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1. Einflilhrung
1.1 Das kolorektale Karzinom
1.1.1 Metastasierung

Das kolorektale Karzinom (KRK) ist die dritthdaufigste Krebserkrankung weltweit und fihrte
geschlechteriibergreifend zu 1,2 Millionen Neuerkrankungen und lber 700 000 Todesfallen
im Jahr 2015 [1]. Hierbei hdangt die Prognose fiir das Flinfjahrestiberleben maRgeblich von der
Tumorausbreitung bei Diagnose ab; dieses liegt bei Patienten mit UICC-Stadium | bei Gber 90
%, wohingegen nur circa 10 % der Patienten im UICC-Stadium IV langfristig tGberleben [2].
Wahrend der Primartumor haufig kontrollierbar ist, stellt das Auftreten von Fernmetastasen

hingegen einen prognostisch ungiinstigen Faktor dar [3].

Bei ungefahr einem Drittel aller am KRK erkrankten Patienten treten im Verlauf hamatogene
Metastasierungen in die Leber (LM) auf [4]. Ein Viertel der Patienten zeigt Metastasierung in
das Peritoneum und die Bauchhohle (PER) [5], wobei es sich hierbei, wie spater beschrieben,
eher um einen , lokalen” Prozess handelt. Selten tritt peritoneale Metastasierung zusammen
mit synchroner hamatogener Fernmetastasierung auf, haufig handelt es sich also entweder

um exklusive Lebermetastasierung oder exklusive peritoneale Metastasierung [6, 7].

1.1.2 Prognosefaktoren

In Anbetracht dessen erlangt die Frage, weshalb in einigen Fallen das Tumorwachstum lokal
begrenzt bleibt, wahrend es in anderen Fallen zu einer Metastasierung in entfernte Organe
kommt, eine besondere Bedeutung. Sollten Risikofaktoren fiir eine prognostisch ungiinstige
Fernmetastasierung bereits im Primartumor vorhanden sein, kdnnte bei Nachweis dieser
Risikofaktoren friihzeitig eine intensivere Systemtherapie zur Behandlung okkulter

Fernmetastasen durchgefiihrt werden.

Zudem konnte die Kenntnis von molekularen Risikosignaturen eines lokal aggressiven

Tumorwachstums in einzelnen Fallen eine radikalere chirurgische Therapie begriinden.

Zurzeit gilt das UICC-Stadium als wichtigster und robustester Prognosefaktor des KRK [8].
Weitere prognostisch wie auch pradiktiv relevante Parameter sind unter anderem das Alkalin
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Phosphatase Level (ALP), der KRAS/NRAS/BRAF Status sowie Hohe der Tumormarker CEA und
CA19-9. Allerdings fehlt zum heutigen Zeitpunkt noch die nétige Validitdt, um mit diesen
Parametern prazise den wahrscheinlichen Krankheitsverlauf zu beurteilen und

TherapiemaRnahmen begriinden zu kénnen [9].

Ein weiterer noch nicht in die Klinik integrierter Parameter ist die Tumorzellsprossung
(,Tumour-Budding”, TBU), definiert als morphologisch sichtbare, aktive Tumorzellnester an
der Tumorinvasionsfront, welche nicht mehr als finf Tumorzellen beinhalten [10, 11].
Histologisch kann die Tumorzellsprossung an Bioptaten oder Resektaten beurteilt werden,
beispielsweise an koloskopisch abgetragenen Polypen [12]. Aufgrund eines fehlenden
einheitlichen Score-Systems findet der Parameter noch keine Anwendung im klinischen Alltag.
Das grofte Interesse gilt dabei der Unabhédngigkeit vom TNM-System [13], insbesondere in
niedrigen UICC-Stadien mit guter Prognose (UICC-Stadium 1, II) kénnen durch die Beurteilung
der Tumorzellsprossung Hochrisiko-Patienten erkannt und dadurch frihzeitig einer
geeigneten Therapie zugefihrt werden. Beispielsweise ist das Flinfjahresiberleben eines
Patienten mit Stadium 1l und hoher Tumorzellsprossung gleich dem eines Stadium-IIl-
Patienten mit geringerer TBU [14]. Bei solchen Stadium Il Patienten kann die alleinige
Tumorresektion nicht als suffiziente Therapie gesehen werden und eine adjuvante Radio-

/Chemotherapie sollte folgen [15].

Eine hohe TBU-Aktivitat ist folglich mit schlechter Uberlebensprognose assoziiert [15]. Dies
liegt an aggressiverer LymphgefaR- oder Blutgefaflinvasion des Tumors und daraus
resultierender Metastasierung. Hinter der histologisch-morphologischen Tumorzellsprossung

steht der zellbiologische Prozess der epithelio-mesenchymalen Transition (EMT) [8, 12].

1.1.3 Epithelio-mesenchymale Transition und Fernmetastasierung

Zum heutigen Zeitpunkt ist nur teilweise bekannt, warum manche Tumoren lokal begrenzt
wachsen, wahrend andere durch invasives Verhalten zu Fernmetastasen fihren.
Tumorstammzellen (Cancer Stem Cells, CSC) und die EMT sind an diesen Prozessen vermutlich

zentral beteiligt.



CSC zeigen ahnliche Eigenschaften wie normale Stammzellen. Hierzu zdhlen unbegrenzte
Regeneration, Pluripotenz und die Fahigkeit, als Keimzelle eines Malignoms zu dienen [16].
Verlassen solche CSC den Primarius, konnen sie in entfernten Organen neue Zellkolonien
initiieren. Man spricht deshalb von migrierenden Tumorstammzellen (Migrating Cancer Stem

Cells, MSCS) [17].

Entscheidend fir das , Losen” der MSCS aus dem Tumorzellverband ist der Prozess der EMT.
Zellen verlieren dabei lhre epitheliale Differenzierung und nehmen einen mesenchymalen
Phdnotyp an [18, 19]. Durch biochemische Verdnderungen werden die apikal-basale
Ausrichtung sowie Zell-Zell-Verbindungen und Verbindungen zur Basalmembran aufgelost.
AulRerdem verandert sich das Zytoskelett; Fahigkeiten zu Migration, Invasion und Widerstand
gegen Apoptose werden erworben [20, 21]. Diese Vorgiange spielen sich an der
Tumorinvasionsfront ab und flhren dort zur erwdhnten mikroskopisch beurteilbaren

Tumorzellsprossung, deren prognostische Relevanz schon in den 1980er Jahren beschrieben

wurde [16].
epithelialer Phanotyp mesenchymaler Phanotyp
>
Apikal-basale Zellausrichtung Umstrukturierung des Zellskeletts
Vermehrte Motilitat =
= = - [ - '
-y -
| |
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Abbildung 1: vereinfachte Darstellung der Epithelio-mesenchymalen Transition [22, 23].
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Die EMT wird durch komplexe Mechanismen reguliert, welche sich auf verschiedenen

molekularen Ebenen abspielen:

Regulation auf Transkriptionsebene

Die Transkriptionsfaktoren (TF) SNAI1, SNAI2 (,,Snail zinc-finger“-Familie), ZEB1, ZEB2
(,zinc-finger E-box-binding homeobox” Familie) und TWIST1, TWIST2, E12/E47 (,,basic
Helix-Loop-Helix“-Familie) hemmen die Expression von E-cadherin, welches Zell-Zell-
Verbindungen stabilisiert. E-cadherin wird auch als , Gatekeeper” des epithelialen
Stadiums in Karzinomen bezeichnet. Neben diesen Kerngruppen beeinflussen

zahlreiche weitere TF die EMT [20].

Regulation auf Signallibertragungsebene

Eine wichtige Rolle spielt der TGF-B/Smad-Signalweg; wird dieser durch Mutation
beschadigt, sinkt auch hier der E-cadherin-Anteil, wohingegen das onkogen wirksame
B-Catenin vermehrt exprimiert wird. Der Wnt-Signalweg fuhrt ebenfalls zu einer
Vermehrung von R-Catenin im Zellkern. Auch der RAS/ERK1/2- und der PI3K/AKT-
Signalweg fordern EMT durch Aktivierung von Transkriptionsfaktoren und onkogenen
Effektorproteinen, wie z. B. PRL-3, einer mit Metastasierung assoziierten

Phosphatase [20].

Regulation durch nicht-kodierende Ribonukleinsauren (RNS)

Kleine, nicht-kodierende RNS oder microRNS (miRNS, miR) mit einer Lange von 18-25
Nukleotiden kdnnen die Proteinbiosynthese posttranskriptionell steuern, indem sie
einerseits mit mRNS interagieren oder andererseits die Translation an den Ribosomen

beeinflussen. Auf detaillierte Wirkmechanismen wird im Folgenden eingegangen [20].

Tumorumgebung und Mikromilieu

In der Tumorloge findet man ein verzweigtes Netzwerk aus Entzliindungsmediatoren,
Entziindungszellen und Strukturen der Extrazellularmatrix. Auch pH-Wert,
Sauerstoffverfligbarkeit und I6sliche Faktoren spielen eine Rolle in der EMT.
,Carcinoma-associated fibroblasts“ (CAF) fordern beispielsweise Migration und

Invasion durch Produktion von Matrix-Metalloproteasen und deren Inhibitoren. Auch
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CCR1*-Myeloidzellen und Thrombozyten fordern die Tumorprogression, genauso wie

die Zytokine IL-1R, IL-8, IL-6 und TNFa [20].

Regulation auf Regulation
Transkriptions- durch nicht-
ebene kodierende RNS
Regulation auf Regulation
Signaltransduk- durch Tumor-
tionsebene umgebung und
Mikromilieu

Abbildung 2: verschiedene Ebenen der EMT-Regulation [20]. Aus jeder dieser Ebenen kdénnen EMT-

Mediatoren als Prognosefaktoren bestimmt werden.

Alle Faktoren, Proteine und Nukleinsduren, welche die EMT beeinflussen, werden als EMT-
Mediatoren bezeichnet. Wahrscheinlich finden Disregulationen dieser EMT-Mediatoren
schon zu einem Zeitpunkt statt, in dem sich das Tumorwachstum noch im Anfangsstadium

befindet.

Um hierflir messbare Prognosefaktoren zu generieren, sind Bestimmungen von EMT-
Mediatoren auf allen der genannten Ebenen denkbar. Dies kann entweder in Blut, Aszites,
Stuhl, Urin oder nach Tumorresektion am Resektat/Bioptat erfolgen. Zusammen mit der TNM-
Klassifikation sollen aussagekraftigere Score-Systeme erstellt werden, welche die moéglichst
friihzeitige Erkennung von Hochrisiko-Patienten, also von Patienten, bei denen ein stark zu
Metastasierung neigender Tumor vorliegt, zum Ziel haben. Ein zuletzt identifiziertes Beispiel
fur einen solchen Prognosefaktor ist B-Catenin, welches als Effektorprotein zahlreicher

Signaltransduktionsvorgange mit schlechter Prognose assoziiert ist [24].
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1.1.4 CSC und Tumorstammzellmarker

Dick et al. widmeten sich erstmalig ausfihrlich dem Tumorstammzellkonzept in
hamatologischen Malignomen [25]. Obwohl CSC nur weniger als 1 % der Tumorzellen
ausmachen, spielen sie durch lhre Fahigkeit zur Selbsterneuerung und Tumorigenitat nicht nur
in der Entstehung des Primartumors, sondern auch als beschriebene MCSCs in der

Fernmetastasierung eine wichtige Rolle.

AuBerdem konnen CSC-Therapieresistenzen durch Aktivierung der Notch, wnt/p-Catenin,

TGF-B, Hedgehog, PI3K/Akt/mTOR, JAK/STAT Signalkaskaden erzeugen [26].

Ahnlich anderen Stammzellen besitzen sie spezifische Oberflichenmarker (Cancer Stem Cell

Markers, CSCM); hier sind vor allem CD133 und CD44 zu nennen [27].

In einer Vorarbeit (Neumann et al. 2015) wurden Unterschiede zwischen peritonealer und
hepatischer Metastasierung beim rechtsseitigen KRK untersucht [28]. Hierzu wurde ein
immunhistochemischer Allgorithmus geschaffen, welcher CD133, CD44, nukledres [3-Catenin
und DNS-mismatch-Reparatur betrachtet [29, 30]. Proben von 68 resezierten kolorektalen
Karzinomen (26,5 % exklusive Peritonealkarzinose, 54,4 % Lebermetastasen , 19,1 %
kombinierte PER und LM) wurden histopathologisch untersucht, mit dem Ergebnis, dass
insbesondere die Expression von CD133 und neukledrem [-Catenin mit einer signifikant
erhohten Lebermetastasierung einhergeht, aber nicht mit exklusiver Peritonealkarzinose.

(Abbildung 3)

Hepatisch metastasierte Tumoren zeigten also schon im Primarius Stammzelleigenschaften,
welche peritoneal metastasierte Tumoren nicht zeigen. Eine histopathologische
Untersuchung der Tumorstammzellen in Primdrtumoren zu prognostischen Zwecken
erscheint in der Klinik allerdings nicht praktikabel. Die Bestimmung von EMT-Mediatoren,
welche direkt an der Migration von Tumorstammzellen beteiligt sind, in z.B. Blut, Aszites,
Faeces oder Biptaten kommt aufgrund der besseren Handhabung dafiir eher in Frage [28]. Es
konnten z.B. bereits regulierende Einflisse von miR-21 und miR-145 auf CSC aufgezeigt

werden [31].
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Abbildung 3: Neumann et al. zeigten 2015, dass bei hepatischer Metastasierung im Primartumor signifikant
mehr Zellen mit Stammzelleigenschaften vorliegen als bei peritonealer Metastasierung. Stammzellen
wurden durch MMR-Deficiency, R-Catenin und CD133 identifiziert. Diese Grafik stammt aus der

Originalveroffentlichung [28].

1.1.5 Peritonealkarzinose und hepatische Metastasierung

Die Ansicht, Peritonealkarzinose entwickle sich im fortgeschrittenen Stadium einer
Tumorerkrankung durch hamatogene Zellstreuung, wurde in den letzten Jahren zunehmend
revidiert [32]. Man vermutet heute einen lokalen Vorgang als Ursache der
Peritonealkarzinose, welche sich bei ungefdahr einem Viertel aller KRK-Patienten im
fortgeschrittenem Stadium auspragt [5]. Das Abldsen freier Tumorzellen vom Primartumor ist
demnach die Folge eines hohen interstitiellen Drucks, welcher in den meisten soliden
Tumoren vorherrscht. Hierzu kommt es unter anderem durch schnelle Zellproliferation und
schlechten lymphatischen Abfluss. Wird die Serosa des Darms erreicht oder reiRt die den

Tumor umgebende Kapsel ein, kdnnen Tumorzellen in die Peritonealhdhle ,,abtropfen” [33].

Um anschlieBend in die Serosa einwachsen und eine neue Tumorkolonie initiieren zu kbnnen,
miissen auch hier pluripotente CSCs vorhanden sein. Eine histopathologische Aufarbeitung
von KRK-Proben durch Neumann et al erbrachte allerdings signifikant unterschiedliche CSC-
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Marker-Profile im Vergleich zwischen peritonealer und hepatischer Metastasierung
(Abbildung 3). EMT bzw. TBU scheinen bei der Entwicklung der Peritonealkarzinose nicht der
entscheidende Prozess zu sein. AuBerdem unterscheiden sich peritoneale und hepatische

Metastasen auch auf genetischer Ebene [28, 34].

1.2. MicroRNS
1.2.1 Was sind MicroRNS?

MicroRNS (miRNS, miR) sind kleine, 18-25 Nukleotid lange RNS-Molekiile, welche an der
posttranskriptionellen Regulation der Proteinbiosynthese beteiligt sind. Sie zdhlen zu den
nicht-kodierenden RNS; die inhibitorisch-regulatorische Wirkung erfolgt durch Bindung an die
»3 -untranslated region” (3"-UTR) der kodierenden mRNS [35, 36]. Der Vorsatz ,hsa“ gibt an,

dass es sich um menschliche miRNS handelt.

Die Datenplattform miRBASE.org gibt einen Uberblick (iber bekannte und neu erkannte miRNS
und zahlt zur Zeit (2019) 38589 miRNS von liber 70 Spezies [37]. Man schéatzt, dass die

Expression von ungefahr 60 % aller kodierenden Gene von miRNS beeinflusst wird [38].

Eine miRNS kann hierbei die Expression einer Vielzahl von unterschiedlichen Genen in
diversen Geweben beeinflussen. Physiologischerweise werden durch miRNS z. B. Abldufe in

der Embryonalentwicklung gesteuert [39].

Bei Disregulation werden sowohl onkogene als auch tumorsupressive Eigenschaften
beschrieben [40]. MiRNS-Gene unterliegen denselben Mechansimen wie proteinkodierende
Gene. Eine Dysregulation der epigenetischen Kontrolle kann zu Vermehrung oder
Verminderung der miRNS-Expression fihren. Durch Wegfall einer physiologischen Inhibition
durch miRNS und des hierin enthaltenen Schutzmechanismus kénnen onkogene

Signaltransduktionskaskaden in Gang gesetzt werden [41].

Es konnte beispielsweise bereits gezeigt werden, dass miR-15 und miR-16 bei der chronischen
lymphatischen Leukdmie (CLL) vermindert exprimiert werden [42]. Bei Glioblastomen kommt

es zu einer vermehrten Expression von miR-21 [43]. Da miRNS als EMT-Mediatoren Einfluss
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auf Tumorentstehung haben und vergleichsweise gut messbar sind, versucht man, sie als

Prognosefaktoren zu nutzen.

Ntzlich ist zudem, dass miRNS eine hohe Gewebespezifitat, Stabilitdt und differenzierte
Expression wahrend des Tumorprogresses aufweisen. Die komplexen Wirkungen der miRNS
auf verschiedenste Signallbertragungswege sind aber noch nicht soweit aufgedeckt, dass
prognostisch aussagekraftige Einzel-miRNS-Spiegel oder miRNS-Gruppen bestimmt werden

konnen. [38, 41]

Proteinbiosynthese tRNS
mit
1. Transkription im Zellkern I Aminosaure

3°

EEEERDN
5

4

2. Translation in den
Ribosomen

Abbildung 4a: Die physiologische Proteinbiosynthese ist in zwei Schritte unterteilt, wobei die Transkription
im Zellkern und die Translation in den Ribosomen stattfindet. Auch hierbei kénnen miRNS beteiligt sein,

beispielsweise in der Embryonalentwicklung.
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MiRNS-Wirkung auf die mit
Proteinbiosynthese Aminosaure
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Abbildung 4b: MIiRNS kénnen die Translation unterbinden und fiihren zu einem Abbau der mRNS. Der
Umbau der anfanglich in Haarnadelstruktur vorliegenden pri-miRNS zu aktiven miRNS geschieht durch die

Enzyme Drosha und Dicer [44].

1.2.2 Einfluss von miRNS auf das kolorektale Karzinom - Uberblick

In den vergangenen Jahren konnten viele neue Erkenntnisse Gber miRNS im Allgemeinen, aber

auch in Bezug auf die Entwicklung und Metastasierung des KRK gewonnen werden:

Die Untersuchungen von Gao et al. zeigten, dass miR-34a-5p in KRK-Primartumoren niedriger
exprimiert wird als in entsprechenden Vergleichsgruppen. MiR-34a-5p ist ein direktes
Transkriptionsziel des p53-Zellsignalwegs und beeinflusst Uber einen
Ruckkopplungsmechanismus (miR34a-5p/SIRT1/p53-Loop) dessen Aktivitat, was zu Stabilitat
im Zellzyklus fiihrt. Die Autoren sprechen dieser miRNS daher eine hohe prognostische
Bedeutung zu. Es konnte zudem gezeigt werden, dass niedrige miR-34a-5p-Expression,
insbesondere in den Stadien Il und lll, mit vermehrten Rezidiven einhergeht. [45, 46]
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Besonders hervorheben méchte ich miR-34a-5p aullerdem, da mit MRX34 ein erstes, auf
Vermehrung dieser miRNS ausgerichtetes Therapeutikum bei metastasierten Lebertumoren

in Phase-1-Studien am Patienten zum Einsatz kommt [38].

Mitglieder der miR-200-Familie (miR-200a/b, miR-429, miR-200c, miR-141) wirken an der
Tumorinvasionsfront direkt auf die Tumorsprossung ein. Prognostisch interessant ist hierbei

der CPG-Insel-Methylierungsstatus [47].

Der Wnt-Signalweg unterliegt der Regulation durch verschiedene miRNS. Beispielsweise fiihrt
vermehrte miR-135a/b-Expression zu verminderter Expression des  APC-
Tumorsuppressorgens [48, 49]. MiR-143/145 stort die Translokation von B-Catenin in den
Zellkern, eine Verminderung ihrer Expression geht daher mit schlechter Prognose einher [50].
AuRerdem unterdricken diese miRNS KRAS; dhnlich wie bei MRX34 kénnten miR-143/145 also

auch therapeutisch genutzt werden [38].

Die beschriebenen Beispiele zeigen das Potential, das hinter der Entschlisselung des
Wirkungsnetzwerks der miRNS steht. Sowohl diagnostische/prognostische Bestimmungen als

auch ein therapeutischer Einsatz sind denkbar [35].

1.2.3 Rezeptortyrosinkinase c-MET und deren Einfluss auf das KRK

Der Entstehung von Karzinomen liegen Fehlsteuerungen in Signallbertragungskaskaden

zugrunde. Bei kolorektalen Karzinomen sind meist verschiedene Signalwege betroffen:

Einen wesentlichen Einfluss auf die Tumorentwicklung hat die Uberexpression des Epidermal
Growth Factors (EGF). Der RAS/RAF/MAPK/ERK-Weg und der PI3K/AKT/PTEN/mTOR-Weg
beeinflussen dieses Effektorprotein. Viele dieser Parameter/Molekiile werden bereits
prognostisch (z. B. RAS-Status) oder therapeutisch (z. B. mTOR-Inhibitoren) genutzt [51]. Auch
chronische Entziindungen wie Colitits Ulcerosa kdnnen zu Karzinomen flhren, hierbei wird

der NF-kB-Signalweg aktiviert [52].

Die Mutation des Tumorsuppressorgens Adenomatous-polyposis-coli-Protein (APC) ist haufig

ein erster Schritt der Karzinogenese. Diese Mutation, welche unter anderem zur Erkrankung
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familidarer adenomatoser Polyposis (FAP) fihrt, ist Teil des Wnt-Signalwegs, welcher

letztendlich zu einem Anstieg von B-Catenin im Zellkern fuhrt [53].

Die genannten Signaltransduktionswege kénnen durch die Rezeptortyrosinkinase c-MET
aktiviert werden. Der Name MET leitet sich von mesenchymal-epitheliale-Transition ab,
welches der komplementare Vorgang zur EMT bei der Entstehung von Fernmetastasen ist. Das
MET-Gen kodiert fiir das Rezeptorprotein c-MET, dessen einziger Ligand HGF (Hepatocyte-
Growth-Factor) ist. Der HGF/c-MET Signalweg wirkt physiologischweise bei der
Embryogenese, Geweberegeneration, Zellproliferation, Zellskelettentwicklung und

Zellmotalitat. [54, 55]

Mutationen im MET-Gen und die damit einhergehende unkontrollierte Kinaseaktivitat des
aktivierten Rezeptors fiihren zu Karzinogenese, Angiogenese und Fernmetastasierung [56,
57]. Beim KRK spielt die c-MET/HGF-Achse besonders bei der hamatogenen Metastasierung
in fortgeschrittenen Tumorstadien eine Rolle. In Lebermetastasen konnte eine hohere c-MET-
Expression als im zugehorigen Primartumor gezeigt werden. Besonders interessant fiir diese
Arbeit ist c-MET, weil hier eine Regulation durch diverse miRNS vorbeschrieben ist [54, 58,

59].
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1.3 Fragestellungen

Es besteht bereits eine Vielzahl an Veroffentlichungen zu der Frage, ob und wie stark miRNS-
JEMT-Mediatoren Tumorwachstum beeinflussen. Hier wird aber meistens der Einfluss auf den

Primartumor untersucht.
Diese Arbeit widmet sich folgenden Fragestellungen:

- Wie unterscheiden sich KRK-Primartumore, welche hepatisch metastasieren von
denen, die peritoneal metastasieren, auf molekularer/miRNS-Ebene?

- Lassen sich bereits im Primartumor molekulare Marker/miRNS fur die
Metastasierungstendenz finden?

- Durch welche Signaltransduktionsmechansimen kommt es zur Metastasierung in die

eine oder die andere Richtung?

Hinsichtlich dieser Fragestellungen wurden jeweils Primartumore von im Laufe der Erkrankung
metachron hepatisch metastasierten Patienten mit metachron peritoneal metastasierten

Patienten sowie Patienten, welche keine Metastasen bildeten, untersucht und verglichen.
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2. Material und Methoden

2.1. Patienten, Tumorresektate und Zelllinien

2.1.1 Patienten

Patienten mit der Erstdiagnose eines kolorektalen Karzinoms zwischen 1988 und 2012 wurden
in die Studie eingeschlossen (n=23). Das Patientenkollektiv, aus welchem diese stammen,
wurde bereits von Neumann et al. 2015 verwendet. Zum Zeitpunkt lIhrer Diagnosestellung
waren die eingeschlossenen Patienten nicht metastasiert. Es erfolgte dann eine Einteilung in
drei Gruppen, je nach Lokalisation der im weiteren Verlauf auftretenden Metastasierung (LM
= Lebermetastasen, PER = peritoneale Metastasen, MO = keine Metastasen). Die Gruppen LM

und PER umfassten jeweils zehn Patienten, die Kontrollgruppe MO drei Patienten.

Alle Karzinome wurden in der Klinik flir Allgemein-, Viszeral-, und Transplantationschirurgie
der Universitat Miinchen reseziert. Proben der Primartumore wurden in Formalin fixiert und
in Paraffin eingebettet; die histopathologische Begutachtung der Proben erfolgte

routinegemall.

2.1.2 Zelllinien
HT29 Kolorektales Adenokarzinom (adharent)
Caco2 Kolorektales Adenokarzinom (adhédrent)
DLD1 Kolorektales Adenokarzinom (adhérent)
HCT116 Kolorektales Adenokarzinom (adhérent)
Colo205 Kolorektales Adenokarzinom (semiadharent)

Tabelle 2: Ubersicht Zelllinien.

Die Zelllinien (Tabelle 2) wurden von ATCC (LGC Standards GmbH, Vesel, D) bezogen, es

handelte sich um gangige Kolorektale Adenokarzinomzellen.
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2.2 Methoden
2.2.1 Resektataufbearbeitung und RNS-Isolation |

Die Grundlage der Versuche bildeten 23 KRK-Primariusproben. Die Aufarbeitung und
Beurteilung erfolgte unter Supervision eines erfahrenen Pathologen unter sterilen
Bedingungen. Reprdsentative Tumorareale wurden mikroskopisch disseziert. AnschlielRend
wurde RNS aus den in Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebeproben isoliert.
Hierbei wurde mit Xylol entwachst und mit Ethanol (99,9%) gesplilt. Die eigentliche Isolation
der RNS erfolgte mit dem RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation Kit nach dem zugehdérigen

Anwendungsprotokoll.

Die RNS-Isolate wurden in 1,5 ml Eppendorf ReaktionsgefdaRe lberflihrt und, wie alle im
Folgenden gennanten RNS-Proben, kryokonserviert eingelagert. Alle Arbeiten mit DNS/RNS

fanden in DNAse-/RNAse-freier Umgebung statt.

2.2.2 MiRNS-TLD-Array der Tumorproben
cDNS-Synthese

Vor der cDNS-Synthese wurde die Reinheit sowie die Menge der RNS-Proben mit dem
Nanodrop via Absorptionsphotometrie bei 260 nm ermittelt. Der A260/280-Absorptions-
Quotient lag bei allen Proben Uber 2, zudem zeigte sich ein eindeutiger einzelner RNS-Gipfel,
womit Verunreinigungen der RNS-Proben, durch beispielsweise Proteine, ausgeschlossen

wurden.

Reverse Transkriptase (RT) schreibt die gesuchten RNS-Einzelstrang-Molekile in
doppelstrangige cDNS um, welche fir die exponentielle Vermehrung in der folgenden
guantitativen Polymerase-Kettenreaktion (gPCR) bendtigt wurden. Mittels Thermocycler

wurden die Temperaturetappen fiir die RT-Reaktion generiert.

Die cDNS-Synthese wurde mit 300 ng RNS pro Probe durchgefiihrt. Dies geschah in Eppendorf-
Reaktionsgefallen mithilfe des TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit und des

Mastercycler Gradient nach dem zugehorigen Anwendungsprotokoll und unten angegebenem
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Erwarmungszyklus. Als Primer wurden die Megaplex RT-Primer aus dem Megaplex Primer

Pools, Human Pools Set v3.0 verwendet.

‘ Komponente Volumen ‘
Megaplex RT-Primer 0,8ul
dNTPs with dTTP 0,2ul
MultiScribe 1,5ul
ReverseTranscriptase

10x RT Buffer 0,8ul
MgClI2 0,9ul
RNase Inhibitor 0,1ul

Nuclease-free water Variabel
Endvolumen 7,5ul

Tabelle 3: Zusammensetzung des Reaktionsgemisches cDNS-Synthese.

Zeit (min) °C Phase
2 16
1 42 40 Zyklen
1 50
5 85 Halten
00 4 Halten

Tabelle 4: Reaktionszeiten der cDNS-Synthese, durchgefiihrt mit Master Cycler Gradient.

Voramplifikation

Vor dem eigentlichen TagMan Low Density Array (TLDA) wurde die cDNS voramplifiziert.

Durch diesen Schritt kdnnen auch kleinere Mengen miRNS besser quantifiziert werden. Die

zugehorigen Erwdarmungszyklen wurden ebenfalls im Mastercycler Gradient mit TagMan

PreAmp Master Mix durchgefiihrt; die spezifischen PreAmp Primer fir diese Reaktion
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entstammen auch dem Megaplex Primer Pools, Human Pools Set v3.0. AnschlieRend wurden

die Reaktionsgemische mit 75 ul TE-Puffer (0,1) vermengt.

Komponente Volumen/Menge

TagMan PreAmp 12,5ul
MasteMix
Megaplex PreAmp 2,5ul
Primer
Nuklease-freies 7,5ul
Wasser
cDNS (Vorreaktion) 7,5ul

Tabelle 5: Zusammensetzung des Reaktionsgemisches Voramplifikation.

Zeit (min) °C Phase
10 95 Halten
2 55 Halten
2 72 Halten
0,25 95 12 Zyklen
4 60
10 99,9 Halten
00 4 Halten

Tabelle 6: Reaktionszeiten der Voramplifikation, durchgefiihrt mit Master Cycler Gradient.

Durchfiihrung des TagMan Low Density Arrays

Das Prinzip der quantitativen real-time Polymerase-chain-reaction (RTQ-PCR) basiert auf der
kontinuierlichen Detektion eines Fluoreszenz-Signals, welches proportional zur
exponentiellen Amplifikation der DNA-Strange ansteigt. Im Gegensatz zur konventionellen
Endpunkt-PCR ermoglicht dieses Verfahren eine Templatequantifizierung (absolute

Quantifizierung) durch Detektion der emittierten Fluoreszenz wahrend jedes Zyklus [60-62].
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Verwendet wurden TagMan Array Human MicroRNA A+B Cards Set v3.0 um ein
aussagekraftiges miRNS-Profil der Tumorproben zu erstellen. Hierbei untersuchte man das
Vorhandensein von 754 verschiedenen miRNS. Drei cDNS-Proben der beschriebenen Gruppen
MO, LM und PER (MO=keine Metastasierung, LM=Lebermetastasierung,
PER=Peritonealmetastasierung) wurden gepoolt. Um die Korrektheit der cDNS-Synthese zu

kontrollieren, wurden qPCR mit miR-185 und RNU als Referenz durchgefiihrt.

Flr die eigentlichen Arrays wurden 100 pl des angefiihrten Reaktionsgemisches in jede der
EinfUll6ffnungen der Array-Karten pipettiert. Diese enthielten bereits die Primer und weiteren
notigen Reaktionskomponenten. Die Durchfihrung erfolgte nach dem Megaplex Pools

Reaktionsprotokoll und mithilfe der zugehorigen Software.

Komponente Volumen/Menge

Tagman Universal 450pl
PCR Master Mix, No
AmpErase
Gepooltes, oul
voramplifiziertes
cDNS-
Reaktionsgemisch
Nuklease-freies 441l

Wasser

Tabelle 7: Zusammensetzung der Reaktionsgemische miRNS-Array.

Im Anschluss wurden die flinf miRNS in Einzelproben erneut analysiert, deren Expression im
gepoolten Array die groBten Unterschiede zeigte. Zusatzlich erfolgte eine Validierung der
restlichen sieben Proben aller Gruppen als Einzel-qPCR. RNU44, RNU48 und U6-snRNS dienten

als Housekeeping Gene, ath-miR159a als Negativkontrolle.
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2.2.3 Zelllinien und Zellkultur

Die Ergebnisse des miRNS-Arrays fiihrten zu den folgenden Zellkulturversuchen. In diesen

wurden Zusammenhange zwischen miRNS und der Tyrosinkinase c-MET untersucht.

Die Zellkultivierung aller Zelllinien erfolgte bei 37 °C und einem CO;-Gehalt von 5 % in 22 ml
entsprechendem Nahrmedium im Brutschrank. Adhdrente Zellen wuchsen als einlagige

Schicht am Boden der Kulturflasche T175.

Flr eine nicht limitierte Zellkultivierung war ein kontinuierliches Ausdiinnen des Zellrasens
notig. Die Konfluenz der Zellen betrug optimalerweise unter 100 %. Zweimal wochentlich
wurden die Zellen mit 5 ml EDTA/Trypsin-Losung abgelost und in niedrigerer Konzentration in
neue Flaschen Gberfihrt, alternierend hierzu wurde das Nahrmedium einmal in der Woche
erneuert. Differenzen in der Zellteilungsrate wurden zwischen den einzelnen Zelllinien bei der
Konzentrationsberechnung prozentual bedacht. Zur Zellzahlbestimmung kam das
lichtmikroskopische Prinzip der Neubauer’schen Zahlkammer zum Einsatz. Durch Anfarbung
mit Trypanblau konnte zudem die Vitalitdt der Zellen beurteilt werden. Fir die Versuche

wurden Zellen verwendet, die mindestens 4- und maximal 15-mal passagiert wurden.

2.2.4 RNS-Isolation Zellkultur

Zur Auswahl der am besten geeigneten Zelllinie fir die Transfektionsversuche wurde die
native miR-31-Expression der fliinf kolorektalen Adenokarzinomzelllinien mit Hilfe

guantitativer Real-Time PCR untersucht.

4x10° Zellen der jeweiligen Zelllinie wurden in einer 6-Loch-Platte in 2 ml Medium ausgesat,
hierbei wurde eine entsprechende Abweichung der Zellteilungsrate prozentual einberechnet.
AnschlieBend wurde eine 2-tagige Inkubationszeit gewahrt, nach der die Konfluenz circa 90 %
betrug. Die Isolation der miRNS erfolgte mithilfe des mirVana miRNA Isolation Kits. Nach
Abnahme des Mediums und Zugabe von 1000 ul Trifast konnten die Zellen mit einem
Zellkratzer gelost und in Eppendorf-Reaktionsgefalle Uberfiihrt werden. Hierauf folgte
Vermengung mit 200 pl Chloroform und nach 3-minitiger Inkubation eine 15-minitige
Zentrifugation bei 12.000 g und 4 °C. Es bildeten sich drei Phasen aus, wobei die obere die
gesuchte RNS enthielt. Sie wurde mit einer 1,25-fachen Menge 100-prozentigen Ethanols
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verdliinnt und in die hierfiir vorgesehenen Filter auf den zugehorigen Sammelgefilien
pipettiert. Durch Zentrifugation (10.000 g, 1 Minute, Raumtemperatur) wurde die RNS von der
Flissigkeit getrennt und verblieb im Filter. Es folgten drei Waschvorgidnge mit den
bereitgestellten Waschpuffern unter selbigen Zentrifugationsbedingungen. Die RNS konnte

anschlieend mit 50 ul vorgeheiztem (90 °C), nukleasefreiem Wasser eluiert werden.

2.2.5 miR-31-5p-cDNS-Synthese

Nachdem fotospektrometrisch die Reinheit der RNS geprift wurde (A260/280>2,0), wurden
die Proben so verdiinnt, dass 10 ng RNS in 5 pl Wasser vorlagen. Die Komponenten fiir den

Mastermix wurden dem TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit entnommen.

Es wurde mit zwei unterschiedlichen spezifischen Tagman Primern gearbeitet, somit wurden

nur die gesuchte miR-31-5p und das Housekeeping Gen RNU44 umgeschrieben.

Das Reaktionsgemisch bestand aus 7 ul Mastermix, 3 ul Primer und 5 pl der RNS-Probe. Aus
jeder RNS-Isolation wurden zwei miR-31-5p bzw. RNU44-cDNA-Proben erzeugt, hinzu kam
noch eine Negativkontrolle bei der die RNS durch nukleasefreies Wasser ersetzt wurde. Die

stabilere Doppelstrang-Struktur der cDNS ermdoglichte eine Lagerung bei —20 °C.

Pro Reaktion .

100 mM dNTPs (mit DTTP) 0,15l

MultiScribe Reverse 1,00 pl

Transkriptase

10X Reverse Transcription 1,50 pl
Buffer

RNase Inhibitor, 20 U/uL 0,19 ul

Nuklease-freies Wasser 4,16 pl

Tabelle 8: Zusammensetzung des Reaktionsgemisches cDNS-Synthese miR-31-5p.
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Zeit (min) °C

30 16
30 42
5 85

Tabelle 9: Reaktionszeiten der cDNS-Synthese, durchgefiihrt mit Master Cycler Gradient.

2.2.6 c-MET-cDNS-Synthese

Im Gegensatz zur miR-31-cDNS-Synthese wurde hier die komplette RNS in cDNS
umgeschrieben. Im ersten Schritt erfolgte eine Aufreinigung der Probe durch den im
QuantiTect Reverse Transcription Kit enthaltenen gDNA Wipeout Buffer. Das
Reaktionsgemisch wurde fir zwei Minuten auf 42 °C erwarmt und anschlieBend auf Eis

platziert.

Komponente Volumen/Menge

gDNA Wipeout Buffer 2ul
RNA 500 ng
Nuklease-reies Variabel
Wasser
Endvolumen 14 ul

Tabelle 9: Zusammensetzung des Reaktionsgemisches cDNS-Synthese c-MET1.

Fiir die Reverse-Transkriptase-Reaktion wurden die gesamten 14 ul des vorherigen Schrittes
mit dem RT-Mastermix vermengt, anschlieBend lief die Reaktion im Thermocycler nach

nachfolgendem Zeitschema ab.
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Komponente Volumen

Quantiscript Reverse 1l

Transcriptase

Quantiscript RT Buffer 4ul
RT Primer Mix 1l
RNA 14 pl

Tabelle 10: Zusammensetzung des Reaktionsgemisches cDNS-Synthese c-MET2.

Zeit (min) °C
15 42
3 95

Tabelle 11: Reaktionszeiten der cDNS-Synthese, durchgefiihrt mit Master Cycler Gradient.

2.2.7 MiR-31-5p- und c-MET-PCR
MiR-31-5p-PCR

In einer 96-Loch-Platte wurden dem Mastermix 1 ul der generierten cDNS zugegeben, sowohl
RNU44 (Housekeeper) als auch miR-31-5p. Alle Proben wurden doppelt aufgetragen, als

Negativkontrolle dienten die bereits angefertigte cDNS-Negativkontrolle und Wasser.

Komponente Pro Reaktion

Master Mix 10,00 pl
Primer 1,00 pl
Nukleasefreies Wasser 8,00 pl
cDNA 1,00 pl

Tabelle 12: Zusammensetzung des Reaktionsgemisches miR-31-5p PCR.
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Die PCR-Reaktion lief nach den fiir TagMan Reagenzien von StepOne Real Time PCR Systems
vorgegebenen Reaktionszyklen ab. Als Reporter dienten hierbei 6-FAM-phosphoramidit, als

Quencher NFQ-MGB.
C-MET-PCR

Im Gegensatz zur miR-31-5p PCR wurde hier mit SYBR-Green-Reagenzien gearbeitet. Als
Housekeeper wurden Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) und Beta-Actin

(ACTB) verwendet. Der weitere Ablauf erfolgte nach vorherigem Procedere.

Komponente Pro Reaktion

Master Mix 10,00 pl
Primer 2,00 pl
Nukleasefreies Wasser 2,00 pl
cDNA 1,00 pl

Tabelle 11: Zusammensetzung des Reaktionsgemisches c-MET-PCR.

Relative Quantifizierung

Dieser Schritt diente der Quantifizierung von miR-31-5p und c¢c-MET, um die
Expressionsunterschiede zwischen den einzelnen Zelllinien vergleichen zu kénnen. Da hierfiir
nicht die Ermittlung der exakten Kopienzahlen der Proben, sondern nur das Verhaltnis der
Gruppen zueinander entscheidend war, wurde entsprechend der Delta-Delta-C,-Methode
relativ quantifiziert. Hierbei wird die Expression eines Zielgens auf die Expression eines nicht
regulierten, konstant exprimierten Referenzgens (housekeeping gene) bezogen und aus den

Delta-C,-Werten beider Gruppen anschlieBend der Delta-Delta-C,-Wert gebildet. Um den

Expressionsunterschied zwischen beiden Gruppen zu ermitteln, wird dieser Wert

-AACt
anschliefend in die Formel 2 eingesetzt .
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ACt = Ct Zielgen - Ct Referenzgen
AACt = ACt Patienten AC

-AACt
Ratio=2

t Kontrollen

Abbildung 5: Delta-Delta-C,-Methode.

Der C,-Wert (Cycle of threshold) entspricht dem Zeitpunkt bzw. dem Zyklus der PCR, in dem

sich das Fluoreszenzsignal gerade deutlich von der Hintergrundstrahlung abhebt. Je niedriger

der C,-Wert ist, also je eher sich das Fluoreszenzsignal von der Hintergrundstrahlung abhebt,

desto mehr Kopien des Zielgens sind zu Beginn in der Probe enthalten [63].

2.2.8 Proteinmengenbestimmung

Um in den Westernblots mit vergleichbaren Proteinmengen arbeiten zu kénnen, wurden diese
mit der BCA-Methode nach Pierce bestimmt, sowohl bei transfizierten als auch
untransfizierten Zellen. Die Zellen wurden mit einem Zellkratzer in der 6-Loch-Platte vom
Untergrund abgeldst, durch Zentrifugation (1000 g, 5 min) vom Ndahrmedium getrennt und

durch die Zugabe eines Zelllysepuffers lysiert.

Der Pierce BCA Protein Assay Kit diente der Durchfiihrung der eigentlichen

Konzentrationsbestimmung nach Protokoll.

Bei dieser Methode erfolgt die Reduktion zweiwertiger Kupferionen bei der Reaktion mit
Proteinen. Die einwertigen Kupferionen reagieren mit der Bicinchoninsdure (BCA) zu einem
violetten Farbstoff. Deren Absorption kann bei einer Wellenlange von 562 nm photometrisch
mit  VersaMax ELISA  Microplate bestimmt werden. Die somit ermittelten
Proteinkonzentrationen in Dreifachbestimmung wurden dann in Relation zu einer im gleichen

Ansatz erstellten Eichkurve gesetzt.

2.2.9 Western Blot

Western Blot stellt ein Verfahren zum Nachweis von bestimmten Proteinen in einem
Proteingemisch dar. Im ersten Schritt wurde das Proteingemisch mittels Gel-Elektrophorese
in einer Tragermatrix (SDS-PAGE) entsprechend der Proteingrofle (c-MET 140 bzw. 170 kDa)
in einzelne Proteinbanden aufgetrennt. Der Western Blot diente in dieser Arbeit dem
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Nachweis und der Quantifizierung des , Zielproteins“ c-MET und dem Vergleich der Expression
dessen vor bzw. nach Transfektion der DLD1-Zelllinie. Als Referenzprotein wird wiederum

GAPDH verwendet, welches 37 kDa groR ist.
SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese)

Zur Durchfihrung der Gelelektrophoresen wurde das Mini-PROTEAN Tetra Electrophoresis
System der Firma Bio-Rad benutzt. Zwei Gellésungen, welche sich durch ihren PH-Wert
unterscheiden, wurden zwischen die vorgesehenen Glasplatten eingebracht. Als erstes das
Trenngel, in welchem sich die Proteine spadter nach ihrer GroRe auftrennen. Wahrend des
Aushartungsvorgangs, welcher 20 Minuten dauerte, wurde das Gel mit 70-prozentigem
Isopropanol bedeckt. AnschlieBRend wurde auf das Trenngel eine diinne Schicht Sammelgel
aufgetragen, welches den Kamm fir die Proteintaschen beinhaltet. Alle Gele harteten vor

Verwendung eine Nacht bei 4 °C aus.

Komponente Pro Reaktion

Wasser 4,8 ml

1,5 M Tris pH 8,8 2,5 ml

Polyacrylamid 2,5 ml

10 % SDS 100 pl

10 % APS 100 pl
Temed 5 ul

Tabelle 12: Zusammensetzung Trenngel.

Komponente Pro Reaktion

Wasser 2,3 ml
1M Tris pH 6,8 380 pl
Polyacrylamid 380 pl

10 % SDS 30l
10 % APS 30ul
Temed 5ul

Tabelle 13: Zusammensetzung Sammelgel.
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In der Elektrophoresekammer wurden der Kamm entfernt und die nun freiliegenden Taschen
mit Laufpuffer gespiilt; dieser fillte auch die Kammer bis zur entsprechenden Markierung. Die
durch die BCA ermittelten 9 ul Proteinproben wurden mit 3 pl Ladepuffer vermengt, auf 95 °C
erhitzt und nach leichter Zentrifugation in die Geltaschen injiziert. Linie 1 beinhaltet wie lblich
2 ul eines Proteinstandards, Linie 2 dient der Negativkontrolle. Die Proteine bewegten sich
nach Anlegen einer Spannung von 250 V und einer Stromstdrke von 0,04 A in Richtung der
Kathode. Die Auftrennung wurde makroskopisch anhand des Standards beurteilt und variiert

zwischen 45 und 60 Minuten.
Geltransfer/Blotting

Da die Proteine in der Gelmatrix hochmolekularen Nachweissubstraten wie Antikérpern nicht
zuganglich sind, wurden sie auf eine Nitrozellulosemembran Gberfiihrt. Es wurde nach der
SemiDry Methode gearbeitet. Die Nitrozellulosemembran sowie die Filterpapiere wurden mit
Transferpuffer durchtrankt, der ,Blot“ wurde mit Trans Blot SD Semi-Dry Electrophoretic
Transfer Cell und PowerPac HC High-Current Power Supply nach Protokoll bei 25V, 0,3 A und

in 75 Minuten durchgefihrt.
Antikorper-Inkubation und -Detektion

Die Oberflache der Nitrozellulosemembran ist fiir die Bindung von Proteinen und Antikérpern
optimiert, deshalb missen offene Bindungsstellen vor der Antikorperinkubation geblockt
werden; dies geschah auf einem Schittler in 60 Minuten mit 5 % Milchpulver, geldst in 12ml
TBST. Darauffolgend wurden der primare GAPDH-Antikorper im Verhaltnis 1:2000 und der
primare MET-Antikorper im Verhaltnis 1:1000 in 12 ml Milch/TBST gel6st. Die Inkubation auf
dem Schiittler erfolgte Giber 12 Stunden bei 4 °C. Im Anschluss wurde die restliche Flssigkeit
dekantiert und die Membran 4 mal 5 Minuten auf dem Schuttler mit TBST gewaschen. Der
Sekundar-Antikorper wurde im Verhaltnis 1:15000 in 12 ml Milch/TBST Uber 1h in einer
lichtundurchlassigen Box inkubiert; nach erneutem Waschen erfolgte die Detektion der

Proteinbanden mittels ODYSSEY CLx.

Die quantitative Auswertung der Western Blots wurde mithilfe der QuantityOne analysis

software (Biorad, Hercules, USA) durchgefiihrt.
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2.2.10 Transfektion

Die transiente Transfektion, also die voriibergehende Einbringung der miR-31-Plasmid-DNA in
die Zielzelle, wurde mit Lipofectamine 2000 Transfection Reagent durchgefiihrt. Hierfir
wurden 1-3 x10° Zellen, je nach Wachstumsgeschwindigkeit der jeweiligen Zelllinie (DLD-1,
Caco2), in 12-Loch-Platten ausgesat und fir 24 Stunden im Brutschrank inkubiert, sodass sich
eine Konfluenz von ca 80 % ergab. Die Transfektionsreagenz (Verhaltnis 1 pg Plasmid-DNS : 4
ul Lipofectamine in 200 pl MEM) wurde nach 20-mindtiger Inkubation bei Raumtemperatur
jedem Ansatz zugesetzt. Um eine bestmogliche Transfektionseffizienz zu erzielen, wurden
verschiedene Verhdltnisse der Reagenzien getestet und die Effizienz durch die induzierte
Immunfluoreszenz lichtmikroskopisch nach 3 h, 6 h, 14 h, 18 h und 24 h beurteilt. Je deutlicher
die visuell wahgenommenen Fluoreszenz, umso effektiver war die Transfektion zum

entsprechenden Zeitpunkt.

Neben der mikroskopischen Beurteilung erfolgte die Kontrolle der Transfektion durch gPCR

im Vergleich mit einer nichttransfizierten Zellprobe derselben Passage.

2.2.11 Plasmidvermehrung

Um eine bestmogliche Transfektionseffizienz zu erzielen, war das Austesten von
verschiedenen Plasmid/Lipofectamin-Verhaltnissen zu unterschiedlichen Zeitpunkten
notwendig; um mit ausreichend Plasmid arbeiten zu kdnnen, wurde ein Teil der von Gene
Copoeia erworbenen miRNS-31-5p- und mock-Plasmide mithilfe von XL10-Gold

Ultracompetent Cells und des Plasmid Midi Kit vermehrt.
Transformation

Die Transformation erfolgte nach dem XL-10 Gold Ultracompetent Cells Protocol. Die
Aufnahme der Plasmide wurde hierbei durch einen ,Hitzeimpuls” (42 °C, 30 s im Wasserbad)
generiert. Durch Kultivierung auf LB-Ampicillin-Aggar wurden Zellen, die kein Plasmid
aufnahmen, aussortiert, da die durch das Plamid induzierte Antibiotikaresistenz fehlte. Die
sogenannte , Starter“-Kultur wurde durch Animpfen des SOC-Mediums mit einer Gber Nacht

auf dem Aggar gewachsenen Kolonie erzeugt. Diese wurde anschlieBend bei 37 °C auf dem
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Schittler Gber Nacht inkubiert, wobei die mitotischen Zellteilungen eine exponentielle

Vermehrung des Plasmids bewirkten.
Plasmidisolierung

Das Prinzip der alkalischen Lyse nutzend, wurden die Plasmide mit dem Plasmid Midi Kit
isoliert. Hierbei wurde nach dem Midi Protokoll des QIAGEN Plasmid Purification Handbook
vorgegangen. Die getrockneten DNA-Pallets wurden abschlieBend mit einer Konzentration
von 200 ng/ul in TE-Puffer aliquotiert und DNA-Konzentration und -Reinheit bei 260 nm mit

dem Nanodrop bestimmt.

2.3 Statistische Analyse

Zur statistischen Aufarbeitung der Daten wurde IBM Statistic Package SPSS (Version 22)
genutzt. Signifikanzen wurden mit Fisher's exact Test und Mann-Whitneys Test gepriift. Alle
in-vitro-Experimente wurden dreifach durchgefiihrt, bei p<0,05 wurden Unterschiede als
statistisch signifikant angesehen. Die Studie wurde nach den REMARK-Kriterien durchgefihrt.
[64]
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3. Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

LM PER MO
uicc
Il 0 0 1
1l 0 3 2
v 10 7 0
Grading
G2 6 2 1
G3 4 8 2
pT
pT3 10 3 2
pT4 0 7 1
pN
pNO 3 0 2
pN+ 7 10 1
Geschlecht
weiblich 4 4 3
mannlich 6 6 0

Tabelle 14: Ubersicht Patientendaten. Das mittlere Alter betrug 65,8 + 12,5 Jahre.

Das Patientenkollektiv stammte aus einem grofReren Kollektiv, welches bereits fiir Vorarbeiten
genutzt wurde. Zielsetzung war es, molekulare Unterschiede in den Primartumoren zu finden,
welche die Metastasierung beeinflussen konnten. Es bestand aus 23 KRK Patienten.
Metastasen traten nach einer mittleren Follow-up-Time von 9,6 £ 2,2 Jahren auf. Das mittlere
Uberleben betrug 8,4 + 2,1 Jahre. In UICC-Stadium, Grading, pN sowie Geschlecht bestanden
keine signifikanten Unterschiede. Bei peritonealer Metastasierung zeigte sich signifikant
haufiger Stadium pT4 (LM 0/10, PER 7/10, p=0,0015).
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3.2 miRNS-Differenzierung

3.2.1 Vergleich der miRNS-Expression bei hepatischer (LM) und peritonealer Metastasierung

(PER)

Zu Beginn wurden die 23 Primadrtumorproben auf Expression von 754 Ziel-miRNS und 4
Kontroll-RNS mittels TLD-Array untersucht. 275 miRNS konnten vor dem 30. Reaktionszyklus
detektiert werden und wurden daraufhin weiter untersucht; hierbei zeigte sich eine signifikant
differentielle Expression von 41 miRNS, dargestellt in Abbildung 6. D. h. die Expressionshohe
dieser miRNS unterschie sich zwischen zwei Gruppen, in diesem Fall Gruppe LM und Gruppe
PER, signifikant. Eine Gruppe bildete die Referenz zu welcher die Abweichungen in der jeweils
anderen Gruppe untersucht wurden. Betrachtet bzw. als signifikant angesehen wurden die
miRNS, welche entweder 2-fach erhoht oder 0,5-fach vermindert exprimiert / reprimiert

wurden. Im Folgenden wurden alle drei Gruppen (LM, PER, M0) miteinander verglichen.
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Abbildung 6: Differentielle Expression im ersten Schritt des miRNS-Arrays. 31 miRNS zeigten bei den
peritoneal metastasierten Primdrtumoren eine signifikant vermehrte Expression im Vergleich mit den
hepatisch metastasierten, 10 miRNS zeigten sich hierbei signifikant reprimiert. Die am starksten erhohte
Expressionen in PER zeigten miR-215-5p (17-fach) und miR-31-3p (8,9-fach) sowie miR-31-5p; miR-483-5p
(0,04-fach), miR-1226-5p (0,29-fach) und miR-296-5p (0,32-fach) waren am starksten reprimiert.
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3.2.2 Vergleich der miRNS-Expression bei peritonealer Metastasierung (PER) mit Tumoren

ohne Metastasierung (MO0)

Im nachsten Schritt wurden die miRNS, welche spezifisch fir eine Peritonealkarzinose
sprechen, genauer selektioniert, indem eine zweite Bezugsebene hinzugefligt wurd. Hierzu

wurde das PER-Profil mit den MO-Tumoren verglichen.

27 miRNS aus den im ersten Schritt betrachteten 41 differentiell exprimierten miRNS, zeigten
auch hier eine differentielle Expression (Abbildung 7). MiR-148a-3p (2,8-fach) und miR-215-
5p (3,6-fach) wurden signifikant mehr exprimiert im Vergleich zu MO, die restlichen 25 miRNS

wurden reprimiert.
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Abbildung 7: Differentielle Expression PER in Bezug zu MO0. 25 miRNS wurden vermindert expimiert, 2 miRNS

vermehrt.
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3.2.3 Vergleich der miRNS-Expression bei hepatischer Metastasierung (LM) und Tumoren

ohne Metastasierung (MO0)

Im dritten Schritt erfolgte die Analyse der LM-Tumoren im Vergleich zu M0. 36 miRNS der
urspringlich 41 wurden differentiell exprimiert. MiR-483-5p (7,5-fach) zeigte eine signifikant

erhohte Expression, 35 miRNS wurden signifikant reprimiert (Abbildung 8).

Expressionsverhaltnis
LM zu MO
o
wv
o

hsa-miR-643
hsa-miR-17-3p
hsa-miR-1183
hsa-miR-503-p
hsa-miR-363-3p
hsa-miR-15a-3p
hsa-miR-378
hsa-miR-141-3p
hsa-let-7¢-5p
hsa-miR-509-5p
hsa-miR-506-3p
hsa-miR-375
hsa-miR-451a
hsa-miR-15a-5p
hsa-miR-638
hsa-miR-146a-5p
hsa-miR-148a-3p

hsa-miR-192-5p
hsa-miR-1267

hsa-miR-483-5p
has-miR-1226-5p
hsa-miR-296-5p
hsa-miR-302b-3p
hsa-miR-140-5p
hsa-miR-7-1-3p
hsa-miR-22-3p
hsa-miR-625-3p
hsa-miR-34a-5p
hsa-miR-886-5p
hsa-miR-27b-5p
hsa-miR-126-5p
hsa-miR-194-5p
hsa-miR-23b-3p
hsa-miR-210-3p
hsa-miR-338-3p
hsa-miR-194-3p
hsa-miR-885-5p
hsa-miR-151a-3p
hsa-miR-31-5p
hsa-miR-31-3p
hsa-miR-215-5p

Abbildung 8: Differentielle Expression LM in Bezug zu MO. 35 miRNS wurden vermindert exprimiert, 1

miRNS vermehrt.

3.2.4 Differentielle Expression - Vergleich LM zu PER zu MO

Zusammengefasst konnte bei 25 miRNS eine ,differentielle Expression” in allen drei

Vergleichen gezeigt werden.

Im ersten Schritt wurden aus 275 im miRNS-Array bestimmten miRNS (Zyklus<30) diejenigen
abgegrenzt, welche sich signifikant unterschieden im Vergleich der Expression in den
hepatisch metastasierten Primartumoren (LM) zu denen, welche eine Peritonealkarzinose
(PER) ausbildeten. Betrachtet wurden alle miRNS welche entweder 2-fach erhoht oder 0,5-
fach vermindert exprimiert / reprimiert wurden. Zehn miRNS zeigten eine verminderte

Expression, 31 eine erhdhte Expression. Insgesamt waren 41 miRNS diffferentiell exprimiert.

Im zweiten Schritt wurden diese 41 miRNS weiter analysiert. Gesucht wurden miRNS, welche
auch in den beiden anderen Paarungen differentielle Expressionen aufwiesen, d. h. miRNS aus

diesem Kollektiv, welche sich zusatzlich im Vergleich PER vs. MO und LM vs. MO, also im
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Vergleich mit der nicht metastasierten Gruppe (MO0), unterschieden. Beim Vergleich
peritoneale Metastasierung (PER) zu MO konnte bei zwei miRNS eine erhohte, bei 25 eine
verminderte Expression gezeigt werden. Beim Vergleich hepatische Metastasierung (LM) zu
MO wurde nur eine miRNS vermehrt exprimiert, 35 wurden vermindert. Insgesamt 25 miRNS,
zusammengefasst in Abbildung 9 sowie als ,Heatmap” dargestellt in Abbildung 10,

unterschieden sich in der Expression in allen drei Beobachtungsperspektiven signifikant.

hsa-miR-483-5p
hsa-miR-1226-5p
hsa-miR-302b-5p
hsa-miR-643
hsa-miR-17-3p
hsa-miR-1183
hsa-miR-15a-3p
hsa-miR-378
hsa-miR-141-3p
hsa-miR-7-1-3p
hsa-miR-22-3p
hsa-miR-625-3p
hsa-miR-215-5p

hsa-miR-1267
hsa-miR-886-5p
hsa-miR-27b-5p
hsa-miR-126-5p
hsa-miR-451a
hsa-miR-15a-5p
hsa-miR-210-3p
hsa-miR-638
hsa-miR-146a-5p
hsa-miR-338-3p
hsa-miR-885-5p
hsa-miR-31-5p

Abbildung 9: Ubersicht 25 differentiell exprimierte miRNS LM vs. PER vs. MO.
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Abbildung 10: Darstellung der dreifach-differentiell exprimierten miRNS als ,,Heatmap®. Hierbei gibt der
dCT-Wert die Signalstarke an (dCT=CT Zielgen CT ,Housekeeping” Gen). Rot steht fiir hohe (kleinster dCT-
Wert = -2,4) und blau fiir niedrige (hochster dCT-Wert 11,1) Expression.

3.2.5. Validierung am Patientenkollektiv

Bezliglich der im vorherigen Abschnitt beschriebenen 25 miRNS wurde anschlieBend eine
Literaturrecherche im Hinblick auf Verbindungen zum KRK durchgefiihrt. Auf der Homepage
,miRCancer search algorithm” (http://mircancer.ecu.edu/search.jsp) lieBen sich
Veroffentlichungen zu 16 dieser miRNS mit Bezug zu kolorektalen Karzinomen nach

entsprechender Stichwortsuche finden.

Drei dieser miRNS wurden im Anschluss durch Einzel-PCR validiert: MiR-215-5p, miR-31-5p
und miR-483-5p. Hierbei lieRen sich die Ergebnisse des Arrays reproduzieren, wie in den

Abbildungen 11-13 dargestellt (n (LM) = 3; n (PER) = 3; n (MO) = 3).

Zudem erfolgte eine Analyse dieser drei miRNS am Gesamtkollektiv, dargestellt in Abbildung
14 (n (LM) = 10; n (PER) = 10). Ein signifikanter Unterschied mit einem p-Wert von 0,002 konnte
bei miR-31-5p gezeigt werden: Hier lag im Vergleich zu den LM-Tumoren eine 12-fach erhdhte
Expression bei PER-Tumoren vor. Die weiteren Versuche auf Protein-/Effektorebene wurden

daher mit miR-31-5p durchgefiihrt.
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Abbildung 11: Vergleich Expression miR-483-5p im Array und als Einzel-PCR / single TagMan assay.
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Abbildung 12: Vergleich Expression miR-31-5p im Array und als Einzel-PCR / single TagMan Assay.
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Abbildung 13: Vergleich Expression miR-215-5p im Array und als Einzel-PCR / single TagMan Assay.
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Abbildung 14: Vergleich der Expression LM vs. PER von miR-483-5p, miR-31-5p und miR-215-5p am

Gesamtkollektiv.
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Ein signifikanter Unterschied ergibt sich bei miR-31-5p (p=0,002).
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3.3 Regulierung des Zielgens c-MET durch miR-31-5p

3.3.1 Endogene miR-31-5p-Expression moglicher Zellinien

Eine inverse also gegenlaufige Regulation von c-MET durch miR-31-5p ist in der Literatur
vorbeschrieben. In dieser Arbeit sollte dies in einer gangigen Kolonkarzinomzelllinie
untersucht werden. Da die Expression von miR-31-5p in den Zellen durch transiente
Transfektion verstarkt werden sollte, wurde anfangs eine Zelllinie mit vergleichsweise
niedriger endogener miR-31-5p-Expression gesucht (Abbildung 15). Dies traf auf CaCo2 und
DLD1 zu.

1,50 1

1,00 1

0,50 1

Expression in Bezug auf HT29

0,00
HT29 CaCo2 DLD1 HCT116 Colo205

Abbildung 15: In fiinf Kolonkarzinomzelllinien wurde mittels qPCR die endogene miR-31-5p-Expression

bestimmt. Es handelt sich um relative Angaben, bezogen auf die Expression der Zelllinie HT29.

Die Zelllinien CaCo2 und DLD1 wurden mit einem miR-31-5p-Plasmid transfiziert, somit
konnte die miR31-5p-Expression gesteigert werden. Die Transfektionseffizienz wurde
mikroskopisch anhand der Immunfluoreszenz beurteilt und anschlieBend durch PCR
bestatigt. Hierbei zeigte sich bei der DLD1-Zelllinie eine deutlich effektivere Transfektion als

bei CaCo2, daher wurden DLD1-Zellen firr die weiteren Versuche genutzt.
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3.3.2 Maximale Uberexpression 14 Stunden nach Transfektion

Die Transfektionseffizienz wurde zu unterschiedlichen Zeitpunkten Gberprift. In Abbildung
16 sind die miR-31-5p-Expressionen zu verschiedenen Zeitpunkten nach Transfektion zu
sehen. Es zeigte sich eine signifikante Steigerung der miR-31-Expression nach 14 Stunden

im Vergleich zur nicht transfizierten Kontrollgruppe. Nach 18 Stunden war die Expression
schon wieder deutlich vermindert, sodass 14 Stunden nach Transfektion der hochste miR-31-

5p-Spiegel zu erwarten war.

*
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Abbildung 16: Um die Transfektionseffizienz zu optimieren, erfolgte eine Uberpriifung der miR-31-5p-
Expression zu verschiedenen Zeitpunkten nach Transfektion. Die transfizierten DLD1-Zellen zeigten 14
Stunden nach Transfektion eine signifikant gesteigerte miR-31-5p-Expression im Vergleich zu einer mit
einem ,leeren” Plasmid transfizierten, Kontrollgruppe. Es erfolgten weitere Kontrollen nach 18 und 21 h

(nicht aufgetragen), wobei hier die Expression sowohl makroskopisch als auch in der PCR vermindert war.
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3.3.3 miR-31-5p beeinflusst c-MET auf Proteinebene

Ein Zusammenhang zwischen miR-31-5p und c-MET wurde auf Protein-/Effektorebene
mittels Western Blot iberprift. Aus der Zellcharge, aus der die miRNS 14 Stunden nach
Transfektion entnommen wurde, erfolgte die Isolation des Gesamtproteins zum selben
Zeitpunkt. Die Western Blots zeigten eine signifikante Verminderung von c-MET bei
gesteigerter miR-31-5p-Expression (0.53 fach, p<0,001), zu sehen in Abbildung 17. Es konnte
damit gezeigt werden, dass miR-31-5p in DLD1 Kolonkarzinomzellen das Effektorprotein c-

MET invers reguliert.

GAPDH oIl Sy,

1.2 4
1 4
0,8 - *
0,6 -
0,5 -
0,2 4
0 T 1

Abbildung 17: Es wurde der Einfluss von miR-31-5p auf das Effektorprotein c-MET untersucht. Im

c-MET
(Verhaltnis zu GAPDH)

Western Blot zeigte sich im Vergleich mit dem ,leeren” Plasmid eine signifikante Verminderung von c-
MET. Die DLD1-Zellen wurden wie beschrieben transfiziert, das Protein wurde resultierend durch die in
3.5.1 beschriebene Effizienziberprifung nach 14 hisoliert. GAPDH wurde sowohl in der PCR als auch im

Western Blot als Referenzgen benutzt.
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4. Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Diese Untersuchung wurde an den kolorektalen Primdrtumoren von 23 Patienten
durchgefiihrt, von denen jeweils zehn Patienten eine hepatische oder peritoneale
Metastasierung (synchron oder metachron) aufwiesen; drei Patienten ohne Metastasierung

wurden als Kontrollen eingeschlossen.

Es erfolgte die Erstellung von miRNS-Profilen dieser Primartumore. Der Vergleich von
peritoneal metastasierten (PER) Tumoren zu hepatisch metastasierten (LM) Tumoren zeigte
41 differentiell exprimierte miRNS. Im nachsten Schritt wurden die hepatisch metastasierten
Tumore mit den MO-Tumoren verglichen. Hier unterschied sich die Expression von 27 der
anfanglich 41 gefundenen miRNS. AnschlieRend wurden die hepatisch metastasierten Tumore
mit MO-Tumoren verglichen, wobei sich eine differentielle Expression bei 35 miRNS zeigte.
Insgesamt zeigten 25 miRNS eine differentielle Expression in allen drei Betrachtungen, d. h.
sie unterschieden sich in den Vergleichen LM vs. PER, PER vs. LM und PER vs. MO. Hieraus kann

gefolgert werden, dass diese miRNS die Metastasierungstendenz relevant beeinflussen.

Eine Literaturrecherche erbrachte Publikationen lGber 16 dieser 25 miRNS mit Bezug zu KRK:
Bei miR-215-5p, miR-31-5p und miR-483-5p war eine Beeinflussung des Tumorprogresses in
der Literatur vorbeschrieben. Diese drei miRNS wurden anschlieBend am Gesamtkollektiv

evaluiert.

Die Expression von miR-215-5p (3,23-fach) und miR-31-5p (12,27-fach) zeigten sich erhoht im
Vergleich der peritoneal metastasierten zur hepatisch metastasierten Gruppe in der
Validierung am Gesamtkollektiv, die von miR-483-5p (0,51-fach) vermindert. Die Ergebnisse

der Einzel-PCRs bestatigten die des Arrays.

Einzig miR-31-5p zeigte signifikante Unterschiede in der Expression, sodass eine Analyse auf
Funktionsebene folgte: In Anlehnung an das von Mitamura et al bei Ovarialkarzinomen
beschriebene Vorgehen [59], wurde der Einfluss von miR-31-5p auf den Hepatocyte-Growth-
Factor-Receptor c-MET in vitro untersucht. Der EMT-Mediator c-MET ist Teil des onkogenen
Wint-Signalwegs und tragt damit zur Fernmetastasierung bei Karzinomen verschiedener

Entitaten bei.
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Es konnte in dieser Arbeit gezeigt werdem, dass eine vermehrte Expression von miR-31-5p zu
einer signifikant veminderten Expression von c-MET fihrt. MiR-31-5p supprimiert die

Expression von c-MET und kdnnte unter anderem dadurch die Fernmetastasierung inhibieren.

754 miRNS

Zyklus < 30
275 miRNS (36,5%)

differentielle Expression
PER vs. LM:
41 miRNS (14,9%)

differentielle Expression zu MO
(sowohl PER vs. MO als auch LM vs. M0)
25 miRNS (9,1%)

Abbildung 18: Verlauf miRNS-Array bis zur ,,dreifach“-differentiellen Expression.
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4.2 Interpretationen
4.2.1 Patientenkollektiv und TLD-Array

Michael et al. untersuchten 2003 erstmalig Zusammenhdnge zwischen miRNS und der
Entwicklung von kolorektalen Karzinomen. Sie zeigten, dass miR-143 und miR-145 in
Tumorgewebe verglichen mit gesundem Gewebe vermindert exprimiert werden [65, 66].
Heute kennt man beim KRK bereits ein umfangreicheres miRNS-Spektrum mit dazugehdrigen

Ziel-/Effektorproteinen [67].

Diese Arbeit beschaftigt sich mit der Hypothese, dass Tendenzen zu synchronem oder
metachronem Metastasierungsverhalten bereits durch das molekulare Profil des Primarius
vorhersagbar sind. Sie tragt damit zu einem seit einigen Jahren andauernden Umbruch bei:
Weg von einem ,, Tumorzentrismus®, der gepragt ist durch die Vorstellung, dass den Patienten
nur ein direkter therapeutischer Angriff auf die Tumorzelle langfristig hilft [68, 69], hin zu einer
hoch individualisierten Medizin, bei der die Entstehung von Karzinomen als systemische
Erkrankung gesehen wird und die Diagnostik und Therapie bereits auf genetischer Ebene

beginnt [70].

Neumann et al. zeigten, dass durch Beurteilung von Stammzellmarkern am Primartumor
Aussagen zu einer moglichen Metastasierungstendenz gemacht werden konnten. Eine
Erhéhung von [-Catenin sowie vermehrte Expression der Oberflaichenmolekiile CD44

und/oder CD133 im Primartumor sprechen fiir hepatische Metastasierung.

Auch in dem hier verwendeten Patientenkollektiv wurden diese Stammzellmarker
immunhistochemisch tberpriift. Bei zehn von zehn Patienten, die im Verlauf Lebermetastasen
entwickelten, lag eine Erhohung der Stammzellmarker vor. Nur zwei von zehn Patienten mit
Peritonealkarzinose wiesen eine Erhohung dieser Marker auf. Bei den drei Patienten ohne
Metastasen konnte bei keinem Patienten eine Erhéhung festgestellt werden (Abbildungen 19

und 20).
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Abbildung 19: Neumann et al. beschrieben bei hepatisch metastasierenden Primartumoren
Stammzelleigenschaften, welche sich durch erhéhte Expression von [-Catenin (A), CD44 (B) und/oder
CD133 (C) von peritoneal metastasierenden Tumoren unterscheiden. Dieses Kollektiv stellt eine Subgruppe

der Vorarbeit dar [28].
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Abbildung 20: Signifikant verminderte Expression von B-Catenin, CD44 und/oder CD133 bei peritoneal

metastasierten Tumoren oder Tumoren ohne Metastasen.

Die Einzelauswertungen aus diesem Kollektiv deckten sich zum Teil mit den Ergebnissen aus

der, ein groReres Kollektiv umfassenden, Vorstudie (siehe Seite 10) [28].
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Die Technik des TLD-Arrays erbrachte die Moglichkeit, eine grolRe Zahl an miRNS parallel zu
analysieren. Dies trug entscheidend zu dem innovativen Ansatz bei, Metastasierungswege
durch molekulare Bestimmungen im Primartumor vorhersagbar zu machen, da somit
differentielle Expressionen in allen drei Vergleichsebenen dargestellt werden konnten;
letztlich konnten auf diesem Weg wenige, aber signifikante miRNS-Expressionsunterschiede

gefunden werden.

4.2.2 miR-215-5p

Fir miR-215 konnten bereits in verschiedenen Tumorentititen tumorsuppressive
Eigenschaften nachgewiesen werden: In epithelialen Ovarialkarzinomen beschreiben Ge et al.
2016 eine Tumorsuppression durch inverse Beeinflussung des onkogenen X-Chromosome-
linked inhibitor of apoptosis (XIAP) [71]. Bei nicht kleinzelligen Lungenkarzinomen und
Pankreaskarzinomen zeigten sich ebenfalls tumorsuppressive Eigenschaften durch

Beeinflussung der zinc finger E-box-binding homeobox 2 (ZEB2) [72, 73].

MiR-215-5p lasst auch in dieser Arbeit tumorsuppressive Eigenschaften vermuten: Gezeigt
werden konnte, dass erhohte Expression dieser miRNS mit lokalem Tumorwachstum, eine
Verminderung jedoch mit erhdhter Metastasierungstendenz einhergeht (LM 1, PER 4,2, MO
4,8; relatives miR-215-5p-Expressionsniveau). Khella et al. 2015 beschreiben den gleichen

inversen Zusammenhang bei metastasierten Nierenzellkarzinomen [74].

Andere Arbeiten zum KRK beschreiben ebenfalls eine Suppression von Tumorwachstum durch
miR-215-5p hauptsachlich in Zellkulturversuchen. Unter anderem wird sie vom
Transkriptionsfaktor Caudal Type Homebox 1 (CDX1) reguliert und zeigt inverse Wirkung auf
das onkogene BMI1 und den Transkriptionsfaktor Ying-Yang 1 (YY1) [75, 76]. Allerdings kdnnen
erhohte miR-215-5p-Expressionen zu Entwicklung von Chemotherapieresistenz fiihren, was
die Prognose wiederum verschlechtert [77]. MiR-215-5p wirkt zudem reduzierend auf die
Proliferationsrate der KRK-Zelllinien RKO, LoVo und DLD1 ein und beeinflusst den Zellzyklus
Gber den P53-Signalweg [78].
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Interssanterweise scheint miR-215-5p beim Magenkarzinom onkogen zu wirken. Dies
beschrieben Li et al. 2016 und Xu et al. 2015. Ein Effektorprotein hierbei ist runt-related
transcription factor 1 (RUNX1) [79, 80].

Im Gegensatz zu miR-483-5p und miR-31-5p, bei welchen im Array und den Einzel-PCR ein
hoher Grad an Ubereinstimmung vorlag, gab es bei miR-215 eine gewisse Diskrepanz zwischen
Array und Einzel-PCR in der PER-Gruppe; die Expression im Array ist hoher als in der Einzel-
PCR (16 vs. 4,2). Dies scheint a.e. dem relativ kleinen Patientenkollektiv und der damit

einhergehenden Varianz geschuldet zu sein.

4.2.3 miR-483-5p

MiR-483-5p wird in hepatisch metastasiertenTumoren bis zu zehnfach starker exprimiert als
in MO- oder peritoneal metastasierten Tumoren, was flir eine Metastasierung fordernde
Wirkung spricht. Im Vergleich der Gruppen PER vs. LM war sie die am starksten reprimierte
mMiRNS. Es liegen bisher weniger Arbeiten zu dieser miRNS vor als zu miR-215-5p oder miR-31-
5p, allerdings zeigt sie in Voruntersuchungen onkogenen Charakter. Bei
Plattenepithelkarzinomen der Mundhdéhle und Nasopharynxkarzinomen korreliert die Hohe
der miR-483-5p-Expression, hier aus Primartumorbiopsien bestimmt, mit Tumorprogress und
Metastasierungstendenzen. [81, 82]. Auch beim hepatozelluldaren Karzinom (HCC) konnten
erhohte Spiegel von miR-483-5p im Vergleich zu Hepatitis-B-Gewebe und gesundem
Lebergewebe gefunden werden. Die Autoren zeigten auch, dass die prognostische Wertigkeit
der kombinierten Bestimmung von miR-483-5p und dem Tumormarker alpha-Fetoprotein
(AFP) im Blutserum hoher ist als die ausschlieBlichen Bestimmung von AFP [83]. Shen et al.
2013 beschreiben ebenfalls diesen signifikanten prognostischen Nutzen der Bestimmung von

miR-483-5p im Serum bei HCC [84].

Eine vermehrte miR-483-5p-Expression und damit einhergehende schlechte Prognose konnte
zudem in adrenocorticalen Karzinomen gezeigt werden [85, 86]. MiR-483-5p wird unter
anderem durch den WNT/R-Catenin Signaltranduktionsweg aktiviert, interagiert dann mit
dem Rho GDP dissociation inhibitor alpha (RhoGDI1) und activated leukocyte cell adhesion
molecule (ALCAM) und begiinstigt dadurch die EMT [87]. Wahrend die o0.g. Zusammenhéange

fur verschiedene Tumorentitaten (HCC, Lungenadenokarzinom, etc) beschrieben wurden, ist
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eine die Metastasierung fordernde Wirkung von miR-483-5p fiir das kolorektale Karzinom
bislang nicht gezeigt worden. Die Resultate dieser Arbeit lassen nun eine die EMT foérdernde

Wirkung von miR-483-5p annehmen.

4.2.4 miR-31-5p

Stepicheva et al. beschreiben miR-31-5p als ,,evolutiondr hoch konservierte” miRNS. Sie hat
Einfluss auf physiologische Entwicklung - unter anderem bei der Spermatogenese, Myogenese
und Embryonalentwicklung - aber auch auf die Ausbildung verschiedener Malignome. In der
Tumorentwicklung hangt die Wirkweise von der jeweiligen Tumorentitat ab und kann sowohl

onkogener als auch tumorsuppressiver Natur sein [88].

MiR-31-5p zeigte in dieser Arbeit, als einzige aller 41 weitergehend untersuchten miRNS,
einen signifikanten Unterschied im Vergleich der Expressionen hepatische vs peritonele

Metastasierung bei Validierung am gesamten Patientenkollektiv.

Daruber hinaus konnte auch bei der SpleiBvariate miR-31-3p eine differentielle Expression
nachgewiesen werden; allerdings wurde hier das Kriterium der ,dreifach“-differentiellen
Expression nicht erfillt. Diese SpleiRvariante wie auch miR-31-5p scheinen pradiktive
Aussagekraft beziglich der Chemotherapieresistenz bei mit Cetuximab therapierten,

metastasierten KRK-Patienten zu haben [89] .

Die miR-31-5p-Expression bei KRK und daraus resultierenden Lebermetastasen betrachteten
Feiersinger et al. 2016. Hier zeigte sich eine verminderte miR-31-5p Expression in den
Metastasen im Vergleich zum Primartumor. Die miR-31-5p Expression war aber in
Tumorgewebe und auch in den Metastasen deutlich erhoht im Vergleich zu gesundem Kolon-
/Lebergewebe. Die Autoren schlieRen basierend auf diesen Ergebnissen auf ein onkogenes

Potential von miR-31-5p [90].

Auch in anderen Arbeiten wird eine onkogene bzw. Metastasierung férdernde Wirkung von
miR-31-5p bei kolorektalen Karzinomen beschrieben. Es konnten z. B. erhdhte miR-31-5p-
Expressionen bei fortgeschrittenem Tumorwachstum und schlechter Zelldifferenzierung
gezeigt werden [91]. Auch eine Hemmung der Autophagozytose durch tumorassoziierte
Fibroblasten wurde beschrieben [92].
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Interessanterweise lassen die Ergebnisse dieser Arbeit jedoch eher tumorsuppressive bzw.
»Metastasierung inhibierende” Eigenschaften bei miR-31-5p am KRK vermuten. Sowohl in den
Einzel-PCR als auch im Array liegen bei der PER-Gruppe hohere Expressionen vor als in der LM-
Gruppe. Die héchste miR-31-Expression konnte bei den nicht metastasierten Tumoren (MO)

gezeigt werden . Zusatzlich liegt noch die inverse Regulation des onkogenen c-MET vor.

Eine Interpretation dieser Ergebnisse bzw. ein Vergleich mit den vorher genannten Studien
wird dadurch erschwert, dass diese Arbeiten Tumorgewebe mit gesundem Gewebe
verglichen. Eine mogliche Erklarung besteht darin, dass miR-31-5p zwar zu Tumorwachstum
beitragen kann, es sich hierbei aber eher um ein lokal aggressives Wachstum handelt, welches

weniger zu hamatogener Metastasierung tendiert.

Mitamura et al. haben den Zusammenhang von miR-31-5p und c-MET in Ovarialkarzinomen
untersucht. Hierbei konnte auch gezeigt werden, dass miR-31-5p das onkogene c-MET invers
reguliert. Hohe c-MET-Expressionen gingen mit schlechter Prognose und vermehrter Resistenz
gegen Paclitaxel einher [59]. Die dortige Versuchsanordnung dhnelt der in dieser Arbeit
verwendeten Anordnung und die suppressiven Eigenschaften von miR-31-5p gegen c-MET
konnten in dieser Arbeit bei KRK bestatigt werden: In MO-Tumoren betragt die miR-31-5p-
Expression 20,4 mal mehr als in hepatisch metastasierten Tumoren, in peritoneal
metastasierten Tumoren betragt die Expression 5,8 mal mehr als in hepatisch metastasierten

Tumoren.

In Magenkarzinomen wirkt miR-31 vermutlich auch tumorsuppressiv indem sie das zur
Metastasierung beitragende RhoA-Protein supprimiert [93]. Auch bei Mammakarzinomen
und Lungenkarzinomen inhibiert miR-31-5p Metastasierungen durch Regulation des
onkogenen special AT-rich sequence-binding protein-2 (SATB2) und des tumorsuppressiven

Hu Antigen R (HuR) [94, 95].
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4.2.5 MiRNS - Pradiktion bei kolorektalen Karzinomen

Um miRNS als Pradiktoren fiir das Vorliegen eines kolorektalen Karzinoms oder aber auch
dessen Therapieansprechen nutzen zu kdénnen, stellt die praktische Umsetzung der
Probengewinnung einen limitierenden Faktor dar. Zwar ist es moglich, miRNS aus reseziertem
Tumormaterial zu bestimmen, wie in diesem Versuchsaufbau geschehen. Hier ist der Nutzen
aber eher eingeschrankt, da nach der Resektion keine Verlaufsbestimmungen mehr erfolgen
konnen. Wesentlich praktikabler ware die weniger invasive Bestimmung von miRNS in Blut,

Stuhl oder Aszites, wie bereits bei anderen Entitaten beschrieben.

Bei Bestimmungen im Blut zeigten sich bei miR-92a und miR-21 annehmbare Werte fir
Sensitivitdt und Spezifitdt. Um die Testgilite weiter zu optimieren, ist die Bestimmung von
mMiRNS-Gruppen effektiver als die Bestimmung einzelner miRNS [96, 97]. Zum Beispiel geben
gleichzeitig erhdhte Spiegel von miR-21 und let7g und verminderte Spiegel von miR-181b,
miR-92a, miR-203 und interessanterweise auch miR-31-5p im Serum Hinweise auf das
Vorliegen eines kolorektales Karzinoms. Die Sensitivitat betragt hierbei 93 %, die Spezifitat 91
% [98]. Speziell bei miR-21 konnte eine direkte Beeinflussung der CSCs gezeigt werden, was

den Einfluss dieser miRNS nochmals unterstreicht [31].

Li et al. untersuchten im Blut miRNS-Unterschiede bei KRK-Patienten im Stadium Il und Il vor
und nach Operation. MiR-17-3-p und miR-106a unterschieden sich hierbei signifikant und
korrelierten mit vermindertem Uberleben und schlechtem Ansprechen auf eine weitere
Therapie. Die Autoren sprechen diesen beiden miRNS einen besonderen Stellenwert als

pradiktive Biomarker zu [99].

4.2.6 c-MET

Die Rezeptortyrosinkinase c-MET spielt, wie einleitend beschrieben, eine wesentliche Rolle in
der Entwicklung diverser Tumoren, z. B. durch Tumorinitiierung in Tumorstammazellen,
Tumorprogression durch Zellproliferation/-Uberleben, Chemoresistenz sowie
Metastasierung. Diese zentrale Rolle macht das Protein attraktiv fiir zielgerichtete Therapie

auf verschiedenen Ebenen [100].

Um die Signallbertragung durch c-MET zu unterbrechen, existieren mehrere Therapieansatze:
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- Mit NK4 gibt es einen spezifischen Antagonisten fiir den c-MET-Liganden HGF. Dessen
Einsatz schrankt die Invasion und Angiogenese bei metastasierten KRK ein [101, 102].

- Antikdrper wie Onartuzumab oder Rilotumumab verhindern die Bindung des Liganden
und Aktivierung des Rezeptors. Der Einsatz dieser Antikorper befindet sich bei
verschiedenen Tumorentitaten derzeit in der klinischen Erprobungsphase [54, 103].

- Tivantinib, Foretinib und Cabozantinib sind Tyrosinkinase-Inhibitoren, welche die
Phosphorilierung durch c-MET einschranken sollen. Die Anwendung befindet sich
ebenfalls in der Erprobungsphase [54, 104].

- Es sind mehr als 30 miRNS bekannt, denen regulatorische Eigenschaften in Bezug auf
c-MET zugeschrieben werden. MiR-1 ist in KRKs supprimiert und korreliert invers mit
der Exprimierung von c-MET, dhnlich der in diesen Versuchen gezeigten Wirkung von
miR-31-5p [105]. MiR-139-5p supprimiert MET ebenfalls in NSCLCs [106]. Mitamura et

al. zeigten die Suppression durch miR-31-5p bei Ovarialkarzinomen [59].

MiRNS konnen im Zusammenhang mit c-MET zweifach genutzt werden: Zum einen konnte
durch eine Bestimmung derjenigen ,Biomarker“-miRNS, die MET direkt beeinflussen, eine
friihzeitige Antirezeptortherapie begriindet werden. Die Bestimmung kann hier in friihen
Tumorstadien am Primarresektat oder unter Umstanden auch im Blut oder Stuhl durchgefiihrt
werden. Zum anderen kdnnten miRNS auch direkt als Therapeutika eingesetzt werden, um die
Synthese des c-MET-Proteins zu verhindern. Diese Entwicklung befindet sich noch im
Anfangsstadium, allerdings konnten Sun et al. bereits eine tumorsuppressive Wirkung von
miR-139-5p im Xenograft Tiermodell nachweisen. MiR-139-5p wurde BALB/c Mausen mit
NSCLCs direkt in die Tumoren appliziert, was eine signifikante Reduktion der Tumormasse zur

Folge hatte [106].
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4.3 Diskussion der Methoden
4.3.1 Patientenkollektiv und Probengewinnung

Das Studiendesign bedingte, dass ungefahr die Halfte der Tumorproben Jahre vor der
eigentlichen Metastasierung (metachrone Metastasierung) bzw. vor der Diagnose der
Metastasierung gewonnen wurden. Damit waren die entsprechenden miRNS-Verhaltnisse nur
bedingt vergleichbar, insbesondere da es sich bei dem Prozess der Metastasierung um eine
dynamische Situation handelt. Um exakt vergleichen zu konnen, misste eine
Probengewinnung exakt zum Zeitpunkt der Metastasierung erfolgen. Dies kann praktisch nicht
umsetzbar sein, exakte Vergleichbarkeit war aber auch nicht die Zielsetzung. Sinvoll ware eine
Detektion von solchen miRNS-Gruppen, welche in noch nicht metastasierten Tumoren (MO)
unabhangig vom Zeitpunkt und unabhdngig vom Expressionsniveau Hinweise auf die

zuklinftige Metastasierungstendenz geben.

4.3.2 TLD-Array und Analyse des Effektorproteins

Zu Beginn wurde RNS aus 23 Primartumoren isoliert und anschlieRend ein miRNS-Profil mit
dafir vorgesehenen TLD-Array-Platten erstellt. Dies wurde anschlieBend bei den weiter
analysierten miRNS durch gRT-PCRs validiert. Hierbei handelt es sich um ein gangiges und gut
validiertes Vorgehen. Andere Arbeitsgruppen wahlten bei der Erstellung von miRNS-Profilen
von gastrointestinalen Stromatumoren, Vulvakarzinomen, Hodgkin-Lymphomen oder auch
beim KRK ein dhnliches Procedere. Im Vergleich zu diesen Studien liegt die Anzahl der
Tumorproben im unteren Bereich (23 zu 33, 30, 32 und 29) [90, 107-109]. Die gewahlte

GruppengroRe (LM=10, PER=10 und MO0=3) lie® dennoch statistisch signifikante Aussagen zu.

Friihere Studien vergleichen hauptsachlich Tumorgewebe mit nicht pathologisch verdandertem
Gewebe. Der in dieser Arbeit gewahlte Ansatz, bereits durch Untersuchung des Primartumors
auf das Metastasierungsverhalten schlieBen zu koénnen, stellt ein innovatives
Unterscheidungskriterium zu anderen Arbeiten dar. Dem gegeniber ist der Probenumfang per
se weniger bedeutsam. In Zukunft werden miRNS-Gruppen/-Cluster bestimmt werden
miissen, um bestmogliche pradiktive Aussagekraft zu erhalten; der hier gewahlte Ansatz

konnte die Basis fur zuklnftige Versuche auch an grofReren Patientenkollektiven sein.
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Zur Erstellung des miRNS-Profils wurde ein gRT-PCR-Array durchgefiihrt, welcher in
Sensitivitat und Spezifitat anderen Methoden wie dem Microchip Array tberlegen ist [110].
Durch die Identifikation mehrfach differentiell exprimierter miRNS (LM vs. PER, PER vs. LM
und PER vs. M0) erbrachte diese Arbeit einen relativ spezifischen miRNS-Pool. Dies liegt
hauptsachlich an der Darstellung mehrerer Vergleichsebenen. Wang et al. untersuchten
beispielsweise 2014 miRNS-Profile von Lymphknotenmetastasen bei Mammakarzinomen.
Hier wurde lediglich die differentielle miRNS-Expression zwischen Lymphknotenmetastasen
und physiologischem Lymphknotengewebe betrachtet. Es ergaben sich hierbei 13 differentiell
exprimierte miRNS, Relevanz wurde den miRNS mit den groBten Expressionsunterschieden

beigemessen [111].

Im Rahmen dieser Arbeit wurde neben der Erstellung der miRNS-Profile die Regulation der
Rezeptortyrosinkinase c-MET durch miR-31-5p untersucht. Hierzu wurden DLD-1-Zellen, eine
kolorektale Zelllinie, welche endogen eine geringe miR-31-5p-Expression aufweist, durch
Lipofectamin mit einem miR-31-5p-Plasmid transient transfiziert. Die Transfektion hatte auch
stabil durch Viren erfolgen kénnen, wie z. B. bei einer Untersuchung von miR-204-5p und dem
Mitgleid der RAS-Onkogen-Familie RAB22A im KRK [112]. Bei weiteren Untersuchungen, wie
beispielsweise im Tiermodell, ware eine stabile Transfektion sicher vorteilhafter. Da hier aber
die c-MET-mRNS und das c-MET-Effektorprotein zum Zeitpunkt der hochsten miR-31-5p-

Konzentration gewonnen wurden, war eine transiente Transfektion ausreichend.

Die Transfektionseffizienz wurde erst mikroskopisch mittels Immunfluoreszenz kontrolliert
und dann durch PCR bestatigt. Es zeigte sich 14 Stunden nach Transfektion eine signifikante
Steigerung der Expression. Nach Transfektion wurde der Einfluss von miR-31-5p auf das
Effektorprotein c-MET im Western Blot untersucht. Ahnlich gingen Myoshi et al. bei der
Untersuchung von miR-139-5p und deren Effekt auf die EMT beeinflussenden Proteine Zinc
finger E-Box-binding homebox 1 und 2 (ZEB1/ZEB2) und E-Cadherin vor. Durch Transfektion,
PCR und Western Blot wurde dort gezeigt, dass eine Uberexpression von miR-139-5p zu einer
verminderten Expression von ZEB1 und ZEB2 sowie zu einer gesteigerten Expression von E-
Cadherin flihrte. Die Autoren bestatigten diese Ergebnisse abschlieRend noch im Tiermodell:
Hier fihrte die intraperitoneale Injektion von vermehrt miR-139-5p exprimierenden Zellen zur

Ausbildung einer Peritonealkarzinose [113]. Entsprechend kénnten auch die Ergebnisse dieser
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Arbeit durch beispielsweise Injektion von transfizierten Zellen in den Zoecalpol und

Beobachtung der Metastasierung im Mausmodell weiter verfolgt werden.

Zur Verifizierung der Ergbnisse ware zudem ein umgekehrtes Vorgehen denkbar, wobei man
die endogen hohe miR-31-5p-Expression einer entsprechenden Zelllinie (z. B. HCT116)

unterdriickt, was dann einen Anstieg von c-MET zur Folge haben msste.

4.4 Fazit und Ausblick

Diese Arbeit befasst sich mit dem Ansatz, molekulare Marker in Primdrtumoren zu suchen,
welche Einfluss oder Vorhersagekraft auf / fir Metastasierungstendenzen haben kénnten.
Hinweise hierflir konnten anhand der Expressionen verschiedenener miRNS gefunden
werden. Insbesondere miR-215-5p, miR-483-5p und miR-31-5p unterschieden sich im
Vergeleich zwischen hepatisch metastasierten und peritoneal metastasierten Karzinomen
signifikant. Zudem liel3 sich die Beeinflussung eines a.e. onkogen wirkenden Effektorproteins,

der Rezeptortyrosinkinase c-MET, durch miR-31-5p zeigen.

Die Aussagekraft eines einzelnen Expressionsspiegels bzw. der Einfluss dessen auf ein
Effektorprotein ist wahrscheinlich eher gering. Bei weit tiber tausend bisher bekannten miRNS
geschehen Signaltransduktions-Regulationen wahrscheinlich durch eine Vielzalhl von miRNS
oder ganze miRNS-Gruppen/-Cluster. Die Entschliusselung dieses komplexen Systems steht
noch am Anfang, allerdings ist der EMT-Mediator ,miRNS“ in den letzten Jahren zunehmend
in den Fokus der Wissenschaft gerlickt. Die Zahl der Veroffentlichungen zu diesem Thema
steigt von Jahr zu Jahr. Der oben beschriebene Ansatz konnte in Zukunft als Basis fir die

Entschllsselung solch geeigneter miRNS-Cluster dienen.

Unter Umstdanden haben miRNS-Cluster zukiinftg mehr Aussagekraft als beispielsweise die
bekannten Tumormarker PSA bei Prostatakarzinomen oder AFP bei HCC, da sie nicht nur fir
das Vorliegen eines Tumors sprechen sondern auch Hinweise auf die Metastasierungstendenz

geben konnten. Auch eine Verwendung als Therapietargets/Therapeutika ware denkbar.
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7. Material

7.1 Gerédte und Verbrauchsmaterialien
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doppelt, mit CE-Zeichen

Axiovert 40 CFL Inverse Mikroskope
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DNA-Workstation
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Mastercycler gradient

MicroAmp Fast Optical 96-Well Reaction
Plate with Barcode (0,1 ml)

MicroAmp Optical Adhesive Film
Mini-PROTEAN® Tetra Electro-phoresis
System

Minitron Schittelinkubator

Nano Drop 2000 c

Nunc Cell-Culture Treated Multidishes
Nunc EasYFlask 175 cm?

ODYSSEY® CLx

Odyssey® Nitrocellulose Membrane

Pipetboy acu 2

RAINER Medizintechnik, Frensdorf, D

Carl Zeiss, Jena, D

BINDER GmbH, Tuttlingen, D

UniEquip Laborgeratebau- und Vertriebs
GmbH, Planegg, D

Eppendorf, Hamburg, D

Eppendorf, Hamburg, D

Eppendorf, Hamburg, D

Eppendorf, Hamburg, D

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Lab Unlimited, Dublin, IR

Eppendorf, Hamburg, D
Applied Biosystems, Carslbad, USA

Applied Biosystems, Carlsbad, USA
Bio-Rad, Hercules, USA

Infors AG, Bottmingen, CH

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham,USA
Li-Cor Biosciences Gmbh, Lincoln, USA
Li-Cor Biosciences Gmbh, Lincoln, USA

Integra Biosciences AG, Zizers, CH
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PowerPac™ HC High-Current Power Supply

Rotamax 120 Plattformschuttler

Safe-Lock Tubes

Shaker MS2

Step One Real Time PCR System
TipOne® Filterspitzen

TipOne® Pipettenspitzen
Tischwaage JL1502-G/01

TransBlot® SD Semi-Dry Transfer Cell
VersaMax ELISA Microplate Reader
VX-200 Lab Vortexer

Bio-Rad, Miinchen, D

Heidolph Instruments GmbH & Co.KG,
Schwabach, D

Eppendorf, Hamburg, D

IKA-Werke GmbH & CO. KG, Staufen, D
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Starlab GmbH, Hamburg, Deutschland
Starlab GmbH, Hamburg, Deutschland
Mettler-Toledo, GieRen, D

Bio-Rad, Miinchen, D

Molecular Devices, Biberach, D

Labnet International, Edison, USA

7.2 Chemikalien

2-Mercaptoethanol

2-Propanol (70%)

Casein Hydrolysat

D-(+)-Glucose

Dimethyl Sulfoxid

Ethanol (99,9%)

Glycin (C2HsNO3)

Hefeextrakt

LB-Agar (Luria/Miller)
Magnesiumchlorid-Hexahydrat (MgCl, x
6H,0)

Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSOa x
4H,0)

Milchpulver

Methanol( 299,9 %)

Natriumchlorid (NaCl)

Sigma Aldrich, St.Louis, USA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Sigma Aldrich, St. Louis, USA

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D
Sigma Aldrich, St. Louis, USA
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SDS( = 99,5 %)

TE Puffer

Tris Base

Tween® 20

Xylol

Tris-Hydrochlorid (C4H11NOs3 - HCI)

Trypton/Pepton aus Casein

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

BioRad, Miinchen, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, D

Carl Roth GmbH, Karlsruhe, D

7.3 Puffer, Losungen, Medien und Reagenzien

Nahrmedium Zellkultur

Einfriermedium

Trypsin EDTA Solution

DPBS 1x

Trypan Blue Solution 0,4 %

peqGOLD TriFast

RPMI-Medium-1640-1x

10 % fotales bovines

Serum

45% RPMI-Medium-
16401x

45% fotales bovines
Serum

10% Dimethyl Sulfoxid

Thermo Fischer Zellkultur
Scientific,
Waltham, USA

Biochrom, Berlin, D

Thermo Fisher Zellkultur
Scientific,

Waltham, USA

Biochrom, Berlin,

USA

Pan Biotech, Zellkultur
Aidenbach, D

Pan Biotech, Zellkultur
Aidenbach, D

Sigma Aldrich, St. Zellkultur
Louis, USA

Peqlab RNS-Isolation
Biotechnologie,

Erlangen, D
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Chloroform

Zelllysepuffer

Gelladepuffer

10xSDS-

Gelelektrophoresepuffer

Transfer-Puffer (pH8,3)

1x Waschpuffer (TBST) (pH

7,6)

Blocking-Puffer

89,9 % Cell lysis Buffer

10 % Protease Inhibitor
Cocktail
0,1 % DL-Dithiothreitol

solution

90 % 4x Protein Sample

loading buffer
10 % 2-Mercaptoethanol

250 mM Tris Base

1,9M Glycin
1% SDS
H20 ad 1L
39 mM Glycin

48mM  Tris-HCL
0,037 % SDS

20%  Methanol
H,0 ad 1L
20mM  Tris-HCL
137 mM NacCl
0,1% Tween 20
HO adl1L

5% Milchpulver
In TBST gelost

Sigma Aldrich, St.
Louis, USA

Cell Signaling
Technology,
Denvers, USA
Sigma Aldrich, St.
Louis, USA

Sigma Aldrich, St.
Louis, USA
Li-Cor Biosciences,

Lincoln, USA

Sigma Aldrich, St.
Louis, USA

RNS-isolation

Protein-
mengen-

bestimmung

Western Blot

Western Blot

Western Blot

Western Blot

Western Blot
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Lipofectamine® 2000

Transfection Reagent

Minimum Essential Medium

NZY* Broth (pH 7,5)

LB Medium

LB Agar (pH 7,0)

Thermo Fisher
Scientific,
Waltham, USA
Thermo Fisher
Scientific,
Waltham, USA

10g casein hydrolysat

5g Hefeextrakt

5g Nacl

12,5 ml 1M mgcl

12,5ml 1M Mgsod

20ml 20% Glucose

HO adl1L

5g Trypton

2,5g Hefeextrakt

5 g NaCl

H,O ad 1L

Nach Autoklavieren

Zugabe von 10 ml 10

mg/ml Ampicillin Sodium Sigma Aldrich, St.

Salt Louis, USA

Transfektion

Transfektion

Plasmid-

vermehrung

Plasmid-

vermehrung

Plasmid-

vermehrung

7.4. Kits, Primer, Antikérper und Plasmide

RecoverAll™ Total Nucleic Acid Isolation

Kit

Megaplex™ Primer Pools, Human Pools

Set v3.0

Applied Biosystems, Resektat-
Carlsbad, USA

Carlsbad, USA Array

aufbearbeitung

Applied Biosystems, cDNS-Synthese TLDA-
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TagMan Array Human MicroRNA A+B
Cards Set v3.0

mirVana™ miRNA Isolation Kit

TagMan PreAmp Master Mix

Tag Man MicroRNA Reverse Transcription

Kit

QuantiTect Reverse Transcription Kit

Pierce™ BCA Protein Assay Kit

TagMan Universal PCR Master Mix, No

AmpErase UNG

QuantiTect SYBR Green PCR Kit

Plasmid Midi Kit

XL10-Gold Ultracompetent Cells

Thermo Fisher
Scientific, Waltham,
USA

Thermo Fisher
Scientific, Waltham,
USA

Thermo Fisher
Scientific, Waltham,
USA

Thermo Fisher
Scientific, Waltham,
USA

Qiagen, Hilden, D
Thermo Fisher
Scientific, Waltham,
USA

Thermo Fisher
Scientific, Waltham,
USA

Qiagen, Hilden, D
Qiagen, Hilden, D
Thermo Fisher

Scientific, Waltham,

TLDA-Array

RNS-Isolation

RNS-lolation

Mi31RT+PCR

metRT+PCR
Proteinmengen-

bestimmung

PCR

PCR
Plasmidvermehrung

Plasmidvermehrung

USA
Taq Man® hsa-miRNA31 micro AGGCAAGAUGCUGGC Applied mMiRNA31RT+P
RNA assay AUAGCU Biosystems, CR
Carlsbad,
USA
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Taq Man® RNU44 micro RNA CCTGGATGATGATAGC Applied RNU44
assay AAATGCTGACTGAACA Biosystems, RT+PCR

TGAAGGTCTTAATTAG Carlsbad,

CTCTAACTGACT USA
HS_ACTB_1 SG QuantiTect Primer Qiagen, Met PCR
Assay Hilden, D
Hs GAPDH_1 SG QuantiTect Qiagen, Met PCR
Primer Assay Hilden,D
Hs MET_1 SG QuantiTect Primer Qiagen, Met PCR
Assay Hilden, D
Met (D1C2) XP® Rabbit mAb, priméar Cell Signaling Western Blot
Ak Technology,

GAPDH (D16H11) XP® Rabbit mAb,

primar Ak

926-68071 IRDye® 680RD Goat
anti-Rabbit IgG, sekundar Ak

Denvers, USA
Cell Signaling
Technology,

Denvers, USA
Cell Signaling
Technology,

Denvers, USA

Western Blot

Western Blot

Precursor miRNA
expression clone for
hsa-mir-31 (pEZX-MRO04)
miRNA scrambled

Gene Copoeia,
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Zelltransfektion
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