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Abkulrzungsverzeichnis

CRPC: Kastrations-resistentes Prostatakarzinom

ERG: Erythroblast-transformation-specific-related gene

FBXOA45: F-box/SPRY domain-containing protein 1

FBXW7: F-Box/WD-Repeat-enthaltende Protein 7

ISUP: International Society of Urological Pathology

microRNA: micro-Ribonukleinsaure

MRNA: Messenger-Ribonukleinsaure

NAT: Normal adjacent tissue

Par-4: Prostata-Apoptose-Reaktionsprotein 4

PCA: Prostatakarzinom

PFS: Progressionsfreies Uberleben

pPCA: Primares Prostatakarzinom

PSA: Prostata-Spezifisches Antigen

pT: postoperative histopathologisch nachweisbare Ausdehnung des Primartumors
pN: postoperativer histopathologisch nachweisbarer Lymphknotenbefall
RNA: Ribonukleinséure

RT-gPCR: Realtime-quantitative Polymerase-Kettenreaktion

TCGA: The Cancer Genome Atlas

TMA: Tissue Microarray

TMPRSS2: Transmembrane Serinprotease 2



1. Deutsche Zusammenfassung

1.1 Einleitung

Das Prostatakarzinom (PCA) ist eine der haufigsten Krebserkrankungen bei Mannern;
weltweit betrachtet ist Prostatakrebs eine der Hauptursachen fur krebsbedingte
Todesfalle (Sung et al., 2021). Bei klinischem Verdacht auf ein PCA, zum Beispiel durch
eine auffallige Tastuntersuchung oder einen erhdhten Wert des Prostata-Spezifischen
Antigens (PSA), ist zur Diagnosesicherung eine Stanzbiopsie der Prostata angezeigt
(EAU-Leitlinie, 2023). Um bei positivem stanzbioptischen Befund eine
Therapieentscheidung fur das PCA zu treffen, wird im klinischen Alltag die
Risikostratifizierung nach D’Amico angewandt, welche anhand klinisch-pathologischer
Parameter in Niedrig-, Mittel- und Hochrisko-Stadien einteilt, die dann entscheidend fir
das therapeutische Konzept sind (D'Amico et al., 2008). Insgesamt ist die Prognose des
PCA gut (Hamdy et al., 2023), jedoch sind aufgrund der hohen Inzidenz insgesamt viele
Todesfalle zu verzeichnen (Sung et al., 2021)

Kritische Schritte im Fortschreiten des PCAs sind insbesondere die Metastasierung sowie
die Entwicklung der Kastrationsresistenz. Im sogenannten kastrationsresistenten Stadium
wachst das PCA unabhéngig von einer Androgenentzugstherapie weiter. In den letzten
Jahren konnten erhebliche medizinische Fortschritte in der Therapie des klinisch
fortgeschrittenen PCAs erzielt werden; das 4-Jahres-Gesamtiberleben von Patienten mit
metastasiertem PCA konnte beispielsweise im Rahmen der ARASENS-Studie unter
Triple-Therapie (Docetaxel, Abiraterone, Darolutamid) auf etwa 63% gesteigert werden,
wahrend es in der Placebo-Gruppe bei etwa 50 % lag (Smith et al., 2022) . Trotz der
verbesserten Therapien ist die Mortalitat im PCA durch die hohen Inzidenzen nicht zu
unterschatzen (Sung et al.,, 2021). Zur Verbesserung der Mortalitdtsraten kénnte die

Bestimmung prognostisch relevanter Biomarker eine entscheidende Rolle spielen.

Bisher finden molekulare Untersuchungen in der prognostischen Abschatzung des PCA
kaum Anwendung, es erfolgt pratherapeutisch im Rahmen der Risikostratifizierung
lediglich eine Einteilung anhand des PSA-Wertes, der klinischen Tastuntersuchung sowie



der histopathologischen ISUP-Gruppe (EAU-Leitlinie, 2023). Diese geben eine gute
Orientierung hinsichtlich der Prognose, sind allerdings in ihrer Aussagekraft limitiert: Das
ISUP-Grading weist beispielsweise eine Interobserver-Variabilitdt auf (Flach et al., 2022),
wahrend der PSA-Wert falschlicherweise erhdht sein kann (Kilpeldinen et al., 2011).
Insgesamt fiihrt diese Einteilung zu merklicher Uberbehandlung klinisch nicht signifikanter
Tumoren (Schroder et al., 2014).

Komplementare Biomarker zur besseren Prognosevorhersage kénnten einerseits helfen,
Patienten mit aggressiver Tumorbiologie zu identifizieren, die von Therapieintensivierung
profitieren wurden. Durch eine bessere Risikostratifizierung konnten andererseits
aggressive Therapien mit einhergehenden Komplikationen, wie zum Beispiel
postoperative Harninkontinenz (Aydin Sayilan und Ozbas, 2018), bei ausgewahlten
Patienten vermieden werden. Bei einem betrachtliche Anteil an Patienten mit einem
niedrigen oder intermediaren Risiko nach D‘Amico ist eine aktive Uberwachung beim
lokalisierten PCA ausreichend (Hamdy et al., 2023). Im Gegenzug wére eine genauere

Stratifizierung wichtig, um aggressivere Varianten frihzeitig zu detektieren.

PCAs weisen unterschiedliche molekulargenetische Signaturen, die bei der Identifizierung
neuer Biomarker bericksichtigt werden sollten (He et al., 2018) ;Gerke et al., 2020). Etwa
die Halfte aller PCAs wird durch chromosomale Umlagerungen charakterisiert, die zur
Fusion eines chimaren Onkogens durch den Promotorbereich des durch Androgene
induzierten transmembrandsen Serinprotease-2-(TMPRSS2) Gens mit dem ETS-
verwandten Gen (ERG) fuhren (TMPRSS2-ERG, T2E). Die TMPRSS2-ERG-Fusion wird
als treibendes Ereignis fur die Progression von Prostatakrebs anerkannt. Vorherige
Studien haben gezeigt, dass T2E-positive und T2E-negative PCAs molekular
unterschiedliche PCA-Subtypen darstellen, und potenzielle Biomarker sollten auch

subtypspezifisch beriicksichtigt werden (Gerke et al., 2020).

Die Datenbank der The Cancer Genome Atlas (TCGA) stellt mit seinen umfangreichen
online verfugbaren Datensatz ein wertvolles Werkzeug zur explorativen ldentifizierung
potenzieller Biomarker dar. Durch eine explorative Analyse stieRen wir auf FBX0O45, ein
prognostisch relevantes Gen, welches wir fur eine tiefer gehende Untersuchung im

Rahmen dieser Dissertationsarbeit auswahlten. FBXO45 gehort zur Familie der F-Box-



Proteine und fungiert als substratspezifische Adaptereinheit in Ubiquitin-Ligase-
Komplexen, die den Proteasom-Abbau zentraler zellularer Regulatoren begunstigen
(Cenciarelli et al., 1999; Jin et al., 2004; Skowyra et al., 1997; Liao et al., 2004). Eine
weitere interessante Beobachtung hinsichtlich des PCAs ist, dass Par-4 (Prostata-
Apoptose-Reaktionsprotein 4) als ein weiteres Zielprotein von FBX045 identifiziert wurde.
Par-4 ist ein Tumorsuppressor, der eine krebsselektive Apoptose auslost. Wenn ein
Uberexprimiertes FBXO45 verstarkt an Par-4 antiapoptotisch agiert, scheint ein
Tumorprogress naheliegend, was auch schon in anderen Studien gezeigt werden konnte:
Die Herunterregulierung oder gar der Funktionsverlust von Par-4 wurde bereits in der
Vergangenheit mit Therapieresistenz von Tumoren und deren Rezidiven in Verbindung
gebracht (Chen et al., 2014, Lin et al., 2020; Burikhanov und Rangnekar, 2021) .Es wurde
bereits berichtet, (Chen et al., 2014)dass FBXO45 die Apoptose, die neuronale
Entwicklung und die Karzinogenese reguliert (Chen et al., 2014; Peschiaroli et al., 2009;
Wang und Wei, 2014; Abshire et al., 2016; Hsieh et al., 2018). FBXO45 konnte bereits als
prognostischer Parameter bei zahlreichen Krebsarten wie Plattenepithelkarzinom der
Lunge und Magenkrebs identifiziert werden (Kogure et al., 2017; Wang et al., 2018; Lin et
al., 2020).

Bislang erfolgte jedoch keine ausfuihrliche Analyse zu der Rolle von FBXO45 im PCA. Es
wurde die Hypothese aufgestellt, dass sich vielversprechende Merkmale fir die weitere
Forschung am PCA insbesondere an Genen, die eine Korrelation mit unginstigem
klinischen Outcome sowie ungunstigen pathologischen Parametern, finden. Daher wurde

FBXOA45 in dieser Studie als Target fur eine ausfuhrliche Analyse ausgewabhit.

Die prognostische Relevanz von FBXO45 galt es in dieser Studie durch
Expressionsanalysen etablierter PCA-Kohorten sowie durch funktionelle in vitro-

Analysen an mehreren PCA- Zellkulturmodellen eingehend zu untersuchen.



1.2 Material und Methoden

Alle Versuche und Methoden sind ausfiihrlich in der Publikation (Seite 22 ff.) sowie in
einer weiteren von mir mit publizierten Arbeit (Klimper et al., 2020) beschrieben, hier wird
daher das Wichtigste in Kiirze dargestellt.

Um die PCA-Gewebekohorte zu etablieren, wurden Log2-transformierte RNA-
Sequenzierungsdaten, die Uber die llluminaHiSeq Plattform generiert wurden und vom
TCGA Research Network offentlich zuganglich sind, verwendet
(https://portal.gdc.cancer.gov/, 2023). Die Kohorte dieser Studie umfasste 497 primare
PCA- und 52 Falle von nicht-tumordsen Prostatagewebe angrenzend an den Tumor
(normal adjacent tissue, NAT). Zusatzlich wurde mit Log-transformierten,
pranormalisierten Array-Signalintensitdten von Microarray-Daten aus einer PCA-
Progressionskohorte Gber Gene Expression Omnibus (Chandran et al., 2007) gearbeitet,
welche ebenfalls 6ffentlich sind (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/, 2023). Des Weiteren
wurden Expressionsdaten von 25 metastatischen CRPC-Proben von vier Patienten
eingeschlossen. Diese stammten von verschiedenen metastatischen Stellen und wurden
daher als Einzelproben betrachtet (Priméres Prostatakarzinom (pPCA): n=66, Metastase:
n=25).

Des Weiteren wurde eine primare PCA-Gewebe-Mikroarray (TMA)-Kohorte
immunhistochemisch analysiert. Tumorproben mit fehlendem Gewebe oder ohne
Karzinom wurden nicht beriicksichtigt. Insgesamt konnte das Gewebematerial von 161
Patienten mit PCA, die sich zwischen 1998 und 2008 einer radikalen Prostatektomie am
Universitatsklinikum Bonn unterzogen hatten, ausgewertet werden. Nach Schneiden und
Auftragen der Proben wurde die Farbung mit dem polyklonalen FBXO45-Antikorper
(Antikorper-Seriennummer: bs-13150R, Verdinnung 1:300) auf dem automatischen
Farbesystem Ventana Benchmark nach dem Protokoll des Herstellers (Ventana Medical
System, Tucson, AZ, USA) vom Institut der Pathologie durchgefuhrt. In einem etablierten
Verfahren (Condic et al., 2023) bewerteten zwei Untersucher*innen unabhangig
voneinander die Intensitdt der FBXO45-Farbung in den Kategorien negativ, schwach,
maliig oder stark (Werte 0 bis 3). Im Falle divergierender Bewertungen wurde ein Konsens
durch Diskussion erzielt. Jeder TMA-Kern wurde individuell bewertet. Falls flr einen



einzelnen Befund mehrere TMA-Kerne verfiigbar waren, wurde der Mittelwert berechnet
und fur die weiteren Auswertungen bericksichtigt. Um die prognostische Rolle der
FBXO45-Expression abhangig vom TMPRSS2-ERG-Status zu untersuchen, wurde eine
Uberlebensanalyse im Hinblick auf das progressionsfreie Uberleben sowohl basierend auf
der Gesamtkohorte als auch nach Stratifizierung nach TMPRSS2-ERG-Status (T2E-
positiv, n=54 vs. T2E-negativ, n=107) durchgefihrt, wie zuvor beschrieben (Gerke et al.,
2020). Das progressionsfreie Uberleben wurde als PSA-Rezidivfreies (PSA 2 0,2 ng/ml)

Uberleben nach radikaler Prostatektomie bestimmt.

Zur Untersuchung der funktionellen Rolle von FBXO45 in vitro, wurden zun&chst die
humanen PCA-Zelllinien (LNCaP, DU-145, PC-3 sowie C4-2B) unter Mykoplasmen-freien

Bedingungen herangezichtet.

Um einen transienten FBXO45-Knockdown zu erreichen, wurde ein spezifisches
FBX045-GapmeR-Konstrukt, mit dem die Zellen transfiziert wurden, entworfen. 48
Stunden nach der Transfektion isolierte ich RNA aus diesen Zellen, validierte die Menge

sowie die Qualitat und analysierte die Effizienz des Knockdowns mittels RT-gPCR.

Die Messung der Knockdown-Effizienz auf Proteinebene erfolgte mittels Western-Blot. 72
Stunden nach der GapmeR-Transfektion wurde der Proteinanteil aus den PCA-Zellen
lysiert und die geladenen Proteine mit einem FBXO45-spezifischen Antikorper inkubiert.

Als interne Ladekontrolle diente Tubulin.

Zur Quantifizierung der zellularen Proliferation wurde das EZ4U-Assay-Kit benutzt, in
welchem 2000 bzw. 3000 Zellen pro Well in einer 96-well Platte ausgesat wurden. Uber
Nacht konnten diese sich anheften, wurden am Folgetag transfiziert und anschlieRend 48
bzw. 72 Stunden inkubiert. Mittels Farbabsorption wurde das Ergebnis dargestellt und zur

Validierung der Ergebnisse wurde das Experiment in dreifacher Ausfihrung durchgefihrt.

Um zu untersuchen, welche Auswirkung ein spezifischer FBXO45-Knockdown auf das
zellulare Migrationsverhalten hat, wurden 48 Stunden nach der Transfektion Zellen in
sogenannte Migrationskammern nach Boyden eingesetzt und das Ergebnis nach weiteren
48 Stunden erneut validiert. Zur automatischen Zahlung der migrierten Zellen wurde die
QuPath-Software genutzt. Jedes Migrationsexperiment wurde zu Validierungszwecken

ebenfalls in dreifacher Ausfihrung durchgefihrt.
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Microsoft Excel, SPPS und GraphPad Prism wurden fur statistische Analysen und die
Visualisierung der Daten verwendet. Fur Gruppenvergleiche wurden der
nichtparametrische Mann-Whitney-U- oder der Kruskal-Wallis-Test verwendet.
Uberlebensanalysen wurden anhand von Kaplan-Meier-Schatzkurven und Log-Rank-
Tests durchgefuhrt. So wurden multivariate Cox-Regressionsanalysen nach
Koadjustierung des TNM-Stadiums, der ISUP-Gruppen und des Alters durchgefiihrt, um
einen unabhangigen und additiven prognostischen Wert fir das progressionsfreie

Uberleben der Patienten zu ermitteln.

Alle Patienten gaben ihre schriftliche Einwilligung zur Entnahme von Biomaterialien. Die
Studie wurde von der Ethikkommission des Universitatsklinikums Bonn genehmigt
(Nummer: 013/20). Die Untersuchungen erfolgten auf Grundlage der revidierten
Deklaration von Helsinki des Weltarztebundes (1983) und den entsprechenden
gesetzlichen Grundlagen.

1.3 Ergebnisse
FBXO45 ist mit aggressiven lokalisierten PCA assoziiert

Um die genauen Auswirkungen von FBXO45 in PCA zu verdeutlichen, haben wir den
TCGA-Datensatz mit 497 Proben genutzt. Dabei wurde die Expression von FBX045 in
Beziehung zu klinisch-pathologischen Parametern und dem klinischen Verlauf der
Patienten gesetzt. Es zeigte sich eine signifikant hdhere FBXO45-Expression bei pPCa
im Vergleich zu NAT (p<0,0001, Abbildung 1A, Seite 27). Dartber hinaus konnte ein
signifikanter Zusammenhang zwischen der FBXO45-Expression und unginstigen
klinisch-pathologischen Parametern, wie dem ISUP-Grading (p<0,0001, Abbildung 1B,
Seite 27), dem pT (postoperative histopathologisch nachweisbare Ausdehnung des
Primartumors) -Stadium (p<0,0001, Abbildung 1C, Seite 27) sowie dem PpN
(postoperativer histopathologisch nachweisbarer Lymphknotenbefall) -Stadium (p=0,044,
Abbildung 1D, Seite 27) beobachtet werden. Des Weiteren war eine hohe FBXO45-
Expression stark mit einem biochemischen Rezidiv assoziiert (p=0,042, Abbildung 1E,
Seite 27). Um der Frage nachzugehen, ob die FBXO45-Expression in Primartumoren und
Metastasen variiert, erfolgte anschlieRend die Analyse der PCA-Progressionskohorte
GSE6919. Diese Analyse ergab eine signifikant erhdhte FBXO45-RNA-Expression im
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Progress zur Fernmetastasierung (Met) (p<0,0001, Abbildung 1F, Seite 27).
Schlussfolgernd lasst sich sagen, dass die eine erhghte transkriptionelle Expression von
FBXO045 mit ungunstigen klinisch-pathologischen Parametern im lokalisierten PCA

assoziiert ist.

FBXOA45 ist ein prognostischer Biomarker und sagt eine verkurztes Progressionsfreies
(PFS) Uberleben nach radikaler Prostatektomie voraus

Im néchsten Schritt wurde die prognostische Bedeutung von FBXO45 auf Proteinebene
untersucht. Daher wurde im nachsten Schritt eine immunhistochemische Farbung gegen
FBXOA45 auf einer PCA-TMA-Kohorte (n=161) durchgefihrt. Die immunhistochemische
Auswertung zeigte, dass sich FBXO45 vor allem im Zytoplasma der Karzinomzellen
anfarben lie3. 12,1% der Falle waren FBXO45-negativ, 57,8% waren schwach gefarbt
(mittlere Farbeintensitat <1), 18,5% waren maRig gefarbt (mittlere Farbeintensitat 1-2) und
11,6% waren stark gefarbt (mittlere Farbeintensitat >2, siehe Abbildung 2A-C auf Seite
27 fur reprasentative Farbebeispiele). In der Kaplan-Meier-Uberlebensanalyse zeigte sich
ein nicht-signifikanter Trend (p=0,077) hinsichtlich eines Zusammenhangs zwischen
starker FBXO45-Expression (mittlere Farbeintensitat >2) und verkirztem PSA-freien
Uberleben nach Prostatektomie. In einer explorativen Subgruppenanalyse der Bonner
TMA-Kohorte konnte festgestellt werden, dass die zytoplasmatische FBXO045-
Proteinexpression in der T2E-positiven Untergruppe signifikant héher war (Abbildung 2E,
Seite 28). Bemerkenswert ist, dass eine starke zytoplasmatische FBXOA45-
Proteinexpression signifikant mit einem verkirzten PFS in der T2E-positiven Untergruppe
assoziiert war (Abbildung 2F, Seite 28), aber nicht in der T2E-negativen Untergruppe
(T2E-negativ: Log Rank p=0,893). Innerhalb der T2E-positiven Untergruppe bestéatigte die
multivariate Cox-Regressionsanalyse eine starke zytoplasmatische FBXO45-Farbung
(mittlere Farbeintensitat >2) als unabhangigen prognostischen Parameter (Hazard Ratio
4,483, p=0,022) bei Koadjustierung fur pT-Stadium, pN-Stadium, ISUP-Gruppen und Alter
(Tabelle 1, Seite 29).
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FBXO45 verringert die Migration von PCA-Zellen in der Zellkultur

Um die funktionelle Rolle von FBXO45 in vitro zu Charakterisierung, wurden mit Hilfe des
etablierten Antisense Locked Nuclear Acid/GapmeR-vermittelten Systems in mehreren
etablierten PCA-Zellkulturmodellen transiente FBXO45-Knockdowns induziert. Zunachst
untersuchten wir die Zelllinien PC-3, C4-2B, LNCaP und DU-145 auf ihre FBXO45-
Proteinexpression unter Standardbedingungen. Da PC-3, LNCaP und DU-145 die
starkste Proteinexpression von FBXO045 aufwiesen, wurden diese Zelllinien fur die
nachfolgenden Funktionsanalysen ausgewahlt (Abbildung 3A, Seite 29). Es konnte ein
effizienter FBXO45-Knockdown fiir PC-3, LNCaP und DU-145 etabliert werden. Dieser
Knockdown war sowohl auf der mRNA-Ebene durch RT-gPCR (Abbildung 3B, Seite 28)
nachweisbar mit einer mittleren Herunterregulation auf 40,5% fur LNCaP, auf 28,4% fur
DU145 und auf 13,3% fur PC-3, als auch auf der Proteinebene durch Western Blot
(Abbildung 3C, Seite 29). Um anschlie3end die funktionellen Auswirkungen des FBXO45-
Knockdowns auf das Tumorverhalten zu untersuchen, untersuchten wir zunachst die
Wirkung von FBXO0O45 auf das Zellwachstum in einem Proliferations- und
Zytotoxizitatstest. Die Proliferationskapazitat der Tumorzellen veranderte sich durch den
Knockdown nicht (Abbildung 3D, Seite 29, p=0,089 fir LNCaP, p=0,5 fur DU145 und
p=0,19 fur PC-3). Die Depletion von FBXO45 unterdriickte jedoch die Migrationskapazitét
der PCA-Zellen in den Boyden-Kammer-Tests stark (Abbildung 3E/F, Seite 29, p=0,03 fur
LNCaP, p=0,01 fur DU145 und p=0,03 fur PC-3).

Zusammenfassend stellten wir die Hypothese auf, dass die Expression von FBX0O45 in
PCA-Zellkulturmodellen eine unentbehrliche Rolle fir die Aufrechterhaltung onkogener
Eigenschaften einnimmt und dass die spezifische Ausschaltung von FBXO045 die

Fahigkeit zur metastatischen Ausbreitung verringert.
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1.4 Diskussion

In dieser Studie wurde das Protein FBXO45 hinsichtlich seiner Rolle im PCA untersucht.
Unsere Analysen zeigen, dass das spezifische Ausschalten von FBXO45 die Fahigkeit
zur metastatischen Ausbreitung des PCAs verringert. Somit ist FBXO45 eine essentielle
Schaltstelle in der Tumorprogression und folglich ein relevanter prognostischer

Biomarker.

Bisher finden molekulare Untersuchungen in der prognostischen Abschatzung des PCA
wenig Anwendung, sie konnten jedoch die derzeitigen Therapieentscheidungen, die
momentan auf wenig personalisierten Parametern ful3t, individualisieren und bessere

Therapieentscheidungen im Hinblick auf die spezifische Patientenprognose ermoglichen.

Auf molekularer Ebene wurde beobachtet, dass in den hier durchgeflihrten
Untersuchungen der Effekt von FBXO45 sich vor allem in der T2E-positiven Untergruppe
der PCA-Kohorte zeigte. Wie Gerke et al. bereits in friiheren Studien erklarten, konnte
diese T2E-Fusion, welche in etwa bei 50% der PCA-Falle besteht, verschiedene
Gensignaturen benutzen, um ein hoheres Malignitatspotential zu erreichen (Gerke et al.,
2020; 2015; Penney et al., 2016). Daher unterstitzen Gerke et al. die Aussage, dass eine
Unterscheidung des PCA in verschieden molekulare Subgruppen fir die prognostische
Einschatzung sinnvoll ist. Unterstutzt wurde diese Ansicht durch den Nachweis
subtypspezifischer Biomarker (Gerke et al., 2020). Unsere Analyse zeigt einen mit 54 von
161 T2E-positiven Karzinomen eine etwas geringere Positivitatsquote als bereits

veroffentlicht (Gerke et al., 2020), also in etwa ein Drittel anstelle etwa der Halfte.

In dieser Studie zeigte sich, dass FBXO45 in der T2E-Subgruppe stark Uberexprimiert ist
und hier auch mit ungunstigen prognostischen Parametern, wie einem héheren ISUP-
Grad, einem héheren pT und pN-Stadium sowie mit einem verkirzten PFS, einhergeht.
So stitzen meine Ergebnisse die These, dass eine Unterteilung in T2E-positive und -
negative Subgruppen essentiell ist, um eine exaktere Prognoseabschatzung sowie das
Malignitatspotential des Karzinoms vorherzusagen. FBX045 kdnnte also einen Klinisch
relevanten Biomarker darstellen, wenn die Unterscheidung molekularer Subtypen
zukUnftig eine starkere Rolle bei der prognostischen Vorhersage des PCA einnehmen

wird.
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Gestutzt werden diese Ergebnisse auch insbesondere durch die funktionellen in vitro
Untersuchungen. In drei verschiedenen Zelllinien des PCA konnte ich zeigen, dass die
Fahigkeit der Zellen, zu metastasieren, nach einem spezifischen FBX0O45.Knockdown
deutlich eingeschrankt ist. Da die Metastasierung des PCAs einen der schwerwiegenden
Schritte im Progress dieser Erkrankung darstellt und mit einer stark gesteigerten Mortalitat
einhergeht (Siegel et al., 2020), kann FBXOA45 als prognostischer Marker als eindeutig

relevant eingestuft werden.
Wie genau aber lasst sich nun der onkogene Effekt von FBXOA45 erklaren?

Wenn man sich die grundlegende Funktion von FBXO45 anschaut, stellt FBXO45 eine
Substraterkennungs-Untereinheit von E3-Ligasen dar, die an der Steuerung des
Proteinabbaus tber Ubiquitinierung beteiligt sind. FBXO45 wird dabei eine Gberwiegend
anti-apoptotische Wirkung zugeordnet. Seine Zielproteine arbeiten Uberwiegend als
Tumorsuppressoren. Beispielsweise ubiquitiniert und baut FBX045 das Zielprotein p73,
ein Mitglied der p53-Familie, ab, was zu einer Verringerung des Zelltods fuhrt (Peschiaroli
et al., 2009). Die Zellen sind also bei erhdhter FBXO45-Expression insgesamt langlebiger

und entgehen der Apoptose.

Ebenso scheint FBXO45 im onkologischen Kontext eine zentrale Rolle einzunehmen: In
weiteren Studien konnte gezeigt werden, dass FBXOA45 bei Patienten mit Magenkrebs
(Kogure et al., 2017) sowie Patienten mit Plattenepithelkarzinomen der Lunge (Wang et
al., 2018) stark tberexprimiert ist und mit einem verkiirzten Uberleben assoziiert ist.
Ebenso konnte gezeigt werden, dass FBXO45 in der Biologie der Tumorgenese sowie
der -progression wichtig zu sein scheint und die Signalwege der epithelialen-
mesenchymalen Transition (EMT) beeinflusst (Diaz und Herreros, 2016). Des Weiteren
hat das Protein bei zahlreichen weiteren Krankheiten sowie der Entwicklung des
Nervensystems eine Funktion inne (Saiga et al., 2009) . Ein &hnlicher Effekt von FBX0O45
auf die Tumorprogression wie im PCA konnte beim Pankreaskarzinom beobachtet werden
(Wu et al., 2022) . Somit scheint FBXO45 eine entitatsubergreifende Rolle bei der Genese

und Progression verschiedenster Karzinome einzunehmen.

Im funktionellen Kontext ist weiteres interessantes Zielprotein von FBX045, FBXW?7, zu

nennen. Hierbei handelt es sich um einen Tumorsuppressor, der selbst spezifische
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Substrate zur Ubiquitinierung und zum Abbau ansteuert, darunter die bekannten Treiber-
Onkogene der aggressiven PCA MYC und Mcl-118, (Qiu et al., 2022; Reiner et al., 2015).
Hierbei ist bemerkenswert, dass FBXO045 - vermittelt durch FBXW?7 - die Empfindlichkeit
gegentber Spindelgiften wie Taxanen, deutlich herabsetzt (Richter et al., 2020). Aus
klinisch-therapeutischer Sicht ist dies beim PCA von besonderem Interesse, da die
Substanzen Docetaxel und Cabazitaxel als Chemotherapeutika bei metastasiertem PCA
haufig zum Einsatz kommen (EAU-Leitlinie, 2023). Somit kdnnte der spezifische Einsatz
von FBXO45 als prognostischem Biomarker relevant sein, um eine Chemotherapie im
metastasierten PCA sinnvoll einsetzen zu kdénnen und so Nutzen und Risko einer
Chemotherapie individualisierter abschatzen zu kdénnen. Hierbei wére es wichtig, die
Relevanz dieser herabgesetzten Empfindlichkeit gegenliber Taxanen in einer klinischen

Studie weiterfihrend zu untersuchen.

Durch die Identifikation verschiedener Onkogene, welche ahnlich wie FBXO45 die
zellulare Apoptose verringern und damit das Tumorwachstum vorantreiben, und der
Entwicklung gezielter therapeutischer Hemmung dieser Onkogene, wie zum Beispiel die
Tyrosinkinase Her-2/neu (Hanker et al., 2021), hat sich die onkologische Therapie bei
Entitaiten wie dem Mammakarzinom grundlegend veréndert und neue, individuellere
therapeutische Optionen geschaffen. Bei genauerer Untersuchung solcher Onkogene im
Prostatakarzinom kénnten also auch hier neue Wege begangen und die Identifikation von
high-risk-Tumoren erleichtert sowie Ubertherapie bei indolenten Tumoren kiinftig
verringert werden. Ebenso kénnte FBXOA45 als Prognoseparameter bei Entscheidungen
zur Therapieeskalation dienen, beispielsweise zur Einleitung einer adjuvanten Hormon-

oder Strahlentherapie nach radikaler Prostatektomie zur Verringerung des Rezidivrisikos.

Nicht nur spezifische GapmeR-Konstrukte, wie in dieser Studie, kdnnen fur einen
spezifischen Knockdown eingesetzt werden, sondern auch microRNAs kénnen Proteine
wie FBXO45 herunterregulieren und haben in diesem Kontext in der uro-onkologischen
Forschung in den letzten Jahren an Bedeutung gewonnen. Fir FBXO45 konnte
beispielsweise kirzlich gezeigt werden, dass die tumorsuppressive microRNA-30e eine
Herunterregulation von FBXO045 bewirkt (Ganapathy et al., 2022). Die Uberexpression
von FBXO45 in PCA konnte durch die Herunterregulierung der microRNA-30e bedingt
sein. Umgekehrt kdnnte man schlielen, dass die krebshemmende Funktion der
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microRNA-30e durch die Herunterregulierung von FBXO45 vermittelt wird, was auf einen
mdoglichen gegenseitigen Regulationsmechanismus hindeutet, welchen es noch

weiterfuhrend zu erforschen gilt.

Die Daten dieser Studie geben einen starken Hinweis auf die prognostische Rolle von
FBXO45 — dennoch ist es unentbehrlich, diese Daten weiterfihrend anzuwenden. Um die
Relevanz von FBXO45 therapeutisch nutzen zu kénnen, bedarf es einer Validierung

unserer Ergebnisse in einer prospektiven klinischen Kohorte.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen zwar eine signifikant erhdhte FBXO45-RNA-
Expression im Progress zur Fernmetastasierung, allerdings waren zudem Daten von
Interesse, die eine unterschiedliche Expression von FBXO45 im metastasierten
kastrationssensiblen und kastrationsrefraktaren PCA sehen, da die Hormonresistenz im

PCA einen weiteren Eskalationsschritt in der Therapie erfordert (EAU-Leitlinie, 2023).

1.5 Zusammenfassung

Zusammenfassend lassen die Ergebnisse dieser Arbeit den Schluss zu, dass eine
Uberexpression von FBXO045 relevante onkogene Eigenschaften im Prostatakarzinom
(PCA) vermittelt. Man kann davon ausgehen, dass FBXO45 ein unabhéangiger
prognostischer Biomarker in der Subgruppe mit TMRPSS2-ERG-Genfusion darstellt. Die
funktionellen Daten deuten zudem darauf hin, dass FBXO45 an der Bildung und
Verbreitung von Metastasen, welche einen kritischen Schritt in der Progression des PCAs
darstellen, beteiligt ist. Unsere Daten bestétigen die onkogene Rolle von FBX045, welche
bereits in verschiedenen Studien in anderen Tumorentitdten beobachtet wurde, und
geben. Darlber hinaus bestéarkt unsere Arbeit die Sinnhaftigkeit einer Klassifizierung von
PCA in verschiedene molekulare Subtypen. Die Implementierung der molekularen
Subtypisierung in der klinischen Praxis kbnnte genauere prognostische Vorhersagen
ermoglichen. Ebenso konnten Ubertherapien und deren Konsequenzen vermieden
werden. Die aktive Uberwachung eines PCAs konnte zudem sensitiver werden fur
Progressionen, sodass frihzeitig radikale Therapieoptionen bei einem Progress im PCA
beginnen kdnnten. Insgesamt wurde der Einsatz prognostischer Biomarker im PCA den

Weg fur individualisierte Therapie ebnen.
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Simple Summary: FBXO45 plays a role in the regulation of apoptosis through the ubiquitylation and
degradation of specific target proteins. While FBXO45 has been suggested to have prognostic potential
in various cancers, its specific role in prostate carcinoma (PCA) remains unclear. Transcriptome
data concerning FBXO45 were analysed using The Cancer Genome Atlas (TCGA) and a publicly
available Gene Expression Omnibus (GEO) progression PCA cohort. In addition, FBXO45 protein
expression was evaluated using immunohistochemistry in a large cohort of PCA tissue microarrays.
It was demonstrated that high FBXO45 expression was associated with advanced stages of PCA and
biochemical recurrence. Shortened progression-free survival was associated with strong FBX045
staining, especially in TMPRSS2-ERG-positive PCA. In vitro experiments demonstrated that FBXO45
knockdown led to a significant reduction in migration capacity in the PC-3, DU-145 and LNCaP cell
lines. These findings suggest that FBXO45 may serve as a promising biomarker for PCA and exhibit
oncogenic properties.

Abstract: Background: F-box/SPRY domain-containing protein 1 (FBXO45) plays a crucial role
in the regulation of apoptosis via the ubiquitylation and degradation of specific targets. Recent
studies indicate the prognostic potential of FBXO45 in several cancers. However, its specific role in
prostate carcinoma remains unclear. Methods: A systematic analysis of FBXO45 mRNA expression
in PCA was performed using The Cancer Genome Atlas database and a publicly available Gene
Expression Omnibus progression PCA cohort. Subsequently, FBXO45 protein expression was assessed
via immunohistochemical analysis of a comprehensive tissue microarray cohort. The expression
data were correlated with the clinicopathological parameters and biochemical-free survival. The
immunohistochemical analyses were stratified according to the TMPRSS2-ERG rearrangement
status. To assess the impact of FBXO45 knockdown on the tumour proliferation capacity of cells
and metastatic potential, transfection with antisense-oligonucleotides was conducted within a cell
culture model. Results: FBXO45 mRNA expression was associated with adverse clinicopathological
parameters in the TCGA cohort and was enhanced throughout progression to distant metastasis.
FBXO45 was associated with shortened biochemical-free survival, which was pronounced for the
TMPRSS2-ERG-positive tumours. In vitro, FBXO45 knockdown led to a significant reduction in
migration capacity in the PC3, DU145 and LNCaP cell cultures. Conclusions: Comprehensive
expression analysis and functional data suggest FBXO45 as a prognostic biomarker in PCA.

Keywords: prostate cancer; FBXO45; prognostic biomarker; apoptosis
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1. Introduction

Prostate cancer (PCA) is a common cancer in men and a major cause of cancer-related
deaths globally [1]. While primary PCA can be potentially cured, the high rate of overtreat-
ment highlights the limitations of current diagnostic tools, such as prostate-specific antigen
(PSA) and grading according to the International Society of Urological Pathology (ISUP),
in accurately discriminating between indolent and aggressive cases [2]. Despite signifi-
cant advancements in medical therapy, mortality remains high and treatment options are
limited for advanced stages of the disease [3,4]. A deeper understanding of PCA tumour
biology and the identification of molecular biomarkers may improve risk assessment and
treatment planning.

The current state of research supports the notion that PCAs have distinct molecu-
lar genetic signatures that require consideration in the process of identification of new
biomarkers [5,6]. Thus, approximately half of all PCAs are characterised by chromosomal
rearrangements leading to a chimeric oncogene through fusion of the promoter region of
the androgen-induced transmembrane serine protease 2 (TMPRSS2) gene with the ETS-
related gene (ERG) (TMPRSS2-ERG (T2E)). TMPRSS2-ERG fusion is recognised as a driver
event for the progression to prostate cancer. Prior studies proved that T2E-positive and T2E-
negative PCAs represent molecularly different PCA subtypes, and potential biomarkers
should also be considered subtype specifically [6].

The Cancer Genome Atlas (TCGA) database allows us to identify potential biomarker
candidates through an investigative approach. In a systematic analysis, we identified
FBXO45 as an interesting prognostic gene and selected it for further comprehensive anal-
ysis. FBX045 is a member of the F-box proteins, which function as the substrate-specific
adaptor subunit in ubiquitin ligase complexes that promote proteasomal degradation of
critical cellular regulators [7-10]. It has already been reported that FBXO45 targets regulate
cell apoptosis, neural development and carcinogenesis [11-15]. FBXO45 is a prognos-
tic parameter in numerous cancers, such as squamous-cell lung carcinoma and gastric
cancer [16-18].

However, the role of FBXO45 in PCA remains enigmatic. The present study aimed to
investigate its potential role as a prognostic tissue-based biomarker for PCA.

2. Material and Methods
2.1. Transcriptome Data Assembly

The log2-transformed RNA sequencing data generated by IlluminaHiSeq and publicly
available through the TCGA Research Network were downloaded via the UCSC Xena
browser (http://xena.ucsc.edu accessed on 4 February 2023). The cohort comprised 497 pri-
mary PCA and 52 normal adjacent tissue (NAT) cases. The log-transformed, pre-normalised
array signal intensities of the microarray data from a PCA progression cohort were down-
loaded via Gene Expression Omnibus (GEO, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/ accessed
on 4 February 2023, GSE6919) [19]. The expression data of 25 androgen-deprivation-
resistant metastatic samples derived from 4 patients were obtained from different metastatic
sites and were thereby considered as individual samples (primary PCA (pPCA): n = 66,
metastasis: n = 25).

2.2. Immunohistochemistry

In order to identify tissue-specific biomarkers that can facilitate more accurate prog-
nostic predictions in the early stages following diagnosis, we chose to analyse radical
prostatectomy specimens with comprehensive follow-up data, including biochemistry-free
survival. Therefore, we immunohistochemically analysed the FBXO45 expression of a well-
characterised primary PCA tissue microarray (TMA) cohort. The TMAs were constructed
as described previously [20-22]. In brief, one to four tissue cores (1.2 mm diameter) of
paraffin-embedded prostate tissue represented one case. Tumour samples with a lack of
tissue or absence of carcinoma were excluded. In total, the tissue of 161 patients who
underwent radical prostatectomy at the University Hospital of Bonn between 1998 and
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2008 was available for analysis. The TMAs were freshly cut (3 pm) and mounted on
Super Frost Plus Slides. Staining was performed using the polyclonal FBXO45-antibody
(bs-13150R, dilution 1:300) on the Ventana Benchmark automated staining system following
the manufacturer’s protocol (Ventana Medical System, Tucson, AZ, USA). The detection of
the signal was performed using the ultraView Universal DAB detection kit. The slides were
finally counterstained with haematoxylin and Bluing Reagent, dehydrated, mounted, and
digitalised. The staining quality and specificity were confirmed by experienced uropatholo-
gists. Two observers independently rated the intensity of the FBXO45 staining as negative,
weak, moderate, or strong (scores from 0 to 3). In the case of divergent rates, consen-
sus was achieved by discussion. Each TMA core was assessed individually. If multiple
TMA cores were available for one case, the mean value was calculated and considered
for the further analyses. To investigate the prognostic role of FBXO45 expression, depend-
ing on the TMPRSS2-ERG status, a survival analysis regarding progression-free survival
was performed based on both the total cohort and after stratification by TMPRSS2-ERG
status (T2E-positive, n = 54 vs. T2E-negative, n = 107) as described by Gerke et al. [6].
Progression-free survival was defined as PSA-relapse-free (PSA > 0.2 ng/mL) survival
following radical prostatectomy.

2.3. Cell Lines and Culture Conditions

The human PCA cell lines (LNCaP, DU-145, PC-3, C4-2B) were obtained from the Leib-
niz Institute DSMZ—German Collection of Microorganisms and Cell Culture (Braunschweig,
Germany). All the cell lines were cultured in RPMI1640 medium (Gibco; Thermo Fisher
Scientific, Inc., Waltham, MA, USA) supplemented with 10% foetal bovine serum (FBS
Superior, Biochrom GmbH, Berlin, Germany), 0.4% penicillin/streptomycin and 1% glu-
tamine (Thermo Fisher Scientific, Inc., Darmstadt, Germany) in a humidified atmosphere
of 5% CO; and 95% air at 37 °C. The experiments were performed with mycoplasma-free
and previously authenticated cell lines.

2.4. Antisense LNA GapmeR-Mediated Knockdown

We designed the specific FBXO45 GapmeR construct using the online available Anti-
sense Gapmer Designer from Exiqon for the transient FBXO45 knockdown in vitro (Vedbaek,
Denmark). The specific sequence of the construct was (5 A*G*C*G*C*G*C*A*G*A*
A*G*A*G*A*T-3'). Furthermore, the following non-targeting negative control GapmeR sequence
Negative Control A was used: (Neg Ctrl-A:) (5'-*C*G*T*A*G*T*C*G*A*G*G*A*A*G*T*A-3').
The transfections in the cell lines were performed in a final concentration of 150 nM at
a ratio of 1:3 with the FuGENE HD-Transfection Reagent (#£2311, Promega Corporation,
Madison, WI, USA) as defined in the manufacturer’s instructions.

2.5. RNA Isolation

Isolation of the RNA of the cell pellets was conducted using a Total RNA Purification
Mini Spin Column Kit (Genaxxon bioscience GmbH, Ulm, DE, USA). After RNA isolation,
the RNA quantity and quality were measured using a NanoDrop 2000 Spectrophotometer
(Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA).

2.6. Real-Time PCR

The mRNA expression of the corresponding cell lines was quantified 48 h post-
transfection using RT-qPCR to analyse the knockdown efficiency. The following primer
sequences were used: FBXO45 forward primer: 5-GGCTGGAATCTGGTGGACAA-3' and
reverse primer: 5-TCTCCTATCTGATATTTTGGTGCGT-3'; B-actin forward primer: 5'-
CCAACCGCGAGAAGATGA-3' and reverse primer: 5'-CCAGAGGCGTACAGGGATAG-
3’. CDH1 forward primer: 5'-AAGGGGTCTGTCATGGAAGG-3' and reverse primer: 5'-
GGTGTTCACATCATCGTCCG-3'; CDH2 forward primer: 5'-CCATCATTGCCATCCTGCTC-
3" and reverse primer: 5'-GTTTGGCCTGGCGTTCTTTA-3’; SNAI1 forward primer: 5'-
GCTGCAGGACTCTAATCCAGA-3' and reverse primer: 5-ATCTCCGGAGGTGGGATG-
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3'; SNAI2 forward primer: 5-TGGTTGCTTCAAGGACACAT-3' and reverse primer: 5'-
GTTGCAGTGAGGGCAAGAA-3'; ZEB1 forward primer: 5'-CAGGGAGGAGCAGTGAAAGA-
3’ and reverse primer: 5-ACATCCTGCTTCATCTGCCT-3'; and VIM forward primer: 5'-
GAGAGGAAGCCGAAAACACC-3' and reverse primer: 5-TTGCGTTCAAGGTCAAGACG-3'.

The different levels of mRNA expression were standardised to B-actin and quantified
using the AA CT method.

2.7. Western Blot

Western blots were used to validate the FBXO45 knockdown efficiency at the translational
level in the transfected PCA cell lines: After 72 h of transfection, cells were collected and
homogenised in 100-200 pL RIPA cell lysis buffer (300 mM NaCl 5 M, 20 mM Tris 500 mM pH
7.5, 2% Nonidet® P40 BioChemica, Espoo, Finland, A1694 AppliChem Panreac, Darmstadt,
Germany, 0.5% sodium deoxycholate D6750 Sigma-Aldrich, 0.2% SDS (sodium dodecyl sulphate)
10% L3771 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA, 70% HyO, Ampuwa), including a protease
inhibitor cocktail (Complete Mini EDTA-free, Roche, Basel, Switzerland, 10 mM NaF (sodium
fluoride) 200 mM S7920 Sigma-Aldrich). The protein concentration was determined with
a BCA protein assay kit (Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA).

The primary antibody against FBXO45 was used for incubation at a dilution of 1:500
(LS-C169575, Rabbit, LSBio, Seattle, WA, USA). As an internal loading control antibody;,
anti-alpha-tubulin was used at a dilution of 1:4000 (#A5316, mouse, Sigma-Aldrich). We
performed the signal detection with horseradish peroxidase-associated antibodies (antirab-
bit POD, #7074, Cell Signaling, and anti-mouse-POD, #170-6516, Bio-Rad, Hercules, CA,
USA). To visualise the chemiluminescence signal, we used a SuperSignal WestFemto Kit
(Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) and an LAS 3000 Image Reader (Fujifilm, Tokyo,
Japan) for documentation. Densitometry was performed using the software Image] as
described previously by Stael et al. [23].

2.8. Cell Proliferation Assays

An EZ4U cell proliferation assay kit was used according to the manufacturer’s protocol
(EZ4U; Biomedica Group, Vienna, Austria). A total of 2000 PC3 and DU-145 cells/well or
3000 LNCaP cells/well were seeded in 96-well plates in 100 pL medium and incubated
overnight. The GapmeR transfections were then conducted with the adhered cells. We
measured the 96-well plates 48 h and 72 h post-transfection by quantifying the colour
absorbance spectrometrically in a microplate reader (Tecan Spectra Thermo, SLT Labin-
struments Deutschland GmbH) at a 450 nm wavelength, with a 620 nm reference. We
conducted the experiments in triplicates.

2.9. Migration Assays

After a 48 h period following transfection, we harvested the cells and seeded them into
migration Boyden chambers. A total of 5 x 10* cells of PC-3 and 1.5 x 10° cells of DU-145
and LNCaP were plated in the upper chamber of the migration inserts (VWR, Darmstadt,
Germany) containing RPMI medium without FCS. For the chemotactic attraction, we filled
a medium containing 10% FCS in the lower chamber. The cells were fixed after 48 h with 4%
formaldehyde (PanReac AppliChem, Darmstadt, Germany), washed and permeabilisated
with TBST (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 0.05% Tween-20, pH 7.5), and then coloured with
haematoxylin (Vector Hematoxylin Counterstain H-3404, Vector Laboratories) and washed
with water three times. We scanned the membranes and the cell number was determined
automatically via nucleus detection using the QuPath software. Each experiment was
conducted three times.

2.10. Statistical Analysis

Microsoft Excel, SPSS, and GraphPad Prism were used for the statistical analyses
and visualisation of the data. The non-parametric Mann-Whitney U test was used for the
group comparisons. The non-parametric Kruskal-Wallis test was applied to test three or
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more groups. Survival analyses were performed using the Kaplan-Meier estimate curves
and log-rank tests. Thus, multivariate Cox regression analyses were performed after the
co-adjustment of the TNM stage, ISUP groups and age to provide an independent and
additive prognostic value for the patients’ progression-free survival.

2.11. Ethical Approval and Consent to Participate

All the patients gave written informed consent for the collection of biomaterials. The
study was approved by the ethics committee of the University Hospital Bonn (number: 013/20).

3. Results
3.1. F-Box/SPRY Domain-Containing Protein 1 (FBXO45) In Silico Expression Analysis

To investigate the impact of FBXO45 in PCA, we correlated the FBOX045 expression
with the clinicopathological parameters and the clinical course of the patients using the
PCA TCGA dataset (n = 497). The analysis revealed significantly higher FBXO45 expression
in pPCA compared to NAT (p < 0.0001, Figure 1A). In addition, the analysis showed
the significant association of the FBXO45 expression with the adverse clinicopathological
parameters ISUP grading groups (p < 0.0001, Figure 1B), pT stage (p < 0.0001, Figure 1C),
and pN stage (p = 0.044, Figure 1D). Furthermore, high FBXO45 expression was associated
with biochemical recurrence (p = 0.042, Figure 1E). To further elucidate whether the FBX045
expression varies in primary tumours and metastasis, we analysed the PCA progression
cohort GSE6919. This analysis revealed significantly increased FBXO45 RNA expression
throughout the progression to distant metastasis (Met) (p < 0.0001, Figure 1F).
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Figure 1. FBXO45 expression is enhanced in aggressive primary prostate cancers (pPCA) and distant
metastasis (Met). (A-E) are based on the PCA TCGA dataset: (A) Distribution of FBXO45 RNA
expression in normal adjacent prostatic tissue (NAT) in comparison to primary prostate cancer
(pPCA). (B) The scatter plots depict FBXO45 RNA expression across ISUP subgroups (B), by T Stage
(C), by N Stage (D) and by biochemical recurrence status (BCR) in (E). (F) Illustration of FBXO45 RNA
expression in pPCA compared to distant metastasis (Met) in the PCA progression cohort GSE6919.
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3.2. FBX0O45 Protein Expression on a PCA Tissue Microarray (TMA)

To further ascertain the prognostic impact of FBXO45 at the protein level, we immuno-
histochemically stained and evaluated a large PCA-TMA cohort (1 = 161). The immunohis-
tochemical analysis revealed the predominantly cytoplasmic staining of the carcinoma cells.
A total of 12.1% of the cases were FBXO45-negative (no staining, intensity 0), 57.8% were
weakly stained (0 < mean staining intensity < 1), 18.5% were moderately stained (1 < mean
staining intensity < 2) and 11.6% were strongly stained (mean staining intensity > 2, see
Figure 2A—C for representative staining examples). The Kaplan-Meier analysis showed
a modest trend (p = 0.077) regarding the association of strong FBXO45 staining (mean stain-
ing intensity > 2) and shortened PSA-free survival after prostatectomy. In an exploratory
analysis of the Bonn TMA cohort, we found that the cytoplasmic FBXO45 protein expression
was significantly higher in the TMPRSS2-ERG (T2E)-positive subgroup (Figure 2E). Kaplan
Meier analysis of the overall cohort showed an association of strong FBXO45 staining with
a shortened PFS in terms of modest trend (log-rank p = 0.077, Figure 2D). Of note, strong
cytoplasmic FBXO45 protein expression was significantly associated with shortened PFS
in the T2E-positive subgroup (Figure 2F), but not in the T2E-negative subgroup (log-rank
p-value for T2E-negative = 0.893). Within the T2E-positive subgroup, the multivariate Cox
regression analysis confirmed strong cytoplasmic FBXO45 (mean staining intensity > 2) as
an independent prognostic parameter (hazard ratio 4.483, p = 0.022) when co-adjusted for
the pT stage, pN stage, ISUP groups and age (Table 1).

B \'Af?;&i N

PN
.45*?“ 2 -

D Bonn TMA E — F Bonn TMA
Whole cohort, n=161 Logrank p=0.077 — T2E-positive, n=54 Logrank p=0.002
100 3 34 100 -
o [72]
80 E ‘f;"_ 80
w2+ I
60 L 2 60
5 8
: —
40 £ 1 E 40
20- = FBX045 <2 g J_ O 504 = FBXO045 <2
—— FBX045 >2 e N —— FBX045 >2
0 1 1 1 1 1 0 1 T 0 1 1 1 1 1
0 24 48 72 96 120 \@ @ 0 24 48 72 96 120
o &
PFS [months] & & PFS [months]
& R
.{& <V

Figure 2. Increased cytoplasmic FBXO45 expression is associated with unfavourable progression-
free survival (PFS) in the TMRPSS2-ERG (T2E)-positive primary prostate cancer (pPCA) subgroup.
(A—C) Representative immunohistochemical staining for FBXO45 on primary prostate cancers (pPCA)
at 10x magnification, scale bars = 100 pm. (A) Absence of FBXO45 expression in pPCA. Moderate
(B) and strong (C) cytoplasmic FBXO45 expression in pPCAa. (D) Kaplan-Meier curve using the
FBXO45 cut-off 2 (negative to moderate versus strong cytoplasmic FBXO45 protein expression) with
regard to PFS. (E) Boxplot depicting cytoplasmic FBXO45 expression for the TMPRSS2-ERG (T2E)-
negative (n = 107) versus -positive (n = 54) subgroup. (F) Strong cytoplasmic FBXO45 expression is
associated with unfavourable PFS in the T2E-positive subgroup. **** p < 0.0001.
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Table 1. Multivariate Cox regression analyses of the T2E-positive subgroup (TMA cohort) regarding
progression-free survival (PFS).

95% Confidence Interval

Paramter p-Value Hazard Ratio -
Low High
FBX045 0.022 4.483 1.246 16.136
pT 0.372 1.943 0.452 8.357
pN 0.471 0.404 0.034 4.751
ISUP 0.636 0.972 0.866 1.092
Age 0.636 0.972 0.866 1.092

3.3. Functional Characterization of FBX045 In Vitro

To further elucidate the functional role of FBXO45 in vitro, we aimed to induce tran-
sient FBXO45 knockdown (FBXO45-kd) using the established antisense locked nuclear acid
(LNA)/GapmeR-mediated system on several established PCA cell culture models. First, we
screened the cell lines PC-3, C4-2B, LNCaP and DU-145 for their FBXO45 protein expression
under standard conditions. Since PC-3, LNCaP and DU-145 showed the strongest protein
expression of FBXO45, we chose them for the subsequent functional analyses (Figure 3A).
We were able to establish efficient FBXO45-kd for PC-3, LNCal and DU-145, which was
confirmed at both the mRNA level and the protein level, detected by RT-qPCR (Figure 3B),
and confirmed by Western blot (Figure 3C). The densitometry data and uncropped West-
ern blots are available in the Supplementary Materials. To subsequently investigate the
functional impact of FBXO45 knockdown on tumour behaviour, we first examined the
effect of FBXO45 on cell growth in a proliferation and cytotoxicity assay. The proliferation
capacity of the tumour cells was not changed (Figure 3D). However, FBXO45 depletion
strongly decreased the migration capacity of the PCA cells according to the Boyden cham-
ber assays (Figure 3E or Figure 3F). In summary, we hypothesise that FBXO45 expression in
PCA cell culture models is essential for maintaining oncogenic traits and specific FBXO45
knockdown reduces the ability for metastatic spread.
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Figure 3. Functional impact of FBXO45 loss in prostate cancer cell culture models. (A) Baseline
FBXO45 protein expression in different prostate cancer cell lines. (B) FBXO45 mRNA (B) and
protein (C) expression following Antisense LNA GapmeR-mediated FBXO45-knockdown (FBXO45-
kd). (D) Impact of FBXO45-kd on relative viability in our prostate cancer cell lines compared to
the control. (E) FBXO45-kd impairs migration capacity according to the Boyden chamber assay;
representative images of the Boyden chamber membrane depicted for PC-3 (F). Experiments were
performed in triplicates. * p < 0.05; *** p < 0.001.
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4. Discussion

In this study, we investigated the prognostic role of FBXO45 in PCA and its functional
role in metastatic disease progression. Several lines of evidence support the notion that the
gene has oncogenic properties in PCA and could, therefore, be a promising candidate for
a new biomarker.

First, we demonstrated that FBXO45 is overexpressed and is associated with adverse
clinicopathological parameters and shortened progression-free survival based on an analysis
of a large mRNA cohort. Second, the investigation of a PCA progression cohort revealed
a further upregulation of FBXO45 in PCA metastasis. These results were supported by
an analysis of FBXO45 at the protein level. Remarkably, the principle of considering different
molecular subtypes in biomarker studies was supported in this study. As described by
Gerke et al. [6], in approximately 50% of PCA cases, a chromosomal rearrangement that
forms a chimeric oncogene through fusion of TMPRSS2 with ERG (TMPRSS2:ERG or T2E) is
present, which may exploit different gene signatures or pathways to promote the malignancy
of PCA [6,24,25]. In recent years, TMPRSS2:ERG has been a major focus of research in the
field of prostate cancer [6,25,26]. It has been shown that ERG overexpression is mostly
related to the gene fusion of TMPRSS2 and ERG [27]. PCA is characterised by the fusion of
the promoter region of TMPRSS2 with the coding region of ERG. The promoter region of
TMPRSS2 is known to contain androgen-sensitive elements, which allows the overexpression
of ERG to be driven by androgens [27,28]. Currently, this gene fusion is considered to be a
driver event for carcinogenesis in prostate cancer [26]. TMPRSS2:ERG fusion is known to
play a critical role in driving the progression from prostatic intraepithelial neoplasia (PIN)
to invasive carcinoma [29]. Normal prostate tissue does not express ERG under regular
circumstances [30]. The overexpression of ERG leads to the dysregulation of cell proliferation,
differentiation, angiogenesis, inflammation and apoptosis, and it is thereby considered
one of the main factors for the transformation from localised to aggressive and metastatic
cancer [26,31]. Nevertheless, only 50% of PCAs are T2E-positive. Gerke et al. [6] showed
that PCAs should be classified as different molecular subtypes based on their T2E status.
Overall, their study demonstrated that the T2E status, which itself is not a strong prognostic
biomarker, critically determines the prognostic value of other biomarkers. They identified
five prognostic biomarkers associated with a worse outcome exclusively in T2E-negative PCA.
Remarkably, no biomarker was found in the T2E-positive subgroup. The authors concluded
that the molecular subtype must be considered when applying prognostic biomarkers for
outcome prediction in PCA [6]. Therefore, we aimed to assess a subtype-specific analysis
based on the T2E-negative and T2E-positive molecular subtypes in this study. The present
work revealed a T2E-positive status in approximately 1/3 of cases (54/161), which is slightly
lower than the published data [32]. FBXO4S5 is significantly overexpressed in T2E-positive
PCA and is also associated with an unfavourable clinical course only in this subgroup, which
further supports the subtype-specific consideration, especially concerning TMRPSS2-ERG
fusion, in the development of robust prognostic biomarker models for PCA. Remarkably, this
is the first biomarker—to the best of our knowledge—that is identified in the T2E-positive
subgroup. Finally, functional analyses in vitro revealed that FBXO45 has an impact on the
cell motility and migration capacity in three metastatic PCA cell lines, suggesting that the
metastatic ability of PCA is at least in part influenced by FBXO45 activity.

Placing the results in a functional context, FBXO45 represents the substrate-recognition
subunit of the E3 ligases that control protein degradation via ubiquitylation. Recent sci-
entific works demonstrated its pivotal role in numerous human diseases, neuronal de-
velopment, tumorigenesis and tumour progression. It was shown that FBXO45 is highly
expressed in gastric cancer and squamous-cell lung carcinoma and correlated with short-
ened survival [16,17]. Furthermore, there is evidence that FBXO45 facilitates tumour
progression in pancreatic cancer [33]. The unfavourable prognostic role in tumour diseases
is attributed to the anti-apoptotic function of FBXO45, resulting from the various target
proteins that predominantly act as tumour suppressors. Thus, FBXO45 ubiquitinates and
degrades the target p73, a member of the p53 family, leading to a reduction in cell death [12].
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Another target that has already been investigated is the prostate apoptosis response pro-
tein 4 (Par-4). Par-4 is a tumour suppressor that induces cancer-selective apoptosis. Loss
or downregulation of Par-4 has already been shown to be associated with therapy resis-
tance and tumour relapse [11,18,34]. Another interesting target of FBXO45, FBXW?7, is
a tumour suppressor that targets specific substrates for ubiquitination and degradation,
including the known driver oncogenes of aggressive PCA MYC and Mcl-1 [18,35,36]. Re-
markably, FBX045—mediated by FBXW7—decreases sensitivity to spindle poisons such as
taxanes [37]. From a therapeutical point of view, this is of particular interest since docetaxel
and cabazitaxel are used as chemotherapy agents for metastatic PCA.

In the last few years, microRNAs have increasingly gained attention in uro-oncological
research. FBX045 might also play a role in this context. A recent study showed that
FBXO45 is downregulated by the tumour-suppressive microRNA-30e [38]. Overexpression
of FBX045 might be driven by the downregulation of microRNA-30e in PCA. Vice versa,
the anticancer function of microRNA-30e could be mediated by the downregulation of
FBX045, suggesting a possible regulatory mechanism.

5. Conclusions

In a synopsis of the literature and the results of this work, FBXO45 overexpression
seems to mediate relevant oncogenic properties in PCA and represent an independent
prognostic biomarker. The functional data also suggest that FBXO45 is involved in the
formation of metastasis. Of particular clinical relevance is the potential impact of FBX045
on the tumour response to taxane-based chemotherapy. Furthermore, our work strengthens
the classification of PCA into different molecular subtypes. Implementation of molecular
subtyping in clinical practice could enable accurate prognostic predictions and pave the
way towards individualised therapy.
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