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1. Zusammenfassung

Das Prostatakarzinom ist der haufigste diagnostizierte bosartige Tumor in mehr als der Halfte
aller Lander in der Welt. Auch in Deutschland ist es mit etwa einem Viertel aller Krebser-
krankungen von Mannern das haufigste Karzinom. Trotz signifikanten Fortschritten in der
Detektion, neuen molekularen Ansatzpunkten und verbesserten Therapiemdglichkeiten bleibt
das Prostatakarzinom die dritthaufigste Entitat unter den Krebstodesursachen beim Mann.
Allerdings konnte in den westlichen Landern in den letzten Jahren ein Riickgang der Mortalitat
festgestellt werden. Die Kombination aus steigenden Fallzahlen, als Resultat einer grofier
werdenden Bevdlkerung, und sinkender Mortalitat verdeutlicht die Bedeutung des Prostata-
karzinoms als gesellschaftliches und gesundheitliches Problem.

Die Friherkennung des Prostatakarzinoms wird bei Mannern ab 45 Jahren durchgefuhrt und
besteht aus der Bestimmung des prostataspezifischen Antigen-Werts (PSA-Wert) und gege-
benenfalls einer digital-rektalen Untersuchung (DRU). Bei auffalligem Befund wird eine
Stanzbiopsie in Kombination mit einer multiparametrischen Magnetresonanztomographie
durchgeflhrt.

Da es sich bei dem Prostatakarzinom um eine auf3erst heterogene Tumorentitat mit sehr unter-
schiedlichen Verlaufen handelt, reicht das Therapiespektrum von Uberwachenden Strategien
bis zur radikalen Prostatektomie oder perkutanen Strahlentherapie. Um dem Patienten
mogliche Nebenwirkungen der jeweiligen Therapie zu ersparen, ist es deshalb von hoher
Bedeutung, das Prostatakarzinom maoglichst genau zu differenzieren. Aktuell dienen der PSA-
Wert, das klinische Stadium, der Gleason-Grad und die Tumorausdehnung in der Stanzbiopsie
als praoperative Prognoseparameter. Postoperativ kommt noch das pT-Stadium (Tumoraus-
dehnung) und das pN-Stadium (Lymphknotenbefall) sowie der R-Status (Tumorbefall des
Praparatrands) des Prostatektomiepraparats und der Gleason-Grad des Praparats hinzu.
Auch wenn diese Parameter eine signifikante Assoziation zur Patientenprognose aufweisen,
so unterliegen sie dennoch einigen Nachteilen.

Die veranderte Proteinexpression und Genetik des einzelnen Prostatakarzinoms finden bisher
keine Berucksichtigung bei der Entscheidung nach der richtigen Therapie und der Differen-
zierung des Prostatakarzinoms. Es besteht die Notwendigkeit zur ldentifikation neuer
molekularer Marker, um eine bessere Differenzierung, Therapieplanung und Prognosevorher-
sage zu ermaoglichen.

In der Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass VIM3, die am C-Terminus gespleifite
Variante des Vimentins (VIM-FL), ein potenzieller neuer Marker fir die Beurteilung von
Prostatakarzinomen sein kann und einen Einfluss auf das Migrations- und Proliferationsver-
halten von Karzinomzellen hat. AuRerdem ist bekannt, dass Vimentin eine Bindungsstelle fur
das bekannte Tumorsuppressorgen TP53 aufweist und zudem eine Interaktion zwischen TP53

und dem Autophagiegen ATG7 besteht.
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In der vorliegenden Arbeit wurde basierend auf bereits bekannten Informationen untersucht,
ob VIM3, ATG7 und TP53 einen Komplex in Prostatakarzinomzellen bilden, als dieser im Zell-
kern vorliegen und dort verschiedene Gene beeinflussen kdnnen. Hierbei wurde die
MicroRNA-371a-3p als mogliches Ziel des Komplexes untersucht. Die MicroRNA-371a-3p ist
aktuell bereits ein anerkannter Marker zur Beurteilung von Germinalzelltumoren und kirzlich
konnte auch gezeigt werden, dass eine erhohte Expression der MicroRNA-371a-3p in aggres-
siven Prostatakarzinomen nachweisbar ist. Die MicroRNA-371a-3p flhrt zu einer verringerten
Expression des Tumorsuppressorgens PTEN und es wird vermutet, dass eine hdhere Expres-
sion der MicroRNA-371a-3p mit einer Herunterregulation der Androgenrezeptordichte
korreliert.

In der vorliegenden Arbeit konnte zunachst mit Hilfe von Immunfluoreszenz und Immun-
prazipitation gezeigt werden, dass VIM3, ATG7 und TP53 einen Komplex bilden, welcher im
Zellkern vorliegt. Aulerdem wurde mittels Western Blot bestatigt, dass die Komplexpartner in
den Prostatakarzinomzellen signifikant Uberexprimiert sind. Zudem wurden die Effekte von
Endothelin-1 (ET-1) und Withaferin A (WA) auf die Prostatakarzinomzellen untersucht. Die
Stimulation mit ET-1 fihrte zu einer schnelleren Migration der Prostatakarzinomzellen, wohin-
gegen die Stimulation mit WA einen verlangsamenden Effekt auf die Zellen austibte. Mit Hilfe
eines elektrophoretischen Mobilitats-Shift-Assays (EMSAs) wurde bestatigt, dass der Komplex
an die Promoterregion der pri-MicroRNA-371a-3p bindet und somit einen wichtigen Trans-
kriptionsfaktor fur die MicroRNA-371a-3p darstellen kdnnte. Zudem wurde gezeigt, dass ein
Knockdown von VIM3 zu einer Reduktion der MicroRNA-371a-3p-Expression und einer ver-
ringerten Migration der Prostatakarzinomzellen fuhrt.

Da bekannt ist, dass die MicroRNA-371a-3p mit ihnrem direkten Effekt auf das Tumorsuppres-
sorgen PTEN und die Expression des Androgenrezeptors den Krankheitsverlauf beeinflussen
kann, stellt der hier prasentierte VIM3-Knockdown mit resultierender MicroRNA-371a-3p Re-
duktion und Wiederherstellung von PTEN und der Androgenrezeptor-Reexpression einen
neuen mdglichen therapeutischen Ansatzpunkt dar.

In Zukunft sollte das Vorhandensein des Komplexes in Patientengewebe untersucht werden,
um zu evaluieren, ob eine Uberexpression des Komplexes mit der Aggressivitat des
Karzinoms korreliert und inwieweit die Analyse des Komplexes zur besseren Differenzierung
des Prostatakarzinoms und ein Knockdown von VIM3 als moglicher therapeutischer Ansatz-

punkt genutzt werden kann.
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2. Einleitung

2.1. Die Prostata

Die Prostata zahlt zusammen mit den Glandulae Vesiculosae (Blaschendriisen) und den
Glandulae Bulbourethrales (Cowper-Drisen) zu den akzessorischen Genitaldrisen des
Mannes'.

Die Prostata befindet sich am Blasenausgang und umschlieRt die Urethra®. Nach dorsal grenzt
sie an die Vorderwand des Rektums und wird von diesem durch eine bindegewebige Faszie
getrennt’. Sie besteht aus 30 bis 50 tubuloalveolaren Driisen, welche tiber ungefahr 20 Aus-
fihrungsgénge in die Pars prostatica der Urethra miinden'. lhre Funktion besteht in der
Sekretproduktion, wobei das Prostatasekret circa 30 Prozent des Ejakulationsvolumens aus-
macht'?. Es enthalt essenzielle Stoffe fiir die Beweglichkeit der Spermien. Das Sekret ist leicht
sauer mit einem pH-Wert von 6,4'. Es ist farblos und dunnflissig. Im Sekret enthalten ist
zudem das prostataspezifische Antigen (PSA), welches beim Prostatakarzinom in erhéhter
Konzentration im Blut zu finden ist'=.

Klinisch-histologisch unterteilt man die Prostata in 5 Zonen. Die periurethrale Zone legt sich
manschettenférmig um das proximale Urethrasegment. Auf beiden Seiten angrenzend befin-
det sich die Transitionszone, welche nur 5 Prozent des Prostatagewebes ausmacht'?. Die
zentrale Zone nimmt 25 Prozent des Prostatagewebes ein und befindet sich hinter der
Transitionszone*. Durch sie zieht der Ductus ejaculatorii und der Utriculus®. Die periphere Zone
befindet sich hinten, seitlich und kaudal und macht mit 70 Prozent den gréten Anteil des

Prostatagewebes aus. Ventral findet sich eine driisenfreie Zone, die anteriore Zone'®.
2.2. Prostatakarzinom

2.2.1. Epidemiologie

Das Prostatakarzinom ist in mehr als der Halfte aller Lander in der Welt der haufigste diagnos-
tizierte bdsartige Tumor’. Auch in Deutschland ist es der haufigste bésartige Tumor und stellt
unter den karzinombedingten Todesursachen beim Mann die dritthaufigste Tumorentitét dar®.
Laut Robert Koch-Institut sind im Jahr 2020 circa 65 000 Manner neu an einem Prostata-
karzinom erkrankt. Dies entspricht einer altersstandardisierten Inzidenz von 97,4 pro 100 000
Einwohner®. Weltweit zeigt sich eine unterschiedliche altersstandardisierte Inzidenz des
Prostatakarzinoms, wobei sich die héchste Inzidenz in den USA und dort vor allem bei afro-
amerikanischen Mannern findet”'°.

Allgemein steigt die Inzidenz mit zunehmendem Alter stark an. Das mittlere Erkrankungsalter
liegt aktuell bei 71 Jahren®. In einer amerikanischen Studie aus dem Jahr 2022 wurde gezeigt,
dass die Wahrscheinlichkeit an einem Prostatakarzinom zu erkranken von 1,8 Prozent bei
Mannern zwischen 60 und 69 Jahren auf 9 Prozent bei Mannern tber 70 Jahren ansteigt'".
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Zudem korreliert die Inzidenz mit dem sozio6konomischen Status eines Landes. Die Wahr-
scheinlichkeit an Prostatakrebs zu erkranken ist in Landern mit einem niedrigen bis mittleren
soziobkonomischen Status signifikant niedriger als in hoch entwickelten Landern™?.

Man schatzt, dass bis zum Jahr 2050 der Anteil der tGber 60-Jahrigen in der Bevolkerung auf
circa 28 Millionen Manner ansteigen wird und somit doppelt so hoch sein wird wie heute®. Auf
Basis dieser demographischen Entwicklung ist zu erwarten, dass die Inzidenz und die Pra-
valenz des Prostatakarzinoms in den néchsten Jahren weiter zunehmen werden®,

Dagegen hat die altersstandardisierte Sterberate bis zum Jahr 2007 kontinuierlich abgenom-
men und verlauft seitdem nahezu stabil®. Die genauen Griinde dafiir sind unklar. Allerdings ist
es wahrscheinlich, dass die verbesserten Friherkennungsmethoden und die damit einher-
gehende friihere Behandlung einen der Hauptgriinde fiir diese Entwicklung darstellen™.

Die Kombination aus steigender Inzidenz und sinkender Mortalitdt macht das Prostata-

karzinom zu einem bedeutenden gesundheitlichen Problem™.

2.2.2. Atiologie

Die genauen Ursachen fir die Entstehung von Prostatakarzinomen sind unbekannt'. Als
gesicherte Faktoren, die die Entstehung von Prostatakarzinomen beeinflussen, gelten das
Alter und die Genetik'®.

Wie bereits zuvor erwahnt, steigt das Risiko an Prostatakrebs zu erkranken mit zunehmendem
Alter stark an. Das mittlere Erkrankungsalter liegt aktuell bei 71 Jahren®. Die Wahrscheinlich-
keit vor dem 44. Lebensjahr zu erkranken liegt bei nahezu 0 Prozent'.

Im Hinblick auf genetische Faktoren konnte man feststellen, dass Manner deren Bruder
und/oder Vater an einem Prostatakarzinom erkrankt sind ein zweifach héheres Risiko dafur
aufweisen, im Laufe ihres Lebens auch ein Prostatakarzinom zu entwickeln'®.

Zudem gibt es weitere Risikofaktoren, welche allerdings von der Leitliniengruppe als nicht
Uberzeugend genug angesehen wurden, um daraus eine Empfehlung ableiten zu kénnen®.
Dazu zahlen zum Beispiel soziodkonomische und ernahrungsbedingte Faktoren®.

Global betrachtet nimmt die Inzidenz von Ost nach West zu und innerhalb Europas beobachtet
man zusatzlich ein Nord-Siid-Gefélle zugunsten siideuropéischer Lander'®. Metaanalysen
uber Kohorten- und Fall-Kontrollstudien konnten aulRerdem zeigen, dass Phytodstrogene
(insbesondere Soja) und eine lycopenreichen Kost (vor allem in Tomaten enthalten) eine
protektive Wirkung haben'”'®. Weitere Studien zeigten ein erhéhtes Risiko fiir das Auftreten

des Prostatakarzinoms im Zusammenhang mit Retinoiden, Fetten und Vitamin C'°.

2.2.3. Diagnostik

Die Diagnostik und Fruherkennung von Prostatakarzinomen gestalteten sich in der Ver-

gangenheit zunachst schwierig, da die meisten Karzinome in der peripheren Zone der Prostata

wachsen und dabei meist keine Symptome verursachen®. Sind bei Diagnosestellung bereits
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Symptome vorhanden, so weist dies auf ein fortgeschrittenes Tumorstadium mit schlechter
Prognose hin®. Zu den Symptomen z&hlen unter anderem Knochen- oder Beckenschmerzen,
Miktionsbeschwerden und Impotenz?'. Von den symptomatischen Patienten sind 30 Prozent
bereits metastasiert und das mittlere Uberleben betragt dann weniger als drei Jahre?.

In den 1980er Jahren wurde ein Serumtest zur Bestimmung des prostataspezifischen Antigens
(PSA) eingefiihrt, welcher entscheidend zur friihen Diagnosestellung beigetragen hat?*. Der
PSA-Wert allein zeigt allerdings nur limitierte Effektivitat zur Diagnostik, da er zum Beispiel
durch Medikamente, Inflammation oder auch bei benigner Prostatahyperplasie (BPH)
ansteigen kann®*.

Deshalb besteht die Diagnostik heutzutage neben einer ausfihrlichen Anamnese aus einer
Kombination von digital-rektaler Untersuchung (DRU) und PSA-Serumtest. Bei auffalligen Vor-
untersuchungen folgt eine Prostatastanzbiopsie mit multiparametrischer Magnetresonanz-

tomographie?®.

2.2.3.1. Friiherkennung: PSA & DRU

Ab dem 45. Lebensjahr und einer Mindestlebenserwartung von 10 Jahren empfiehlt die S3-
Leitlinie eine Vorsorgeuntersuchung zur Friherkennung des Prostatakarzinoms. Hierbei soll
nach einer ausfuihrlichen Aufklarung die Bestimmung des PSA-Werts angeboten werden und
zuséatzlich kann eine DRU durchgefiihrt werden®.

Das prostataspezifische Antigen wurde 1979 als Serummarker fiir das Prostatakarzinom ent-
deckt und ist heute der haufigste verwendete Marker flir das Prostatakarzinomscreening?.
Es handelt sich beim prostataspezifischen Antigen um ein Glykoprotein, welches ausschlief3-
lich im Prostatagewebe gebildet wird. Seine Aufgabe ist die Verfliissigung des Ejakulates?®®.
Im klinischen Alltag wurde ein Schwellenwert von 4 ng/ml festgelegt. Unter 4 ng/ml gilt das
Risiko fur das Vorliegen eines Prostatakarzinoms als ,niedrig“. PSA-Werte zwischen 4 ng/ml
und 10 ng/ml werden als ,maRig“ und Werte uber 10 ng/ml als ,hoch® bezuglich des Risikos
fiir ein Prostatakarzinom eingestuft?’. Liegt der PSA-Wert oberhalb von 4 ng/ml, so besteht die
Indikation zu einer Prostatastanzbiopsie?.

Studien konnten allerdings zeigen, dass bei einem Schwellenwert von 4 ng/ml eine Sensitivitat
von 72 Prozent, eine Spezifitit von 93 Prozent und ein positiver pradiktiver Wert von
25 Prozent vorliegen. Dementsprechend schlie3t ein Wert unter 4 ng/ml ein Prostatakarzinom
nicht zwingend aus®.

Bei Werten unter 10 ng/ml kommt es zudem zu einer Uberschneidung von Patienten mit
benigner Prostatahyperplasie (BPH) und denen mit Prostatakarzinom. So lasst sich bei
Patienten mit BPH in bis zu 47 Prozent der Falle ein PSA-Wert iber 4 ng/ml detektieren®. Man
geht davon aus, dass bei drei Viertel der Patienten, die aufgrund eines erhohten PSA-Werts
eine Indikation zur Stanzbiopsie aufweisen, keine maligne Erkrankung vorliegt?®. Auch wenn

der PSA-Wert also spezifisch flir die Prostata ist, so wird er trotzdem durch andere Faktoren
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wie Medikamente, Inflammation oder BPH beeinflusst und kann sein volles diagnostisches
Potenzial somit nur in Kombination mit anderen Untersuchungen zeigen®.

Die Frequenz der Vorsorgeuntersuchungen richtet sich nach dem PSA-Wert?. Liegt der PSA-
Wert unter 2 ng/ml, so sollte die Vorsorge in einem Intervall von 2 Jahren erfolgen. Bei einem
Wert, der kleiner als 1 ng/ml ist, sollte der Wert in 4 Jahren erneut kontrolliert werden. Bei
Werten Uber 2 ng/ml sollte ein Untersuchungsintervall von einem Jahr oder individuell auch
noch kiirzer eingehalten werden®®.

Ergéanzend zur Bestimmung des PSA-Werts kann eine DRU durchgefiihrt werden®. Mit der
DRU lassen sich Form, Lage und Konsistenz der Prostata beurteilen®. Allerdings ist diese
Untersuchung stark von der Erfahrung des Untersuchers abhangig und weist somit eine sehr
hohe Subjektivitat auf. Dies erklart auch die sehr weit auseinanderweichenden Werte, die in
der Literatur fir die Sensitivitdt und Spezifitat angegeben werden®'. Trotzdem lassen sich
durch diese Untersuchung circa ein Viertel der Karzinome, ohne PSA-Erhéhung, detektieren®”.
Als ergénzende bildgebende Diagnostik kann zudem eine transrektale Ultraschalluntersu-
chung eingesetzt werden®. Mit der transrektalen Ultraschalluntersuchung kann das Volumen
der Prostata bestimmt werden. Dies ist wiederum hilfreich zur Bewertung des PSA-Werts®32.
Verschiedene Studien konnten zeigen, dass insbesondere die Kombination von DRU und
Bestimmung des PSA-Werts gut geeignet ist, um das Risiko an Prostatakrebs erkrankt zu sein,

zu bestimmen®3.

2.2.3.2. Prostatastanzbiopsie

Bei suspektem Tastbefund in der DRU, einem auffalligen PSA-Anstieg oder einem PSA-Wert
Uber 4 ng/ml besteht die Indikation zur Stanzbiopsie®. Sie gilt als Goldstandard fiir die
Diagnosesicherung des Prostatakarzinoms®.

Die Durchflhrung erfolgt unter transrektal-sonographischer Kontrolle. Die Orte der Probenent-
nahmen orientieren sich an den bereits bekannten haufigsten Tumorregionen. Heutzutage ist
die systematische Mehrfachbiopsie mit 10 bis 12 Biopsien das Standardverfahren®. AuRerdem
wird im Vorhinein eine multiparametrische Magnetresonanztomographie durchgefiihrt. Die
dabei auffallenden karzinomsuspekten Areale sollen zusatzlich zur systematischen Mehrfach-
biopsie gezielt biopsiert werden®%.

Auch wenn die Prostatastanzbiopsie im Allgemeinen als eine sehr sichere Untersuchung
betrachtet wird, besteht immer das Risiko einer bakteriellen Infektion. Um dieses mdglichst

gering zu halten, wird die Stanzbiopsie nach prophylaktischer Antibiotikagabe durchgefiihrt®®.
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2.2.4. Staging und Grading

Im Fall eines bioptisch gesicherten Prostatakarzinoms, erfolgt als nachster Schritt das Staging
und das Grading.

Bei dem Staging wird der Befund mittels verschiedener Klassifikationssysteme in Stadien ein-
geteilt. Darauf basiert im weiteren Verlauf die Entscheidung, welche zuséatzlichen Staging-
untersuchungen durchgefiihrt werden sollen und wie das Prostatakarzinom therapiert werden
soll*”.

Mit Hilfe des Gradings wird die Aggressivitat des Tumors beschrieben. Dies ist wichtig, um

Aussagen Uber die Prognose sowie zur Therapiewahl zu machen®,

2.2.4.1. Staging anhand von TNM- und UICC-Stadien

Das Adenokarzinom der Prostata wird mit der sogenannten TNM-Klassifikation eingeteilt. Die
Klassifikation erfolgt anhand der Groéf3e und Ausdehnung des Tumors (T), der Beteiligung
regionarer Lymphknoten (N) und dem Vorhandensein von Fernmetastasen (M). Die Zahlen
hinter den Buchstaben geben jeweils Auskunft tGber die Ausdehnung des Tumors (T1 bis T4),
die Anzahl und Lage der befallenen Lymphknoten (NO und N1) und das Vorhandensein oder
39,40

Fehlen von Fernmetastasen (MO und M1)

T: Tumorausdehnung

T1 | Tumor ist weder tastbar noch per bildgebendem Verfahren sichtbar

T1a: Tumor in weniger als 5 Prozent des Biopsiegewebes
T1b: Tumor in mehr als 5 Prozent des Biopsiegewebes

T1c: Tumor wurde nach erhdhtem PSA-Wert durch eine Stanzbiopsie diagnostiziert

T2 | Tumor begrenzt auf Prostatakapsel (lokal begrenztes Karzinom)

T2a: Tumor in weniger als 50 Prozent eines Seitenlappens
T2b: Tumor in mehr als 50 Prozent eines Seitenlappens

T2c: Tumor in beiden Seitenlappen

T3 | Tumor wachst Uber Prostatakapsel hinaus (lokal fortgeschrittenes Karzinom)

T3a: Tumorausbreitung ein- oder beidseitig Uber Prostatakapsel hinaus, Samenblasen
tumorfrei
T3b: Tumorausbreitung ein- oder beidseitig Uber Prostatakapsel hinaus und in

Samenblasen

T4 | Tumorausbreitung in Nachbarstrukturen oder nicht verschiebbar (fixiert)

Tabelle 1: Stadieneinteilung des primédren Prostatakarzinoms (EAU Guidelines*’)

N: Lymphknoten

NO ‘ Keine Metastasen in benachbarten (regionaren) Lymphknoten (Beckenlymphknoten)

N1 ‘ Metastasen in benachbarten Lymphknoten

Tabelle 2: Stadieneinteilung von Lymphknotenmetastasen beim Prostatakarzinom (EAU Guidelines*)
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M: Metastasen

MO | Keine Fernmetastasen nachweisbar

M1 | Fernmetastasen vorhanden

M1a: Metastasen in nicht benachbarten Lymphknoten
M1b: Knochenmetastasen

M1c: Metastasen in anderen Organen und/oder Strukturen

Tabelle 3: Stadieneinteilung von Fernmetastasen beim Prostatakarzinom (EAU Guidelines*)

Bei den Stadien T1 bis T2 NO MO spricht man von einem lokal begrenzten Prostatakarzinom®.
Lokal begrenzte Prostatakarzinome werden nach den D’Amico-Kriterien noch weiter unterteilt
in Niedrig-Risiko-Tumore (Gleason-Score < 6, PSA maximal 10 ng/ml, klinisch maximal cT2a),
Mittel-Risiko-Tumore (Gleason-Score 7a oder 7b, PSA 10 ng/ml bis 20 ng/ml, klinisch maximal
cT2b) und Hoch-Risiko-Tumore (Gleason-Score 8 bis 10, PSA > 20 ng/ml, klinisch mindestens
cT2c)*'. Die Erklarung der Zusammensetzung des Gleason-Scores folgt in Abschnitt 2.2.4.3.
Die Stadien T3 bis T4 NO MO beschreiben ein bereits lokal fortgeschrittenes Prostatakarzinom
und Karzinome mit regionarem Lymphknotenbefall (N1) oder Fernmetastasierung (M1) sind
laut Definition fortgeschrittene bzw. metastasierte Prostatakarzinome*'.

Neben der TNM-Klassifikation, erfolgt zusatzlich eine Einteilung nach UICC (Union internatio-

nale contre le cancer). Diese Klassifikation fasst die TNM-Einstufungen in insgesamt 4 Stadien

zusammen:
Stadium | T1 bis T2a NO MO
Stadium Il T2b bis T2¢c NO MO
Stadium IlI T3 NO MO
Stadium IV T4 NO MO oder T1 bis T4 N1 MO oder T1 bis T4 NO bis N1 M1

Tabelle 4: Stadieneinteilung nach UICC (EAU Guidelines*’)

2.2.4.2. Staginguntersuchungen

Fir die Staginguntersuchungen stehen die Magnetresonanztomographie, eine Computer-
tomographie, das PSMA-PET sowie eine Knochenszintigraphie zur Verfligung. Die durch-
zufiihrenden Untersuchungen orientieren sich dabei an der zuvor bestimmten Klassifikation
des Tumors®. So sollen beispielsweise Patienten mit Tumorkategorie cT1 und Niedrig-Risiko-
Tumoren keinen weiteren bildgebenden Untersuchungen unterzogen werden®. Patienten mit
einem Gleason-Score = 8 oder einem cT3/4 Tumor sollten eine Magnetresonanztomographie
oder eine Computertomographie der Beckenorgane erhalten*?. Patienten mit einem histo-
logisch gesicherten Prostatakarzinom und einem PSA-Wert > 10 ng/ml, einem Gleason-
Score = 8, einer T-Kategorie cT3/4 oder Knochenschmerzen sollten zudem eine Knochen-
szintigraphie erhalten*?. Bei Patienten mit einem Hoch-Risiko-Prostatakarzinom kann
alternativ ein PSMA-PET/CT zur Ausbreitungsdiagnostik eingesetzt werden**. Das PSMA-
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PET/CT weist bei der Detektion von Metastasen eine hohere Genauigkeit auf als die
8,43

Kombination aus Computertomographie und Knochenszintigraphie
2.2.4.3. Grading mittels Gleason-Score

Das Grading, also die Beurteilung der Bosartigkeit des Tumors, erfolgt mit dem Gleason-
Score**.

Der Gleason-Score wurde urspriinglich von dem Pathologen Dr. Donald Gleason entwickelt*.
Er stellte fest, dass die Krebszellen und die Architektur der Prostata eine hohe Heterogenitat
im Hinblick auf die Morphologie aufweisen kénnen. Basierend auf dieser Erkenntnis ent-
wickelte er ein System, welches eine Beurteilung der Malignitdt des Prostatakarzinoms
erlaubt*. Im Laufe der Zeit wurde es weiter modifiziert und ist heute das am weitesten ver-
breitete System zur Klassifikation der Aggressivitat von Prostatakarzinomen*>4°,

Der Gleason-Score setzt sich aus der Summe von zwei Punktwerten zwischen 1 und 5
zusammen*’. Je hoher der Wert, desto undifferenzierter ist das Tumorareal und desto héher
ist folglich die Wachstumsrate und die Tendenz zur Metastasierung*>“®. Bei der Stanzbiopsie
setzt sich der Gleason-Score aus dem haufigsten Gleason-Grad und dem schlechtesten
Gleason-Grad zusammen, wohingegen der Gleason-Score bei Prostatektomien und
transurethralen Resektaten aus den beiden groRten Arealen des Tumors gebildet wird*’. Der
Gleason-Score stellt sich dann zum Beispiel so dar: 2 + 3 = 5, wobei die erste Zahl dem
gréReren der beiden betrachteten Tumorareale entspricht. Folglich ist ein Score von 2 + 3 =5
besser als ein Gleason-Score von 3 + 2 = 5*°. Der kombinierte Grad reicht demnach von 2 bis
10.

Gleason | Histologische Kriterien

1 Scharf begrenzter Knoten, Drisen gleichférmig, dicht gepackt und mittelgrof3
2 Nicht ganz scharf begrenzter Knoten, Drisen lockerer und ungleichmaRiger
3 Unscharfer Knoten, Drisen klein und ungleichmaRig, eventuell kleine solide

Bezirke, Tumorzellinfiltrate in das Stroma und in nicht neoplastische Driisen

4 Tumorbereich unscharf, Driisen meist ohne Innenraum, verschmolzene Drlisen,

solide Bezirke

5 Tumorbereich unscharf, keine klaren Drisen, solide Bezirke, zentrale Driisen-

nekrosen, umgeben von papillaren, kribriformen oder soliden Tumormassen

Tabelle 5: Aktuelle Gleason-Graduierung, modifiziert durch die International Society of Urological
Pathology (ISUP) Konsensus Konferenz 2004 und 207144546

2.2.5. Therapie
Nach der stanzbioptisch gesicherten, histologischen Diagnose des Prostatakarzinoms stellt
sich die Frage nach der richtigen Therapie. Aufgrund des teils sehr gunstigen Verlaufs reicht

das Therapiespektrum von Uberwachenden Strategien (Active Surveillance oder watchful
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waiting) bis zur radikalen Prostatektomie oder perkutanen Strahlentherapie mit ihren jeweiligen
mdglichen Nebenwirkungen*®.

Aktuell orientiert sich die Wahl der richtigen Therapie an dem klinischen Stadium des
Karzinoms, sowie an dem Alter, méglichen Komorbiditaten und dem Wunsch des Patienten®.

Im Allgemeinen unterscheidet man zwischen kurativen und palliativen Therapieoptionen.

2.2.5.1. Kurative Therapieoptionen
Bei Patienten mit einem lokal begrenzten Karzinom (T1 bis T2 NO MO) und Niedrig-Risiko-
Tumor (Gleason-Score < 6, PSA maximal 10 ng/ml, klinisch maximal cT2a) besteht die Wahl
zwischen einer aktiven Uberwachung (Active Surveillance), einer radikalen Prostatektomie
(gegebenenfalls mit Lymphadenektomie), einer externen Bestrahlung oder einer LDR-
Brachytherapie mit Implantation von '*°lod-Seeds®*°.
Bei Patienten mit einem mittleren oder hohem Risikoprofil sowie bei lokal fortgeschrittenen
Prostatakarzinomen (T3 bis T4 NO MO) wird eine radikale Prostatektomie (meist mit Lymph-
adenektomie) oder eine externe Bestrahlung in Kombination mit einer Hormontherapie oder
einer HDR-Brachytherapie empfohlen®*,
Bei Lymphknotenbefall (N1) wird die operative Therapie oder die Strahlentherapie empfohlen.
Systemisch kann eine hormonablative Therapie durchgefiihrt werden®®',
2.2.5.2. Palliative Therapieoptionen
Bei der palliativen Therapie steht die Verbesserung der Lebensqualitat sowie die Symptom-
kontrolle im Vordergrund. Zudem soll die Wachstumsgeschwindigkeit des Karzinoms reduziert
werden®.
Wenn ein Patient mit einem nicht metastasierten Prostatakarzinom keine kurative Therapie
wilnscht oder sie aus anderen Griinden nicht in Frage kommt, so besteht die Therapiewahl
zwischen dem sogenannten watchful waiting und einer Hormontherapie®. Im Rahmen des
watchful waiting wird eine Therapie erst dann begonnen, wenn Symptome bereits aufgetreten
sind®.
Weist ein Patient bereits Fernmetastasen auf, so ist die Therapie der Wahl bei Patienten in
gutem Allgemeinzustand eine Kombination aus einer Androgendeprivationstherapie und einer
Hormontherapie mit Apalutamid, Enzalutamid oder Abirateron (plus Prednisolon)®*®°. Als
Alternative zu den neuen Hormonsubstanzen soll eine Chemotherapie mit Docetaxel
angeboten werden®®. Bei Patienten in gutem Allgemeinzustand, welche fiir eine Docetaxel
Chemotherapie geeignet sind, kann die Chemotherapie beispielsweise auch mit einer
Androgendeprivationstherapie sowie einer Hormontherapie mit Darolutamid kombiniert
werden®. Patienten, welche nicht fiir eine solche Kombinationstherapie in Frage kommen, wird
eine Androgenrezeptordeprivation empfohlen, welche medikamentds oder operativ durchge-
837  Patienten mit einem metastasierten, kastrationsresistenten oder
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androgenunabhangigen Prostatakarzinom soll die Therapie mit Docetaxel, Enzalutamid oder
Abirateron (plus Prednisolon) angeboten werden®. Nach Chemotherapie mit Docetaxel sowie
Therapie mit Abirateron oder einem Androgenrezeptor-Inhibitor wie zum Beispiel Enzalutamid
soll bei gutem Allgemeinzustand eine Therapie mit Cabazitaxel oder Lutetium Vipivotidtetra-

8,58,59

xetan angeboten werden . Bei progredienter Erkrankung und reduziertem Allgemein-

zustand soll die symptombezogene Therapie im Vordergrund stehen®.

2.2.6. Problematik der Diagnostik und Prognoseparameter

Als praoperative Prognoseparameter fir das Prostatakarzinom stehen der PSA-Wert, das
klinische Stadium, der Gleason-Grad und die Tumorausdehnung in den befallenen Prostata-
stanzzylindern zur Verfigung®. Postoperativ betrachtet man den Gleason-Grad am Prostatek-
tomie-Préparat, das pT- und das pN-Stadium sowie den R-Status®’. Auch wenn diese
Parameter alle eine statistisch signifikante Assoziation zur Patientenprognose ausweisen, so
unterliegen sie dennoch substanziellen Nachteilen, vor allem im Hinblick auf die adaquate
Differenzierung zwischen indolenten und aggressiven Tumoren®%%3,

Aktuell wird meist zunachst der PSA-Wert zum Screening eines Prostatakarzinoms einge-

t13

setzt'. Der PSA-Wert ist in vielerlei Hinsicht zur Beurteilung des Therapieerfolgs und der

Verlaufskontrolle sowie zur Diagnostik hilfreich. Dennoch wird er durch viele verschiedene
Faktoren beeinflusst, die eine hohe Rate an falsch-positiven Fallen zur Folge haben?546°,
Dies fiihrt folglich zu einer hohen Rate an Uber-Behandlung ohne jeglichen
Uberlebensvorteil®#%.

In den letzten Jahren konnte man einen Anstieg bei den Patienten beobachten, die unter
einem lokal begrenzten Prostatakarzinom leiden und bei denen zunachst eine Active
Surveillance durchgefiihrt wird®®. Allerdings ist die Active Surveillance assoziiert mit signifikant
hoheren Raten an Tumorprogression im Vergleich zu einer proaktiven Behandlung*. Diese
Beobachtung legt den Verdacht nahe, dass es einige Patienten gibt, die eine Active
Surveillance erhalten, die aber eigentlich von radikaleren Therapiemdglichkeiten profitieren
wiirden®”. Weitere Studien zeigten beispielsweise, dass bei Patienten, bei denen aufgrund der
Tumoreigenschaften bzw. des Patientenwunsches zunachst eine Active Surveillance durch-
gefihrt wird, in einem Drittel der Falle nach 1 bis 3 Jahren trotzdem eine therapeutische Inter-
vention notwendig ist®%87°,

Die enorme biologische Vielfalt des Prostatakarzinoms flhrt dazu, dass es Tumore gibt,
welche Uber Jahre keine Progression zeigen und gleichzeitig gibt es Tumore, welche schnell
lokal fortschreiten und ein groRes Metastasierungspotenzial aufweisen’"’2. Dies verdeutlicht
bereits die Bedeutung einer notwendigen verbesserten Differenzierung von Prostata-
karzinomen, um jedem Patienten die exakt passende Therapie anzubieten und Uberdiagnostik

sowie Ubertherapie zu vermeiden®%%3¢".
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Betrachtet man den Gleason-Score als Prognoseparameter, so besteht ein groRer Nachteil
darin, dass die Unterscheidung der einzelnen Gleason-Score Kategorien einer hohen Inter-
observer-Varianz unterliegt”. Vor allem die Unterscheidung zwischen Gleason-Stadium 3 und
4 zeigt eine hohe Interobserver-Variabilitat. Dies ist besonders problematisch, da es grof3e
Unterschiede zwischen Gleason 3 + 4 und Gleason 4 + 3 Tumoren gibt, vor allem im Hinblick
auf Prognose, Rezidivrate und die jeweils notwendige Therapie’™. Es ist daher notwendig, die
Reproduzierbarkeit des Gleason-Scores mit neuen objektivierbaren Parametern zu
verbessern’™.

Die veranderte Genetik und die damit einhergehend veranderte Proteinexpression, die zu allen
Karzinomen dazugehort, findet bisher keinen ausreichenden Zugang in die Differenzierung
des Prostatakarzinoms und die Entscheidung nach der richtigen Therapie.

Zudem wird fur die Diagnostik des Tumors immer noch eine Biopsie als Goldstandard durch-
gefiihrt®. Eine Biopsie ist jedoch ein invasiver Eingriff, der mit Komplikationen wie Blutung,
Infektionen oder Sepsis einhergehen kann®.

Weltweit gibt es aktuell zahlreiche Forschungsprojekte, welche darauf abzielen, neue
Biomarker oder Mutationen zu identifizieren, die mit dem Risiko einer Progression des
Prostatakarzinoms korrelieren und somit die Differenzierung des Prostatakarzinoms verbes-
sern kénnen® 2. Durch neue Biomarker kénnte die Frage nach der richtigen Therapie bei
Diagnosestellung unterstitzt werden und die Prognose Uber den Verlauf der Krankheit
verbessert werden®.

Mit den aktuell verfigbaren Prognoseparametern wird die heterogene Tumorbiologie und
dadurch insbesondere die unterschiedlich ausgepragte Aggressivitat des Prostatakarzinoms

nicht ausreichend berlicksichtigt®*

. Es ist zurzeit nicht zuverlassig moglich, mit nicht invasiven
Methoden zwischen hoch-aggressiven Tumoren, die eine aktive Behandlung bendtigen, und
klinisch insignifikanten Tumoren zu differenzieren. Eine Identifikation neuer Marker zur

besseren Differenzierung von Prostatakarzinomen ist deshalb von gro3er Bedeutung.

2.3. Vimentin

Kurzlich konnte ein solcher Marker identifiziert werden. VIM3, die am C-Terminus gespleildte
Variante des Vimentins, scheint einen Einfluss auf das Migrations- und Proliferationsverhalten
von Prostatakarzinomen zu haben’’. Dieser mégliche Marker ist bisher relativ unerforscht.
Vimentin gehért zusammen mit Desmin zu den Intermediarfilamenten der Klasse 3, welche in
Mesenchymal- und Muskelzellen vorkommen’®. Vimentin konnte neben Mesenchymalzellen
auch in transformierten Zellen und verschieden Tumorgeweben nachgewiesen werden’®.
Mendez et al. gehen davon aus, dass die Expression von Vimentin eine hohe Bedeutung fur
die Mobilitat der Zelle hat®®. Haufig wird die Expression von Vimentin als Marker fiir die epithe-
liale mesenchymale Transdifferenzierung (EMT) beschrieben, wobei die Epithelialzellen ihre

Form verandern und den Zellverband verlassen®.
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Vimentin kann generell in drei Doméanen unterteilt werden: 1. Kopf-Domane (N-Terminus), 2.
Rumpf-Doméane und 3. Schwanz-Domane (C-Terminus). Die Kopf-Domane ist zum Beispiel
wichtig fur die Interaktion mit dem Zytoskelett der Zelle sowie fir die Verankerung von
Mitochondrien in der Zelle®'. Letzteres fihrt zur Einschrankung der mitochondrialen Mobilitat,
wodurch die Zellen fest verankert sind und in der Folge stark proliferieren, sich aus dem Zell-
verband I6sen und metastasieren®®,

Die Schwanz-Domaéne ist wichtig fir die Verankerung vom Vimentin im Zytoplasma sowie fur
die Vernetzung und den Aufbau der Filamentstruktur®. Das C-terminale Ende von Vimentin ist
aullerdem ein wichtiger Bindungspartner fur TP53, ein Tumorsuppressorgen. Es konnte
bereits gezeigt werden, dass TP53 im Zytosol vorliegt, solange Vimentin in seiner Volllangen-
variante (VIM-FL) vorliegt. Mithilfe von Trunkierungsexperimenten von Vimentin konnten
Klotzsche et al. zeigen, dass das C-terminale Ende von Vimentin essenziell fir die Lokalisation

von mutiertem TP53 in den Zellkern ist®®.

2.3.1. VIM3

VIM3 ist die am C-Terminus gespleifdte Variante von Vimentin-Volllange (VIM-FL) und wurde
im Jahr 2007 erstmals vom Craig Venter Institute identifiziert (PubMed Nummer ACA06103.1).
Vier Jahre spéater konnte gezeigt werden, dass VIM3 in Gliomen vorhanden ist®. Danach
folgten allerdings vorerst keine weiteren Untersuchungen zur Bedeutung oder Funktion von
VIM3.

Widersprichliche Ergebnisse in der Literatur fihrten allerdings dazu, dass von Brandenstein
et al. sich genauer mit dem Unterschied von VIM3 und VIM-FL auseinandergesetzt haben und
2015 eine detaillierte Beschreibung der unterschiedlichen Sequenzen von VIM3 und VIM-FL
prasentieren konnten®’. Lange Zeit wurde die Volllangenvariante von Vimentin, VIM-FL, zur
Differenzierung zwischen malignen Nierentumoren und benignen Onkozytomen verwendet®®.
Je nachdem welcher Antikrper verwendet wurde, lieferten die Analysen allerdings deutlich
andere Ergebnisse. In der Literatur wird haufig der Klon V9 verwendet, welcher an das C-
terminale Ende von VIM-FL bindet. Dieses fehlt bei VIM328. In der Folge wird die Expression
von VIM3 nicht detektiert. SP20 und 3B4 sind weitere verwendete Klone, welche nun aber in
dem Bereich, der auch noch im VIM3 vorhanden ist, binden (Abbildung 1)®8. Dementsprechend
war es nétig, zunachst einen Antikdrper zu entwickeln, welcher spezifisch VIM3 detektieren
kann. Dies gelang 2015 von Brandenstein et al.®. Durch den Prozess des Spleikens ist VIM3
35 Aminosauren kurzer als VIM-FL, wodurch auch das Molekulargewicht mit 47 kDa kleiner ist
als das von VIM-FL mit 57 kDa®®. VIM3 endet anders als die Volllangenvariante nicht nach

Exon 9, sondern bereits nach Exon 7 mit acht zusétzlichen Aminosauren®.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der spezifischen Domédnen gegen welche die Antikérper gegen
VIM-FL und VIM3 gerichtet sind. Der Antik6érperklon V9 (rosa) ist gegen Epitope im C-Terminus von VIM-FL
gerichtet und detektiert somit nur die Vollldngenvariante. Die 3B4 und SP20 Klone (hellblau) sind gegen Epitope in
der Rumpf-Doméne gerichtet und detektieren so beide Varianten. Der trunkierte Antikérper gegen VIM3 (V3,
dunkelblau) ist gegen das spezifische C-terminale Ende von VIM3 gerichtet und ist somit in der Lage nur VIM3 zu
detektieren®,

Von Brandenstein et al. konnten neben der Identifizierung der gespleiRten Variante von
Vimentin auch zeigen, dass VIM3 einen zuverlassigen Marker darstellt, um zwischen malignen
klarzelligen Nierenkarzinomen und Onkozytomen zu differenzieren®.

Weiterhin hat die Arbeitsgruppe analysiert wie die Trunkierung von Vimentin zustande kommt.
Die Trunkierung von Vimentin wird durch Bindung der MicroRNA-498 an die komplementare
DNA-Sequenz und durch den dadurch resultierenden Transkriptionsstopp hervorgerufen. Der
kiirzere mMRNA-Strang wird dann zu VIM3 translatiert®’.

VIM3 scheint allerdings nicht nur bei der Differenzierung von gut- und bdésartigen Nieren-
tumoren eine Rolle zu spielen. So konnte beispielsweise auch gezeigt werden, dass VIM3 zur
Bestimmung der Spermienqualitat einen wichtigen Marker darstellt®®. Funke et al. zeigten,
dass VIM3 beim Oligoasthenoteratozoospermiesyndrom (OAT) signifikant herunterreguliert
war im Vergleich zur Normozoospermie®.

Im Hinblick auf die Risikoklassifikation des Prostatakarzinoms scheint VIM3 auch eine wichtige
Rolle zu spielen. Es wurde bereits untersucht, inwieweit VIM3 mit der Aggressivitat eines
Tumors korreliert. Dabei konnte gezeigt werden, dass die VIM3-Expression mit dem Gleason-
Score korreliert**. VIM3 kénnte also einen wichtigen Marker fiir die Beurteilung der Aggres-

sivitat des Prostatakarzinoms darstellen.

2.4. Endothelin-1
Es gibt verschiedene Faktoren, die bereits untersucht wurden, welche die Expression von

VIM3 beeinflussen. Einer dieser Faktoren ist Endothelin-1 (ET-1). Es konnte gezeigt werden,
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dass ET-1 in Prostatakarzinomzelllinien (PC3, DU145, LNCaP) verantwortlich fir die Expres-
sion von VIM3 ist. Erhéhte ET-1 Spiegel korrelieren mit einer erhéhten VIM3-Konzentration””.
ET-1 wurde 1988 erstmals als ein vasokonstriktorisches Peptid beschrieben®. Es wird haupt-
sachlich von Endothelzellen, glatten Muskelzellen und Epithelzellen verschiedener Gewebe
wie Lunge, Prostata und Endometrium produziert®. Einige Studien konnten zeigen, dass ET-1
einen Einfluss auf die Entwicklung verschiedener Tumore, wie zum Beispiel Eierstock-, Brust-
oder Prostatakrebs, haben kann. ET-1 bindet mittels zwei unabhangiger Rezeptoren A (ETAR)
und B (ETBR) an die Zielzelle und spielt darliber hinaus eine Rolle auf transkriptioneller Ebene
im Hinblick auf die Tumorprogression®. Bindung von ET-1 an ETAR fiihrt zur Zellproliferation,
Angiogenese sowie Metastasierung und verhindert die Apoptose der Zellen”’. Die Bindung von
ET-1 an ETBR fuhrt Uber die sogenannte Clearancefunktion zu einer Eliminierung von ET-1
und Apoptose. Die beiden Rezeptoren kdnnen folglich als endogene Antagonisten bezeichnet
werden’’.

ET-1 ist an verschiedenen Prozessen beteiligt, die die Aggressivitat des Wachstumsverhaltens
von Tumoren beeinflussen und die Tumorprogression férdern®'. Im Hinblick auf Prostatakar-
zinome konnte bereits gezeigt werden, dass eine Uberexpression von ET-1 mit einem
erhdhten Metastasierungspotenzial korreliert®. Nelson et al. zeigten, dass es eine Vielzahl von
Prostatakarzinomen gibt, in denen ETBR aufgrund von Methylierung des Promoters nicht vor-
handen ist. Dies resultiert in einem erhohten Migrationsverhalten der Prostatakarzinom-
zellen®.

Zudem wurde durch Kdditz et al. bereits demonstriert, dass eine durch ET-1 hervorgerufene
erhoéhte Expression von VIM3 zu einer Vermehrung von Mitochondrien und folglich zu einer
erhdhten Mobilitat der Tumorzellen fihrt””. Im Hinblick auf die verstarkte Zellmigration
und -proliferation scheint nur das Vorhandensein von VIM3 und nicht das von VIM-FL einen
Einfluss zu haben, insbesondere nach Blockade von ETBR"’.

ET-1 hat also eine steigernde Wirkung auf die Proliferation und Migration von verschiedenen

Karzinomen und fihrt zu einer verstarkten Expression von VIM3.

2.5. Withaferin A

Auf der anderen Seite gibt es auch Faktoren, welche hemmende Einfliisse auf die Proliferation
und Migration haben und somit einen therapeutischen Nutzen aufweisen konnten. In diesem
Zusammenhang wird in der vorliegenden Arbeit der Effekt von Withaferin A (WA) auf Prostata-
karzinomzellen untersucht.

Es ist bereits bekannt, dass WA mit VIM-FL interagiert. In Brustkrebszellen induziert WA eine
perinukledre Vimentinakkumulation, welche mit einer rapiden Vimentindepolymerisation ein-
hergeht®. Nun soll untersucht werden, ob auch eine Interaktion zwischen VIM3 und WA
besteht.
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WA entstammt aus der Wurzel oder dem Blatt von Withania somnifera, welche zur Familie der
Nachtschattengewachse (Solanaceae) gehort, und wird in verschiedenen traditionellen
Systemen der Medizin verwendet, darunter Ayruveda, Unani, Siddha und Sowa-Ripga®. Erste
Anwendungen der Pflanze gab es in Indien bereits vor 3000 bis 5000 Jahren®®. Es handelt
sich um ein steroidales Lacton, welches zum Beispiel bei Epilepsie, Depressionen, Arthritis,
Diabetes oder auch in der Palliativmedizin zur Schmerzlinderung oder Regeneration einge-
setzt wird®.

AuRerdem werden WA krebshemmende Effekte zugesprochen® . 1992 wurde die Funktion von
WA im Zusammenhang mit Krebs erstmals beschrieben®. Es konnte gezeigt werden, dass
WA einen hemmenden Einfluss auf das Wachstum neuer Krebszellen hat, reaktive Sauerstoff-
spezies zur Unterstiitzung vom programmierten Zelltod der Krebszellen generieren kann und
in der Lage ist, Krebszellen anfalliger fiir Apoptose zu machen®-1%",

Viele Chemotherapeutika wie zum Beispiel Taxane, Camptothecinderivate oder Vinca-
Alkaloide wurden urspriinglich aus Pflanzen gewonnen'®?. Wie bereits in Abschnitt 2.2.2 be-
schrieben, hat wahrscheinlich auch die Ernahrung einen Einfluss auf die Entstehung eines
Prostatakarzinoms. Es ist deshalb essenziell, die Rolle von pflanzlichen Mitteln wie WA bei
den verschiedenen Mechanismen der Entstehung des Prostatakarzinoms zu verstehen, um

somit einen Nutzen fiir die Therapie daraus ziehen zu kénnen'®,

2.6. TP53

Wie zuvor beschrieben, weist Vimentin am C-terminalen Ende eine Bindungsstelle fir TP53
auf®. TP53 ist ein Tumorsuppressorgen, dessen Mutation zur Folge hat, dass die benétigte
Zeit fur die Reparatur der DNA nicht mehr eingehalten werden kann. Dies fihrt zur Entstehung
von Tumoren'®. Bei mutierten TP53 kann man haufig eine Translokation vom Zytoplasma in
den Zellkern feststellen'®. 1998 konnte bereits von Klotzsche et al. gezeigt werden, dass TP53
im Zytosol vorliegt, solange Vimentin in seiner Volllangenvariante VIM-FL vorliegt. Mithilfe von
Trunkierungsexperimenten wurde gezeigt, dass das C-terminale Ende von Vimentin essenziell
fiir die Lokalisation von mutierten TP53 in den Zellkern ist?®.

Auferdem ist generell bekannt, dass Mutationen von TP53 die Entstehung von Metastasen
fordern'®. Bei Prostatakarzinompatienten sind es Mutationen in Exon 7 und 8, die zur Tumor-
progression filhren'%,

Auch wenn bekannt ist, dass Vimentin eine Bindungsstelle flir TP53 aufweist, so stellt sich die
Frage, ob auch VIM3 eine solche Bindungsstelle zeigt. Yang et al. haben die Auswirkung des
Komplexes aus TP53 und Vimentin auf synoviale Fibroblasten bei rheumatoider Arthritis
untersucht und konnten zeigen, dass dieser Komplex die durch den Tumor Necrosis Factor-
Related Apoptosis-Inducing Ligand hervorgerufene Apoptose der Fibroblasten verstarkt'"’.
Allerdings zeigt die Auswertung der Immunprazipitation, welche den Komplex aus Vimentin

(VIM-FL) und TP53 bestétigt, eine zusatzliche Bande bei circa 47 kDa. Diese Bande entspricht
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der trunkierten Variante, dem VIM3®8. Dadurch ergibt sich die Frage, ob VIM3 eine essenzielle

Rolle bei der Komplexbildung spielt.

2.7. ATG7

Neben Vimentin ist ein weiterer bekannter Interaktionspartner von TP53 das Autophagiegen
ATG7'%, Es ist allgemein bekannt, dass Autophagie einen wichtigen Einfluss auf die Karzino-
genese hat'®. Karzinomzellen kénnen sich mittels Autophagie an den metabolischen Stress
adaptieren und dadurch die Chance ihres eigenen Uberlebens erhéhen'®'"°. Es wurde bereits
untersucht, dass Defekte in einigen Autophagiegenen (ATG3, ATG5 oder ATG7) unter
anderem zu einer Ansammlung von abnormalen Mitochondrien und zur Reduktion von intra-
zellularen Aminosauren, ATP und Triglyzeriden fihren kénnen'%110

Es konnte bereits gezeigt werden, dass TP53 und ATG7 einen Komplex bilden, und dass
Karzinome mit einer erhdhten Expression von TP53 und ATG?7 eine schlechtere Prognose
aufweisen'".

Gleichzeitig konnten Guo et al. demonstrieren, dass ein ATG7-Knockout bei kleinzelligen

Lungentumoren mit onkozytéren Eigenschaften einhergeht''2,

2.8. MicroRNA-371a-3p
In der vorliegenden Arbeit soll zunachst gezeigt werden, dass VIM3, TP53 und ATG7 einen
Komplex in Prostatakarzinomzellen bilden. Neben der Frage nach den Auswirkungen des
Komplexes auf das Migrations- und Proliferationsverhalten der Prostatakarzinomzellen stellt
sich dann die Frage nach moglichen Zielgenen des Komplexes und den damit einhergehenden
Effekten auf das Verhalten der Prostatakarzinomzellen. In dieser Arbeit wird die MicroRNA-
371a-3p als mogliches Zielgen untersucht.
MicroRNAs sind kleine nicht-kodierende RNAs, welche eine wichtige Rolle bei verschiedenen
biologischen Prozessen einnehmen und haufig in Krebszellen dysreguliert sind®’. Die
Regulation der Genexpression erfolgt an der 3‘-UTR durch Anlagerung an die sogenannte
MicroRNA seed-Sequenz. Dies fuhrt zu einer Gen-Stilllegung entweder durch mRNA-
Spaltung, Destabilisierung der mRNA durch Verkirzung des Poly-A-Schwanzes oder
Inhibierung der Translation®’.
Vor allem dem MicroRNA-371-Cluster wurde in verschiedenen Artikeln ein onkogenes
Potenzial zugeschrieben''*""*. MicroRNAs werden in der Regel in Form von Multi-Protein-
Komplexen in das Blut sekretiert''®. Dies bietet einen Schutz gegen die Degradation durch die
RNAse, wodurch MicroRNAs im Vergleich zu zirkulierender DNA eine deutlich hdhere
Stabilitat aufweisen und somit besser detektierbar sind'®.
Voorhoeve et al. konnten bereits zeigen, dass die MicroRNA-371a-3p von mehr als 900
MicroRNAs insgesamt zu dem kleinen Anteil an MicroRNAs gehort, der in Zelllinien von
humanen Germinalzelltumoren (GCT) Uberexprimiert ist''®. Neben der generellen Uber-
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expression in GCT konnte auch demonstriert werden, dass die MicroRNA-371a-3p eine
Korrelation zur Schwere der Erkrankung sowie zum Ansprechen auf die jeweilige Therapie
aufweist"'"18,

Alhasan et al. konnten zeigen, dass eine erhéhte Konzentration der MicroRNA-371a-3p in

aggressiven Prostatakarzinomen nachweisbar ist'"®

. AuRRerdem gibt es bereits verschiedene
Studien, die den Zusammenhang zwischen MicroRNAs und der Expression des Androgen-
rezeptors in Prostatakarzinomzellen demonstrieren'?'?'. Es wird vermutet, dass die Expres-
sion der MicroRNA-371a-3p Uber Bindung an die 3'-UTR zu einer Herunterregulation der
Androgenrezeptordichte fiihrt'?2. Des Weiteren filhrt eine verstarkte Expression der MicroRNA-
371a-3p zu einer verringerten Expression von PTEN''*'2 PTEN ist ein Tumorsuppressorgen,
welches in verschiedenen Tumoren, unter anderem dem Prostatakarzinom, inaktiviert ist. In
verschiedenen Studien wurden radikale Prostatektomiepraparate und Praparate von
transurethralen Resektionen im Hinblick auf das Vorhandensein von PTEN untersucht. Ein
PTEN-Verlust war dabei assoziiert mit dem Auftreten von Knochenmetastasen, Therapiere-
sistenz und einer hdheren Rezidivrate'?*'?°, Ein PTEN-Verlust fiihrt zudem zu der Aktivierung
des PI3K/AKT-Signalwegs, welcher eine starke Assoziation zu ungunstigen Erkrankungsver-
laufen aufweist'?,

In dieser Arbeit soll demonstriert werden, dass VIM3 einen Transkriptionsfaktor fir die
MicroRNA-371a-3p darstellt und somit ein Knockdown von VIM3 zu einer Herrunterregulation
der MicroRNA-371a-3p fuhrt. Folglich ware die Expression von PTEN und die Androgen-
rezeptordichte erhoht, was mit einem gunstigeren Krankheitsverlauf und einer besseren

Prognose einhergehen wirde.

2.9. Die Rolle des Androgenrezeptors beim Prostatakarzinom

Der Androgenrezeptor ist sowohl fiir die Funktion der Prostata als auch fir die Karzinogenese
und Kastrationsresistenz von grofker Bedeutung'?’.

Er gehért zu den intrazellularen Steroidrezeptoren und kann Uber die Transkription
verschiedener Zielgene die Entwicklung, Differenzierung sowie das Wachstum von Prostata-
gewebe regulieren und stellt somit einen hochinteressanten therapeutischen Ansatzpunkt

dar'?®

. Der Androgenrezeptor wird hauptsachlich in den sekretorischen Prostatazellen
exprimiert und das entsprechende Gen ist auf dem X-Chromosom in der Region Xq11-12
lokalisiert'°.

Man unterscheidet eine inaktive und eine aktive Form des Androgenrezeptors. Die inaktive
Form liegt gebunden an Chaperon-Proteine im Zytosol vor, wohingegen bei der aktiven Form
nach Ligandenbindung eine Konformationsénderung in ein aktives Homodimer erfolgt'*. Die
wichtigsten Liganden, die den Rezeptor aktivieren, sind die Androgene Testosteron und
Dihydrotestosteron'?®'3!In der aktiven Form kommt es durch Bindung von Importin-alpha zur

Translokation in den Zellkern. Dort erfolgt die Dimerisierung mit einem weiteren Homodimer
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und die Bindung an das androgen-responsive Element der DNA. So agiert der Komplex als
Transkriptionsfaktor und Regulator von androgensensitiven Zielgenen™'.

Es ist bereits bekannt, dass es eine Korrelation zwischen der Androgenrezeptor-Expression
und der Prognose des Prostatakarzinoms gibt. Das Prostatakarzinom wéachst in 80 bis
90 Prozent der Falle zunachst androgen-abhangig und eine erhéhte Androgenrezeptordichte
ist mit einer friheren Rezidivneigung, einem aggressiveren Krankheitsverlauf und einem
niedrigeren Uberleben assoziiert'3 "3,

Mithilfe der in Abschnitt 2.2.5.1 und 2.2.5.2 beschriebenen antiandrogenen Behandlung kann
das Tumorwachstum oft zundchst verhindert werden®. Durch die Androgendeprivations-
therapie wird ein Hormonentzug mit nachfolgender Apoptose der Zellen hervorgerufen.
Allerdings entwickeln viele Patienten nach durchschnittlich 2 bis 3 Jahren eine Resistenz
gegenuber der Therapie, welche in der Entwicklung eines kastrationsresistenten Prostata-
karzinoms (CRPC) resultiert'®®. Der Hormonentzug ist nun unwirksam und der Androgen-
rezeptor wird im Verlauf der Therapie wieder vermehrt exprimiert. Verschiedene Mechanismen
wie zum Beispiel Androgenrezeptor-Amplifikationen, -Hypersensitivierung, -Mutationen oder
Mutationen in Koaktivatoren flhren letztendlich zur Entstehung des CRPC und aktuell gibt es
zahlreiche Untersuchungen zu méglichen therapeutischen Ansatzpunkten'®. Ein moéglicher
Ansatzpunkt ist die Reaktivierung der Androgenrezeptor-Expression. Studien konnten bereits
zeigen, dass eine Androgenrezeptor-Reexpression in Androgenrezeptor-negativen-Zelllinien

mit einer geringeren Zellproliferation, -migration und -invasion einhergeht'’

. Allerdings
mussen die genauen Effekte einer Androgenrezeptor-Reaktivierung sowie die exakten
Mechanismen der Resistenzentwicklung noch weiter untersucht werden, um eine

bestmdgliche Therapie des CRPC zu erméglichen'.
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2.10. Fragestellung und Ziel der Arbeit

Das Prostatakarzinom gehort zu den haufigsten bosartigen Tumoren der Welt und weist eine
enorme Heterogenitat im Hinblick auf die Tumoraggressivitat auf?®. Wie zuvor beschrieben,
werden der Gleason-Score, das klinische Stadium, die Tumorausdehnung sowie die Hohe des
PSA-Werts seit vielen Jahren zur Risikoklassifikation des Prostatakarzinoms verwendet®®"72,
Auch wenn die Fortschritte in der Diagnostik in den letzten Jahren bereits eine sehr hohe
Detektionsrate ermdglichen, so ist die Biologie und damit insbesondere die Aggressivitat des
Prostatakarzinoms noch nicht ausreichend dargestellt. Zur sicheren Therapieplanung nach
Diagnose und zur besseren Prognosebestimmung bedarf es deshalb einer verbesserten
Differenzierung der Prostatakarzinoms. Eine bessere Differenzierung wirde gleichzeitig zu
einer Reduktion der Uberdiagnostik und Ubertherapie des Prostatakarzinoms fiihren®253,

Das Ziel dieser Arbeit ist es, basierend auf den bereits bekannten Informationen, die
Bedeutung von VIM3, ATG7 und TP53 in Prostatakarzinomzellen genauer zu untersuchen. Es
soll die Frage geklart werden, ob diese drei molekularen Marker einen Komplex bilden, welcher
in den Zellkern migriert und in Prostatakarzinomzellen signifikant Gberexprimiert ist.

Ein weiteres Ziel besteht in der Untersuchung des Zusammenhangs des Komplexes und der
MicroRNA-371a-3p als mogliches Zielgen. Konkret soll demonstriert werden, dass VIM3 an
der Transkription der MicroRNA-371a-3p beteiligt ist. Zudem sollen die Konsequenzen eines
Knockdowns von VIM3 auf die MicroRNA-371a-3p-Expression und auf das Migrations- und
Proliferationsverhalten der Prostatakarzinomzellen untersucht werden. Es soll hierbei evaluiert
werden, ob ein Knockdown von VIM3 zu einer geringeren MicroRNA-371a-3p-Expression fuhrt
und durch die daraus resultierende erhéhte Expression des Tumorsuppressorgens PTEN und
der Androgenrezeptordichte als moglicher therapeutischer Ansatzpunkt genutzt werden
kdnnte (Abbildung 2).

Weiterhin soll der Effekt von ET-1 und WA auf die Prostatakarzinomzellen untersucht werden.
Dabei soll basierend auf bereits bekannten Informationen bestatigt werden, dass ET-1 einen
steigernden Effekt auf die Migrations- und Proliferationsrate der Zellen sowie auf die Expres-
sion von VIM3 hat. AuRerdem soll gezeigt werden, dass WA auch bei Prostatakarzinomen
einen hemmenden Effekt auf die Migrations- und Proliferationsrate der Zellen hat und somit

einen weiteren moglichen therapeutischen Ansatzpunkt darstellen kénnte.
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der Fragestellung der Arbeit. (A) Schema einer Prostatakarzinomzelle
mit Zellkern. Das Ziel der Arbeit ist es zu zeigen, dass der Komplex bestehend aus VIM3, ATG7 und TP53 in
Prostatakarzinomzellen vorliegt und als solcher in den Zellkern migriert. AulSerdem soll demonstriert werden, dass
der Komplex einen stimulierenden Effekt auf die Transkription der MicroRNA-371a-3p (miR-371a-3p) hat. Zudem
ist bekannt, dass eine erhéhte Expression der MicroRNA-371a-3p zu einer verringerten Expression des Tumorsup-
pressorgens PTEN und zu einer Herunterregulation der Androgenrezeptordichte (AR) fiihrt''#122123 (B) In einem
weiteren Schritt soll gezeigt werden, dass ein Knockdown von VIM3 zu einer reduzierten Expression der MicroRNA-
371a-3p fiihrt. Durch die daraus resultierende erhéhte Expression des Tumorsuppressorgens PTEN sowie der
Androgenrezeptordichte stellt ein VIM3-Knockdown einen potenziellen neuen therapeutischen Ansatzpunkt dar.
Diese Abbildung wurde mit BioRender.com erstellt.

32



3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Zellkultur

3.1.1.1. Zelllinien

Zelllinie | Nummer Ursprung PSA- Hormon-
Expression | sensitiv
BPH-1 DSMZ-Nr.: | Epitheliale Prostatazelle eines 68- Nein Nein
ACC 143 jahrigen Manns mit BPH
DU145 | ATCC-Nr.: | Gehirnmetastase eines 69-jahrigen Nein Nein
HTB-81 kaukasischen Patienten mit Prostata-
karzinom
LNCaP | ATCC-Nr.: | Supraklavikulare Lymphknotenmetas- | Ja Ja
CRL-1740 tase eines 50 Jahre alten kaukasischen
Mannes
PC3 ATCC-Nr.: | Knochenmetastase eines 62-jahrigen Nein Nein
CRL-1435 kaukasischen Mannes
Tabelle 6: Zelllinien
3.1.1.2. Chemikalien und Losungen fiir die Zellkultur
Material Hersteller Hersteller-Nr.
DMEM-Medium (1x) Thermo Fisher Scientific Inc., 11965126
Rockford
DMSO PAN-Biotech GmbH, Aidenbach P6036720100
Endothelin-1 Sigma-Aldrich, Deisenhofen 102M4762V
FBS PAN-Biotech GmbH, Aidenbach P161206, P170203
FCS Sigma-Aldrich, Deisenhofen 12133C
Lipofectamine 2000 Thermo Fisher Scientific Inc., 11668019
Transfektionsreagenz Rockford
Mission® siRNA-Universal Sigma-Aldrich, Deisenhofen WDAA1251
Negativkontrolle
PBS PAN-Biotech GmbH, Aidenbach 394117
Penicillin/Streptomycin Thermo Fisher Scientific Inc., 15140122
(10 000 U/mL) Rockford
RPMI-Medium (1x) Thermo Fisher Scientific Inc., 11875093

Rockford
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Material Hersteller Hersteller-Nr.

Trypanblau Thermo Fisher Scientific Inc., 15250061
Rockford

Trypsin-EDTA (0,25 %), Thermo Fisher Scientific Inc., 2520056

Phenolrot Rockford

Trypsin-EDTA (0,5 %), Thermo Fisher Scientific Inc., 1500054

ohne Phenolrot Rockford

Withaferin A Sigma-Aldrich, Deisenhofen 265237

Tabelle 7: Chemikalien und Lésungen fiir die Zellkultur

3.1.2. Gerate

Gerat

Hersteller

Analysewaage

Chemostar PC ECL & Fluorescence Imager
Eismaschine

Elektrophoresekammer

Gefrierschrank -20 Grad Celsius
Gefrierschrank -80 Grad Celsius

Gel Stromversorgung

Glasware
Mikroplattenabsorptionslesegerat
Mikroskop

Nano Drop One

Neubauer Zahlkammer
PCR-Thermocycler (Biometra)

pH-Meter

Pipetteboy

Pipetten (10 pl, 100 pl, 200 pl und 1000 pl)
Real Time Cycler

Schuttelplatte

Thermo-Heizblock

Zentrifuge Biofuge Primo

Zentrifuge Fresco 21
Tabelle 8: Geriite

Kern, Balingen

Intas Science Imaging, Goéttingen
Scotsman, Sprockhdvel

Bio-Rad, Minchen

Liebherr, Biberach an der Rif}

Sanyo, Moriguchi, Japan

Bio-Rad, Minchen

Duran Group GmbH, Wertheim
Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford
Olympus, Hamburg

Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford
Bender and Hobein, Bruchsal

Analytik Jena AG, Jena

Hanna Instruments, Kehl

IBS Integra Biosciences, Fernwald
Eppendorf, Hamburg

Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford
IKA works, Inc. Staufen im Breisgau
Grant Instruments, Cambridge UK
Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford

Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford
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3.1.3. Verbrauchsmaterialien

Material

Hersteller

Bradford 96-Well Platten

E-Gel EX 2% Agarose

ELISA 96-Well-High-Binding-Platte
Falcon konische Zentrifugenréhrchen
(15 ml, 50 ml)

Lab-Tek Chamber Slide

MicroAMP Fast Optical 96-Well
Reaktionsplatte
Mikrozentrifugenréhrchen (1,5 ml, 2 ml)
PCR-Reaktionsgefalie

Peha Nitrilhandschuhe, weil}
Pipettenspitzen

(10 pl, 100 pl, 200 pl, 1000 pl)

Protran Nitrozellulose-Transfermembran
Serologische Pipetten

(2 ml, 5ml, 10 ml, 25 ml)

Whatmann Gel-Blot-Papier
ZellkulturgefalRe (3,5/10 cm Durchmesser,
6/12/24 oder 96 Wells)
Zellkulturinkubator

96-Well ELISA Mikroplatten

Tabelle 9: Verbrauchsmaterialien

3.1.4. Chemikalien und Losungen

Chemikalie

Brand GmbH, Hamburg
Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford

Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford

Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford

Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Paul Hartmann AG, Heidenheim

Eppendorf, Hamburg

Whatman GmbH, Dassel

Corning Incorporated, New York

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Starlab GmbH (Cyto One), Hamburg

Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford
Brand GmbH + Co. KG, Wertheim

Acrylamid/Bis-Acrylamid
(29:1), 30 % Ldsung
Ammoniumpersulfat (APS)
Aurora (Western Blot Substrat)
Beta-Mercaptoethanol

Laemmli-Ladepuffer 3x

Bradford-Lésung

Bovines Serumalbumin (BSA)
Clarity Western ECL Substrat
DMSO

Hersteller Hersteller-Nr.
AppliChem GmbH, Darmstadt A0951
AppliChem GmbH, Darmstadt 131138

Intas Science Imaging, Géttingen HM29A-LB
AppliChem GmbH, Darmstadt A1108

Cell Signaling Technology, Frankfurt am | 7722

Main

AppliChem GmbH, Darmstadt A6932
Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford | NC168682
Bio-Rad Laboratories, Inc., USA 1705060
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach P6036720100
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Chemikalie

Hersteller

Hersteller-Nr.

Dithiothreitol (DTT) 30x

E-Gel 50 bp DNA-Leiter
Ethanol (99,85 %)
ELISA Stopplésung

Gefarbter Proteinmarker
Laemmli-Probenpuffer 4x
Methanol (99,85 %)
Milchpulver

Isopropanol
Phosphatgepufferte Salz-
I6sung (PBS) 10x
Phenol-Chloroform-
Isoamylalkohol

Pierce™ ECL Western Blot
Substrat
QlAzol-Lysereagenz
RIPA-Lysepuffer

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Tris-gepufferte Kochsalz-
I6sung (TBS) 10x

Tween® 20

Xylene

1-Step™ Ultra TMB-ELISA
Substratlésung
4‘,6-Diamidin-2-phenylindol
(DAPI)

Tabelle 10: Chemikalien und Lésungen

Cell Signaling Technology, Frankfurt am
Main

Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford
Honeywell, Bucharest Hungary

Bethyl Laboratories, Inc., Montgomery,
USA

Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford
Bio-Rad, Miinchen

Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford
Qiagen GmbH, Hilden

Rockland Immunochemicals,
Pennsylvania

AppliChem GmbH, Darmstadt
AppliChem GmbH, Darmstadt

Bio-Rad, Minchen

Carl Roth GmbH, Karlsruhe
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford

Thermo Scientific, Schwerte

7016

108099
SZBG2090
E115

26620

1610747

25.6942610

01724629

048266899

11594516

P1944

32109

79306
MB-030-0050

132363
A1148

1706435

487263603
057254048
34022

62248
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3.1.5. Puffer und Losungen

Alle Puffer und Lésungen wurden mit destilliertem Wasser bis zur bendétigten Menge aufgefullt.

pH-Wert-Anpassungen wurden mit Hilfe des pH-Meters durchgefiihrt und mit konzentriertem
Chlorwasserstoff (HCI) oder Natriumchlorid (NaCl) korrigiert.

Puffer / L6sung Zusammensetzung
Hybridisierungspuffer (Annealing Buffer) 200 mM TRIS-HCI, pH 7,6
10x (EMSA) 50 mM MgCl.

0,1 mM EDTA

10 mM DTT

Ammoniumpersulfat (APS)

Laemmli-Puffer, 10x (SDS-PAGE)

Polyacrylamid-Gel (12 %), Pulldown-Assay

SDS
SDS-PAGE, 3 % (Sammelgel)

SDS-PAGE, 10 % (Trenngel)

TBE-Puffer 1x (EMSA)

Towbin-Puffer 10x (Western Blot)

10 % (w/v) in Wasser
Gelagert bei -20 Grad Celsius
1 % (w/v) SDS

1,9 M (w/v) Gycin

250 mM (w/v) Tris

6 yl TEMED

50 ul APS (10 %)

5 ml Acrylamid (30 %)

1 ml TBE

5,6 ml Wasser

10 % (w/v) SDS in Wasser
0,5 M Tris — HCI, pH 6,8

3 % (v/v) Acrylamid/Bis-Acrylamid (29:1)
0,1 % (v/v) SDS

0,5 % (v/v) APS

0,12 % (v/v) TEMED

1 M Tris-HCI, pH 8,8

10 % (v/v) Acrylamid/Bis-Acrylamid
(29:1)

0,1 % (v/v) SDS

0,5 % (v/v) APS

0,06 % (v/v) TEMED

0,13 M Tris, pH 7,6

45 mM Borsaure

2,5mM EDTA

3,03 % (w/v) Tris

14,4 % (w/v) Glycin

1 % (v/v) SDS
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Puffer / L6sung

Zusammensetzung

Tris

Western Blot Blockierpuffer: TBST-Milch

Western Blot Puffer 4x

Western Blot Puffer 3x

Tabelle 11: Puffer und Lésungen

pH 6,8 0,5 M (w/v)

pH 8,8 1,5 M (w/v)

1x TBST, pH 7,6

3 % (w/v) Milchpulver

62,5 mM Tris — HCI, pH 6,8
10 % Glycerol

1% LDS

0,005 % Bromphenolblau
187,5 mM Tris-HCI (pH 6,8)
6 % (w/v) SDS

30 % Glycerol

0,03 % Bromphenolblau

3.1.6. Kits
Kit Hersteller Katalog-Nr.
miRNeasy Micro Kit Qiagen GmbH, Hilden 217084
miScript® Il RT Kit Qiagen GmbH, Hilden 218160
Nuclear Extract Kit Active Motif, Rixensart 40010
QlAamp DNA Mini Kit (50) | Qiagen GmbH, Hilden 51304
RIPA Lysis Kit Santa Cruz Technology, Heidelberg Sc-24948
RNeasy Kit Qiagen GmbH, Hilden 74104
SuperScript™ Il Reverse | Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford | 18080093
Transkriptase

Tabelle 12: Kits

3.1.7. PCR
Reagenz Hersteller Katalog-Nr.
DTT (0,1 M) Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford | D1532

MystiCq Universal-PCR-
Primer

RNase-freies Wasser
SYBR® Green

Universeller Primer
Tabelle 13: PCR

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Qiagen GmbH, Hilden

Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford

Thermo Fisher Scientific Inc., Rockford

MIRUP-500RXN

129112
4364346

831506
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3.1.8. Primer

Ziel-DNA Sequenz (5° > 3Y) Annealing- | Hersteller
temperatur
Beta-Actin TTGGCAATGAGCGGTTCCGCTG | 50 Thermo
Fisher
Scientific
MicroRNA-371a-3p GUGCCGCCAUCUUUUGAG 50 Thermo
Fisher
Scientific
Promoterregion der pri- | Forward: 50 Thermo
MicroRNA-371a-3p GUGCCGCCAUCUUUUGAG Fisher
Reverse: Scientific
CCGCCCATAGCCTCCAGATGC
Tabelle 14: Primer
3.1.9. siRNA
Zielgen ‘ Sequenz (5‘ — 3Y) ‘ Hersteller
siRNA VIM3 forward GGGUAAGCAUUUUAUUUCCCUUUAG Sigma-Aldrich
(HA15543136)
Tabelle 15: siRNA
3.1.10. EMSA-Oligonukleotide
Primer Sequenz (5’ — 3’) Hersteller | Lot-Nr.
MicroRNA-371a-3p TAGCTGGGACTACAGGCTTGAC | Eurofins 32538497
VIM3 cold CACTCCGCCCAGC Genomics
MicroRNA-371a-3p [CY5] TAGCTGGGACTACAGGCT | Eurofins 32538496
VIM3 hot TGACCACTCCGCCCAGC Genomics
MicroRNA-371a-3p GCTGGGCGGAGTGGCTCAAGCC | Eurofins 32538498
VIM3 reverse TGTAGTCCCAGCTA Genomics

Tabelle 16: EMSA-Oligonukleotide
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3.1.11.

Antikorper

3.1.11.1. Primarantikorper

Antikorper Hersteller Katalog-Nr. | Lot-Nr. Verdiinnung

alpha-Tubulin Santa Cruz Sc-5546 G0511 1:250

(H-300) Biotechnology Heidelberg

ATG7 (B-9) HRP Santa Cruz Sc-376212 | H0217 1:250

Maus monoklonal Biotechnology Heidelberg | HRP

ATG7 (B-9) Maus Santa Cruz Sc-376212 | 12120 1:500

monoklonal IgG Biotechnology Heidelberg

Beta-Actin (1) Maus | Santa Cruz Sc-130300 | E2412 1:500

monoklonal IgG Biotechnology Heidelberg

GAPDH (0411) Santa Cruz Sc-47724 B2221 1:500
Biotechnology Heidelberg

Lamin B1 (B-10) Santa Cruz Sc-374015 | L2817 1:250

HRP-konjugiert Biotechnology Heidelberg | HRP

Mitochondrien- NSJ Bioreagents V2353- V2353- 1:500

Antikorper 20UG 170206

(Clone: MTCO02)

Maus IgGik

Protein-A/G- Santa Cruz Sc-2003 G0212

Agarose-Beads Biotechnology Heidelberg

TP53 (A-1) Maus Santa Cruz Sc-393031 | F1521 1:500

monoklonal IgG Biotechnology Heidelberg (1:50 far IF)

TP53 (FL-393) Santa Cruz Sc-6243 B2013 1:500

Hase polyklonal IgG | Biotechnology Heidelberg

VIM3 Klon 52 Davids Biolab / / 1:500

Maus monoklonal

Vimentin (V9) Maus | Santa Cruz Sc-6260 JO616 1:500

monoklonal 1gG+

Biotechnology Heidelberg

Tabelle 17: Primérantikérper
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3.1.11.2. Sekundarantikorper

Antikorper Hersteller Katalog-Nr. | Lot-Nr. Verdiinnung
Ziege anti-Maus BIOZOL GmbH, Eching HRP-112 HRP00315 | 1:5000
IgG, HRP-konjugiert -002

Anti-Hase IgG, Cell Signaling Technology | 7074S 22 1:5000
HRP-konjugiert

Ziege anti-Hase Santa Cruz Biotechnology | Sc-2012 K0413 1:5000
IgG, FITC-konjugiert | Heidelberg

Maus-IgGk, Phyco- | Santa Cruz Biotechnology | Sc-516141 | J2219 1:500 fir IF
erythrin-konjugiert Heidelberg

Alexa Fluor 488 Thermo Fisher Scientific | A11001 1672559 1:500 fir IF
Ziege anti-Maus IgG | Inc., Rockford

Maus-lgGk BP- Santa Cruz Biotechnology | Sc-516140 | J1719 1:5000
FITC, Heidelberg

FITC-konjugiert

Anti-Maus 1gG, Cell Signaling Technology | 7076S 36-200 1:1000

HRP-konjugiert

Tabelle 18: Sekundérantikérper

3.1.12.
A

PageRuler Plus
Prestained Protein Ladder

kDa

—~250-

-~130
~~100~

_ ~15-|

B
S

4-20% Tris-glycine SDS-PAGE
Product #s 26619, 26620

Blot

Molekulargewichtsmarker fiir DNA und Proteine

Abbildung 3: Molekulargewichtsmarker fiir Proteine und DNA. (A) SDS-PAGE Bandenleiter und vorgeférbte
Proteinleiter geblottet in eine Membran aus einem vier- bis zwdlfprozentigen Tris-Glycin-Gel (Thermofisher
Scientific Inc., Rockford). (B) 50 bp DNA-Leiter in zweiprozentigem Agarose-Gel (MBI Fermentas, Vilnius)
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3.2. Methoden
3.2.1. Zellkultur

3.2.1.1. Kulturbedingungen

Alle Arbeitsschritte wurden in der Reinluftwerkbank unter sterilen Arbeitsbedingungen durch-
gefihrt. In den Tabellen 3.1.1.1 und 3.1.1.2 sind alle dabei verwendeten Materialen aufgelistet.
Die drei Prostatakarzinomzelllinien (DU145, LNCaP, PC3) und die Kontrollzelllinie (BPH-1)
wurden in 100 mm Zellkulturplatten mit 10 ml Medium kultiviert.

Die Kontrollzelllinie BPH-1 wurde in RPMI-Medium, welches mit 20 Prozent FBS (v/v) und
1 Prozent Penicillin/Streptomycin supplementiert wurde, kultiviert.

Die Zelllinien LNCaP und PC3 wurden in RPMI-Medium, supplementiert mit 10 Prozent FBS
(v/v) und 1 Prozent Penicillin/Streptomycin (v/v), kultiviert.

Die DU145-Zellen wurden in DMEM-Medium, supplementiert mit 10 Prozent FBS (v/v) und
1 Prozent Penicillin/Streptomycin (v/v), kultiviert.

Die Zellen wurden bei 37 Grad Celsius, 5 Prozent Kohlenstoffdioxid, 100 Prozent relative Luft-
feuchte und 95 Prozent Luft inkubiert.

Die Kohlenstoffdioxidbegasung dient zusammen mit dem Hydrogenkarbonatpuffersystem des
Mediums der Konstanthaltung des pH-Werts des Mediums. Die hohe Luftfeuchtigkeit

verhindert die Verdampfung des Mediums.

3.2.1.2. Zahlen der Zellen

Um die Zellen zu zahlen, wurden sie zunachst mit Hilfe von 1 ml Trypsin vom Boden der Platte
geldst und dann in ein 15 ml Falcon Uberfihrt. Das Trypsin spaltet unter anderem die zur Zell-
adhasion noétigen Proteine. Nachdem die Zellen fir 5 Minuten bei 1500 g zentrifugiert wurden,
wurde der Uberstand abgenommen und das nun vorhandene Zellpellet in eine vorher
definierte Menge an Medium gegeben. Fir das eigentliche Zahlen der Zellen wurden die Zellen
im Verhaltnis 1:2 mit Trypanblau verdunnt. Die lebendigen Zellen wurden dann in einer Neu-
bauerkammer gezahlt. Die Anzahl an Zellen pro ml wurde im Anschluss wie folgt berechnet:

Zellen pro ml = Durchschnittliche Anzahl gezéhlter Zellen x 10* x Verdiinnungsfaktor

3.2.1.3. Passagieren der Zellen

Bei einer Konfluenz von 70 bis 80 Prozent erfolgte das Passagieren der Zellen. Dazu wurde
zunachst das alte Medium abgetragen. Dann wurden die Zellen zweimal mit 5 ml PBS
gewaschen. Danach wurde 1 ml Trypsin hinzugegeben, um die Zellen zu I6sen. Da die BPH-1-
Zellen eine aulierst hohe Adharenz aufwiesen, wurde hier das konzentriertere Trypsin-EDTA
(0,5 Prozent) verwendet. Fur die Prostatakarzinomzellen wurde Trypsin-EDTA (0,25 Prozent)

verwendet. Die Zellkulturschalen wurden inkubiert, bis sich die Zellen vollstdndig vom Boden

42



geldst hatten. Bei einem 1:2 Split wurde im Anschluss 3 ml Medium hinzugegeben. Fir einen
1:3 Split erfolgte die Zugabe von 5 ml Medium. AnschlieRend wurde davon 2 ml in eine neue
Zellkulturschale gegeben und noch 8 ml Medium hinzugefiigt. Die Inaktivierung des Trypsins

erfolgte durch das im Medium zugesetzte FCS und die Inkubation bei 37 Grad Celsius.

3.2.1.4. Zellstimulation und VIM3-Knockdown

Fir die Zellstimulation wurden die Zellen in 35 mm Zellkulturschalen in 2 ml entsprechendem
Medium kultiviert. Die Zellen wurden fiir 24 Stunden kultiviert, bis eine Konfluenz von mindes-
tens 70 Prozent erreicht wurde. Nach 24 Stunden wurde das Medium entfernt, die Platten mit
PBS gewaschen und anschlieBend durch Medium mit O Prozent FCS ersetzt. Durch das
fehlende FCS wurden die Zellen in der Go-Phase des Zellzyklus fixiert.

Nach einer weiteren Inkubationszeit von 24 Stunden wurden die Zellen mit ET-1, WA,
MicroRNA-371a-3p und ET-1 und WA in Kombination stimuliert (Tabelle 19).

Der Knockdown von VIM3 in den Zelllinien erfolgte mittels small interfering RNA (siRNA).
SiRNAs sind kleine doppelstrangige RNA-Molekiile mit einer Lange von meist 21 bis 23 Basen-
paaren. Sie bestehen aus einem passenger- und einem guide-Strang, wobei der passenger-
Strang verworfen wird"*®. Der guide-Strang hat ein thermodynamisch instabileres 5-Ende und
bildet mit Proteinen der Agronauten-Familie (zum Beispiel Ago2) den RNA induced silencing
complex (RISC)"°. Durch RNA-Interferenz erfolgt der Abbau der komplementédren mRNA™O.
Als Folge daraus wird das durch die mRNA kodierte Protein nicht mehr produziert. Der
temporare Knockdown von VIM3 bleibt bestehen, bis alle siRNA-Molekile verbraucht sind.
Die siRNA kann dabei mit verschiedenen Methoden in die Zelle eingebracht werden. Hier
wurde die Transfektion ausgewahlt. Zur Vorbereitung wurden die Zellen in 6-Well Platten kul-
tiviert, bis sie eine Dichte von 70 Prozent erreicht hatten. Dann wurde das Lipofectamine
Transfektionsreagenz mit dem entsprechenden Medium jeder Zelllinie gemischt und flr
5 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert (1:50). Im nachsten Schritt erfolgte die Zugabe der
VIM3 siRNA oder der negativen siRNA. Danach folgte eine Inkubation von 20 Minuten. 500 pl
dieses Gemischs wurden zu einem Well der 6-Well Platten jeder Zelllinie hinzugegeben. Im
Anschluss folgte eine finale Inkubation von 72 Stunden. Da mit dem siRNA-Knockdown unter-
sucht werden sollte, ob ein Knockdown von VIM3 mit einer verringerten Expression der
MicroRNA-371-a-3p einhergeht, wurde in einem nachsten Schritt die MicroRNA wie in
Abschnitt 3.2.3.3 beschrieben isoliert.

Die nachstehende Tabelle zeigt die verwendete Menge an Reagenz fir die Stimulation und

den Knockdown.
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Reagenz Stamml6ésung | Verdiinnung Finale Ml/ml

Konzentration | Medium

Endothelin-1 400 M 1:8 50 nM 2,5 ul/ml
MicroRNA-371a-3p 0,5 pl/ml
Withaferin A 4000 pM 1:2000 2 nM 1 pl/ml

Tabelle 19: Liste der Reagenzien und des Verdiinnungsschemas fiir die Stimulation der Prostatakarzinom-
zelllinien sowie der Kontrollzelllinie

Medium Lipofectamine | siRNA VIM3 siRNA
Negativkontrolle
DMEM 4 mi 80 ul 6 pl 2 ul
RPMI (20%) 4 mi 80 ul 6 pl 2 ul
RPMI (10%) 8 ml 160 pl 12 pl 4 ul

Tabelle 20: Pipettierschema fiir den siRNA VIM3-Knockdown
Neben den VIM3-Knockdown-Zellen wurde zusatzlich eine Kontrolle mit dem leeren siRNA-

Vektor angelegt. Die Knockdown-Zellen wurden zudem mit einer Kombination aus der VIM3
siRNA und ET-1 stimuliert. Dazu wurden die Zellen zunachst 48 Stunden mit ET-1 oder der
siRNA inkubiert und anschliefend wurde fur die letzten 24 Stunden das jeweils andere

Reagenz hinzugegeben.
3.2.2. Protein-basierte Methoden

3.2.2.1. Totale Proteinextraktion

Die Zellen wurden zunachst, wie in Abschnitt 3.2.1.4 beschrieben, stimuliert. Das Medium
wurde abgenommen und anschlieRend wurden die Zellen zweimal mit 3 ml PBS gewaschen.
Nach Zugabe von 2 ml PBS wurden die Zelle mit einem Zellschaber von der Zellkulturplatte
geldst und anschlieRend in ein 15 ml Falcon uberfuhrt und 5 Minuten bei 1500 g und 4 Grad
Celsius zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und durch 500 pl RIPA-Puffer
ersetzt. Danach wurden die Proben fir 1 Stunde auf Eis gelagert und dabei regelmaRig
gevortext. AnschlieRend wurden sie bei 4 Grad Celsius und 4000 g fur 15 Minuten zentrifu-
giert. Der Zelldetritus hat sich dadurch als Pellet abgelagert und die Proteine, welche sich im
Uberstand befanden, konnten in ein neues zuvor gekiihltes 1,5 ml Eppendorfgefal umgefiillt

werden. Die Lagerung erfolgte bei -80 Grad Celsius.

3.2.2.2. Nukleare Proteinextraktion

Zur Extraktion der nukledren Proteine wurde das Nuclear Extract Kit von Active Motif
verwendet. Die Extraktion erfolgte analog zum Protokoll des Herstellers. Es wurden frisch
zubereitete Puffer verwendet und der gesamte Prozess wurde auf Eis durchgefuhrt. Die
Prostatakarzinomzellen (DU145, LNCaP, PC3) und die BPH-1-Zellen wurden in 10 mm Zell-

kulturplatten kultiviert und fir 24 Stunden mit ET-1 behandelt. Die unbehandelten Zellen
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dienten als Kontrolle. Die isolierten Zellen wurden in zuvor gekihlten 15 ml Falcons gesammelt
und bei 4 Grad Celsius und 1000 g fir 5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgetragen und das zuruckgebliebene Zellpellet wurde in 1 ml eiskalten Phosphatase-
Inhibitor-Puffer resuspendiert. Im Anschluss folgte eine Zentrifugation bei 4 Grad Celsius und
1000 g fir 5 Minuten. Dann wurde nochmals der Uberstand entfernt und das Zellpellet wurde
in hypotonen Puffer resuspendiert mit einer anschlieRenden Inkubation von 15 Minuten auf
Eis. Danach wurde zu jeder Probe ein Detergens hinzugefiigt und die Mischung wurde bei
5500 g und 4 Grad Celsius fur 5 Minuten zentrifugiert. Die Suspension enthielt nun die zyto-
plasmatische Fraktion, welche bei -80 Grad Celsius bis zur weiteren Verwendung gelagert
wurde. Dann folgte eine Resuspension des Zellpellets in vollstandigem Lysepuffer mit nachfol-
gender 30-mindtiger Inkubation auf einer Schittelplatte (150 g). Im Anschluss wurde auf
hochster Stufe gevortext und es folgte eine Zentrifugation bei 14 000 g und 4 Grad Celsius fur
10 Minuten. Die nun entstandene Suspension enthielt die nuklearen Proteine. Die Proben

wurden bei -80 Grad Celsius gelagert.

3.2.2.3. Bradford-Test

Zur Bestimmung der totalen Proteinmenge der behandelten Zellen wurde ein Bradford-Test
durchgefihrt. Der Bradford-Test beruht auf der Verschiebung des Absorptionsmaximums des
Triphenylmethanfarbstoffs Coomassie-Brilliant-Blau G-250 von 470 nm nach 595 nm nach
Proteinbindung in saurem Medium''. Zur Konzentrationsbestimmung eines Proteins wurde
zunachst eine Kalibrierungsgerade mit Rinderserumalbumin (BSA) als Standard erstellt. Dazu
wurde 1 pl, 2 yl, 4 pl, 6 pl, 8 pulund 10 ul BSA zu jeweils 200 ul Bradford-Losung hinzugegeben
und die Absorption bei 595 nm gemessen. Die Farbreaktion ist hierbei abhangig von der
Menge an aromatischen und basischen Aminosauren. Jeder Ansatz wurde in Triplikaten
durchgefihrt. Mit Hilfe von Excel wurde eine Tabelle mit den gemessenen Absorptionswerte
erstellt, woraus die Standardkurve generiert werden konnte. Zur Bestimmung der Proteinkon-
zentrationen wurden jeweils 3 pl der Proben zu 200 yl Bradford-Lésung hinzugefiigt. Die
jeweiligen Absorptionswerte der Proben wurden dann mittels ELISA bei 595 nm Wellenlange
analysiert. Der Bradford-Test wurde in Duplikaten durchgefiihrt, um zuverlassige Ergebnisse
zu gewahrleisten. Die gemessenen Absorptionswerte der unbekannten Proben wurden mit der
BSA-Standardkurve verglichen. Mit Hilfe von linearer Regression wurde die totale Proteinkon-

zentration berechnet'*?.

3.2.2.4. Immunfluoreszenzfarbung

Mittels Immunfluoreszenz wurde die Lokalisation von VIM-FL, VIM3, TP53 und ATG7

bestimmt. Dazu wurden die Zellen zunachst mit jeweils 400 yl Medium pro Well und einer

Dichte von circa 70 Prozent in Lab-Teks ausgesetzt. Am nachsten Tag wurden die Zellen zwei-

mal mit PBS gewaschen und anschlieBend mit je 200 pl eiskaltem Aceton-Methanol fir
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1 Minute inkubiert. Durch diesen Schritt wurden die Zellen auf dem Objekttrager fixiert. Nach
10 Minuten wurde der Primarantikérper hinzugegeben (Verdinnung 1:50 in Milch). Darauf
folgte eine Inkubationszeit von 1 Stunde im Dunkeln. AnschlieRend wurden die Zellen wieder
zweimal mit PBS gewaschen und der Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelte Sekundarantikérper
wurde appliziert. Nach einer weiteren Inkubation von 1 Stunde im Dunkeln folgte die Aus-
wertung mit Hilfe eines Mikroskops. Durch Zugabe von DAPI wurde der Zellkern der Zellen

angefarbt. Dies erlaubte die genaue Darstellung der Lokalisation der Marker in der Zelle.

3.2.2.5. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Mit der SDS-Gelelektrophorese lassen sich Proteine nach ihrem Molekulargewicht ladungs-
und strukturabhangig auftrennen. Die Trennung im Gel basiert auf einer Anlagerung von SDS-
Molekulen (1,4 g SDS / g Protein) an die Proteine proportional zum Molekulargewicht. Die
Eigenladung der Proteine wird durch das negativ geladene SDS ausgeglichen und muss somit
nicht weiter beriicksichtigt werden'*,

Bei der durchgefuhrten SDS-PAGE lief der Prozess der Elektrophorese nach Einbringen des
Gels in die Apparatur und Hinzugabe des Laemmli-Puffers fir circa 30 Minuten bei 15 mA und
dann fur weitere 30 bis 60 Minuten bei 30 mA. Hierbei durchlief das Proteingemisch zunachst
ein niederprozentiges Sammelgel und anschliefend das hoherprozentige Trenngel. Die
genaue Zusammensetzung der Gele ist in Tabelle 3.1.5 aufgefiuhrt. Das im Laemmli-Puffer
enthaltene Bromphenolblau, welches vor der Proteinfront lief, indiziert den Fortgang der
Elektrophorese. Neben den Proteinproben wurde zusatzlich immer ein Molekulargewichts-

marker (Proteinleiter) beladen (Abbildung 3).

3.2.2.6. Western Blot
Mit dem Western Blot lassen sich Proteinbanden aus der SDS-PAGE mit spezifischen Anti-
kérpern nachweisen. Dazu wurden die Proteine aus dem SDS-Gel auf eine Nitrozellulose-
Membran Ubertragen, das sogenannte ,Blotten®.
Fir die Durchfihrung des Western Blots wurde immer 25 ug Protein verwendet. Zu den Proben
wurde 4 ul Laemmli-Probenpuffer hinzugegeben und danach wurden die Proben auf 20 ul mit
destilliertem Wasser aufgefiillt. AnschlieRend wurden die Proben fir 5 Minuten bei 98 Grad
Celsius erhitzt. Das im Laemmli-Ladepuffer enthaltene Reduktionsmittel beta-Mercapto-
ethanol fuhrt beim Erhitzen dazu, dass intra- und intermolekulare Disulfidbriicken gespalten
werden. Die Folge ist ein Verlust der raumlichen Proteinstruktur'*. Im nachsten Schritt wurde
das Gel beladen. Neben den Proben wurde zuséatzlich immer ein Molekulargewichtsmarker
(Abbildung 3) aufgetragen. Dann erfolgte die SDS-PAGE. Nach der Auftrennung der Proteine
mittels SDS-PAGE wurde die eigentliche Western Blot Analyse durchgeflhrt.
Das ,Sandwich* fir das Blotten bestand aus je zwei Whatman-Papieren oben und unten sowie
dem Gel und der Nitrozellulosemembran in der Mitte. Die Membran und die Filterpapiere
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wurden zuvor in 1x Towbin-Puffer + 20 Prozent Methanol getrankt. Der Blottingprozess wurde
dann bei 360 mA fur 1 Stunde auf Eis durchgefiihrt. Um freie Bindungsstellen abzusattigen,
wurde die Nitrozellulosemembran nach dem Blotten fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur auf der
Schdttelplatte in Blockierpuffer (3 Prozent Milchpulver in TBST) geschwenkt. Danach wurde
der erste Antikorper appliziert und flr 1 Stunde bei Raumtemperatur oder iber Nacht bei
4 Grad Celsius inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in TBST fir 5 Minuten wurde der zweite
Antikorper appliziert und wieder fiir 1 Stunde bei Raumtemperatur oder tber Nacht bei 4 Grad
Celsius inkubiert. Nach erneutem Waschen mit TBST erfolgte die Applikation der Clarity
Western Blot Losung (Pierce™ ECL Western Blot Substrat). Im Anschluss wurde die Aus-
wertung mit dem Intas Chemostar Reader durchgefuhrt.

Die fur den Western Blot verwendeten Antikdrpern sind in Abschnitt 3.1.11 aufgefuhrt.

3.2.2.7. Immunprazipitation

Far die Immunprazipitation wurde nach Bestimmung der totalen Proteinmenge mittels
Bradford-Test 500 ug totales Protein von jeder Probe in ein neues Eppendorfgefaly geflllt. Es
wurde ein Mastermix bestehend aus dem jeweiligen Antikdrper und A/G-Plus-Agarose-Beads
angefertigt und dann zu den Proben dazugegeben. Danach folgte eine Inkubation fir 1 Stunde
auf Eis. Die Agarose-Beads sorgten fiir eine Beschwerung der Protein-Antikorper-Komplexe.
Dann wurden die Proben fir 5 Minuten bei 8000 g und 4 Grad Celsius zentrifugiert, wobei die
Protein-Antikorper-Komplexe sich durch die Beschwerung vom Zelllysat abtrennten. Danach
wurden die Proben einmal mit PBS gewaschen, nochmals 5 Minuten bei 8000 g und 4 Grad
Celsius zentrifugiert und nochmals mit PBS gewaschen. Vor den Waschgangen wurde jeweils
der Uberschuss abpipettiert. Nach erneutem Zentrifugieren wurden die Proben in Laemmli-
Probenpuffer (20 pl: 16 ul destilliertes Wasser + 4 ul Puffer) resuspendiert und dann fir
5 Minuten bei 98 Grad Celsius erhitzt und anschlieRend zentrifugiert. Die Proteine wurden im
Anschluss mittels SDS-PAGE analysiert.

3.2.3. Nukleinsaure-basierte Methoden

3.2.3.1. Polyacrylamid-Gel

Zur Visualisierung kleinerer PCR-Produkte, wie zum Beispiel von MicroRNAs, wurde ein zehn-
bis zwolfprozentiges Polyacrylamid-Gel verwendet. Die Zusammensetzung ist in Tabelle 21
aufgefuhrt.

Das Gel lief zunachst fir 30 Minuten bei 120 V, um eine Normalisierung zu generieren, welche
durch das fehlende Isopropanol nicht wie beim SDS-Gel bereits geschehen ist. Nach Beladung
der Proben lief das Gel fir weitere 30 Minuten bei 120 V. Aufgrund des SYBR Greens in den
PCR-Proben wurde dieser Teil im Dunkeln durchgefuhrt. Als Laufpuffer wurde TBE verwendet.

Die Auswertung erfolgte mit dem Intas Chemostar Reader.
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Benoétigtes Volumen Reagenz

6 pl TEMED

50 pl APS (10 %)

5ml Acrylamid (30 %)
1ml TBE

5,6 ml Wasser

Tabelle 21: Zusammensetzung des zehnprozentigen Polyacrylamid-Gels

3.2.3.2. DNA-Isolation und VIM3-Pulldown - Interaktion mit der
MicroRNA-371a-3p

Zur Darstellung der Interaktion zwischen VIM3 und der MicroRNA-371a-3p wurde ein VIM3-
Pulldown durchgefihrt. Dazu wurde der VIM3 Antikorper mit A/G-Plus-Agarose-Beads (1:10)
fur 1 Stunde auf Eis inkubiert. Parallel dazu wurden unbehandelte Zellen aller Zelllinien wie in
Abschnitt 3.2.2.1 beschrieben isoliert. AnschlieRend wurden die Proben mit dem VIM3 Anti-
korper / A/G-Plus-Agarose-Beads Gemisch fur 1 Stunde auf Eis inkubiert. Es folgte eine Zentri-
fugation bei 2000 g fir 1 Minute bei 4 Grad Celsius. Nach zweimaligem Waschen mit PBS
erfolgte eine weitere Zentrifugation unter gleichen Bedingungen. Nach Zugabe von 200 yl PBS
wurde die eigentliche DNA-Isolation mit Hilfe des QlAamp DNA Mini Kit durchgefuhrt. Durch
die Kopplung der Proben mit dem VIM3 / A/G-Plus-Agarose-Beads Gemisch konnte nun DNA
isoliert werden, welche hauptsachlich an VIM3 gebunden vorliegt. Zur Kontrolle wurde auch
DNA von Zellen ohne den vorherigen VIM3-Pulldown isoliert.

Far die DNA-Isolation wurde 20 pl Qiagen Proteinase K hinzugefligt. Auflerdem wurde 200 pl
Lysepuffer hinzugegeben. Das Gemisch wurde gevortext und im Anschluss fur 10 Minuten bei
56 Grad Celsius inkubiert. Dann wurde 200 pl Ethanol (96 Prozent) hinzugefugt und das Ge-
misch wurde auf die im Kit enthaltenen QlAamp Mini Spin Column gegeben. Nachdem das
Gemisch fir 1 Minute bei 6000 g zentrifugiert wurde, wurde die QlAamp Mini Spin Column in
ein neues 2 ml Collection Tube transferiert. Anschlief’end wurden ungebundene Molekile von
der Saulenmatrix in zwei aufeinander folgenden Schritten mit jeweils 500 yl AW1 bzw. AW2
Waschpuffer und erneuter Zentrifugation fur 1 Minute bzw. 3 Minuten bei 6000 g entfernt. Die
Saule mit der gebunden DNA wurde im letzten Schritt in ein neues 1,5 ml Eppendorfgefal
gestellt und nach Zugabe von 200 pl Elutionspuffer AE erneut zentrifugiert (1 Minute, 6000 g).
Im Anschluss folgte eine gqRT-PCR mit Primern fir die Promoterregion der pri-MicroRNA-371a-
3p. Zur Visualisierung des PCR-Produkts der Promoterregion der pri-MicroRNA-371a-3p
wurde ein zwolfprozentiges Polyacrylamid-Gel verwendet, welches fir 40 Minuten bei 100 V
lief. 1x TBE diente als Laufpuffer und ein 50 bp vorgefarbter DNA-Marker diente als Leiter.
Fluoreszenzsignale wurden mit dem Intas Chemostar flr griine (488 nm) und blaue (625 nm)

Kanale detektiert.
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3.2.3.3. MicroRNA-Isolation

Zur |Isolation der MicroRNA-371a-3p wurde das miRNeasy Micro Kit von Qiagen verwendet.
Die Arbeitsschritte wurden analog zu den Angaben im Protokoll des Herstellers durchgefiihrt.
Zu Beginn wurden die Zellen im Pellet bei 300 g fiir 5 Minuten zentrifugiert und der Uberstand
wurde abpipettiert. Dann wurde mit 700 pl QIAzol Lysereagenz die Zellstruktur aufgebrochen.
Die Zellen wurden im Anschluss 1 Minute gevortext und bei Raumtemperatur fir 5 Minuten
stehen gelassen. Hier fand eine Dissoziation der Nukleoproteinkomplexe statt. Dann wurde
140 pl Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol hinzugefligt und durch mehrfaches Schwenken des
Gefalies Uber 15 Sekunden vermischt. Nach einer erneuten Ruhephase bei Raumtemperatur
fur 2 Minuten wurde eine Zentrifugation bei 12 000 g und 4 Grad Celsius fur 15 Minuten durch-
gefiihrt. Die obere Phase der Lésung sollte nun die RNA enthalten und wurde in ein neues
Eppendorfgefal’ transferiert. Das 1,5-fache Volumen Ethanol wurde hinzugegeben. 700 ul da-
von wurden sofort auf die RNeasy MinElute spin column in ein 2 ml Réhrchen gegeben. Es
folgte eine zweimalige Zentrifugation bei 8000 g fiir 15 Sekunden und der entstandene Uber-
stand wurde verworfen. Dann wurde die Probe mit 700 pl RWT-Puffer und 500 ul RPE-Puffer
gewaschen und fir 15 Sekunden bei 8000 g zentrifugiert. Im Anschluss wurde 500 ul RNAse-
freies 80-prozentiges Ethanol auf die RNeasy MinElute spin column pipettiert und flr
2 Minuten bei 8000 g zentrifugiert. Nach Zentrifugation mit gedffnetem Deckel bei 5 Minuten
auf der hdchsten Geschwindigkeit wurde die Saule in ein neues 1,5 ml Eppendorfgefal tiber-
fuhrt und 14 yl RNAse-freies Wasser auf die Saule gegeben. Es folgte eine letzte Zentrifuga-

tion mit geschlossenem Deckel bei hochster Geschwindigkeit fir 1 Minute.

3.2.3.4. cDNA-Synthese

Mit dem miScript I RT Kit von Qiagen wurde die reverse Transkription der zuvor extrahierten
MicroRNA zu cDNA durchgefiihrt. Zur Produktion der cDNA wurde 100 ng des MicroRNA-
Extrakts verwendet. Die Schritte wurden analog zum Protokoll des Herstellers durchgefihrt.
Der Reverse-Transkriptase-Mastermix wurde nach Herstellerangaben angefertigt. Im An-
schluss wurde dieser mit den Proben vermischt, zentrifugiert und auf Eis inkubiert. Es folgte
eine Inkubation tber 1 Stunde bei 37 Grad Celsius. Um den miScript Reverse-Transkriptase-
Mix zu inaktivieren, folgte eine weitere Inkubation fir 5 Minuten bei 95 Grad Celsius. Die
fertigen Proben wurden dann entweder nach Herstellerangaben verdinnt und direkt fur die

gRT-PCR verwendet oder bei -20 Grad Celsius flr spatere Analysen gelagert.

3.2.3.5. Quantitative Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (QRT-PCR):
Zielgenanalyse MicroRNA-371a-3p

Die PCR ermdglicht die exponentielle Vervielfaltigung einer bestimmten Nukleinsaure-

sequenz. Dazu erfolgt zunachst die Denaturierung der doppelstrangige DNA bei 94 bis

96 Grad Celsius. AnschlieRend wird die Temperatur auf 55 bis 65 Grad Celsius gesenkt. Dies
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erlaubt das sogenannte Annealing des spezifischen Primers an die DNA. Im dritten Schritt
kommt es zur Elongation der DNA-Sequenz durch die thermostabile DNA-Polymerase bei 68
bis 72 Grad Celsius'.

Mit der qRT-PCR lasst sich die Amplifikation des gewiinschten DNA-Abschnittes in Echtzeit
beobachten und so kdnnen Rickschlisse auf die Ausgangsexpression des zu unter-
suchenden Gens gemacht werden. Die gRT-PCR kann entweder mittels TagMan-Sonden oder
SYBR Green-Sonden durchgefiihrt werden. Hier wurden SYBR Green-Sonden verwendet.
SYBR Green-Sonden binden unspezifisch an beliebige doppelstrangige DNA und I6sen
dadurch ein Fluoreszenzsignal aus. Wahrend der Amplifikation des betrachteten Gens nimmt
die Fluoreszenz proportional mit der Menge des PCR-Produkts zu, wodurch die Bestimmung
der Ausgangsmenge des Gens im Vergleich zu einer Referenzprobe ermdglicht wird"#®.

Fir die gRT-PCR wurden Twin.tec PCR-Platten 96 verwendet.

Far den Nachweis der Promoterregion der pri-MicroRNA-371a-3p (VIM3-Pulldown) wurde ein
Mastermix bestehend aus 10 yl SYBR Green, 1 ul Primer (bestehend aus forward und reverse
Primer) und 9 yl RNAse-freiem Wasser angefertigt.

Fir die MicroRNA-371a-3p Detektion bestand der Mastermix aus 10 yl SYBR Green, 1yl
Primer (forward), 0,4 pl MytiCg-Primer und 8,6 pl RNAse-freiem Wasser pro Probe.

Dann wurde jeweils 1 yl der DNA- bzw. cDNA-Probe mit 19 uyl des Mastermixes pipettiert. Die
Proben wurden in Triplikaten angelegt. Fur die Analyse der MicroRNA-371a-3p diente beta-

Actin als Haushaltsgen. Die Daten wurde mittels relativer Quantifizierung mit Hilfe des

Schwellenwertzyklus (Ct-Wert) analysiert. Die verwendete Formel lautet: 2447 147,
Das Programm lief wie in der nachfolgenden Tabelle dargestellt:
Anzahl der Zyklen Zeit in Sekunden Temperatur in Grad Celsius
1 20 95
45 15 95
30 50
30 72
1 15 70

Tabelle 22: Standardablauf qRT-PCR

3.2.4. Elektrophoretischer Mobilitats-Shift-Assay (EMSA)

Um die Interaktion von VIM3 mit dem Promotorbereich der MicroRNA-371a-3p darzustellen,
wurde ein EMSA durchgefuhrt. Dieser Assay stellt eine Affinitatselektrophorese dar und basiert
darauf, dass die elektrophoretische Mobilitat eines Protein-Nukleinsdurekomplexes langsamer
ist als die einer freien Nukleinsaure'?.

Zunachst wurde nukleédres Protein der Zellen isoliert und der Proteingehalt der Proben wurde,
wie in Abschnitt 3.2.2.3 beschrieben, mittels Bradford-Test bestimmt. Palindromische Oligo-
nukleotide von der Firma Eurofins Genomics wurden so entworfen, dass sie die vermutete
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Promoterregion der pri-MicroRNA-371a-3p binden und das 5-Ende wurde mit Cytidin (Cy5)
markiert.

Fir die Detektion der mdglichen Bindung wurden die Proben auf ein achtprozentiges nicht-
denaturierendes Polyacrylamid-Gel aufgetragen und in 1x TBE-Puffer bei 80 V fir 2 Stunden
aufgetrennt. Das Gel befand sich zuvor fir mindestens 30 Minuten in 1x TBE-Puffer bei 290 V,
um eine geordnete Orientierung der Acyrlamidmolekile im Gel zu erzielen. Zur Sichtbar-
machung der Banden wurde das Gel mit dem Intas Chemostar Reader ausgelesen (660 nm).
Die Vorbereitung der Proben lief wie folgt:

Zur Vorbereitung der hot Proben (Bindungsreaktion) wurde 1 pl der Cy5-markierten Oligo-
nukleotide (1 pmol) zusammen mit 2 pl 10x Annealing-Puffer und 6 ul destilliertem Wasser bei
70 Grad Celsius fur 10 Minuten inkubiert. Danach erfolgte eine weitere Inkubation bei Raum-
temperatur fur 30 Minuten. Anschlielend wurde 20 pg Protein zur Oligonukleotidmischung
hinzugegeben und fur weitere 30 Minuten auf Eis inkubiert.

Um die Spezifitat der Bindung zu analysieren, wurden 1 pl unbekannte palindromische Oligo-
nukleotide (1 pmol) und markierte Oligonukleotide zur Sattigung der Bindestellen verwendet.
Nach Zugabe von 20 ug Protein und einer Inkubation von 30 Minuten auf Eis wurden diese
cold Proben zu den zuvor vorbereiteten hot Proben gegeben.

In der Zeit, in der sich die cold und hot Proben vermischten, sollten alle Bindestellen gesattigt
sein, da die cold Oligonukleotide eine hohere Konzentration aufweisen. Diese Probe reprasen-
tierte die Negativkontrolle. Wenn bei der Negativkontrolle keine oder nur sehr schwache
Banden im Vergleich zu den hot Proben sichtbar sind, kann man schlussfolgern, dass die

Bindung der Oligonukleotide an das Protein von Interesse spezifisch ist.

Fir den Supershift-Assay wurde 20 pg Protein mit 5 pyl VIM3 Antikérper fur 1 Stunde auf Eis
inkubiert. Dieser Mix wurde danach mit den hot Proben inkubiert. Der Supershift beruht darauf,
dass DNA-Protein-Antikorper-Komplexe langsamer wandern als DNA-Protein-Komplexe,

welche wiederum langsamer wandern als ungebundene DNA.

3.2.5. Kratz-Assay / Zellmigrations-Assay

Mithilfe des Kratz-Assays wurde das Migrationsverhalten der Tumorzellen untersucht. Die drei
Prostatakarzinomzelllinien DU145, LNCaP und PC3 und die Kontrollzelllinie BPH-1 wurden in
je 1 ml Medium in einer 6-Well Platte ausgesat. Nach 24 Stunden wurde das Medium abge-
nommen und durch FCS-freies Medium ersetzt. Dadurch wurden proliferative Effekte durch
das Medium auf die Zellen vermieden und somit die Zellen alle im selben Zellzyklus fixiert.
Nach weiteren 24 Stunden wurden die Zellen wie in Abschnitt 3.2.1.4 beschrieben stimuliert.
Im Anschluss wurde mit einer 200 ul Pipettenspitze unter sterilen Zellkulturbedingungen
jeweils ein Kreuz oder ein Strich in den Zellrasen gekratzt. Dieser Vorgang wurde so ebenfalls

fur die Knockdown-Zellen durchgefiihrt. Nach 0, 3, 6 und 24 Stunden wurde dann das Migra-
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tionsverhalten mit Hilfe des Mikroskops dokumentiert. Fur die Knockdown-Zellen erfolgte die
Dokumentation des Migrationsverhaltens nach 0, 12, 24, 36, 48 und 72 Stunden.

Die Auswertung erfolgte mit Hilfe von Adobe Photoshop. Hierbei wurde der Kratzer bei
0 Stunden abgezeichnet und dann als Vorlage uber die anderen Bilder gelegt. Nach farblicher
Markierung der einzelnen Zellen wurden diese manuell ausgezahlt (Abbildung 4). Jede Aus-
zahlung wurde dreimal durchgeflhrt und anschliefiend wurde der Mittelwert bestimmt. Die
errechneten Mittelwerte und die dazugehérigen Standardabweichungen wurden im Anschluss

graphisch dargestellt und auf Signifikanz gepruft.

el el i

2
|
|
<
5

£ o)

Abbildung 4: Photoshop-Screenshot zur beispielhaften Demonstration der Kratz-Assay Auswertungen.

Das Foto des Kratzers bei 0 Stunden wurde als Vorlage fiir die anderen Zeitpunkte genutzt, indem der Kratzer
abgezeichnet wurde und dann mit den Fotos der Kratzer der spéteren Zeitpunkte (iberlagert wurde. Die Zellen
wurden farblich markiert und manuell ausgezéhlt. Die Auszédhlung der Zellen erfolgte in Triplikaten mit
anschlieBender Bestimmung des Mittelwerts. Die graphische Auswertung erfolgte mit Hilfe von Adobe Photoshop.

3.2.6. Agarose-Drop

Zur Visualisierung des Migrationsverhaltens wurde zusatzlich ein Agarose-Drop durchgefiihrt.
Dazu wurde 0,2 g Agarose-Pulver mit 5 ml PBS gemischt und dann fiir 15 bis 30 Sekunden
bei 800 Watt in der Mikrowelle erwarmt. Die flissige Agarose musste dann auf Hand-
temperatur abkihlen.

Es wurden jeweils die Zellen einer Zelllinie von vier gro3en Platten geerntet und in gerade so
viel Medium resuspendiert, dass das Zellpellet bedeckt war. AnschlieRend wurde 30 ul der
handwarmen Agarose hinzugegeben und das Zellpellet wurde darin resuspendiert. Dann
wurde jeweils 5 yl des Agarose-Zellen-Gemischs auf eine 24-Well Platte aufgetragen. Der
Agarose-Drop wurde daraufhin fur 15 Minuten bei 4 Grad Celsius ausgehartet. AnschlieRend
wurde 200 yl Medium mit der MicroRNA-371a-3p als Stimulanz hinzugegeben. Nun wurde das

Migrationsverhalten beobachtet, indem nach 0, 24 und 48 Stunden Fotos gemacht wurden.
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3.2.7. Statistik

Die Auswertung der Western Blots erfolgte mit Image J. Dabei wurde mit der Rechteckfunktion
ein Rahmen um die grofite Bande gelegt. Mithilfe dieses Rahmens wurde dann die Intensitat
jeder einzelnen Bande gemessen. Da auch der Hintergrund niemals komplett weil} ist, wurde
zu jeder Bande auch die Intensitat des Hintergrunds gemessen. Die Differenz aus dem Wert
fur den Hintergrund und die Bande wurde gebildet und der Wert der jeweiligen Kontrolle
(GAPDH) wurde als 100 Prozent definiert. Die Quantifizierung spiegelt die relative Menge
jedes Proteins im Vergleich mit der Ladekontrolle wider. In den Experimenten, in denen die
Zellen unter Stimulation untersucht wurden, wurde der Wert fir die unstimulierten Zellen
(Kontrolle) als 100 Prozent definiert. Die graphische Darstellung und Testung auf Signifikanz
erfolgte mittels GraphPad Prism 9. Die Western Blots bei denen ein Vergleich der mit ET-1
oder WA stimulierten Zellen mit den unstimulierten Zellen erfolgte, wurden mit Hilfe eines
t-Tests fur unverbundene Stichproben auf Signifikanz geprift. Der Vergleich aller Prostata-
karzinomzelllinien mit der Kontrollzelllinie BPH-1 wurde mit einem ANOVA-Test durchgefihrt.
Dieser erlaubt den Vergleich von Mittelwerten mehrerer Gruppen bzw. hier mehrerer Zelllinien.
Alle Western Blots wurden in Triplikaten durchgefiihrt. In den Abbildungen sind die jeweiligen
Mittelwerte mit den entsprechenden Standardabweichungen aufgefuhrt.

Die Proben fur die qRT-PCR wurden in Triplikaten angelegt und die jeweiligen Ergebnisse mit
GraphPad Prism 9 analysiert.

Die Auswertung der Zellmigrations-Assays erfolgte manuell und mit Hilfe von Adobe
Photoshop wie in Abschnitt 3.2.5 beschrieben. Die statistische Auswertung erfolgte ebenfalls
mit t-Tests flr unverbundene Stichproben.

Die Signifikanz ist in den jeweiligen Abbildungen wie folgt gekennzeichnet:

*=p<0,05 **=p<0,01; *** =p<0,001; **** =< 0,0001.
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4. Ergebnisse

4.1. Prasenzvon VIM3, ATG7 und TP53 in den Prostatakarzinomzellen

Um das Vorhandensein der vermuteten Komplexpartner VIM3, ATG7 und TP53 in den
Prostatakarzinom- und Kontrollzelllinien zu demonstrieren, wurde ein Western Blot mit un-
stimulierten Zellen der vier Zelllinien (BPH-1, DU145, PC3, LNCaP) im Vergleich angefertigt.
Hierbei wurden die Komplexpartner mit den jeweiligen Antikbrpern nachgewiesen und die
Expression dieser innerhalb der verschiedenen Zelllinien verglichen. Der Western Blot wurde
wie in Abschnitt 3.2.2.5 und 3.2.2.6 beschrieben durchgefuhrt und die verwendeten Antikdrper
finden sich in Abschnitt 3.1.11. Als Referenzkontrolle diente GAPDH. Die gemessene Intensi-
tat der GAPDH-Bande wurde als aquivalent zu 100 Prozent definiert und die Berechnung der
Intensitat der anderen Banden erfolgte in Relation dazu. Die visuellen und graphischen

Ergebnisse sind in Abbildung 5 dargestellit.
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Abbildung 5: Western Blot von 25 ug Protein von BPH-1-, DU145-, PC3- und LNCaP-Zellen. (A) Western Blot
Visualisierung des totalen Proteins der Komplexpartner, sowie VIM-FL mit spezifischen Antikérpern. GAPDH diente
als Referenz. (B) Fiir die graphische Darstellung wurde zunéchst die Intensitét der Banden mittels Imaged ermittelt
und dann in Relation zu GAPDH gesetzt. Die Unterschiede in der Expression der Komplexpartner wurden dann
zwischen den BPH-1-Zellen und den Prostatakarzinomzellen verglichen und auf Signifikanz gepriift. Der Graph und
die statistische Auswertung wurden mit GraphPad Prism 9 erstellt.

Das Vorhandensein von VIM3, TP53, VIM-FL und ATG7 kann in allen Zelllinien mit Hilfe des
Western Blots nachgewiesen werden. Alle betrachteten Proteine sind in den drei Prostata-
karzinomzellen starker exprimiert als in der Kontrollzelllinie BPH-1. Allerdings unterscheiden
sich die Proteinkonzentrationen der einzelnen Komplexpartner in den verschiedenen Zelllinien.
Betrachtet man die Expression von VIM3 in den vier verschiedenen Zelllinien, so fallt auf, dass
VIM3 im Vergleich zur Kontrollzelllinie in allen Prostatakarzinomzellen signifikant Uber-
exprimiert ist. Die Expression von VIM3 ist in den PC3-Zellen am hdchsten.

Das Tumorsuppressorgen TP53 ist auch in allen drei Prostatakarzinomzellen héher exprimiert

als in der Kontrollzelllinie. Die starkere Expression ist allerdings nur fur PC3-Zellen und
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LNCaP-Zellen signifikant. Im Hinblick auf ATG?7 fallt auf, dass der Unterschied zur Kontrollzell-
linie hier am gréRten ist. ATG7 ist besonders stark in den PC3- und LNCaP-Zellen exprimiert.
Anders sieht es mit dem Vorhandensein von VIM-FL in den drei Prostatakarzinomzelllinien
aus. Die PC3-Zellen zeigen im Gegensatz zu den anderen beiden Prostatakarzinomzelllinien
keine signifikante Uberexpression von VIM-FL. Die Expression von VIM-FL ist in den DU145-
Zellen am hdchsten.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass alle vermuteten Komplexpartner in den Prostata-
karzinomzellen im Vergleich zur Kontrollzelllinie eine héhere Expression aufweisen.

Da eine Translokalisation des Komplexes in den Zellkern vermutet wird, wurde die genaue
Lokalisation der vermuteten Komplexpartner weiter mittels Immunfluoreszenz untersucht.
Dazu wurden die Komplexpartner mit FITC-konjugierten Antikbrpern jeweils rot bzw. griin an-
gefarbt. Der Zellkern wurde durch Farbung mit DAPI dargestellt. Nach Uberlagerung der Fotos
mithilfe von Adobe Photoshop, sieht man, dass sich die vermuteten Komplexpartner VIM3,
ATG7 und TP53 vor allem im Zellkern aufhalten (Abbildung 6). Exemplarisch erfolgte der
direkte Vergleich der Lokalisation von VIM-FL und VIM3 in den DU145-Zellen. VIM3 scheint

im Vergleich zu VIM-FL vermehrt im Zellkern exprimiert zu sein.

LNCaP DU145
TP53 ATG7 DAPI  TP53+DAPI ATG7+DAPI TP53 ATG7 DAPI  TP53+DAPI ATG7+DAPI

VIM-FL ViM3 DAPI  VIM-FL+DAPI VIM3+DAPI VIM-FL VIM3 DAPI  VIM-FL+DAPI VIM3+DAPI

TP53 ATG7 DAPI TP53+DAPI ATG7+DAPI

VIM-FL VIiM3 DAPI  VIM-FL+DAPI VIM3+DAPI

Abbildung 6: Darstellung der Komplexpartner im Zellkern der drei Prostatakarzinomzellen mittels Immun-
fluoreszenz. Farbung von TP53, ATG7, VIM-FL und VIM3 in allen Zelllinien mittels rot- oder griin-markierten
Sekundérantikérpern. Die Bilder wurden mit Hilfe von Adobe Photoshop mit dem Bild der DAPI-Féarbung fusioniert,
um so die Lokalisation im Zellkern darzustellen. Die Vergré3erung bei den DU145-Zellen zeigt den direkten Ver-
gleich der Lokalisation von VIM-FL (griin) und VIM3 (rot).

4.2. Komplexbildung von VIM3, ATG7 und TP53

Nachdem das generelle Vorhandensein der Komplexpartner in den betrachteten Zelllinien mit-

tels Western Blot gezeigt wurde, sollte nun die vermutete Komplexbildung demonstriert wer-

den. Der Nachweis des Komplexes bestehend aus VIM3, ATG7 und TP53 erfolgte mittels

Immunprazipitation. Daftir wurde je 500 ug totales Protein der stimulierten Prostatakarzinom-

zellen und der BPH-1-Zellen verwendet. Eine sichtbare Bande bestatigt die Interaktion der
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untersuchten Komplexpartner. Der genaue Ablauf ist in Abschnitt 3.2.2.7 beschrieben. Um die
Interaktion aller Komplexpartner zu zeigen, wurden alle Kombinationen mittels Immunprazi-
pitation untersucht. Abbildung 7 zeigt die Analysen der Komplexformationen. Zunachst wurde
das totale Protein der Zellen jeder Zelllinie mit dem TP53-Mastermix, bestehend aus Agarose-
Beads und TP53 Antikorper, inkubiert. AnschlieRend sollten ATG7 und VIM3 in dem nun an
TP53 gekoppelten Protein mittels spezifischer Antikérper nachgewiesen werden. Das gleiche
wurde mit dem VIM3- und ATG7-Mastermix durchgefihrt. Dort erfolgte dann jeweils der Nach-
weis von ATG7 und TP53 bzw. VIM3 und TP53 mittels spezifischer Antikérper. In der Kontroll-
zelllinie sowie in den drei Prostatakarzinomzelllinien kann bei allen mdglichen Kombinationen

jeweils eine Bande detektiert werden.

BPH-1 LNCaP
2 - 2 NS
[ w [ w
- + - +
c < c )
: < < I - ¢
e b = 3 e L = 3
TP53 IP ATG7 | @B e TP53 IP ATG7 | M. -
TP53 IP VIM3 2 é .a TP53 IP VIM3 .-
VIM3 IP ATG7 | s - VIM3 IP ATG7 | i "o s
VIM3 IP TP53 | S VIM3IPTP53 | 508 S - - ¢ _
ATG7 IPVIM3 [ QiD= wmmm = ATG7 IPVIM3 | ™ e
ATGT IP TP53 | i wwe S o ATG7 IP TP53 | v o e
DU145 PC3
o - o N
9 w e w
- + - +
c A c %
] < < . < <
€ b = 3 e b = 3
TP53IPATG7 | sl wme wem @0 P53 1P ATG7 [ ) WD D |
TP53IPVIM3 | o s o TPS3 1P VIM3 (S S
viM3 IPATG7 | Ak D S o VIM3 1P ATG7 | ey
vim3 1P TP53 | TR VIM3 IP TP53 | - _-
ATG7 IP VIM3 | o ATGT IP VIM3 | g A - s
ATG7 IP TP53 - — — ATGT IP TP53 | s e o

Abbildung 7: Darstellung der Inmunprézipitation mit 500 g totalem Protein der Kontrollzelllinie BPH-1 und
der Prostatakarzinomzelllinien. TP53 IP ATG7 heil3t beispielsweise, dass zunédchst ein Mastermix bestehend aus
TP53 Antik6rper und Agarose-Beads angefertigt wurde, welcher dann mit 500 ug totalem Protein der Zellen der
jeweiligen Zelllinie inkubiert wurde. Der Nachweis von ATG7 erfolgte mittels Western Blot mit dem jeweiligen Anti-
kérper. Eine vorhandene Bande indiziert, dass TP53 und ATG7 im Komplex vorliegen. Dies wurde fiir alle
mdoglichen Kombinationen in allen Zelllinien durchgefiihrt.

4.3. Einfluss der Stimulation mit ET-1 und WA auf die Expression der
Komplexpartner

Um den Effekt von ET-1 und WA auf die Prostatakarzinomzellen und die BPH-1-Zellen zu
untersuchen, wurden die Zellen wie in Abschnitt 3.2.1.4 beschrieben mit ET-1, WA und
WA + ET-1 stimuliert. Die Auswirkung auf die Proteinkonzentrationen der Komplexpartner
wurde mittels Western Blot bestimmt. Der Western Blot wurde wie in Abschnitt 3.2.2.5 und

3.2.2.6 beschrieben durchgeflhrt. Als Referenzkontrolle diente GAPDH.
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Abbildung 8: Western Blot von 25 ug Protein von stimulierten LNCaP-Zellen. (A) Western Blot von 25 ug
totalem Protein mit Nachweis der Komplexpartner und VIM-FL mit den jeweiligen Antikérpern. (B) Der Graph wurde
mit GraphPad Prism 9 erstellt und basiert auf der Analyse der Bandenintensitdten mit Imaged. Die relative Menge
von VIM3, VIM-FL, TP53 und ATG7 wurde in Relation zu GADPH berechnet. Die Expression der Komplexpartner
in den stimulierten Zellen wurde mit den unstimulierten Zellen verglichen und auf Signifikanz gepriift.

Abbildung 8 zeigt die Veranderung der Proteinexpression von VIM3, VIM-FL, TP53 und ATG7
nach oben beschriebener Stimulation der LNCaP-Zellen. Die Behandlung mit ET-1 fuhrt zu
einer signifikanten Steigerung der Proteinexpression von VIM3, TP53, VIM-FL und ATG?7. Der
starkste Effekt wird hier bei VIM3 beobachtet. Auf der anderen Seite fuhrt die Behandlung mit
WA bei den Komplexpartnern VIM3, TP53 und ATG7 zu einer signifikanten Reduktion der
Proteinexpression. Die kombinierte Stimulation mit ET-1 und WA fihrt bei VIM3 und VIM-FL
in etwa zur selben Proteinkonzentration wie bei den unstimulierten Zellen, wohingegen die
kombinierte Stimulation bei TP53 und ATG7 zu einer leichten Reduktion der Proteinkon-

zentration fuhrt.
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Abbildung 9: Western Blot von 25 ug Protein von stimulierten PC3-Zellen. (A) Western Blot von 25 ug totalem
Protein mit Nachweis der Komplexpartner und VIM-FL mit den jeweiligen Antikérpern. (B) Der Graph wurde mit
GraphPad Prism 9 erstellt und basiert auf der Analyse der Bandenintensitdten mit ImageJ. Die relative Menge von
VIM3, VIM-FL, TP53 und ATG7 wurde bezogen auf GADPH berechnet. Die Expression der Komplexpartner in den
stimulierten Zellen wurde mit den unstimulierten verglichen und auf Signifikanz gepriift.

Abbildung 9 zeigt die Proteinexpression von VIM3, VIM-FL, TP53 und ATG7 nach Stimulation
mit ET-1 und WA in PC3-Zellen. Die Stimulation mit ET-1 fhrt zu einer signifikanten Erhéhung
der Proteinexpression von VIM3, VIM-FL und ATG7. Auch hier ist der Effekt der ET-1
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Stimulation wie schon bei den LNCaP-Zellen am starksten bei VIM3 ausgepragt. Ein
signifikanter Effekt kann fur TP53 nicht beobachtet werden. Stimulation mit ET-1 fuhrt hier zu
einer Reduktion von TP53. Die Behandlung mit WA fihrt bei VIM3 und VIM-FL zu einer
signifikanten Reduktion der Proteinexpression. Die Expression von TP53 und ATG7 nimmt
nach Stimulation mit WA hingegen zu. Fir die kombinierte Stimulation mit ET-1 und WA zeigt
sich keine klare Tendenz. Die Behandlung fihrt bei VIM3 und TP53 zu einer leichten Reduktion
der Proteinexpression. Auf der anderen Seite fiihrt sie bei VIM-FL und ATG7 zu einer

deutlichen Steigerung der Proteinexpression im Vergleich zu den unbehandelten Zellen.
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Abbildung 10: Western Blot von 25 ug Protein von stimulierten DU145-Zellen. (A) Western Blot von 25 ug
totalem Protein mit Nachweis der Komplexpartner und VIM-FL mit den jeweiligen Antikérpern. (B) Der Graph wurde
mit GraphPad Prism 9 erstellt und basiert auf der Analyse der Bandenintensitdten mit Imaged. Die relative Menge
von VIM3, VIM-FL, TP53 und ATG7 wurde bezogen auf GADPH berechnet. Die Expression der Komplexpartner in
den stimulierten Zellen wurde mit den unstimulierten Zellen verglichen und auf Signifikanz gepriift.

Abbildung 10 zeigt die Proteinexpression von VIM3, VIM-FL, TP53 und ATG7 nach Stimulation
mit ET-1 und WA in DU145-Zellen. Auch hier zeigen sich ahnliche Ergebnisse wie bei den
vorherigen beiden betrachteten Prostatakarzinomzelllinien. Stimulation mit ET-1 fuhrt bei
VIM3, VIM-FL und ATG7 zu einer erhéhten Expression. Wie auch bei den anderen beiden
Prostatakarzinomzelllinien, ist dieser Effekt am starksten bei VIM3 ausgepragt. Stimulation mit
ET-1 fuhrt bei TP53 allerdings zu einer signifikanten Reduktion der Proteinexpression. Auch
die Behandlung mit WA flhrt bei den DU145-Zellen zu einer Reduktion der Proteinexpression
von VIM3, VIM-FL und ATGY. Allerdings ist hier der Effekt auf VIM-FL und ATG7 deutlich
geringer ausgepragt als auf VIM3. Fur TP53 hingegen beobachtet man einen signifikanten
Anstieg der TP53-Expression nach Behandlung mit WA. Die kombinierte Stimulation mit ET-1
und WA flhrt hier bei allen Proteinen zu einem Anstieg der Proteinexpression im Vergleich zu

den unstimulierten Zellen.
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Abbildung 11: Western Blot von 25 ug Protein von stimulierten BPH-1-Zellen. (A) Western Blot von 25 ug
totalem Protein mit Nachweis der Komplexpartner und VIM-FL mit den jeweiligen Antikérpern. (B) Der Graph wurde
mit GraphPad Prism 9 erstellt und basiert auf der Analyse der Bandenintensitét mit Imaged. Die relative Menge von
VIM3, VIM-FL, TP53 und ATG7 bezogen auf GADPH wurde berechnet. Die Expression der Komplexpartner in den
stimulierten Zellen wurde mit den unstimulierten Zellen verglichen und auf Signifikanz geprtift.

Abbildung 11 zeigt abschlie3end einen Western Blot der Kontrollzelllinie BPH-1 nach Stimula-
tion mit den bekannten Reagenzien. Hier erkennt man zwar auch einen leichten steigernden
Effekt von ET-1 auf VIM3, VIM-FL und ATG7 sowie eine Verminderung der Proteinexpression
durch Behandlung mit WA, allerdings sind die Effekte hier im Gegensatz zu den Effekten in
den Prostatakarzinomzellen nicht signifikant. Die einzige Ausnahme stellt ATG7 dar. Hier beo-
bachtet man einen signifikanten Effekt sowohl durch Stimulation mit ET-1 als auch mit WA.

Die kombinierte Stimulation mit ET-1 und WA fihrt bei VIM3, VIM-FL und ATG7 jeweils zu
einem leichten Anstieg der Proteinexpression im Vergleich zu den unstimulierten Zellen und
bei TP53 zu einer Reduktion der Proteinexpression. Der zuvor beobachtete Effekt von ET-1
und WA in den Prostatakarzinomzellen kann also in der Kontrollzelllinie nur bedingt nachge-

wiesen werden.

Es lasst sich festhalten, dass die Stimulation mit ET-1 bei allen Prostatakarzinomzelllinien zu
einer signifikant erhdhten Expression von VIM3, VIM-FL und ATG7 fihrt. Die Stimulation mit
ET-1 fuhrt bei den LNCaP-Zellen zu einer erhéhten TP53-Expression, wohingegen sie in den
DU145- und PC3-Zellen eine verminderte TP53-Expression hervorruft.

Die Behandlung mit WA fihrt bei allen Zelllinien zu einer Reduktion von VIM3 und VIM-FL.

In den DU145- und PC3-Zellen flhrt die Stimulation mit WA zu einer erhdhten TP53-
Expression. Bei den LNCaP-Zellen hingegen sinkt die TP53-Expression unter Stimulation mit
WA.

Die ATG7-Expression wird in den DU145-Zellen durch die Stimulation mit WA nicht signifikant
beeinflusst. In den PC3-Zellen ist die ATG7-Expression nach Stimulation mit WA erhoéht,

wohingegen sich in den LNCaP-Zellen eine verminderte ATG7-Expression zeigt.
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4.4. Einfluss der Stimulation mit ET-1 und WA auf das Migrations- und
Proliferationsverhalten der Zellen

Zur weiteren Analyse des Einflusses der Stimulantien ET-1 und WA auf das Migrations- und

Proliferationsverhalten der Zellen wurden Kratz-Assays fur die vier Zelllinien durchgefuhrt. Die

genaue Versuchsdurchfiihrung ist in Abschnitt 3.2.5 beschrieben. Zunachst wurde dem vollen

Zellrasen ein Kratzer mit einer Pipettenspitze zugefligt. Nach 0 Stunden sowie nach 3, 6 und

24 Stunden wurde das Migrationsverhalten mit dem Mikroskop dokumentiert und anschlie3end

graphisch und statistisch mit Hilfe von GraphPad Prism 9 ausgewertet.
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Abbildung 12: Kratz-Assay von LNCaP-Zellen nach Stimulation mit ET-1 und WA. (A) zeigt die Einwanderung
der Zellen nach jeweils 0, 3, 6 und 24 Stunden (h). Die Fotos wurden mit dem Mikroskop erstellt. In (B) ist diese
Einwanderung graphisch dargestellt, indem die eingewanderten Zellen zu den jeweiligen Zeitounkten manuell aus-
gezéhlt wurden. Das genaue Vorgehen ist in Abschnitt 3.2.5 beschrieben. Weiterhin wurde zum Zeitpunkt
t = 24 Stunden Uberpriift, ob sich die Anzahl der eingewanderten Zellen nach Stimulation mit ET-1 bzw. WA
signifikant von der Anzahl der unstimulierten Zellen unterscheidet.

Zunachst wird das Migrationsverhalten der LNCaP-Zellen untersucht (Abbildung 12).
Vergleicht man die Anzahl der eingewanderten Zellen nach 24 Stunden, so zeigt sich, dass
die mit ET-1 stimulierten Zellen deutlich schneller migrieren. Nach 24 Stunden sind signifikant
mehr Zellen eingewandert im Vergleich zu den Kontrollzellen. Auf der anderen Seite
beobachtet man eine verringerte Migrationsrate bei den Zellen, welche zu Beginn mit WA be-
handelt wurden. Hier sind nach 24 Stunden signifikant weniger Zellen eingewandert im
Vergleich zu den nicht stimulierten Zellen. Die Zellen, welche sowohl mit ET-1 als auch mit
WA stimuliert wurden, verhalten sich ahnlich wie die unstimulierten Zellen. Sie migrieren etwas

langsamer als die Kontrollzellen, jedoch stellt dies keinen signifikanten Unterschied dar.
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Abbildung 13: Kratz-Assay von PC3-Zellen nach Stimulation mit ET-1 und WA. (A) zeigt die Einwanderung
der Zellen nach jeweils 0, 3, 6 und 24 Stunden. Die Fotos wurden mit dem Mikroskop erstellt. In (B) ist diese
Einwanderung graphisch dargestellt, indem die eingewanderten Zellen zu den jeweiligen Zeitpunkten manuell
ausgezéhlt wurden. Das genaue Vorgehen ist in Abschnitt 3.2.5 beschrieben. Weiterhin wurde zum Zeitpunkt
t = 24 Stunden (berpriift, ob sich die Anzahl der eingewanderten Zellen nach Stimulation mit ET-1 bzw. WA
signifikant von der Anzahl der unstimulierten Zellen unterscheidet.

Bei den PC3-Zellen erfolgt die starkste Migration der Zellen unter Stimulation mit ET-1
(Abbildung 13). Nach 24 Stunden sind signifikant mehr ET-1 stimulierte Zellen eingewandert,
verglichen mit unstimulierten Zellen. Die Migration der Zellen unter Stimulation mit WA ist bis
circa 20 Stunden nach Stimulation geringer als unter der kombinierten Stimulation mit
WA + ET-1. Danach liegen die beiden ungefahr gleich auf. Auch die mit WA stimulierten Zellen

sind nach 24 Stunden signifikant langsamer eingewandert als die unstimulierten Zellen.
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Abbildung 14: Kratz-Assay von DU145-Zellen nach Stimulation mit ET-1 und WA. (A) zeigt die Einwanderung
der Zellen nach jeweils 0, 3, 6 und 24 Stunden. Die Fotos wurden mit dem Mikroskop erstellt. In (B) ist diese
Einwanderung graphisch dargestellt, indem die eingewanderten Zellen zu den jeweiligen Zeitpunkten manuell aus-
gez&hlt wurden. Das genaue Vorgehen ist in Abschnitt 3.2.5 beschrieben. Weiterhin wurde zum Zeitpunkt
t = 24 Stunden (lberpriift, ob sich die Anzahl der eingewanderten Zellen nach Stimulation mit ET-1 bzw. WA signi-
fikant von der Anzahl der unstimulierten Zellen unterscheidet.
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Die DU145-Zellen verhalten sich ahnlich wie die PC3- und LNCaP-Zellen (Abbildung 14). Die
mit ET-1 stimulierten Zellen migrieren deutlich schneller als die unstimulierten Zellen. Nach 24
Stunden sind signifikant mehr stimulierte Zellen eingewandert im Vergleich zu den Kontroll-
zellen. Nach Stimulation mit WA verlauft die Zellmigration deutlich langsamer und wie bereits
bei den anderen Prostatakarzinomzellen sind auch hier sind nach 24 Stunden signifikant
weniger Zellen eingewandert im Vergleich zu den unstimulierten Zellen. Die Zellen, welche
sowohl mit ET-1 als auch mit WA stimuliert wurden, migrieren schneller als die Zellen unter

alleiniger WA Stimulation aber immer noch langsamer als die unstimulierten Zellen.
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Abbildung 15: Kratz-Assay von BPH-1-Zellen nach Stimulation mit ET-1 und WA. (A) zeigt die Einwanderung
der Zellen nach jeweils 0, 3, 6 und 24 Stunden. Die Fotos wurden mit dem Mikroskop erstellt. In (B) ist diese
Einwanderung graphisch dargestellt, indem die eingewanderten Zellen zu den jeweiligen Zeitpunkten manuell
ausgezéhlt wurden. Das genaue Vorgehen ist in Abschnitt 3.2.5 beschrieben. Weiterhin wurde zum Zeitpunkt
t = 24 Stunden Uberpriift, ob sich die Anzahl der eingewanderten Zellen nach Stimulation mit ET-1 bzw. WA
signifikant von der Anzahl der unstimulierten Zellen unterscheidet.

Die BPH-1-Zellen dienen als Kontrollzelllinie (Abbildung 15). Allerdings lassen sich auch hier
die zuvor beschriebenen Effekte beobachten. ET-1 hat einen verstérkenden Effekt auf die Zell-
migration und nach 24 Stunden sind signifikant mehr Zellen eingewandert als bei den
unstimulierten Zellen. Die Behandlung mit WA bremst die Migration signifikant und die

kombinierte Stimulation flhrt zu einer etwas verringerten Migration im Vergleich zur Kontrolle.

Vergleicht man nun abschlieRend die Zellen untereinander, so lasst sich zusammenfassend
festhalten, dass ET-1 auf alle Prostatakarzinomzelllinien sowie auf die Kontrollzelllinie einen
verstarkenden Effekt auf die Migration der Zellen hat, wohingegen die Behandlung mit WA die
Migration bremst. Die kombinierte Behandlung mit WA + ET-1 fuhrt in allen Féllen zu einer
etwas verringerten Migration im Vergleich zu den nicht stimulierten Zellen.

Im Allgemeinen migrieren die BPH-1-Zellen deutlich langsamer als die Prostatakarzinom-
zellen. Unter den drei Prostatakarzinomzellen wandern die LNCaP-Zellen im Vergleich am

langsamsten ein.
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4.5. Maogliche Interaktion von VIM3 und der MicroRNA-371a-3p

4.5.1. Darstellung einer Interaktion zwischen VIM3 und der MicroRNA-371a-3p
Eine weitere Hypothese in der vorliegenden Arbeit ist, dass die MicroRNA-371a-3p ein
mogliches Zielgen des Komplexes bestehend aus VIM3, ATG7 und TP53 darstellt. Um die
Interaktion zu bestatigen, wurde ein VIM3-Pulldown mit nachfolgender PCR und anschlie-
Rendem Polyacrylamid-Gel (12 %) zur Visualisierung des PCR-Produkts flir die Promoter-
region der pri-MicroRNA-371a-3p durchgefihrt. Der VIM3 Antikérper wurde an Agarose-Beads
gekoppelt und dann mit der zuvor isolierten DNA inkubiert (Abschnitt 3.2.3.1 und 3.2.3.2). Nach
der VIM3 Immunprazipitation folgte eine PCR-Analyse mit einem spezifischen Primer fir die
Promoterregion der pri-MicroRNA-371a-3p. Durch die Kopplung von VIM3 an Agarose-Beads
konnte mit der nachfolgenden PCR DNA analysiert werden, welche hauptsachlich an VIM3
gebunden ist. Zur Kontrolle wurde auch DNA verwendet, welche nicht mit dem VIM3 Anti-
korper / Agarose-Beads Mastermix inkubiert wurde.

Sowohl bei der an VIM3-gekoppelten DNA als auch bei der ,normalen“ DNA der Prostata-
karzinomzellen kann ein PCR-Produkt nachgewiesen werden. Eine Interaktion von VIM3 und

der MicroRNA-371a-3p kann also bestatigt werden.
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Abbildung 16: Visualisierung des PCR-Produkts fiir die Promoterregion der pri-MicroRNA-371a-3p. Fiir den
VIM3-Pulldown wurde der VIM3 Antikérper zunéchst an Agarose-Beads gekoppelt (1:10) und anschlieBend mit den
Proben aller Zelllinien inkubiert. Danach folgte die DNA-Isolation dieser Proben (VIM3-Pulldown) sowie der Proben
ohne vorherigen VIM3-Pulldown (Kontrolle). Im Anschluss an die DNA-Extraktion wurde eine PCR-Analyse mit
einem spezifischen Primer fiir die Promoterregion der pri-MicroRNA-371a-3p durchgefiihrt. Zur Visualisierung des
PCR-Produkts wurde ein zwélfprozentiges Polyacrylamid-Gel verwendet, welches fiir 40 Minuten bei 100 V lief. 1x
TBE diente als Laufpuffer und ein 50 bp vorgefarbter DNA-Marker diente als Leiter. Fluoreszenzsignale wurden mit
dem Intas Chemostar Reader fiir griine (488 nm) und blaue (625 nm) Kanéle detektiert.

4.5.2. Elektrophoretischer Mobilitats-Shift-Assay (EMSA)

Um die Interaktion zwischen VIM3 und der Promoterregion der pri-MicroRNA-371a-3p weiter
zu analysieren, wurde ein elektrophoretischer Mobilitats-Shift-Assay (EMSA) durchgefuhrt.
Hierbei wurden speziell entworfene und Cy5-gelabelte Oligonukleotide, welche die Promoter-
region der pri-MicroRNA-371a-3p als Zielgen haben, verwendet. Die Bindung des VIM3 Anti-
korper an den VIM3-gelabelten Probenkomplex fihrt zur Bildung eines Komplexes, welcher
groRer ist und somit eine verminderte elektrophoretische Mobilitat aufweist. Dieser Umstand
wird mit der sogenannten ,Supfershift“-Bande dargestellt. Die Supershift-Formation bestatigt

demnach die Bindung von VIM3 an die gelabelten DNA-Oligonukleotide
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Abbildung 17: Pri-MicroRNA-371a-3p Promoterregion EMSA fiir die verschiedenen Prostatakarzinomzell-
linien und die BPH-1-Zelllinie. Der VIM3 Antikérper wurde fiir den Supershift verwendet. 20 g Proteinextrakt der
Prostatakarzinomzellen wurden fiir den Supershift mit 5 ug VIM3 Antikérper inkubiert und anschlieBend mit Cy5-
markierten Oligonukleotiden, welche spezifisch fiir die vermutete Promoterregion der pri-MicroRNA-371a-3p sind,
inkubiert. Fiir die Detektion der mdglichen Bindung wurden die Proben auf ein achtprozentiges nicht-
denaturierendes Polyacrylamid-Gel aufgetragen und in 1x TBE-Puffer bei 80 V fiir 2 Stunden aufgetrennt. Zur
Sichtbarmachung der Banden wurde das Gel mit dem Intas Chemostar Reader ausgelesen (660 nm).

4.6. Auswirkung der MicroRNA-371a-3p auf das Migrations- und

Proliferationsverhalten der Zellen
Die PCR, in der die VIM3-gekoppelte DNA auf eine Interaktion mit der MicroRNA-371a-3p
untersucht wurde, zeigte im Polyacrylamid-Gel ein PCR-Produkt. In einem weiteren Schritt
sollte deshalb der Einfluss der MicroRNA-371a-3p auf das Migrationsverhalten der Zellen
untersucht werden. Dies wurde mittels Agarose-Drop wie in Abschnitt 3.2.6 beschrieben
durchgefiihrt. Die in den Agarosetropfen ausgesetzten Zellen wurden direkt zu Beginn, nach
24 Stunden und nochmals nach 48 Stunden fotografiert (Abbildung 18).
Vergleicht man die unstimulierten Zellen mit den Zellen, welche mit der MicroRNA-371a-3p
stimuliert wurden, so zeigt sich fur die PC3- und DU145-Zellen eine verstarkte Zellmigration
unter Transfektion mit der MicroRNA-371a-3p. Der Effekt scheint bei den PC3-Zellen groRer
zu sein als bei den DU145-Zellen. Bei den DU145-Zellen zeigt sich der Effekt erst nach 48h,
wohingegen bei den PC3-Zellen bereits ein Unterschied in der Zellmigration nach 24 Stunden
beobachtet werden kann.
Aufgrund mangelnder Adharenz der LNCaP-Agarose-Drops kann die Zellmigration hier nicht
sicher beurteilt werden.
Annlich wie die PC3- und DU145-Zellen zeigen auch die BPH-1-Zellen unter Transfektion mit
der MicroRNA-371a-3p eine verstarkte Zellmigration. Auch hier kann ein Effekt bereits nach
24 Stunden beobachtet werden. Vergleicht man die migrierten Zellen nach 24 Stunden und

nach 48 Stunden, so fallt auf, dass die Zunahme der Migration nach 24 Stunden geringer ist

als bei den PC3-Zellen.
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Abbildung 18: Agarose-Drop der Prostatakarzinomzellen und der BPH-1-Zellen. Mit dem Agarose-Drop wurde
der Effekt einer Transfektion mit der MicroRNA-371a-3p auf die Migration der Zellen untersucht. Hierbei erfolgte
ein Vergleich mit unstimulierten Zellen (Kontrolle). Mit dem Mikroskop wurden Bilder direkt zu Beginn, nach 24
Stunden (h) und nach 48 Stunden (h) angefertigt. Die Agarose-Drops wurden in Triplikaten angelegt.

4.7. VIM3-Knockdown mittels siRNA gegen VIM3

Da in dieser Arbeit vermutet wird, dass VIM3 eine essenzielle Rolle fur die Entwicklung und
Progression des Prostatakarzinoms darstellt, sollte nun die Auswirkung eines VIM3-
Knockdowns auf den Komplex und die Prostatakarzinomzellen untersucht werden. Dazu
wurden die verschiedenen Zellen zunachst mit der siRNA VIM3 flr 72 Stunden inkubiert. Der

genaue Prozess ist in Abschnitt 3.2.1.4 beschrieben.

4.7.1. Migrations- und Proliferationsverhalten der Zellen nach VIM3-
Knockdown

Zur Analyse des Migrationsverhaltens der Prostatakarzinomzellen und der Kontrollzellen
wurde ein Kratz-Assay durchgefliihrt. Die Durchfuhrung erfolgte analog zu den vorherigen
Kratz-Assays.

In Abbildung 19 ist das Migrationsverhalten der LNCaP-Zellen nach siRNA VIM3-Knockdown
dargestellt. Die verschiedenen Stimulationskombinationen sind Abschnitt 3.2.1.4 zu ent-
nehmen. Man kann beobachten, dass die Zellen, die mit ET-1 und der siRNA behandelt
wurden, am schnellsten migrieren. Hierbei ist die Migration im direkten Vergleich bei den Zellen
leicht erhoht, welche erst die Behandlung mit ET-1 erhielten und im Anschluss mit der siRNA
VIM3 behandelt wurden. Nach 72 Stunden zeigt sich zudem eine signifikant langsamere
Migration der Zellen, welche mit der siRNA VIM3 behandelt wurden und der Kontrollzellen im

Vergleich zu den Zellen, welche mit ET-1 und der siRNA behandelt wurden. Die Behandlung
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mit der siRNA VIMS allein resultiert in einer leichten Reduktion der Migration verglichen mit

den unstimulierten Zellen.
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Abbildung 19: Kratz-Assay von LNCaP-Zellen nach siRNA VIM3-Knockdown und ET-1 Stimulation nach 0,
12, 24, 36, 48 und 72 Stunden (h). (A) zeigt die Einwanderung der Zellen nach jeweils 0, 12, 24, 36, 48 und 72
Stunden (h). Die Fotos wurden mit dem Mikroskop erstellt. In (B) ist diese Einwanderung graphisch dargestellt,
indem die eingewanderten Zellen zu den jeweiligen Zeitpunkten manuell ausgezéhit wurden. Das genaue Vorgehen
ist in Abschnitt 3.2.5 beschrieben. Weiterhin wurde zum Zeitpunkt t = 72 Stunden Uiberpriift, ob sich die Anzahl der
eingewanderten Zellen je nach Stimulation signifikant unterscheidet.

Fir die PC3-Zellen kann man beobachten, dass eine Stimulation mit ET-1 und der siRNA
VIM3, unabhangig von der Reihenfolge der Zugabe der Stimulantien zu einer signifikanten
Zunahme der Migration im Vergleich zu den siRNA VIM3-Knockdown-Zellen fuhrt (Abbildung

20). Im Gegensatz zu den LNCaP-Zellen zeigt sich hier ein leichter Anstieg der Migration nach
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der siRNA VIM3 Behandlung im Vergleich zu den unstimulierten Zellen. Vergleicht man die
siRNA VIM3 behandelten Zellen mit den Zellen, die mit der Negativkontrolle behandelt wurden,

so zeigt sich eine Reduktion der Migration.
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Abbildung 20: Kratz-Assay von PC3-Zellen nach siRNA VIM3-Knockdown und ET-1 Stimulation nach 0, 12,
24, 36, 48 und 72 Stunden (h). (A) zeigt die Einwanderung der Zellen nach jeweils 0, 12, 24, 36, 48 und 72
Stunden. Die Fotos wurden mit dem Mikroskop erstellt. In (B) ist diese Einwanderung graphisch dargestellt, indem
die eingewanderten Zellen zu den jeweiligen Zeitpunkten manuell ausgezéhlt wurden. Das genaue Vorgehen ist in
Abschnitt 3.2.5 beschrieben. Weiterhin wurde zum Zeitpunkt t = 72 Stunden (iberpriift, ob sich die Anzahl der ein-
gewanderten Zellen je nach Stimulation signifikant unterscheidet.

Abbildung 21 zeigt das Migrationsverhalten der DU145-Zellen. Es zeigt sich ein dhnliches Bild,
wie bereits bei den LNCaP- und PC3-Zellen. Die mit ET-1 und der siRNA stimulierten Zellen
migrieren signifikant schneller als die Kontrollzellen und die Zellen, die nur mit der siRNA VIM3
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behandelt wurden. Eine alleinige Stimulation mit der siRNA VIM3 flihrt zu einer signifikanten
Reduktion der Migration. Auch in den DU145-Zellen kann kein Unterschied zwischen den

unstimulierten Zellen und der Negativkontrolle festgestellt werden.
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Abbildung 21: Kratz-Assay von DU145-Zellen nach siRNA VIM3-Knockdown und ET-1 Stimulation nach 0,
12, 24, 36, 48 und 72 Stunden (h). (A) zeigt die Einwanderung der Zellen nach jeweils 0, 12, 24, 36, 48 und 72
Stunden. Die Fotos wurden mit dem Mikroskop erstellt. In (B) ist diese Einwanderung graphisch dargestellt, indem
die eingewanderten Zellen zu den jeweiligen Zeitpunkten manuell ausgezéhlt wurden. Das genaue Vorgehen ist in
Abschnitt 3.2.5 beschrieben. Weiterhin wurde zum Zeitpunkt t = 72 Stunden (iberpriift, ob sich die Anzahl der ein-
gewanderten Zellen je nach Stimulation signifikant unterscheidet.

Die Ergebnisse des Kratz-Assays der BPH-1-Zellen nach siRNA VIM3-Knockdown sind in
Abbildung 22 dargestellt. Auch hier wurden nach 72 Stunden die Unterschiede in der Anzahl
migrierter Zellen auf Signifikanz Uberprift. Es zeigt sich, dass die Zellen, die vor dem siRNA
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VIM3-Knockdown mit ET-1 stimuliert wurden signifikant schneller eingewandert sind als die
nicht stimulierten Zellen. Die gleichen Beobachtungen kdnnen fur die Zellen, die erst mit dem
siRNA Transfektionsreagenz und dann mit ET-1 behandelt wurden, gemacht werden. Die
siRNA VIM3-Knockdown-Zellen zeigen eine reduzierte Migrationsrate im Vergleich zu den
unstimulierten Zellen. Die unstimulierten Zellen und die Zellen, die mit der universellen

Negativkontrolle behandelt wurden, zeigen keinen signifikanten Unterschied in der Migration.
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Abbildung 22: Kratz-Assay von BPH-1-Zellen nach siRNA VIM3-Knockdown und ET-1 Stimulation nach 0,
12, 24, 36, 48 und 72 Stunden (h). (A) zeigt die Einwanderung der Zellen nach jeweils 0, 12, 24, 36, 48 und 72
Stunden. Die Fotos wurden mit dem Mikroskop erstellt. In (B) ist diese Einwanderung graphisch dargestellt, indem
die eingewanderten Zellen zu den jeweiligen Zeitpunkten manuell ausgezéhlt wurden. Das genaue Vorgehen ist in
Abschnitt 3.2.5 beschrieben. Weiterhin wurde zum Zeitpunkt t = 72 Stunden (iberpriift, ob sich die Anzahl der ein-
gewanderten Zellen je nach Stimulation signifikant unterscheidet.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass eine kombinierte Stimulation mit ET-1 und dem
siRNA Transfektionsreagenz mit einer erhéhten Zellmigration einhergeht im Vergleich zu den
unstimulierten Zellen. Ein Knockdown von VIMS3 resultiert in einer verlangsamten Migration der

Zellen verglichen mit den unstimulierten Zellen und der Negativkontrolle.

4.7.2. MicroRNA-371a-3p-Expression nach VIM3-Knockdown

In der vorliegenden Arbeit wird gezeigt, dass der Komplex bestehend aus VIM3, ATG7 und
TP53 an der Transkription der MicroRNA-371a-3p beteiligt ist. AuRerdem ist bekannt, dass
eine Hochregulation der MicroRNA-371a-3p zu einer verminderten Expression des Tumor-
suppressorgens PTEN fiihrt. Nun sollte untersucht werden, ob ein VIM3-Knockdown zu einer
verminderten Expression der MicroRNA-371a-3p fihrt und somit eine erhdohte PTEN-
Expression zur Folge haben kdnnte. Um den Effekt des VIM3-Knockdowns auf die MicroRNA-
371a-3p zu analysieren, wurde die MicroRNA-371a-3p zunachst aus den Zellen isoliert und
nach anschlieRender cDNA-Synthese wurde eine gRT-PCR durchgefiihrt (Abbildung 23). Fur
alle Prostatakarzinomzelllinien und fir die Kontrollzelllinie zeigt sich eine signifikante Reduk-
tion der MicroRNA-371a-3p in den siRNA-Knockdown-Zellen verglichen mit den Zellen, welche
mit ET-1 behandelt wurden. Fir die BPH-1- und PC3-Zellen zeigt sich auch eine verringerte
Expression der MicroRNA-371a-3p in den siRNA-Knockdown-Zellen im Vergleich zu den
Zellen, die mit der siRNA und ET-1 behandelt wurden.
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Abbildung 23: qRT-PCR Ergebnisse der MicroRNA-371a-3p-Expression nach VIM3 siRNA Behandlung der
verschiedenen Zelllinien. Die Zellen wurden entweder mit dem leeren siRNA Vektor, ET-1, der VIM3 siRNA oder
mit einer Kombination aus siRNA und ET-1 behandelt. Nach der Behandlung wurde die MicroRNA-371a-3p aus
den Zellen isoliert. Nach der cDNA-Synthese (RT-PCR) folgte die gRT-PCR. Die Verédnderungen waren alle
signifikant (p < 0,0001). Da bekannt ist, dass ET-1 die Expression von VIM3 induziert, diente ET-1 hier als high
control. Beta-Actin diente als Haushaltsgen. Die Daten wurden mittels relativer Quantifizierung mit Hilfe des
Schwellenwertzyklus (Ct-Wert) analysiert. Die verwendete Formel lautet: 2725¢T,

70



4.8. Zusammenfassung der Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wird das Vorhandensein von ATG7, VIM3, TP53 und VIM-FL in den
drei Prostatakarzinomzelllinien (PC3, LNCaP, DU145) sowie der Kontrollzelllinie (BPH-1)
bestatigt. Die Komplexpartner sind in den Prostatakarzinomzellen im Vergleich zu den
Kontrollzellen signifikant Gberexprimiert. Weiterhin wird nachgewiesen, dass VIM3, ATG7 und
TP53 als Komplex im Zellkern der Prostatakarzinomzellen und der Kontrollzellen vorliegen.
Es wird gezeigt, dass die Behandlung mit ET-1 zu einer vermehrten Expression von VIM3 und
ATG?7 in allen betrachteten Zelllinien fihrt. Stimulation mit ET-1 flhrt zu einer vermehrten
Expression von TP53 in LNCaP-Zellen und zu einer TP53-Reduktion in den PC3- und DU145-
Zellen sowie in der Kontrollzelllinie. Die Behandlung mit WA flhrt zu einer Reduktion der
Komplexpartner in den LNCaP-Zellen. Fur die DU145- und PC3-Zellen zeigt sich ebenfalls
eine Reduktion der VIM3-Expression nach Behandlung mit WA. Fur TP53 und ATG7
beobachtet man hier allerdings eine Zunahme der Expression.

Auflerdem wird gezeigt, dass eine Stimulation mit ET-1 zu einer hdheren Migrationsrate der
Prostatakarzinom- sowie der Kontrollzellen fihrt. Die Behandlung mit WA fuhrt hingegen zu
einer langsameren Einwanderung der Zellen.

Es wird bestatigt, dass der Komplex bestehend aus VIM3, ATG7 und TP53 im Zusammenhang
mit der MicroRNA-371a-3p steht. Der Komplex bindet an die MicroRNA-371a-3p und ist somit
wahrscheinlich an der Transkription der MicroRNA-371a-3p beteiligt. Die Transfektion mit der
MicroRNA-371a-3p flhrt zu einer verstarkten Migration der Prostatakarzinom- sowie auch der
Kontrollzellen.

Ein Knockdown von VIM3 fuhrt zu einer signifikant verringerten Expression der MicroRNA-
371a-3p in den drei Prostatakarzinomzelllinien und in der Kontrollzelllinie im Vergleich zu den
Zellen, welche mit ET-1 behandelt wurden. Der VIM3-Knockdown hat zudem eine verringerte

Migrationsrate der Prostatakarzinomzellen zur Folge.
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5. Diskussion
Das Ziel der Arbeit besteht in der Identifikation eines Komplexes aus VIM3, ATG7 und TP53

in den untersuchten Prostatakarzinomzellen (DU145, PC3, LNCaP). Es sollte gezeigt werden,
dass dieser Komplex im Zellkern der untersuchten Zellen vorliegt und somit an verschiedenen
regulatorischen Vorgangen beteiligt sein kénnte. In diesem Zusammenhang wurde untersucht,
ob der Komplex an der Transkription der MicroRNA-371a-3p beteiligt sein kdnnte. Mit einem
siRNA VIM3-Knockdown wurde der Komplex weiterfliihrend als mdglicher therapeutischer
Ansatzpunkt untersucht.

AuRerdem wurde der Einfluss von ET-1 und WA auf die Komplexpartner betrachtet. Es ist
bereits bekannt das ET-1 proliferationsférdernde Effekte auf Prostatakarzinomzellen hat. Fir

WA ist aktuell keine Verbindung zum Prostatakarzinom bekannt.

5.1. Existenz der Komplexpartner in den Prostatakarzinomzellen

Mithilfe von Western Blots konnten die Komplexpartner VIM3, ATG7 und TP53 sowie VIM-FL
in den Prostatakarzinomzelllinien DU145, PC3 und LNCaP nachgewiesen werden
(Abbildung 5). Im Vergleich zur Kontrollzelllinie, BPH-1, waren die Komplexpartner mit Aus-
nahme der Expression von TP53 in den DU145-Zellen signifikant Uberexprimiert. Betrachtet
man die Expression von VIMS3, so zeigte sich, dass diese in den PC3-Zellen am héchsten war.
Danach folgten die LNCaP- und DU145-Zellen mit ahnlich hohen Expressionsleveln von VIM3.
Die im Vergleich zu den anderen Prostatakarzinomzellen erhohte Expression von VIM3 in den
PC3-Zellen geht mit der Information in der Literatur einher, welche die PC3-Zelllinie als

"4, Unsere

aggressiver im Vergleich zu den anderen Prostatakarzinomzellen beschreib
Arbeitsgruppe konnte in einer friheren Studie VIM3 bereits als Malignitatsmarker fur das
Prostatakarzinom identifizieren, wobei eine erhdhte Expression von VIM3 mit einer héheren
Aggressivitat der Zellen korreliert””.

Das Tumorsuppressorgen TP53 war in den PC3- und LNCaP-Zellen signifikant Gberexprimiert
verglichen mit der Expression in der Kontrollzelllinie BPH-1. Auch fir die DU145-Zellen konnte
eine Uberexpression von TP53 beobachtet werden, welche sich allerdings als nicht signifikant
herausstellte. Wan et al. haben bereits die Expression von TP53 in Prostatakarzinomzellen
untersucht'®. Sie konnten ebenfalls eine Uberexpression von TP53 in den Prostatakarzinom-
zellen bestéatigen und zeigten weiterhin, dass ein siRNA TP53-Knockdown in DU145-Zellen zu
einer signifikanten Reduktion der Zellproliferation und -migration fihrt. Hierbei wurde der
fokale Adhasionskinase-Src-MAPK Signalweg als &uRerst wichtig identifiziert'. Die
Ergebnisse von Wan et al. zusammen mit den hier gezeigten Resultaten der Western Blot
Analyse zeigen, dass TP53 bzw. ein siRNA TP53-Knockdown gegebenenfalls einen interes-
santen Ansatzpunkt zur Reduktion der malignen Proliferation von Prostatakarzinomzellen und

fur neue therapeutische Strategien darstellen konnte.
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Die Expression des dritten Komplexpartners ATG7 war in allen untersuchten Prostata-
karzinomzellen signifikant erhéht. Interessanterweise war die Expression des Autophagiegens
ATGY7 in den LNCaP-Zellen am héchsten. Diese sind laut Literaturangaben weniger aggressiv

und sensitiv fiir eine Androgerezeptortherapie'®’

. Aktuell ist die Bedeutung der Androgene im
Prozess der Autophagie noch nicht ausreichend verstanden. Man beobachtet zum Beispiel ein
erhdhtes Aufkommen von Autophagosomen als Folge einer Androgendeprivation'®?. Li et al.
konnten zeigen, dass eine pharmakologische Inhibition der Autophagie zu einer verlang-
samten Proliferation der LNCaP-Zellen fiihrt'>2. Des Weiteren sind LNCaP-Zellen in der Lage
Uber den Autophagieweg auch unter Androgendeprivation zu tiberleben'?.

Auch VIM-FL war in den Prostatakarzinomzellen tberexprimiert. Ein direkter Vergleich
zwischen VIM-FL und VIM3 zeigte jedoch, dass VIM3 starker exprimiert war als VIM-FL. Dies
stutzt die Hypothese dieser Arbeit, dass VIM3 als Malignitatsmarker fiur das Prostatakarzinom
dienen kdnnte und nicht die Volllangenvariante VIM-FL. Es gibt allerdings auch einige Studien,
welche die Expression von VIM-FL in Karzinomen untersucht haben und gezeigt haben, dass
VIM-FL mit erhdéhter Malignitat und schlecht differenzierten Prostatakarzinomen assoziiert
ist'>®. Allerdings ist die Verwertbarkeit dieser Ergebnisse aufgrund der zuvor beschriebenen
Antikérperproblematik fraglich (Abbildung 1). Da in vorherigen Studien Antikdrper verwendet
wurden, die sowohl die Volllangenvariante VIM-FL als auch VIM3 detektiert haben, ist eine
genaue Differenzierung hier nicht mdglich und die beobachteten Ergebnisse sind, in
Anbetracht des Wissens um die verklrzte Variante VIM3, mit Vorsicht zu interpretieren.
Zusammenfassend konnten alle Komplexpartner in den Prostatakarzinomzellen und in der
Kontrollzelllinie nachgewiesen werden. Bis auf die Expression von TP53 in den DU145-Zellen
waren die Komplexpartner in den Prostatakarzinomzelllinien alle signifikant Gberexprimiert und

kdnnten somit in Zukunft als moglicher Malignitatsmarker dienen.

5.2. Translokation von ATG7, TP53 und VIM3 in den Zellkern

Die Lokalisation der Komplexpartner in den Prostatakarzinomzellen wurde mittels Immun-
fluoreszenz visualisiert. Abbildung 6 zeigt, dass alle Komplexpartner im Zellkern lokalisiert
sind. Ein direkter Vergleich der Lokalisation von VIM3 und VIM-FL in den DU145-Zellen zeigte,
dass VIM3 vermehrt im Zellkern konzentriert ist. Dies geht einher mit unseren Vorergebnissen,
welche ebenfalls zeigten, dass VIM3 im Zellkern lokalisiert ist.

Es ist bereits bekannt, dass die Expression von VIM3 einen Einfluss auf Prostatakarzinom-
zellen hat”’. Aggressivere Tumore korrelieren mit hdheren Leveln von VIM3?*. Die genauen
Mechanismen sind allerdings bisher noch ungeklart. Der Zusammenhang zwischen der
Expression von VIM3 und der Aggressivitat eines Tumors ist darauf zuriickzufiihren, dass
Vimentin mit einer hdheren Malignitat der Krebszellen und einer gréReren Présenz in schlecht

differenzierten Prostatakarzinomen assoziiert ist'®®. Mit seiner Lokalisation im Zellkern kénnte
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VIM3 also an verschiedenen regulatorischen Prozessen beteiligt sein und ein wichtiger
Einflussfaktor im Hinblick auf die Charakteristik eines Prostatakarzinoms sein.

Die Regulation der Lokalisation von TP53 in der Zelle ist hochkomplex und bis heute nicht
vollstandig verstanden. In der Regel liegt TP53 aufgrund von standigem Abbau nur in geringer
Konzentration in der Zelle vor'®*'%®. Verschiedene Situationen wie zum Beispiel Hypoxie,
Verlust des Zell-Zell-Kontakts oder wie hier maligne Geschehen fuhren allerdings zur Um-

wandlung des TP53 in das aktivierte funktionelle TP53'%°

. Diese Aktivierung kann uUber
verschiedene Wege geschehen''®8. Einer davon ist die Translokation von TP53 vom Zyto-
plasma in den Zellkern'®. Die Lokalisation von TP53 im Zellkern von Prostatakarzinomzellen
korreliert also mit den Angaben in der Literatur. TP53 liegt vor allem bei schnell wachsenden
oder transformierten Zellen im Zellkern vor'%1°,

Da bekannt ist, dass es einen Zusammenhang zwischen TP53 und ATG7 gibt, sollte unter-
sucht werden, ob auch ATG7 im Zellkern lokalisiert ist. In der Regel findet Autophagie im
Zytosol statt und die sogenannte nukledre Autophagie ist bis heute noch nicht ausreichend
verstanden'®'. In der hier vorliegenden Arbeit konnte nun gezeigt werden, dass neben TP53
und VIM3 auch ATG7 im Zellkern vorliegt und somit eine Beteiligung an verschiedenen
regulatorischen Vorgéangen wahrscheinlich ist'?.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die beobachtete Lokalisation aller Komplex-
partner im Zellkern mit den Informationen der Literatur Ubereinstimmt und die Hypothese
dieser Arbeit bestatigt, dass eine Translokalisation des Komplexes in den Zellkern stattfindet.

Dies ermdoglicht weitere Experimente hinsichtlich moglicher Zielgene des Komplexes.

5.3. Komplexformation von ATG7, TP53 und VIM3

Wie zuvor beschrieben, ist ein Ziel dieser Arbeit die Komplexidentifikation bestehend aus
ATG7, TP53 und VIM3. Fur alle Kombinationen der Komplexpartner konnten Banden in der
Immunprazipitation nachgewiesen werden (Abbildung 7), woraus sich schlussfolgern Iasst,
dass der vermutete Komplex in der Tat in den drei Prostatakarzinomzelllinien sowie in der
Kontrollzelllinie BPH-1 vorhanden ist.

Hierbei muss erwahnt werden, dass die Intensitat der Banden keinerlei Aussage Uber die vor-
handene Menge der Komplexpartner macht, da es sich bei der Immunprazipitation um eine
semi-quantitative Methode handelt'®®. Es ist nur relevant, ob eine Bande vorhanden ist oder
nicht.

Dies erklart auch die nachgewiesene Komplexformation in der Kontrollzelllinie BPH-1. Es ist
wahrscheinlich, dass die vorhandene Menge der Komplexpartner in der benignen Zelllinie
deutlich niedriger ist als bei den malignen Prostatakarzinomzellen. Dies konnte durch die
Quantifizierung der Proteinmenge mittels Western Blot bestatigt werden.

Aus der Literatur ist bereits bekannt, dass Vimentin eine Bindungsstelle fir TP53 hat und dass

das C-terminale Ende von Vimentin essenziell fur die Lokalisation von mutiertem TP53 in den
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Zellkern ist®. Wie jedoch zu Beginn bereits erwahnt, ist die Interpretation solcher Daten
aufgrund der Antikérperproblematik (Abbildung 1) und der Kenntnis von VIM3 mit Vorsicht zu
betrachten. In den Untersuchungen von Yang et al. zu den Auswirkungen von Vimentin und
TP53 auf synoviale Fibroblasten bei rheumatoider Arthritis konnte gezeigt werden, dass der
Komplex aus Vimentin und TP53 die durch den Tumor Necrosis Factor-Related Apoptosis-
Inducing Ligand hervorgerufene Apoptose der Fibroblasten verstarkt'®’. In der Analyse der
Interaktion zwischen TP53 und Vimentin zeigte sich neben der Bande auf Hhe der Vimentin-
Volllange, VIM-FL, zusétzliche eine Bande bei 47 kDa'"”. Diese entspricht der trunkierten
Variante von Vimentin, VIM3'%. Mit dem von unserer Arbeitsgruppe entwickelten Antikérper,
welcher spezifisch VIM3 bindet, konnten wir zeigen, dass es auch zu einer Komplexbildung
zwischen VIM3 und TP53 kommt (Abbildung 7). Dies wirft die Frage auf, ob in vielen
Experimenten zu Vimentin eigentlich VIM3 verantwortlich fiir die jeweiligen analysierten
Prozesse ist.

Der Komplex bestehend aus ATG7 und TP53 ist bereits aus der Literatur bekannt und konnte
hier bestatigt werden. Karzinome mit einer erhéhten Expression von TP53 und ATG7 weisen
eine schlechtere Prognose auf'%®'"",

Auch wenn also bereits eine Interaktion zwischen TP53 und VIM-FL sowie zwischen ATG7
und TP53 bekannt war, so konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass VIM3 eben-
falls mit ATG7 und TP53 einen Komplex bildet und alle drei Komplexpartner gemeinsam in

den Zellkern migrieren.

5.4. Stimulation mit ET-1 und WA

5.4.1. Einfluss von ET-1 auf die Komplexpartner VIM3, ATG7 und TP53 sowie
auf VIM-FL

Um den Einfluss von ET-1 und WA auf die betrachteten Komplexpartner ATG7, TP53 und
VIM3 zu analysieren, wurden die Zellen nach 24 Stunden Kultivierung in FCS-freiem Medium
fir weitere 24 Stunden mit ET-1 bzw. WA, wie in Abschnitt 3.2.1.4 beschrieben, stimuliert.
Abbildungen 8 bis 15 zeigen die Effekte einer Stimulation mit ET-1 und WA auf die Expression
der Komplexpartner in den drei Prostatakarzinomzelllinien sowie auf das Migrationsverhalten
der Prostatakarzinomzellen.

Die gesteigerte Expression der Komplexpartner und die erhéhte Migrationsrate der Prostata-
karzinomzellen nach Behandlung mit ET-1 bestétigt die bereits bekannten Informationen aus
der Literatur. In verschiedenen Studien konnte gezeigt werden, dass ET-1 einen Einfluss auf
unterschiedliche Tumorentitdten hat, wie zum Beispiel Lungen-, Eierstock- oder Prostata-
krebs'®*"%”. ET-1 bindet mittels zwei unabhangiger Rezeptoren A (ETAR) und B (ETBR) an
die Zielzelle und kann (iber Beeinflussung der Transkription die Tumorprogression steuern®.

Bindung von ET-1 an ETAR flhrt zur Zellproliferation, Angiogenese, Metastasierung und
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verhindert die Apoptose der Zellen. Anders fiihrt die Bindung von ET-1 an ETBR zu einer
reduzierten Expression von ET-1 und zur Apoptose’’.

Nelson et al. zeigten, dass es eine Vielzahl von Prostatakarzinomen gibt, in denen ETBR auf-
grund von Methylierung des Promoters nicht vorhanden ist®. Das bedeutet, dass der durch
ET-1 hervorgerufene Signalweg hauptsachlich Uber den ETAR ablauft. Dies resultiert
wiederum in einem erhohten Migrationsverhalten der Zellen, welches in der vorliegenden
Arbeit anhand einer Kratz-Assay Analyse demonstriert werden konnte (Abbildung 12 bis 14).
Betrachtet man nun die Expression der Komplexpartner und VIM-FL nach Stimulation mit
ET-1, so fallt auf, dass VIM3 starker auf die Stimulation reagiert als VIM-FL. Auch dieses
Ergebnis korreliert mit der Information aus der Literatur und der Hypothese dieser Arbeit”.
Eine durch ET-1 hervorgerufene erhdhte Expression von VIM3 fiihrt zu einer Vermehrung von
Mitochondrien und folglich zu einer erhdhten Mobilitat der Tumorzellen®®#1%8 Es konnte
gezeigt werden, dass im Hinblick auf verstarkte Zellmigration und -proliferation nur das
Vorhandensein von VIM3 und nicht das von VIM-FL einen Einfluss zu haben scheint,
insbesondere nach Blockade von ETBR’.

Neben VIM3 und VIM-FL flihrte die Stimulation mit ET-1 auch zu einer erhéhten ATG7-
Expression in allen drei Prostatakarzinomzelllinien. Auch wenn allgemein bekannt ist, dass
Autophagie einen wichtigen Einfluss auf die Karzinogenese hat, so ist die Beziehung zwischen
Autophagiegenen und ET-1 noch nicht geklart'''°. In einer Studie von Yang et al. wurde
untersucht, ob die Stimulation mit ET-1 zu einer erhdhten Autophagieaktivitat von ligamentaren
Fibroblasten im Rahmen der osteogenetischen Differenzierung fiihrt. Diese Hypothese konnte
allerdings nicht sicher bestatigt werden'®®.

Die vorliegende Arbeit zeigt also erstmals, dass eine Stimulation mit ET-1 zu einer erhéhten
Expression von ATG7 in Prostatakarzinomzellen fuhrt. Weitere Untersuchungen sind in
Zukunft nétig, um die genauen Mechanismen dahinter zu verstehen.

Anders als zu ATG7, gibt es zum Zusammenhang zwischen ET-1 und TP53 bereits einige
Studien. Selvarajah et al. konnten bereits zeigen, dass ET-1 ein transkriptionelles Ziel des
Tumorsuppressorgens TP53 ist'’®. Eine weitere Studie, die einen Zusammenhang zwischen
TP53 und ET-1 in epidermalen Keratinozyten prasentiert hat, legt den Verdacht nahe, dass
TP53 in der Lage ist, die Transkription von ET-1 direkt zu regulieren'". Unsere Arbeitsgruppe
lieferte 2020 eine Erklarung fur die Regulation von TP53 durch ET-1. An dem identifizierten
Signalweg sind unter anderem Mxi-2, Ago2 und die MicroRNA-1285 beteiligt (Abbildung 24)'"2.
Die MicroRNA-1285 bindet an die 3'-UTR der mRNA von TP53, was zu einer Herunter-
regulation von TP53 fiihrt'”. In Prostatakarzinomzellen inhibiert ET-1 die Migration von PKCa,
einem Mitglied der Proteinkinasefamilie, in den Zellkern, wodurch die Reifung der MicroRNA-

15a erméglicht wird'. In gesundem Gewebe kann die PKCo mit Hilfe eines Transkriptions-
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komplexes bestehend aus MAPK p38a und NF«kB p65 in den Zellkern migrieren, wo sie durch
Bindung an die pri-MicroRNA-15a dessen Reifung verhindert.

Die MicroRNA-15a reguliert die Expression des C-terminal trunkierten Proteins Mxi2 durch
Bindung an eine Intron-Region der MAPK p38a und Induktion eines Stopcodons. Mxi2 bildet
einen Komplex mit Ago2. Dieser Komplex interagiert mit der MicroRNA-1285, welche wie
zuvor beschrieben essenziell fur die Bindung der 3'-UTR von TP53 ist. Die Komplexformation
fiihrt zu einer Herunterregulation des Tumorsuppressorgens TP53 (Abbildung 24)¥"'72. Die
Reduktion von TP53 durch Stimulation mit ET-1 konnte in der vorliegenden Arbeit fir die PC3
und DU145-Zellen bestatigt werden. Interessanterweise flihrte eine ET-1 Stimulation in den
LNCaP-Zellen allerdings zu einer erhdhten TP53-Expression. Dies kénnte z.B. auf unter-
schiedliche Mxi2-Spiegel oder niedrigere MicroRNA-1285-Level in den LNCaP-Zellen zurlick-
zuflhren sein. Diese Hypothesen sollten in Zukunft in weiteren Experimenten untersucht

werden.

Gesundes Gewebe Tumorgewebe
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Abbildung 24: Uberblick iiber die Mxi-2-abhingige Regulation von TP53 — Vergleich von gesundem Gewebe
mit kanzerogenem Gewebe. Im gesunden Gewebe kann die PKC« in den Zellkern migrieren und dort die Expres-
sion der MicroRNA-15a aufgrund der geringen ET-1-Expression inhibieren. In Gewebe von Prostatakarzinomen ist
die Migration der PKCe« in den Zellkern durch die Prdsenz von ET-1 geblockt, wodurch die MicroRNA-15a reifen
kann. Diese ist an der Expression von Mxi-2 beteiligt, welche einen Komplex mit Ago2 bildet. Dieser Komplex
interagiert mit der MicroRNA-1285. Der Komplex fiihrt schlussendlich zu einer Herunterregulation des
Tumorsuppressorgens TP53'72,
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5.4.2. Verhalten der Proteine nach Stimulation mit WA - WA als moglicher
therapeutischer Ansatzpunkt

Da WA als pflanzliches Medikament bereits bei verschiedenen Tumorentitaten Zugang in die
Therapie gefunden hat, sollte in dieser Arbeit der Effekt von WA auf den hier beschriebenen
Komplex und insbesondere auf VIM3 untersucht werden®'93175176 'Eg konnte gezeigt werden,
dass WA sowohl die Expression der Komplexpartner beeinflusst (Abschnitt 4.3) als auch einen
verlangsamenden Effekt auf die Migration der Zellen (Abschnitt 4.4) ausbt.

In der Literatur werden verschiedene Wege beschrieben, wie WA in das Proliferations- und

7 WA hemmt die Zellproliferation, indem es

Migrationsverhalten von Zellen eingreifen kann
den Zellzyklus in der G2/M-Phase zum Stillstand bringt. Dies geschieht beispielsweise Gber
die Hochregulation von p21, Phosphorylierung von wee1, Phosphorylierung der Histone H3
oder Herunterregulation der Cycline A2, B1 und E2'7""78,

WA macht Prostatakarzinomzellen auferdem anfalliger gegenliber Apoptose, indem es durch
Erhéhung des Prostate Apoptosis Response-4 Proteins das proapoptotische Signaling in
Prostatakarzinomzellen erhéht'”®.

AuRerdem konnte gezeigt werden, dass WA die Chymotrypsin-ahnliche Aktivitdt des 26S
Proteasoms in PC3-Zellen inhibiert, was zu einer Ansammlung von einigen Proteasomziel-
proteinen wie zum Beispiel p27, Bax und IxB-a flhrt. Dies resultiert wiederum in der Apoptose
der Protstatakarzinomzellen'°.

Des Weiteren wird beschrieben, dass WA einen groReren zytotoxischen Effekt bei den
androgen-resistenten, Androgenrezeptor-negativen-Zelllinien PC3 und DU145 hat als bei den
androgen-sensitiven, Androgenrezeptor-positiven LNCaP-Zellen™".

In der hier vorliegenden Arbeit konnte der hemmende Effekt von WA auf das Migrations- und
Proliferationsverhalten aller Prostatakarzinomzellen bestéatigt werden.

In weiteren Studien konnte aulerdem gezeigt werden, dass eine Behandlung mit WA zu einer
Aktivierung von naturlichen Killerzellen fiihrt'®2. Diese sind wichtig fir die initiale Immunantwort
auf den Tumor und dienen der Elimination friiher neoplastischer Zellen'®?. Des Weiteren
induziert eine Behandlung mit WA die Aktivierung von Th1-Zellen und eine Zunahme von IFN-y
und IL-12, welche mit einer Suppression des Tumors verbunden sind. Gleichzeitig reduziert
eine Behandlung mit WA unter anderem IL-4, IL-10 und TGF-B-Zytokine, welche mit Th2-
Zellen assoziiert sind und das Tumorwachstum férdern'®. Die Induktion der Th1-Zell-Antwort
und die Aktivierung naturlicher Killerzellen durch WA legt die Idee nahe, dass WA im Rahmen
von immunmodulatorischen Therapien eingesetzt werden konnte. Das Prostatakarzinom mit
seinem teilweise langsamen Wachstum stellt hierbei vor allem in friihen Stadien der Krankheit
einen idealen Kandidaten fir eine solche Therapie dar. WA kénnte im Hinblick auf Chemo-
therapie-induzierte Fatigue, Krebspravention und Verbesserung der therapeutischen Effizienz
von groRem Nutzen sein'®,
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Im Hinblick auf die Expression der einzelnen Komplexpartner fihrte eine Behandlung mit WA
bei allen drei Prostatakarzinomzellen zu einer signifikanten Reduktion der VIM3-Expression
(Abbildung 8 bis 10). Somit konnte in dieser Arbeit erstmals der hemmende Effekt von WA auf
die Expression von VIM3 gezeigt werden. Auch die Expression der Volllangenvariante VIM-FL
wurde durch Behandlung mit WA reduziert. Allerdings war die Veranderung hier nur in den
PC3-Zellen signifikant. Aus der Literatur ist bekannt, dass WA U{ber verschiedene
Mechanismen zu einer Zerstérung des Vimentinzytoskeletts fiihrt'®*. WA ist in der Lage,
Vimentin direkt zu binden und zerstért den Zusammenbau des Vimentinzytoskeletts durch
kovalente Modifikation des Cystein 328 in der konservierten Vimentin a-helikalen Coiled-Coil-
2B-Domane'®. Fur Brustkrebszelllinien konnte gezeigt werden, dass die Behandlung mit WA
eine perinukleare Vimentinakkumulation induziert, gefolgt von einer raschen Vimentindepoly-
merisation®. AuRerdem wurde in diesem Zusammenhang eine ser56 Phosphorylierung beo-
bachtet, welche mit einer Zerstérung des Vimentinzytoskeletts zusammenhangt®.

Da die Expression von VIM-FL bzw. VIM3 mit der Entstehung von Metastasen, der Uber-
lebensdauer und der allgemeinen Aggressivitdt des Tumors korreliert, sollten die genauen
Auswirkungen einer Behandlung mit WA auf VIM3 bzw. VIM-FL in Prostatakarzinomen in
Zukunft weiter untersucht werden.

Betrachtet man die Expression von ATG7 nach Behandlung mit WA, so flihrte diese in den
LNCaP-Zellen zu einer signifikanten Reduktion und in den DU145-Zellen zu einer minimalen
Reduktion der Expression. Die PC3-Zellen wiesen hingegen einen Anstieg der ATG7-Expres-
sion nach Behandlung mit WA auf. Ein allgemeiner Trend konnte also nicht beobachtet
werden. Autophagie kann zwei Funktionen in Karzinomen haben: Einerseits wirkt es durch die
Elimination onkogener Proteinsubstrate, toxischer Proteine und geschadigter Organellen
tumorsuppressiv. Andererseits kann Autophagie das Tumorwachstum durch Autophagie-
gesteuertes intrazellulares Recycling fordern, indem es Substrate flir den Metabolismus
bereitstellt und somit auch die Mitochondrienfunktion aufrechterhalt'®®. Die Auswirkungen von
Autophagie mit den jeweiligen kontext-spezifischen Funktionen in Karzinomen ist komplex und
muss deshalb weiter untersucht werden. Vor allem die Studienlage zum Zusammenhang
zwischen WA und Autophagie ist sehr begrenzt. Jung et al. konnten zeigen, dass eine
Stimulation mit WA bei Zellen von kolorektalen Karzinomen zu einer Vermehrung von Auto-
phagosomen und einer erhdhten Expression von Autophagiemarkern wie ATG7 und Beclin-1
fihrt'®. Eine andere Studie hat den Effekt von WA auf die Prostatakarzinomzelllinien LNCaP,
PC3 und 22Rv1 untersucht'®”'®, Auch sie zeigte, dass eine Stimulation mit WA zu einer
erhdhten Expression von Autophagiemarkern in allen Zelllinien fuhrt, was mit einem zyto-
protektiven Effekt einherging. In dieser Studie konnte auRerdem gezeigt werden, dass eine
Behandlung mit WA mit einer vermehrten Expression der Proteine HSPA8 und HSP90AA1

einhergeht. Diese Proteine regulieren die Chaperon-gesteuerte Autophagie, weshalb die
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Arbeitsgruppe die Chaperon-gesteuerte Autophagie verantwortlich fir den WA vermittelten
zytoprotektiven und Autophagie-verstarkenden Effekt gemacht hat'®"'®8, Diese Studien zeigen
also eher die protektiven Funktionen von Autophagiemechanismen auf.

Auf der anderen Seite gibt es diverse Studien, die zeigen, dass ein ATG7-Knockout bzw. eine
ATG7-Defizienz mit einem verbesserten Uberleben korreliert'''"'2. Guo et al. zeigten bei-
spielsweise, dass ein Knockout von ATG7 bei Lungentumoren zu einer Umwandlung in ein
benignes Onkozytom fiihrt''2. In einer Studie zur Auswirkung des Vorhandenseins von ATG7
im Prostatakarzinom konnte gezeigt werden, dass eine ATG7-Defizienz zu einem verzogerten
PTEN-Verlust und somit zu einer verlangsamten Tumorprogression fiihrte'!. Dieselbe Arbeits-
gruppe zeigte aulerdem, dass Prostatakarzinome mit Gleason-Score 9 héhere Level an Auto-
phagiemarkern aufweisen als Karzinome mit Gleason-Score 7'®. In diesen Studien korrelierte
das Vorhandensein von Autophagiemarkern also eher mit schlechteren Krankheitsverlaufen.
Die Rolle von Autophagie beim Prostatakarzinom muss in Zukunft weiter untersucht werden,
um gegebenenfalls neue therapeutische Ansatzpunkte zu identifizieren. Weitere Unter-
suchungen zum Effekt von WA auf Autophagiemarker in Prostatakarzinomzellen sind nétig,
um die Mechanismen, vor allem in den verschiedenen Zelllinien, besser zu verstehen. Es ist
fraglich, ob die Wirkung von WA unabhangig von der Zelllinie ist oder ob Aspekte wie
Androgensensitivitdt und Aggressivitat der Zelllinie den Effekt beeinflussen.

In der vorliegenden Arbeit wurde aulRerdem der Effekt einer Behandlung mit WA auf das
Tumorsuppressorgen TP53 in den drei Prostatakarzinomzelllinien untersucht. In den LNCaP-
Zellen konnte eine Reduktion der TP53-Expression beobachtet werden, wohingegen die
Stimulation mit WA in den PC3- und DU145-Zellen zu einer erhéhten TP53-Expression geflhrt
hat. Studien haben gezeigt, dass WA in der Lage ist, durch Aktivierung von TP53 Apoptose zu
induzieren, was dann in einem Stopp des Zellzyklus mit nachfolgendem Absterben der Krebs-
zelle resultiert'’®. Weitere Studien bestatigten eine erhohte TP53-Expression nach Behand-
lung mit WA und eine damit einhergehende Phosphorylierung von TP53 am Serinrest 315'"8,
Far Zervixkarzinomzelllinien konnte gezeigt werden, dass WA die Expression von TP53 und
seinen Zielgenen p21 und Bax erhéht, indem es die Expression der HPV Onkoproteine E6 und
E7 vermindert, welche normalerweise TP53 hemmen'®. Auch in Bronchialkarzinomzellen
fuhrte eine Behandlung mit WA zu einer vermehrte Expression proapoptotischer Molekile wie
TP53 und Bax, wohingegen die Expression von anti-apoptotischen Molekllen wie Bcl-2 nach
Behandlung mit WA herunterreguliert wurde. WA scheint hier also fiir die Induktion der intrin-
sischen Apoptose der Bronchialkarzinomzellen verantwortlich zu sein'®'. Insgesamt zeigen die
meisten Studien zu anderen Tumorentitaten eine erhdhte Expression von TP53 nach Behand-
lung mit WA und einen damit verbundenen Abbau von Karzinomzellen'’®'%%9' Bis auf die
Experimente in dieser Arbeit, wurden bisher keine Untersuchungen zur Expression von TP53

nach Behandlung mit WA in Prostatakarzinomzellen unternommen. In der vorliegenden Arbeit
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konnte der verstarkende Effekt von WA auf die TP53-Expression nur fiir die PC3- und DU145-
Zellen gezeigt werden. Der Zusammenhang zwischen TP53 und WA in Prostatakarzinom-
zellen sollte weiter untersucht werden, um die genauen Regulationsmechanismen und
Auswirkungen der TP53-Expression zu analysieren.

Nach Analyse der Auswirkungen von WA auf das allgemeine Migrations- und Proliferations-
verhalten sowie auf die Expression der einzelnen Komplexpartner wird deutlich, dass WA als
kostengunstiges, naturliches Mittel mit wenigen Nebenwirkungen und anti-kanzerogenen
Effekten Uber verschiedene molekulare Signalwege in Zukunft Einzug als erganzendes Medi-

kament in die Therapie des Prostatakarzinoms finden kénnte'%2.

5.5. VIMS als potenzieller Teil eines Transkriptionsfaktorkomplexes fur die
MicroRNA-371a-3p
Da unsere Arbeitsgruppe sich insbesondere mit der trunkierten Variante von Vimentin, dem
sogenannten VIM3, beschaftigt, ist ein Ziel dieser Arbeit herauszufinden, ob VIM3 als
moglicher Bestandteil eines Transkriptionsfaktors fur die MicroRNA-371a-3p dienen konnte.
Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine erhohte Konzentration von VIM3 in den Prostata-
karzinomzellen vorhanden ist und gleichzeitig ist bekannt, dass die MicroRNA-371a-3p in
verschiedenen aggressiveren Prostatakarzinomen nachweisbar ist''®. Basierend auf diesen
Informationen wurde hier untersucht, ob eine Interaktion zwischen VIM3 und der MicroRNA-
371a-3p besteht.
Die GKH Aminosauresequenz, welche einen Teil des C-terminalen Endes von VIM3 ausmacht
(Aminosaure 426 bis 428, siehe Anhang), ist in der Lage, an die TGAGCCA Nukleotidsequenz
zu binden'®3. Mithilfe der TATA-Box-Methode konnte die potenzielle Promoterregion der pri-
MicroRNA-371a-3p identifiziert werden'*. Interessanterweise besteht die identifizierte
Promoterregion aus TGAGCCA Nukleotiden (siehe Anhang), weshalb angenommen werden
kann, dass das C-terminale Ende von VIM3 an die vermutete Promoterregion der pri-
MicroRNA-371a-3p bindet. Dadurch ist VIM3 in der Lage, die Expression der MicroRNA-
371a-3p zu regulieren. Um diese Hypothese zu beweisen, wurde ein VIM3-Pulldown durch-
gefuhrt, der es ermdglicht hat, DNA zu analysieren, welche an VIM3 gebunden vorliegt. Durch
eine PCR-Analyse mit dem spezifischen Primer flr die Promoterregion der pri-MicroRNA-
371a-3p und nachfolgender Elektrophorese in einem zwdlfprozentigem Polyacrylamid-Gel
wurde das PCR-Produkt sichtbar gemacht. Hierbei konnte eine deutliche VIM3 Co-
Immunprazipitation mit der DNA dargestellt werden (Abbildung 16). Die ermittelte Basenpaar-
GrolRe korreliert mit dem berechneten PCR-Produkt, sodass man schlussfolgern kann, dass
VIM3 an die Promoterregion der pri-MicroRNA-371a-3p bindet.
Um die Interaktion von VIM3 mit der Promoterregion und die damit verbundene Aktivitat weiter

zu analysieren, wurde ein EMSA durchgefiihrt. Der durchgefiihrte Supershift mit VIM3
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bestatigt die Ergebnisse. Hierzu wurden Cy5-markierte Primer, welche spezifisch an die
Promoterregion der pri-MicroRNA-371a-3p binden, designt. Mithilfe des EMSAs wurde die
Interaktion zwischen VIM3 und der hypothetischen DNA-Bindungsstelle am MicroRNA-371a-
3p-Promoter nachgewiesen. Die Bindung konnte anhand des Supershifts im Polyacrylamid-
Gel bestatigt werden (Abbildung 17). Der sogenannte Supershift kommt zustande, wenn der
Komplex aufgrund der Interaktion mit dem Antikérper gréfer und somit schwerer wird. Folglich
wandert der Komplex dadurch langsamer durch das Gel. Die Supershiftformation konnte also
die vermutete Interaktion bestatigen und zeigt, dass VIM3 in den Zellkern migriert und dort als
Teil eines DNA-bindenden Transkriptionsfaktorkomplexes fungieren kann. VIM3 bindet hierbei
an die Promoterregion der pri-MicroRNA-371a-3p und reguliert somit die Expression der pri-
MicroRNA-371a-3p-kodierenden Gene. VIM3 ist demnach fir die Expression der pri-
MicroRNA-371a-3p mit verantwortlich.

5.6. Migrationsverhalten der Zellen nach Stimulation mit der
MicroRNA-371a-3p

Nachdem in dieser Arbeit gezeigt werden konnte, dass der Komplex bestehend aus VIM3,
ATG7 und TP53 einen Einfluss auf die Transkription der pri-MicroRNA-371a-3p hat, sollten die
Auswirkungen der MicroRNA-371a-3p auf die Prostatakarzinomzellen genauer analysiert
werden. Hierzu wurden die Zellen mit der MicroRNA-371a-3p stimuliert und im Anschluss
wurde das Migrationsverhalten der Zellen mittels Agarose-Drop analysiert. Aufgrund
mangelnder Adharenz der LNCaP-Zellen konnten diese hierbei nicht beachtet werden. Fir die
DU145- und PC3-Zellen, sowie die Kontrollzelllinie BPH-1 zeigte sich allerdings ein erhdhtes
Migrationsverhalten der Zellen nach Transfektion mit der MicroRNA-371a-3p verglichen mit
den unstimulierten Zellen (Abbildung 18).

MicroRNAs wurden lange Zeit nur als sogenannte junk RNA betrachtet'®®. Seit einigen Jahren
weill man allerdings, dass sie an vielen biochemischen und physiologischen Prozessen
beteiligt sind und haufig in Karzinomen dysreguliert sind'®®. MicroRNAs scheinen eine
Korrelation zum Tumorstadium, der GréRe des Tumors sowie zur Tumoraggressivitat aufzu-
weisen und traten so in den letzten Jahren immer mehr in den Fokus als Kandidaten fiir neue
Biomarker zur Verbesserung von Diagnostik, Therapie und Prognosegenauigkeit'’.
MicroRNAs sind in der Lage, die Expression von Genen zu regulieren, indem sie an die
komplementare Sequenz an die 3'-UTR der Ziel-mRNA binden und so die Translation ver-
hindern kénnen®’. Wie bereits erwéhnt, sind sie an einer Vielzahl zellulérer Prozesse beteiligt,
wie zum Beispiel an der Zelldifferenzierung, Apoptose, dem Metabolismus oder der Zellpro-
liferation®>197.1% |n der Literatur sind verschiedene Wege beschrieben, wie einige MicroRNAs
die Zellproliferation beeinflussen kdnnen'®®. Hierbei nehmen sie Einfluss auf wichtige

Regulatoren wie RAS, ABL, den Retinoblastomsignalweg, den Cyclin-CDK-Komplex oder auf
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den PI3K/PTEN-Signalweg'®. Fir letzteren fand man beispielsweise heraus, dass die
MicroRNA-126 direkten Einfluss auf die regulatorische Untereinheit p85beta der PI3K nehmen
kann'®. In Kolontumoren fiihrt zum Beispiel eine MicroRNA-126 Herunterregulation zu einer
erhdhten Expression der p85beta Untereinheit'®'*°. PTEN wirkt der Aktivitat der PI3K entge-
gen und wird durch die MicroRNA-214, die durch Bindung an die 3-UTR zu einer direkten
Hemmung der PTEN-Translation und folgenden Aktivierung des PI3K/AKT-Signalwegs fuhrt,
reguliert’ 1% Weiterhin ist bekannt, dass die MicroRNA-21 und die MicroRNA-17-92 die
PTEN-Expression in hepatozelluldaren Karzinomen hemmen kénnen und so eine erhdhte
Tumorzellproliferation und -migration hervorrufen'®2%_ Da Alhasan et al. zeigen konnten, dass
die MicroRNA-371a-3p auch in aggressiven Prostatakarzinomen nachweisbar ist, wird ihre
Bedeutung in der vorliegenden Arbeit weiter analysiert''®. Es wird vermutet, dass die Expres-
sion der MicroRNA-371a-3p uber Bindung an die 3’-UTR des Androgenrezeptors zu einer
Herunterregulation der Androgenrezeptordichte fiihrt'??, Es ist auBerdem bereits bekannt,
dass die MicroRNA-371a-3p in Magentumoren Uber Regulation des Tumorsuppressorgens
TOB1 zu einer erhdhten Zellproliferation fiihrt?*®'. Des Weiteren fiihrt eine verstarkte Expres-
sion der MicroRNA-371a-3p zu einer verringerten Expression des Tumorsuppressorgens
PTEN, welches in einigen Prostatakarzinomen inaktiviert ist und mit dem Auftreten von
Knochenmetastasen, Therapieresistenz und einer hdheren Rezidivrate korreliert''*212° Der
genaue Mechanismus wie die MicroRNA-371a-3p die Zellproliferation erhéht, muss allerdings
noch weiter untersucht werden.

Durch die hier dargestellte Bindung von VIM3 an die Promoterregion der pri-MicroRNA-
371a-3p und den proliferationsférdernden Effekt der MicroRNA-371a-3p auf die Prostata-
karzinomzellen, erscheint ein Knockdown von VIM3 als eine neue attraktive Therapiemdglich-
keit des Prostatakarzinoms.

Da MicroRNAs in Gewebeproben und Kérperflissigkeit gut detektiert werden kénnen und mit
einer hohen Stabilitét, eingeschlossen in extrazellulare Vesikel, zirkulieren, kbnnen mdgliche
Veranderungen von MicroRNA-Expressionsleveln einfach erkannt werden und so maéglicher-
weise zur Verbesserung von Diagnostik und Prognose beitragen®°?2%. MicroRNAs stellen
einen vielversprechenden klinischen Biomarker dar und miissen in Zukunft weiter untersucht

werden?02203,

5.7. VIM3-Knockdown resultiert in reduzierter Migration der
Prostatakarzinomzellen

Um VIM3 und den hier identifizierten Komplex bestehend aus ATG7, TP53 und VIM3 weiter

als therapeutischen Ansatzpunkt zu untersuchen, wurde ein Knockdown von VIM3 mittels

siRNA wie in Abschnitt 3.2.1.4 beschrieben durchgefuhrt. Mittels Kratz-Assay sollten die Aus-

wirkungen auf das Migrations- und Proliferationsverhalten untersucht werden (Abbildung 19
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bis 22). In allen Zellen konnte eine Reduktion der Migration nach siRNA VIM3-Knockdown
festgestellt werden, insbesondere im Vergleich zu den Zellen, die mit ET-1 und dem Trans-
fektionsreagenz allein (Kontrolle) behandelt wurden. Durch den siRNA-Knockdown kann kein
bzw. nur noch wenig VIM3 produziert werden und so kann VIM3 seine transkriptionelle
Wirkung auf die pri-MicroRNA-371a-3p im Zellkern nicht entfalten. Fur die DU145-Zellen war
der Effekt des VIM3-Knockdowns am starksten. Hier war die Migration der Knockdown-Zellen
auch im Vergleich zu den Kontrollzellen signifikant reduziert. Diese Beobachtungen stiitzen
die Hypothese dieser Arbeit, dass VIM3 eine wichtige Rolle in der Tumorzellproliferation
und -migration spielt.

Wie zuvor beschrieben, wurden die Zellen nicht nur mit dem Transfektionsreagenz behandelt,
sondern auch mit einer Kombination aus ET-1 und der siRNA. Hier zeigte sich in Abhangigkeit
von der Reihenfolge der hinzugegebenen Stimulantien ein Unterschied in der Migrationsrate
der Zellen. Eine vorherige Stimulation mit ET-1 fur 48 Stunden vor der Zugabe der siRNA fir
die letzten 24 Stunden fuhrte zu einer Steigerung der Zellmigration in allen Zelllinien im Ver-
gleich zu den Zellen, welche erst mit der siRNA und dann mit ET-1 behandelt wurden. Diese
Beobachtung lasst sich dadurch erklaren, dass in den Zellen, die erst mit ET-1 stimuliert
wurden, die ET-1 Stimulation zu einer erhéhten VIM3-Expression fiihrte’”. Die erhéhten Level
von VIM3 entfalten ihre Wirkungen im Zellkern, wo sie zum Beispiel eine Uberexpression der
MicroRNA-371a-3p hervorrufen kénnen, welche unter anderem fir die gesteigerte Migration
der Zellen verantwortlich ist. Die Zellen, die zuerst mit der VIM3 siRNA und dann mit ET-1
behandelt wurden, zeigten im Vergleich eine reduzierte Migrationsrate. Hier konnte durch die
VIM3 siRNA eine Herunterregulation von VIM3 erfolgen, bevor die ET-1 Behandlung erhdhte
VIM3-Spiegel produzieren konnte. Da jedoch auch hier die Bindung von ET-1 an ETAR eine
erhohte VIM3-Expression hervorruft, wird im Laufe der Zeit mehr mRNA produziert. Zu einem
gewissen Zeitpunkt sind die siRNA Level niedriger als die Menge an VIM3 mRNA. Aufgrund
dessen kann die VIM3-Expression nicht weiter ausgeschaltet werden und die Zellmigration
nimmt, ahnlich wie die der zuerst mit ET-1 stimulierten Zellen, wieder zu.

Es lasst sich festhalten, dass der Kratz-Assay der Knockdown-Zellen die Bedeutung von VIM3
als mdglichen therapeutischen Ansatzpunkt weiter bestatigt hat. Da ein Knockdown von VIM3
mit einer reduzierten Migrationsrate der Prostatakarzinomzellen einhergeht, sollte dies in
Zukunft weiter untersucht werden, um zu evaluieren, ob ein VIM3-Knockdown auch in vivo mit
einem reduzierten Proliferationsverhalten und somit einer besseren Prognose einhergehen

konnte.
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5.8. Auswirkungen des VIM3-Knockdowns auf die Prostatakarzinomzellen
und die Expression der MicroRNA-371a-3p — Moglicher Mechanismus zur
Hochregulation des Tumorsuppressorgens PTEN

Es gibt viele verschiedene Mechanismen, die an der Entstehung von Prostatakarzinomen und

dem Fortschreiten der Erkrankung beteiligt sind. Eine Schlisselrolle insbesondere bei aggres-

siven, schwer behandelbaren Tumoren scheint jedoch ein Verlust des Tumorsuppressorgens

PTEN zu sein®”'23.124126205 |n 40 bis 60 Prozent aller Patienten mit metastasiertem kastra-

tionsresistentem Prostatakarzinom liegt ein Verlust von PTEN vor, der mit einer Hyperaktivie-

rung des PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs einhergeht®®®2%’. Unter gesunden physiologischen

Bedingungen antagonisiert PTEN die Funktion der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K),

indem es Phosphatidylinositol-(3,4,5)-Triphosphat (PIP3), welches durch die PI3K produziert

wird, zuriick zu Phosphatidylinositol-(4,5)-Bisphosphat (PIP2) konvertiert'?*2%, Folglich hemmt

PTEN die Gber PIP3 vermittelten Signalwege inkl. der Phosphoinositid-abhangigen Kinase-1

(PDK1) und der Proteinkinase B (Pkb/Akt), welche unter anderem an der Regulation von

mTOR beteiligt ist, einem Ziel von Rapamycin'®2%°. Ein Verlust von PTEN fiihrt zu einer

Akkumulation von PIP3 und dadurch zu einer unregulierten PIP3-Aktivierung, welche mit

onkogenen zellularen Ereignissen, wie Zellproliferation, -Uberleben und -migration einher-

t205

geht™. AuRRerdem ist PTEN in der Lage, durch direkte Proteininteraktionen im Zellkern ver-
schiedene zelluldre Ereignisse, wie die Zellbeweglichkeit, die Chromosomenstabilitat, die
Antwort auf DNA-Schaden und die Regulation des Zellzyklus zu beeinflussen®’. In einer Viel-
zahl von Studien konnte ein PTEN-Verlust bereits als wichtiger Treiber der Prostatakarzinom-
bildung identifiziert werden. Der Verlust von PTEN korreliert mit dem Auftreten von Knochen-
metastasen, Therapieresistenz und einer hdheren Rezidivrate!*1231%5  Aktuell gibt es
verschiedene therapeutische Ansatzpunkte flir Prostatakarzinome mit PTEN-Verlust. Dazu
zahlt zum Beispiel die klassische Inhibierung des PI3K/Akt/mTOR-Signalwegs. Es gibt jedoch
auch neuere Ansatze, wie zum Beispiel die Wiederherstellung der PTEN-Funktion oder
Ansatze, die den Effekt der PTEN-Regulation auf die Chromosomenstabilitat, DNA-Reparatur-
mechanismen oder das Tumormikromilieu untersuchen®. Einige MicroRNAs haben
bekannterweise die Fahigkeit die PTEN-Expression zu reduzieren. Der aktuell vielver-
sprechendste Kandidat hierbei ist die MicroRNA-212%2%°_Es konnte gezeigt werden, dass die
Expression der MicroRNA-21 mittels anti-MicroRNA Oligonukleotiden in anderen Tumorenti-
taten reduziert werden kann und somit die PTEN-Expression steigern kann?%82%°,

Aus der Literatur ist bekannt, dass eine verstarkte Expression der MicroRNA-371a-3p zu einer
verringerten Expression des Tumorsuppressorgens PTEN fiihrt''*. Deshalb kénnte eine
Herunterregulation der MicroRNA-371a-3p mit folgender Erhéhung der PTEN-Expression
einen neuen therapeutischen Ansatzpunkt darstellen. Da in dieser Arbeit bereits gezeigt

wurde, dass der Komplexpartner VIM3 an der Transkription der MicroRNA-371a-3p beteiligt
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ist, wurden nun die Auswirkungen eines VIM3-Knockdowns auf die MicroRNA-371a-3p-
Expression mittels VIM3 siRNA untersucht. Hierbei zeigte sich fur alle Prostatakarzinomzell-
linien und fur die Kontrollzelllinie (BPH-1) eine signifikante Reduktion der MicroRNA-371a-3p-
Expression in den VIM3 siRNA-Knockdown-Zellen verglichen mit den Zellen, die mit ET-1 als
high control stimuliert wurden (Abbildung 23). Eine Hypothese der vorliegenden Arbeit ist, dass
im Zuge der MicroRNA-371a-3p Reduktion die PTEN-Expression ansteigt und somit die durch
den PTEN-Verlust ausgel6sten negativen Auswirkungen auf Tumoraggressivitat und Krank-
heitsprognose aufheben kdnnte. Wir vermuten, dass die PTEN-Funktion durch einen VIM3
siRNA-Knockdown wiederhergestellt werden kdnnte. Dies musste in Zukunft jedoch noch
experimentell gesichert werden. Die hier hypothetisierte Hochregulation von PTEN durch
Herunterregulation der MicroRNA-371a-3p Uber einen VIM3-Knockdown stellt einen attrak-
tiven neuen therapeutischen Ansatzpunkt dar. Die Vertiefung des Verstandnisses Uber die
Auswirkungen eines PTEN-Verlusts auf das Prostatakarzinom und die Therapieresistenz wird
in zukunftigen Studien von groRer Bedeutung sein, um neue therapeutische Ansatzpunkte zu
definieren und ultimativ die Behandlung der Patienten verbessern. Da ein siRNA-Knockdown
nicht die komplette Elimination von VIM3 garantieren kann, sollte der nachste Schritt die

Durchfiihrung eines kompletten VIM3-Knockouts sein.

5.9. VIM3-Knockdown fiihrt zur Hochregulation des Androgenrezeptors

Eine weitere Hypothese dieser Arbeit ist es, dass die Expression der MicroRNA-371a-3p zu
einer Herunterregulation des Androgenrezeptors flhrt. Es wird vermutet, dass die MicroRNA-
371a-3p durch Bindung an die 3'-UTR des Androgenrezeptors eine Reduktion der Androgen-
rezeptordichte bewirken kann'?'. Da zuvor bereits gezeigt werden konnte, dass der Komplex-
partner VIM3 an der Transkription der MicroRNA-371a-3p beteiligt ist und ein siRNA VIM3-
Knockdown zu einer signifikanten Reduktion der MicroRNA-371a-3p-Expression flhrt, kdnnte
ein damit verbundener Anstieg des Androgenrezeptors einen weiteren therapeutischen
Ansatzpunkt darstellen.

Der Androgenrezeptor-Signalweg ist schon seit vielen Jahren ein therapeutischer Ansatzpunkt
der Prostatakarzinomtherapie'®?'*. Da das Prostatakarzinom zunéchst androgenabhingig
wachst, wurden in der Vergangenheit bereits wirksame Inhibitoren der Androgensynthese ent-
wickelt und erfolgreich in die klinische Praxis Ubernommen. Allerdings flihrt die anti-androgene
Behandlung (ADT) nach anfanglichem Therapieerfolg nach circa zwei bis drei Jahren meist zu
einer Resistenzentwicklung, die sich in einer Zunahme von kastrations-resistenten Prostata-
karzinomen (CRPC) zeigt. Dieser Vorgang korreliert mit einer schlechten Prognose'?'%,

Die erfolgreiche Behandlung des CRPC ist Gegenstand aktueller Forschung und es gibt ver-
schiedenen Ansatzpunkte zur Verbesserung der Therapie. Einer dieser mdglichen therapeu-
tischen Ansatzpunkte ist die Reaktivierung der Androgenrezeptorexpression'®. In verschie-

denen Studien konnte gezeigt werden, dass neuere effektive Androgenrezeptorinhibitoren
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einen klinischen Erfolg bei Patienten mit einem CRPC zeigen'?'**. Dies macht deutlich, dass
das CRPC von der Aktivierung des Androgenrezeptor-Signalwegs abhangig bleibt und eine
therapeutische Reexpression des Androgenrezeptors einen Ansatzpunkt mit groflem
Potenzial darstellt'**2'°, Es konnte zum Beispiel bereits gezeigt werden, dass ein Ausschalten
der Gene, die an der urspringlichen Umwandlung in ein CRPC beteiligt sind, wie zum Beispiel
SOX2 als wichtiger Transkriptionsfaktor der Zellplastizitat, eine Reexpression des Androgen-
rezeptors hervorrufen kann?''. Eine andere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass das Forkhead
Box C2 Protein (FOXC2) an der Modulation des Androgenrezeptors beteiligt ist. Eine Re-
duktion des FOXC2 flihrte zu einer starken Reexpression des Androgenrezeptors in DU145-
Zellen?'?, In DU145-Zellen filhrte eine Transduktion des Androgenrezeptor-Gens in Androgen-
rezeptor-negative Prostatakarzinomzellen zu einer Hochregulation des PSA-Werts und einer
massiv reduzierten Zellmigration und -invasion. Dieser Effekt beruht wahrscheinlich auf einer
Expression von Genen, die an der Zell-Zell- und Extrazellularmatrix-Interaktion beteiligt sind,
wie zum Beispiel Integrine und Chemokinrezeptoren?'*2'®, Eine Androgenrezeptor-Reexpres-
sion flihrte zudem Uber Inhibition des MAPK-p38-Signalwegs zu einer Sensitivierung der
DU145-Zellen gegeniiber Enzalutamid?'?.

In den letzten Jahrzehnten gab es also bereits verschiedene Experimente, deren Ziel eine
Reaktivierung der Androgenrezeptor-Expression in Prostatakarzinomzellen war. Auch wenn
nur wenige dieser Experimente die Konsequenzen der neu gewonnenen Androgenrezeptor-
Expression untersuchen, so sind die generellen Ergebnisse Ubereinstimmend. Eine Androgen-
rezeptor-Reexpression scheint mit reduzierten Leveln von Transkriptionsfaktoren, die an der
urspriinglichen Reduktion des Androgenrezeptors beteiligt waren, einherzugehen'®. Die
aktuelle Datenlage suggeriert, dass eine Androgenrezeptor-Reexpression in Androgenrezep-
tor-negativen-Zelllinien eine tumorsuppressive Funktion hat und zu einer reduzierten Zellpro-
liferation, -migration und -invasion fuhrt. Allerdings sind einige dieser Studien nicht komplett
und geben nur vorlaufige Einblicke in diesen Therapieansatz ohne zuverlassige in vivo
Experimente, die die Beobachtungen bestéatigen'®.

In Zukunft sollten mehr klinisch relevante Untersuchungen basierend auf Patientenmaterial
durchgefihrt werden, um die Variationen von Androgenrezeptor-negativen Erkrankungen
besser erfassen zu kdnnen. Hierbei sollte auch ein VIM3-Knockdown mit anschliefender Re-
duktion der MicroRNA-371a-3p-Expression und darauffolgender Androgenrezeptor-Reexpres-
sion weiter untersucht werden. Die Wiederherstellung der Androgenrezeptor-Expression mit
nachfolgendem Einsatz von Inhibitoren des Androgenrezeptor-Signalwegs muss als maglicher
therapeutischer Ansatzpunkt in weiteren Experimenten genauer analysiert werden, um

bessere Behandlungsmaoglichkeiten fir diese fatale Erkrankung zu entwickeln.
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5.10. Zusammenfassung: Komplex als zukiinftiger Malignitatsmarker

Die Bedeutung einer verbesserten Differenzierung des Prostatakarzinoms mit méglichst wenig
invasiven Methoden wurde zu Beginn dieser Arbeit dargelegt. Die aktuell verfliigbaren Para-
meter zur Differenzierung des Prostatakarzinoms sind nicht ausreichend, um die enorme bio-
logische Vielfalt des Prostatakarzinoms zu erfassen und allen Patienten die richtige Therapie
anzubieten sowie Uberdiagnostik und Ubertherapie zu vermeiden. Das Ubergeordnete Ziel
dieser Arbeit bestand in der Identifikation eines Komplexes zur besseren Differenzierung des
Prostatakarzinoms sowie zur Darstellung neuer therapeutischer Ansatzpunkte.

In der vorliegenden Arbeit konnte ein Komplex bestehend aus VIM3, ATG7 und TP53
identifiziert werden, welcher in Prostatakarzinomzellen Gberexprimiert ist und dessen Vorhan-
densein mit einer hdheren Proliferationsrate der Karzinomzellen korrelierte. Durch seine
Lokalisation im Zellkern ist eine Beteiligung an verschiedenen regulatorischen Prozessen
mdglich, wobei hier zunachst die Beteiligung an der Transkription der MircroRNA-371a-3p im
Fokus stand. Es konnte zudem gezeigt werden, dass die MicroRNA-371a-3p eine starke
proliferationsférdernde Wirkung auf die Zellen hat. Mit ihrem direkten Effekt auf das Tumor-
suppressorgen PTEN und die Expression des Androgenrezeptors macht sie den identifizierten
Komplex zu einem interessanten therapeutischen Ansatzpunkt. Eine Detektion des Komplexes
kénnte in Zukunft zur besseren Differenzierung des Prostatakarzinoms beitragen. Neben einer
verbesserten Differenzierung bietet der hier identifizierte Komplex gleichzeitig auch neue
therapeutische Ansatzpunkte fiir das Prostatakarzinom.

Es wurde demonstriert, dass ein Knockdown von VIM3 eine verringerte Expression der
MicroRNA-371a-3p zur Folge hat. Wir vermuten, dass dies mit einer potenziellen Wiederher-
stellung von PTEN und einer Androgenrezeptor-Reexpression einhergehen konnte. Ein VIM3-
Knockdown kdénnte so einen glnstigen Einfluss auf den Krankheitsverlauf und insbesondere
auf die Tumorzellmigration und -proliferation haben.

Ein weiterer in dieser Arbeit identifizierter moglicher therapeutischer Ansatzpunkt ist die
erganzende Therapie mit WA. Die Behandlung mit WA flhrte zu einer Abnahme der Expres-
sion von VIM3 sowie einem langsameren Migrationsverhalten der Prostatakarzinomzellen.
Dadurch konnte WA als kostenguinstiges, naturliches Mittel mit wenigen Nebenwirkungen und
antikanzerogenen Effekten in Zukunft Einzug als ergdnzendes Medikament in die Therapie
des Prostatakarzinoms finden'®?. Zudem konnte der proliferationsfordernde Effekt einer
Behandlung mit ET-1 auf die Prostatakarzinomzellen bestatigt werden.

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass in der vorliegenden Arbeit mehrere therapeu-
tische Ansatzpunkte und Mdoglichkeiten zur besseren Differenzierung von Prostatakarzi-
nomen identifiziert wurden, die in Zukunft weiter validiert werden missen. Neben der

Uberexpression des identifizierten Komplexes in Prostatakarzinomzellen und dem VIM3-
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Knockdown als Hauptansatzpunkt, sollte auch der Effekt einer zusatzlichen Behandlung der

Patienten mit WA genauer analysiert werden.

5.11. Limitationen und Ausblick

Neben vielversprechenden Ergebnissen weist dieses Projekt auch einige Limitationen auf,
welche jedoch gleichzeitig die Basis fiir weitere Experimente darstellen.

Selbstverstandlich muss zunachst betont werden, dass es sich bei den vorliegenden
Ergebnissen um Daten handelt, welche auf Zellbasis generiert wurden. Eine sichere Uber-
tragung der Ergebnisse auf den Patienten ist daher nicht gegeben. In einem weiteren Schritt
missten die Ergebnisse in Material von Prostatakarzinompatienten validiert werden. Es sollte
gezeigt werden, dass auch hier der Komplex nachgewiesen werden kann. Die einzelnen
Komplexpartner kdnnen beispielsweise im Patientenblut oder Urin mittels ELISA analysiert
werden. Hierbei sollten auch unterschiedliche Patientengruppen verglichen werden, um zu
zeigen, dass das Vorhandensein des Komplexes mit einer hoheren Tumoraggressivitat
korreliert.

An dieser Stelle sollte auch auf moégliche Fehlerquellen der hier durchgefihrten Experimente
hingewiesen werden. Eine experimentelle Arbeit bietet immer die Gefahr von Messun-
genauigkeiten, Pipettierfehlern oder Zahlfehlern. Auch in der vorliegenden Arbeit kann nicht
garantiert werden, dass alle Experimente ohne solche Fehler abgelaufen sind. Es ist deshalb
wichtig in Zukunft die Ergebnisse in weiteren Studien zu validieren.

Ferner bieten die hier verwendeten Methoden noch Potenzial zur Verbesserung. Mittels PCR
und EMSA konnte bereits gezeigt werden, dass es eine Verbindung zwischen dem Komplex
und der MicroRNA-371a-3p gibt. Man kdnnte zur weiteren Analyse noch einen Luciferase
Assay durchfiihren, womit bestimmt werden kann, ob ein Protein ein bestimmtes Zielgen
aktiviert oder dessen Aktivierung verhindert. Auerdem sollten weitere Zielgene des
Komplexes untersucht werden. Zudem sollte die durch einen VIM3-Knockdown
hervorgerufene Reexpression des Androgenrezeptors Uber Herunterregulation der MicroRNA-
371a-3p weiter analysiert werden.

Generell ist auBerdem bekannt, dass eine der Hauptlimitation von vielen Studien zu neuen
Biomarkern des Prostatakarzinoms die mangelnde Vergleichbarkeit mit den klinischen
Goldstandard-Variablen und -Methoden ist. Dadurch wird eine Translation der Biomarker in
den klinischen Alltag erschwert und es bleibt unklar, ob eine erhdhte MicroRNA-Expression
beispielsweise mehr Informationen liefern kann als der PSA-Wert. Dies gilt auch fur die vor-
liegende Arbeit. Obwohl die hier prasentierten Ergebnisse mit der Uberexpression des
Komplexes in Prostatakarzinomzellen und dem direkten Einfluss von VIM3 auf die Transkrip-
tion der MicroRNA-371a-3p einen vielversprechenden Ansatz darstellen, so kann man zum
jetzigen Zeitpunkt nicht sicher sagen, ob dieser Komplex die Differenzierung des Prostata-

karzinoms signifikant verbessern kann. Im Zusammenhang hiermit gibt es jedoch bereits
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einige Studien, die den Vorteil einer Kombination verschiedener Marker zur Differenzierung
von Prostatakarzinomen aufzeigen?'®%'®. Es muss jedoch auch beachtet werden, dass der
Nachweis von MicroRNAs schwierig, sehr teuer und zeitaufwendig ist.

Es ist wahrscheinlich, dass auch eine Bestimmung des hier identifizierten Komplexes mit
seinen Auswirkungen auf die MicroRNA-371a-3p nicht in der Lage sein wird, die Bestimmung
des PSA-Werts zu ersetzen. Allerdings ist es vorstellbar, dass der Komplex eine gute
Erganzung zur verbesserten Differenzierung und zu den aktuellen Therapiemdglichkeiten dar-

stellen konnte.
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7.3. Erganzendes Material
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In rot markiert ist die GKH Aminosauresequenz, die einen Teil des C-terminalen Endes aus-

macht, welcher mit der vermuteten pri-MicroRNA-371a-3p Promorterregion interagiert

1 mstrsvssss yrrmfggpgt asrpsssrsy vttstrtysl gsalrpstsr slyasspggv
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61 yatrssavrl rssvpgvrll qdsvdfslad aintefkntr tnekvelgel ndrfanyidk

121 vrfleqqnki llaeleqlkg qgksrigdly eeemrelrrq vdgltndkar veverdnlae

181 dimrlreklg eemlqreeae ntlgsfrqdv dnaslarldl erkveslgee iaflkklhee

241 eiqelgaqiq eqhvqidvdv skpdltaalr dvrgqyesva aknlgeaeew ykskfadlse
301 aanrnndalr qakgesteyr rqvgslicev dalkgtnesl ergqmremeen faveaanyqd

361 tigrigdeiq nmkeemarhl reyqdlinvk maldieiaty rkllegeesr islplpnfss

421 Inirgilifis |

7.3.2. Nukleotide der GKH Aminosauresequenz

ggt aag cat
G K H
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8. Vorabveroffentlichungen von Ergebnissen
Das dieser Dissertation zugrunde liegende Manuskript wurde bereits am 01.06.2023 in

Anticancer Research verdffentlicht?'.
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