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Kurzdarstellung

MicroRNAs (miRNAs) kodieren nicht fiir Proteine, sondern bewirken durch Bindung an die 3°-
untranslatierte Region bestimmter Ziel-mRNAs deren Abbau und hemmen die Translation. In
zahlreichen Tumoren ist die Expression von miRNAs verandert; sie konnen als Onkogene und
Tumorsuppressoren wirken. RAS st das h&ufigste in menschlichen Tumoren aktivierte
Onkogen. Als zentrales Schaltmolekil vernetzter Signalkaskaden entfaltet es seine Haupt-
wirkungen durch Aktivierung oder Repression transkriptioneller Zielgene. In der vorliegenden
Arbeit wurden erstmals die Auswirkungen des RAS-Onkogens auf die miRNA-Expression
systematisch erfasst. Der Vergleich immortalisierter und KRAS-transformierter ovarialer
Oberflachenepithelzellen der Ratte (ROSE) mittels Microarray-Technologie zeigte 87 durch das
RAS-Onkogen regulierte miRNAs, davon waren 27 hoch- und 60 herunterreguliert. Mithilfe
pharmakologischer Inhibitoren lieR sich die Regulation von 25 (93 %) der hochregulierten und
23 (38 %) der herunterregulierten miRNAs dem RAS-abhangigen MAPK-Signalweg zuordnen.
Der ebenfalls RAS-abhéngige PI3K-Signalweg beeinflusste entsprechend 8 miRNAs. Dreizehn
(48 %) der hoch- und 27 (45 %) der herunterregulierten miRNAs waren in HRAS-trans-
formierten humanen Zellen in gleicher Weise reguliert, sie bilden eine konservierte miRNA-
Signatur. Um die erfassten miRNA-Expressionsveranderungen funktionell zu charakterisieren,
wurden die Spiegel ausgewdhlter herunterregulierter miRNAs in RAS-transformierten ROSE-
Zellen durch Transfektion mit in vitro synthetisierten miRNA-Kopien ndherungsweise wieder
auf Niveaus wie vor der Transformation angehoben. Bei drei miRNAs war in Folge das
ankerabhangige, bei zweien das ankerunabhéngige Zellwachstum um mehr als 20 % reduziert.
Diese miRNAs wirken somit potenziell transformations- und tumorsuppressiv. Die Korrelation
algorithmischer Ziel-mRNA Vorhersagen mit gemessenen miRNA- und mRNA-Expressions-
daten ermdglichte schlielich die Identifizierung einer regulatorischen Beziehung zwischen miR-
22 und Fosll, die erstmals zelltyp- und speziesubergreifend mittels Western-Blot-Analysen
bestatigt wurde. miR-22 kommt damit eine wichtige Rolle als Proliferationshemmer im Rahmen
der RAS-induzierten Transformation zu. Insgesamt zeigen diese Ergebnisse, dass die onkogene
Aktivierung von RAS umfangreiche und funktionell relevante Veranderungen der miRNA-
Expression nach sich zieht. Die Regulation von Fosll durch miR-22 macht deutlich, dass
miRNAs ihre Wirkungen im Zusammenspiel mit bekannten zellularen Onkogenen oder Tumor-
suppressoren wie Transkriptionsfaktoren entfalten. Die Entschliisselung weiterer entsprechender
molekularer Mechanismen ist entscheidend flr ein besseres Verstandnis der RAS-induzierten

malignen Transformation und schafft neue Ansatzpunkte fiir Tumordiagnostik und -therapie.
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Abstract

MicroRNAs (miRNAs) do not encode proteins, but selectively degrade mRNAs by binding to
their 3’ untranslated region (UTR) and inhibit translation. MiRNA expression is altered in a
variety of human tumors; in this context miRNAS can act as oncogenes or tumor Suppressors.
RAS is the most frequently activated oncogene in human tumors. As a central molecular switch
of complex intracellular signaling networks the protein mediates its effects mainly through
activation or repression of transcriptional targets.

In the present work, the effects of oncogenic RAS on miRNA expression were assessed
systematically for the first time. Comparison of immortalized versus KRAS-transformed rat
ovarian surface epithelial cells (ROSE) by microarray technology revealed 87 differentially
expressed miRNAs. Twenty-seven of these were up- and 60 were down-regulated. Using
pharmacological inhibitors, the regulation of 25 (93%) of the up-regulated and of 23 (38%) of
the down-regulated miRNAs was attributed to the RAS-dependent MAPK pathway. The PI3K
pathway — acting downstream of RAS as well — influenced only 8 miRNAs. Thirteen (48%) of
the up- and 27 (45%) of the down-regulated miRNAs were regulated in the same way in HRAS-
transformed human cells. These mMiRNAs constitute a conserved miRNA signature. To
functionally characterize the miRNA expression changes observed, intracellular miRNA levels
were modulated by transfection with miRNA mimics (in vitro synthesized miRNA analogues).
In RAS-transformed cells, the levels of a selected set of 7 down-regulated miRNAs were raised
separately to levels as in untransformed cells. Three miRNAs inhibited the anchorage-dependent
growth and two inhibited anchorage-independent proliferation by more than 20%. These
miRNAs are possible tumor suppressors. Finally, the correlation of algorithmic target prediction
with miRNA and mRNA expression data allowed the identification of a regulatory relationship
between miR-22 and the transcription factor Fosl1l. This functional link was confirmed to be a
species- and cell type-spanning mechanism by Western Blot analyses. Therefore, miR-22 has to
be considered as an important proliferation inhibitor in the context of the RAS-induced

malignant transformation.

Taken together, oncogenic activation of RAS induced profound and functionally relevant
miRNA expression changes. The regulation of Fosll by miR-22 indicates that miRNAs exhibit
their functions not alone but in conjunction with known cellular oncogenes and tumor
suppressors, e. g. transcription factors. Comprehensive deciphering of molecular mechanisms
will be crucial for a better understanding of the RAS-induced malignant transformation and

generate new options for tumor diagnostics and therapy.
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1 Einleitung

Die Entstehung von Tumoren ist nach heutigem Verstandnis ein komplexer, mehrstufiger
Prozess. Die onkogene Transformation, d. h. die Umwandlung zun&chst regelrechter zu autonom
und invasiv-destruierend wachsenden Zellen, kann auf verschiedensten Wegen ablaufen.
Dennoch lassen sich einige essenzielle Eigenschaften herausarbeiten, die Zellen bei der malignen
Transformation so gut wie immer erwerben: Sie sind in geringerem Malle von exogenen
mitogenen Wachstumsfaktoren abhangig, werden resistent gegeniber wachstumshemmenden
Signalen, konnen sich unbegrenzt teilen und verhindern ihren apoptotischen Zelltod. In vitro
korrelieren diese Eigenschaften mit dem Vermdgen, ankerabhdngig — d. h. in adhdrenter Kultur —
unbegrenzt zu wachsen. Maligne Zellen entwickeln daruber hinaus die Fahigkeit, die Neubildung
von Gefalien zu induzieren, invasiv zu wachsen sowie zu metastasieren (Hanahan et al., 2000).
Ihrer Tumorigenitat entspricht in vitro ihr Potential, auch ohne direkte Verankerung auf einer
Oberflache — d. h. ankerunabhdngig — zu wachsen. lhre Invasivitdt spiegelt sich schliellich in der
epithelio-mesenchymale Transition (EMT) wider (Colburn et al., 1978; Freedman et al., 1974;
Shin et al., 1975).

Hintergrund dieser Entwicklungen sind genomische Alterationen, die initial meist nur die Gene
einzelner Schlusselmolekiile wie Protoonkogene oder Tumorsuppressorgene betreffen. Diese
Schlisselmolekiile, oft Bestandteile intrazelluldrer Signalwege, steuern wichtige zellulare
Vorgange wie Proliferationsverhalten, Differenzierung oder Interaktion im Zellverband, indem
sie Einfluss auf die Expression und in weiterer Folge auch auf die Proteinspiegel einer weitaus
groReren Zahl an Genen nehmen. Erst diese Genexpressionsverdnderungen sind schlielich fur
die Auspragung des malignen Phénotyps verantwortlich (Tchernitsa et al., 2004; Zuber et al.,
2000).

Vor einigen Jahren wurde eine neue Klasse von Molekiilen entdeckt, die ebenfalls potenzielle
transkriptionelle Ziele von Onkogenen und Tumorsuppressorgenen darstellen: die microRNAs
(miRNAs). miRNAs kodieren nicht firr Proteine; sie regulieren stattdessen auf posttranskriptio-
neller Ebene die Expression eines oder mehrerer Zielgene und greifen so aktiv in zellulare
Regelkreise ein (Bartel, 2004). Verdanderungen der miRNA-Expression wurden in zahlreichen
menschlichen Tumoren dokumentiert und weisen auf die Bedeutung dieser Molekile flr die

Tumorpathogenese hin (Esquela-Kerscher et al., 2006; Zhang et al., 2007).

Proteine der RAS-Familie gehtéren zu den bedeutendsten und in menschlichen Tumoren am

héaufigsten aktivierten Onkogenen (Downward, 2003). Das Wissen tber funktionelle Zusammen-
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hange mit miRNAs ist aber begrenzt. Bislang wurden erst einzelne, im Verlauf des Signalflusses
oberhalb von RAS gelegene, funktionelle Beziehungen beschrieben. Der Einfluss von onko-
genem Ras auf die miRNA-Expression und ihre Rolle bei der RAS-vermittelten zellularen
Transformation ist weitgehend ungeklért.

1.1 RAS-Proteinfamilie

Die Geburtsstunde der RAS-Forschung lag in den 60er Jahren des 20. Jahrhunderts, als
zahlreiche Onkogene bei der Erforschung von Tumorviren entdeckt wurden. Unter diesen
Onkogenen waren auch die Ras-Gene Hras und Kras, die als transformatorisch wirkende
Elemente der von Jennifer Harvey 1964 (Harvey, 1964) und Werner Kirsten 1967 (Kirsten et al.,
1967) erstmals beschriebenen sarkomagenen Stdmme des murinen Leuk&mievirus Ha-MSV bzw.
Ki-MSV identifiziert wurden. Im Jahr 1980 gelang schlielRlich der Nachweis des 21 kDa grof3en
Genprodukts der viralen Ras-Gene in untransformierten Zellen (Langbeheim et al., 1980).
Gentransferexperimente, bei denen hochmolekulare DNA chemisch transformierter Zellen in
NIH 3T3-Fibroblasten eingebracht und in Folge Zeichen der Transformation beobachtet wurden,
fuhrten wenig spéter zur Identifizierung zweier zellularer Onkogene (Shih et al., 1979), die sich
als Homologe der viralen Onkogene von Ha-MSV und Ki-MSV entpuppten (Der et al., 1982).
Neben diesen beiden RAS-Isoformen, HRAS und KRAS, wurde schliellich 1983 NRAS als
dritte Isoform der RAS-Proteinfamilie beschrieben (Shimizu et al., 1983).

RAS-Proteine gehdren zu der insgesamt etwa 150 Vertreter umfassenden Familie der kleinen
Guanosinnukleotid-bindenden Molekiile. Uber posttranslational angehingte Geranyl- und
Farnesyl-Seitenketten sind sie mit ihrer carboxyterminalen Doméane an der Innenseite der
Zytoplasmamembran verankert (Wennerberg et al., 2005). RAS-Proteine funktionieren als
molekulare Schalter, deren Zustand — an oder aus — durch die Bindung an Guanosinnukleotide
gesteuert wird. In Normalzellen liegen mehr als 95 % der insgesamt etwa 25000 p21'*-Molekiile
in inaktivem, GDP-gebundenem Zustand vor (Malumbres et al., 1998). lhre Aktivierung erfolgt
durch Austausch von GDP gegen GTP, ein intrinsisch nur langsam ablaufender Prozess, der
durch Guanosinnukleotid-Austauschfaktoren (guanosine nucleotide exchange factors, GEFs) wie
beispielsweise SOS1, SOS2, RAS-GRFs oder RASGRPs beschleunigt wird. Auch die
Deaktivierung von RAS, die Hydrolyse des gebundenen GTP zu GDP, erfolgt intrinsisch in sehr
niedrigen Raten und wird deshalb durch so genannte GTPase-aktivierenden Proteine (GAPS) wie
p120 RASGAP oder Neurofibromin unterstitzt (Abbildung 1) (Mitin et al., 2005; Vetter et al.,
2001).
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GEFs aktivieren RAS RAS beeinflusst sowohl zyto-
INAKTIV nach ihrer Stimulation . .
_ cl(atAl?s durch iibergeordnete plasmatische als auch nukleére
inaktivieren RA Signal .
RAS durch  Pi S 7 Prozesse, darunter inshesondere
Hydrgﬁf el GDP GEF auch die Transkription und
Translation. In der Uberwiegen-
GAP . .
GD den Zahl reifer menschlicher
/\ | Gewebe ist es vor allem an der
Blockierung durch RAS ”//C o .
onkogene S zytokininduzierten Wachstums-
Mutationen N\ . . .
A\ o stimulation und Sicherstellung
Signalweiterleitung .
AKTIV des Zell-Uberlebens beteiligt.
Abbildung 1: Ras-Aktivitatszyklus Neben dieser Hauptfunktion als
Guanosine nucleotide exchange factors (GEFs) und GTPase- Proliferations- und Zellzyklus-

aktivierende Proteine (GAPs) kontrollieren den Wechsel
promotor steuert es aber noch

zwischen  GDP-gebundenem, inaktivem und GTP-

: . weiter rundlegen zellular
gebundenem, aktivem Zustand. Onkogene Mutationen eitere  grundlegende  zellulare

verhindern die Hydrolyse von GTP und damit die Inaktivierung Vorgange wie Differenzierung,
von RAS. Modifiziert nach (Weinberg, 2006). Apoptose,  Organisation  des

Aktin-Zytoskeletts, Zell-Zell-
und Zell-Matrix-Interaktion sowie Angiogenese. Die genaue Gestalt seiner Wirkungen kann
dabei gewebe-, zell- und kontextabhéngig sehr unterschiedlich ausfallen und reicht — je nach
zelltypspezifischem Rezeptorbesatz und préaformierten Signalkaskaden — beispielsweise von pro-
bis hin zu antiapoptotischen Effekten (Downward, 2003; Shields et al., 2000).

Bei RAS laufen diverse extrazelluldre Signale zusammen, die von verschiedenen Klassen von
Rezeptoren wie Rezeptor-Tyrosinkinasen, G-Protein-gekoppelten Rezeptoren oder Zytokin-
rezeptoren durch Bindung von Wachstumsfaktoren, Zytokinen, Hormonen, Neurotransmittern
oder Adhasionsmolekiilen empfangen und anschlieBend an RAS weitergeleitet werden
(Malumbres et al., 2003; Mitin et al., 2005). Der Prototyp eines solchen extrazellularen Signals
geht von der Bindung des epidermalen Wachstumsfaktors (EGF, epidermal growth factor) an

seinen Rezeptor (EGFR), eine Rezeptor-Tyrosinkinase, aus.

GTP-gebundenes, aktives RAS vermittelt seine diversen Wirkungen durch Bindung seiner
Effektorschleife an verschiedene Effektoren, meist zytoplasmatische Proteinkinasen oder kleine
Guanosinnukleotid-bindende Molekile (Tabelle 1). Diese leiten den empfangenen Stimulus

daraufhin an divergierende untergeordnete Signalketten mit jeweils eigenem Wirkspektrum
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Effektor Biochemische Funktion Substrat

Raf-1 Serin / Threonin-Kinase Tyrosin / Threonin-Kinasen MEK1 und

A-Raf MEK2

B-Raf

p110c Phosphatidylinositol-3-Kinase Phosphatidylinositol (4,5)-biphosphat

p110pB

p1108

p110y

RalGDS Guanosinnukleotid-Austauschfaktor RalA und / oder RalB (kleine GTPasen)

RGL (Guanosine-nucleotide exchange

RGL2 (RIf) factor, GEF)

RGL3

Tiam1 Guanosinnukleotid-Austauschfaktor Rac1, Rac2, Rac3 (kleine GTPasen)
(GEF)

AF-6 Gerustprotein / Adapter Profilin

RIN1 Guanosinnukleotid-Austauschfaktor Rab5A (kleine GTPase)

RIN2 (GEF)

RIN3

Nore1 (RASSF5) Adapter Serin / Threonin-Kinase MST1

RASSF1

RASSF2

FASSF4

PLCe Lipase Phosphatidylinositol-(4,5)-Bisphosphat
Guanosinnukleotid-Austauschfaktor Rap (kleine GTPase)
(GEF)

IMP Ubiquitin-Ligase E3 Kinase-Suppressor von Ras (KSR)

Ras, R-Ras-Isoformen

Tabelle 1: Ras-Effektoren und ihre biochemische Funktion
Modifiziert nach (Repasky et al., 2004).

weiter (Repasky et al., 2004). Die bisher am besten erforschten und wohl bedeutsamsten RAS-

Effektoren bzw. -Signalwege sind Rafl und die Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI13K).

1.1.1 Effektoren von RAS: RAF/MEK/ERK- und PI3K-Signalwege

Die Serin-/Threoninkinase RAF1, der als erster beschriebene und bisher am genauesten
untersuchte RAS-Effektor, ist entscheidend an der zentralen Funktion von RAS als Zellzyklus-
promotor beteiligt (Chong et al., 2003; Repasky et al., 2004). Daher kommt ihm fir die RAS-

induzierte Onkogenese besondere Bedeutung zu. RAF1 gelangt durch Bindung an aktives RAS
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zur Plasmamembran und wird dort durch noch nicht vollstandig geklarte Vorgange aktiviert.
RAF1 (auch als MAPKKK bezeichnet) phosphoryliert und aktiviert daraufhin selbst zwei dual-
specificity-Proteinkinasen, MEK1 und MEK2 (MAP-kinase extracellular signal-regulated
kinases, MAPKK). Diese aktivieren — wiederum durch Phosphorylierung — die beiden MAP-
Kinasen (mitogen-activated protein kinase) ERK1 (extracellular signal-regulated kinase 1,
padMAPKy und ERK2 (p42MA7X), die schlieRlich ein breites Spektrum zytoplasmatischer und —
nach Translokation in den Zellkern — auch nukleérer Proteine phosphorylieren (Abbildung 2). Zu
den nukleédren Zielstrukturen von ERK1/2 gehdren zahlreiche Transkriptionsfaktoren, wie die
ETS-Familie oder c-JUN. lhre Aktivierung setzt ein komplexes transkriptionelles Programm in
Gang. So stimuliert ELK1, ein Mitglied der ETS-Familie, im Komplex mit SRF (serum response
factor) die Expression von FOS, das gemeinsam mit c-JUN den Transkriptionsfaktor-Komplex
AP1 bildet. AP1 bewirkt schlieflich die Transkription einer Reihe von Genen wie z. B. Zyklin
D1, die Zellwachstum und das Voranschreiten des Zellzyklus durch die G1-Phase und tber den
Restriktionspunkt hinaus in die spate G1- und sich anschlieBende S-Phase entscheidend
vorantreiben (Downward, 2003; Treisman, 1996; Crespo et al., 2000).

Auch die Phosphatidylinositol-3-Kinase (P13K) bindet nach Translokation zur Plasmamembran
mit ihrer katalytischen Untereinheit p110(a, B, 6) an aktives RAS (Downward, 2003; Vivanco et
al., 2002). So aktiviert phosphoryliert sie das als Bestandteil der Plasmamembran préaformiert
vorliegende Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PtdIns(4,5)P2, PIP,) zu Phosphatidylinositol-
3,4,5-trisphosphat (PtdIns(3,4,5)P3, PIP3). Phosphatasen wie PTEN (phosphatase and tensin
homolog) machen durch Abspaltung der 3-Phosphatreste von PIP3; die Wirkung der PI3K
rickgéangig und stellen so ein dynamisches Gleichgewicht her (Abbildung 2). PIP3 kontrolliert
als second messenger zentrale zelluldre Prozesse wie Apoptose, Zellteilung, Zellwachstum und
Zellstoffwechsel, aber auch die Organisation des Zytoskeletts, Zellpolaritat, die Dynamik der
Mikrotubuli und Membrantransportvorgénge, indem es tber seine PH (pleckstrin homology)-
Domanen weitere Effektorproteine bindet und aktiviert. Zu diesen gehdren als wichtige Vertreter
die 3-phosphoinositide-dependent protein kinase-1 (PDKL1), die Proteinkinase B (PKB), auch
bekannt als AKT, sowie RAC und CDC42, zwei Rho-GTPasen. Uber diese Effektoren nimmt

PIP;auch Einfluss auf die Genexpression (Downward, 2003; Vivanco et al., 2002).
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Ras
I

PISK Raf (MAPKKK)

PIP3 MEK (MAPKK)

PKB/Akt Rho-GEFs Erk1 oder 2 (MAPK)
Bad ¢ GSK-3p Mnk1 RiK Mnk1 Ets Elt-1 SAP-1
Hemmung der Stimulation der L T !

Apoptose mTOR Zellproliferation (Transkription)

Stimulation von
elF4E

Proteinsynthese :
(Proteinsynthese)

und Zellwachstum

Abbildung 2: Signalwege unterhalb von RAS
RAF und PI3K sind die bisher am besten erforschten und wohl auch bedeutendsten

Effektoren, Uber die Ras seine Wirkungen entfaltet. Modifiziert nach (Weinberg, 2006).

1.1.2 Onkogenes RAS in Primartumoren

Eine fehlerhafte Signalweiterleitung Gber RAS-Signalwege ist in Tumoren haufig und kann auf
verschiedene Mutationen zuriickzufiihren sein. Die offensichtlichste dieser Mutationen betrifft
die RAS-Gene selbst und findet sich in etwa 20 % aller Tumoren, wobei dieser Anteil ebenso wie
die vorherrschend betroffene RAS-Isoform je nach Ursprungsgewebe variiert (Tabelle 2). RAS
ist damit das beim Menschen am hadufigsten mutierte Onkogen. Insgesamt entfallen 85 % aller
RAS-Mutationen auf KRAS, gefolgt von NRAS (15 %) und HRAS (weniger als 1 %) (Downward,
2003). RAS-Mutationen sind fast ausschliellich Missense-Punktmutationen der Kodons 12, 13,
und 61 (Barbacid, 1987; Bos, 1989). Sie schranken die GTPase-Aktivitdt von RAS ein, indem
sie die Beschleunigung dieses Prozesses durch GAPs verhindern. RAS sammelt sich dadurch in
GTP-gebundener, aktiver Form an und leitet seine Signale nicht mehr in vorsichtigen, gut
abgestimmten Impulsen, sondern dauerhaft und losgelést von externer Kontrolle an seine
Effektoren weiter. Die daraus resultierenden zellularen Veranderungen, insbesondere die
Umstellung des transkriptionellen Programms, bewirken schlieRlich die Auspragung essentieller
Merkmale des malignen Phénotyps, zu denen neben der Stimulation des Zellzyklus als zentrales
Element auch die Forderung von Invasivitat, Metastasierung, Angiogenese und die Aktivierung

antiapoptotischer Mechanismen gehdren (Downward, 2003; Shields et al., 2000).
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Defekt bzw. Mutation Tumorart Haufigkeit [%)]
RAS-Mutation Pankreaskarzinom 90 (K)
Adenokarzinom der Lunge (nicht-kleinzellig) 35 (K)
Kolorektales Karzinom 45 (K)
Follikulares Schilddrusenkarzinom 55 (H, K, N)
Undifferenziertes papillares Schilddrisenkarzinom 60 (H, K, N)
Seminom 45 (K, N)
Malignes Melanom 15 (N)
Harnblasenkarzinom 10 (H)
Leberzellkarzinom 30 (N)
Nierenzellkarzinom 10 (H)
Myelodysplastisches Syndrom 40 (N, K)
Akute myeloische Leukamie 30 (N)
BRAF-Mutation Malignes Melanom 66
Kolorektales Karzinom 12
EGFR-Uberexpression Mehrzahl der Karzinome > 50
ERBB2-Amplifikation Mammakarzinom 30
PTEN-Verlust Glioblastoma multiforme 20-30
Prostatakarzinom 20
Pankreaskarzinom 40
AKT2-Amplifikation Ovarialkarzinom 12
Pankreaskarzinom 10
PI3K-Amplifikation Ovarialkarzinom 40

Tabelle 2: Aberrante Aktivierung von Ras-Signalwegen in verschiedenen Tumoren

H, K und N beziehen sich auf die jeweils mutierten RAS-Isoformen (HRAS, KRAS und NRAS). Maodifiziert
nach (Downward, 2003).

Die verstéarkte Aktivitat von RAS und seiner untergeordneten Signalwege ist aber nicht immer
auf eine Mutation eines RAS-Gens selbst zurtickzufiihren. Auch der funktionelle Verlust von
GAPs oder die Uberxpression, verstiarkte autonome Aktivitit oder abnormale autokrine
Stimulation von Wachstumsfaktor-Rezeptoren wie EGFR (epidermal growth factor-receptor)
oder ERBB2 (auch bekannt als HER2/neu) konnen fiir die Ubermittlung onkogener Signale tiber
RAS und seine Effektoren verantwortlich sein. Daruber hinaus stellen auch die Signalwege
unterhalb von RAS mdgliche Ausgangspunkte onkogener Stimuli dar. BRAF ist in menschlichen
Tumoren haufig durch Mutation aktiviert, so z.B. in ca. 70 % aller malignen Melanome und in
ca. 15 % aller Kolonkarzinome. Aber auch PI3K, PKB / AKT oder PTEN, dessen Funktions-
verlust indirekt das PI3K-Signal verstérkt, konnen betroffen sein. PTEN ist in etwa 30 — 40 %
aller humanen Neoplasien deletiert und damit nach p53 das zweitwichtigste Tumorsuppressorgen
(Downward, 2003).
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Die aberrante Aktivierung der RAS-Effektoren fuhrt zur globalen Beeinflussung transkrip-
tioneller Programme (Brem et al., 2001; Schafer et al., 2007; Tchernitsa et al., 1999, 2004; Zuber
et al., 2000). Auf mRNA-Ebene wurden mehrere Hundert RAS-Zielgene identifiziert, die letzten
Endes die Umsetzung RAS-induzierter phénotypischer Merkmale bewirken. Zu den RAS-
Zielgenen zdhlen u.a. Zyklin D1, p16™¢* p15™K* ynd p19”*¥, verschiedene Transkriptions-
faktoren (z.B. FOS), Signalproteine, Metalloproteinasen, Angiogenesefaktoren (z.B. VEGF),
zytoskelettale Proteine (z.B. a-Actin) sowie Oberflichenmolekiille (z.B. CD44) und extra-
zelluldre Proteine (z.B. a-Kollagen, Fibronectin). Untergruppen der RAS-Zielgene reagieren auf
mutationsbedingte oder pharmakologische Inaktivierung einzelner RAS-abhéngiger Signalwege
und lassen sich so den entsprechenden Signalwegen transkriptionell zuordnen (Abbildung 3)
(Heinrich et al., 2000; Schulze et al., 2001; Tchernitsa et al., 2004; Zuber et al., 2000). Eine
weitere, noch wenig untersuchte Gruppe von RAS-Zielgenen bilden die miRNAs.

KRAS
PI3K Raf Z
Mek
PKB/Akt Y
Ei'k
Non-Erk-
FOSLA1 RHOC non-PI3K-
PI3K- PSMC6 CD44 MAP3K1 Modul 1
Modul CRYZ ~ BNIP3 . MMP3 G6PD
777 _ARPC3 ACTR3 MMP10 LAMR1
etc. SPRY2 etc. etc.
(n=8) etc. (n=19) (n=33) (n=23)
SPARC FSTLA1
ST5 GAS1
LOT1 WT1
TIMP2 CDH1 Non-Erk
e e non-PI3K-
(n=46) (n=52) Modul 2

Abbildung 3: Ras-Zielgene

Der Einsatz spezifischer pharmakologischer Inhibitoren erlaubt die
Zuordnung Ras-abhangig regulierter Gene zu so genannten Signal-
regulierten transkriptionellen Modulen (SITMs). Modifiziert nach
(Tchernitsa et al., 2004).

1.2 MicroRNAs (miRNASs)

Im Jahr 1993 entdeckten Victor Ambros, Rosalind Lee und Rhonda Feinbaum bei ihren

Forschungen in Caenorhabditis elegans (C. elegans), dass die 22 Nukleotide lange RNA des
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Gens lin-4 nicht fur Proteine kodiert, sondern in bestimmten Abschnitten komplementar zur 3°-
untranslatierten Region (3°-UTR) einer anderen RNA, der lin-14-mRNA ist. Es war bereits
bekannt, dass lin-4 die Expression von lin-14 hemmt und so an der zeitlichen Steuerung der
Larvenentwicklung mitwirkt. Aufgrund der komplementéren Abschnitte folgerte man nun, dass
moglicherweise RNA-RNA-Interaktionen fur die Hemmung verantwortlich sein konnten. lin-4
galt zunachst als Einzelfall, bis im Jahr 2000 mit let-7 eine weitere etwa 22 Nukleotide lange,
nicht-proteinkodierende RNA in C. elegans gefunden wurde. Das let-7-Gen war ebenfalls bereits
als zeitlicher Koordinator von Entwicklungsprozessen bekannt (Reinhart et al., 2000; Slack et
al., 2000). Diese neue Klasse kleiner RNAs wurde daher zunéchst als small temporal RNAs
(stRNASs) bezeichnet (Pasquinelli et al., 2000).

Nachdem bald darauf let-7-Homologe auch im Genom von Mensch und Drosophila entdeckt und
let-7-RNA selbst in zahlreichen Arten nachgewiesen worden waren (Pasquinelli et al., 2000),
fuhrten intensive Klonierungsversuche in verschiedenen Spezies zur Identifizierung mehrerer
Hundert weiterer Gene fur kleine nicht-kodierende RNAs mit etwa 22 Nukleotiden L&nge und
einem Stem-loop-Vorlaufermolekil. Viele dieser kleinen RNAs wurden nicht spezifisch zu
bestimmten Zeitpunkten bzw. in bestimmten Entwicklungsphasen exprimiert, sondern eher
zelltypabhangig. Daher wurde zu ihrer Bezeichnung der Begriff microRNA (miRNA) eingefiihrt,
der auch die beiden stRNAs lin-4 und let-7 mit einschloss (Bartel, 2004).

1.2.1 mMiRNA-Gene, -Transkription und -Reifung

MiRNAs werden hauptséchlich von der RNA-Polymerase Il (Pol Il), teilweise auch von der
RNA-Polymerase Ill (Pol 1lI), als mehrere Kilobasen lange primary miRNAs (pri-miRNAS)
transkribiert (Cai et al., 2004; Chen et al., 2004; Lee et al., 2004). Pri-miRNAs verfugen tber
eine Cap-Struktur und ein Poly-A-Schwanz und bilden im Zellkern typische stem-loop-
Sekundarstrukturen aus (Cai et al., 2004; Lee et al., 2004). Nach der bestimmten Fallen
vorbehaltenen Modifikation einzelner Basen (RNA-Edition) werden die pri-miRNA noch im
Zellkern von der RNAse Ill1-Endonuklease Drosha innerhalb ihres doppelstrangigen Abschnitts
zu 60 — 80 Nukleotide langen precursor miRNAs (pre-miRNAS) zugeschnitten (Kawahara et al.,
2007; Kim, 2005). Drosha hinterlasst dabei an der pre-miRNA eine typische Endstruktur,
bestehend aus einem kurzen, etwa 2 Nukleotide langen Uberhang am 3’-Ende und einen
Phosphatrest am 5°-Ende des stem-loops (Basyuk et al., 2003; Lee et al., 2003). Diese
Endstruktur dient im weiteren Verlauf der miRNA-Reifung als Erkennungsmuster fiir weitere
beteiligte Proteine (Abbildung 4).
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Die pre-miRNAs werden nun tber den Kernexport-Rezeptor Exportin-5 unter Beteiligung des
Kofaktors RAN-GTP ins Zytoplasma exportiert (Kim, 2004) und dort von der RNAse IlI-
Endonuklease Dicer ein zweites Mal zu etwa 22 Nukleotiden langen miRNA-Duplexen
zugeschnitten (Bernstein et al., 2001; Grishok et al., 2001; Hutvagner et al., 2001; Ketting et al.,
2001; Knight et al., 2001). In einem abschliefenden Schritt verbindet sich der miRNA-Duplex
mit einer Gruppe von Proteinen zu einem Ribonukleoproteinkomplex, der als miRNA-induced
silencing complex (miRISC) oder miRNA-containing ribonucleoprotein complex (miRNP)
bezeichnet wird (Mourelatos et al., 2002). Hauptbestandteil des miRNP sind Proteine der AGO-
Familie, insbesondere AGO2 (Peters et al., 2007). Bei der Aufnahme des miRNA-Duplex in den
mIiRNP trennen sich die beiden RNA-Strdnge. Ein Strang, die reife miRNA, verbleibt im
miRNP, wird durch ihn stabilisiert und entfaltet Uber ihn seine Wirkungen. Der andere, als
miRNA* bezeichnete Strang wird rasch abgebaut (Abbildung 4) (Maniataki et al., 2005).

Reife miRNAs konnen auf Grund von Sequenzhomologien an ihrem 5’-Ende zu Familien
zusammengefasst werden. Dariber hinaus liegen einige miRNA-Gene im Genom als Cluster vor
— bei Mensch und C. elegans nur ein kleiner Teil, bei Drosophila tber die Halfte. lhre
Anordnung wie auch ihre Expressionsmuster deutet darauf hin, dass geclusterte miRNAs als
multi-cistronische Primértranskripte transkribiert werden. miRNAs sind evolutiondar meist stark
konserviert, wie der Vergleich nah verwandter Arten wie Mensch und Maus oder C. elegans und
C. briggsae deutlich zeigt. Bei vielen miRNAs erstreckt sich die Konservierung aber sogar tber
mehrere Arten hinweg, bei mehr als einem Drittel aller miRNAs von C. elegans beispielsweise
bis hin zum Menschen. Diese starke evolutiondre Konservierung deutet auf die grof3e Bedeutung

von miRNAs fiir zentrale biologische Prozesse hin (Bartel, 2004; Rodriguez et al., 2004).
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Abbildung 4. miRNA-Biogenese und Wirkmechanismus

mMiRNAs werden in erster Linie von der RNA-Polymerase Il (Pol Il) als primary miRNAs (pri-miRNAS)
synthetisiert. Noch im Kern schneidet Drosha und sein Kofaktor DGCR8 (DiGeorge Syndrome
Chromosomal Region gene 8, in Drosophila und C. elegans als “Pasha” bezeichnet) die pri-miRNAs zu
60 — 80 Nukleotide langen precursor miRNAs (pre-miRNAS) zu, die anschlieRend via Exportin 5 ins
Zytoplasma exportiert werden. Hier spaltet Dicer von den pre-miRNAs 22 Nukleotide lange miRNA-
Doppelstrange ab, deren Haupt-Strang, die reife miRNA, sich mit verschiedenen Proteinen zum miRNA-
containing ribonucleoprotein complex (miRNP) verbindet. In diesem Komplex interagiert die miRNA mit
der 3-untranslatierten Region (3'-UTR) bestimmter Ziel-mRNAs und hemmt von dort aus Uber
verschiedene Mechanismen die Proteinexpression. ORF: offenes Leseraster (Open Reading Frame).
Moadifiziert nach (Kim, 2005; Maniataki et al., 2005; Esquela-Kerscher et al., 2006).

1.2.2 Zielstrukuren von miRNAs: mRNAs

Nach ihrem Einbau in miRNPs binden die miRNAs an passende Bindungsstellen innerhalb der
3’-untranslatierte Region (3’-UTR) ihrer Ziel-mRNAs und hemmen deren Translation, indem sie
die Initiation und / oder die Elongation blockieren. Darlber hinaus flhren sie durch
beschleunigte Deadenylierung der Ziel-mRNAs zu ihrem friihzeitigen Abbau (Jackson et al.,
2007; Pillai et al., 2007; Wu et al., 2008). Teilweise im Widerspruch zu diesen etablierten

Erkenntnissen stehen einzelne aktuelle Studien, die darauf hindeuten, dass miRNAs unter
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bestimmten Bedingungen die Translation ihrer Ziel-mRNAs auch steigern kdnnen (Vasudevan et
al., 2007).

Die Bindung der miRNAs an die 3°-UTR von mRNAs ist nicht vollkommen komplementar.
Stattdessen beeinflussen mehrere verschiedene Faktoren, ob eine mRNA von einer miRNA
angegriffen wird. Der wohl wichtigste dieser Faktoren ist der Grad an Komplementaritat
zwischen Ziel-3’-UTR und 5’-Abschnitt der miRNA, insbesondere im Bereich der Nukleotide 2-
8 der miRNA, dem so genannten seed. Dariiber hinaus sind aber auch komplementare Abschnitte
im 3’-Abschnitt der miRNA, die Anzahl an miRNA-Bindungsstellen (seed sites) innerhalb einer
3’-UTR, die Bindung anderer miRNAs an dieselbe mRNA sowie der Sequenzkontext und die
Sekundarstruktur der 3’-UTR von Bedeutung (Brennecke et al., 2005; Doench et al., 2004).

1.2.3 Identifikation von miRNAs und deren Ziel-mRNAs

Die Konzentrationen einzelner miRNA-Spezies variieren stark und reichen von 800 Kopien bis
hin zu 50000 Kopien pro Zelle. Die Detektion bzw. die Entdeckung schwach exprimierter
Spezies ist unter Umstédnden schwierig, daher werden experimentelle Verfahren mit computer-
gestutzten Vorhersagen kombiniert (Bartel 2004). Beim Menschen wurden mittlerweile iber 400
miRNA-Gene experimentell validiert, Schatzungen gehen von noch héheren Gesamtzahlen aus
(Bartel, 2009).

Zur ldentifikation der Ziel-mRNAs einzelner miRNA-Spezies wurden computergestiitzte
Algorithmen entwickelt (Enright et al., 2003; John et al., 2004; Kiriakidou et al., 2004; Lewis et
al., 2003; Rajewsky et al., 2004; Stark et al., 2003), die Vorhersagen tber mdgliche miRNA-
MRNA-Interaktionen treffen. Wéhrend die ersten Algorithmen dieser Art noch fast
ausschlieBlich auf Grundlage von Sequenzkomplementaritdt und dem Aspekt evolutiondrer
Konservierung arbeiteten — sie erbrachten unter anderem die Erkenntnisse Uber die besondere
Bedeutung des seeds fur die miRNA-Bindung — beziehen neuere Entwicklungen auch andere
Kriterien in ihre Berechnungen mit ein (Rajewsky, 2006). Die derzeit bekanntesten und im
Internet frei verfligbaren Algorithmen sind miRanda (Enright et al., 2003), TargetScanS (Lewis
et al., 2005) und PicTar (Krek et al., 2005). Sie errechnen zu jeder vorhergesagten Interaktion
zusatzlich einen Score, der die Wahrscheinlichkeit dieser Interaktion beschreibt. Trotz
gemeinsamer theoretischer Elemente gibt es doch Unterschiede in den Vorhersagen der drei

Programme, wobei sich bisher keines klar durchsetzen konnte (Bartel, 2009).

Insgesamt kdnnen einzelne miRNA-Spezies mehrere Hundert verschiedene mRNAs zum Ziel

haben, aktuellen Schatzungen zufolge werden in S&ugetieren dadurch bis zu 60 % aller Gene
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durch miRNAs reguliert (Bartel, 2009; Friedman et al., 2009). Einzelne miRNAs wirken dabei
auf mehrere Ziel-mRNAs, und einzelne mRNAs werden wiederum von mehreren miRNASs ange-

griffen, so dass komplexe regulatorische Netzwerke entstehen (Bartel, 2009; Wu et al., 2010).

1.2.4 Funktionen von miRNAs

miRNAs sind an zahlreichen zentralen zelluldren Prozessen beteiligt. Neben gewebetypischen
Leistungen wie Blutbildung, Immunantwort oder Stoffwechselprozessen sticht dabei vor allem
ihre Bedeutung fur die Steuerung von Entwicklungsprozessen, Zellwachstum, Differenzierung
und Apoptose heraus (Ambros, 2004; Williams, 2008). Im Rahmen von Entwicklungsprozessen
spielen miRNAs insbesondere in Stammzellen eine wichtige Rolle, wie Versuche mit Dicer-
defizienten Embryos von Maus und Zebrafisch zeigen (Wienholds et al., 2003; Bernstein et al.,
2003; Yang et al., 2005). Dabei wurde eine besondere Bedeutung von miRNAs fir die
Zellteilung und die Regulation des Zellzyklus festgestellt (Hatfield et al., 2005). Zudem konnte
in murinen wie auch in menschlichen embryonalen Stammzellen eine Reihe von miRNAs
identifiziert werden, die stammzellspezifisch in undifferenzierten frithen Entwicklungsstadien
exprimiert werden. Im Laufe der Zelldifferenzierung geht ihre Expression zurlck, wahrend dafir
andere miRNA-Spezies verstarkt exprimiert werden (Houbaviy et al., 2003; Lakshmipathy et al.,
2007; Suh et al., 2004). Die Bedeutung von miRNAs fiir Apoptose und Zellwachstum wurde als
erstes in Drosophila beschrieben (Brennecke et al., 2003), lieR sich aber spater auch in
menschlichen Zellen zeigen, darunter HelLa-Zellen und Zellen aus verschiedenen malignen
Neoplasien wie chronisch-lymphatischer Leukamie, Glioblastoma multiforme oder
Neuroblastom (Chan et al., 2005; Cheng et al., 2005; Cimmino et al., 2005; Lu et al., 2008;
Tanno et al., 2005).

1.3 Rolle von miRNAs in der Tumorentstehung

Obwohl bereits eine grofRe Anzahl an miRNAs identifiziert und verschiedenste Gewebe auf ihre
miRNA-Expression hin untersucht worden sind, ist das Wissen (ber ihre Funktionen und
detaillierte molekulare Mechanismen noch begrenzt. Erster Hinweis fiir die Beteiligung von
miRNAs bei der Entstehung von Krebs war die Beobachtung, dass etwa 50 % aller annotierten
miRNA-Gene in so genannten fragile sites oder anderen krebsassoziierten Regionen wie minimal
regions of loss of heterozygosity, minimal regions of amplification (minimal amplicons) oder
common breakpoint regions innerhalb oder in der Nahe von Onkogenen oder Tumorsuppressor-
genen liegen (Calin et al., 2004). Tatsachlich wurden in zahlreichen vergleichenden Unter-

suchungen von Krebszellen oder -geweben verschiedenster menschlicher Tumorentitdten von
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ihren gesunden Pendants abweichende miRNA-Expressionsmuster nachgewiesen (Calin et al.,
2006; Esquela-Kerscher et al., 2006; Garzon et al., 2006; Hernando, 2007; Pasquinelli et al.,
2005). Verschiedene Mechanismen konnen zu diesen Veranderung fuhren, unter anderem
Deletionen, Amplifikationen oder Mutationen im Bereich der miRNA-Loci, epigenetisches
silencing oder die Dysregulation von Transkriptionsfaktoren, die spezifische miRNAs ansteuern
(Croce, 2009). Zwei grof3e Studien tiber die miIRNA-Expression in verschiedenen menschlichen
(soliden wie auch hamatologischen) Tumoren zeigten schliellich in Verbindung mit
funktionellen Analysen, dass miRNAs sowohl als Onkogene als auch als Tumorsuppressoren
wirken koénnen (Lu et al., 2005; Volinia et al., 2006). Mittlerweile sind zahlreiche miRNA-
Spezies detaillierter auf ihre Funktion in der Tumorigenese hin untersucht und einige ihrer Ziel-
mMRNAs identifiziert worden (Esquela-Kerscher et al., 2006; Croce, 2009).

Nicht zuletzt eigenen sich miRNAs auch als Marker zur Klassifikation von Tumoren. Eine
Studie mit mehreren Hundert Proben aus Malignomen verschiedenster Ursprungsgewebe zeigte,
dass etwa 200 miRNA-Gene daflr bereits ausreichen; selbst gering differenzierte Metastasen
eines unbekannten Primartumors lieRen sich so diagnostisch einordnen. Ahnliche Ergebnisse
konnten im Vergleich dazu mit einer Klassifikation nach mRNA-Profilen (16000 protein-
kodierende Gene) nicht erreicht werden. Die resultierende Gruppierung der Tumoren nach ihrem
embryonalen Ursprungsgewebe unterstreicht die Bedeutung von miRNAs fir Entwicklungs-

prozesse (Lu et al., 2005).

1.3.1 miRNAs und RAS

Zahlreiche Publikationen weisen auf die besondere Bedeutung von miRNAs in der
Tumorpathogenese hin. Aller Wahrscheinlichkeit nach entfalten miRNAs ihre onkogenen oder
tumorsuppressiven Wirkungen durch die Einbettung in regulatorische Netzwerke nicht isoliert,
sondern im Zusammenspiel mit bereits bekannten zellularen Onkogenen und Tumorsuppressoren
(Inui et al., 2010). In Bezug auf RAS, das in menschlichen Tumoren haufigste zellulare
Onkogen, wurden aber bisher erst einzelne funktionelle Wechselwirkungen mit miRNAs

beschrieben.

Die prominentesten darunter sind die let-7-miRNAs. Zundchst fiel auf, dass die Gene dieser im
Menschen 12 Homologe umfassende miRNA-Familie in Regionen des Genoms liegen, die in
verschiedenen Tumoren wie dem Bronchialkarzinom, Brustkrebs, dem Urothelkarzinom oder
dem Zervixkarzinom hadufig verloren gehen (Calin et al., 2004). Eine in Bronchialkarzinomen

nachweisbare Verminderung der let-7-Expression ging mit einer deutlich schlechteren Prognose
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und kiirzeren postoperativen Uberlebensraten einher. Experimentelle Uberexpression von let-7 in
der Lungen-Adenokarzinom-Zelllinie A549 fuhrte hingegen zu einer Verminderung des Zell-
wachstums in vitro und unterstrich damit ihren tumorsuppressiven Charakter (Takamizawa et al.,
2004). Wenig spater konnte RAS als Zielstruktur der let-7-Familie identifiziert werden. Das
inverse Expressionsmuster von let-7 und Ras in C. elegans sowie die Anwesenheit mehrerer let-
7-Bindungsstellen in der 3’-UTR der Ras-mRNA gaben erste Hinweise auf diese Interaktion.
Uberexpressions- bzw. Knockdown-Versuche mit humanen Krebszelllinien sowie Analysen
humaner Plattenepithelkarzinome der Lunge im Vergleich zu gesundem Lungengewebe
bestatigten diese inverse Korrelation. SchlieBlich konnte in humanen Zellen die direkte
Interaktion von let-7 mit der 3’-UTR der RAS-mRNA nachgewiesen werden (Johnson et al.,
2005). In Kolonkarzinomen fanden sich spéter &hnliche Zusammenhénge (Akao et al., 2006).
Mittlerweile wurde auch fur miR-18a* und miR-143 eine durch Interaktionen mit der KRAS-
MRNA bedingte tumorsuprressive Wirkung gezeigt (Chen et al., 2009; Tsang et al., 2009).

Diese regulatorischen Beziehungen von miRNAs mit RAS liegen allesamt im Verlauf der
Signallibertragung oberhalb von RAS. Uber funktionelle Verbindungen unterhalb von RAS bzw.
im Bereich RAS-abhdngiger Signalwege gibt es hingegen nur wenige Informationen.

Insbesondere der Einfluss von RAS selbst auf die miRNA-Expression ist weitgehend unbekannt.

1.4 Zellmodelle zur Untersuchung der RAS-induzierten Transformation

Etablierte Tumorzelllinien haben sich h&ufig durch Ansammlung multipler Mutationen und
chromosomaler Aberrationen genetisch mehr oder weniger weit von ihren nicht-malignen
Vorlauferzellen entfernt. Fir die Untersuchung der Auswirkungen einzelner Onkogene auf das
Transkriptom sind daher Modellsysteme wie das ROSE- (Rat Ovarian Surface Epithelium) und

das HEK- (Human Embryonic Kidney) Zellsystem besser geeignet.

Ausgangspunkt des ROSE-Zellsystems sind so genannte ROSE 199-Zellen, die durch kontinu-
ierliche Passage primarer Ovarialoberflachenepithelzellen der Ratte spontan immortalisiert
wurden (Adams et al., 1985). Sie weisen epitheliale und mesenchymale Charakteristika auf,

transformieren in vitro nicht spontan maligne und zeigen normale p21*2™-

und sehr niedrige
p53-Proteinspiegel. In dichten Kulturen bilden die Zellen Multilayer, die histologisch serdsen

papillaren Zystadenomen an der Grenze zur Malignitat sehr &hnlich sind.

Durch stabile Transfektion der ROSE 199-Zellen mit mutiertem KRAS aus der bekannten
humanen Kolonkarzinomzelllinie SW 480 (Mutation C12V) entstand die maligne Zelllinie

ROSE A2/5 (Tchernitsa et al., 2004). Sie zeigt Eigenschaften der epithelio-mesenchymalen
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Transition (EMT), ankerunabhdngiges Wachstum und erhdhte Spiegel an phosphoryliertem
p42/44 ERK und entspricht damit einem spéten Stadium ovarialer Transformation (Auersperg et
al., 1999; Tchernitsa et al., 2004). Vorhergehende Studien konnten zeigen, dass die im ROSE-
Zellmodell auf mRNA-Ebene detektierten RAS-induzierten Genexpressionsveranderungen zu
48 % fir herunterregulierte und zu 65 % flr hochregulierte mMRNAs mit Verdnderungen in
Ovarialkarzinomen in vivo Ubereinstimmen. Insgesamt waren uber 200 Gene identifiziert
worden, deren Transkription durch permanente KRAS-Expression gesteigert oder vermindert
wird (Abbildung 3) (Tchernitsa et al., 2004).

Auch beim HEK-Zellsystem werden die Unterschiede zwischen den beiden Varianten — den
immortalisierten HA-EB-Zellen und den HRAS-transformierte HA-ER-Zellen — primér durch

die Expression des Onkogens induziert (Hahn et al., 1999).



Einleitung 19

15

Zielstellung der Arbeit

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte der Einfluss der KRAS-abhangigen Transformation

auf das MicroRNAom (die Gesamtheit der exprimierten miRNAS) in einem Modellsystem fiir
das Ovarialkarzinom (ROSE) untersucht werden (Abbildung 5).

1.

Zundachst sollte der globale Effekt von chronisch aktivem RAS auf die miRNA-Expression
erfasst werden. Dazu wurden mittels Microarray-Technologie miRNA-Expressionsprofile
der beiden ROSE-Zelllinien erstellt und miteinander verglichen.

In einem n&chsten Schritt sollte bestimmt werden, Uber welche RAS-abhéngigen Signalwege
die erfassten miRNA-Expressionsverdnderungen vermittelt werden. Dazu wurden zwei
dieser Signalwege ausgewahlt: der MAPK-Signalweg und der PI3K-Signalweg. In ROSE
A2/5-Zellen wurde jeweils einer der beiden Signalwege mithilfe spezifischer pharmakologi-
scher Inhibitoren blockiert. AnschlieBend wurden mittels Microarray-Technologie miRNA-

Profile der behandelten Zellen erstellt und mit entsprechenden Negativkontrollen verglichen.

Um zu untersuchen, ob die erfassten miRNA-Expressionsverdnderungen zelltyp- oder
speziesspezifisch sind, oder ob sie eine evolutiondr konservierte miRNA-RAS-Signatur
darstellen, wurden sie mit entsprechenden Profilen aus dem humanen HRAS-transfomierten
HEK (Human Embryonic Kidney)-Zellmodell verglichen. Auch die Effekte des MAPK-

Signalwegs in HEK-Zellen wurden in den Vergleich mit einbezogen.

Einzelne der RAS-abhéngig regulierten miRNAs sollten auch funktionell naher charak-
terisiert werden. Dazu wurden die Spiegel ausgewahlter, herunterregulierter miRNA-Spezies
in ROSE A2/5-Zellen durch Transfektion von miRNA-Mimics erhdht und so wieder den
entsprechenden Konzentrationen in untransformierten ROSE 199-Zellen angenahert. An-
schlieRend wurden als Schlusselparameter des malignen Phanotyps ihr Wachstumsverhalten

in adhérenter Kultur und ihre ankerunabhangige Proliferation erfasst.

Des Weiteren sollten mdgliche regulatorischen Ziele der miRNAs, ihre Ziel-mRNAs, mithil-
fe der Vorhersagen der drei Algorithmen miRanda, TargetScan und PicTar identifiziert und

durch den Vergleich von miRNA- mit mMRNA-Expressionsprofilen weiter selektiert werden.

Auf Grundlage der Ergebnisse aus Wachstumsassays und Zielvorhersage sollten abschlie-
Rend einzelne vorhergesagte regulatorische Beziehungen zwischen miRNA und mRNA
exemplarisch ausgewdhlt und in ROSE- und in HEK-Zellen die Expression der Zielgene

nach Modulierung der miRNA-Spiegel mittels Western-Blot-Analysen tberpruft werden.
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Ausgangspunkt: RAS-transformierte Zellmodelle

ROSE (ROSE 199- und A2/5)
HEK (HA-EB- und -ER)

. 4

Erstellung von miRNA-Expressionsprofilen
Bestimmung RAS-abhangig, MAPK-abhéngig und PI3K-
abhangig regulierter miRNAs (Microarray)

s 4

Definition von miRNA-Signaturen

Vergleich RAS- und MAPK-abhangiger miRNA-Expressionsprofile
aus ROSE- und HEK-Zellsystem

. 4 . 4

Funktionelle Charakterisierung Identifizierung méglicher
Modulierung von miRNA-Spiegeln Ziel-mRNAs
(Transfektionsexperimente) Korrelation algorithmischer
Erfassung des Zellwachstums Zielvorhersagen mit miRNA- und
(Wachstumsassays) mRNA-Expressionsprofilen

. 4 \ 4

Experimentelle Validierung einer miRNA-mRNA-
Zielvorhersage

Modulierung des miRNA-Spiegels (Transfektionsexperimente)
Bestimmung der Proteinmenge (Western Blot)

Abbildung 5: Ubersicht iiber das experimentelle Vorgehen
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2 Material und Methoden

2.1 Laborgerate und Materialien

10 cm- und 18 cm-Petrischalen

15 ml- und 50 ml-Zentrifugenrdéhrchen
6-Well- und 96-Well-Platten
Deckglaser

Digitalkamera fur Transilluminator
Elektrophoresekammer und Zubehor
ELISA-Reader (Benchmark Plus)
Einfrierbehalter

Filterpapier fiir Western Blot
flashPAGE™ Fractionator
flashPAGE™ Pre-Cast Gels (Type A) Cat #10010
Gefrierschrénke

Hybridisierungskammer fur Microarrays (Slide
Booster SB401/800)

Hybridisierungsofen 6 / 12 V

Labornetzteile (EPS 200 und EPS 3500)
Kryordhrchen

Kulturflaschen (Zellkultur)

Magnetruhrer

MicroSpot 2500 quill pins (Microarray-Spotting)
Microarray-Deckplatten (LifterSlips™)
Microarray-Objekttrager (Slides)
Microarray-Scanner (G2565AA)
Microarray-Zentrifuge

MicroGrid Microarrayer
Mikro-Reaktionsgefalie
Minizentrifuge (Modell-Nr. C-1200)

mirVana™ miRNA Bioarrays
NanoPhotometer™

Neubauer-Zahlkammer

BD Falcon™, Heidelberg

BD Falcon™, Heidelberg

BD Falcon™, Heidelberg

LO Laboroptik, Friedrichsdorf
Olympus, Hamburg

Biorad, Miinchen

Biorad, Miinchen

Nalgene, Roskilde, Ddnemark
VWR International, Dresden
Ambion, Austin, Texas, USA
Ambion, Austin, Texas, USA
Liebherr, Ochsenhausen
Advalytix, Munchen

UniEquip, Martinsried

Pharmacia Biotech, Waldkirch

Sarstedt, Numbrecht

BD Falcon™, Heidelberg

IKA Werke, Staufen

Digilab, Holliston, MA, USA

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
Corning, Corning, NY, USA

Agilent, Waldbronn

TeleChem Arraylt, Sunnyvale, CA,
USA

Digilab, Holliston, MA, USA
Eppendorf, Hamburg

National Labnet, Woodbridge, NJ,
USA

Ambion, Austin, Texas, USA
Implen, Miinchen
LO Laboroptik, Friedrichsdorf
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Nitrozellulosemembran (Protran™)
Phasenkontrastmikroskop und Kamera
pH-Meter

Pipetten (diverse GroRen)

Pipettenspitzen

Rontgenfilme (Amersham Hyperfilm ECL)

Thermocycler (PTC-225 DNA Engine Tetrad™)

Thermomixer (Modell Nr. 5436)
Tischzentrifugen (Modelle Nr. 5415C und 5417R)
Transferkammer

Ultra-Tiefkihlschrank (-80 °C)
UV-Transilluminator

Vortexer (REAX 2000)

Waage (BP 2100 S)

Wasserbad (Modell-Nr. 1004)

Wippschdttler

Zellinkubator (Heracell 240)

Zellkulturbank

Pipettierhilfe fur Zellkultur (PIPETBOY acu)
Zellkulturpipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml)

Zellkulturzentrifuge (Allegra X-15R, Rotor SX4750)

Zellschaber

2.2 Chemikalien

Acid-Phenol:Chloroform
Acrylamid
Amidoschwarz 10 B
APS

Borsaure
Bromphenolblau

BSA

DMEM

DMSO

Whatman, Dassel
Leica DM IL, Wetzlar
Schott, Mainz
Eppendorf, Hamburg
Sarstedt, Numbrecht

GE Healthcare, Little Chalfont,
Buckinghamshire, UK

MJ Research, South San Francisco, CA,
USA

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
PeQLab, Erlangen

SANYO, Minchen

Biostep, Jahnsdorf

Heidolph, Schwabach
Sartorius, Gottingen

GFL, Burgwedel

Hoefer, Holliston, MA, USA
Thermo Scientific, Waltham, MA, USA
NuAire, Plymouth, MN, USA
Integra Biosciences, Fernwald
BD Falcon™, Heidelberg
Beckman Coulter, Krefeld
TPP, Trasadingen, Schweiz

Ambion, Austin, Texas, USA
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim

Lonza, Basel, Schweiz

Sigma-Aldrich, Steinheim
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DOC

EDTA, Dinatriumsalz-Dihydrat
Essigsaure (Eisessig)
Ethanol

Ethidiumbromid
Entwickler (Western Blot)
Fixierer (Western Blot)
Fotales Kalberserum
G418

Glycerol (Glycerin)
Glycin

Isopropanol

KCI

KH,PO,

LY 294002
Magermilchpulver

Marker flr SDS-PAGE (Kat.-Nr. SM0671)

Methanol

Na;HPO,4

NaCl (Natriumchlorid)
NaOH

NP-40 Alternative
Nuklease-freies Wasser
Oligofectamine™
Opti-MEM® |

Penicillin/Streptomycin (10 000 U/ml / 10 000 pg/ml)

Poly-HEMA
Protease-Inhibitoren
Salzsaure (HCI), 37 %
SDS

R-Mercaptoethanol
TEMED
Trinatriumcitrat-Dihydrat
Tris-Base

Triton X-100

Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

J. T. Baker, Deventer, Niederlande
Sigma-Aldrich, Steinheim
Kodak, Stuttgart

Kodak, Stuttgart

Biochrom AG, Berlin
Invitrogen, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim

J. T. Baker, Deventer, Niederlande
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Alexis Biochemicals, Lorrach
AppliChem, Darmstadt
Fermentas, St. Leon-Rot

J. T. Baker, Deventer, Niederlande
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Calbiochem, San Diego, USA
Ambion, Austin, Texas, USA
Invitrogen, Karlsruhe
Invitrogen, Karlsruhe
Biochrom AG, Berlin
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roche Diagnostics, Mannheim
Merck, Darmstadt

Serva, Heidelberg

Promega, Mannheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Steinheim



Material und Methoden

24

Trypanblau

Trypsin/EDTA

Tween® 20

U0126

Ultraglutamine 1 (200 mM)
Urea (trocken)

2.3 Kits

alamarBlue™ Colormetric Growth Indicator Dye

Alexa Fluor® Farbstoffe

Alexa Fluor® 3 und Alexa Fluor® 5 capture reagents
Chemolumineszenz-Detektionskit (Western Blot)
flashPAGE™ Buffer Kit (Type A) Cat #9015
flashPAGE™ Reaction Clean-Up Kit Cat #12200
mirVana™ miRNA Isolation Kit

mirVana™ miRNA Labeling Kit

NCode™ Mammalian miRNA Microarray
Probe Set V1

NCode™ miRNA Labeling System
QuantiMir™ RT Kit
Silencer®siRNA Construction Kit
Western Blot Recycling Kit

2.4 Puffer und L6sungen

Amidoschwarz-L6sung (Amidoschwarz-Methode):

Amidoschwarz 10 B
Methanol
Essigsaure

Aqua bidest.

D10-Medium:

DMEM

fotales Kalberserum (FCS)
Ultraglutamine 1
Penicillin / Streptomycin

Merck, Darmstadt
Biochrom AG, Berlin
Serva, Heidelberg
Promega, Mannheim
Lonza, Basel, Schweiz
Sigma-Aldrich, Steinheim

TREK Diagnostic Systems, East
Grinstead, UK

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe

GE Healthcare, Little Chalfont, UK
Ambion, Austin, Texas, USA
Ambion, Austin, Texas, USA
Ambion, Austin, Texas, USA
Ambion, Austin, Texas, USA

Invitrogen, Karlsruhe

Invitrogen, Karlsruhe
SBI, Mountain View, CA, USA
Ambion, Austin, Texas, USA

Alpha Diagnostic, San Antonio, Texas,

USA

0,1 % (w/v)
45 % (vIV)
10 % (v/Iv)
45 % (vIV)

500 ml

10 %

2 mM

100 U/ml / 100 mg/ml
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0,5M EDTA:

EDTA, Dinatriumsalz-Dihydrat
NaOH-Plattchen

Aqua bidest. ad 1000 ml

(pH 8,0)

Elutions-L6sung (Amidoschwarz-Methode):

NaOH
EDTA
Ethanol

Entfarbe-L6sung (Amidoschwarz-Methode):

Methanol
Essigséaure
Aqua bidest.

5 x Laufpuffer (SDS-PAGE):

Tris-Base

Glycin

SDS

Aqua bidest. ad 1000 ml
(pH 8,3)

186,3 ¢
209

25 mM
50 uM
50 % (v/v)

90 % (v/v)
2 % (viv)
8 % (vIv)

1519
729
59

Lysepuffer (Proteinisolierung): 820 ul Lésung 1 + 180 pl Lésung 2

Losung 1:

1 M Tris-HCI, pH 7,2
5 M NacCl

Triton X-100

DOC

Aqua bidest. ad 50 ml

500
0,438¢
0,5 mi
059

Losung 2 (Proteaseinhibitoren — immer frisch angesetzt):

PMSF (100 mM)

NaF (500 mM)

Leupeptin (10,5 mM)
Na-Orthovanadat (100 mM)
Aprotinin (100 pg/ml)
Aqua bidest. ad 1 ml

10 x PBS:

NaCl

KCI

Na2HPO4

KH2PO4

Aqua bidest. ad 1000 ml
(pH 7,4)

10 pl
100 pl
10 pul
10 pul
40 pl

804¢g
29
14,49
2,44
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15 %-Polyacrylamid-Gel (fir miRNA-Nachweis):

Urea (trocken)

5X TBE

40 % Acrylamid
Aqua bidest. (4 °C)
10 % APS
TEMED

Poly-HEMA-LG8sung:

5 mg/ml Poly-HEMA
96 % Ethanol ad 40 ml

bei Raumtemperatur 4 h mischen

RIPA-Puffer (Proteinisolierung):

4 x SDS-Probenpuffer (SDS-PAGE):

20 % SSC:

NaCl

10 % NP-40

DOC

20 % SDS

1 M Tris-HCI, pH 8,0
Aqua bidest. ad 50 ml

2449
1ml
1,87 ml
300 pl
25 pl
5ul

200 mg

0,438 ¢
5ml
0,259
0,25 ml
2,47 ml

Proteaseinhibitoren (immer frisch zugegeben):

Aprotinin (100 pg/ml)

Na-Orthovanadat (100 mM)
4 % Sammelgel (SDS-PAGE — 4 Gele):

Aqua bidest.

0,5 M Tris-HCI (pH 6,8)
30 % Acrylamid

10 % SDS

10 % APS

TEMED

Tris-HCI (pH 6,8)
SDS

Glycerin
B-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

NaCl

Trinatriumcitrat

Aqua bidest. ad 1000 ml
pH 7,0 einstellen

20 pl/ml
1 pl/ml

6,1 ml
2,5 ml
1,33 ml
100 pl
50 pl
10 i

0,25 M

8 %

40 %

20 %

0,02 % (eine Spatelspitze)

1753 g
88,2 g
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5 x TBE-Puffer:

Tris-Base
Borsaure
EDTA, Dinatriumsalz-Dihydrat

TBST-Puffer:

Tris-HCI (pH 8,0)
NacCl
Tween® 20

10 x TE-Puffer:

1 M Tris-HCI-Puffer (pH 8,0)
0,5 M EDTA (pH 8,0)
Aqua bidest. ad 100 ml

Transferpuffer (Western Blot):

Tris-Base

Glycin

10 % SDS

Methanol

Aqua bidest. ad 1000 ml

12%-Trenngel (SDS-PAGE - 2 Gele):

Aqua bidest.

1,5 M Tris-HCI (pH 8,6)
30 % Acrylamid

10 % SDS

10 % APS

TEMED

Tris-HCI-Puffer, 0,5 M, pH 6,8:

Tris-Base
37 % Salzséure (pH einstellen)
Aqua bidest.

Tris-HCI-Puffer, 1 M, pH 6,8:

Tris-Base
37 % Salzsaure (pH einstellen)
Aqua bidest.

Tris-HCI-Puffer, 1 M, pH 7,2:

Tris-Base
37 % Salzsaure (pH einstellen)
Aqua bidest.

0,445 M
0,445 M
0,01 M

10 mM
150 mM
0,05 %

10 ml
2 ml

582¢
2,93 ¢
3,75 ml
200 ml

6,7 ml
5ml
8 ml
200 pl
100 pl
10 pl

30,285 ¢
ca. 19,7 ml
ad 500 ml

60,57 g
ca. 39,4 ml
ad 500 ml

60,57 g
ca. 36,8 ml
ad 500 ml
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Tris-HCI-Puffer, 1 M, pH 8,0:

Tris-Base 60,57 ¢

37 % Salzséure (pH einstellen) ca. 23,1 ml

Aqua bidest. ad 500 ml
Tris-HCI-Puffer, 1,5 M, pH 8,6:

Tris-Base 90,855 g

37 % Salzséure (pH einstellen) ca. 14,9 mi

Aqua bidest. ad 500 ml
2.5 Sequenzen

MIRIDIAN™ microRNA Mimics (Dharmacon, Lafayette, CO, USA):

let-7a 5’-UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU-3’
miR-196b 5’-UAGGUAGUUUCCUGUUGUUGG-3’
miR-200b 5’-UAAUACUGCCUGGUAAUGAUGAC-3’
miR-216a 5’-UAAUCUCAGCUGGCAACUGUG-3’
miR-22 5’-AAGCUGCCAGUUGAAGAACUGU-3’
miR-30e 5’-UGUAAACAUCCUUGACUGGA-3’
miR-378 5’-ACUGGACUUGGAGUCAGAAGGC-3’

Scramble-siRNA:
sense 5’-AAGGGGUAAUGGGCUUCGCUU-3’
antisense 5’-GCGUUGCCCAUUAACCCUUUU-3’
(hergestellt von Frau Dr. Iwona Stelniec vom Labor fir funktionelle
Tumorpathologie der Charité mithilfe des Silencer® siRNA Construction Kit)

2.6 Antikorper
2.6.1 Primarantikérper
Antikérper gegen Spezies Hersteller und Art.-Nr. Inkubation
Fosl1 (39 kDa) Kaninchen Santa Cruz, Heidelberg 1:1000 in 5 % MM
(sc-605) 4 C Uber Nacht
B-Tubulin (55 kDa) Kaninchen Cell Signaling, Danvers, MA, 1:1000 in 3 % MM
USA (#2146) 4 T Uber Nacht
Phospho-p44/42 MAPK Kaninchen Cell Signaling, Danvers, MA, 1:1000 in 5 % BSA
(Erk1/2) (Thr202/Tyr204) USA (#9101) 4 T uber Nacht
Erk-1 (44 kDa) Maus BD, Heidelberg 1:5000 in 1 x TBST
(610030) RT,1h
Pan-Ras Val12 (21 kDa) Kaninchen Merck, Darmstadt 1:1000 in 1 x TBST
(Calbiochem, OP38) 4 C uber Nacht

Tabelle 3: Priméarantikdrper und experimentelle Bedingungen ihrer Anwendung
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2.6.2 Sekundarantikdrper
Antikorper Hersteller und Art.-Nr. Inkubation
Anti-Kaninchen-IgG, Cell Signaling, Danvers, MA, USA 1:2000 in 5 % MM
Peroxidase-konjugiert (#7074) RT,1h
Anti-Maus-IgG, Dianova, Hamburg 1:10000 in 1 x TBST
Peroxidase-konjugiert (315-035-045) RT,1h

Tabelle 4: Sekundéarantikdrper und experimentelle Bedingungen ihrer Anwendung

2.7 Zelllinien
ROSE 199

ROSE A2/5

2.8 Software

Bildbearbeitung
Webbrowser

Datenbank

Gen-Ontologie-Analyse

Graphik
Literaturverwaltung

Microarray-Auswertung

mMiRNA-Zielanalysen
miRNA-Zielvorhersage

Durch kontinuierliche Passage spontan immortalisierte Ovarial-

oberflachenepithelzellen der Ratte (Rat Ovarian Surface

Epithelium) (Adams et al., 1985)

Durch stabile Transfektion der ROSE 199-Zellen mit mutiertem
KRAS aus der humanen Kolonkarzinomzelllinie SW 480 maligne

transformierte Zellen (Tchernitsa et al., 2004)

GIMP (www.gimp.org)
Windows Internet Explorer

Microsoft Office Access

Gene Ontology
(www.geneontology.org)

Inkscape (www.inkscape.org)
Zotero 2.0

BRB-ArrayTools
(http:/Mlinus.nci.nih.gov/BRB-
ArrayTools.html)

GeneSite und ImaGene

Microsoft Access-Anwendung

miRanda
PicTar
TargetScan S

GIMP Team

Microsoft Corporation,
Redmond, Washington, USA

Microsoft Corporation,
Redmond, Washington, USA

GO Consortium

Inkscape Community

Center for History and New
Media, George Mason
University, Fairfax, Virginia,
USA

Dr. Richard Simon and BRB-
Array-Tools Development
Team

BioDiscovery, EI Segundo,
California, USA

Dipl.-Ing. Fritz Gross, Gauting

http://www.microrna.org
http://pictar.mdc-berlin.de
http://www.targetscan.org
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Tabellenkalkulation Microsoft Office Excel Microsoft Corporation,
Redmond, Washington, USA

Textverarbeitung Microsoft Office Word Microsoft Corporation,
Redmond, Washington, USA

Venn-Diagramme Venn Applet Stirling Chow, University of

(http://www.cs.kent.ac.uk/people  Victoria, Canada, und Peter
[staff/pjr/EulerVennCircles/Euler Rodgers, University of Kent,

VennApplet.html) UK
2.9 Zellkulturmethoden
29.1 Kultivierung von Zelllinien

ROSE 199 und ROSE A2/5-Zellen wurden unter kontrollierten Bedingungen (37 °C, 95 %
Luftfeuchtigkeit, 5 % CO;) in D10-Medium in Kunststoff-Zellkulturflaschen (Wachstumsflache
75 cm?) kultiviert. Bei ROSE A2/5-Zellen wurde dem Medium zur Aufrechterhaltung der
Selektion stabil transfizierter Zellen (Transfektion mit mutiertem humanem KRAS) G418 in
einer Endkonzentration von 400 pg/ ml zugesetzt. Um Alterationen der Genexpression zu
vermeiden, die eine Proliferationshemmung aufgrund hoher Zelldichte oder unmittelbare Effekte
einer Stimulation durch Wachstumsfaktoren widerspiegeln, wurden die Zellen streng in
exponentieller Wachstumsphase gehalten, d. h. bei einer Konfluenz von 70 — 80 % (in der Regel
alle zwei bis drei Tage) passagiert (Fambrough et al., 1999; lIyer et al., 1999; Zavadil et al.,
2001). Dazu wurde das Kulturmedium absaugt, der Zellrasen einmal mit PBS gewaschen und fur
etwa 5 — 10 min mit Trypsin-EDTA im Brutschrank inkubiert. Nach Ablésung der Zellen von
der Zellkulturflasche wurde die Trypsin-Reaktion durch Zugabe von Medium gestoppt, die
Zellen suspendiert und 5 min lang bei 700 rpm (entsprechend einer maximalen RZB von
114 x g) zentrifugiert. Abschlielend wurde das Zellpellet in frischem Medium resuspendiert und
die Suspension — je nach erwarteter Wachstumsgeschwindigkeit — im Verhaltnis 1:5 bis 1:10 mit

frischem Medium vermischt in neue Zellkulturflaschen tberfiihrt.

2.9.2 Auftauen von Zellen

Frische Zellen wurden einem Stamm in flissigem Stickstoff eingelagerter Zellen entnommen.
Um den Auftauvorgang und die damit verbundene Zellschadigung zu verkiirzen, wurden die
KryogefaRe zunidchst 1 —2 min lang im 37 °C-Wasserbad geschwenkt. Nach Uberfithrung der
Zellsuspension (Volumen 1 ml) in ein 15 ml-Réhrchen wurde die Konzentration des in der
Suspension enthaltenen DMSO durch tropfenweise Zugabe von 9 ml Medium Gber 10 min

langsam gesenkt. Anschliefend wurden die Zellen zentrifugiert (5 min, 700 rpm, s. 0.), nach
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Absaugen des Uberstandes in frischem Nahrmedium resuspendiert und wie oben beschrieben in

Zellkulturflaschen im Zellkulturinkubator kultiviert.

293 Einfrieren von Zellen

Zu Erhaltung des in flussigem Stickstoff gelagerten Zellstamms wurden kultivierte Zellen
teilweise wieder eingefroren. Dazu wurden die Zellen bei Erreichen von 70 — 80 % Konfluenz
wie beim Passagieren trypsiniert und zentrifugiert, dann aber in Medium resuspendiert, dem
10 % DMSO als Gefrierschutz zugegeben worden war. Zellen aus einer 75 cm?-Zellkulturflasche
wurden in 3 ml Medium resuspendiert und auf drei Kryogefale verteilt. Die Abkuhlung auf
-80 °C erfolgte im Gefrierschrank in speziellen Isopropanol-gefillten Behéaltern in Raten von
1 °C pro Stunde, die Langzeitlagerung im Stickstofftank.

294 Lebendzellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte manuell mithilfe der Neubauer-Zahlkammer. Nach
Anhauchen der Kammer haftet ein aufgelegtes Deckplattchen, so dass an den Berlhrungsstellen
Newton-Ringe sichtbar werden. Trypsinierte und in frischem Medium resuspendierte Zellen
wurden 1:1 mit Trypanblau gemischt. Trypanblau durchdringt die Zellmembran toter Zellen und
farbt diese blau an. Nach einer Inkubation von 10 min (RT) wurden 10 pl der Mischung so auf
die Kammer pipettiert, dass Kapillarkréfte die Suspension in den Zwischenraum zwischen
Kammer und Deckplattchen saugten. Vier grofle Quadrate wurden ausgezahlt; der Mittelwert
multipliziert mit 10° ergab die Zellzahl. Insgesamt wurden pro Zellzahlbestimmung zwei

Zahlungen durchgefiihrt und die Ergebnisse gemittelt.

2.9.5 Behandlung der Zellen mit Inhibitoren

Zur Untersuchung RAS-abhéngiger zytoplasmatischer Signalkaskaden wurden zwei
pharmakologische Inhibitoren eingesetzt: zur Blockierung des MAPK-Signalwegs der MEK-
spezifische Inhibitor U0126 — als 10 mM Stammldsung gelést in DMSO — und zur Hemmung
des PI3-Kinase-Signalwegs der Inhibitor LY294002 — als 50 mM Stammlosung geldst in
Ethanol. 48 h nach dem Aussden in 10 cm- (ca. 1,5x 10° Zellen) bzw. 18 cm-Schalen (ca.
4,5 x 10° Zellen) wurden ROSE A2/5-Zellen 48 h lang mit jeweils einem der beiden Hemmstoffe
in einer Endkonzentration von 10 uM behandelt. Als Negativkontrolle wurde vergleichbaren
Zellansatzen die jeweils entsprechende Menge reinen Losungsmittels zugesetzt. Anschliefend

wurden die Zellen geerntet.
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296 Transfektion

Als Transfektion bezeichnet man eine Methode des Gentransfers, bei der kurze DNA- oder
RNA-Abschnitte (maximale Lange etwa 30 Nukleotide) in die zu transfizierenden Zellen
eingebracht werden. Die Expression einzelner Gene wird so — wie im Fall von siRNAs — gezielt
gestort oder — wie im Falle von miRNA-Mimics — gesteigert. Fir die vorliegenden Studien
erfolgte die Transfektion mittels kationischer Liposomen (Lipofektion) unter Verwendung von

Oligofectamine™ als Transfektionsreagenz (Felgner et al., 1987).

296.1 miRNA-Mimics

miRNA-Mimics sind in vitro synthetisierte, doppelstrdngige Kopien bekannter endogener
miRNAs, die zur bevorzugten Aufnahme des aktiven miRNA-Strangs chemisch modifiziert
wurden. In der vorliegenden Arbeit wurden miRIDIAN™ microRNA Mimics in RNAse freiem
Puffer in einer Konzentration von 20 pM geldst. Als Kontrollen zur Erfassung unspezifischer
(Off target-) Effekte wurden Zellen zum einen mit Scramble-siRNA transfiziert, zum anderen
mit Transfektionsreagenz allein (ohne miRNA-Mimics bzw. siRNAs) behandelt (Mock). siRNAs
(small interfering RNAs, kleine interferierende RNAS) sind strukturell mit miRNAs identisch, die
Sequenzen von Scramble-siRNAs weisen jedoch keinerlei Spezifitdt zu einem bekannten
Transkript auf. Die Scramble-siRNA lag als Stammldsung in einer Konzentration von 20 UM vor
und wurde zur weiteren Verwendung auf 500 nM verdinnt. Als optimale Endkonzentrationen
zur Minimierung von Off-target-Effekten hatten sich in vorhergehenden Versuchen 100 nM fir

kommerziell synthetisierte Duplexe und 1 nM fiir selbst hergestellte Duplexe etabliert.

2.9.6.2 Durchfuhrung der Transfektion

Die Transfektion erfolgte in zwei Schritten 24 h und 48 h nach Ausplattieren von ROSE A2/5-
Zellen (3x10* Zellen pro Vertiefung in 6-Well-Platten bzw. 1,5 x 10° Zellen in 10 cm-
Zellkulturschalen). Um serumfreie Bedingungen zu schaffen und so die Transfektionseffizienz
sicherzustellen, wurde das Medium nach einmaligem Waschen mit PBS durch Opti-MEM® in

nachstehend genannten Mengen ersetzt (Tabelle 5).

Der Transfektionsansatz wurde entsprechend den Angaben des Herstellers in zwei getrennten
1,5 ml-Gefallen vorbereitet (Ansdtze A und B, Tabelle 5), nach 10 min Inkubation (RT)
zusammengefihrt, vorsichtig gemischt, weitere 20 min (RT) inkubiert und schlieBlich zu den
Zellen gegeben. Fir den Mock-Ansatz wurde der miRNA-Mimic durch die entsprechende Menge

Opti-MEM® ersetzt. Nach vierstundiger Inkubation im Brutschrank wurde die
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6-Well-Platte 10 cm-Schale
Vorbereitung der Zellen:
Opti-MEM® 800 pl 2640 ul
Reaktionsansatz A:
Opti-MEM® 180 pl (183 pl) 594 ul (603,9 pl)
siRNA-Duplex / miRNA-Mimic 5l (2 ul) 16,5 ul (6,6 ul)
Reaktionsansatz B:
Opti-MEM® 12 ul 39,6 ul
Oligofectamine™ 3l 9,9 ul
Abstoppen der Transfektion:
Opti-MEM® mit 30 % FCS 800 pl 2640 ul

Tabelle 5: Mengenangaben zur Durchfihrung der Transfektion

In Klammern: Mengen bei Verwendung selbst hergestellter sSiRNA-Duplexe.

Transfektionsreaktion durch Zugabe von Opti-MEM® mit 30 % FCS gestoppt (Tabelle 5), so

dass die Serumendkonzentration im Medium nun wieder 10 % betrug.
2.9.7 Proliferationstests

29.71 Herstellung Poly-HEMA-beschichteter 96-Well-Platten

Tumorzellen mit Invasionspotential zeichnen sich durch die Fahigkeit aus, auch ohne
Verankerung an einer Oberflache zu proliferieren; ihr ankerunabhéngiges Wachstum ist ein Mal}
fur ihre Malignitadt. Um das ankerunabhéngige Wachstum zu erfassen, wurden ZellkulturgefaRe
mit Poly-HEMA beschichtet, das die Verankerung von Zellen verhindert. Fir die Beschichtung
wurden je 100 pul einer 5 mg / ml-Poly-HEMA-Stammlésung blasenfrei in die Vertiefungen von
96-Well-Platten pipettiert und fur 72 h bei 37 °C getrocknet. Die vollstdndige Trocknung und

lickenlose Beschichtung wurden unter dem Mikroskop kontrolliert.

2.9.7.2 alamarBlue™-Test

Beim alamarBlue™-Test handelt es sich um einen speziellen Farbstoff, der nach Zugabe zum
Zellmedium eine relativ einfache und zuverlassige Bestimmung des Zellwachstums uber
mehrere Tage hinweg erlaubt. Die Stoffwechselaktivitat der untersuchten Zellen wird durch die
enzymatische Umsetzung des Farbstoffs spektralphotometrisch erfasst. Mehrere, zu
verschiedenen Zeitpunkten erfolgte Messungen lassen so Rickschlisse auf das Proliferations-
verhalten der Zellen zu. Zur Bestimmung des ankerabhangigen und -unabhéngigen Zellwachs-
tums wurden die Zellen 24 h nach dem zweiten Transfektionsschritt trypsiniert, resuspendiert

und pro Transfektionsansatz je dreimal auf Poly-HEMA-beschichteten und unbeschichteten 96-
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Well-Platten ausgesat. Dabei wurden pro jede Vertiefung 5 x 10 Zellen in 150 ul Medium
ausplattiert. Etwa 30 min spater wurden entsprechend den Angaben des Herstellers 15 pl
alamarBlue™-Reagenz zu jeder Vertiefung pipettiert. Die zellmetabolische Umsetzung des
Reagenzes wurde 1 h spater sowie in weiteren 24-stiindigen Abstdanden im ELISA-Reader
spektralphotometrisch bei 570 und 600 nm erfasst. Die Messergebnisse wurden entsprechend der
Angaben des Herstellers nach folgender Formel zur Errechnung einer Wachstumskurve
eingesetzt:

Az2) (AA) = (ggxh1) (AL
% Reduktion = ~-202) (W) = o) (W) 4,

(reatt) (A%z) — (Ereatz) (AA1)

(&regh1) = 155,677 (Molarer Extinktionskoeffizient der reduzierten alamarBlue-Form bei 570 nm)
(&regh2) = 14,652 (Molarer Extinktionskoeffizient der reduzierten alamarBlue-Form bei 600 nm)
(eoxM1) = 80,586 (Molarer Extinktionskoeffizient der oxidierten alamarBlue-Form bei 570 nm)
(goxM2 )= 117,216 (Molarer Extinktionskoeffizient der oxidierten alamarBlue-Form bei 600 nm)
(A1) = Absorption der Probe bei 570 nm

(A)\2) = Absorption der Probe bei 600 nm

(A’A1) = Absorption des Mediumwertes bei 570 nm

(A’A2) = Absorption des Mediumwertes bei 600 nm

Werte aus jeweils drei zusammengehorigen Vertiefungen wurden dabei gemittelt. Der Versuch

wurde insgesamt 3 Mal fur getrennte Transfektionsansatze durchgefihrt.

29.7.3 Bestimmung des Zellwachstums durch konventionelle Zellzéhlung

Zur Bestimmung der ankerabhéngigen Zellproliferation mittels konventioneller Zellzahlung
wurden ebenfalls 24 h nach der zweiten Transfektion 1 x 10* Zellen in unbeschichteten 6-Well-
Platten ausgesat. Jeweils zwei Wells pro Ansatz wurden 24 h, 48 h, 72 h und 96 h nach dem
Ausplattieren trypsiniert, in der Neubauer-Zahlkammer ausgezahlt und die Ergebnisse gemittelt.

Der Test wurde insgesamt dreimal fiir getrennte Transfektionsansatze durchgefiihrt.
2.10 Molekularbiologische Methoden — RNA

2.10.1 Isolierung von Gesamt-RNA

Um miRNA aus den kultivierten Zellen zu isolieren, wurde zundchst mithilfe des mirVana™
miRNA Isolation Kit nach Herstellerangaben ihre Gesamt-RNA prapariert. Das mirVana™
miRNA Isolation Kit kombiniert die organische Extraktion von RNA mittels Phenol-Chloroform
mit der Adsorption von RNA an Glasfaser-Filtermembranen. Entsprechend den Angaben des

Herstellers wurden die Zellen bei 70 — 80 % Konfluenz nach einmaligem Waschen mit PBS auf
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Eis gestellt, mittels ,Lysis/Binding Solution* lysiert und die Lysate durch Beigabe von
,Homogenate Additive“ homogenisiert. Die RNA wurde anschlieBend mittels Acid-
Phenol:Chloroform in der wassrigen Phase extrahiert. Diese wurde abgenommen, mit 100 %
Ethanol vermischt und durch Zentrifugation Uber eine Glasfaser-Membran getrieben. Nach
mehreren Waschschritten konnte schlieBlich die gereinigte Gesamt-RNA mittels ,,Elution
Solution* aus den Membranen eluiert werden. Konzentration und Reinheit der resultierenden

RNA-L6sung wurden zum Schluss im Nanophotometer Gberpruft.

2.10.2 Isolierung von miRNA

Die Isolierung der kleinen einzelstrangigen RNAs aus der gewonnenen Gesamt-RNA erfolgte
mithilfe des flashPAGE™ Fractionators. Dabei handelt es sich um eine miniaturisierte Elektro-
phoreseeinheit, bestehend aus einem séulenférmigen Polyacrylamid-Gel und einer Spannungs-
quelle. Durch die negativ geladenen Phosphatgruppen an ihrem Zucker-Phosphat-Riickgrat sind
Nukleinsduren innerhalb eines sehr groflen pH-Bereichs negativ geladen und wandern daher im
elektrischen Feld stets in Richtung Anode. Da die Wanderungsgeschwindigkeit der RNA-
Molekiile im Gel in erster Linie von ihrer Masse abhéngt, werden sie im Gel ihrer GroRe nach

aufgetrennt: Je kleiner sie sind, desto schneller durchqueren sie das Gel.

Entsprechend dem Protokoll des Herstellers wurde jeweils eine RNA-Ldsung mit 60 pg Gesamt-
RNA mit dem gleichen Volumen ,,Gel Loading Buffer“ aus dem flashPAGE™ Buffer Kit
vermischt und auf eine ebenfalls in spezielle Pufferldsungen eingebettete Polyacrylamid-
Gelsaule gegeben. Nach SchlieBen der Kammer erfolgte die elektrophoretische Auftrennung der
RNAs bei 75 V.

Die Extraktion der kleinen einzelstrangigen RNA-Fraktion aus dem Elektrophoresepuffer
erfolgte mithilfe des flashPAGE™ Reaction Clean-Up Kit. Entsprechend den Angaben des
Herstellers wurde dafiir der RNA-haltige Pufferanteil von etwa 240 pl mit 135 ul ,,Filter Binding
Additive“ sowie 100 % Ethanol versetzt. Nach grindlichem Mischen wurde die Lésung durch
Zentrifugation {iber eine mit ,,Wetting Solution* vorbehandelte Filtermembran getrieben, aus der
nach mehreren Waschschritten die kleinen RNAs eluiert werden konnten. Sie wurden bei Bedarf

bei -80 °C gelagert.

2.10.3 Qualitatskontrolle der miRNA-Préparation im Polyacrylamid-Gel

Um die gesuchten kleinen einzelstrdngigen RNAs in dem gewonnenen Eluat nachzuweisen,

wurden sie in Polyacrylamidgel elektrophoretisch nach ihrer Masse aufgetrennt und angefarbt.
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15-prozentiges Polyacrylamidgel wurde in vorbereitete Formen aus zwei Glasplatten mit
Abstandshaltern gegossen. Zur Vorbereitung der Proben wurden jeweils 5 ul ,,Gel Loading
Buffer aus dem mirVana™ miRNA Isolation Kit mit 5 pl einer miRNA-Praparation gemischt,
fur 2 min im Heizblock auf 95°C erhitzt und anschlieBend auf Eis gestellt. Fir die
Positivkontrolle wurde die miRNA-Probe durch 1 pl Gesamt-RNA-Eluat ersetzt. Die Elektro-
phorese wurde in TBE bei 605 V durchgefiihrt und nach Austreten der blauen Lauffront des
Ladepuffers aus dem Gel gestoppt. Anschlielend wurde das Gel mit Ethidiumbromid-versetztem
TBE-Puffer angeféarbt. Der RNA-interkalierende Fluoreszenz-Farbstoff Ethidiumbromid leuchtet
unter UV-Licht (254 — 366 nm) auf und macht so die RNA-Banden sichtbar.

2.10.4 Microarray-Technologie

Die Microarray-Technologie erlaubt es, im Sinne eines Hochdurchsatzverfahrens in wenigen
Einzelmessungen die Mengen (-verhaltnisse) von mehreren Hundert bis Tausend DNA- oder
RNA-Spezies zu bestimmen. Sie basiert auf dem Prinzip der komplementéren Bindung von
Nukleinsduren an kurze, fur die einzelnen Nukleinsdurespezies spezifische Antisense-Nuklein-
séuren (Oligos). Diese werden zundchst separat punktférmig auf Glasplattchen (Slides) aufge-
bracht (Spotting). Durch Inkubation dieser Microarrays mit den zuvor mit Fluorochromen
markierten Nukleinséureproben, gefolgt von einigen Waschschritten, entstehen auf den Micro-
arrays Punkte unterschiedlicher Hybridisierungs- und somit Farbintensitét. Die photometrische
Messung dieser Farbpunkte in einem Scanner ermdglicht nun die Bestimmung der in der Probe

urspriinglich vorhandenen Mengen an einzelnen Nukleinsaure-Spezies.

In der vorliegenden Arbeit wurden zwei Zelllinien in Hinblick auf ihre miRNA-Expression
einander gegenubergestellt. Dafur wurden Lésungen isolierter miRNA aus beiden Zelllinien
gleichzeitig auf einen Microarray aufgebracht, dabei aber mit unterschiedlichen Fluorochromen
angefarbt, so dass aus der Farbintensitdt und dem Farbspektrum der einzelnen Microarray-
Punkte die Konzentrations- bzw. Mengenverhaltnisse der entsprechenden miRNAs zwischen den
beiden Zelllinien errechnet werden konnten. Jedes Microarray-Experiment wurde einmal
wiederholt, dabei wurden die Fluorochrome fiir die beiden Zelllinien vertauscht (Farbstoff-

Inversion).

2.10.4.1 Erstellung der Microarrays

Fur die vorliegenden Messungen wurden von Herrn Dr. Oleg Tchernitsa vom Labor flr
Molekulare Tumorpathologie der Charité hergestellte Microarrays verwendet. Dafur waren
Oligos des NCode™ Mammalian miRNA Microarray Probe Set V1 mithilfe des MicroGrid
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Microarrayers, ausgestattet mit MicroSpot 2500 quill pins, in Konzentrationen von 30 uM auf
spezielle, Epoxid-behandelte Objekttrager aufgebracht worden. Pro miRNA wurden mindestens
2 Replika erstellt.

2.10.4.2 Vorbereitung und Hybridisierung der miRNA-Proben

In den einzelnen Microarray-Messungen wurden jeweils zwei verschiedene Proben kleiner
RNAs einander gegeniibergestellt. Fur jede Probe wurde die miRNA-Fraktion aus 10 pg
Gesamt-RNA mittels NCode™ miRNA Labeling System entsprechend den Angaben des Her-
stellers mit Alexa Fluor®-Farbstoffen angefarbt (Labeling). Bei diesem System werden die
untersuchten miRNAs zunéchst mithilfe einer Poly-(A)-Polymerase mit einem Poly-(A)-
Schwanz versehen, uber den sich dann mittels eines 19 Nukleotide langen, tberbriickenden Poly-
(dT)-Oligo eine weitere Kette aus 31 Nukleotiden (Tag) mit einer hochspezifische Erkennungs-

sequenz (Capture Sequence) anlagert (Abbildung 6).

5 m—— 3" MiRNA
l Anfiigen des Poly-(A)-Schwanzes
5 E—— 3

Bindung der Capture Sequence an den Poly-(A)-Schwanz
Capture Sequence Tag 1

g
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v \/
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e tiber Nacht

\/

Waschschritt und Hybridisierung mit Alexa Fluor®
3/ Alexa Fluor® 5 Capture Reagents
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markierte miRNA

[ ——
~ (| miRNA-Probe

\/
Abbildung 6: Schematische Darstellung des NCode™ miRNA Labeling System

Modifiziert nach: Invitrogen, Karlsruhe.

Die beiden einander gegeniibergestellten Proben erhielten Tags mit unterschiedlichen Erken-

nungssequenzen, um spater auch unterschiedliche Fluorochrome spezifisch binden zu kénnen.
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Nach dem Erhalt der Erkennungssequenz wurden die beiden auf einem Array gegenuber-
gestellten miRNA-Proben in einem Reinigungsschritt auf einer Filtermembran zusammengefihrt
und abschlieRend in nukleasefreiem Wasser eluiert. Zur Hybridisierung der miRNAs wurde der
Microarray mit einer speziellen Deckplatte bedeckt, die Probe aufgebracht und der Array fir
etwa 16 h bei 52 °C in einer Hybridisierungskammer inkubiert. Ultraschallschwingungen der
Kammer bewirken eine Zirkulation der Probe in dem wenige Mikrometer schmalen Raum zwi-

schen Microarray und Deckplatte stellen so gleichméRige Hybridisierungsbedingungen sicher.

Nach Abschluss der Hybridisierung wurde zunédchst berschissiges miRNA-Probenmaterial in
einem dreistufigen Waschprozess mit SSC-SDS-L6sungen absteigender Konzentrationen vom
Microarray entfernt. AnschlieRend erfolgte die Anfarbung der hybridisierten miRNAs in einem
weiteren Inkubationsschritt in der Hybridisierungskammer (4 h, 62 °C). Daflr wurde eine zuvor
entsprechend den Angaben des Herstellers vorbereitete Mischung aus Alexa Fluor® 3 und Alexa
Fluor® 5 Capture Reagents sowie einem speziellen Puffer in den Raum zwischen dem Micro-
array und einer frisch aufgelegten Deckplatte pipettiert. Die Farbstoffe umfassen ein DNA-
Polymer, das sequenzspezifisch an die mit den miRNAs verbundene Erkennungssequenz
(Capture Sequence) des Tags bindet. Nach weiteren drei Waschschritten wurde der Array

schliel3lich trocken zentrifugiert.

2.10.4.3 Microarray-Datengewinnung und Analyse

Nach Hybridisierung der Microarrays mit den angefarbten miRNA-Proben wurden diese
gescannt und die gewonnenen Rohdaten normalisiert, aufbereitet und statistisch ausgewertet.
Dies geschah unter der malgeblichen Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Oleg Tchernitsa vom
Labor fir Molekulare Tumorpathologie. Als Scanner fur die Microarray-Messungen kam das
Modell G2565AA von Agilent bei einer Auflésung von 10 um zum Einsatz. Die priméare Bild-
analyse erfolgte mittels der Software ImaGene. Nach dem Ausschluss schlecht nachweisbarer
Datenpunkte wurde mithilfe der Software GeneSite der Hintergrund abgezogen und die einzel-
nen Datenpunkte nach dem Median tber dem gesamten Array (median over entire array)
normalisiert. Die globale Normalisierung wurde mithilfe einer im NCode™ Mammalian miRNA
Microarray Probe Set und Labeling System enthaltenen Normalisierungshilfe (spiked control,
Verdinnungen 1:1 und 1:10) kontrolliert. Die weitere statistische Analyse wurde unter Berlck-
sichtigung beider zu jedem Probenvergleich durchgefihrter Microarray-Messungen (Farbstoff-
Inversion) mittels BRB-ArrayTools (Dr. Richard Simon and BRB-Array-Tools Development
Team) nach der Methode der ,,Significance Analysis of Microarrays* (SAM, false discovery rate
(FDR) 10 %, mindestens 1,5-fache Regulation) durchgefihrt (Tusher et al., 2001).
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2.10.4.4 Darstellung der Ergebnisse

Nach Normalisierung und statistischer Analyse der Microarray-Rohdaten wurden die Resultate
der beiden einander gegeniibergestellten Proben zueinander ins Verhaltnis gesetzt und zur Basis
2 logarithmiert. Diese Werte sind linearer Ausdruck dessen, wie stark einzelne miRNA-Spezies
im Vergleich verdndert exprimiert werden. Der Grenzwerte fir eine veranderte Expression

wurden bei 0,7 bzw. -0,7 festgelegt.

2.10.5 Validierung der Microarray-Ergebnisse

Die Ergebnisse der Microarrays wurden von Herrn Dr. Oleg Tchernitsa vom Labor fur
molekulare Tumorpathologie der Charité durch Reproduktion auf mirVana™ miRNA Bioarrays
als zweiter Microarray-Plattform (Cross-Platform-Validierung) sowie mittels QuantiMir™-RT-
PCR validiert.

2.11 Molekularbiologische Methoden — Proteine

2111 Proteinisolierung

Die gesamte Proteinisolierung erfolgte auf Eis, um die rasche Degradation der Proteine zu
verhindern. Nach zweimaligem Waschen mit kaltem PBS wurden ROSE A2/5-Zellen durch
Zugabe von 250 ul Lysepuffer pro Schale 30 min lang lysiert. Die Lysate wurden anschlieend
von den Oberflachen der ZellkulturgefaRe abgeschabt und aliquotiert bei -20 °C eingefroren. Um
eine rasche Degradation der Proteine zu verhindern, wurde ein allzu haufiges Auftauen
vermieden. Die Proteinisolierung aus HEK-Zellen wurde analog im Rahmen des Labors flr
molekulare Tumorpathologie der Charité von Frau M.Sc. Sarah Briiggemann unter Verwendung
des RIPA-Puffers durchgefuhrt.

2.11.2 Konzentrationsbestimmung der Proteine

Die Konzentration der isolierten Proteine wurde nach dem ersten Auftauen mittels
Amidoschwarz-Methode und einer BSA (Bovines Serumalbumin)-Eichkurve (0,5 — 10 mg / ml)
bestimmt (Schaffner et al., 1973). Je 1 ul BSA- bzw. Proteinprobe wurde auf eine Nitrozellulose-
membran pipettiert, diese eine Minute lang mit Amidoschwarz gefarbt (RT) und anschlieBend in
Entfarber-Ldsung unter Schitteln 10 min lang entfarbt. Dann noch gefarbte Membrananteile
wurden mit einem Skalpell ausgeschnitten und in Elutions-Ldsung unter Schutteln aufgeldst
(RT, 800 ul, 30 min). Die photometrische Messung erfolgte im ELISA-Reader bei einer

Wellenlénge von 630 nm.
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2.11.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die einzelnen in den Proteinextrakten vorhandenen Proteine wurden mittels diskontinuierlicher
SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt. SDS bildet mit Proteinen
Mizellen konstanter negativer Ladung pro Masseneinheit aus. Durch Erhitzen der mit SDS-
Puffer versetzten Proteinextrakte auf 95 °C werden die Sekundar- und Tertidrstrukturen der
Proteine aufgeldst, die Zugabe von B-Mercaptoethanol zerstort zusétzlich potentielle Disulfid-
bricken. Die Proteine liegen anschlieRend in gestreckter bzw. zusammen mit SDS in ellipsoider
Form vor. Sie wandern im feinporigen Polyacrylamidgel unterschiedlich schnell zur Anode —
ihre Beweglichkeit ist umgekehrt proportional zum logo ihrer relativen Molekularmasse (M;).
Durch einen mitlaufenden molekularen Marker mit Proteinen definierter Grofie konnen die
GroRen der in den Proben aufgetrennten Proteine naherungsweise bestimmt werden. Um das
Aggregieren der Proteine beim Eintritt in das Gel zu verringern und schérfere Banden zu
erhalten, wurde dem Haupt-Gel (Trenngel) ein Sammelgel vorangestellt, das durch seine
groReren Poren und seinen niedrigeren pH-Wert die Proteine fokussiert — daher die Bezeichnung
,,diskontinuierliche®“ SDS-PAGE.

12-prozentige Trenngele wurden in vorbereitete Formen aus Glasplatten mit passenden Abstand-
haltern gegossen und mit 4-prozentigen Sammelgelen — unter Vorbereitung entsprechender
Taschen fiir den Probenauftrag — tberschichtet. Nach Aushérten wurden die Gele in mit Lauf-
puffer gefllite Elektrophoresekammern eingesetzt. Die Proteinextrakte (eingesetzte Protein-
menge 20 — 40 pg pro Bahn) wurden mit 4-fachem SDS-Puffer versetzt, so dass am Ende SDS in
einfacher Konzentration in der Mischung vorlag. Nach Erhitzen (10 min, 95 °C) wurden die
Proben sowie der GroRenmarker in die Geltaschen aufgetragen. Die Elektrophorese wurde mit
60 V begonnen, nach Eintritt aller Proteine in das Trenngel auf ca. 100 V erhoht und beendet,
sobald die blaue Lauffront des SDS-Puffers am anodenseitigen Ende des Gels auszutreten

begann.

2.11.4 Western Blot

Als Western Blot bezeichnet man den Kapillartransfer bzw. Elektrotransfer elektrophoretisch
aufgetrennter Proteine aus einem Gel auf eine geeignete Membran, beispielsweise aus
Nitrozellulose oder Polyvinylidenfluorid (PVDF), an die die Proteine tber hydrophobe und
ionische Wechselwirkungen binden. Diese Immobilisierung ermdglicht verschiedene Férbe-,
Nachweis- und Analysemethoden, die direkt im Gel aufgrund der dort stattfindenden Protein-

diffusion nicht durchfiihrbar waren. In der vorliegenden Arbeit wurden die aufgetrennten
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Proteine in einem Semidry-Blot-Verfahren auf Nitrozellulose-Membranen (bertragen. Dazu
wurde zunéchst das Sammelgel verworfen und das Trenngel fiir 15 min sowie eine in der Grof3e
passende Membran und einige Lagen Filterpapier fur 10 min in Transferpuffer inkubiert.
AnschlieBend wurde ein Stapel aus drei Lagen Filterpapier, dem Trenngel, der Membran und
wieder drei Lagen Filterpapier gebildet und so zwischen zwei Plattenelektroden einer Transfer-
kammer eingebaut, dass die im Gel enthaltenen Proteine beim Anlegen einer konstanten Gleich-
spannung in Richtung Anode auf die Membran zuwanderten und sich dort festsetzten. Der
Semidry-Blot wurde bei konstantem Strom (2 mA pro cm?) fiir etwa 1 h — abhéngig von GroRe
und somit Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine — durchgefiihrt.

Der Nachweis einzelner auf der Membran immobilisierter Proteine erfolgte durch Immuno-
detektion mittels Chemolumineszenz-Methode (ECL — enhanced chemoluminescence). Nach
Blockierung unspezifischer Antikorperbindungsstellen mit 10 % Magermilch in TBST
(Inkubation 1 h bei RT auf dem Wippschuttler) wurden die Membranen zunéchst mit spezifisch
gegen die gesuchten Proteine gerichteten Primérantikérpern inkubiert. Ungebundene Antikorper
wurden durch dreimaliges Waschen mit TBST (je 5 min, RT) entfernt, anschlieRend erfolgte die
Inkubation mit dem Meerrettich-Peroxidase-konjugierten, gegen die ersten Antikdrper
gerichteten 1gG-Sekundarantikdrper. Nach einem weiteren, dreifachen Waschschritt mit TBST
(Je 5 min, RT) wurden die Membranen zur Detektion der gebundenen Antikdrperkomplexe in
Filmkassetten eingelegt und entsprechend den Herstellerangaben mit Detektionsreagenzien
benetzt. Die bei der Substratumsetzung auftretende Chemolumineszenz wurde auf Réntgen-
filmen festgehalten, die nach Entwicklung und Fixierung in der Dunkelkammer mit Wasser
abgespult und luftgetrocknet wurden. Um weitere Proteine ahnlicher GrolRe spezifisch
nachweisen zu kdnnen — beispielsweise ein konstant exprimiertes Protein als Ladekontrolle —
wurden die Membranen mithilfe des Western Blot Recycling Kits entsprechend den Hersteller-
angaben von gebundenen Antikdrpern befreit (gestrippt). Unspezifische Bindungsstellen wurden
erneut geblockt. Aufgrund der unterschiedlichen GroRe der detektierten Proteine konnte die

Effizienz des Strippens im Rahmen der nachfolgenden Detektion tGberpruft werden.

2.12 Bioinformatische Methoden — miRNA-Zielvorhersage

Zur ldentifizierung der Ziel-mRNAs einzelner miRNA-Spezies wurden die VVorhersagen dreier
im Internet frei zuganglicher  Vorhersagealgorithmen verwendet: miRanda 3.0
(http://www.microrna.org), PicTar (predictions in vertebrates and flies; http://pictar.mdc-
berlin.de/) und TargetScanS 5.1 (http://www.targetscan.org) (Enright et al., 2003; Lewis et al.,
2005; Krek et al., 2005). Wenn mdglich wurden Vorhersagen fur miRNA-Spezies der Ratte
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erfasst. Waren diese nicht erhéltlich — wie beispielsweise bei PicTar — wurde auf VVorhersagen

fur die homologen humanen miRNAs zurlickgegriffen.

Die weitere Auswertung der VVorhersagen erfolgte in Zusammenarbeit mit Herrn Dipl.-Ing. Fritz
Gross. Zundchst wurden die Vorhersagen aus dem Microsoft Internet Explorer in Microsoft
Office Excel-Dokumente kopiert. Zur Erstellung einer Ubergreifenden Vorhersageliste, zur
Korrelation mit mMRNA-Profilen und zur weiteren Datenauswertung wurden sie anschlieend —
ebenso wie mRNA-Expressionsdaten — in eine von Herrn Dipl.-Ing. Fritz Gross entwickelte
Microsoft Access-Datenbankanwendung importiert. Dort konnten (ber eine Steuerungsmaske
diverse Auswahlkriterien (miRNA-Spezies, mRNA-Spezies, verwendete Algorithmen, Score-
Grenzwerte flur die einzelnen Algorithmen, etc.) definiert und so verschiedene Abfragen
generiert werden, die wiederum in Excel ausgegeben wurden. In Excel erfolgten schlieRlich
weitere Auswertungen wie die Auszéhlung bestimmter VVorhersagen (oder deren Kombinationen)
zur Erstellung von Venn-Diagrammen. Dafiir wurde unter anderem auch das ,,Applet For

Drawing 3 Set Area-Proportional Venn Diagrams* verwendet.

2.12.1 Aufbau der Kreuztabelle

Um die Zielvorhersagen der drei Algorithmen miRanda, PicTar und TargetScan zu vergleichen
und mit miRNA- und mRNA-Profilen zu verknlpfen, wurde eine Kreuztabelle erstellt (Tabelle
6). Diese umfasste in den Spalten differenziell exprimierte miRNAs, entsprechend ihrer
Regulationsniveaus (log, der Konzentrationsverhaltnisse) von links nach rechts absteigend
geordnet. In den Zeilen enthielt sie MRNAs, die entsprechend ihrer Regulationsniveaus (log, der
Konzentrationsverhaltnisse) von oben nach unten aufsteigend geordnet waren. Die einzelnen
Vorhersagen wurden als gelb hinterlegte Felder in der Tabelle dargestellt: Buchstaben
bedeuteten dabei die VVorhersagealgorithmen oder ihre Kombinationen, durch die die jeweilige
Vorhersage getroffen worden war. Alternativ wurde in den gelben Feldern der von den
Algorithmen generierte Vorhersage-Score dargestellt; in diesem Fall konnte in der gesamten

Tabelle jedoch immer nur ein Algorithmus beriicksichtigt werden.
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Tabelle 6: Schematischer Aufbau der Kreuztabelle

mMiRNA- und mRNA-Expressionsprofile wurden in einer Kreuztabelle durch die Zielvorhersagen der

Algorithmen miRanda, PicTar und TargetScan miteinander verknlpft. Spalten: Differenziell exprimierte

mMiRNA-Spezies, entsprechend ihrer Regulationsniveaus (log, der Konzentrationsverhaltnisse) von links

nach rechts absteigend geordnet. Zeilen: mMRNA-Spezies, entsprechend ihrer Regulationsniveaus (log,

der Konzentrationsverhéltnisse) von oben nach unten aufsteigend geordnet. Gelb hinterlegte Felder:

Vorhergesagte Interaktionen zwischen miRNAs und mRNAs. M, T, P: Algorithmus oder Algorithmen,

durch den oder die die jeweilige Vorhersage getroffen wurde. M = miRanda, P = PicTar, T = TargetScan.

Abschnitte: Durch Zusammenfassung von mRNAs zu Gruppen wurde jeder Quadrant der Tabelle in 4

Abschnitte, die gesamte Tabelle somit in 16 Abschnitte eingeteilt. Die Grenzwerte der Regulations-

niveaus von miRNAs und mRNAs in den einzelnen Abschnitten zeigt Tabelle 7.
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2.12.2 Analyse der Vorhersage-Dichte und des Durchschnitts-Scores

Aufgrund des Aufbaus der Kreuztabelle spiegelt die Position einer Vorhersage in der Tabelle das
Regulationsmuster ihrer zugehdrigen miRNA und mRNA wider. Um Hé&ufungen von
Vorhersagen allgemein oder von Vorhersagen mit Gberdurchschnittlich hohen oder niedrigen
Scores in bestimmten Bereichen der Tabelle zu identifizieren, wurde sie in insgesamt 16
Abschnitte eingeteilt: Abschnitte 1 — 8 umfassten Vorhersagen, deren miRNA RAS-abhangig
hochreguliert worden waren, Abschnitte 9 — 16 Vorhersagen, deren miRNAs entsprechend
herunterreguliert waren (Tabelle 6). Die weitere Einteilung in die einzelnen Abschnitte erfolgte
entsprechend den Regulationsniveaus der zugehdrigen mRNAs — die genauen Grenzwerte fur die

einzelnen Abschnitte zeigt Tabelle 7.

Spalten: miRNA-Profil

log, 20,7 log, < -0,7
log, < -2,1 Abschnitt 1 Abschnitt 9
;Tg -2,1<log, <-1,4 Abschnitt 2 Abschnitt 10
a -1,4<log;<-0,7  Abschnitt 3 Abschnitt 11
% -0,7 <log, <0 Abschnitt 4 Abschnitt 12
g 0<log,<0,7 Abschnitt 5 Abschnitt 13
& 0,7slog,<1,4 Abschnitt 6 Abschnitt 14
S 1,4<log;<21  Abschnitt 7 Abschnitt 15
2,1 <log, Abschnitt 8 Abschnitt 16

Tabelle 7: Einteilung der Kreuztabelle in Abschnitte

Grundlage der Einteilung bildet die Kreuztabelle (Tabelle 6). Durch Zusammen-
fassung von mRNAs zu Gruppen wurde jeder Quadrant der Tabelle in 4 Ab-
schnitte, die gesamte Tabelle somit in 16 Abschnitte eingeteilt. Grenzwerte der
Regulationsniveaus (log, der Konzentrationsverhaltnisse) von miRNAs und
MRNAs in den einzelnen Abschnitten. Log, > 0: hochregulierte miRNAs bzw.

MRNAs. Log, < 0: herunterregulierte miRNAs bzw. mRNAs.

Um Haufungen von Vorhersagen zu erfassen, wurden zundchst in jedem Abschnitt die
Vorhersagen — getrennt nach Algorithmen — ausgezahlt. Da nicht jeder Abschnitt gleich grof
war, wurden die Ergebnisse auf die GroRe des jeweiligen Abschnitts bezogen. Die so
berechneten VVorhersage-Dichten wurden anschlieBend zur durchschnittlichen VVorhersage-Dichte
in der gesamten Tabelle ins Verhéltnis gesetzt. Werte Uber 1 bedeuteten somit eine relative
Héaufung von Vorhersagen in dem entsprechenden Abschnitt der Tabelle, Werte unter 1 eine

relative Unterreprésentation.
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Um die Verteilung der VVorhersage-Scores in der Kreuztabelle zu analysieren, wurden analog
dazu die durchschnittlichen Scores in jedem Abschnitt der Tabelle getrennt berechnet und auf
den Durchschnitts-Score des gesamten Tabelle bezogen. Werte Uber 1 bedeuteten somit

uberdurchschnittlich hohe Scores, Werte unter 1 uberdurchschnittlich niedrige.
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3 Ergebnisse
3.1 Differenzielle Expression von miRNAs in RAS-transformierten Zellen
3.1.1 RAS-induzierte miRNA-Expressionsveranderungen

Ein zentrales Ziel der vorliegenden Arbeit war es, systematisch und global zu erfassen, welche
miRNAs im Rahmen der RAS-Onkogen-induzierten malignen Transformation von Zellen in
ihrer Expression beeinflusst werden. Dazu wurde die miRNA-Expression immortalisierter ROSE
199-Zellen mit der ihres KRAS-formierten Derivats ROSE A2/5 verglichen und ein Profil RAS-
abhéngig differenziell exprimierter miRNAs erstellt.

Die Expressionsstarke der einzelnen miRNA-Spezies wurde mittels Microarray-Technologie
untersucht, die Werte aus ROSE A2/5-Zellen zu den entsprechenden Werten in ROSE 199-
Zellen ins Verhéltnis gesetzt und die Konzentrationsverhaltnisse zur Basis 2 logarithmiert (logs).
Der Grenzwert fiir hoch- bzw. herunterregulierte miRNAs wurde bei 0,7 bzw. -0,7 festgelegt.

Die Ergebnisse dieser miRNA-Expressionsanalyse sind in Tabelle 8 und Abbildung 8 dargestellt.
KRAS-abhangig wurden 27 miRNA-Spezies hoch- und 60 miRNA-Spezies herunterreguliert.
Die am stérksten regulierten miRNAs waren dabei 3,86-fach hoch- bzw. 3,45-fach herunter-
reguliert. Die Ergebnisse der Microarray-Analysen wurden stichprobenartig von Herrn Dr.
Tchernitsa vom Labor fir molekulare Tumorpathologie der Charité mittels RT-PCR Uberprift
und bestéatigt (Abbildung 7).

Insgesamt zeigten 87 miRNA-Spezies im ROSE-Zellsystem eine KRAS-abhangige Regulation.

A2/5 199 A2/5 199 A2/5 199 A2/5 199 A2/5 199 A2/5 199 A2/5 199 A2/5 199 A2/5 199 A2/5 199

i T R
v COCR LT o el Rl B 2 LT

miR-146b miR-17-5p miR-221 miR-31 miR-34b let-7a miR-100 miR-378 miR-200b  miR-145

Hochregulierte miRNAs Herunterregulierte miRNAs

Abbildung 7: Validierung der Microarray-Analysen

Von Herrn Dr. Tchernitsa vom Labor fir molekulare Tumorpathologie der Charité wurden einzelne der
erfassten KRAS-abhangigen miRNA-Expressionsunterschiede zwischen ROSE 199- und A2/5-Zellen
mittels RT-PCR stichprobenartig Gberprift und bestétigt. U6: Ladekontrolle.
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3.1.2 Einfluss des RAF/MEK/ERK- und des PI3K-Signalwegs auf die miRNA-
Expression

Um zu untersuchen, tber welche untergeordneten Signalwege onkogenes RAS die miRNA-
Expression beeinflusst, wurde in ROSE A2/5-Zellen der MAPK-Signalweg bzw. der PI3-
Kinase-Signalweg mittels pharmakologischer Inhibitoren 48 h lang selektiv blockiert. Zur
Hemmung des MAPK-Signalwegs wurde der MEK-Inhibitor U0126, zur Hemmung des PI13-
Kinase-Signalweges der Inhibitor LY294002 verwendet. Die Auswirkungen dieser Behandlung
auf die miRNA-Expressionsniveaus wurden in Microarray-Experimenten untersucht und als
miRNA-Profile dargestellt (Tabelle 8 und Abbildung 8). Dabei wurden Werte aus ROSE A2/5-
Kontrollzellen, die lediglich mit dem L&sungsmittel des entsprechenden Inhibitors behandelt
worden waren, auf die Werte aus den Inhibitor-behandelten Zellen bezogen. Der Grenzwert fur
hoch- bzw. herunterregulierte miRNAs lag bei 0,7 bzw. -0,7.

Durch die Behandlung mit dem MEK-Inhibitor U0126 wurden 49 miRNA-Spezies in ihrer
Expression beeinflusst: 23 miRNA-Spezies wurden verstarkt, 26 vermindert exprimiert im
Vergleich zu ROSE A2/5-Kontrollzellen. 48 dieser U0126-sensitiven miRNA-Spezies waren
urspriinglich RAS-abhangig reguliert und naherten sich durch die Behandlung wieder ihren
Expressionsniveaus in untransformierten ROSE 199-Zellen an. Davon waren 25 hoch- und 23
herunterreguliert, dies entspricht einem Anteil von 93 % aller Ras-abhéngig hoch- bzw. 38 %

aller Ras-abhéangig herunterregulierten miRNAs.

Durch die Behandlung mit dem PI13-Kinase-Inhibitor LY294002 wurden 10 miRNA-Spezies in
ihrer Expression beeinflusst (Tabelle 8). 3 miRNA-Spezies wurden verstéarkt, 7 miRNA-Spezies
vermindert exprimiert. 8 dieser miRNA-Spezies waren RAS-abhangig reguliert und nédherten
sich durch die Behandlung wieder ihren Expressionsniveaus in untransformierten ROSE 199-
Zellen an. Davon waren 3 hoch- und 5 herunterreguliert (11 % aller Ras-abhéngig hoch- bzw.

8 % aller Ras-abhangig herunterregulierten miRNAS).

Insgesamt regulierte der MAPK-Signalweg somit 55 % der RAS-abhangig differenziell

exprimierten miRNAs, der PI3-Kinase-Signalweg 9 %.
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3.1.3 RAS-miRNA-Signaturen

Als néchstes stellte sich die Frage, inwieweit sich die erfassten miIRNA-Expressions-
verdnderungen auch in anderen RAS-transformierten Zellmodellen bzw. in anderen Spezies
nachweisen lassen. Dazu wurden die im ROSE-Zellsystem erstellten miRNA-Expressionsprofile
mit entsprechenden Profilen aus dem humanen, HRAS-transformierten HEK-Zellmodell
verglichen. Auch dieses Zellsystem besteht aus einer immortalisierten Zelllinie (HA-EB) und
einer durch stabile Transfektion mit chronisch aktivem HRAS transformierten Variante (HA-
ER). Die Profile des HEK-Zellsystems wurden von Herrn Dr. Tchernitsa vom Labor fir

Molekulare Tumorpathologie der Charité mithilfe von Microarrays erstellt.

In Abbildung 8 sind die miRNA-Profile aus ROSE- und HEK-Zellen einander gegenubergestellt.
40 miRNAs waren in den beiden Zellmodellen unter dem Einfluss von onkogenem RAS in
gleicher Weise reguliert, davon 13 miRNAs hoch und 27 miRNAs herunter. Bezogen auf das
ROSE-Zellsystem waren insgesamt 46 % der RAS-abhangig regulierten miRNAs auch in HEK-
Zellen reguliert. Dabei war der Anteil bei hochregulierten miRNA-Spezies mit 48 % etwa
genauso hoch wie bei herunterregulierten miRNAS (45 %).

Zusatzlich wurden ROSE- und HEK-Zellen auf Gbereinstimmende, durch den MAPK-Signalweg
vermittelte miRNA-Expressionsverdnderungen hin untersucht. Dazu behandelte Herr Dr.
Tchernitsa vom Labor fir molekulare Tumorpathologie der Charité HRAS-transformierte HA-
ER-Zellen 48 Stunden lang mit dem MEK-Inhibitor U0126 und erstellte im Anschluss mittels
Microarray-Technologie ein MAPK-abhdngiges miRNA-Expressionsprofil. Dieses wurde mit
dem entsprechenden MAPK-abhdngigen miRNA-Expressionsprofil des ROSE-Systems
verglichen (Abbildung 8).

Uber den MAPK-Signalweg wurden in beiden Zellmodellen Ubereinstimmend 16 miRNAs
reguliert; dies entspricht 33 % aller im ROSE-System MAPK-abhéngig regulierten miRNAs.
Von diesen waren 7 in ihrer Expression gesteigert und 9 vermindert (28 % bzw. 39 % bezogen
auf das ROSE-System).
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hsa-/rno-miR-222
hsa-/rno-miR-221
hsa-/rno-miR-31
hsa-/rno-miR-708
hsa-miR-146b-5p/rno-miR-146b
hsa-/rno-miR-29b
hsa-/rno-miR-29a
hsa-miR-34b*/rno-miR-34b
hsa-/rno-miR-92a
hsa-miR-720

hsa-miR-663
hsa-/rno-miR-23a
hsa-/rno-miR-210
hsa-/rno-miR-27a
hsa-/rno-miR-21
hsa-miR-17/rno-miR-17-5p
hsa-/rno-miR-31*
hsa-miR-129-5p/rno-miR-129
hsa-miR-34c-5p/rno-miR-34c
hsa-/rno-miR-125a-3p
hsa-/rno-miR-20a
hsa-miR-125b/rno-miR-125b-5p
hsa-miR-193a-3p/rno-miR-193
hsa-/rno-miR-19b
hsa-miR-452*

hsa-miR-198
hsa-/rno-miR-133a
mmu-miR-468

hsa-miR-95
hsa-miR-7/rno-miR-7a
hsa-/rno-miR-203
hsa-miR-515-3p
hsa-/rno-miR-29¢c
hsa-/rno-miR-146a
rno-miR-347
hsa-miR-296-3p/rno-miR-296*
hsa-/rno-miR-129*
hsa-miR-106a

hsa-miR-492
hsa-miR-20b/rno-miR-20b-5p
mmu-miR-465a-5p
hsa-/rno-miR-136
hsa-/rno-miR-346
hsa-/rno-miR-206
hsa-/rno-miR-100
hsa-/rno-miR-335
hsa-/rno-miR-204
hsa-/rno-miR-99a
hsa-/rno-miR-181a
hsa-/rno-miR-181b
hsa-/rno-miR-329
hsa-/rno-miR-142-3p
hsa-miR-151-3p/rno-miR-151*
rno-miR-421
hsa-/rno-miR-200c
hsa-miR-140-3p/rno-miR-140*
hsa-/rno-miR-218
hsa-/rno-miR-542-3p
hsa-/rno-miR-382
hsa-/rno-miR-107
hsa-/rno-miR-125a-5p
hsa-/rno-miR-495
hsa-/rno-miR-370
hsa-/rno-miR-26a
hsa-/rno-miR-381
hsa-/rno-miR-365
hsa-/rno-miR-182

ROSE HEK
MAPK RAS RAS MAPK
0,20
1,98
1,27
15 1,62
244 1,70
093 0,19
n. d. n.d.
145 1,52 1,26 -0,19
nd nd 278 186
0,14 1,52 1,03 0,86
254 n.d. n.d
112201516
1,34 1,23 1,23 0,83
1,16 0131 1,12 049
1,54 1,78 0,57 0,44
1,68 2,34 n.d. n.d.
1,86 2,24 n.d. n.d
234 223 n.d. n.d
1,69 0,94 117 0,19
n. d. n. d. 206 0,07
0,39 0,46 145 1,40
1,27 1,43 0,38 0,27
n. d. n.d. 167 1,23
n. d. n. d. 1,66 0,16
0,28 0,46 AT 0,27
n.d. n.d. 1,58 0,21
n. d. n. d. 53 n.d.
124 148 n.d. n.d.
-0,11 0,02 1:38 0 1,37
n.d. n.d. 1,38 0,35
0,32 0,44 0,92 -0,22
n.d. n.d. 1,35 0,14
-0,26 1,34 n.d. n.d.
041 0,32 0,94 0,22
1,32 1,26 n.d. n.d.
n.d. n.d. s 0,12
n.d. n.d. 1,01 0,18
1,77 0,80 0,21 0,18
n.d. n.d 0,96 0,15
092 0,96 n.d. n.d.
-0,29 -044 1,35 -0,02
n. d. n. d. 0,91 0,15
nd -134 242 2,00
-0,94 -1,21 1,90 -0,24
-0,16  -0,55 1,11 -0,13
0,28 -1,44 48® 1,59
133 124 -09% -1,18
1,19 126 -130 -1,11
011 025 -0,72 -0,13
025 -0,59 n.d. n.d
043 -0,76 n.d. n.d
n.d. -0,76 n. d. n.d.
-0,81 -0,83 n.d. n.d
-022 016 -0,99 -0,93
-0,18 -0,95 0,08 -0,15
0,31 -0,89 n.d. n.d.
n.d. n.d -0,94 -0,57
n.d. -0,95 n. d. n. d.
-0,23 -1,14 0,14 0,11
n.d. n.d. -1,01 0,21
n.d. n.d -1,04 0,03
-0,68 -1,27 022 0,17
n.d. n.d -1,05 0,05
n.d. n.d. -1,09 -0,90
nd. nd -1,11 013

log, [Konzentrations-
verhiltnis]

Abbildung 8: RAS-abhangige miRNA-Signaturen in ROSE- und HEK-Zellsystem

Beschreibung siehe Seite 54.
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ROSE HEK
MAPK RAS RAS MAPK
hsa-/rno-miR-409-3p n.d. n.d. -1,12  -0,28
hsa-/rno-miR-217 -0,34 -1,16 n.d. n.d.
hsa-/rno-miR-30a -1,24  -142 0,26 0,11
hsa-/rno-miR-376¢c n.d. n. d. -1,17  -0,97
hsa-/rno-miR-494 n.d. n. d. -1,20 042
hsa-/rno-miR-132 -0,98 -1,22 n.d. n. d.
hsa-/rno-miR-99b 0,39 -1,54 0,31 -0,15
rno-miR-101b 1,12 -1,23 n. d. i d
hsa-miR-155 n.d. -0,28 -0,96 -1,13
hsa-/rno-miR-145 n.d. n.d -1,25 -0,29
hsa-/rno-miR-543 n.d. n. d. -1,27 n.d.
hsa-miR-30b/rno-miR-30b-5p 0,30 -148 0,18 n.d.
hsa-/rno-miR-134 n. d. n.d. -1,31  -1,38
rno-miR-344-3p n.d -135 n. d. n.d.
hsa-/rno-miR-30c 0,21 -1,60 0,22 0,16
hsa-miR-423-3p/rno-miR-423 nd. nd -139 0,20
hsa-miR-455-3p nd. nd -145 -123
hsa-/rno-let-7f -0,22 -0,31 -1,16 0,27
hsa-/rno-miR-130a -0,36 -1,68 0,18 0,24
hsa-/rno-miR-30d -0,36  -1,55 n.d. n.d
hsa-/rno-miR-195 -0,74 -0,83 -0,77 -0,95
hsa-/rno-let-7a -0,98 -1,38 -0,23 -0,17
hsa-miR-15a 0,199 0,32 -1,94  -1,81
hsa-miR-28-5p/rno-miR-28 -1,25 -1,63 n. d. n. d.
hsa-miR-374a/rno-miR-374 n.d. -1,79 0,16 -0,35
hsa-/rno-miR-93 -045 -174 n. d. n. d.
hsa-/rno-miR-199a-5p -096 -1,87 n.d. n.d
hsa-miR-101/rno-miR-101a n.d: n.d -1,88 -1,64
hsa-/rno-miR-376a n.d. -0,78 -1,11 -1,14
hsa-/rno-miR-301b 0,17 -1,94 n. d. n. d.
hsa-miR-654-3p n.d. n.d -1,94 1,72
hsa-/rno-miR-27b -0,87 -1,43 -0,54 -0,18
hsa-/rno-miR-342-3p -0,28 -1,66 -0,36 -0,15
hsa-/rno-miR-503 -0,96 -0,88 -1,22  -1,19
hsa-miR-127-3p/rno-miR-127 -0,36 -0,52 -1,59  -1,29
hsa-/rno-miR-196b -0,88 -0,92 -1,23  -0,72
hsa-/rno-let-7c -1,32 -1,98 -0,22 0,11
hsa-/rno-miR-98 -0,47 -0,98 -1,29 -0,21
hsa-miR-148b/rno-miR-148b-3p -0,21  -1,36 -0,92 -0,15
hsa-/rno-miR-191 0,02 -0,94 -1,38  -1,31
rno-miR-341 0,96 -1,98 -0,35 -0,27
hsa-/rno-miR-152 -0,81 -145 -0,92 -0,71
hsa-/rno-miR-186 -045 -1,26 -1,19 -0,78
hsa-/rno-miR-301a -0,32 -1,31 -1,24 n.d. log, [Konzentrations-
hsa-/rno-miR-429 n.d. -1,14 -143 0,22 verhiltnis]
hsa-/rno-miR-16 -1,12 1,27 -1,30 -0,88
hsa-/rno-miR-181c 0,04 -141 -1,18  -1,29
hsa-miR-424/rno-miR-322 0,22 -1,36 -1,29 -0,23
hsa-/rno-miR-22 n.d. -146 -1,25 -1,40
hsa-/rno-miR-183 -0,81  -1,99 -0,89 n.d.
hsa-/rno-miR-200a -1,21 -1,34 -1,55 -1,24
hsa-/rno-miR-24 0,12 -0,98 -1,92 -1,15
hsa-/rno-let-7d -1,12 -1,78 -1,23 0,30
hsa-/rno-miR-342-5p n.d -124 -1,77  -1,96
hsa-/rno-miR-493* n.d: —n.d. -3,02 -1,19
hsa-/rno-let-7e -0,23 1,92 -1,11 -0,32
hsa-/rno-miR-378 n.d. -284 -0,33 0,11
hsa-/rno-let-7b -1,17  -1,78 -1,46 0,10
hsa-/rno-miR-103 0,12 -143 -1,95 -0,73
hsa-/rno-miR-216a -2,86 -3,45 n. d. n. d.
hsa-/rno-miR-15b -1,17  -1,34 -2,26  -1,29
hsa-/rno-let-7i -0,14 -0,24 | -353 n.d.
hsa-let-7g -043 -085  -3,10 0,40
hsa-/rno-miR-30e -2,21  -2,93 -1,17 1,29
hsa-/rno-miR-200b -1,98 -2,22 -2,04 -225
hsa-/rno-miR-143  n.d. n.d. [ 5440 -1.84

Abbildung 8: RAS-abhangige miRNA-Signaturen in ROSE- und HEK-Zellsystem (Fortsetzung)

Beschreibung siehe Seite 54.
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Vorherige Seiten: Abbildung 8: RAS-abh&ngige miRNA-Signaturen in ROSE- und HEK-Zellsystem

Vergleich der miRNA-Expressionsprofile aus ROSE (Rat Ovarian Surface Epitehlium)- und HEK (Human
Embryonic Kidney)-Zellsystem. Die in Microarray-Analysen ermittelten Werte je zweier Vergleichsanséatze
wurden zueinander ins Verhaltnis gesetzt und zur Basis 2 logarithmiert. Der Expressionsunterschied
wurde farblich dargestellt. RAS: RAS-abhangig regulierte miRNA-Spezies. Vergleich RAS-transformierter
Zellen (ROSE A2/5 bzw. HA-ER) mit ihren untransfomierten Vorlaufern (ROSE 199 bzw. HA-EB). MAPK:
Durch den MAPK-Signalweg regulierte miRNAs in ROSE A2/5- bzw. HA-ER-Zellen. 48 h nach dem Aus-
plattieren wurden die Zellen 48 h lang mit dem MEK-Inhibitor U0126 behandelt. Als Vergleichsanséatze
dienten ROSE A2/5- bzw. HA-ER-Zellen nach entsprechender Behandlung mit dem Ldsungsmittel des
Inhibitors (DMSO). Ging die Expression einzelner miRNAs durch die Inhibitorbehandlung auf Werte wie in
untransformierten Zellen zuriick, so konnte daraus indirekt auf eine MAPK-abhéngige Regulation dieser
MiRNA-Spezies geschlossen werden. Verhdltnis von Losungsmittel- zur U0126-behandelten Zellen.
Zeilen: In mindestens einem Zellkulturmodell (ROSE oder HEK) differenziell exprimierte miRNAs (log,
des Konzentrationsverhaltnisses = 0,7 oder < -0,7), nach dem Mittelwert aus beiden Systemen

aufsteigend geordnet.

Die Ergebnisse des Vergleichs der miRNA-Expressionsprofile aus ROSE- und HEK-Zellsystem
sind in Tabelle 9 zusammengefasst. Insgesamt Uberschnitten sich die miRNA-Expressionsprofile
der beiden RAS-transformierten Zellmodelle um 46 %; die darin enthaltenen miRNAs bildeten

somit eine RAS-Onkogen-spezifische, konservierte Signatur.

Tabelle 9: Anzahl regulierter miRNAs in ROSE- und

ROSE HEK
RAS 271/60) 361/54]| HEK-Zellsystem im Vergleich
MAPK 251/23, 151/31} Ergebnisse aus dem Vergleich der miRNA-Expressions-
-Si A3 27 . . . .
RAS Slg.natur Tlietsd profile von ROSE- (Rat Ovarian Surface Epithelium) und
MAPK-Signatur 119

HEK- (Human Embryonic Kidney) Zellsystem (Tabelle 8
und Abbildung 8).

RAS: Anzahl der RAS-abhangig regulierten miRNAs. Vergleich RAS-transformierter Zellen (ROSE A2/5
bzw. HA-ER) mit ihren untransformierten Derivaten (ROSE 199 bzw. HA-EB). MAPK: Anzahl der MAPK-
abhangig hoch- bzw. herunterregulierten miRNAs in RAS-transformierten Zellen (ROSE A2/5 bzw. HA-
ER-Zellen). Die Zellen wurden nach 48-stiindiger Behandlung mit dem MEK-Inhibitor U0126 mit Kontroll-
zellen (entsprechende Behandlung mit dem Lésungsmittel des Inhibitors) verglichen. RAS-Signatur:
Anzahl der in beiden Zellmodellen Ubereinstimmend RAS-abhéngig hoch- bzw. herunterregulierten
miRNAs. MAPK-Signatur: Anzahl der in beiden Zellmodellen Ubereinstimmend MAP-Kinase-abhangig

hoch- bzw. herunterregulierten miRNAs. Rot: hochregulierte miRNAs. Blau: herunterregulierte miRNAs.
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3.2 Effekte der Modulierung einzelner miRNA-Spiegel auf das Wachstum
KRAS-transformierter ROSE A2/5-Zellen

Zur Untersuchung der funktionellen Bedeutung RAS-Onkogen-induzierter miRNA-Expressions-
veréanderungen fur die maligne Transformation von ROSE A2/5-Zellen wurden die miRNAs
let-7a, miR-196b, miR-200b, miR-216a, miR-22, miR-30e und miR-378 ausgewahlt. Kriterien
bei der Auswahl waren: 1) RAS-abhangige Herunterregulation in ROSE A2/5-Zellen, 2)
deutliche Auspragung der Regulation, und 3) in der Literatur beschriebene differenzielle
Expression in Tumoren in vivo. Der Spiegel jeweils einer dieser miRNAs wurde durch transiente
Transfektion mit einem miRNA-Mimic angehoben und somit dem Expressionsniveau in
untransformierten ROSE 199-Zellen angendhert. Als Kontrollen dienten ROSE A2/5-Zellen, die
entweder mit einem funktionslosen ,,nonsense“-miRNA-Mimic (Scramble-siRNA) transfiziert
oder lediglich mit Transfektionsreagenz (d. h. ohne miRNA-Mimic oder siRNA) behandelt

wurden (Mock).

Ein Charakteristikum von Tumorzellen ist ihr unbegrenztes Wachstum in adhérenter Kultur
(ankerabhéangige Proliferation). Maligne Tumorzellen erwerben zusatzlich die Fahigkeit zur
Proliferation ohne Verankerung an eine Oberflache (ankerunabhédngige Proliferation), die eng
mit ihrer Tumorigenitat in vivo korreliert. Im Anschluss an die Transfektion wurden daher als
funktionelle Schlisselparameter das ankerabhdngige und das ankerunabhangige Wachstums-
verhalten der transfizierten ROSE A2/5-Zellen mittels alamarBlue™-Test und konventioneller

Zellzéhlung gemessen.

Abbildung 9a zeigt die Ergebnisse der alamarBlue™-Wachstumsassays. Drei der 7 untersuchten
miRNA-Spezies hemmten das ankerabhdngige und 2 das ankerunabhéngige Zellwachstum um
mehr als 20 %. miR-22 hatte dabei mit 42 % Reduktion des ankerabhéngigen und 27 %

Reduktion des ankerunabhéngigen Wachstums den deutlichsten wachstumshemmenden Effekt.

Die Bestimmung des ankerabhdngigen Wachstumsverhaltens von ROSE A2/5-Zellen nach
Transfektion mit miR-22-Mimic mittels konventioneller Zellzahlung bestétigte die Ergebnisse
des alamarBlue™-Tests (Abbildung 9b): Ausgehend von 10 000 Zellen waren nach 96 h nur ca.
149 688 Zellen durch Teilung entstanden, wahrend bei den Negativkontrollen 323 438
(Scramble) bzw. 348 438 Zellen (Mock) ausgezahlt wurden.
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Abbildung 9: Einfluss der miRNAs let-7a, miR-196b, miR-200b, miR-216a, miR-22, miR-30e und
miR-378 auf das Wachstum von ROSE A2/5-Zellen

ROSE A2/5-Zellen wurden 24 h und 48 h nach dem Ausplattieren mit miRNA-Mimics (in vitro
synthetisierte, doppelstrangige Kopien bekannter endogener miRNAs) transfiziert. Interne Kontrollen:
Scramble und Mock. Signifikanzen (t-Test): Wachstumsreduktion im Vergleich zu Scramble: * signifikant
(p = 0,05); ** hoch signifikant (p < 0.01); *** hdchst signifikant (p < 0,001). Ergebnisse je eines
reprasentativen Einzelversuchs aus insgesamt 3 Wiederholungen. A: Relatives Wachstum von ROSE
A2/5-Zellen auf Plastikoberflache (ankerabhéangiges Wachstum) und auf Polymer-beschichteter
Oberflache (ankerunabhangiges Wachstum) 72 h nach der zweiten Transfektion, bezogen auf Scramble.
B: Wachstum von ROSE A2/5-Zellen auf Plastikoberflache nach Transfektion mit miR-22-Mimic im
Vergleich zu Scramble und Mock, ermittelt durch konventionelle Zellzahlung mit Trypanblau 24 h, 48 h,
72 h und 96 h nach der zweiten Transfektion. Zellzahlen jeweils abzlglich der Anzahl urspriinglich

ausgesater Zellen.

Insgesamt zeigten mehrere RAS-abhdngig herunterregulierte miRNAs einen hemmenden
Einfluss auf das Zellwachstum, den stérksten Effekt hatte miR-22. Die Reduktion des anker-
unabhangigen Wachstums unterschied sich in keinem Fall deutlich von der Reduktion des
ankerabhangigen Wachstums. Der Einfluss der miRNAs auf die ankerunabhangige Proliferation

war demnach nicht spezifisch.
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3.3 miRNA-Zielvorhersage im Vergleich mit mRNA-Profilen

miRNAs binden nicht vollstdndig komplementér an ihre Zielstrukturen, die 3’-UTRS bestimmter
MRNAS, so dass die Identifizierung moglicher Ziel-mRNAs ausgehend von ihrer Priméarstruktur
nicht moglich ist. Im Internet frei zugédngliche, computergestiitzt arbeitende Algorithmen
integrieren mehrere Parameter, die die miRNA-Bindung an Ziel-mRNAs beeinflussen, und
geben auf deren Grundlage Vorhersagen tber mogliche Interaktionspartner heraus. Zusatzlich
ermitteln sie einen Score, der die Wahrscheinlichkeit jeder einzelnen Vorhersage beschreibt. Die
Vorhersagen fir eine einzelne miRNA-Spezies umfassen in der Regel mehrere Hundert Ziel-
mRNAs (Bartel, 2009).

Zur ldentifikation moglicher Ziel-mRNAs wurden die VVorhersagen der Algorithmen miRanda,
TargetScan und PicTar fur alle 87 im ROSE-System differenziell exprimierten miRNAs mithilfe
einer Microsoft Access-Datenbankanwendung verglichen. Dabei wurden insgesamt 106 259
einzelne Vorhersagen fiir 99 345 verschiedene mRNAs erfasst. Um die Zahl der VVorhersagen zu
reduzieren und experimentell Uberprifbare zu selektieren, wurden sie zu einem Expressionsprofil
der miRNA-Zielstrukturen, der mRNAs, in Bezug gesetzt. Dieses das gesamt Genom
umfassende mRNA-Profil wurde von Herrn Dr. Tchernitsa vom Labor fiir molekulare Tumor-
pathologie der Charité mittels Microarrays (Affymetrix™) aus dem Vergleich KRAS-
transfizierter ROSE A2/5-Zellen mit immortalisierten ROSE 199-Zellen erstellt (Daten nicht
gezeigt). miRNA- und mRNA-Profile stammten somit aus demselben Zellsystem und spiegelten

beide die KRAS-abhédngige aberrante Regulation des Transkriptoms wider.

Die Verknupfung von miRNA- und mRNA-Profil des ROSE-Zellsystems durch die Zielvorher-
sagen wurde in einer Kreuztabelle dargestellt (Tabelle 6). Sie bildete die Grundlage fur weitere
Auswertungen. Aus den 87 Spalten, die die differenziell exprimierten miRNAs zeigen, und den
11 162 Zeilen, die das mRNA-Profil darstellen, ergaben sich 971 094 einzelne Felder. In diesen
waren insgesamt 43 532 Vorhersagen bzw. Vorhersagekombinationen enthalten. Wie erwartet
wurden dabei fur einzelne miRNA-Spezies mehrere Ziel-mRNAs vorhergesagt, und umgekehrt

wurden einzelne MRNAs auch als Ziele mehrerer miRNAs angegeben.
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3.3.1 Vergleich der Algorithmen

Um die Vorhersagen der drei Algorithmen miteinander zu vergleichen, wurden die in der
Kreuztabelle vorhandenen Vorhersagen — getrennt nach Algorithmen bzw. ihren verschiedenen
Kombinationen — ausgezahlt. Abbildung 10a zeigt die Gesamtzahl der VVorhersagen der einzel-
nen Algorithmen sowie ihre Uberschneidungen. Zwischen TargetScan und PicTar betrug die
Uberschneidung 38 % (bezogen auf TargetScan) bzw. 22 % (bezogen auf PicTar), wahrend
miRanda — trotz einer im Durchschnitt deutlich htheren Anzahl an VVorhersagen pro einzelner
mIRNA — nur zu 2,6 % mit TargetScan, zu 4,4 % mit PicTar und zu 1,2 % mit beiden anderen
Algorithmen zugleich bereinstimmte (jeweils bezogen auf miRanda). Die Vorhersagen aller

drei Algorithmen deckten sich somit in 408 Féllen.

Die in der Kreuztabelle erfassten Vorhersagen lieBen sich zwei Gruppen zuordnen: Zu Gruppe 1
zéhlten Vorhersagen, bei denen miRNA und mRNA invers reguliert waren; sie fanden sich im
linken oberen und im rechten unteren Quadranten der Kreuztabelle. Zu Gruppe 2 gehdrten
Vorhersagen, bei denen miRNA und mRNA in die gleiche Richtung (hoch- oder herunter-)
reguliert worden waren; sie fanden sich im rechten oberen und im linken unteren Quadranten der
Kreuztabelle. Zu keiner der beiden Gruppen gehdrten Vorhersagen, deren mRNAS nicht reguliert
waren (log, des Konzentrationsverhaltnisses zwischen 0,7 und -0,7). Da ein zentraler Wirk-
mechanismus von miRNAs darin besteht, bei Bindung an die 3’-UTR ihrer Ziel-mRNAs deren
Abbau zu beschleunigen, entsprachen Vorhersagen der Gruppe 1 diesem Wirkungsprinzip
(Jackson et al., 2007; Wu et al., 2008). Vorhersagen der Gruppe 2 hingegen standen ihm
entgegen. Daher wurden flr den weiteren Vergleich der Algorithmen nur Vorhersagen aus
Gruppe 1 berucksichtigt (Abbildung 10b).

Die Gesamtzahl der Vorhersagen aus Gruppe 1 entsprach mit 6562 etwa der Halfte aller
Vorhersagen beider Gruppen zusammen. Die Uberschneidung zwischen TargetScan und PicTar
lag bei 41 % bezogen auf TargetScan bzw. bei 24 % bezogen auf PicTar. Die Vorhersagen von
miRanda deckten sich zu 2,9 % mit denen von TargetScan, zu 4,9 % mit denen von PicTar und
zu 1,5% mit den Vorhersagen beider anderer Algorithmen zugleich (jeweils bezogen auf
miRanda). Die Verhaltnisse zwischen den einzelnen Algorithmen entsprachen somit in Gruppe 1

weitgehend den Verhéltnissen in der Gesamtheit beider Gruppen.
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Abbildung 10: Vergleich der durch die Algorithmen miRanda, PicTar und TargetScan ermittelten
Zielvorhersagen fur das ROSE-Zellsystem

Die Auswertung basiert auf der miRNA-mRNA-Kreuztabelle (Tabelle 6). Die Zielvorhersagen in der
Tabelle wurden — getrennt nach Algorithmen und ihren Kombinationen — ausgezahlt und das Ergebnis als
Venn-Diagramm dargestellt. A: Gesamtzahl der Vorhersagen unter Berlicksichtigung der 87 im ROSE-
System differenziell exprimierten miRNAs und samtlicher im mRNA-Profil erfassten mRNAs. B: Zahl der
Vorhersagen, bei denen miRNA und mRNA gegenlaufig reguliert waren. Berlcksichtigt wurden die 87 im
ROSE-System differenziell exprimierten miRNAs und die im mRNA-Profil differenziell exprimierten
MRNAs (log, des Konzentrationsverhaltnisses = 0,7 oder < -0,7).

Siebenundsechzig Vorhersagen der Gruppe 1 wurden von miRanda, TargetScan und PicTar
ubereinstimmend getroffen. Diese verteilten sich auf 28 hochregulierte und 26 herunterregulierte
MRNAs (Tabelle 10). Insgesamt zeigten somit 54 mRNAs ein inverses Regulationsverhalten
gegenuber denjenigen MiRNAs, als deren Ziele sie von allen drei Algorithmen gemeinsam

vorhergesagt wurden.
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Gensymbol Genname miRNAs Potenziell tumorbiologisch relevante Funktionen
hochregulierte miRNAs
Adipor1 Adiponectin receptor 1 miR-216a Positive Regulation des JAK-STAT-Signalwegs
ARHGEF12 Rho guanine nucleotide exchange miR-218, miR-
factor (GEF) 12 148b-3p, miR-
22
BCL2L11 BCL2-like 11 (apoptosis facilitator) miR-24 Induktion von Apoptose
Btg1 B-cell translocation gene 1, anti- miR-183 Negative Regulation der Zellproliferation, positive
proliferative Regulation von Angiogenese, Regulation von Apoptose
C1galt1 Core 1 synthase, glycoprotein-N- miR-148b-3p
acetylgalactosamine 3-beta-
galactosyltransferase, 1
Cdkn1a Cyclin-dependent kinase inhibitor 1A miR-22 Positive Regulation von Anti-Apoptose, negative
Regulation von Zellproliferation, Zellzyklusarrest
Cugbp1 CUG triplet repeat, RNA binding miR-186
protein 1
DYRK1A Dual-specificity tyrosine-(Y)- miR-217 Peptidyl-Tyrosin-Phosphorylierung
phosphorylation regulated kinase 1A
ESRRA Estrogen related receptor, alpha miR-125a-5p Regulation der Zellproliferation
FREQ Frequenin homolog (Drosophila) miR-183
Gnai2 Guanine nucleotide binding protein miR-30b-5p Aktivierung der MAPKK-Aktivitat, intrazellulare
(G protein), alpha inhibiting 2 Signallibertragung von verschiedenen Rezeptor-Typen,
positive Regulation der Zellproliferation
HIVEP2 Human immunodeficiency virus type miR-130a
| enhancer binding protein 2
Hs3st1 Heparan sulfate (glucosamine) 3-O- miR-200b
sulfotransferase 1
JAG2 Jagged 2 miR-30a Zelldifferenzierung, Regulation der Zellproliferation,
bindet Notch, Wachstumsfaktoraktivitat
LPHN2 Latrophilin 2 miR-374
MIit10 Myeloid/lymphoid or mixed-lineage miR-148b-3p,
leukemia (trithorax homolog, miR-130a
Drosophila); translocated to, 10
MMP16 Matrix metallopeptidase 16 miR-216a
NPTXR Neuronal pentraxin receptor miR-181c
Pidk2b Phosphatidylinositol 4-kinase type 2 miR-125a-5p
beta
Plcd1 Phospholipase C, delta 1 miR-191 Signaliibertragung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren
PSCD3 Cytohesin 3 miR-22
PTEN Phosphatase and tensin homolog miR-22 Phophatidylinositolphosphat-Dephosphorylierung,
negative Regulation der PKB-Signalkaskade, negative
Regulation von Zellproliferation und -migration, positive
Regulation von Apoptose
PUM2 Pumilio homolog 2 (Drosophila) miR-218
RASA1 RAS p21 protein activator (GTPase miR-335 Negative Regulation von Zelladhésion, Zell-Matrix-
activating protein) 1 Adhasion und Anti-Apoptose, Signaliibertragung
Sic2a1 Solute carrier family 2 (facilitated miR-148b-3p
glucose transporter), member 1
VLDLR Very low density lipoprotein receptor miR-200c
Wnt5a Wingless-type MMTV integration site miR-26a Zellulare Differenzierung, positive Regulation der Zell-Zell
family, member 5A Adhasion, negative Regulation des Wnt-Signalwegs,
Aktivierung des MAPK-Signalwegs
Zbtb10 Zinc finger and BTB domain miR-103 Negative Regulation der Transkription iber RNA
containing 10 Polyermase |I-Promotor
herunterregulierte miRNAs
Adm Adrenomedullin miR-181a Positive Regulation von Anti-Apoptose, negative
Regulation der Zellproliferation, Wundreaktion
App Amyloid beta (A4) precursor protein miR-17-5p Induktion von Apoptose
BTG2 BTG family, member 2 miR-27a Positive Regulation von Anti-Apoptose, negative
Regulation von Apoptose
COL12A1 Collagen, type XII, alpha 1 miR-34b Extrazelluldre Matrix
Cyré1 Cysteine-rich, angiogenic inducer, 61 miR-221 Chemotaxis, Zelladh&sion
Epha7 Eph receptor A7 miR-20a Positive Regulation von Apoptose

Tabelle 10: Potenzielle Ziel-mRNAs RAS-abhéngig regulierter miRNAs im ROSE-System

Beschreibung siehe Seite 61.
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Gensymbol Genname miRNAs Potenziell tumorbiologisch relevante Funktionen
herunterregulierte miRNAs (Fortsetzung)
F3 Coagulation factor IlI miR-20a Blutgerinnung, Entziindung, Angiogenese, PDGF-
(thromboplastin, tissue factor) Signalweg, PKB-Signalkaskade, Aktivierung von
Caspase-Aktivitat
Frag1 Post-GPI attachment to proteins 2 miR-29a GPI-Anker-Synthese
Gpam Glycerol-3-phosphate miR-27a
acyltransferase, mitochondrial
Ifi30 Interferon gamma inducible protein miR-29b
30
Ireb2 Iron responsive element binding miR-29a
protein 2
KPNA1 Karyopherin alpha 1 miR-181a
MET Met proto-oncogene miR-34b Funktion als Hepatozyten-Wachstumsfaktor-Rezeptor,
positive Regulation der Genexpression, Regulation der
Mitose, Wundreaktion
Mfap3 Microfibrillar-associated protein 3 miR-29b
Nasp Nuclear autoantigenic sperm protein miR-29a
(histone-binding)
Pam Peptidylglycine alpha-amidating miR-181a
monooxygenase
PDCD4 Programmed cell death 4 miR-21 Negative Regulation der Transkription
PFN2 Profilin 2 miR-17-5p Regulation der Aktinfilament-Polymerisation
PLK2 Polo-like kinase 2 (Drosophila) miR-27a Positive Regulation der |-kappaB-Kinase/NF-kappaB-
Kaskade
Ppic Peptidylprolyl isomerase C miR-29a
PTPRG Protein tyrosine phosphatase, miR-34b Protein-Tyrosin-Phosphatase-Aktivitat
receptor type, G
Rasl11b RAS-like family 11 member B miR-17-5p
RHOB Ras homolog gene family, member B miR-21
Rnf39 Ring finger protein 39 miR-29a
TAOK1 TAO kinase 1 miR-34b Protein-Serin-Threonin-Kinase-Aktivitat
Tgfbi Transforming growth factor, beta miR-21
induced

Tabelle 10: Potenzielle Ziel-mRNAs RAS-abhangig regulierter miRNAs im ROSE-System

(Fortsetzung)

Grundlage der Auswertung bildet die Kreuztabelle (Tabelle 6). Liste von mRNAs, die 1) von den drei

Algorithmen miRanda, TargetScan und PicTar Ubereinstimmend als Ziel bestimmter im ROSE-System

differenziell exprimierter miRNAs vorhergesagt wurden, und die 2) zu den entsprechenden miRNAs

entgegengesetzt reguliert sind. Gensymbol: Bezeichnung der mRNA. miRNA: miRNA-Spezies, fir die

von den drei Algorithmen Ubereinstimmend ein Angriff auf die entsprechende mRNA vorhergesagt wurde.

Potenziell tumorbiologisch relevante Funktion: Auswahl der in der Gene-Ontology-Datenbank

verzeichneten biologischen Prozesse und molekularen Funktionen (www.geneontology.org). Es wurden

lediglich experimentell belegte Prozesse bzw. Funktionen bertcksichtigt.
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3.3.2 Haufigkeit der Zielvorhersagen in Abhangigkeit von miRNA-mRNA-

Regulationsmuster

Als néchstes stellte sich die Frage, ob ein Zusammenhang zwischen dem Regulationsmuster von
mIRNA-mRNA-Kombinationen und der Haufigkeit der Zielvorhersagen besteht. In der Kreuz-
tabelle waren die Spalten mit den miRNA-Spezies von links nach rechts entsprechend ihrem
Regulationsniveau absteigend geordnet, die Zeilen mit den mRNA-Spezies entsprechend ihrem
Regulationsniveau von oben nach unten aufsteigend. Das Regulationsmuster einer durch eine
Vorhersage verkniipften miRNA-mRNA-Kombination wurde somit in der Lokalisation der Vor-
hersage in der Tabelle sichtbar: Je weiter links oben oder rechts unten sie sich beispielsweise
befand, in desto starkerem Malie waren die beiden RNA-Spezies invers reguliert. Entsprechend
befanden sich Vorhersagen umso weiter rechts oben oder links unten in der Tabelle, je stérker
eine gleichartige Regulation beider RNA-Spezies (beide hoch- bzw. herunterreguliert) aus-

gepragt war.

Um den Zusammenhang zwischen bestimmten Regulationsmustern von miRNA-mRNA-Kombi-
nationen und der Haufigkeit von Zielvorhersagen zu untersuchen, wurde die Verteilung der ein-
zelnen Vorhersagen in der miRNA-mRNA-Kreuztabelle analysiert. Dazu wurde die Tabelle in
insgesamt 16 Abschnitte eingeteilt und fiir jeden Abschnitt die relative VVorhersage-Dichte be-
rechnet (Tabelle 6, Tabelle 7 und Abschnitt 2.12.2). Werte Uber 1 bedeuteten eine Haufung von
Vorhersagen im jeweiligen Abschnitt, Werte unter 1 eine relative Unterreprésentation
(Abbildung 11a).

Die Werte des linken oberen Quadranten lagen zwischen 0,71 und 2,39, die des rechten oberen
Quadranten zwischen 0,69 und 2,04, die des linken unteren Quadranten zwischen 0,62 und 2,50
und die des rechten unteren Quadranten zwischen 0,79 und 2,07. Es zeigten sich keine klaren
und Ubereinstimmenden Haufungen von Vorhersagen in bestimmten Abschnitten bzw. Qua-
dranten nachweisen. Lediglich die Vorhersagen von PicTar und die tberlappenden Vorhersagen
je zweier Algorithmen (miRanda-TargetScan, miRanda-PicTar, TargetScan-PicTar) bzw. aller
dreier Algorithmen (miRanda-TargetScan-PicTar) zeigten eine gewisse Haufung von Vorhersa-
gen auf mRNAs mit stark ausgepréagter Regulation (log, der Konzentrationsverhéltnisse > 1,4
oder < -1,4) — jedoch unabhangig vom Regulationsniveau der zugehtrigen miRNAs. Insgesamt
ergab sich somit keine systematische Beziehung zwischen der Haufigkeit von Vorhersagen und

dem Regulationsmuster der beteiligten miRNAs und mRNAs.
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3.3.3 Filterung der miRNA-Zielvorhersage

Um den grollen Umfang an Vorhersagen weiter zu filtern, wurden die von den Algorithmen
errechneten Scores mit in die Auswertung einbezogen. Dafur wurden Vorhersagen nur dann in
der Kreuztabelle beriicksichtigt, wenn sie laut ihres Scores unter den wahrscheinlichsten 25 %
aller Vorhersagen des jeweiligen Algorithmus waren. In der Tabelle verblieben somit 11 342

Vorhersagen bzw. VVorhersagekombinationen.

Um zu Uberprifen, ob ein Zusammenhang zwischen dem Regulationsmuster von miRNA-
mMRNA-Kombinationen und der Haufigkeit Score-gefilterter Zielvorhersagen besteht, wurde
erneut die Tatsache ausgenutzt, dass die Lokalisation einer Vorhersage in der miRNA-mRNA-
Kreuztabelle das Regulationsmuster der durch sie verknupften RNA-Spezies widerspiegelte. Die
Tabelle wurde wiederum in 16 Abschnitte eingeteilt und fir jeden Abschnitt die relative
Vorhersage-Dichte bestimmt (Tabelle 6, Tabelle 7 und Abschnitt 2.12.2): Werte Uber 1
bedeuteten eine Haufung von Score-gefilterten Vorhersagen im jeweiligen Abschnitt, Werte
unter 1 eine relative Unterreprasentation (Abbildung 11).

Die Werte des linken oberen Quadranten schwankten zwischen 0,00 und 3,92, die des rechten
oberen Quadranten zwischen 0,00 und 5,95, die des linken unteren Quadranten zwischen 0,00
und 7,72 und die des rechten unteren Quadranten zwischen 0,00 und 2,93. Es lielen sich keine
klaren und tbereinstimmenden Haufungen Score-gefilterter VVorhersagen in bestimmten Feldern
bzw. Quadranten identifizieren. Lediglich die Vorhersagen des Algorithmus PicTar zeigten eine
leichte Konzentration auf mMRNAs mit stark ausgepragter Regulation (log, des
Konzentrationsverhaltnisses >1,4 oder < -1,4) — jedoch unabhangig von Regulationsniveau der
zugehdrigen miRNAs. Insgesamt ergab sich somit keine systematische Beziehung zwischen der
Héufigkeit von Vorhersagen, die mit hohen Wahrscheinlichkeiten bewertet waren, und dem

Regulationsmuster der beteiligten miRNAs und mRNAs.
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3.34 Visualisierung und Verteilung der Scores

Eine weitere Moglichkeit, die Scores mit in die Auswertung einzubeziehen, bestand darin, sie als
Zahlenwerte in der miRNA-mRNA-Kreuztabelle darzustellen. Um die Darstellung einfacher zu
machen, wurden sie mit entsprechenden Farbtonen hinterlegt bzw. durch sie ersetzt. Bei dieser
Darstellungsform wurde immer nur ein Algorithmus in der Kreuztabelle berlcksichtigt (Tabelle
11).

Folgende Seiten: Tabelle 11: Zielvorhersagen und Scores des Algorithmus PicTar zu im ROSE-
System regulierten miRNAs und mRNAs (Fortsetzung)

Grundlage dieser Auswertung bildet die miRNA-mRNA-Kreuztabelle (Tabelle 6). Bertcksichtigt wurden 1)
alle im ROSE-System differenziell exprimierten miRNAs, die Teil mindestens einer Vorhersage waren,
und 2) alle stark regulierten mRNAs (log2 des Konzentrationsverhaltnisses = 1,4 oder < -1,4), die Tell
mindestens einer Vorhersage waren. Farbfelder: Vorhersagen des Algorithmus PicTar mit zugehdrigem
Score. Blautdne: Vorhersagen, deren miRNA und mRNA gegenlaufig reguliert sind. Rottdne:
Vorhersagen, deren miRNA und mRNA in gleicher Weise reguliert sind. Farbintensitat: kodiert den
Vorhersage-Score entsprechend der Abbildungslegende. Griin markiert: Auf Proteinebene bestétigte

regulatorische Beziehung (Abbildung 13).
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Tabelle 11: Zielvorhersagen und Scores des Algorithmus PicTar zu im ROSE-System regulierten
MiRNAs und mRNAs
Beschreibung siehe Seite 65.
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regulierten miRNAs und mRNAs (Fortsetzung)
Beschreibung siehe Seite 65.
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Es stellte sich die Frage, ob ein Zusammenhang zwischen dem Regulationsmuster von miRNA-
MRNA-Kombinationen und der Hohe des Scores besteht. Da die Lokalisation einer VVorhersage
in der Kreuztabelle das Regulationsmuster der durch sie verknipften mIRNA-mRNA-
Kombination widerspiegelt, wurde die Verteilung der Scores in der Tabelle analysiert. Wie bei
der Bestimmung der Vorhersage-Dichten wurde die Tabelle dazu in 16 Abschnitte eingeteilt
(Tabelle 6 und Tabelle 7). In jedem Abschnitt wurde exemplarisch der durchschnittliche Score
des Algorithmus PicTar berechnet und auf den entsprechenden durchschnittlichen Score der
gesamten Tabelle bezogen (Abschnitt 2.12.2). Werte tber 1 bedeuteten somit Gberdurchschnitt-
lich hohe Scores, Werte unter 1 Gberdurchschnittlich niedrige (Abbildung 12).

miRNA-Spezies PicTar . . o
1 9 103 104 Abbildung 12: Durchschnittliche
@ 2 10 0,92 0,96 Vorhersage-Scores des Algorithmus
N 8 11 1,04 1,01 _ _ o _
a__ 4 12 1,00 1,03 PicTar in Abhangigkeit des miRNA-
< 5 13 0,97 0,99 .
mRNA-Regulationsmusters
= B 14 093 | 0,98 9
£ 7 15 1,07 0,97 Hohe der Scores in den einzelnen
8 16 0,96 0,96 )
Abschnitten der Kreuztabelle (Tabelle 6 und
Aufbau der Kreuztabelle Relativer durchschnittlicher .
Vorhersage-Score Tabelle 7). Anordnung der Abschnitte ent-

sprechend des schematischen Aufbaus
der Kreuztabelle. In jedem Abschnitt wurde der relative Durchschnitts-Score berechnet. Werte Uber 1

bedeuten Uberdurchschnittlich hohe Scores, Werte unter 1 Uberdurchschnittlich niedrige.

Die Werte des linken oberen Quadranten lagen zwischen 0,92 und 1,04, die des rechten oberen
Quadranten zwischen 0,96 und 1,04, die des linken unteren Quadranten zwischen 0,93 und 1,07
und die des rechten unteren Quadranten zwischen 0,96 und 0,99. Es lieR sich keine Haufung
besonders hoher oder besonders niedriger Scores in bestimmten Feldern bzw. Quadranten der
Tabelle nachweisen. Insgesamt ergab sich somit kein systematischer Zusammenhang zwischen
dem Score der Vorhersagen und dem Regulationsmuster ihrer zugehorigen miRNAs und
MRNAS.

3.3.5 Auswahl einer konkreten Zielvorhersage

Die mRNA des Transkriptionsfaktors Fosll wurde von den Algorithmen miRanda und PicTar
sowie vom Algorithmus TargetScan bis einschliellich Version 4.2 als Ziel der funktionell
relevanten, RAS-abhéngig herunterregulierten miRNA miR-22 vorhergesagt (Tabelle 11). Laut

Scores gehdrte diese Vorhersage zu den wahrscheinlichsten 25 % der Vorhersagen von PicTar,
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zu den wahrscheinlichsten 50 % der Vorhersagen von TargetScan Version 4.2 und zu den wahr-
scheinlichsten 75 % der Vorhersagen von miRanda. Die Korrelation mit mRNA-Expressions-
daten zeigte, dass die Fosl1-mRNA im ROSE-System RAS-abhangig stark hochreguliert wurde.

Das Bestehen einer regulatorischen Abh&ngigkeit der Fosl1-mRNA von mir-22 wurde damit 1)
durch ihr inverses Regulationsmuster, 2) durch die Ubereinstimmung aktuell zweier bzw. bei
Verwendung von TargetScan 4.2 aller drei Algorithmen und 3) durch den Score in erster Linie
des Algorithmus PicTar unterstiitzt. Daher wurde die Vorhersage fir eine experimentelle
Validierung ausgewahlt.

3.4 Einfluss von miR-22 auf die mRNA des Transkriptionsfaktors Fosl1

In einem letzten Schritt sollte die vorhergesagte regulatorische Abh&ngigkeit von miR-22 und
Fosl1-mRNA experimentell Uberpruft werden. Dazu wurde der intrazellulére Spiegel von miR-
22 in ROSE A2/5-Zellen durch Transfektion mit einem miRNA-Mimic angehoben, so dass er
sich entsprechenden Werten in ROSE 199-Zellen n&herte. Als Kontrollen dienten ROSE A2/5-
Zellen, die mit einem funktionslosen ,,nonsense*“-miRNA-Mimic (Scramble) transfiziert wurden,
und ROSE AZ2/5-Zellen, die ausschliellich mit Transfektionsreagenz (Mock) (ohne miRNA-
Mimic) behandelt wurden. In Western Blot-Analysen wurde Gberprift, ob die Konzentrations-
erhéhung von miR-22 eine Verminderung des Fosll-Proteinspiegels zur Folge hatte. Wie
Abbildung 13 zeigt, resultierte die Erhéhung des miR-22-Spiegels in einer deutlichen Abnahme
der Fosl1-Proteinmenge im Vergleich zu den Kontrollzellen. Die Fosl1-Proteinexpression wurde
somit durch miR-22 beeinflusst. Dies entsprach den Vorhersagen einer regulatorischen
Beziehung zwischen miR-22 und Fosl1-mRNA (Jackson et al., 2007; Pillai et al., 2007; Wu et
al., 2008).

Es stellte sich die Frage, ob der Einfluss von miR-22 auf Fosl1 auch ber den MAPK-Signalweg
zustande kommen kénnte, der als Regulator der Fosl1-Expression bekannt ist (Hurd et al., 2002;
Vial et al., 2003). Hierzu wurde der Aktivierungszustand von ERK, einem zentralen Molekiil des
MAPK-Signalwegs, mittels Western-Blot-Analysen berprift (Abbildung 13). miR-22 zeigte
darin keinen Einfluss auf den Aktivierungszustand von Erk. Daraus konnte geschlossen werden,

dass miR-22 die Fosl1-Proteinspiegel direkt und nicht tiber den MAPK-Signalweg beeinflusst.

SchlieBlich wurde geprift, ob die regulatorische Wirkung von miR-22 auf den Fosl1-Protein-
spiegel auch in humanen Zellsystemen nachweisbar ist. Dazu wurden von Frau M.Sc. Sarah
Briggemann — analog zu den Versuchen im ROSE-Zellsystem — HRAS-transformierte HA-ER-

Zellen des HEK-Zellsystems mit miR-22-Mimic sowie mit Scramble- und Mock-Kontrollen



Ergebnisse 70

Aktivierungszustandes von Erk mittels priméarer

ROSE A2/5 HA1ER Abbildung 13: Einfluss von miR-22 auf die
i &éz’ . 5 @éb . Proteinspiegel von Fosl1 und Pan-RAS sowie auf
<§" %c}q’ $>° ég" gé’b $° den Aktivierungszustand von Erk
Fosl1 —— — - Transfektionen der Zellen: siehe Abbildung 9. ROSE
B-Tubulin e de s [ —— A2/5- und HA-ER-Zellen wurden mit miR-22-Mimic
phosphoErk | el s transfiziert. 48 h nach der letzten Transfektion wurden
Erict [ Gesamtproteine  isoliert.  Western-Blot-Analysen:
Nachweis der Proteine Fosll und Pan-Ras sowie des
PanRas s s s

B-Tubulin  wws o . L
Antikdrper im Western Blot nach SDS-PAGE mit je

40 ng Gesamtproteinextrakten.
B-Tubulin: Kontrolle fir Fosl1 und Pan-RAS. Erk: Kontrolle fir Phospho-Erk. Dargestellt wurden jeweils
Ergebnisse eines reprasentativen Einzelversuches aus insgesamt 2 Wiederholungen. Interne
Kontrollen: Zellen nach Transfektion mit funktionslosen ,nonsense“-miRNA-Mimic (Scramble) bzw. nach

Behandlung mit Transfektionsreagenz ohne miRNA-Mimic (Mock).

transfiziert und daraus resultierende Veranderungen der Fosl1-Proteinspiegel in Western-Blot-
Analysen erfasst (Abbildung 13). Im Vergleich zu den Kontrollzellen zeigten die miR-22-Mimic-
transfizierten HA-ER-Zellen einen deutlich niedrigeren Fosl1-Proteinspiegel. Dies lieR den

Schluss zu, dass miR-22 auch in diesem Zellsystem die Fosl1-Proteinexpression mit steuert.

Die Regulation von Fosll durch miR-22 konnte somit in KRAS-transformierten Ratten- und
HRAS-transformierten humanen Zellen nachgewiesen werden. Sie stellt einen speziesuber-

greifenden Regulationsmechanismus dar.
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden erstmals die Auswirkungen von onkogenem RAS auf die
Expression von miRNAs systematisch und global untersucht. Im KRAS-transformierten ROSE-
Zellmodell wurden mittels Microarray-Experimenten 27 RAS-abhangig hoch- und 60 RAS-
abhéngig herunterregulierte miRNAs identifiziert und einzelnen Signalwegen unterhalb von
RAS zugeordnet. Etwa 50 % davon waren zelltyp- und speziesiibergreifend auch im humanen
HEK-Zellsystem nachweisbar. Insgesamt zeigten etwas mehr als ein Drittel aller untersuchten
miRNAs RAS-abhéngige Expressionsveranderungen.

Ausgewabhlte, unter dem Einfluss von onkogenem RAS deutlich herunterregulierte sowie auch in
Tumoren in vivo als differenziell exprimiert beschriebene miRNAs wurden in Transfektions-
experimenten funktionell charakterisiert. Die Anhebung ihrer Spiegel in RAS-transformierten
ROSE A2/5-Zellen auf Expressionsniveaus ahnlich derer in untransformierten ROSE 199-Zellen
fuhrte zu einer teilweise deutlich ausgepragten Wachstumsreduktion von bis zu 46 % flr das
ankerabhdngige und bis zu 27 % fir das ankerunabh&ngige Wachstum. Am stérksten war dieser
Effekt fir miR-22.

Auf Grundlage dieser funktionellen Daten in Kombination mit algorithmischen Zielvorhersagen
wurde schlieBlich eine regulatorische Beziehung zwischen der RAS-abhédngig herunter-
regulierten miRNA miR-22 und Fosl1 als zelltyp- und speziesubergreifendes Regulationsmuster

identifiziert und experimentell bestétigt.

4.1 Erhdhung der Fosl1-Proteinspiegel durch RAS-induzierte

Herunterregulation von miR-22 tragt zur malignen Transformation bei

Fosll ist als essenzielles Onkogen in der RAS-vermittelten Transformation aus dem ROSE-
System und anderen Systemen bzw. Tumoren bekannt (Tchernitsa et al., 2004; Vial et al., 2003).
Als Protein der Fos-Familie bildet es mit Mitgliedern der Jun-Familie Heterodimere, den
Transkriptionsfaktor-Komplex AP1, der als Zellzyklusregulator das Voranschreiten des
Zellzyklus durch die G1-Phase und Uber den Restriktionspunkt hinaus in die spate G1- und
anschlieende S-Phase entscheidend vorantreibt (Downward, 2003). In der vorliegenden Arbeit
wurde erstmals ein negativer Einfluss von miR-22 auf die Fosl1-Proteinspiegel im Kontext der
RAS-Onkogen-induzierten malignen  Transformation zelltyp- und speziesibergreifend

nachgewiesen.

miR-22 wurde im ROSE-Zellsystem durch onkogenes RAS deutlich herunterreguliert. Diese

Herunterregulation konnte dazu dienen, die hemmende Wirkung von miR-22 auf die Fosl1-
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Abbildung 14: Modell zur Rolle von miR-22 bei der Erh6hung des Fosl1-Proteinspiegels durch

onkogenes RAS.

Bisher waren zwei Mechanismen bekannt, Uber die RAS den Fosl1-Proteinspiegel steigert: 1) durch
Forderung der Transkription, und 2) durch Stabilisierung des Fosl1-Proteins (Hurd et al., 2002; Vial et al.,
2003). Die in der vorliegenden Arbeit erfasste RAS-abhéngige Herunterregulation von miR-22 in
Verbindung mit der gezeigten Senkung des Fosl1l-Proteinspiegels durch miR-22 stellt einen dritten
mdglichen Mechanismus dar. Farbige Linien: direkte oder indirekte regulatorische Einflisse. Rot:

Stimulation. Griin: Hemmung.

Proteinexpression abzuschwéchen oder sogar aufheben. In Folge wirde mehr Fosll-Protein
produziert werden, wodurch seine intrazellulare Konzentration steigt (Abbildung 14). Bisher
waren zwei Mechanismen bekannt, Gber die onkogenes RAS die Proteinspiegel von FOSL1
erhéht (Abbildung 14). Zum Einen fuhrt RAS Uber den RAF/MEK/ERK-Signalweg zur trans-
kriptionellen Aktivierung des FOSL1-Gens, so dass mehr FOSL1-mRNA und in Folge auch
mehr FOSL1-Protein produziert wird. Zum Anderen phosphoryliert aktiviertes ERK bei starkerer
Aktivierung dieser Signalkaskade zusatzlich das FOSL1-Protein. Dadurch wird es stabilisiert
und in Folge vermindert abgebaut, seine intrazellulare Konzentration steigt (Hurd et al., 2002;
Vial et al., 2003). Mdglicherweise ist die gezeigte Herunterregulation von miR-22 Voraus-
setzung dafir, dass onkogenes RAS im Rahmen der malignen Transformation die Fosll-

Expression Uber die beiden anderen genannten Mechanismen adaquat steigern kann.

Die Vorhersagen der Algorithmen miRanda und PicTar (sowie des Algorithmus TargetScan bis
einschlielich Version 4.2) und die fehlende Aktivierung des MAPK-Signalwegs legen nahe,
dass die in der vorliegenden Arbeit gezeigte regulatorische Beziehung zwischen miR-22 und
Fosll auf einer direkten Interaktion der miRNA mit der Fosl1-mRNA beruht (Abbildung 15).
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Ratte: Potenzielle Bindungsstelle
534 540 der miR-22-Seed Site:
Fosl1-3'-UTR: 5'- ... AGCCUCCACAGCAAG-GGCAGCUG ... -3 Position 534 - 540 der Fosl1-3'-UTR
) [ 11111 chr1:208099042-208099048, Band
rno-miR-22: 3'-UGUCAAGAAGUUGACCGUCGAA-5' 1943, Plusstrang
USCS Genome Browser on Rat Nov.
2004 (Baylor 3.4/rn 4) Assembly

Mensch: Potenzielle Bindungsstelle
588 594 der miR-22-Seed Site:
FOSL1-3'-UTR: 5- ... AGCCUCCACAGCGAGGGCAGCUG ... -3 Position 588-594 der FOSL1-3-UTR
| ] [ 1] chr11:65416339-65416345, Band
hsa-miR-22: 3'-UGUCAAGAAGUUGA--CCGUCGAA-5' 11913.1, Minusstrang
UCSC Genome Browser on Human
May 2004 (NCBI35/hg17) Assembly

Abbildung 15: Bindung von miR-22 an die Fosl1-mRNA
Potenzielle Bindungsstellen von miR-22 an die 3-UTR der Fosl1-mRNA in Ratte (berechnet durch
TargetScan 4.2) und Mensch (berechnet durch TargetScan 4.2 und PicTar). Grau hinterlegt: Bindungs-
stelle der miR-22-Seed Site (Nukleotide 2 — 8 der miRNA).

Eine solche Interaktion wurde im Rahmen der vorliegenden Arbeit jedoch nicht nachgewiesen,
so dass eine theoretisch ebenfalls denkbare indirekte Regulation (ber zwischengeschaltete

Mechanismen nicht ausgeschlossen werden kann.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit werden bestatigt durch Untersuchungen in BRAF-
mutierten Melanomzelllinien, die ebenfalls eine regulatorische Beziehung zwischen FOSL1 und
miR-22 beschreiben. miR-22 wurde dort Uber den MAPK-Signalweg herunterreguliert. Nach
Transfektion der Melanomzelllen mit miR-22-Mimics kam es zu einer Repression des FOSL1-
Proteins, und eine direkte Interaktion von miR-22 mit der Fosl1l-mRNA konnte mittels 3‘-UTR-
Reporterassays nachgewiesen werden. Dieser Effekt liel3 sich Giber kombinatorische Transfektion
von miR-22 mit weiteren MAPK-abhéngig regulierten miRNAs noch erhéhen (Couts et al.,
2013). Solche kombinatorischen Effekte von miRNAs auf die Fosl1-Expression sind auch im

ROSE-Zellsystem denkbar, miissen aber erst noch experimentell untersucht werden.

4.2 miR-22 wirkt durch Senkung der Fosl1-Proteinspiegel antiproliferativ

Bereits mehrfach wurde gezeigt, dass miRNAs Transkriptionsfaktoren beeinflussen, um Gber sie
ihre Wirkungen zu entfalten (Inui et al., 2010). Die vorliegenden Ergebnisse entsprechen diesem
Wirkprinzip. Die individuelle regulatorische Beziehung zwischen miR-22 und Fosll wurde
hingegen erstmals im Kontext der RAS-Onkogen-induzierten malignen Transformation zelltyp-
und speziesubergreifend nachgewiesen. Sie weist miR-22 eine wichtige Rolle bei der Steuerung

von Zellproliferation zu. Zu dieser Funktion passen die in der vorliegenden Arbeit gezeigten
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wachstumshemmenden Effekte von miR-22 in ROSE A2/5-Zellen — miR-22 hatte unter allen

untersuchten miRNAs die deutlichste antiproliferative Wirkung.

Auch in der Literatur finden sich Hinweise auf antiproliferative Eigenschaften von miR-22. In
BRAF-mutierten Melanomzelllinien wurde miR-22 als MAPK-abhangig herunterreguliert
beschrieben. Die Erhdhung intrazelluldarer miR-22-Spiegel flihrte dort zu einer Proliferations-
hemmung und verminderte das Invasionspotential der untersuchten Zellen. Dieser Effekt konnte
durch gleichzeitige Modulierung mehrerer deregulierter miRNAs noch verstérkt werden (Couts
et al., 2013). Auch in humanen multiplen Myelomzelllinien, in klarzelligen Ovarialkarzinom-
zelllinien und in Ostrogenrezeptor-a-positiven Brustkrebszelllinien und —primartumoren wurde
die Herunterregulation von miR-22 dokumentiert (Lionetti et al., 2009; Nagaraja et al., 2010;
Xiong et al., 2010). Neben FOSL1 wurden bereits einige weitere Ziel-mRNAs beschrieben, die
Erklarungsmoglichkeiten flir die gezeigte antiproliferative Wirkung bieten (Couts et al., 2013;
Pandey et al., 2009; Ting et al., 2010). Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen deuten andere Unter-
suchungen darauf hin, dass miR-22 unter bestimmten Umstanden auch als Onkogen wirken kann
(Bar et al., 2010; Liu et al., 2010; Poliseno et al., 2010). Zur abschlielenden Beurteilung der
Funktion von miR-22 diirften daher umfassenden Untersuchungen ihres Expressionsverhaltens in

Tumoren in vivo und weitere funktionelle Studien hilfreich sein.

4.3 Weitere im ROSE-Zellmodell herunterregulierte miRNAs wirken potenziell

antiproliferativ

Neben miR-22 zeigten im Rahmen der vorliegenden Arbeit auch die RAS-abhangig
herunterregulierten miRNAs miR-30e und miR-200b deutliche wachstumshemmende Effekte in
ROSE A2/5-Zellen (Abbildung 9). Auch diesen miRNAs kommt damit eine potenzielle Rolle als
Proliferationshemmer zu. In der Literatur sind bereits einzelne Aspekte zu ihrer Expression in
Tumoren bzw. Tumorzelllinien, ihren Funktionen und mdglichen Ziel-mRNAs beschrieben
(Tabelle 12). Sie sind allerdings noch weniger umfassend charakterisiert als andere, ebenfalls im
ROSE-System differenziell exprimierte miRNAs wie miR-16 oder miR-17, deren onkogene oder
tumorsuppressive Eigenschaften bereits etabliert sind (Tabelle 12). miR-16 wirkt durch Beein-
flussung des antiapoptotischen Faktors BCL2 tumorsuppressiv, wahrend miR-17 gemeinsam mit
dem MY C-Onkogen die Zellproliferation durch Interaktion mit Transkriptionsfaktoren der E2F-
Familie stimuliert und so selbst onkogen wirkt (Croce, 2009). Insgesamt sind miRNAS im
Rahmen der onkogenen Transformation unter anderem an der Steuerung des Zellzyklus sowie an
Prozessen wie Wachstum, Differenzierung und Apoptose beteiligt und kénnen dabei sowohl

onkogene als auch tumorsuppressive Wirkungen entfalten (Croce, 2009).
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ROSE-System

=
2
2
< ¢ >
Literatur E € 3 ;’:
1 @ @
Onkogen E 5%
(Onk) oder £ o= -
Tumorsup- 2 < g E 2
Validierte Ziel- pressor ) 2 == <
MicroRNA Dysregulation Funktion mRNAs (TS) 3 =2 e I
Etablierte onkogene oder tumorsuppressive miRNAs
miR-15aund  Verlust in CLL, Prostatakarzinom und Induziert Apoptose und BCL2, WTT1, TS miR-16 | ja ja ja nicht untersucht
miR-16-1 multiplem Myelom hemmt Tumorigenese. RAB9B und
Reaktiviert inaktivierte MAGES83
Tumorsuppressorgene.
let-7 (a, b, c,  Verlust in Bronchialkarzinom und Brustkrebs Induziert Apoptose und RAS, MYC TS let-7a | ja let-7a: keine
def,g sowie in verschiedenen soliden wie hemmt Tumorigenese. und HMGA2 let-7b | ja ja Wachstums-
und i) héamatopoetischen Malignomen Reaktiviert inaktivierte let-7¢c | ja hemmung
Tumorsuppressorgene. let-7d | ja ja
let-7e | ja
let-7g | ja
miR-29 (a, Verlust in aggressiver CLL, AML (11g23), Induziert Apoptose und TCL1, MCL1 TS miR-29a 1 ja ja ja nicht untersucht
b und c) MDS, Bronchial- und Brustkrebs sowie hemmt Tumorigenese. und DNMTs miR-29b 1 ja ja ja
Cholangiokarzinom Reaktiviert inaktivierte
Tumorsuppressorgene.
miR-34 Verlust in Pankreas-, Kolon- und Induziert Apoptose. CDK4, CDK6, TS miR-34b 1  ja ja nicht untersucht
Leberzellkarzinom sowie Brustkrebs Cyclin E2, miR-34c 1 ja
miR-221 und  Verlust in erythroblastischer Leukdmie Hemmt Proliferation in KIT TS miR-2211 ja ja ja nicht untersucht
miR-222 Erythroblasten. miR-2221 ja ja ja
miR-221und  Uberexpression in aggressiver CLL, Beschleunigt die p27, p57, Onk miR-2211 ja ja ja nicht untersucht
miR-222 Schilddriisenkarzinom und hepatozellularem  Zellproliferation und hemmt ~ PTEN und miR-222 1  ja ja ja
Karzinom Apoptose in verschiedenen  TIMP3
soliden Malignomen.
miR-17-92 Hochreguliert in Lymphomen und Induziert Proliferation E2F1, BIM Onk miR-17-5p 1 ja ja nicht untersucht
Brustkrebs, Bronchial-, Kolon-, Magen- und und PTEN miR-19b 1 ja
Pankreaskarzinom miR-20a1 ja ja
miR-92a 1 ja
miR-21 Hochreguliert in Glioblastom, AML (11g23), Hemmt Apoptose und PTEN, Onk miR-21 1 ja ja ja nicht untersucht
aggressiver CLL und Brustkrebs, Kolon-, erhéht die Tumorigenitat. PDCD4, TPM1
Pankreas-, Bronchial-, Prostata-, und TIMP3
hepatozellularem und Magenkarzinom
In der vorliegenden Arbeit untersuchte miRNAs
miR-22 Herunterreguliert u. a. in Melanomzelllinien, Hemmt Proliferation von EVI1, MAX, Onk /TS miR-22 | ja wachstums-
multiplem Myelom, klarzelligen Ovarial- Melanomzelllinien und Ostrogen- hemmend, senkt
karzinom-Zelllinien und Ostrogenrezeptor-a-  Ostrogenrezeptor-positiven  rezeptor-a, den Fosl1-
positivem Brustkrebs. Uberexpression in Brustkrebszellen PTEN, FOSL1 Proteinspiegel
Prostatakarzinom und transformierten
Bronchialepithelzellen
miR-30e Herunterreguliert u. a. in Plattenepithel- Hemmt Proliferation. uBC9 TS miR-30e | ja ja ja wachstums-
karzinom der Lunge und anaplastischem hemmend
Schilddriisenkarzinom
miR-196b Hochreguliert u. a. in AML, ALL, Steigert die Proliferation. ERG Onk /TS miR-196b | ja ja ja keine Wachs-
Pankreaskarzinom und kolorektalem tumshemmung
Karzinom. Herunterreguliert in B-ALL
miR-200b Hochreguliert in Pankreas-, Lungen-Adeno-  Hemmt die epithelio- ZEB1, SIP1 Onk /TS miR-200b | ja ja ja wachstums-
und serésem Endometriumkarzinom. mesenchymale Transition (ZEB2), hemmend
Herunterreguliert u. a. in EBV-assoziiertem  (EMT) ERRFI-1,
Magen-, invasivem Blasen- und klarzelligem ZFHX1B
Nierenkarzinom
miR-216 Herunterreguliert in Pankreaskarzinom miR-216a | ja keine Wachs-
tumshemmung
miR-378 Herunterreguliert in kolorektalem Karzinom  Steigert Tumorwachstum SUFU, FUS-1, Onk miR-378 | keine Wachs-
und Magenkarzinom und Angiogenese. Hemmt CYP2ET, tumshemmung
Apoptose. Nephronectin,
GalNT-7

Tabelle 12: Dysregulation, tumorbiologisch relevante Funktionen und validierte Ziel-mRNAs

einzelner im ROSE-Zellsystem differenziell exprimierter miRNAs

Uberblick Uber etablierte onkogene und tumorsuppressive oder in der vorliegenden Arbeit funktionell

charakterisierte miRNAs. Rot: im ROSE-System hochreguliert. Blau: im ROSE-System herunterreguliert.
Modifiziert nach (Croce, 2009). miR-22: (Bar et al., 2010; Couts et al., 2013; Lionetti et al., 2009; Liu et
al., 2010; Nagaraja et al., 2010; Pandey et al., 2009; Poliseno et al., 2010; Ting et al., 2010; Xiong et al.,
2010). miR-30e: (Gao et al., 2011; Wu et al., 2009). miR-196b: (Coskun et al., 2011; Popovic et al.,
2009; Schotte et al., 2010). miR-200b: (Adam et al., 2009; Christoffersen et al., 2007; Gregory et al.,
2008; Hiroki et al., 2010; Jung et al., 2009; Park et al., 2008; Shinozaki et al., 2010; Wszolek et al., 2009;
Yu et al., 2010; Zhang et al., 2009). miR-216: (Szafranska et al., 2007). miR-378: (Guo et al., 2009;
Kahai et al., 2009; Lee et al., 2007b; Mohri et al., 2010; Wang et al., 2010).
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Die in der vorliegenden Arbeit erfassten wachstumshemmenden Effekte von miRNAs wirkten
sich in allen untersuchten Fallen sowohl auf das ankerabhdngige als auch auf das anker-
unabhdngige Wachstum aus. Die Funktion dieser miRNAs liegt daher offensichtlich eher im
Bereich der Steuerung von Proliferation und Zellzyklus, weniger in der Vermittlung spezifisch
maligner Eigenschaften. Dies steht im Einklang mit Studien, die miRNA-Dysregulation —
beispielsweise von miR-15a und miR-16-1 in CLL — als friihe Ereignisse im Verlauf der
Tumorpathogenese beschreiben (Croce, 2009). Die genauen molekularen Mechanismen dieser
zellzyklusregulierenden, antiproliferativen Wirkungen missen aber erst noch identifiziert

werden.

4.4 Der breite Einfluss des RAS-Onkogens auf die miRNA-Expression ist

evolutionar konserviert

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die miRNA-Expression in erheblichem
MaRe unter dem Einfluss von onkogenem RAS steht. Etwa ein Drittel der untersuchten miRNAs
zeigten im ROSE-System Expressionsverdnderungen — (bergreifende miRNA-Expressions-
analysen in verschiedenen Primértumoren kommen auf &hnliche Zahlen (Lu et al., 2005; Volinia
et al., 2006). Rein zahlenméaRig weist dies bereits auf die Bedeutung von miRNAs flr die RAS-

induzierte Onkogenese hin.

Ein grofRer Anteil der im ROSE-System differenziell exprimierten miRNAs war Uber den
MAPK-Signalweg reguliert, der bei der Vermittlung der onkogenen Effekte von RAS eine
zentrale Stellung einnimmt (Downward, 2003). Dies legt nahe, dass insbesondere diese miRNAs

in wichtige Funktionen im Rahmen der RAS-abhangigen Transformation eingebunden sind.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine ausgepragte zelltyp- und speziestbergreifende Konser-
vierung von etwa 50 % aller im ROSE-System erfassten Veranderungen miRNA-Spiegel fest-
gestellt. Ein hoher Grad evolutiondrer Konservierung wurde im Zusammenhang mit miRNAs
bereits fur verschiedenste Aspekte — von der Gen-Sequenz Uber die Biogenese bis hin zu Wirk-
mechanismen und Zielstrukturen — beschrieben (Bartel, 2004; Flynt et al., 2008; Lee et al.,
2007a; Wheeler et al., 2009). Die Konservierung RAS-abhdngiger miRNA-Expressions-
veranderungen unterstreicht die Hypothese, dass diese miRNAs wichtige Funktionen im Rahmen
RAS-induzierter zellularer Vorgange erflllen. Sie sind damit auch von potentieller Bedeutung

fur die Auspragung des malignen Phanotyps durch onkogenes RAS.
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4.5 miRNA-Expressionsverdnderungen in ROSE-Zellen spiegeln

Veranderungen in Tumoren und Tumorzelllinien wider

Um aus den RAS-abhéngigen miRNA-Expressionsprofilen des ROSE-Systems potenziell
tumorrelevante Veranderungen zu selektieren, bieten sich Vergleiche mit entsprechenden
Expressionsanalysen von menschlichen Tumoren und Tumorzelllinien an. Uberschneidungen
einzelner Expressionsverdnderungen oder ganzer Expressionsmuster weisen auf ihre mogliche
funktionelle Bedeutung in der Tumorpathogenese hin und machen sie damit fur weiterfiilhrende

Studien interessant.

451 Vergleich mit miRNA-Expressionsveranderungen in kolorektalen

Karzinomzelllinien

Kolorektale Karzinomzelllinien weisen haufig Mutationen von RAS oder seiner untergeordneten
Signalwege auf; in priméren kolorektalen Karzinomen liegt in 45 % der Félle eine RAS-
Mutation vor (Downward, 2003; Bos, 1989). Der Vergleich der im ROSE-System differenziell
exprimierten miRNAs mit miRNA-Expressionsprofilen dieser Zelllinien hilft daher dabei,

tumorbiologisch relevante Kandidatengene zu selektieren.

Insgesamt 35 MIRNAs sind im ROSE-System und miRNA-Profilen verschiedener kolorektaler
Karzinomzelllinien Ubereinstimmend reguliert, davon sind 10 hochreguliert und 25 herunter-
reguliert (Tabelle 13). Unter den hochregulierten miRNAs finden sich unter anderem miRNAsS
des miR-17-92-Clusters (miR-17, miR-19b, miR-20a, miR-92a) oder miR-181b, unter den
herunterregulierten let-7e und miR-22. Zehn miRNAs sind im ROSE-System herunter-, in
einigen kolorektalen Karzinomzelllinien aber hochreguliert. Diese Unterschiede sind zunachst
auf das unterschiedliche  Ursprungsgewebe der ROSE-Zellen und kolorektaler
Karzinomzelllinien zuriickzufuhren. Die Deregulation bestimmter miRNA-Spezies ist daher
maoglicherweise keine spezifischen Reaktion auf das RAS-Onkogen, sondern eher Ausdruck der
Veranderung gewebeabhédngiger Eigenschaften. Zudem muss trotz im Allgemeinen hoher RAS-
Mutationsraten in kolorektalen Karzinomzellen von zusatzlichen oder alternativ vorhandenen
Mutationen in den untersuchten Zelllinien ausgegangen werden, die zur Aktivierung weiterer
intrazellularer Signalwege und transkriptioneller Netzwerke fuhren. Gezielte und umfassende
Untersuchungen der miRNA-Expression von Tumorzelllinien mit gesichertem RAS-
Mutationsstatus konnten dazu wertvolle Informationen liefern, wurden bisher aber nicht

durchgefihrt.
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Der spezielle Einfluss des MAPK-Signalwegs auf die miRNA-Expression wurde bereits in drei
kolorektalen Karzinomzelllinien unter Verwendung pharmakologischer Inhibitoren untersucht.
In einem Profil von 745 miRNAs zeigten miR-92a-1*, miR-135b*, miR-372, miR-663b, miR-
720 und miR-1226* ein MAPK-abhangiges Regulationsverhalten (Ragusa et al., 2012). Diese
mIiRNAs sind in ROSE-Zellen nicht differenziell exprimiert bzw. wurden im vorliegenden Profil
nicht erfasst. Umgekehrt finden sich die in ROSE-Zellen MAPK-abhéngig regulierten miRNAs
nicht in den genannten MAPK-abhéngigen miRNA-Expressionsprofilen aus kolorektalen
Karzinomzelllinien wieder. Diese Unterschiede konnten erneut auf das unterschiedliche
Ursprungsgewebe der Zelllinien und auf die in den kolorektalen Karzinomzelllinien zusétzlich

bzw. alternativ vorliegenden Mutationen zurtickzufiihren sein.

Tumorzell-

ROSE-System linien

|Kolorektale Karzinom-
Zelllinien vs. normale

Bandres etal., 2006 |Kolon-Zelllinien bzw.

|gesundes Kolon

ROSE A2/5/199

: MAPK-abh. reguliert?
Teil der Signatur?
Teil der MAPK-Signatur?
Arndt et al., 2009
Guo et al., 2008

hsa-/rno-miR-92a
hsa-/rno-miR-31
hsa-/rno-miR-210

I (N
Q3
SIS
)

)

hsa-miR-34c-5p/rno-miR-34c 2,24; ja |

hsa-miR-7/rno-miR-7a 1,48 ja |

hsa-/rno-miR-19b 1.43' ja | |

hsa-miR-17/rno-miR-17-5p 1,31 ja | ja |

hsa-/rno-miR-181b 1,26' ja |

hsa-/ro-miR-181a 1,24] ja | Tabelle 13: Vergleich des miRNA-

hsa-/rno-miR-20a 0,94 ja | ja

i 351 oo (UG- THTAEEEC - Expressionsprofils aus dem ROSE-System mit
hsa-/rno-miR-195 -0,83| ja | ja

hsa-/rno-miR-200c -083[ja| | i B i i

hsa-let.7g 085 jal miRNA-Expressionsprofilen kolorektaler
hsa-/rno-miR-107 -0,95 ‘ . L

hsa-/rmo-miR-125a-5p 114 | | Karzinomzelllinien

hsa-/rno-miR-429 -1,14]  |ja| . . . . -
hsa-/rno-miR-342-5p 1,24 |ja Zeilen: im ROSE-System differenziell exprimierte
hsa-/rno-miR-186 -1,26] |ja| . . . .
hsa-/rno-miR-26a -1,27, mMiRNA-Spezies, entsprechend ihrer Regulation (log,)
hsa-/rno-miR-100 B I

el bl 34l jalja absteigend geordnet. Spalten: Einzelne Veroffent-
hsa-/rno-miR-200a -1,34 ja | ja

peamo-mRAStc 1413 lichungen. Rote Felder: in kolorektalen Karzinomzell-
sa-/rno-miR-99a -1,44

hsa-/rno-miR-22 -1,46 ja . . . .o
hsa-miR-30b/ro-miR-30b-5p | -1,48| linien hochregulierte miRNAs. Blaue Felder: in kolo-
hsa-/rno-miR-130a -1,68 . .. .
hsa-/ro-miR-93 74 [ | rektalen Karzinomzelllinien herunterregulierte
hsa-/rno-let-7d -1,78) ja | ja i X i .
hsa-/ro-miR-199a-5p -1,87] ja | miRNAs. Violette Felder: in kolorektalen Karzinom-
hsa-/rno-let-7e -1,92 ja o . . . . )
hsa-/rno-miR-183 -1,99 ja | ja | zelllinien teilweise hoch-, teilweise herunterregulierte
hsa-/rno-miR-200b -2,22 ja | ja | ja|

hsa-/rno-miR-378 2,84/

miRNAs.




Diskussion 79

452 Vergleich mit miRNA-Expressionsveranderungen in Ovarialkarzinomen

Das ovariale Oberflachenepithel der Ratte stellt das Ursprungsgewebe der Zellen des ROSE-
Systems dar. Ein Vergleich des darin erfassten miRNA-Profils mit denjenigen menschlicher
Ovarialkarzinome bietet sich daher insbesondere zur Identifikation spezifischer miRNA-
Expressionsveranderungen der ovarialen Transformation an. In Ovarialkarzinomen wurden unter
anderem Unterschiede in der miRNA-Expression untersucht 1) zwischen Tumor und Normal-
gewebe, ii) zwischen einzelnen histologischen Untergruppen und der Gesamtheit aller Ovarial-
karzinome, iii) zwischen verschiedenen Tumorstadien, iv) zwischen verschiedenen Malignitats-
graden, v) zwischen priméren und Rezidivtumoren und vi) in Bezug auf Therapieresistenz gegen

verschiedene Chemotherapeutika (van Jaarsveld et al., 2010).

Im Zusammenhang mit dem Ovarialkarzinom wurden fur 59 (68 %) der 87 im ROSE-System
differenziell exprimierten miRNAs Expressionsverdnderungen beschrieben (Tabelle 14). Aus
dem unmittelbaren Vergleich zwischen Ovarialkarzinom und Normalgewebe waren es 18
(21 %). Zwei dieser 18 miRNAs (11 %) waren im ROSE A2/5-Zellen hochreguliert, 16 (89 %)
herunterreguliert. Sechs dieser miRNAs waren in Ovarialkarzinomen eindeutig in dieselbe
Richtung reguliert wie im ROSE-System, 5 hingegen gegenlaufig. Bei insgesamt 7 miRNAs
widersprechen sich die Ergebnisse einzelner Studien untereinander. Eindeutig oder tiberwiegend
hochreguliert im ROSE-System und in Ovarialkarzinomen waren miR-20a und miR-29a,
herunterreguliert unter anderem miRNAs der let-7-Familie, miR-100 und rno-miR-322 bzw. sein

humanes Pendant miR-424.
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hsa-/rno-miR-31 2,62|ja|ja
hsa-miR-34c-5p/rno-miR-34c 2,24 ja
hsa-/rno-miR-125a-3p 2,23| ja
hsa-miR-146b-5p/rno-miR-146b | 2,10/ ja ja | ja
hsa-/rno-miR-23a 1,52 ja
hsa-miR-7/rno-miR-7a 1,48 ja
hsa-/rno-miR-27a 1,37|jaljalja
hsa-/rno-miR-29b 1,34[jaljalja iz
hsa-/rno-miR-181b 1,26 ja
hsa-/rno-miR-181a 1,24| ja
hsa-/rno-miR-21 1,23|jaljalja
hsa-/rno-miR-29a 0,99|ja|ja|ja
hsa-/rno-miR-20a 0,94/jalja V|
hsa-miR-20b/rno-miR-20b-5p 0.80| ja
hsa-/rno-miR-376a -0,78 ja
hsa-/rno-miR-195 -0,83|ja|ja|ja
hsa-/rno-miR-200c -0,83| ja
hsa-let-7g -0,85 ja
hsa-/rno-miR-503 -0,88|ja|ja|ja
hsa-/rno-miR-196b -0,92|ja ja|ja -
hsa-/rno-miR-107 -0,95
hsa-/rno-miR-218 -0,95
hsa-/rno-miR-24 -0,98 ja
hsa-/rno-miR-125a-5p -1,14
hsa-/rno-miR-429 -1,14 ja
hsa-/rno-miR-335 1.21]ja I
hsa-/rno-miR-132 -1,22| ja
hsa-/rno-miR-186 -1,26 ja
hsa-/rno-miR-16 -1,27|jaljalja
hsa-/rno-miR-26a -1,27
hsa-/rno-miR-100 -1,34
hsa-/rno-miR-200a -1,34|ja|ja|ja
hsa-miR-148b/rno-miR-148b-3p | -1,36 ja |
hsa-miR-424/rno-miR-322 -1,36 ja
hsa-/rno-let-7a -1,38| ja
hsa-/rno-miR-181¢c -1.41 ja
hsa-/rno-miR-30a -1,42| ja
hsa-/rno-miR-99a -1,44
hsa-/rno-miR-152 -1,45|ja|ja|ja
hsa-/mo-miR-22 -1,46] [ja ||
hsa-/rno-miR-99b -1,54
hsa-/rno-miR-30d -1,55
hsa-/rno-miR-30c -1,60
hsa-/rno-miR-130a -1,68
hsa-/rno-miR-93 -1,74
hsa-/rno-let-7d -1,78/ ja| ja
hsa-/rno-let-7b -1,78 ja| ja
hsa-miR-374a/rno-miR-374 -1,79
hsa-/rno-miR-199a-5p -1,87| ja
hsa-/mo-let-7e 1,92 |ja O |
hsa-/rno-let-7c -1,98| ja
hsa-/rno-miR-183 -1,99| ja| ja
hsa-/rno-miR-200b -2,22|ja|ja|ja
hsa-/rno-miR-378 -2,84
hsa-/rno-miR-30e -2,93|jalja|ja
hsa-/rno-miR-216a 345/ ja | |

Tabelle 14: Vergleich des miRNA-Expressionsprofils aus dem ROSE-Zellsystem mit

Ovarialkarzinom-assoziierten miRNA-Expressionsprofilen

Beschriftung siehe folgende Seite.
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Voherige Seite:Tabelle 14: Vergleich des miRNA-Expressionsprofils aus dem ROSE-Zellsystem
mit Ovarialkarzinom-assoziierten miRNA-Expressionsprofilen.

Uberblick uber verschiedene Parameter, in deren Abhangigkeit in Ovarialkarzinomen miRNA-
Expressionsveranderungen beschrieben wurden. Zeilen: im ROSE-System differenziell exprimierte
mMiRNA-Spezies, entsprechend ihrer Regulation (log,) absteigend geordnet. Spalten: Verschiedene
Aspekte der Tumorbiologie, die in den einzelnen Verdéffentlichungen durch Vergleich je zweier Gewebe
A (rot, in der Regel Gewebe mit hdherer Malignitéat) und B (blau, in der Regel Gewebe mit niedrigerer
Malignitat) untersucht wurden. Rote Felder: starkere Expression der betreffenden miRNAs in Gewebe
A. Blaue Felder: starkere Expression der betreffenden miRNAs in Gewebe B. Modifiziert nach (van
Jaarsveld et al., 2010).

Die insgesamt nur méRige Uberlappung sowohl zwischen den einzelnen Studien untereinander
als auch mit dem ROSE-System ist moglicherweise dadurch bedingt, dass der Mutationsstatus
der untersuchten Ovarialkarzinome nicht n&her charakterisiert wurde. Allgemein weisen Ovarial-
karzinome nur in 15 % der Félle eine KRAS-Mutation und nur in 12 % der Félle eine BRAF-
Mutation auf, lediglich in muzindsen und niedrigmalignen Formen ist die KRAS-Mutationsrate
héher (Despierre et al., 2010). Liegen in den untersuchten Ovarialkarzinomen zusatzlich oder
alternativ zur chronischen Aktivierung von RAS weitere onkogene oder anti-tumorsuppressive
Mutationen vor, werden durch den verénderten intrazellularen Signalfluss méglicherweise auch
andere miRNAs in ihrer Expression beeinflusst. Die Erstellung weiterer Profile und eine umfas-
sendere molekulare Charakterisierung der untersuchten Tumoren sollte daher abgewartet

werden.

45.3 Vergleich mit miRNA-Expressionsveranderungen in Pankreas-,

Schilddrisen- und kolorektalen Karzinomen

Im ROSE-Zellsystem bildet das chronisch aktive KRAS den zentralen onkogenen Stimulus fiir
die maligne Transformation. Er ist somit auch — direkt oder indirekt — fir die erfassten miRNA-
Expressionsveranderungen verantwortlich. Daher sind fiir einen Vergleich der miRNA-
Expression insbesondere solche Tumoren von Interesse, die sich durch einen hohen Anteil an
RAS-Mutationen oder an Mutation in RAS untergeordneten Signalwegen auszeichnen. Hier
wurden das Adenokarzinom des Pankreas (RAS-Mutationsrate 90 %), das Schilddriisenkarzinom
(RAS-Mutationsrate fur das papillare Schilddriisenkarzinom ca. 20 %, das follikulare Schild-
drisenkarzinom ca. 55 % und das niedrigdifferenzierte Schilddriisenkarzinom ca. 60 %) und das

koloreaktale Karzinom (RAS-Mutationsraten 45 %) fur den Vergleich ausgewahlt (Tabelle 2)
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(Bos, 1989; Downward, 2003). Auch bei diesen Tumoren wurde teilweise nicht nur miRNA-
Expressionsverhaltnisse zwischen Tumorgewebe und Normalgewebe, sondern auch zwischen
Tumorzelllinien und nichtmalignen Zelllinien, zwischen verschiedenen histologischen Unter-
gruppen oder Tumorstadien sowie zwischen Patientenserum und dem Serum gesunder Spender
etc. untersucht (Tabelle 15).

In den miRNA-Expressionsanalysen von Pankreas-, Schilddriisen- und kolorektalem Karzinom
wurden Expressionsveranderungen fir insgesamt 75 der 87 (86 %) im ROSE-System
differenziell exprimierten miRNAs beschrieben (Tabelle 15). Im Vergleich zwischen Adeno-
karzinom des Pankreas und Normalgewebe waren es 30 miRNAs (34 %), im Vergleich zwischen
kolorektalem Karzinom und gesundem Kolon 65 (75 %) und im Vergleich zwischen verschie-
denen histologischen Formen des Schilddrisenkarzinoms mit gesundem Schilddriisengewebe
zwischen 5 (6 %, follikulares Schilddriisenkarzinom) und 49 (56 %, anaplastisches Schilddrisen-
karzinom). Diese Unterschiede zwischen den einzelnen Tumoren zeigen nicht nur tatséchliche
Differenzen in der miRNA-Expression, sondern héngen auch von der Anzahl an miRNA-
Expressionsanalysen ab: fur das follikuldre Schilddriisenkarzinom wurde beispielsweise nur eine
Expressionsanalyse in den Vergleich einbezogen, fir das kolorektale Karzinom hingegen 21.
Entsprechend mehr differenziell exprimierte miRNAs sind fir das kolorektale Karzinom

beschrieben.

Unter den im ROSE-Zellsystem und in allen drei Karzinomen hochregulierten miRNAs finden
sich beispielsweise miR-221, miR-222, miR-92a, miR-31, miR-181b und miR-21. Sie sind alle
MAPK-abhéngig reguliert, darlber hinaus sind mehrere von ihnen (miR-221, miR-222, miR-31
und miR-21) Teil der RAS-Signatur aus ROSE- und HEK-System. Bei den im ROSE-System
herunterregulierten miRNAs ist die Ubereinstimmung geringer: Lediglich miR-148b ist auch in
Pankreas-, anaplastischem Schilddriisen- und kolorekatalem Karzinom herunter reguliert, aller-
dings nicht in anderen Formen des Schilddriisenkarzinoms. Beschrankt man die Betrachtung auf
ROSE-System, anaplastisches Schilddriisen- und kolorektales Karzinom, so ist die Zahl Giberein-
stimmend herunterregulierter miRNA-Spezies gréRer: Zu ihnen gehdren u a. miR-30a, -b, -c, -d
und -e, let-7a, -c, -e und -g, miR-200a, -b und -c, miR-26a, miR-27b, miR-99a, miR-100, miR-
125a, miR-130a und miR-301a (Tabelle 15).
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Weitere Abweichungen zwischen miRNA-Profilen aus ROSE-System und den betrachteten
Tumoren kdnnten neben gewebebedingten Unterschieden auch darin begriindet sein, dass im
vorliegenden Zellmodell keine Interaktionen mit anderen Zellpopulationen, z. B. Stromazellen
oder Zellen des Immunsystem stattfinden. Zudem wird KRAS in ROSE A2/5-Zellen selbst fir
primare Tumorzellen ungewdhnlich hoch exprimiert, da es unter einem starken Promotor steht
(Tchernitsa et al., 2004). Nicht zuletzt kdnnen in betrachteten Priméartumoren trotz des hohen
RAS-Mutationsanteils alternative oder zusétzliche onkogene oder anti-tumorsuppressive Muta-
tionen nicht ausgeschlossen werden. Besonders interessant ist in diesen Zusammenhang eine
Untersuchung der miRNA-Expression in Schilddrisenkarzinomen unterschiedlicher Histologie,
die die Expression von 6 ausgewdahlten miRNAs in papillaren Schilddrisenkarzinomen zum
Mutationsstatus der untersuchten Tumorzellen in Bezug setzte (Nikiforova et al., 2008). Dabei
zeigten miR-146b, miR-221, miR-222 und miR-181b eine Uberexpression in Karzinomen mit
RAS-Mutation, wahrend miR-187 und miR-155 keine Expressionsveranderung aufwiesen.
Dieses miRNA-Expressionsmuster deckt sich mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit — alle
vier Spezies sind im ROSE-System hochreguliert. Zudem ist ihre Regulation MAPK-abhéngig,
und sie sind bis auf miR-181b in der RAS-miRNA-Signatur und der MAPK-miRNA-Signatur
enthalten. Diese Ubereinstimmung deutet damit auch auf die Bedeutung des MAPK-Signalwegs
in Schilddrisenkarzinomen hin. Umfassendere Studien dieser Art — auch in anderen Primar-
tumoren — kdnnten die Einordnung der Ergebnisse aus RAS-Modellsystemen weiter erleichtern

und zuséatzliche Hinweise auf funktionell relevante miRNA-Regulationen liefern.

4.6 Herunterregulierte miRNAs reprasentieren den Verlust gewebetypischer

Funktionen, hochregulierte die spezifische Reaktion auf onkogenes RAS

Numerisch Uberwiegen im ROSE-System die herunterregulierten und damit potenziell tumor-
suppressiven miRNAs. Entsprechende Ergebnisse waren in umfassenden und Ubergreifenden
Analysen von miRNA-Expressionsveranderungen in verschiedenen Tumoren beschrieben
worden; dort waren 129 von 217 regulierten miRNAs im Vergleich zu entsprechendem Normal-
gewebe verringert exprimiert (Lu et al., 2005). Mehrere Studien legen nahe, dass miRNA-
Spiegel den Grad zellularer Differenzierung reflektieren: Sowohl in myeloischen leuk&dmischen
Zellen als auch in menschlichen haematopoetischen Progenitorzellen wurde wéhrend
Differenzierungsphasen ein Anstieg zahlreicher miRNA-Spezies beobachtet (Lu et al., 2005).
Dicer-defizienten murinen embryonalen Stammzellen, die folglich keine reifen miRNAs
produzieren konnen, fehlt die Fahigkeit zu regelrechter Differenzierung (Kanellopoulou et al.,

2005). In menschlichen Ovarialkarzinomen schliellich geht eine niedrige Drosha- oder Dicer-
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Proteinexpression mit einer schlechteren Prognose einher (Merritt et al., 2008). Die
uberwiegende Herunterregulation von miRNAs in Tumoren wie auch im vorliegenden ROSE-
System konnte somit die Umkehr zellul&rer Differenzierungsprozesse widerspiegeln, die letzten
Endes fur alle bekannten menschlichen Malignome kennzeichnend ist. Neuere Ergebnisse deuten
sogar darauf hin, dass die globale Minderexpression von miRNAs funktionell an der zelluléren
Transformation beteiligt ist und kausal die Tumorigenitat erhéht (Kumar et al., 2007). So zeigten
murine Bronchialkarzinomzellen, deren miRNA-Produktion experimentell global vermindert
worden war, einen deutlich ausgepragteren transformierten Phé&notyp, eine schnelleres
Wachstum in vitro und in vivo sowie einen hoheren Grad an Invasivitat (Kumar et al., 2007).

Andererseits zeigen hochregulierte und damit potenziell onkogene miRNAs eine deutlich grofie-
re Ubereinstimmung mit miRNA-Expressionsveranderungen in Tumoren mit im Allgemeinen
hoher RAS-Mutationsrate (Tabelle 15), zudem werden sie zu einem weitaus groReren Anteil
uber den MAPK-Signalweg gesteuert. Wahrend die Herunterregulation von miRNAs also mdgli-
cherweise den Verlust differenzierter zellularer Eigenschaften und Leistungen reflektiert, konnte
diese kleinere Gruppe von miRNAs Entdifferenzierungs- oder Stammzellfunktionen einnehmen
und somit in Tumoren Onkogen-induziert (und eventuell auch Onkogen-spezifisch) vermehrt

produziert werden (Houbaviy et al., 2003).

4.7 miRNAs wirken innerhalb komplexer intrazellularer

Signalubertragungsnetzwerke

Die funktionelle Charakterisierung einzelner miRNA-Spezies im Rahmen der vorliegenden
Arbeit weist erneut darauf hin, dass miRNAs als Onkogene und Tumorsuppressoren wirken
konnen (Bartel, 2009; Friedman et al., 2009). Um ihre Wirkungen zu entfalten, interagieren
einzelne miRNA-Spezies mit mdglicherweise mehreren Hundert verschiedenen Ziel-mRNAs.
Daraus ergeben sich auch flr die genannten onkogenen oder tumorsuppressiven Effekte
zahlreiche potenzielle Mechanismen. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten darauf hin,
dass miRNAs die Zellzyklus-Maschinerie nicht direkt beeinflussen, sondern Uber bereits
bekannte Onkogene oder Tumorsuppressoren wirken, wie im vorliegenden Fall Uber onkogene
Transkriptionsfaktoren. Diese erst greifen dann unmittelbar in die Steuerung des Zellzyklus ein
und vermitteln die onkogenen bzw. tumorsuppressiven Effekte der miRNAs. Durch funktionelle
Beziehungen zwischen miRNAs und Transkriptionsfaktoren werden miRNAs zu Bestandteilen
bekannter intrazelluldrer Signallbertragungsnetzwerke, innerhalb derer sie ihre Wirkungen
entfalten. Durch vielféltige gegenseitige Beeinflussungsmoglichkeiten entstehen positive oder

negative Rickkopplungsschleifen mit verschiedenen Instanzen des Netzwerkes, die vorhandene
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Signale dampfen oder verstarken (Tsang et al., 2007). miRNAs verleihen dem System dadurch
Stabilitat gegeniiber dul3eren stérenden Einflissen und tragen zu seiner Robustheit bei (Hornstein
et al., 2006; Inui et al., 2010).

4.8 Mdoglichkeiten der Identifizierung neuer miRNA-mRNA-Interaktionen

Zur weiteren ErschlieBung der Rolle von miRNAs in der RAS-Onkogen-induzierten Tumori-
genese ist es unerlasslich, weitere Ziel-mRNAs von miRNAs zu identifizieren und so molekulare
Mechanismen ihrer Wirkung aufzuklaren. miRNA-Zielvorhersagen o6ffentlich zugéanglicher

Algorithmen stellen dafur eine erste Moglichkeit dar.

miRNAs wirken, indem sie bei Bindung an die 3°-UTR ihrer Ziel-mRNAs deren Abbau
beschleunigen. Dartiber hinaus sind miRNAs auch in der Lage, die Translation ihrer Ziel-mRNA
zu reprimieren, ohne (primar) ihren Abbau zu veranlassen (Jackson et al., 2007; Wu et al., 2008).
Vergleichende systematische Analysen von mRNA- und Proteinspiegeln nach Uber- oder
Unterexpression einzelner miRNA-Spezies zeigen, dass die beiden Mechanismen meist kom-
biniert auftreten. Die MRNA-Destabilisierung stellt demnach die Grundkomponente der miRNA-
Wirkung dar, wéhrend die translationale Repression deren Effekte in der Regel lediglich
modulierend verstarkt (Baek et al., 2008; Selbach et al., 2008). Daher erscheint zunachst der
Ansatz vielversprechend, algorithmische miRNA-Zielvorhersagen durch Korrelation mit

MRNA-EXxpressionsdaten zu selektieren.

Umso mehr (berraschte es, dass in den vorliegenden Auswertungen Vorhersagen mit
gegenlaufiger Regulation von zugehoriger miRNA und mRNA nicht hdufiger waren als
Vorhersagen, bei denen miRNA und mRNA in gleicher Richtung reguliert waren. Auch tiefer
gehende Analysen zeigten keine systematischen Zusammenhénge zwischen dem Muster von
miRNA- und mRNA-Regulation und der Haufigkeit von Zielvorhersagen. Selbst unter Einbezie-
hung der Scores, die die Wahrscheinlichkeit der einzelnen VVorhersagen anzeigen und daher eine
Filterung ermdglichen, ergaben sich keine Korrelationen mit bestimmten miRNA-mRNA-

Regulationsmustern.

Mehrere Ursachen kommen flir diese unerwarteten Ergebnisse in Frage. Der erste liegt in den
Vorhersagen der Algorithmen selbst: Zwar beziehen samtliche der verwendeten Vorhersage-
maschinen bereits eine Reihe von Faktoren in ihre Berechnungen mit ein, die die miRNA-
Bindung an Ziel-3>-UTRs beeinflussen. Die Ubereinstimmung zwischen den Algorithmen ist
dabei durch kontinuierliche Weiterentwicklung in den letzten Jahren gewachsen (Bartel, 2009).

Dennoch zeigten sich beim Vergleich untereinander deutliche Abweichungen, die in dhnlicher
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Weise auch in anderen Veroffentlichungen beschrieben wurden (Rajewsky, 2006; Bartel, 2009;
Nagaraja et al., 2010). Moglicherweise werden nicht alle tatsachlichen Interaktionen in den
Vorhersagen erfasst, oder — aufgrund der grof3en Zahl an Vorhersagen pro miRNA der wahr-
scheinlich noch héufigere Fall — es werden auch falsch positive Vorhersagen generiert. Diese
Unterschiede werden noch dadurch verstarkt, dass die Algorithmen teilweise abweichende
miRNA- und mRNA-Sequenzdaten als Grundlage flr ihre Berechnungen verwenden. So
erreichen TargetScan und PicTar eine Ubereinstimmung von 90 %, wenn sie potenzielle
miRNA-Bindungsstellen auf Grundlage desselben Datensatzes an miRNA- und mRNA-
Sequenzen berechnen (Rajewsky, 2006).

Zum zweiten bleiben in den Berechnungen der Algorithmen Effekte unberiicksichtigt, die durch
den zelluliren Kontext zustande kommen. 3°-UTRs enthalten meist Bindungsstellen fiir
verschiedene miRNAs. Neuere Veroffentlichungen zeigen, dass sie tatsachlich von mehreren
miRNAs angegriffen werden (Wu et al., 2010). Diese miRNAs agieren mdglicherweise
kombinatorisch, so dass ihre Wirkung nicht durch isolierte Betrachtung einzelner miRNA-
MRNA-Interaktionen beschrieben werden kann (Couts et al., 2013; Peter, 2010; Bartel, 2009).

Der dritte und vielleicht wichtigste Punkt ist, dass die im ROSE-Zellsystem erfassten RAS-
induzierten mMRNA-Expressionsveranderungen nicht allein Folge verdnderter miRNA-
Expressionsverhéltnisse sind. Sie werden vielmehr durch zahlreiche weitere Faktoren, in erster
Linie Transkriptionsfaktoren, mit verursacht. Gegenlaufige Regulationsmuster von miRNAs und
MRNAs bedeuten daher nicht zwangslaufig, dass zwischen diesen Akteuren auch eine direkte
regulatorische Interaktion bestehen muss. Andererseits schlielt auch eine Veranderung von
miRNA- und mRNA-Spiegeln in die gleiche Richtung eine direkte Regulation nicht aus; sie wird

maoglicherweise nur durch andere, potentere Mechanismen tiberwogen.

Trotz dieser Einschrankungen ermdglichen miRNA-Zielvorhersagen in Kombination mit
MRNA-Expressionsdaten eine sinnvolle Auswahl einzelner Vorhersagen fir weiterfihrende
Experimente. Das Beispiel von miR-22 und Fosl1 in der vorliegenden Arbeit zeigt, dass auf ihrer
Grundlage reale regulatorische Beziehungen nachgewiesen und molekulare Mechanismen
identifiziert werden kénnen. Fir eine erfolgreiche Charakterisierung weiterer miRNAs ist eine

Verbesserung der VVorhersagealgorithmen jedoch unerlasslich.

49 Résumé

Mit dem vorliegenden Profil RAS-abhangig differenziell exprimierter miRNAs wurde ein

umfassendes Datenfundament geschaffen. Ziel der Erstellung tumorspezifischer Expressions-
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profile ist aber nicht nur die rein deskriptive Dokumentation zelluldrer VVeranderungen, sondern
auch die weiterflhrende ErschlieBung funktioneller Zusammenhdnge. Oft ist es jedoch
schwierig, aus der grofen Datenmenge tumorspezifischer Expressionsprofile Kandidatengene zu
isolieren, die eine funktionelle Rolle bei der Ausbildung des malignen Phénotyps spielen.
Zusétzlich ergeben sich im vorliegenden Fall Einschrankungen aus dem verwendeten Zell-
modell: i) Es handelt sich um ein artifizielles System, bei dem das onkogene KRAS unter einem
starken Promotor steht und in auBergewdhnlich hohen Mengen produziert wird (Tchernitsa et al.,
2004). ii) Es herrschen zeitlich stabile Bedingungen, d. h. keine Dynamik genomischer Veran-
derungen wie bei Tumoren in vivo. Es kdnnen somit auch keine zeitlich aufgeldsten Informa-
tionen tUber miRNA-Expressionsveranderungen gewonnen werden. iii) Die Einflusse anderer
Zellpopulationen wie beispielsweise von Stromazellen, Zellen des Immunsystems oder der Neo-
angiogenese, wie sie bei Tumoren in vivo bestehen, kdnnen nicht berlicksichtig werden. iv) Es
handelt sich um ein Ratten-Zellmodell. Ergebnisse daraus kdnnen nicht vorbehaltlos auf mensch-

liche Zellen bertragen werden.

Durch den Vergleich des erstellten miRNA-Expressionsprofils mit entsprechenden miRNA-
Expressionsprofilen aus Tumorzelllinien und Primértumoren lassen sich diese Einschrankungen
aber zu einem bestimmten Grad relativieren. Trotz teilweise begrenzter Uberschneidungen
ganzer Expressionsprofile zeigen einzelne miRNA eine Gbereinstimmende Regulation. Sie sind

damit fur weiterfiihrende funktionelle Studien interessant.

miRNAs sind in komplexe intrazellulare Signaliibertragungsnetzwerke eingebettet. lhr regula-
torisches Verhalten lasst sich kaum aus der Betrachtung einzelner molekularer Interaktionen
ableiten, sondern ergibt sich erst aus ihrer Gesamtheit (Inui et al., 2010). Regulatorische Netz-
werke sind hdufig gegentber Perturbationen robust, d. h. sie sind in der Lage, Stérungen in
einzelnen seiner Abschnitte zu kompensieren. Eine Verdnderung des gesamten Regulations-
verhaltens tritt erst dann ein, wenn mehrere Stérungen an strategisch wichtigen Punkten des
Netzwerks zusammenkommen (Hornstein et al., 2006; Bartel, 2009). Dieser Aspekt erschwert
die funktionelle Untersuchung von miRNAs: miRNA-Spezies, die in isolierten Untersuchungen
keine Wirkung gezeigt haben, erflllen daher mdglichweise im regulatorischen Kontext ihrer
Netzwerke wichtige Funktionen. Entweder sie bendtigen zur Entfaltung ihrer Wirkung
zusétzliche Faktoren, oder aber aus dem bergreifenden Regelverhalten ergeben sich Schwellen-
werte flr ihre Wirkung, die unter den gegebenen experimentellen Bedingungen nicht tber- bzw.
unterschritten werden. In beiden Fallen wirde die isolierte Untersuchung dieser miRNA-Spezies

keine Wirkungen zeigen.
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Trotz dieser Einschrdnkungen konnten in der vorliegenden Arbeit einzelne RAS-abhangig
deregulierte miIRNA-Spezies Uberblickartig funktionell charakterisiert werden. Die Ergebnisse
untermauern die potenzielle Rolle von miRNAs als Tumorsuppressoren und weisen auf miRNA-
Spezies hin, die sich fir die genauere Untersuchung ihrer Wirkungen und zugrunde liegender
molekularer Mechanismen eignen. Der experimentelle Nachweis der regulatorischen Beziehung
zwischen der potenziellen Tumorsuppressor-miRNA miR-22 und Fosl1 schlieRlich lasst Riick-
schliisse auf allgemeine Wirkprinzipien von miRNAs in der RAS-induzierten Onkogenese zu,
beispielsweise auf die Entfaltung tumorsuppressiver Effekte durch Interaktion mit bekannten
onkogenen oder auch tumorsuppressiven Transkriptionsfaktoren.

4.10 Ausblick

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit schaffen zahlreiche Anknipfungspunkte fur weiter-
fuhrende Untersuchungen. Auf laborexperimenteller Ebene ware zunéchst die Erstellung von
miRNA-Expressionsprofilen weiterer RAS-transformierter Zellmodelle sowie von Tumorzell-
linien und Primartumoren mit gesicherter RAS-Mutation von Interesse. Durch Vergleich mit
diesen Ergebnissen lielen sich die tumorbiologische Relevanz der in der vorliegenden Arbeit
erfassten MIRNA-Expressionsverdnderungen besser einordnen. Die miRNA-Signatur kdnnte

erweitert und moglicherweise diagnostische bzw. prognostische Marker abgeleitet werden.

Dariiber hinaus wére es interessant zu klaren, tber welche Mechanismen RAS zur Dysregulation
von miRNAs fuhrt. Neben der Untersuchung weiterer RAS-abhangiger Signalwege wie z. B. des
RalGDS-Signalwegs mittels pharmakologischer Inhibitoren oder RNA-Interferenz (RNAI) sind
hier insbesondere auch Funktionen einzelner Transkriptionsfaktoren zu nennen, die ebenfalls
mittels RNAi und anschlieenden Microarray-Experimenten untersucht werden kénnten. Gleich-
zeitig trégt aber auch die weiterfuhrende funktionelle Charakterisierung im ROSE-System
regulierter miRNAs zur Erweiterung des Verstandnisses der RAS-Onkogen-induzierten
malignen Transformation bei. Weitere regulierte miRNA-Spezies konnten durch gezielte
einzelne oder kombinierte Modulation ihrer Spiegel mithilfe von miRNA-Mimics oder
-Inhibitoren auf potenzielle onkogene oder tumorsuppressive Wirkungen hin untersucht werden.
Auf Grundlage dieser weiterfiilhrenden Ergebnisse kdnnten dann regulatorische Ziele funktionell
relevanter miRNAs, beispielsweise mMRNAs weiterer Transkriptionsfaktoren, identifiziert und

nachgewiesen werden.

In der vorliegenden Arbeit wurde eine regulatorische Beziehung zwischen miR-22 und Fosll

gezeigt. Um diese und mogliche weitere Interaktionen zwischen miRNAs und Transkriptions-



Diskussion 90

faktor-mRNAs auch direkt nachzuweisen, sind weitere Versuche notwendig. Geeignet wéren
beispielsweise i) Chromatin-lmmunoprazipitation (ChIP) von Proteinen des miRISC mit nach-
folgenden Microarray-Analysen (ChlP on Chip) oder Sequenzierungen (ChIP sequencing) der
an die Proteine gebundenen RNAs, ii) Transfektionsexperimente mit Expressionsvektoren, die
eine Fosl1-mRNA ohne 3’-UTR enthalten (AnschlieRende Transfektionen mit miR-22-Mimics
durften dann im Gegensatz zum gezeigten Fall keine Konzentrationsverminderung des vom
Vektor produzierten Fosl1-Proteins nach sich ziehen), und iii) Luciferase-Assays mithilfe eines
Reporterplasmids, das die zu untersuchende 3‘-UTR enthalt.

Sollten RAS-induziert veréndert exprimierte miRNAs weitere Transkriptionsfaktoren regulieren,
diese selbst aber wieder die miRNA-Expression beeinflussen, entstehen — unter Umstanden
untereinander und mit anderen Abschnitten des intrazelluldaren Signaliibertragungsnetzwerks
verknupfte — regulatorische Regelkreise, deren zeitlich dynamische Schwingungsverhalten sich
umso schwieriger intuitiv erfassen lasst, je mehr Informationen durch den Einsatz moderner
molekularbiologischer Hochdurchsatz-Methoden (iber die einzelnen beteiligten Molekiile und
ihre regulatorischen Beziehungen zur Verflgung stehen. Computergestiitzte Modellierungen
intrazelluldrer kybernetischer Prozesse werden daher zum Verstandnis funktioneller Zusammen-
hange immer wichtiger. Im ROSE-Zellsystem konnte ein Netzwerkmodell mit 8 differenziell
exprimierten Transkriptionsfaktoren erfolgreich deren Regulationsverhalten abbilden (Stelniec,
2010). Die Integration auch von Daten tiber miRNA-Expression und -Funktion in diese Netz-
werkmodelle ist daher von entscheidender Bedeutung flr ein detaillierteres Verstandnis intra-
zelluldrer Prozesse im Rahmen der malignen Transformation durch onkogenes RAS. Erst ein
solches Verstandnis erméglicht die Identifizierung neuer molekularer Angriffspunkte und fuhrt
so zur Entwicklung neuer — unter Umstdnden kombinatorischer — zielgerichteter Tumor-

therapien.

Aufgrund der Vielfalt ihrer Interaktionen sind gerade auch miRNAs selbst als Therapieziele wie
als Therapeutika interessant. Eine Hauptschwierigkeit bei der Entwicklung miRNA-basierter
Therapien besteht in ihrer Applikation: Die miRNAs bzw. die spezifischen miRNA-Inhibitoren
sollen in mdglichst hohen Wirkstoffkonzentrationen im gewinschten Zielgewebe (Tumor)
ankommen, ohne dabei zu Nebenwirkungen oder unspezifischen Effekten in anderen Geweben
zu fuhren. Derzeit sind verschiedene Verabreichungsformen — systemisch oder lokal, direkt
unmodifiziert oder modifiziert, eingebaut in Vektorsysteme (z. B. Adenoviren, Adeno-

assoziierten Viren oder Retroviren) oder gekoppelt an Liposomen — in Erprobung (Gondi et al.,
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2009; Croce, 2009). Bis zu einer breiten klinischen Anwendung von miRNAs in Diagnostik und

Therapie durften aber noch zahlreiche weitere Studien notwendig sein.
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