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1 Einleitung

Das Pankreaskarzinom ist eine maligne Tumorerkrankung, welche noch immer mit einer
sehr schlechten Prognose einhergeht. Grinde hierflr sind eine spate klinische
Manifestation, hohe Aggressivitdt und Metastasierungsrate sowie fehlende
Screeninginstrumente. Die 5-Jahres Uberlebensrate liegt abhangig vom Tumorstadium
bei 10 - 30 % fur Tumore im Anfangsstadium (Kang et al., 2014) beziehungsweise etwa 3
% fur Tumore im fortgeschrittenen Stadium (American Cancer Society, 2019). Die einzige
Méglichkeit, Patienten mit einem Pankreaskarzinom zu heilen, ist momentan die
komplette Resektion des Tumors (RO-Resektion). Jedoch kénnen derzeit nur etwa 20 %
der Patienten, die an einem Pankreaskarzinom erkrankt sind, einer kurativen Operation
zugefuhrt werden (Benson, 2007). Ein Fokus der aktuellen Forschung liegt auf der Suche
nach Biomarkern, welche im Rahmen des Screenings als prognostischer Parameter sowie
gegebenenfalls im Rahmen einer zielgerichteten Therapie eingesetzt werden kdnnen.
Hierbei konnten mikroRNAs (miRNAs) eine entscheidende Rolle spielen. Diese sind
kleine, nicht-kodierende RNA-Abschnitte, welche in der Regulation der transkriptionellen
Expression von grof3er Bedeutung sind (Roth et al., 2010).

Ziel dieser Arbeit ist es, die Expression der miR-483, miR-99a und miR-27a bei Patienten
mit Pankreaskarzinom zu untersuchen. Die Analyse geschieht im Vergleich zu Gesunden
und Patienten mit einer chronischen Pankreatitis. Weiterhin wird die Expression dieser
miRNAs im Verlauf einer Chemotherapie untersucht, um zu bestimmen, inwiefern sie als

Verlaufsparameter beim Pankreaskarzinom geeignet sind.



1.1 Pankreas
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Abbildung 1: Anatomie des Pankreas (nach © bilderzwerg - fotolia.com)

Das Pankreas ist eine retroperitoneal gelegene Driise und grenzt an Magen, Milz und
Nieren. Es ist mit dem Duodenum Uber den einmindenden Ductus pancreaticus
verbunden. Uber diesen werden die von den Azinuszellen produzierten und iiber die
Gangepithelien sezernierten Verdauungsenzyme in das Duodenum abgegeben (Siewert
et al., 2006). Aus diesem exokrinen (nach auf3en abgebenden) Organanteil entstehen je
nach Literatur etwa 85 - 95 % der Karzinome (Birth et al., 2010). Die im Pankreas
gelegenen Langerhans-Inseln produzieren Hormone wie Insulin oder Glukagon und
geben diese schliellich ins Blut (endokrin) ab. Die prozentual geringe Anzahl der Tumore
aus dem endokrinen Organanteil werden zu den neuroendokrinen Tumoren gezahit und
sind nicht Inhalt dieser Arbeit. Das Pankreas wird unterteilt in Kopf, Kérper und Schwanz.

Im Kopf entstehen 65 %, im Kdrper 15 % und im Schwanz 10 % der Tumore (Reif3felder



et al., 2008). Da, wie in Abbildung 1 zu sehen ist, eine rdumliche Nahe des Pankreas zur
Aorta, dem Truncus coeliacus, der Arteria mesenterica superior, der Arteria lienalis sowie
der Vena cava inferior und der Vena portae besteht, kommt es zur friihen Invasion des
Tumors in das peripankreatische Gewebe. Oft liegt schon friih eine prognostisch

unglnstige perineurale Infiltration vor (Siewert et al., 2006).

1.2 Pankreaskarzinom

1.2.1 Klassifikation

Wie in Tabelle 1 dargestellt, erfolgt die histologische Einteilung des Pankreaskarzinoms
anhand der TNM-Klassifikation (Wittekind, 2017). Basierend auf dieser TNM-
Klassifikation erfolgt die Einteilung laut der Union internationale contre le cancer (UICC)
in die UICC-Stadien (Tabelle 2). Das UICC-Stadium ist letztlich prognosebestimmend.

Diese Einteilung gilt allerdings nicht fur sogenannte neuroendokrine Tumore (NET).



Tabelle 1: TNM-Klassifikation des Pankreaskarzinoms (modifiziert nach Wittekind, 2017)

Primartumor
T1 Tumor begrenzt auf Pankreas
a <0,5cm
<1cm
c <2cm
T2 Tumor begrenzt auf Pankreas > 2 cm
T3 Tumor begrenzt auf Pankreas > 4 cm
T4 Tumor infiltriert Truncus coeliacus, Arteria hepatica oder Arteria

mesenterica superior

regionale Lymphknoten

NO kein positiver Lymphknoten von mindestens 12 resezierten Lymphknoten
N1 1 - 3 positive Lymphknoten / 12 resezierten Lymphknoten
N2 = 4 positive Lymphknoten / 12 resezierten Lymphknoten
Metastasen
MO keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen vorhanden

Tabelle 2: UICC/AJCC Tumorstadien (modifiziert nach American Cancer Society, 2019)

UICC/ AJCC Stadium

a T1, NO, MO

b T2, NO, MO

Il

a T3, NO, MO

b T1-T3, N1, MO

1] T1-T3, N2, MO oder T4, jedes N, MO

v jedes T, jedes N, M1



1.2.2 Epidemiologie

Die Anzahl an Neuerkrankungen unterschieden sich im Jahr 2016 geschlechtsspezifisch
kaum (3,9 % bei Frauen und 3,6 % bei Mannern). Fur Frauen liegt das mittlere

Erkrankungsalter bei 76 Jahren und fir Manner bei 72 Jahren. Sowohl bei Mannern als

auch bei

Krebssterbefalle (Robert-Koch-Institut, 2019).
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Abbildung 2: Prozentualer Anteil der haufigsten Krebssterbefille bei Frauen und Mannern in

Deutschland 2016 (Robert-Koch-Institut, 2019)

Die unglinstige Prognose des Pankreaskarzinoms lasst sich anhand der hohen Anzahl
verstorbener Menschen von 16.000 bei einer Anzahl von 18.400 Neuerkrankten im Jahr
2016 in Deutschland bereits erahnen. Dementsprechend wies das Pankreaskarzinom

nach dem Mesotheliom die niedrigste Uberlebensrate unter allen Krebserkrankungen auf.



Die Uberlebensrate fiir das Pankreaskarzinom liegt fiir beide Geschlechter nach 5 Jahren

bei nur 9 % (Robert-Koch-Institut, 2019).
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1.2.3 Atiologie

Die Entstehungsmechanismen des Pankreaskarzinoms sind derzeit nicht abschlieend
geklart. Gesichert sind in etwa eine Aktivierung des KRAS-Onkogen sowie die
Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen (Reildfelder et al., 2008). Hinter einer familiaren
Haufung bei Verwandten 1. Grades kénnten zum einen erbliche Faktoren wie eine BRCA-
2-Mutation stecken, aber auch ein ahnlicher Lebensstil ware denkbar. Hierbei spielt
insbesondere das Rauchen als gesicherter Risikofaktor eine grof3e Rolle. Ebenso wirken
sich ein sehr hoher Alkoholkonsum und ein haufiger Verzehr von verarbeiteten
Fleischwaren oder gerducherten Speisen negativ aus. Erkrankungen wie Adipositas,
Diabetes mellitus Typ 2 und eine chronische Pankreatitis konnen unter anderem aus
einem gerade beschriebenen Lebensstil hervorgehen, erhdhen aber ebenfalls das Risiko,
an einem Pankreaskarzinom zu erkranken. Des Weiteren werden Infektionen mit
Helicobacter pylori, Hepatitis B oder auch HIV mit der Entstehung in Verbindung gebracht
und Schadstoffe wie Pestizide, Herbizide und Fungizide, aber auch Chromverbindungen

oder elektromagnetische Felder stehen in der Diskussion (Robert-Koch-Institut, 2019).

1.2.4 Klinisches Bild

In der Regel verursacht das Pankreaskarzinom keine beziehungsweise eher
unspezifische Frihsymptome, wie Appetitlosigkeit oder Verdauungsstérungen. Erst durch
die Infiltration in das umliegende Gewebe kommt es beispielsweise zu Ricken- oder
epigastrischen Schmerzen. Ein im fortgeschrittenen Stadium auftretendes typisches
Erstsymptom ist ein schmerzloser lkterus. Dieses Symptom entsteht durch eine
tumorbedingte Abflussbehinderung des Ductus choledochus, welcher durch den
Pankreaskopf zieht. Zur Ausbildung von Thrombosen kann es zum einen lokal bedingt
durch eine Druckerh6hung auf die umliegenden Gefalle, aber auch im Rahmen eines

paraneoplastischen Syndroms in entfernten Venen kommen. Sehr frih kommt es bereits



zur hepatischen Metastasierung, wodurch es unter anderem zu Symptomen eines

portalen Hypertonus wie Aszites kommen kann (Siewert et al., 2006).

1.2.5 Diagnostik

Zum aktuellen Zeitpunkt gibt es keine Empfehlung bezlglich Screeningmethoden bei
asymptomatischen Patienten in der Normalbevdlkerung. Eine schnelle Diagnosestellung
ist aus den oben genannten Grinden jedoch enorm wichtig und womdglich entscheidend
fur das Gesamtuberleben der Betroffenen. Besteht der Verdacht auf ein
Pankreaskarzinom sollte nach Alter und Symptomen der Verdachtsgrad wie in der Tabelle
3 ermittelt und die entsprechenden diagnostischen Mittel eingeleitet werden

(Leitlinienprogramm Onkologie, 2013).

Tabelle 3: Alter- und Verdachtsgradadaptiertes diagnostisches Vorgehen bei neu

aufgetretenen Oberbauch- und Riickenschmerzen (nach Leitlinienprogramm Onkologie, 2013)

Verdachtsgrad Alter (Jahre)  Symptome Vorgehen
Niedrig <50 nur Schmerz 1 Sonographie bei Symptompersistenz
2
Mittel <50 Schmerz plus Sonographie, ggf. CT

> 50 nur Schmerz Sonographie, ggf. CT

Schmerz plus Sonographie, ggf. CT

Sonographie, ggf. CT /

>
Hoch 50 Schmerz plus A

' Neu aufgetretene Schmerzen, die lokalisiert/glrtelférmig in den Riicken ausstrahlen und
nachts wahrnehmbar sind, bedurfen altersunabhangig individuell einer weiteren
Abklarung. Bei hohem Verdachtsgrad, ggf. auch bei negativer Sonographie, sollte eine
komplementare CT oder Endosonographie eingesetzt werden.

2 Schmerz plus andere Symptome (Inappetenz, Gewichtsverlust, Schwéche)

Bildgebenden Verfahren wie die Abdomensonographie, Endosonographie und

Computertomographie (CT) sowie die Magnetresonanztomographie (MRT) mit MR



Cholangiopankreatikographie (MRCP) sind momentan die Methoden der Wahl, um ein
Pankreaskarzinom zu diagnostizieren. Die hochste Sensitivitat besteht hierbei fur das CT
und das MRT in Kombination mit MRCP. Ist ein Tumor mittels Bildgebung diagnostiziert
worden, empfehlen die Leitlinien die Bestimmung des Tumormarkers CA 19-9
(Leitlinienprogramm Onkologie, 2013). Jedoch kann der Tumormarker CA 19-9 auch unter
anderen Bedingungen, wie zum Beispiel bei einer Leberzirrhose oder bei einer
Pankreatitis, erhoht sein. Fir das duktale Pankreaskarzinom scheint CA 19-9 mit einer
Sensitivitdt von 75,5 % und einer Spezifitit von 77,6 % somit kein optimaler
Screeningmarker zu sein (Loosen et al., 2017). Zur Beurteilung der systemischen
Tumorausbreitung sind die Abdomensonographie sowie ein Rontgen-Thorax obligat, da
Fernmetastasen meistens in der Leber, als Peritonealkarzinose oder etwas seltener in der
Lunge auftreten. Weitere Untersuchungen wie die abdominelle Multidetektor-
Computertomographie, eine Computertomographie des Thorax oder auch die
Magnetresonanztomographie sind fakultativ einzusetzen. Im Falle einer Resektabilitat des
diagnostizierten Tumors, die durch die bildgebende Diagnostik beurteilt wird, empfehlen
die Leitlinien keine vorherige Biopsie des Tumors. Ist der Tumor fortgeschritten und eine
kurative Operation nicht mehr maoglich, wird die Gewinnung von Tumorgewebe mittels
Endosonographie empfohlen, um eine optimale zielgerichtete Tumortherapie

gewahrleisten zu kénnen (Leitlinienprogramm Onkologie, 2013).

1.2.6 Therapie

Fur das therapeutische Vorgehen bei einem Pankreaskarzinom ist prinzipiell die
Unterteilung in die Kategorien resektabler Tumor, lokal fortgeschrittener Tumor, lokal nicht
mehr resektabler Tumor und das Vorliegen von Fernmetastasen bedeutsam

(Leitlinienprogramm Onkologie, 2013).



1.2.6.1 Operation

Laut der geltenden S3-Leitlinie gilt die operative Therapie noch immer als einzige Therapie
mit einem potentiell kurativen Ansatz und somit sollten Patienten mit resektabel
eingeschatztem Pankreaskarzinom einer Operation zugefuhrt werden.
Grundvoraussetzung hierfur ist jedoch, dass keine Fernmetastasen vorhanden sind. Das
Ziel der chirurgischen Therapie ist die vollstdndige Entfernung des Tumorgewebes im
umliegend tumorfreien Gewebe (RO-Resektion) und bedeutet, dass an den
Resektionsrandern keine Tumorzellen nachgewiesen werden durfen (Tabelle 4). Fir eine
intraoperative Sicherung kann eine Schnellschnittuntersuchung eingeholt werden. Hierbei
findet eine Begutachtung der Resektionsrander durch Pathologen bereits wahrend der
laufenden Operation statt. Ergibt sich die Notwendigkeit einer Nachresektion kann sich
somit die Anzahl der kurativ resezierten Pankreaskarzinome erhéhen (Leitlinienprogramm

Onkologie, 2013).

Tabelle 4: Einteilung des Residualtumors (R) nach Tumorresektion (nach Adzersen, 2010)

Residualtumor

Resektion des Tumors mit einer Manschette von gesundem Gewebe in

RO allen Bereichen.

R1 Resektion des Tumors, der makroskopisch vollstandig entfernt wurde,
mikroskopisch jedoch den Schnittrand erreicht.

R2 Der Tumor wurde nicht vollstandig entfernt. Auch makroskopisch bleibt

noch erkennbar Tumorgewebe zurlick.

Trotz lokal fortgeschrittenem Primartumor kann es zum Teil mdglich sein kurativ zu
operieren. Insbesondere im Fall einer Infiltration von vendsen Gefalken, wie zum Beispiel
der Vena mesenterica superior, der Vena portae oder der Vena lienalis, ist eine en bloc
Resektion mdglich und sollte kein Ausschlusskriterium sein. Liegt dagegen eine Infiltration
von arteriellen GefalRen vor, zum Beispiel des Truncus coeliacus oder der Arteria

mesenterica superior, wird von einer Tumorresektion aufgrund der perioperativ hohen

10



Morbiditadt und Mortalitat durch die Leitlinien abgeraten. Die Wahl des chirurgischen
Verfahrens ist abhangig von der Lokalisation des Tumors innerhalb des Pankreas. Ein
Tumor im Bereich des Pankreaskopfs wird in der Regel Uber eine klassische Whipple-
Operation beziehungsweise eine pyloruserhaltende Duodenopankreatektomie reseziert.
Sollte es zu einer Tumorausbreitung nach links kommen, kann eine totale
Pankreatektomie notwendig sein. Eine Pankreaslinksresektion in Kombination mit einer
Splenektomie wird bei einer Lokalisation des Tumors im Korper oder Schwanz
durchgefuhrt  (Leitlinienprogramm Onkologie, 2013). Bei initial nicht resezierbarem
Befund ohne Fernmetastasen kann eine neoadjuvante Chemotherapie erfolgen. In
Studien von Hackert et al. und Palmer et al. konnten 60 % der initial palliativen Patienten
im Anschluss an die neoadjuvanten Therapie einer kurative Tumorresektion zugefiihrt

werden (Hackert et al., 2016; Palmer et al., 1994).

11



lokal begrenzt, lokal fortgeschritten,

lokal fortgeschritten g

resektabel

Fernmetastasen
i s H E
. E | nicht
Operation < Chemotherapie chemotherapiefihig o
: chemotherapiefahig
- ¥ v ¢ v
: nicht
R0O-12 R2 “.o resektabel < e SO : BSC?
resektabel :
v
palliative
e srasraaararsarEarEasaEEEEEREEREsaEssEEsEERRERSERaTEE » medikamentdse

Tumortherapie
: «--» adjuvante Chemotherapie

guter AZ' reduzierter AZ'
¥ v

modifiziertes

Gemcitabin
FOLFIRINOX

Gemcitabin +

Capecitabin

Abbildung 4: Therapiestruktur beim Adenokarzinom des Pankreas
' Beurteilung nach AZ = Allgemeinzustand; 2 R = Klassifikation des Zustands nach chirurgischer
Resektion des Primartumors; 3 BSC = Best Supportive Care (modifiziert nach Deutsche

Gesellschaft fir Hamatologie und Medizinische Onkologie e.V., 2018)
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1.2.6.2 Chemotherapie

Nach erfolgter RO-Resektion soll laut Leitlinie eine adjuvante Chemotherapie wenn
madglich spatestens sechs Wochen postoperativ begonnen werden. Empfohlen wird eine
adjuvante Monotherapie mit Gemcitabin oder 5-Fluorouracil (5-FU)/Folinsdure fir
mindestens 6 Monate. Bei einer R1-Resektion soll eine additive Chemotherapie Uber
sechs Monate durchgefihrt werden. Die adjuvante Chemotherapie sollte nur bei Patienten
die sich noch selbstandig versorgen kénnen, also mit einem ECOG-Performance Status

von 0 - 2 (Tabelle 5), erfolgen (Leitlinienprogramm Onkologie, 2013).

Tabelle 5: Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) Performance Status
ECOG-Status

0 normal, Aktivitdt ohne Einschrankungen wie vor der Erkrankung

ambulant, kann sich selbst versorgen, Einschrankungen bei anstrengenden
kérperlichen Aktivitaten, leichte Haus- oder Blroarbeit méglich

ambulant, tagstiber mobil in mehr als 50 % der Zeit, kann sich selbst

2 versorgen, nicht arbeitsfahig

3 > 50 % der Zeit bettlagerig, pflegebedirftig

4 bettlagerig, stationare Behandlung erforderlich
5 Tod

Auch in palliativen Situationen, also bei bestehenden Fernmetastasen oder nicht mehr zu
resezierenden Tumoren, ist eine Chemotherapie empfohlen, um eine langere
Lebensdauer mit einer besseren Lebensqualitat zu erreichen. Diesbezlglich nimmt die
Leitlinie Bezug auf Studien von Palmer et al. und Glimelius et al., in welchen sich das
mittlere Uberleben von 15 auf 33 Wochen verlangerte, wenn die Patienten eine palliative
Chemotherapie erhielten (Palmer et al., 1994; Glimelius et al., 1996). Therapie der Wahl

ist auch hier laut Leitlinie eine Monotherapie mit Gemcitabin oder bei Patienten mit einem

13



ECOG-Status 0 oder 1 und einem Alter < 75 Jahren eine Kombinationstherapie mit 5-FU,
Irinotecan und Oxaliplatin (FOLFIRINOX). Eine Kombination mit dem EGF-
Rezeptortyrosinkinaseinhibitor Erlotinib ist auch moéglich. Im Fall des Nichtansprechens
des Tumors unter der Erstlinientherapie wird eine Umstellung der Therapie auf 5-FU und
Oxaliplatin empfohlen (Leitlinienprogramm Onkologie, 2013). Als die Leitlinie der
Arbeitsgemeinschaft der Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften e.V.
(AWMF) im Jahr 2013 erschien, gab es bereits Studien bezlglich einer neuen
Kombinationstherapie, welche jedoch noch keine Zulassung in Deutschland hatten und
somit nicht in die Leitlinie aufgenommen werden konnten. Es handelt sich dabei um die
Kombination aus nab-Paclitaxel mit Gemcitabin. Unter dieser Kombination konnte die
Remissionsrate von 7 % unter einer Monotherapie mit Gemcitabin auf 23 % bei palliativen
Patienten gesteigert werden (Tehfe et al., 2016). In der Leitlinie der Deutschen
Gesellschaft fir Hdmatologie und Medizinische Onkologie e.V. aus dem Jahr 2018 ist

diese Therapie implementiert (Abbildung 5).
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Abbildung 5: Algorithmus fiir die palliative medikamentése Tumortherapie

' Beurteilung nach AZ = Allgemeinzustand; 2 medikamentdse Tumortherapie: BSC — Best
Supportive Care; 3BSC = Best Supportive Care; 4 Symptomlinderung méglich, keine Verlangerung
der Uberlebenszeit

FOLFIRINOX = 5-Fluorouracil, Folinsaure, Irinotecan, Oxaliplatin; nab-Paclitaxel = an Albumin-
Nanopartikel gebundenes Paclitaxel; nal-Irinotecan = nanoliposomales Irinotecan;

OFF = 5-Fluorouracil, Folinsdure, Oxaliplatin (modifiziert nach Deutsche Gesellschaft fir

Hamatologie und Medizinische Onkologie €.V., 2018)
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1.3 Exosomen

Exosomen gehoéren zu der Gruppe extrazellularer Vesikel und sind mit einer Gréf3e von
etwa 50-130 nm in etwa so groR wie Viren. Tabelle 6 gibt einen Uberblick Uber die
Eigenschaften der verschiedenen extrazellularen Vesikel. Sie werden von diversen Zellen
wie Thrombozyten, Mastzellen, dendritischen Zellen, aber auch Tumorzellen gebildet.
Durch Einschnirung der Zellmembran werden Molekule der Ursprungszelle wie Proteine,
DNA und RNA in Exosomen abgegeben. Sie werden in verschiedensten
Korperflissigkeiten wie Blut, Urin, Speichel oder auch Aszites nachgewiesen und sind in
interzellularen Signalkaskaden involviert (Lin et al., 2015). Insbesondere der Inhalt der
Exosomen in Patienten kann die Krankheitslast und das Ansprechen der Therapie
widerspiegeln. Somit dirfen Exosomen zukinftig in der Diagnostik bestimmter
Erkrankungen, wie auch als pradiktive und therapeutische Molekiile, eine Rolle spielen.
Hierflr ist auch die Stabilitat der Exosomen von Vorteil. Bedingt durch die doppelwandige
Lipidschicht kénnen Exosomen bei 4 °C bis zu 96 Stunden unbeschadet aufbewahrt

werden (Kahlert et al., 2015).

Tabelle 6: Ubersicht der Eigenschaften extrazellulidrer Vesikel

Exosomen Mikrovesikel Apoptotische Kérperchen
GrolRe 50 - 130 nm 100 - 1000 nm 500 - 4000 nm
Einstllpung der Ausstulpung der Abschnirung ganzer
Entstehung Endosomenmembran  Zellmembran Zellteile
Inhalte Lipide, mRNA, miRNA, Proteine Lipide, Organellen, DNA,
(Rezeptoren, Tetraspanine, Zytokine u.a.) Histone u.a.
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1.3.1 Biogenese der Exosomen

Exosomen haben ihren Ursprung innerhalb der Zellen im endosomalen System. Mittels
clathrinvermittelder Endozytose werden zunachst Proteine der Zelloberflache
aufgenommen. Die entstandenen endozytotischen Vesikel bilden dann durch
Reifungsprozesse die frihen und schliel3lich die spaten Endosomen. Durch vielfache
Einstllpungen der Endosomenmembran entstehen die intraluminalen Vesikel (ILVs)
innerhalb der spaten Endosomen. Es werden einerseits Proteine in die invaginierende
Membran der ILVs eingebaut und andererseits zytosolische Komponenten in den ILVs
eingeschlossen. Im weiteren Verlauf werden die spaten Endosomen teilweise durch
Lysosomen wieder abgebaut oder sie reifen zu groRen multivesikularen Kérpern (MVB).
Durch die Fusion der MVBs mit der Plasmamembran werden die ILVs in den
extrazellularen Raum ausgeschiuttet. Die freigesetzten Vesikel werden als Exosomen

bezeichnet (Hessvik et al., 2018; Keller, 2009).

17



he dlng auf '-.:

Gnlgl TGN l spate Endusumﬁnl ! Multivesicular Bodies I

[“g Substrate * PrmaasenJ

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Biogenese von Exosomen

A: Zelloberflachenproteine werden durch clathrinvermittelte Endozytose in endozytotische Vesikel
aufgenommen. Diese reifen zu frihen Endosomen. Wahrend der Reifung der frilhen zu spaten
Endosomen kommt es zusatzlich zu einer Aufnahme von neu synthetisierten Proteinen aus dem
Golgi-Apparat bzw. dem Trans-Golgi-Netzwerk (TGN). In den spaten Endosomen kommt es zur
Einwartsstilpung der Membran und der damit verbundenen Anreicherung von intraluminalen
Vesikeln (ILVs).

B: Die spaten Endosomen kdnnen verschiedene Stoffwechselwege einschlagen. Durch Fusion mit
Lysosomen kdnnen die Inhalte der Endosomen proteolytisch abgebaut werden. Kommt es zur
weiteren Anreicherung von ILVs, so entstehen aus den spaten Endosomen die Multivesicular-
Bodies. Durch Fusion mit der Plasmamembran werden die ILVs freigesetzt und fortan als

Exosomen bezeichnet (nach Keller, 2009).
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1.3.2 Funktion von Exosomen

Exosomen sind an der Zell-zu-Zell-Kommunikation beteiligt und kénnen den Geno- wie
auch den Phanotyp ihrer Zielzelle verandern. Nach der Befreiung der Exosomen in den
extrazellularen Raum migrieren sie zu einer benachbarten oder entfernten Zelle. Durch
Verschmelzen der Exosomenmembran mit der Zytoplasmamembran dieser Zielzelle
werden exosomale Proteine zu Bestandteilen der Zelloberflache. Auf diese Weise ist es
moglich, Rezeptoren interzellular zu transferieren. Des Weiteren kdnnen Proteine und
Nukleinsauren in die Zielzelle transportiert werden, welche dann die Proteinexpression
und Signalwege innerhalb der Zelle beeinflussen und schliellich zu veranderten
Zellfunktionen fiihren. Ebenso kdnnen Exosomen mittels Liganden an Rezeptoren der
Zielzelle binden und somit die Signalkaskaden direkt stimulieren. Die besonderen
Wirkungsweisen sind von den Ursprungszellen abhangig. Zum Beispiel sind Exosomen,
welche von immunkompetenten dendritischen Zellen sezerniert werden, an der

Regulation der Immunantwort beteiligt.
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Abbildung 7: Extrazellulare Vesikel konnen auf verschiedenen Wegen die Empfangerzelle
beeinflussen. Sie verschmelzen mit der Empfangerzelle durch Phagozytose (i) oder
Zellmembranfusion (ii). Sie kdnnen auch an Oberflachenrezeptoren (iii) binden und direkt die
Signalkaskade aktivieren. Eine weitere Funktion ist die Antigenprasentation, indem sie an den

MHC-Antigen-Komplex binden (nach Reiners et al., 2017).

1.3.3 Exosomen in der Tumorbiologie

Neben der physiologischen Bedeutung sind Exosomen an der Pathogenese maligner
Erkrankungen beteiligt. Sie beeinflussen das Wachstum, die Metastasierung sowie

immunologische Prozesse und haben somit Einfluss auf die Tumorprogression (Maia et
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al., 2018). Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass Fibroblasten vermehrt Exosomen
ausschutten und es hierdurch zu einer Steigerung der Motilitdt von Tumorzellen und in
Folge zu einem beschleunigten Tumorwachstum kam (Luga et al., 2012). Insgesamt
betrachtet gibt es Hinweise, dass die Exosomenniveaus im Blut von Patienten mit
malignen Erkrankungen im Vergleich zu Gesunden erhdht sind und ihr Kargo verandert
ist. Studien wiesen auf ein dereguliertes Vorkommen von miRNAs in Exosomen von
malignen Zellen im Vergleich zu gesunden Zellen hin. Anhand dieser Erkenntnisse
verdeutlicht sich das mdgliche therapeutische und diagnostische Potential von Exosomen

(Melo et al., 2014; Kalluri, 2016).

1.4 MiRNA

Erstmals wurde in den 90er Jahren der Nachweis von miRNAs erbracht (Lee et. al., 1993).
Sie wurde initial als small temporal RNA bezeichnet. Dem Namen entsprechend gehdren
sie zu den kurzkettigen RNAs und bestehen aus nur 18 - 25 Nukleotiden. MiRNAs gehoren
zu der Gruppe der nicht-kodierenden RNAs und machen lediglich etwa 1 - 2 % des
menschlichen Genoms aus. Trotz des scheinbar geringen Anteils sind sie mit ihrer
regulatorischen Funktion an nahezu allen zellularen Prozessen beteiligt (Bartel et al.,
2004). Sie regulieren unter anderem Prozesse wie etwa die posttranskriptionelle
Genexpression oder auch die Apoptose (Kloostermann et al., 2006). Veranderungen in
der Expression der miRNAs sind mit der Entstehung verschiedener Krankheiten wie auch
der Tumorentstehung assoziiert und bieten zukinftig mdglicherweise einen Ansatz

zielgerichteter Tumortherapie (Roth et al., 2010).

1.4.1 Biogenese und Funktion der miRNAs

MiRNAs wie auch alle anderen RNAs werden von der DNA im Zellkern transkribiert. Das
durch den Enzymkomplex Polymerase Il entstandene Transkript wird als pri-miRNA

(primary miRNA) bezeichnet (Borchert et al., 2006). Aus dieser pri-miRNA wird noch im
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Zellkern mittels eines weiteren enzymatischen Komplexes, der RNase Ill “Drosha” und
dem Protein DGCR8 (DiGeorge Critical Region 8), die Vorlaufer-miRNA pre-miRNA
(precursor miRNA) geschnitten (Han et al., 2006). Diese pre-miRNA wird mit Hilfe von
Exportin 5 (XPO5) aktiv aus dem Zellkern ins Zytoplasma geschleust. Im Zytoplasma
befindet sich die RNase Il “Dicer”, welche aus der pre-miRNA kurze doppelstrangige
Fragmente schneidet (Lund et al.,, 2004). Diese reifen miRNA-Strange binden an
Argonautenproteine (AGO). Der an AGO gebundene miRNA-Strang wird als Leitstrang
bezeichnet und verbleibt als Komplex, wahrend der komplementére Strang abgebaut wird.
Der Komplex aus AGO und miRNA-Leitstrang bindet an den RNA-induzierten silencing
complex (RISC) und bildet somit den miRNA-induzierten silencing complex (miRISC).
Sind die Sequenzen der im RISC gebundenen miRNA komplementar zu der in der 3'-
untranslatierten Region (3° UTR) ihrer Ziel-mRNA, wird die mRNA gespalten und somit
eine Translation verhindert. Hierbei fiuhrt eine partielle Komplementaritdt zur
translationalen Repression oder zur Deadenylierung, wodurch die Translation gestort
wird. Eine vollstandige Komplementaritat wird durch AGO 2 katalysiert und bewirkt einen
vollstandigen Abbau der Ziel-mRNA (Guo et al., 2010).

Neben der inhibitorischen Funktion haben miRNAs auch eine stimulierende Funktion in
der Genexpression. Hierbei kommt es zu einer Bindung der miRNA an die Promotorregion
des Gens und daraus folgend zur Aktivierung der Genexpression. MiRNAs kénnen die
Expression verschiedener Zielgene, wie zum Beispiel von Transkriptionsfaktoren,
Rezeptoren, Signalproteinen und Transportern regulieren (John et al., 2004). Damit
einhergehend beeinflussen mMiRNAs zellulare Prozesse wie etwa die Apoptose,

Differenzierung aber auch die Proliferation (Catalonotto et al., 2016; Bartel et al., 2004).
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Abbildung 8: Biogenese und Funktion der miRNAs

MiRNAs werden zuerst als lange primare Transkripte (pri-miRNAs) im Kern transkribiert und spater
von Drosha und dem Cofaktor DGCRS in die pre-miRNA geschnitten. Uber Exportin 5 wird die pre-
miRNA ins Zytoplasma geschleust und von Dicer zu einer reifen doppelstrangigen miRNA
synthetisiert. Der RNA-induzierte Silencing-Komplex (RISC) rekrutiert den miRNA-Leitstrang,
welcher an einem Argonautenprotein (AGO) gebunden ist. Der komplementare miRNA-Strang wird

abgebaut. Abhangig von der miRNA-mRNA-Komplementaritat baut die miRNA die Ziel-mRNA ab

oder hemmt deren Translation (nach Gamez et al., 2014).
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1.4.2 Befreiung der miRNAs in die Blutzirkulation

MiRNAs werden durch verschiedene Mechanismen in die Blutzirkulation ausgeschuttet.
Einerseits werden sie zusammen mit Zellbestandteilen im Rahmen eines programmierten
Zelltods (Apoptose) freigesetzt. Hierbei entstehen fragmentierte Zellreste und
apoptotische Korper, einschliellich RNA-Transkripte und kurze DNA-Fragmente. Im Fall
des eher zuféllig ablaufenden Zelltods (Nekrose) werden lange DNA-Strange befreit.
Sowohl die von apoptotischen als auch die von nekrotischen Zellen freigesetzten RNA-
Transkripte bilden Komplexe mit spezifischen RNA-bindenden Proteinen. Diesbezliglich
komplexieren miRNAs mit dem AGO2-Protein. Neben den eben beschriebenen passiven
Prozessen der Freisetzung von miRNAs in die Blutbahn gibt es auch eine aktive
Sekretion. Hierbei verschmelzen multivesikulare Kérper mit der Plasmamembran der
Zellen und geben somit einen Teil der intrazellular gebildeten miRNAs, die ebenfalls an
Proteinkomplexe gebunden sind, in extrazellularen Vesikeln wie etwa den Exosomen in

ihre Umgebung ab (Schwarzenbach et al., 2014).
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Abbildung 9: Aktive und passive Befreiung der miRNAs in die Blutzirkulation (nach

Schwarzenbach et al., 2014)
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1.4.3 MiRNAs bei Tumorpatienten

Wahrend der Tumorentwicklung, Progression und Metastasierung sind viele miRNAs
dereguliert und ihre aberrante Expression kann in Koérperflissigkeiten, Tumorgeweben
und Exosomen nachgewiesen werden (Schwarzenbach et al.,, 2014; Schwarzenbach,
2015). Im Jahr 2002 wurde erstmals durch Calin et al. ein Zusammenhang zwischen einer
deregulierten miRNA und einer malignen Erkrankung beschrieben. In dieser Studie
handelte es sich um eine herunterregulierte miRNA bei Patienten mit chronisch
lymphatischer Leukamie (Calin et al., 2002). Seither konnte fir zahlreiche weitere maligne
Erkrankungen, wie auch fir das Pankreaskarzinom, eine Assoziation mit deregulierten
miRNAs gezeigt werden (Rawat et al., 2019; Luga et al., 2012; Roth et al., 2010). Als
OnkomiR bezeichnet man miRNAs, welche an der Repression der Transkription von
Tumorsuppressorgenen beteiligt sind. Ein erhdhtes Niveau an OnkomiRs bewirkt
demnach eine Herunterregulation der Expression von Tumorsuppressorgenen. Dem
gegenuber stehen Tumorsuppressor-miRNAs, welche die Expression von Onkogenen
inhibieren. Eine Reduktion von Tumorsuppressor-miRNAs flihrt somit zu einer
Uberexpression der Onkogene (Hammond, 2006). Es wurden zahlreiche Beispiele fir die
Herunterregulierung der Expression von Tumorsuppressor-miRNAs mit einer simultanen
Aufregulierung der Expression von OnkomiRs in verschiedenen Tumoren in der Literatur
beschrieben (Schwarzenbach et al., 2014; Schwarzenbach, 2015). Beispielsweise wurde
in einer Analyse von Xu et al. ein Zusammenhang zwischen der miR-143 und dem
Pankreaskarzinom gezeigt. Die Expression der miR-143 war im Tumorgewebe verglichen
mit dem angrenzenden Pankreasgewebe signifikant reduziert (Xu et al., 2018). Durch
Pramanik et al. und Kent et al. wurde eine inverse Korrelation zwischen Kras und der
Expression der miR-143 beobachtet. Das onkogene aktive Kras fuhrte zur Repression des
miR-143/145-Clusters beim Pankreaskarzinom, was vom Ras-Responsive-Element-
Bindungsprotein (RREB) 1 abhing, welches die miR-143/145-Expression negativ

regulierte (Pramanik et al., 2011; Kent et al.,, 2013). Das Kras-Protein spielt eine
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entscheidende Rolle in der Regulierung der Proliferation und Differenzierung von Zellen.
Durch eine Uberexpression und Aktivierung von Kras kommt es zur Phosphorylierung
nachgeschalteter Kinasen, wie MAP kinase extracellular signal-regulated kinase (MEK)
und extracellular signal-regulated kinase (ERK) 1/2 und somit zu einer unkontrollierten

Proliferation (Alberts et al., 2003).
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1.5 Ziel der Arbeit

Bisher gibt es fiir das Pankreaskarzinom keine FriherkennungsmalRnahmen. Bedingt
durch die haufig spate klinische Manifestation kommt es meist erst im fortgeschrittenen
Stadium zur Diagnosestellung. Um ein Therapieansprechen oder Nichtansprechen rasch
zu detektieren, besteht der dringende Bedarf nach diagnostischen und pradiktiven
Biomarkern. Ziel dieser Arbeit ist es, das exosomale Vorkommen der miR-483, miR-99a
und miR-27a im Serum von Patienten mit Pankreaskarzinom mit demjenigen von
Patienten mit chronischer Pankreatitis und gesunden Probanden zu vergleichen, um zu
bestimmen ob diese miRNAs als diagnostische und prognostische Marker fir das
Pankreaskarzinom geeignet sind. Des Weiteren soll die exosomale Expression der
miR-483, miR-99a und miR-27a im Verlauf einer Chemotherapie untersucht werden, um
zu bestimmen, inwiefern sie als Verlaufsparameter beim Pankreaskarzinom geeignet
sind. Fur diese Untersuchungen sollen TagMan real-time Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) und statistische Analysen durchgefihrt werden. Die Exosomen-Praparation wird

durch Western-Blot verifiziert.
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2 Materialien

2.1 Blutproben

Die Serumproben der 10 Patienten mit chronischer Pankreatitis als auch die Proben der
36 Patienten mit Pankreaskarzinom stammen aus der Biomaterialbank des Zentrums fur
klinische und experimentelle Tumormarker - Diagnostik und Therapie GmbH. Die
Serumproben der als Vergleichsgruppe dienenden 10 gesunden Teilnehmer, entstammen

der Blutbank des Instituts fiir Tumorbiologie des Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf.

2.2 Kits

ExoQuick TC (BioCat, Heidelberg, Deutschland)

ExoQuick exosome precipitation solution (BioCat, Heidelberg, Deutschland)

TagMan miRNA ABC Purification Kit (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA)
TagMan miRNA Reverse Transcription Kit (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
USA)

TagMan Universal Master Mix Il (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA)

gPCR Master Mix (2x) (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA)

2.3 Puffer und Losungen

APS - Ammoniumpersulfat (AppliChem, Darmstadt, Deutschland)
Ethanol (J.T. Baker, Deventer, Niederlande)

Glycin (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

H.O, (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

HCI (Merck, Darmstadt, Deutschland)

IGEPAL (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland)

Isopropanolol (2-Propanolol) (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland)

Luminol (Sigma-Aldrich, Minchen, Deutschland)
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Methanol (J.T. Baker, Deventer, Niederlande)

Milchpulver (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

NaCl (Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland)

Nukleasefreies Wasser (Qiagen, Hilden, Deutschland)

p-Cumarsaure (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)

ProtoGel 30 % (National Diagnostics, Atlanta, USA)

Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche Applied Science, Mannheim, Deutschland)
RIPA Puffer - Radio immunoprecipitation assay buffer (Merck, Darmstadt, Deutschland)
SDS - Sodium dodecyl sulfate (Affymetrix USB, Santa Clara, USA)

TEMED - Tetramethylethylenediamine (Sigma-Aldrich, Miinchen, Deutschland)
Transfer membran Fluoro Trus PVDF (Pall Laboratory, New York, USA)

Tween 20 (Merck, Darmstadt, Deutschland)

ECL-Lésung 1

p-Cumarsaure 0,2 mM
Luminol 1,25 mM
Tris (pH 8,5) 100 mM
H.O 8,85 ml

ECL-Lésung 2

H20> 0,06 %
Tris (pH 8,5) 100 mM
H-0 9ml

Laemmli Laufpuffer (5x)

Glycin 960 mM
Tris 125 mM
SDS 17 mM
H.O ad1L
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Lysepuffer fiir Exosomen

NaCl 150 mM
IGEPAL CA-630 1%
Natrium-Deoxycholat 0,5 %
SDS 0,1%
Tris (pH 7,6) 50 mM
Protease-Inhibitor-Cocktail 1x
H-O 100 ml

Milchlésung (6 %)

TBST (1x) 100 ml
Milchpulver 6g

PBS (1x) (pH 7,2 — 7.4)

NaCl 128 mM

KCI 2mM

NazHPO4 8 mM

KH2PO4 2mM
TBS (10x)

NaCl 50 mM

Tris 150 mM

pH-Wert mit HCI einstellen auf 7,6

H>O ad1L
TBST (1x)

TBS 10x 100 ml

H20 900 ml

Tween 20 1000 pl
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Transferpuffer (1x)

Tris 48 mM
Glycin 39 mM
SDS 0,037 %
MsOH 20 %
H.O ad1L

2.4 Antikorper

primérer Antikorper

Anti-CD63, C-terminal, polyklonal (ABGENT, San Diego, USA)

sekundéarer Antikorper

Anti-Kaninchen, HRP, Schwein, polyklonal (Dako, Glostrup, Danemark)

2.5 Synthetische Oligonukleotide

Zur Quantifizierung der miRNAs wurden spezifische TagMan MikroRNA Assays (Life

Technologies, Darmstadt, Deutschland) ausgewahit.

Exogene Kontrolle (spike-in)

cel-miR 39

Endogene Kontrolle

hsa-miR-484

2.5.1 Zu untersuchende miRNAs
hsa-miR-483

hsa-miR-99a

hsa-miR-27a
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2.6 Gerate

DynaMag - Magnetstander (Merck, Darmstadt, Deutschland)

Elektrophoresekammer (Bioplastics, Landgraaf, Niederlande)

Gefrierschrank —20 °C (Liebherr, Kirchdorf, Deutschland)

Kihlschrank (Liebherr, Kirchdorf, Deutschland)

Laborzentrifuge Heraeus Multifuge 3 SR (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA)
Mikrozentrifuge MiniStar (VWR Radnor, Pennsylvania, USA)

MJ Research PTC-200 Peltier Thermal Cycler (Global Medical Instrumentation, Ramsey,
USA)

Monochromat Nano Quant infinite (Tecan, Mannedorf, Schweiz)

gPCR CFX96 (Bio-Rad, Hercules, USA)

Real Time PCR 7300 HT 384 block (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA)
Roéntgenfilmentwickler Curix60 (AGFA, Mortsel, Belgien)

Thermomixer comfort (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Tischzentrifuge 5415 R (Eppendorf, Hamburg, Deutschland)

Vortex-Genie 2 (Scientific industries, New York, USA)

XCell Il Blot Modul (Life technologies, Darmstadt, Deutschland)

XCell SureLock Mini-Cell device (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA)
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3 Methoden

3.1 Studienpopulation

Fir diese Studie wurden Daten und Blutserum von Patienten aus den Jahren 2008 - 2018
analysiert. Insgesamt wurden Serumproben von 36 Patienten mit Pankreaskarzinom, 10
Patienten mit chronischer Pankreatitis und 10 gesunden Teilnehmern ausgewertet.

Patienten mit Pankreaskarzinom mussten fur den Einschluss in die Studie tGber 40 Jahre
alt sein und an einem diagnostizierten Pankreaskarzinom erkrankt sein. Das Vorliegen
weiterer Tumorerkrankungen flhrten zum Ausschluss aus der Studie. Patienten mit
chronischer Pankreatitis mussten ebenfalls Uber 40 Jahre alt sein und an einer
diagnostizierten chronischen Pankreatitis leiden. Die Auswahl der gesunden Teilnehmer
erfolgte nach Selbstauskunft. Abhangig vom Gesamtiberleben wurden 4 - 5
Serumproben von Patienten mit Pankreaskarzinom fir diese Studie analysiert. Die erste
Probe wurde vor Beginn einer Chemotherapie gewonnen, Proben 2 - 4 wurden etwa alle
vier Wochen wahrend der Chemotherapie gewonnen und Probe 5 wurde kurz vor dem
Tod des Patienten abgenommen. Die Untersuchung aller Proben erfolgte nach
Genehmigung durch die lokale Ethikkommission (Nr.: WF-64/16). Tabelle 8 fasst die
demographischen, klinischen und histopathologischen Eigenschaften der 36 Patienten mit
Pankreaskarzinom, 10 Patienten mit chronischer Pankreatitis und 10 gesunden
Teilnehmer zusammen. Im Vergleich der Patienten mit Pankreaskarzinom mit den
Patienten mit chronischer Pankreatitis fanden sich keine signifikanten Unterschiede im
Alter und in der Geschlechterverteilung. Die gesunden Teilnehmer waren allerdings
signifikant jinger als die Patienten mit chronischer Pankreatitis. Ein Tumoransprechen auf
die Therapie wurde durch den Verlauf des Tumormarkers CA 19-9 bestimmt. Dies
geschah anhand der modifizierten RECIST (Response Evaluation Criteria in Solid
Tumors) 1.1 Kriterien. Ein Abfall von CA 19-9 um > 30 % vom Ausgangswert war
demnach als Ansprechen definiert, wahrend ein Nicht-Ansprechen bei einem Anstieg von

CA 19-9 um > 25 % vom Ausgangswert vorlag. Veranderungen des CA 19-9 innerhalb
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des eben beschriebenen Bereichs (CA 19-9 Abfall um < 30 % oder Anstieg um < 25 %)

wurden als stabiler Verlauf unter der Chemotherapie gewertet (Eisenhauer et al., 2009).

3.2 Uberpriifung der Serumproben auf Hamolyse

Die Serumproben der Studienpopulation wurden zu Beginn samtlich auf
Hamolyseanzeichen untersucht, um eine Beeinflussung der Messungen von exosomaler
miRNAs durch lysierte Zellen zu vermeiden. Als Standardkurve zur Detektion
hamolysierter Serumproben diente eine praparierte Verdinnungsreihe (1:1,1: 3, 1: 4,
1:6,1:8,1:10,1:12,1:14,1: 18, 1: 20). Finfzig pl jeder Probe (Standard und
Patientenprobe) wurden in eine 96-Well-Platte pipettiert und die Absorption mittels dem
Monochromaten Nano Quant infinite M200 Pro gemessen. Die Messung erfolgte in einer
Spanne von 350 - 650 nm. Absorptionsspitzen, insbesondere bei 414 nm, aber auch bei
541 nm und 576 nm, wiesen auf freies Hamoglobin und somit auf eine hamolysierte Probe
hin. Je héher die Absorption in den Proben, desto héher war auch der Grad der Hamolyse.
Patienten mit hamolysierten Serumproben (> 0,5) wurden aus der Analyse

ausgeschlossen.

3.3 Exosomenisolation aus den Serumproben

Die Isolation von Exosomen mit dem ExoQuick® Exosome Isolation and RNA Purification
Kit wurden anhand des modifizierten Protokolls der Firma System Biosciences (SBI)
durchgefihrt. Zunachst wurden je 800 ul der Serumproben in 2 ml Tubes fir 15 Minuten
bei Raumtemperatur mit 3000 g zentrifugiert, um ein Absetzen von Zelltrimmern zu
bewirken. Aus diesen Proben wurden schlie3lich je 600 pl in einen neuen Tube Ubertragen
und erneut fur 15 Minuten bei Raumtemperatur mit 3000 g zentrifugiert. Jeweils 500 pl der
Serumprobe wurden in einen neuen Tube Ubertragen und 120 upl ExoQuick®
hinzugegeben. Die Tubes wurden invertiert und schlieRlich fur 30 Minuten bei 4 °C

inkubiert. Hierdurch kam es zum Ausfallen der Exosomen, welche sich im nachsten
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Zentrifugationsschritt bei Raumtemperatur, jedoch fir 30 Minuten mit 1500 g, als beiges
Pellet am Boden ablagerten. Der entstandene Uberstand wurde vorsichtig abgekippt und
es folgte ein weiterer Zentrifugationsschritt mit 1500 g bei Raumtemperatur fir 5 Minuten.

Mit einer Pipette wurde die restliche Flussigkeit schlieRlich abpipettiert.

3.4 Proteinanalyse

Der Nachweis zum Vorhandensein von Exosomen in den Serumproben erfolgte mittels
Western Blot. Dies ist ein Verfahren zum Nachweis spezifischer Proteine in einem

Proteingemisch.

3.4.1 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese

Mit der Sodium Dodecyl Sulfat Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ist es
moglich, Proteine eines Proteingemischs entsprechend ihrem Molekulargewicht und der
elektrischen Ladung zu trennen. Nach Anschluss eines elektrischen Feldes laufen alle
negativ geladenen Proteine im Gel zum Pluspol. Hierbei unterscheidet sich die
Laufgeschwindigkeit der Proteine jedoch nach dem Molekulargewicht. Proteine mit einem
niedrigen Molekulargewicht laufen schneller durch das Gel als Proteine mit einem hohen
Molekulargewicht. Das Gel besteht aus einem Sammelgel und dem Trenngel. Das
Sammelgel ermdglicht es, die beladenen Proteine wahrend der ersten Minuten der
Elektrophorese zu einer engen Bande zu konzentrieren. Somit startet die Trennung der
Proteine mit unterschiedlichen Molekulargewichten vom gleichen Punkt aus, sobald sie in
das Trenngel eintreten. Fir die Auftrennung wurden entsprechend der Tabelle 7 zunachst

das Sammel- und das Trenngel angefertigt.
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Tabelle 7: Zusammensetzung der Elektrophoresegele

Sammelgel Trenngel (10 %)

ddH20 1,4 mi 2,5 ml
30 % Polyacrylamide 335 pl 3 ml
1 M Tris (pH 6,8) 250 pl

1,5 M Tris (pH 8,8) 1,9 mi
10 % SDS 20 pl 75 pl
TEMED 2,5yl 3 ul
10 % APS 20 pl 75 pl

Jeweils 30 pg des Proteingemischs (Exosomen, Kapitel 3.3) wurden in RIPA-Puffer geldst
und aufgetragen. Im Anschluss wurden die Gele in die XCell SureLock Mini-Kammer
eingespannt und die Kammer mit dem Laemmli Laufpuffer beflllt. Die Laufzeit betrug 2

Stunden bei 125 V.

3.4.2 Western Blot

Um die Proteine nach der Auftrennung zu identifizieren, muss ein Transfer auf eine feste
Tragermembran erfolgen. Durch das Anlegen einer elektrischen Spannung in einer
Elektrophoresekammer senkrecht zur Laufrichtung des Gels wandern die Proteinbanden
aus dem Gel heraus und gelangen auf die Membran, wo sie gebunden werden. Dieses
Verfahren wird als Blotting bezeichnet.

Nach der Trennung der Proteine erfolgte der Transfer der Polypeptidbanden auf eine
0,45 um Polyvinyliden Fluorid (PVDF) Membran. Hierflr wurde das Blot Modul XCell Il
wie in Abbildung 10 dargestellt aufgebaut. Anschlieend wurde die Membran 1 Minute
lang mit Methanol aktiviert, 3 Minuten lang mit doppelt destilliertem Wasser inkubiert und
fur 5 Minuten in Transferpuffer eingeweicht. Die Schwamme und das Filterpapier wurden
ebenfalls mit Transferpuffer eingeweicht. Die zusammengebaute Kammer wurde mit
Transferpuffer gefiillt und mit Leitungswasser zum Abkihlen umgeben. Der Transfer

erfolgte Uber 1 Stunde bei 25 V. Im Anschluss wurde die Membran fur 1 Stunde bei
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Raumtemperatur mit einer 6%igen Milchlésung in einem 50 ml Tube inkubiert, um

unspezifische Proteinbindungen zu verhindern.

Kathode

Transferrichtung
=
(1]
3
o
o
=
~

Blottingpapier {// —_—

Anode

Abbildung 10: Schematischer Aufbau fiir den Transfer der Proteine vom Gel auf die PVDF
Membran (nach Bruennert, 2010). Der Transfer der negativ geladenen Proteine verlauft von der
Kathode (-) zur Anode (+). Das Blottingpapier (Schwamme und Filterpapier) sorgen fiir einen steten

Kontakt zwischen dem Gel und der Membran.

3.4.3 Immundetektion (Western Blot)

Die Proteinanalyse wurde unter Verwendung des monoklonalen Antikérpers CD63
durchgefiihrt. CD63 ist ein Transmembranprotein der Exosomen und dient als spezifischer
exosomaler Marker.

Nach dem Transfer der Proteine auf die Membran und dem Blocken unspezifischer
Proteinbindungen wurde die Membran zunachst dreimal mit TBST fur je 10 Minuten
gewaschen und schliellich Gber Nacht bei 4 °C mit 5 yl des Antikérpers CD63 (1 : 1000)
in 5 ml 6%iger Milchlésung inkubiert. Am nachsten Tag wurde die Membran wieder
dreimal mit TBST fur je 10 Minuten gewaschen und mit 2,5 pl des Peroxidase-markierten

Sekundarantikdrpers Anti-Kaninchen Immunglobulin in 5 ml 6%iger Milchldsung bei
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Raumtemperatur fir 1 Stunde inkubiert. Nach einem erneuten Waschvorgang fir je 10
Minuten mit TBST wurde die Membran abschlieRend mit einer 1 : 1 Mischung aus einer
ECL-Lésung 1 und einer ECL-Lésung 2 U(berzogen. Die Inkubation mit dem
Sekundarantikdrper bewirkte in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid eine Oxidation des
Luminolreagenz der ECL-L6sung 1. Die chemiluminiszierenden Signale wurden mit
photosensitiven Réntgenfiimen nachgewiesen. Die Belichtungszeit betrug ca. 1 Minute.

Die Filme wurden im Roéntgenfilmentwickler Curix 60 entwickelt.

3.5 Extraktion der miRNAs

Die Extraktion der miRNAs erfolgte durch den TagMan microRNA ABC Purification Kit
(Thermo Fisher Scientific, Abbildung 11). Hierfur wurden die gewonnenen Exosomen
zunachst in 100 pl Phosphate-Buffered Saline (PBS) flr 10 Minuten geldst. Nach Zugabe
von 150 pl Lyse-Puffer konnten die Exosomenpellets resuspendiert werden. Die als
exogene Kontrolle fungierende cel-miR 39 wurde mit nukleasefreiem Wasser auf ein
Verhaltnis von 1 : 4000 verdinnt. Je 2 pl dieser Verdinnung wurden zu der
Exosomensuspension gegeben, fur 10 Sekunden auf dem Vortexer gemischt und kurz auf
Eis gelagert. Mittels der im Kit enthaltenen Beads war es mdoglich, die spezifischen
miRNAs einzufangen. Hierfir wurden Beads fiur eine Minute auf dem Vortexer
durchmischt und fir jede Probe 100 pl der Beads in einen LoBind 1,5 ml-Tube gegeben.
Die Tubes wurden auf einen magnetischen Stander (DynaMag) gestellt, damit sich die
Beads an die Wand der Tubes anlagerten und nach 1 Minute der Uberstand vorsichtig
abpipettiert werden konnte. Die 500 ul-Proben wurden in die Tubes mit den Beads
ubertragen, mit Hilfe des Vortexers durchmischt und bei 30 °C fir 40 Minuten im
Thermoshaker inkubiert. Die miRNAs wurden nun an die Beads gebunden. Nach 1 Minute
auf dem magnetischen Stander konnte der Uberstand abpipettiert werden. Es folgten
mehrere Waschvorgange, um DNA, Proteine, Verunreinigungen und die restliche Losung

zu entfernen. Begonnen wurde mit 100 ul einer ersten Waschldésung (Wash Buffer 1), die
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zu den Proben hinzugefugt wurde. Um die Beads in Losung zu bringen, wurde die Probe
mit dem Vortexer durchmischt, kurz zentrifugiert und bei Raumtemperatur fir 1 Minute
inkubiert. Wieder wurde nach einer Minute auf dem Magnetstander der Uberstand
abpipettiert. Darauf folgend wurde dieser Waschvorgang nun zweimal mit einer weiteren
Waschlésung (Wash Buffer 2) wiederholt. Am Ende der Waschvorgange wurde jegliche
Flussigkeit abpipettiert. Um die miRNAs nun in Lésung zu bringen, wurden 20 pl
Elutionsbuffer zugegeben, durchmischt, kurz zentrifugiert und fur 3 Minuten bei 70 °C und
1200 rpm im Thermoshaker eluiert. Mittels des Magnetstdnders konnte nun der
Uberstand, welcher nun die miRNAs enthielt, abpipettiert werden und in einem neuen

Tube auf Eis gelagert werden.

Probe vorbereiten Probe in Tubes mit den Beads Magnet anlegen und Eluieren der miRNA
Ubertragen, Hybridisierung der eads waschen
> b Hybridisierung d »  Bead h >
miRNA mit den Beads

— — , il ) —

o NAA

miRNA

60%°

77
Abbildung 11: Arbeitsablauf mit dem TagMan® miRNA ABC Purification Kit (nach Thermo

Fisher Scientific, 2020)

3.6 Konversion der miRNAs in cDNA

Die gewonnenen miRNAs wurden anschlie3end sofort mittels reverser Transkription (RT)
in cDNA umgeschrieben. Dies erfolgte anhand des modifizierten Protokolls “for Creating
Custom RT and Preamplification Pools using TagMan MicroRNA Assays” (Life
Technologies). Hierfur wurde fir jede zu analysierende miRNA (miR-483, miR-99a und
miR-27a) ein Pool aus dem entsprechendem Primer und den Kontrollprimern der miR-484
und cel-miR-39 zusammengestellt. Je 10 pl der im TagMan® MicroRNA Assay
enthaltenen 5x RT Primer wurden zu 970 pl 1x TE (Tris EDTA) hinzugeflgt. In dem Primer

Pool mit einem Gesamtvolumen von 1000 pl (fr die jeweils zu analysierende miRNA und
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die beiden Kontroll-miRNAs) ergab sich somit eine Endkonzentration von 0,05 flr die
einzelnen Primer. Es folgte die Zusammenstellung des Reaktionsmix fir die reverse
Transkription auf Eis. Pro Probe wurden 4 pyl RT Primer Pool, 0,2 pl dNTPs mit dTTP
(100 mM), 2 pl MultiScribe Reverse Transcriptase (50 U/ul), 1 ul 10x RT Buffer, 0,13 pl
RNase Inhibitor (20 U/ul) und 0,67 pl nukleasefreies Wasser benétigt. Zu dem 8 pl
Reaktionsmix wurden 2 pl der zu analysierenden RNA hinzugefugt und schliel3lich wurden
die Proben 5 Minuten auf Eis inkubiert. Mit dem MJ Research PTC-200 Peltier Thermal
Cycler erfolgte im Anschluss die reverse Transkription mit den folgenden Schritten: 30

Minuten bei 16 °C, 30 Minuten bei 42 °C, 5 Minuten bei 85 °C und abschlieRend bei 4 °C.

3.7 Preamplifikation der cDNA

Um die Menge der cDNA zu erhéhen, wurde ein im “Protocol for Creating Custom RT and
Preamplification  Pools using TagMan MicroRNA Assays” beschriebener
Preamplifikationsschritt durchgeflihrt. Zunachst wurde hierflir ein Primer Pool (Pre Amp
Primer Pool) mit den 20x TagMan® MicroRNA Assays vorbereitet. Je 10 ul der 20x
TagMan® MicroRNA Assays wurden mit 970 uyl 1x TE kombiniert, um schlieB3lich eine
Endkonzentration von 0,2 fir jeden Primer in einem Gesamtvolumen von 1000 pl zu
ergeben. Der im Folgenden zusammengestellte Reaktionsmix der Preamplifikation
beinhaltete 0,8 pl des RT-Produkts, 4 pyl TagMan® PreAmp Master Mix (2x), 1,2 pl
PreAmp Primer Pool und 2 ul nukleasefreies Wasser. Die PCR erfolgte mittels des MJ
Research PTC-200 Peltier Thermal Cyclers, wobei die Proben in den folgenden Schritte
preamplifiziert wurden: 1. Zyklus = 10 Minuten bei 95 °C, 2 Minuten bei 55 °C, 2 Minuten
bei 72 °C; 2. - 17. Zyklus = 15 Sekunden bei 95 °C, 4 Minuten bei 60 °C; 18. Zyklus = 10

Minuten bei 99,9 °C und abschlieend bei 4 °C.
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3.8 MiRNA Expression

Im letzten Schritt wurden schlief3lich die Expressionsniveaus der einzelnen miRNAs
mittels Echtzeit PCR (RT-PCR) analysiert. Um den Reaktionsmix fur die RT-PCR zu
praparieren wurden 0,5 pl 20x TagMan® MicroRNA Assay, 5 yl TagMan® Universal
Master Mix I, No AmpErase UNG (2x), 4 ul nukleasefreies Wasser und schlieRlich 0,5 pl
verdinntes Preamplifikationsprodukt auf Eis kombiniert. Die RT-PCR durchlief folgende
Schritte: 1. Zyklus = 10 Minuten bei 95 °C; 40 Zyklen = 15 Sekunden bei 95 °C, 60

Sekunden bei 60 °C und abschlieffend bei 4 °C.

3.9 Normalisierung der Daten und statistische Analyse

Die Datensammlung, Weiterverarbeitung und Berechnungen sowie die Erstellung von
Liniendiagrammen erfolgte mit Microsoft Excel (Microsoft Excel fir Office 365 MSO). Fur
alle statistischen Auswertungen wurde SPSS software package, Version 24.0 (SPSS Inc.
Chicago, IL), verwendet.

Die bereinigten Daten der miRNA Expression wurden mittels AACq Methode wie folgt
kalkuliert: im ersten Schritt wurde fir jede untersuchte Probe der Cq Mittelwert der
Referenz-miRNA (miR-484) vom Cq Wert der zu untersuchenden miRNA subtrahiert (ACq
= Cq Ziel-miRNA — Cqg Referenz-miRNA). Nach dieser Normierung wurde vom ACq Wert
der Probe der Cq Mittelwert der Kontroll-miRNA (miR-39) abgezogen, was AACq ergibt.
Anschlie3end ergab sich aus der arithmetischen Formel 2—AACq.

Die relative Expression und die p-Werte wurden mittels Benjamini und Hochberg Methode
transformiert. Die Berechnung des Unterschiedes der relativen Expression der miRNAs
innerhalb der Subgruppen erfolgte mittels Student t-Test. Die Korrelationen der miR-483,
miR-99a und miR-27a mit den Patientencharakteristika wurden mittels Mann-Whitney-U-
Test berechnet, um einen nichtparametrischen Vergleich mit zwei unabhangigen
Variablen ermitteln zu konnen. Die Korrelationsanalyse fir den Verlauf der

Chemotherapie erfolgte mit Hilfe des nichtparametrischen Wilcoxon-Test. Des Weiteren
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wurde die Korrelation zwischen den miRNAs und den CA 19-9 Werten mittels Spearman-

Rho-Test ermittelt. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant gewertet.

42



4 Ergebnisse

4.1 Patienten

Insgesamt wurden Serumproben von 36 Patienten mit Pankreaskarzinom, 10 Patienten
mit chronischer Pankreatitis sowie von 10 gesunden Probanden untersucht.
Demographische und klinische Daten sind in Tabelle 8 zusammengetragen. In dem
Kollektiv der Patienten mit einem Pankreaskarzinom befanden sich zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung 27 Patienten im Tumorstadium T3 und 8 Patienten bereits im Stadium
T4. Trotz des fortgeschrittenen Stadiums wurden insgesamt 18 der in die Studie
eingeschlossenen Patienten initial einer Operation mit kurativem Ansatz unterzogen. Bei
wiederum 11 dieser Patienten war eine vollstandige Entfernung des Tumors (RO-
Resektion) méglich. Drei weitere Patienten unterzogen sich einer Operation, wobei sich
intraoperativ beim fortgeschrittenen Stadium eine palliative Situation ergab und somit
keine Tumorresektion durchgefuhrt wurde. 15 Patienten mit Pankreaskarzinom waren
zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bereits in einer palliativen Situation. Ein
Lymphknotenbefall gab es bei 22 Patienten und eine Metastasierung bei 21 Patienten.
Bei einem Patienten fehlten die Angaben beziiglich des TNM-Stadiums.

Alle 18 Patienten mit palliativem Therapieansatz standen vor dem Beginn einer palliativen
Erstlinientherapie. Bei 11 der kurativ operierten Patienten wurde zum Zeitpunkt der
Untersuchung eine adjuvante Erstlinientherapie durchgefiihrt und bei 4 eine
Zweitlinientherapie. Die Patienten mit Pankreaskarzinom hatten ein Gesamtiberleben
von etwa 17 Monaten, wobei am Ende der Datensammlung 3 Patienten noch am Leben
waren. Patienten, welche sich einer kurativen Operation unterzogen, hatten hierbei die

hdchste Uberlebensrate mit durchschnittlich 27 Monaten nach Diagnosestellung.
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Tabelle 8: Demographische und klinische Eigenschaften der Studienpopulation

Patienten mit Patienten mit chronischer Gesunde Teilnehmer
Pankreaskarzinom Pankreatitis n =10 (100 %)
n =36 (100 %) n =10 (100 %)
Geschlecht
weiblich 12 (33,3 %) 4 (40 %) 6 (60 %)
mannlich 24 (66,6 %) 6 (60 %) 4 (40 %)
Alter
Range 41-82 52-79 46 -73
Median 62,5 69,5 54
TNM Stadium (n = 35)
T3 27 (77 %)
T4 8 (22,9 %)
N1 22 (62,8 %)
M1 21 (60 %)
N1 + M1 14 (40 %)
Gesamtuiberleben in Monaten
Range 4-93
Median 12
Noch lebend (n = 3)
Range 26-93
Median 31
Verstorbene Patienten (n = 33)
6 Monate 9 (27,3 %)
7 - 12 Monate 8 (24,2 %)
13 - 24 Monate 8 (24,2 %)
25 Monate 8 (24,2 %)
Chemotherapie (n = 36)
Erstlinie bei nicht operierten Patienten 18 (50 %)
Erstlinie nach OP 11 (30,6 %)
Zweitlinie nach OP 4 (11,1 %)
Drittlinie nach OP 2 (5,6 %)
neo-adjuvant 1(2,8 %)
OP in kurativer Absicht (n = 18)
RO - Resektion 11 (61,1 %)
R1 - Resektion 6 (33,3 %)
R2 — Resektion 1 (5,6 %)
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Uberleben nach OP in Monaten

Median Range
kurative Operation (n = 18) 27,8 5-93
Operation, nicht kurativ (n = 3) 8,7 6-10
keine Operation (n = 15) 12,7 4-42
Tumorentwicklung nach CA 19-9 (n = 35)
Remission 20 (57,1 %)
Progression 15 (42,9 %)

4.2 Hamolyse

Eine Hamolyse der Serumproben hétte Einfluss auf die Quantifizierung der miRNAs und
musste somit ausgeschlossen werden. Mittels Spektralanalyse konnte der
Hamoglobinwert der Proben ermittelt werden. Mit steigender Hamolyse wird mehr
Hamoglobin frei und es kommt zu einer starkeren Absorption, insbesondere bei einer
Wellenlange von 414 nm. Anhand einer Standardkurve konnten die Absorptionspeaks bei
den Wellenlangen 414, 541 und 576 nm abgelesen und schliel3lich beurteilt werden. Die
tolerierte Obergrenze lag bei 0,6. Proben von 5 Patienten wiesen einen zu hohen Wert

auf und wurden somit nicht analysiert.
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Abbildung 12: Messung der Hamolyse in den Serumproben

Durch zunehmende Hamolyse enthalt eine Probe zunehmend mehr freies Hdmoglobin, welches
die Absorption beeinflusst. Mittels Spektralanalyse bei Wellenlangen von 350 bis 650 nm erfolgte
die Hamolysemessung und die Auswertung erfolgte anhand einer Standardkurve. Serumproben
galten als hamolysiert bei Absorptionspeaks von Uber 0,6 bei 414 nm beziehungsweise in den

weiteren relevanten Wellenldngen von 541 und 576 nm.

4.3 Western Blot

Mittels Western Blot wurde das Vorkommen der Exosomen in den Serumproben von
Patienten mit Pankreaskarzinom verifiziert. Das Vorhandensein der Exosomen wurde
durch den Antikérper gegen den exosomalen Marker CD63, ein Oberflachenprotein der
Exosomen, nachgewiesen und ist in Abbildung 13 dargestellt. In allen 8 dargestellten
Proben sind die in der 55 kD Bande befindlichen Exosomen vorhanden, jedoch variiert die

Menge im Verlauf der Chemotherapie. Patient 1 hatte in der Probe vor Beginn der
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Chemotherapie (a) noch eine vergleichsweise schmale Bande. Im Verlauf der
Chemotherapie (b und c) kam es zunachst zum Anstieg der Exosomenmenge, um
schlieBlich wieder abzufallen (d). Dem gegenlber steht der Verlauf der
Exosomenbefreiung von Patient 2 mit einem kontinuierlichen Anstieg der Menge an
Exosomen im Therapieverlauf. Mdglicherweise bewirkte die Chemotherapie eine

verstarkte Befreiung von Exosomen.

70 kD
55 kD .—*.“
35 kD
| a b [ d ¥ a b ¢ e |
Patient 1 Patient 2

Abbildung 13: Immundetektion isolierter Exosomen aus Serum von Patienten mit
Pankreaskarzinom

Mittels Western Blot wurde das Transmembranprotein CD63 in den Serumproben im Verlauf der
Chemotherapie detektiert. Die 55 kD Bande enthalt die Exosomen. Der Verlauf der Therapie ist
wie folgt gekennzeichnet: a ist vor Beginn der Chemotherapie; b, ¢ und d sind 3 Verlaufsproben

unter Chemotherapie mit je einem Abstand von etwa 1 Monat.

4.4 Quantifizierung der exosomalen miR-483, miR-99a und miR-27a

innerhalb der beiden Patientengruppen und bei gesunden Teilnehmern

Mittels TagMan Real-Time-PCR wurde das exosomale Vorkommen der miR-483,
miR-99a und miR-27a im Serum der Probanden quantifiziert. In Abbildung 14 ist anhand
der dargestellten Boxplots erkennbar, dass die exosomalen Niveaus der Patienten mit
Pankreaskarzinom sowie mit chronischer Pankreatitis im Vergleich zu den Gesunden
erhéht ist. Ein signifikanter Unterschied der exosomalen Transkriptmenge konnte flr die
miR-483 sowohl zwischen Patienten mit einem Pankreaskarzinom und Gesunden

(p = 0,013, A), fur die exosomale miR-99a zwischen Patienten mit Pankreaskarzinom und
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gesunden Probanden (p = 0,001, B) sowie zwischen Patienten mit chronischer

Pankreatitis und gesunden Probanden (p = 0,004, C) gezeigt werden (Abbildung 14).
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Abbildung 14: Niveaus der exosomalen miR-483 (A), miR-99a (B) und miR-27a (C) gemessen

levels of exosomal miR-27a

im Serum von 36 Patienten mit Pankreaskarzinom, 10 Patienten mit chronischer Pankreatitis und
10 gesunden Teilnehmern. Signifikanzen wurden fir die exosomale miR-483 zwischen Patienten
mit Pankreaskarzinom und gesunden Probanden (p = 0,013), fur die exosomale miR-99a zwischen
Patienten mit Pankreaskarzinom und gesunden Probanden (p = 0,001) und zwischen Patienten
mit chronischer Pankreatitis und gesunden Probanden (p = 0,004) errechnet. Die Kalkulation der

p-Werte erfolgte mittels Mann-Whitney-U-Test.

4.5 Korrelation der exosomalen miR-483, miR-99a und miR-27a mit den

klinisch-pathologischen Merkmalen der Patienten mit Pankreaskarzinom

In umfangreichen Korrelationsanalysen mit klinischen sowie pathologischen Merkmalen
der Patienten mit Pankreaskarzinom wurde die Signifikanz der exosomalen Niveaus der

mMiR-483, miR-99a und miR-27a mit diesen Parametern analysiert. Hierfir wurden die
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relativen Konzentrationen der exosomalen miRNAs in den Serumproben der 36
Pankreaskarzinompatienten mit dem Tumorstadium sowie dem Lymphknoten- und
Metastasierungsstatus korreliert. Die Korrelationsanalyse erfolgte mit dem nicht
parametrischen Mann-Whitney-U-Test. Fir keinen der genannten Parameter konnte eine
signifikante Korrelation gefunden werden (Daten nicht dargestellt).

Aufgrund der heterogenen Gruppe der Patienten mit Pankreaskarzinom wurden in einer
Subgruppenanalyse weiterhin nur Patienten unter Erstlinientherapie betrachtet. Hier fand
sich kein Unterschied in der Expression der exosomalen miR-483, miR-99a und miR-27a
zwischen Patienten mit adjuvanter Erstlinientherapie nach Tumorresektion (n = 11) und

Patienten unter Erstlinientherapie ohne Operation (n = 18) (Daten nicht gezeigt).

4.6 Exosomale Niveaus der miR-483, miR-99a und miR-27a in Abhangigkeit

vom Therapieverlauf

Eine weitere Analyse sollte untersuchen, ob die exosomalen Niveaus der miRNAs mit
einem Ansprechen des Tumors auf die Chemotherapie assoziiert sind. Insgesamt zeigten
20 Patienten mit Pankreaskarzinom unter Chemotherapie einen Abfall des Tumormarkers
CA 19-9 um mindestens 30 %, was somit einer Remission entspricht (s. a. Methodik). 15
Patienten zeigten einen Progress unter der Chemotherapie, also eine Zunahme des CA
19-9 um mindestens 20 % oder einen stabilen Verlauf (s.a. Methodik). Wie in Abbildung
15 dargestellt, fand sich auch bei Betrachtung dieser Gruppen sowohl fir die Patienten
mit Remission unter Chemotherapie (p = 0,046 bzw. p = 0,003) als auch bei Patienten mit
Progress bzw. stabilem Verlauf unter Chemotherapie (p = 0,021 bzw. p = 0,001) ein
signifikant hdheres Vorkommen der exosomalen miR-483 und miR-99a im Vergleich zu
gesunden Probanden. Weiterhin zeigte sich in beiden Gruppen das Vorkommen der
exosomalen miR-99a im Vergleich der Patienten mit chronischer Pankreatitis mit den

gesunden Teilnehmern signifikant erhoht (jeweils p = 0,002).
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Abbildung 15: Vergleich der Niveaus der exosomalen miR-483 (A), miR-99a (B) und miR-27a

(C) im Serum von 20 Patienten mit Pankreaskarzinom und Remission unter Chemotherapie

Verglichen werden die Patienten mit Pankreaskarzinom in Remission mit Patienten mit chronischer

Pankreatitis sowie mit gesunden Probanden. Es fand sich ein signifikant héheres Vorkommen der

exosomalen miR-483 (p = 0,046) und miR-99a (p = 0,003) bei Patienten mit Pankreaskarzinom im

Vergleich mit Gesunden sowie fir die miR-99a bei Patienten mit chronischer Pankreatitis

verglichen mit Gesunden (p = 0,002). Kalkulation der p-Werte erfolgte mittels Mann-Whitney-U-

Test.
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Abbildung 16: Vergleich der Niveaus der exosomalen miR-483 (A), miR-99a (B) und miR-27a
(C) im Serum von 15 Patienten mit Pankreaskarzinom und Progress unter Chemotherapie
Verglichen werden die Patienten mit Pankreaskarzinom im Progress mit Patienten mit chronischer
Pankreatitis sowie mit gesunden Probanden. Es fand sich ein signifikant héheres Vorkommen der
exosomalen miR-483 (p = 0,021) und miR-99a (p = 0,001) bei Patienten mit Pankreaskarzinom im
Vergleich mit gesunden Probanden sowie fir die miR-99a bei Patienten mit chronischer
Pankreatitis verglichen mit Gesunden (p = 0,002). Die Kalkulation der p-Werte erfolgte mittels

Mann-Whitney-U-Test.

Es fand sich kein signifikanter Unterschied im Vorkommen der exosomalen miR-483,
miR-99a und miR-27a zwischen Patienten mit Remission unter Chemotherapie und

Patienten mit Progression unter Chemotherapie (Daten nicht gezeigt).
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4.7 Korrelation der exosomalen miR-483, miR-99a und miR-27a mit den

laborchemischen Parametern

Des Weiteren erfolgte bei den Patienten mit Pankreaskarzinom eine Korrelationsanalyse
zwischen dem exosomalen Vorkommen der miRNA und dem im Kklinischen Alltag
verwendeten laborchemischen Verlaufsparameter CA 19-9. Hier fand sich keine
Korrelation nach Spearman-Rho zwischen CA 19-9 und der miR-483, miR-99a oder
miR-27a. Nach Ausschluss ungewohnlicher Werte, welche im Streudiagramm (Abbildung
17) sichtbar werden, kann ebenfalls keine Korrelation zwischen CA 19-9 und den miRNAs

gezeigt werden.
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Abbildung 17: Korrelation der CA 19-9 Werte mit den exosomalen Niveaus von miR-483 (A),
miR-99a (B) und miR-27a (C) der 36 Patienten mit Pankreaskarzinom. Im Streudiagramm ist eine
VergréRerung der Ansammlung der gestreuten Punkte in der linken Ecke zu sehen. Die p-Werte

wurden kalkuliert mittels Spearman-Rho-Test.

4.8 Verlauf der Biomarker unter Chemotherapie

Wie in Abbildung 18 dargestellt, wurden zusatzlich Liniendiagramme erstellt, welche die
Expression der exosomalen miR-483 im Serum von Patienten mit Pankreaskarzinom im
Verlauf der Durchfiihrung einer Chemotherapie mit dem CA 19-9 Wert vergleichen. Es
wurden die exosomale miR-483 und CA 19-9 im Serum vor Chemotherapie (1) und
wahrend der Chemotherapie (3 Verlaufswerte: 2, 3, 4) gemessen. Die Serumproben
wurden jeweils im Abstand von etwa einem Monat unter Chemotherapie gewonnen. Der
CA 19-9 als Verlaufsparameter steigt stark in der 4. Verlaufsprobe an (A), wahrend bei
der Betrachtung von miR-483, diese miRNA im Verlauf der Chemotherapie keine Dynamik
zeigt (B). Diese Ergebnisse fanden sich sowohl bei Betrachtung aller Patienten als auch
bei alleiniger Betrachtung der Patienten mit Remission bzw. Progression unter
Chemotherapie (Daten nicht gezeigt), und zeigt, dass die Chemotherapie keine

Anderungen in der Befreiung der exosomalen miR-483 ins Blut hervorruft.
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Abbildung 18: Liniendiagramm zum Vorkommen von CA 19-9 (A) und der miR-483 (B) im
zeitlichen Verlauf bei Patienten mit Pankreaskarzinom
Der Verlauf der Therapie ist wie folgt gekennzeichnet: 1 ist vor Beginn der Chemotherapie; 2, 3

und 4 sind 3 Verlaufsproben unter Chemotherapie mit je einem Abstand von etwa 1 Monat.
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, Unterschiede im Vorkommen exosomaler miRNAs im Serum
von Patienten mit Pankreaskarzinom im Vergleich zu dem Vorkommen bei Patienten mit
chronischer Pankreatitis und bei Gesunden zu detektieren sowie im weiteren deren
Verlauf unter einer Therapie zu beurteilen. Das Pankreaskarzinom hat eine schlechte
Prognose, was einerseits durch ein invasives Wachstum und eine friihe Metastasierung
und andererseits durch eine haufig spat auftretende Symptomatik begriindet ist. Die
zunachst unspezifische Symptomatik des Pankreaskarzinoms und das Fehlen von
geeigneten Screeningmarkern fihren haufig zu einer spaten Diagnosestellung (llic et al.,
2016). Der einzige zur Verfugung stehende Biomarker ist der fur die Verlaufskontrolle
eingesetzte Tumormarker CA 19-9, welcher jedoch hinsichtlich Spezifitat und Sensitivitat
fur das Pankreaskarzinom nur unzureichend geeignet ist (Loosen et al., 2017). Eine frihe
Diagnosefindung ist fur das Pankreaskarzinom insbesondere notwendig, da eine
Operation die einzige kurative Behandlungsmdglichkeit bietet und bei bestehenden
Fernmetastasen nicht mehr realisierbar ist (Leitlinienprogramm Onkologie, 2013). Sollte
eine Operation nicht mehr mdglich sein, ist ein rasches Erkennen des
Therapieansprechens jedoch ebenso wichtig, um keine Zeit mit nicht wirksamen
Therapien zu verlieren und somit die langst mégliche Uberlebenszeit zu erreichen.

Ich untersuchte die Unterschiede im Vorkommen der exosomalen miRNAs miR-483,
miR-99a und miR-27a bei Patienten mit Pankreaskarzinom im Vergleich zu Patienten mit
chronischer Pankreatitis und Gesunden. Fir die miR-483 zeigte sich ein signifikant
hoheres Vorkommen in Exosomen von Patienten mit Pankreaskarzinom als bei
Gesunden. Das Gen fiir die miR-483 befindet sich auf dem Chromosom 11, diese miRNA
umfasst ebenfalls die zwei reifen Sequenzen miR-483-3p und miR-483-5p. In einer Studie
von Abue et al. war die miR-483-3p im Plasma von Patienten mit Pankreaskarzinom
ebenfalls signifikant héher exprimiert als bei Gesunden. Innerhalb dieser Studie konnte

die miR-483-3p zwischen Patienten mit Pankreaskarzinom und Patienten mit intraduktaler
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papillar-muzindser Neoplasie des Pankreas (IPMN) unterscheiden (Abue et al., 2015).
Auch Hao et al. konnten ein erhdhtes Vorkommen der miR-483-3p im Gewebe von
Patienten mit Pankreaskarzinom verglichen mit Gewebe von Gesunden nachweisen (Hao
et al.,, 2011). Bei anderen Tumorentitaten scheint die miR-483 ebenfalls eine Rolle zu
spielen. So fand sich beispielsweise ein vermindertes Vorkommen der miR-483 bei
Patienten mit Brustkrebs, Magenkarzinom oder kolorektalem Karzinom (Cui et al., 2019;
Yuetal.,, 2018; Niu et al., 2018). Die miR-483 scheint Uber verschiedene Wege zu agieren.
Beim Pankreaskarzinom, bei welchem die Studienlage eher darauf hinweist, dass die
miR-483 vermehrt vorkommt, konnten Hao et al. zeigen, dass die miR-483-3p an die
3-UTR der DPC4/Smad4 mRNA bindet. Weiterhin fiihrte eine Uberexpression von
miR-483-3p zu einer verminderten Expression des DPC4/Smad4 Proteins (Hao et al.,
2011). DPC4/Smad4 selbst ist an der Regulation der Transkription im TGFB-Signalweg
beteiligt und agiert hierbei als Tumorsuppressor (Rachagani et al., 2015). TGFp ist ein
Tumorsuppressor, welcher in Zellwachstum, Angiogenese oder auch Apoptose eingreift
(Haque und Morris, 2017). Wie bereits erwahnt, scheint beim Brustkrebs die miR-483
vermindert vorzukommen. Hier konnten Cui et al. zeigen, dass die miR-483 Uber eine
direkte Bindung an Sex determining region Y-box protein 3 (SOX-3) wirkt und die
Expression von SOX-3 negativ mit dem Vorkommen von miR-483 korrelierte (Cui et al.,
2019). SOX-3 gehort zur so genannten SOX Familie und ist ein Transkriptionsfaktor.
Studien weisen darauf hin, dass SOX-3 in der Genese verschiedener Tumore eine Rolle
spielt. So fanden Guo et al.,, dass eine Hemmung von SOX-3 schliel3lich zu einer
Hemmung des Tumorwachstums beim Osteosarkom flihrt (Guo et al., 2018). Cai et al.
sahen eine Hemmung des Tumorwachstums durch Inhibition von SOX-3 beim
Osophaguskarzinom (Cai et al., 2016). In der Studie von Yu et al., welche die Funktion
der miR-483 beim Magenkarzinom untersuchten, schien die miR-483 Uber die direkte
Bindung der 3’-UTR der O-linked N-acetylglucosamine (GIcNAc) Transferase (OGT) zu
wirken. MiR-483 hemmt hierbei die Expression der OGT und schlieBlich die

Zellproliferation (Yu et al., 2018). Die unterschiedlichen Studienergebnisse und scheinbar
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vielfaltigen Wirkmechanismen der miR-483 und ihrer reifen Sequenzen erfordern weitere
Studien, um die genaue Rolle dieser miRNA beim Pankreaskarzinom zu entschlisseln.

Weiterhin fand ich in meiner Studie fir die exosomale miR-99a ein signifikant hdheres
Vorkommen im Vergleich der Patienten mit Pankreaskarzinom und Gesunden, aber auch
im Vergleich der Patienten mit chronischer Pankreatitis und Gesunden. Stroese et al.
fanden sowohl im Gewebe von Patienten mit duktalem Adenokarzinom des Pankreas
(PDAC) als auch in deren Plasma ein erhdhtes Vorkommen der miR-99a (Stroese et al.,
2018). Dhayat et al. fanden eine Uberexpression der miR-99a in Zelllinien von Patienten
mit PDAC, welche Gemcitabine-resistent waren (Dhayat et al., 2015). Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass die miR-99a beim Pankreaskarzinom scheinbar als OnkomiR
agiert. Demgegenuber stehen Studien, welche die Rolle der miR-99a bei anderen
Tumorerkrankungen untersucht haben und zu anderen Ergebnissen kamen. So zeigten
in etwa Ning et al. eine verminderte Expression der miR-99a im Gewebe von Patienten
mit hepatozellularem Karzinom (Ning et al., 2019). Roman-Canal et al. untersuchten die
Expression der miR-99a in extrazellularen Vesikeln aus peritonealer Lavage von
Patienten mit kolorektalem Karzinom und fanden ebenfalls ein vermindertes Vorkommen
(Roman-Canal et al., 2019). Ein mogliches Zielprotein der miR-99a scheint der Insulin like
growth factor 1 Rezeptor (IGF1R) zu sein. In einer Studie von Subramani et al. konnte
dargestellt werden, dass die Abschaltung des IGF1R in Zelllinien des Pankreaskarzinoms
das Tumorwachstum hemmt. IGF1R aktiviert verschiedene Signalwege, wie zum Beispiel
PI3K/AKT oder MAPK, welche wiederum verschiedene Zielgene aktivieren und somit die
Apoptose, Proliferation oder Transformierung steuern (Subramani et al., 2014). Allerdings
war insbesondere in den Studien, die ein vermindertes Vorkommen von miR-99a bei
anderen Tumorerkrankungen fanden, die miR-99a reziprok mit dem Vorkommen von
IGF1R korreliert. Cheng et al. fanden ein deutlich vermindertes Vorkommen der miR-99a
im Leberzellkarzinomgewebe sowie in dessen Zelllinien. Weiterhin sah man in dieser
Studie, dass die miR-99a direkt an die 3’-UTR des IGF1R bindet und das Tumorwachstum

hemmte (Cheng et al., 2018). Ebenso deuteten Ergebnisse weiterer Studien daraufhin,
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dass die miR-99a in anderen Tumorentitaten wie beispielsweise dem Mundboden- oder
Mammakarzinom Uber eine Repression des IGF 1R eher als Tumorsuppressor agiert (Yen
et al., 2014; Xia et al., 2016). Eine mdgliche Erklarung fir diese diskrepanten Daten
kdnnte sein, dass verschiedene Tumorarten und Quellen untersucht wurden. Weiterhin
sollten auch die unterschiedlich angewandten Techniken und GréRen der Kohorten
bertcksichtigt werden. Sowohl in meiner Studie als auch in der Studie von Stroese et al.
fand sich ein erhdhtes Vorkommen der miR-99a bei Patienten mit chronischer Pankreatitis
verglichen mit Gesunden. Ein signifikanter Unterschied im Vorkommen der miR-99a
zwischen Patienten mit Pankreaskarzinom und Patienten mit chronischer Pankreatitis
zeigte sich jedoch nicht (Stroese et al., 2018). Eine weitere Studie, welche die miRNA
Expression bei Patienten mit Pankreatitis untersucht hat, konnte eine vermehrte
Expression der miR-99a bei Patienten mit Typ 1 Autoimmunpankreatitis im Vergleich zu
Gesunden finden. Sie fanden jedoch keinen Unterschied in der Expression zwischen
Patienten mit chronischer Pankreatitis und Gesunden (Nakamaru et al., 2020). Diese
Ergebnisse sprechen dafir, dass die miR-99a nicht zwischen diesen beiden
Patientengruppen unterscheiden kann. Bezlglich der Rolle der miR-99a bei
Pankreatitiden ist die Studienlage allerdings aktuell noch rar, sodass weitere Studien
notwendig sind.

Fir die miR-27a gibt es inzwischen Vvielfaltige Untersuchungen, welche in
unterschiedlichsten Tumorentitaten wie unter anderem dem Magenkarzinom oder dem
kolorektalem Karzinom einen Zusammenhang der Expression der miR-27a und dem
Tumorwachstum fanden (Zhuo et al., 2016; Bao et al., 2014). Zhuo et al. beschrieben eine
onkogene Wirkung der mir-27a beim Magenkarzinom Uber das Zielgen B-cell
translocation gene 2 (BTG2). Eine Hemmung der miR-27a bewirkte eine Uberexpression
von BTG2. Die Uberexpression von BTG2 loste wiederum einen G1 / S-
Zellzyklusstillstand aus, induzierte eine nachfolgende Apoptose und inhibierte weitere
Signalwege (Zhuo et al., 2016). Beziiglich des Pankreaskarzinoms untersuchten Ma et al.

ebenfalls mittels einer Hemmung der miR-27a die Auswirkung auf das Tumorwachstum.
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Die 3'-UTR von Sprouty2 (Spry2) tragt mutmallich eine miR-27a-Bindungsstelle. Das
Spry2-Protein weist im Adenokarzinom des Pankreas ein niedriges Expressionsniveau
auf und konnte durch Inhibition der miR-27a hochreguliert werden. Spry2 hat einen
antagonistischen Effekt im ERK/MAPK-Weg. Somit deutet eine Uberexpression der
miR-27a mit folgender Verringerung von Spry2 auf eine direkte onkogene Wirkung der
miR-27a (Ma et al., 2010). In der von mir durchgefuhrten Studie gab es keinerlei
Signifikanz bezuglich der exosomalen Expression der miR-27a und dem Tumorwachstum
beziehungsweise der Metastasierung.

Zusammenfassend zeigen meine Ergebnisse eine erhdhte Anreicherung der Exosomen
mit miR-483 und miR-99a bei Patienten mit Pankreaskarzinom. Somit eignet sich eine
Analyse der exosomalen Niveaus der miR-483 und miR-99a im Serum zur Detektion eines
Pankreaskarzinoms. Da die erhdhte exosomale Anreicherung im Verlauf der
Chemotherapie bestehen bleibt, scheint es zum aktuellen Zeitpunkt als seien sie kein
geeigneter Parameter zur Beurteilung des Therapieansprechens des Pankreaskarzinoms.
Moglicherweise steckt in der Persistenz der Erhdhung der angereicherten miRNAs eine
Begrindung fiur die schlechte Prognose der Patienten mit Pankreaskarzinom. Um die
vielfaltigen Mechanismen und Auswirkungen der miR-483 und miR-99a beim

Pankreaskarzinom zu entschlusseln sind weitere Studien notwendig.
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6 Zusammenfassung

Beim Pankreaskarzinom handelt es sich um eine Krebserkrankung mit einer sehr
schlechten Prognose. Sie ist gekennzeichnet durch invasives Wachstum mit einer sehr
frihen Metastasierung. Bedingt durch eine in der Regel verzbgert auftretenden und
unspezifischen Symptomatik kommt es haufig erst sehr spat zur Diagnosestellung. Der
aktuell einzig valide Tumormarker CA 19-9 ist hinsichtlich Spezifitdt und Sensitivitat nicht
als Screeningmarker geeignet und wird somit hauptsachlich zur Verlaufskontrolle
eingesetzt. Die einzige kurative Behandlungsmdglichkeit bietet eine Operation, welche vor
der Entstehung von Fernmetastasen stattfinden muss. Um zuklnftig mehr Betroffene
einer kurativen Therapie zuflihren zu kénnen, ist es notwendig neue Biomarker, die sich
fur eine frGhe Diagnosefindung eignen, zu etablieren. Des Weiteren wird auch im
palliativen Therapieverlauf ein Marker benétigt, welcher zuverlassig ein Ansprechen oder
eben ein Nicht-Ansprechen des Tumors auf eine Chemotherapie anzeigt, um
gegebenenfalls einen raschen Therapiewechsel zu ermdéglichen. Vielversprechend sind
diesbezlglich exosomale miRNAs, da sie bei Tumorerkrankungen haufig dereguliert sind.
MiRNAs sind kurzkettige nicht-kodierende RNA Molekile und mal3geblich an Prozessen
wie der Inhibition der Genexpression beziehungsweise der Proteinsynthese beteiligt. Sie
gelangen durch Apoptose oder Nekrose in die Blutzirkulation oder werden auch in
Exosomen integriert und aktiv in ihre Umgebung abgegeben. Exosomen gehéren zur
Gruppe extrazellularer Vesikel und spielen eine Rolle in der Zell-zu-Zell-Kommunikation.
Ziel dieser Arbeit war es, das Vorkommen der miR-483, miR-99a und miR-27a in
Exosomen im Serum von 36 Patienten mit Pankreaskarzinom mit demjenigen von 10
Patienten mit chronischer Pankreatitis und 10 gesunden Probanden zu vergleichen, um
zu bestimmen ob diese miRNAs als diagnostische und prognostische Marker flr das
Pankreaskarzinom geeignet sind. Des Weiteren wurde die Expression der exosomalen
miR-483, miR-99a und miR-27a im Verlauf einer Chemotherapie untersucht, um zu

bestimmen inwiefern sie als Verlaufsparameter beim Pankreaskarzinom geeignet sind.

60



Hierflr wurde von jedem der Patienten mit Pankreaskarzinom eine Probe vor Beginn der
Chemotherapie sowie nachfolgend 3 Proben im Abstand von etwa einem Monat
analysiert. Die miRNA-Messungen erfolgten mittels TagMan real-time PCR und wurden
anschliel®end statistisch mit den klinisch-pathologischen Parametern und in Subgruppen
der Patienten ausgewertet. Die Praparation der Exosomen wurde durch Western Blot
verifiziert und quantifiziert. Es zeigte sich, dass die exosomalen Niveaus der Patienten mit
Pankreaskarzinom sowie mit chronischer Pankreatitis im Vergleich zu den Gesunden
erhoht waren. Es scheint als wirden maligne wie auch benigne Erkrankungen eine
erhohte Ausschuttung von Exosomen ins Blut bewirken. Ein signifikanter Unterschied der
exosomalen Transkriptmenge konnte fur die miR-483 und miR-99a zwischen Patienten
mit einem Pankreaskarzinom und Gesunden sowie fur die miR-99a zwischen Patienten
mit chronischer Pankreatitis und gesunden Probanden gezeigt werden. Bei Betrachtung
der Subgruppen zeigte sich sowohl bei Patienten mit Remission unter Chemotherapie als
auch bei Patienten mit Progress beziehungsweise stabilem Verlauf unter Chemotherapie
ein signifikant héheres Vorkommen der exosomalen miR-483 und miR-99a im Vergleich
zu gesunden Probanden. Die erhéhte Anreicherung der Exosomen mit miR-483 und
miR-99a blieb im Verlauf der Chemotherapie ohne grol’e Dynamik bestehen, wodurch
eine Beurteilung des Therapieansprechens nicht moéglich war. Die Persistenz der
erhohten Niveaus exosomaler miRNAs begrindet modglicherweise die schlechte
Prognose der Patienten mit Pankreaskarzinom. Des Weiteren konnte auch keine
signifikante Korrelation der miRNAs mit den klinisch-pathologischen Parametern oder mit
dem etablierten Marker CA 19-9 entdeckt werden.

Zusammenfassend zeigen meine Daten die Deregulation von miRNAs in Exosomen im
Serum von Patienten mit Pankreaskarzinom und Patienten mit chronischer Pankreatitis

und ihre diagnostische Relevanz.
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7 Abstract

Pancreatic carcinoma is a carcinogenic disease with a very unfavorable prognosis. It is
characterized by an invasive growth followed by an early metastasis. Due to a generally
delayed and unspecific symptomatology, diagnosis is often made at a very late stage.
Currently, the only valid tumor marker CA 19-9 is not suitable as a screening marker,
regarding its specificity and sensitivity, and is therefore mainly used for monitoring disease
progression. The only curative treatment option is surgery that has to be carried out before
the formation of distant metastases. In order to provide more patients with a curative
treatment in the future, it is necessary to establish new biomarkers qualified for an early
diagnosis. Furthermore, a marker that reliably indicates a response or, respectively, a non-
response of the tumor to chemotherapy is also needed during the palliative therapeutic
process, to quickly change the therapy strategies. In this respect, exosomal miRNAs are
very promising, as they are often deregulated during tumor diseases. MiRNAs are short-
chained, non-coding RNA molecules, and significantly involved in processes, such as
inhibition of gene expression, respective protein synthesis. They are released into the
blood circulation by apoptosis or necrosis, or are also integrated into exosomes and then
actively shed into their environment. Exosomes belong to the group of extracellular
vesicles and play a role in cell-to-cell communication. The aim of this study was to
compare the occurrence of miR-483, miR-99a and miR-27a in exosomes in the serum of
36 patients suffering from pancreatic carcinoma with that of 10 patients suffering from
chronic pancreatitis and of 10 healthy subjects, to define whether these miRNAs are
suitable as diagnostic and prognostic markers for pancreatic carcinoma. In addition, the
expression of exosomal miR-483, miR-99a and miR-27a during the course of the
chemotherapy was analyzed, to determine their suitability as progression parameters for
pancreatic carcinoma. In this regard, a sample before the beginning of chemotherapy, as
well as three follow-up samples at approximately one-month-intervals from each patient

suffering from pancreatic carcinoma were analyzed. The miRNA measurements were
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carried out by TagMan real-time PCR and subsequently statistically evaluated using the
clinical-pathological parameters and subgroups of the patients. The preparation of the
exosomes was verified and quantified by Western Blot. The exosomal levels of the
patients suffering from pancreatic carcinoma, as well as those with chronic pancreatitis
showed to be elevated compared to those of the healthy subjects. It seems that malignant,
as well as benign diseases cause an increased release of exosomes into the blood. A
significant difference of the exosomal transcript levels could be shown for miR-483 and
miR-99a between patients suffering from pancreatic carcinoma and healthy subjects, as
well as for miR-99a between patients suffering from chronic pancreatitis and the healthy
probands. Considering the subgroups, a significantly higher occurrence of exosomal miR-
483 and miR-99a was found for patients with remission under chemotherapy, as well as
for patients with progress or stable disease under chemotherapy compared to that of the
healthy probands. The increased enrichment of the exosomes with miR-483 and miR-99a
did not show any striking dynamics during the course of the chemotherapy, so that an
evaluation of the treatment response was not possible. The persistence of the increased
levels of exosomal miRNAs may be caused by the unfavorable prognosis of patients with
pancreatic carcinoma. In addition, no significant correlation of the miRNAs with the clinical-
pathological parameters or with the established marker CA 19-9 could be detected.

To sum up, my data show the deregulation of miRNAs in exosomes in the serum of

patients suffering from pancreatic carcinoma and their diagnostic relevance.
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