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1 Hintergrund

Die Expression von proteinkodierenden Genen kann durch verschiedenste Elemente posttranskriptio-
nell reguliert werden. Zu diesen genregulatorischen Elementen gehoren beispielsweise sogenannte
internal ribosomal entry sites, iron-responsive elements und upstream open reading frames (UORFs).
Sie sind meist in der 5 nicht translatierten Region (5’-UTR) lokalisiert und liegen somit direkt vor dem
proteinkodierenden Gen, dessen Expression sie regulieren®. Andere genregulatorische Elemente, wie
lange nicht kodierende RNAs (IncRNAs) und microRNAs (miRNAs), werden ebenfalls von nicht pro-
teinkodierenden Genomregionen (z.B. intronischen Bereichen) transkribiert, kénnen jedoch ihre Wir-
kung tiber Bindungsstellen in der 3’UTR multipler proteinkodierender Gene ausiiben?. In dieser Ha-
bilitationsschrift liegt der Fokus auf den genregulatorisch wirksamen Elementen uORFs und miRNAs,
die nachfolgend detaillierter beschrieben werden.

Upstream open reading frames

Upstream open reading frames (UORFs) gehdren zu den cis-regulatorischen Elementen im Genom
und sind bei vielen Genen dem fiir die Proteinsynthese relevanten open reading frame vorgeschaltet.
Besonders haufig finden sich uORFs in Onkogenen und anderen, fiir Zellwachstum und —differenzie-
rung wichtigen Genen. Die UORFs sind definiert Gber ein Start- und ein in frame liegendes Stoppco-
don in der 5’-nicht translatierten Region (5’-UTR) eines Gens. Uber mehrere Mechanismen kénnen
UORFs als genregulatorische Elemente die Effizienz der Proteinexpression beeinflussen. Unter ande-
rem kdnnen sie die Geschwindigkeit der Translation beeinflussen, zum anderen kénnen auch funktio-
nelle uORF-Peptide gebildet werden, die die Translation des Haupt-ORFs beeinflussen. Basenpoly-
morphismen, sogenannte single nucleotide polymorphisms (SNPs), konnen durch Austausch einer
Base in der 5’-UTR zu neuen Start- und Stoppcodons und somit zu neuen uORFs fiihren, oder vorhan-
dene entfernen (polymorphe uORFs). In silico Analysen ergaben, dass fast 50% der humanen Tran-
skripte uORFs beinhalten, wovon schon fiir mehrere eine Reduktion der Proteinexpression um bis zu
60% experimentell bestatigt werden konnte’. Insbesondere scheinen uORFs eine Mdglichkeit des Or-
ganismus zu sein, auf interne oder umweltbedingte Stresszustdnde addquat reagieren zu kdnnen. So
konnte bereits eine genregulatorische Wirkung von uORFs verschiedener Gene (z.B. ATF4 und
GADD34), die eine Rolle bei der zelluliren Stressantwort spielen, gezeigt werden!**®, Da auch das En-
docannabinoid- und Glukokortikoidsystem entscheidend bei Stresszustanden des Organismus invol-
viert sind, liegt die Vermutung nahe, dass uORFs des Cannabinoid-, Glukokortikoid-, sowie Mineralo-
kortikoidrezeptors unter Stress genregulatorisch wirksam sind.

microRNAs und extrazelluldre Vesikel als ihre Transportvehikel

Ein weiteres genregulatorisches Element stellen microRNAs (miRNAs) da. Genauer gesagt spielen
miRNAs als kleine, 19-25 Basepaar lange Nukleinsauren eine Rolle bei der posttranskriptionellen Gen-
regulation. Sie binden spezifisch liber ihre sog. Seed-Sequenz komplementar an die 3’-nicht transla-
tierte Region (3’-UTR) von mRNAs und inhibieren dadurch deren Proteintranslation bzw. flihren zum
Abbau der gebundenen mRNA. Von den mittlerweile Gber 2000 bekannten humanen miRNAs, kann
einerseits jede einzelne mehrere verschiedene mRNAs als Zielobjekt haben. Andererseits konnen
auch unterschiedliche miRNAs die mRNA-Expression eines spezifischen Gens gleichzeitig beeinflus-
sen'*'® Interessanterweise fand man miRNAs nicht nur intrazelluldr, sondern auch extrazellulir — sie
kénnen somit als Signalmolekiile zwischen den Zellen, insbesondere lber die Blutzirkulation, trans-
portiert werden. Hierflir werden jedoch Transportvehikel benotigt, da ungeschiitzte RNA schnell en-
zymatisch abgebaut wird. Im Jahr 2007 entdeckte man, dass bestimmte extrazelluldre Vesikel (ECVs),
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insbesondere Exosomen mit einer Grof3e von ca. 40-150 nm, Nukleinsduren wie lange nicht kodie-
rende RNA (IncRNA), miRNA und mRNA beinhalten und von Empfangerzellen internalisiert werden
kénnen®. Es konnte sogar nachgewiesen werden, dass der Inhalt dieser ECVs (Proteine, Nukleinsdu-
ren, Lipide) in der Zielzelle funktionell wirksam ist. Interessanterweise ist das ECV-RNA-Profil nicht
mit der zelluldren RNA der ECV-produzierenden Zelle identisch. Dies weist darauf hin, dass diese
ECVs als gezielte interzelluldre Kommunikationsmittel dienen. Die Tatsache, dass Zellen untereinan-
der Giber solche ECVs kommunizieren kdnnen, ist ein noch wenig verstandener Mechanismus, der
sich erheblich von den , klassischen” Informationswegen wie beispielsweise Protein-Rezeptorinterak-
tionen unterscheidet. Mittlerweile ist bekannt, dass nahezu jeder Zelltyp imstande ist ECVs freizuset-
zen und diese sich somit in sémtlichen Korperflissigkeiten wie Blut, Urin, Muttermilch, Speichel und
Samenflissigkeit wiederfinden. Da das ECV-Profil eine Reflektion der physiologischen und pathologi-
schen Zustdnde der produzierenden Zelle darstellt, kann auf diesen Wegen die Information tber phy-
siologische und pathologische Zellveranderungen wie Entziindung oder Tumorgeschehen zielgerich-
tet weitergegeben werden. Auf diese Weise kdnnen die in diesen ECVs verpackten kleinen miRNAs
(exmiRNAs) den Zellstoffwechsel der Empfangerzelle als genregulatorische Elemente beeinflussen.
Aufgrund dieser Eigenschaften stellen exmiRNAs leicht zugangliche, vielversprechende diagnostische
und prognostische Biomarker-Kandidaten fiir verschiedenste Krankheitsbilder dar'®%°, Wenn es ge-
lingt, die komplexen miRNA-mRNA-Interaktionen und die damit verbundenen krankheitsspezifischen
Signalkaskaden zu entschlisseln, kénnten miRNAs neue therapeutische Méglichkeiten eréffnen. Das
Forschungsgebiet der biologischen Funktion von ECVs ist allerdings noch relativ jung, so dass noch
Vieles unverstanden und aufzuklaren ist.

2 Zielsetzung der Habilitation

Die vorliegende Habilitationsarbeit beschaftigte sich mit zwei Arten genregulatorisch wirksamer Ele-
mente, UORFs und miRNAs, bei verschiedenen pathophysiologischen Zustanden. Zum einen wurden
in der 5’-UTR liegende uORFs des Cannabinoid- sowie des Glukokortikoid- und Mineralokortikoidre-
zeptors in einem Stressmodell auf ihre Funktionalitat untersucht. Zum anderen wurden sowohl in
Triple negativen Brustkrebszelllinien, als auch bei Kolonkarzinom- und Sepsispatienten mit besonde-
rem Augenmerk auf vesikuldare miRNAs (exmiRNAs), krankheitsspezifische miRNA-Profile erstellt, die
als prognostische und/oder diagnostische Biomarker bei diesen kritisch kranken Patientengruppen
dienen konnen. Fiir die miRNA-Analysen aus ECVs des Bluts bedurfte es zunachst einer methodischen
Optimierung der ECV-Gewinnung um ein schnelles, klinisch praktikables Verfahren zu erhalten, das
eine bestmogliche Extraktion und Analyse des ECV-miRNA-Profils unter klinischen Bedingungen er-
laubt.

3 Untersuchungen

Auswirkungen von uORFs des Cannabinoid-, Glukokortikoid-, und Mineralokortikoidrezeptor auf die
Proteinexpression unter verschiedenen Stressfaktoren

In silico Analysen ergaben, dass flinf verschiedene Varianten des Cannabinoidrezeptor-Gens (CNR1)
existieren, wovon vier potentiell funktionelle uORFs in ihrer 5’-UTR besitzen (Abb. 1). Die 5’-UTR des
Glukokortikoidrezeptor-Gens (NR3C1) beinhaltet drei potentiell funktionelle uORFs, wobei das erste
durch einen Polymorphismus ein Startcodon generiert. Im Gen des Mineralokortikoidrezeptors
(NR3C2) wurde ein uORF gefunden (Abb. 2).
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Abb. 1:
Schema der
in silico iden-
tifizierten
UuORFs der
flinf CNR1-
Varianten mit
Lange der 5’-
UTR (nt: Nuk-
leotid) und
Start-,
Stoppcodon-
position.

Abb. 2:
Schema der in
silico identifi-
zierten uORFs
des NR3C1 und
NR3C2
(NR3C1-1.1;
NR3C2-1.1),
sowie die
Konstrukte

mit ausge-
schalteten
UORFs (NR3C1-
1.2-1.7;
NR3C2-1.2)
(CDS: kodie-
rende Se-
quenz).

Um die uORFs auf ihre Funktionalitdt zu untersuchen, wurde die jeweilige 5’-UTR vor die Sequenz der

Fireflyluziferase kloniert. Durch gezielte Mutagenese wurden zudem Konstrukte hergestellt, bei de-

nen das Startcodon ATG der jeweiligen uORFs durch Basenaustausch (TTG) ausgeschaltet wurde. Hu-

mane Zellen wurden mit diesen Konstrukten unter folgenden vier Bedingungen kultiviert:

1) Physiologisch: 37°C und 5% CO, fur 24h

2) Hypoxie: 37°C und 95% Stickstoff, 5% CO, fiir 24h

3) Ohne Glukose: Zellkulturmedium ohne Glucose, 37°C und 5% CO, fiir 24h

4) Hyperthermie: 41°C und 5% CO, fiir 24h

Anschliefend wurde ein Luziferase-Assay durchgefiihrt. Hierbei wird die Fireflyluziferase-Sequenz

des Vektors von der Zelle in ein aktives Firefly-Enzym translatiert, das sein Substrat Luziferin spaltet,
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wobei Licht emittiert wird. Dieses kann mittels Luminometer quantifiziert werden, was Riickschliisse
auf die Enzymmenge erlaubt. Sind die vor der Fireflyluziferase-Sequenz liegenden uORFs funktionell
wirksam, so ergibt der Vergleich des jeweiligen Konstrukts mit angeschaltetem versus ausgeschalte-
tem Startcodon eine Reduktion der Lumineszenz, was einer Reduktion der Enzymmenge entspricht.

Die Untersuchungen der uORFs des CNR1-Gens zeigten flr die Variante 3 und 4 Veranderungen der
Proteinexpression (Abb. 3 und 4). Folglich sind diese uORFs fahig, die CNR1-Expression unter zellula-
ren Stresszustdanden zu beeinflussen. Die Ergebnisse hinsichtlich der drei uORFs des Glukokortikoidre-
zeptors ergaben eine signifikante Proteinreduktion durch das angeschaltete polymorphe uORF fiir die
Bedingungen 1) -3) (Abb. 5). Das uORF des Mineralokortikoidrezeptors beeinflusste bei keiner der

vier getesteten Bedingungen die Proteinexpression und scheint daher nicht funktionell wirksam zu
seint?>,

Abb. 3:
- . I Luziferase Assay der Cannabi-
% 100 T noidrezeptor-Variante 3 zeigte
3 J— eine signifikante Proteinexpres-
g 20 T T sionssteigerung unter Hypo-
5 | xiebedingung (p<0.05). Von
g 5 T J_ J_ links nach rechts: Wildtyp
8 = = (schwarz), 1. uORF ausgeschal-
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£ 20 A -
2
0 4 T . T
Baseline Hypoxia No glucose Hyperthermia
Abb. 4:
Luziferase Assay der Cannabi-
100 noidrezeptor-Variante 4 zeigte
eine signifikante Proteinexpres-
80

sionsanderung fir alle vier Be-
* * * * dingungen (p<0.05). Von links

normalized firefly protein expression level in %
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* 1. uORF ausgeschaltet (weiR), 2.
40 UuORF ausgeschaltet (grau),
beide uORFs ausgeschaltet (ge-
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16D Abb. 5:

—— —r— * Luziferase Assay des Glukokor-
140 tikoidrezeptors zeigte eine sig-
120 E nifikante Proteinexpressionsre-
100 % duktion fir die ersten drei Be-

T , ; dingungen durch das angeschal-
tete polymorphe uORF

(p<0.05). Von links nach rechts:

NR3C1-1.1 bis NR3C1-1.6.

normalized firefly protein activity in %

Baseline Hypoxia No Glucose Hyperthermia

Zellulére und exmiRNA-Profile von Triple negativen Brustkrebszelllinien unter Glukokortikoidrezeptor-
Uberexpression

Triple negativer Brustkrebs (TNBC) ist als besonders aggressiver Brustkrebstyp bekannt. Neuere Un-
tersuchungen zeigten, dass TNBC, welcher einen gesteigerten Glukokortikoidrezeptor-Expression auf-
weist, mit einer erhohten Therapieresistenz, sowie einer erhéhten Riickfall- und Mortalitatsrate asso-
ziiert ist°. Neben der Regulation von proteinkodierenden Genen kann der Glukokortikoidrezeptor
auch die Expression von miRNAs beeinflussen. Daher wurde in diesem Projekt untersucht, welche
zellularen miRNAs und exmiRNAs in TNBC einer Regulation durch den Glukokortikoidrezeptor unter-
liegen. Es wurden mittels speziell fiir kleine RNAs adaptierter Hochdurchsatz-Sequenzierung (Small-
RNA-Seq) von drei verschiedenen TNBC Zelllinien unter Glukokortikoidrezeptor-Uberexpression
miRNA-Profile erstellt.

Hierfir wurden drei TNBC Zelllinien (MDA-MB-231, MDA-MB-436 und MDA-MB-468) mit einem Plas-
mid transfiziert, das die Sequenz des Glukokortikoidrezeptors-Transkripts tragt. Nicht transfizierte
Zellen wurden als Kontrollen verwendet. Von jeder Zelllinie wurden drei unabhangige technische
Replikate untersucht.

Um zunachst die Effektivitat der Glukokortikoidrezeptor-Expression zu evaluieren, wurden die mRNA-
Level mittels RT-gPCR (reverse transcription quantitative real-time PCR) gemessen. Zuséatzlich wurden
von drei Glukokortikoidrezeptor-regulierten Genen (DUSP1, SGK1 und GILZ) ebenfalls die mRNA-Le-
vel quantifiziert. Die Normalisierung erfolgte mit dem Referenzgen GAPDH.

Die RT-gPCR zeigte in den transfizierten Zellen eine signifikant gesteigerte Glukokortikoidrezeptor-
Expression (MDA-MB-231: fold change=111.43, p=1.75E-4, MDA-MB-436: fold change=172.45,
p=2.51E-4 und MDA-MB-468: fold change=335.45, p=6.39E-6) (Abb. 6A). Die Expressionslevel von
DUSP1, SGK1 und GILZ waren ebenfalls signifikant hochreguliert (nur die GILZ-Expression in MDA-
MB-468 war nicht signifikant verdandert) (Abb. 6B-D). Somit konnte eine erfolgreiche Transfektion der
Zellen mit dem Glukokortikoidrezeptor und insbesondere auch dessen Expression bestatigt werden.

Dr. med. vet. Marlene Reithmair
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Die Isolation der ECVs aus den Zelllinien MDA-MB-231 und MDA-MB-468 erfolgte mit dem miRCURY
Exosome Isolation Kit (Exigon). Mittels Nanopartikel-Tracking-Analyse (NTA) wurde die durchschnitt-
liche PartikelgroRe bestimmt. Fiir die Zelllinie MDA-MB-231 bzw. MDA-MB-468 wurde ein durch-
schnittlicher Durchmesser von 119 + 74.4 bzw. 140 + 116.7 nm ermittelt (Abb. 7).

1x10%-
8x 10084
— MDA-MB-231
§ 6x1008_ — MDA-MB-468
.2
5
AL 4x10%4
2x10% 4
0 T T T T
0 100 200 300 400

Diameter [nm]

1
500

Abb. 7:

PartikelgroRen-
Verteilung in ECV-Isolaten
von den Zelllinien MDA-
MB-231 und MDA-MB-468

Fir beide Zelllinien wurden die SmallRNA-Seq Daten der exmiRNAs mittels differentieller Genexpres-
sion (DGE) analysiert. Hierflir wurden jeweils die Daten der transfizierten Zellen mit den Kontrollen
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verglichen. Beim Vergleich der exmiRNA-Datensatze ergaben sich fiir keine der beiden Zelllinien sig-
nifikante Unterschiede hinsichtlich endogener (Kontrollen) und Glukokortikoidrezeptor-liberexpri-
mierter (transfizierter) Zellen.

Die DGE aller drei Zelllinien fiir zelluldare miRNA fiihrte zu signifikanten Expressionsanderungen ein-
zelner miRNAs (Tabelle 1).

miRNA log2FC p-adj Tabelle 1: Zellulare miRNAs,
miR-221-5p 113 | 0.0010 die bei glukokortlkmdre-
zeptor-Uberexpression sig-
MDA-MB-231 miR-576-3p 1.11 0.0071 nifikant reguliert sind. Posi-
let-7b-3p -1.10 | 0.0118 tiver Fold change bedeutet

eine gesteigerte miRNA Ex-
pression unter Glukokor-

MIRNA log2FC | p-ad tikoidrezeptor-Uberexpres-
MDA-MB-436 miR-203a-3p 1.35 | 0.0301 sion.
miR-4746-5p -1.07 | 0.0444 Log2FC: log2 Fold change

p-adj: adjustierter p-Wert

miRNA log2FC p-adj
MDA-MB-468 miR-1260a -1.54 | 0.0003
miR-1260b -1.54 | 0.0001

Diese sieben zellularen miRNAs wurden anschlieBend mittels RT-qPCR einer Validierung unterzogen.
Hierbei zeigte nur miR-203a-3p weiterhin einen signifikanten Expressionsunterschied.

Um eine biologische Wirkung durch die miR-203a-3p-Expressionsdanderung zu untersuchen, wurden
mRNA-Level von vier miR-203a-3p potentiell regulierten Genen bestimmt (MYLK, ACTG2, CNN1 und
HLA-DPB1). Die RT-qPCR Daten ergaben fiir die MYLK Expression eine dreifache Steigerung. Die
mRNA-Level der anderen drei Gene zeigte keine signifikante Anderung im Vergleich von Kontrollen
und transfizierten MDA-MB-436 Zellen.

Zusammenfassend legen die Ergebnisse dieser Untersuchungen die Schlussfolgerung nahe, dass der
Glukokortikoidrezeptor das miRNA-Profil nur in geringem MaRe beeinflusst. Die einzig signifikante
und in diesem Datensatz validierbare zellulare miRNA miR-203a-3p wurde nur spezifisch in einer Zell-
linie gefunden. Die Untersuchungen der exmiRNAs ergaben keine signifikanten miRNA-Expressions-
anderungen. Folglich weisen diese Daten daraufhin, dass miRNA-Expressionsdanderungen nicht ur-
sachlich fur die Therapieresistenz und erhéhte Mortalitdtsrate bei TNBC mit Glukokortikoidrezeptor-
Uberexpression sein kénnen?.

Methodische Optimierung der Isolation von extrazelluldren Vesikeln fiir die Charakterisierung des
vesikuldren miRNA-Profils aus Blut

Als Goldstandard fir die Isolation von ECVs ist die Ultrazentrifugation (UZ) anerkannt. Jedoch ist die-
ses Verfahren zeitaufwéandig und fiir kleine Volumina nur bedingt geeignet. In den letzten Jahren ka-
men daher mehrere kommerzielle Isolationskits auf den Markt, die eine optimale ECV-Isolation aus
den verschiedensten biologischen Flussigkeiten (Serum, Urin, Zellliberstand) versprechen. In einem
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ersten Projekt wurden vier kommerzielle ECV-Isolationskits mit dem Goldstandard UZ verglichen. Ziel
dieser Versuche war es eine fiir Serum als Ausgangsmaterial optimale ECV-Isolationsmethode zu fin-
den, die eine bestmogliche Ausbeute an exmiRNAs bei kritisch kranken Patienten fiir die Hochdurch-
satzsequenzierung (SmallRNA-Seq) liefert. Hierfiir wurde je 1 ml Serum von neun Patienten (vier Sep-
sispatienten, sowie finf Patienten mit Septischem Schock) und zehn gesunden Freiwilligen gewon-
nen. Verglichen wurden folgende ECV-Isolationsprinzipien:

Prazipitation: Dieses Verfahren beruht auf der Entziehung der Hydrathillen der ECVs in einem
Puffersystem, so dass die ECVs ausfallen und nach der Zentrifugation als Pellet vorliegen (miR-
CURY Exosome Isolation Kit (Exigon)).

Gelpermeationschromatographie (auch GréRenausschlusschromatographie genannt): Dieses Ver-
fahren trennt in einer mit porésem Gel gefiillten Saule Partikel nach ihrer GroRRe auf. Kleine Mole-
kiile dringen in die Poren des durch Puffer gequollenen Gels und bewegen sich dann langsam mit-
tels Diffusion durch die Saule. GroRe Molekiile dagegen passieren die Gelsdule am schnellsten, da
sie nicht in die Poren dringen kénnen (Exo-spin (Cell Guidance System); qEV (Izon Science)).

Membranaffinitat: Hierbei werden die ECVs Uiber biochemische Wechselwirkungen an eine
Membran gebunden und mit einem geeigneten Puffer anschliefend von der Membran gewa-
schen. Dabei ist die ECV-Isolation sowohl unabhéangig von der ECV-GréRe, als auch von Epitopei-
genschaften auf der ECV-Oberflache (exoRNeasy (Qiagen)).

Sedimentation: Dieses Prinzip liegt der Ultrazentrifugation zu Grunde. StandardmaRig wird fiir die
ECV-Gewinnung die sogenannte differentielle Ultrazentrifugation angewandt. Zunachst wird mit
niedriger Geschwindigkeit (12 000g fur 1h) zentrifugiert um groRere Molekile zu sedimentieren.
AnschlieRend wird der gewonnene Uberstand mit hoher Geschwindigkeit (120 000g fiir 14h) zur
Pelletierung der ECVs zentrifugiert.

Um die gewonnenen ECVs hinsichtlich ihrer Quantitdt und Qualitat zu untersuchen, wurden die Na-
nopartikel-Tracking-Analyse (NTA), die Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM) und der Wes-
ternblot verwendet (WB).

NTA: Mittels NTA kann die Menge und GroRRenverteilung der gewonnenen ECVs bestimmt werden.
Hierfir wurde der NanoSight LM10 (Malvern Instruments GmbH) verwendet. Die Methode berech-
net anhand der Brown’schen Bewegung, sowie der Lichtstreuung der Molekiile deren GrofSe und
Konzentration. Hierbei wird das Licht des Laserstrahls gestreut, sobald es auf die Oberflache eines
Molekiils trifft, was wiederum durch ein Mikroskop vergrofRert und mittels Kamera visualisiert wird.
Eine spezielle Software zeichnet die Brown’schen Bewegungsmuster einzelner Molekile auf und be-
rechnet auf dieser Basis deren hydrodynamischen Durchmesser.

TEM: Dieses Bildgebungsverfahren ermdglicht die Visualisierung einzelner ECVs, um so deren GréRe
und Intaktheit zu bestimmen. Zudem lasst die bildliche Auflosung Strukturen der Molekiile erkennen,
so dass eine Unterscheidung von Vesikeln zu anderen ahnlich groRen Molekiilen (Lipoproteinen)
moglich wird.

WB: Mittlerweile werden einige ECV-Proteinmarker zur ECV-ldentifizierung und Charakterisierung
herangezogen. Tetraspanine wie CD9, CD63 und CD81 sind haufig auf der ECV-Oberflache zu finden.

Dr. med. vet. Marlene Reithmair
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Als cytosolische ECV-Marker gelten u.a. Syntenin und TSG101. Allerdings gibt es keinen ubiquitar vor-
kommenden ECV-Marker, sondern eine Kombination verschiedener Marker findet sich je nach ECV-
Subtyp wieder, weshalb auch hier mehrere ECV-Proteinmarker eingesetzt wurden.

Da keine der drei ECV-Charakterisierungsmethoden fir sich allein ausreicht um sicher ECVs als solche
zu identifizieren, erfolgt die ECV-Bestimmung standardmaRig anhand der Auswertungen aller drei
Methoden. Im NTA zeigte sich fiir das Prazipitationsverfahren (miRCURY) die kleinste GroRenvertei-
lung mit durchschnittlich 104.46 + 11.96, fiir das Membranaffinitats-Prinzip (exoRNeasy) die groRte
mit 202.86 + 10.70, jeweils bei gesunden Probanden. Die GroRRenverteilung aus den Proben der Sep-
sispatienten wies bis auf das Gelpermeationsverfahren (qEV) ein geringfligig breiteres, jedoch nicht
signifikantes, Intervall auf. Mit dem Prazipitationsverfahren (miRCURY) konnten im NTA die gréRte
Zahl an Partikeln gemessen werden; an zweiter Stelle lag das Gelpermeationsverfahren (qQEV und
Exo-spin), gefolgt von dem Sedimentations- (UC) und dem Membranaffinitatsverfahren (exoRNeasy)
(Abb. 8). Anzumerken ist jedoch, dass das NTA nicht Vesikel von anderen Molekilen (Proteinen, Lipi-
den) dhnlicher GroRRe unterscheidet, so dass die Anzahl an ECVs iberschatzt werden kann.
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Abb. 8: Nanopartikel-Tracking-Analyse (NTA) fir die funf getesteten ECV-Isolationsverfahren.
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Im TEM konnten mit allen vier verschiedenen Isolationsmethoden Molekiile nachgewiesen werden,
die in Morphologie und GréRe ECVs entsprechen (Abb. 9).

0

exoRNeasy qEV Exo-spin miRCURY ucC
: . S5l oy ' 5 R = 7 f BT 3

7|

Volunteer

Sepsis

Abb. 9: Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM) von ECVs von gesunden Kontrollen und Sep-
sispatienten. Die MaRstabskala betrdgt 250 nm (1. und 3. Reihe) bzw. 100 nm (2. und 4. Reihe).

Im Westernblot konnten die ECV-spezifischen Proteinmarker CD63 und Syntenin nach ECV-Isolation
mittels Gelpermeation (Exo-spin, qEV), als auch mit Membranaffinitat (Exo easy columns) detektiert
werden, jedoch nicht nach Isolation der ECVs durch Préazipitation (miRCURY) oder Sedimentation
(UC). Das breitverlaufende Bandenmuster des CD63-Markers weist auf unterschiedliche Glykosylie-
rungsstufen des Proteins hin. Zwei weitere ECV-Marker, CD81 und TSG101 wurden bei keiner Isolati-
onsmethode gefunden. Da bei allen ECV-Isolationen aus Blut die Gefahr der Co-lIsolation von huma-
nem Serumalbumin (HSA) besteht, wurden die Proben auf eine Verunreinigung mit HSA untersucht.
Bei allen Isolationsmethoden wurde HSA nachgewiesen, jedoch bei der Sedimentation in geringster
Menge. Zudem wurde auf die Negativmarker Argonaute 2 (Ago2) und Calnexin (CNX) getestet. CNX
ist ein Protein des Endoplasmatischen Retikulums und weist auf eine Kontamination mit Zellfragmen-
ten hin, was bei keiner der untersuchten Isolationsmethoden der Fall war. Ago2 ist ein im Blut zirku-
lierendes Transportprotein fiir RNA. Da gezielt nach einer ECV-Isolationsmethode gesucht wird, die
eine nachgeschaltete miRNA-Sequenzierung aus ECVs erlaubt, wurde durch die Abwesenheit von
Ago2 eine Kontamination mit anderer, im Blut vorhandener extrazellularer RNA ausgeschlossen (Abb.
10).

Dr. med. vet. Marlene Reithmair



Habilitationsschrift Seite 12 von 24
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Da mit allen getesteten ECV-Isolationsverfahren erwiesenermallen ECVs gewonnen werden konnten,
wurde als nachstes aus diesen mittels kommerziellen Kits die Gesamt-RNA extrahiert. Die Konzentra-
tion und Langenverteilung der ECV-RNA wurde durch Kapillarelektrophorese (Bioanalyzer 2100
(Agilent Technologies)) bestimmt. Dieses Verfahren trennt auf einem Microchip die RNA-Molekdle in
einer mit elektrischer Spannung versehenen Gelmatrix ihrer GréRe nach auf, wobei kleine RNAs
schneller durch die Gelporen migrieren. Die Berechnung der RNA-Konzentration erfolgt mit Hilfe ei-
nes standardisierten GroRenmarkers (Ladder). Hinzugeflgte Fluoreszenzfarbstoffe interkalieren mit
den RNA-Molekilen, was mit einem Laser und der entsprechenden Software in Gelbild und Elekt-
ropherogramm translatiert wird. Hierbei zeigten sich sowohl bei der RNA-Ausbeute, als auch bei der
GroBenverteilung deutliche Unterschiede zwischen den getesteten ECV-Isolationsverfahren.

Die extrahierte exRNA der Sepsispatienten und gesunden Freiwilligen wurde fiir das SmallRNA-Seq
vorbereitet und auf dem HiSeq2500 (Illumina Inc.) sequenziert. Die erhaltenen Daten wurden hin-
sichtlich kleiner RNAs bioinformatisch ausgewertet und einer differentiellen Genexpressionsanalyse
(DGE) unterzogen, um bei Sepsispatienten signifikant regulierte exmiRNAs zu identifizieren.

Es zeigte sich, dass mit dem Prazipitationsverfahren (miRCURY) der hochste Anteil an miRNAs, bezo-
gen auf die gesamt sequenzierte RNA, erzielt wurde (35 %/ 28 % flir gesunde Freiwillige/Sepsispati-
enten), gefolgt vom Membranaffinitdts-Verfahren (exoRNeasy) (Abb. 11). Diese beiden Verfahren
ergaben in der Sequenzierung auch absolut gesehen die hochste Anzahl an miRNAs, die dem huma-
nen miRNA-Referenzprofil zugeordnet werden konnte.
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Abb. 11: Prozentu-
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Die DGE zeigte, dass die Anzahl differentiell regulierter miRNAs deutlich von der ECV-Isolationsme-
thode abhiangt und es kaum Uberschneidungen beziiglich spezifischer miRNAs gibt. Auch hier wurde
flir das Prazipitations- und das Membranaffinitatsverfahren (miRCURY bzw. exoRNeasy) die héchste
Anzahl an differentiell regulierten miRNAs beim Vergleich der miRNA-Profile von Sepsispatienten mit
gesunden Freiwilligen gefunden (Abb. 12).

exoRNeasy Exo-spin Abb. 12:

Differentielle Genexpression (DGE)
zeigt kaum Uberschneidungen der
miRNA-Profile zwischen den ver-
schiedenen ECV-Isolationsverfah-
ren. Das Prazipitations (miRCURY)-
und Membranaffinitatsverfahren
(exoRNeasy) detektierten die
hochste Anzahl an regulierten miR-
NAs mit 90 bzw. 60 miRNAs. Die
Gelpermeationschromatographie
(Exo-spin und qEV) ergab deutlich
weniger regulierte miRNAs (14
bzw. 6 miRNAs).
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Als Fazit lasst sich feststellen, dass alle getesteten kommerziellen ECV-Isolationsverfahren fir Serum
als Ausgangsmaterial im Vergleich zur zeitaufwendigen UC, dem Goldstandard, mindestens eine
ebenso gute ECV-Isolation liefern. Fiir eine krankheitsspezifische miRNA Charakterisierung aus ECVs
ist insbesondere ein Verfahren optimal, dass sowohl absolut als auch relativ die groBtmaogliche An-
zahl an miRNAs aus ECVs hervorbringt. Diese Kriterien wurden sowohl mit dem Prinzip der Prazipita-
tion (miRCURY) als auch mit der Membranaffinitat (exoRNeasy) erreicht; da das letztere jedoch ar-
beitsintensiver ist und gesundheitsbedenkliche Chemikalien beinhaltet, ist das Prazipitationsverfah-
ren folglich fiir die klinische Anwendung praktikabler®>.

Zellulére, Serum- und exmiRNA-Profile bei Sepsispatienten

Das ausgewahlte ECV-Isolationverfahren miRCURY wurde in einem nachsten Schritt an einer grofie-
ren Kohorte Sepsispatienten als reprasentatives Exempel kritisch kranker Patienten hinsichtlich
krankheitsspezifischer miRNAs untersucht. Zudem wurde das exmiRNA-Profil mit dem zelluldren und
Serum-miRNA-Profil verglichen, um mogliche Profilunterschiede zu analysieren. Von 22 Sepsispatien-
ten und 23 gesunden Freiwilligen (Kontrollen) wurde aus Serum bzw. Vollblut die exRNA, die gesamt
Serum-, sowie die zellulare RNA extrahiert. Je sieben Patienten mit septischem Schock und Kontrol-
len wurden einer SmallRNA-Seq unterzogen, um krankheitsspezifische miRNA-Biomarkerkandidaten
zu identifizieren. Die Validierung erfolgte im restlichen Kollektiv mittels quantitativer real-time PCR
(qPCR).

Im SmallRNA-Seq fanden sich 180 differentiell regulierte miRNAs, davon waren bei den Sepsispatien-
ten 77 herab- und 103 hochreguliert. Die Mehrheit dieser miRNAs war zelluldren Ursprungs (65%
bzw. 62%). Der Anteil an herab- bzw. hochregulierten exmiRNAs betrug 14% bzw. 16%; fir die Se-
rum-miRNA je nur 4%. Nur 6 miRNAs (miR-423-5p, miR-122-5p, miR-27b-3p, miR-21-5p, miR7d-5p,
miR7b-5p) fanden sich in allen drei Matrizes wieder. Somit ergaben sich beim Vergleich der drei Mat-
rizes sowohl in der Anzahl differentiell regulierter miRNAs, als auch im miRNA-Profil deutliche Unter-
schiede.

Exemplarisch wurde ein Teil der im SmallRNA-Seq identifizierten krankheitsspezifischen miRNAs vali-
diert. Als Ergebnis zeigte sich eine dhnlich effektive Validierungsrate fir die drei Matrizes mit 60-65%.
Als Krankheitsindikator konnte von den validierten miRNAs die zelluldre miR-199b-5p mit hoher Kon-
fidenz (p<0.001) ermittelt werden. Die Uberlebensrate der Patienten korrelierte hingegen mit dem
Expressionslevel der exmiRNA miR-30a-5p, miR-125b-5p, sowie der gesamt Serum-miRNA miR-193a-
5p (Abb. 13). Auch bei weiteren Korrelationen (z.B. mit Krankheitsstadium oder zeitlichem Krank-
heitsverlauf) fanden sich miRNAs als Biomarkerkandidaten aus allen drei Matrizes (Abb. 14).
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Abb. 13: Die gPCR-Validierung bestatigt eine signifikante Hochregulierung der drei gezeigten miRNAs
fiir Patienten, die an der Sepsis verstarben im Vergleich zu wiedergenesenen Patienten.

miR-100-5p Exosomes miR-199b-5p Exosomes
15- 201
NS NS
. 154 NS NS
o o o °
o 10 NS e « 9 . . *
O & ° O 10+ ° °
N | % ®e o N _se °
5 0 W o . T | N adae T .
E | B s> E .ot
o] ® (XY (°) .
Z 01 . Z .
..
'5 1 1 1 T T -5 L] L] T T T
XN Q Q S ™ L Q Q [ |
N\ @ ol ) N A & “r ) S
Ao o Oo X oc’ Ao X 00 & oc’
QQQ %‘\ QQQ %‘Q 9°Q 6‘0 %QQ %’Q
miR-26b-5p Serum miR-143-3p Cells
8- 15- .
*kk *%k NS Fkk dekeke NS
*k ®e0 ° °
g 6 ..: LX) ° g Oo:.o o0 -
° . < 107 ——— . .
e * = —— hd @ oo J .
.‘__“ 44 o ° ¢ Ceoo N °
g '*' o® ° * g
[} ° ° 5 5- (]
2 24 L4 4 °
0 1 1 1 1 L] 0 T T T T T
L Q Q ™ ™ < Q Q ™
& 3 o’b* ) ) &° ) o o 3
& Q Q Q & Q Y Q Q
N4 & ol ) N NG & & N
¥ e & & F ° & & & &L

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; NS: not significant

Abb. 14: Mittels qPCR validierte, signifikant regulierte miRNAs fiir Krankheitsstadium und zeitlichen
Verlauf der Sepsis.

Folglich konnten die Untersuchungen zeigen, dass man bei der Suche nach robusten, krankheitsspezi-
fischen miRNA-Biomarkerkandidaten alle drei moéglichen miRNA-Herkunftsarten (zellular, aus ECVs
oder Serum) im Blut analysieren sollte, da die miRNA-Profile sich deutlich unterscheiden. Insbeson-
dere wenn fir bestimmte Fragestellungen keine signifikant regulierten zellularen miRNAs zu identifi-
zieren sind, lohnt es sich das miRNA-Profil der ECVs zu analysieren, da ECVs als interzellulares Kom-
munikationssystem oftmals krankheitsspezifische miRNAs transportieren?’.

Einfluss des Andsthetikums auf das miRNA-Profil bei Patienten mit Kolonkarzinom-Resektion

Epidemiologische Daten weisen darauf hin, dass die Verwendung volatiler Anasthetika wie Sevoflu-
ran, im Vergleich zur total intravendsen Anasthesie (TIVA) mittels Propofol, bei der Tumorresektion
mit einer erhdhten Sterblichkeit der Patienten im Langzeitverlauf assoziiert ist'>?12?2, Dieses Projekt
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untersuchte daher die Hypothese, dass das volatile Narkotikum Sevofluran, im Vergleich zu Propofol,
wahrend einer Kolonkarzinom-Resektion zu einem abweichenden ECV-miRNA-Expressionprofil flihrt.
Hierfiir wurde jeweils vor und nach der Operation Serum von Patienten, die Sevofluran (n=9) bzw.
Propofol (n=8) als Anadsthetikum erhielten, gewonnen und aus den daraus extrahierten ECV-miRNAs
ein SmallRNA-Seq durchgefiihrt.

Es zeigte sich, dass durch die Wahl des Anasthetikums das ECV-miRNA-Expressionprofil jeweils spezi-
fisch beeinflusst wird (Abb. 15).
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Abb. 15: Hauptkomponenten-Analyse der pra- und postoperativen miRNA-Expression von Patienten,
die Propofol (A) oder Sevofluran (B) erhielten. Beide Narkoseformen induzierten deutliche Verdande-
rungen des miRNA-Profils.

Die differentielle Genexpressionsanalyse der ECV-miRNA-Profile (prd-OP und post-OP) flr das jewei-
lige Anasthetikum ergab fiir Propofol 64 differentiell regulierte miRNAs (davon 48 hochreguliert; 16
herabreguliert) und furr Sevofluran 33 differentiell regulierte miRNAs (davon 32 hochreguliert; 1 her-
abreguliert). Dabei waren alle post-OP herabregulierten miRNAs spezifisch fir das jeweilige Anasthe-
tikum, wohingegen sich die Mehrheit der hochregulierten miRNAs bei beiden Anasthetika wiederfan-
den (Abb. 16 und Tabelle 2).

A Propofol B Propofol

Sevofluran Sevofluran

Abb. 16: Differentiell regulierte miRNAs. A: Signifikant hochregulierte miRNAs nach Tumorresektion.
B: Signifikant herabregulierte miRNAs nach Tumorresektion.
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Tabelle 2: ECV-miRNAs, die ausschlieBlich eine verdanderte Expression beim Anasthetikum Propofol

bzw. Sevofluran zeigten (* mittels RT-gPCR validiert).

Durchschnittliche

Regulation microRNA Expres-

microRNA sion Log2Fold Change | Adjustierter p-Wert

miR-106a-5p 67.91 -1.55 8.98E-03

miR-96-5p 51.96 -1.51 4.18E-04

miR-15a-5p* 121.77 -1.45 1.95E-05

miR-144-5p 395.48 -1.34 1.59E-04

miR-652-3p 253.18 -1.21 1.47E-03

miR-19b-3p* 412.83 -1.21 1.65E-03

Propofol miR-15b-3p 202.01 -1.18 9.68E-06

herabreguliert miR-103a-3p 2129.20 -1.14 9.23E-04

miR-16-5p* 3861.74 -1.10 1.36E-04

miR-501-3p 580.79 -1.08 1.09E-04

miR-7-5p* 2610.65 -1.06 1.57E-06

miR-17-5p* 491.99 -1.04 3.48E-03

miR-185-5p* 21576.49 -1.03 2.95E-03

miR-363-3p* 4662.80 -1.02 1.49E-04

miR-598-3p 54.91 -1.00 8.98E-03

miR-23a-3p 2314.70 -1.00 1.75E-02

miR-206 2312.18 3.57 1.27E-20

miR-205-5p* 51.95 2.80 3.36E-04

miR-204-3p 58.93 2.13 1.42E-03

miR-3168 1268.45 2.06 1.22E-02

miR-1228-5p 241.73 1.80 2.80E-03

miR-574-5p 68.30 1.73 3.53E-03

miR-204-5p 57.70 1.55 1.47E-03

Propofol hochre- miR-429 77.00 1.43 4.65E-03

guliert miR-193b-5p 122.32 1.41 2.06E-04

let-7c-5p 1600.31 1.39 1.99E-04

miR-4433b-3p 521.45 1.37 4.82E-03

miR-125b-2-3p 58.73 1.32 1.20E-03

miR-483-5p 101.04 1.30 3.55E-03

miR-485-5p 152.11 1.26 9.26E-04

miR-7706 261.90 1.17 2.44E-02

miR-27b-3p 16969.53 1.15 7.77E-05

miR-30a-3p 625.75 1.11 1.68E-05

let-7b-3p 238.90 1.08 8.98E-03

miR-499a-5p 347.89 1.08 1.03E-03

miR-582-3p 826.73 1.07 3.43E-03

Sevofluran

herabreguliert miR-1246 410.41 -1.36 3.73E-08

miR-335-3p 196.16 1.31 2.04E-04

miR-10a-3p 69.29 1.17 2.22E-04

Sevofluran hoch- miR-23b-5p 56.85 1.14 6.74E-03

reguliert miR-335-5p* 242.73 1.02 9.82E-07

In einem nachsten Schritt wurde ermittelt, inwieweit diese differentiell exprimierten ECV-miRNAs

eine Rolle bei Tumor-relevanten biologischen Funktionen und Signalwegen spielen. Hierflir wurden
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diese in das in silico Programm Ingenuity Pathway Analysis (IPA®) eingelesen und eine Vergleichsana-
lyse durchgefiihrt. Das Ergebnis weist darauf hin, dass, im Gegensatz zu Sevofluran, Propofol-regu-
lierte miRNAs inhibitorische Effekte auf Zellproliferation, -migration und die epithelial-mesenchymale
Transition von Tumorzellen haben und zudem eine vermehrte Apoptose von Krebszellen férdern
(Abb. 17).
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Abb. 17: Einfluss von Sevofluran bzw. Propofol regulierte ECV-miRNAs auf Tumor-relevante biologi-
sche Funktionen. Niedriger Z-Score (blau) zeigt eine Herabregulierung an; positiver Z-Score (orange)
eine Hochregulierung.

Diese Studie konnte somit zeigen, dass Propofol und Sevofluran die ECV-miRNAs auf unterschiedliche
Weise beeinflussen. Eine TIVA-basierte Andsthesie mittels Propofol scheint hierbei hemmende Ef-
fekte auf Signalwege zu haben, welche bei Tumorprogression und Metastasierung wirksam sind®.

4 Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit untersuchte zum einen die genregulatorische Wirkung von uORFs auf die Ex-
pression des Cannabinoid-, Gluko-, und Mineralokortikoidrezeptors in einem in vitro Stressmodell.
Hierbei konnten bei zwei der flinf Cannabinoid-Splicevarianten, die zwei bzw. drei uORFs in der
5’UTR besitzen, funktionell wirksame uORFs nachgewiesen werden. Von den drei potentiellen uORFs
des Glukokortikoidrezeptors fiihrte das polymorphe uORF zu einer Proteinreduktion.

Zum anderen konnten die Untersuchungen zu TNBC mit Glukokortikoidrezeptor-Uberexpression zei-
gen, dass das miRNA-Profil nur geringfiigig durch den Glukokortikoidrezeptor beeinflusst wird und
somit nicht primar ursachlich fir die mit diesem TNBC-Typ assoziierte, erhohte Therapieresistenz und
Mortalitdtsrate ist.
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Die Untersuchungen bei Sepsis als Paradebeispiel einer schwerwiegenden Erkrankung zeigten, dass
es zu signifikanten Expressionsanderungen von miRNAs bei septischen Patienten kommt. Zudem lie-
Ren sich einzelne miRNAs sogar mit der Schwere der Krankheit oder dem zeitlichen Verlauf korrelie-
ren. Insbesondere konnte auch die Bedeutung von exmiRNAs als Biomarkerkandidaten gezeigt wer-
den. Voruntersuchungen zum Vergleich verschiedener ECV-Isolationsmethoden deckten deutliche
Unterschiede, die per se schon einen Einfluss auf das miRNA-Profil haben, auf.

Die Untersuchungen zum Einfluss der Andsthesieform (Propofol versus Sevoflluran) auf das ECV-
miRNA-Expressionsprofil wahrend einer Kolonkarzinom-Resektion zeigten, dass das Andsthetikum
das Profil spezifisch verandert. Die Ergebnisse weisen zudem darauf hin, dass ein Grund fir die nied-
rigere Sterblichkeit der Patienten nach einer Kolonkarzinom-Resektion mittels Propofol auf Anasthe-
sie-spezifischen miRNA-Expressionsdanderungen beruhen konnte. Dadurch werden moglicherweise
krebs- und metastasierungsférdernde Signalwege gehemmt, was sich schlieBlich positiv auf die Lang-
zeitliberlebensrate dieser Krebspatienten auswirken kénnte.

Da jede schwerwiegende Erkrankung des Organismus auf zelluldrer Ebene eine Stressreaktion her-
vorruft, legen die Ergebnisse dieser Arbeit die Schlussfolgerung nahe, dass beide untersuchten genre-
gulatorischen Elemente (UORFs und miRNAs) hierbei eine wesentliche Rolle einnehmen. Der genre-
gulatorische Einfluss von signifikant veranderten miRNAs auf krankheitsrelevante Stoffwechselwege
ist noch weitestgehend unbekannt. Daher werden in aktuell laufenden Untersuchungen von kritisch
kranken Patienten (u. a. mit Sepsis, ARDS, Herz-Kreislauf) die mRNA-Profile mit differentiell expri-
mierten miRNA- und long noncoding RNA(IncRNA)-Profilen verglichen, um weitere mogliche
miRNA/IncRNA-mRNA-Regulationsnetzwerke aufzudecken. Dies kann wiederum neue Ansatze fir
prognostische und diagnostische Marker sowie flr die Entwicklung spezifischerer Therapeutika lie-
fern.
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