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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Das Peniskarzinom

1.1.1 Epidemiologie, Pathogenese und histologische Einteilung

Das Peniskarzinom, bei dem es sich um ein Plattenepithelkarzinom handelt, ist in
westlichen Industrienationen mit 0,9 bis 1,0 Neuerkrankungen pro 100.000 Einwohner
pro Jahr eine im Vergleich zu anderen Tumorentitaten eher seltene Erkrankung. In
einigen Schwellenlandern Afrikas, Lateinamerikas oder auch Sidostasiens kommt sie
weitaus haufiger vor, sodass das Peniskarzinom dort bisweilen die zweithaufigste
Malignomerkrankung des Mannes darstellt (Parkin et al., 2002). Dies ist unter anderem
auf die dort herrschenden unglinstigeren soziobkonomischen Verhaltnisse und damit
einhergehende unzureichende hygienische Bedingungen zurtuckzufuhren. Eine weitere
Rolle spielen auch kulturelle und religiose Brauche, die mit hygienischen
Einschrankungen einhergehen. So herrscht beispielsweise eine eindeutig geringere
Inzidenz des Peniskarzinoms in jidischen oder muslimischen Gemeinschaften, in denen
eine Zirkumzision nach der Geburt oder vor Erreichen der Pubertat vorgenommen wird
(Pizzocaro et al., 2010).

Zu den starksten Risikofaktoren, die die Entstehung eines Peniskarzinoms begtinstigen,
zahlen in diesem Zusammenhang die Phimose, chronische Entziindungen des Penis
(z.B. die Balanoposthitis oder der Lichen sclerosus et atrophicus), Promiskuitat sowie
ein chronischer Nikotinabusus (Daling et al., 2005; Horenblas et al., 2000; Pizzocaro et
al., 2010). Daruber hinaus scheint eine Infektion mit den high-risk Typen humaner
Papillomaviren (HPV), vor allem Typ 16 und Typ 18, mit der Entstehung bestimmter
histologischer Subtypen des Peniskarzinoms assoziiert zu sein (Barzon et al., 2014;
Pizzocaro et al., 2010). Zu diesen zahlen v. a. der basaloide und der warzige Subtyp,
sowie das gemischte Karzinom. Das klassische Plattenepithelkarzinom dagegen weist
keine direkte pathogenetische Assoziation zu oben genannten humanen Papillomaviren
auf. Insgesamt ist die Datenlage jedoch uneinheitlich und neben obigen Genesen treten

ebenso de-novo Erkrankungen auf (Miralles-Guri et al., 2009).

Das Plattenepithelkarzinom des Penis lasst sich histologisch in verschiedene Subtypen
unterteilen, wobei der Subtyp des klassischen Plattenepithelkarzinoms mit bis zu 65 %
am weitaus haufigsten vorkommt (Hakenberg et al., 2015). Tabelle 1 zeigt eine grobe

Ubersicht dieser Subtypen, ihren Anteil am Gesamtvorkommen sowie bestimmte
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Charakteristika. Histologische Gruppen mit geringer Inzidenz, wie zum Beispiel der
sarkomatoide Subtyp, sind haufig vereint mit hoher Tumoraggressivitdt und

dementsprechend schlechter Prognose.

Tabelle 1. Histologische Subtypen des Plattenepithelkarzinoms des Penis, ihr prozentualer Anteil

am Gesamtvorkommen und ihre Besonderheiten (Hakenberg et al., 2015; Pizzocaro et al., 2010).

Histologischer Subtyp Anteil in % Charakteristika

Klassisches Plattenepithelkarzinom 48-65 Prognose abh. vom TNM-Stadium

Basaloides Karzinom 4-10 schlechte Prognose, friihe inguinale
Lymphknotenmetastasierung, HPV-
Assoziation*

Verrukoses Karzinom 3-8 gute Prognose, keine Metastasierung

Warziges Karzinom 7-10 gute Prognose, selten metastasierend,
HPV-Assoziation*

Papillares Karzinom 5-15 gute Prognose, selten metastasierend

Gemischtes Karzinom 9-10 heterogene Gruppe bzgl. Prognose
und Metastasierungsmuster, tlw. HPV-
assoziiert*

Sarkomatoides Karzinom 1-3 sehr schlechte Prognose, frihe

vaskulare Metastasierung

Adenosquamoses Karzinom <1 geringe Mortalitét trotz hohem Metas-
tasierungspotential

*HPV — humanes Papillomavirus (haufig Typ 16, seltener auch Typ 18 u. a.)

Nicht nur in Bezug auf andere Malignome des mannlichen Geschlechts, sondern auch
im Vergleich zu anderen Plattenepithelkarzinomen, ist das Peniskarzinom eine seltene
Tumorerkrankung. Weitaus haufiger auftretend und daher auf molekularbiologischer
sowie -pathologischer Ebene genauer erforscht — und ebenfalls mit einer HPV-Infektion
assoziiert — sind beispielsweise Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs
(ca. 50 Neuerkrankungen auf 100.000 Einwohner pro Jahr) oder der Cervix uteri
(ca. 9 Neuerkrankungen auf 100.000 Einwohner pro Jahr) (Parkin et al., 2002; Siegel et
al., 2012). Wahrend das Peniskarzinom in 40 bis 50 Prozent mit einer entsprechenden
Infektion in Verbindung gebracht wird, lasst sich in bis zu 70 Prozent aller
Zervixkarzinome und in 20 bis 60 Prozent aller Kopf-Hals-Tumore die DNA der oben
genannten humanen Papillomaviren nachweisen (Daling et al., 2005; Holzinger et al.,

2012; Pizzocaro et al.,, 2010). Vom Robert Koch-Institut wurde bisher lediglich eine
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Vakzinierung von Madchen und Frauen zur Pravention der Entstehung von
Gebarmutterhalskrebs empfohlen und sollte vor dem ersten Geschlechtsverkehr
vorgenommen werden. Eine generelle Impfung auch des mannlichen Geschlechts zur
Vorbeugung anderer HPV-assoziierter Tumorentitaten wird derzeit noch kontrovers
diskutiert (Protzel und Hakenberg, 2013; Prue et al., 2016).

Mit seiner raschen und beinahe ausschliellich lymphogenen Metastasierung kommt das
Peniskarzinom bezuglich seines Metastasierungsverhaltens den
Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches am néachsten. Auch auf
molekularbiologischer Ebene lassen sich Gemeinsamkeiten finden, womit diese
Tumorentitat bei der Suche nach weiteren Erkenntnissen Gber molekulare Mechanismen

von Tumorgenese und Metastasierung als Wegweiser gelten mag.

1.1.2 Inguinale Lymphknoten-Metastasierung als wichtigster prognostischer

Faktor und Herausforderung an die moderne Diagnostik

Mit Ausnahme weniger Subtypen ist das Plattenepithelkarzinom des Penis ein fast
ausschlie8lich lymphogen metastasierender Tumor, wobei zundchst die regionalen
inguinalen Lymphknoten befallen werden. Der Befall inguinaler Lymphknoten erscheint
bisher als der wichtigste prognostische Faktor (Abb. 1). Derzeit existiert jedoch noch kein
nicht- oder minimal-invasives diagnostisches Verfahren, welches den Lymphknoten-
Status betroffener Patienten genau zu bestimmen vermag (Graafland et al., 2010;

Pizzocaro et al., 2010).

Die manuelle Palpation inguinaler Lymphknoten im Rahmen der klinisch koérperlichen
Untersuchung kann einen ersten und damit richtungsweisenden Anhaltspunkt fir den
nodalen Tumorbefall geben. Zum einen weisen jedoch auch nicht palpable und damit
klinisch unauffallige Lymphknoten in bis zu 25 % Mikrometastasen auf, zum anderen
sind auch suspekte Lymphknoten zu 50 % rein reaktiv bedingt (Al Ghazal et al., 2013;
Bhagat et al., 2010). Daruber hinaus stof3en auch bildgebende, nuklearmedizinische und
die minimal-invasiven Verfahren bezlglich ihrer diagnostischen Sensitivitat und
Spezifitdt rasch an ihre Grenzen, womit die Detektion einer inguinalen Metastasierung
erschwert bleibt (Hakenberg et al., 2015).
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Abb. 1: Lymphogene Metastasierung des Peniskarzinoms. Das Plattenepithelkarzinom des Penis ist,
anders als andere Tumorentitdten und mit Ausnahme weniger histologischer Subtypen, ein fast
ausschlief3lich lymphogen metastasierender Tumor. Der Befall inguinaler Lymphknotenmetastasen stellt
den bisher wichtigsten prognostischen Faktor fiir betroffene Patienten dar.

Eine therapeutische oder auch prophylaktische Lymphadenektomie mag damit zwar flr
einen Teil der Patienten von groRem therapeutischen Nutzen sein. Demgegenuber
stehen jedoch die schwerwiegenden akuten und chronischen Folgen einer operativen
Entfernung regionaler Lymphknoten, weshalb diesbeziglich bisher keine Einigkeit Uber
eine standardisierte Vorgehensweise besteht. Zu den haufigen akuten Komplikationen
einer Lymphadenektomie zahlen unter anderem schwere und rezidivierende
Wundinfektionen. Bei den chronischen Folgen steht vor allem das Lymphddem der Beine
und der Genitalregion im Vordergrund, welches mit einer deutlichen Beeintrachtigung
der Lebensqualitdt des Patienten einhergehen kann (Bevan-Thomas et al., 2002;
Graafland et al., 2010; Stuiver et al., 2013).

Bei nicht palpablen Lymphknoten richtet sich die Entscheidung dartiber, ob eine
inguinale Lymphknoten-Entfernung vorgenommen werden soll, vornehmlich nach dem
TNM-Stadium des jeweiligen Patienten. Ein invasives Lymphknoten-Staging wird
demnach bei jedem Patienten mit einem Tumorstadium von mindestens pT1 G1
durchgefthrt. Damit werden insgesamt bis zu 80 % der Patienten Ubertherapiert, die
dann trotz des fehlenden Lymphknotenbefalls an den genannten Folgen einer inguinalen

Lymphadenektomie leiden (Hakenberg et al., 2015; Sonpavde et al., 2013). Dieser
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Umstand unterstreicht die Forderung nach weiteren diagnostischen Mitteln, um
betroffenen Patienten die Komplikationen einer nicht erforderlichen Lymphadenektomie
zu ersparen. Andererseits muissen jedoch alle Patienten mit einem positiven
Lymphknotenstatus gleichermalien identifiziert werden kdénnen, um sie bestmaoglich

therapieren zu kénnen.

1.1.3 Therapie des Peniskarzinoms

Aufgrund der Seltenheit des Peniskarzinoms in Mitteleuropa sind bisher kaum
Therapiestudien als Evidenzgrundlage sowie molekularbiologische Kenntnisse als
Ausgangspunkt fur mogliche Therapieansatze vorhanden. Trotz diesbezlglicher
Fortschritte in den vergangenen Jahren orientieren sich die aktuellen Leitlinien an
wenigen Studien mit nur geringer Patientenzahl. In frihen Stadien besteht fur betroffene
Patienten ein kurativer Therapieansatz, und eine organerhaltende operative Behandlung
ist noch mdglich. Die friihe Diagnosestellung ist daher von groflier Bedeutung. Ist das
Karzinom bei Erstdiagnose jedoch weiter fortgeschritten, ist eine Organerhaltung meist
nicht mehr maoglich. Dies bedeutet nicht nur eine physische Beeintrachtigung, sondern
auch einen deutlichen psychischen Leidensdruck fiur die betroffenen Manner. Eine
Heilung im fernmetastasierten Stadium ist nicht mehr moglich (Protzel et al., 2009;
Protzel und Hakenberg, 2013).

Bei noch lokal begrenztem Tumorleiden hat die organerhaltende operative Therapie in
den vergangenen Jahren zunehmend an Bedeutung gewonnen. Selbst unter Beachtung
empfohlener Sicherheitsabstande und der Durchfihrung intraoperativer Schnellschnitte
bleibt jedoch ein Risiko fir die Entwicklung eines Lokalrezidivs bestehen. Die
Evidenzlage bezuglich des einzuhaltenden minimalen Sicherheitsabstandes ist nach wie
vor unzureichend. Dennoch liegt der heutzutage durchschnittlich eingehaltene Abstand
weit unter den friher angestrebten 2 cm (Pizzocaro et al., 2010; Protzel und Hakenberg,
2013). Bis zu einem T1a-Stadium kann damit eine lokale Exzision erfolgen, welche fur
den Patienten sicherlich die geringsten Einschrankungen zur Folge hat. In den sehr
frihen Tumorstadien Tcis und Ta kann auch eine lasertherapeutische Behandlung
ausreichend sein. Die Anwendung topischer Chemotherapeutika hat bisher keine
befriedigenden Kontrollraten erzielen kdnnen (Alnajjar et al., 2012; Hegarty et al., 2009).
Bei T1b- sowie T2-Tumoren mit fehlender Infiltration des Corpus cavernosum kann eine
Glansektomie mit anschlieRender Spalthautdeckung ausreichend sein. Bei Bestehen
eines T2-Tumors mit Infiltration des Corpus cavernosum ist jedoch eine Teilamputation

des Penis unumganglich. In den noch weiter fortgeschrittenen Stadien T3 und T4 ist
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meist eine komplette Penisamputation mit Anlage einer perinealen Urethrostomie
notwendig (Hakenberg und Protzel, 2014; Protzel und Hakenberg, 2013; Sonpavde et
al., 2013).

Tabelle 2. Aktuelle TNM-Klassifikation des Peniskarzinoms nach UICC (Sobin, 2009).

T — Primartumor Tcis Carcinoma in situ
Ta Nichtinvasives verrukdses Karzinom
T1 Tumor infiltriert subepitheliales Bindegewebe
T1a Keine lymphovaskulare Infiltration, kein G3 oder G4
T1b Lymphovaskulare Infiltration oder G3/G4
T2 Tumor infiltriert Corpus spongiosum oder cavernosum
T3 Tumor infiltriert Urethra
T4 Tumor infiltriert Nachbarstrukturen
N — regionare Lymphknoten NO Keine inguinalen tumorésen Lymphknoten
N1 1 befallener unilateraler Lymphknoten
N2 Multiple und/oder bilaterale mobile inguinale Lymph-
knoten
N3 Fixierte inguinale oder pelvine Lymphknoten
pN — Lymphknoten pNO Keine tumordsen Lymphknoten
(pathologische Klassifikation)
pN1 1 befallener unilateraler Lymphknoten (rein intranodale
Ausbreitung)
pN2 Mutiple und/oder bilaterale inguinale Lymphknoten-
metastasen
pN3 Pelvine Lymphknotenmetastasen oder extranodale
Tumorausbreitung in inguinalen Lymphknoten
M - Fernmetastasen MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen

Das Management regionarer Lymphknoten richtet sich zunachst nach deren
Erscheinungsbild in der klinisch koérperlichen Untersuchung. Bei nicht palpablen
Lymphknoten und niedrigem Tumorstadium (Tcis und Ta) erscheint die reine Nachsorge
und damit klinische Uberwachung des Patienten ausreichend. Ab einem T1-Stadium
wird hingegen eine zunachst modifizierte und bei positiver Histologie dann radikale
inguinale Lymphadenektomie angestrebt. Sind Lymphknoten hingegen palpabel, so wird
zundchst eine histologische Sicherung mittels Feinnadel- oder Exzisionsbiopsie
vorgenommen. Das histopathologische Ergebnis entscheidet Uber die Durchfihrung
einer radikalen inguinalen Lymphadenektomie. Sofern sich bei mehr als einem der
entnommenen Lymphknoten ein positives Ergebnis zeigt, schlief3t sich zusatzlich eine
ipsilaterale pelvine Lymphadenektomie mit adjuvanter Chemotherapie an. Patienten mit
fixierten oder auch exulzerierten inguinalen Lymphknoten haben im Allgemeinen eine
sehr schlechte Prognose. Durch Applikation einer neoadjuvanten Systemtherapie und
nachfolgender kompletter Lymphknotenresektion kann jedoch die Chance auf ein
verbessertes Langzeitiberleben erhdéht werden (Pizzocaro et al., 2010; Pizzocaro et al.,
1997; Protzel et al., 2009).



Einleitung

Eine systemtherapeutische Behandlung kommt beim Peniskarzinom sowohl in kurativer
Intention bei manifestem regionalem Lymphknotenbefall als auch unter palliativem
Therapieansatz im fernmetastasierten Stadium zum Einsatz. Allerdings bestehen auch
hier keine eindeutigen Standards bezlglich der therapeutischen Vorgehensweise,
sondern lediglich auf wenigen Studien mit nur geringer Patientenzahl basierende
Empfehlungen (Protzel und Hakenberg, 2009; Seitz et al.,, 2014). Das fruher oft
angewandte ,klassische” Dexeus-Schema (Vinblastin, Methotrexat und Bleomycin)
wurde aufgrund seiner Toxizitat und zugleich fehlenden Wirksamkeit im Verlauf der
vergangenen Jahre zunehmend verlassen (Hakenberg et al.,, 2006; Protzel und
Hakenberg, 2013). Heute kommen vor allem taxanhaltige Schemata in Kombination mit
Cisplatin und 5-Fluoruracil zum Einsatz. Bei manifestem inguinalen Lymphknotenbefall
kommt der Chemotherapie die gréfite Bedeutung zu und ist Bestandteil adjuvanter sowie
neoadjuvanter und damit kurativer Therapieansatze. Im fernmetastasierten Stadium
muss zwischen einer palliativen Systemtherapie und einer ,best supportive care"
entschieden werden (Protzel et al., 2013; Seitz et al., 2014).

1.2 MicroRNAs und ihre Relevanz fiir die Tumorforschung

1.2.1 Biogenese und Funktion von microRNAs

MicroRNAs gehéren zu einer grofien Gruppe nicht-kodierender RNAs, welche sich aus
21 bis 25 Nukleotiden zusammensetzen. Diese Molekule sind durch
posttranskriptionelles gene silencing von mRNAs an der Regulation der Genexpression
und damit an einer Vielzahl biologischer Prozesse beteiligt. Dazu z&hlen neben der
Zelldifferenzierung und -proliferation auch die Tumorgenese und -progression, womit
microRNAs in den vergangenen Jahren zunehmend in den Blickpunkt der
Tumorforschung geraten sind (Bartel, 2009; Lu et al., 2005).

Die Biogenese von microRNAs beginnt im Kern der Zelle und verlauft Gber verschiedene
Vorlaufermolekule bis hin zur funktionsfahigen reifen microRNA (mature miRNA), welche
durch spezifische Basenpaarungen mRNAs erkennt und deren Translation hemmt (Abb.
2) (Davis und Hata, 2009).

Nach der Transkription eines microRNA-Gens im Nukleus durch die RNA-Polymerase-
Il oder -lll wird die so entstehende primary miRNA (pri-miRNA) durch einen sog.
Mikroprozessierungskomplex, unter anderem bestehend aus der Ribonuklease Drosha
und dem dsRNA-Bindeprotein DGCR8 sowie verschiedenen RNA-Helikasen, zu einer
60 bis 100 nt messenden precursor miRNA (pre-miRNA) mit spezifischer

Haarnadelstruktur prozessiert (Gregory et al., 2004; Lee et al., 2004). Diese wird durch
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die Interaktion mit Exportin-5 und RAN-GTP vom Zellkern ins Zytoplasma transportiert,
wo ein zweiter Spaltungsprozess, katalysiert durch die Ribonuklease Dicer, vollzogen
wird (Bohnsack et al., 2004; Lee et al., 2002). Die dadurch entstehende doppelstrangige
und etwa 21 nt lange reife microRNA setzt sich aus einem guide strand und einem
passenger strand zusammen. Wahrend der passenger strand nach Bindung des
Doppelstrangs an den RNA Induced Silencing Complex (RISC) abgebaut wird, bleibt der
guide strand mit dem genannten Multiprotein-Komplex verbunden (Davis und Hata,
2009; Gregory et al., 2005). In dieser Form der reifen microRNA geht der guide strand
eine Verbindung mit der jeweils komplementaren 3’'UTR-Zielsequenz von bestimmten
mMRNAs ein. Abhangig vom Ausmall der Komplementaritat beider Strange sowie der
Beteiligung weiterer regulatorischer Proteine kommt es nun entweder zum direkten
Abbau der betroffenen mRNA oder zur Hemmung ihrer Translation. Daraus resultiert
eine fehlende oder supprimierte Expression jener Gene, von welchen die
entsprechenden mRNAs ihren Ursprung genommen haben (Bartel, 2009; Davis und
Hata, 2009).

Zytoplasma

RAN-GTP
Nukleus

m DNA
é l RNA-Polymerase I/l

pri-miRNA

‘)

. -
mature miRNA _;
pre-miRNA

pre-miRNA \

guide strand der mature

miRNA \
3'UTR*SequeTrI#_/vl

mRNA-Abbau /

messenger RNA !
Translationshemmung
Abbau
1 T

passanger strand
der mature miRNA

Abb. 2: Biogenese von microRNAs. Nach Transkription eines microRNA-Gens im Zellkern durch die
Polymerase Il/lll entsteht zunachst die pri-miRNA. Diese wird durch die Ribonuklease Drosha in Verbindung
mit weiteren Proteinen, u. a. DGCRS, p72 und p68, zur pre-miRNA prozessiert. Nach Uberfiihrung in das
Zytoplasma der Zelle durch das RAN-GTP-abhangige Transportprotein Exportin-5 wird die pre-miRNA durch
die Ribonuklease Dicer in die doppelstrangige mature miRNA gespalten. Der sog. passenger strand wird
anschlieRend abgebaut, wahrend der guide strand, gebunden an den RISC, eine Verbindung mit der 3’'UTR-
Zielsequenz spezifischer mRNAs eingeht. Dies wiederum flhrt entweder zur Degradation oder zur
Translationshemmung der betroffenen mRNA. (Abbildung modifiziert nach Babashah et al., 2011)
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Da keine ausschlieBliche Komplementaritat zwischen reifer microRNA und gebundener
MRNA herrschen muss, besitzt jede einzelne microRNA mehrere hundert bis tausend
potentielle Ziel-mRNAs. Dies macht deutlich, in welchem Umfang microRNAs in der
Lage sind, die Protein-Expression und damit zahlreiche Vorgange und Signalwege einer
menschlichen Zelle zu regulieren und zu kontrollieren (Berindan-Neagoe et al., 2014;

Hutvagner und Zamore, 2002).

1.2.2 Die Rolle von microRNAs bei Tumorgenese und Metastasierung

Nachdem microRNAs erstmalig im Jahr 1993 im Rahmen von Untersuchungen am
Nematoden Caenorhabditis elegans beschrieben wurden, ist ihre Bedeutung fir die
Tumorforschung in den darauffolgenden Jahren immer deutlicher geworden (Lee et al.,
1993). In vielen Bereichen ist das komplexe Netzwerk der microRNAs bisweilen noch
unerforscht, doch ihre Rolle bei der Initiation und dem Progress von Tumorerkrankungen
ist mittlerweile unumstritten (Adams et al., 2014; Berindan-Neagoe et al., 2014; Knoll et
al., 2013).

Maligne Tumoren sind gekennzeichnet durch ihre abnorme Fahigkeit, sich unablassig
zu teilen, unabhangig von wachstumsférdernden oder wachstumshemmenden Signalen.
Sie sind in der Lage, den physiologischen Prozess der Apoptose zu umgehen und ein
Uberangebot angiogener Faktoren zu produzieren, was ihnen die ausreichende Zufuhr
von Nahrstoffen und Sauerstoff gewahrleistet. Darlber hinaus verfigen maligne
Tumorzellen Uber invasive Eigenschaften, die es ihnen ermdglichen, sich vom
Primartumor zu lésen, in das Lymph- und Blutgefal3system einzudringen und somit
Fernmetastasen zu bilden (DeBerardinis und Chandel, 2016; Hanahan und Weinberg,
2011). Fur zahlreiche microRNAs wurde in den vergangenen Jahren anhand
verschiedener Malignome ein Nachweis dafiur erbracht, dass sie an der Entstehung
dieser Eigenschaften beteiligt sind. Uber die Degradation sowie Translationshemmung
von mRNAs greifen microRNAs in eine Vielzahl von Signalwegen (pathways) ein, welche
die Tumorentstehung und deren Progress, insbesondere den Metastasierungsprozess,

erst ermdglichen (Berindan-Neagoe et al., 2014).

Jede der bisher untersuchten Tumorentitaten weist dabei eine differentielle Expression
von microRNAs im Vergleich zu gesundem Gewebe auf, sodass eine Definition ihrer
Funktionsweise nur entitdtsbezogen maoglich ist (Lu et al., 2005). Dabei kann eine
bestimmte microRNA abhangig von préaferierten downstream-targets bei der Entstehung
einer Tumorerkrankung als Onkogen (sog. oncomiR), bei der einer anderen als

Tumorsuppressor fungieren (sog. tumorsuppressormiR) (Babashah und Soleimani,
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2011; Calin und Croce, 2006). So zeigt sich beispielsweise miR-221 iberexprimiert in
hepatozellularen sowie kolorektalen Karzinomen und Gbernimmt damit eine onkogene
Funktion, wahrend sie in gastrointestinalen Stromatumoren (GIST) als
tumorsuppressormiR beschrieben wurde (Callegari et al., 2012; Gits et al., 2013; Qin
und Luo, 2014). Daneben existiert der Begriff der metastamiR, welchem insbesondere
in Zusammenhang mit dieser Arbeit eine besondere Bedeutung zukommt. Die
metastamiR ist eine microRNA, welche malgeblich am Metastasierungsprozess
beteiligt ist und damit sowohl pro- als auch antimetastatische Eigenschaften aufweisen
kann (Ma, 2016).

1.2.3 Stellenwert von microRNAs fur die heutige Diagnostik und Therapie

Jede Tumorentitat besitzt eine individuell deregulierte microRNA-Signatur. Im Rahmen
einer grollen multizentrischen Studie konnte gezeigt werden, dass diese microRNA-
Profile nicht nur im Tumorgewebe selbst, sondern auch im Blut betroffener Patienten
nachgewiesen werden kénnen (Lu et al., 2014). Dies scheint einerseits auf die kleine
Nukleotidanzahl und den damit hoch konservierten Zustand von microRNAs
zurtickzufiihren zu sein, andererseits auf deren Exkretion in tumorumgebendes Gewebe
und somit auch in das Blutgefalisystem (Berindan-Neagoe et al., 2014). Zudem lassen
sich microRNAs in schnellen und einfachen Tests mithilfe von microRNA-Arrays in
grolier Anzahl nachweisen. Dies belegt, welches Potential die microRNA-Bestimmung
im Rahmen der Diagnostik und damit der Friherkennung von Tumorerkrankungen
besitzt. Untersuchungen an zahlreichen Tumorentitadten, wie beispielsweise am
Mamma-, Lungen- oder Schilddriisenkarzinom, konnten diese diagnostische Wertigkeit
bereits belegen (Konno et al., 2014; Kuasne et al., 2013; Mavrakis et al., 2011).

Neben der Erstellung von tumorspezifisch deregulierten microRNA-Signaturen konnten
in den vergangenen Jahren zunehmend auch metastamiRs mit tumoreigener
Ausrichtung identifiziert werden, unter anderem fir das Mamma-, Zervix- und
Prostatakarzinom (Kuasne et al., 2013; Varambally et al., 2008; Xu et al., 2014). Diesen
metastamiRs kommt eine besondere Bedeutung zu, da ihre Bestimmung im Rahmen
der Friherkennung von (Fern-) Metastasen Uber diagnostische Engpasse hinweghelfen
konnte. Denn die fruhe Erkennung einer Metastasierung ist mit den derzeit zur
Verfugung stehenden diagnostischen Mitteln nur begrenzt mdglich. Da der
Metastasierungsstatus auch beim Peniskarzinom prognoseentscheidend ist, ware die
Mdglichkeit einer Friherkennung mittels microRNA-Bestimmung wegweisend fur den
Einsatz frlherer und aggressiverer Therapieregime und damit unter Umstanden

prognoseverbessernd.
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Neben der diagnostischen stellt auch die therapeutische Nutzung tumorspezifischer
microRNA-Profile eine aussichtsreiche, aber bislang lediglich auf praklinische Studien
begrenzte Mdoglichkeit dar. Sowohl die Inhibition von microRNAs mit onkogener
Funktion, als auch die Wiederherstellung bzw. Vervielfaltigung von microRNAs mit
tumorsuppressiver Wirkung stellen einen therapeutischen Ansatz dar und wurden
bereits am Tiermodell mithilfe einer auf Oligonukleotiden basierenden Therapiestrategie
erprobt. Dabei wurden kunstlich hergestellte und mit den Sequenzen natirlicher
microRNAs Ubereinstimmende Nukleotide mithilfe von Nanopartikeln und Vektoren in
die Zellen eines murinen Xenotransplantats Uberfiihrt, wo sie das Tumorwachstum des
Neuroblastoms nachweislich verhindern konnten (Berindan-Neagoe et al., 2014; Volinia
et al., 2006). Diesbezugliche Ergebnisse sind vielversprechend und deuten auf das

Potential moglicher therapeutischer Einsatzmaglichkeiten hin.

1.3 Zielsetzung der Arbeit

Ausgehend von der geringen Inzidenz des Peniskarzinoms in westlichen
Industrienationen sind im Vergleich zu anderen Tumorentitaten nur wenige biologische
und molekulare Mechanismen dieses Malignoms erforscht. Dies fihrt zu bisher
unzureichenden Kenntnissen Uber dieses Karzinom und zu nicht zufriedenstellenden
Therapieansatzen mit nur schwacher Evidenzlage, insbesondere in Bezug auf
systemtherapeutische Behandlungen (Protzel et al.,, 2013). Obgleich der positive
inguinale Nodalstatus betroffener Patienten den wichtigsten prognostischen Faktor
darstellt, ist seine diagnostische Detektion weiterhin erschwert. Weder bildgebende und
nuklearmedizinische, noch minimal-invasive Verfahren verfligen bisher Gber
ausreichende Sensitivitat und Spezifitat, um als sichere Methode fir die Diagnose einer
bereits erfolgten Lymphknotenmetastasierung fungieren zu kénnen (Graafland et al.,
2010; Pizzocaro et al., 2010).

In den vergangenen Jahren ist die Untersuchung von microRNAs zu einem bedeutenden
Thema in der Tumorforschung herangewachsen. lhre Beteiligung an der Initiation und
dem Metastasierungsprozess von Krebserkrankungen ist mittlerweile unumstritten. Ihr
Potential als Biomarker flir eine Friherkennung sowie die Detektion von Metastasen
wurde in Bezug auf zahlreiche Tumorentitadten nachgewiesen (Berindan-Neagoe et al.,
2014). In diesem Zusammenhang wurde der Begriff der metastamiR gepragt, einer
microRNA, welche mafigeblich an der systemischen Aussaat von Tumorzellen beteiligt
ist und deren Expression eine Aussage uber die Wahrscheinlichkeit der Metastasierung

bzw. das Metastasierungspotential eines Tumors erlaubt.
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Uber die an der Metastasierung des Peniskarzinoms beteiligten microRNAs ist bisher
noch nichts bekannt. Es liegen zwar vereinzelte Expressionsstudien vor, diese konnten
jedoch keine konkreten Hinweise auf metastasierungs-relevante microRNAs liefern. Vor
diesem Hintergrund lag der primare Schwerpunkt dieser Arbeit in der Durchfiihrung
eines umfangreichen microRNA-Screenings von metastasierten und nicht-
metastasierten Primartumoren. Damit sollte eine erste Ubersicht Uber das
Expressionsmuster einer Vielzahl von microRNAs des Peniskarzinoms geschaffen
werden.  Ausgehend von gewonnenen  Ergebnissen  wiederum  sollten
metastasierungsrelevante microRNAs identifiziert und ihre Funktion als Onkogen bzw.
Tumorsuppressor definiert werden. lhre Eignung als mogliche Metastasierungs- bzw.

prognostische Marker sollte anschliel3end experimentell validiert werden.

Ziel dieser Arbeit war es microRNAs zu identifizieren, die als neue molekulare,
diagnostische und prognostische Marker beim Peniskarzinom dienen kdnnen. Diese
konnten die Grundlage einer schnelleren und friheren Erkennung von Metastasen und
damit den Ausgangspunkt effizienterer und prognoseverbessernder Therapien

darstellen.

12



Material und Methoden

2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Instrumente

Geratename Gerateart Hersteller
Axiovert 40C Mikroskop Carl Zeiss (Goéttingen)
Axiovert 25 Mikroskop Carl Zeiss (Gottingen)
Celloshaker Schattler Renner GmbH
(Dannstadt)
Centrifuge 5417R Zentrifuge Eppendorf (Hamburg)
Centrifuge 5415D Tischzentrifuge Eppendorf (Hamburg)
Flex Cycler Thermozykler Analytik Jena
Hera Cell 240 COgz-Inkubator Heraeus (Osterode)
HBO 50 Fluoreszenzmikroskop Carl Zeiss (Gottingen)
Hera Safe Zellkultur-Werkbank Heraeus (Osterode)
iCycler Thermozykler Bio-Rad (Miinchen)
Julabo 5 Wasserbad Memmert GmbH
(Schwabach)
Leica RM2245 Mikrotom Leica Biosystems
(Wetzlar)
Mastercycler gradient Thermozykler Eppendorf (Hamburg)

Multifuge 3L-R
MyCycler
NanodropR ND1000
Pico 17 Centrifuge

7900 HT Fast real-time
PCR System

Zentrifuge
Thermozykler
Spektralphotometer
Tischzentrifuge

Thermozykler

Heraeus (Osterode)
Bio-Rad (Minchen)
PEQLAB (Erlangen)
Heraeus (Osterode)

Applied Biosystems®
(Darmstadt)
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S@feflow 1.2

Shaker TH15
TagMan® Array Micro

Fluidic Card Sealer

TagMan® Array Micro
Fluidic Card Thermal
Cycling Block

UV Cleaner UV/ICTAR

Vortex GENIER2

VWR TM Galaxy Ministar

Zellkultur-Werkbank

Inkubationsschduttler
Versiegeler

Thermozykler-Block fir
TagMan® Array Micro
Fluidic Cards

UV-Werkbank

Vortexter

Tischzentrifuge

Nunc (Wiesbaden)

Edmund Buehler
(TUbingen)

Applied Biosystems®
(Darmstadt)

Applied Biosystems®
(Darmstadt)

Vilber Lourmat
(Eberhardzell)

Scientific Industries
(Bohemia, NY,
USA/Vereinigte Staaten)

Van Waters & Rogers
(Commerce, CA,
USA/Vereinigte Staaten)

2.1.2 Chemikalien und Puffer

Samtliche wahrend der

experimentellen Arbeit verwendeten Chemikalien und

Reagenzien wurden von folgenden Firmen bezogen: Amersham Biosciences (Freiburg),
Bio-Rad (Munchen), Eppendorf (Hamburg), Fermentas (St. Leon-Rot, Deutschland),
Gibco (Karlsruhe), Merck (Darmstadt), PAA (Pasching, Osterreich), Roche (Mannheim),
Roth (Karlsruhe), Serva (Heidelberg) und Sigma (Mudnchen). Lésungen und Puffer
wurden, sofern nicht anders beschrieben, nach Standardprotokollen hergestellt
(Sambrook et al., 1989).

2.1.3 Kits

Name Hersteller

Megaplex™ PreAmp Primers Applied Biosystems® (Darmstadt)

Pool A (10X)

Megaplex™ RT Primers Pool A Applied Biosystems® (Darmstadt)

(10X)
Nucleo Spin® miR Macherey-Nagel (Duren)

Pooled TagMan® Assay (Human Applied Biosystems® (Darmstadt)
pool A)
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RecoverAll™ Total Nucleic Acid
Isolation for FFPE

TagMan® Gene Expression
Master Mix (2X)

TagMan® Array Human
MicroRNA A Card v2.0

TagMan® MicroRNA Reverse
Transcription

TaqMan® PreAmp Master Mix
(2X)

TagMan® Small RNA Assays

TagMan® Universal PCR Master
Mix Il, no UNG

Megaplex™ PreAmp Primers

Ambion® (USA, Kalifornien)

Applied Biosystems® (Darmstadt)

Applied Biosystems® (Darmstadt)

Applied Biosystems® (Darmstadt)

Applied Biosystems® (Darmstadt)

Applied Biosystems® (Darmstadt)

Invitrogen™ (Karlsruhe)

Applied Biosystems® (Darmstadt)

Pool A (10X)

2.1.4 Zelllinien

Die in der folgenden Tabelle genannten Zelllinien des Peniskarzinoms sowie assoziierter
Lymphknotenmetastasen wurden uns freundlicherweise von PD Dr. med. Carsten Maik
Naumann der Klinik flr Urologie und Kinderurologie des UKSH Campus Kiel zur

Verfugung gestellt (Naumann et al., 2012).

Zelllinie Beschreibung Medium

PeCa (Ki-PeCa-P1) humane, penile

Primartumorzelllinie

KGM 2 (C-20011; PromoCell,
Heidelberg)

+ 1 % Penicillin/Streptomycin
(100x)

+ 0,5 % Amphotericin B (250
Hg/ml)

+ Supplement Mix (C-39016)
+ CaCl,-Lésung (C-34006)

PeCa-D (Ki-PeCa-P2) humane, penile
Primartumorzelllinie

KGM 2 (C-20011; PromoCell,
Heidelberg)

+ 1 % Penicillin/Streptomycin
(100x)

+ 0,5 % Amphotericin B (250
Hg/ml)

+ Supplement Mix (C-39016)
+ CaClz-L6sung (C-34006)
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Kilk-d (Ki-PeCa-L2) humane, penile RPMI 1640 (E15-840; Sigma-

Lymphknotenmetastasen- Aldrich, Miinchen)

zelllinie + 1 % Penicillin/Streptomycin
(100x)
+ 0,5 % Amphotericin B (250
Hg/ml)
+10 % FCS
+ 1 % Nicht-essentielle
Aminosauren (100x)

Kilk-k (Ki-PeCa-L3)  humane, penile RPMI 1640 (E15-840;
Lymphknotenmetastasen- Sigma-Aldrich, Miinchen)
zelllinie + 1 % Penicillin/Streptomycin

(100x)

+ 0,5 % Amphotericin B (250
Hg/ml)

+10 % FCS

+ 1 % Nicht-essentielle
Aminosauren (100x)

2.1.5 Patientenproben

Alle in dieser Arbeit untersuchten Formalin-fixierten und mittels Paraffin konservierten
Patientenproben (FFPE-Proben) wurden vom Institut flur Pathologie der
Universitatsmedizin Rostock bereitgestellt. Sie stammen von Patienten, deren peniles
Tumorgewebe zwischen 1996 und 2012 im Rahmen operativer MalRnahmen enthommen
wurde. Sowohl die klinischen als auch die histopathologischen Merkmale (Tabelle 3.)
wurden durch erfahrene Pathologen der Universitat Rostock beschrieben und anhand
operativer Ergebnisse, bildgebender Diagnostik sowie dem TNM-Schema der UICC und
den EAU-Guidelines (Hakenberg et al., 2015; Maiche et al., 1991; Pizzocaro et al., 2010;
Sobin, 2009) festgelegt.
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Tabelle 3. Klinische und histopathologische Merkmale von FFPE-Proben der in dieser Studie

einbezogenen Peniskarzinom-Patienten.

Variable N (%)
Klassifikation der Patienten
Gesamtanzahl der Patienten 24 (100)
Patienten mit nicht metastasierten Primartumoren 11 (45,8)
Patienten mit metastasierten Primartumoren 13 (54,2)
Klassifikation der Proben
Gesamtanzahl der Proben 34 (100)
Proben nicht metastasierter Primartumore 11 (32,4)
Proben metastasierter Primartumore 11 (32,4)
Proben nicht-/assoziierter Metastasen 12 (35,3)
Histologische Klassifikation
Klassisches Plattenepithelkarzinom 24 (100)
Verrukdses, papillares oder gemischtes Karzinom 0 (0)
Histologisches Grading
Grad | 7 (29,2)
Grad Il 6 (25,0)
Grad llI 7 (29,2)
NA* 4(16,7)
T-Stadium
1 3(12,5)
2 12 (50,0)
3 4(16,7)
4 1(4,2)
NA* 4(16,7)
N-Stadium
0 8 (33,3)
1 4(16,7)
2 8 (33,3)
3 0(0)
NA* 4(16,7)
M-Stadium
0 19 (79,2)
1 1(4,2)
NA* 4(17,6)

* NA: not available/nicht verfugbar
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2.2 Methoden

2.2.1 RNA-Arbeitstechniken
2.2.1.1 RNA-Isolierung aus FFPE-Gewebeproben

Die RNA-Isolierung aus den FFPE-Proben erfolgte mithilfe des RecoverAll™ Total
Nucleic Acid Isolation Kit for FFPE der Firma Ambion. Entsprechend den Angaben des
Herstellers und unter Verwendung eines Mikrotoms wurden zunachst zwei bis vier
20 um dicke Schnitte eines jeweiligen Gewebeblocks angefertigt. Durch Waschen der
auf Objekttragern getrockneten und erwarmten Schnitte mit 100 %igem Xylol wurde
zunachst eine Deparaffinisierung vorgenommen und durch die anschlielende
Behandlung mit 100 %igem Ethanol eine Entfernung von Xylol-Rickstéanden. Die zuvor
von Pathologen der Universitat Rostock als tumordés markierten Bereiche der
Gewebeschnitte wurden anschlielend sorgfaltig mit einer sterilen Nadel entfernt und in
ebenfalls sterile 1,5 ml Eppendorf Réhrchen Uberfihrt. Um die durch die Formalin-
Fixierung entstandenen kovalenten Bindungen zwischen Proteinen und der bendtigten
RNA zu Idésen, wurde zusatzlich ein Protease-Verdau durchgefiihrt. Mithilfe
verschiedener Waschschritte sowie der Anwendung von Filtersaulen wurden RNA und
DNA voneinander getrennt, und die RNA nach Versetzen mit DNAse aufgereinigt. Nach
Elution in 30—60 yl RNAse-freiem Wasser sowie Zugabe von 20 U RNAse-Inhibitor
(Fermentas, St. Leon-Rot) wurde die jeweilige RNA-Probe mithilfe spektroskopischer
Messungen auf Konzentration und Reinheit gepruft. Anschliellend wurde sie fur weitere

Expressionsanalysen verwendet oder bei -20 °C gelagert.

2.2.1.2 MicroRNA-Isolierung aus Zelllysaten

Fur die Extraktion der microRNA aus dem Zelllysat der einzelnen Peniskarzinom-
Zelllinien wurde das Nucleo Spin® miR Kit verwendet. Die Isolierung erfolgte
entsprechend den Angaben des Herstellers. Die aufgereinigte microRNA wurde
schliel3lich in 30—60 pl RNAse-freiem Wasser eluiert und mit 20 U RNAse-Inhibitor
(Fermentas, St. Leon-Rot) versetzt. Nach Bestimmung von Konzentration und Reinheit
der microRNA mithilfe eines Spektralphotometers (siehe 2.2.1.3) wurden die Isolate bei

-20 °C fUr weitere Analysen gelagert.
2.2.1.3 Bestimmung der RNA-Konzentration und -Reinheit

Die bereits erwahnte Messung von Konzentration und Reinheit der Ribonukleinsduren
erfolgte mithilfe eines Spektralphotometers. Die optische Dichte wurde dabei bei einer

Wellenlange von 260 nm gemessen und mit der als Referenz geltenden Wellenlange
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von destilliertem Wasser verglichen. Eine Absorption von 1 entspricht in diesem Fall
einer RNA-Konzentration von 40 ug/ml. Das Verhaltnis der Absorption von A260 zu A280
bestimmt das Mal} der Reinheit, da Proteine ihr Absorptionsmaximum bei 280 nm
aufweisen. RNA-Proben mit einem A260/A280-Wert von 1,7—2,0 wurden als rein und

damit als weiter verwertbar betrachtet.

2.2.1.4 Reverse Transkription von microRNA

Fur die Durchfihrung quantitativer Genexpressionsanalysen auf microRNA-Ebene
mittels quantitativer real-time PCR bedarf es zunachst der Umschreibung von RNA in
cDNA. Dies wird durch die Reverse Transkription ermdglicht und wurde einerseits im
Rahmen von TagMan® MicroRNA Assays sowie andererseits fur die Bereitstellung
geeigneter cDNA fiir microRNA-Expressionsanalysen durch TagMan®Human MicroRNA
Arrays A durchgefiihrt. In beiden Fallen stellt der Nachweis kurzstrangiger microRNA
eine besondere Herausforderung dar, welcher durch den Einsatz zielgenspezifischer
Stem-Loop RT-Primer Rechnung getragen wurde. Diese Primer verlangern das 3'-Ende
des jeweiligen Zielgens und erzeugen dabei ein Template, welches in TagMan®
MicroRNA Assay-basierten real-time PCRs weiterverarbeitet werden kann. Die Stem-
Loop-Struktur der Primer bietet dartiber hinaus den Vorteil, dass lediglich reife und damit
biologisch aktive microRNA und nicht ihre Vorstufen (engl. precursors) nachgewiesen

werden.

2.2.1.4.1 Reverse Transkription im Rahmen der TagMan® Human MicroRNA Arrays

Die RT-PCR auf Basis der TagMan® Array Human MicroRNA A Cards wurde mithilfe des
TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kits und entsprechend den Angaben des
Protokolls Megaplex™ Pools realisiert. Der verwendete Megaplex™ RT Primer Pool A
stellt dabei ein vorgefertigtes Set von insgesamt 384 Stem-Loop RT-Primern dar. Diese
ermoglichen die simultane Synthese einer Vielzahl von cDNAs reifer microRNA sowie
vier endogener Kontrollgene. Die ebenfalls im Megaplex™ RT Primer Pool A enthaltenen
Primer einer nicht-menschlichen, sondern murinen microRNA gelten als

Negativkontrolle.
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Fur jede Patientenprobe wurde eine 7,5 ul-Reaktion in der folgenden Zusammensetzung

angesetzt:
Bestandteil Volumen pro
7,5 pl-Reaktion
MultiScribe™ Reverse Transkriptase (50 U/ul) 1,50 pl
Megaplex™ RT Primer Pool A (10X) 0,80 ul
RNase-Inhibitor (20 U/ul) 0,10 pl
Reverse Transkription Puffer (10X) 0,80 pl
dNTPs mit dTTP (100mM) 0,20 pl
MgCl; (25 mM) 0,09 pl
110 ng RNA + x pl RNase-freies Wasser 3,00 pl
Nuklease-freies Wasser 0,20 pl

Nach Uberfihren der Ansatze auf eine 96-well MicroAmp® Optical Reaction Plate
(Applied Biosystems®, Darmstadt) wurde die RT-PCR wie in der nachfolgenden
Ausfihrung im Thermozykler durchgefiihrt:

Schritt Temperatur Zeit/Dauer
16 °C 2 min
(40 Z;I/klen) 42 °C 1 min
50 °C 1s
2 85 °C 5 min
3 4°C o0

Die cDNA wurde anschlieRend bei -20 °C gelagert und fur weitere Arbeiten im Rahmen

quantitativer Genexpressionsanalysen herangezogen.
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2.2.1.4.2 Reverse Transkription im Rahmen der TagMan® MicroRNA Assays

Die RT-PCR im Rahmen der TagMan® MicroRNA Assays wurde nach dem Protokoll
TagMan® Small RNA Assays und ebenfalls mithilfe des TagMan® MicroRNA Reverse
Transcription Kits durchgeflihrt. Fir jede Patientenprobe wurden vier Ansatze
angefertigt, jeweils drei mit dem spezifischen 5X RT Primer flir die microRNAs miR-1,
miR-101 und miR-204 sowie je einer mit dem 5X RT Primer fir den Nachweis von
RNUG6B als endogene Kontrolle. Pro Ansatz wurde jeweils eine Negativkontrolle
mitgefuhrt, die sich aus denselben Inhaltsstoffen zusammensetzte, ausgenommen von

RNA (engl. no template control; NTC).

Der Ansatz der insgesamt 15 pyl umfassenden RT-Reaktion setzte sich wie folgt

zusammen:
Bestandteil Volumen pro
15 pl-Reaktion
MultiScribe™ Reverse Transkriptase (50 U/ul) 1,00 pl
TagMan® Small RNA Assay Primer 3,00 pl
RNase-Inhibitor (20 U/ul) 0,19 ul
Reverse Transkription Puffer (10 X) 1,50 pl
dNTPs mit dTTP (100mM) 0,15 pl
10 ng RNA + x pyl RNase-freies Wasser 5,00 pl
Nuklease-freies Wasser 4,16 ul

Unter folgenden Bedingungen wurde anschlieRend die Reverse Transkription im

Thermozykler durchgefuhrt:

Schritt Temperatur Zeit/Dauer
1 16 °C 30 min
2 42 °C 30 min
3 85 °C 5 min
4 4°C ]
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Im Anschluss an die Reverse Transkription wurde die gewonnene cDNA bei -20 °C

gelagert oder direkt flir weitere Expressionsanalysen mittels qRT-PCR verwendet.

2.2.2 DNA-Arbeitstechniken
2.2.2.1 Quantitative real-time PCR - TagMan® Human MicroRNA Arrays

Die gRT-PCR mithilfe von TagMan® Human MicroRNA Arrays A (oder auch TagMan®
Low Density Arrays Human Pool A) ist eine sehr effiziente sowie sensitive und
spezifische Methode, die es erlaubt, in einem Durchlauf die Expressionslevel hunderter
microRNAs sowie geeigneter endogener Kontrollen einer einzelnen Probe zu erfassen.
Ergebnisse dieser Form der real-time PCR basieren auf der Aussendung und Detektion
von Fluoreszenzsignalen, welche im Anschluss an jeden PCR-Zyklus gemessen werden

und ein Mal} fir die Expressionshoéhe des jeweiligen PCR-Produktes darstellen.

Die zuvor praamplifizierte cDNA einer jeweiligen Patientenprobe wurde dabei auf eine
384-well microfluidic card (Array A) (Applied Biosystems, Darmstadt) aufgetragen. Diese
microfluidic card ist eine maschinell vorgefertigte 384-well-Platte, deren wells schon
zuvor mit den einzelnen TagMan® Genexpressions-Assays — d. h. mit den Stem-Loop
gRT-Primern — von 377 microRNAs, von einer murinen Negativkontrolle sowie von
4 endogenen Kontrollgenen beladen wurde. Unter Verwendung des Thermozykler-
Blocks fiir TagMan® Array Micro Fluidic Cards kann diese microfluidic card die qRT-PCR
im Thermozykler 7900 HT Fast real-time PCR System durchlaufen.

2.2.2.1.1 Praamplifikation von microRNA-cDNA

Vor Beginn der gRT-PCR wurde nach dem Protokoll Megaplex™ Pools und mithilfe der
Megaplex™ PreAmp Primer (Pool A) eine Praamplifikation der zuvor gewonnenen cDNA
durchgefuhrt. Dieser Schritt ist nicht obligat, erhoht allerdings die Sensitivitdt der
Ergebnisse bei Proben mit geringer RNA-Ausbeute, weshalb er an dieser Stelle auch

unter folgendem Versuchsansatz durchgefuhrt wurde:

Bestandteil Volumen pro
25 pl-Reaktion

TagMan® PreAmp Master Mix (2X) 12,50 pl
Megaplex™ PreAmp Primer Pool A (10X) 2,50 pl
cDNA-Template 2,50 pl
Nuklease-freies Wasser 7,50 pl
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Unter folgenden Bedingungen wurde die Praamplifikations-PCR im Thermozykler
durchgeflhrt:

Schritt Temperatur Zeit/Dauer
1 95°C 10 min
2 55 °C 2 min
3 72 °C 2 min
4 < 95 °C 15s
(12 Zyklen)
60 °C 4 min
5 99,9 °C 10 min
6 4°C o0

Im Anschluss an die PCR wurde jedes Praamplifikat mit 75 ul Nuklease-freiem Wasser
verdinnt und entweder bei -20 °C gelagert oder direkt im Rahmen der qRT-PCR

weiterverarbeitet.

2.2.2.1.2 Quantitative real-time PCR

Die gRT-PCR wurde ebenfalls entsprechend den Angaben des Herstellers sowie mithilfe
der eingangs (siehe Abschnitt 2.2.2.1) beschriebenen 384-well microfluidic cards
(Array A) durchgefuhrt.

Pro Patientenprobe wurde ein TagMan® Low Density Array verwendet, welcher mit dem
wie folgt beschriebenen insgesamt 900 pl umfassenden Reaktionsansatz beladen

wurde:

Bestandteil Volumen pro
900 ul-Reaktion

TagMan® Universal PCR Master Mix I, ohne 450,00 pl

UNG
Verdinntes PreAmp-Produkt 9,00 ul
Nuklease-freies Wasser 441,00 pl
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Jeweils 100 pl dieses Reaktionsgemisches wurden in einen von insgesamt acht Array-
Eingangen gegeben. Nach Zentrifugation fir 5 min bei 1200 rpm und 4 °C sowie
sorgfaltiger Versiegelung des Arrays mithilfe des TagMan® Array Micro Fluidic card
sealers (optical adhesive cover) wurde die gqRT-PCR im TagMan® Thermozykler
durchgeflhrt.

Die Auswertung gewonnener Expressionsdaten wurde mithilfe der Sequence Detector
Software SDS 2.3 (Applied Biosystems, USA) sowie des RQ Managers 1.2 (Applied
Biosystems, USA) vorgenommen. Entsprechend den Empfehlungen von Applied
Biosystems® erfolgte die Analyse unter Setzung einer automatischen baseline (Detektion
der Hintergrundfluoreszenz) sowie eines Schwellen-Wertes von 0,2 (im exponentiellen
Abschnitt des amplification plots) Uber alle Arrays. Letzteres ist notwendig, um die
spatere Vergleichbarkeit aller Proben innerhalb einer Studie gewahrleisten zu kdénnen.
Nach Beurteilung der Amplifikationskurven wurden die Ct-Werte (cycle threshold) aller
microRNAs Uberprift. Der Ct-Wert beschreibt dabei jenen PCR-Zyklus, bei dem
erstmalig der baseline-Wert Gberschritten wird. Nach Beurteilung verschiedener auf dem
Array mitgefuhrter Kontrollgene auf ihre Eignung als endogene Kontrolle fiel die Wahl
auf RNUG6B, deren Expression in allen Versuchsreihen die geringsten Schwankungen
aufwies. Die anschlielfende Berechnung relativer Expressionslevel erfolgte anhand der
endogenen Kontrolle RNU6B (ACt), sowie einer als Kalibrator festgelegten Probe (AACt).
Die angewandte AACt-Methode (Formel: 224CY) liefert dabei die relativen
Expressionswerte einer jeweiligen microRNA, normalisiert zur endogenen Kontrolle und

relativ zum gewahlten Kalibrator.

Nachfolgend durchgefiihrte statistische Analysen wurden mithilfe des Programms Graph
Pad Prism 5 (GraphPad Software Inc., La Jolla, CA, USA) durchgeflihrt und graphische
Darstellungen mithilfe der Software Gene Cluster 3.0 (open source Software, entwickelt
durch Michael Eisen, Stanford) sowie Java TreeView (open source Software, entwickelt
durch Michael Eisen, Stanford) generiert (De Hoon et al., 2004).

2.2.2.2 Quantitative real-time PCR - TagMan® MicroRNA Assays

Die auf TagMan® MicroRNA Assays basierende qRT-PCR ist ebenfalls eine effiziente
und sensitive Methode, um die kurzstrangigen cDNA-Templates reifer und damit
biologisch aktiver microRNA zu detektieren und zu quantifizieren. Die zuvor mittels der
reversen Transkription in cDNA umgeschriebenen microRNAs wurden in je dreifacher
Ausfuhrung pro Probe untersucht. Daruber hinaus wurde pro Assay eine

Negativkontrolle mitgefiihrt, welche dieselben Bestandteile aufwies, mit Ausnahme des

24



Material und Methoden

cDNA-Templates. Der Reaktionsansatz setzte sich wie folgt zusammen:

Bestandyteil Volumen pro
20 pl-Reaktion

TagMan® Universal PCR Master Mix II, ohne 10,00 pl

UNG

TagMan® Small RNA Assay (20X) 1,00 pl
cDNA-Template 1,33 ul
Nuklease-freies Wasser 7,67 ul

Nach Ubertragung der 20 pl-Ansétze auf eine 96-fast-well-Platte wurde die qRT-PCR im
TagMan® Thermozykler unter folgenden Zyklus-Bedingungen durchgefuhrt:

Schritt Temperatur Zeit/Dauer
1 95 °C 10 min
2 95 °C 15s
3 60 °C 60 s

Die anschlielende Auswertung detektierter microRNA-Expressionslevel erfolgte
ebenfalls mithilfe der Sequence Detector Software SDS 2.3 (Applied Biosystems, USA)
sowie des RQ Managers 1.2 (Applied Biosystems, USA). Nach Sichtung der
Amplifikations-Graphen sowie Vereinheitlichung des Schwellenwertes Uber alle Proben
wurde die Normalisierung unter Zuhilfenahme der AACt-Methode — wie schon in
Abschnitt 2.2.2.1.2 aufgefihrt — gegen die Expressionswerte der endogenen Kontrolle

RNU6B vorgenommen.

AnschlieRend durchgefiihrte statistische Analysen sowie graphische Darstellungen
wurden mithilfe des Programms Graph Pad Prism 5 (GraphPad Software Inc., La Jolla,
CA, USA) ausgefihrt.
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2.2.3 Zellkulturarbeiten und funktionelle Analysen
2.2.3.1 Zellkultur

Die Kultivierung der in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien (siehe Tabelle 2.1.4) erfolgte
in Zellkulturflaschen mit Gasaustauschkappe (25 cm? und 150 cm?) und zusammen mit
dem jeweiligen Nahrmedium in Zellinkubatoren bei 37 °C und 5 %iger CO.-Atmosphare.
Dem Nahrmedium einer jeweiligen Zelllinie wurden folgende Zusatze hinzugeflgt:
12,3 ml Supplement Mix, 60 pl CaClz2-Lésung (0,5 M), 10 % FCS, 1x MEM non-essential
amino acids (PAA, Pasching, Osterreich), 100 ug/ml Penicillin, 1,25 pg/ml Amphotericin
B und 100 U/ml Streptomycin. Nach Erreichen einer ausreichend hohen Zelldichte (nach
2—4 Tagen) wurden die Zellen unter der sterilen Werkbank passagiert. Dazu wurden die
Zellen nach vorsichtiger Entnahme des Mediums zunachst mit 5-10 ml PBS gewaschen
und anschliefiend mit 1 ml Trypsin/EDTA versetzt. Nach 5- bis 10-minutiger Inkubation
bei 37 °C hatten sich die Zellen vom Boden der Kulturflaschen gelést und wurden in
4-6 ml frischen Nahrmediums aufgenommen, resuspendiert und bei 1400 rpm fur
10 min (4 °C) abzentrifugiert. Das so gewonnene Zellpellett wurde daraufhin erneut in
frischem Medium resuspendiert und in entsprechenden Anteilen in neuen Kulturflaschen

mit 5—10 ml vorgelegtem Nahrmedium ausgesat.
2.2.3.2 Zellernte

Fur die Gewinnung eines Zellpellets als Ausgangssubstanz fir RNA-Isolierungen oder
zur vorubergehenden Lagerung bei -20 °C wurden die am Boden einer Kulturflasche
adharent wachsenden Zellen zunachst mithilfe eines Zellschabers gelést. Die so
entstehende Zellsuspension wurde dann in ein Falcon-Réhrchen Uberflihrt und fir
10 min bei 1400 rpm (4°C) zentrifugiert.

2.2.3.3 Zellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Zellzahl einer Zellsuspension erfolgte in Vorbereitung auf die
Durchfilhrung von Funktionsassays (Matrigel® Invasions Assays) mithilfe einer
Neubauer-Zdhlkammer (Hamozytometer). Nach Waschen und Trypsinieren der
jeweiligen Zellkultur wurden die Zellen in 10 ml des entsprechenden Nahrmediums
resuspendiert und fur 10 min bei 1400 rpm (4 °C) zentrifugiert. Der entstehende
Uberstand wurde abgesaugt und das zuriickbleibende Zellpellet je nach GréRe in
3-10 ml FCS-freiem RPMI bzw. KGM ohne SM-Anteil gelést. Dieser Mediumwechsel
war von besonderer Bedeutung fur die anschlieBenden Funktionsanalysen. 40 pl der
gewonnenen Zellsuspension wurden daraufhin mit 40 pl einer 0,5 %igen

Trypanblauldsung vermengt, um vitale und avitale Zellen lichtmikroskopisch
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unterscheiden zu konnen. 10 pl dieses Aliquots wurden dann auf die Neubauer-
Zahlkammer aufgetragen, und die nicht gefarbten vitalen Zellen in vier Quadranten
gezahlt. Die durchschnittliche Anzahl an Zellen pro Milliliter lie® sich durch folgende

Formel berechnen:
(Zellzahl in 4 Quadranten : 4) x 10.000

2.2.3.4 Kulturelle Funktionsanalyse mithilfe des Matrigel® Invasion Assays

2.2.3.4.1 Funktionsweise des Matrigel® Invasion Assays

Der Matrigel® Invasion Assay oder auch Boyden-Chamber-Assay ist eine in vitro
Methode, mit der die Migrationseigenschaften und damit das invasive Verhalten einer
Tumorzelllinie gemessen und quantifiziert werden kann. Zwei mit Medium verschiedener
Nahrstoffkonzentrationen gefillte Raume werden dabei durch eine porenhaltige
Polykarbonatmembran sowie eine dariiber befindliche Matrigel® Matrix voneinander
getrennt. Nur invasive Zellen sind in der Lage, die Matrigel® Matrix zu verdauen und
somit in das untere Kompartiment zu gelangen. Durch die verschiedenen
Nahrstoffkonzentrationen wird ein Konzentrationsgradient zwischen beiden Raumen
geschaffen und ein chemotaktischer Reiz erzeugt, der die zur Invasion fahigen Zellen
durch das Matrigel® hinweg in das untere Kompartiment mit der hoheren

Nahrstoffkonzentration wandern lasst.
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Abb. 3: Aufbau und Funktionsweise des Matrigel® Invasion Assays. Mithilfe dieser in vitro Methode
werden die Migrations- und damit invasiven Eigenschaften von Tumorzellen detektierbar. Zwei durch eine
porenhaltige Polykarbonatmembran sowie eine dariiber befindliche Matrigel® Matrix getrennte Raume sind
dabei mit Medium verschiedenen Nahrstoffgehalts gefiillt. Der dadurch erzeugte Konzentrationsgradient
zwischen beiden Raumen schafft einen chemotaktischen Reiz, welcher zu Migration und Invasivitat
befahigte Zellen in das untere Kompartiment mit der héheren Nahrstoffkonzentration wandern lasst. Nach
Durchwanderung der Matrigel® Matrix sowie der porenhaltigen Membran werden entsprechende Zellen
mithilfe des Fluoreszenzfarbstoffs DAPI angefarbt und anschlielend mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops
detektiert und quantifiziert.

Die Proteinmatrix des Matrigels® stellt dabei ein in vitro Korrelat der Basalmembran dar,
einer physiologischen Barriere fir die Migration von Zellen im menschlichen Kérper.
Maligne Tumorzellen sind durch ihre invasiven Eigenschaften dennoch in der Lage,
diese Barriere zu verdauen und damit zu Uberwinden, welches die Grundlage des
Metastasierungsprozesses darstellt. Mithilfe des Matrigel® Invasion Assays kann diese

Fahigkeit zur Invasivitat von Tumorzellen gemessen und quantifiziert werden.

2.2.3.4.2 Durchfiihrung des Matrigel® Invasion Assays

Zur Herstellung der Matrigel® Matrix im Sinne einer in vitro Basalmembran wurde das
Matrigel® (BD Matrigel™ Basement Membrane Mix, 5 ml) zunachst aufgetaut,
zentrifugiert und in einem Verhaltnis von 1:3 mit FCS- bzw. SM-freiem Medium vermengt.
Auf jedes der sechs Inserts wurden dann 400 pl dieses Ansatzes gleichmaRig
aufgetragen, und die Inserts anschlie3end fir 60 min bei 37 °C und 5 % COzinkubiert.
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Die sechs wells einer Zellkulturplatte wurden dann jeweils und in Abhangigkeit der
jeweiligen Zelllinie mit 3 ml RPMI mit 30 %igem FCS-Anteil oder 3 ml KGM mit 30 %igem
SM-Anteil beflillt. AnschlieRend wurde je ein Zellansatz (25 x 10* Zellen) mit FCS- bzw.
SM-freiem Medium bis zu einem Gesamtvolumen von 2 ml verdiinnt und vorsichtig auf
das nun ausgehartete Gel auf dem Boden eines jeden Inserts pipettiert. Daraufhin
wurden die Inserts in die Wells der Kulturplatte platziert und diese fir 36 h (37 °C,
5 % COy) inkubiert.

Im letzten Schritt nach diesen 36 h Inkubationszeit wurde das Matrigel® dann mit einem
Wattestdbchen vom Boden eines jeden Inserts entfernt und die Membran mit dem DNA-
interkalierenden Fluoreszenzfarbstoff DAPI gefarbt. Die durch das Matrigel® hindurch an
die Unterseite der Membran migrierten Zellen konnten so mithilfe eines
Fluoreszenzmikroskops fotographisch erfasst und durch das Computerprogramm

ImagedJ quantifiziert werden.

2.2.4 Meta-Analyse zur Identifizierung differentiell exprimierter microRNA-

Targets und microRNA-Regulatoren des Peniskarzinoms

Die Bestimmung von potentiell durch das identifizierte microRNA-Triplett regulierten
Zielgenen erfolgte anhand bioinformatischer Analysen. Zunachst wurde unter
Verwendung zweier verschiedener Datenbanken (TargetScan und miRWalk) eine erste
Liste generiert, welche die Bindungswahrscheinlichkeit der microRNAs an mRNAs
anhand spezifischer mathematischer Algorithmen vorhersagt und z. T. auch validierte
Zielgene beinhaltet. Damit sollte ein mdglichst breites Spektrum an mdbglichen
microRNA-targets erfasst werden. Eine zweite Liste bestand aus transkriptionellen
Regulatoren, die putativ an der Expression der identifizierten microRNAs beteiligt sind.
Auch diese wurde unter Zuhilfenahme verschiedener Online-Datenbanken selektiv
erstellt (TransmiR, PuTmiR, Genomatix software suite, tfbsConsFactor und TxnFactor
ChIP V2 des UCSC Genome Browsers). Eine dritte und letzte Liste wiederum beinhaltete
differentiell exprimierte Gene aus Transkriptomdaten von Microarray-Analysen zum
Plattenepithelkarzinom des Penis (GEO database: GSE75955). Dazu wurden zunachst
die log>-Werte der Expressionsdaten aus Kontrollgewebe (Gesundgewebe) und
Tumormaterial berechnet und dann in Relation zueinander gesetzt. Werte = 1.0 und
< -1.0 innerhalb des 99 %-Intervalls definieten demnach Transkripte, die eine
signifikante und mind. um das 2-fache veranderte Expression zwischen Kontrollgewebe
und Tumormaterial aufwiesen. Mit den anschlieBenden vergleichenden Analysen durch

Kombination der jeweiligen Listen wurden relevante Kandidaten identifiziert, die
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einerseits potentiell durch die microRNAs miR-1, miR-101 und miR-204 reguliert werden

oder andererseits die microRNA-Expression steuern kénnten.
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3 Ergebnisse

3.1 Identifikation von miR-1, miR-101 und miR-204 als potentiell

metastasierungsrelevante microRNAs des Peniskarzinoms

3.1.1 Vergleich der microRNA-Expressionsmuster metastasierender und nicht

metastasierender Primartumore — TagMan® Low Densitiy Arrays

Die molekularbiologische Relevanz von microRNAs bei der metastatischen Aussaat
verschiedener Tumorentitaten ist bereits bekannt. Kenntnisse Uber Mechanismen,
welche den nodalen Befall durch das Peniskarzinom begunstigen, fehlen jedoch.
Ausgehend davon sollten zunachst speziell flr Plattenepithelkarzinome des Penis
bedeutsame metastamiRs an einer geringeren Probenanzahl identifiziert werden. Fir
die initial geplante quantitative Expressionsanalyse standen sechs metastasierte sowie
sechs nicht metastasierte Primartumore zur Verfigung. Die gewonnenen Ergebnisse

sollten als grober Wegweiser fur weitere Untersuchungen dienen.

In Vorbereitung auf die qRT-PCR mittels TagMan® Human MicroRNA Arrays wurde die
zu diesem Zweck aus FFPE-Proben isolierte RNA zundchst — unter Verwendung
spezieller Stem-Loop RT-Primer (Pool A) sowie des TagMan® MicroRNA Reverse
Transcription Kits — in cDNA transkribiert. Die sich anschlieliende Praamplifikation der
gewonnenen cDNA wurde ebenfalls mithilfe speziell vorgefertigter Primer (Pool A) sowie
eines dafir geeigneten TagMan® PreAmp Master Mixes durchgeflhrt. Dieser Schritt
diente dem Zweck einer Erhdhung der Sensitivitat der Endergebnisse bei initial nur
geringer RNA-Ausbeute aus den lediglich 20 ym messenden Schnitten der Formalin-
fixierten Gewebebldcke.

Die praamplifizierte cDNA einer jeweiligen Patientenprobe wurde dann in einem
900 pl-Ansatz und unter Verwendung des TagMan® Universal PCR Master Mix Il auf eine
384-well microfluidic card (Array A) aufgetragen. Dieser schon zuvor maschinell mit den
Stem-Loop gRT-Primern der zu untersuchenden microRNAs (inklusive endogener
Kontrollen sowie einer murinen microRNA als Negativkontrolle) beladene Array wurde
dann zum Durchlauf der gRT-PCR in den Thermozykler 7900 HAT Uberfuhrt.

Nach Auswertung gewonnener Ct-Werte mithilfe der SD Software 2.3 sowie des
RQ Managers 1.2 erfolgte unter Anwendung der AACt-Methode deren Normalisierung
anhand der endogenen Kontrolle RNU6B. Im Vergleich der relativen Expressionslevel
von metastasierten und nicht metastasierten Primartumoren erwiesen sich insgesamt

62 microRNAs als signifikant reprimiert und damit als mdglicherweise bedeutsam im
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Rahmen einer Funktion als metastamiRs (Abb. 4). Die statistische Signifikanz der
Ergebnisse wurde mit dem Mann-Whitney U-Test (oder auch Rangsummentest)
ermittelt, welcher als wichtiges statistisches Verfahren fir den Vergleich zweier
unabhangiger Stichproben gilt, Gber deren Merkmalsverteilung in der Grundgesamtheit
nur wenige oder keine Kenntnisse existieren. Damit kann er auch auf sehr kleine
Stichproben, wie es bei dieser Versuchsreihe der Fall war, angewandt werden (Kundt
und Krentz, 2009).
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Abb. 4: Identifikation von insgesamt 62 microRNAs als mogliche metastamiRs des Peniskarzinoms.
Mithilfe der TagMan® Human MicroRNA Arrays wurde das microRNA-Profil sechs metastasierter sowie
sechs nicht metastasierter Primartumore des Peniskarzinoms erstellt. Beide Gruppen vergleichend illustriert
die gezeigte heatmap die mithilfe des Mann-Whitney U-Tests ermittelte signifikante Repression von 62 der
insgesamt 384 untersuchten microRNAs. Die Expressionslevel aller microRNAs wurden mithilfe der
SD Software 2.3 sowie des RQ-Managers 1.2 ermittelt. Relative Expressionslevel ergaben sich durch
Normalisierung anhand der endogenen Kontrolle RNU6B sowie unter Anwendung der AACt-Methode. Die
Erstellung der heatmap selbst erfolgte unter Anwendung der Programme Gene Cluster 3.0 sowie Java
TreeView. Die griine Schattierung reprasentiert eine Unter-, die rote Schattierung eine Uberexpression der
jeweiligen microRNA. Graue Bereiche wiederum bezeichnen die fehlende Expression einer microRNA. Die
rote Markierung hebt miR-1, miR-101 und miR-204 hervor, welche in darauffolgenden Versuchsreihen
einbezogen wurden.
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Wie bereits eingangs erlautert, weist das Peniskarzinom zahlreiche Parallelen zu den
weitaus intensiver erforschten Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs auf.
Ein Vergleich der oben angeflihrten 62 microRNAs mit jenen, welche in der
Vergangenheit schon bei Kopf-Hals-Tumoren als relevante Tumorsuppressoren
identifiziert wurden, ergab unter anderem miR-1, miR-101 sowie miR-204 als
tumorsuppressormiRs mit moglicher Bedeutung fir den Metastasierungsprozess des
Peniskarzinoms. Diese wiesen unter der auf diese Weise eingegrenzten Gruppe von
microRNAs die héchste statistische Signifikanz auf (Abb. 5). Vor diesem Hintergrund
wurden nachfolgend durchgeflhrte Versuchsreihen auf dieses microRNA-Triplett

beschrankt.
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Abb. 5: Ergebnis des Mann-Whitney U-Tests: miR-1, miR-101 und miR-204 als mdogliche
tumorsuppressiv wirkende metastamiRs des Peniskarzinoms. Im Vergleich zwischen metastasierten
(n = 6) und nicht metastasierten Primartumoren (n = 6) zeigen sich miR-1 (**p < 0,01), miR-101 (*p < 0,05)
und miR-204 (*p < 0,05) signifikant geringer exprimiert. Damit verfligen sie moglicherweise Uber eine
tumorsuppressive Funktion im Rahmen des Metastasierungsprozesses des Peniskarzinoms.

3.1.2 Validierung der Expressionslevel von miR-1, miR-101 und miR-204 mittels
TagMan® MicroRNA Assays

Trotz limitierter Verfligbarkeit geeigneter Patientenproben, welche nicht zuletzt auf die
geringe Inzidenz des Peniskarzinoms in Deutschland zurtickzufihren ist, sollten die im
Anschluss an die Auswertung der TagMan® Human MicroRNA Arrays gewonnenen
Ergebnisse an einer gréeren Anzahl von Proben validiert werden. Dies erfolgte mithilfe

der unter 2.2.2.2 beschriebenen TagMan® MicroRNA Assays. Neben jeweils
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11 metastasierten und nicht metastasierten Primartumorgeweben wurden diese
Analysen dariber hinaus auch an Normalgewebe (gesundem plattenepithelialen
Gewebe) sowie an Formalin-fixierten Proben assoziierter Lymphknotenmetastasen
durchgeflhrt.

Analog zur Vorbereitung auf die gqRT-PCR mittels TagMan® Human MicroRNA Arrays
wurde die aus den FFPE-Proben isolierte RNA mithilfe des TagMan® MicroRNA Reverse
Transcription Kits zunachst in cDNA transkribiert. Die sich anschlielende qRT-PCR
wurde fir jede Patientenprobe 4-mal durchgeflihrt: jeweils drei Ansatze mit den
spezifischen 5X RT Primern zum Nachweis der microRNAs miR-1, miR-101 und miR-
204 sowie ein Ansatz mit den 5X RT Primern zum Nachweis von RNU6B als endogene

Kontrolle.

Die Ergebnisse der TagMan® Human MicroRNA Arrays bestatigend, zeigte sich eine
signifikant verminderte Expression von miR-1, miR-101 und miR-204 in metastasierten
verglichen mit nicht metastasierten Primartumoren (Abb. 6, A — C). Hierdurch wird die
Hypothese unterstutzt, dass es sich bei den drei microRNAs maglicherweise um
tumorsuppressiv wirkende metastamiRs bzw. Metastasierungssuppressoren handelt.
Daruber hinaus wiesen auch assoziierte Lymphknotenmetastasen eine im Vergleich zu
nicht metastasierten Primartumoren deutlich reduzierte Expression aller drei microRNAs
auf. Die Annahme einer tumorsuppressiven Funktion von miR-1 und miR-101 wurde
zuletzt dadurch untermauert, dass in jedem der untersuchten tumorésen Gewebe,
verglichen mit Normalgewebe, eine signifikant geringere Expression nachweisbar war
(Abb. 6, A und B).
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Abb. 6: Expression von miR-1, miR-101 und miR-204 in metastasierten Primartumoren und
assoziierten Lymphknotenmetastasen verglichen mit nicht metastasierten Primartumoren und
Normalgewebe. (A) MiR-1 zeigt sich signifikant unterexprimiert in metastasierten Primartumoren
(**p < 0,01) sowie assoziierten Lymphknotenmetastasen (*p < 0,05), verglichen mit nicht metastasierten
Primartumoren. Daneben weist miR-1 eine signifikante Repression in nicht metastasierten Primartumoren
im Vergleich zu Normalgewebe auf (*p < 0,05). (B) MiR-101 ist in metastasierten Primartumoren
(***p < 0,001) und assoziierten Metastasen (**p < 0,01), verglichen mit nicht metastasierten Primartumoren,
signifikant herunterreguliert. Auch zwischen letzteren und gesundem Gewebe zeigt sich ein statistisch
signifikanter Unterschied beziglich des normalisierten Expressionslevels (*p < 0,05). (C) Verglichen mit
nicht metastasierten Primartumoren und gesundem Gewebe erweist sich miR-204 in metastasierten
Primartumoren (***p < 0,001) sowie assoziierten Lymphknotenmetastasen (***p < 0,001) als hoch signifikant
reprimiert (der besseren Ubersicht wegen ist der Vergleich zum gesunden plattenepithelialen Gewebe in der
Abbildung nicht dargestellt).
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3.2 Korrelation differentiell regulierter microRNAs in Assoziation mit

Uberlebensraten von Patienten

3.2.1 Die wechselseitige Korrelation der Expressionslevel von miR-1, miR-101
und miR-204 lasst Veranderungen eines regulatorischen Netzwerkes auf

transkriptioneller Ebene vermuten

Die anhand der TagMan® MicroRNA Assays gewonnenen Ergebnisse galten als
Grundlage fir die nun folgende Korrelationsanalyse der drei als potentiell
metastasierungsrelevant (bzw. als metastasierungssuppressiv wirkend) identifizierten
microRNAs miR-1, miR-101 und miR-204.

Mithilfe des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman wurde untersucht, inwiefern
die Expressionslevel der einzelnen microRNAs innerhalb eines Patienten korrelieren,
d. h., ob eine starke Expression von miR-1 beispielsweise mit einer starken Expression
einer der anderen zwei microRNAs einhergeht oder umgekehrt. Der
Rangkorrelationskoeffizient ist dabei ein unabhangiges MaR fur den Zusammenhang
zweier Variablen, in diesem Fall der normalisierten Expression jeweils zweier
microRNAs eines Patienten. Der Korrelationskoeffizient r kann dabei Werte zwischen -1
(perfekte negative Korrelation) und +1 (perfekte positive Korrelation) annehmen. Liegt
der Wert nahe oder bei 0, so liegt keine Korrelation bzw. keine wechselseitige
Abhangigkeit vor. In die Analyse wurden Patienten mit nicht metastasiertem (n = 11) und

Patienten mit primar metastasiertem Tumorleiden (n = 11) einbezogen.

Im Ergebnis zeigte sich eine positive Korrelation zwischen allen drei microRNAs. Weist
ein Patient damit ein erhdhtes Expressionslevel von miR-1 auf, so gilt dies auch fur miR-
101 und miR-204. Ob der Tumor dabei primar metastasiert ist oder nicht, scheint dabei
keine Rolle zu spielen. Die starkste Korrelation zeigte sich dabei zwischen miR-1 und
miR-204 (r = 0,8, p < 0,0001; Abb. 7A), gefolgt von miR-101 und miR-204 (r = 0,7,
p = 0,0001; Abb. 7B) sowie miR-1 und miR-101 (r = 0,6, p = 0,0031; Abb. 7C).
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Abb. 7: Die wechselseitige Korrelation der Expressionslevel von miR-1, miR-101 und miR-204. Die
statistisch signifikante positive Korrelation aller drei microRNAs |asst einen gemeinsamen regulatorischen
oder  funktionellen = Zusammenhang  vermuten. Die  Korrelation  wurde  mithife  des
Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman anhand der normalisierten Expressionslevel von 11 priméar
metastasierten und 11 nicht metastasierten Primartumoren berechnet. Die Expressionslevel sind in linearer
Skalierung dargestellt. (A) Die starkste Korrelation zeigt sich im Vergleich der microRNAs miR-1 und miR-
204 (r=0,8, ***p < 0,0001). (B) Wie die Gegenliberstellung der Expressionslevel von miR-101 und miR-204
(r=0,7, **p = 0,0001), (C) erwies sich auch der Vergleich von miR-1 und miR-101 als signifikant (r = 0,6,
**p =0,0031).

Die positiven Korrelationen der Expressionswerte der drei microRNAs lassen einerseits
die Veranderungen durch ein gemeinsames regulatorisches Netzwerk auf
transkriptioneller Ebene vermuten und andererseits auch einen potentiell funktionellen
Zusammenhang. Auf Grundlage der Ergebnisse erfolgten anschlieend
Promotoranalysen des microRNA-Tripletts zur Identifizierung gemeinsamer
Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen. Unter Zuhilfenahme der Datenbanken TransmiR,
PuTmiR und ENCODE (TF ChIP-seq.) sowie der aus dem UCSC Genome Browser
erhaltenen konservierten Bindungsstellen wurde schlielich eine Liste von validierten
und potentiellen Transkriptionsregulatoren erstellt. Zur Identifizierung differentiell
exprimierter Regulatoren wurden schliellich Transkriptom-Daten aus
Peniskarzinomgewebe von insgesamt 39 Patienten verwendet und mit der Liste der
putativen Transkriptionsfaktoren abgeglichen (Kuasne et al., 2015). Aus dieser Analyse
ergaben sich interessanterweise 19 reprimierte Kandidaten, die als transkriptionelle
Aktivatoren fungieren, sowie 5 hochregulierte Faktoren, die als transkriptionelle
Repressoren klassifiziert sind. Zu letzteren zdhlen unter anderem die PRC2-Komplex-
Komponente und Methyltransferase EZHZ2 sowie auch Mitglieder der E2F-Famlie E2F7/8
(Abb. 8A und B).
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Abb. 8: Mégliche transkriptionelle Aktivatoren und Repressoren von miR-1, miR-101 und miR-204.
(A) Die heatmap zeigt die differentielle Expression potentieller Transkriptionsfaktoren des microRNA-
Tripletts, validiert anhand von 39 Gewebeproben von Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom des Penis.
(B) Das regulatorische Netzwerk der Transkription von miR-1, miR-101 und miR-204 ist hier dargestellt in
Form eines cytoscape-Graphs. Die griine Schattierung reprasentiert reprimierte und die rote Schattierung
Uberexprimierte Faktoren jeweils im Vergleich zum Normalgewebe der Glans penis. Blau dargestellt sind
die microRNAs, wahrend Pfeile auf eine aktivierende Funktion und Balken auf eine Inhibition derselben
hindeuten.

Die beobachteten molekularen Abweichungen des regulatorischen Netzwerks auf
transkriptioneller Ebene mégen ein Grund sein fir den integrierten Verlust von miR-1,
miR-101 und miR-204 und damit im weiteren Sinne flir die Progression und

Metastasierung des Peniskarzinoms.

3.2.2 Der Verlust von miR-1, miR-101 und miR-204 ist assoziiert mit der
Deregulation gemeinsamer Zielgene und einer schlechteren Prognose fir

Patienten

Bisherige Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass die geringere Expression von
miR-1, miR-101 und miR-204 in direktem Zusammenhang mit dem
Metastasierungsstatus des Peniskarzinoms steht. Nach wie vor stellt das Vorhandensein
inguinaler Lymphknotenmetastasen den wichtigsten prognostischen Faktor fir
betroffene Patienten dar (Hakenberg et al., 2015; Maiche et al., 1991; Pizzocaro et al.,
2010). In Kenntnis der Uberlebenszeiten der Patienten, welche in diese Studie

eingeschlossen wurden, sollte daher untersucht werden, inwieweit auch die integrierte
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Uberexpression bzw. der gemeinsame Expressionsverlust dieses microRNA-Tripletts
eine prognostische Vorhersage Uber das krankheitsspezifische Uberleben zuldsst.
Hierzu wurden Kaplan-Meier Uberlebenskurven angefertigt. Die Schatzung der
Uberlebensfunktion nach Kaplan-Meier stellt eine standardisierte statistische Methode
zur Analyse von Uberlebenszeiten dar und eignet sich besonders fiir Studien mit kleiner
Patientenzahl (Kundt und Krentz, 2009).

Die erhdéhte bzw. verminderte Expression einer microRNA wurde dabei durch den
jeweiligen Median aller mithilfe der TagMan® MicroRNA Assays ermittelten
Expressionslevel einer microRNA definiert. Die auf diese Weise ermittelten
Uberlebenskurven von Patienten mit einer simultanen Uberexpression bzw. Repression
(Abb. 9) aller drei microRNAs wurden anschlieliend unter Anwendung des Logrank-
Tests verglichen. Dieser Test Uberprift, ob die beobachteten Unterschiede beider
Kurven nur zufallsbedingt, oder aber signifikant und damit auf die Grundgesamtheit

Ubertragbar und verallgemeinerbar sind (Kundt und Krentz, 2009).

150

- Uberexpression von
p=0,0315 miR-1/miR-101/
ro | oOOTE . miR-204 (n=6)

- Unterexpression von
miR-1/miR-101/
miR-204 (n=5)

wn
(=]
1

Uberlebensrate [%)]

(=]

50 100 150
Uberlebenszeit [Monate]

=

Abb. 9: Die geringere Expression von miR-1, miR-101 und miR-204 ist assoziiert mit einer
schlechteren Prognose. Die Grafik zeigt zum einen die Uberlebenskurve jener Patienten (n=6), welche
eine Uberexpression von miR-1, miR-101 und miR-204 aufwiesen (rot) und zum anderen die
Uberlebenskurve der Patienten (n=5) mit einer reprimierten Expression dieses microRNA-Tripletts (griin).
Die Bezeichnung Uber- bzw. Unterexpression wurde dabei durch den Median aller mithilfe der TagMan®
MicroRNA Assays ermittelten Expressionslevel einer jeweiligen microRNA definiert. Im Logrank-Test,
welcher beide Uberlebenskurven miteinander vergleicht, zeigte sich ein signifikanter Uberlebensvorteil der
Patienten mit einer kombinierten Uberexpression aller drei microRNAs (*p=0,0315, HR = 0,078).

Der Vergleich beider Uberlebenskurven mithife des Logrank-Tests ergab einen
signifikanten Uberlebensvorteil der Patienten, die eine gemeinsame Uberexpression
aller drei microRNAs miR-1, miR-101 und miR-204 (p = 0,0315, HR = 0,078) aufweisen
gegenuber der Patientengruppe mit niedrigen Levels der drei microRNAs. Aus diesen
Ergebnissen lasst sich ableiten, dass die Bestimmung der Expression dieses microRNA-

Tripletts als prognostischer Marker fur betroffene Patienten dienen kdnnte.
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Fur ein besseres Verstandnis der funktionellen Auswirkungen des Expressionsverlustes
von miR-1, miR-101 und miR-204 wurden in einer darauffolgenden Analyse mithilfe der
Datenbanken TargetScan und miRWalk gemeinsame Zielgene identifiziert. Diese
experimentell validierten und prognostizierten Ziel-mRNAs waren dabei mindestens zu
einem Paar der drei microRNAs assoziiert (Abb. 10A, links). Eine anschliefiende in silico
gestiutzte Anreicherungsanalyse der zuvor identifizierten Kandidaten hinsichtlich der
gene ontology (GO) Klassifizierung ergab, dass 189 der insgesamt 792 potentiellen
Zielgene maldgeblich assoziiert sind mit Zellmigration und Angiogenese (Abb.10A,
rechts und 10B). Das vorrangige Fokussieren des microRNA-Tripletts auf Gene, welche
den Metastasierungsprozess unterstitzen, spiegelt wiederum deren gemeinsame anti-
metastatische Funktion wider. Gemeinsam mit den Microarray-Daten von Patienten und
dieser pro-metastatischen Gen-Signatur lie3 sich damit eine Untergruppe von Zielgenen
definieren, welche eine Hochregulation im Peniskarzinom aufweist. Interessanterweise
war bereits schon im Vorfeld eine Vielzahl der Vertreter dieser Signatur mit dem
Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen (YWHAZ, ITGA3, SOX9, SOX11, CHEK1,
MCL1, IL8), Fernmetastasen (RUNX1, SLC7A11, CXCL3) und Zellmigration (CDC42) in
verschiedenen Tumorentitaten assoziiert worden. Diese Ergebnisse deuten eingehend
daraufhin, dass durch den kombinierten Verlust von miR-1, miR-101 und miR-204 eine
Suppression von Genen hervorgerufen wird, deren fehlende Aktivierung den
Metastasierungsprozess vorantreibt. In Verbindung mit dem Expressionslevel des
microRNA-Tripletts kann dies als prognostische Signatur fir Patienten mit einem

Plattenepithelkarzinom des Penis herangezogen werden.
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Abb. 10: Putatives gemeinsames Netzwerk aus prognostizierten
Zielgenen von miR-1, miR-101 und miR-204. (A) Das Venn-
Diagramm zeigt die absoluten Zahlen validierter und prognostizierter
Zielgene der einzelnen microRNAs wahrend in der Uberschneidung
jeweils die Anzahl gemeinsamer Kandidaten dargestellt sind (links).
Die GO-Anreicherungsanalyse der insgesamt 792 gemeinsamen
Zielgene ergab eine starke Assoziation zu biologischen Prozessen,
welche mit dem Metastasierungsprozess von Tumoren einhergehen
(rechts). (B) Der cytoscape network-graph veranschaulicht die
Untergruppe aus 189 gemeinsamen Zielgenen, welche per GO-
Klassifizierung in den Prozessen der Zellmigration und Angiogenese
angereichert waren. (C) Das Transkriptom-Profil der mithilfe von
cDNA-Arrays untersuchten Peniskarzinom-Gewebeproben zeigt die
differentielle Expression der microRNA-Zielgene. Die in dieser
heatmap dargestellte rote Schattierung reprasentiert eine
Hochregulation, die griine Schattierung eine Repression der
entsprechenden Gene verglichen mit normalem Glans-Gewebe.
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3.3 Charakterisierung neu etablierter Peniskarzinomzelllinien hinsichtlich

microRNA-Expression und Invasivitat

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Zelllinien des Peniskarzinoms wurden von
PD Dr. med. Carsten Maik Naumann und Prof. Dr. rer. nat. Holger Kalkhoff der Klinik fur
Urologie und Kinderurologie des UKSH Campus Kiel zur Verfigung gestellt. Ihnen und
ihrer Arbeitsgruppe war es als ersten gelungen, zwei Zelllinien eines einzelnen
Peniskarzinoms, namlich die des Primartumors sowie die einer assoziierten inguinalen
Lymphknotenmetastase, zu etablieren. Daruber hinaus wurden zwei weitere Zelllinien
anderer Patienten errichtet, die eines weiteren metastasierten Primartumors und die

einer nicht assoziierten Lymphknotenmetastase (Naumann et al., 2012).

3.3.1 Verstarkte Invasivitat von humanen PeCa-Zelllinien, die aus

Lymphknotenmetastasen des Peniskarzinoms etabliert wurden

Die funktionelle Untersuchung von Krebszelllinien ist unentbehrlich fur ein besseres
Verstandnis ihrer metastasierungsférdernden Eigenschaften und diesen zugrunde
liegenden Mechanismen. In einer vorangegangenen Arbeit konnte bereits ein deutlicher
Einfluss von E2F1 auf das migratorische Verhalten der Zelllinien beobachtet werden
(Fenner et al., 2017). Fur die Untersuchung der microRNA-Expressionslevel war es
nétig, neue Kulturen der Zelllinien anzulegen und diese zunachst auf ihre invasiven

Eigenschaften mitttels Boyden-Chamber-Assays zu Uberprifen.

Der Boyden-Chamber-Assay stellt eine in vitro Methode dar, mit der die
Migrationseigenschaften und damit das invasive Verhalten einer Tumorzelllinie bestimmt
und quantifiziert werden kann. Untersucht wird die Fahigkeit kultivierter Zellen, auf einen
chemotaktischen Reiz hin durch eine synthetisch hergestellte extrazellulare Matrix zu
wandern. Die Anzahl der migrierten und damit zur Invasion befahigten Zellen ist dabei
ein MaR flr deren invasives Potential. Nach 36-stiindiger Inkubation der Matrigel®
Invasionskammer wurden die migrierten Zellen mit dem DNA-interkalierenden
Fluoreszenzfarbstoff DAPI angefarbt, um die invadierten Zellen unter dem

Fluoreszenzmikroskop quantifizieren zu kénnen.

In den beiden Zelllinien der inguinalen Lymphknotenmetastasen (Kilk-k, Kilk-d) lief3 sich
eine signifikant starkere Invasivitat und damit deutlich vermehrte Migration der Zellen im
Vergleich zu den Primartumorzelllinien (PeCa, PeCa-D) nachweisen (p < 0,0001).

Hinsichtlich der Zellmotilitat zwischen den Zelllinien der Primartumoren (PeCa vs. PeCa-
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D) bzw. den Metastasen (Kilk-k vs. Kilk-d) konnten hingegen keine Unterschiede
beobachtet werden (Abb. 11 A-C).
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Abb. 11: Invasionsassay der vier etablierten Peniskarzinom-Zelllinien. (A) Die relative Zellinvasion der
Zelllinien inguinaler Lymphknotenmetastasen (Kilk-k, Kilk-d) ist im Vergleich zu Primartumorzelllinien des
Peniskarzinoms (PeCa, PeCa-D) signifikant erhdht (***p < 0,0001). Die Bestimmung der Signifikanz erfolgte
mithilfe des T-Tests. (B) Reprasentative fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen DAPI-gefarbter invadierter
Zellen der Primartumorzelllinien (PeCa, links; PeCa-D, rechts) (C) sowie der Linien Kilk-k (links) und Kilk-d
(rechts).
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Damit konnten diese Zelllinien als reprasentatives Modell flr die verwendeten PeCa-
Gewebeproben von Patienten betrachtet werden und waren somit auch geeignet fir die

nachfolgenden Analysen bezliglich der microRNA-Expression.

3.3.2 Analyse der Expression von miR-1, miR-101 und miR-204 in PeCa-

Zelllinien

Ziel dieses Versuchsabschnitts war es, die zuvor aus Versuchen an Formalin-fixiertem
Gewebe gewonnenen Ergebnisse zum microRNA-Triplett in Zelllinien metastasierter
Primartumore sowie befallener Lymphknoten zu validieren. Da es bisher nicht gelungen
war, eine Zelllinie aus nicht metastasierten Primartumoren zu etablieren, beschrankten
sich folgende Analysen auf den Vergleich der Zelllinien zweier metastasierter
Primartumore (PeCa und PeCa-D) mit einer assoziierten Lymphknotenmetastase
(Kilk-d) und einer nicht assoziierten Lymphknotenmetastase (Kilk-k) sowie mit
gesundem plattenepithelialen Gewebe bzw. karyotypischen normalen
Vorhautfibroblasten (VHG).

Nach Extraktion von microRNAs aus Zelllysaten der unter 2.1.4 aufgefuhrten Zelllinien
mithilfe des Nucleo Spin® miR Kit wurden diese, analog zu den Versuchsreihen an FFPE-
Proben, zunachst in cDNA transkribiert. Die sich anschlielfende qRT-PCR wurde dann
erneut unter Verwendung von TagMan® MicroRNA Assays des genannten microRNA-

Tripletts sowie RNU6B als endogene Kontrolle durchgefiihrt.

Relativ zum Expressionslevel in normalen Vorhautfibroblasten liel sich sowohl in den
Primartumorzelllinien als auch in den Zelllinien assoziierter Lymphknotenmetastasen,

eine deutlich geringere Expression aller drei microRNAs nachweisen (Abb. 12 A-C).
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Abb. 12: Geringere Expression von miR-1, miR-101 und miR-204 in Zelllinien metastasierter
Primartumore und assoziierter Lymphknotenmetastasen. TagMan® MicroRNA Assay-Analysen der
Peniskarzinomzelllinien PeCa und PeCa-D (metastasierte Primartumore) sowie der Zelllinien assoziierter
(Kilk-d) bzw. nicht metastasierte Lymphknotenmetastasen (Kilk-k) ergaben eine deutlich geringere
Expression von (A) miR-1, (B) miR-101 und (C) miR-204 relativ zum jeweiligen Expressionslevel in VHG,
einer Zelllinie aus karyotypischen normalen Vorhautfibroblasten. Das Expressionslevel von Kilk-k ergab
dabei fir jede der drei microRNAs den minimalen fold-change (miR-1 FC = 10,01; miR-101 FC = 3,08; miR-
204 FC = 26,86). miR-204 ist in Zellen der Lymphknotenmetastasen signifikant hdher exprimiert als in Zellen
der Primartumore (p = 0,02), wahrend sich bezuglich der Expression von miR-1 und miR-101 kein
signifikanter Unterschied zeigt (p = 0,12, p = 0,07).

Vergleicht man die microRNA-Level in Primartumoren und assoziierten bzw. auch nicht-
assoziierten Lymphknotenmetastasen miteinander, so zeigt sich miR-204 signifikant
héher exprimiert in Zellen der Metastasen, wahrend sich flir miR-1 und miR-101 kein
Unterschied zeigt. Dies mag einerseits — und in diesem Fall insbesondere auf den
signifikanten Expressionsunterschied von miR-204 bezogen — auf die geringe Anzahl
der zur Verfugung stehenden Zelllinien und damit auf die eingeschrankte
Reprasentativitdt zurtickzufihren sein. Andererseits handelt es sich bei den

untersuchten Zelllinien um primar metastasierte Tumore sowie deren assoziierte
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Lymphknotenmetastasen, zwischen denen analog der unter 3.1.2 gezeigten Ergebnisse

ohnehin kein nennenswerter Unterschied zu erwarten gewesen ware.

Die zuvor anhand quantitativer Expressionsanalysen an FFPE-Proben gewonnenen
Ergebnisse sind damit Ubertragbar auf ein Zellkulturmodell. Sie koénnen in
weitergehenden Experimenten hinsichtlich ihrer Regulation und

metastasierungsrelevanter Zielgene analysiert werden.
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4 Diskussion

Das bei uns seltene Plattenepithelkarzinom des Penis stellt, vor allem in Landern mit
niedrigen hygienischen und soziookonomischen Verhaltnissen, ein ernsthaftes
Gesundheitsproblem dar. Im Verlauf der Erkrankung ist der positive Lymphknotenbefall
nach wie vor der bisher wichtigste und aussagekraftigste prognostische Faktor. Aufgrund
der geringen Inzidenz in Industrienationen und dem damit einhergehenden Mangel an
biologischen Proben existieren jedoch nur geringe Kenntnisse Uber molekulare
Mechanismen, welche den Prozess der Metastasierung des Peniskarzinoms férdern und
unterhalten. Molekulare Marker jedoch, die den positiven Nodalstatus bestimmen,
koénnten die Therapiemdglichkeiten dieser Krebserkrankung optimieren und damit die
Prognose betroffener Patienten verbessern.

Untersuchungen dieser Arbeit zu metastasierungsrelevanten microRNAs haben
ergeben, dass der kombinierte Verlust von miR-1, miR-1017 und miR-204 nicht nur
tumoréses von gesundem Gewebe, sondern auch metastasierte von nicht
metastasierten Peniskarzinomen zu unterscheiden vermag. Darlber hinaus scheint die
signifikant geringere Expression dieses microRNA-Tripletts mit der klinischen
Uberlebenszeit von Patienten assoziiert zu sein und kommt somit als mdglicher

prognostischer Marker in Frage.

4.1 Bedeutung von microRNAs bei der Erforschung des Peniskarzinoms

Die grundlegende Bedeutung von kleinen, nicht-kodierenden microRNAs flr
Karzinogenese und Progression menschlicher Tumore ist im Verlauf der vergangenen
Jahre immer deutlicher geworden. Jede Tumorentitat scheint eine spezifische Signatur
von microRNAs zu besitzen, durch welche sie charakterisiert wird. MicroRNAs fungieren
in komplexen Netzwerken. Wahrend verschiedene microRNAs an jeweils
unterschiedlichen Bereichen der 3'UTR-Zielsequenz ein und derselben mRNA binden,
kommt es zu einer gezielten Dysregulation tumorrelevanter Signalwege (Fischer et al.,
2015). Diesbezugliche Untersuchungen wurden an einer Vielzahl von Tumorentitaten
durchgefuhrt. Bei Studien zur Entwicklung und Progression der T-ALL beispielsweise
wurde eine relativ kleine Gruppe Uberexprimierter microRNAs identifiziert, welche die
Expression von Tumorsuppressoren mit Schlusselfunktion fur die Karzinogenese
reguliert (Mavrakis et al., 2011). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die
Dysregulation einiger weniger funktionell verwandter microRNAs einen wesentlichen
Einfluss auf die Expression krankheitsspezifischer Gennetzwerke hat. Dies wiederum

stitzt den Grundgedanken, dass das gefundene microRNA-Triplett, bestehend aus
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miR-1, miR-101 und miR-204, in Verbindung mit der identifizierten Signatur assoziierter
und differentiell  exprimierter = Zielgene eine  wesentliche Rolle beim

Metastasierungsprozess des Peniskarzinoms spielt.

Ungeachtet der beschriebenen Bedeutung von microRNAs flir Kanzerogenese und
Progression von Tumorerkrankungen wurden bisher nur wenige Untersuchungen am
Peniskarzinom durchgefihrt. Kenntnisse (ber microRNAs, die diese Form des
Plattenepithelkarzinoms charakterisieren, sind daher bisher nur gering. Mufioz et al.
beschreiben die miR-223 als eine Uberexprimierte microRNA im Tumorgewebe
verglichen mit gesundem Plattenepithel der Glans penis. Darlber hinaus scheint das
miR-223-Level negativ korreliert zu sein mit der Expression des potentiellen miR-223-
Zielgens SLC8A1, einem Natrium-Calcium-Austauscher, der das intrazellulare Calcium-
Niveau reguliert. Der Verlust von SLC8A7 steht in Verbindung mit niedrigen
intrazelluldren Calcium-Konzentrationen, einer verminderten Apoptose sowie einem
Anstieg der Zellproliferation (Munoz et al., 2015). Ein Zusammenhang zwischen
miR-223/SLC8A1 und klinisch-pathologischen Merkmalen lie3 sich hingegen nicht
herstellen, womit dieser Signalweg als relevant fir die Entstehung des Peniskarzinoms,
nicht jedoch flir seine Aggressivitat gelten mag.

Barzon und Mitarbeiter wiederum definieren die verminderte Expression von miR-218,
einer HPV-assoziierten microRNA, als Konsequenz eines SLIT2-Promotor-Silencing und
als SchlUsselereignis in der Tumorgenese HPV-assoziierter Peniskarzinome (Barzon et
al., 2014). Ein positiver HPV-Nachweis findet sich bei 45 bis 50 Prozent aller invasiven
Peniskarzinome und weist eine starke Korrelation zu seinem histologischen Subtyp auf
(Backes et al., 2009). So lasst sich HPV-DNA vor allem im basaloiden und warzigen
Subtyp des Peniskarzinoms sowie in gemischten Karzinomen nachweisen, nicht jedoch
im klassischen Plattenepithelkarzinom. Dies mag der Grund fir die fehlende differentielle
Expression von miR-218 in den in meiner Arbeit untersuchten Proben sein, da
Untersuchungen ausschlie8lich am klassischen Subtyp durchgefihrt wurden.

Ansatze zur Untersuchung von metastasierungsrelevanten microRNAs oder auch zur
Identifikation von microRNAs mit Aussagen Uber das krankheitsspezifische Uberleben
wurden bisher nicht verfolgt, womit die Ergebnisse dieser Arbeit eine Neuheit auf dem

Feld der diesbezliglichen Grundlagenforschung darstellen.

Wie bereits eingangs beschrieben wird die Tumorgenese HPV-assoziierter Karzinome
durch die Interaktion der viralen Onkogenprodukte E6 und E7 mit den zellularen
Tumorsuppressorproteinen p53 und Rb induziert (Dyson et al., 1989; Scheffner et al.,

1993). Durch die daraus resultierende Stérung des Zellzyklus kommt es zur malignen
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Transformation der Zelle, wobei nicht jede Infektion mit einem high-risk HPV-Typ
zwingendermallen zur Tumorentstehung fuhren muss. 95 % aller primaren Infektionen
werden durch das Immunsystem eliminiert, wahrend das onkogene Potential des Virus
mafRgeblich von seiner (Uber-) Expression der Onkogene E6 und E7 abhangt (DeFilippis
et al., 2003; Hoppe-Seyler et al.,, 2017). In den von mir untersuchten Zelllinien von
klassischen Plattenepithelkarzinomen des Penis sowie assoziierten
Lymphknotenmetastasen, welche primar nicht als HPV-induziert beschrieben werden,
war neben einer differentiellen Expression von miR-1, miR-101 und miR-204 dennoch
ein positiver HPV-DNA-Nachweis vorhanden. In Anbetracht dessen, dass nicht jede
HPV-Infektion die Entstehung eines Peniskarzinoms nach sich ziehen muss, ist
anzunehmen, dass zwar im Fall der von mir untersuchten Proben eine entsprechende
Infektion vorgelegen hat, diese aber nicht ausschlaggebend fur die Tumorentstehung
war. In diesem Fall war die deregulierte Expression von miR-1, miR-101 und miR-204
malfdgeblich involviert in Kanzerogenese und Metastasierung, womit die assoziierten
Signalwege bei nicht HPV-induzierten Peniskarzinomen als &quivalente
Schlisselkaskaden verglichen mit dem E6/E7/p53/Rb-Signalweg fir HPV-induzierte

Peniskarzinome bei der Initiierung des Tumorgeschehens gelten mogen.

4.2 Vergleichende Betrachtung der untersuchten microRNAs in

Plattenepithelkarzinomen verschiedener Entitaten

Die individuelle Herunterregulation von miR-1, miR-101 und miR-204 wurde bereits bei
der Untersuchung anderer Plattenepithelkarzinome beschrieben, die dem
Peniskarzinom aus pathomorphologischer Sicht verwandt sind. So ist miR-1 in
Hypopharynx- und Osophaguskarzinomen plattenepithelialen Ursprungs gering
exprimiert. Die dadurch hervorgerufene Hochregulation von TAGLN2, einem onkogenen
Zielgen der miR-1, scheint neben der Zellproliferation auch die Migration und Invasivitat
der Tumorzellen im positiven Sinne zu beeinflussen (Nohata et al., 2011b). Ahnliche
Befunde wurden anhand von in vitro-Versuchen am Larynxkarzinom gewonnen, in
denen es durch die Abnahme der miR-1 zur Induktion des FN1-Gens kommt, was zu
vermehrtem Zellwachstum fihrt und sowohl die Migration als auch die Invasivitat foérdert
(Wang et al., 2011). Durch die fehlende Expression der miR-1 scheinen Onkogene,
welche die Proliferation und Invasivitat von Tumorzellen fordern, damit nicht mehr

inhibiert zu werden.
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Studien zum Nasopharynxkarzinom und weiteren Kopf-Hals-Tumoren beschreiben miR-
101 als ebenfalls relevant fir die Tumorentstehung. Alajez et al. beispielsweise
identifizierten miR-101, neben miR-26a und miR-98, als negativen Regulator von EZH2
(Alajez et al., 2010). EZH2 ist eine Histon-Lysin-N-Methyltransferase, welche durch
Trimethylierung des Histons H3 am Lysin27 sowie durch Promotorhypermethylierung die
transkriptionelle Inaktivierung von Genen hervorruft, die an der regelrechten Entwicklung
und Differenzierung von Zellen sowie der Apoptose beteiligt sind. EZH2 fungiert dabei
als katalytische Untereinheit des PRC2-Komplexes. Sowohl EZH?2 als auch PRCZ2 gelten
als relevant fUr die Entwicklung einer Vielzahl verschiedener Tumorentitaten (Cao et al.,
2008; Chi et al., 2010; Varambally et al., 2002). Das EZHZ2-, nicht jedoch das miR-101-
Expressionslevel, wurde in diesem Zusammenhang auch als prognostischer Marker fur
das klinische Outcome entsprechender Patienten beschrieben (Alajez et al., 2010;
Chang et al., 2016). Die Gruppe um Banerjee bestatigte die gefundenen Ergebnisse
bezuglich einer negativen Regulation von EZH2 durch miR-101 anhand einer
integrativen Genomanalyse verschiedener Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-
Bereichs. Daruber hinaus definierten sie das rap71GAP-Gen als Zielgen von EZH2.
Rap1GAP wird beschrieben als flir verschiedene Tumorarten relevanter
Tumorsuppressor, der neben einer Unterdrickung der Zellproliferation auch
Zellmigration und -Uberleben beeinflusst (Zhang et al., 2006; Zheng et al., 2009). Durch
die EZH2- bzw. PRC2-vermittelte Histonmethylierung bzw. Promotorhypermethylierung
wird das rap71GAP-Gen inaktiviert, wodurch Kanzerogenese und Metastasierung
unterstitzt werden (Banerjee et al., 2011). Ein niedriges Expressionslevel von miR-101
fihrt dementsprechend zu einer Uberexpression von EZH2, welches die Transkription
tumorsuppressiver Gene unterbindet und dadurch wiederum zu Tumorentwicklung und

-progression beitragt.

Neben miR-1 und miR-101 wurde auch das Expressionslevel von miR-204 in
Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs untersucht. Lee et al. beschreiben
miR-204 als Tumorsuppressor, dessen Funktionsverlust durch ein Allel-Ungleichgewicht
des Lokus 9921.1—q22.3 hervorgerufen wird. Die Genomregion 9921.1—q22.3 wurde
bereits zuvor als cancer-associated genomic region (CAGR) definiert, welche vor allem
in Kopf-Hals-Tumoren haufig genetische und damit tumorassoziierte Veranderungen
aufweist (Abou-Elhamd et al., 2008; Ah-See et al., 1994; Bauer et al., 2008). Eine im
Vergleich zu Normalgewebe geringere Expression von miR-204 war in vitro-Ergebnissen
zufolge vergesellschaftet mit vermehrter Zellmigration, -adhasion und Invasivitat (Lee et

al., 2010). Weitere Versuche an Nasennebenhohlenkarzinomen und
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Plattenepithelkarzinomen der Mundschleimhaut unterstreichen die beschriebenen
Befunde und damit die Rolle von miR-204 fiir die Kanzerogenese (De Sarkar et al., 2014;
Nohata et al., 2011a).

SchlieBlich Ia&sst sich sagen, dass alle drei microRNAs des gefundenen Tripletts bei
Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs und damit dem Peniskarzinom
verwandten Tumorentitaten bereits als Tumorsuppressoren beschrieben wurden. MiR-1
und miR-204 scheinen zudem flr den Metastasierungsprozess von Bedeutung zu sein.
Alle drei scheinen dabei histopathologisch &hnliche Plattenepithelkarzinome zu
charakterisieren, wahrend die simultan geringere Expression und womoglich auch die
gemeinsame Interaktion insbesondere fur das metastasierte Plattenepithelkarzinom des

Penis eine Rolle spielt und dieses auszeichnet.

4.3 Relevanz des microRNA-Tripletts miR-1, miR-101 und miR-204 fiir die

Metastasierung des Peniskarzinoms

Wie die Ergebnisse dieser Arbeit gezeigt haben, lassen sich anhand des beschriebenen
microRNA-Tripletts sowohl tumordses von gesundem Gewebe, als auch metastasierte
von nicht metastasierten Tumoren unterscheiden. Der positive Lymphknotenstatus von
Patienten stellt nach wie vor den wichtigsten prognostischen Marker dar, und bisher
existieren nur wenige Studien zur Bestimmung biologischer Marker zur Identifikation des
Nodalbefalls. Die gefundene differentielle Regulation von miR-1, miR-101 und miR-204
ist daher bei bisher fehlenden molekularen Biomarkern flr den Metastasierungsprozess

beim Peniskarzinom von besonderem Interesse (Pizzocaro et al., 2010; Thoma, 2016).

In den letzten Jahren wurde bereits eine Reihe potentieller Marker fir das
Vorhandensein von Lymphknotenmetastasen identifiziert. Protzel et al. definierten eine
starke Expression von ANX Al und ANX AlV, basierend auf immunhistochemischen
Untersuchungen an insgesamt 29 FFPE-Proben des Peniskarzinoms, als Marker flr
Invasivitat und Metastasierungstendenz (Protzel et al.,, 2011). Annexine stellen eine
grol3e Gruppe von Calcium- und Phospholipid-Bindungsproteinen dar und spielen eine
essentielle Rolle bei der Zellregeneration, -differenzierung, Proliferation und damit auch
bei der Tumorgenese (Mussunoor und Murray, 2008).

Anhand einer ebenfalls nur kleinen Anzahl von 39 Patientenproben brachte die Gruppe
um Minardi eine Uberexpression von D2-40 und eine niedrige intratumorale LVD
(lymphatic vessel densitiy) in Verbindung mit dem Vorhandensein von
Lymphknotenmetastasen sowie der Prognose flir Patienten (Minardi et al., 2011). D2-40

ist ein monoklonaler Antikdrper, welcher an das transmembrandse Mucoprotein
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Podoplanin bindet. Podoplanin wird selektiv vom Endothel der Lymphgefalie exprimiert.
Eine Podoplanin-Uberexpression wurde bereits fiir eine Vielzahl von
Plattenepithelkarzinomen beschrieben und scheint assoziiert zu sein mit vermehrter
Zellmigration sowie Tumorinvasivitat (Wicki und Christofori, 2007).

Darlber hinaus scheint auch der mTOR-Signalweg eine Rolle fir den
Metastasierungsprozess des Peniskarzinoms zu spielen, dessen Alterationen auch flr
die Entstehung weiterer Plattenepithelkarzinome von Bedeutung sind (Populo et al.,
2012). mTOR ist eine Serin-/Threonin-Kinase, welche durch Phosphorylierung
downstream-targets aktiviert und somit die Proliferation und Differenzierung von Zellen
sowie auch die Funktion des Immunsystems reguliert. Anhand einer Kohorte von 67
Patienten konnte nachgewiesen werden, dass eine Uberexpression von mTOR sowie
die eines seiner downstream-targets, namlich elF4E, signifikant mit einem positiven
Nodalstatus korrelieren (Ferrandiz-Pulido et al., 2013).

Mithilfe einer genomweiten Array-Analyse identifizierten Feber und Kollegen wiederum
eine epigenetische Signatur, bestehend aus spezifischen DNA-Loci, welche eine
Vorhersage Uber den Metastasierungsstatus des Patienten erlaubt (Feber et al., 2015).
Veranderungen des Methylierungsstatus der DNA spielen eine entscheidende Rolle bei
der malignen Transformation von Normalgeweben, da sie zum Gen-silencing von
Tumorsuppressoren sowie zur Uberexpression von Onkogenen fiihren (Kulis und
Esteller, 2010).

Zuletzt definierte die Arbeitsgruppe um Ball einen pradiktiven Zusammenhang zwischen
der Expression des insuline-like growth factor-1 receptor (IGF1R) und dem
Vorhandensein von regionaren Metastasen sowie Fernmetastasen (Ball et al., 2016).
Auch IGF1R, eine transmembranare Tyrosinkinase, spielt eine essentielle Rolle fir
Zelldifferenzierung, -proliferation und die maligne Transformation (Baserga, 2005).
Ergebnisse weiterer Studien beschreiben einen positiven Lymphknotenstatus als
signifikant korrelierend mit einem negativen p76ink4a-Status, dem LOH (loss of
heterozygosity), der Uberexpression des Proliferationsmarkers Ki-67 sowie der geringen
Expression des Metastasensuppressor-Proteins KAI1/CD82 (Poetsch et al.,, 2011;
Poetsch et al., 2007; Protzel et al., 2008; Protzel et al., 2007).

Die in den vorherigen Absatzen beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass bereits eine
Reihe potentiell bedeutsamer Ansatze bezliglich metastasierungsrelevanter Signalwege
und Prozesse verfolgt wurden. MicroRNAs und insbesondere die simultan geringere
Expression des beim Peniskarzinom identifizierten microRNA-Tripletts als maoglicher

Initiator fur den Metastasierungsprozess wurden bisher jedoch nicht beschrieben.
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Neben der gefundenen differentiellen Expression von miR-1, miR-101 und miR-204,
welche metastasierende von nicht metastasierenden Peniskarzinomen zu unterscheiden
vermag, konnte mithilfe einer Datenbank- sowie einer sich anschlieRenden Go term
enrichment-Analyse eine gemeinsame Gruppe von im Peniskarzinom tberexprimierten
Zielgenen definiert werden, welche mit einer LymphgefaRinvasion bzw. Zellmigration
und Gefallneubildung in Verbindung stehen kdnnte (Hartz et al., 2016). Damit mag die
Uberexpression dieser Zielgene bedingt sein durch eine geringe Expression des
microRNA-Tripletts, deren anti-metastatische Funktion dadurch verloren geht. Zu den
moglichen Zielstrukturen des differentiell regulierten microRNA-Tripletts zahlt unter
anderem das YWHAZ-Protein, ein intrazelluldrer Bestandteil der Signaltransduktion,
welches bereits bei zahlreichen anderen Tumorentitaten als Initiator fur die lymphatische
Dissemination und damit als relevant fir den Metastasierungsprozess beschrieben
wurde. Durch die Destabilisierung von p53, einem intrazelluldaren Smad-Protein und
damit einem downstream-Segment der TGF-B-induzierten Signaltransduktionskette,
wandelt YWHAZ die tumorsuppressive Funktion von TGF-B in eine den
Metastasierungsprozess initierende Funktion um, womit es als Schliisselprotein bei der
Progression eines nicht-invasiven Tumors in einen invasiven angesehen werden kann
(Xu et al., 2015). TGF-B zahlt zur Gruppe der Zytokine und spielt neben der embryonalen
Entwicklung von Zellen eine essentielle Rolle fur Zelldifferenzierung, -wachstum und
auch Tumorentstehung (Massague, 2008). Ausgehend von der identifizierten Gruppe
potentieller Zielgene des genannten microRNA-Tripletts und dem Wissen um die durch
TGF-B hervorgerufene Initierung der lymphogenen Metastasierung scheint es
naheliegend, dass der Expressionsverlust von miR-1, miR-101 und miR-204 und die
damit einhergehende Dysregulation des TGF-B-Signalweges Schllsselereignisse bei

der nodalen Metastasierung darstellen (Pang et al., 2016).

4.4 Epigenetische Mechanismen als Ursache fur die korrelierende

Expression von miR-1, miR-101 und miR-204

Obgleich der Verlust der individuellen microRNAs des Tripletts, wie zuvor beschrieben,
auch fur die Tumorprogression anderer Plattenepithelkarzinome eine wesentliche Rolle
zu spielen scheint, wurde der gemeinsame Expressionsverlust aller drei microRNAs
bisher fir keine andere Tumorentitdt beschrieben. Die signifikante Korrelation ihrer
Expressionslevel mag daher Bestandteil eines fur das Peniskarzinom charakteristischen
Netzwerkes deregulierter und das Tumorgeschehen vorantreibender Signalwege sein.

Die korrelierende Expression von miR-1, miR-101 und miR-204 deutet dartber hinaus
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auf einen regulatorischen oder auch funktionellen Zusammenhang dieser drei
microRNAs hin.

Mithilfe der unter 3.2.1 beschriebenen Datenbankanalyse zu Promotoren des microRNA-
Tripletts und ihren Transkriptionsfaktor-Bindungsstellen konnte eine Reihe differentiell
exprimierter und damit potentieller und validierter Transkriptionsregulatoren, darunter 19
Aktivatoren und 5 Repressoren, identifiziert werden (Kuasne et al., 2015). Zu den
transkriptionell reprimierenden Regulatoren zahlen unter anderem die bereits unter 4.2
erwahnte PRC2-Komplex-Komponente und Methyltransferase EZH2, sowie auch
E2F7/8 als Mitglieder der E2F-Familie (Hartz et al., 2016).

Interessanterweise ist EZH2, als Bestandteil des PRC2-Komplexes, welcher zur DNA-
Methylierung fihrt und damit ein Gen-Silencing hervorruft, wodurch die Transkription
betroffener Gene unterbunden wird, in Plattenepithelkarzinomen des Penis generell
Uberexprimiert. Diese Ergebnisse wurden durch eine 2015 durchgefihrte genomweite
epigenetische Studie zum Methylierungsstatus des Peniskarzinoms bestatigt. Feber et
al. beschrieben damit ebenfalls abweichende Methylierungen von PRC2-Zielgenen in
tumorésem gegenuber gesundem Gewebe. Diese gingen einher mit einer
Uberexpression von EZH2 sowie SUZ12, einem weiteren Bestandteil des PRC2-
Komplexes (Feber et al., 2015). Ahnliche Erkenntnisse zur Hypermethylierung von
Genen, welche durch den PRC2-Komplex reguliert werden, wurden bereits anhand
anderer Plattenepithelkarzinome, wie beispielsweise Kopf-Hals-Tumoren oder dem
Zervixkarzinom, gewonnen (Banerjee et al., 2011; Wang et al.,, 2016). Durch die
Ergebnisse ihrer genom-ubergreifenden Methylierungsanalyse waren Feber et al. in der
Lage, eine spezifische epigenetische Signatur zu beschreiben, welche den
Metastasierungsstatus von Patienten definiert. Durch den Nachweis von DMRs
(differentially methylated regions) in nur 4 Genen war es damit moglich, einen positiven
Lymphknotenstatus mit hoher Genauigkeit (Spezifitdt von 100 %, Sensitivitat von 92 %)
vorherzusagen.

Hohe Level von EZH2 stehen wiederum Uber verschiedene Signalwege in direktem
Zusammenhang mit einer Repression von miR-1 und miR-101 (Lu et al., 2014; Wang et
al., 2014). Dies zeigten auch im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrte Analysen mithilfe
der ENCODE TF ChIP-seqg-Datenbank. Diese ergab jedoch auch Bindungsstellen fir
EZH2 am Wirts-Gen von miR-204, was erklaren kdnnte, warum sich in Peniskarzinomen
mit niedrigen miR-1- und miR-101-Levels auch eine nur geringe Expression der miR-204
zeigt. Interessanterweise stellt die Histon-Methyltransferase EZH2 selbst ein Ziel von

miR-101 dar. Dadurch kommt es bei geringer Expression dieser microRNA zum Anstieg
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von EZH2, was einen negativen Feedback-Mechanismus mit begleitender Dysregulation
epigenetischer Signalwege nahelegt (Varambally et al., 2008; Wang et al., 2014). Dieser
Zusammenhang konnte in einer Vielzahl weiterer Tumorentitaten nachgewiesen werden.
Daraus lasst sich ableiten, dass die Promotor-Hypermethylierung im Rahmen einer
EZH?2-Uberexpression ein fir den integrierten Verlust des beschriebenen microRNA-
Tripletts und damit fur die Entstehung und Progression des Peniskarzinoms relevanter
Mechanismus zu sein scheint. Das Vorhandensein weiterer Mechanismen, welche zu
einer verstarkten Aktivitdt des PRC2-Komplexes innerhalb dieser Tumorentitat fihren,

ist aber wahrscheinlich (Busso-Lopes et al., 2015).

Entsprechend der im Rahmen dieser Arbeit durchgeflihrten Datenbankanalysen weisen
neben der PRC2-Komponente EZH2 auch Mitglieder der E2F-Familie als mogliche
Regulatoren des microRNA-Tripletts eine Uberexpression in metastasierten
Peniskarzinomen auf. Die E2F-Familie setzt sich zusammen aus insgesamt acht
Transkriptionsfaktoren, wobei hinsichtlich der Transkription von Zielgenen zwischen
Aktivatoren (E2F1, E2F2 und E2F3a) und Repressoren (E2F3b, E2F4, E2F5, E2F6,
E2F7 und E2F8) unterschieden wird. Im Rahmen des Rb/E2F1-Signalweges sind die
E2F-Mitglieder essentiell an der Zellzykluskontrolle beteiligt, wahrend eine Deregulation
dieser Signaltransduktionskette bereits bei einer Vielzahl von Tumorerkrankungen
beschrieben wurde (Udayakumar et al., 2010). So wurde beispielsweise bei HPV-
induzierten Tumoren wie dem Zervixkarzinom und auch dem Peniskarzinom eine Rb-
Inaktivierung durch das virale Onkogen E7 beobachtet (Doorbar, 2006; Poetsch et al.,
2011). WeiterfUhrende Ergebnisse wurden kurzlich im Rahmen von Experimenten an
HPV-positiven-Peniskarzinomzelllinien ~ validiert. = Demnach  zeigte sich  der
Transkriptionsfaktor E2F1 in Zelllinien primar metastasierter Primartumore sowie
assoziierter Lymphknotenmetastasen verglichen mit Zelllinien nicht metastasierter
Primartumore signifikant hochreguliert. Zudem wurden durch eine E2F1-Uberexpression
eine Zunahme des Lymphgefallwachstums sowie der migratorischen Aktivitat der Zellen
induziert, wahrend eine Unterexpression mit verminderter Invasivitat und verstarkter
Chemosensitivitat einherging (Fenner et al., 2017).

Eine Beteiligung der E2F-Familie an der Entstehung und dem Metastasierungsprozess
des Peniskarzinoms ist damit unumstritten. Unter 4.3 wurde bereits erwahnt, dass
YWHAZ zu den moglichen Zielstrukturen des microRNA-Tripletts zahlt und indirekt die
tumorsuppressive Funktion von TGF-8 in eine pro-metastatische Funktion umwandelt
(Xu et al, 2015). Eine Deregulation des TGF-B scheint damit essentiell am

Metastasierungsprozess des Peniskarzinoms beteiligt zu sein. TGF-8 wiederum hat
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einen Einfluss auf die Expression von Mitgliedern der E2F-Familie (Ertosun et al., 2016).
Eine Induktion der Transkriptionsfaktoren E2F7 und E2F8, die angelehnt an die
Transkriptom-Datenbankanalyse als mdgliche Repressoren von miR-101 identifiziert
wurden, kénnte damit TGF-B-vermittelt sein (Abb. 13).

. YWHAZ .
\t'ﬁg\\ f%'f!"’q‘.l

miR-101 (miR-1/ A

Metastasierungsprozess B
miR-204) e
Tumorsuppressor
metastatisch)
"”5'%%
E2F

(E2F7/ E2F8)

Abb. 13: Potentieller Feedbackmechanismus, welcher den Metastasierungsprozess des
Peniskarzinoms unterhalt. YWHAZ gilt als mdgliches Zielgen des microRNA-Tripletts und ist assoziiert mit
LymphgefaRinvasion, Zellmigration und Gefalneubildung. Ein Expressionsverlust von miR-1, miR-101 und
miR-204 fuhrt damit zu einer erhdhten Expression von YWHAZ, welches wiederum die tumorsuppressive
Funktion von TGF-8 indirekt in eine pro-metastatische/onkogene Funktion umwandelt. TGF-8 wiederum
nimmt Einfluss auf die Expression von Mitgliedern der E2F-Familie. E2F7 und E2F8 konnten mithilfe einer
Transkriptom-Datenbankanalyse als mdgliche Repressoren von miR-101 identifiziert werden. Damit
entstiinde ein den Metastasierungsprozess unterhaltender funktioneller Kreislauf, der u. a. gekennzeichnet
ist durch einen simultanen Expressionsverlust des microRNA-Tripletts.

TGF-B wiederum ware damit indirekt reguliert durch YWHAZ und somit auch durch das
microRNA-Triplett selbst. Damit bestinde ein positiver Feedbackmechanismus, welcher
den Metastasierungsprozess insgesamt unterhalten kénnte. Ob und in welchem
Zusammenhang die einzelnen Faktoren miteinander agieren gilt es jedoch in weiteren

Experimenten zu untersuchen.

4.5 Bedeutung von Zelllinien bei der Erforschung des Peniskarzinoms
unter Berucksichtigung des microRNA-Tripletts miR-1, miR-101 und
miR-204

Ebenso wie es nur wenige molekularbiologische Kenntnisse Uber den
Metastasierungsprozess des Peniskarzinoms und insbesondere auch microRNA-
getriggerte SchllUsselereignisse fiur Kanzerogenese und Tumorprogression gibt, sind

auch Versuche an Peniskarzinomzelllinien bisher sehr selten. Der Arbeitsgruppe um
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Naumann gelang es im Jahr 2012 zwei Tumorzelllinien aus einem metastasierten
Primartumor und einer assoziierten Lymphknotenmetastase zu etablieren (Naumann et
al., 2012). Durch heterotope Xenotransplantation der Zellen konnte ein zuverlassiges
Tumorwachstum in vivo nachgewiesen werden. Darliber hinaus waren das Chemokin
CXCL14 und das membranstandige Glykoprotein Podoplanin in Zelllinien aus
Lymphknotenmetastasen signifikant unterexprimiert im Vergleich zu Zelllinien aus
assoziierten Primartumoren. Sowohl CXCL 14 als auch Podoplanin wurden bereits zuvor
im Rahmen von Experimenten an anderen Tumorentitdten als pro-metastatische
Faktoren beschrieben (Dumoff et al., 2006; Martin-Villar et al., 2005; Starnes et al.,
2006). Im Jahr 2016 wurden von Chen et al. zwei weitere Zelllinien publiziert, die
ebenfalls aus einem primar metastasierten Peniskarzinom und einer assoziierten
Lymphknotenmetastase etabliert wurden. Diese Zelllinien eines HPV-negativen und
mafig differenzierten Plattenepithelkarzinoms wiesen eine Missense-Genmutation des
Tumorsuppressorproteins p53 auf und zeigten sich chemosensibel gegeniber Cisplatin
und Epirubicin. Die Kanzerogenitat der aus der Lymphknotenmetastase stammenden
Zelllinie wiederum konnte in immundefizienten Mausen verifiziert werden (Chen et al.,
2016).

Insgesamt bleibt die Reprasentativitat der an den letztgenannten Zelllinien
durchgefliihrten Analysen jedoch in Frage gestellt, da lediglich das Tumorgewebe eines
einzelnen Patienten untersucht wurde. Die Inaktivierung des Tumorsuppressorgens p53
als mogliches Schlisselereignis fur die Entstehung und Progression des
Peniskarzinoms, auch aufgrund seiner Interaktion mit den HPV-assoziierten Onkogenen
E6 und E7, wurde zuvor bereits beschrieben. Insgesamt bleibt die Rolle von p53
aufgrund insgesamt widerspruchlicher Ergebnisse jedoch unklar, was die Notwendigkeit
weiterer Untersuchungen unterstreicht (Martins et al., 2002; Poetsch et al., 2011; Protzel
und Hakenberg, 2013). Dennoch kénnen die erzielten Ergebnisse zur Etablierung
weiterer Peniskarzinomzelllinien sowie zur Uberpriifung der Chemosensitivitat fir
kommende Versuchsreihen genutzt werden. Besonders im Hinblick auf die angestrebte
Verbesserung der Therapien bei bestehenden Resistenzen des Peniskarzinoms durch
praziser wirkende Chemotherapieregime und einer damit einhergehenden
Verbesserung der allgemeinen Prognose verspricht die Verfugbarkeit weiterer Zelllinien

des Peniskarzinoms langfristig direkten Nutzen fur betroffene Manner.

Die im Rahmen dieser Doktorarbeit durchgeflihrten Versuche an den von unseren
Kooperationspartnern (PD Dr. med. Carsten Maik Naumann/Prof. Dr. rer. nat. Holger

Kalthoff, Klinik fir Urologie und Kinderurologie des UKSH Campus Kiel) zur Verfigung
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gestellten Zelllinien beschrankten sich zunachst auf die Uberprifung ihrer Eignung fir
weitere Analysen auf microRNA-Ebene und damit auf die Reprasentativitat fur die
Aggressivitat des Peniskarzinoms. Die mithilfe des Boyden-Chamber-Assays
gewonnenen Ergebnisse zeigen eine signifikant vermehrte Invasivitat der Zelllinien
inguinaler Lymphknotenmetastasen (Kilk-k, Kilk-d) im Vergleich zu Primartumorzelllinien
des Peniskarzinoms (PeCa, PeCa-D). Dariber hinaus ergab sich eine relevante
Unterexpression von miR-1, miR-1017 und miR-204 in Zelllinien metastasierter
Primartumore sowie assoziierter und nicht-assoziierter Lymphknotenmetastasen
gegenuber einer Zelllinie aus gesundem plattenepithelialem Gewebe (VHG).

Die beschriebene vermehrte Invasivitat der Zellen inguinaler Lymphknotenmetastasen
sowie die Reproduzierbarkeit der zuvor anhand einer groleren Anzahl von Proben
gewonnenen Ergebnisse zu mdoglicherweise metastasierungsrelevanten microRNAs
lassen alle vier Zelllinien als geeignet fur weitere Versuchsreihen auf microRNA-Ebene
erscheinen. Allerdings muss darauf hingewiesen werden, dass Zelllinien aus friihen,
nicht metastasierten Primartumoren bisher nicht etabliert und untersucht wurden.

Weitere Ergebnisse sind daher abzuwarten.

60



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Mit einer Inzidenz von nur einer Neuerkrankung pro 100.000 Einwohner pro Jahr ist das
Peniskarzinom in westlichen Nationen eine seltene Erkrankung. Die fir die
Tumorforschung zur Verfligung stehende Patientenzahl ist daher sehr limitiert. Somit
sind die Kenntnisse Uber molekularpathologische Prozesse, die Tumorentwicklung und
Progression beeinflussen und zu einer haufig frihen lymphogenen Metastasierung
fuhren, bisher gering. Hieraus resultieren oft unzureichende Therapiestrategien mit nur

geringer Evidenz.

Die Bedeutung von microRNAs im Rahmen von Tumorgenese und Metastasierung ist
im Laufe der letzten Jahre zunehmend deutlich geworden. Da ein positiver
Lymphknotenstatus der bis dato wichtigste Marker fir die Prognose des Peniskarzinoms
darstellt, war es das Ziel dieser Arbeit, microRNAs zu identifizieren, die eine klinische
Unterscheidung zwischen metastasierten und nicht metastasierten Tumoren erlauben.

Diese sollten dann auf ihre prognostische Wertigkeit Gberprift werden.

Mithife  von  microRNA  Arrays konnten zunachst mehrere potentiell
metastasierungsrelevante  microRNAs identifiziert werden. Dies wurde in
Tumorgeweben einer groReren Patientenzahl validiert mit dem Ergebnis, dass ein
microRNA-Triplett, bestehend aus miR-1, miR-101 und miR-204, als charakteristisch flr
das metastasierende Peniskarzinom definiert werden konnte. Der Expressionsverlust
dieser microRNAs kdnnte damit ein Schlisselereignis beim Metastasierungsprozess
dieses Tumortyps darstellen. AnschlieRend durchgefiihrte Datenbankanalysen weisen
auf einen Zusammenhang zwischen den miR-Expressionslevels und dem
Methylierungsstatus Uber die Regulation des PRC2-Komplexes hin.

Mithilfe einer Uberlebenszeitanalyse nach Kaplan-Meier konnte schlieBlich
nachgewesen werden, dass der gemeinsame Expressionsverlust von miR-1, miR-101
und miR-204 in direktem Zusammenhang mit der Prognose von Patienten steht. Diese
microRNA-Signatur kdnnte damit als Surrogatparameter flir Hochrisikopatienten gelten
und als Entscheidungshilfe Uber die Anwendung aggressiver oder weniger aggressiver
Therapiekonzepte herangezogen werden.

Darlber hinaus scheint das gefundene microRNA-Triplett in der Deregulation des TGF-
B-Signalweges involviert zu sein, welche ebenfalls ein mdgliches Schliisselereignis bei
der nodalen Ausbreitung des Peniskarzinoms darstellen konnte. Die Mdglichkeiten einer
therapeutischen Inhibiton des TGF-B-Signalweges bei bereits lymphogen

metastasierten Karzinomen wurden bisher nicht untersucht, stellen aber einen
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vielversprechenden Ansatz flr weitere Versuche und damit die Aussicht auf

wirkungsvollere Therapieoptionen dar.

Die Ergebnisse dieser Arbeit beschreiben damit erstmalig eine flir das Peniskarzinom
charakteristische microRNA-Signatur, die als biologischer Marker fiir das Vorhandensein
von Lymphknotenmetastasen und gleichzeitig als Pradiktor flr das krankheitsspezifische

Uberleben herangezogen werden kann.
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Thesen

7 Thesen

These 1

In westlichen Industrienationen ist das Peniskarzinom eine seltene Erkrankung. Das
Interesse an der umfassenden Erforschung seiner molekularbiologischen Vorgange,
welche an Kanzerogenese und Metastasierung beteiligt sind, ist zwar grol3, die Anzahl

zur Verfligung stehender Proben wiederum jedoch deutlich limitiert.
These 2

Mit Ausnahme weniger histologischer Subtypen ist das Plattenepithelkarzinom des

Penis ein fast ausschlieRlich lymphogen metastasierender Tumor.
These 3

Der Befall inguinaler Lymphknoten stellt bisher den wichtigsten prognostischen Faktor
dar, wahrend seine Detektion trotz moderner diagnostischer Mdglichkeiten weiterhin

schwierig ist.
These 4

Ein invasives Lymphknoten-Staging wird ab dem Tumorstadium pT1 G1 vorgenommen,
womit bis zu 80% der Betroffenen Ubertherapiert werden und damit zum Teil an den

schwerwiegenden Folgen einer inguinalen Lymphadenektomie leiden.
These 5

Uber die Degradation sowie Translationshemmung von mRNAs greifen microRNAs in
eine Vielzahl von Signalwegen ein, welche fur Tumorgenese und -progression und damit

auch fir den Metastasierungsprozess von grof3er Bedeutung sind.
These 6

Ziel dieser Arbeit war es, flr das Peniskarzinom metastasierungsrelevante microRNAs

zu identifizieren.
These 7

Der integrierte Verlust von miR-1, miR-101 und miR-204 vermag in vitro metastasierte

von nicht metastasierten Primartumoren zu unterscheiden.
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Thesen

These 8

Der simultane Expressionsverlust von miR-1, miR-101 und miR-204 kdnnte ein
moglicher Initiator fur die nodale Aussaat wie auch ein moglicher Indikator fur den

erfolgten Metastasierungsprozess des Peniskarzinoms sein.
These 9

Der integrierte Verlust von miR-1, miR-101 und miR-204 ist assoziiert mit einer
schlechteren Prognose gegeniiber der kombinierten Uberexpression dieses microRNA-

Tripletts.
These 10

Zwischen den Expressionslevels der microRNAs miR-1, miR-101 und miR-204 zeigt sich
eine signifikante positive Korrelation, was einen funktionellen Zusammenhang zwischen

ihnen vermuten lasst.
These 11

Der kombinierte Expressionsverlust von miR-1, miR-101 und miR-204 und die damit
einhergehende Dysregulation des TGF-B-Signalweges konnte ein Schlusselereignis fur

die nodale Metastasierung des Peniskarzinoms darstellen.
These 12

Die Promotor-Hypermethylierung im Rahmen einer EZH2-Uberexpression scheint ein
fir den integrierten Verlust des beschriebenen microRNA-Tripletts und damit fir die

Entstehung und Progression des Peniskarzinoms relevanter Mechanismus zu sein.
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