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|. Kurzdarstellung

I-1. Arbeitspakete und Teilziele der Verbundpartner Gynékologie und
Pathologie

Folgende Arbeitspakete und Teilziele haben sich aus zur Umsetzung der
Projektierung ergeben. Aufgrund der groRen Schnittmengen der Arbeitspakete und
Teilziele der Arbeitsgruppen Gynakologie und Pathologie aus dem Projektstruktur-
plan werden beide Verbundpartner zusammen in einen Abschlussbericht gefasst.

AP1: Systemspezifikation und Konzeption des Arbeitsablaufes

AP1.1: Spezifikation der einzelnen Systemelemente;
Komponentenauswahl und Bewertung; Vorbereitung und
Abstimmung der Beistellungen der einzelnen Partner

AP 1.2: Wirtschaftlichkeitsbetrachtungen unter den festgelegten
Systemspezifikationen; Schatzung von Auslesesystemkosten
und mikrofluidischer Plattformkosten

AP2: Funktionsmuster und Funktionsnachweis

AP 2.7 Bereitstellung von charakterisierten Probenbanken,
Referenzmethoden
AP 2.8 Nachweis von 5 pRNA-Parametern (z.B. mi-R16, mi-R21)

AP 3. Realisierung Labormuster, Erprobung der Anwendung

AP 3.3 Probenmaterialoptimierung, Testreihen

AP 4. Erweiterung, Dokumentation: Labormuster, Anwendung
AP 4.2 Erweiterung um weitere uRNA-Parameter

AP 4.4 Pilotstudie

I-2. Voraussetzungen unter denen das Vorhaben durchgefiihrt wurde

Schwerpunkte der Klinik fur Frauenheilkunde und des Instituts fur Klinische

Pathologie des Universitatsklinikums Freiburg innerhalb des Verbundprojektes



Tumorassoziierte PRNA-Analytik waren a) die Entwicklung von Konzepten zur

Probenbereitstellung, b) Probenmaterialoptimierung und c) Assayoptimierung.

Das Institut fur Klinische Pathologie der Uniklinik Freiburg beherbergt die Tumorbank
des Comprehensive Cancer Centers Freiburg. Leiter des Instituts und der
Tumorbank ist Herr Prof. Dr. med. Werner. Die CCCF Tumorbank verfugt iber SOP
gesteuerte Prozesse zur qualitatsgestitzten makroskopischen Aufarbeitung,
Lagerung, Asservierung und Ausgabe von Gewebeproben (Kryo- und
Paraffingewebe sowie Liquid Biopsy) und deren Derivaten (DNA, RNA, microRNA,
Proteine) und nimmt an multiplen lokalen, nationalen und internationalen
Forschungsprojekten und Verbinden teil. Die CCCF Tumorbank verfligt Uber Zugang
zu den Routine- und Forschungslaboren des Instituts fur Klinische Pathologie, die
Uber Expertise in den modernsten Verfahren der gewebs- und flissigkeitsbasierten

Probenaufarbeitung und Analyse verfigen.

Die Kilinik fur Frauenheilkunde verflgt ebenfalls tber langjahrige Erfahrung in der
Durchfiihrung uni- und multizentrischer Forschung und ist als Level A Zentrum der
German Breast Group (GBG) ein erfahrener Standort fur die Durchfiihrung von
Phase II-IV Studien. Als interdisziplindres Brustzentrum zusammen mit dem
Kooperationspartner Pathologie verfiigen beide Uber eine groRe Expertise auf dem
Gebiet der klinischen Forschung. Die Klinik fur Frauenheilkunde und das Institut ftr
Klinische Pathologie arbeiteten bereits im Vorfeld Uber 4 Jahre mit dem IMTEK-CPI
im Rahmen eines gemeinsamen DFG-Projektes zusammen, welches die Entwicklung
einer simultanen Biochipplattform zur simultanen Genexpressions- und

Mutationsanalyse am Beispiel des Mamakarzinoms zum Ziel hatte.

I-3. Planung und Ablauf des Vorhabens

Zusammenfassend etablierten und optimierten beide Arbeitsgruppen gemeinsam
kontinuierlich a) die Entwicklung von Konzepten zur Probenbereitstellung, b)

Probenmaterialoptimierung und c) Assayoptimierung aus.

a) Entwicklung von Konzepten zur Probenbereitstellung:

Zum Aufbau der Kohorte wurden vorab gemeinsam (Pathologie — Frauenklinik)

relevante klinisch-pathologische Parameter definiert. Anhand dieser Parameter



wurde eine retrospektive Kohorte bestehend aus Patientinnen  mit

Mammakarzinomen festgelegt.

b) Probenmaterialoptimierung

Alle Gewebeproben wurden histologisch und molekularpathologisch charakterisiert.
Die Probenqualitat wurde mittels Nanodrop und (auf probenspezifische Anfragen
seitens der Projektpartner) Bioanalyzer bestimmt. Die miR- Isolierung und
Expressionsanalyse aus FFPE-Material erfolgte mittels Norgen Biotek FFPE RNA
Purification Kit durch das Institut fur Klinische Pathologie. Die anschlieRende

guantitative PCR wurde durch die Klinik fiir Gynékologie durchgefihrt.

Zusatzlich wurden prospektiv Gewebeproben in enger Kooperation zwischen der
CCCF Tumorbank und der AG Molekulare Onkologie in die Projektkohorte
eingeschleust. Hiervon wurden sowohl kryo als auch formalinfixierte und
paraffineingebettete Gewebeproben an die Kooperationspartner zur Testung

relevanter Verfahren weitergeleitet.

c) Assayoptimierung

Alle Gewebeproben wurden entsprechend aktuellster Empfehlungen (Goldhirsch et
al. 2011) in die molekularen Subgruppen Luminal A (LumA), Luminal B (LumB),
Luminal Her2 (LumHer2), Her2 Enriched (Her2), Triple Negative (TN) und Basal Like
(BL) anhand eines immunhistochemischen Markerpanels klassifiziert. Die oben
beschriebenen Prozesse wurden ebenfalls auch fur alle spater in das Projekt

eingeschlossenen Proben wiederholt.

Mittels in vitro-Analysen anhand von Mammakarzinomzelllinien, die das Spektrum
der Rezeptorenausstattung abdecken, wurden erste quantitative miR
Expressionsanalysen durchgefiihrt. FulBend auf diesen Ergebnissen wurden
sukzessiv anhand immunhistochemisch phanotypsierter Patientinnen Gewebeproben
mikrodisseziert und in pseudonymiserter Form an die Klinik fir Gynékologie zur

weiteren quantitativen PCR (qPCR) Ubergeben.



Wahrend der gesamten Projektdauer wurden unter Leitung der Arbeitsgruppe
Molekulare Onkologie der Klinik fir Frauenheilkunde anhand ausgiebiger
Literaturrecherchen miRs mittels gPCR in Dreifachansatzen untersucht.

Die Expressionsdaten wurden im Institut fir Pathologie mit klinisch-pathologischen
Parametern korreliert. Hierbei wurde festgestellt, dass die als House Keeper
beschriebenen miR 26b und 16 in den untersuchten Gewebeproben

subtypspezifische Schwankungen aufwiesen.
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Abbildung 1 Expression von miRNA16 und 26b bezogen auf neue House Keeper (RNUs). Deutlich erkennbar wird die
Subtyp-abhdngige Regulation der ,,alten” House Keeper.

Nach Etablierung neuer House Keeper wurden die Ergebnisse unter Anwendung
eines neuronalen Netzwerkes (Abb. 1.) mittels der Statistikprogramme SPSS und
SNNS untersucht. Dies geschah in enger Kooperation mit Herrn PD Dr. Ulrich
Wellner (UKSH Campus Lubeck).

Angewandt auf unsere Fragestellung zur Vorhersage des intrinsischen Subtyps
konnten fir alle Subtypen hohe Sensitivitat- und Spezifitditswerte errechnet werden

(siehe Tab 1.), welche sich auch in den AUC-Werten wiederspiegelten (siehe Abb. 2)
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Abbildung 2 Netzwerktopologie, bestehend aus 16 Inputs, 16 Hidden und sechs Output Neuronen. Sobald das Netzwerk
anhand des Trainingsdatensatzes erste Berechnungen durchgefiihrt hatte, wurden diese Informationen innerhalb der
Hidden Neurone synaptisch gewichtet, gespeichert und innerhalb des Validierungsdatensatzes gepriift.



Sample Prevalence in
o : _— Wrong
Intrinsic size (n) of validation )
o predicted AUC Cl p Spec.% Sens.%
Subtype validation dataset
n (%)
dataset n (%)
Luminal A 94 20 (21.3) ! 0.98 092~ 100 95.00
uminal . . .
(1.3) 1.00 <0.0001
Luminal B 20 (21.3) ! 0.98 0-92- 100 95.00
uminal . . .
94 (1.3) 1.00 <0.0001
Luminal
Her2 20 (21.3) 0 0.97 0-92- 100 94.59
er . . .
' 94 ©) 1.00 <0.0001
Enriched
Her2 10 (10.6) 0 0.99 0-95- 100 98.81
Enriched 94 ’ ) ’ 1.00 <0.0001 '
Triple 13 (13.8) 2 0.92 084~ 98.77 84.62
Negative 94 ' @.1) ' 0.96 <0.0001 ' '
] 0 0.96 —
Basal-like 94 11 (11.7) 1.00 <0.0001 100 100
0) 1.00

Tabelle 1 Vorhersage des intrinsischen Subtyps anhand des neuronalen Netzwerkes

Durch die Anwendung neuronaler Netze konnte die Aussagekraft von miR
Expressionsmustern hinsichtlich der Bestimmung intrinsischer Subtypen des

Mammakarzinomes demonstriert werden.

Weiterhin bestétigte die Datenanalyse die Einsetzbarkeit der neu verwendeten
House Keeping miRs.

I-4. Wissenschaftlicher und technischer Stand

Stand der klinischen Forschung und der Analyseverfahren:

miRs sind nicht kodierende RNA-Molekile (19-24 nt), die die Genexpression
regulieren, indem sie an komplementare Sequenzen von mRNAs binden und
dadurch die Translation hemmen oder den Abbau der mRNAs einleiten [1-3]. 940
menschliche miRs sind bisher identifiziert [4], wovon ein Drittel der Protein
kodierenden Gene durch miRs reguliert wird [5], weshalb miRs zentral an der
Steuerung vieler biologischer Vorgadnge wie Zellentwicklung, Zellproliferation,
Zelldifferenzierung sowie der Apoptose beteiligt sind [6-7]. Ein Zusammenhang der
miRs mit Krebs wurde zunéchst 2002 beschrieben, als Calin et al. [8] bei der
chronischen lymphoiden Leukamie (CLL) eine verringerte Expression der miRs miR-
15a und miR-16-1 feststellten. Durch Vergleich von Tumor- und Normalgewebe

wurden inzwischen in zahlreichen menschlichen Tumoren (CLL[8], Lungen[9]-,




Brust[10]-, Pankreas[11]-, Schilddriusen[12]- und Leberkarzinom[13])
tumorspezifische miR-Signaturen gefunden, die mit klinisch-pathologisch und
diagnostisch wichtigen Parametern korrelieren.

In Brustkrebs und in anderen menschlichen Tumoren wird hauptsachlich eine
verringerte Expression der miRs im Vergleich zum Normalgewebe beschrieben, was
fur eine tumorsuppressive Rolle der meisten miRs spricht. Allerdings sind einige

miRs in menschlichen Tumoren tberexprimiert und wirken somit als Onkogene [14].

Aufgrund dieser Erkenntnisse werden miRs als neue prognostische und
diagnostische Tumormarker gehandelt, die Maoglichkeiten der therapeutischen
Intervention erdffnen und deren Einsatz man sich in der Routinediagnostik vorstellen
kénnte [15]. Methoden, um die Expressionshohen von miRs in biologischen

Geweben zu bestimmen, sind deshalb zunehmend gefragter.

Die von der Arbeitsgruppe Molekulare Onkologie der Klinik fir Frauenheilkunde und
dem Institut fur Klinische Pathologie verwendeten immunhistochemischen und
molekularen Analysemethoden gelten als Goldstandard und werden taglich weltweit

genutzt.

Das zur miR gestitzten Subtypbestimmung genutzte Verfahren des neuronalen
Netzwerkes bietet einen potentiellen Analyseschritt (Zhang W et al.) komplexer

Datensatze.
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[-5. Zusammenarbeit mit anderen Stellen

Neben

der Zusammenarbeit mit den Verbundpartnern wurde mit dem Deutschen

Konsortium fur translationale Krebsforschung (DKTK) — German Breast Group (GBG)

zur Beschaffung von klinischem Probenmaterial von Triple Negativen

Mammakarzinomproben kooperiert.

Il. Eingehende Darstellung

lI-1. Verwendung der Zuwendung und der erzielten Ergebnisse im Einzelnen

AP1: Systemspezifikation und Konzeption des Arbeitsablaufes - Alle Partner

AP1.1:

Spezifikation der einzelnen Systemelemente; Komponentenauswabhl
und Bewertung; Vorbereitung und Abstimmung der Beistellungen der
einzelnen Partner
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AP 1.2: Wirtschaftlichkeitsbetrachtungen unter den festgelegten
Systemspezifikationen; Schatzung von Auslesesystemkosten und
mikrofluidischer Plattformkosten

RegelméaRige Arbeitstreffen zwischen den Partnern am IMTEK und der Uniklinik

(Klinik far Frauenheilkunde und des Instituts fur Klinische Pathologie) wurden durch

das Institut fir Klinische Pathologie koordiniert. Hier wurden die Fortschritte der

einzelnen Partner berichtet, sowie die jeweils folgenden Schritte miteinander
abgestimmt und koordiniert. Die Partner am Institut fur Pathologie und der

Frauenklinik haben vor allem die Auswahl der relevanten miRs getroffen. Primer- und

Sondendesign wurden entsprechend durchgefuhrt. Im Einzelnen war dabei das

detaillierte Konzept zur Umsetzung des Projektes zu erstellen. Dazu hat sich der

Verbund am 04.10.12 am IMTEK (Universitat Freiburg) getroffen, die

entsprechenden Details besprochen und festgelegt. Ein Konzept zur Einzelfunktion

des PhaseGuide-Chips zur uRNA-Separation (AP 1.2) wurde erarbeitet.

AP2: Funktionsmuster und Funktionsnachweis

AP 2.7 Bereitstellung von charakterisierten Probenbanken, Referenzmethoden
Die Verwendung der Gewebeproben wurde durch das Ethikvotum 324/09 der
Tumorbank des Comprehensive Cancer Centers Freiburg (CCCF) ermdglicht. Zum
Aufbau der Kohorte wurden vorab gemeinsam (Pathologie — Frauenklinik) relevante
klinisch-pathologische Parameter definiert. Anhand dieser Parameter wurde eine
retrospektive Kohorte, bestehend aus 261 Patientinnen mit Mammakarzinomen
generiert. Alleinstellungsmerkmal dieser Kohorte war das Vorhandensein von
korrespondierenden kryo- und paraffinasservierten Gewebeproben und zugehdrigen

klinisch pathologischen Parametern.

Zusatzlich wurden allen Projektpartnern Zelllinien (BT474 ERa+; PR+; Her2/neu3+;
MCF-7 ERa+; PR+; Her2/neu-; T-47D ERa+; PR+; Her2/neu-; ZR-75-1 ERa+; PR-
; Her2/neu-; SK-BR-3 ERa-; PR-; Her2/neu3+; MDA-MB-453 ERa-; PR-; Her2/neu
seitens der Klinik fir Gynakologie) sowie prospektiv gesammelte Gewebeproben

(seitens des Instituts fur Klinische Pathologie) zur Verfligung gestellt.

Alle Gewebeproben wurden bezlglich ihrer Zusammensetzung (prozentuale Anteile
Tumor, Stroma, Normal- und nekrotisches Gewebe) durch einen erfahrenen
Pathologen histologisch reevaluiert. Nur Proben mit einem Tumoranteil > 50%
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wurden in die Kohorte eingeschleust. Die Probenqualitat wurde mittels Nanodrop und
(auf probenspezifische Anfragen seitens der Projektpartner) Bioanalyzer bestimmit.
Nur Proben mit entsprechender ,Qualitat® / RNA Gehalt wurden weitergehend

analysiert.

Die miR- Isolierung und Expressionsanalyse aus FFPE-Material erfolgte mittels
Norgen Biotek FFPE RNA Purification Kit durch das Institut fur Klinische Pathologie.
Die anschlieBende reverse Transkription mittels Applied Biosystems Megaplex RT
Primer Pool A und quantitative realtime PCR mittels Applied Biosystems miR-
spezifischer miR Tagman Kits wurde durch die Arbeitsgruppe Molekulare
Onkologie durchgefihrt.

Zusatzlich wurden prospektiv Gewebeproben in enger Kooperation zwischen der
CCCF Tumorbank und der AG Molekulare Onkologie in die Projektkohorte
eingeschleust. Hiervon wurden sowohl kryo- als auch formalinfixierte und
paraffineingebettete Gewebeproben an die Kooperationspartner zur Testung

relevanter Verfahren weitergeleitet.

AP 2.8 Nachweis von 5 pRNA-Parametern (z.B. mi-R16, mi-R21,

miR-10b, miR-125a, miR-125b, miR-210, miR-206)

In vitro-Analysen anhand von Mammakarzinomzelllinien, die ein Spektrum an
unterschiedlicher Rezeptorenausstattung abdecken (BT474 ERa+; PR+; Her2/neu3+;
MCF-7 ERa+; PR+; Her2/neu-; T-47D ERa+; PR+; Her2/neu-; ZR-75-1 ERa+; PR-
; Her2/neu-; SK-BR-3 ERa-; PR-; Her2/neu3+; MDA-MB-453 ERa-; PR-; Her2/neu)
wurden erste quantitative miR Expressionsanalysen durchgefiihrt. Die Applikation
tumorbiologischer Begleiterscheinungen (Hypoxie bzw. Azidose vs. Kontrolle) wies
signifikante Expressionsverdnderungen der miRs auf. Die Stabilitat der
housekeeping miRs 26b und 16 konnte vorerst anhand der Zelllinien verifiziert
werden.

FuRend auf diesen Ergebnissen wurden sukzessiv weitere immunhistochemimisch
phénotypisierten Gewebeproben von Patientinnen mikrodisseziert,
gualitatskontrolliert, in pseudonymiserter Form an die AG Molekulare Onkologie zur
weiteren reversen Transkription Ubergeben und bezuglich folgender miRs quantitativ
untersucht: miR21, miR122, miR125a, miR125b, miR100, miR19b, miR34a,
miR375, miR10b, miR206, miR125a, miR200c, miR155, let7a, miR200b.
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AP 3. Realisierung Labormuster, Erprobung der Anwendung

AP 3.3 Probenmaterialoptimierung, Testreihen

Die Ergebnisse unter Anwendung eines neuronalen Netzwerkes (Abb. 1.) wurden
mittels der Statistikprogramme SPSS und SNNS untersucht. Dies geschah in enger
Kooperation mit Herrn PD Dr. Ulrich Wellner (UKSH Campus Libeck).

Neuronale Netze sind digitale Netzwerke aus kinstlichen Neuronen, deren Ursprung
in der Biologie zu finden ist. Sie beziehen sich auf das Neuronennetz des
menschlichen Gehirns und adaptieren dessen regulatorische
(exzitatorisch/inhibitorische) Eigenschaften (Abb 1). Neuronale Netze werden zur
Losung konkreter Anwendungsprobleme aus Bereichen wie z. B. Statistik,

Wirtschaftswissenschaften, Technik und vielen anderen Gebieten eingesetzt.

Angewandt auf unsere Fragestellung zur Vorhersage des intrinsischen Subtyps
konnten fir alle Subtypen hohe Sensitivitat- und Spezifitditswerte errechnet werden
(siehe Tab 1.), welche sich auch in den AUC werten wiederspiegelten (siehe Abb. 2)

Durch die Anwendung neuronaler Netze konnte die Aussagekraft von miR
Expressionsmustern hinsichtlich der Bestimmung intrinsischer Subtypen des

Mammakarzinoms demonstriert werden.

Zusatzlich  wurde ein weiteres neuronales Netz zur Prognose der
Lymphknotenmetastasierung programmiert. Die Ergebnisse waren hinsichtlich der
Sensibilitat und Spezifitat nicht befriedigend. Der Grund hierfur wird in den
untersuchten miRs vermutet, da diese speziell zur Bestimmung des Subtyps und
nicht zur Vorhersage der Lymphknotenmetastasierung ausgewahlt wurden. Weitere

Untersuchungen diesbezuglich laufen.

AP 4. Erweiterung, Dokumentation: Labormuster, Anwendung

AP 4.2 Erweiterung um weitere uRNA-Parameter

Wahrend der gesamten Projektdauer wurden unter Leitung der Arbeitsgruppe
Molekulare Onkologie anhand ausgiebiger Literaturrecherchen folgende miRs mittels
gPCR in dreifach Ansatzen untersucht: miRs 21, miR 26b, miR 10a 5p, miR 27a 3p,
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miR 205 5p, miR 302b 5p, miR 512 3p, MiR-19b-3p, letNA-7i-3p, miR-34a-5p, miR-
125b-5p, miR-125a-5p, miR-128a-3p, miR-155-5p, miR-298, miR-203a, miR-221-5p,
miR-451a, miR-505-5p, miR-1, miR-133a-1, miR-206, miR-146a-5p, miR-190a-5p,
mMiR-16-5p, miR-100-5p, miR-10b-5p, let-7a-5p, mMiR-200b-3p, mMiR-200c-3p, MIR-
335-5p, mMiR-15b-5p, mMiR-22-3p, mMiR-375, mMiR-122-5p, miR-451a, miR-135b-5p,
mMiR-139-5p, miR-95-5p, miR-199a-3p, MiR-362-5p, miR-20b-5p, MiR-148a-3p. Es
ergeben sich somit Giber 10.000 durchgefuhrte Sequenzierungsansatze.

AP 4.4 Pilotstudie

Gewebeproben und Derivate sowie Zelllinien zur Validierung der miR Muster im
Rahmen einer Pilotstudie wurden bereitgestellt.

II.2 Darstellung der wichtigsten Positionen des zahlenmalRigen Nachweises

IMTEK-CPI (FKZ031A094D Sensoren (FKZ031A094E): UKL-P (FKZ031A094F): UKL-F (FKZ031A094G): Soll: IST:
207.711,26 174.734,03 0 0 349.772,00 382.44529 1,09

Pos. 817 78.495,10 0 55.771,96 55.771,98 181.110,00 190.039,04 1,05
5.684,55 36.505,36 0 0 37.074,00 42.189,91 1,14
4.068,30 0 0 17.265,00 4.068,30 0,24
Pos. 843 59.685,62 41.867,12 5.263,33 20.018,08 118.400,00 126.834,15 1,07
Pos. 846 8.751,02 2.583,33 0 166,84 10.200,00 11.501,19 1,13
Pos. 850 30.715,17 0 0 0 73.974,00 30.715,17 0,42
395.111,02 255.689,84 61035,29 75956,9 787.795,00 | 787.793,05 | 1,00

356.714,00 257.229,00 86.926,00 86.926,00 787.795,00 _Guthaben: 1,95 €

Tabelle 2 Positionen des zahlenmaRigen Nachweises

lI-3. Notwendigkeit und Angemessenheit der geleisteten Arbeit

Die Projektumsetzung wurde zu Beginn mit allen Kooperationspartnern detailliert
geplant und abgestimmt, wodurch die Notwendigkeit und Angemessenheit der
einzelnen Teilprojekte im Projektablauf in Umfang und Abfolge definiert wurden
(kritischer Pfad). Die Arbeiten zur Abstimmung zwischen Labormuster und Assay-
Gesamtchip waren umfangreicher und komplexer als urspringlich geplant. Mit Hilfe
der 9 monatigen kostenneutralen Verlangerung der Projektierung konnte den im
Wesentlichen das Projekt entsprechend umgesetzt werden. Auch wurden die

Notwendigkeiten des Gesamtprojektes angemessen erfullt.
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lI-4. Voraussichtlicher Nutzensund Verwertbarkeit des Ergebnisses

Die projektbegleitende Literaturrecherche hat die Bedeutung des
Verbundprojektzieles fur die zukinftige Diagnostikentwicklung unterstrichen. Die
Entwicklung einer Plattform zur tumorassoziierten miR-Analytik ist wissenschaftlich
wie Klinisch innovativ. Teile der generierten Daten konnten in eine Publikation mit
einflieBen. Inwieweit die Chip-basierte, tumorassoziierte pRNA-Analytik im Feld der
molekularen Diagnostik Einzug erhélt, ist aufgrund der rasanten Fortschritte, v.a.
durch neuidentifizierte Mutationen auf genomischer Ebene, aktuell nicht absehbar

und muss abgewartet werden.

[1-5. Fortschritte auf dem Gebiet des Vorhabens durch andere Stellen

(Weitere Publikationen vgl. Sie bitte auch I-4. Wissenschaftlicher und technischer
Stand)

1. Adams BD, Furneaux H & White BA. (2007). The micro-ribonucleic acid (miRNA)
miR-206 targets the human estrogen receptor-alpha (ERalpha) and represses
ERalpha messenger RNA and protein expression in breast cancer cell lines.
Molecular endocrinology, Md 21, 1132-1147.

2. Bian HB, Pan X, Yang JS, Wang ZX & De W. (2011). Upregulation of microRNA-
451 increases cisplatin sensitivity of non-small cell lung cancer cell line (A549).
J Exp Clin Cancer Res 30, 20.

3. Bommer GT, Gerin |, Feng Y, Kaczorowski AJ, Kuick R, Love RE, Zhai Y, Giordano
TJ, Qin ZS, Moore BB, MacDougald OA, Cho KR & Fearon ER. (2007). p53-
mediated activation of miRNA34 candidate tumor-suppressor genes. Curr Biol
17, 1298-1307.

4. Buscaglia LE & Li Y. (2011). Apoptosis and the target genes of microRNA-21.
Chinese journal of cancer 30, 371-380.

5. Chen J, Tian W, Cai H, He H & Deng Y. (2012a). Down-regulation of microRNA-
200c is associated with drug resistance in human breast cancer. Medical
oncology (Northwood, London, England) 29, 2527-2534.

6. Chen ML, Liang LS & Wang XK. (2012b). miR-200c inhibits invasion and
migration in human colon cancer cells SW480/620 by targeting ZEB1. Clinical &
experimental metastasis 29, 457-469.

7. Ding Y, Tian M, Liu J, Deng Y, Li W, Feng X & Hou D. (2012). [Expression profile of
mMiRNAs in APP swe/PSDeltaE9 transgenic mice]. Nan fang yi ke da xue xue
bao. Journal of Southern Medical University 32, 1280-1283.

8. Feng B, Wang R & Chen LB. (2012a). Review of miR-200b and cancer
chemosensitivity. Biomedicine & pharmacotherapy. Biomedecine &
pharmacotherapie 66, 397-402.

9. Feng B, Wang R, Song HZ & Chen LB. (2012b). MicroRNA-200b reverses
chemoresistance of docetaxel-resistant human lung adenocarcinoma cells by
targeting E2F3. Cancer 118, 3365-3376.
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11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

Hashiguchi Y, Nishida N, Mimori K, Sudo T, Tanaka F, Shibata K, Ishii H, Mochizuki
H, Hase K, Doki Y & Mori M. (2012). Down-regulation of miR-125a-3p in human
gastric cancer and its clinicopathological significance. International journal of
oncology 40, 1477-1482.
He JF, Luo YM, Wan XH & Jiang D. (2011). Biogenesis of MiRNA-195 and its role
in biogenesis, the cell cycle, and apoptosis. Journal of biochemical and molecular
toxicology 25, 404-408.
Heneghan HM, Miller N, Kelly R, Newell J & Kerin MJ. (2010). Systemic miRNA-195
differentiates breast cancer from other malignancies and is a potential
biomarker for detecting noninvasive and early stage disease. The oncologist 15,
673-682.
Huang HC, Yu HR, Huang LT, Huang HC, Chen RF, Lin IC, Ou CY, Hsu TY & Yang
KD. (2012a). miRNA-125b regulates TNF-alpha production in CD14+ neonatal
monocytes via post-transcriptional regulation. Journal of leukocyte biology 92,
171-182.
Huang L, Luo J, Cai Q, Pan Q, Zeng H, Guo Z, Dong W, Huang J & Lin T. (2012b).
MicroRNA-125b suppresses the development of bladder cancer by targeting
E2F3. International journal of cancer 128, 1758-1769.
Kim SJ, Shin JY, Lee KD, Bae YK, Sung KW, Nam SJ & Chun KH. (2012).
MicroRNA let-7a suppresses breast cancer cell migration and invasion through
downregulation of C-C chemokine receptor type 7. Breast Cancer Res 14, R14.
Kutty RK, Nagineni CN, Samuel W, Vijayasarathy C, Hooks JJ & Redmond TM.
(2010). Inflammatory cytokines regulate microRNA-155 expression in human
retinal pigment epithelial cells by activating JAK/STAT pathway. Biochemical
and biophysical research communications 402, 390-395.
Link A, Balaguer F, Shen Y, Nagasaka T, Lozano JJ, Boland CR & Goel A. (2010).
Fecal MicroRNAs as novel biomarkers for colon cancer screening. Cancer
Epidemiol Biomarkers Prev 19, 1766-1774.
Liu Q, Lv GD, Qin X, Gen YH, Zheng ST, Liu T & Lu XM. (2012). Role of microRNA
let-7 and effect to HMGAZ2 in esophageal squamous cell carcinoma. Molecular
biology reports 39, 1239-1246.
Nan Y, Han L, Zhang A, Wang G, Jia Z, Yang Y, Yue X, Pu P, Zhong Y & Kang C.
(2010). MiRNA-451 plays a role as tumor suppressor in human glioma cells.
Brain research 1359, 14-21.
O'Connell RM, Kahn D, Gibson WS, Round JL, Scholz RL, Chaudhuri AA, Kahn ME,
Rao DS & Baltimore D. (2010). MicroRNA-155 promotes autoimmune
inflammation by enhancing inflammatory T cell development. Immunity 33, 607-
619.
Peltier HJ & Latham GJ. (2008). Normalization of microRNA expression levels in
guantitative RT-PCR assays: identification of suitable reference RNA targets in
normal and cancerous human solid tissues. RNA (New York, NY 14, 844-852.
Pogue Al, Cui JG, Li YY, Zhao Y, Culicchia F & Lukiw WJ. (2010). Micro RNA-125b
(miRNA-125b) function in astrogliosis and glial cell proliferation. Neuroscience
letters 476, 18-22.
Roth C, Rack B, Muller V, Janni W, Pantel K & Schwarzenbach H. (2010).
Circulating microRNAs as blood-based markers for patients with primary and
metastatic breast cancer. Breast Cancer Res 12, R90.
Song G, Zhang Y & Wang L. (2009). MicroRNA-206 targets notch3, activates
apoptosis, and inhibits tumor cell migration and focus formation. The Journal of
biological chemistry 284, 31921-31927.
Tang F, Zhang R, He Y, Zou M, Guo L & Xi T. (2012). MicroRNA-125b induces
metastasis by targeting STARD13 in MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer
cells. PloS one 7, €35435.
Ward A, Balwierz A, Zhang JD, Kublbeck M, Pawitan Y, Hielscher T, Wiemann S &
Sahin O. (2012). Re-expression of microRNA-375 reverses both tamoxifen
resistance and accompanying EMT-like properties in breast cancer. Oncogene.
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11.6 Veroffentlichung der Ergebnisse:

MicroRNA based classification of breast cancer subtypes; Peter Bronsert, Marc
Hirschfeld, Ulrich F. Wellner, Kristin Werner, Katja Thurig, Markus Jager, Martin

Werner, Elmar Stickeler; BMC Cancer (conditionally accepted)
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Anlage 1: lll. Erfolgskontrollbericht

llI-1. Beitrag zu den forderpolitischen Zielen

Ziel des Instituts fur Klinische Pathologie und der CCCF Tumorbank sind erfolgreich
abgeschlossene Forschungsprojekte mit lokalen, nationalen und internationaler
Partnern und die anschlielRende Translation der gewonnenen Erkenntnisse in einen

patientenorientierten klinischen Kontext.

Der Fokus der AG Molekulare Onkologie liegt in der Detektion von entitat- und

subtypspezifischen miR Mustern und deren prognostische und pradiktive Relevanz.

Die  Verknipfung mit  entwicklungsorientierten  nicht  klinisch  téatigen
Kooperationspartnern im Rahmen des Projektes bietet dem Instituts fur Klinische
Pathologie und der CCCF Tumorbank die Moglichkeit aktiv an der Realisierung neuer

pradiktiver Methoden teilzunehmen.

[11-3 Fortschreibung des Verwertungsplanes

Im Berichtszeitraum sind bei der Projektbearbeitung keine Erkenntnisse gewonnen
worden, die eine Anderung oder Fortschreibung des Verwertungsplans notwendig

machten.

[lI-4. Arbeiten, die zu keiner L6sung gefihrt haben

Aus Sicht des Institiuts fur Klinische Pathologie und der AG Molekulare Onkologie

gab es keine Aufgabenstellung im Forderprojekt, die nicht gelést werden konnte.

l1I-5. Durchgefihrte Veranstaltungen 01/13 — 06/15

Marz 2013 Prof. Elmar Stickeler St. Gallen Oncoconferences

Dr. Peter Bronsert

Mai 2015 Dr. Peter Bronsert Tagung der Deutschen

Gesellschaft fur Pathologie

Tabelle 3 : Reise- und Vortragsaktivititen

[11-6. Einhaltung der Kosten- und Zeitplanung

Die im Projekt beschriebenen und angestrebten Ziele wurden erreicht. Die Kosten
liegen im Bereich des von der Universitat Freiburg fur vergleichbare Projekte
angesetzten Kostenrahmens (Restguthaben: 1,95 €).
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