC3 (n=26), PNT1A (n=16), MDCK-C7
(n=50) Uber 4 Tage nach Tumorzellaussaat (MW + STABW).

Die Umwandlung der kontinuierlich gemessenen TEER Werte in einen Invasions-
koeffizienten (IK) (Tabelle 12 und Abbildung 21) erlaubt einen objektiveren Vergle-
ich der invasiven Potenz der jeweiligen Zelllinie. Je groRRer der IK, desto hoher das
invasive Verhalten der Zellinie. Werte um 1 stehen flr ein geringes,
beziehungsweise fehlendes invasives Potential. Die Ergebnisse der PCa-Zelllinien
DU145 und PC3 wurden mit der benignen Zelllinie PNT1A zu den Zeitpunkten 48
h, 72 h und 96 h nach Kokultivierung verglichen. Eine Untersuchung tUber 96 h
nach Beginn der Kokultivierung hinaus war aufgrund einsetzenden Nahrstoffmang-
els und der damit einhergehenden Verschlechterung der Wachstumsbedingungen
der Zellen nicht moglich. Zu allen Untersuchungszeitpunkten zeigte sich ein sig-
nifikantes Invasionspotenzial fir PC3 Zellen. Die DU145 Zellen wiesen hinsichtlich
ihres invasiven Verhaltes keine Unterschiede zu PNT1A auf.
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Tab.12: Invasionskoeffizient mit entsprechendem p-Wert

DU145 p-Wert PC3 p-Wert  PNT1A
48 h Kokult. 0,96 + 0,03 0,5 1,23+0,12* 0,002 0,98 + 0,05
72 h Kokult. 0,98 + 0,03 08 1,70 £0,27**  0,0004 0,97 + 0,05
96 h Kokult. 1,09 £ 0,14 0,6 1,61+0,27" 0,002 1,05 + 0,06

Tab.12: Ein * markiert einen signifikanten Unterschied im Vergleich zu PNT1A Zellen (MW + STABW). ** steht
fur einen p-Wert < 0,01 und *** steht fiir einen p-Wert < 0,001. Die p-Wert Berechnung erfolgte mittels un-
paarer t-Testung.
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Abb.21: Invasionskoeffizient 24 h, 48 h und 72 h nach Kokultivierung. Die t-Testung bezieht sich jeweils auf
die benigne Zelllinie PNT1A. ** steht fir einen p-Wert < 0,01 und *** steht fir einen p-Wert < 0,001 (MW %
STABW).

Aufgrund der Ergebnisse in den Invasionsmessungen und ihres hdheren metasta-
tischen Potentialsl511 entschieden wir uns mit den PC3 Zellen als Modellsystem flr
die Testung der Funktion unserer Zielgene fortzufahren.

» 3.4 siRNA Assays
» 3.4.1 Unpooling der siRNA

Um die Funktion der Zielgene im Tumorgewebe zu analysieren, wurden diese mit
einer entsprechenden siRNA ausgeschaltet. Hierfur wurden sogenannte siRNA-
Knockdown-Pools benutzt, in denen jeweils vier unterschiedliche siRNA zusam-
mengemischt sind. Mithilfe einer qRT-PCR wurde die Knockdown-Effektivitat des
siRNA-Pools sowie der einzelnen siRNAs getestet. In Abbildung 22 wird der siR-
NA-Knockdown von MPP6 in PC3 Zellen exemplarisch dargestellt. Bei jedem Ver-
such wurden Negativkontrollen mit dem Transfektionsreagenz, einer silencer siR-
NA (Control) sowie Nativkontrollen der jeweiligen Genexpression mitgemessen.
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Die Messungen der siRNA wurden als Vierfachmessung durchgeflhrt, die unbe-
handelten Zellen als Duplikate gemessen, die Negativkontrollen waren Einzelmes-
sungen. Normalisiert wurde auf die MPP6-Genexpression der unbehandelten PC3
Zellen.

1.4 Il VPP,
MPP6,,
1.2
B MPPs,
1.0
MPP6,,
o 0.8
04 Bl Mock
0.6
Control
0.4+ I Untreated
0.2+ verwendet
_ ——
0.0-
MPP6,  MPP6, MPP6,  MPP6,  Mock Control  Untreated

Abb.22: Unpooling der siRNA. Die unterschiedlichen siRNA sind mit MPP6+ bis MPP64 gekennzeichnet. Bei
Mock wurde nur das Transfektionsreagenz verwendet. Der durchschnittliche Knockdown betrug 91,7 %, fiir
MPP63 konnte 93,5 % Gen-Knockdown erreicht werden (MW + STABW).

» 3.4.2 siRNA MTT Proliferationsassay

Der siRNA MTT Proliferationsassay wurde nach oben beschriebenem Protokoll mit
PC3 Zellen durchgefuhrt. Aufgezeigt sind funf biologische Replikate mit je drei
technischen Replikaten, also einer Gesamtzahl von 15 Einzelwerten pro Gen und
Kontrolle. Die dargestellten Messwerte zeigen die Proliferation nach 96 h. Sie
wurden auf den Wert nach 48 h, abziglich der jeweiligen Mediumabsorbtion nor-
malisiert. Die entsprechenden Signifikanzen sind in Bezug auf die Kontroll-siRNA
berechnet (Abbildung 23). Der Knockdown von EEF1A2 flhrte zu einer Absorption
bei 2,37 + 0,25 (MW = STABW). Diese war nicht signifikant verandert im Vergleich
mit der Negativkontrolle (p=0,14), deren Absorbtion bei 2,10 + 0,27 lag. Die Werte
der Negativkontrolle selbst waren im Vergleich zu den unbehandelten Zellen (2,35
1 0,18) ebenfalls nicht signifikant verschieden (p=0,12).
Der Knockdown von MPP6 ging mit einem deutlichen Wachstumsrickgang der
PC3 Zellen im Vergleich zur Negativkontrolle einher. Der Mittelwert der Absorption
lag bei 1,66 £ 0,24 (p=0,0274).
Beim SMPDL3B-Knockdown konnte im Schnitt ein Absorptionsmaximum von 2,17
t+ 0,31 gemessen werden. Dies war im Vergleich zur Negativkontrolle nicht sig-
nifikant verandert (p=0,74).
Zusammenfassend fihrte der Knockdown von MPP6 zur Hemmung der Prolifera-
tion im Vergleich zur Negativkontrolle. Die Knockdowns von EEF1A2 und SM-
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PDL3B hatten im Vergleich zur Negativkontrolle keine proliferationshemmende
Wirkung.
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Abb.23: siRNA MTT Proliferationsassay nach 96 h Gen-Knockdown, im Vergleich zur Negativkontrolle (Con-
trol).* steht fir einen p-Wert < 0,05; (n=15) (MW + STABW).

e 3.4.3 siRNA Scratch Assay

Der siRNA Scratch Assay wurde nach Ausschalten der Gene EEF1A2, MPP6 und
SMPDL3B in PC3 Zellen durchgefuhrt. Zur Vermeidung der fehleranfalligen
manuellen Auswertung wurde die tscratch Software verwendet. Um etwaige Vari-
anzen des manuell zugefigten Defektes auszugleichen, wurden pro Ansatz drei
biologische Replikate mit je zwei technischen Replikaten pro Gen und Versuch
durchgefuhrt. Nachfolgend sind 4 Scratch Assays zusammengefasst, die 24
einzelnen Datenpunkten pro Gen sowie den Zeitpunkten to-tsg entsprechen. Fur t72
betrug die Probenstarke n=12. Die Evaluation der Migrationsgeschwindigkeit er-
folgte durch den Vergleich der freien Flache in Prozent. Abbildung 24 zeigt die dy-
namische Abnahme der freien Flache fur den jeweiligen Genkandidaten nach
zugefihrtem Kratzer Uber den Beobachtungszeitraum von 72 Stunden. Zur
besseren Veranschaulichung wurden die Werte auf 1 entsprechend der Aus-
gangsgrofle des Defektes bei to normalisiert.
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Abb.24: siRNA Scratch Assay. Dargestellt ist die freie Flache des zugefilihrten Defektes in Prozent an den
jeweiligen Messzeitpunkten (to-t4s: N=24 ; t72: n=12) (MW = STABW).

Die groften Migrationsunterschiede zeigten sich 24 h nach dem Zufuhren des
Zellrasendefektes. Die Ergebnisse zu diesem und den spateren Unter-
suchungszeitpunkten werden in den Abbildungen 25 und 26 veranschaulicht. Im
Unterschied zur Abbildung 24 zeigen die hier dargestellten Balken die belegte
Flache als Mittelwerte £ STABW in Prozent nach dem zugefuhrten Defekt. Die
Normalisierung erfolgte parallel zu den oberen Daten zum Zeitpunkt (to). Als Kon-
trolle ist die Migrationsgeschwindigkeit der mit der Kontroll-siRNA behandelten
Zellen dargestellt. Die entsprechende Signifikanz wurde mit * angegeben.

Fir EEF1A2 zeigte sich 24 h nach dem Kratzer eine reduzierte Migration bei
einem normalisierten Wert von 0,45 + 0,13 (MW £ STABW) % belegter Flache mit
signifikantem Unterschied (p=0,0325) im Vergleich zur Negativkontrolle (0,56 +
0,20). Nach dem MPP6-Knockdown konnte eine signifkante Reduktion der Migra-
tion (p=0,0101) erreicht werden (0,41 + 0,18). Weiter konnte auch ein Knockdown
von SMPDL3B die Migration der PC3 Zellen 24 h nach dem Defekt deutlich
erniedrigen (p=0,0002). Der normalisierte Wert der belegten Flache lag hier bei
0,33 £ 0,17.
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Abb.25: Belegte Flache 24 h nach ,scratch’, normalisiert zur Negativkontrolle. * steht fir einen p-Wert < 0,05
und *** steht fiir einen p-Wert < 0,001 (n=24) (MW £ STABW).

Fir die Zeitpunkte (tsg) und (t72) konnten signifikante Migrationsunterschiede aus-
schlieRlich nach Knockdown von MPP6 und SMPDL3B berechnet werden. Der
Knockdown von EEF1A2 flihrte im Vergleich zur Kontroll-siRNA zu keinem
Geschwindigkeitsunterschied in der Fortbewegung der PC3 Zellen. Die Mittelwerte
+ STABW der belegten Flache fur alle Zeitpunkte sind in Tabelle 13 aufgefuhrt. Die
p-Werte wurden im Vergleich zur Kontroll-siRNA ermittelt.

Tab. 13 Belegte Flache nach ,scratch’ in Prozent

EEF1A2 p-Wert MPP6 p-Wert SMPDL3B | p-Wert Control

tos 0,45+0,13° 0,032 0,41+0,18° 0010 033017 00002 0,56 + 0,20
tas 091+£0,10 0092  0,74+0,13™ <00001 0,77 +0,14™" <0:009 0,94 + 0,06
t7o 1+£0,00 >099 0,89 +0,06™ <0000 0,810,06™ 00007 140,00

Ein * markiert einen signifikanten Unterschied zur Kontroll-siRNA. (MW £ STABW) * steht fir einen p-Wert <
0,05, *** steht fir einen p-Wert < 0,001 und **** steht fir einen p-Wert < 0,0001
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Abb.26: Belegte Flache 48 h und 72 h nach ,scratch’, normalisiert zur Negativkontrolle. *** steht fiir einen p-
Wert <0,001 und **** steht fur einen p-Wert < 0,0001. (tss: n=24; t72: n=12) (MW + STABW)
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e 4, Diskussion

e 4.1 Intention der Arbeit

Die weltweit Uberragende Relevanz des PCa in der Beeintrachtigung der
mannlichen Gesundheit ist unbestritten. Speziell in Populationen mit einer hohen
Lebenserwartung nimmt die Pravalenz des PCa zu. Als Lebenszeit limitierender
Faktor spielt das PCa selbst nur eine Nebenrolle. Erkrankte Patienten versterben
an den Karzinommetastasen bzw. nachfolgenden Funktionsausfallen in befallenen
Organen. In der Ausbreitungskaskade der Metastasen scheinen Exosome wichtige
Teilarbeit zu leisten. Von Tumorzellen vermehrt ausgestollen, sind sie in allen Kor-
perflissigkeiten nachzuweisen, enthalten Bestandteile (u.a. mMRNA, miRNA, DNA)
der jeweiligen Ursprungszelle und sind in der Lage diese in einer Zielzelle zu ent-
laden und somit beispielsweise ihre Proteinproduktion zu beeinflussen. So
scheinen Exosome sowohl die Vorbereitung der prametastatischen Nischen als
auch die Absiedlung der eigentlichen Metastasen mitzusteuern und bieten somit
interessante Ziele mdglicher neuer Therapiestrategien.

AulRerdem sind die bisher vorhandenen Parameter fur Screening und Diagnostik
des PCa storanfallig und nicht spezifisch genug, um den wachsenden Anforderun-
gen im Hinblick auf die individuelle Risikoabschatzung und Therapieplanung
gerecht zu werden. Insbesondere die Identifikation therapiebedurftiger Erkrankun-
gen und die Vermeidung von Ubertherapien sind zentrale Gegenstande der ak-
tuellen klinischen und wissenschaftlichen Debatte. Vieles deutet darauf hin, dass
die kombinierte Betrachtung mehrerer Parameter die genaueste Abschatzung des
weiteren Verlaufs und der Therapiebedurftigkeit im Einzelfall ermdéglicht. Auch hi-
erbei scheinen Exosome groles Potential zu besitzenl83l. |hr moglicher Einsatz als
Screening- oder Verlaufsparamter wird verheiRungsvoll diskutiert.

Zuvor gilt es jedoch die Funktion der Exosomen besser zu verstehen, ihren jew-
eiligen Inhalt zu charakterisieren und einzelne Komponenten genauer zu unter-
suchenl29],

In Vorarbeiten unserer Forschungsgruppe konnten mehrere Gene (EEF1AZ2,
FABPS5, GNAI1, MPP6 und SMPDL3B) identifiziert werden, deren zugehorige Pro-
teine in vitro in PCa-Exosomen exprimiert sind. Zu zwei dieser Gene (EEF1A2,
FABP5) sind erste Untersuchungen im PCa sowohl auf Gewebeebene als auch in
vitro vorbeschrieben(33. 341, Fir GNAI1, MPP6 und SMPDL3B existieren hierzu bis
dato keine Daten. In dieser Arbeit sollte die Genexpression in Prostatkarzinompro-
ben und die Rolle der Kandidatengene in vitro fur Proliferation und Migration un-
tersucht werden.
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» 4.2 Expression der Gene

Die Genexpressionsanalysen wurden nach T-Stadium oder Gleason-Score
aufgeteilt.

Das T-Stadium der TNM-Klassifikation ist in verschiedene Stufen und Unterstufen
von 1a bis 4 gegliedert und beschreibt die Ausdehnung, genauer den Befall und
die Eindringtiefe des Primartumors in der Prostata. Die Unterscheidung zwischen
Stadium T2 und T3 ist deshalb relevant, weil hier die Trennung zwischen lokal be-
grenzten, nur auf die Prostata beschrankten Tumoren (T1/T2) und lokal fort-
geschrittenen, die Prostatakapsel Uberschreitenden Karzinomen (T3/T4) gezogen
wird. So gehen die Karzinome der T-Stadien 3 und 4 mit einem hdheren Risiko flr
ein Lokalrezidiv oder die Metastasierung einheri2l.

Der Gleason-Score basiert auf der skalierten Beschreibung der histologischen Ar-
chitektur des PCa-Gewebes. Er wird gegenwartig aus haufigstem und zweithau-
figstem vorkommenden Entdifferenzierungsgrad des Karzinomgewebes
gebildetieel, Aufgrund schlechter Reproduzierbarkeit und Gefahr der Unter-
schatzung der Tumorbiologie werden die Gleason-Grade 1 und 2 kaum noch
vergeben. So ist der niedrigste, dokumentierte Gleason-Grad heutzutage Uber-
wiegend Gleason 6 (3 + 3)i¢6l. Nach Pierorazio et al. wurden die Proben in ver-
schiedene prognostische Gruppen eingeordneti®?’l. Die erste Gruppe bildeten die
Gleason-Werte 5 und 6, die zweite Gleason 7a (3 + 4). Die dritte Gruppe wurde
aus Gleason 7b (4 + 3) Proben erstellt. Eine Aufteilung der Gleason 7 Gruppe in
ein Stadium 7a und 7b ist deshalb entscheidend, weil gezeigt werden konnte, dass
das rezidivfreie Uberleben 5 Jahre nach RPE zwischen diesen Gruppen um 25 %
von 88 % (7a) auf 63 % (7b) absinktiél. Eine letzte Gruppe wurde mit Gleason-
Stadium 8 und 9 Proben gebildet. Die von Pierorazio et al. empfohlene Unter-
scheidung zwischen Gleason 8 und Gleason 9/10 konnte bei zu geringer Proben-
starke nicht erfolgen.

Die, auf in silico Vorarbeiten beruhenden Genexpressionsmuster wurden mittels
gRT-PCR-Genanalysen der TissueScan Kohorte validiert. So konnten erste spezi-
fische Expressionsdaten von GNAI1, MPP6 und SMPDL3B in Prostatakarzinom-
proben generiert werden. Zudem erlaubte die Untersuchung der Gene EEF1A2
und FABP5 die Uberpriifung vorbeschriebener Befunde sowie das Einordnen der
Ergebnisse in den Kontext der bestehenden Literatur.

Die in der Literatur beschriebene Uberexpression der Gene EEF1A2 und FABP5
beim PCa wurde bestatigt32 341, Diese zeigte sich sowohl beim Vergleich der Tu-
morproben zu den Normalkontrollen als auch bei der differenzierten Aufteilung der
Tumorproben nach histopathologischen Parametern. Weiterhin wurde eine sig-
nifikant hdéhere Expression von MPP6 und SMPDL3B im Tumorgewebe
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nachgewiesen. Eine signifikant hdhere GNAI1 Expression in PCa-Gewebe zeigte
sich nach Subgruppenanalysen.

Die Genexpression von EEF1A2 korrelierte mit dem T-Stadium. So fanden sich
sowohl signifikante Unterschiede zwischen dem Normal- und dem Karzi-
nomgewebe als auch zwischen dem T2 und dem T3 Stadium. Dies spiegelte sich
auch in der Aufteilung nach Gleason wider. So wurde die EEF1A2 Genexpression
in jeder Gleason Gruppe signifikant hdher gemessen als in den Normalkontrollen.
Unterschiede zwischen den einzelnen Gleason Gruppen zeigten sich nicht. Ten-
denziell scheint die EEF1A2-Expression in fortgeschritteneren Gleason-Stadien
ausgepragter.

Die Rolle von EEF1A2 als Onkogen wurde in verschiedenen Tumorentitaten, wie
dem MammaCa, LungenCa oder OvarialCa, nachgewieseniél. Auch beim PCa
wurde das Tumormarkerpotential von EEF1A2 bereits diskutiert33. Bekannt ist,
dass EEF1A2 Uber die PI3K/AKT/mTOR-Achse zur Stabilisierung und vermin-
dertem Abbau von MDM4 flhrt. Das MDM4 wiederum bindet an p53 und hemmt
die p53 abhangigen Translationeni®l. So werden die tumorsuppressiven und im-
munmodulatorischen Qualitdten des p53 gehemmtl’0l, was zu einer verstarkten
Karzinomneubildung fuhrt.

Die Expression von FABPS war in den untersuchten T-Stadien signifikant héher
gegenuber dem Normalgewebe. Innerhalb der T-Stadien wurden keine signifikan-
ten Unterschiede gemessen. Allerdings zeigte sich die Expression im Stadium T3
tendenziell niedriger als jene im Stadium T2. Die Einteilung nach Gleason Score
zeigte eine signifikant erhdhte Expression von FBPS in den Gleason Gruppen 5/6
sowie 7b im Vergleich zum Normalgewebe. Zudem wurden signifikante FABPS5-
Genexpressionsunterschiede zwischen den Gleason-Gruppen 7a und 7b
gemessen. So waren die Expressionsdaten in der 7b Gruppe hdher. Die, in den
fortgeschrittenen Gleason Stadien 8/9 tendenziell niedrigere FABP5 Genexpres-
sion, korreliert mit den Daten der T-Stadium Einteilung.

Die wichtige Rolle des FABPS5 in der Entstehung des PCa wurde bereits mehrfach
beschrieben34 71,721, |n einer rezenten Arbeit konnte zudem nachgewiesen werden,
dass FABP5 Uber eine Aktivierung von PPARy zur Hochregulierung von VEGF
fuhrt. VEGF selbst spielt eine entscheidende Rolle bei der Neoangiogenese im
Rahmen der Tumorprogression und kann auch aufgrund autokriner Mechanismen
direkt zu einer erhohten Malignitat der PCa Zellen beitragen(?3l.

Interessanterweise ist der FABP5-PPARyY-VEGF Signalweg beim kastrationsre-
sistenten PCa bedeutender als beim androgenabhangigen PCal74. Eine mdgliche
Erklarung konnte der Verlust der Androgenrezeptoren bei zunehmender Dedif-
ferenzierung und die damit verbundene Umstellung des Zellstoffwechsels von der
Glykolyse auf die Lipolyse liefern. Die Zellen der spaten PCa-Stadien wirden
ausschlieRlich den FABP5-PPARy-VEGF Signalweg zur Angiogenese benutzenl74l,
FABP5 konnte also einerseits als Marker zur Einschatzung der Malignitat des
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PCa, andererseits als Therapieansatzpunkt im kastrationsrefraktaren Stadium
verwendet werden. Allerdings besteht hier ein Paradoxon zu der von uns
gemessenen tendenziell niedrigeren Expression in den hdheren Tumorstadien.
Hierzu konnte eine Arbeitsgruppe feststellen, dass Unterschiede zwischen der zy-
toplasmatischen und nukledren Expression von FABP5 bestehen. Wahrend die
Hohe der zytoplasmatischen FABP5 Expression mit erhéhter Gleason Gruppe und
einem schlechteren Patiententberleben einhergeht, besteht dieser Zusammen-
hang bei der nukledaren FABP5 Expression nichtl71. Dies konnte als Erklarung fur
die von uns bei T3 und Gleason 8/9 Tumoren gemessenen unveranderten FABP5
Expressionsspiegel dienen.

Bei der GNAI1 Genexpression konnte sowohl in der Gleason Gruppe 7a als auch
bei Patienten tiber 65 Jahren eine Uberexpression in PCa-Proben im Vergleich zur
Normalkontrolle festgestellt werden. Nach aktuellem Wissensstand ist dies die er-
ste Kohorte, bei der ein Zusammenhang zwischen der GNAI1 Genexpression und
dem Auftreten von PCa dokumentiert werden konnte. Interessanterweise zeigte
sich zudem beim Vergleich der Gleason-Gruppen untereinander eine signifikante
Differenz zwischen der Gleason-Gruppe 7a und 7b. Anders als erwartet war die
Expression von GNAI1 in der Gruppe der 7b-Tumore signifikant zu den 7a-Tu-
moren erniedrigt. Unsere Ergebnisse dokumentieren somit eine Gleason-Stadium-
sowie altersabhangige Genexpression von GNAI1 in PCa-Proben und starken gle-
ichzeitig die Ergebnisse einer Studie im HCC in der GNAI1 eine Rolle als Tumor-
suppressor zugeschrieben wirdel,

GNAI1 wird weiterhin mit Pertussis und der Entstehung der Alzheimer Krankheit in
Verbindung gebrachtl?s. 761, Auflerdem wurde sein Mitwirken bei der Plattchenag-
gregation, der Taxolresistenzentwicklung beim OvarialCa und der durch Wasser-
stoffperoxid induzierten Apoptose bei LungenCa beschriebeni3el.

Vor der Subgruppenanalyse dokumentierten die Daten eine generelle MPP6
Uberexpression in Tumorgewebe. Die T-Stadium-Unterteilung zeigte eine sig-
nifikante MPP6 Genuberexpression im Vergleich zum Normalgewebe ab dem T3-
Stadium. Die MPP6 Genexpression der Gleason Gruppen 7b und 8/9 war sig-
nifikant erhdht im Vergleich zum Normalgewebe. Zudem zeigte sich eine sig-
nifikant hdhere MPP6 Genexpression in der Gleason Gruppe 7b im Vergleich zu
den Gruppen 5/6 und 7a. Nach unserem Wissen ist dies die erste PCa-Kohorte, in
der die MPP6-Genexpression untersucht wurde.

Das Gen MPP6 und sein zugehdriges Protein sind bislang wenig beschrieben
oder charakterisiert. Eine Arbeitsgruppe konnte MPP6 zusammen mit den Pro-
teinen 4.1G und CADM4 als Teil eines dreiteiligen, adhasiven Zellproteinkomplex-
es identifizieren. Dieser wurde in Schmidt-Lantermann-Einkerbungen der Myelin-
scheiden und dem Darmepithel von Mausen gefunden und scheint wichtig bei der
Ausbildung der tight junctions zu seinl’?l. Interessanterweise konnte CADM4 in di-
versen Studien bei verschiedenen Karzinomtypen (u.a. KolonCa, MammaCA) als
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Tumorsupressor identifiziert werden; seine erniedrigte Expression ging einher mit
einer schlechteren Prognosels 791. Weiterhin wurde MPP6 in Tubuli seminiferi (Ho-
denkanalchen) von Mausen als alleinstehendes Membranprotein nachge-
wiesenl0l, Seine Struktur in Prostatazellen gilt es noch zu determinieren. Vor dem
Hintergrund der tumorsuppressiven Funktion von CADM4 und dem erhohten
MPP6 Vorkommen in aggressiveren Tumorstadien beim PCa kénnte das MPP6 in
der Prostata, analog zum Vorkommen in den Hodenkanalchen solitar oder aber in
einem anderen Membranproteinkomplex vorkommen.

Ahnlich wie bei MPP6 ist auch iiber SMDPL3B wenig bekannt. Seine Genexpres-
sion wurde bisher nicht in Karzinomproben untersucht. In der vorliegenden Ko-
horte korreliert die Hohe der SMPDL3B Genexpression mit der Hohe des T-Stadi-
ums. So war die Expression von SMPDL3B sowohl in T2, als auch in T3 Tumoren,
verglichen mit Normalgewebe, signifikant erhdoht. Zudem zeigten Tumoren im
niedrigeren Stadium T2 eine signifikant geringere SMPDL3B Genexpression im
Vergleich zu T3 Tumoren. Nach der Aufteilung der Patientenproben in die ver-
schiedenen Gleason Gruppen war die SMPDL3B Genexpression aller Gruppen
signifikant héher verglichen mit dem Normalgewebe. Zudem wurden hier bei der
statistischen Auswertung die starksten Signifikanzen berechnet. Beachtlicherweise
unterschieden sich die Genexpressionsstufen innerhalb der verschiedenen Glea-
son Gruppen nicht. So scheint die SMPDL3B Genexpression beim PCa mit der
Tumorausbreitung zu korrelieren, sich jedoch bei den verschiedenen Entdifferen-
zierungsgraden des PCa nicht zu unterscheiden.

Ein Mitwirken von SMPDL3B in der Karzinomentwicklung ist bislang nicht
beschrieben. Eine geringe SMPDL3B Genexpression fihrt zum Remodeling des
Zytoskeletts von Podozyten und erhoht ihre Verletzungsanfalligkeit, umgekehrt
fihrt eine SMPDL3B Uberexpression zu einem stabileren Podozyten-
Zytoskelettdol, So kénnte eine erhdhte SMPDL3B Expression generell zu einem
robusteren Zytoskelett fUhren und damit auch die Widerstandsfahigkeit von Tu-
morzellen erhdhen.

Aullerdem wurde festgestellt, dass die Expression von SMPDL3B durch
entzindliche Stimuli hochreguliert wird und die TLR (toll-like-receptor)-vermittelte
Immunantwort hemmti#il. Die TLR-vermittelte Immunantwort selbst ist bei der PCa
Entstehung je nach Rezeptortyp sowohl karzinomférdernd als auch -hemmendis2l,
Aufgrund der zu den T-Stadien korrelierenden signifikanten Uberexpression von
SMPDL3B in PCa Zellen ware davon auszugehen, dass SMPDL3B die karzi-
nomhemmenden TLR (beim PCa u.a. TLR 3,4,5,7) negativ reguliert. Diesen
mdglichen Zusammenhang gilt es jedoch in spateren Arbeiten noch zu belegen.

Wie oben beschrieben charakterisiert der Ubergang vom Stadium T2 auf T3 ein
Uberschreiten der Prostatakapsel durch den Tumor als wichtigen Schritt beim Vo-
ranschreiten des PCa. Die signifikanten Unterschiede zwischen ebendiesen Sta-
dien bei der Genexpression von EEF1A2 sowie SMPDL3B zeugen also nicht nur
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vom Tumormarkerpotential der beiden Gene, sondern bergen durch die Korrela-
tion der Expressionsstarke mit der aggressiveren Tumorbiologie, das Potential
eines Prognoseparameters. Ebenso Potential als Tumormarker und Prognosepa-
rameter hat auch MPP6 durch seine signifikante Expressionserhohung in T3 Tu-
moren ohne signifikanten Unterschied zwischen Normalgewebe und Stadium T2.
Zudem konnte nach der Aufteilung in die Gleason Gruppen eine signifikante Uber-
expression von MPP6 in den hdéheren Gleason Stadien 7b und 8/9 im Vergleich
zum Normalgewebe sowie Gleason Gruppen 5/6 und 7a berechnet werden.

Den offensichtlichen Vorteilen der Verwendung der TissueScan Kohorte, wie die
schnelle Verfligbarkeit, die Zeitersparnis gegenuber der Zusammenstellung eines
eigenen Patientenkollektivs, oder die exzellente Reproduzierbarkeit der Daten,
stehen einige limitierenden Faktoren entgegen. So wurden die Patienten in den
USA rekrutiert. Eingedenk regionaler Unterschiede besteht somit nur eine
beschrankte Ubertragbarkeit auf die europaische oder deutsche Situation. Zudem
handelt es sich mit einem Altersmedian von 62 Jahren um ein eher jungeres Pa-
tientenkollektiv. Zum Vergleich lag die Altersverteilung aller Patienten die im Jahr
2015 an unserer Klinik eine RPE erhielten im Median bei 66,68 Jahren mit einer
Standardabweichung von £ 7,56. Aulderdem ist die verwendete Kontrollgruppe mit
einem Altersmedian von 68 Jahren deutlich alter. Altersbedingte Effekte auf die
Genexpression sind somit nicht auszuschliel3en. Insbesondere vor dem Hinter-
grund, dass sich frih manifestierende Tumore tendenziell eine aggressivere Tu-
morbiologie aufweiseni83], ist eine mogliche Selektion von Tumoren, die unab-
hangig von T-Stadium und Gleason-Score ein aggressiveres Verhalten zeigen, zu
diskutieren.

Weiterhin existieren keine Follow-Up Daten der Patienten, was Aussagen Uber
mogliche Zusammenhange von Genexpressionen und harten Outcome-Parame-
tern wie dem tumorspezifischen Uberleben unméglich macht. Zudem ist die Ko-
hortengréRe mit ihren 40 Tumorproben zwar ausreichend, um erste Erkenntnisse
Uber die Genexpressionen der Zielgene zu sammeln, doch sind weitere Unter-
suchungen an gréfReren, ethnisch reprasentativen Kohorten mit klinischen Follow-
Up Daten unabdinglich, um den Wert der funf hier beschriebenen Zielgene
genauer beurteilen zu kénnen.

Der alleinige Nachweis der Uberexpression der Zielgene in Tumorgewebe erlaubt
keine Aussage Uber deren Funktionalitdt, weshalb eine genauere Charakter-
isierung derselben in unterschiedlichen Assays erforderlich war. Besonders bedeu-
tend bezuglich des Tumorfortschreitens und der Metastasierung sind die Prozesse
der Proliferation, Migration und Invasion der Tumorzelleni25l. Ob und wie stark die
Produkte der Gene in diese Vorgange involviert sind, wurde in der vorliegenden
Arbeit untersucht.
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« 4.3 Charakterisierung der Gene

Angesichts der Expressionsdaten entschieden wir uns dazu, die in vitro Vali-
dierung auf EEF1A2, MPP6 und SMPDL3B zu fokussieren. Das Gen GNAI1
wurde aufgrund seiner gleichmafigen Expression in den T-Stadien von der weit-
eren Analyse ausgeschlossen. Fur FABP5 lagen zum Zeitpunkt der Planung der
Experimente bereits publizierte in vitro Daten vor.

Zur Objektivierung der invasiven Fahigkeiten der Zelllinien und im Hinblick auf
eine spatere Anwendung im Rahmen der Exosomenforschung wurde der von un-
serer Forschungsgruppe fur das Urothelkarzinom etabliertels2l MDCK-C7 Invasion-
sassay erstmalig beim Prostatakarzinom verwendet. Trotz der groRen Relevanz
der Metastasierung und ihren vorgeschalteten invasiven Prozessen ist eine exakte
Reproduktion ihrer integralen Komplexitat in in vitro Modellen bisher nicht moglich.
So kénnen nur isolierte Invasionsprozesse unabhangig voneinander nachgestellt,
analysiert und modifiziert werden. Durch sein spezielles Design ist der MDCK-C7
Invasionsassay hervorragend zur Untersuchung von mediatorvermittelten
Prozessen der early invasion, die mit einer Auflosung des epithelialen Zellverbun-
des einhergehen, geeignet. Die Insertmembran sorgt mit ihren 0,4 ym messenden
Poren flr eine Trennung von Karzinomzellen und dem als Barrieremodell dienen-
den dichten, einschichtigen Epithelverbund, indem sie das Durchdringen ganzer
Zellen verhindert und die Einflusse auf die TEER-Messung alleine auf frei dif-
fundierende sekretorische Faktoren limitiert. Diese destabilisieren physiologische
Barrieren wie die Basalmembran und begunstigten so die Migration maligner
Zellen in der invasiven Spatphasel#4. Die Integritat des Epithelverbundes wird an-
hand der Entwicklung der TEER abgeleitet, welche sich exponentiell aufbaut und
bei einer Zerstorung des Zellverbundes einbricht. Die epithelialen tight-junctions
haben durch das Abdichten der Interzellularraume den starksten Effekt auf den
elektrischen Widerstand. Als Diffusionsbarriere beeinflussen diese die Epithelper-
meabilitdt und auf physikalischer Ebene die parazellulare Leitfahigkeit.
Entsprechend sind Epithelverbande mit starken tight junctions in der Lage hohe,
transepitheliale Widerstande zu erzeugen, welche als Indikator einer intakten
Zellintegritat benutzt werden konneniseél,

Die Effekte direkt proteolytischer Faktoren oder von Molekilen/Partikeln, die Uber
eine Modulation der Epithelzellen einen Einfluss auf die Starke der tight junctions
haben, kdnnen also beim MDCK-C7 Invasionsassay gezielt untersucht werden.
Durch Modifikationen der zu untersuchenden Zellen sollte so auch die Unter-
suchung der Effekte, die eine Anderung der Expression bestimmter Gene nach
sich zieht, moglich sein.

Ahnliche Verfahren, die ebenfalls auf einem elektrophysiologischen Funktions-
prinzip beruhen, wie beispielsweise das auf einer Impedanzmessung aufbauende
xCELLigence- Systemi#sl, ermoglichen keine strikte Trennung der Tumor- und Epi-
thelzellen. Diese lassen somit keine Abgrenzung zwischen invasiven Effekten
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durch direkten Zell-Zell-Kontakt und solchen durch sekretorische Faktoren zu.
Eine andere Technik zur Objektivierung von Invasion ist die seit Jahrzehnten ver-
wendete Boyden-Kammer, bei der die Karzinomzellen direkt eine basalmem-
branahnliche Schicht zerstéren missen, um durch ein Polycarbonatgeflecht zu
migrieren. Die Zellen werden anschlieRend in einer Kammer ausgezahlt, um uber
deren Summe pro Zeit Rickschlisse auf deren Invasivitat zu ziehenigel. Allerdings
bewirkt der direkte Kontakt zu dem, der extrazellularen Matrix ahnlichen Geflecht
selbst, die Ausbildung von u.a. proliferations-, migrations- und tumorigenese-
fordernden Adhasionsmolekilen sowie die Rekrutierung von Proteasen, was die
detaillierte alleinige Untersuchung von sezernierten Invasionsfaktoren unmaoglich
machts7l,

Die beim MDCK-C7 Invasionsassay in der Kokultivierung verwendeten Zelllinien
DU145, PC3 und PNT1A zeigten ein unterschiedliches Invasionsverhalten. So
brach der transepitheliale elektrische Widerstand der MDCK-C7 Zellen nach 48 h
Kokultivierung mit den malignen PC3 Zellen ein und verringerte sich kontinuierlich
bis zum Messzeitpunkt 72 h. Im Gegensatz hierzu verliefen die gemessenen
TEER-Werte der PCa Zelllinie DU145 und der BPH Zelllinie PNT1A analog zur
Negativkontrolle. Somit zeigte sich ein signifikant hoherer Invasionskoeffizient der
PC3 Zellen. Weiterhin konnte durch TGFB ein Einbruch des Widerstandes schon
nach 24 h mit einer nachfolgend niedrig-stabilen TEER bei einem Drittel der Werte
der Negativkontrolle beobachtet werden. Beide Versuche bestatigen die prinzip-
ielle Funktionalitat des MDCK-C7 Invasionsassays. Beim Prostatakarzinom konnte
er so erganzend zu etablierten Verfahren von Nutzen sein. Insbesondere fir die in
nachfolgenden Projekten geplanten Untersuchungen der direkten Wirkungen von
Exosomen auf den transepithelialen Widerstand erscheint er wertvoll. Nichts-
destotrotz sind weitere Modifizierungen und Anpassungen des MDCK-C7 Assays
durchzufuhren, um gezielt den Effekt bestimmter sekretorischen Komponente er-
fassen zu kénnen und begleitende oder verstarkende Nebeneffekte zu reduzieren.
Schwachpunkte des etablierten MDCK-C7 Invasionsassays sind der hohe Zeit-
und Materialaufwand, die begrenzte Zahl der Messzeitpunkte sowie die noch nicht
bis ins Detail verstandenen Prozesse im Epithelzellverband wahrend des Aufbaus
der TEER. Dass die TEER u.a. temperatur- sowie mediumabhangig und bei
hoheren Zellpassagen weniger valide ist, ist bekanntis8l, sodass mit Beginn der
Experimente darauf geachtet wurde, derartige Storfaktoren zu minimieren. Den-
noch zeigten sich immer wieder unerklarliche und unvorhersehbare Schwankun-
gen der Messwerte. Dies und die zunehmende Komplexitat des Assays bei Er-
weiterung und Modifikationen wie beispielsweise die siRNA Interferenz, lieRen uns
das Verfahren nach der Etablierungsphase als ungeeignet flr die weitere Vali-
dierung unserer Kandidaten erscheinen. Dennoch bieten die hierzu geleisteten Ar-
beiten wertvolle Ansatzpunkte fur die weitere wissenschaftliche Arbeit in unserem
Labor. Insbesondere mit Hinblick auf die Charakterisierung einzelner Zelllinien und
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die direkte Untersuchung der Einfliisse von Exosomen verschiedener prostatisch-
er Tumorentitaten auf die Integritat einer Epithelbarriere.

Um die Auswirkungen der Zielgene (EEF1A2, MPP6 u. SMPDL3B) auf Proliferati-
on und Migration von Prostatakarzinomzellen zu untersuchen, fuhrten wir unter
Manipulation mit siRNA-Interferenz zwei weitere Versuche durch. Mittels MTT-As-
says wurde ihr Einfluss auf das Wachstumsverhalten von PCa-Zellen durch Ab-
sorptionsmessung erfasst.

Bei dem in unserem Labor erstmals verwendeten und somit neu etablierten
Scratch Assay wurde nach Ablauf der siRNA Transfektion in standardisierter
Weise ein Defekt definierter Grolde in den Zellrasen eingebracht und fotographisch
verlaufsdokumentiert. Die Migration der Zellen in diesen Defekt wurde mithilfe ein-
er Softwarelé4 ausgewertet. Als Zellmodell diente die PC3 Zelllinie. Sie wurde auf-
grund ihres im MDCK-C7 Invasionsassay dokumentierten invasiven Verhaltens
und des im Vergleich zur DU145 Zelllinie grolReren metastatischen Potentials aus-
gewahitsi,

Im MTT Proliferationsassay zeigte sich verglichen mit der unbehandelten Kontrolle
ein signifikanter Effekt der Kontroll-siRNA auf die PC3 Zellen (ca. 24%, p=0,0002).
Ein toxischer Effekt fir das Transfektionsreagenz konnte nicht nachgewiesen wer-
den.

Trotz dieser Einschrankung bei der Auswertung konnte ein ausgepragter Effekt auf
die Proliferation von PC3 Zellen nach Knockdown von MPP6 gezeigt werden. Ver-
glichen mit der Negativkontrolle zeigte sich kein signifikanter Einfluss von SM-
PDL3B und EEF1A2 auf die Proliferation. Gegentiber der unbehandelten Kontrolle
findet sich fur alle drei Gene eine Reduktion der Proliferation. Fir EEF1A2 ist ein
entscheidender Einfluss auf die Proliferation und Apoptoseinhibition von Prostata-
krazinomzellen beschriebeni32l. MPP6 ist bezlglich seiner direkten Auswirkung auf
die Proliferation ebenso wenig charakterisiert wie SMPDL3B. Allerdings konnte
CADM4 aus dem MPP6-4.1G-CADM4 Komplex proliferationsférdernde Effekte
uber den VEGF Rezeptor zugeschrieben werdenig?l. SMPDL3B konnte als Regula-
tor der suPAR induzierten Aktivierung des aV; Integrin-Signalweges in Podozyten
identifiziert werdent#0l. Der aV3; Integrin-Signalweg ist gut charakterisiert und fuhrt

zur Auslosung diverser proliferationsfordernden Kaskadeniool,

Im Scratch Assay zeigte sich kein negativer Effekt auf die Migration durch die Kon-
troll-siRNA, was sich in einer nur geringfugig zu den unbehandelten Zellen veran-
derten Migrationsgeschwindigkeit widerspiegelt.

Die auf den Zeitpunkt to normalisierten Daten des Scratch Assays zeigten nach
dem Knockdown von EEF1A2, MPP6 und SMPDL3B signifikante Hemmungen der
Migrationsgeschwindigkeit der PC3 Zellen im Vergleich zur Kontroll-siRNA. Hierbei
ergaben sich Unterschiede je nach analysiertem Zeitpunkt. 24 Stunden nach
zugefuhrtem Zellrasendefekt wurde bei den Zellen mit SMPDL3B Knockdown die
starkste Migrationsbeeintrachtigung gemessen. Wie oben beschrieben, aktiviert
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SMPDL3B den aVp; Integrin-Signalweg. Dieser wurde kurzlich als wichtiger

Baustein bei Migration, Adhasion und Invasion der Zellen wahrend der Metas-
tasierung des PCa identifiziert®0 911. Zu den Zeitpunkten tsg und t72 wurden eben-
falls signifikant hemmende Einflisse auf die Migrationsgeschwindigkeit nach SM-
PDL3B Knockdown im Vergleich zur Kontrolle gemessen.

Zum Zeitpunkt t4s zeigten die Zellen mit MPP6 Knockdown die starksten signifikan-
ten Effekte auf die Migration. Gleichwohl wurden zu allen Zeitpunkten eine sig-
nifikant langsamere Zellmigration nach MPP6 Knockdown im Vergleich zur Kon-
trolle gemessen. Einem verwandten Bestandteil des MPP6-4.1G-CADM4 Kom-
plexes, namlich dem Protein 4.1 B, konnte als Teil der FERM-Domane migrations-
fordernde Effekte im Rahmen der Wundheilung und Metastasierung nachgewiesen
werden. Der FERM-Komplex kann in etlichen Proteinen nachgewiesen werden
und spielt bei der Befestigung von Membranproteinen eine bedeutende Rolle.
Nach dem Ausschalten von 4.1 B wurde eine kompensatorisch erhdhte 4.1 G Ex-
pression beobachtet!92l. Diese frihe Migrationsfahigkeit soll zudem Integrin-vermit-
telt ablaufeni®3l. Im PCa wurde bislang einzig die Rolle von 4.1 B untersucht und
ein inverser Zusammenhang zur tumorigenen ERG Uberexpression festgestelltio4l.
Aulerdem scheint das CADM4 Einfluss auf die Migration von Zellen zu
nehmenisdl,

Eine signifikante Reduktion der Migrationsgeschwindigkeit konnte bei den PC3
Zellen nach EEF1A2 Knockdown fur den Zeitpunkt t24 festgestellt werden. Bei den
spateren Zeitpunkten migrierten die Zellen in einer vergleichbaren Geschwin-
digkeit zur Kontrolle. Das Protein EEF1A2 fuhrt zur Stimulation von Akt abhangi-
gen Signalwegen und somit zu einer verstarkten Zellmigrationi®sl. Dieser Effekt war
in unseren Versuchen jedoch weniger stark ausgepragt als die Einflisse von
MPP6 und SMPDL3B auf die Migration.

Zusammenfassend konnten wir die signifikante Hemmung von Proliferation und
Migration durch die Ausschaltung von MPP6 nachweisen. Das Gen MPP6 und
sein Proteinprodukt scheinen also entscheidenden Einfluss auf diese biologischen
Zellprozesse zu nehmen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Expression
von EEF1A2 und SMPDL3B einen Einfluss auf die Migration von PCa Zellen hat,
denn nach deren Ausschalten verringerte sich die Migrationsgeschwindigkeit der
PCa Zellen signifikant im Vergleich zur Negativkontrolle.

Eines der Hauptprobleme beim Einsatz der RNA Interferenz ist die Unfahigkeit der
siRNA passiv durch die zellulare Membran zu diffundierent®¢l. |hr hohes Moleku-
largewicht und die starke negative Ladung der Nukleinsaure verhindern hierbei
das Durchdringen der mit Polyglykanen und anderen Modifikatoren bestlckten
Lipiddoppelschicht der Zellmembran. Aus diesem Grund wurden unterschiedliche
Vektoren entwickelt, die den Transport der siRNA in das Zytosol ermdglichen
sollen. Einen Vektor stellen die kationischen Lipide dar, zu denen auch das von
uns verwendete Transfektionsreagenz Dharmafect™ zahltlo7l. Sie bilden zusam-
men mit der siRNA sogenannte Lipokomplexe, welche sich an die Zellmembran
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anlagern konnen, per Endozytose in das Zytosol geschleust werden und die siR-
NA freisetzen. Allerdings interferieren diese Transfektionsreagenzien auch mit dem
Zellzyklus und unterscheiden sich in Ihrer Toxizitat und Effizienz. Wenngleich vom
Hersteller Dharmacon (Lafayette, USA) als gering angegeben, wurde die von
Dharmafect verursachte Zelltoxizitat in einer Arbeit als bedeutend eingestuftlosl.
Zudem sind die genauen Vorgange der siRNA Einschleusung sowie deren exakte
Wirkungsweise nicht vollstandig verstandeni®®l, weshalb Wechselwirkungen der
Transfektionsreagenzien mit beispielsweise der siRNA verschiedener Hersteller
Probleme bereiten kdnnen. Vor diesem Hintergrund wurde die Inkubation mit dem
Transfektionsreagenz zeitlich begrenzt. Um negative, zellintegritatsschadigende
Effekte zu erfassen, wurden neben unbehandelten und den mit der Kontroll-siRNA
behandelten Zellen, auch solche untersucht die nur mit dem Transfektionsreagenz
behandelt wurden.

Weiterhin ist auch eine Beeinflussung der Zellen durch die Behandlung mit siRNA
allgemein, unabhangig davon, ob sie zu einem Gen-Knockdown flhren oder nicht,
mdglich. In den hier durchgeflihrten Proliferationsversuchen deutete sich ein un-
spezifischer negativer Effekt der Kontroll-siRNA auf das Zellwachstum an. Hier-
durch ist schwieriger zu differenzieren, ob die detektierten Veranderungen bei der
Behandlung mit den Target-siRNAs auf einen allgemeinen Effekt bei der Transfek-
tion oder einen spezifischen Gen-Knockdown verursacht sind. Somit wird die Sen-
sitivitat der Untersuchungsmethode flr tatsachliche Unterschiede geringer.
Letztlich sind nicht alle Auswirkungen der siRNA Transfektion auf die Zielzellen er-
fassbar und hinterlassen somit immer eine gewisse Unscharfe der Ergebnisse.

Der MTT Proliferationsassay stellt nur eine von vielen Methoden zur Erfassung
des Zellwachstums dar. Aufgrund seiner einfachen Handhabung und der damit
einhergehenden weiten Verbreitung gilt er jedoch gemeinhin als Goldstandard.
Seit seiner Entwicklung in den 1980er Jahren fuhrten einzelne Modifikationen zu
einer noch einfacheren und direkten Anwendungi®®. Eine Vergleichsstudie kommt
zum Ergebnis, dass der MTT Assay gegenlber anderen Testverfahren eine recht
hohe Ungenauigkeit aufweist. Zudem wurden Interferenzen des MTT mit bes-
timmten Substanzen, die zur Modifikation von Zellkulturbedingungen eingesetzt
werden, beschriebeni®l. Zwar wurde in der vorliegenden Studie versucht durch die
Anzahl der Replikate diese Fehlerrate zu minimisieren, allerdings schliel3t dies
nicht moégliche Wechselwirkungen zwischen dem MTT und den transfizierten
Zellen aus.

Der Scratch Assay bietet prinzipiell die Mdglichkeit der direkten Visualisierung des
komplexen Phanomens der Wundheilung. Somit kénnen die Effekte einzelner
Gene auf das Zusammenspiel von u.a. Signaltransduktion und zytoskelettaler Re-
organisation beleuchtet werdenli100, Bei der Verwendung von Tumorzellen ist er
uber die Erfassung des migratorischen Verschlusses des Defektes Surrogat fur
eine erhodhte Motilitdt und Invasivitdt der Tumorzellen. Aus technischer Sicht
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mussen bei der Durchfiihrung einige entscheidende Schritte beachtet werden. Die
Zellkonzentration sollte so ausgewahlt sein, dass die Zellen bei Einbringung des
Defektes einen dicht besiedelten Monolayer bilden. So verschlielen sie nachfol-
gend den Defekt, ohne bestehende Lucken innerhalb des Monolayers zu fullen.
Eine zu dichte Besiedlung wiederum fuhrt zur Hemmung der Migrationswilligkeit
der Zellent1o1l, Die in friheren Arbeiten oft verwendeten wiederholten Einmalmes-
sungen der Distanz zwischen den Zellrandern resultierten in gro3en Variationsun-
terschieden. Das Problem wurde in dieser Arbeit durch eine automatisierte Soft-
wareauswertung beseitigté4. Fur den objektiven Vergleich der unterschiedlichen
Migrationsgeschwindigkeiten bedurfte es eines anndhernd gleich grol’en Defektes
in den wells. Die Zellen migrieren entlang eines Gradienten chemotaktisch wirk-
samer Substanzen (u.a Zytokine), welche von den gegenuberliegenden Zellen
produziert werdenl102l, Selbstredend geht eine GroRenvarianz des Kratzers mit
einer Veranderung des Gradienten und somit einer unterschiedlichen Migrations-
geschwindigkeit einher. Sind die Zellen an einem Punkt angekommen, an dem die
Zytokinkonzentration einen bestimmten Schwellenwert erreicht hat, verandern sie
sich von einem eher migratorischen in einen proliferierenden Phanotyp und begin-
nen sich zu vermehrenl102l, was wiederum zu einem schnelleren Verschluss des
Defektes beitragt. So gehen die beiden fur die Metastasierung essentiellen
Vorgange Migration und Proliferation in diesem experimentellen Setting Hand in
Hand.

Generell ist die Aussagekraft von in vitro Untersuchungen limitiert. Trotz zahlreich-
er Versuche der Anpassung an die biologische Realsituation, wie z.B. 3D Zellkul-
turen oder Organoidelo3], bleiben sie lediglich modellhafte Annaherungen, deren
Ergebnisse letztendlich in vivo oder an Patientenmaterial validert werden mussen.
Ein gutes Assaydesign vorausgesetzt, kdnnen sie spezifische Vorgange beleucht-
en, nicht aber deren Rolle in der Integritat eines menschlichen Korpers, mit u.a.
der Aktivierung des Immunsystems oder anderen Heilungsprozessen, ein-
schatzen. AuRerdem gilt es standardisierte Methoden zu entwickeln, um Ergeb-
nisse valide und untersucherunabhangig reproduzieren zu kénnen. Einem fur die
Methodenerlernung nicht unerheblichen zeitlichen Aufwand stehen zudem biolo-
gische Komponenten entgegen, die durch geringe, oft nicht verstandene und
ungewollte Modifikationen ihrer Umwelt teils gegensatzliche Ergebnisse liefern
konnen. Liegt aber ein gut funktionierendes und robustes Testsystem vor, kdnnen
vergleichsweise schnell unter standardisierten Bedingungen Untersuchungen mit
zahlreichen Modifikationen vorgenommen werden.
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e 4.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit ist ein Baustein zur Charakterisierung von bestimmten
Genen, deren zugehorige Proteine Bestandteil der exosomalen Fraktion beim PCa
sind.

Es zeigte sich eine stadien- und teilweise altersabhangige Uberexpression von
EEF1A2, FABP5, MPP6, SMPDL3B und GNAI1 in PCa-Gewebe. Aullerdem
wurde der Einfluss von EEF1A2, MPP6 und SMPDL3B auf Proliferation und Mi-
gration metastatischer PC3 Zellen beleuchtet. Die Ergebnisse legen einen positiv-
en Einfluss von MPP6 auf die Proliferation und Migration von Tumorzellen nahe.
Far EEF1A2 und SMPDL3B zeigte sich ein signifikanter Einfluss auf die Migration,
nicht jedoch auf die Proliferation von PC3 Zellen.

Weiterhin konnte mit dem Invasionsassay ein in vitro Verfahren beim Prostata-
karzinom etabliert werden, welches fur die notwendigen weiterflihrenden Arbeiten
auf exosomaler Ebene ein wertvolles Werkzeug darstellen wird.

Aufgrund ihres vielversprechenden Potentials fur die Forschung und die klinische
Anwendung sollten die Expressionen der Zielgene in Exosomen von PCa Patien-
ten (z.B. aus dem Blut, Urin oder Seminalflissigkeit im Sinne einer ,liquid biopsy*)
genauer untersucht werden. Weiterhin sollte geklart werden, welchen Einfluss
diese auf Synthese, Sekretion und Funktion von Exosomen haben.

Auch sind Uberpriifungen der Expressionsdaten an umfangreicheren Kohorten mit
klinischen Follow-up Daten erforderlich, um den Wert der hier untersuchten Gene
als Marker auf Gewebeebene genauer zu bestimmen.

In vitro sind weiterhin Untersuchungen in komplexeren Modellsystemen, z.B. mit-
tels stabiler Knockout-Zelllinien denkbar. Dies wiirde auch eine Ubertragung in das
tierexperimentelle Setting erleichtern.
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e 5. Zusammenfassung

Ungeachtet der hohen Relevanz des Prostatakarzinoms bezuglich Morbiditat und
Mortalitat von mannlichen Patienten sind einerseits die bislang etablierten Scree-
ning- und Verlaufsparameter storanfallig, andererseits die Mechanismen der Tu-
morprogression nur unzureichend bekannt. Zudem fehlen Marker, die eine diffe-
renzierte Risikostratifizierung des einzelnen Prostatakarzinoms und somit die Ent-
wicklung individualisierter Therapiekonzepte ermoglichen.

Vielversprechendes Potential zur Losung dieser Herausforderungen bieten Exo-
some. Diese, mit organischem Material der Ursprungszelle beladenen extrazellula-
ren Vesikel werden vermehrt von Tumorzellen ausgestolien und stehen u.a. im
Verdacht in die frihen Schritte der komplexen Metastasierungskaskade verwickelt
zu sein. Exosome kdnnen aus nahezu allen Korperflissigkeiten extrahiert werden,
um ein hochaktuelles komplettes Bild der biologischen Potenz des Tumors zu er-
stellen.

Die in silico Validierungen massenspektrometrisch gewonnener Proteinexpressi-
onsprofilen von PCa Exosomen flhrten zur Identifizierung von finf, im Prosta-
takarzinom uberexprimierten Genen. Die nachfolgende Untersuchung einer Kohor-
te mit Prostatakarzinompatienten bestatigte die Uberexpression von EEF1A2,
FABP5, GNAI1, MPP6 und SMPDL3B in PCa Gewebe. Eine dezidierte Evaluation
der Ergebnisse zeigte zudem die stadienabhangige Genexpression von EEF1A2,
MPP6 und SMPDL3B im PCa-Gewebe. Diese Ergebnisse geben erste Anhalts-
punkte fur einen moglichen Einsatz oben genannter exosomenassoziierten Gene
sowohl im Rahmen der Karzinomsubtypisierung als auch in der Risikostratifizie-
rung des PCa. Nachfolgend schlossen sich funktionelle Analysen im Hinblick auf,
im Rahmen der Metastasierung relevante Prozesse an. Hier konnten proliferati-
onsfordernde Eigenschaften von MPP6 sowie ein positiver Einfluss von EEF1A2,
MPP6 und SMPDL3B auf die Migration von Tumorzellen nachgewiesen werden.
Weitere Validierungs- und Charakterisierungsarbeiten zu den PCa-Exosomen vor-
ausgesetzt, konnten EEF1A2, MPP6 und SMPDL3B in Zukunft im Rahmen multi-
faktorieller Modelle eine Rolle bei der individuellen Charakterisierung des Prosta-
takarzinoms im Hinblick auf Risikostratifizierung und moglicherweise als Therapie-
ansatzpunkt in einer individualisierten Karzinomtherapie spielen.
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* 10. Anhang

Basensquenzen der verwendeten Primer:

Name Primertyp Basensequenz
CALM Vorw. — 5-GAGCGAGCTGAGTGGTTGTG-3’
Riickw. «  5-AGTCAGTTGGTCAGCCATGCT-3’
EEF1A2 Vorw. — 5-GGACCATTGAGAAGTTCGAGA-3’
Rickw. — 5-AGCACCCAGGCATACTTGAA-3
FABP5 Vorw. —  5-GCAGACCCCTCTCTGCAC-3
Riickw. «—  5-TCGCAAAGCTATTCCCACTC-3’
GNAI1 Vorw. — 5-GCCCTCTCACTATATGCTATCCAG-3’
Rickw. —  5-TTGAGGTCTTCAAACTGACATTG-3’
GUS Vorw. — 5-GAAAATAYRTGGTTGGAGAGCTCATT-3’
Riickw, 5-CCGAGTGAAGATCCCCTTTTTA-3
MPP6 Vorw. — 5-TGTAAATAGAGAAGATCCAAATTGGTG-3’
Rickw. — 5-ACTGGCTTGGAATGAGACCAG-3
SMPDL3B Vorw. — 5-CGCTGACAGCAGACATGG-3’
Riickw. — 5-GTGGCCGACAATGTACACC-3’

Basensequenzen der verwendeten Sonden:

Name Basensequenz

CALM 5-TCGCGTCTCGGAAACCGGTAGC-3’

EEF1A2 UPL 60 (Roche, Diagnostics Mannheim)

FABP5 UPL 56 (Roche, Diagnostics Mannheim)

GNAI1 UPL 34 (Roche, Diagnostics Mannheim)

GUS 5-YAK-CCAGCACTCTCGTCGGTGACTGTTCA-BBQ-3
MPP6 5-AGCCATGTAAAAGAGGGAGGAAGCGCTGGTC-3’
SMPDL3B UPL 11 (Roche, Diagnostics Mannheim)
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