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1 Zusammenfassung

1.1 Deutsch

Das klarzellige Nierenzellkarzinom (kNZK) ist mit ca. 80-90% der haufigste bosartige Tumor
der Niere. Die Prognose ist inshesondere vom Metastasierungspotential abhéngig. Insge-
samt weisen etwa 20% der Patienten bereits bei der Erstdiagnose eine Metastasierung auf,
weitere 20% der Patienten entwickeln im Verlauf metachrone Metastasen. Dabei liegt die
5-Jahres-Uberlebensrate unter 10%. Nach den aktuellen Leitlinien von 2017 wird keine
Empfehlung flr eine adjuvante Therapie ausgesprochen. Um eine individuelle Prognosebe-
wertung sowie eine Verbesserung der adjuvanten Therapie und Nachsorge bei Patienten mit
metastasiertem kKNZK zu erreichen, sind zuverlassige molekulare Marker erforderlich. Hier
haben sich in den letzten Jahren microRNAs (miRNASs) als vielversprechende Kandidaten

erwiesen.

Diese kleinen einzelstrdngigen RNA-Molekule sind in der Lage, zellulare Prozesse wie die
Proliferation, Differenzierung und Apoptose zu steuern. Eine besondere Bedeutung kommt
ihnen bei der Entstehung und Progression von Tumorerkrankungen zu, da sie sowohl als

Onkogene als auch als Tumorsuppressoren fungieren kdnnen.

In der urologischen Forschungsgruppe der Universitat des Saarlandes konnte fir das kNZK
bei 14 miRNAs eine Expressionsadnderung im Vergleich von metastasierten zu nichtmetasta-
sierten Tumoren festgestellt werden. In dieser Arbeit wurde eine Validierung der veranderten

MiRNA-Expression retrospektiv an einem unabhangigen Patientenkollektiv vorgenommen.

Die Validierung der beiden miRNAs miR-30e-3p und miR-139-5p an 48 nichtmetastasierten
und 54 metastasierten Proben unter Verwendung der quantitativen Echtzeit-polymerase
chain reaction (QPCR) stellte sich als erfolgreich heraus. Es konnte bestatigt werden, dass
sowohl die Expression der miR-30e-3p als auch die miR-139-5p-Expression in metastasier-
ten Tumoren im Vergleich zu nichtmetastasierten Tumoren hdchst signifikant herunterregu-

liert war.

Zudem sollte die prognostische Aussagekraft der miRNAs durch eine Korrelation zu den kli-
nischen Parametern gepriift werden. Hierbei konnte anhand von Kaplan-Meier-Analysen fir
die miR-30e-3p ein hoéchst und fur die miR-139-5p ein hoch signifikanter Zusammenhang
zwischen der miRNA-Expression und dem metastasierungsfreien Uberleben bestatigt wer-
den. Zusatzlich wurde die Korrelation zwischen der miRNA-Expression und dem Gesamt-

Uberleben der Patienten gepruft. Fir die beiden untersuchten miRNAs miR-30e-3p und
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miR-139-5p konnte jedoch kein signifikantes Ergebnis ermittelt werden. Auch bei den organ-
begrenzten Tumoren der T-Kategorie pT1 und pT2 war eine verminderte Expression der bei-

den miRNAs signifikant mit einem kirzeren metastasierungsfreien Uberleben assoziiert.

Um weitere Erkenntnisse Uber die Funktionen der miRNAs im Metastasierungsprozess zu
erhalten, konnten in Vorversuchen der urologischen Forschungsgruppe mittels Proteomana-
lysen potentielle miRNA-Targets fir die miR-30a-3p identifiziert werden. Hierzu gehdren die

Proteine Cofilin und Nucleosid-Diphosphatkinase (NDK).

Als ein weiteres Ziel dieser Arbeit sollten diese potentiellen Targets ebenfalls fir die
miR-30e-3p in Zellkulturmodellen der Zelllinie 786-O Uberprift werden. Die Versuche erfolg-
ten durch transiente Transfektion der miR-30e-3p und anschlieBenden Proteinnachweis
durch Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE), Immundetektion
und Western-Blot-Analysen. Die Auswertung der Ergebnisse zeigten einzeln betrachtet fur
die miR-30e-3p keine signifikant veranderten Proteinkonzentrationen von Cofilin oder NDK.
AnschlieRend erfolgte eine Analyse der gesamten miR-30-Familie, welche Cofilin als poten-
tielles Target bestatigen konnte.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestdtigen, dass die beiden miRNAs miR-30e-3p und
miR-139-5p zur Vorhersage des Metastasierungsrisikos dienen konnen. Die individuelle
Prognose kann somit genauer definiert werden als in den derzeit verwendeten klinischen

prognostischen Scores.

1.2 Englisch

Clear renal cell carcinoma (ccRCC) is the most frequent (about 80-90%) malignant tumor of
the kidney. The prognosis depends strongly on the metastatic potential. Overall, approxi-
mately 20% of patients show metastases at the time of the initial diagnosis, another 20%
develop metachronous metastases. The 5-year survival rate in metastatic patients is approx-
imately 10%. According to the current guidelines of 2017, adjuvant therapy is not recom-
mended. In order to achieve an individual prognostic evaluation and an improvement in adju-
vant therapy and aftercare in patients with metastatic ccRCC, reliable molecular markers are

required. In recent years miRNAS represent very potent candidates.

These small single-stranded RNA molecules are able to control cellular processes such as
proliferation, differentiation and apoptosis. They are of particular importance in the develop-
ment and progression of tumor diseases, because they can function both - as oncogene

suppressors and as tumor suppressors.



The urological research group at Saarland University has already been identified expression
changes of 14 miRNAs in metastatic compared to non-metastatic tumors. In this thesis the
altered miRNA expression in correlation with the metastatic potential is evaluated on an in-

dependent group of patients retrospectively.

The validation in 48 non-metastatic and 54 metastatic samples using the quantitative real-
time polymerase chain reaction (qPCR) confirmed that the expression of miR-30e-3p and
mMiR-139-5p in metastatic tumors was significantly downregulated compared to non-
metastatic tumors. In addition, the prognostic significance of the miRNAs has been tested by
correlating with the clinical parameters. Kaplan-Meier analysis confirmed a highly significant
correlation between miRNA expression of miR-30e-3p and miR-139-5p and metastases-free
survival. Furthermore the correlation between miRNA expression and overall survival of pa-
tients was examined. For the two miRNAs miR-30e-3p and miR-139-5p no significant result
could be determined. A reduced expression of the two miRNAs was also significantly associ-
ated with a shorter metastasis-free survival in organ-confined tumors of the T categories pT1
and pT2.

In order to gain further insights into the functions of miRNAs in the metastatic process, poten-
tial miRNA targets for miRNA miR-30a-3p have been identified in preliminary studies of the
urological research group of Saarland University using proteome analysis - including the pro-
teins cofilin and nucleoside diphosphate kinase (NDK). A further goal of this thesis was to
prove these potential targets also for miR-30e-3p in cell culture models of cell line 786-0.
The experiments were carried out by transient transfection of miR-30e-3p and subsequent
protein detection by sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE),
immune detection and western blot analysis. Results did not show any significant changes in
protein concentrations of cofilin or NDK for the miR-30e-3p individually. This was followed by

an analysis of the entire miR-30 family, which confirmed cofilin as a potential target.

The results of this work confirm that the two miRNAs miR-30e-3p and miR-139-5p can be
used to predict the risk of metastasis. The individual prognosis can thus be defined more

precisely than in the currently used clinical prognostic scores.



2 Einleitung

2.1 Nierenzellkarzinom (NZK)

2.1.1 Epidemiologie

NZK machen etwa 3% aller bosartigen Tumore im Erwachsenenalter aus und sind neben
dem Prostata- und Harnblasenkarzinom die dritthaufigste urologische Tumorentitat (Wang et
al. 2015). Das NZK ist dabei mit 80-90% der haufigste bésartige Tumor der Niere (Kurosch
et al. 2014).

2.1.1.1 Inzidenz

Die Inzidenz variiert weltweit erheblich. In Afrika erkrankt 1 von 100.000 Einwohnern, wohin-
gegen in osteuropaischen Regionen mehr als 15 von 100.000 Einwohnern erkranken (Znaor
et al. 2015). In den letzten zwei Jahrzehnten wird Uber eine weltweit steigende Inzidenz von
2% pro Jahr berichtet (Ljungberg et al. 2011). Innerhalb der europédischen Union traten im
Jahr 2012 insgesamt 84.400 neue Erkrankungsfalle mit 34.700 Todesféllen auf (Ljungberg et
al. 2015). In Deutschland wurden im Jahr 2014 insgesamt 9.480 Neuerkrankungen bei Man-
nern und 5.480 bei Frauen registriert (siehe Abbildung 1). Dabei stiegen die Neuerkran-

kungszahlen bei den mannlichen Patienten seit 1999 kontinuierlich an.
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Abbildung 1. Absolute Zahlen der Neuerkrankungs- und Sterbefélle in Deutschland
nach Geschlecht in den Jahren 1999-2014/2015 (Quelle: Robert Koch-Institut (Hrsg) und
die Gesellschaft and der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (Hrsg) 2017)
Beim NZK handelt es sich um eine Erkrankung, die vor allem im héheren Lebensalter auftritt
(siehe Abbildung 2). Dabei liegt der Haufigkeitsgipfel bei Mannern und Frauen zwischen 75
und 84 Jahren. Die Erkrankung tritt bei Mannern demnach doppelt so haufig auf wie bei
Frauen. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei ca. 70 Jahren. Grund fir die steigenden Inzi-
denz ist die erhohte Anzahl von Zufallsbefunden bei den bildgebenden Untersuchungsver-
fahren (Wang et al. 2015).
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Abbildung 2: Altersspezifische Erkrankungsraten nach Geschlecht aus den Jahren
2013 und 2014 auf 100.000 Einwohner in Deutschland (Quelle: Robert Koch-Institut
(Hrsg) und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (Hrsg)
2017)

2.1.1.2 Mortalitat

Es wird ein riicklaufiger Trend bei den Sterberaten beider Geschlechter in Europa, den USA
und Australien beobachtet (Znaor et al. 2015). Im Jahr 2014 sind in Deutschland insgesamt
3243 Sterbefalle bei Mannern und 2035 bei Frauen festgestellt worden (siehe Abbildung 1).
Demnach liegt die Mortalitatsrate bei Mannern etwa 1,6 mal so hoch wie bei Frauen. Das
NZK stellt den urologischen Tumor mit der héchsten Mortalitatsrate dar (Cairns 2011). Dies

liegt vor allem an dem hohen Metastasierungspotential (siehe Kapitel 2.1.9.).

2.1.2 Atiologie

Die genaue Ursache fur das Auftreten eines NZK ist noch nicht geklart. Es werden individuel-
le Lebensgewohnheiten, Mutationen und Umwelteinflisse diskutiert, die in einen direkten
Zusammenhang mit der Entstehung eines NZK gebracht werden.

Generell wird zwischen modifizierbaren und nicht modifizierbaren Risikofaktoren unterschie-
den. Zu den modifizierbaren Risikofaktoren des NZK gehéren unter anderem psychosoziale
Faktoren wie der Nikotinabusus, ein erhohter BMI sowie Hypertonie (Colt et al. 2011). Im
Vergleich zu Nichtrauchern ist das Risiko an einem NZK zu erkranken bei mannlichen Rau-
chern um etwa 50% und bei weiblichen um etwa 20% erhoht (Chow, Dong, and Devesa
2010). AuRerdem steht eine Erhéhung des BMI in einem direkten Zusammenhang zum Auf-



treten eines NZK (Renehan et al. 2008). Ein weiterer Risikofaktor ist die arterielle Hypertonie.

Ein erhohter Blutdruck verdoppelt das Risiko, an einem NZK zu erkranken (Colt et al. 2011).

Zu den nicht modifizierbaren Risikofaktoren zahlen erworbene Nierenzysten, eine terminale
Niereninsuffizienz, genetische Faktoren und verschiedene Umwelteinflisse (Port et al.
1989). Zu den genetischen Risikofaktoren werden unter anderem das von Hippel-Lindau-
Syndrom (VHL-Syndrom), das Birt-Hogg-Dubé-Syndrom, die hereditare Leiomyomatose, das
hereditare papillare NZK (HPRCC) und die tuberdose Sklerose gezahlt (Haas and Nathanson
2014). Des Weiteren wird auch der Kontakt mit Toxinen wie Cadmium und Blei als auslésen-
der Faktor diskutiert (Pesch et al. 2000).

2.1.3 Kilassifikation der Nierenzellkarzinome

Nach der Klassifikation der Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation —
WHO) von 2016 werden verschiedene Subtypen des NZK unterschieden. Zu den haufigsten
Subtypen gehoren das klarzellige, das papillare, das chromophobe, das zystisch-solide und
das unklassifizierbare Karzinom. Jeder Subtyp weist dabei ein unterschiedliches zytogeneti-
sches und immunhistochemisches Profil sowie eine unterschiedliche Prognose auf (Ng et al.
2008). Die Einteilung der verschiedenen Subtypen nach der neuen WHO-Klassifikation von
2016 wird in Tabelle 1 aufgeftihrt.
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Tabelle 1. WHO-Klassifikation der verschiedenen Subtypen des NZK nach aktueller
S3-Leitlinie von 2016 (Quelle: Moch 2016a)

Epitheliale Nierenzelltumoren

Klarzelliges Nierenzellkarzinom

Multilokulare zystische Neoplasie mit niedrigem Malignitatspo-
tenzial

Papillares Nierenzellkarzinom
Hereditare-Leiomyomatose- und Nierenzellkarzinom-
assoziiertes Nierenzellkarzinom

Chromophobes Nierenzellkarzinom
Sammelrohrkarzinom

Medullares Karzinom der Niere

MiT-Familie der Translokationskarzinome
Succinat-Dehydrogenase-defizientes Nierenzellkarzinom
Muzindses tubuléres und spindelzelliges Karzinom
Erworbene Zystennieren-assoziiertes Nierenzellkarzinom
Klarzelliges papillares Nierenzellkarzinom
Nierenkarzinom, nicht klassifiziert

Papillares Adenom

Onkozytom

Metanephrische Tumoren

Nephroblastische und zystische
Tumoren im Kindesalter

Mesenchymale Tumoren

Gemischte Epithel- und
Stromatumorfamilie
Neuroendokrine Tumoren

Verschiedene Tumoren

Metastasen

Metanephrisches Adenom
Metanephrisches Adenofibrom
Metanephrischer Stromatumor
Nephrogene Reste

Nephroblastom

Zystisches partiell differenziertes Nephroblastom
Padiatrisches zystisches Nephrom
Hauptséachlich im Kindesalter:
Klarzellsarkom

Rhabdoidtumor

Kongenitales mesoblastisches Nephrom
Ossifizierender Nierentumor des Kindesalters
Hauptsachlich bei Erwachsenen:
Leiomyosarkom

Angiosarkom

Rhabdomyosarkom

Osteosarkom

Synoviales Sarkom

Ewing-Sarkom

Angiomyolipom

Epitheloides Angiomyolipom

Leiomyom

Hé&mangiom

Lymphangiom

Hamangioblastom

Juxtaglomeruléarer Tumor
Renomedullarer interstitieller Tumor
Solitarer fibroser Tumor

Adultes zystisches Nephrom
Gemischter Epithel- und Stromatumor
Hoch differenzierter neuroendokriner Tumor
Grol3zelliges neuroendokrines Karzinom
Kleinzelliges neuroendokrines Karzinom
Paragangliom

Hamatopoetische Tumoren der Niere
Keimzelltumoren
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Das kNZK reprasentiert mit 70-80% den am haufigsten diagnostizierten Subtyp (Xing and He
2016) und weist im Vergleich zu den anderen Subtypen eine schlechtere Prognose auf (sie-
he Kapitel 2.1.9). Aufgrund dessen steht das KNZK im Fokus dieser Arbeit.

2.1.4 Pathologische Makroskopie und Mikroskopie des klarzelligen
Nierenzellkarzinoms

Das kNZK ist ein Tumor, welcher aus dem Epithel des proximalen Tubulus hervorgeht (Sarto

et al. 1997). Es ist durch Tumorzellen mit einem klaren und eosinophilen Zytoplasma defi-

niert. Typischerweise zeigt sich ein solides Wachstumsmuster mit einer deutlichen Vaskula-

risation (Amann et al. 2016).

Makroskopisch zeigen sich die klassischen kNZK in der Regel mit einer gelb-braunen
Schnittflache und mehreren hadmorrhagischen Bereichen (siehe Abbildung 3). Der Tumor ist
dabei relativ deutlich von dem gesunden Nierengewebe abgetrennt. Gelegentlich zeigen sich
Narbenbereiche, von denen einige eine Verkalkung aufweisen kdnnen (Muglia and Prando
2015). Nekrosen und Flissigkeitsansammlungen kénnen dem Tumor ein zystisches Ausse-

hen verleihen. In 4-10% der Falle kann es zu einer Invasion der Vena cava inferior kommen.

Dabei entsteht ein Tumorzapfen, der bis in den rechten Vorhof reichen kann (Zugor et al.
2008).

Abbildung 3: Makroskopie des kNZK. Die Lipidansammlungen verleihen dem Tumor ein
typisches gelbliches Aussehen (Quelle: Pathology of Clear Cell Renal Cell Carcinoma: Defi-
nition, Epidemiology, Etiology 2016).

Mikroskopisch wird das kNZK durch grof3e einheitliche Zellen mit reichlich klarem Zytoplas-
ma charakterisiert (siehe Abbildung 4). Das Zytoplasma ist reich an Glykogen und Lipid,
wodurch die Zellen in Hamatoxylin-Eosin-Farbungen (HE-Farbungen) ein typisches Ausse-

hen erhalten. Die Zellen mit einem héheren mitochondrialen Inhalt kdnnen auch ein eosino-
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philes oder kérniges Aussehen haben (Sarto et al. 1997). Die Kerne sind abgerundet und
ihre Eigenschaften hangen von dem Differenzierungsgrad ab (Algaba et al. 2011). Die Eintei-
lung der Differenzierungsgrade der pathologischen Tumor-Nodus-Metastasen-Kategorie

(pTNM-Kategorie) wird in Kapitel 2.1.7 naher erlautert.

. 29 8 M
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Abbildung 4: Mikroskopisches Bild eines kNZK nach HE-Farbung. Zahlreiche Epithelzel-
len mit einem klaren Zytoplasma und einer ausgepragten Zellmembran werden von einem
zarten Gefalinetz durchzogen (Quelle: Pathology of Clear Cell Renal Cell Carcinoma: Defini-
tion, Epidemiology, Etiology 2016).

Immunhistochemisch exprimieren die Zellen niedermolekulare Zytokeratine und Vimentin.
Zytokeratine werden von epithelialen Zellen gebildet und reprasentieren als Intermediarfila-
mente den wichtigsten Teil des Zytoskeletts. In nahezu 100% der Falle werden Cluster of
Differentiation-10-Antigene (CD10 Antigene) exprimiert (Amann et al. 2016).

2.1.5 Genetik des klarzelligen Nierenzellkarzinoms

In Uber 96% der Félle treten kKNZK sporadisch auf. Den familiar geh&auften Tumoren, die
ca. 4% ausmachen, liegen genetische Syndrome wie das Birt-Hogg-Dubé-Syndrom und das
VHL-Syndrom zugrunde (Azeem et al. 2011; Cairns 2011).

Die haufigsten hereditdren Formen des NZK beruhen auf einer Keimzellmutation in dem
VHL-Tumorsuppressor-Gen (VHL-Gen) auf Chromosom 3p. Dieses VHL-Gen kodiert fur das
VHL-Protein, welches den Abbau des Hypoxie-induzierenden Faktors (HIF) reguliert. Der
Anstieg von HIF wiederum fuhrt zu einer erhéhten Produktion von Wachstumsfaktoren (Ma-
soud and Li 2015). Bei Patienten, welche an einem VHL-Syndrom leiden, liegt das durch-
schnittliche Erkrankungsalter bei ca. 37 Jahren. Diese Patienten leiden vermehrt an Nie-
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renzysten und bilateralen kNZK (Cairns 2011). Klinisch zeigen die meisten Patienten eine

Kombination von Hamangioblastomen, NZK und Phaochromozytomen (Schulz 2011).

Das Birt-Hogg-Dubé-Syndrom ist auf genetische Veranderung im Folliculin-Gen (FLCN-Gen)
zurlckzufuihren. Etwa 25-30% der Patienten entwickeln verschiedene Arten von Nierentumo-
ren, dabei zeigen sich bei etwa 9% der Patienten KNZK (Azeem et al. 2011).

2.1.6 Diagnostik

Die Herausforderung bei der Diagnostik von Raumforderungen der Niere besteht darin, ins-
besondere gutartige Verdnderungen wie Zysten oder Abszesse auszuschlieen. Im weiteren
Verlauf dient die weitere Diagnostik dazu, zwischen einer gutartigen und bdsartigen Lasion
zu unterscheiden, sowie das Ausmald der Erkrankung festzustellen und dementsprechend
eine optimale Behandlung zu gewahrleisten. Hierfir missen sowohl die klinischen Sympto-

me richtig erkannt als auch die bildgebenden Untersuchungen genau interpretiert werden.

2.1.6.1 Klinische Symptome und Komplikationen

Allgemeine klinische Symptome treten im Frihstadium meist nicht auf. Lediglich 10% der
Patienten weisen die typische Symptomtrias aus schmerzloser Makrohdmaturie, kolikartigen
Flankenschmerzen und tastbarem Tumorbefund auf (Cairns 2011). Diese Symptome entwi-
ckeln sich aber meist erst durch den Einbruch des Tumors in das Sammelrohrsystem.
Problematisch ist zudem der mdgliche Einbruch des Tumors in die Vena renalis. Linksseitig
fuhrt dies zu einem Abflusshindernis des vendsen Blutes und somit zu einer Varikozele.
Auch der Tumoreinbruch in die Vena cava inferior wird beschrieben. Hierbei besteht die Ge-
fahr einer Cavathrombose mit nachfolgendem Embolierisiko (Ng et al. 2008). In 10-40% der
Falle entwickeln die Patienten mit einem kKNZK paraneoplastische Syndrome. Diese kénnen
sowohl endokrin als auch nichtendokrin verursacht werden. Endokrine Syndrome werden
durch die vermehrte Hormonproduktion des Tumors verursacht. Zu diesen paraneoplasti-
schen Syndromen z&hlen z.B. die Hyperkalzidmie, die arterielle Hypertonie, die Polyzytha-

mie und das Cushing-Syndrom (Palapattu, Kristo und Rajfer 2002).

2.1.6.2 Bildgebende Untersuchungen

Zur Diagnostik eines NZK dient insbesondere die Bildgebung. Zeigt sich im Ultraschall eine
zentrale oder peripher wachsende echoarme bis echogleiche Raumforderung der Niere, ist
eine abdominelle Computertomographie (CT) bzw. eine Magnetresonanztomographie (MRT)
indiziert (Hertzberg and Middleton 2015). Zum Ausschluss bzw. Nachweis einer bereits statt-

gefundenen Metastasierung sollte im weiteren Verlauf ein ausfuhrliches Staging mittels einer
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Sonographie des Abdomen, eines Rdntgen-Thorax, einer Sklettszintigraphie und einer ze-
rebralen CT erfolgen (Herold 2016).

2.1.7 Stadieneinteilung und Malignitatsgrad

Die Einteilung der NZK erfolgt anhand der TNM-Klassifikation. Diese Klassifikation entstand
aus statistischen Daten, welche eine Aussage Uber die Prognose von Tumorerkrankungen
zulassen. Darauf aufbauend wird Uber die weitere Therapie entschieden (Wittekind 2017). In
Tabelle 2 ist die TNM-Klassifikation aufgefihrt.

Tabelle 2: pTNM-Kategorien und histopathologisches Grading des NZK (Quelle: Amann
et al. 2016)

TNM-
Klassifikation

T-Primartumor

TO Kein Anhalt fr Primartumor
T1 Tumor 7cm oder weniger in gré3ter Ausdehnung, begrenzt auf die
Niere
Tla Tumor 4cm oder weniger in gréRter Ausdehnung
Tlb Tumor mehr als 4cm, aber nicht mehr als 7cm in gréRter Ausdehnung
T2 Tumor mehr als 7cm in groRter Ausdehnung, begrenzt auf die Niere
T2a Tumor mehr als 7cm, aber nicht mehr als 10cm in gré3ter Ausdeh-
nung
T2b Tumor mehr als 10cm in groRter Ausdehnung
T3 Tumor breitet sich in gro3ter Vene aus oder infiltriert direkt perirenales

Gewebe, jedoch nicht in ipsilaterale Nebenniere und nicht Uber die
Gerota-Faszie hinaus

T3a Tumor mit makroskopischer Ausbreitung in die Nierenvene oder ihre
segmentalen Aste (mit muskularer Wand) oder Infiltration des peri-
renalen und/oder peripelvinen Fettgewebes, aber nicht tiber die Gero-
ta-Faszie hinaus

T3b Tumor mit makroskopischer Ausbreitung in die V. cava unterhalb des
Zwerchfells
T3c Tumor mit makroskopischer Ausbreitung in die V. cava oberhalb des

Zwerchfells oder mit Infiltration der Wand der V. cava

T4 Tumor infiltriert Uber die Gerota-Faszie hinaus (eingeschlossen die
kontinuierliche Ausbreitung in die ipsilaterale Nebenniere)

N-Regionare

Lymphknoten

NO Keine regiondren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase(n) in einem regiondren Lymphknoten

N2 Metastasen in mehr als einem regionaren Lymphknoten
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M-

Fernmetastasen Keine Fernmetastasen
MO Fernmetastasen
M1

Im Stadium T1 werden bei beiden Geschlechtern etwa 66-68% der Nierentumoren diagnosti-
Ziert (siehe Abbildung 5). Tumoren im T4-Stadium machen nur einen geringen Anteil von 2%
bei Erstdiagnose aus (Robert Koch-Institut und die Gesellschaft der epidemiologischen
Krebsregister in Deutschland e.V. 2017)

68% 9% 1% 1%

e s I

Abbildung 5: Auszug aus der Verteilung der T-Stadien bei Erstdiagnose nach Ge-
schlecht. blaue Markierung = Manner; rot = Frauen (Quelle: Robert Koch-Institut (Hrsg)
und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in Deutschland e.V. (Hrsg) 2017)

Die Stadieneinteilung des NZK kann neben der TNM-Klassifikation auch anhand der Union

for International Cancer Control (UICC) erfolgen (siehe Tabelle 3).

Tabelle 3: UICC Stadieneinteilung des NZK (Quelle: UICC, 7. Edition, 2010)

UICC-Stadium TNM-Stadium
Stadium | Tl

Stadium Il T2

Stadium 1l T3 oder T1-T3, N1
Stadium IV T4 oder N2 oder M1

Zur Abschéatzung der Prognose wird zusatzlich eine Einteilung nach dem Graduierungssys-
tem der International Society of Uropathology (ISUP) vorgenommen. Dabei werden die ein-
zelnen Nukleolen der Zellen beurteilt (sieche Tabelle 4). Hierbei werden die Zellen in Stufen
G1-G4 unterteilt (Moch 2016a).
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Tabelle 4: Graduierungssystem der ISUP fir NZK von 2012 (Quelle: Moch 2016b).

Einteilung

Grad 1 Nukleolen bei 400-facher VergroRerung nicht/kaum sichtbar und basophil
Grad 2 Nukleolen bei 400-facher Vergrof3erung eindeutig sichtbar und eosinophil
Grad 3 Nukleolen bei 100-facher VergroRerung eindeutig erkennbar

Grad 4 Tumoren zeigen ausgepragte Zellpolymorphien oder eine rhabdoide und/oder

sarkomatoide Differenzierung

2.1.8 Therapie des klarzelligen Nierenzellkarzinoms

Bei der Therapie eines kNZK muss zwischen einem lokal begrenzten und einem metasta-
sierten Befund unterschieden werden. Die Therapie wurde dementsprechend in den letzten

Jahren durch neue therapeutische Mdglichkeiten zunehmend komplexer.

2.1.8.1 Therapie des nichtmetastasierten klarzelligen Nierenzellkarzinoms

Zur kurativen Therapie des lokal begrenzten nichtmetastasierten NZK sollte eine vollstandige
chirurgische Resektion des Priméartumors erfolgen. Bei einem organbegrenzten NZK wird
eine Nierenteilresektion leitliniengerecht empfohlen. Dies ergab ein verbessertes Gesamt-
Uiberleben (Ljungberg et al. 2015). Die Tumorresektion erfolgt dabei offen oder minimalinva-
siv. Unter minimalinvasivem Vorgehen wird ein laparoskopisch oder robotischer Zugangsweg
verstanden (Lane and Gill 2010).

2.1.8.2 Therapie des metastasierten klarzelligen Nierenzellkarzinoms

Die Therapie des metastasierten kKNZK ist ein palliativer Ansatz. Dies liegt daran, dass eine
Chemo-, Strahlen oder Immuntherapie keine gute Wirkung auf kNZK zeigen (Nathan and
Eisen 2002). Fur die geringe Wirksamkeit der Chemotherapeutika wird die Expression des
Multidrug-Resistance-Proteins-1 (MDR-1 Protein) verantwortlich gemacht (Hodorova et al.
2008). Dieses Protein ist ein P-Glykoprotein, welches hydrophobe Substanzen wie die
Chemotherapeutika aus der Zelle schleust (Nooter and Stoter 1996). Die operative Therapie
des metastasierten NZK besteht wenn mdglich aus einer Nierenteilresektion und ggf. einer

Metastasenresektion mit nachfolgender Systemtherapie.

Fur die systemische Therapie stehen seit einigen Jahren neue molekulare zielgerichtete
Substanzen zur Verfluigung. Diese Substanzen verhindern direkt die Proliferation und die
Angiogenese der Tumoren, indem sie verschiedene Signalkaskaden beeinflussen. Im be-
sonderen Fokus steht dabei der VHL-HIFa-Signalweg. HIF induziert, wie bereits in Kapitel

2.1.5. beschrieben, die Proliferation von verschiedenen Wachstumsfaktoren. Dazu zahlen
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vor allem der vascular endothelial growth factor (VEGF), der platelet-derived-growth-factor
(PDGF) und der tumour growth factor-a (TGF-a). Fir die zielgerichtete Therapie des

metastasierten KNZK ist es notwendig, diesen Signhalweg effektiv zu inhibieren.

Cell stimuli
[\ (eg, growth factors)

TUMOR CELL
(Frep)

N Temsirolimus Bevacizumab

e,

VEGFR  Sunitinib
Sorafenib
Axitinib
Pazopanib

LS @? Ak- \ <N

(p70S6RXP

T ENDOTHELIAL
{ CELL

elF-

mRNA translation l

' s
CyclinD1 Transcriptional

N
c-Myc @ — activation of

HIF target genes

\

Cell growth and survival

Abbildung 6: Angriffsziele der unterschiedlichen Therapeutika beim metastasierten
NZK (Quelle: Rini and Atkins 2009).

Fur diese zielgerichtete Therapie stehen momentan VEGF-Rezeptor-Antikbrper, Tyrosin-
kinaseinhibitoren (TKI) und mammalian target of Rapamycin-Inhibitoren (m-TOR Inhibitoren)
zur Verfugung. Die unterschiedlichen angezielten Molekile sind in Abbildung 6 néher darge-
stellt und werden im Folgenden erlautert. Eine Ubersicht tUber die unterschiedlichen Sub-
stanzen und deren Einsatz als Erst- oder Zweitlinientherapeutika gibt Tabelle 5.

Das kNZK verfiigt meist lber eine reiche Neovaskularisierung, welche durch die Uberex-
pression von VEGF ausgel6st wird. VEGF ist ein Wachstumsfaktor, welcher durch Bindung
an seinen Rezeptor auf den Endothelzellen die Angiogenese induziert. In diesem Zusam-
menhang werden monoklonale Antikdrper gegen den VEGF-Rezeptor eingesetzt. Ein Vertre-
ter der Angiogenese-Inhibitoren ist Bevacizumab (Avastin®) in Kombination mit INF-a.

Des Weiteren wurden verschiedene TKI entwickelt. Tyrosinkinasen sind membranstandige
Rezeptoren auf der Zelloberflache, welche eine Phosphorylierung von Tyrosin-Resten von
Proteinen ermdglichen. Diese Phosphorylierung aktiviert eine Signalkaskade, welche die
Zellteilung initiiert und steuert. Die Inhibitoren dieser Rezeptor-Tyrosinkinasen sind Multi-
kinase-Inhibitoren, da sie in der Lage sind mehrere Rezeptorkinasen gleichzeitig zu hem-
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men. Zu diesen Rezeptoren gehdren der VEGF-Rezeptor, der Plattchen-Wachstumsfaktor
(platelet-derived-growth-factor - PDGFR), der Stammzellfaktorrezeptor (c-KIT), die FMS-like
tyrosin kinase 3 (FLT-3), der koloniestimulierende Faktor (colony-stimulating-factor - CSF-1
F) und der Glial Cell Derived Neurotrophic Faktor (RET) (Li et al. 2016). Diese Rezeptoren
befinden sich vor allem auf Endothelzellen und inhibieren somit die Angiogenese (Jeltsch et
al. 2013). Die zurzeit eingesetzten Substanzen sind Sunitinib (Sutent®), Pazopanib
(Votrient®), Sorafenib (Nexavar®) und Axitinib (Inlyta®). Dabei werden Sunitinib und Pazo-
panib zur Erstlinientherapie bei einem niedrigen oder intermedidren Risiko eingesetzt (siehe
Tabelle 5). Sorafenib kommt in der Zweitlinientherapie nach vorheriger Zytokintherapie zum
Einsatz. Ebenso wird Axitinib nur in der Zweitlinientherapie nach Zytokin- oder Sunitinibthe-

rapieversagen verwendet.

Ein weiterer systemischer Ansatz zur Therapie sind die m-Tor Inhibitoren Temsilorimus (To-
risel®) und Everolimus (Afinitor®). M-Tor ist eine Serin/Threonin-Kinase, welche eine zentra-
le Rolle im Phosphatidylinositol 3-Kinase/Akt-Signalweg spielt. Dabei reguliert sie die Zell-
proliferation, das Uberleben, die Mobilitat und die Angiogenese (Fasolo and Sessa 2008).
Als Therapie der Wahl in der Erstlinie fir Patienten mit hohem Progressionsrisiko sollte laut
aktueller Leitlinie von 2017 Temsirolimus eingesetzt werden. Als Zweitlinientherapie nach
vorheriger VEGF-Rezeptor Therapie wird Everolimus in Kombination mit Lenvatinib verab-
reicht. Lenvatinib ist ein kleinmolekularer TKI von VEGF und Rezeptoren von Fibroblasten-

Wachstumsfaktoren (Tannir et al. 2018).

19



Tabelle 5: Erst- und Zweitlinientherapie des metastasierten NZK. (Quelle: Leitlinienpro-
gramm Onkologie - S3 Leitlinie Nierenzellkarzinom 2017).

Behandlung Risiko oder Vorbehandlung Empfohlene Therapie
Erstlinientherapie niedrig/intermediar Bevacizumab + INF-a
Sunitinib
Pazopanib
ungulnstig Temsirolimus

Zweitlinientherapie vorherige VEGF-Rezeptor-Therapie Nivolumab
Cabozanitinib
Lenvatinib + Everolimus

vorherige Sunitinib Axitinib
vorherige Zytokin-Therapie Axitinib
Sorafenib
Pazopanib
vorherige mTor-Therapie Tyrosinkinaseinhibitoren

Als neue vielversprechende Wirkstoffe stehen seit kurzem der Checkpoint-Inhibitor
Nivolumab (Opdivo®) und der Multikinase-Inhibitor Cabozantinib (Cabometyx®) zur Verfu-
gung. Nivolumab ist ein monoklonaler Antikorper, welcher die Liganden programmed death —
L1 (PD-L1) und programmed death—L2 (PD-L2) blockiert. Diese Liganden werden normaler-
weise von Tumorzellen genutzt, um bei T-Zellen einen programmierten Zelltod zu induzieren
(Motzer et al. 2015). Cabozantinib ist ein TKI, welcher sowohl an den VEGF-Rezeptor als
auch an mehrere Tyrosinkinasen gleichzeitig binden und diese blockieren kann (Wiecek and
Karcher 2016).

Die Indikation zur individuellen Therapiewahl wird anhand der Prognose gestellt. Zur Prog-
noseeinteilung werden die Memorial Sloan Kettering Cancer Center-Kriterien (MSKCC-
Kriterien) herangezogen (siehe Tabelle 6). Diese wurden zur Prognosebewertung beim me-
tastasierten NZK entwickelt. In nachfolgender Tabelle sind die 5 Kriterien aufgelistet. Insge-
samt kann pro Kategorie ein Punkt vergeben werden. Bei 3-5 Punkten besteht ein hohes
Risiko, bei 1-2 Punkten ein mittleres Risiko und bei 0 Punkten werden die Patienten in eine
Niedrigrisikogruppe eingeteilt. Durch diese Einteilung in Risikogruppen wird die Therapieform
entschieden. Die Prognosebewertung spielt demnach eine entscheidende Rolle zur zielge-

richteten Therapie des metastasieren NZK (Bamias et al. 2010).
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Tabelle 6: MSKCC-Kriterien zur Prognosebewertung beim metastasierten NZK (Quelle:
Motzer et al. 2009).

MSKCC-Kriterien

- Karnofsky Index < 80%

- LDH > 1,5 des oberen Normwertes

- Hamoglobin unterhalb des unteren geschlechtsspezifischen Normwertes
- Calcium > 2,5 mmol/l (>10 mg/dl)

- Zeit von der Erstdiagnose bis zum Beginn der systemischen Behandlung < 1 Jahr

Eine weitere Risikoeinteilung der Patienten kann anhand der International Metastatic Renal
Cell Carcinoma Database Consortium-Kriterien (IMDC-Kriterien) erfolgen (siehe Tabelle 7).
Bei 0 Risikofaktoren werden die Patienten der Niedrigrisikogruppe mit einer guten Prognose
zugeordnet. Zur intermediaren Gruppe werden alle Patienten mit 1-2 Risikofaktoren gezahit.
Weisen die Patienten Uber 2 Risikofaktoren auf, zdhlen sie zur Risikogruppe mit einer

schlechten Prognose (Quelle: Ko et al. 2015).

Tabelle 7: IMDC-Kriterien zur Prognosebewertung beim metastasierten KNZK (Quelle:
Ko et al. 2015)

IMDC-Kriterien

- Zeit von der Diagnose bis zur Therapie < 1 Jahr
- Karnofsky Index < 80%

- Hamoglobin unterhalb des Normwertes

- Calcium uberhalb des Normwertes

- Neutrophile Gberhalb des Normwertes

- Thrombozyten tiberhalb des Normwertes

2.1.9 Metastasierung und Prognose

Die Prognose des kNZK ist abhangig vom Subtyp, dem Zeitpunkt der Diagnose, der Aus-

dehnung des Tumors sowie der Metastasierung.

Die Metastasierung des kNZK erfolgt vorwiegend hdmatogen und seltener lymphogen. Die
haufigsten Metastasierungsorte sind die Lungen mit 37%, gefolgt von den Knochen mit 22%,
der Leber mit 19% und dem Gehirn mit 8% (Sivaramakrishna et al. 2005). In diesen Organen

bilden sich zunachst Mikrometastasen. Als Mikrometastasen werden Zellverbande bezeich-
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net, die eine GrofRe Kkleiner als 2 mm aufweisen (Quail and Joyce 2013). Um Metastasen
bilden zu konnen, l6sen sich Zellen aus dem Priméartumor und wandern in die GefalRe ein.
Dieser Vorgang wird auch als Intravasation bezeichnet. Durch die hdmatogene Ausbreitung
gelangen die Tumorzellen in ferner gelegene Organe und kdnnen sich an das Gefaliendothel
anheften. Danach erfolgt eine Extravasation durch die BlutgefalRe. Aus den anfanglichen
Mikrometastasen kdénnen im weiteren Krankheitsverlauf Makrometastasen entstehen (Bau-
mer 2008). Liegen bereits bei der Primartumordiagnose Metastasen vor, wird von einer syn-
chronen Metastasierung gesprochen. Im Gegensatz dazu wird von einer metachronen Meta-

stasierung gesprochen, wenn die Metastasen erst zu einem spéteren Zeitpunkt auftreten.

Zum Zeitpunkt der Diagnose liegt bereits bei ca. 20% aller Patienten eine synchrone Metas-
tasierung vor. Etwa 20% der Patienten entwickeln im Verlauf der Erkrankung metachrone
Metastasen oder Rezidive (Dabestani et al. 2016).

Die Uberlebensraten beim kNZK liegen im Vergleich zu den anderen Subtypen am niedrigs-
ten. Die beste Prognose zeigen die papillaren NZK mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von
91%, gefolgt von den chromophoben NZK mit 88%. Die schlechteste Prognose zeigen die
kKNZK mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 71% (siehe Tabelle 8).

Tabelle 8: Tumorspezifisches Uberleben von chirurgisch behandelten Patienten der
verschiedenen Subtypen des NZK ccRCC = clear cell renal cell carcinoma, pRCC = papil-
lary renal cell carcinoma, chRCC = chromophobe renal cell carcinoma (Quelle: Llungberg et
al. 2017)

Uberlebenszeit (in %) 5 Jahre 10 Jahre 15Jahre 20 Jahre
ccRCC 71 62 56 52
pRCC 91 86 85 83
chRCC 88 86 84 81

Des Weiteren ist die Stadieneinteilung nach der TNM-Klassifikation fur die Prognose
ausschlaggebend. Mit der Einteilung in ein hdheres Stadium sinken daher auch die 5-Jahres-
Uberlebensraten. Aus Tabelle 9 lasst sich entnehmen, dass die Uberlebensrate von 97% in
Stadium | auf eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 16,5% in Stadium IV sinkt. Stadium | ist
dadurch definiert, dass es sich um ein lokal begrenztes NZK handelt, welches durch eine
operative Therapie zu sehr guten kurativen Ergebnissen fuhrt. Dazu ist zu sagen, dass die

Uberlebensrate auch immer vom Subtyp abh&ngig ist.
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Tabelle 9: Relatives 5-Jahres-Uberleben fiir Patienten mit NZK nach UICC (Tumorregis-
ter Minchen 2018)

UICC Stadium 5-Jahres-Uberlebensrate
I 97,5%
Il 88,7%
[l 71,9%
v 16,5%

Das Stadium IV ist dadurch gekennzeichnet, dass bereits Metastasen diagnostiziert worden
sind. Dabei betragt die 5-Jahres-Uberlebensrate bei einem metastasierten NZK lediglich
16,5%. Die Metastasierungsrate spielt demnach eine entscheidende Rolle in der Prognose.
Die hohe Metastasierungsrate ist auch die Ursache, dass das kNZK den urologischen Tumor

mit der hdchsten Mortalitatsrate darstellt (Cairns 2011).

Des Weiteren werden zur verbesserten Prognoseabschatzung verschiedene klinische, biolo-
gische und histologische Daten herangezogen. Daflir wurde eine Reihe von unterschiedli-
chen Modellen entwickelt. Zu diesen Modellen gehort fir die lokalen NZK das University of
California Los Angeles integrated staging system (UISS), das Stage Size Grade Necrosis-
System (SSIGN) sowie das Karakiewicz-Normogramm. Fir die metastasierten Tumoren ha-
ben sich das System des Memorial Sloan Kettering Cancer Center (MSKCC), das Internatio-
nal Metastatic Renal Cancer Database Consortium (IMDC) und das Heng‘s Modell etabliert
(Llungberg et al. 2017). Alle Modelle berticksichtigen verschiedene Variablen wie z.B. die
TNM-Klassifikation, das ISUP Grading, die TumorgréRe und Laborwerte wie beispielsweise
den Hamoglobinwert. Als Beispiel sind die Modelle fir die metastasierten Tumoren in Tabelle

10 aufgelistet.
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Tabelle 10: Modelle zur Prognosebewertung beim metastasierten NZK mit unterschied-
lichen eingesetzten Variablen (Quelle: Llungberg et al. 2017).

Modell Variable

Karnofsky Delay between Related LDH Corrected Hb Neutrophil Platelet

Index diagnosis and symptoms Calcium count count
treatment
MSKCC X X X X X
Heng's X X X X X X
Modell
IMDC X X X X X X

Anhand dieser Kriterien werden die Patienten in unterschiedliche Kategorien eingeteilt, in
denen Hochrisikopatienten von Niedrigrisikopatienten unterschieden werden. Die Prognose
dieser beiden Modelle wird ausschlief3lich anhand von klinischen Faktoren bestimmt. Fur das
MSKCC und das Heng’s Modell wurden unterschiedliche Validierungsstudien vorgenommen.
Die Genauigkeit der MSKCC Kriterien lag jedoch nur bei 52-64% (Karakiewicz et al. 2011).

Durch das IMDC-Modell werden die Patienten ebenfalls in unterschiedliche Risikogruppen
eingeteilt werden. Anhand dieser Klassifikation werden die Patienten einer unterschiedlichen
Systemtherapie zugeordnet werden. Heng et al. validierten dieses Modell und ermittelten 2-
Jahres-Uberlebensraten (Heng et al. 2013). Die Ergebnisse zeigen in der Hochrisikogruppe
lediglich ein Gesamtiiberleben von 7%. Im Vergleich hierzu liegt das Gesamttberleben fir

die niedrige Risikogruppe bei 75% (siehe Tabelle 11).

Tabelle 11: 2-Jahres-Gesamtiberleben bei Patienten mit zielgerichteter Systemthera-
pie anhand der IMCD-Klassifikation (Quelle: Heng et al. 2013)

IMDC-Klassifikation 2-Jahres-Gesamtiberleben

Niedrige Risikogruppe 75%
Mittlere Risikogruppe 53%
Hohe Risikogruppe 7%

Grundsatzlich hangt die Prognose des einzelnen Patienten im Wesentlichen von der recht-

zeitigen Erkennung und damit Behandlung der Metastasierung ab. Hierfir kénnten molekula-
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re Marker der entscheidende Schliissel sein. Zudem erfolgt die Nachsorge der Patienten mit
aufwendigen und kostspieligen bildgebenden Untersuchungen. Dies bringt jedoch den Nach-
teil, dass sich Rezidive oder Fernmetastasen erst ab einer bestimmten Grof3e darstellen las-
sen, in der sie durch die bildgebenden Untersuchungen sichtbar sind. Zur Friherkennung
eines Rezidivs oder einer metachronen Metastasierung sind daher molekulare Marker von
grolRer Bedeutung. Es wurden bereits zahlreiche molekulare Marker wie Carboanhydrase 1X
(CAIX), VEGF, HIF, Ki67 (Proliferation), p53-Protein, PTEN (Phosphatase und tensin homo-
log, Zellzyklus), E-Cadherin, C-reaktives Protein (CRP), Osteopontin und CD44 (Zelladhasi-
on) als Vorhersageindikatoren identifiziert. Jedoch hat keiner dieser Marker die Vorhersage-
genauigkeit der Prognose verbessert. Es besteht daher ein unmittelbarer Bedarf, neue mole-
kulare Marker zu identifizieren, welche eine genaue histologische und biologische Klassifizie-
rung von NZK, insbesondere dem kKNZK ermdglichen und somit zur individuellen Prognose-
bewertung und Metastasierungsrisikoabschéatzung herangezogen werden kénnen (Rink et al.
2011).
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2.2 MiRNAs

Als miRNAs bezeichnet man kurze nicht kodierende, endogene, einzelstrangige RNA-
Molekile mit einer Grol3e von 17-28 Nukleotiden, welche sowohl in menschlichen als auch in
pflanzlichen Genomen vorhanden sind. Sie Gbernehmen vor allem die Aufgabe der posttran-
skriptionalen Regulation der Genexpression und damit der Proteinsynthese. MiRNAs steuern
somit zellulédre Prozesse wie die Proliferation, Differenzierung und Apoptose. Eine besondere
Bedeutung kommt ihnen bei der Entstehung und Progression von Tumorerkrankungen zu,
da sie sowohl als Onkogene-, als auch als Tumorsuppressoren fungieren konnen (Yilin
Wang et al. 2016). In den letzten Jahren konnten insgesamt wUber 1917 humane miRNAs
identifiziert werden (miRBase.org, Stand Juli 2018).

2.2.1 Biogenese und Funktion

Die Transkription und Prozessierung der miRNAs erfolgt in mehreren Zwischenschritten wie
in Abbildung 7 schematisch dargestellt. Die Gene, welche fir die miRNAs kodieren, sind
evolutionar konserviert. lhre Lokalisation befindet sich in 70% der Féalle innerhalb der Introns
oder Exons von proteinkodierenden Genen und in 30% der Falle auRerhalb der Gene (A-
cunzo et al. 2015).

Die Transkription der miRNAs erfolgt durch die RNA-Polymerase Il. Dieser Prozess erzeugt
ein langes Primartranskript, welches als primary microRNA (pri-miRNA) bezeichnet wird und
sich zu einer Schleife mit einem Stamm aus ca. 33 Basenpaaren zusammenlagert. Das pri-
mMiRNA-Transkript ist mehrere Kilobasen lang und tragt eine Polyadenylierung (Poly-A-
Schwanz) am 3‘-Ende sowie ein 7-Methyguanosin-Cap am 5-Ende. Im Zellkern wird die pri-
mMiRNA durch einen Mikroprozessor-Komplex gespalten. Dieser Komplex besteht u.a. aus
einer RNAse 1l (Drosha) und einem dsRNA-bindenden Protein (DGCRS). Durch die Abspal-
tung entsteht aus der pri-miRNA ein etwa 70 Kilobasen langes Transkript, welches als Préa-
kursor-microRNA (pre-miRNA) bezeichnet wird und eine charakteristische Haarnadelstruktur
(hairpin) aufweist (Ha and Kim 2014).
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der miRNA Biogenese (Quelle: Acunzo et al.
2015).

Die pre-miRNA besitzt einen Uberhang aus zwei Nukleotiden am 3"-Ende. Dieser Uberhang
wird von Exportin-5 (XPO5) und seinem katalytischen Partner, dem Ran-GTP erkannt und
gebunden. Dadurch wird der aktive Export Uber die Kernporen der Kernmembran aus dem
Zellkern in das Zytosol ermdglicht (Lund et al. 2004). Im Zytosol wird die pre-miRNA durch
eine RNAse lll, welche als Dicer Enzym bezeichnet wird, erkannt und zu einer reifen Duplex-
MiRNA gespalten. Bei diesem Schritt bindet sich der thermodynamisch stabilere miRNA-
Strang an den RNA-induced silencing complex (RISC). Der RISC-Komplex setzt sich aus
drei Kofaktoren zusammen: Dem transactivation response RNA binding Protein (TRBP), dem
proteinkinase RNA activator (PACT) und dem Argonautprotein-2 (Ago2) (Wink 2011). Das
Argonautprotein setzt sich aus unterschiedlichen Domé&nen zusammen, welche in Abbildung
8 schematisch dargestellt sind. Die wichtigsten Domé&nen sind die Piwi Argonaut Zwille Do-
méane (PAZ-Doméne), die mittlere-Doméne und die P-element induced wimpy testis Doméne
(PIWI-Doméne). Die PIWI-Domane besitzt eine RNAse Funktion (Song et al. 2004). Das rei-
fe Strangfragment bleibt mit seinem 3°-Ende an der PAZ-Doméne des Argonautproteins ge-
bunden, wahrend der Gegenstrang entfernt und abgebaut wird. Dieser Schritt fuhrt zu einer
voll funktionsfahigen miRNA, welche sich mit Hilfe des AGO-Proteins und dem zugehérigen
RISC-Komplex an eine Ziel-mRNA mit komplementarer 3'UTR Sequenz binden kann. Diese
sogenannte Seed-Region besteht aus 2-8 Nukleotiden der miRNA, welche mit der Ziel-
MRNA komplementare und vollstandige Bindungen eingehen muss. Die restlichen Nukleoti-

de kdnnen dabei weniger stark gepaart sein (Djuranovic, Nahvi, and Green 2011).
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Abbildung 8: Schematische Darstellung des Argonautproteins. PAZ = Piwi Argonaut
Zwille Doméane, Mid = mittlere-Domane, PIWI = P-element induced wimpy testis Doméane, N
= N-terminales Ende (Team:Freiburg Bioware/Project/AGO - 2009.igem.org n.d.).

Dabei bindet das 5-Ende der reifen miRNA an den 3‘-Bereich der Ziel-mRNA. Ist diese Bin-
dung volistandig komplementar, wird die mRNA durch die RNAse-Funktion der PIWI-
Doméane des AGO-Proteins gespalten, degradiert und somit abgebaut. Eine unvollstandige
Komplementaritat hat hingegen eine Repression der Translation zur Folge. Die Translation
kann dabei durch unterschiedliche Mechanismen gesteuert werden, welche sowohl in der

Initiationsphase, in der Elongation als auch in der Terminalphase stattfinden kénnen.

Einerseits rekrutieren miRNAs mehrere Faktoren und Enzyme fur die mRNA-Spaltung bzw.
deren Abbau. Zu diesen Faktoren gehdren Decapping-Enzyme, Deadenylasen, 3'- und 5'-
Exonukleasen und Endonukleasen. Weiterhin konkurriert das AGO-Protein mit Cap-Binding-
Proteinen (CBPs) um die Bindung an die Cap-Struktur der mRNA und hemmt somit die
Translationsinitiation. Andererseits kénnen miRNAs auch mit der Ribosomenuntereinheit
interferieren. Sie kénnen dadurch die Bindung der ribosomalen Untereinheit an die mRNA
hemmen oder die Dissoziation fordern. Die Elongationsphase der Translation wird durch die
mMiRNAs behindert, indem sie mit Elongationsfaktoren oder mit kotranslationalen Faktoren

wie beispielsweise Exosomen konkurrieren.

Wurde die mRNA abgebaut oder die Translation blockiert, wird die miRNA mit gebundenem
RISC-Komplex wieder freigesetzt und kann an eine weitere komplementéare Ziel-mRNA bin-
den und diese regulieren. Es gibt fir jede miRNA zahlreiche potentielle Ziel-mRNAs. Zusétz-
lich kann jede mRNA verschiedene Target-Sequenzen fir unterschiedliche miRNAs besit-
zen. Dies kann die funktionelle Wirkung auf die Ziel-RNA potenzieren (Witkos, Koscianska,
and Krzyzosiak 2011).
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2.2.2 Regulation

2.2.2.1 Regulation der miRNA-Gene

Die kodierenden Bereiche fur die miRNAs kénnen in den sogenannten Fragile Sites lokali-
siert sein (Calin et al. 2004). Fragile Sites im Genom sind in Tumoren haufig von Verlusten
oder Zugewinnen betroffen (Dillon, Burrow, and Wang 2010). Diese Erkenntnis kdnnte eine

Erklarung daflr sein, dass die miRNA-Expression in Tumoren verandert ist.

Des Weiteren spielt auch die Methylierung der DNA eine entscheidende Rolle in der Regula-
tion der miRNAs. Die veranderte Methylierung von miRNA kodierenden Genen geht mit einer
Deregulation der miRNA-Expression einher. Vor allem eine Hypermethylierung des Promo-
tors scheint in spezifischen Tumoren eine Deregulation der miRNA zur Folge zu haben (F et
al. 2016). Eine weitere Regulation kann durch Transkriptionsfaktoren erfolgen. Dies sind Pro-
teine, die die Transkription aktivieren oder herunterregulieren konnen, indem sie an cis-

regulatorische Elemente am 5°-Ende des kodierenden Gens binden (Hsieh et al. 2015).

2.2.2.2 Regulation der Transkription

Die Regulation der miRNAs kann auf unterschiedlichen Ebenen stattfinden. Ein Regulati-
onsmechanismus auf posttranskriptioneller Ebene wird durch regulatorische Proteine verur-
sacht (Slezak-Prochazka et al. 2010). Diese Proteine kénnen in drei Gruppen unterteilt wer-
den: Proteine, welche an die terminale Schleife der pri- und/oder pre-miRNAs binden und
interagieren kénnen, die Drosha-Bindungsproteine und die Dicer-Bindungsproteine. Drosha
bildet eine Untereinheit eines grolReren Komplexes, bestehend aus DEAD-box RNA Heli-
kasen p68 und p72, sowie den Nuklearfaktoren (NF) 90 und NF45. Die Komplexe p68/p72
und NF90/NF45 kdénnen zu einem veradnderten miRNA-Expressionsmuster flihren (Sakamoto
et al. 2009). Eine weitere Phase in der Biogenese, welche grol3en Einfluss auf die Regulation
nimmt, ist die Entstehung der reifen miRNA durch das Dicer-Enzym. Dieses Enzym besteht
aus den Kofaktoren TRBP und PACT. Liegen diese Kofaktoren in geringer Konzentration
vor, so wird die Aktivitat des Dicer-Enzyms herunterreguliert. Somit wird weniger reife miRNA

prozessiert (Davis-Dusenbery and Hata 2010).

2.2.3 Bedeutung in der Tumorgenese

MiRNAs nehmen eine besondere Rolle in der Tumorgenese ein. Wie bereits erwéhnt, regu-
lieren MiRNAs vielfaltige zellulare Prozesse wie die Differenzierung, die Proliferation und die

Apoptose. Diese Eigenschaften spielen auch in der Tumorgenese eine wesentliche Rolle.

MiRNAs haben die Eigenschaft, sowohl als Onkogene als auch als Tumorsuppressoren

agieren zu konnen. Onkogene miRNAs sind bei Tumorerkrankungen vermehrt exprimiert.
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Sie fordern die Entstehung und Progression des Tumors, indem sie die Tumorsuppressorge-
ne inhibieren. Gleichzeitig sind sie in der Lage, Gene, welche an der Kontrolle der Zelldiffe-
renzierung, der Apoptose oder anderen Zellprozessen beteiligt sind, zu inaktivieren (Esque-
la-Kerscher and Slack 2006).

Im Gegensatz dazu ist in Tumorzellen die Expression von miRNAs, die als Tumorsuppresso-
ren fungieren, herunterreguliert (Lujambio and Lowe 2012). Diese kdénnen die mRNA fiir on-
kogene Proteine nicht mehr inhibieren und férdern somit die Tumorgenese (siehe Abbildung
9).
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Abbildung 9: Regulation der Tumorgenese durch miRNAs (Quelle: Kong et al. 2012).

Eine Reihe von Studien hat gezeigt, dass die Expression von miRNAs bei verschiedenen
pathologischen Prozessen wie z.B. bei Tumoren dereguliert ist. Diese Studien zeigten Unter-
schiede in der miRNA-Signatur zwischen Normal- und Tumorgewebe (Davis-Dusenbery and
Hata 2010). Zudem weisen unterschiedliche Tumorentitdten verschiedene mMiRNA-
Signaturen auf. Somit kdnnen anhand der miRNA-Expression unterschiedliche Tumorgewe-

be voneinander differenziert werden (Kohlhapp et al. 2015).

Einige miRNA-Familien wurden als sogenannte Onkomirs identifiziert. Als Onkomirs werden
MiRNAs bezeichnet, welche eine nachgewiesene Funktion in der Karzinomentstehung besit-

zen (Esquela-Kerscher and Slack 2006). Eine wichtige Familie in diesem Zusammenhang ist
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die miR-17-92-Familie. Die sechs Hauptvertreter sind die miRNAs miR-17, miR-18a, miR-
19a, miR20a, miR-19b-1 und miR92a-1. Diese miRNAs nehmen Einfluss auf die Zellprolife-
ration und Apoptose der Zellen (Mogilyansky and Rigoutsos 2013).

Des Weiteren wurde gezeigt, dass spezifische miRNAs in einem Zusammenhang mit der
Metastasierung stehen. Diese sogenannten Metastamirs wurden bereits fir die meisten Tu-
morentitaten identifiziert (Hurst, Edmonds, and Welch 2009). In Abbildung 10 ist die unter-
schiedliche Funktion der Metastamirs dargestellt. Dabei wird zwischen miRNAs unterschie-
den, deren Expression die Metastasierung entweder fordern (pro-metastatic) oder inhibieren

(anti-metastatic) kdnnen (Lopez-Camarillo et al. 2012).
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Abbildung 10: Auflistung der Metastamirs, welche die unterschiedlichen Metastasie-
rungsprozesse fordern bzw. inhibieren (Quelle: Lopez-Camarillo et al. 2012).

2.2.4 Bedeutung der miRNAs im Nierenzellkarzinom

Fur das NZK sind bereits zahlreiche Studien beziglich der miRNA-Expression veroffentlicht
worden. Dabei konnte bereits zwischen klarzelligen-, papillaren-, chromophoben Karzinomen
und Onkozytomen unterschieden werden (Youssef et al. 2011). Fir das kNZK belegen wei-
tere Daten, dass es deutliche Unterschiede zwischen der miRNA-Expression im nicht malig-

nen Gewebe und Tumorgewebe gibt. In einer Studie von Juan et al. konnten 35 miRNAs
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identifiziert werden, welche in ihrem Expressionsmuster eine Unterscheidung zwischen Nor-
malgewebe und einem kNZK aufwiesen. Von diesen 35 miRNAs wurden 26 charakterisiert,
welche im KNZK im Gegensatz zu Normalgewebe herunterreguliert wurden, wohingegen die
restlichen 9 miRNAs eine Hochregulation aufwiesen. Die beiden miRNAs miR-155 und miR-
21 waren, wie auch in anderen Tumorarten, beim kNZK im Vergleich zum Normalgewebe
Uberexprimiert (Juan et al. 2010). Des Weiteren konnte bereits fur einzelne miRNAs gezeigt
werden, dass eine erniedrigte Expression mit einer schlechten Prognose einhergeht (Xiao et
al. 2015:1). Deshalb kénnte der Vergleich zwischen den miRNA-Expressionen von metasta-
sierten und nichtmetastasierten Primartumorgeweben dazu beitragen, die Primartumoren mit
einem hohen Risiko zu identifizieren und miRNAs als prognostische Marker zu nutzen (Fe-
dorko et al. 2015).

In den Vorarbeiten der urologischen Forschungsgruppe an der Universitat des Saarlandes
wurden einige miRNAs als potentielle prognostische Marker identifiziert. In diesen Studien
wurden Analysen an 33 Primartumoren und 21 Fernmetastasen des kNZK an einem unab-
hangigem Patientenkollektiv durchgefuhrt. Es wurden dabei insgesamt 14 Kandidaten-
mMiRNAs identifiziert, welche signifikante miRNA-Expressionsunterschiede zwischen meta-
stasierten und nichtmetastasierten Primartumoren des KNZK aufwiesen (Heinzelmann et al.
2014). Dabei zeigten die miRNAs miR-204, miR-30c und miR-30a und miR-30e-3p die
hdchste Herunterregulation in metastasierten Primartumoren und Fernmetastasen im Ver-
gleich zu nichtmetastasierten Primartumoren. Dartber hinaus wiesen die miRNAs miR-139-
5p und miR-144-5p eine deutliche Hochregulation in nichtmetastasierten Tumoren im Ver-

gleich zu den metastasierten Tumoren auf (siehe Tabelle 12).
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Tabelle 12: 14 Kandidaten-miRNAs aus FFPE-Gewebeproben von 33 Primartumoren
des kNZK. Es werden dabei die Expressionsunterschiede zwischen metastasierten bzw.
nichtmetastasierten Primartumoren verglichen (Quelle: Heinzelmann et al. 2014).

miRNAs | Chromosom | p-Wert | Fold Change
Vermindert exprimiert in metastasierten Priméartumoren und Fernmetastasen
miR-204 9g21.12 6,9E-04 -12,08
miR-30c 1p34.2/6q13 6,3E-06 -3,40
miR-30a-3p 613 1,0E-03 -2,28
miR-30e-3p 1p34.2 1,8E-04 -2,19
miR-30c-2-3p 6q13 1,1E-03 -2,01
miR-30a-5p 6q13 24E-03 -1,86
miR-30e-5p 1p34.2 1,2E-02 -1,56
Erhdht exprimiert in nicht metastasierten Primartumoren
miR-139-5p 11q13 4 2 8E-05 449
miR-144-5p 17q11.2 1,4E-04 372
miR-451 17q11.2 1,8E-03 324
miR-126-5p 9q34.3 4 6E-04 268
miR-455-3p 9q32 4 8E-03 2,06
miR-126 9g34.3 3 9E-03 1,99
Vermindert exprimiert in nicht metastasierten Primdrtumoren
miR-1246 | 2g31.1 | 7,0E-03 | -3,13

Um die Aussagekraft dieser Ergebnisse zu verifizieren, ist es notwendig, die bereits identifi-
zierten miRNAs an einem unabhéngigen Patientenkollektiv zu validieren. Auf dieser Grund-
lage soll eine spezifische mIRNA-Signatur zur Vorhersage des Metastasierungsrisikos entwi-

ckelt werden.

Zudem wurden bereits in Vorversuchen der urologischen Forschungsgruppe mittels
Proteomanalysen in einer 2D-Elekrophorese potentielle miRNA-Targets der miRNA
miR-30a-3p in Zellkulturmodellen der Zelllinie 786-0 identifiziert (siehe Abbildung 11). In die-
ser Arbeit sollten die bereits identifizierten Proteine als potentielle Targets ebenfalls fir die

mMiRNA miR-30e-3p identifiziert werden.
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Abbildung 11: Proteomanalyse. Aus den Vorversuchen identifizierte miRNA-Zielgene mit-
tels Proteomanalyse in der 2D-Elektrophorese. Beispielhaft aufgefiihrte Ergebnisse aus der
Ermittlung von miRNA miR-30a-3p.

Die Auswertung der Proteomanalyse zeigte einzelne Proteine, welche eine unterschiedliche
Expression zwischen der Probe ohne miRNA Transfektion (Mock) und mit transfizierter
MiRNA miR-30a-3p (Mimic) aufwiesen. Unter einer Transfektion mit der miRNA miR-30a-3p
zeigte sich eine verminderte Proteinexpression einzelner Proteine. Zu diesen moglichen
Zielproteinen der miRNA-30-Familie gehdren unter anderem Cofilin und NDK, welche in die-

ser Arbeit flr die miRNA miR-30e-3p validiert werden sollten.
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3 Ziele der Arbeit

Das NZK stellt den urologischen Tumor mit der hdchsten Mortalitatsrate dar. Entscheidend
fur die Prognose ist hierbei das Metastasierungspotential. Zur friihzeitigen Vorhersage des
Metastasierungsrisikos bzw. zur Einteilung der Patienten in bestimmte Risikogruppen fehlen

momentan geeignete molekulare Marker.

MiRNAs spielen hinsichtlich der Entstehung und Metastasierung von kNZK eine wesentliche
Rolle. In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurden 14 miRNA-Kandidaten identifiziert, wel-
che signifikante Expressionsunterschiede zwischen metastasierten und nichtmetastasierten
Primartumorgeweben des kNZK aufweisen und als mdgliche prognostische Marker zur Ein-

schatzung des Metastasierungsrisikos dienen kénnen.

Um die prognostische Relevanz zu Uberpriifen, sollen die bereits charakterisierte miRNAs
miR-30e-3p und mMiR-139-5p zur Bewertung des Metastasierungsrisikos validiert werden.

Daruber hinaus sollen die spezifischen Targets der miRNA miR-30e-3p identifiziert werden.

Die Expressionsunterschiede zwischen metastasierten und nichtmetastasierten Priméartumo-
ren des kNZK sollen in dieser Arbeit mittels gPCR an einem unabhéngigen Patientenkollektiv
fur die beiden miRNAs miR-30e-3p und miR-139-5p retrospektiv evaluiert werden. Die prog-
nostische Aussagekraft wird durch Korrelation der Expression zu den klinischen Verlaufsda-
ten (metastasierungsfreies Uberleben, Gesamtiiberleben) der Patienten mit biostatistischen

Analysen tberpruift.

Des Weiteren sollen die spezifischen miRNA-Targets der miRNA miR-30e-3p validiert wer-
den. Hierfur wurden in Vorarbeiten potentielle miRNA-Zielgene in Zellkulturmodellen der Zell-
linie 786-O auf Proteinebene fir die miR-30a-3p identifiziert. Die Expression dieser Targets
soll auf Proteinebene in vitro mittels Transfektionsstudien und Western Blot-Analysen fur die

miR-30e-3p Uberprift werden.

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen zur Entwicklung von Signaturen spezifischer miRNAs als
prognostische Marker zur Einschatzung des individuellen Metastasierungspotentials KNZK

dienen, um individualisierte risikoadaptierte Therapiekonzepte zu ermoglichen.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

4.1.1 Biologische Materialien

Fur die Analyse der metastasierungsassoziierten miRNA-Expression wurde das Gewebe von
Patienten verwendet, die in den letzten 20 Jahren in der Klinik fir Urologie und Kinderurolo-
gie des Universitatsklinikums des Saarlandes und in der Klinik flr Urologie der Universitats-
klinik Jena an einem NZK operiert wurden. Die Gewebeproben wurden von einem Patholo-
gen geman der WHO-Klassifikation zugeordnet, entsprechend der Tumor-Nodus-Metastasis-
Klassifikation (TNM-Klassifikation) eingestuft und archiviert. Fur diese Arbeit wurden die in
Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten Gewebebltcke (FFPE-Gewebeblocke) von
100 Primartumoren des klarzelligen NZK verwendet. 50 dieser Gewebeproben stammten
von Patienten, die mindestens 5 Jahre metastasierungsfrei geblieben sind. Die weiteren 50
Gewebeproben stammten von Patienten mit Fernmetastasen. Die metastasierten Proben
wurden so ausgewahlt, dass sowohl Gewebeproben mit synchronen als auch mit metachro-
nen Metastasen zur Verfiugung standen. Des Weiteren wurden zur Kontrolle 10 normale Nie-
rengewebe begutachtet, welche mindestens 3 cm entfernt vom Tumorareal entnommen wur-
den. Eine Kklinische und histopathologische Ubersicht tiber die verwendeten Gewebeproben

ist in Tabelle 13 gezeigt.
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Tabelle 13: Klinische und histopathologische Ubersicht der verwendeten Gewebepro-

ben.

Klinische Daten

_Patienten
Alter (in Jahren)
Geschlecht

T-Kategorie

Grading

Uberleben
Beobachtungszeitraum
(mind. 5 Jahre)

Metastasierungsstatus

Metastasierungszeitraum

Gesamt

Mittelwert/Median (Minimum/Maximum)

mannlich/weiblich

1

3

4

unbekannt

verstorben/lebend
Mittelwert/Median
Minimum/Maximum
nichtmetastasiert/metastasiert
(synchron/metachron)
Mittelwert/Median

Minimum/Maximum

102
63/67 (39/82)
70/32

62

9

30

77

15

1

1

23/79

67/74 Monate
0/134 Monate

48/54 (16/38)

54/61 Monate

0/126 Monate

Normalgewebe (mind. 3cm) Gesamt

10

Fur die Entwicklung von Zellkulturmodellen wurde die Zelllinie 786-O verwendet. Diese Zell-

linie stammt aus einem metastasierten Primartumor des klarzelligen NZK. Sie zeichnet sich

durch hohe proliferative, invasive und migratorische Fahigkeiten aus. Die Verdopplungszeit
fur die Zelllinie 786-0 liegt bei ca. 24 Stunden.
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4.1.2 Gerate und Programme

Luna™ Automated Cell Counter
NanoDrop™ Spektrophotometer ND-1000
REST 2008

StepOnePlus™ System

Typhoon 9410 Scanner

Software ImageJ 1.48v

4.1.3 Chemikalien und Kitsysteme

Logos Biosystems; San Francisco; USA
NanoDrop Technologies; Wilmingtion; USA
M.W. Pfaffl; Minchen; Deutschland
Applied Biosystems; Foster City; USA

HealthCare GmbH; Freiburg; Deutschland

4.1.3.1 Gesamt-RNA-Isolierung, RT-PCR und gPCR

Ethanol 96%

miRNeasy FFPE Kit

miRNeasy Mini Isolationskit

nukleasefreies Wasser

TagMan® Gene Expression Master Mix
TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit
TagMan® Micro-RNA Assay

TagMan® gPCR-Primer

Xylol

4.1.3.2 Zellkultur

Zellkultur 785-O

DharmaFECT 2 Transfection Reagent
38

Sigma-Aldrich; St. Louis; USA
Qiagen; Hilden; Deutschland

Qiagen; Hilden; Deutschland

Qiagen; Hilden; Deutschland

Applied Biosystems; FosterCity; USA
Applied Biosystems; Foster City; USA
Applied Biosystems; Foster City; USA
Applied Biosystems; Foster City; USA

Zentrales Chemikalienlager UdS

Nahrmedium:

e 50% Dulbecco’s Modified Eagle

Medium (DMEM)

e 50% Roswell Park Memorial Insti-

tute Medium (RPMI)
o 10% fetales Kalberserum (FKS)

Dharmacon™ Gelifesciences



Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich; St. Louis; USA

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) Sigma-Aldrich; St. Louis; USA
Fetales Kélberserum (FKS) Sigma-Aldrich; St. Louis; USA
Opti-MEM® Life Technologies; USA

Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS) Sigma-Aldrich; St. Louis; USA

Roswell Park Memorial Institue Medium (RPMI)  Sigma-Aldrich; St. Louis; USA
Trypsin Sigma-Aldrich; St. Louis; USA

Tryptanblau Sigma-Aldrich; St. Louis; USA

4.1.4 Puffer und Lésungen zum Proteinnachweis

4.1.4.1 Zellernte

CHAPS Lysepuffer Tris (pH =7,5) 50 mM
NaCl 150 mM
MgCl, 1 mM
CHAPS 2% (m/v)

Protease Inhibitor 100x (SERVA)

4.1.4.2 SDS-PAGE

4x Trenngelpuffer Tris (pH = 8,8) 15M
4x Sammelgelpuffer Tris (pH = 6,8) 05M
10x Laufpuffer: Tris 250 mM
Glycin 1,92 mM
SDS 0,1% (m/v)
6x Probenpuffer Glycerin 30% (v/v)
(reduzierend) SDS 1% (m/v)
Dithiotriol (DTT) 600mM
Bromphenolblau 1x Spatelspitze

mit 4x Trenngelpuffer auf Endvolumen auffillen

6x Probenpuffer Glycerin 30% (v/v)
(Nicht reduzierend) SDS 1% (m/v)
Bromphenolblau 1x Spatelspitze

mit 4x Trenngelpuffer auf Endvolumen auffiillen

Acrylamid/Bisacrylamid Acrylamide/Bis Solution, 37 5:1 SERVA
(A/B)



10% APS
TEMED

Proteinstandard

4.1.4.3 Western Blot

Transferpuffer

4.1.4.4 Immundetektion
10x TBS-Tween

BSA-Blockldsung

Milch-Blocklésung

10x NETG-Blockldsung

Antikorper
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Amoniumpersulfat10% (m/v)

N,N,N‘,N‘-Tetramethyl-ethylenediamine (SERVA)

SERVA Dual Color Protein Standard 11l (SERVA)

Tris
Glycin
Methanol

Tris

NacCl
Tween 20
pH=7,6

TBS-Tween
BSA

TBS-Tween
Milchpulver

Tris

NaCl
EDTA
Tween 20

Gelatine

In ddH,0 in Mikrowelle 16sen

pH=7,5

48 mM
39 mM
15% (v/v)

248 mM
1,37 M
1% (v/v)

1x
1,5% (m/v)

1x
1-5% (M/v)

0,5M
15M

50 mM
0,5% (v/v)
0,4% (m/v)

Cofilin (D3F9) XP™ Rabbit mAb, Cell Signalling # 5175
GAPDH (14C10) Rabbit mAb, Cell Signalling # 2118
NDK (D18F10) Rabbit mAb, Cell Signalling # 5389
a-Rabbit-1gG-Alexa488, Dianova # 111-545-003



4.2 Methoden

4.2.1 Gesamt-RNA Isolierung

Fur die Isolierung der Gesamt-RNA wurden zwei unterschiedliche Isolierungsmethoden an-
gewendet. Die Gesamt-RNA lIsolierung aus den FFPE-Gewebeblocken erfolgte mithilfe des
miRNeasy FFPE Kit von Qiagen. Fir die Isolierung der Gesamt-RNA aus Zellkulturen wurde

das miRNA mini Isolationskit von Qiagen verwendet.

4.2.1.1 Gesamt-RNA Isolierung aus Primartumoren und Normalgeweben

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus den Tumor- bzw. Normalgeweben erfolgte mittels des
miRNeasy FFPE Kits von Qiagen nach Herstellerangaben. Dafir wurden zunéchst die
Tumorareale mit einem Tumorzellgehalt von Gber 85% nach HE-Farbung ausgewahlt. Aus
den archivierten FFPE-Gewebebldcken wurden sowohl aus den Tumorarealen als auch aus
den Normalgeweben 10 x 7 um dicke Paraffinschnitte mit Hilfe eines Mikrotoms angefertigt
und jeweils in ein 1,5 ml Reaktionsgefald gegeben. Im ersten Schritt wurde jeweils 1 ml
Ethanol zugegeben, die Probe fir 10 s auf einem Ruttler kréaftig geschiittelt und bei 13.400
rpm fir 2 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde vorsichtig entfernt, ohne das Zellpellet zu
zerstoren. Damit sich das Paraffin vollstandig vom Gewebe |8st, wurde im nachsten Schritt 1
ml Xylol unter einem Abzug hinzugegeben. Die Durchmischung und Zentrifugation wurde wie
im vorangegangenen Arbeitsschritt wiederholt und der Uberstand vorsichtig abgenommen.
Um das Xylol nun restlos vom Gewebe zu entfernen, wurde anschlielend nochmals 1 ml
Ethanol zur Probe gegeben. Darauffolgendes Mischen und Zentrifugieren fir 2 min bei
13.400 rpm sorgten dafir, dass sich die fur die nachsten Vorgange bendtigten Zellbestand-
teile als Zellpellet am Boden des ReaktionsgefaRes abgesetzt hatten. Der Uberstand wurde
mit einer kleinen Pipette weitestgehend entfernt. Die Proben wurden mit offenem Deckel bei
37 °C im Heizblock inkubiert, bis sich das restliche Ethanol verfliichtigt hatte. Die aufbereite-
ten Proben wurden nun in 240 yl PKD Puffer geldst. Nach Zugabe von 10 pl Proteinase K
wurden die Proben bei 56 °C fur 15 min inkubiert und im Folgenden bei 80 °C fur 15 min in-
kubiert. Wichtig war hierbei, dass die Proben bei der Temperaturumstellung des Heizblockes
von 56 °C auf 80 °C bei Raumtemperatur belassen wurden. Nach abgelaufener Zeit erfolgte
eine Eisinkubation fur 3 min. Die Proben wurden anschlieRend fir 15 min bei 13.500 rpm
zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues ReaktionsgefalR? tberfiihrt und einer DNAse |
Behandlung tber 15 min bei Raumtemperatur unterzogen, um eventuell vorhandene geno-
mische DNA abzubauen. AnschlieRend wurden 500 pl RBC Puffer hinzugegeben und das

Reaktionsgefald kurz geschittelt. Das Lysat wurde restlos in 1.750 pl Ethanol tberfuhrt und
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die Proben wurden so lange geschwenkt, bis keine Schlieren mehr zu sehen waren. Darauf-
hin erfolgte die Uberfiihrung von 700 pl in ein Saulenreaktionsgefal, welches fiir 15 s bei
10.000 rpm zentrifugiert wurde. Der Durchfluss am Boden des Saulenreaktionsgefales wur-
de verworfen und wiederum 700 pl Probe auf das Saulenreaktionsgefal? gegeben. Dieser
Arbeitsschritt wurde so oft wiederholt, bis das Lysat-Ethanol-Gemisch vollstandig zugegeben
worden war. Daraufhin folgten zwei Waschschritte mit jeweils 500 pl RPE Puffer, in welchen
Salze, Proteine und andere zellulare Bestandteile von der Filtermembran entfernt wurden.
Danach wurde der Filter auf ein neues Reaktionsgefal3 gesetzt und die isolierten RNA-
Molekile mit 30-50 pl nuclease-freiem Wasser bei 13.400 rpm fur 1 min eluiert. Die isolierten
Proben wurden bei -20 °C eingefroren.

4.2.1.2 Gesamt-RNA Isolierung aus Tumorzelllinien

Die Isolierung der Gesamt-RNA aus den Zellen der Zelllinien erfolgte mit Hilfe des miRNA
mini Isolationskit der Firma Qiagen nach Herstellerangaben. Hierflr wurden jeder Probe 700
ul Qiazol Lysis Puffer von Qiagen unter dem Abzug hinzugegeben. Die Proben wurden da-
nach geschiittelt und kurz herunterzentrifugiert. Das Gewebe wurde fir 5 min bei Raumtem-
peratur inkubiert. Um eine Separation der RNA-Molekile zu erreichen, erfolgte eine Zugabe
von 140 ul Chloroform (ebenfalls unter dem Abzug). Es erfolgte eine Durchmischung fir 15 s
und eine Inkubation fir 2-3 min bei Raumtemperatur. Im nachsten Arbeitsschritt erfolgte eine
15 mindtige Zentrifugation bei 12.000 rpm bei 4 °C. Nach der Zentrifugation bildeten sich in
den Proben drei unterschiedliche Phasen: eine obere wassrige Phase, welche die RNA-
Bestandteile enthielt, eine mittlere Phase aus DNA bestehend und eine untere Phase, wel-
che die Proteine und Fette beinhaltete. Nun galt es darauf zu achten, dass lediglich die obe-
re wassrige Phase mit der gewiuinschten Gesamt-RNA in ein neues Reaktionsgefald uberfuhrt
wurde (ca. 350 pl).

Dem Gemisch wurden anschlieRend 525 ul Ethanol hinzugefiigt. Davon wurden 700 pl auf
ein Saulenreaktionsgefall Uberfihrt und fir 15 s bei 10.000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss
wurde verworfen und der Vorgang wurde mit dem restlichen Probenvolumen wiederholt. Der
Durchfluss wurde verworfen und es wurden wiederum zwei Waschschritte mit jeweils 500 pl
RPE Puffer durchgefiihrt. Im Anschluss wurde der Filteranteil des S&ulenreaktionsgefalies
auf ein neues Reaktionsgefald gesetzt und fur 1 min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifu-
giert. Dieser Vorgang diente der Filtertrocknung in der Saule. Danach wurde der Filter auf ein
neues Reaktionsgefald gesetzt und die isolierten RNA-Molekile mit 30-50 pl nukleasefreiem
Wasser (je nach Probenvolumen) bei 13.400 rpm fiir 1 min eluiert. Die RNA-Konzentrations-
und Qualitatsmessung erfolgte nach Punkt 4.2.2.. Die isolierten Proben konnten fir die wei-

teren Arbeitsschritte bei -20 °C eingefroren werden.
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4.2.2 Gesamt-RNA Konzentrations- und Qualitatsmessung

Die Konzentration und Reinheit der isolierten Gesamt-RNA wurde mithilfe des NanoDrop™
1000 Spectrophotometers gemessen. Zur Initialisierung des Gerates wurde 10 pl nuclease-
freies Wasser auf die Messoberflache gegeben. Danach erfolgte eine Nullpunkteinstellung
mit 1,5 pl nuclease-freiem Wasser. Fir die Messung wurde die Probe ggf. aufgetaut, kurz
durchmischt und 1,5 ul auf die Messoberflache gegeben.

Der verwendete NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer ist in der Lage, die Lichtabsorption
von Nukleinsaurelésungen bei einer Wellenlange von 260/280 nm bzw. 260/230 nm photo-
metrisch zu bestimmen. Das Verhéltnis der Absorption von 260/280 nm wird zur Bestimmung
der Reinheit der RNA-Probe verwendet. Das bevorzugte Verhaltnis von 260/280 nm liegt
dabei zwischen 1,8 und 2,0. Sollte das Verhaltnis wesentlich niedriger liegen, weil3t dies auf
eine Verunreinigung mit Proteinen, Phenol oder anderen Lésungsmitteln hinweisen, welche

bei 280 nm ebenfalls stark absorbieren.

Zusatzlich wird die Absorption bei 260/230 nm gemessen. Das Verhaltnis liegt dabei in der
Regel zwischen 2,0 und 2,2. Ist dieses Verhdltnis wesentlich niedriger, ist dies auf eine mog-
liche Verunreinigung mit Losungsmitteln zurtickzuftihren, die bei einer Wellenlédnge von 230

nm absorbieren. Dies waren beispielsweise EDTA, Kohlenhydrate und Phenol. Nachfolgen-

de Abbildung 12 veranschaulicht eine exemplarische Messung.

ecardin: | Measurement complete 25.07.2016 13:43 =
xit
Show Report § User Default
Owverlay control . Clear graph each Sample [E Sample Type RNA-40 —I

Re-blank Print Screen
Blank Print Repart
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30,00 //\\ Sample ID 1793
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Sample# 7

A 230 Zjinm Abs.| 15,407
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= =5 o
o = =1
= =1 =1
| |
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Abbildung 12: Typischer RNA Peak bei einer Messung durch den NanoDrop™
Spectrophotometer.
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4.2.3 Reverse Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

Um die unterschiedliche Expression der miRNA in den einzelnen Proben nachweisen zu
kénnen, wurde eine Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) ange-
wandt. Dabei wurde die isolierte Gesamt-RNA zuerst mit einem speziellen Enzym, der Re-
versen Transkriptase (RT), in komplementare DNA (cDNA) umgeschrieben. Bei diesem Vor-
gang wird ein ergédnzender Strang hergestellt. Die cDNA kann nun als DNA-

Ausgangssequenz in der gPCR vervielfaltigt werden.

Im ersten Arbeitsschritt der reversen Transkription erfolgte die Vorbereitung des RT-
Primerpools. Dafiir wurden die 5x RT-Primer, welche jeweils spezifisch fur die beiden miRN-
As miR-30e-3p und miR-139-5p und die Referenz RNU48 sind, aus dem Tag-Man® Micro-
RNA Assay von Applied Biosystems verwendet (siehe Tabelle 14).

Tabelle 14: Spezifische Sequenzen der miRNA-Primer.

miRNA Primersequenz

RNU48 GATGACCCCAGGTAACTCTGAGTGTGTCGCTGATGCCATCACCGCAGCGCTCTGACC
miR-30e-3p CUUUCAGUCGGAUGUUUACAGC

MiR-139-5p UCUACAGUGCACGUGUCUCCAG

Die Konzentration jedes RT-Primers sollte 0,05x im Endvolumen des RT-Primerpools betra-
gen. Um 200 pl RT-Primerpool herzustellen, mussten demnach 2 pl pro RT-Primer in ein
Reaktionsgefald gegeben werden und mit 194 pul nuclease-freiem Wasser aufgefillt werden.

Ein Beispiel zur Herstellung des Primerpools zeigt nachfolgende Tabelle 15.

Tabelle 15: Beispiel zur Herstellung eines Primerpools.

Anzahl der Primer Primer Pool Volumen Wasser Totales Volumen

3 6 ul (2ul pro Primer) 194 pl 200 pl

Nach Herstellung des RT-Primerpools erfolgte das Ansetzen eines RT-Mastermixes mithilfe
des TagMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit von Applied Biosystems. Die Reagenzien

des RT-Mastermixes sind in Tabelle 16 aufgefthrt.
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Tabelle 16: Reaktionsansatz zur cDNA Herstellung pro Probe.

Material Menge
Nuclease freies Wasser 1,01 ul
100 mM dNTPs 0,30 ul
10 x RT Puffer 1,50 pl
RNAse Inhibitor, 20 U/ul 0,19 ul
RT Primer Pool 6 ul
Multiscribe RT, 50 U/pl 3ul
Total 12 ml

Pro Probenansatz wurden anschlieRend 3 pl RNA mit einer Konzentration von 33,3 ng/ul und
12 pl RT-Mastermix in ein Reaktionsgefald gegeben. Der Reaktionsansatz fir die RT-PCR
hatte somit ein Gesamtvolumen von 15 ul. Die Proben wurden kurz durchmischt, herunter-
zentrifugiert und dann fir 5 min auf Eis inkubiert. Anschliel3end erfolgte die RT-PCR im
Thermocycler nach dem Programm aus Tabelle 17.

Tabelle 17: Programm des Thermocyclers.

Zeit in min Temperatur in °C  Vorgang

30 16 Primerhybridisierung
30 42 Elongation

5 85 Denaturierung

o0 4

Nach Beendigung des Programms lag die Gesamt-RNA mit einem Doppelstrang als cDNA

vor und die Proben konnten bei -20 °C gelagert werden.
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4.2.4 Quantitative Echtzeit-polymerase chain reaction (QPCR)

Bei der gPCR kann mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen die Zunahme von PCR-Produkten in
Echtzeit verfolgt werden. Um dies zu ermdglichen, wird die PCR im Lightcycler unter Ver-
wendung spezifischer TagMan® Sonden und spezifischen Primern durchgefihrt. Die Beson-
derheit der TagMan® Sonden liegt darin, dass diese die spezifische Sequenz des zu unter-
suchenden Primers enthalten und somit an die zu amplifizierende Zielsequenz binden kon-
nen. Zuséatzlich enthalten die Sonden einen Reporter-Farbstoff am 5’-Ende und einen Quen-
cher-Farbstoff am 3’-Ende. Um die Fluoreszenz des Reportermolekiils freizusetzen wird die
Sonde vom 5°-Ende her durch die 5’-3' Exonuklease-Aktivitdt der DNA-Polymerase von der
Zielsequenz verdrangt und abgebaut und somit der Reporter vom Quencher getrennt (siehe
Abbildung 13). Erst jetzt kann die Fluoreszenz des Reportermolekils detektiert werden. Die
Zunahme der Intensitat der Fluoreszenz ist dabei proportional zu der Entstehung von PCR-
Produkten (Schutt and Broker 2011).

Polymerisation
y R=Reporter

Foward (R) Q) Q=Quencher
Primer N Probe N .
3 5
5 3
G — &'
Reverse
B
Verdrangung der Probe (,9‘ e
\" <\ v’v.ci)\'\
5 \ e 3
e 5
5 3
Abspaltung des ) /\,,R,/.‘\ )
Reportermolekiils il B ~
\ (Q)
\ , . en? 4
5 > =7\ A
3 5
5 3
- 5'
. N 7N\
Vervollstandigung der -(R) Q)
Polymerisation T e g 1 — 3
5 4
3 s
5' 3

< 5

Abbildung 13: Prinzip der Tag-Man Sonde (Quelle: Real-Time PCR n.d.)

Fur die Amplifikation der hergestellten cDNA wurde fir jede einzelne miRNA bzw. ihren Pri-
mer ein PCR-Masteransatz bengétigt. Dieser setzte sich nach der Anleitung in Tabelle 18 zu-

sammen.
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Tabelle 18;: PCR-Mastermixansatz.

Primer (20x) 0,5 ul
Gene Mastermix 5l
Nuclease freies Wasser 3,5 ul
Total oul

Jede Probe wurde in 3 technischen Replikaten angesetzt und pro Primer wurden 2 Negativ-
kontrollen (non template control - NTC) auf eine 96-Well-Platte aufgetragen. Zu jedem An-
satz wurden 1 pl aus der zu amplifizierenden Probe mit der vorherigen hergestellten cDNA
bzw. nukleasefreies Wasser hinzugefiigt. Als Referenz wurde fir jede Probe die RNU48
verwendet, welche bereits in den vorangegangen Studien eine stabile Expression aufwies.
Die Platte wurde mit einer Folie luftdicht verschlossen und fir 1 min bei 1000 rpm zentrifu-
giert. Anschliel3end erfolgte die Amplifikation fur 40 Zyklen im StepOnePlus™ System von
Applied Biosystems nach einem festgelegten Amplifikationszyklus, welches in Tabelle 19

beschrieben wird.

Tabelle 19: Amplifikationszyklus der gPCR.

Aktivierung des AmpliTag PCR

Gold Enzyms
Schritt Hold 40 Zyklen
Zeit 10 min 15s 60 s
Temperatur 95 °C 95 °C 60 °C
Vorgang Enzymaktivierung Denaturierung  Annealing und Extension

Nach Ablauf der PCR werden die unterschiedlichen Crossing-point-Werte (CP-Werte) vergli-
chen. Der CP-Wert gibt dabei den Wert an, an dem die Probe aus der Hintergrundfluores-

zenz hervortritt. Dieser sollte zwischen 20-35 Zyklen liegen.

4.2.4.1 Ermittlung der Primereffizienzen

Um die Ergebnisse aus der gPCR statistisch auswerten zu kdnnen, erfolgte die Ermittlung
der Primereffizienzen. Die ermittelte Effizienz gibt die Vervielfaltigung der RNA pro Zellzyklus
an. Wenn die gesamte RNA pro Zyklus verdoppelt wird liegt dieser Wert bei 2,0. Die Pri-
mereffizienzen wurden durch eine 10er Verdinnungsreihe mit Hilfe der gPCR ermittelt.

47



4.2.5 Zellkulturen

Die folgenden Methoden wurden unter einer Sterilwerkbank und mit sterilisierten oder steril
gelieferten Materialien durchgefihrt. Zur Desinfizierung vor und nach dem Gebrauch wurde
70%iges Ethanol verwendet.

4.2.5.1 Auftauen adharenter Zellen aus Stickstoff

Die in flissigem Stickstoff gelagerten Zelllinien wurden mit Hilfe von 8 ml Kulturmedium auf-
getaut. Anschliel3end erfolgte eine Zentrifugation flr 3 min bei 1.100 rpm, wodurch die Zellen
sedimentiert wurden. Der Uberstand wurde abgesaugt und das Zellpellet in 2 ml frischem
Kulturmedium resuspendiert. Die Zellsuspension konnte nun in eine mit frischem Medium
vorbereitete Zellkulturflasche tberfiihrt werden (10 ml Gesamtvolumen bei einer 75 cmz gro-

Ren Kulturflasche und 2 ml Gesamtvolumen bei einer 25 cm? Kulturflasche).

4.2.5.2 Subkultivierung adharenter Zellen mit Trypsin/EDTA

Zur Subkultivierung von Zellen wurde zunéchst das Zellkulturmedium abgesaugt. Darauf
folgte eine Waschung der Zellen mit PBS (5 ml bei 75 cm2 und 2 ml bei 25 cm?), um die Res-
te des Mediums aus der Kulturflasche zu entfernen. Damit die Zellen sich vom Flaschenbo-
den lésten, wurde im nachsten Arbeitsschritt der Monolayer mit Trypsin in Kombination mit
EDTA Uberschichtet (1 ml bei 75 cm?2 und 0,5 ml bei 25 cm?2). Trypsin ist ein proteolytisches
Enzym, welches die Bindung zwischen zellularen Rezeptoren angreift und somit zu einer
gewiinschten Zellvereinzelung fuhrt. Zuséatzlich destabilisiert das Calcium, welches sich im
EDTA befindet, die Ca2" abhangigen Bindungen zwischen den einzelnen Proteinen. Um op-
timale Arbeitsbedingungen fir das Trypsin/EDTA zu schaffen, wurde die Kulturflasche fiir
einige Minuten im Brutschrank bei 37°C inkubiert. Die Zellkulturflaschen wurden optisch kon-
trolliert, ob sich die Zellen abgeldst hatten. Im Folgenden wurde die Enzymreaktion durch die
Zugabe von Kulturmedium gestoppt (3 ml bei einer 75 cm2 grofRen Kulturflasche und 2 ml bei
einer 25 cm? groRen Kulturflasche). AnschlieBend wurde die Zellsuspension vollstandig in
ein Zentrifugenrohrchen Uberfahrt und fir 3 min bei 1.100 rpm zentrifugiert. Nach Zentrifuga-
tion konnte der Uberstand abgesaugt werden und das Zellpellet mit 2 ml Kulturmedium re-
suspendiert werden. Nach diesem Schritt war es mdglich, eine Zellz&hlung durchzufuhren.
War dies nicht erwiinscht, konnte ein Anteil der Suspension mit der geschatzten Zellzahl
direkt in ein neues Zellkulturgefal? dbernommen und mit frischem Kulturmedium aufgefillt

werden (4,5 ml bei 25 cm? bzw. 12 ml bei 75 cm?).

4.2.5.3 Zellzahlung und Aussaat

War eine Zellzahlung notwendig, erfolgte dies mit dem Zellzéhlsystem Luna™. Hierflr wur-
den 10 pl Zellsuspension mit 10 pl Tryptanblau in eine Zahlkammer gegeben. Fir die Trans-
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fektion der Zellen auf eine 6-Well-Platte wurden die Zellen so ausgesat, dass sie nach 3 Ta-
gen zu 60-70% konfluent waren. Hierfir wurden 30.000 Zellen in 2 ml Kulturmedium in ei-
nem Well eingesetzt. Fir die eigentliche Transfektion wurden die Zellen im Brutschrank auf-
bewahrt. Spatestens 24 h nach der Aussaat wurde den Zellen fir 4 h ein FKS-freies Kultur-

medium hinzugefligt, um spéter eine bessere Aufnahme der miRNA zu erzielen.

4.2.5.4 Transfektion

Fur einen Transfektionsansatz wurde ein Reaktionsgefal? mit 2 pl miRNA miR-30e-3p und
198 pl Opti-MEM® und ein weiteres Reaktionsgefald mit 1 pl DharmaFECT und 199 pl Opti-
MEM® vorbereitet. Die Reagenzien wurden fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Der
Inhalt der beiden ReaktionsgefaRe wurde daraufhin vereinigt und nochmals fiir 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert, sodass die miRNA mit dem Transfektionmedium Lipidkomplexe
ausbilden konnte. Fur eine MOCK-Kontrolle wurde der gleiche Ansatz vorbereitet, jedoch
ohne miRNA, das Volumen der miRNA wurde mit Opti-MEM® aufgefillt. Im nachsten Ar-
beitsschritt wurden jedem Reaktionsgefal? 1.600 yl Medium hinzugefiigt. Das alte Medium
wurde aus der 6-Well-Platte abgesaugt und je 2 ml der Reagenz pro Well hinzugeflgt. Die
Zellen wurden im Brutschrank gelagert und es erfolgte ein Kulturmediumwechsel nach ma-
ximal 24 h.

4.2.5.5 Zellernte

4.2.5.5.1 Zellernte fur eine Gesamt-RNA Isolierung

Zur Ernte von Zellen wurde zunachst das Zellkulturmedium abgesaugt. Darauf folgte eine
Waschung der Zellen mit 1 ml PBS pro Well. Damit die Zellen sich vom Flaschenboden 16s-
ten, wurde im nachsten Arbeitsschritt der Monolayer in jedem Well mit jeweils 0,5 ml
Trypsin/EDTA uUberschichtet, im Folgenden mit 1 ml Kulturmedium abgespult und in ein Re-
aktionsgefal gegeben. Es erfolgten zwei Zentrifugationsschritte bei 1.100 rpm fur 3 min, in
denen das Zellpellet mit jeweils 1 ml PBS gewaschen wurde. Das Zellpellet konnte nun
bei -80 °C eingefroren werden oder direkt zur weiteren Gesamt-RNA-Isolierung, wie in Punkt

4.2.1.2. beschrieben, verwendet werden.

4.2.5.5.2 Zellernte fir den Proteinnachweis

Wurde die 6-Well-Platte fiur die Proteinbestimmung benétigt, so wurde das alte Medium ab-
gesaugt und jedes Well mit 2 ml PBS gewaschen. Im folgenden Schritt wurden 100 pul Lyse-
puffer bestehend aus 99 ul CHAPS-Puffer und 1 pl Protease-Inhibitor-Mix auf jedes einzelne
Well gegeben. Die Proben wurden auf Eis gestellt, mit einem Schaber abgeerntet und in ein

1,5 ml Reaktionsgefal3 Uberfihrt. Das Lysat konnte nun ebenfalls bei -80 °C eingefroren
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werden oder ggf. zum direkten Proteinnachweis verwendet werden. Hierfir wurden die Pro-
ben bei 4°C fur 5 min bei 12.000 rpm zentrifugiert und der Uberstand in ein neues Reakti-
onsgefal3 Uberfuhrt. Dann erfolgte eine Proteinkonzentrationsmessung bei einer Extinktion

von 280 nm mithilfe des NanoDrop™ 1000 Spectrophotometers.

4.2.6 Proteinnachweis

4.2.6.1 SDS-PAGE

Bei der SDS-PAGE wurden die Proteine, welche zuvor durch die Zelllyse gewonnen worden
waren, nach ihrem Molekulargewicht in einem elektrischen Feld aufgetrennt. Daflr wurde

sowohl ein Trenngel, als auch ein Sammelgel gegossen (Rezepturen siehe Tabelle 20).

Tabelle 20: Rezept fur zwei Minigele.

Zutat Trenngel Sammelgel
7% 10% | 12,5% | 15% 5%

30% Acrylamide/N,N‘- 23ml | 33ml |[42ml| 5ml 420 pl

Methylenebisacrylamide (A/B)

ddH,O doppelt destilliertes Wasser 5ml 4 ml 3,1ml| 2,3ml 1,4 ml

4x Trenngelpuffer//Sammelgelpuffer 25ml | 25ml | 25ml| 25ml 625 pl

10% Sodium bzw. Natriumdodecyl- 100l | 200 i | 100 pl | 100 pl 25 ul

sulfat (SDS)

TEMED N,N,N’,N’- 15 pl 15 ul 15ul | 15l 3,75 ul

Tetramethyl-ethylenediamin

10% APS Amoniumpersulfat 60 ul 60 ul 60 ul | 60 ul 15 pl

Zur Vorbereitung wurden die Proben im Verhéltnis 1:6 mit 6x Probenpuffer versetzt und fur
5 min bei 80 °C erhitzt. Fur die Elektrophorese wurde der Laufpuffer in die Kammer eingefuillt
und die Geltaschen mit den Proben und einem Proteinstandard zur Kontrolle beladen. Die
Proteine wurden bei einer konstanten Stromstarke von 20 mA aufgetrennt. Die Laufzeit dau-
erte solange, bis die Unterseite des Gels erreicht war (ca. 60 min).

4.2.6.2 Western Blot

Nachdem die Proteine zuvor nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt worden waren, war
es notig, durch einen Western Blot den Proteintransfer durch ein semi-dry Verfahren vom
Polyacrylamidgel auf eine PVDF-Membran durchzufiihren. Dieser Transfer gab die Vorlage
fur die spatere Immundetektion.
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Das zuvor bei der Elektrophorese verwendete Gel wurde fir 10 min mit Transferpuffer equili-
briert. Wahrenddessen wurden die Membran und das Filterpapier auf die GroRe des Gels
zurechtgeschnitten und die Membran fir 15 s in Methanol aktiviert. Danach erfolgte ebenfalls
die Equilibrierung der Membran und des Filterpapiers im Transferpuffer. Zur Durchfiihrung
des Semi-Dry Blots mussten das Filterpapier, die Membran und das Gel gemaR folgender
Abbildung 14 angeordnet werden.

Kathode

Filterpapier
Gel
PVDF-Membran

Transferrichtung

Filterpapier

Anode

Abbildung 14: Aufbau des Western Blots (Quelle: Eisenreich 2009).

Die dabei eingeschlossenen Luftblasen wurden ausgewalzt. Der Proteintransfer erfolgte bei
einer konstanten Stromstarke von 2 mA/cm? fur 30 min.

4.2.6.3 Immundetektion

Der Proteinnachweis auf der PVDF-Membran erfolgte tber Antikdrper und Fluoreszenz.
Hierfir musste zunachst eine Blockierung der freien Proteinbindungsstellen mit 3%iger BSA
Blockldésung durchgefiihrt werden. Dies erfolgte flr 20 min bei 37 °C. Nach der Blockierung
erfolgte die Inkubation mit Primarantikérpern (Verdiinnung 1:1000) bei 4 °C Uber Nacht. Es
handelte sich dabei um Antikérper gegen Cofilin, NDK und GAPDH, dabei wurde die Memb-
ran entsprechend der GréRe der nachzuweisenden Proteine geteilt. Die jeweiligen Membra-
nen mussten nach der Primarantikérperbindung 3x fir 5 min mit TBS-Tween Puffer gewa-
schen werden, bevor sie fir 30 min bei Raumtemperatur mit dem a-Rabbit-lgG-Alexa488
Sekundarantikorper (Verdiinnung 1:500) inkubiert wurden. Danach erfolgten 3 weitere Wa-

schungen fir je 5 min. Die PVYDF-Membranen wurden anschlie3end getrocknet.

51



4.2.7 Statistische Analysen

4.2.7.1 Auswertung der Expressionsanalysen

Die Ergebnisse der gPCR wurden mit dem Relative Expression Software Tool (REST) statis-
tisch ausgewertet. Dies ist ein Softwareprogramm, welches die Real-Time-PCR-Ergebnisse
zwischen zwei Probengruppen vergleichend auswertet. Zur Beurteilung der unterschiedli-
chen miRNA-Expression in metastasierten, nichtmetastasierten und normalen Geweben
wurde ein p-Wert von < 0,05 festgelegt. Die Definition der unterschiedlichen Signifikanzlevel

ist in nachfolgender Tabelle 21 dargestellit.

52



Tabelle 21: Definierte Signifikanzlevel

p-Wert Bezeichnung Kennzeichnung
0,05-0,01 signifikant *
< 0,01 -0,001 hoch signifikant o
< 0,001 hdchst signifikant bl

Um die miRNA-Expression zwischen den metastasierten und nichtmetastasierten Tumoren
zu vergleichen, wurden mit Hilfe des Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) Ver-
sion IBM SPSS Statistics 24 Boxplot-Diagramme erstellt. Die Signifikanz der Ergebnisse
wurde mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests ausgewertet.

Zusatzlich wurde die Aussagekraft zum metastasierungsfreien Uberleben und zum Gesamt-
uberleben anhand der unterschiedlichen miRNA-Expressionen mit SPSS Statistics analy-
siert. Hierfir wurden mit den normalisierten C-Werten Receiver Operating Characteristic
(ROC)-Kurven erstellt. Mit Hilfe der ROC-Analyse wurde fir die beiden miRNAs miR-30e-3p
und miR-139-5p ein sogenannter Grenzwert (Cut-Off Wert) bestimmt. Dieser Wert gibt den
Schwellenwert an, bei welchem mdglichst préazise die metastasierten Tumoren von nichtme-
tastasierten Tumoren unterschieden werden konnen. Dieser Cut-Off Wert sollte eine mog-
lichst hohe Sensitivitat und Spezifitdt aufweisen. Die Testqualitat wurde durch Flache unter
der Kurve (AUC — Area under curve) berechnet. Eine optimal beschriebene Kurve sollte da-

bei eine Flache tUber 0,8 aufweisen.

Durch die Bestimmung der Cut-Off-Werte, mit denen sich die metastasierten und nichtmeta-
stasierten Tumoren unterscheiden lieRen, konnten Kaplan-Meier-Analysen durchgefuhrt
werden. Die Ermittlung der Signifikanz erfolgte durch den log-rank Test mit einem p-Wert von
< 0,05.

Um die Unterschiede im metastasierungsfreien Uberelben und Gesamtiiberleben fiir jede

MiRNA abschéatzen zu kdnnen, wurden Kaplan-Meier-Analysen verwendet.

4.2.7.2 Auswertung der Zellkultur

Um die durchgefuihrte Immundetektion zu tberprifen wurden die PVDF-Membranen mit dem
Typhoon Scanner eingescannt und als Dateien im Graustufenformat ausgewertet. Dazu
wurde die unterschiedliche Intensitat der ausgewahlten Banden mit der Software ImageJ
1.48v berechnet. Dabei wurde das Verhdltnis von der miRNA-Bande zur Mock-Bande als
interne Normalisierung festgelegt. Bei der Beladung wurde das Verhaltnis zwischen der Pro-

teinbande und der Bande von GAPDH normalisiert.
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5 Ergebnisse

5.1  Validierung der Korrelation zwischen miRNA-Expression und Metastasierung

Basierend auf den Microarray-Analysen wurden aus den bereits identifizierten 14 Kandida-
ten-miRNAs die beiden miRNAs miR-30e-3p sowie miR-139-5p fur die Validierung an einer
unabhangigen Kohorte ausgewahlt. Die Validierung erfolgte mit Hilfe einer gPCR-Analyse.
Zunachst musste die Effizienz fur die verwendeten Primer (miR-30e-3p, miR-139-5p und

RNUA48) ermittelt werden. Die Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle 22 dargestellt.

Tabelle 22: Effizienzen der verwendeten Primer fir die miRNA miR-30e-3p und
miR-139-5p sowie fur die Referenz RNU48.

Primer Effizienz
RNU 48 1,95
miR-30e-3p 1,87
miR-139-5p 191

Die Ergebnisse der gPCR wurden mit der REST Software statistisch ausgewertet. Dabei
wurden die miRNA-Expressionslevel beider miRNAs in nichtmetastasierten (n = 48) und me-
tastasierten (n = 54) Tumoren verglichen und Normalgewebe (n = 10) zur Kontrolle hinzuge-
zogen. Die nachfolgende Abbildung gibt die Verteilung der normalisierten C-Werte fir die
mMiRNA miR-30e-3p wieder (siehe Abbildung 15).

Die Auswertung ergab fur die miRNA miR-30e-3p hdchstsignifikante Expressionsunterschie-
de (p = 0,001) zwischen den nichtmetastasierten und den metastasierten Tumoren. Die
MiRNA-Expression in metastasierten Tumoren war um das 1,5-fache gegentber den nicht-
metastasierten Tumoren herunterreguliert (Fold Change = 0,67). Zudem war der Vergleich
von Normalgewebe und metastasierten Tumoren signifikant (p = 0,016). Die Expression war
bei den metastasierten Tumoren im Vergleich zum Normalgewebe um das 1,6-fache vermin-
dert (Fold Change 0,638). Bei dem Vergleich der miRNA miR-30e-3p zwischen Normalge-
webe und nichtmetastasierten Tumoren fand sich kein relevanter Expressionsunterschied
(p = 0,621).
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Abbildung 15: Vergleich der normalisierten Expressionswerte der miRNA miR-30e-3p
zwischen Normalgeweben, nichtmetastasierten Tumoren sowie metastasierten Tumo-
ren. Ermittlung des p-Wertes durch Mann-Whitney-U-Test.

In der nachfolgenden Tabelle 23 sind der Fold Change (1/Fold Change), die 95%-
Konfidenzintervalle und die p-Werte fur die miRNA miR-30e-3p zusammengefasst darge-
stellt.
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Tabelle 23: Zusammenfassung der Ergebnisse der miRNA miR-30e-3p aus den
Ct-Werten der gPCR-Analyse.

Probengruppen Fold Change 95% KiI p-Wert
(1/Fold Change)

Normalgewebe gegen nichtmetasta- 0,953 (-1,1-fach) 0,245 — 4,147 0,621
sierte Tumore

Normalgewebe gegen metastasierte 0,638 (-1,6-fach) 0,151 - 3,015 0,016
Tumore

Nichtmetastasierte Tumore gegen 0,67 (-1,5-fach) 0,112 — 3,460 0,001
metastasierte Tumore

Fur die miRNA miR-139-5p wurde zwischen den nichtmetastasierten Tumoren und den me-
tastasierten Tumoren ein héchst signifikanter (p < 0,001) Expressionsunterschied nachge-
wiesen. Die miRNA-Expression in den metastasierten Tumoren war um das 2,1-fache im
Vergleich zu den nichtmetastasierten Tumoren herunterreguliert. Die Gegeniberstellung
zwischen Normalgeweben und nichtmetastasierten Tumoren wies keine signifikant (p = 0,51)
differentielle Expression auf. Bei dem Vergleich der Normalgewebe mit den metastasierten
Tumoren war das Ergebnis ebenfalls nicht signifikant (p = 0,098). Die nachfolgende Abbil-
dung gibt die Verteilung der normalisierten Cr-Werte fir die miRNA miR-139-5p wieder (sie-
he Abbildung 16).
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Abbildung 16: Vergleich der normalisierten Expressionswerte zwischen Normalgewe-
ben, nichtmetastasierten Tumoren sowie metastasierten Tumoren der miRNA miR-
139-5p. Ermittlung des p-Wertes durch Mann-Whitney-U-Test.

Die nachfolgende Tabelle 24 zeigt eine Ubersicht tiber den Fold Change (1/Fold Change),
die 95%-Konfidenzintervalle und die p-Werte fur die miRNA miR-139-5p.

Tabelle 24: Zusammenfassung der Ergebnisse der miRNA miR-139-5p aus den

C+-Werten der g-PCR-Analyse.

Probengruppen Fold Change 95% KI p-Wert
(1/Fold Change)

Normalgewebe gegen nichtmetastasierte 1,098 (-0,91-fach) 0,198 — 4,236 0,51

Tumore

Normalgewebe gegen metastasierte 0,519 (-1,9-fach) 0,069 — 3,257 0,098

Tumore

Nichtmetastasierte Tumore gegen meta- 0,473 (-2,1-fach) 0,043 - 5,864 < 0,001

stasierte Tumore
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5.2  Korrelation der Ergebnisse zu den klinischen Parametern

5.2.1 ROC-Analysen

Mit Hilfe einer ROC-Analyse wurde der Cut-Off Wert zur Differenzierung zwischen nichtme-
tastasierten und metastasierten Tumoren bestimmt. Fir die miR-30e-3p betrug die Sensitivi-
tat 75% und die Spezifitat 61%. Bei der miR-139-5p wurde eine Sensitivitat von 71% und
eine Spezifitat von 63% ermittelt (siehe Tabelle 25). Beide miRNAs wiesen bei der ROC-
Analyse hdchst signifikante Werte (p < 0,001) auf (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 17: ROC-Kurve zur Ermittlung des Grenzwertes fir die Unterscheidung von
metastasierten und nichtmetastasierten Tumoren anhand der miRNA-Expression der
beiden miRNAs miR-30e-3p und miR-139-5p.

Tabelle 25: Mittels ROC-Analyse ermittelte Werte zum Vergleich der Metastasierungs-
ereignisse von metastasierten und nichtmetastasierten Tumoren.

mMiRNA AUC p-Wert Sensitivitdt ~ Spezifitdét Cut-off Standard-
fehler

miR-30e-3p 0,691 0,000927 75% 61% 0,076000  0,052441

miR-139-5p 0,707 0,000314 71% 63% 0,08195 0,050748
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5.2.2 Korrelation der Ergebnisse zum metastasierungsfreien Uberleben mittels
Kaplan-Meier-Analysen

Unter Verwendung der Cut-Off-Werte, mit denen sich die metastasierten und nichtmetasta-

sierten Tumoren unterscheiden lie3en, wurden Kaplan-Meier-Analysen durchgefihrt. In die

Analyse zum metastasierungsfreien Uberleben wurden nur Tumore eingeschlossen, die zum

Zeitpunkt der Diagnose keine Metastasen aufwiesen (insgesamt 48 nichtmetastasierte und

38 metachron metastasierte Tumore).

Eine verminderte Expression der miR-30e-3p war hdchst signifikant (p < 0,001) mit einem
kurzeren metastasierungsfreien Uberleben assoziiert (siehe Abbildung 18). Die geschatzte
Metastasierungsrate bei einer erhdhten miRNA-Expression betrug nach zehn Jahren 35%.
Dagegen zeigte sich bei einer erniedrigten miRNA-Expression eine geschatzte Metastasie-
rungsrate von 72%. Das mediane metastasierungsfreie Uberleben fur eine erniedrigte Ex-

pression der miRNA miR-30e-3p wurde auf 54 Monate geschatzt (siehe Tabelle 26).
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Abbildung 18: Kaplan-Meier-Analyse zum metastasierungsfreien Uberleben fur die
MiRNA miR-30e-3p. Die Ermittlung der Signifikanz erfolgte durch den log-rank Test.
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Tabelle 26: Medianes metastasierungsfreies Uberleben in Abhangigkeit von der
miR-30e-3p-Expression.

MiRNA-Expression Median Standardfehler 95% Konfidenzintervall
erniedrigt 54 Monate 11,484 31,492 - 76,508
erhoht im Beobachtungszeitraum - -

nicht erreicht

Ebenso ist auch eine verminderte miRNA-Expression der miR-139-5p mit einer hoch signifi-
kant (p = 0,005) erhéhten Metastasierungsrate assoziiert (siehe Abbildung 19). Die geschatz-
te Metastasierungsrate bei einer erh6hten miR-139-5p-Expression betrug nach zehn Jahren
36%. Dagegen zeigte sich bei einer erniedrigten miRNA-Expression eine geschéatzte Metas-
tasierungsrate von 67%. Das mediane metastasierungsfreie Uberleben bei einer erniedrigten
mMiRNA miR-139-5p-Expression ergab 61 Monate (siehe Tabelle 27).
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Abbildung 19: Kaplan-Meier-Analyse zum metastasierungsfreien Uberleben die miRNA
miR-139-5p. Die Ermittlung der Signifikanz erfolgte durch den log-rank Test.
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Tabelle 27: Medianes metastasierungsfreies Uberleben in Abhangigkeit von der
miR-139-5p-Expression.

miRNA-Expression  Median Standardfehler 95% Konfidenzintervall
erniedrigt 61 Monate 10,245 40,921 - 81,079
erhoht im Beobachtungszeitraum - -

nicht erreicht
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5.2.3 Korrelation der miRNA-Expression zum Gesamtiiberleben mittels Kaplan-Meier-
Analysen

Im nachsten Schritt wurden Kaplan-Meier-Analysen fir das Gesamtuberleben erstellt. Die
Auswertung ergab sowohl fir die miR-139-5p als auch fir die miR-30e-3p keine signifikanten
Unterschiede (siehe Abbildung 20 und 21).
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Abbildung 20: Gesamtiberlebenszeit fur die unterschiedlichen Expressionslevel der
mMiRNA miR-30e-3p. Die Ermittlung der Signifikanz erfolgte durch den log-rank Test.
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Uberlebensfunktionen
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Abbildung 21: Gesamtiberlebenszeit flr die unterschiedlichen Expressionslevel der

MiRNA miR-139-5p. Die Ermittlung der Signifikanz erfolgte durch den log-rank Test.
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5.2.4 Metastasierungsrisiko bei organbegrenzten Tumoren

5.2.4.1 Korrelation der Ergebnisse zum metastasierungsfreien Uberleben mittels Kaplan-
Meier-Analysen

In einer weiteren Analyse wurde das Metastasierungsrisiko in der Gruppe der organbegrenz-
ten Tumoren untersucht. Als organbegrenzt gelten die Tumore der Kategorien pT1 und pT2.
Eine erniedrigte miR-30e-3p-Expression korreliert signifikant mit dem metastasierungsfreien
Uberleben (siehe Abbildung 22). Bei einer erniedrigten miRNA-Expression werden schét-
zungsweise 66% der Patienten eine Metastasierung innerhalb von zehn Jahren Nachbe-
obachtung aufgewiesen haben. Dagegen wéare nach zehn Jahren Nachbeobachtungszeit bei
schatzungsweise 36% der Patienten mit einer erhéhten miRNA-Expression eine Metastasie-
rung zu erwarten. Das mediane metastasierungsfreie Uberleben bei einer erniedrigten Ex-
pression der miRNA miR-30e-3p betrug nach Auswertung der Kaplan-Meier-Analysen 61
Monate (siehe Tabelle 28).
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Abbildung 22: Metastasierungsfreie Uberlebenszeit der miRNA miR-30e-3p fur organ-
begrenzte Tumoren der TNM-Kategorie T1 und T2. Die Ermittlung der Signifikanz erfolgte
durch den log-rank Test.
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Tabelle 28: Medianes metastasierungsfreies Uberleben in Abhangigkeit von der
miR-30e-3p-Expression fur organbegrenzte Tumoren.

miRNA-Expression  Median Standardfehler 95% Konfidenzintervall
erniedrigt 61 Monate 7,749 45,812 — 76,188
erhoht im Beobachtungszeitraum - -

nicht erreicht

Die statistische Auswertung mittels Kaplan-Meier-Analysen fir die miR-139-5p zeigte ahnli-
che Ergebnisse. Die miRNA-Expression steht signifikant mit der metastasierungsfreien Uber-
lebenszeit im Zusammenhang (siehe Abbildung 23). Bei einer erniedrigten
miRNA-Expression wiirde das metastasierungsfreie Uberleben nach zehn Jahren schét-
zungsweise bei ca. 39% liegen. Eine erhdhte miRNA-Expression hingegen wirde nach zehn
Jahren ein metastasierungsfreies Uberleben von schatzungsweise 66% zeigen. Das media-
ne metastasierungsfreie Uberleben bei einer erniedrigten Expression der miR-139-5p betrug
62 Monate (siehe Tabelle 29).
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Abbildung 23: Metastasierungsfreie Uberlebenszeit der miRNA miR-139-5p fur organ-
begrenzte Tumoren der TNM-Kategorie T1 und T2. Die Ermittlung der Signifikanz erfolgte
durch den log-rank Test.
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Tabelle 29: Medianes metastasierungsfreies Uberleben in Abhangigkeit von der
miR-139-5p-Expression fur organbegrenzte Tumoren.

mMiRNA-Expression  Median Standardfehler 95% Konfidenzintervall
erniedrigt 62 Monate 14,936 32,726 — 91,274
erhoht im Beobachtungszeitraum - -

nicht erreicht

5.2.4.2 Korrelation der miRNA-Expression zum Gesamtiberleben bei organbegrenzten
Tumoren mittels Kaplan-Meier-Analysen

Um eine Korrelation zwischen dem Gesamtiberleben organbegrenzter Tumoren und der
mMiRNA-Expression zu untersuchen, wurden im nachsten Schritt Kaplan-Meier-Analysen fur
das Gesamtiberleben bei organbegrenzten Tumoren erstellt. Die Auswertung ergab fur die
mMiRNA miR-30e-3p einen signifikanten (p = 0,045) Unterschied zwischen der miRNA-
Expression und dem Uberleben (siehe Abbildung 24). Uber zehn Jahre Nachbeobachtung
betrug die Gesamtliberlebenszeit bei einer erniedrigten miR-30e-3p-Expression schat-
zungsweise 41%. Eine erhdhte Expression hingegen ergab eine geschétzte Gesamtiberle-
benszeit von 69% innerhalb von 10 Jahren. Die Berechnung der medianen Gesamtiberle-
benszeit fur die Expression der miR-30e-3p ergab 89 Monate (siehe Tabelle 30).
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Uberlebensfunktionen
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Abbildung 24: GesamtlUberlebenszeit fur die unterschiedlichen Expressionslevel der
MiRNA miR-30e-3p bei organbegrenzten Tumoren. Die Ermittlung der Signifikanz erfolgte
durch den log-rank Test.

Tabelle 30: Medianes Gesamtliberleben der unterschiedlichen miRNA miR-30e-3p-
Expression flr organbegrenzte Tumoren.

miRNA-Expression  Median Standardfehler 95% Konfidenzintervall
erniedrigt 89 Monate 12,05 65,381-112,619
erhoht im Beobachtungszeitraum - -

nicht erreicht

Fur die miRNA miR-139-3p wurde ebenfalls ein signifikantes (p = 0,045) Ergebnis ermittelt
(siehe Abbildung 25). Wéahrend bei einer erhohten miRNA-Expression das geschéatzte Ge-
samtiiberleben nach 10 Jahren noch bei 70% lag, wies eine erniedrigte Expression der
mMiRNA miR-139-5p eine geschatzte 10-Jahres-Gesamtiiberlebenszeit von 41% auf. Die me-
diane Gesamtuberlebenszeit fir die Expression der miR-139-5p betrug nach Auswertung der
Kaplan-Meier-Analysen schatzungsweise 89 Monate (siehe Tabelle 31).
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Uberlebensfunktionen
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Abbildung 25: GesamtlUberlebenszeit fir die unterschiedlichen Expressionslevel der
MiRNA miR-139-5p bei organbegrenzten Tumoren. Die Ermittlung der Signifikanz erfolgte
durch den log-rank Test.

Tabelle 31: Medianes Gesamtiiberleben der unterschiedlichen miRNA miR-139-5p-
Expression flr organbegrenzte Tumoren.

miRNA-Expression  Median Standardfehler 95% Konfidenzintervall
erniedrigt 89 Monate 11,794 65,883-112,117
erhoht im Beobachtungszeitraum - -

nicht erreicht
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5.3  Validierung der miRNA Targets auf Proteinebene

5.3.1 Transiente Transfektion

Um die spezifischen miRNA-Targets aus den Vorarbeiten fur die miRNA miR-30e-3p zu vali-
dieren, wurde die Expression dieser Targets auf Proteinebene in vitro mittels Transfektions-
studien Uberpruift.

Zunachst sollte in Vorversuchen geprtft werden, ob die transiente Transfektion mit den
durchgefuhrten Methoden erfolgreich ist. Der C-Mittelwert lag dabei fur die Mock-Proben bei
29,960 und fir die Mimic-Probe bei 17,339 (siehe Abbildung 26). Der Fold-Change bei einem
Vergleich zwischen der Mock-Probe und der Mimic-Probe lag bei diesem ersten Vorversuch
bei 3227,398 (siehe Tabelle 32).
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Abbildung 26: Erster Vorversuch zur Uberprufung der transienten Transfektion von
miR-30e-3p in der Zelllinie 786-0O. CT-Werte von miR-30e-3p in transfizierten Zellen und
Mock-Zellen aus drei Ansatzen dargestellt als Expressionskurve mit jeweils drei technischen
Replikaten.

Tabelle 32: Erster Vorversuch mit einer Konzentration von 2 pyl miRNA miR-30e-3p.
Fold Change beim Vergleich der Mimic-Probe gegen die Mock-Probe.

Probe Fold Change

Mimic-Probe gegen Mock-Probe 3227,398

Um fur die weiteren Versuche eine ausreichende Konzentration an miRNA in den Zellen zu

erreichen, wurden insgesamt drei Vorversuche mit unterschiedlichen Konzentrationen an
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MiRNA miR-30e-3p durchgefihrt (siehe Abbildung 27). Die Ergebnisse Uber den Vergleich

der unterschiedlichen Konzentrationen der miR-30e-3p sind in Tabelle 33 dargestellt.
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Abbildung 27: Zweiter Vorversuch mit unterschiedlichen Konzentrationen an miRNA
miR-30e-3p. Dargestellt sind die Transfektionsansatze mit unterschiedlichen Konzentratio-
nen an MiRNA miR-30e-3p und der Mock-Probe mit jeweils drei technischen Replikaten.

Tabelle 33: Zweiter Vorversuch mit Transfektionsanséatzen unterschiedlicher Konzent-
ration von miRNA miR-30e-3p. Der Fold Change ergibt sich hierbei im Vergleich zur Mock-

Probe.

Transfektionsansatz

Fold Change

3 pl miRNA miR-30e-3p
2 pl miRNA miR-30e-3p
1 pl miRNA miR-30e-3p
0,5 pl miRNA miR-30e-3p
0,1 pl miRNA miR-30e-3p

6786,685
5635,703
3027,123
1790,496
297,607

Nach Auswertung der Vorversuche wurde entschieden, eine Konzentration von 0,5 pl miRNA
miR-30e-3p fir die weiteren Transfektionsanséatze zu verwenden, da bei dieser Konzentrati-
on die Uberexpression bestatigt wurde und noch naher an der physiologischen Expression
der Zellen lag als die héheren Konzentrationen. Der Transfektionsansatz beinhaltete somit
eine Konzentration von 0,5 pl miRNA miR-30e-3p, welche mit 1 pl DharmaFECT und 198,5

ul Opti-MEM® gel6st wurde.
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Die erfolgreiche Transfektion mit einer Konzentration von 0,5 pl miRNA miR-30e-3p wurde
im dritten Vorversuch mittels gPCR-Analysen Uberprift. Hierbei war eine deutliche Uberex-
pression in der Mimic-Probe der miRNA miR-30e-3p in den transfizierten Zelllinien im Ver-
gleich zur Mock-Probe zu verzeichnen (siehe Abbildung 28). Der Fold Change der Mimic-
Probe im Vergleich zur Mock-Probe bei einer Konzentration von 0,5 pl miRNA miR-30e-3p
lag bei 1914,12 (siehe Tabelle 34).
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Abbildung 28: Dritter Vorversuch zur Bestatigung der transienten Transfektion mit
einer Konzentration von 0,5 pl miRNA miR-30e-3p. Dargestellt sind die drei Transfekti-
onsansétze mit einer Konzentration von 0,5 pl miRNA miR-30e-3p und die Mock-Probe mit
jeweils drei technischen Replikaten.

Tabelle 34: Dritter Vorversuch mit einer Konzentration von 0,5 pul miRNA miR-30e-3p.
Fold Change beim Vergleich der Mimic-Probe gegen die Mock-Probe.

Probe Fold Change

Mimic-Probe gegen Mock-Probe 1914,12
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5.3.2 Analyse der Proteinkonzentration mittels Western Blot

Im Weiteren wurde Uberpruft, ob die Transfektion zu einer veranderten Konzentration der
Proteine fuhrt. Die Ergebnisse sind in nachfolgender Tabelle 35 dargestellit.

Tabelle 35: Proteinkonzentration nach erfolgter Zelllyse.

Probe mg/ml

Mock p38 + 26 1,28
Mimic p38 +26 1,20
Mock p38 + 28 1,63
Mimic p38 +28 1,41
Mock p38 + 30 1,65
Mimic p38 + 30 1,59

Insgesamt wurden bei Durchfiihrung des Western-Blots drei biologische Replikate aufgetra-
gen. Nachfolgend sind die Ergebnisse aus der Analyse der Kandidatenproteine Cofilin sowie
NDK aufgefihrt (siehe Abbildung 29). Es ergab sich durch die Transfektion in der Auswer-
tung kein signifikanter Unterschied fir Cofilin zwischen den Mock- und den Mimic-Proben

786-0 Transfektion 1 Transfektion 2 Transfektion 3

kDa - + - + - + mIR'309'3p
25 —

17 —
48—y

"%

B S Gaee am Sewe smes’ GAPDH
35 —

Abbildung 29: Expression der Targets fur Cofilin (CFL) fur die miRNA miR-30e-3p aus
drei verschiedenen Transfektionen. In der Tabelle ist mit ,-“ die sogenannte Mock-Probe
bezeichnet. Mit einem ,+“ sind die Mimic-Proben mit der Transfektion der miRNA miR-30e-3p
versehen.

Weiterhin zeigte sich auch fur NDK keine signifikant veranderte Konzentration nach der
Transfektion (siehe Abbildung 30).
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Abbildung 30: Expression der Targets fir NDK fir die miRNA miR-30e-3p aus drei ver-
schiedenen Transfektionen. In der Tabelle ist mit -“ die sogenannte Mock-Probe bezeich-
net. Mit einem ,+“ sind die Mimic-Proben mit der Transfektion der miRNA miR-30e-3p verse-
hen.

In der nachfolgenden Abbildung 31 sind alle untersuchten Kandidaten-Proteine der miRNA
miR-30e-3p gemeinsam wiedergegeben.
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Abbildung 31: Ergebnisse der Proteinkonzentrationsmessung fir die Kandidaten-
Proteine Cofilin und NDK. Die relative Expression von Cofilin (CFL) lag bei 1,15. Bei NDK
zeigen sich nach der Western-Blot-Analyse zwei unterschiedliche Banden. Eine bei ca. 18
kDa (NDK 0.) mit einer relativen Expression von 1,14 und eine Bande bei ca. 16 kDa (NDK
u.) mit einer relativen Expression von 1,13.
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AnschlieBend wurden die miRNAs der miR-30-Familie (miR-30a/c/e-3p) gemeinsam unter-
sucht (siehe Abbildung 32). Fir diese Analyse wurde als Positivkontrolle eine sogenannte
small interfering RNA (siRNA) gegen Cofilin verwendet. Insgesamt wurden drei Reaktions-
ansétze durchgefihrt. Im ersten Ansatz wurde der Zelllinie 786-O weder siRNA, noch miRNA
transfiziert. Bei der sogenannten Mock-Probe wurde keine Verénderung in der Proteinkon-
zentration festgestellt. Im zweiten Ansatz mit SiRNA zeigte sich eine verminderte Proteinkon-
zentration. Im dritten Ansatz konnte durch die Transfektion der miRNAs-30a/c/e-3p eine sig-
nifikante Herunterregulation in der Proteinkonzentration von Cofilin (p = 0,04) im Vergleich
zur Mock-Probe beobachtet werden.

786-0 Cofilin
siRNA - + -
miRNA30a/c/e-3p - - +
| m——
17 kDa —

35kDa —

relative Proteinmenge

0,00 -
Mock siRNA miR-30a/c/e

Abbildung 32: Relative Proteinmenge im Vergleich zwischen der Leerprobe (Mock), der
Kontrollprobe (siRNA) und der mit miRNA-30-Familie transfizierten Probe (Mimic).
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6 Diskussion

Das KNZK ist mit 80-90% der haufigste Tumor der Niere und weist eine hohe Mortalitatsrate
auf (Staderini et al. 2015). Insgesamt weist das kNZK eine 5-Jahres-Uberlebensrate von
71% auf (Llungberg et al. 2017). Die Prognose hangt insbesondere von der Metastasierung
ab. Bei einem bereits metastasierten NZK betragt die 5-Jahres-Uberlebensrate lediglich ca.
10% (Heng et al. 2013). Die Mdglichkeit einer genauen Bestimmung des individuellen Metas-
tasierungsrisikos kann zu einer besseren Einteilung in Prognosegruppen verhelfen. Die
Prognosebewertung ist insbesondere fiir eine individuelle Nachsorge- und Therapieplanung
essentiell, um die Patienten mit aggressiven Tumoren fir adjuvante Studien bzw. fiir eine

intensivere Nachsorge zu selektieren.

Zur Vorhersage des Metastasierungspotentials konnten in den letzten Jahren miRNAs als
potentielle biologische Marker identifiziert werden. Einige Studien belegen bereits, dass
MiRNAs bei verschiedenen Tumorarten eine wesentliche Rolle als Regulatoren der Tumo-
rentwicklung und —progression spielen (Calin and Croce 2006). Des Weiteren konnte gezeigt
werden, dass einzelne miRNAs zur Bewertung des Metastasierungsrisikos im kNZK als

prognostische Marker dienen kénnen (Khella et al. 2015).

6.1 Validierung der prognostischen Relevanz der miR-30e-3p und miR-139-5p

In den vorangegangenen Microarray-Analysen unserer Arbeitsgruppe konnten 14 miRNAs
identifiziert werden, welche signifikante Expressionsunterschiede zwischen metastasierten
und nichtmetastasierten Primartumoren im kKNZK aufwiesen. Dabei zeigten die miR-204,
miR-30c, miR-30a und miR-30e-3p die starksten Expressionsunterschiede in metastasierten
Primartumoren und Fernmetastasen im Vergleich zu nichtmetastasierten Primartumoren. Ziel
dieser Arbeit war es, die Aussagekraft der miR-30e-3p beziiglich des Metastasierungsrisikos

in einer unabhangigen Kohorte zu validieren.

Bei der Validierung der miR-30e-3p im KNZK zeigten die Ergebnisse hdchst signifikante Ex-
pressionsunterschiede zwischen den metastasierten und nichtmetastasierten Primartumo-
ren. Dabei wiesen die metastasierten Tumore fir die miR-30e-3p eine hochst signifikant ver-
ringerte Expression im Vergleich zu nichtmetastasierten Tumoren auf. Somit konnten die
Ergebnisse der Microarray-Analysen fur die miRNA miR-30e-3p an einer unabhangigen Ko-
horte bestatigt werden. Aufgrund der ermittelten Sensitivitat von 75% als auch der Spezifitat
von 61% ist die miR-30e-3p allein betrachtet nicht in der Lage das Metastasierungsrisiko zu

100% vorauszusagen. Allerdings kann die miR-30e-3p als potentieller Marker gemeinsam
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mit anderen miRNAs zur Einschatzung des Metastasierungsrisikos herangezogen werden.
Die vorliegenden Ergebnisse werden auch durch die Daten von Micochova et al. belegt. Sie
bestatigen in lhren Untersuchungen eine signifikant verringerte Expressionsrate der
miR-30e-3p in metastasierten Tumoren im Vergleich zu nichtmetastasierten Tumoren
(Milcochova et al. 2016).

Eine verringerte Expression der miR-30e-3p in Tumorgewebe konnte auch fir andere Tumo-
rentitdten nachgewiesen werden. Beispielsweise ist die Expression der miR-30e-3p in me-
tastasierenden Melanomzelllinien im Vergleich zu priméren Tumorzelllinien herunterreguliert
(Mueller, Rehli, and Bosserhoff 2009). Auch im kolorektalen Karzinom konnte die untersuch-
te miRNA in Bezug auf die Beta-Catenin/T-cell factor 4 (B-Catenin/TCF)-Aktivitat identifiziert
werden. Dabei wies die miR-30e-3p in den Zellen des priméaren kolorektalen Karzinoms im
Vergleich zu den Zellen der normalen benachbarten Schleimhaut ebenfalls eine erniedrigte
Expression auf (Schepeler et al. 2012). Eine Studie von Silva et al. untersuchte in Plas-
mavesikeln von nicht-kleinzelligen Lungentumoren (Non Small Cell Lung Cancer - NSCLC)
das Expressionsprofil verschiedener miRNAs. Dabei zeigten sich in den Plasmavesikeln der
NSCLC-Patienten erniedrigte Werte der miR-30e-3p (Silva et al. 2011). Zusatzlich wird in
weiteren Studien eine erhdhte Expression der miR-30e-3p im Tumorgewebe nachgewiesen.
Beispielsweise untersuchten Lee et al. die Expression von vier miRNAs (miR-30c, miR-30d,
miR-30e-3p, MiR-370) im Ovarialzellkarzinom. Dabei zeigte sich fir die miR-30e-3p eine
héhere Expression in den Ovarialkarzinomen im Vergleich zum Normalgewebe (Lee et al.

2012). Diese Ergebnisse weisen auf die Gewebe- und Tumorspezifitat der miRNAs hin.

Die vorangegangen Microarray-Analysen ergaben auch fir die miR-139-5p und miR-144-5p
eine deutliche Uberexpression in nichtmetastasierten Tumoren im Vergleich zu den metasta-
sierten Tumoren. Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen auch fir die miR-139-5p eine hochst
signifikant verringerte Expression in metastasierten im Vergleich zu nichtmetastasierten Tu-
moren. Die hierbei ermittelte Sensitivitat von 71% und die Spezifitdt von 63% zeigen, dass
auch die miR-139-5p einzeln betrachtet das Metastasierungsrisiko nicht 100%ig voraussa-
gen kann. Um als potentieller Biomarker zur Vorhersage des Metastasierungspotentials die-
nen zu konnen, sollte die miR-139-5p deshalb im Zusammenhang mit weiteren miRNAs ge-

pruft werden.

Bei Betrachtung der aktuellen Studienlage in Bezug auf das kNZK wurde ebenfalls eine Her-
unterregulation der miR-139-5p im Vergleich zu normalem Gewebe beschrieben (Butz et al.
2014). In einer weiteren Studie von Shu et al. konnten zwei der acht untersuchten miRNAs
signifikant mit einem kKNZK-Rezidiv assoziiert werden. Dabei korrelierten niedrige Expressi-

onswerte der miRNAs miR-204-5p und miR-139-5p mit einem signifikant erhdhten Risiko im
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Verlauf ein kNZK-Rezidiv zu entwickeln (Shu et al. 2017). Frihere Studien haben auch tUber
die tumorunterdriickende Funktion von miR-139-5p bei Tumorrezidiven oder Metastasen
berichtet. In der Studie von Slaby et al. wurde eine verminderte Expression der miR-139-5p
in Geweben von kKNZK-Patienten mit Rezidiven nach Nephrektomie verbunden (Slaby Ondrej
et al. 2012). FiUr die miR-139-5p konnte zudem im kNZK eine Herunterregulation im Ver-
gleich zwischen Normalgewebe und metastasierten KNZK nachgewiesen werden (Wu et al.
2012).

Auch flr verschiedene weitere Tumorentitdten wurde Uber eine Herunterregulation der miR-
139-5p-Expression berichtet. Song et al. stellten fest, dass die miR-139-5p signifikant in
73,8% der Karzinomproben des kolorektalen Karzinoms im Vergleich zum benachbarten
Normalgewebe herunterreguliert war (Song et al. 2014). Vergleichbare Ergebnisse wurden in
einer weiteren Studie ebenfalls mittels Microarray-Analysen erzielt. Dabei konnten 25
MiRNAs identifiziert werden, die in Zellen des hepatozelluldren Karzinoms dereguliert sind.
Unter diesen 25 miRNAs wurde eine Herunterregulation der miR-139-5p beobachtet
(Zhenggiang Wang et al. 2016). Auch im Mammakarzinom ist die miRNA-Expression in den
aggressiveren Subtypen haufig herunterreguliert (Krishnan et al. 2013). Zuséatzlich wird bei
einer Progression von primdrem zu metastasierendem laryngealen Plattenepithelkarzinom
Uber eine reduzierte Expression der miR-139-5p berichtet (Luo et al. 2014). Ebenfalls wird
ein hohes Risiko fir ein Plattenepithelkarzinom des Oesophagus fur Patienten mit einer Her-
unterregulation der miR-139-5p-Expression verbunden (Liu et al. 2013). Eine weitere Studie
von Yoshino et al. hat im Blasenkarzinom 17 herunterregulierte miRNAs identifiziert. Unter
diesen miRNAs wurde auch fir die miR-139-5p eine erniedrigte Expression beschrieben
(Yoshino et al. 2011). Ebenso wurde auch fir die miR-139-5p eine Herunterregulation der
Expression im Ovarialkarzinom beschrieben (Miles et al. 2012). Auch fiir das Basalzellkarzi-
nom konnten von Sand et al. insgesamt 10 herunterregulierte miRNAs im Vergleich zu ge-
sunder Haut identifiziert werden. Unter diesen 10 deregulierten miRNAs befand sich auch die
miR-139-5p (Sand et al. 2012).

Insgesamt bestatigen die vorliegenden Ergebnisse sowie die aktuelle Studienlage zu den
beiden untersuchten miRNAs miR-30e-3p und die miR-139-5p deren mogliche Funktion als
potentielle biologische Marker und sollten in Modelle zur Vorhersage des Metastasierungs-

potentials einbezogen werden.
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6.2  Korrelation der miRNA-Expression zum metastasierungsfreien Uberleben und
Gesamtiiberleben

Als weiteres Ziel dieser Arbeit sollte die Korrelation zwischen den beiden miRNAs (miR-30e-
3p, miR-139-5p) und dem metastasierungsfreien Uberleben tberprift werden. In der vorlie-
genden Arbeit unterstitzen die ausgewerteten Ergebnisse die Hypothese, dass das Metas-
tasierungsrisiko des kNZKs mit dem Expressionslevel spezifischer miRNAs assoziiert ist. Die
Auswertung der klinischen Verlaufsdaten zeigte sowohl fur die miR-30e-3p als auch fur die
miR-139-5p, dass eine verminderte miRNA-Expression mit einer signifikant verkirzten meta-

stasierungsfreien Zeit in Verbindung gebracht werden kann.

Diese Korrelation ist ebenfalls fur verschiedene andere Tumorentitdten beschrieben worden.
Beispielsweise konnte beim nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom ein statistisch signifikanter
Unterschied im metastasierungsfreien Uberleben in Bezug auf die Plasmaspiegel der miR-
30e-3p beobachtet werden. Die Patienten mit niedrigen Expressionswerten der miR-30e-3p
hatten eine 50-monatige metastasierungsfreie Uberlebensrate von lediglich 13%. In der
Gruppe mit hohen Expressionswerten der miR-30e-3p zeigte sich hingegen eine 50-
monatige metastasierungsfreie Uberlebensrate von 50% (Silva et al. 2011). In einer Studie
von Lee et al. zur Untersuchung der miRNA-Expression bei Patienten mit Ovarialkarzinom
zeigte sich im Vergleich zu gutartigen Ovarialtumoren und Borderline-Tumoren, dass eine
hohere Expression der miR-30e-3p ein unabhangiger prognostischer Marker fiir ein progres-
sionsfreies Uberleben ist. Bei Auswertung der Analysen entsprach eine héhere Expression
von miR-181d, miR-30c, miR-30d und miR-30e-3p einem signifikant langeren progressions-
freien Uberleben. Nach 59 Monaten Nachbeobachtungszeit betrug die progressionsfreie
Uberlebensrate der Patienten mit Resektion des Tumors 33%. Dabei hatten die Patienten mit
einer niedrigen miR-30e-3p-Expression nach 50 Monaten Nachbeobachtungszeit eine Uber-
lebensrate von 13% und die Gruppe mit hohen Expressionswerten eine Uberlebensrate von
50% (Lee et al. 2012).

In Hinblick auf die Prognose der Patienten wurde nicht nur die Frage nach einer Korrelation
in Bezug auf die die Metastasierung verfolgt, sondern auch, ob eine Korrelation zwischen der
mMiRNA-Expression und dem Gesamtiiberleben der Patienten besteht. Fir die beiden unter-
suchten miRNAs miR-30e-3p und miR-139-5p konnte jedoch kein signifikantes Ergebnis er-
mittelt werden. Dies ist vermutlich darauf zurtickzufuhren, dass das Gesamtiiberleben nicht
allein von der Metastasierung abhangig ist. Auch der Therapiezeitpunkt, die Therapieform,
die Therapievertraglichkeit, die Therapieresistenz und diverse zusatzliche Bedingungen

nehmen Einfluss auf das Gesamtiiberleben. Hinzu kommt, dass in der ausgewéahlten Kohor-
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te zu wenige Todesereignisse vorliegen, um statistisch sichere Aussagen erbringen zu kon-
nen. Somit ist ein Vergleich im Hinblick auf das Gesamtiberleben nur eingeschrankt mog-
lich. Zukiinftig sollte das tumorspezifische Uberleben betrachtet werden. In dieser Studie

waren hierzu keine ausreichenden Daten verfligbar.

In einigen Studien konnte fir die beiden untersuchten miRNAs bereits eine Korrelation zwi-
schen der Expression und dem Uberleben von Patienten mit anderen Tumorentitaten eruiert
werden. In einer Studie von Zhenggiang et al. konnten 25 miRNAs identifiziert werden, die in
Zellen des hepatozellularen Karzinoms dereguliert sind. Eine erniedrigte Expression der
miR-139-5p im Tumorgewebe wies auf eine schlechte Prognose in Bezug auf das Gesamt-
Uberleben hin (Zhenggiang Wang et al. 2016). Zudem wurde die erniedrigte Expression der
miR-139-5p im kolorektalen Karzinom mit einer schlechten Prognose assoziiert. Hierbei zeig-
te sich eine Korrelation zwischen der Expression der miR-139-5p mit dem Gesamtuberleben
(Song et al. 2014). Eine weitere Studie belegte, dass Veranderungen der miRNA-
Expressionsstufen mit der Prognose bei endometrialen serdsen Adenokarzinomen in Zu-
sammenhang stehen. Die Analyse ergab, dass eine geringere Expression von der miRNAs
mMiR-101, miR-10b, mMiR-139-5p, MiR-152, miR-29b und miR-455-5p signifikant mit einem
schlechten Gesamtuberleben korreliert (Hiroki et al. 2010). In einer Studie von Zaman et al.
korrelierte das 5-Jahres-Uberleben mit dem Expressionsniveau der miR-21. Dabei uiberleb-
ten die Patienten mit einer erniedrigten miR-21-Expression alle die 5 Jahre nach der Opera-
tion wahrend die Patienten mit einer erhohten miR-21-Expression lediglich eine Uberlebens-

rate von 50% aufwiesen (Zaman et al. 2012).

In einer weiteren Studie von Li et al. konnte ebenfalls eine Herunterregulation der miRNA
miR-217 im kKNZK im Vergleich zu Normalgewebe nachgewiesen werden. Dabei Uberlebten
alle Patienten mit einer hohen miR-217-Expression funf Jahre, wéhrend bei einer erniedrig-
ten Expression nur 40% der Patienten Uberlebten (Li et al. 2013). Eine andere Studie zeigte,
dass das Verhaltnis zwischen der miR-21 und der miR-10b mit dem Uberleben und dem
TNM-Stadium im kNZK korreliert. Es zeigte sich bei diesem Verhaltnis sogar eine bessere
Vorhersagekraft als bei der Betrachtung einer singuldren miRNA. Somit konnte das Verhalt-
nis zwischen der miR-21 und der miR-10b ein unabhangiger prognostischer Faktor fir meta-
stasierungsfreie Patienten im kNZK sein. Dieses Verhéltnis konnte genutzt werden, um
Hochrisikopatienten zu identifizieren, die von einer intensiveren Therapie und Uberwachung
profitieren konnten (Fritz et al. 2014). Zudem wurde eine Korrelation in Zusammenhang mit
dem Gesamtiberleben bei Patienten mit geringerer miRNA-Expression der miRNAs miR-23b
und miR-27b beobachtet (Ishihara et al. 2014). In einer weiteren Studie konnte bei Patienten
nach Nephrektomie eine 17,5-fache Erh6hung der miRNA miR-125b-Expression festgestellt
werden. Die Expression der miR-125b konnte zudem mit einem hdéheren Fuhrman-Grad und
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einem fortgeschrittenen TNM-Stadium in Korrelation gebracht werden. Somit hat sich die
miR-125b als ein unabhangiger prognostischer Faktor im kKNZK erwiesen. Dartber hinaus
verbesserte die Kombination der miRNA miR-125b-Expression mit dem TNM-Stadium die
Prognosegenauigkeit des KNZK (Fu et al. 2014).

6.3  Metastasierungsrisiko bei organbegrenzten Tumoren

Im Weiteren konnte in dieser Arbeit ein Bezug zum Metastasierungsrisiko bei organbegrenz-
ten Tumoren hergestellt werden. Die organbegrenzten Tumore stellen die Gruppe der TNM-
Kategorien pT1 und pT2 dar, die eine bessere Prognose aufweisen. Patienten mit kNZK der
TNM-Kategorie pT1 oder pT2 haben in der Regel eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 95%
und 88% und entwickeln seltener Metastasen als Patienten mit Erkrankungen im Spatstadi-
um (Wu et al. 2012). Jedoch bleibt zu bedenken, dass trotz der Einteilung in gute prognosti-
sche Gruppen eine Metastasierung auch in der TNM-Kategorie T1 und T2 auftreten kann.
Deshalb ist eine Bertcksichtigung der T-Kategorie nicht ausreichend und unterstreicht die
Notwendigkeit, molekulare Marker zu identifizieren, welche in der Lage sind das metastati-
sche Potential zu definieren. Anhand einer spezifischen miRNA-Expression kdénnten somit
die aggressiven Tumore mit einer vermeintlich guten Prognose friihzeitig identifiziert werden
und den Patienten rechtzeitig eine entsprechende Therapie und Nachsorge angeboten wer-
den. Die Ergebnisse zeigten hier sowohl fur die miR-30e-3p als auch fir die miR-139-5p sig-
nifikante Ergebnisse. Bei einer erniedrigten miRNA-Expression der miR-139-5p wiesen nach
zehn Jahren Nachbeobachtungszeit schatzungsweise 39% der Patienten keine Metastasie-
rung auf. Vergleichbare Ergebnisse zeigte eine erniedrigte Expression der miRNA miR-30e-
3p. Hier waren lediglich ca. 36% der Patienten noch nach zehn Jahren metastasierungsfrei.
Somit konnte eine Korrelation zwischen der miRNA-Expression und dem metastasierungs-
freien Uberleben auch bei organbegrenzten Tumoren hergestellt werden. Demnach konnte
eine frihzeitige Analyse der miRNA-Expressionsmuster dazu beitragen, die aggressiven
Tumore zu einem friihen Zeitpunkt zu identifizieren und zu behandeln. Zudem konnte in Be-
zug auf das Gesamtiberleben bei organbegrenzten Tumoren eine Korrelation zu einer un-
terschiedlichen miRNA-Expression nachgewiesen werden. Dies unterstreicht den Nutzen der
MiRNAs als potentielle molekulare Marker zur Vorhersage des Metastasierungspotentials

auch schon in niedrigen T-Kategorien.

Um eine Risikoklassifizierung der Patienten mit metastasiertem NZK vor einer Systemthera-
pie vernehmen zu kénnen, stehen Risikomodelle wie das Cleveland Clinic Foundation-
Modell (CCF), das French Modell, das Sunitinib-Modell und der Leibovich-Score zur Verfi-

gung (Leitlinienprogramm Onkologie - S3 Leitlinie Nierenzellkarzinom 2017). Der Leibovich-
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Score nimmt eine Einteilung der Patienten anhand Klinischer-pathologischer Merkmale wie
der T-Kategorie, dem Fuhrman-Grad, der Tumornekrose, dem Tumordurchmesser und dem
Lymphknotenstatus vor. Die Patienten werden in eine niedrige, mittlere und hohe Risiko-
gruppe bzgl. des postoperativen Metastasierungsrisikos eingeteilt (Leibovich et al. 2010).
Eine Validierung des Leibovich-Scores durch Pichler et al. fihrte zu einer Genauigkeit (C-
Index) von 0,79 (Pichler et al. 2013). Somit sind derzeit etablierte Prognosescores wie der
Leibovich-Score zur Vorhersage des Metastasierungsrisikos aufgrund ihrer eingeschréankten
Aussagegenauigkeit limitiert. Deshalb sollten zuklnftig eine personalisierte Einstufung des
Metastasierungsrisikos anhand biologischer Merkmale, auch in Form einer miRNA-Signatur
vorgenommen werden, um somit die Patienten zielgerichteter adjuvant behandeln zu kénnen
und einen Vorteil flir das Gesamtiiberleben zu erbringen. Es kénnte sich dadurch ein Vorteil
der adjuvanten Therapie in den tatsachlichen Hochrisikogruppen zeigen. Dies unterstreicht
die Notwendigkeit zuverlassiger molekularer Marker, um das Metastasierungsrisiko beim
kKNZK ausreichend bewerten zu konnen. Damit konnten Patienten mit aggressiven kNZK fur
weitere adjuvante klinische Studien oder zumindest fur eine intensivere Nachsorge selektiert

werden.

Fur die Auswahl der adjuvanten Therapie werden die Patienten bislang - wie bereits oben fir
den Leibovich-Score beschrieben - anhand von Prognoseparametern basierend auf klini-
schen Merkmalen wie TumorgroRe, T-Kategorie, Nukleargrad, Nodalstatus und Tumornekro-
se eingestuft. Nach den aktuellen Empfehlungen in der Leitlinie wird die adjuvante Therapie
nicht empfohlen (Ljungberg et al. 2015). Zuletzt verdffentlichte klinische Studien zeigen mo-
mentan noch keinen Gesamtiiberlebensvorteil bei einer adjuvanten Behandlung mit Suniti-
nib, Sorafenib oder Pazopanib, da die Patientenselektion bzw. die Einteilung in geeignete

Risikogruppen hierfiir moglicherweise noch nicht zufriedenstellend ist.

Eine dieser Studien ist die randomisierte prospektive Studie bezliglich der unterschiedlichen
Therapieanséatze beim metastasierten NZK von Haas et al.. Dabei zeigten die letzten ad-
juvanten Therapien bei Patienten, die eine Therapie mit den Tyrosinkinase-Inhibitoren
Sunitinib oder Sorafenib erhielten, keinen Gesamtiberlebensvorteil gegeniber Placebo.
Darluber hinaus kam es trotz Dosisreduktionen bei einem grofR3en Teil der Patienten zu einem
Behandlungsabbruch aufgrund von toxischen Reaktionen. Diese Ergebnisse liefern ein star-
kes Argument gegen den Einsatz dieser Medikamente bei aggressiven Nierentumoren in der
adjuvanten Einstellung (Haas et al. 2016). Auch die kirzlich durchgefiihrte PROTECT Studie
untersuchte die Wirksamkeit von Pazopanib gegenlber Placebo bei Patienten mit lokal fort-
geschrittenem NZK nach Nephrektomie und zeigte ebenfalls keinen Gesamtiiberlebensvor-
teil der Patienten (Motzer et al. 2017). In der randomisierten S-TRAC-Studie von Ravaud et
al. wurde bei Hochrisikopatienten eine adjuvante Behandlung mit Sunitinib und Placebo
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durchgefihrt. Auch hier zeigten die Ergebnisse keine Auswirkungen auf das Gesamtiberle-
ben der Patienten (Ravaud et al. 2016).

Zusammenfassend konnte die Vorhersage des pathologischen Grades oder Stadiums an-
hand einer miRNA-Expression die Erstellung und Umsetzung eines individualisierten Be-
handlungsplans erleichtern und den Patienten somit individuellere Therapiestrategien und

Nachsorgepléane ermdglicht werden.

6.4  Funktionelle Bedeutung der Targets fur die miRNA miR-30e-3p auf Proteinebene

Bei der Tumorgenese stehen vor allem das unkontrollierte Zellwachstum, die Migration, die
Invasion und die Metastasierung im Vordergrund. Trotz der Fortschritte in der Tumortherapie
gibt es nach wie vor Einschrankungen bei der Behandlung des kKNZK. Die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit belegen, dass die beiden miRNAs miR-30e-3p und miR-139-5p mit der
Metastasierung assoziiert sind. Daher kann die Identifizierung der Funktion dieser beiden
mMiRNAs und ihrer Targets Aufschluss Uber ihre Bedeutung bei dem komplexen Prozess der
Metastasierung geben. Hierflr wurden in Vorarbeiten potentielle miRNA-Targets in Zellkul-
turmodellen der Zelllinie 786-O auf Proteinebene identifiziert. Ziel dieser Arbeit war es, diese

spezifischen miRNA-Targets zu validieren.

Dass den beiden miRNAs eine bedeutende Rolle in der Tumorgenese verschiedener Tumo-
rentitdten zukommt, wurde bereits in zahlreichen Studien belegt. So sind diese beiden
mMiRNAs beispielsweise in der Lage, das Wachstum von kolorektalen Zellen in vitro zu hem-
men, wenn sie ektopisch exprimiert werden (Schepeler et al. 2012). Schepeler et al. konnten
zudem zahlreiche mRNAs und Proteine identifizieren, die mit der miR-30e-3p-Expression in

Zusammenhang stehen.

Ein weiterer Prozess, welcher Einfluss in der metastatischen Kaskade nimmt, ist die Hem-
mung der miR-139-3p-Expression beim Magenkarzinom. Diese Hemmung erfolgt durch eine
Interaktion von human epidermal growth factor receptor 2 (HER2) mit Cluster of differentiati-
on 44 (CD44). Durch epigenetisches silencing wird die miRNA-Expression gehemmt.
Dadurch kommt es zur Regulation des Chemokinrezeptors 4 (CXCR4), welcher wiederum
Einfluss auf die Metastasierung nimmt (Bao et al. 2011;Sun et al. 2010). Auch im laryngealen
Plattenepithelkarzinom reguliert die miR-139-5p die CXCR4-Expression und fordert somit die

Tumorgenese (Huang et al. 2017).

In Bezug auf das KNZK wurden die beiden untersuchten miRNAs bereits mit verschiedenen
Metastasierungsprozessen in Verbindung gebracht. Die miRNAs spielen hier eine wichtige

Rolle in der metastatischen Kaskade. Zu dieser Kaskade zahlt auch die epitheliale-
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mesenchymale Transition (EMT). EMT bezeichnet eine Anderung der morphologischen Zel-
leigenschaften, wobei diese Zellen ihre epithelialen Eigenschaften verlieren und einen
mesenchymalen Phanotyp annehmen. Die Tumorzellen, welche eine EMT durchlaufen ha-
ben, besitzen ein hoheres Metastasierungspotential. Eine der bedeutendsten deregulierten
EMT-assoziierten miRNAs sind die miRNAs der miR-200-Familie. Aber auch die miR-30e-3p
aus der miR-30-Familie wird im Zusammenhang mit der EMT erwahnt (Milcochova et al.
2016). Im kolorektalen Karzinom konnte die miR-139-5p signifikant mit dem Metastasie-
rungspotenzial und der Medikamentenresistenz assoziiert werden, indem sie Einfluss auf die
EMT nimmt. In diesem Zusammenhang konnte BCL2 als direktes Target der miR-139-5p in
vitro identifiziert werden. Zudem konnte die miR-139-5p eindeutig mit dem BCL2-Signalweg
in Zusammenhang gebracht werden. Diese Erkenntnis gibt Aufschluss tber den Mechanis-
mus der miRNA-Regulation von kolorektalen Metastasen und stellt moglicherweise ein neu-
artiges therapeutisches Ziel fur die Therapie des kolorektalen Karzinom dar (Li et al. 2016).

Die funktionelle Rolle der miRNAs im kNZK wurde jedoch bisher nur in vereinzelten Studien
untersucht. Deshalb war es ein weiteres Ziel dieser Arbeit, die bereits identifizierten miRNA-
Targets der miR-30e-3p zu validieren. Fir diese funktionellen Analysen konzentrierte die
Arbeit sich auf die miR-30e-3p, welche in metastasierten Tumoren des kNZK eine signifikant
verminderte Expression aufwies und somit einen potentiellen klinischen Wert besitzt. In Vor-
arbeiten wurden mogliche Targets der Zelllinie 786-O auf Proteinebene identifiziert. In der
vorliegenden Arbeit wurden diese potentiellen Targets in vitro mittels Transfektionsstudien
und Western Blot-Analysen validiert. Zusammenfassend zeigte sich, dass bei einer Erho-
hung der miRNA miR-30e-3p keine verminderte Proteinkonzentration der untersuchten Tar-
gets vorlag. Sowohl bei Cofilin als auch bei NDK war keine verminderte Proteinkonzentration

messbar.

Die Vorarbeiten fur diese Arbeit belegen, dass verschiedene Mitglieder der miR-30-Familie in
den metastasierten Zellen des kKNZK herunterreguliert sind. Darunter zahlen die miRNAs
miR-30a-3p, mir-30c-2-3p sowie die miR-30e-3p. Diese miRNAs weisen alle eine sehr ahnli-
che Nukleotidsequenz auf (Guess et al. 2015). Es lasst sich vermuten, dass eine Uberex-
pression einer dieser miRNAs der miR-30-Familie nicht ausreicht, um das Zieltarget herun-
terzuregulieren. Daher wurde eine kombinierte miRNA-Transfektion der gesamten miR-30-
Familie vorgenommen und die Validierung der potentiellen Targets auf die gesamte miR-30-
Familie erweitert. Dabei konnte Cofilin als mégliches Target bestétigt werden. Cofiline sind
evolutiondr konservierte Proteine, die in allen eukaryontischen Zellen vorhanden sind. lhre
Hauptfunktion besteht in der dynamischen Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts. Es wird
dabei zwischen zwei Isoformen unterschieden: Cofilin-1 kommt in allen nicht-Muskelzellen
und in embryonalen Muskelzellen vor. In reifen Skelett- und Herzmuskeln dominiert jedoch
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das Cofilin-2 (Ostrowska and Moraczewska 2017). Cofilin-1 ist essentiell fiir das Fortschrei-
ten des Zellzyklus, die Migration, die Intravasation und die Invasion von Krebszellen (Wang
et al. 2006). Im Hinblick auf die Regulierung durch miRNAs wurde belegt, dass sowohl die
miRNA let-7b als auch die miRNA let-7e durch eine langfristige Uberexpression von Cofilin-1
hochreguliert wurden. Somit konnte eine Uberexpression von Cofilin-1 die Tumorprogression
durch die Erhéhung der miRNA let-7 beeinflussen. Dies kdnnte einen neuartigen Signalweg
zwischen Cofilin und let-7 liefern, welcher Einfluss auf die Tumorentstehung nimmt (Tsai et
al. 2015). Zudem konnten bereits flur einige weitere miRNAs die Signalwege und Targets

identifiziert werden.

In der Studie von Wang et al. konnte nachgewiesen werden, dass in der Zelllinie 786-O nach
Uberexpression von miR-30e-3p die Invasion und Migration von Zellen nachweislich ge-
hemmt wurde. In diesem Zusammenhang stellten Wang et al. fest, dass Snaill ein potentiel-
les Zielgen der miR-30e-3p darstellt. Snaill ist ein zinkfingerhaltiger Transkriptionsfaktor, der
urspriinglich in Drosophila identifiziert wurde. Die Ergebnisse liefern den Beweis, dass das
Expressionsniveau von Snaill negativ mit der miR-30e-3p-Expression in Geweben und Zell-
linien des kKNZKs korreliert. Darliber hinaus zeigte sich, dass Snaill direkt von miR-30e-3p
reguliert wird. Daher deuten die Ergebnisse darauf hin, dass miR-30e-3p seine Funktionen
durch direktes Targeting von Snaill auslbt, sodass ein neuer therapeutischer Ansatz fir die
Therapie des kNZK mdoglich sein kdnnte (Wang et al. 2017).

Die genannten Studien und die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestatigen die Bedeu-
tung der miRNAs in unterschiedlichen Prozessen der Tumorentstehung und —ausbreitung.
Folglich kann die ldentifizierung der Targets dazu beitragen, neue Informationen (ber die
Tumorpathologie zu erhalten und somit neue Therapieansatze schaffen. Jedoch sind die
molekularen Mechanismen, die der Migration und Invasion zugrunde liegen, bisher nur teil-

weise verstanden und bedirfen zusatzlicher Untersuchungen.
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7 Schlussfolgerungen und Ausblick

In der vorliegenden Arbeit konnten die beiden miRNAs miR-30e-3p und miR-139-5p erfolg-
reich validiert werden. Die beiden miRNAs konnen der Vorhersage des Metastasierungsrisi-
kos dienen. Damit konnte es mdoglich sein, das individuelle metastatische Risiko genauer zu
definieren als in den derzeit verwendeten klinischen prognostischen Scores. Da Sensitivitéat
und Spezifitat der einzelnen miRNAs jedoch nicht ausreichend prazise erscheinen, sollte die
Kombination mit weiteren miRNAs gepruft werden.

Die Metastasierung stellt einen sehr komplexen Prozess dar. Daher ist es notwendig, die
MiRNAS nicht als einzelne Marker zu betrachten. Vielmehr sollte eine miRNA-Signatur ent-
wickelt werden, um ein Vorhersagemodell fir das Metastasierungsrisiko zu erstellen. Um
dieses zu generieren, sollten in zukinftigen Studien die 14 Kandidaten-miRNAs aus den
vorangegangen Microarray-Analysen der Arbeitsgruppe gemeinsam betrachtet werden.
Durch die Erstellung eines Vorhersagemodells kénnte das individuelle Metastasierungsrisiko
genauer definiert werden und somit die bestehenden Scores zur Prognoseerhebung ergéanzt
oder gar abldst werden. Somit ware es mdoglich, dass die Patienten in der jeweiligen Risiko-

gruppe bereits bei der Diagnosestellung eine personalisierte Therapie erhalten.

Weiterhin stellt sich die Frage, ob die miRNA-Expression in bestimmten Tumorarealen eine
veranderte Expression aufweisen. Bezugnehmend auf die intratumorale Heterogenitét sollte
die Validierung der beiden miRNAs (miR-30e-3p sowie miR-139-5p) an einer unabhangigen

Kohorte untersucht werden.

Auch koénnte die Wiederherstellung dysregulierter miRNAs neue therapeutische Angriffs-
punkte hervorbringen. Die unterschiedlichen Expressionen von miRNAs in Tumorgewebe,
Serum/Plasma und Urin machen miRNAs zu attraktiven molekularen Biomarkern fur Diagno-
se und Prognosebewertung. Deshalb sollte die prognostische Aussagekraft auch in weiteren
biologischen Materialien wie Urin und Serum verifiziert werden. Dies wirde im klinischen

Alltag eine weniger invasive Diagnostik erméglichen.

Weiterhin sind die miRNAs an verschiedenen pathogenetischen Mechanismen bei Entwick-
lung eines kKNZK beteiligt. Bei der Validierung der mdglichen Targets konnte Cofilin als mdg-
liches Target der miR-30-Familie identifiziert werden. Obwohl! die Ergebnisse zeigen, dass
die miR-30-Familie direkt in bestimmte Signalwege eingreift, muss die genaue Funktion im
Rahmen der Metastasierung noch geklart werden. Auf3erdem sollten weitere Targets validiert
werden. Somit kdnnten potentielle Angriffsziele fur zuklnftige Therapiestrategien identifiziert

werden.
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Insgesamt handelte es sich bei dieser Studie um einen retrospektiven Ansatz. Daher sollten
prospektive Studien an einem groReren unabhangigen Patientenkollektiv vorgenommen

werden, um die klinische Relevanz dieser beiden miRNAs bzw. der 14 Kandidaten- miRNAs

Zu bestatigen.
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8.4  Abkurzungsverzeichnis

AUC area under curve

BMI Body-Mass-Index

BSG Blutsenkungsgeschwindigkeit
Bzw. Beziehungsweise

ccRCC clear renal cell carcinoma
CD Cluster of Differentiation
cDNA Komplementare DANN

CP-Wert crossing point- Wert

CT Computertomographie

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DNA Desoxyribonukleinséure

DTT Dithiotriol

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

etal und andere

FFPE Formalin-fixed-paraffin-embedded

FKS Fetales Kéalberserum

FLCN Folluculin-Gen

GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
HE Hamatoxylin-Eosin

kNzK klarzelliges Nierenzellkarzinom

miRNA Micro-Ribonukleinséaure

MOCK Reagenz, welche nur mit Transfektionsreagenz versetzt wurde und somit eine

,Scheintransfektion” darstellt

MRNA Messenger Ribonukleinsaure
MRT Magnetresonanztomographie
NaCl Natriumchlorid
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ND
NDK
NZK
PBS
PCR
pH
PKD
p-Wert
PVDF
qPCR
RBC
REST
RNA
ROC
RPMI
RT
RT-PCR
SDS-PAGE
SiRNA
SPSS
™
TNM

USA

NanoDrop

Nucleosid-Diphosphatkinase

Nierenzellkarzinom

Phosphatgepufferte Salzlésung (phosphate buffered saline)
Polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
potentia hydrogenii

Proteinase K Digestion Buffer

Signifikanzwert

Polyvinylidenfluorid

guantitative Echtzeit-Polymerasekettenreaktion

red blood cell

Relative Expression Software Tool

Ribonukleinsaure

Receiver operating characteristic

Roswell Park Memorial Institute Medium

Reverse Transkriptase

Reverse Transkriptase Polymerase Kettenreaktion
Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
Small interfering ribonucleic acid

Statistical Package for the Social Sciences
unregistered Trademark (nicht registrierter Markenname)
Tumor, Nodus, Metastasis

United States of America

Vena

vergleiche

World Health Organisation (Weltgesundheitsorganisation)

103



9 Anhang

9.1 Danksagung

An dieser Stelle mdchte ich mich bei all denen, die mich bei der Erstellung dieser Arbeit und
auf dem Weg dorthin fachlich sowie personlich unterstiitzt haben, ganz herzlich bedanken.

An erster Stelle gilt mein Dank Frau Prof. Dr. med. Kerstin Junker fur die Vergabe dieses
interessanten Themas und fir ihre umfassende, konstruktive und engagierte Betreuung.
Mein besonderer Dank gilt Frau Dr. rer. nat. Joana Heinzelmann, die mir wahrend der ge-
samten Arbeit aufmunternde Worte und Hilfestellungen entgegenbrachte.

Den Mitarbeitern des Molekularbiologischen Forschungslabors der Klinik fir Urologie des
Universitatsklinikums des Saarlandes in Homburg danke ich fur die herzliche Aufnahme in ihr
Team und die angenehme Arbeitsatmosphére. Fur Hilfestellungen jeglicher Art méchte ich

mich insbesondere bei Dr. rer. nat. Sebastian Holters und BTA Alexander Vogt bedanken.

Von ganzen Herzen mdchte ich mich bei meiner Patentante Anne bedanken ohne deren

liebevolle Unterstiitzung ein Medizinstudium und diese Arbeit nie moglich gewesen waren.

Der grofte Dank gilt meiner Familie und meinen Freunden. lhr alle habt durch eure Geduld,
euren Ruckhalt und eure Motivation zum Gelingen dieser Arbeit und dem erfolgreichen Ab-
schluss meines Studiums beigetragen. Danke, dass ihr immer flr mich da seid, wenn ich

euch brauche.

104



