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1. Deutsche Zusammenfassung

1.1 Einleitung

Zu den haufigsten Tumorerkrankungen des Mannes gehért das Prostatakarzinom (PCA),
das laut amerikanischen Statistiken die zweith6chste Mortalitatsrate aufweist (Siegel et
al., 2022). Aufgrund dieser Haufigkeit ist eine Friiherkennung sinnvoll. Zur Friherkennung
werden die digital-rektale Untersuchung (DRU) und die Bestimmung des prostataspezifi-
schen Antigens (PSA) im Serum eingesetzt. Frihere Biomarker wie die Bestimmung des
prostataspezifischen Antigens oder die digital-rektale Untersuchung weisen eine unzu-
reichende Spezifitdt und Sensitivitat auf. Thre Werte kdnnen durch benigne Prostatahy-
perplasie, Prostatitis oder pharmakologische Einflisse verfalscht werden. Zudem liefern
sie nur begrenzte prognostische Informationen zur Tumoraggressivitat und sind somit fur
eine sichere klinische Entscheidungsfindung oft ungeeignet. Die diagnostische Genauig-
keit dieser Friiherkennungsmafinahmen ist daraus resultierend gering, weshalb eine hohe
Anzahl an Prostatabiopsien zur Abklarung eines Tumorverdachts notwendig ist. Es be-
steht folglich Bedarf an der Etablierung von prazisen Biomarkern, um die Menge an un-
notigen Prostatabiopsien zu verringern. Mit einem solchen Biomarker lasst sich die Diag-
nostik der Behandlung verbessern und die Sterblichkeit am Prostatakarzinom reduzieren
(Lokeshwar et al., 2021). Ein vielversprechender Ansatz in diesem Kontext ist die
Untersuchung zirkularer RNAs (circRNAs) als potenzielle Biomarker fir das
Prostatakarzinom. Die Eignung von circRNAs als Biomarker bewerten wir anhand der
folgenden Kriterien: Tumor- und Gewebespezifitat, strukturelle Stabilitdt durch die
zirkuldre Konformation, zuverlassige Nachweisbarkeit mittels quantitativer Real-Time
PCR, Korrelation mit klinischen Parametern wie Gleason Score oder Tumorstadium sowie

Reproduzierbarkeit in unabhangigen Patientenkohorten.

Zirkulare RNAs (circRNAs) gehdren zu den nichtkodierenden RNAs, die in den 1970er
Jahren entdeckt wurden (Li et al., 2022). Zu dieser Zeit wurde angenommen, dass
circRNAs ein irrrelevantes Splicing-Produkt sind (Li et al., 2022). Heutzutage hat ein
besseres Verstandnis in der Molekularpathologie zu der Erkenntnis gefuhrt, dass
bestimmte circRNA-Expressionsmuster mit dem Auftreten verschiedener Krankheiten und

Malignomen assoziiert sind und als Biomarker fungieren kénnen (Liu et al., 2020).



CircRNAs lassen sich in Gewebe und Korperflussigkeiten wie Plasma, Serum, Urin,
Speichel (Liu et al., 2020; Ojha et al., 2018), aber auch in Exosomen oder Mitochondrien

nachweisen (Wan et al., 2020).

Charakteristisch fur circRNAs ist ihre zirkulare Struktur, die Uber die 3°-Splicing-
Donorseite mit der 5°-Akzeptorseite kovalent verbunden ist. CircRNAs haben im
Gegensatz zu linearen RNAs weder einen 3’-Poly(A)-Schwanz noch eine 5°-Kappe,
weshalb circRNAs eine erhdhte Stabilitat und Resistenz gegenuber einem Endonuklease-
Abbau besitzen (Ojha et al., 2018). Durch Exonskipping oder Backsplicing von mRNA
(pre-mRNA) werden circRNAs synthetisiert (Liu et al.,, 2020). Klassifiziert werden
circRNAs anhand ihrer genomischen Splice-Stelle, wobei die meisten circRNAs aus

Exons kodierter Gene entstehen (Zhou et al., 2020).

Weitere circRNA-Klassifizierungen umfassen nichtkodierte Gene (Introns) sowie
Kombinationen aus kodierten und nichtkodierten Genen: tRNA intronic-RNA, intronic-RNA
oder exonic-intronic circRNA (Wan et al., 2020). CircRNAs kdnnen durch Interaktion mit
miRNA (MicroRNA) sogenannte ,miRNA-Schwamme’ bilden oder sich durch
inhibitorische oder promotorische Eigenschaften auf die Genexpression auswirken (Li et
al.,, 2022; Lokeshwar et al., 2021; Wan et al.,, 2020). CircRNAs kdnnen die
Proteinexpression durch die Regulation der Genexpression beeinflussen, dies geschieht
bei der Translation oder auf der Ebene der Posttranslation (Liu et al., 2020). Obgleich
heutzutage mehr Uber die Funktion der circRNA bekannt ist, sind die Kenntnisse Uber die

circRNA-Expression im PCA begrenzt.

Um potentielle circRNA-Biomarker zu etablieren, wurden aus bereits veroffentlichten
Studien zum PCA funf circRNAs mit erhdhter Expression im PCA zur Untersuchung
ausgewahlt: circSMARCADS5 (Dong et al., 2021; Kong et al., 2017; Liu et al., 2021; Zhang
et al., 2021), circFOXO3 (Kong et al., 2020; Liu et al., 2021; Shen et al., 2020; Zhang et
al., 2021), circHIPK3 (Cai et al., 2019; Chen D et al., 2019; Liu et al., 2021; Wen et al.,
2020; Zhang et al., 2021), circZMIZ1 (Jiang et al., 2020; Liu et al., 2021; Zhang et al.,
2021) und circSLC19A1 (Liu et al., 2021; Xia Q et al., 2018; Zhang et al., 2021; Zheng et
al., 2020). Die zugrunde liegenden Gene decken zentrale Zellmechanismen ab:
SMARCAS wirkt als ATP-abhangige Chromatin-Remodelling-ATPase und erleichtert die
Transkription (Dong et al.,, 2021; Kong et al., 2017), wahrend FOXO3 als



Tumorsuppressor Zellzyklus-Arrest, DNA-Reparatur und Apoptose steuert (Kong et al.,
2020; Shen et al.,, 2020). HIPK3 kodiert eine nukleare Serin/Threonin-Kinase, die
Homeobox-Transkriptionsfaktoren moduliert (Wen et al., 2020; Zhang et al., 2021), und
ZMIZ1 fungiert als PIAS-ahnlicher Co-Aktivator, der insbesondere die Androgenrezeptor-
abhangige Genexpression verstarkt (Jiang et al., 2020; Zhang et al., 2021). Schlief3lich
bildet SLC19A1 den Reduced Folate Carrier 1, der Folat aktiv in die Zelle transportiert,
die Nukleotidsynthese reguliert und damit das Zellwachstum beeinflusst (Xia Q et al.,
2018; Zheng et al., 2020). Diese funf circRNAs werden in dieser Studie untersucht, um
das Wissen Uber circRNAs als Biomarker beim PCA zu erweitern. Limitationen der
vorhergegangenen Studien waren kleine Fallzahlen sowie Vergleiche diagnostisch nicht
relevanter Kohorten, zum Beispiel PCA-Patienten gegeniber gesunden Patienten (Kong
et al., 2020; Shen et al., 2020).
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1.2 Material und Methoden
1.2.1 Patientenproben

Das Patientenkollektiv umfasste 96 Patienten, bei denen zwischen Februar 2019 und Mai
2021 eine Prostatabiopsie in der Klinik und Poliklinik fir Urologie und Kinderurologie des
Universitatsklinikums Bonn durchgefiihrt wurde. Die Indikation zur Durchfiihrung einer
Prostatabiopsie wurde aufgrund einer Erhohung des Serum-PSA > 4 ng/ml oder in Kom-
bination mit einer auffalligen Tastuntersuchung (DRU) der Prostata gestellt. Bei den Pati-
enten wurden Serumproben vor Durchfiihrung der Biopsie prospektiv gesammelt. Die
Blutentnahme erfolgte mit einer Serum-S-Monovette mit Gerinnungsaktivator (Sarstedt,
Numbrecht, Deutschland). Die Serumproben wurden nach 2 Stunden zentrifugiert und bei
— 80 °C in der Biobank des Zentrums fur integrierte Onkologie am Universitatsklinikum
Bonn eingelagert. Die Durchfiihrung der Studie wurde von der Ethikkommission der Uni-

versitat Bonn mit dem Votum 347/19 genehmigt.

1.2.2 RNA-Aufreinigung

Um lineare RNA aus dem Serum zu entfernen, wurde eine Behandlung mit RNase R (Lu-
cigen, Teddington, Grol3britannien) entsprechend der Herstellerinformationen durchge-
fuhrt. In jede 400-uL-Serumprobe wurde 0,05 U RNase R mit RNA-Inhibitor (4,0 pL;
N8080119) hinzugefugt. Die RNase-R-Behandlung wurde bei 37 °C fur die nachsten 30

Minuten vollzogen.

Die RNA-Isolation erfolgte nach Zugabe von 0,05 fmol/uL cel-miR-39-Taq (Qiagen, Hil-
den, Deutschland) zur Probe. Dieses sogenannte ,spike-in‘ von nicht menschlicher RNA
erlaubt eine Bestimmung der RNA-Isolationseffizienz im Rahmen der PCR. Fur die RNA-
Isolation wurde das mirVana PARIS Isolationskit (Ambion, Life Technologies, Darmstadt,

Deutschland) verwendet.

Schliel3lich wurde eine Phenol-Chloroform-Extraktion durchgefuhrt, um die gesamte RNA
aufzureinigen. Zur Messung der RNA-Konzentration, wurde das NanoDrop 2000 Spek-
tralphotometer (Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) verwendet. Anschlieend wur-

den die Proben bei — 80 °C eingelagert.
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1.2.3 cDNA-Synthese

Fur die cDNA-Synthese wurden das Prime Script Reagent Kit von (Takara, Saint-Ger-
main-en Laye, Frankreich) genutzt. Als Positivkontrolle wurde das RNA-Isolat von LNCaP-
Zellen verwendet. Bei den LNCaP-Zellen handelt es sich um androgenempfindliche, hu-
mane Prostata-Adenokarzinomzellen, die 1977 aus der einer supraklavikularen Lymph-
knotenmetastase eines 50-jahrigen kaukasischen Manns kultiviert wurden. LNCaP-Zellen
haben erhéhte Level von den in dieser Studie untersuchten circRNAs. Es wurde 500 ng
RNase-R-behandelte RNA in 7 yL RNase-freiem Wasser verdunnt. Hinzugefugt wurden
der Reaktionspuffer, RT-Enzym und der Random Hexamer Primer (Prime Script Reagent

Kit von (Takara, Saint-Germain-en Laye, Frankreich).

Das Gesamtvolumen von 7 uL wurde bei 37 °C fur 15 Minuten inkubiert und anschliel3end
bei 85 °C fur 5 Sekunden im Biometra TRIO Powered PCR Thermocycler (Analytik Jena,
Jena, Deutschland) erhitzt. Fir die Praamplifikation wurde das TB Green™ Premix EXx
Tag Il (Tli RNase H Plus, Takara) Kit verwendet. Als Reaktionsvolumen wurden 4,2 pl
cDNA und ein Primer-Pool von 0,8 ul benutzt. Alle Reverse sowie Forward Primer waren
im Primer Pool mit einer Konzentration von 0,5 uyM enthalten. Mit dem Thermocycler
wurde die Praamplifikation bei 95 °C fur 30 Sekunden, mit 12 Zyklen Denaturierung bei
95 °C fur 5 Sekunden und Annealing/Elongation bei 60 °C fir 30 Sekunden durchgefuhrt.
Abschlieend wurden die praamplifizierten cDNA-Proben 1:10 mit einem Dilutionspuffer
(EASY Dilution for real-time PCR, Takara) verdunnt und bei — 20 °C gelagert.

1.2.4 Quantitative Real-Time PCR

Fir die quantitative Real-Time PCR wurde das Quantstudio 5 Real-Time PCR System
(Applied Biosystem by ThermoFisher Scientific, Waltham, MA, USA) verwendet. Durch-
gefihrt wurde die Real-Time PCR mit 5 pl Takara TB Green Premix Ex Taq Il (Takara,
Saint-Germain-en-Laye, Frankreich) mit 1 yl RNA und 10 uM Reverse sowie Forward Pri-
mer. Die Serumproben wurden in einer Dreifachbestimmung auf 384-Well-PCR Platten
angelegt, hinzugefugt wurden die folgenden Negativkontrollen: no template control (NTC),

gDNA-Kontrolle, No-Reverse-Transcription-Kontrolle. Die Positivkontrolle bildete LNCaP.
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Die quantitative c beinhaltete eine Enzymaktivierung fur 30 Sekunden bei 95 °C, 45 Zyk-
len Denaturierung fur 5 Sekunden mit abschlielfenden Annealing/Elongation fur 30 Se-
kunden bei 60 °C. Bei den circRNAs circHIPK3, circFOXO3, circZMIZ1, circSLC19A1 er-
folgte ein Vorheizen bei 78 °C, bei circSMARCAS5 war dies nicht notwendig. Als Qualitats-
kontrolle wurden die Schmelzkurven analysiert. In der Schmerzkurvenanalyse haben wir
die Primerkandidaten anhand von PCR-Zyklen in Bezug auf ihre Schmelztemperatur be-
wertet. Jede Schmelzkurve hat einen sigmoidalen Verlauf, wobei jede DNA (circRNA-Kan-
didat) einen spezifischen Schmelzpunkt bzw. eine spezifische Temperatur nach einer be-
stimmten Zykluslange aufweist. Die Schmelzkurve sollte in der PCR-Dreifachbestimmung
fur die jeweiligen Kandidaten am gleichen Schmelzpunkt beginnen und aufsteigen, um
ein deutliches PCR-Signal zu gewahrleisten. Fur die Berechnung der relativen Expressi-
onslevel der jeweiligen circRNA wurde die QuantStudio 3D Analyse Suite Cloud Software
verwendet. Dabei wurden die Proben mit der 2-AACT-Formel in Relation zum internen
Referenzgen N4BP2L2 gesetzt.

Der in dieser Arbeit verwendete Primer flr circSMARCAS wurde aus der Studie von Kong
et al. (2017) Gbernommen, in der mit genau diesem Primer eine erhéhte Konzentration
von circSMARCAS5 nachgewiesen wurde. Unser internes Referenzgen circN4BP2L2
stammte aus der Arbeit von Zhong et al. (2019). Die weiteren Primer wurden mit der Soft-
ware Circlnteractome (Dudekula et al., 2016) und circPrimer 2.0 (Zhong und Feng, 2022)
als speziell divergente Primer entworfen. Zur Herstellung spezifischer divergenter Primer
fur circFOXO3, circHIPKS, circZMIZ1 und circSLC19A1 wurden mithilfe von Circlnterac-
tome und circPrimer 2.0 Primerkandidaten generiert, die das Backsplice-Junction-Motiv
jeweils mit = 5 bp Uberhang auf beiden Exonseiten tberspannen, sodass lineare Tran-
skripte nicht amplifiziert werden. AnschlieRend priften wir alle Kandidaten mit NCBI Pri-
mer-BLAST gegen das humane Genom; Primer mit unspezifischen Bindestellen oder aus-
gepragter Dimerbildung wurden ausgeschlossen. Die Primer sind in Tabelle 1 aufgelistet,

ein Beispiel fur einen zirkularen Primer ist unter Abbildung 1 zu finden.
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Tab. 1: Primersequenzen

circRNA-Primer Primersequenz

circHIPK3-Forward 5-ATA-GAC-TTT-GGG-TCG-GCC-AG-3’
circHIPK3-Reverse 5-CAA-CTG-CTT-GGC-TCT-ACT-TTG-A-3
circFOXO3-Forward 5-AGT-GGG-CAA-AGC-AGA-ACT-CC-3’
circFOXO3-Reverse 5-GTT-CCC-TCA-TTC-TGG-ACC-CG-3’
circZMIZ1-Forward 5-AGC-AGG-ATG-GAG-CTG-GAG-TGA-3’
circZMIZ1-Reverse 5-GCC-GTG-AGT-CCT-CAG-TGA-TCT-G-3

circSLC19A1-Forward 5-TTA-AGT-GAG-GTC-ACG-AAC-GAG-3’
circSLC19A1-Reverse 5-GTA-GTC-GGT-GAG-CAG-GAA-CA-3’
circSMARCASL-Forward | 5'-CTCCAAGATGGGCGAAAG-3’
circSMARCAbL-Reverse | 5-TGTGTTGCTCCATGTCTAAT CA- 3’
circN4BP2L2-Forward 5-CAA-AGA-CCT-CCT-CCT-CCA-CA-3’
circN4BP2L2-Reverse 5-TCA-GTG-CTG-AAC-ACA-ATG-CC-3

CircRNA Kandidaten mit jeweiligem Forward und Reverse Primer.

hsa_cire_0001445 SMARCAS 269 1 CcDs
chrd:144454661-144465125+ .
NM_003601 P
269 P
e \\\
-" \
exonig
SMARCAS
exon1s
/
Y
f';l
o
. /

269 —
SMARCAS —_—
ENST00000283131

chr:d144464661-144465125+

Abb. 1: Darstellung des circSMARCAS5-Primer-Designs von Kong et al. (2017); Erstellung
der Grafik mit CircPrimer Software 2.0.Die zirkulare Struktur von circSMARCADS wird als kreis-
formige Darstellung mit einer Gesamtlange von 269 Nukleotiden gezeigt. Das grine Segment
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markiert den Anteil von Exon 15, wahrend das turkisfarbene Segment Exon 16 darstellt. Die
schwarze Markierung 269 1 kennzeichnet die Backsplice-Junction. Ein blauer Forward-Primer
und ein roter Reverse-Primer flankieren diese Junction divergierend, um eine spezifische Amplifi-
kation der circRNA zu erméglichen

Die Effizienz der Primer wurde anhand der PCR bestimmt. Es zeigten sich folgende PCR-
Effizienzen: circZMIZ1 98,5 %, circFOXO3 113,3 %, circHIPK3 96,4 %, circSMARCA5
107,9 %, circN4BP2L2 103,8 % und circSLC19A1 113,5 %. Die Effizienz jedes Primer-
paars ist ein zentraler Qualitatsparameter fur RT-gPCR-Experimente, weil das AACt-Ver-
fahren voraussetzt, dass sich das Amplifikat in jedem Zyklus nahezu verdoppelt. Abwei-
chungen hiervon fiihren zu einer systematischen Unter- bzw. Uberschiatzung der tatsach-
lichen Transkriptmenge. Um die Effizienz zu bestimmen, wurden fur jede circRNA sowie
das Referenzgen funffache, zehnfache Reihen-verdiinnungen der LNCaP-cDNA in Tripli-
katen amplifiziert und die Ct-Werte gegen den Log10 der Eingabemenge aufgetragen. Ein
Effizienzintervall von 90-110 % gilt als optimal; Werte von 110-115 % sind bei SYBR/TB-
Green-Chemie akzeptabel. Alle in dieser Studie verwendeten Primer lagen in diesem Be-
reich (96,4—113,5 %), womit die Voraussetzung fir eine verlassliche AACt-Analyse erfullt
ist. Die leicht erhéhte Effizienz von circFOX0O3 (113,3 %) und circSLC19A1 (113,5 %)
wurde durch eine Verlangerung der Annealing-Zeit getestet, fuhrte jedoch zu keiner wei-

teren Verbesserung, sodass die Originalbedingungen beibehalten wurden.

Dazu wurde der M-Faktor von cel-miR-39 und circN4BP2L2 errechnet. Der M-Faktor stellt
die Qualitat des Referenzgens in Bezug zu den circRNAs dar. Sowohl cel-MiR-39 als auch
circN4BP2L2 hatten einen M-Faktor von 1,367. Der M-Faktor beschreibt die Expressions-
stabilitat der Referenzgene relativ zu allen Zielgenen; je niedriger der Wert, desto stabiler
das Gen. Fur zellfreie Nukleinsduren wird ein Grenzwert von M < 1,5 als ausreichend
betrachtet. Unsere Analyse ergab fiir cel-miR-39 und circN4BP2L2 einen M-Faktor von
1,367. Da circN4BP2L2 im Gegensatz zu cel-miR-39 die gleiche zirkulare Struktur auf-
weist wie die Ziel-circRNAs und somit die gleichen Isolations- und Amplifikationsbedin-

gungen durchlauft, wurde es als alleiniges internes Referenzgen gewahlt.
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1.2.5 Statistik und Datenanalyse

Fur die Auswertung der Statistik wurde SPSS IBM Statistics 25.0 (Statistical Package for
the Social Sciences, Chicago, IL, USA) verwendet. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch
signifikant festgelegt. Fur die Berechnung von klinischen Parametern, circRNA Expressi-
onen sowie Korrelationen wurden der Kolmogorow-Smirnov-Test und der Mann-Whitney-

U-Test verwendet. Danach wurden die Ergebnisse analysiert.
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1.3 Ergebnisse
1.3.1 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv setzt sich aus insgesamt 95 Patienten zusammen, davon 68 Pati-
enten mit Prostatakarzinom (PCA) und 27 mit einem benignen histologischen Befund (be-
nigne Prostatahyperplasie, chronische/floride Prostatitis). Die Patientenproben mit benig-
nem histologischem Befund fungieren als Kontrollgruppe (CTRL). Die Serumproben von
96 Patienten wurden untersucht, eine Probe wurde aufgrund von geringer RNA-Isolie-

rung/Extraktion ausgeschlossen. Die detaillierten Informationen zu den klinisch-patholo-

gischen Parametern sind in Tabelle 2 beschrieben.

Tab. 2: Kohorteninformationen

intermediares Risiko

Parameter Kontrollgruppe (n = 27) PCA (n = 68)
Alter

Durchschnitt 65,5 68,5
Min.-Maximum 50-72 39-85
Mittelwert 66 70
DRU

Auffallig 7 (26 %) 33 (48,5 %)
PSA

Durchschnitt 10,3 ng/ml 61,7 ng/ml
Minimum 1,6 ng/ml 1,18 ng/ml
Maximum 40 ng/ml 1893 ng/ml
Mittelwert 7,7 ng/ml 8,9 ng/ml
D’Amico Klassifikation

niedriges Risiko 6 (8,9 %)

23 (33,9 %)

hohes Risiko 37 (54,4 %)
ISUP-Gruppe

1 6 (8,8 %)
2 22 (32,4 %)
3 9 (13,2 %)
4 9 (13,2 %)
5 22 (32,4 %)
Fernmetastasen

cM1 16 (23,5 %)

Die Kontrollgruppe (CTRL) setzte sich aus 27 Mannern mit benignem histologischem Befund zu-
sammen. 68 Manner mit Prostatakarzinom bildeten die PCA-Untersuchungsgruppe. Alter, PSA
und DRU sind fir beide Gruppen vergleichbar. Die Abbildung wurde modifiziert nach dem engli-
schen Original.
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1.3.2 RNA-Extraktion

Von den 95 Patientenproben wurde die durchschnittliche RNA-Extraktionsrate berechnet,
diese lag bei 6,1 % (0,2 — 22,7 %). Fir die quantitative Real-Time PCR nahmen wir
circN4BP2L2 als Referenzgen, da dieses nicht von der RNA-Extraktionsrate beeinflusst
wird. Gleichzeitig ermdglichte die Verwendung von circN4BP2L2 eine besser kontrollier-
bare Probeneffizienz, da circN4BP2L2 sowie die anderen untersuchten circRNAs eine
zirkulare Struktur besitzen. Die Level verschiedener circRNAs im Serum korrelierten zum

Teil miteinander, was in Tabelle 3 veranschaulicht wird.

Tab. 3: Korrelationen zwischen den circRNA-Leveln

circHIPK3 | circFOXO3 | circZMIZ1 | circSLC19A1 | circSMARCAS
circHIPK3 / P=0444 | P=0,231 P =0,001 P <0,001
circFOX03 P =0,444 / P =0,054 P <0,001 P =0,137
circZMIZ1 P=0,231 | P=0,054 / P <0,001 P =0,464
circSLC19A1 | P=0,001 | P<0,001 | P<0,001 / P < 0,001
CircSMARCA5 | P<0,001 | P=0,137 | P=0,464 P < 0,001 /

Ein p-Wert von < 0,05 gilt als statistisch signifikant.

1.3.3 Diagnostische Bedeutung von circRNAs

Die Expression der untersuchten circRNAs circSMARCAS5 (p = 0,954), circHIPK3 (p =
0,720), circZMIZ1 (p = 0,166), circFOXO3 (p = 0,263) und circSLC19A1 (p = 0,735) zeigte
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Proben mit PCA und der Kontrollgruppe

(CRTL), was in Abbildung 2 veranschaulicht wird.
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Abb. 2: CircRNA-Level im Serum von Patienten mit Prostatakarzinom (PCA) versus nichtmalig-
ner Prostatahistologie (CTRL) in der Prostatabiopsie. Die funf nebeneinanderliegenden Box-Whis-
ker-Plots zeigen die relativen Expressionswerte von circFOXO03, circHIPK3, circSLC19A1,
circSMARCADS5 und circZMIZ1. Die Box reprasentiert den Interquartilsabstand, der Strich darin den
Median und einzelne Punkte oder Sterne kennzeichnen Ausrei3er. Alle p-Werte (> 0,05) zeigen
keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen, sodass diese circRNAs in dieser Ko-
horte allein keine ausreichende diagnostische Trennscharfe zwischen malignen und benignen
Prostatabefunden bieten.

1.3.4 Prognostische Bedeutung von circRNAs

Es konnten verschiedene Korrelationen von klinischen Parametern der Patienten mit ei-
nem Prostatakarzinom und den circRNAs beobachtet werden. Die Expression von
circSLC19A1 (p = 0,035) und circZMIZ1 (p = 0,045) korrelierte mit dem PSA-Level im
Serum (s. Abbildung 3). CircZMIZ1 zeigte bei Patienten mit einem metastasierten PCA
ein erhdhtes Expressionslevel (p = 0,010). Es fanden sich keine Korrelationen von circ-
RNA Leveln und klinischen Parametern wie Prostatavolumen, DRU, D’Amico-Risikoklas-
sifizierung oder ISUP-Klassifikation (p > 0,05; s. Tabelle 4).
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Abb. 3: Korrelation von circZMIZ1 und circSLC19A1 mit PSA bzw. Metastasen. Das Vorhan-
densein von Fernmetastasen bei Diagnosestellung ist mit einer erhdhten Konzentration von
circZMIZ1 im Serum korreliert. Zudem zeigte sich eine Korrelation von circZMIZ1 und
circSLC19A1 mit dem Serum PSA bei Patienten mit einem Prostatakarzinomnachweis. In der
Metastasengruppe (cM1) liegt das circZMIZ1-Level im Median mehr als doppelt so hoch wie bei
cMO-Patienten, was die Assoziation zur Tumorausbreitung unterstreicht. Mit steigenden PSA-
Kategorien nehmen sowohl circZMIZ1 als auch circSLC19A1 Werte deutlich zu und spiegeln da-
mit die wachsende Tumorlast wider. Insgesamt legt die Abbildung nahe, dass circZMIZ1 als Me-
tastasierungsindikator und beide circRNAs als erganzende Marker zur PSA-basierten Tumor-
lastabschatzung genutzt werden kdnnen. Es handelt sich hierbei um die Originalabbildung aus
der englischen Veroéffentlichung.
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Tab. 4: Korrelationen zwischen circRNA und klinischen Parametern

circHIPK3 | circFOXO3 | circZMIZ1 | circSLC19 | circSMAR
Al CA5

DRU P=0,136 P =0,828 P = 0,065 P =0,245 P =0,730
ISUP Grad P =0,894 P =0,848 P =0,601 P =0,962 P =0,249
D’Amico P=0,673 P =0,750 P =0,459 P =0,848 P =0,715
Klassifikation
cM-Status P =0,909 P =0,428 P =0,010 P =0,153 P =0,090
PSA (ng/ml) P=0,718 P =0,768 P = 0,045 P =0,035 P =0,356
Prostata- P =0,605 P =0,975 P =0,463 P =0,793 P =0,980
volumen

Fir jede circRNA wurde der Serumspiegel mit den klinischen Parametern mittels Rangkorrelation
in Beziehung gesetzt; die Tabelle zeigt den jeweiligen klinischen Parameter und den zugehdrigen
p-Wert, wobei p < 0,05 als statistisch signifikant gilt. Signifikante Ergebnisse sind fett hervorgeho-
ben. In dieser Auswertung fanden sich drei Signifikanzbefunde: circZMIZ1 korrelierte positiv mit
dem Ausgangs-PSA (p = 0,045) und war bei Patienten mit Fernmetastasen erhéht (p = 0,010),
wahrend circSLC19A1 ebenfalls eine positive Korrelation zum PSA aufwies (p = 0,035).
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1.4 Diskussion

Fur die PCA-Diagnose ist nach wie vor eine Prostatabiopsie nétig, diese wird bei einer
Indikation wie einem erhohten PSA-Wert oder nach auffalliger Tastuntersuchung durch-
gefluhrt.

Die Biopsie stellt im Kontrast zu diesen unspezifischen Indikationen eine invasive Me-
thode dar, um die Diagnose eines PCA festzustellen. Infolgedessen ware eine nichtinva-
sive, diagnostische Methode ein winschenswertes Prozedere, um die Anzahl unnotiger
Biopsien zu verringern. Fur die Feststellung eines PCA ist also ein Biomarker wiinschens-
wert, der spezifisch genug ist und gleichzeitig mit seiner Nichtinvasivitat dem Patienten
vermeidbare Umstande erspart sowie der Klinik medizinisch einfach durchfihrbare Mog-

lichkeiten der Diagnose stellt.

CircRNAs haben im Vergleich zu anderen RNAs eine langere Halbwertszeit und reichern
sich in diversen Korperflissigkeiten an, was sie zu einem potenziellen ,Liquid-Biopsy‘-
Biomarker macht (Liu et al., 2020; Ojha et al., 2018; Vo et al., 2019).

Zudem sind circRNAs resistent gegenuber einem Abbau durch RNasen, und erwiesen
sich als tumor- und gewebespezifisch (Chen S et al., 2019; Ojha et al., 2018; Xia S et al.,
2018). Basierend auf diesen Eigenschaften war das Ziel dieser Studie, das Potenzial der

circRNAs als nichtinvasive diagnostische und prognostische Biomarker zu evaluieren.

In friheren Studien wurde die erhdhte Expression von circFOXO3 (Zhang et al., 2021),
circHIPKS, circSLC19A1 (Ge et al., 2020; Zheng et al., 2020), circSMARCAS5 (Dong et al.,
2021; Kong et al., 2017) und circZMIZ1 (Jiang et al., 2020) untersucht und eine erhéhte
Konzentration von circRNAs in PCA-Gewebe festgestellt. Nur in wenigen vorhergegan-
genen Arbeiten wird ein direkter Vergleich von Plasma oder Serum zu Gewebe gezogen.
CircZMIZ1 wird in der Studie von Jiang et al. (2020) im Plasma sowie in Zelllinien unter-
sucht, wahrend Kong et al. (2020) circFOXO3 im Serum und Gewebe analysieren. Im
Gegensatz dazu konnten wir keine erhdhte circRNA-Konzentration beziehungsweise kei-

nen Unterschied im Blut von Patienten mit und ohne PCA feststellen.

Im Vergleich zu friiheren Studien wird jedoch Folgendes deutlich, was den Unterschied
der Messungen erklaren kann: Einige Kohorten bestanden aus frisch entnommenem

PCA-Gewebe und wurden mit dem patientengleichen, gesunden Prostata-Nebengewebe
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als Kontrollgruppe verglichen (Cai et al., 2019; Chen D et al., 2019; Dong et al., 2021; Ge
et al., 2020; Jiang et al., 2020; Kong et al., 2017; Kong et al., 2020; Shen et al., 2020; Xia
Q et al., 2018). Dies kann zu einer Uberschatzung des diagnostischen Potenzials der
circRNAs fuhren.

Des Weiteren wurden kleinere Patientenkollektive verwendet, 14 Plasmaproben bei Jiang
et al. (2020) und 26 Serumproben bei Kong et al. (2020). Kohorten, die Gewebeproben
inklusive Zelllinien untersuchten, schwankten von 5 PCA-Gewebeproben (Ge et al., 2020)
zu 21-60 PCA-Proben (Kong et al., 2017; Shen et al., 2020) bis einmalig 173 Prosta-
tastanzbiopsie-Proben bei Xia Q et al. (2018). Die Uberwiegende Anzahl an kleinen Ko-

horten schmalert die Aussagekraft der vorangegangenen Studien.

Letztlich ist eine erhdhte circRNA-Expression im Gewebe oder in Zelllinien nicht zwangs-
laufig mit einer erhéhten Konzentration von circRNAs in den Koérperflissigkeiten der PCA-
Patienten gleichzusetzen (Cai et al., 2019; Ge et al., 2020; Zheng et al., 2020), da der
Anteil der circRNA im Blut im Vergleich auch deutlich geringer ausfallen kann, was die
Aussagekraft fur eine liquid-biopsy‘ schwacht (Liu et al., 2020; Ojha et al., 2018; Vo et al.,
2019).

Ein weiterer Punkt, der bei der Analyse potenzieller Biomarker zu bertcksichtigen ist, be-
trift den Zusammenhang mit bestimmten klinischen Parametern (s. Tabelle 4).
CircSLC19A1 wurde in der Arbeit von Xia Q et al. (2018) untersucht, unter anderem mit
dem Ergebnis, dass circSLC19A1 mit dem Alter der Patienten (p < 0,010), dem Gleason
Score (p < 0,010) sowie dem PSA-Wert (p = 0,026) korrelierte. CircSLC19A1 Kkorrelierte
auch in unseren Ergebnissen mit dem PSA-Wert (p = 0,035). Weitere klinische Korrelati-
onen fanden wir nicht. Dieser Unterschied kann darauf zuriickzufiihren sein, dass in der
Arbeit von Xia Q et al. (2018) ausschlief3lich mit Gewebeproben gearbeitet wurde. In der
Studie von Jiang et al. (2020) wurde die Expression von circZMIZ1 im Plasma untersucht,
die Ergebnisse zeigten eine erhdhte Expression von circZMIZ1 im Plasma von PCA-
Patienten. Diese Aussage wird auch von unserem Ergebnis gestitzt, circZMIZ1 korrelierte
mit dem iPSA (p = 0,045).
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Zudem korrelierte circZMIZ1 mit dem Vorhandensein von Metastasen (cM-Status) zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung (p = 0,010), was eine Einschatzung des Staging/Grading
des Tumors zulasst. Zusammenfassend haben sich circZMIZ1 und circSLC19A1 als viel-

versprechende Biomarker herauskristallisiert (s. Tabelle 4).

Weiterhin kdnnte die Verwendung unterschiedlicher Referenzgene zu divergierenden Er-
gebnissen fuhren. In den anderen Studien wurde weitestgehend mit linearen Referenz-
genen GAPDH (Cai et al., 2019), U6 snRNA (Shen et al., 2020) und Beta-Actin (Kong et
al., 2017) oder mit Epithelzelllinien der Prostata HPEpic (Xia Q et al., 2018) gearbeitet.
Wie bereits dargelegt, kann das Potenzial der circRNAs als Biomarker uberschatzt wer-
den, wenn sie mit gesunden Kontrollgruppen, bzw. Epithelzelllinien als Referenzgen ver-
glichen werden (Shen et al.,2020). In der Arbeit von Zhong et al. (2019) wird gezeigt, dass
circHIKP3 und circN4BP2L2 im Vergleich zu linearen Kontrollgenen wie GAPDH oder
Beta-Actin stabilere interne Referenzgene sind.

Da circHIKP3 ofters in verschiedenen Karzinomen stark exprimiert erscheint, wie unter
anderem auch im PCA, ist die Verwendung als Referenzgen an dieser Stelle nicht ziel-
fuhrend. In unseren Ergebnissen mit Errechnung des M-Faktors von GAPDH und
circN4BP2L2 konnten wir keinen signifikanten Unterschied feststellen. Da jedoch
circN4BP2L2 weder die RNA-Extraktion noch die RNA-Isolierung durchlauft und aus-
schlie3lich ab der Praamplifikation beigefligt wird, kdnnen anfangliche technische Fehler
im Protokoll vermieden werden. Somit kann ein stabileres internes Referenzgen gewahr-
leistet werden. CircRNAs erweisen sich zudem als stabilere Referenzgene aufgrund ihrer
Halbwertzeit, die hoher ist als die einer linearen RNA (Zhong et al., 2019). Da die Real-
Time PCR maldgeblich von der Stabilitat des internen Referenzgens abhangt (Zhong et
al., 2019), sollten die Faktoren, die dieses beeinflussen kdnnten, mdglichst geringgehal-

ten werden.



24

1.5 Zusammenfassung

Das Prostatakarzinom ist eine der haufigsten malignen Erkrankungen des Mannes; die
etablierten Friherkennungsverfahren — Serum-PSA und digital-rektale Untersuchung —
sind jedoch nur maRig spezifisch und sensibel. Um eine nichtinvasive Erganzung oder
Alternative zu entwickeln, wurden funf zirkulare RNAs (circSMARCAS, circFOXO3,
circHIPKS, circZMIZ1, circSLC19A1) als potenzielle Biomarker untersucht. Hierfur ent-
nahmen wir vor der Prostatabiopsie Serumproben von 96 konsekutiven Patienten (95
auswertbar), entfernten lineare Transkripte enzymatisch mit RNase R und quantifizierten
die circRNAs mittels RT-qPCR. Divergente Primer wurden mit Circlnteractome, circPrimer
2.0 und Primer-BLAST entworfen; ihre Effizienzen lagen zwischen 96 % und 113 %. Das
zirkulare Referenzgen circN4BP2L2 (M-Faktor 1,367) gewahrleistete eine stabile Norma-
lisierung der Messungen. Seine Ringstruktur verleiht ihm dieselbe RNase-R-Resistenz
und Extraktionseffizienz wie den Ziel-circRNAs. Lineare Housekeeping-Gene wirden hier
anfalliger fir Abbau sein und kdénnten die Stabilitat von circRNAs unterschatzen, weshalb

ein zirkulares Referenzgen die Vergleichbarkeit der Ct-Werte deutlich erhéht.

Keine der funf circRNAs unterschied sich signifikant zwischen Tumor- und Kontrollseren,
sodass sich aus der Analyse keine diagnostische Information ableiten liel3. Dagegen kor-
relierten circZMIZ1 (p = 0,045) und circSLC19A1 (p = 0,035) mit steigenden PSA-Werten,

und circZMIZ1 war bei Patienten mit Fernmetastasen deutlich erhéht (p = 0,010).

Diese Ergebnisse zeigen, dass die untersuchten circRNAs alleine nicht zur Erstdiagnose
eines PCA geeignet sind, unterstreichen aber das prognostische Potenzial von circZMIZ1
als moglicher Metastasen-Indikator sowie von circSLC19A1 als Spiegel der PSA-abhan-
gigen Tumorlast. Abweichungen zu friiheren Gewebestudien lassen sich plausibel auf den
Einsatz einer gréflReren, klinisch reprasentativen Serumkohorte zurlckfiihren. Zukinftige
Studien sollten das Potenzial von circZMIZ1 als nichtinvasiven Biomarker fur Diagnose

und Verlaufskontrolle des Prostatakarzinoms weiter evaluieren
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First discovered in the 1970s, circular RNAs (circRNAs) were considered as unimportant
RNA splicing products. circRNAs are described as a stable type of endogenous non-coding
RNA, which is synthesized by back-splicing of the precursor mRNA (pre-mRNA). cir-
cRNAs consist of a loop structure with covalent bonds of head and tail. Lacking a 3’ end,
circRNAs are more resistant to digestion by exonucleases compared with linear RNA. cir-
cRNAs are associated with various diseases like neurodegenerative, metabolic, and cardio-
vascular disorders as well as cancer, and it is assumed that circRNAs could be used as
biomarkers. The knowledge about circRNAs in prostate cancer (PCA) is limited. Earlier
studies investigated the expression of circRNAs in PCA tissue, indicating the upregulation
of several circRNAs.!™ in circHIPK3, circFOXO03, circZMIZ1, circSLC19A1, and cir-
cSMARCAS were overexpressed in PCA and could therefore be of potential interest as
novel biomarker.

We prospectively enrolled 96 patients scheduled for prostate biopsy between February
2019 and May 2021; see Figure 1 for clinicopathological parameters of the study cohort. All
patients underwent prostate biopsy for suspicion of PCA at the Department of Urology at the
University Hospital Bonn. All patients provided written informed consent prior to inclusion in
the study. The study was approved by the ethics committee of the University of Bonn (vote
347/19). Serum samples were treated with RNaseR to remove linear RNA prior to RNA isola-
tion. Thereafter, serum RNA was reverse transcribed and pre-amplificated. Quantitative real-
time PCR was used to determine circRNA expression; the use of divergent primers allowed
specific amplification of circRNAs. Relative circRNA expression levels in cell-free serum
RNA were calculated using circN4BP2L2 as a reference gene. The detailed experimental pro-
tocol including a detailed summary of the study cohort is available upon request from the
authors.

The recovery of serum RNA was determined using a spike-in of cel-miR-39 at the beginning
of the RNA isolation procedure and quantification of cel-miR-39 using qPCR. RNA isolation
failed in one patient; thus, the cohort consisted of 68 patients with PCA and 27 patients without
malignancy (CTRL); see Figure la. The mean percentage of RNA recovery was 6.1% (range:
0.2%-22.7%). The cell-free circulating serum levels of circRNAs (circHIPK3 [p = 0.720], cir-
cFOXO03 [p = 0.263], circZMIZ1 [p = 0.166], circSLC19A1 [p = 0.735], and circSMARCAS5
[p = 0.954]) were not significantly different in patients with the diagnosis of PCA or without
finding of cancer in the prostate biopsy. The levels of circulating circRNAs were not correlated
with the presence of significant prostate cancer. The levels of serum circZMIZ1 were signifi-
cantly increased (p = 0.010) in patients with metastatic PCA (n = 8) compared with patients
with localized PCA (n = 60); see Figure lc. Furthermore, circZMIZ1 (p = 0.045) and cir-
c¢SLC19A1 (p = 0.035) expression in the serum of PCA patients were related to PSA levels; see
Figure 1d,e. The study cohort was too small to further analyze, whether circRNA levels were
useful in patients with PSA levels in the “gray zone.” Knockdown of circZMIZ1 inhibited cell
proliferation and induced growth arrest. The expression of circZMIZ1 was dependent on the
stimulation of testosterone and increased the expression of the androgen receptor and the andro-
gen receptor splice variant 7 (AR-V7) in vitro.” Thus, circZMIZ1 might serve as a prognostic
biomarker and probably a treatment target for the treatment of metastatic PC. In contrast, we did
not observe a correlation of serum circRNA expression with DRE, prostate volume, ISUP grade,
or D’ Amico classification (all p > 0.05). Our findings are contrary to former studies showing an
increase of circFOXO03,! circZMIZ1,% circSLC19A1,> and circSMARCAS5®7 in blood of
patients with PCA. Several important differences may explain this outcome: Earlier studies suf-
fered from smaller sample sizes (i.e., 14-60 patients). Additionally, inadequate reference genes
(mRNA) were used, and PCA patients were compared with healthy subjects. This could lead to
an overestimation of the diagnostic power of circRNAs. Notably, the increase in circRNAs in
tissue or cell lines™ does not necessarily contribute to a relevant increase of the circRNAs in
patients’ circulation.
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FIGURE 1 Boxplot diagram [a] demonstrates the levels of circZMIZ1 in patients with localized (n = 52) and metastatic (n = 16) prostate cancer; patients with met-

astatic prostate cancer had significantly higher serum circZMIZ1 levels (p = 0.010). The circulating levels of circZMIZ1 (p = 0.045, [b]) and circSLC19A1 (p = 0.035,
[c]) were correlated with serum PSA. Outliers are symbolized by circles (mild outliers) and asterisks (extreme outliers) in the diagram.
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