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4. Zusammenfassung

Da das Nierenzellkarzinom (NZK) der Tumor mit der hdchsten Letalitdit des
Urogenitalsystems ist, ist es erstrebenswert, bereits zu einem frihen Zeitpunkt das
Metastasierungsverhalten des Tumors und die Prognose des Patienten mdglichst prazise
individuell einschatzen zu kénnen. Dabei kénnen miRNAs als prognostische Marker
eingesetzt werden. In dieser Arbeit wurde die Expression der miRNAs miR-30a-3p und miR-
10b-5p in Tumorgewebeproben von 50 metastasierten und 50 nicht metastasierten
klarzelligen NZK sowie 10 Normalgewebeproben untersucht. Zudem wurde die Auswirkung
einer Uberexpression der miR-30a-3p auf die Expression ausgewahlter Targetproteine, die
mit der Zellintegritat bzw. Zellmigration assoziiert sind, analysiert.

Die Isolation der Gesamt-RNA erfolgte mittels eines prazipitationsbasierten Kits aus
Formalin-fixierten, Paraffin-eingebetteten (FFPE) Gewebeproben. Die Expression von miR-
30a-3p und miR-10b-5p wurde durch reverse Transkription (RT) mit spezifischen Primern
und einer sich anschlieRenden Tagman-Sonden basierten Realtime-PCR analysiert. Unter
Bertiicksichtigung des Follow-ups der Patienten wurde untersucht, ob die Expression der
beiden miRNAs signifikant mit dem klinischen Verlauf (metastasenfreies Uberleben,
Gesamtiberleben) assoziiert ist. Im zweiten Teil der Arbeit wurde miR-30a-3p in der NZK-
Zelllinie 786-O mittels transienter Transfektion Uberexprimiert sowie die Auswirkung dieser
Uberexpression auf die Expression des Targetproteins Cofilin mittels Westernblotanalyse
untersucht.

Mit Zunahme der Malignitdt des Gewebes zeigte sich eine signifikant abnehmende
Expression der beiden miRNAs. Eine verminderte Expression der miR-30a-3p war mit einem
signifikant  verklrzten metastasierungsfreien Uberleben assoziiert (p=0,02). Als
prognostischer Marker zur Vorhersage der Metastasierung erreichte miR-30a-3p eine
Sensitivitat von 60% und eine Spezifitat von 70%. Eine verminderte Expression der miR-10b-
5p lieR einen Trend beziiglich eines verkiirzten metastasierungsfreien Uberlebens erkennen
(p=0,107). Im Bezug auf das Gesamtiberleben konnte keine statisitsch signifikante
Korrelation zur Expression der miR-30a-3p nachgewiesen werden, die miR-10b-5p sagte
tendenziell ein verkirzteres Gesamtliberleben bei erniedrigter Expression voraus (p=0,174).
Im zweiten Teil der Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine artifizielle Hochregulation von
miR-30a-3p zu einer geringeren Expression des Targetproteins Cofilin flhrt, dies war jedoch
nicht signifikant.

MiR-30a-3p und miR-10b-5p konnten in dieser Arbeit als prognostische Marker flir das
Nierenzellkarzinom bestatigt werden. Um jedoch eine ausreichend hohe Sensitivitat und
Spezifitdt in der Vorhersage einer Metastasierung erreichen zu kénnen und hieraus auch

Konsequenzen im Sinne einer intensiveren Nachsorge oder adjuvanten Therapie abzuleiten,
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mussten vermutlich mehrere miRNAs kombiniert betrachtet werden. Da es mittlerweile mehr
als 2000 identifizierte miRNAs gibt, die einen Einfluss auf Apoptose, Proliferation und
Invasion von Zellen haben kdnnen, und die Metastasierung einen komplexen Prozess
darstellt, liegt es nahe, dass nicht eine miIRNA alleine fir das gesamte
Metastasierungsverhalten der Zellen und das Expressionsverhalten von Targetproteinen
verantwortlich sein kann. Durch die Kombination verschiedener miRNAs soll in zuklnftigen
Arbeiten ein prognostischer Score entwickelt werden, der eine ausreichende Vorhersagekraft

besitzt, um prospektiv in klinischen Studien Uberprift zu werden.

4.1. Summary

Titel: Validation and target identification of miR-30a-3p and miR-10b-5p for prediction of

metastatic risk in clear cell renal cell cancer

Because of the upmost lethality of the renal cell cancer in the urological system it is important
to define the risk of metastasis and the prediction at an early date. By this assignment the
prognostic value of the miR-30a-3p and miR-10b-5p was validated in an independent pool of
patients (50 metastazised, 50 non metastazised ccRCC and 10 normal kidney tissue).
Potential target-proteins for the miR-30a-3p were approved experimentally.

The total RNA was isolated from FFPE-tissue by using 50 non-metastastic and 50
metastastic RCC. The expression of miR-30a-3p and miR-10b-5p was quantified using
specific TagMan primers with gqRT-PCR. The assoziation between the expression of the two
miRNAs and the clinical outcome of the patients (progressionfree-survival and overal
survival) was investigated.The target validation was effected in vitro in the cell line 786-O
using transient overexpression of miR-30a-3p.The effect of the target protein Cofilin was
verified with western blot analysis.

The increase of the malignancy is associated with the decreased expression of the two
miRNAs. In metastatic RCC miR-30a-3p and miR-10b-5p are significantly deregulated
(p<0,001). A lower expression of miR-30a-3p significantly correlates with an abbreviated
progression-free survival (p=0,02;sensitivity 60%;specifcity 70%). A lower expression of miR-
10b-5p was associated with a abbreviated progression-free survival (p=0,107). In relation to
the overall survival no statistically significant correlation to the expression of miR-30a-3p
exist. A lower expression of miR-10b tends to an abbreviated overall survival (p=0,174).

The artificial overexpression of miR-30a-3p in vitro tends to result in a reduced concentration
of the target Cofilin.

In conclusion miR-30a-3p and miR-10b-5p could serve as prognostic marker for the
metastasis behavior in the clear cell renal cell carcinoma. The evaluation of an only one

single miRNA seems not sufficient for a precise prognostic prediction because of more then
12



2000 identifed miRNAs with an influence on apoptosis, proliferation and invasion of cells and
because of the high complexity of metastastic processes. To reach a sensitive and spezific
prognosis with a use in the clinical aftercare and adjuvant therapy multiple miRNAs-
combinations need to be investigated. The next step should include the development of a

prognostic score that have to be tested in clinical trial.
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5. Einleitung

5.1. Das Nierenzellkarzinom

5.1.1. Epidemiologie

Nierentumore umfassen circa 2-3% aller malignen Erkrankungen im Erwachsenenalter®®?.

Das NZK stellt mit 90% den h&ufigsten Nierentumortyp dar®’. Es ist der Tumor mit der
hdchsten Letalitat im urologischen Bereich.

2013 wurde bei mehr als 350.000 Menschen weltweit ein NZK diagnostiziert. Bei Mannern
besteht eine héhere Inzidenz als bei Frauen, das Verhaltnis betragt 1,5:1'%". In Deutschland
erkrankten 2012 9.500 Manner und 5.530 Frauen am NZK'"". Der Altersgipfel liegt bei 60-70
Jahren'?®’, Die Sterblichkeit des NZKs hatte in Europa in den 90er Jahren ihren Héhepunkt.
Die Mortalitatsrate lag bei 4,8 pro 100.000 Patienten. Im Laufe der Jahre konnten sowohl in
Europa als auch in den USA eine Senkung der Sterblichkeit und eine Steigerung der
relativen 5-Jahres-Uberlebensrate erzielt werden. In den 2000er Jahren erreichte die relative
5-Jahres-Uberlebensrate in den USA 73%'>%. In Abbildung 1 sind die Inzidenz und

Mortalitat im internationalen Vergleich von den Jahren 2011-2012 dargestelit.
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Abbildung 1: Altersstandardisierte Neuerkrankungs- und Sterberaten im internationalen
Vergleich, nach Geschlecht, ICD-10 C64, 2011-2012 je 100.000"""



5.1.2. Atiologie

Das NZK kann sowohl sporadisch als auch hereditar auftreten. Beide Formen sind mit
bestimmten Veranderungen auf verschiedenen Chromosomen assoziiert'>'%. Teilweise sind
die mutierten Gene, die als genetischer Risikofaktor fir die Entstehung des hereditaren
NZKs nachgewiesen wurden, auch fiir die sporadische Entwicklung des NZKs verantwortlich.
Zu den vererbten Syndromen, die mit dem NZK assoziiert sind, gehdren beispielsweise das
von Hippel-Lindau-Syndrom, die tuberdse Sklerose, das Birt-Hogg-Dubé-Syndrom sowie die
hereditare Leiomyomatose mit Nierenzellkarzinom (HLRCC). Als weitere Risikofaktoren des
NZKs gelten neben den genetischen sowohl interne als auch externe Faktoren.

12,17

Grunderkrankungen  wie  arterielle  Hypertonie'®'’,  Adipositas'>'":3¢

zystische
Nierenerkrankung”, chronische Niereninsuffizienz'® sowie terminale Niereninsuffizienz mit
Transplantatniere’! stellen ebenfalls Risikofaktoren dar. In manchen Kohortenstudien wird
Diabetes mellitus ebenfalls als eigenstandiger Risikofaktor vermutet'>'"'". Zu den externen

Risikofaktoren gehort in erster Linie das Rauchen'?'1%

. Eine berufliche Exposition mit
halogenierten Kohlenwasserstoffen und Rdntgenstrahlung Uber viele Jahre steigern
ebenfalls das Risiko'. Weitere Studien lassen vermuten, dass Alkoholkonsum das Risiko, an

einem Nierenzellkarzinom zu erkranken, reduziert'?"7:54,

5.1.3. Klassifikation des Nierenzellkarzinoms

In der aktuellen Klassifikation des NZKs nach WHO werden morphologische, genetische und

prognostische Unterschiede beachtet.

Tabelle 1: Histologische Einteilung des NZKs nach WHO mit relativen Haufigkeiten??’

NZK Haufigkeit

Klarzelliges Nierenzellkarzinom 75%

Papillares Nierenzellkarzinom 10%

Chromophobes Nierenzellkarzinom 5%
Sammelrohrkarzinom/Ductus-Bellini-Karzinom ~1%

Medullares Nierenzellkarzinom <1%

NZK in Assoziation mit Xp11.2 <1% (meist bei Kindern und erst im
Translokation/TFE-Fusion Spatstadium entdeckt)
NZK in Assoziation mit Neuroblastom <1%
Muzinds-tubuldres und spindelzelliges <1%
Nierenzellkarzinom

Nicht klassifizierbare Nierenzellkarzinome 4-7%
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Mit 75% ist das klarzellige Nierenzellkarzinom (kzNZK) der haufigste Subtyp. Die
Inaktivierung des Von-Hippel-Lindau (VHL) -Gens, Uberwiegend durch Mutationen, ist die
haufigste Alteration (ca. 75%) dieses Subtyps®2. Das VHL-Gen codiert fiir das VHL-Protein,
welches den Abbau des Hypoxie-induzierten Faktors (HIF1alpha und HIF2alpha) beeinflusst
und bei Verlust zu dessen Akkumulation flhrt. Dadurch wird die Bildung des Vascular
Endothelial Growth Factors (VEGF) und des Erythropoetins (EPO) Uberstimuliert, woraus

eine unkontrollierte Angiogenese resultiert?’.

5.1.4. Makroskopische und histologische Eigenschaften des klarzelligen

Nierenzellkarzinoms

Makroskopisch erscheinen NZKs als solitare und zufallig verteilte kortikale Tumore. Sie sind
haufig exophytische aus dem renalen Kortex hervorstehende kugelférmige
Raumforderungen, meist im Bereich der Nierenpole. Es gibt jedoch auch endophytisch
wachsende Tumore. Sie sind zum gesunden Nierenzellgewebe in der Regel deutlich durch

eine Pseudokapsel abgegrenzt?’.

Abbildung 2: Makroskopische Darstellung des NZKs. A, B und C zeigen die unterschiedlichen
Erscheinungen des NZKs?’

Das klarzellige Nierenzellkarzinom (kzNZK) setzt sich histologisch aus soliden, alveolaren
und azinaren Anteilen zusammen. Typisch ist die reichhaltige Gefallversorgung durch
dinnwandige BlutgefaRe. Das Zytoplasma ist reich an Lipiden und Glykogen. Letztere
werden beim histopathologischen Aufarbeitungsprozess aus dem Gewebe gel6st, was dann

zum typischen klarzelligen Erscheinungsbild fiihrt.
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Abbildung 3: Histologische Darstellung des NZKs. In der ersten histologischen Darstellung ist
das typisch alveoldare Bild des kzNZKs abgebildet. Darstellung 2 und 3 zeigen das
histologische Praparat des papilliren NZKs Typ und Typ 22

5.1.5. Genetik des Nierenzellkarzinoms

5.1.5.1. Sporadische Formen des klarzelligen Nierenzellkarzinoms

Die Mehrheit der sporadischen Formen des kzNZKs ist durch eine 3p-Deletion
charakterisiert. Hier wurden drei relevante Genloci gefunden: auf dem 3p25-26 Arm das
VHL-Gen, auf dem 3p21-22 Arm das RASSF1A Tumorsuppressorgen, sowie in der 3p12-
14.2 Region das FHIT-Gen. Mutationen des VHL Gens wurden in 34-56% der sporadischen
kzNZK beschrieben. Eine epigenetische Inaktivierung durch Promoterhypermethylierung
zeigte sich in 19% des kzNZKs. Daraus lasst sich schlielen, dass die somatische
Inaktivierung des VHL-Gens durch Allel-Deletion, Mutation oder durch epigenetische
Alterationen erfolgt.

Weitere Tumorsuppressorgene, die sich auf 3p als verantwortlich fir die Entstehung des
kzNZKs erwiesen sind das NRC-1Gen auf dem 3p12 Lokus, das HRCA1Gen auf 3p14.2 und
das OGG1Gen auf 3p25.

Die komplette Inaktivierung der genannten Gene erfolgt entsprechend der ,2-Hit-Hypothese*
in der Regel durch die Mutation auf einem Chromosom und die chromosomale Deletion auf
dem anderen Chromosom.

Zudem wurden Zugewinne und Verluste von Chromosomen analysiert und mit der Prognose
der Patienten korreliert. Der Verlust von Chromosom 9 scheint ein Zeichen einer schlechten
Prognose zu sein. Der Verlust von Chromosom 14 Kkorreliert mit einem héheren Grading
(also einer starkeren Entdifferenzierung der Tumorzellen) und hohem pathologischen T-
Stadium. Neueste Arbeiten zeigen, dass nicht einzelne genetische Alterationen, sondern die
Gesamtzahl spezifischer Alterationen (total number of specific aberrations (TNSA)) mit der
Prognose korrelieren®*. Die TNSA ist signifikant mit dem Metastasenstatus bzw. dem
Metastasenrisiko assoziiert und kann als Algorithmus zusammen mit der T-Kathegorie zur

Risikostratefizierung verwendet werden und so die Prognosevorhersage verbessern®.
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5.1.5.2. Sporadische Formen des papillaren und chromophoben

Nierenzellkarzinoms

Im papillaren Nierenzellkarzinom wurden Trisomie oder Tetrasomie der Chromosome 7 und

17 und der Verlust des Chromosoms Y als haufigste Veranderungen beschrieben. Trisomie

12, 16 und 20 werden in Beziehung zur Tumorprogression gesehen?’.

Das chromophobe NZK ist durch kombinierte Verluste der Chromosomen 1, 2, 6, 10, 13, 17

und 21 charakterisiert?’.

5.1.5.3. Hereditare Formen des Nierenzellkarzinoms

Der Anteil hereditarer Formen des NZKs liegt bei 4%. Bei positiver Familienanamnese eines

erst- oder zweitgradig Verwandten mit NZK besteht ein 2-4-fach erhéhtes Risiko, ebenfalls

an einem NZK zu erkranken. Die haufigsten vier hereditdren Syndrome, die ein erhdéhtes

Risiko fir die Entstehung des NZKs tragen, sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Hiufigste hereditdre Formen des NZKs und ihre Eigenschaften?”

Hereditiare Formen

Eigenschaften

Von Hippel-Lindau-
Syndrom

Keimbahnmutation des VHL-Gens

Genlokus auf 3p25-26

> 70% NZK, meist klarzelliges NZK

Zusatzliches Auftreten von Hamangioblastomen des
ZNS, Angiomen der Retina und Phaochromozytomen

mit unvollstandiger Penetranz

Birt-Hogg-Dubé-Syndrom

Mutation im Folliculin-Gen

Genlokus auf 17p11.2

Haut- und Haarveranderungen, Lungenzysten und
Spontanpneumothoraces

25% Nierentumore, meist chromophobes NZK und

onkozytische Hybridformen

Hereditédres papilldres
NZK

Keimbahnmutationen im MET-Proto-Onkogen
Genlokus auf 7q31
Papillares NZK Typ1

18




Hereditare *  Mutation im Fumarat-Hydratase-Gen

Leiomyomatose mit *  Genlokus 1g42-43
Nierenzellkarzinom *  Auftreten von gutartigen Leiomyomen der Haut und
des Uterus

*  Papillares NZK Typ2

5.1.6. Symptomatik und Diagnostik

Uber die Halfte der Nierenzellkarzinome werden als Zufallsbefund bei unspezifischen
Beschwerden meist sonographisch entdeckt. Nur 30% werden anhand ihrer Symptome
diagnostiziert’. Noch 2003 gehorte die klassische klinische Trias mit Hamaturie,
Flankenschmerzen und Tastbefund zu den héaufigsten Symptomen”*®'. Aktuell ist diese
Kombination von Befunden mit 6-10% nur noch selten nachweisbar und deutet auf ein
fortgeschrittenes Stadium hin®739', Bei metastasierten NZK gelten Knochenschmerzen
durch Knochenbefall und Atembeschwerden durch Lungenherde als die haufigsten
Symptome. Das Vorhandensein von Symptomen spricht fir ein fortgeschrittenes
Tumorstadium, Metastasen und eine schlechte Prognose. Lokale Symptome haben eine
bessere Prognose als systemische®%.

Tritt ein unspezifisches Beschwerdebild auf, dienen Laborwerte wie Retentionsparameter,
ein kleines Blutbild und Entziindungsparameter sowie ein Urinstatus als erste Hinweise”.
Ausschlaggebend fir die weitere Diagnostik ist das Ergebnis der Sonographie. Hier stellt
sich eine meist echoarme bis echogleiche Raumforderung dar. Regelhaft ist ein zarter
echofreier Randsaum im Sinne verdrangter Gefalle zu erkennen, der bei zusatzlicher
Darstellung irregulérer Binnengefafie mittels Farbdoppler die Diagnose erhartet®. In Abb. 4

ist eine Sonographie der Niere mit exophytisch wachsendem NZK (pT1a) dargestellit.
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Abbildung 4: Sonographie der Niere in zwei Ebenen: kleines exophytisch wachsendes NZK
pT1a; (1)Leber (2)Schallschatten der Rippen, die Pfeile markieren das Karzinom’

Zur endglltigen Sicherung der Verdachtsdiagnose und Planung des weiteren Vorgehens
werden radiologische Untersuchen wie CT und MRT erganzt’®. Das CT gibt Informationen
Uber die Funktion und Morphologie der betroffenen, aber auch der kontralateralen Niere
sowie Uber die Ausbreitung des Tumors (Lokalisation in Bezug zur Niere, Infiltration der
Nierenvene, ggf. auffallige hilare Lymphknoten). Durch Verwendung von Kontrastmittel kann
die vaskulare Versorgung der Niere sowie die Differenzierung zwischen Malignitat und
Benignitat besser beurteilt werden”. Die Abb. 5 zeigt ein CT des Abdomens mit Darstellung

eines lokal fortgeschrittenen NZKs.

Abbildung 5: CT-Abdomen bei pT3a NZK mit Infiltration in Nierenvene und Vena cava inferior;
Transversales Schnittbild (links) und koronare Rekonstruktion (rechts)’s

Bei unklarem CT-Befund zur Ergénzung von Informationen Uber die lokale Ausbreitung des
Tumors und zur exakteren Beurteilung der vendsen Thrombosierung wird das MRT
angewandt. Die endgiltige Diagnose erfolgt nach histologischer Aufarbeitung sowie
bildgebender Staginguntersuchungen mittels TMN-Klassifikation, welche flr das
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Therapiekonzept entscheidend ist’”'. Weitere Diagnostik schlieRt sich je nach klinischen oder
laborchemischen Befunden an. Dazu zahlen die Knochenszintigraphie bei Verdacht auf
Knochenmetastasen sowie das Schadel-CT bei Verdacht auf Hirnmetastasen®.

Eine Empfehlung zur Biopsie vor Therapieentscheidung besteht nach der S3 Leitlinie
Nierenzellkarzinom 2017, wenn sich in Abhangigkeit des Ergebnisses eine therapeutische
Konsequenz ergibt, vor ablativer Therapie (Radiofrequenzablation, Kryoablation) sowie bei
metastasierten Nierenzellkarzinomen zur histopathologischen Sicherung vor einer
systemischen Therapie®. In Zukunft kénnte der Einsatz von molekularen Markern, die
anhand des bioptischen Gewebes bestimmt werden, einerseits zur Diagnosesicherung,
andererseits zur Vorhersage von Prognose und Therapieansprechen und damit zur
Therapieentscheidung beitragen. Die unbefriedigende Aussagekraft der Biopsie bezlglich
des Gradings und des sich daran orientierenden Therapieansatzes kdnnte hierdurch

potentiell objektivierbarer und praziser werden®.

5.1.7. Stadieneinteilung und Malignitatsgrad

Die Prognose des NZKs ist von anatomischen, histologischen, klinischen und
laborchemischen Faktoren abhangig”'. Zur klinischen und pathologischen Stadieneinteilung
wird die TNM-Klassifikation der UICC angewandt. Dabei werden die Grolke und lokale
Ausdehnung des Tumors, der Lymphknotenbefall sowie die Fernmetastasierung
bertcksichtigt (Tab. 3).
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Tabelle 3: Stadieneinteilung des NZKs: 6. TNM-Klassifikation und Gruppierung der Stadien nach
TNM bzw. Robson®

6. TNM-Klassifikation

T-Kategorie

X
T0

T
Tia
T1b

T2

B

T3a
T3b

T3c

T4
N-Kategorie

NX
NO
N1

N2
M-Kategorie

MX
MO
M1

Definition

Primdrtumor kann nicht beurteilt werden
kein Anhalt fiir Primartumor

Tumor bis 7 cm in groBter Ausdehnung, begrenzt auf die Niere
Tumor bis 4 cm in gréRter Ausdehnung, begrenzt auf die Niere
Tumor >4 -7 cm in groBter Ausdehnung, begrenzt auf die Niere

Tumor>7 cm in groRter Ausdehnung, begrenzt auf die Niere

Tumor breitet sich in gréRBeren Venen aus oder infiltriert
Nebenniere oder perirenales Gewebe, jedoch nicht jenseits
der Gerota-Faszie

Tumor infiltriert Nebenniere oder perirenales Gewebe,
jedoch nicht jenseits der Gerota-Faszie

Tumor mit makroskopischer Ausbreitung in Nierenvene(n)
oder V. cava unterhalb des Zwerchfells

Tumor mit makroskopischer Ausbreitung in V. cava oberhalb
des Zwerchfells
Tumor infiltriert iiber die Gerota-Faszie hinaus

Definition

regiondre Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
keine regiondren Lymphknotenmetastasen
Metastase(n) in einem regiondren Lymphknoten

Metastasen in mehr als einem regiondren Lymphknoten
Definition

Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
keine Fernmetastasen
Fernmetastasen

Gruppierung
der Stadien nach
TNM -1V

Il (bei T1-3
und MO)
v

Gruppering
der Stadien nach
Robson -1V

Il oder Il

llla

IVa (bei M)

b

Vb

Die Einteilung des Tumorgrades erfolgte bis 2016 nach Fuhrmann und ab 2016 nach dem

Grading der World Health Organization-international Society of Urological Pathology (WHO-

ISUP?*. Dabei sollten chromophobe NZK nicht graduiert werden und die papilléren in Typ |

und Il unterteilt werden. Die Gradeinteilung nach Fuhrmann betrachtet die Kerngrofie, die

Kernform, das Chromatin und die Nukleolen und lasst sich in 4 Grade (I-IV) gut, maRig,

schlecht differenziert sowie undifferenziert kategorisieren. Die Grading Einteilung nach ISUP

beurteilt nur die Nukleolen’®.
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5.1.8. Prognosebewertung

Tumoren mit einem Durchmesser < 4 cm sind mit einem Tumor spezifischen 5-Jahres-
Uberleben von mehr als 90% assoziiert*®. Bei Bestehen von Fernmetastasen fallt die 5-

Jahresuberlebensrate stark ab.

Bereits bei 17% der Patienten sind zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bereits Metastasen
vorhanden (synchrone Metastasierung)'>'®. 30% der Patienten entwickeln bei primar

organbegrenztem Befund im weiteren klinischen Verlauf Metastasen (metachrone

Metastasierung). Die haufigsten Metastasierungsorte des kzNZKs sind die Lunge, das
18

Skelettsystem sowie Lymphknoten und Leber (Abb. 6)
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Abbildung 6: Metastasenverteilung in Prozentangabe®'®

Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate fiir die Diagnose C64 nach ICD 10 in Deutschland im
Jahr 2012 liegt bei 76% bei Mannern und 78% bei Frauen''. Die relative 10-Jahres-
Uberlebensrate liegt bei 68% bzw. 71% (Abb.7)""".
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Abbildung 7: Relative Uberlebensraten bis 10 Jahre nach Erstdiagnose, nach Geschlecht,
ICD-10 C64, Deutschland 2011-2012"""

Wird die 5 Jahres-Uberlebensrate stadienabhangig betrachtet, stellt sich eine deutlich

schlechtere Uberlebensrate beim Vorliegen von Fernmetastasen dar.

Tabelle 4: Relative 5-Jahres-Uberlebensrate in Abhingigkeit der Stadien®®

5-Jahres-
TNM-Kategorie Klinisches Stadium .
Uberlebensrate
T1 | 97%
T2 Il 87%
T3, N1 bei T1-3 und MO 11 69%
T4, N2, M1 v 14%

Die Metastasierungswahrscheinlichkeit wird unter anderem durch das Mayo-Score-System

beurteilt, das von Leibovich et al. entwickelt und 2012 von Pichler et al. validiert und erganzt

wurde (Tab. 5)%46%93,
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Tabelle 5: Mayo Scoring System®476

Risikofaktor Punkte
T-Stadium

T1a 0
T1b 2
T2 3
T34 4
Tumorgréf3e

<10 cm 0
>10 cm 1
Lymphknotenstatus

pNx/pNO 0
pN1-2 1
Grading

1-2 0
3 1
4 3
Tumornekrosen

keine Nekrosen 0
Nekrosen 1

Bei metastasierten Patienten werden zur Prognosebeurteilung die MSKCC- oder Motzer-

Kriterien angewandt, welche unter Betrachtung klinischer Faktoren und Laborparametern die

Mittlere-Uberlebenszeit (MUZ) einschatzen. Diese Kriterien und die hieraus abgeleitete MUZ

sind in Tab. 6 dargestellt.
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Tabelle 6: Motzer Kriterien4%7¢

Risikofaktor Grenzwert
niedriger Karnofsky-Index <80 %

hohe LDH > 1,5fache der Norm
niedriges Hb < unterer Normwert
hohes korrigiertes Kalzium > 10 mg/dI

Zeit von Tumornephrektomie zur Metastasenentstehung <1 Jahr

Niedriges Risiko (0 Risikofaktoren): MUZ von 30 Monaten.

Mittleres Risiko (1-2 Risikofaktoren): MUZ von 14 Monaten.

Hohes Risiko (3 und mehr Risikofaktoren): MUZ von 5 Monaten.

5.1.9. Therapie

5.1.9.1. Therapie des nicht metastasierten NZKs

Der aktuelle Standard der Therapie eines organbegrenzten NZKs ist die offene partielle
Nephrektomie'%?'%  Beziiglich des Gesamt- und tumorspezifischen Uberlebens sind im
Vergleich offene vs. Laparoskopische Verfahren keine Unterschiede festgestellt worden.
Dennoch treten bei der laparoskopischen Technik ein geringerer operativer Blutverlust, ein
kirzerer Krankenhausaufenthalt und eine kirzere Genesungszeit auf. Nach der S3 Leitlinie
Nierenzellkarzinom 2017 kann daher bei ausreichender Erfahrung auch der minimalinvasive
Eingriff angewandt werden. Fir Empfehlungen zur roboterassistierten (partiellen)
Nephrektomie ist die Datenlage noch nicht ausreichend.

Je nach GroRe und Lage des Tumors muss auf die radikale Tumornephrektomie
zurtckgegriffen werden. Zur besseren Einschatzung, welche operative Vorgehensweise fiir
den individuellen Patienten am geeignesten erscheint, stehen drei anatomische Scores zur
Verfiigung: PADUA*, RENAL®" und C-index®1,

Die Entfernung der regiondren Lymphknoten im Rahmen der chirurgischen Therapie
organbegrenzter Nierenzellkarzinome wird kontrovers diskutiert. Obwohl damit ein

verlasslicher Lymphknotenstatus bestimmt werden kann, wird in mehreren Studien kein
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Uberlebensvorteil erreicht®'?. Laut der S3 Leitlinie Nierenzellkarzinom 2017 soll eine
Lymphknotendissektion durchgeflihrt werden, wenn klinisch eine Lymphknotenbeteiligung
nachgewiesen wurde*. Liegt bildmorphologisch und intraoperativ kein Anhalt fir
Lymphknotenbeteiligung vor, kann auf eine Lymphadenektomie verzichtet werden®®.

Bei 10% der Patienten wird eine Tumorthrombosierung der Nierenvene bis hin zur Vena
cava inferior festgestellt, deren operative Entfernung einen besseren Uberlebensvorteil
zeigt'?42,

Die fokale ablative Therapie des NZKs in Form von Kryoablation und Radiofrequenzablation
kann bei kleinen Nierentumoren und hoher Komorbiditat bzw. geringer Lebenserwartung
angeboten werden. Bei ablativen Verfahren sollte immer eine histologische
Diagnosesicherung mittels perkutaner Nierentumorbiopsie vorausgehen.®® Das Prinzip dieser
Technologien besteht darin, durch Kryoverfahren oder mit ionischer Oszillation erzeugte
Friktionswarme bei der Radiofrequenzablation den Zelltod zu indizieren'>4"?°, Die Nephron-
sparende Chirurgie und die Kryoablation flihren zu einem signifikant Iangeren
metastasierungsfreiem Uberleben als die radiofrequente Ablation'>%,

Neben der klassisch chirurgischen und fokal-ablativen Therapie des NZKs stellt die Active
Surveillance eine konservative Option fir ausgewahlte Patienten mit kleinen Nierentumoren
dar. Die S3 Leitlinie Nierenzellkarzinom 2017 empfiehlt konsensbasiert TumorgroRle,
Komorbiditaten und Patientenwunsch zu beriicksichtigen sowie eine Biopsie durchzuflhren,
um die Active Surveillance als adaquate Therapieoption abzuklaren. Zudem sollte Gber das
Risiko zur Tumorprogression, das Fehlen der kurativen Salvagetherapie bei Auftreten von
Metastasen, den mdéglichen Verlust der Option einer organerhaltenden Tumortherapie und
die Limitation der aktuellen Datenlage im Hinblick auf Langzeitergebnisse einer aktiven

Uberwachung aufgeklart werden®®.

5.1.9.2. Therapie des metastasierten NZKs

Bei singularen oder wenigen, chirurgisch komplett resezierbaren Metastasen stellt die
Metastasenchirurgie beim Nierenzellkarzinom einen etablierten und potenziell kurativen
Therapieansatz dar. Im letzten Jahrzehnt stieg die Anzahl der operativen
Metastasenresektionen®'®, Sowohl bei synchroner als auch bei metachroner Metastasierung
zeigte sich durch vollstindige Resektion der Metastasen ein verbessertes Gesamt- und
progressionsfreies Uberleben'® 9.

Bei nicht vollstandig resezierbaren Metastasen ist eine systemische Behandlung notwendig.
Dabei stehen verschiedene Ansatze zur Verfigung. In der Erstlinientherapie bei niedrigem

oder intermediaren Risiko werden Sunitinib (NCT00098657 Studie®', COMPARZ Studie®),
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Pazopanib (VEG105192 Studie'®’, COMPARZ Studie®’), Tivozanib (TIVO1 Studie®®) oder
Bevacizumab plus Interferon alpha (AVOREN Studie?®) angewandt. Cabozantinib ist zur first-
line Therapie bei intermediarem oder hohem Risiko nach IMDC zugelassen (CABOSUN
Studie'®). Sunitinib, Pazopanib und Tivozanib gehdren zu den Thyrosinkinaseinhibitoren und
wirken vor allem Uber den VEGF-Rezeptor sowohl in Endothelzellen als auch in Tumorzellen
wachstumshemmend. Cabozantinib ist ebenfalls ein Tyrosinkinaseinhibitor, der aber neben
der VEGFR-Tyrosinkinase auch Met wund AxlI hemmt und damit wichtige
Resistenzmechanismen gegenlber der ersten Generation von Tyrosinkinaseinhibitoren
bericksichtigt. Bevacizumab ist ein monoklonaler Antikérper, der vor allem in Kombination
mit dem Immunmodulator Interferon alpha zur Tumorsuppression und Erhéhung des
progressionsfreien Uberlebens fiihrt. Bei ungiinstigem Risikoprofil wird neben Cabozantinib
auch Temsirolimus (ARCC Studie®®''®) eingesetzt, eine Substanz, die Uber die Hemmung
des mTOR-Signalweges zytostatische und antiproliferative Effekte verursacht’?. In der
Zweitlinien-Therapie sollen Cabozantinib oder Nivolumab (Check Mate-025 Studie®)
angewandt werden. Nivolumab gehért zur Substanzklasse der sogenannten Checkpoint-
Inhibitoren. Es handelt sich um einen monoklonalen Antikérper, der durch Bindung an die
Programmed Death (PD)1 Rezeptoren auf T-Zellen einen immunstimmulierenden Effekt
hervorruft. In aktuellen Studien haben sich sowohl Cabozantinib als auch Nivolumab
gegeniber dem bisherigen Zweitlinien-Therapeutikum Everolimus hinsichtlich des

progressionsfreien Uberlebens und auch der Vertraglichkeit als tiberlegen erwiesen??°¢.

Tabelle 7: Systemtherapieoptionen gemiR Risikoprofil in der Erstlinientherapie®®

Therapielinie Risikoprofil Standard Option

Erstlinie Gut/intermediar Bevacizumab + IFNa | hochdosiertes IL-2
Pazopanib
Sunitinib
Tivozanib

Cabozantinib (nur

intermediar)

Unguinstig Temsirolimus Pazopanib

Cabozantinib Sunitinib
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Tabelle 8: Systemtherapieoptionen gemaR Vortherapie in der Zweitlinientherapie®®

Therapielinie Vortherapie Standard Option
Zweitlinie nach Zytokinen Axitinib Pazopanib
Sorafenib
nach VEGF- | Cabozantinib Axitinib (nach
Versagen Nivolumab Sunitinib)
Everolimus

Lenvatinib+Everolimus

nach Temsirolimus Axitinib
Cabozantinib
Pazopanib
Sorafenib
Sunitinib

Eine adjuvante alleinige Immuntherapie oder Vakzinierungstherapie sollte laut S3 Leitlinie
Nierenzellkarzinom 2017 nicht durchgefihrt werden. Eine adjuvante Target-Therapie wird
nur in Studien empfohlen®®.

Eine adjuvante Therapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren zeigte in einzelnen Studien zwar einen
Vorteil hinsichtlich des progressionsfreien Uberlebens*'*, wird aber in Leitlinien nicht
empfohlen®. Die Effektivitdt einer adjuvanten Immuntherapie nach chirurgischer Entfernung
eines Hochrisiko-Nierenzellkarzinoms wird gegenwartig in klinischen Studien untersucht (z.B.
IMmotion010 mit dem PD-L1 Inhibitor Atezolizumab'%).

5.2. microRNA

MicroRNAs (miRNAs) sind kurze nicht-kodierende, einzelstrangige RNAs, die aus 19-25
Nukleotiden bestehen®’. Sie binden an komplementare Nukleotidsequenzen der mRNA und
regulieren entweder durch Inhibierung der Translation oder durch die Spaltung des
Zieltranskripts die Genexpression und Proteinsynthese***°. Uber diesen Mechanismus
werden grundlegende biologische zellulare Prozesse wie Proliferation, Migration und

Apoptose in den verschiedenen Geweben gesteuert.
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5.2.1. Funktion der miRNA

Die erste miRNA, lin4, wurde 1993 im Fadenwurm Caenorhabditis elegans entdeckt. Damals
wurde beschrieben, dass lin4 fir die embryonale Entwicklung verantwortlich ist und Uber
Steuerung wichtiger Signalwege die Lebensdauer der Zellen beeinflusst®®. 2001 wurden
miRNAs erstmals im Menschen beschrieben®. Es folgten zahlreiche Arbeiten, in denen
weitere Funktionen der miRNAs entdeckt wurden: beispielsweise konnte im Modell der
Fruchtfliege die Beteiligung der miRNAs am programmierten Zelltod® und an der
Differenzierung von Neuronen und Immunzellen’ festgestellt werden. MiRNAs sind nicht nur
an den physiologischen Zellprozessen wie Proliferation, Erhaltung, Differenzierung und
Apoptose, sondern auch an pathologischen Prozessen der Zelle beteiligt. 2002 wurde in
einer Studie von Calin et al. bei chronisch lymphatischer Leukadmie erstmals festgestellt,
dass miRNAs eine Funktion in der Entwicklung von Neoplasien haben''. 2006 konnten
Yanaihara et al. bei Lungentumoren eine wichtige Beziehung zwischen miRNA-Expressions-
Signaturen und dem Uberleben der Patienten darlegen®®'"2.

Je nach Gewebe und Ziel-mRNA kénnen miRNAs als Onkogene oder Tumorsuppressorgene
fungieren. Beispielsweise ist miR-155 bei Krebserkrankungen wie Leukamien oder
Lymphomen erhéht exprimiert und wirkt als Onkogen. Bei endokrinen Tumoren liegt miR-155

in geringer Expression vor und wirkt als Tumorsuppressor®.

5.2.2. Biogenese

In Abb. 8 wird die Biogenese der miRNAs veranschaulicht. MiRNAs werden sowohl aus
Introns, als auch aus Exons transkribiert. Der GroR3teil der miRNA-Gene wird durch die RNA-
Polymerase Il im Zellkern transkribiert. Die primaren miRNA Transkripte (pri-miRNA)
bestehen aus mehreren Kilobasen, einem terminalen Loop, sowie Polyadenylierungen am
3’- und Cap-Strukturen am 5°-Ende. Im Reifungsprozess der pri-miRNA wird zunachst durch
den Mikroprozessorkomplex, bestehend aus dem RNase Ill Enzym Drosha und dem
Kofaktor DGCRS8, die charakteristische Haarnadelstruktur so gespalten, dass eine
Praekursor-miRNA (prae-miRNA) von 65 Nukleotiden Lange mit eingeschlossener miRNA
Sequenz entsteht.

Durch einen Transportkomplex, bestehend aus Exportin-5, GTP-bindendem Kernprotein
RAN und GTP, wird diese prae-miRNA in das Zytoplasma exportiert. Dort schneidet das
Enzym Dicer die Haarnadelstruktur nahe des terminalen Loops durch, wodurch ein 19-25

Basenpaare langer miRNA-Doppelstrang entsteht?®4°

. Im nachsten Schritt lagern sich
Argonaut-Proteine (AGO-Protein) und der Ribonukleinprotein-Komplex an den stabileren
miRNA-FUhrungsstrang, wodurch der RNA-inducedsilencingcomplex (RISC) entsteht. Der

RISC-Komplex wird durch die Bindung der miRNA an ihre Ziel-mRNA erweitert®®%°. Diese
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Bindung erfolgt hauptsachlich an der untranslatierten 3‘-Region der mRNA komplementar zur
Seed-Sequenz der miRNA, den ersten 2-8 Nukleotiden am 5’-Ende. Diese Region ist wichtig
fur die Targeterkennung®. Ist die Bindung zwischen miRNA und mRNA nicht vollstéandig
komplementar, wird die Translation der mRNA unterdriickt. Besteht eine vollstandige
Komplementaritat, wird die mRNA durch die Endonukleaseeigenschaft des AGO-Proteins
abgebaut. Es kommt zur Inhibierung der Genexpression auf posttranskriptioneller Ebene,
wodurch  zellulare Prozesse wie Apoptose, Zellwachstum, Migrations- und
Invasionsverhalten, sowie Proliferation und Angiogenese beeinflusst werden*®. Dabei kann
eine miRNA unterschiedliche mRNA-Targets haben, was die organ- und gewebsspezifische

Wirkungsweise der miRNA erklart und Ursache fir ihre Karzinomspezifitat ist.
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Abbildung 8: Zusammenfassende Darstellung der miRNA-Synthese%. Im ersten Schritt erfolgt
die Transkription der miRNA, danach folgt der Reifungsprozess zundchst im Zellkern durch
das Enzym Drosha/DGCR8 und nach Transport mittels Exportin 5 ins Zytoplasma durch das
Enzym Dicer. Die reife miRNA lagert sich dann unterstiitzt von Argonaut-Proteinen an die
mRNA an und kann diese regulieren.

5.2.3. Requlation der miRNA Synthese

Die Regulation der miRNA-Expression ist entscheidend flr ihre nachfolgende Funktion. Sie
beginnt bereits auf Gen-Ebene. Durch Amplifikation resultiert haufig eine Uberexpression der
miRNA, bei Deletion wird die miRNA erniedrigt exprimiert. Mutationen verandern die
Zusammensetzung der miRNA und fuhren zur fehlerhaften Reifung oder Anlagerung an die

mRNA. Die miR-Gene liegen haufig auf fragilen chromosomalen Abschnitten, sogenannten
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fragile sites, an denen es haufig zu Brichen, Deletionen und Amplifikationen, besonders in
malignem Gewebe, kommt'°.

Weiterhin beeinflussen spezifische Transkriptionsfaktoren den ersten Schritt in der
Biogenese der miRNAs (Abb. 9). MiRNAs haben eigenstandige Promotoren mit TATA-Box-
Sequenzen und CpG-Inseln, worliber die Regulation durch Transkriptionsfaktoren stattfindet.
Je nachdem, um welche miRNA und welchen Promotor es sich handelt, wirken
unterschiedliche Transkriptionsfaktoren. Zu den Regulatoren gehéren unter anderem c-Myc,
p53, MYOD1 und ZEB1/2 (Abb.2). Beispielsweise bewirkt c-Myc, ein Protoonkogen, Uber die
Bindung an den entsprechenden Promotor eine Aktivierung der Transkription des miR-17-92-
Clusters. Zusatzlich fihrt c-Myc zur geringeren Expression von Tumorsuppressor miRNA-
Genen der miR-15a, -29, -34 und let-7-Familie®.

a Transcriptional control

?)53 (miR-34 cluster)
MYC (miR-17 cluster)

\ RNA Pol | «— MYOD1 (miR-1 cluster)

- QT | MYC{miR-15a cluster)
. ZEB1 and ZEB2 (miR-200 cluster)

miRNA gene |

Abbildung 9: Regulation der miRNA-Transkription durch spezifische Transkriptionsregulatoren
wie p53, Myc, Myod1 und ZEB 1/2.

Die Transkription des miR-34 Clusters wird durch p53, der miR-1 Cluster durch MYOD1
aktiviert, eine Hemmung der Transkription des miR-200-cluster erfolgt durch ZEB1 und ZEB2.
Myc aktiviert die Transkription des miR-17-Clusters und hemmt die Transkription des miR-15a-
Cluster®.

Im nachsten Schritt der Biogenese wird durch Regulation des Mikroprozessor-Komplexes die
Reifung der miRNA beeinflusst. Zum einen erfolgt dies durch Autoregulation zwischen
Drosha und DGCRS8, zum anderen wird das Drosha-Enzym mittels Phosphorylierung durch
Glykogen-Synthase-Kinase-3-beta (GSK3R) und Acetylierung unbekannter Enzyme in seiner
Lokalisation und Stabilitdt beeinflusst. DGCR8 wird per Deacetylierung durch Histone-
Deacetylase 1 (HDAC1) in seiner Affinitdt zur pri-miRNA gestarkt und durch
Phosphorylierung mittels Extracellular-signal Regulated Kinase (ERK) stabilisiert. Zudem
werden sie durch weitere Proteine wie beispielsweise MECP2, p68, p72 sowie SMAD

reguliert*®. In Abb. 10 werden die einzelnen Regulatoren und ihre Wirkung veranschaulicht.
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Abbildung 10: Regulation der Biosynthese iiber den Mikroprozessorkomplex Drosha/DGCRS.
Die Phosphorylierung (P) des Droshas durch GSK3R und die Acetylierung (Ac) fiihrt zur
Stabilisierung und Festigung der Lokalisation des Enzyms im Zellkern. Ebenfalls zur
Stabilisation fiihrt die Regulation von TDP43 (Transactive response DNA binding protein 43
kDa). Das Co-Enzym DGCRS8 wird durch Phosphorylierung durch ERK stabilisiert. Die
Deacetylierung des DGCR8 durch HDAC1 bewirkt eine gesteigerte Affinitit zur pri-miRNA.
Durch MECP2 wird das Enzym DGCR8 gehemmt*.

Im Zytoplasma erfolgt die Regulation des RISC-Komplexes durch RNA-bindende-Proteine,
beispielsweise dead-end 1 oder HuR (ELAV1) sowie die Modifikation der Argonaut-
Proteine®®. Durch Beeinflussung der Argonaut-Proteine wird die Effizienz der miRNA-
Bindung an die mRNA reguliert. Die verschiedenen Mechanismen der Regulation der Ago-
Proteine sind in der Abb. 11 dargestellt.
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Abbildung 11: Modifikation der AGO-Proteine und die Konsequenz beziiglich der Effizienz der
miRNA Bindung an die Ziel-mRNA. a) Die Lokalisation der Bindungsstelle beeinflusst die
Effizienz. Durch Bindung am 3’'UTR-Ende ist die Wirkung der miRNA auf die mRNA effizienter
als durch die Bindung an der kodierenden Region b) RNA bindende Proteine wie DND1
verhindern die Anbindung des RISC/AGO-Komplexes und fiihren zur ineffizienteren Bindung
zwischen miRNA und mRNA c) Verschiedene Kofaktoren des RISC-Komplexes beeinflussen
die Effizienz. NHL2 fiihrt zur héheren, Mei-P26 zur geringeren Effizienz d) Durch Stabilisieren
des AGO-Proteins mittels Prolyl-4-hydroxylierung wird die Bindung und Regulation der miRNA
gegeniiber ihrer Target-mRNA effizienter, durch Phosphorylierung, Ubiquitinierung und Poly-
ADP-Ribosylierung des AGO-Proteins wird das Protein instabil und in seiner Bindungsfahigkeit
beeintrichtig, woraus eine schlechtere Bindung der miRNA an die mRNA resultiert®.

Je nachdem in welchem Gewebe die miRNA wirkt, werden die Regulationsmechanismen
durch gewebsspezifische Regulationsfaktoren gesteuert. Beispielsweise beeinflusst im
Skelett- und Herzmuskel der Serumreaktionsfaktor (SRF) und der
Myozytenverstarkungsfaktor 2 (MEF2) sowie Myf-5, MyoD und Myogenin die Funktion der
miRNAZ,

Die Tab. 9 fasst die essentiellen Regulationsmechanismen und ihren Effekt auf die miRNAs

nochmals zusammen.
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Tabelle 9: Regulationsmechanismen und deren Effekt auf miRNAs®

Mechanismus der Deregulation Effekt auf miRNA
1. Genomische Verdnderungen Erhohte oder erniedrigte Expression
Deletion, Amplifikation, Translokation

2. Mutation/Polymorphismus der miRNA-Gene Erhohte oder erniedrigte Expression,

verianderte Bindungskapazitit

3. Mutation/Polymorphismus der miRNA- Verianderte Bindungskapazitit

Bindungsstelle in der mRNA des Zielgens

4. Mutation im 3’-UTR-Bereich eines Nicht- Mogliche Bindung an eine Nicht-
Zielgens Zielgen-mRNA
5. Mutationen des Biogeneseapparats Unvollstindige Prozessierung

- Hochregulation von Drosha

- Reduktion von Dicer

6. Epigenetische Mechanismen Verminderte Synthese
- Methylierung der miRNA-Promotorregion

- Histonmodifikation

5.2.4. Bedeutung fir die Entstehung und Progression von Tumoren

MiRNAs beeinflussen ca. 30 % der proteinkodierenden Gene®. Wie im Kapitel 5.2.3.
beschrieben, regulieren miRNAs unter anderem die Differenzierung, Proliferation und
Apoptose. Diese Prozesse sind auch bei der Tumorgenese entscheidend. So kdnnen
miRNAs je nachdem, welche Ziel-mRNA sie regulieren, sowohl onkogene als auch
tumorsuppressive Eigenschaften haben. Sind onkogene miRNAs hochreguliert, flhrt dies zur
Unterdrickung des Tumorsuppressor-Proteins und zur Férderung der Tumorentstehung.
Liegen tumorsuppressive miRNAs in geringer Expression vor, wird dadurch die Wirkung der
Onko-Proteine verstarkt. In  Abb. 12 werden diese Ablaufe verdeutlicht. Die
Regulationsprozesse, die die Expression und somit die Funktion der miRNA verandern,

wurden in Kapitel 5.2.3. erlautert.

35
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Abbildung 12: Bedeutung der miRNAs fiir die Tumorgenese®

Neben der Beeinflussung der Tumorentstehung regulieren miRNAs auch die
Tumorprogression Uber verschiedene Wege. In Abb. 13 werden die vier wichtigsten
aufgefihrt.

Zum einen regulieren mMiRNAs Prozesse wie Migration, Invasion und Adhasion. Die
Migrationsfahigkeit wird durch Lockerung der Verankerungsmechanismen der Zelle erreicht
(Abb. 13a). Dies geschieht einerseits durch Auflockerung der extrazellularen Matrix,
beispielsweise durch Unterdriickung von CD44 bei erhéhter Expression der miR-373 und
miR-520. Andererseits wird durch Hemmung des CRK-Adapters wie etwa bei Verlust der
miR-126 das Aktingertst aufgelést. Auch die Regulierung von Matrixmetalloproteinasen
(MMPs) durch miRNAs, die eine Erhdhung von prometastatischen Matrixproteinen wie
Laminin y1, Kollagene und Tenascin bewirken, tragt unter anderem zur Remodellierung der
extrazellularen Matrix und somit zur Migration und Invasionsfahigkeit der Zelle bei (Abb.
13c). Die Regulation von ROCK 1 durch Verlust der miR-146 beeinflusst pro-migratorische
Signale, die Stimulation der miR-10b-5p durch TWIST férdert die epitheliale-mesenchymale
Transition (EMT) und beglnstigt dadurch ebenfalls die Migration (Abb. 13a). Die EMT sowie
das Erlangen von Stammzelleigenschaften werden bei Verlust von let-7 durch Hemmung von
H-RAS und HMGAZ2 sowie bei Verlust der miR-101 durch Hemmung von EZH2 beeinflusst
(Abb. 13b). Dadurch erlangt die Zelle die Fahigkeit zur Zellwanderung und zur unbegrenzten
Zellteilung, was die Metastasenentstehung und Schwierigkeit den Karzinomprogress

aufzuhalten, erklart. Die Proliferation im Primartumor und in Fernmetastasen wird ebenfalls
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durch Verlust der let-7-Familie mit Hemmung von HMGA2 und HRAS beschrieben. Ebenso

tragt eine erhéhte Expression der miR-221 und miR-222 sowie die Hemmung von p27 zur
Metastasierung bei (Abb. 13¢)®.
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Abbildung 13: Funktion der miRNAs fiir die Entstehung und Progression von Tumoren®®

Das Expressionsmuster der miRNA ist gewebe-und tumorspezifisch® und korreliert mit

klinischen und biologischen Eigenschaften von verschiedenen Tumoren einschliellich ihres

Wachstums, inres Metastasierungsverhaltens sowie ihres Ansprechens auf Therapie®.

In Tab. 10 sind die im Kapitel erwahnten miRNAs mit einer Auswahl ihrer Targets und ihrer

zugehdrigen Tumorentitat dargestellt.

Tabelle 10: Auswahl an miRNAs mit ihren Targets und zugehérigen Tumorentititen?33585

miRNA Target Tumorentitat
miR-373 CD44 Seminom, Nicht-Seminom, Mammakarzinom
miR-520 CD44 Mammakarzinom
miR-126 CRK1, PIK3R2,SPRED1, Mammakarzinom, Lungenkarzinom
VCAMA1
miR-146 ROCK1, IRAK1, TRAF6 Hormonrefraktares Prostatakarzinom, papilares
Schilddrusenkarzinom
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miR-10b HOXD10 Mammakarzinom

let-7-family HMGAZ2, HRAS, KRAS, Lungenkarzinom, Mammakarzinom
NRAS
miR-101 EZH2 Prostata-,Lungen-, Mamma-, Ovarial- und

Kolonkarzinom

miR-221/222 | p27, CDKN1C/p57, PUMA Pankreas-, Mamma-, Lungen-,

Leberzellkarzinom, Glioblastom

5.2.5. Bedeutung von miRNAs beim Nierenzellkarzinom

In verschiedenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass miRNAs eine groflte Bedeutung fir
die Entstehung und Progression des NZKs haben.

Zum einen wurden in einigen Arbeiten die Expressionsunterschiede verschiedener miRNAs
in sowohl benignen Nierentumoren wie dem Onkozytom, als auch in malignen Tumoren der
Niere wie dem kzNZK festgestellt. Je nach miRNA lag sowohl eine erniedrigte, als auch eine
erhdhte Expression im Tumorgewebe gegeniiber dem Normalgewebe vor®'.

Darlberhinaus wurden die Auswirkungen des Expressionsmusters auf das Tumorverhalten
und das Uberleben des Patienten betrachtet. In aktuellen Studien wurde die inverse
Korrelation zwischen erhéhter Expression einzelner miRNAs und der Proliferation, Migration
und Invasion des kzNZK beschrieben. Bei erniedrigter Expression konnte die Foérderung
dieser Prozesse festgestellt werden’®®"# In weiteren Arbeiten wurde eine signifikant héhere
Expression von miRNAs im Patientenserum mit NZK im Vergleich zu Probanden ohne NZK
festgestellt. Auch postoperativ zeigte sich eine geringere Konzentration im Vergleich zu
praoperativ''®.

Zum anderen gibt es fir die zweit- und dritthaufigsten Subtypen des NZKs, dem papillaren
und chromophoben Typ Daten, die eine unterschiedliche Expression von verschiedenen
miRNAs im Tumorgewebe verglichen zum Normalgewebe zeigen. Ebenso besteht auch in
diesen Tumorentitaten eine Korrelation zur Prognose der Patienten®”8,

Aulerdem konnten signifikante Expressionsunterschiede einer miRNA-Signatur in den drei
verschiedenen Subtypen, chromophob, papillar und klarzellig sowie dem benignen
Onkozytom dargelegt werden''®.

Zudem wurden flir einige mMiRNAs eine erniedrigte Expression im metastasierten
Primartumorgewebe gegeniliber nicht metastasiertem und Normalgewebe beschrieben®.
Weiter konnte bei Vergleich der verschiedenen Tumorstadien eine signifikant geringere
Konzentration in den Stadien Ill/IV gegenlber den Stadien /1l dargestellt werden. AuRerdem

bestéatigte sich eine Korrelation zum Gesamtiberleben®.
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Die Arbeit von Heinzelmann et al. diente als Vorarbeit fir diese Dissertation. Hier wurde die
miRNA-Expression in metastasierten Primartumoren im Vergleich zu der miRNA-Expression
in nicht metastasierten Primartumoren sowie in Fernmetastasen analysiert. Eine Signatur
von 14 miRNAs konnte identifiziert werden, 13 miRNAs waren in metastasierten
Primartumoren und Lungenmetastasen erniedrigt exprimiert, eine miRNA, miR-1246 lag in
geringer Konzentration im nicht-metastasierten Primartumor vor**. Die folgende miRNA
microarrayheatmap (Abb.14) stellt die statistisch signifikant unterschiedlich exprimierten

miRNAs in den untersuchten Gewebearten dar.

hsa-miR-30¢c-2%*
hsa-miR-30a*
hsa-miR-30e*
hsa-miR-30a
hsa-miR-30e
hsa-miR-126
hsa-miR-30c¢
hsa-miR-126%*
hsa-miR-455-3p
hsa-miR-139-Sp
hsa-miR-144%*
hsa-miR-451
hsa-miR-1246
hsa-miR-204

Abbildung 14: Microarray Heatmap: Expressionsmuster der 14 differentiell exprimierten
miRNAs in nicht metastasierten und metastasierten Primdrtumoren sowie in
Lungenmetastasen®.

Die nicht metastasierten Primartumore sind braun, die metastasierten hellblau und die
Lungenmetastasen dunkelblau gekennzeichnet. Eine geringe Konzentration der miRNAs ist
durch griin, eine erhohte Konzentration durch rot dargestellt. Bis auf miR-1246 liegen diese
miRNAs in metastasiertem Gewebe in geringerer Konzentration vor.

Die meisten Arbeiten, die sich mit der Bedeutung der miRNAs im NZK beschaftigen,
basieren auf Microarray-Analysen und Validierungen in kleinen Probenzahlen mittels qRT-
PCR. Validierungen der Ergebnisse der identifizierten miRNAs an einem gréReren
Patientenpool liegen nur wenige vor. Da miRNAs jedoch einen bedeutenden Einfluss auf die
Tumorgenese zu haben scheinen, sollten weitere Arbeiten -so auch diese- zur Bestatigung

der Ergebnisse aufgenommen werden.
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6. Zielsetzung

Das NZK ist der Tumor mit der héchsten Letalitat des Urogenitalsystems. Ist ein kuratives
Therapiekonzept mdglich, besteht eine 5-Jahres Uberlebensrate von 76%. Liegen jedoch
Metastasen vor, ergibt sich eine 5-Jahres-Uberlebensrate von nur ca. 10%. Daher ist es
essentiell, bereits zu einem frlhen Zeitpunkt das Metastasierungsrisiko sicher
vorherzusagen, um frihzeitig der Metastasenbildung durch adjuvante Therapiekonzepte
entgegenzuwirken oder diese durch entsprechend engmaschige Nachsorgekonzepte
frihzeitig zu erkennen.

In Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurden 14 miRNAs identifiziert, die signifikant mit der
Metastasierung des kzNZKs assoziiert waren. Das Ziel dieser Dissertation war es, an einem
unabhangigen grélieren Patientenkollektiv die prognostische Wertigkeit von zwei der in den
Vorarbeiten identifizierten miRNAs, miRNA-30a-3p und miRNA-10b-5p, zu validieren. In
einem zweiten Teil galt es, basierend auf Vorarbeiten, den direkten Einfluss der miR-30a-3p
auf potentielle miRNA-Targets durch Western Blot Analysen zu Uberprifen. Dabei sollten die

folgenden Fragestellungen beantwortet werden:

1. Sind signifikante Expressionsunterschiede der miR-30a-3p und miR-10b-5p im
metastasierten kzNZK im Vergleich zum nicht metastasierten kzNZK nachweisbar?

2. Kann eine Vorhersage bezliglich des metastasierungsfreien und Gesamt- Uberlebens
anhand des Expressionslevels der beiden miRNAs getroffen werden?

3. Welche Target-Proteine werden von miR-30a-3p beeinflusst und inwieweit kdnnen

Ruckschlisse auf regulierte Metastasierungsprozesse des NZKs gezogen werden?

Die Ergebnisse dieser Arbeit sollen als Teil eines grolden Projekts zusammen mit Arbeiten
weiterer miRNAs Voraussetzungen daflir schaffen, eine zuverlassige Vorhersage des
individuellen Metastasierungsrisikos mithilfe einer miRNA-Signatur treffen zu kénnen. Durch
frihzeitige Selektion der Patienten mit schlechter Prognose soll es méglich sein, individuell
eine engmaschige Nachsorge durchzufiihren und eventuell adjuvante Therapiekonzepte
anzuwenden und die Uberlebenswahrscheinlichkeit hierdurch zu verbessern. Der zweite Teil
der Arbeit kann Voraussetzungen flr die Entwicklung neuer Therapieansatze durch die

Identifizierung relevanter Signalwege schaffen.
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7. Material und Methoden

7.1. Gerate und Programme

Luna™ AutomatedCell Counter
NanoDrop ™Spektrophotometer
ND-1000

REST 2008 Software

StepOnePlus™gPCR System
Typhoon 9410 Western Blot Scanner

Software ImageJ 1.48v

7.2. Chemikalien und Kitsysteme

Logo Biosystems; San Francisco; USA

NanoDrop Technologies; Wilmington; USA

M.W. Pfaffl; Minchen; Deutschland

Applied Biosystems; Foster City; USA
HealthCare GmbH; Freiburg; Deutschland
NIH; Bethesda; USA

7.2.1. Gesamt-RNA-Isolierung, gRT-PCR

Ethanol 96%

miRNeasy FFPE Kit

miRNeasy Mini Isolationskit
Nukleasefreies H,O

TagMan®Gene Expression Master Mix
TagMan®MicroRNA Assay
TagMan®MicroRNA

Reverse TranscriptionKit
TagMan®qPCR Primer

Xylol

7.2.2. Zellkultur

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM)
Fetales Kalberserum (FKS)
Phosphatgepufferte Salzlésung (PBS)
Roswell Park Memorial Institute Medium
(RPMI)

Sigma-Aldrich; St.Louis; USA
Qiagen; Hilden; Deutschland
Qiagen; Hilden; Deutschland
Qiagen; Hilden; Deutschland
Applied Biosystems; FosterCity; USA
Applied Biosystems; FosterCity; USA
Applied Biosystems; FosterCity; USA
Applied Biosystems; FosterCity; USA
Applied Biosystems; FosterCity; USA

Zentrales Chemikalienlager UdS

Sigma-Aldrich; St.Louis; USA
Sigma-Aldrich; St.Louis; USA
Sigma-Aldrich; St.Louis; USA
Sigma-Aldrich; St.Louis; USA
Sigma-Aldrich; St.Louis; USA



Trypsin
Trypanblau

7.2.3. Transfektion

DharmaFECT 2 TransfectionReagent
OptiMEM®

Syn-hsa-miR-30a-3p miScript miRNA
GoScript™ 5x Reaktionspuffer

MgCl, (1,5-5,0 mM)

PCR Nukleotidmix

RekombinatesRNasin®Ribonuklease
Inhibitor

GoScript™ReverseTranskriptase
GoTaqg®qPCR Master Mix

Primer forward&reverse Cofilin 1,
Cofilin 2, NDKB, Referenz GAPDH

CXR Reference Dye

Sigma-Aldrich; St.Louis; USA
Sigma-Aldrich; St.Louis; USA

Dharmacon ™GElifesciences

Life Technologies; USA

Promega Corporation, Fitchburg, WI, USA
Promega Corporation, Fitchburg, WI, USA
Promega Corporation, Fitchburg, WI, USA

Promega Corporation, Fitchburg, WI, USA

Promega Corporation, Fitchburg, WI, USA

Promega Corporation, Fitchburg, WI, USA
Promega Corporation, Fitchburg, WI, USA

Promega Corporation, Fitchburg, WI, USA

Promega Corporation, Fitchburg, WI, USA

7.3. Puffer und Lésungen zum Proteinnachweis

7.3.1. Zellernte

CHAPS Lysepuffer Tris (pH=7,5)

NaCl
MgClz
CHAPS

Protease Inhibitor
100x

50 mM SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

150 mM

1 mM

2% (m/v)

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland
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7.3.2. SDS-PAGE

4x Trenngelpuffer

4x Sammelgelpuffer

10x Laufpuffer

6x Probenpuffer
(reduzierend)

6x Probenpuffer
(nicht reduzierend)

Acrylamid/Bisacrylamid
(A/B)

10% APS

TEMED

Proteinstandard

Tris (pH= 8,8) 1,5M SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Tris (pH = 6,8) 0,5M SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Tris 250 mM SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

Glycin 1,92 M

SDS 0,1%

Glycerin 30% SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

SDS 1%

Dithiotriol (DTT) 600 mM

Bromphenolblau 1 Spatelspitze

Mit 4x Trenngelpuffer auf Endvolumen auffillen

Glycerin 30% SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

SDS 1%

Bromphenolblau 1x Spatelspitze

Mit 4x Trenngelpuffer auf Endvolumen auffillen

Acrylamide/Bis Solution, 37 5:1

Amoniumpersulfat 10% (m/v)

N,N,N’N‘-Tetramethyl-
ethylenediamine

Dual Color
Protein Standard Il

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland

SERVA Electrophoresis GmbH,
Heidelberg, Deutschland
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7.3.3. Western Blot

Transferpuffer

7.3.4. Inmundetektion

10x TBS-Tween

BSA-Blocklésung

Antikérper

Tris 48 mM
Glycin 39 mM
Methanol 15% (v/v)
SDS 0,01%
Tris 248 mM
NaCl 1,37 M
Tween 20 (pH =7,6) 1% (v/v)
TBS-Tween 1x

BSA 5%

Cofilin(D3F9) XP ™RabbitmAb

GAPDH (14C10)
RabbitmAb

NDK (D18F10)

RabbitmAb

Vinculin(E1E9V) XP®RabbitmAb

Galectin-1(D608T) RabbitmAb

a-Rabbit-1lgG-Alexa488

Cell Signaling Technology;

Danvers; USA

Cell Signaling Technology;

Danvers; USA

Cell Signaling Technology;

Danvers; USA

Cell Signaling
Danvers; USA
Cell Signaling
Danvers; USA
Cell Signaling
Danvers; USA
Cell Signaling
Danvers; USA
Cell Signaling

Danvers; USA

Technology;

Technology;

Technology;

Technology;

Technology;

Dianova GmbH; Hamburg,

Deutschland
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7.4. Biologische Materialien

Zur Verwendung der Gewebeproben lag von den Patienten der Kliniken fir Urologie und
Kinderurologie des Universitatsklinikums Saarland und des Universitatsklinikums Jena eine
entsprechende Einverstandniserklarung vor. Es wurden nur kzNZK verwendet. Flr den
Probenanteil des normalen Nierengewebes musste ein Sicherheitsabstand zum
Tumorgewebe von mindestens 2 cm gewahrleistet werden. Die TNM-Klassifikation erfolgte
nach WHO-Klassifikation 2004. Die Patienten, die primar nicht metastasiert waren, wurden
mindestens 5 Jahre nachbeobachtet. Die wesentlichen Charakteristika des

Patientenkollektivs sind in Tab. 11 dargestellt.

Tabelle 11: Charakteristika des Patientenkollektivs

Gesamtzahl Patienten 92

Alter (in Jahren)
Mittelwert/Median (Verteilung) 61/62 (38-82)

Geschlecht (m/w) 65/28
T-Stadium
T1 50
T2 9
T3 30
T4 3

TumorgrofRe (in cm)
Mittelwert/Median (Verteilung) 5,9/5,2 (0,7-13,5)

Grading (nach Fuhrman)

G1 7

G2 69

G3 13

G4 1
Metastasen (ja/nein) 48/44
Tod (ja/nein) 22/70

Nachbeobachtungszeitraum (in Monaten)
Mittelwert/Median (Verteilung) 49/52 (0-126)
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7.5. Gewebeaufarbeitung

Von den FFPE-Proben wurden HE-Schnitte angefertigt. Mikroskopisch wurden die Bereiche
festgestellt, die einen Tumoranteil > 85 %, wenig Gefallanschnitte und keine Nekroseanteile
enthielten und markiert. Anschlieliend wurden von dem Paraffinblock 10 Schnitte a 7 ym mit
dem Mikrotom geschnitten, die ausgewahlten Bereiche makrodisseziert und in ein 1,5 ml

Reaktionsgefalt tberfihrt. Von diesem Material ausgehend erfolgte die Isolierung der RNA.

7.6. Isolierung der RNA

Zu den FFPE-Gewebeproben wurde zunachst 1 ml 99,9%iges Ethanol hinzugefugt, um das
Uberflissige H,O zu entfernen. Nach 10 s Durchmischen und 2 min Zentrifugieren bei
12000 g wurde der ethanolhaltige Uberstand mit einer 10 pl Pipette entfernt. Im nachsten
Schritt wurde 1 ml Xylol hinzugegeben, um nun das Paraffin aufzulésen. Der Uberstand
wurde nach 10 s Durchmischen und 2 min Zentrifugieren bei 12000 g mit einer 10 pl Pipette
entfernt. Um das Xylol komplett zu entfernen, wurde das gleiche Verfahren nochmals mit
99,9%igem Ethanol durchgefuhrt. Nun wurde das vorbereitete Gewebe fir 10 min bei 37°C
erhitzt. War der Rest des Alkohols verdampft und das Gewebe trocken, wurden nach den
Herstellerangaben des miRNeasy FFPE Kit (Qiagen) 240 pl Buffer PKD sowie 10 pl
Proteinase K hinzugegeben, um die im Gewebe enthaltenen Proteine zu zerstéren. Zur
Aktivierung der Proteinase K wurde die Probe nach dem Durchmischen zunachst flr 15 min
bei 56°C, dann fir 15 min bei 80°C inkubiert. Es ist zu beachten, dass die Probe erst nach
vollstandigem Aufheizen in das Heizgerat gestellt wurde. AnschlieRend wurde die Probe fiir
3 min auf Eis gegeben und anschliefiend fir 15 min bei 20000 g zentrifugiert. Aus dem
daraus resultierenden Uberstand wurden 250 pl in ein 5 ml ReaktionsgefaR Uberfihrt. Es
folgte die Zugabe von 25 yl DNAse Booster Buffer und 10 pyl DNAse. Dies diente der
Zersetzung der DNA des Gewebes. Nach vorsichtigem Vermischen inkubierte die Probe bei
Raumtemperatur fir 10 min. Im Anschluss wurden 500 pl des RBC Buffers hinzugeflgt,
wodurch die hydrophilen Bindungen zwischen H,O und RNA aufgeldst wurden. Im nachsten
Schritt wurden 1750 pl 99,9%iges Ethanol hinzugegeben und grindlich vermischt. Danach
wurden 700 ul der Lésung auf spezielle Filter gegeben und bei 8000 g fir 15 s zentrifugiert.
Der Durchfluss wurde verworfen. Der Vorgang wurde wiederholt bis die gesamte Probe
filtriert war. Anschliefend folgten zwei Waschschritte mit 500 yl RPE Puffer. Im ersten
Waschgang wurde der Filter mit 15 s bei 8000 g zentrifugiert, im zweiten fir 2 min bei
8000 g. Das Filtrat wurde jeweils verworfen. Anschliel’iend wurde die gebundene Gesamt-
RNA durch 14-30 ul RNase freies H,O durch maximale Zentrifugation (12000 g) fir 1 min
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eluiert. Das Eluat mit der enthaltenen RNA wurde bis zur Weiterverarbeitung bei -20°C
aufbewahrt.

Die Konzentration der RNA und die Reinheit der Probe wurden mittels Spektrophotometer
(Nanodrop™ Spektrophotometer ND-1000, NanoDrop Technologies, Wilmington, USA)
gemessen. Dies erfolgt durch Bestimmung verschiedener Wellenlangen. Die Konzentration
der RNA wurde bei einer Wellenlange von 260 nm bestimmt. Die Verunreinigung durch
Proteine wurde durch die Absorption bei Wellenlangen von 280 nm gemessen, die
Verunreinigung durch Loésungsmittel bei 230 nm. Zur Eignung der Probe wurde das
Verhaltnis zwischen der Konzentration der RNA und der Verunreinigung betrachtet. Lag das
260/280 Verhaltnis zwischen 1,5 und 2,1 sowie das 260/230 Verhaltnis Gber 1, konnte die

Probe weiterverwendet werden.

7.7. MiRNA-Expressionsanalyse

7.7.1. Reverse Transkription

Die miRNA-Expressionsanalyse wurde mittels quantitativer Polymerase-Ketten-Reaktion
(gPCR) durchgefiihrt. Es musste zunachst eine Umschreibung von RNA in cDNA durch
Reverse Transkription (RT) erfolgen. Ein miRNA-spezifischer, stem-loop Reverse-
Transkriptase Primer hybridisiert mit der Target-Sequenz der miRNA. In dieser Arbeit wurde
die Expression von miR-30a-3p und miR-10b-5p untersucht. Daflir stand das
TagMan®ReverseTranskriptions Kit (Applied Biosystem) zur Verfigung. Fur die
Durchfiihrung der RT wurden pro Ansatz 7 ul Mastermix plus 5 yl Probe sowie 3 ul des
Primer-Pools angesetzt. Der Primer-Pool bestand aus dem Primer der miR-10b-5p, der miR-
30a-3p sowie der Referenz-RNU48. Da die Konzentration pro RT-Primer das 0,05 fache des
Gesamtvolumens des Primer-Pools betragen sollte, wurden bei einer Gesamtmenge von
200 pl 2 pl Primer verwendet, die mit 194 ul H,O aufgefillt wurden. Als Referenzwert wurde
stets RNU48 mitgefiihrt, da sie in Nierengeweben konstant exprimiert wird .

Der Mastermix wurde aus nukleasefreiem H,O, Desoxyribonukleosidtriphosphaten (dNTPs),
Reverse Transkriptase (RT) Puffer, RNase Inhibitor und Multiscribe RT hergestellt.

In Tab. 12 sind die einzelnen Komponenten des Mastermixes mit Mengenangaben fiir einen

Reaktionsansatz aufgeftihrt.
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Tabelle 12: Komponenten des RT-Mastermixes und die jeweiligen Konzentrationsangaben pro

Ansatz

Komponente Volumen in pl/15 pl Reaktion

100 mM dNTPs (mit dTTP) 0,15

MultiScribeReverseTranskriptase (50 U/pl) 1,00

10x Reverse TranskriptionsBuffer 1,50

RNAse Inhibitor 20 U/ul 0,19

Nucleasefreies H,O 4,16

Total 7,00

In 0,2 ml Reaktionsgefal’e wurden dann 5 pl Probe, 7 pyl Mastermix und 3 ul der Gesamt-
RNA (33,3 ng/ul) gegeben. Das Gesamtvolumen fiir die Reverse Transkription betrug
demnach 15 pl. Nach griindlichem Durchmischen, Zentrifugieren und 5 min Inkubation auf
Eis erfolgte die RT in einem Thermocycler (Uno IlI, Biometra®). Das Temperatur/Zeit-

Programm ist in der Tab. 13 zusammengefasst.

Tabelle 13: Temperatur/Zeit-Programm fiir Reverse Transkription

Schritt Zeit (min) T°C
Primerhybridisierung 30 16
Elongation 30 42
Denaturierung 5 85
Ende/Konservierung 0 4
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7.7.2. Amplifikation

Nach Umwandlung der RNA in cDNA wurde im nachsten Schritt die Quantifizierung mittels
Real Time gPCR durchgefihrt. Die Methode der Real Time gPCR erfolgte nach dem
TaqgMan Prinzip. Zur Reaktion wurden eine TagMan-Sonde, die sich an die zu analysierende
Stelle der cDNA anlagert, sowie die TagDNA Polymerase bendtigt. Die TagMan-Sonde
besteht aus einem fluoreszenzmarkierten 5’Ende, der Fluoreszenzfarbstoff wird als Reporter
bezeichnet. Er emittiert Licht einer bestimmten Wellenlange, die jedoch vom Quencher am
3Ende der Sonde absorbiert wird. Nach Spaltung der Sonde durch die
5‘Endonukleaseaktivitat der TagDNA Polymerase kommt es zur Trennung von Reporter und
Quencher, so dass das Licht ohne Absorption vom Reporter emittiert werden kann. Je mehr
DNA synthetisiert wird, desto mehr Reporter-Molekile werden freigesetzt und umso starker
ist das Signal. Das Prinzip der Real Time qPCR nach dem TagMan Prinzip ist in Abb. 15

veranschaulicht.

R (Reporter) ist der
Fluoreszenzfarbstoff am 5’Ende, Q
: (Quencher) absorbiert das von R
emittierte Licht am 3’Ende.

Probe displacement

Die TagDNA Polymerase lagert

AmpliTag Gold® — R-Q-Sonde.
DNA polymerase |.__R__.| @

5!—&&_3’

-

7

>\

sich an und spaltet die

Probe cleavage Durch Trennung des Reporters
y/_i_\( vom Quencher kann das Licht
-4’[\5_}:- Te— ohne Absorption emittiert
b 4
- @ werden. Je mehr cDNA entsteht,
5 - 3 umso starker ist das Signal.

- S

Abbildung 15: Das Prinzip der Real-Time qRT-PCR in Teilschritten®®
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Zur Durchfihrung der qPCR wurde ein PCR-Masteransatz aus dem TaqMan MicroRNA
Assay Primer, einem TagMan Gene Expression Mastermix sowie H,O angefertigt. Die
Mengenangaben der einzelnen Komponenten im PCR-Mastermix Ansatz sind in Tab. 14
aufgefiihrt. In je einem Well einer 96-Well-Platte wurden 1 pl der cDNA und 9 pl des PCR-
Mastermix hinzugegeben. Die Probe wurde dabei in 3 technischen Replikaten analysiert.
Weiterhin wurde eine Kontrolle bestehend aus 1 uyl H,O und 9 pl PCR-Masteransatz
mitgefiihrt. Nach Zentrifugation von 1 min bei 218 g wurde die 96-Well Platte in das
StepOnePlus™ System (Applied Biosystems) eingebracht und in diesem die eigentliche
gPCR durchgefiihrt. In Tab. 15 sind deren Teilschritte mit der jeweiligen Zeitdauer

angegeben.

Tabelle 14: Komponenten des PCR-Mastermixes mit den jeweiligen Konzentrationsangaben

Komponente Volumen in 10 pl Reaktion
TagMan MiRNA Assay Primer (20x) 0,5 ul
TagMan Gene Mastermix 5,0 ul
Nukleasefreies H,O 3,5 ul
Total 9 ul

Tabelle 15: Zeit-Temperatur-Programm fiir die Amplifikation der cDNA

Schritt Zeit Tin°C
Enzymaktivierung 10 min 95
Denaturierung (40 Zyklen) 15s 95
Annealing+Extension (40 Zyklen) 60 s 60

Zur quantitativen Auswertung betrachtet man den ct-Punkt (cycle threshold). Der ct-Punkt ist
der PCR-Zyklus, bei dem sich das Fluoreszenzsignal deutlich von der
Hintergrundfluoreszenz unterscheidet. Man orientierte sich dabei an der fir jede miRNA
festgelegten threshold Linie. Befindet sich eine geringe Menge an miRNA in der Probe,
bendtigt es mehr Amplifikationszyklen bis sich das Fluoreszenzsignal vom Hintergrund

abhebt, der ct-Punkt ist entsprechend gréRer. Enthalt die Probe bereits viel miRNA, sind
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weniger Amplifikationen flr eine Detektion notwendig, der ct-Punkt ist kleiner. In der Abb. 16

ist der Amplification Plot einer qRT-PCR-Analyse schematisch dargestellt.

375 qPCR

3.50

3.00

¢ ct-Punkt (cycle threshold)

threshold Linie

Cycle

Abbildung 16: Kurvendiagramm zur Auswertung der PCR-Analyse. Auf der x-Achse sind die
Anzahl der Amplifikationszyklen angegeben, auf der y-Achse die Starke des
Fluoreszenzsignals. Die drei Kurven stellen beispielhaft drei Proben unterschiedlicher
Gewebeart mit unterschiedlichen ct-Punkten und somit unterschiedlichen Konzentrationen der
cDNA dar. Die gestrichelte griine Linie, die threshold-Linie, wurde fiir die jeweiligen miRNAs,
miR30a-3p, miR-10b-5p und miRNU48 individuell festgelegt. Der threshold fiir die miR-30a-3p
wurde mit 0,3, fiir miR-10b-5p mit 0,2 und fiir miRNU48 mit 0,25 bestimmt. In dieser Abb. ist
beispielhaft die threshold-Linie fiir die miR30a-3p dargestelit.

7.7.3. Bestimmung der PCR-Effizienzen

Fir eine valide Auswertung der Konzentrationsunterschiede der miRNAs werden die
Effizienzen der beiden miRNAs bendtigt. Effizienzen stehen fiir die Vervielfaltigung der DNA
pro Zyklus. Zur Bestimmung wurde eine Verdinnungsreihe (1:1, 1:10 und 1:100) angefertigt,
mit qRT-PCR analysiert und mittels REST-Software ausgewertet. Bei optimalen
Reaktionsbedingungen und -ablaufen wirde die Amplifikationseffizienz der PCR-Reaktion 2

betragen (also eine genaue Verdopplung der cDNA pro Zyklus).
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7.8. Validierung der Targetproteine

In  Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe wurden durch 2D-Gelelektrophorese und

Massenspektrometrie Targetproteine der miR-30a-3p identifiziert (siehe Abb. 17).

mock miR-30a-3p
e

APT
LEG-1

CFL

NDK
UCHL1
ENOA
ALDOA
CFL

Abbildung 17: Ergebnisse der Massenspektrometrie zur Targetidentifizierung der miR-30a-3p in
Form einer Heatmap

In dieser Arbeit sollte nun die Validierung der Targetproteine, vor allem des Cofilins, mittels
Western Blot Analyse erfolgen. Dabei wurden zunachst die Zellen der Zelllinie 786-0

kultiviert, anschlieRend mit einer synthetischen miR-30a-3p transfiziert und schlieRlich tber
Western Blot analysiert, inwieweit die Proteine durch Erhéhung der intrazellularen miRNA-
Konzentration beeinflusst werden. Die einzelnen Schritte werden in den folgenden Kapiteln

erlautert.

3.8.1. Zellkultur

3.8.1.1. Kultivieren der Zellen

Zunachst wurde die Zelllinie 786-0, eine Zelllinie eines metastasierten kzNZKs, kultiviert und
vervielfaltigt (siehe Abb. 18). Bei der Zelllinie 786-O handelt es sich um epitheliale adharent
wachsende Zellen, die eine Verdopplungszeit von 45 h aufweisen und gut fir Transfektionen
geeignet sind"'™°,

Dabei wurden 500 ml Nahrmedium aus 225 ml Dulbecco’sModified Eagle Medium (DMEM),
225 ml Roswell Park Memorial Institute Medium (RPMI) und 50 ml Fetalem Kélberserum

(FKS 10 %) angesetzt, davon 5 ml in eine 25 cm?-Zellkulturflasche gefiillt und die Zellen der

52



Zelllinie 786-0 hinzugefugt. Die Kultivierung erfolgte -wie alle nachfolgenden- bei 37°C, 95 %
Luftfeuchtigkeit und 5 % CO,. Zur optimalen Kultivierung wurden die Zellen alle 2-3 Tage
passagiert. Der Zustand der Zellen wurde stets per Mikroskop kontrolliert (siehe Abb. 18).

Abbildung 18: Kultivierte Zelllinie 786-0. Die Abbildung zeigt die Zelllinie 786-O nach
Kultivierung in optimalem Umgebungsmilieu. Es sind sowohl einzelne Zellen als auch Zellen im
Teilungsprozess zu erkennen.

7.8.1.2. Passagieren der Zellen

Im ersten Schritt wurde das Nahrmedium abgesaugt. AnschlieBend wurden die Zellen mit
2 ml PBS (Phosphatgepufferter Salzlésung) zum Entfernen des Zellmediums gewaschen.
Dabei war immer darauf zu achten, die Flissigkeiten am Rand in die Kulturflasche zu geben,
um so wenig wie mdglich Zellschaden zu verursachen. Nun konnte nach Absaugen des PBS*
und Zellmediums das Ablésen der Zellen vom Flaschenboden durch die Zugabe von 0,5 ml
Trypsin erfolgen. Um fir das Trypsin optimale Bedingungen zu schaffen, wurde die
Kulturflasche bei 37°C fur 10 min inkubiert. Nach dem Ablésen wurden die Zellen in 5 ml
Zellkulturmedium aufgenommen. Anschlieliend wurde die gesamte Zellsuspension in ein 10
ml Reaktionsgefall Uberfiihrt. Es folgte eine Zentrifugation fir 3 min bei 218 g. Der
Uberstand wurde entfernt und erneut 2 ml Medium unter Resuspension hinzugegeben.
Abhangig von der Dichte der Zellen und der anschlielienden Kultivierungsdauer wurde eine
1:3 Verdlnnung gewahlt und somit 0,6 ml der Zellldsung in eine Kulturflasche mit 3,9 ml
Medium hinzugefligt und im Brutschrank bis zum nachsten Passagieren der Zellen bei 37°C
kultiviert.
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7.8.1.3. Einfrieren der Zellen

Fur spatere Analysen kdnnen die kultivierten Zellen durch Lagerung in flissigen Stickstoff fr
einen langeren Zeitraum aufbewahrt werden. Daflir wurden die Zellen, wie auch bei der Zell-
Passagierung, abtrypsiniert. Das gewonnene Zellpellet wurde mit 5 ml Kulturmedium
resuspendiert und fir 3 min. bei 218 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt. Das
Zellpellet wurde zigig mit 2 ml Einfriermedium (DMEM inkl. 10 % FKS + 10 % DMSO)
resuspendiert und in Cryopcaps uberfihrt. Danach wurden die Cryocaps im -80°C

Gefrierschrank fur mindestens 24 h und anschlielRend im Stickstofftank aufbewahrt.

7.8.1.4. Ziahlen der Zellen

Die Auszahlung der Zellen erfolgte durch den Luna™AutomatedCellCounter (Logos

Biosystems).

7.8.2. Transiente Transfektion

Im nachsten Schritt wurde synthetische miRNA-30a-3p in die Zellen transfiziert, um
anschliefend die durch Erhéhung der miRNA-Konzentration verursachten Veranderungen
der Targetproteine zu detektieren.

Die transiente Transfektion fand in 6-Well-Platten statt. In jedes Well wurden 30.000 Zellen in
2 ml Zellkulturmedium gegeben. In drei Wells wurde die synthetische siRNA transfiziert
(MIMIC), in den anderen drei Wells erfolgte keine Transfektion (MOCK). Die Durchflihrung
fand stets in biologischen Triplikaten statt.

Fir einen Reaktionsansatz wurde zunachst ein 500 yl Reaktionsgefall mit 1 ul siRNA (Syn-
hsa-miR-30a-3p miScript miRNA MIMIC 5nmol) und 199 ul des Transfektionsmediums
OptiMEM® (Life Technologies) gegeben und flir 5 min inkubiert. In zwei weitere 2 ml
Reaktionsgefalle wurden jeweils 1 I des Transfektionsreagenz’
DharmaFECTZ2TransfectionReagent (Dharmacon™; GE lifesciences) und 199 pl des
Transfektionsmediums OptiMEM® (Life Technologies) hinzugefiigt und ebenfalls fir 5 min
inkubiert. Nach 5 min wurde in das eine 2 ml Reagenzgefal}, welches als Kontrolle (MOCK)
diente, 200 ul des Transfektionsmediums OptiMEM® (Life Technologies) geflllt, um die
gleiche Menge an Fliussigkeit herzustellen. In das andere 2 ml Reagenzgefall wurde der
Inhalt des 500 pl Reaktionsgefalies mit der synthetischen miRNA (MIMIC) hinzugegeben.
Nach 20 min Inkubationszeit wurde in beide Reaktionsgefalle jeweils 1600 pl
Zellkulturmedium gegeben. Der Reaktionsansatz wurde flr drei technische Replikate

verdreifacht. Die Abb. 19 veranschaulicht den Vorgang mit Berlicksichtigung der Triplikate.
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Nach Absaugen des Zellkulturmediums in der 6 Well-Platte wurde in die drei oberen Wells
der 6-Well-Platte jeweils 2 ml Transfektionsansatz mit miRNA-MIMIC hinzugefigt, in die drei
unteren Wells jeweils 2 ml Transfektionsansatz ohne miRNA (MOCK). Innerhalb von 24 h
erfolgte ein Medienwechsel mit unbehandeltem Kulturmedium, da das Transfektionsmedium
einen zytotoxischen Effekt hat. Nach weiteren 48 h wurde mittels gRT-PCR beurteilt, ob die

Transfektion erfolgreich war und - sofern dies der Fall war - die Proteinanalyse durchgeflhrt.

Reaktionsansatz mit Transfektion Reaktionsansatz ohne Transfektion
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Abbildung 19: Reaktionsansatz in Triplikaten zur Transfektion der siRNA in die Zelllinie 786-O
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7.8.2.1. Kontrolle der Transfektion

Zur Kontrolle einer erfolgreichen miRNA-Transfektion erfolgte nach 48 h Transfektionszeit
einerseits eine Fluoreszenzmessung. Bei dieser Kontrollvariante wurde eine
fluoreszenzmarkierte miRNA nach dem in Kapitel 7.8.2. geschilderten Procedere in die
Zellen transfiziert und mit dem Fluoreszenzmikroskop beurteilt, ob in den Zellen ein
Fluoreszenzsignal messbar ist.

Zum anderen wurde durch RT-gPCR Uberprift, ob die transfizierte miRNA in erhéhter

Expression in den Zellen vorlag. Um festzustellen, wie viel miRNA (250 ng/ul verdinnt auf
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100 pl) ausreichend ist, um einen signifikanten Expressionsunterschied in der gRT-PCR zu
erfassen, wurden die 6 Wells mit 1 ul, 3 pl und 5 pl in Triplikaten angesetzt. Nach 48 h
Transfektionszeit wurden die Zellen jedes Wells geerntet. Hierflr erfolgte das Absaugen des
Mediums, das Waschen mit 1 ml PBS sowie die Hinzugabe von 500 ul Trypsin in jedes
einzelne Well. Nach Inkubation bei 37°C fir 5-10 min wurde durch Hinzufigen von 500 ul
Medium die Reaktion des Trypsins gestoppt. Nach Zugabe von weiteren 500 pyl Medium
wurde die Zellsuspension jedes Wells in je ein Reaktionsgefald gefillt. Bei 218 g erfolgte die
Zentrifugation der Reaktionsgefalle fir 3 min. AnschlieRend wurde das Medium vorsichtig
entfernt und mit PBS gewaschen. Nun fand die Isolierung der miRNA mittels
miRNeasyMinilsolationkit (Qiagen) statt. In die Reaktionsgefal’e wurden zunachst je 700 pl
Qiazol Lysis Reagent hinzugefugt, durchmischt und fur 5 min bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach Versetzen mit 140 pl Chloroform und 15 s Durchmischen wurde die Probe erneut bei
Raumtemperatur flr 2-3 min inkubiert und anschlieend fiir 15 min bei 12000 g und 4°C
zentrifugiert. Der 350 ul Uberstand wurde in ein weiteres Reaktionsgefal tberfiihrt und unter
Resuspension mit 525 pyl 100%-Ethanol versetzt. Daraus wurden 700 pl enthommen, in
spezielle 2 ml Filter-Reaktionsgefalle gefiillt und bei 8000 g fir 15 s zentrifugiert. Dieser
Schritt wurde solange wiederholt, bis die Probe vollstandig filtriert war. Nun wurde 700 pl
Buffer RWT hinzugeflgt und mit 8000 g fur 15 s zentrifugiert. Der gleiche Vorgang erfolgte
zweimal mit 500 pl Buffer RPE - erst fir 15 s, dann fir 2 min. Danach wurde der Filter in
einem neuen Reaktionsgefald flir 1 min bei fullspeed (12000 g) zentrifugiert, um die restliche
Flissigkeit daraus zu entfernen. Im letzten Schritt wurden 30 uyl RNAse-freies H,O
hinzugefiigt und fir 1 min bei 8000 g zentrifugiert. Das Eluat inklusive der darin enthaltenen
miRNA konnte fir die gPCR-Analyse verwendet werden.

Nach Isolierung der miRNA erfolgte als Vorbereitung flr die Quantifizierung mittels gPCR

(siehe Kapitel 7.7.2.) die Umschreibung in cDNA mittels Reverser Transkription.

7.8.3. Vorbereiten der Zellen zur Targetanalyse

Fur die 6 Well-Platte wurden 6 pul Protease und 600 pl Lysepuffer in ein 1,5 ml
Reaktionsgefald Uberfihrt, durchmischt und auf Eis gestellt. Aus jedem Well wurde das
Medium einzeln abgesaugt, mit 2 ml PBS gewaschen und mit je 100 pl der Protease-
Lysepuffer-Suspension versetzt. Die Platte wurde auf Eis gestellt. Die Zellen in den 6 Wells
wurden jeweils mit einem Spatel abgeldst, mit einer 200 ul Pipette aufgenommen und in ein

vorgekihltes Reaktionsgefal® tberfihrt.
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7.8.4. Targetanalyse mittels Western Blot

7.8.4.1. Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Im ersten Teilschritt erfolgte das Auftrennen der Proteine nach ihrem Molekulargewicht.
Daflr wurde ein 1 Gefald mit Trenngel (10 %) und 1 Gefal® mit Sammelgel (5 %) vorbereitet
(siehe Tab. 16).

Tabelle 16: Rezeptur des Trenngels (10 %) und des Sammelgels (5 %).

Zutat Trenngel (10 %) Sammelgel (5 %)
30% A/B 3,30ml 420 pl
ddHO 4,00 ml 1,4 ml
TGP/SGP 2,50 mi 625 pl
10%SDS 100 pl 25
TEMED 15 3,75
10% APS 60 pl 16 pl

Das Trenngel wurde dann zwischen zwei grundlich mit 70%-Ethanol gereinigten Glasplatten
geflllt und mit Isopropanol abgedichtet. Nach 15 min wurde dieses abgeschittet, durch
Sammelgel ersetzt und durch einen Taschenkamm abgeschlossen.

Die Zentrifugation der vorbereiteten Zelllysate (siehe Kapitel 7.8.3) fand fir 7 min bei
20000 g und 4°C statt. Bei Verwendung von 10 ul Probe pro Gel wurden sie mit 6x
Probenpuffer (siehe Chemikalienliste) versetzt und fir 5 min auf 80°C erhitzt. In die
Gelelektrophorese-Apparatur wurde 1x Laufpuffer (siehe Chemikalienliste) hinzugefligt und
die Taschen mit den Zelllésungen sowie einem Kontrollmarker (Dual Color Protein Standard
) beflllt. Die Apparatur wurde mit den Elektroden verbunden, so dass ein elektrisches Feld

entstand, welches eine Wanderung der lonen ermdglichte.
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7.8.4.2. Semi-DryBlot

Beim Semi-DryBlot erfolgte der Proteintransfer vom Polyacrylamidgel auf eine PVDF-
Membran. Das Gel wurde nach Elektrophorese fir 10 min mit einem Transferpuffer (siehe
Chemikalienliste) equilibriert. Die PVDF-Membran und das Filterpapier wurden flir 15 min in
Methanol aktiviert und ebenfalls im Transferpuffer equilibriert. Nach Equilibrieren wurden auf
die Anode Filterpapier, Membran, Gel und nochmals Filterpapier méglichst ohne Luftblasen
geschichtet und mit der Kathode abgedeckt. Das Stromversorgungsgerat wurde mit

2 mA/cms flr 30-60 min angeschlossen.

7.8.4.3. Imnmundetektion

Der Proteinnachweis erfolgte auf der PVDF-Membran Uber die Darstellung der Proteine
mittels Antikdrperreaktion und Fluoreszenzmessung. Zur Detektion ausgewahlt wurden die
Proteine Vinculin (75 kDa), Cofilin (19 kDa), NDK (16,18 kDa), Galektin (15 kDa) sowie
GAPDH (37 kDa) als Referenzprotein. Nach dem Semi-DryBlot wurde die PVDF-Membran
zugeschnitten und mit einer BSA-Blockldsung (siehe Chemikalienliste) versetzt. Durch
Inkubation bei Raumtemperatur fir 1 h erfolgte die Blockierung unspezifischer
Proteinbindungsstellen. Daraufhin wurde die Membran mit den Primarantikdrpern fir die
ausgewahlten Proteine bei Raumtemperatur flr 1 h inkubiert und griindlich mit TBS-Tween
(siehe Chemikalienliste) gewaschen (3x5 min). Anschlief3end erfolgte das gleiche Procedere
mit einem ebenfalls mit Blocklésung versetzen Sekundarantikorper (anti-Rabbit-IgG-
AlexaG88). Mittels des Typoon 9410 Scanners (Health Care GmbH, Freiburg; Deutschland)

wurden die Banden Uber Fluoreszenzmessung detektiert und quantifiziert.

7.8.5. mRNA-Expressionsanalyse in Bezuqg auf Cofilin

Zur Analyse der Expression des moglichen Zielgens Cofilin wurde das
GoScript™ReverseTranskriptions System verwendet, um zunachst die aus der Zelllinie
gewonnene RNA in cDNA umzuschreiben. Dabei wurde ein RT-Reaktionsmix aus
GoSkript™ Reaktionspuffer, MgCl,, Nukleotid Mix, RNase Inhibitor, Reverse Transkriptase
und nukleasefreiem H,O angesetzt. Die Proben enthielten 500 ng Gesamt-RNA der Zelllinie
786-O mit je 1 ul Primer fur Cofilin 1, Cofilin 2, NDKB und das Referenzgen GAPDH. Die
Primer sind in Tab. 17 aufgefihrt. 5 pl der Proben fir MIMIC und MOCK wurden mit 15 pl
des Reaktionsmix vermischt (siehe Tab. 18) AnschlielRend erfolgte die RT mit dem daflr

vorgesehenen Gerat und ausgewahlten Programm. Die Anlagerung der Primer verlief bei
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25°C flr 5 min und die Elongation bei 42 °C fir 60 min. Die Analyse des Expressionslevels
wurde mittels gPCR durchgeflihrt. Dabei wurde ein PCR Master Mix aus GoTag®gPCR

Master Mix, Primer forward&reverse, CXR Reference Dye und nukleasefreiem H,O

angesetzt. Zu 8 ul PCR Mastermix wurden 2 ul cDNA bzw. 2 pl H,O als Negativkontrolle

gegeben und auf der 96-Well-Platte im PCR Programm analysiert.

Tabelle 17: mRNA Primer Typisierung (primer_forward_sequence, primer_forward_tm,

primer_reverse_sequence)

Primer primer_fw_sequence primer_fw_Tm primer_rev_sequence
Cofilin-1 AGGAGAGCAAGAAGGAGGATCTG 61,565 TGCAATTCATGCTTGATCCCTGTC
Cofilin-2 | CTTGGTGGGTGACATTGGTGATAC 62 ATCGGCAATCATTCAGAGGTAGC

NDKB TCACCAAAGGGAGCTTGTTTGC 62,213 AGATTAGGCCTGTCATCGACCTG

Tabelle 18: Rezeptur des RT-Reaktionsmastermixes

Komponente Volumen
GoScript™ 5x Reaktionspuffer 4,0 ul
MgCl, (Endkonzentration 1,5-5,0 mM) 1,2-6,4 pl
PCR Nukleotidmix 1,0 pl
RekombinatesRNasin®Ribonuklease Inhibitor 20 units
GoScript™ReverseTranskriptase 1,0 ul

nukleasefreies H,0

X ul bis Endvolumen von 15 pl
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7.9. Relative Expression Software Tool (REST) —Programm

Das REST-Programm 2008 (M.W. Pfaffl; Minchen; Deutschland) diente dazu das
Expressionsverhaltnis zu ermitteln®.

In dieser Arbeit wurde das Expressionsverhalten der beiden miRNAs im jeweiligen
Zielgewebe relativ zum Vergleichsgewebe analysiert sowie auch im Vergleich zur Referenz-
RNA RNU48. Durch das REST-Programm konnte festgestellt werden, wie vielfach die
Konzentration in den Geweben verandert war. Dies erfolgte Uber die Angabe des fold
changes. Ebenso konnte ermittelt werden, mit welcher Signifikanz ein Unterschied vorlag,
dies gelang uber den p-Wert. Die Berechnung erfolgte durch Anwendung der nachstehenden

Formel:

Effizienz der Ziel-RNAACP-Wert der Ziel RNA
Normalisierter CP-Wert*? =

Effizienz von RNU48*CP-Wert von RNU48

Das REST-Programm wurde auch bei der Transfektionsanalyse verwendet, um den Erfolg
der Transfektion nachzuweisen, indem der Unterschied der Konzentration der miR-30a-3p
zwischen MIMIC und MOCK ermittelt wurde.

7.10. ,.Statistical Package for the social science*“(SPSS)-Programm

Das SPSS Programm wurde zur statistischen Analyse der verschiedensten Daten
herangezogen.

Zunachst konnte die Haufigkeitsverteilung der verschiedenen Kategorien wie Alter,
Geschlecht, T-Klassifikation, Grading, Metastasierung, Tod und Beobachtungszeitraum
deskriptiv zusammengefasst sowie der Median, der Mittelwert, die Varianz, die
Standardabweichung und der Standardfehler berechnet werden.

Die miRNA-Expressionsverteilung in den Probengruppen wurde mittels Boxplot graphisch
dargestellt. Die Signifikanz der Expressionsunterschiede wurde bei normal verteilten
Probengruppen mithilfe des T-Tests bzw. bei nicht normal verteilten Gruppen mithilfe des
Mann-Whitney-U-Tests analysiert. Signifikante Expressionsunterschiede wurden mit einem
p-Wert < 0,05 definiert'®. Der Vorteil des Boxplots ist die eindimensionale Ausdehnung, so
dass mehrere Datensatze auf derselben Skala verglichen werden konnten.

Mit Hilfe von ROC-Analysen (Receiver-Operating-Characteristics-Kurve) wurden fir jede

miRNA CutOff Values festgelegt, die mit mdglichst hoher Sensitivitdt und Spezifitat
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metastasierte von nicht metastasierten Proben unterscheiden. Als Qualitdtsmald wurde
hierfir der AUC (area under the curve)-Wert angegeben. Dieser Wert dient als weiteres
Qualitatskriterium flr den Cut-Off-Wert. Ein Wert > 0,9 ist exzellent, > 0,8 ist gut, > 0,7 ist
ordentlich und > 0,6 ist schlecht, aber noch akzeptabel®®.

Zur Analyse der Uberlebenszeiten wurden Kaplan-Meier-Verfahren angewandt. Basierend
auf der ROC-Kurve wurde in den Kaplan-Meier-Kurven die Wahrscheinlichkeit dargestellt, ob
ein Ereignis in dem bestimmten Beobachtungszeitraum eintritt oder nicht. Durch den Log-
Rank-Test konnten verschiedene Kaplan-Meier-Kurven miteinander verglichen werden.
Signifikante Unterschiede wurden mit einem p-Wert < 0,05 definiert.

Der Chi-Quadrat-Test wird auch als Kontingenzanalyse bezeichnet. Zum einen kann bei
univariaten Regressionsanalysen geprift werden, ob ein Merkmal auf bestimmte Art und
Weise verteilt ist und die Nullhypothese bestatigt wird. Zum anderen wird bei multivariaten
Regressionsanalysen festgestellt, ob die zwei Merkmale statistisch voneinander unabhangig
sind', Im Homogenitatstest wird stichprobenartig geprift, ob die Merkmale derselben

Verteilung entstammen.
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8. Ergebnisse

8.1. Validierung der miR-30a-3p und der miR-10b-5p Expression im

klarzelligen Nierenzellkarzinom

Im ersten Teil der Arbeit wurden zunachst die Expressionsunterschiede der miR-30a-3p und
der miR-10b-5p in den drei verschiedenen Probengruppen ausgewertet sowie in Bezug zum

Metastasierungsrisiko und zur Prognose der Patienten gesetzt.

8.1.1. PCR-Effizienzen

Die exakte Auswertung der relativen Expressionsunterschiede der beiden miRNAs durch
Normalisierung der ct-Werte basiert auf den miRNA-spezifischen PCR-Effizienzen. Diese
Effizienzen wurden durch Verdinnungsreihen mittels gqRT-PCR bestimmt (siehe Abb. 20).
Die PCR-Effizienzen wurden zur validen Berechnung der fold changes und der p-Werte in
die Formel der REST-Software (Kapitel 7.9.) eingesetzt. In Tabelle 19 sind die Effizienzen fir

die jeweiligen Primer aufgefihrt.

Amplification Plot

450
425
4.00
3.75
350
325
3.00
275
250

225

ARN

2.00
1.75
1.50
125
1.00
i 11 1:10 1:100
0.50
025
0.00

0 2 4 6 8 10 12 1“ 16 18 2 2 28 £y » £ ¥ 3 &0 Q2 “ %

Cycle

Abbildung 20: Verdiinnungsreihe der miR-30a-3p in den Verdiinnungen 1:1, 1:10, 1:100 zur
Ermittlung der PCR-Effizienzen.

62



Tabelle 19: PCR-Effizienzen der Primer

Primer Effizienz
miR-30a-3p 1,83
miR-10b-5p 1,925

RNU48 1,931

8.1.2. Expressionsunterschiede der miR-30a-3p und miR-10b-5p

Zunachst wurden die Konzentrationsunterschiede der miR-10b-5p und der miR-30a-3p in
Gewebeproben von metastasierten und nicht metastasierten Nierenzellkarzinomen sowie
von normalem Nierengewebe ausgewertet. Fur beide miRNAs konnte eine signifikant
unterschiedliche Expression in den verschiedenen Gewebearten festgestellt werden. Dies
wurde bereits anhand der ct-Werte bei der Auswertung der gqRT-PCR ersichtlich und ist in
den Abb. 21+22 beispielhaft fir miR-30a-3p und miR-10b-5p in einer metastasierten und
einer nicht metastierten Probe aufgeflihrt. Je héher der ct-Wert ist, desto weniger miRNA ist

in der Probe enthalten.

Amplification Plot
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Abbildung 21: Darstellung der Expressionsunterschiede der miR-30a-3p in einer nicht
metastasierten (griin) und einer metastasierten (rot) Probe anhand der Amplifikationskurven.
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Amplification Plot

ARN

Abbildung 22: Darstellung der Konzentrationsunterschiede der miR-10b-5p in einer nicht
metastasierten (griin) und einer metastasierten (rot) Probe anhand der Amplifikationskurven.

Die Normalisierung der ct-Werte durch Bezug der beiden miRNAs auf die Referenz RNU48
erfolgte mittels REST-Software. Darliber konnte der Expressionsunterschied (fold change)
berechnet werden. Die Signifikanz der Expressionsunterschiede (p-Wert) wurde durch den
Mann Whitney U Test ermittelt.

8.1.2.1. Expressionsergebnisse fur miR-10b-5p

Fir miR-10b-5p zeigte sich eine signifikant geringere Expression in metastasierten
Primartumoren gegeniber den nicht metastasierten Primartumoren und den
Normalgeweben. Die Expression in metastasierten Primartumoren war um das 1,5 fache
geringer als in nicht metastasierten Primartumoren (p=0,007) und um das 2,4-fache geringer
als im Normalgewebe (p<0,0001). Die Expression in nicht metastasierten Primartumoren im
Vergleich zu Normalgewebe war um das 1,5-fache vermindert (p=0,004). Die
Expressionsunterschiede mit den jeweiligen p-Werten sind in Boxplots veranschaulicht
(siehe Abb.23), der fold change ist in der Tab. 20 aufgefihrt.
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Abbildung 23: Relative Genexpression der miR-10b-5p in den drei analysierten Probengruppen

Tabelle 20: Fold change der Konzentration der miR-10b-5p

miR-10b-5p fold change
Metastasierte vs. nicht metastasierte -1,5
Primartumore
Metastasierte Primartumore vs. -24
Normalgewebe
Nicht metastasierte Primartumore vs. -1,5
Normalgewebe
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8.1.2.2. Expressionsergebnisse fiir miR-30a-3p

Die Expression der miR-30a-3p war in metastasierten Tumoren gegenlber nicht
metastasierten Tumoren um das 1,7-fache geringer (p=0,001). Im Vergleich zum
Normalgewebe war die Expression um das 3-fache vermindert (p<0,0001) in metastasierten
Tumoren. In nicht metastasierten Primartumoren hatte miR-30a-3p eine 1,8-fach geringere
Expression als im Normalgewebe (p=0,001). Im Boxplot sind die Ergebnisse mit den

jeweiligen p-Werten veranschaulicht (siehe Abb. 24), die Tab. 21 gibt die fold changes an.
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Abbildung 24: Relative Genexpression der miR-30a-3p in den drei analysierten Probengruppen

Tabelle 21: Fold change der Konzentration der miR-30a-3p

miR-30a-3p fold change
Metastasierte vs. nicht metastasierte -1,7
Primartumore
Metastasierte Primartumore vs. -3,0

Normalgewebe

Nicht metastasierte Primartumore vs. -1,8

Normalgewebe
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8.1.3. Assoziation mit der Metastasierung

Nach Auswertung der Expressionsunterschiede wurde untersucht, ob eine Korrelation zum
Metastasierungsrisiko und somit zur Prognose besteht.

Zunachst wurden flr miR-30a-3p und miR-10b-5p CutOff Values festgelegt, die mit moglichst
hoher Sensitivitdt und Spezifitdt metastasierte von nicht metastasierten Proben
unterscheiden. Dabei wurden zunachst alle Proben (synchron und metachron metastasierte
Tumore) betrachtet. In Tab. 22 sind die Cut off Werte zur Unterscheidung in metastasierte
und nicht metastasierte NZK, die area under the curve (AUC) sowie ihre Spezifitat und
Senstivitat aufgefihrt. Die ROC-Kurve veranschaulicht die Werte (siehe Abb. 25).

Tabelle 22: Werte der ROC-Kurvenanalyse zur Analyse des metastasierungsfreien Uberlebens

Cut off Wert Sensitivitat Spezifitat AUC
RNU48/miR-30a-3p 0,168 60% 70% 0,749
RNU48/miR-10b-5p 0,055 77% 61% 0,712
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Abbildung 25: ROC-Kurvenanalyse

AnschlielRend wurde der Zusammenhang zwischen der Expression der beiden miRNAs zum
metastasierungsfreien Uberleben untersucht. Dabei wurden nur die metachron
metastasierten Tumore betrachtet.

Die Expression der miR-30a-3p korrelierte signifikant mit dem metastasierungsfreien
Uberleben (p=0,02). Bei einer erhdéhten Expression von miR-30a-3p war die
Metastasierungswahrscheinlichkeit in dem Nachbeobachtungszeitraum von 126 Monaten

signifikant geringer. Bei erniedrigter Expression lag die Wahrscheinlichkeit Metastasen im
Verlauf zu entwickeln héher (siehe Abb. 26).
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Metastasierungsfreies Uberleben

Abbildung 26:
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Nach 2 Jahren lag das geschatzte metastasierungsfreie Uberleben bei erhdhter Expression

der miR-30a-3p bei ca. 86%, bei erniedrigter Expression bei ca.68%. Betrachtet man die

Wahrscheinlichkeit des metastasierungsfreien Uberlebens nach 5 Jahren bestand eine ca.

70%ige Wahrscheinlichkeit bei erhdhter miR-30a-3p-Expression keine Metastasen zu

entwickeln, bei erniedrigter Expression eine ca. 55%ige Wahrscheinlichkeit.

69



Fir die miR-10b-5p lieR sich in der Aussage Uber das metastasierungsfreie Uberleben ein
Trend erkennen (p=0,107). Bei erhdhter Expression war die Wahrscheinlichkeit flr ein
metastasierungsfreies Uberleben im Beobachtungszeitraum von 126 Monaten tendenziell

hoher als bei erniedrigter Expression (siehe Abb. 27).
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Abbildung 27: Metastasierungsfreies Uberleben in Abhéngigkeit von der Expression der
miR-10b-5p

Nach 2 Jahren lag die Wahrscheinlichkeit des metastasierungsfreien Uberlebens bei
erhohter miR-10b-5p-Expression bei ca. 81%, bei erniedrigter Expression bei ca. 75%. Die
geschatzte Wahrscheinlichkeit, dass nach 5 Jahren keine Metastasen vorliegen, lag bei

erhohter Expression der miR-10b-5p bei ca. 70%, bei erniedrigter Konzentration bei ca. 60%.
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Die Analyse der Expression von miR-10b-5p und miR-30a-3p verglichen zum

Gesamtiberleben der Patienten ergab keine statistisch signifikante Korrelation. Ein Trend,

dass bei erniedrigter Expression die Wahrscheinlichkeit flr ein kirzeres Gesamtiberleben

vorliegt, war fur die miR-10b-5p jedoch zu erkennen (siehe Abb. 28 u.29).
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Abbildung 28: Kaplan-Meier Kurven zum Einfluss der Expression der miR-10b-5p auf das
Gesamtiiberleben
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Abbildung 29: Kaplan-Meier Kurven zum Einfluss der Expression der miR-30a-3p auf das
Gesamtiiberleben
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8.2. Targetidentifizierung

Da die miR-30a-3p eine signifikant geringere Expression in metastasierten Tumoren aufwies,
wurden potentielle Targets dieser miRNA mit Hilfe von Western Blot Analysen validiert.
Mégliche Targetproteine wurden mittels 2-D-Gelelektrophorese und Massenspektrometrie in
Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe identifiziert. Dabei wurde Cofilin als Protein detektiert,
welches bei erhéhter miR-30a-3p Expression in deutlich verminderter Konzentration vorlag.
Neben Cofilin wurden auch andere an Migrationsprozessen der Zelle beteiligten Proteine wie

Vinculin, Galectin und NDK analysiert. Als Referenzprotein wurde GAPDH verwendet.

8.2.1. Transfektion der miR-30a-3p

Zur Vorbereitung der Western Blot Analyse wurde miR-30a-3p in eine metastasierte kzZNKZ-
Linie 786-0 transfiziert, um eine Erhéhung der Konzentration der miRNA zu initiieren und die
Auswirkungen auf die potentiellen Targetproteine zu Uberprifen. Zunachst wurden
verschiedene Mengen an miRNA MIMIC (25 ng/ul) getestet, um eine ausreichende
Konzentrationserhéhung zu initiieren. Tab. 24 zeigt, dass bereits 1 pyl miR-30a-3p (25 ng/ul)
genugt, um die intrazellulare miRNA-Konzentration deutlich zu erhéhen. Daher wurden die
Proben, die fir die weitere Western Blot Analyse verwendet wurden, mit 1 pl miRNA MIMIC
(25 ng/ul) transfiziert. Eine erhdhte Konzentration der miRNA stellt sich in geringeren ct-
Werten dar (siehe Abb. 30).

Tabelle 23: Fold change und p-Werte der miRNA-Expressionsanderung nach Transfektion
unterschiedlicher Mengen an miRNA MIMIC

MIMIC/MOCK fold change p-Wert
25 ng 886fach < 0,0001
75 ng 821fach < 0,0001
125 ng 985fach <0,0001
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Amplification Plot
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Abbildung 30: Transfektionskontrolle der miR-30a-3p in biologischen Triplikaten. Die
Expressionsunterschiede wurden mit gRT-PCR bestimmt. Die roten Kurven stellen die
transfizierten 786-O Zellen, die griinen Kurven die 786-O Zellen ohne Transfektion dar.

Zusatzlich wurde zum Nachweis einer erfolgreichen Transfektion in einer separaten
Durchfiihrung eine fluoreszenzmarkierte miRNA (cel-miR-67, miRIDIAN Dy547-labeled
miRNA) in die 786-O Zellen transfiziert. In der Abb. 31 ist die transfizierte miRNA, die sich

innerhalb der Zellen befindet, unter dem Mikroskop dargestellt.

Abbildung 31: Transfektion fluoreszenzmarkierter cel-miR-67 (miRIDIAN Dy547-labeled
miRNA). Erfolgreich transfizierte fluoreszenzmarkierte cel-miR-67 (rot) in den Zellen der
Zelllinie 786-0.
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8.2.2. Western Blot Analyse

In der  Western Blot  Analyse bestatigte  sich, dass Cofilin durch
Konzentrationsveranderungen der miR-30a-3p reguliert wird. Auf eine erhéhte Konzentration
der miR-30a-3p folgte eine erniedrigte Konzentration des Cofilins. Dies war in der
schwacheren Bande der transfizierten Probe (MIMIC) mit erhdhter Konzentration der miR-
30a-3p gegentiber der nicht transfizierten Probe (MOCK) ersichtlich.

Fir die drei anderen untersuchten Proteine Vinculin, NDK und Galektin-1 stellte sich kein
Unterschied zwischen MOCK und MIMIC heraus. In Abb. 32 sind die Ergebnisse der

Western Blot Analyse fiir die vier Proteine und das Referenzprotein dargestellt.

786-0, p29 786-0, p15 786-0, p29 786-0, p15 786-0, p29 786-0, p15 786-0, p29 786-0, p15
miR-30a-3p miR-30a-3p miR-30a-3p miR-30a-3p miR-30a-3p miR-30a-3p miR-30a-3p miR-30a-3p
- e = - e = - e = - e = o

CFL NDK Galectin-1 Vinculin
GAPDH GAPDH GAPDH GAPDH

Abbildung 32: Western Blot Analyse der Proteine Cofilin, NDK, Galektin und Vinculin sowie des
Referenzproteins GAPDH nach Transfektion der synthetischen miR-30a-3p. Es wurden zwei zu
unterschiedlichen Zeitpunkten passagierte Zellreihen betrachtet (786-0 p29 und 786-0 p15).
Plus und Minus stehen fiir die Probe mit Transfektion der miR-30a-3p (MIMIC/+) und ohne
Transfektion (MOCKJ/-).

Zur Quantifizierung der Ergebnisse des Cofilins wurde die relative Expression ermittelt und
durch Boxblot dargestellt. Eine erhdhte Konzentration der miR-30a-3p flhrte tendenziell zu
einer geringeren Expression des Cofilins (p=0,2). Die Abb. 33 stellt die relative Expression
von Cofilin und die durch Immundetektion sichtbaren Banden des Cofilins und des
Vergleichsproteins GAPDH dar. Zu erkennen ist eine Abschwachung der Farbintensitat der

Bande bei erhohter miRNA-Konzentration.
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Abbildung 33: Targetidentifizierung des Cofilins mittels Western Blot

8.3. mRNA-Expressionsanalyse

Zusatzlich zur Identifizierung des Targets auf Proteinebene wurde analysiert, ob auch auf
mRNA-Ebene ein Expressionsunterschied von Cofilin sowie von NDK bei Veranderung der
miR-30a-3p Konzentration festzustellen ist.

In der Auswertung mittels REST-Software konnte kein Expressionsunterschied
nachgewiesen werden. Abb. 34 veranschaulicht dies beispielhaft an der Amplifikationskurve

des Cofilins.
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Abbildung 34: mRNA Expression von Cofilin in MIMIC (rot) und MOCK (gelb)
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9. Diskussion

9.1. Diskussion der Expressionsergebnisse der miR-30a-3p und

miR-10b-5p

Das NZK ist der dritthaufigste urologische Tumor und zeigt die héchste Letalitat der Tumore
des Urogenitalsystems. Bei metastasiertem Befund sinkt die 5 Jahres-Uberlebensrate unter
10%. Die systemischen Therapien, die bei dem metastasierten Stadium eingesetzt werden,
haben bislang nur wenig Erfolg. Gerade bei den metachron metastasierten Patienten, die
einen Anteil von 30% -weiter steigend- ausmachen'®, ist es wichtig bereits friihzeitig
vorhersagen zu kdnnen, ob der Primartumor die Fahigkeit zur Metastasenbildung besitzt
oder nicht. Bei Patienten mit einem hohen Metastasierungsrisiko konnte die
Nachbeobachtungszeit engmaschiger durchgefiihrt oder bereits friihzeitig eine systemische
Therapie eingeleitet werden. Flr diese Prognosevorhersage sind miRNAs als molekulare
Biomarker geeignet, da ihre Gewinnung aus Tumorgewebe, Blut und Urin aufgrund der
hohen Stabilitat relative einfach und schnell méglich ist und sie die Metastasierungsprozesse
beeinflussen. Aullerdem sind sie teilweise sehr spezifisch in Tumoren dereguliert, so dass
die Aussage hinsichtlich der Prognose tumorspezifisch getroffen werden kann.

In unserer Arbeitsgruppe wurden mittels Microarray-Analysen 14 miRNAs identifiziert, die
mdogliche Biomarker zur Metastasierungsvorhersage im Primartumor darstellen. Die
Expression zwei dieser miRNAs, miR-30a-3p und miR-10b-5p, wurden in dieser Arbeit
analysiert und validiert. Es wurde darauf geachtet, Storfaktoren fir die Analyse
auszuschlieBen. Bei der Auswahl des Gewebes wurde nekrotisches Gewebe
ausgeschlossen, um verfalschte Signale durch andere miRNA-Muster in nekrotischen Zellen
zu vermeiden. Des Weiteren wurde die RNA-Isolierung verblindet durchgefiihrt. Die Proben,
welche eine zu hohe Verunreinigung durch Proteine oder Lésungsmittel aufwiesen und so
die Auswertung verfalscht hatten, wurden eliminiert. Zudem erfolgte die Durchfihrung der
PCR-Analyse in Triplikaten, um Abweichungen der Messwerte durch persoénliche
Fehlerquellen zu identifizieren.

In der Auswertung konnte fiir beide miRNAs ein signifikanter Expressionsunterschied
zwischen metastasierten und nicht metastasierten Tumoren nachgewiesen werden. In den
unterschiedlichen Gewebegruppen, normales Nierenzellgewebe, nicht metastasiertes und
metastasiertes Gewebe, zeigte sich eine signifikante Abnahme der Konzentration der
miRNAs vom gesunden zum metastasierten Gewebe. Zum Expressionsverhalten der beiden
miRNAs im kzNZK gibt es einige Arbeiten, die mit den Ergebnissen dieser Arbeit
Ubereinstimmen. Eine Studie von Mathew et al. wies durch Microarrayanalysen eine
verminderte Expression der miR-30a-3p im kzNKZ im Vergleich zum Normalgewebe nach.

Die Inhibierung der miR-30a-3p-Expression resultierte in einem Anstieg des HIF2a-Levels
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und fihrte damit zu einer Verstarkung der zellularen Proliferation, Angiogenese und
Tumorwachstum’’. Die Studie von Khella et al. zeigt vergleichbar mit der vorliegenden Arbeit
einen Abfall der Konzentration der miR-10b von normalem Nierengewebe zu nicht
metastasiertem und metastasiertem NZK. Weiter verglich die Arbeitsgruppe die Expression
der miR-10b in den vier Tumorstadien. Dabei stellte sich in den fortgeschrittenen Stadien
lI/IV eine geringere Konzentration als in den Stadien I/l dar®®. Beziiglich des
progressionsfreien Uberlebens wies die Studie von Khella et al. eine signifikante Korrelation
zu einer verminderten Expression der miR-10b nach®. In der vorliegenden Arbeit wurde trotz
der statistisch signifikanten Unterschiede zwischen der Expression in metastasierten und
nicht metastasieten Tumoren flir miR-10b-5p nur eine Tendenz in der
Vorhersagegenauigkeit des metastasierungsfreien Uberlebens festgestellt. Ursachlich dafir
konnte die geringere Probenzahl sein. In der Studie von Khella et al. wurden 250 Proben
analysiert, in der vorliegenden Arbeit 92 Proben. Ein weiterer Mehrwert in der Arbeit von
Khella et al. besteht darin, dass gepaarte Proben analysiert wurden, wodurch die Expression
der miRNA der Tumorproben mit der Expression im Normalgewebe der gleichen Niere
verglichen und damit mégliche Patienten-spezifische Expressionsunterschiede berlicksichtigt
wurden®®.  Ebenso wurde fir eine noch differenziertere  Aussage  der
Konzentrationsunterschiede das Expressionsverhalten der miRNA in den einzelnen
Tumorstadien betrachtet. Im Hinblick auf die Nutzung der miRNAs in der Diagnostik und
Prognosevorhersage flr den Patienten kann dadurch der Expressionsunterschied genauer
beurteilt werden.

Bezlglich der Prognosevorhersage konnte mithilfe der miR-30a-3p eine signifikante Aussage
Uber das metastasierungsfreie Uberleben innerhalb eines Beobachtungszeitraums von 10
Jahren getroffen werden. Eine erniedrigte Konzentration der miR-30a-3p korrelierte
signifikant mit einem verkiirzten metastasierungsfreien Uberleben. Die Aussage ist bei gutem
AUC-Wert, jedoch aufgrund einer geringen Sensitivitdt und Spezifitdt als kritisch zu
betrachten. Am ehesten zu begriinden ist dies durch eine zu geringe Patientenzahl. Zudem
bestent die These, dass eine mIRNA alleine nicht flir die komplexen
Metastasierungsvorgange verantwortlich sein kann. In unserer Arbeitsgruppe wurden 9
miRNAs identifiziert, die das Metastaserungsverhalten vorhersagen koénnen, davon 8
miRNAs signifikant. Aus diesen 9 miRNAs wurde eine miRNA-Signatur von 4 miRNAs (miR-
30a-3p, miR-30c-5p, miR-139-5p, miR-144-5p) definiert, die die starkste Vorhersage zum
Metastasierungsrisiko mit einer Sensitivitdt von 91% und einer Spezifitdt von 81% treffen
kann. Interessanterweise ist unter dieser Signatur die miR-30c-5p, die als einzelne miRNA
nicht signifikant die Metastasierungswahrscheinlichkeit voraussagt**. Dies unterstreicht die
Tatsache umso deutlicher, dass eine einzelne mMIRNA nicht allein fir die

Metastasierungsprozesse verantwortlich ist. Des Weiteren zeigte die Arbeit von Heinzelmann
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et al, dass die miRNA-Signatur eine starker Aussagekraft bezlglich des
Metastasierungsrisikos verglichen mit dem Lymphknotenstatus und der T-Kategorie hat
sowie eine prazisere Vorhersage zum Metastasierungsrisiko treffen kann wie prognotische
Scores*. Kowalik et al. identifizierte ebenfalls eine miRNA-Signatur, die mit einer Sensitivitat
von 93,8% und einer Spezifitit von 92,9% das Metastasierungsrisiko vorhersagt®®. Weitere
vor allem fir die klinische Anwendung wichtige Erkenntnisse der Arbeit von Kowalik et al.
sind, dass nicht nur im Nephrektomiepraparat eine Korrelation der Expression der miRNAs
zum progressionsfreien Uberleben besteht, sondern auch im Biopsiepraparat®. So kann in
der Praxis bereits durch minimalen Eingriff eine Prognosevorhersage getroffen werden.
Ganz ohne jeglichen Eingriff gibt es auch die Moglichkeit miRNAs aus dem Urin zu
gewinnen. Dies zeigt die Arbeitsgruppe von Baumgart et al., die durch Isolierung von
Exosomen aus dem Urin die Expression der miRNAs im muskelinvasiven und nicht
muskelinvasiven Urothelkarzinom analysierten®.

Betrachtet man die Auswirkungen der Expressionsunterschiede der beiden miRNAs auf das
Gesamtiberleben Uber den Zeitraum von 126 Monaten, bestand keine Korrelation zum
Expressionslevel der beiden miRNAs. Erklarbar kénnte dies dadurch sein, dass die
Patienten aufgrund einer anderen Todesursache aus der Analyse ausschieden. Ein weiterer
wichtiger Grund liegt darin, dass das Gesamtiberleben von der Wirksamkeit und
Vertraglichkeit der Therapie des metastasierten NZKs abhangt. Die miRNAs sind jedoch
keine Pradiktoren des Therapieansprechens, sondern Biomarker zur Prognosevorhersage,
daher ist eine signifikante Korrelation zum Gesamtiberleben nicht zu erwarten.

Auch in anderen Tumorentitdten kénnen miRNAs zur Vorhersage von
Metastasierungsprozessen beitragen. Die miR-30a-3p zeigt auch in anderen bisher
untersuchten Tumorentitaten wie beispielsweise dem hepatozellularen Karzinom, dem
kolorektalen Karzinom und dem Mammakarzinom eine erniedrigte Expression. Fir miR-10b-
5p liegt jedoch, im Gegensatz zur erniedrigten Konzentration im NZK, eine erhdhte
tumorspezifische Expression beispielsweise im Mammakarzinom’® und hepatozellularem

Karzinom™"

vor. Auch in metastasierten Zellen des hepatozellularen Karzinoms fand sich
eine erhdhte Konzentration der miR-10b. Vermutlich ist der Unterschied der Expression auf
die Regulierung zellspezifischer Targetproteine und somit verschiedener Signalwege in den
verschiedenen Tumorentitdten zurlickzufiihren. Im hepatozellularen Karzinom beeinflusst
miR-10b die Invasion und Metastasierung durch Regulierung des Adhasionsmolekiils
CADM®%8 Die Metastasierung des Mammakarzinoms wird durch Regulation von E-Cadherin

und Syndecan1 begiinstigt®

. Beim Magenkarzinom wird die Migration und Invasion durch
Regulierung der HOXD-10 durch die miR-10b gesteuert®®'%®. Die spezifischen Targetproteine
und Signalwege, die beim NZK durch miR-10b reguliert werden, sind noch nicht vollstandig

erforscht. Li et al. wiesen bei Verlust von miR-10b-5p einen Anstieg der Expression des
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onkogenen Transkriptionsfaktors CREB (cAMP responsive element binding protein) nach®.
Neueste Arbeiten von He et al. zeigen, dass miR-10b die Zellinvasion und Metastasierung
durch Regulation des Targetproteins HOXA3 ber den FAK/YAP Signalweg beeinflusst*®.

Neben der Analyse des Expressionsverhaltens im Primartumor sollte in weiteren Arbeiten
auch das Expressionsverhalten und das Beeinflussen von Targetproteinen durch miRNAs in
den Metastasen selbst untersucht werden. In den Vorarbeiten von Heinzelmann et al. konnte
bereits eine Korrelation zwischen der Expression von 14 miRNAs und Lungenmetastasen

beim kzNZK nachgewiesen werden®.

9.2. Diskussion der Targetanalyse

MiRNAs regulieren die Expression bestimmter Proteine und beeinflussen dadurch
verschiedene Signalwege. Die Kenntnis, welche Proteine durch welche miRNAs in welcher
Art und Weise reguliert werden, kann das Verstandnis uber die
Metastasierungsmechanismen erweitern. Der zweite Teil dieser Arbeit sollte die
Targetproteine der miR-30a-3p validieren, um RUlckschlisse auf regulierte
Metastasierungsprozesse zu ziehen. Das Protein, welches in der Western Blot Analyse am
besten von den getesteten Proteinen durch miR-30a-3p reguliert wurde, war Cofilin.

Cofilin gehért zu den Aktin-bindenden Proteinen, die zur Regulation der Dynamik der
Aktinfilamente und somit zur Dynamik der Zelle beitragen. Durch den Abbau von F-Aktin und
die Steigerung der zellularen G-Aktin-Konzentration sorgt es fir den Umbau der
Aktinfilamente und die Bewegung der Zelle?'. Die Abb. 35 veranschaulicht die Funktion des

Cofilins.
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Abbildung 35: Funktion des Cofilins?'

MiR-30a-3p wurde ausgewahlt, da sie im ersten Teil der Arbeit eine bessere
Prognosevorhersage erzielte als miR-10b-5p und durch Massenspektrometrie und 2D-Gel-

Elektrophorese in Vorarbeiten als Regulator des Cofilins identifiziert werden konnte.
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In dieser Arbeit konnte fir miR-30a-3p nur auf Proteinebene nachgewiesen werden, dass bei
Erhéhung der Konzentration der miR-30a-3p eine erniedrigte Konzentration des Cofilins
vorliegt.

Die Erhdhung der Konzentration der miR-30a-3p erfolgte durch Transfektion der miR-30a-3p
in eine metastasierte NZK-Zelllinie, die aufgrund ihrer Stabilitdt ausgewahlt wurde. Bei der
metastasierten Zelllinie wurde von einer erniedrigten Konzentration der miR-30a-3p
ausgegangen. Weiterfihrende Untersuchungen mussten die miR-30a-3p-Expression auch in
nicht metastasierten NZK-Zellenlinien untersuchen. Bei der Transfektion wurde miR-30a-3p
ohne Plasmide als Vektoren in die Zelle transfiziert, um maoglichst reelle Bedingungen zu
gewahrleisten, auch wenn sie als Stabilisatoren dienen und die Wahrscheinlichkeit einer
erfolgreichen Transfektionen erhéhen. Die Transfektionseffektivitdt wurde in dieser Arbeit
zum einen durch Fluoreszenz zum anderen durch PCR Uberprift. Weiterhin wurden
Effizienzen bestimmt, welche Menge an transfizierter miRNA notwendig ist, um in der Zelle
gemessen werden zu kdénnen.

Andere Arbeiten wie die Studie von Mizuno et al. zeigten, dass miRNAs die Aktivierungs-
und Inaktivierungsvorgange des Cofilins beeinflussen. In phosphorylierter Form ist Cofilin
inaktiv, in desphosphorylierter Form aktiv. Die LIM-Kinase und TES-Kinase phosphorylieren
Cofilin; SSH sowie CIN und PP1/PP2A dephosphorylieren Cofilin. Die Aktivierung der LIM
Kinase erfolgt Gber die MAP-Kinase’®. Mizuno et al. beschreiben, dass die miR-134 die
Translation der LIM-Kinase inhibiert und somit eine Desphosphorylisierung von Cofilin nach

sich zieht®. Die Abb. 36 verdeutlicht die Aktivierungs- und Deaktivierungsprozesse.
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Abbildung 36: Regulierung des Cofilins’®

Dies zeigt, dass miRNAs an verschiedenen Stellen ganze Regulationskaskaden
beeinflussen und daher die Untersuchung eines einzigen Proteins nicht ausreichend ist, um
die Auswirkung auf das Metastasierungsverhalten einer Zelle zu eruieren. Die Analyse der
Proteine, die im Signalweg das Cofilin beeinflussen, ware zur ErschlieBung der

Regulationsprozesse notwendig.
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Da an den Metastasierungsprozessen nicht nur unterschiedliche Proteine, sondern auch
unterschiedliche miRNAs beteiligt sind, ist davon auszugehen, dass eine miRNA alleine
keinen Einfluss auf einen kompletten Metastasierungsprozess haben kann. Daher
untersuchte die Arbeitsgruppe Hélters et al. miR-30a, ¢ und e. Durch die Uberexpression
aller drei miRNAs konnte nach Western Blot Analyse eine signifikant erniedrigte
Konzentration des Cofilins festgestellt werden. Dies zeigt, dass eine erniedrigte
Konzentration der miR30er Familie, wie sie im metastasierten Gewebe vorliegt, zur erhdhten
Konzentration des Cofilins und somit aufgrund seiner Funktion zur vermehrten Zellbewegung
fuhrt.  Weitere  Arbeiten  beschreiben  ebenfalls einen  Zusammenhang mit
Metastasierungsprozessen. Beispielsweise sehen Neely et al. Cofilin als potentiellen Marker
im spaten Stadium des kzZNZKs®.

Beim Blasenkarzinom wird in der Studie von Wang et al. aufgefiihrt, dass eine
Uberexpression des Cofilins zu einer Steigerung von Proliferation, Migration und Invasion
von Tumorzellen fiihrt, eine geringere Konzentration des Cofilins diese Prozesse inhibiert'"’.
Neben des Cofilins wurden in dieser Arbeit weitere Proteine betrachtet, die auch
Targetproteine der miR-30a-3p sind, jedoch andere Funktionen im Metastasierungsprozess
haben.

Ein weiteres untersuchtes Targetprotein ist das Vinculin. Vinculin ist ein intrazellulares
Protein, welches fir die Adhasion der Zellen zustandig ist und somit auch eine Funktion in
der Migration der Zelle hat. In der Arbeit von Ai et al. wird es als prognostischer Biomarker
fur das fortgeschrittene Prostatakarzinom (PCA) beschrieben. In PC3 Zellen liegt das Protein
erhoht vor, die DNA und mRNA des Proteins sind amplifiziert und hochreguliert. Zudem zeigt
die Unterdriickung der Genexpression eine Inhibition der Migration von PCA Zellen'. Da
miRNAs die Genexpression beeinflussen ist davon auszugehen, dass eine Regulation des
Vinculin-Proteinlevel auf Genexpressionsebene durch miRNA stattfindet. Fir miR-30a-3p
konnte in der vorliegenden Arbeit jedoch keine signifikante Korrelation zur Expression des
Vinculins bestatigt werden.

Neben der am Strukturgerist und der Stabilisierung beteiligten Proteine der Zellen
betrachtete diese Arbeit auch die Nucleosid-Diphosphat-Kinase als mégliches Target der
miR-30a-3p.

Die Nucleosid-Diphosphat-Kinase ist an der Phosphorylierung und Dephosphorylierung
wichtiger Energietransporter und an Schllsselstellen wichtiger Zellmechanismen mafgeblich
beteiligt. Sie wird durch die Nm23 Gen-Familie codiert. Das NM23-H1 Gen wirkt als
Metastasen-Suppressor und inhibiert das Migrations- und Invasionspotential von
Karzinomzellen. Eine erniedrigte Konzentration dieses Gens konnte in einigen
metastasierten Tumoren wie Mamma- und Kolonkarzinom, Hepatozellularem Karzinom

sowie dem Melanom identifiziert werden. Zudem gibt es eine positive Korrelation hinsichtlich
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der Expression und des Tumorwachstums®?. Eine Regulation durch miR-30a-3p konnte in
dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden.

Ein weiteres Protein, das am Metastasierungsprozess beteiligt ist und als Targetprotein
untersucht wurde, ist das Galectin-1.

Galectin-1 gehort zu den R-Galaktosid-bindenden Proteinen und moduliert Zellproliferation, -
adhasion und —migration. Weiterhin tragt es zur Interaktion der Tumorzellen untereinander
und mit der Tumorumgebung bei. Im HCC konnte es bereits als Marker einer schlechten
Prognose identifiziert werden''®. You et al. konnten eine signifikant negative Korrelation
bezlglich der Expression von Galectin und miR-22 bestatigen. Der Nachweis erfolgte durch
Transfektion von wt-galectin-1/mut-galectin-1  Vektor und Plasmid/Mimic miR-22 und
Messung der Luciferase Aktivitat''*. Die Arbeit von White et al. wies eine negativ signifikante
Korrelation zwischen miR-22 und Galectin in NZK nach'®. Eine Korrelation mit miR-30a-3p
in der vorliegenden Arbeit konnte nicht festgestellt werden.

Neben der Identifizierung des Targets auf Proteinebene wurde auf mRNA-Ebene die
Expression von Cofilin und NDK bei Veranderung der miR-30a-3p-Konzentration analysiert.

Hier konnte jedoch kein Expressionsunterschied festgestellt werden.
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10. Ausblick

Die vorliegende Arbeit bestatigt, dass miR-30a-3p und miR-10b-5p im metastasierten NZK
eine signifikant niedrigere Konzentration aufweisen als im nicht metastasierten NZK und im
gesunden Nierengewebe. Ebenso zeigen die Analysen, dass die Expression der miR-30a-3p
signifikant das metastasierungsfreie Uberleben vorhersagen kann und somit als potentieller
prognostischer Biomarker dient. Jedoch liegt eine zu geringe Sensitivitat und Spezifitat vor,
um eine sichere Prognosevorhersage treffen zu kénnen.

Daher ist es notwendig weitere klinische Studien durchzufiihren, die prospektiv die
erniedrigte Expression der miR-30a-3p in gewonnenem Nierengewebe bestatigen. Die
Gewinnung des Nierengewebes sollte dabei zum einen durch Nierenbiopsie zum anderen
durch operativ entferntes Material erfolgen. Dadurch kann zusatzlich verglichen werden, wie
viel Gewebe ausreichend ist, um eine signifikante Aussage zu treffen. Des Weiteren sollte
eine héhere Patientenzahl betrachtet werden.

Da jedoch eine miRNA alleine nicht an den komplexen Metastasierungsprozessen beteiligt
sein kann, wurden bereits in der Arbeitsgruppe von Heinzelmann et al. vier miRNAs, unter
anderem miR-30a-3p, zu einer miRNA-Signatur zusammengefasst. Diese miRNA-Signatur
konnte eine hoch spezifische und sensitive Vorhersage des metastasierungsfreien
Uberlebens treffen. Es gilt durch klinische Studien und die Analyse der Expression der
miRNA-Signatur miRNAs als prognostische Marker in die klinische Praxis zu integrieren, um
so friihzeitig die Metastasierungswahrscheinlichkeit des NZKs vorherzusagen. Dadurch kann
fur den Patienten die Behandlung angepasst werden, bei hoher
Metastasierungswahrscheinlichkeit eine engmaschige Nachsorge erfolgen oder eine
adjuvante Therapie angestrebt werden. Darlber hinaus kénnten miRNAs auch zur
Optimierung der Targettherapie herangezogen werden. Ist bekannt auf welches
Targetprotein die veranderte miRNA wirkt, kann potenziell speziell dieses Targetprotein oder
Signalwege, die dieses Targetprotein regulieren, beeinflusst werden, um den

Metastasierungsprozess zu stoppen.
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