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1 Zusammenfassung

Im klarzelligen Nierenzellkarzinom fiihrt eine Metastasierung zu einer deutlichen
Verschlechterung der Prognose. Es ist von zentraler Bedeutung, den Prozess der
Metastasierung auf molekularbiologischer Ebene besser zu verstehen, um neue,
spezifischere Therapiemdglichkeiten entwickeln zu kénnen.

MicroRNAs sind einzelstrangige RNA-Molekule, die eine wichtige regulative Rolle in der
Expression von Genen einnehmen. In mehreren Studien konnten im Kklarzelligen
Nierenzellkarzinom bereits Expressionsunterschiede zwischen Tumor- und Normalgewebe
sowie zwischen metastasierten und nicht-metastasierten Primartumoren nachgewiesen
werden. Bisher ist jedoch wenig bekannt tber die Expression in Metastasen des klarzelligen
Nierenzellkarzinoms. Mittels Microarray-Analysen konnten Voruntersuchungen signifikante
Unterschiede in der Expression diverser microRNAs in Primartumoren und Metastasen in
Lunge, Knochen und Gehirn aufzeigen. Unter anderem waren hier miR-30c-2-3p und miR-
29c-5p signifikant dereguliert. Weiterhin wurden einzelne microRNAs detektiert, die
spezifisch an einzelnen Metastasenorten einen Expressionsunterschied aufwiesen. So war
die Expression von miR-375-3p speziell in Lungenmetastasen signifikant verandert. Die
Ergebnisse der Expressionsunterschiede in der Microarray-Analyse von miR-30c-2-3p, miR-
29c¢c-5p und miR-375-3p sollen in dieser Arbeit mittels quantitativer real-time Polymerase-
Kettenreaktion (qRT-PCR) validiert werden. Basierend auf den gRT-PCR-Ergebnissen wird
der funktionelle Einfluss von miR-30c-2-3p mittels Identifizierung ihrer potenziellen Protein-
targets untersucht.

Um die relative Genexpression von miR-30c-2-3p, miR-29¢-5p und miR-375-3p durch eine
gRT-PCR zu detektieren, wurde aus formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE)-Proben total-
RNA von nicht-metastasierten (n=15) und metastasieren Primartumoren (n=10) sowie

Fernmetastasen aus Lunge (n=8), Knochen (n=6) und Gehirn (n=7) isoliert.

Die Ergebnisse der Vorarbeiten fir miR-30c-2-3p und miR-29¢-5p im Vergleich nicht-
metastasierter und metastasierter Primartumoren konnten teilweise bestatigt werden. So
waren miR-30c-2-3p und miR-29¢-5p in metastasierten Primartumoren weniger exprimiert
als in nicht-metastasierten Primartumoren, allerdings war der Unterschied nicht signifikant
(miR-30c¢-2-3p: 1,7-fach; miR-29¢c-5p: 1,5-fach). Die Ergebnisse hinsichtlich der Expression
in nicht-metastasierten Primartumoren und Metastasen konnte vollstandig bestatigt werden.
Beide microRNAs waren signifikant herabreguliert in Metastasen der Lunge (miR-30c-2-3p:
4,3-fach, p<0,001; miR-29¢-5p: 1,8-fach, p=0,014), Knochen (miR-30c-2-3p: 3-fach, p=0,006;
miR-29c¢-5p: 2,8-fach, p=0,001) und des Gehirns (miR-30c-2-3p: 15,6-fach, p<0,001; miR-
29c-5p: 4,3-fach, p<0,001). Nur teilweise bestétigt werden konnte die generell verminderte

microRNA-Expression in den einzelnen Metastasenorten im Vergleich zu metastasierten
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Primartumoren. Fir miR-30c-2-3p war dies in Lungenmetastasen (2,5-fach, p=0,016) und
Hirnmetastasen (9-fach, p=0,002) mdglich. Die Expression in Knochenmetastasen war
tendenziell vermindert. MiR-29c-5p war in Hirnmetastasen 2,8-fach (p=0,006) weniger
exprimiert. FUr Lungen- und Knochenmetastasen war eine Tendenz festzustellen. In
Zusammenschau der Ergebnisse fallt also auf, dass miR-30c-2-3p und miR-29c-5p
zumindest tendenziell in metastasierten Prim&rtumoren niedriger exprimiert sind als in nicht-
metastasierten Primartumoren. Signifikant oder zumindest tendenziell sind sie in den
Hauptmetastasierungsorten noch weiter herabreguliert. Die verminderte Expression der
untersuchten microRNAs weist auf eine Beteiligung im Prozess der Metastasierung hin.

Weiterhin sollte Uberprift werden, ob eine ortsspezifische Expression von miR-375-3p in
Lungenmetastasen vorliegt. Die Ergebnisse der Vorarbeiten konnten vollstandig bestatigt
werden. miR-375-3p war in Lungenmetastasen sowohl im Vergleich zu nicht-metastasierten
(19,6-fach, p<0,001) und metastasierten Primartumoren (25,3-fach, p=0,001) als auch zu
Hirnmetastasen (29,4-fach, p=0,003) und Knochenmetastasen (58,8-fach, p=0,002)
Uberexprimiert. Diese Ergebnisse deuten auf differenzielle Prozesse in den verschiedenen

Metastasenorten hin.

Basierend auf den Ergebnissen des ersten Teils der Arbeit wurde miR-30c-2-3p ausgewahlt,
um potenzielle Protein-targets zu identifizieren. Hierzu wurde miR-30c-2-3p mittels einer
transienten Transfektion in der Zelllinie 786-O eines klarzelligen Nierenzellkarzinoms
Uberexprimiert. Die target-Kandidaten wurden anschlieBend mittels zweidimensionaler
differentieller Gelelektrophorese (2D-DIGE) und folgender Liquid-Chromatographie-
Massenspektrometrie/ Massenspektrometrie (LC-MS/MS) ermittelt. AuRerdem wurde dariber
hinaus ein Abgleich der komplementaren Nukleotidsequenzen von miR-30c-2-3p und den
messengerRNAs der potenziellen targets durch das Programm miRWalk durchgefiihrt. Nach
Analyse der Nukleotidsequenzen zeichnete sich einzig Cofilin als potenzielles target ab. Die
messengerRNAs der Ubrigen Proteine waren nicht komplementar zu miR-30c-2-3p und
kénnen daher als direkte targets ausgeschlossen werden. Cofilin besitzt eine regulative
Funktion auf die Dynamik des Zytoskeletts, indem es im Auf- und Abbau von Aktin beteiligt ist
und somit das Migrationsverhalten von Zellen beeinflusst. Tumorzellen besitzen eine erhéhte
Fahigkeit zur Migration, sodass die Ergebnisse darauf hindeuten, dass miR-30c-2-3p auf den
Metastasierungsprozess des klarzelligen Nierenzellkarzinoms einen funktionellen Einfluss

ausubt.

AbschlieRend lasst sich hervorheben, dass die Ergebnisse der vorliegenden
Promotionsarbeit durch die Verifizierung der microRNA-Expression und Identifizierung
potenzieller targets von miR-30c-2-3p einen Beitrag zum besseren Verstdndnis des
Metastasierungsprozesses im klarzelligen Nierenzellkarzinom leisten. Basierend auf diesen

Ergebnissen missen weitere Studien klaren, ob sich die erprobten microRNAs fiur neue
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Therapieanséatze oder Prognosemarker fir Metastasen im klarzelligen Nierenzellkarzinom

bewéhren.



Abstract

The prognosis of clear cell renal cell carcinoma still depends significantly on the status of
metastases. It is therefore essential for improving the therapeutic options to achieve a better

understanding of the metastastic mechanisms on molecular base.

MicroRNAs are single-stranded RNA-molecules that play a central role in regulating the
expression of genes. For clear cell renal cell carcinoma (ccRCC) several studies could
already demonstrate different microRNA-expression in primary tumors and normal kidney
tissue as well as in non-metastatic and metastatic primary tumors. Nonetheless there exist
few studies that examine the microRNA-expression in metastatic tissue. Previous
microarray-analyses showed significant differences in the expression of several microRNAs
comparing primary tumors and metastases of lung, bones and the brain in ccRCC. Among
others miR-30c-2-3p and miR-29¢c-5p were significantly deregulated. Furthermore, some
microRNAs showed specific alterations in specific metastasis locations. MiR-375-3p was
characteristically alternated in metastasis of the lung. The present study intends to validate
these results by quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction (qRT-PCR).
Based on the results of the qRT-PCR the functional effect of miR-30c-2-3p has to be further
investigated by identifying potential target-candidates on protein level.

To detect the relative gene expression of miR-30c-2-3p, miR-29¢-5p and miR-375-3p via
gRT-PCR total-RNA was extracted from formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) samples
including 15 non-metastatic, and 10 metastatic, primary tumors as well as distant

metastases of the lung (n=8), bones (n=6) and brain (n=7).

The results of the microarray-analyses for miR-30c-2-3p and miR-29c-5p in non-metastatic
and metastatic primary tumors have been partly confirmed. Thus miR-30c-2-3p and miR-29c-
5p were less expressed in metastatic primary tumors than in non-metastastic primary tumors.
The difference here was not significant (miR-30c-2-3p: 1,7-fold; miR-29c¢c-5p: 1,5-fold). With
regard to their expression in non-metastastic primary tumors and metastases the results
could completely be affirmed. The expression of both microRNAs was significantly
decreased in metastases to the lung (miR-30c-2-3p: 4,3-fold, p<0,001; miR-29¢-5p: 1,8-fold,
p=0,014), bones (miR-30c-2-3p: 3-fold, p=0,006; miR-29c-5p: 2,8-fold, p=0,001) and brain
(miR-30c-2-3p: 15,6-fold, p<0,001; miR-29c-5p: 4,3-fold, p<0,001). Partially confirmed was
the overall decreased expression in the single metastatic sites compared to metastatic
primary tumors. MiR-30c-2-3p was significantly decreased in metastases to the lung (2,5-
fold, p=0,016) and brain (9-fach, p=0,002). In bone metastases miR-30c-2-3p showed a
trend to lower expression. MiR-29c-5p was significantly decreased in brain metastases (2,8-
fold, p<0,006). MiR-29c-5p was not significantly down-regulated in metastases to the lung

and bones. Nonetheless, a trend was shown. In conclusion, miR-30c-2-3p and miR-29c-5p
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were at least partially down-regulated in metastatic primary tumors compared to non-
metastatic primary tumors. Both were even more down-regulated in the main metastatic
sites. This could be demonstrated either significantly or as a trend. Hence, the decreased
expression point to a participation of the examined microRNAs in the metastasis process.

Another aim of the present work was to validate the expression of miR-375-3p that was
specifically up-regulated in lung metastases. The results of the previous work could
completely be affirmed. Not only was miR-375-3p significantly up-regulated in lung
metastases compared to non-metastastic (19,6-fold, p<0,001) and metastatic (25,3-fold,
p=0,001) primary tumors but also to bone (58,8-fold, p=0,002) and brain (29,4-fold, p=0,003)
metastases. These results indicate specific molecular processes depending on the
metastatic site.

Based on the findings of the first part miR-30c-2-3p was elected to investigate its potential
target candidates. Thus, miR-30c-2-3p was up-regulated in the cell line 786-0 of a clear cell
renal cell carcinoma by transient transfection. The target-candidates were thereafter detected
by two dimensional gel electrophoresis and liquid-chromotography mass spectrometry/mass-
spectrometry. Moreover, a comparison of the nucleotide sequences of miR-30c-2-3p and
complementary messengerRNA of the detected proteins was made by the software
miRWalk. After matching the nucleotide sequences cofilin remained as the only potential
target. All other detected proteins did not show a sufficient complementary between the
nucleotide sequence of their messengerRNAs and miR-30c-2-3p and hence can be
excluded. Cofilin is an actor in the dynamics of the cytoskeleton regulating the assembling
and degrading of actin. Thus, it determines the ability of cells to migrate. Tumor cells tend to
possess an increased activity of migration. Therefore, the results of the present work point to

a functional role of miR-30c-2-3p in the metastasis process.

In conclusion, the results of this study lead to a better understanding of the metastasis
process in ccRCC by verifying microRNA expression and identifying potential targets of miR-
30c-2-3p. Based on these results further research needs to be conducted to clarify the

potential of the investigated microRNAs as therapeutic options or as prognostic markers.



2 Einleitung

2.1 Das Nierenzellkarzinom

2.1.1 Epidemiologie

Das Nierenzellkarzinom (NZK) macht circa 2-3 % aller Tumorerkrankungen bei Erwachsenen
in Industrielandern aus. 2018 stand das NZK an 16. Stelle der weltweit haufigsten
Krebsneuerkrankungen (Bray et al., 2018; Ferlay et al., 2018). Etwa 90 % aller Nierentumore
sind NZK. Seit 2008 ist bei beiden Geschlechtern in Deutschland ein Rickgang der
Erkrankungsrate zu beobachten. Das mittlere Erkrankungsalter liegt deutschlandweit bei
Méannern bei 68 Jahren und bei Frauen bei 72 Jahren. In Deutschland waren es 2016 etwa
9280 Manner und 5360 Frauen, die neu an einem NZK erkrankt sind. Die Sterblichkeitsrate
in Deutschland ist seit 1990 ebenso leicht rickgangig. 2016 waren es 3280 Manner und
2074 Frauen, die am NZK und seinen Folgen gestorben sind. In Abbildung 1 sind die
altersstandardisierten Erkrankungs- und Sterberaten pro 100.000 Einwohnern von 1999 bis
2016 in Deutschland gezeigt (Robert-Koch-Institut 2019).

20
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Abbildung 1 - Altersstandardisierte Erkrankungs- und Sterberaten nach Geschlecht (pro
100.000) in Deutschland 2015/2016 (Robert-Koch-Institut 2019)



2.1.2 Atiologie

Da die genaue Entstehung des NZK noch nicht geklart ist, wird in der Literatur eine Reihe
von Risikofaktoren diskutiert, die das Auftreten von NZK begiinstigen.

Tabakkonsum ist einer der Hauptrisikofaktoren fur das NZK. Das Risiko steigt dabei mit der
Menge an konsumierten Zigaretten (Hunt et al., 2005). Auch Passiv- und gelegentliches
Rauchen fuhrt zu einem vermehrten Auftreten (Theis et al.,, 2008). Nach mindestens 10
Jahren Abstinenz wird ein Rickgang des Risikos gemessen, nach 20-30 Jahren néhert es
sich dem eines Nichtrauchers an (Parker et al., 2003; Hunt et al., 2005). Mit Blick auf den
histologischen Subtyp des NZK konnte ebenso eine signifikante Assoziation mit Rauchen
festgestellt werden. Es ergab sich, dass 23 % der Patienten, welche an einem klarzelligen
NZK erkrankten, aktive Raucher waren, beim papillaren NZK lag der Anteil bei 26 %,
dagegen nur bei 6 % beim chromophoben NZK (Patel et al., 2015).

Ein weiterer Risikofaktor ist Adipositas, bei der eine Korrelation zwischen steigendem Body-
Mass-Index (BMI) und Risiko einer Erkrankung an einem NZK beschrieben wird (Oh et al.,
2005; Pischon et al., 2006). Jedoch zeigen einzelne Publikationen ein langeres Uberleben
Ubergewichtiger Patienten (Kamat et al., 2004). Neben Adipositas fuhrt arterielle Hypertonie
ebenfalls zu einem signifikanten Anstieg des Erkrankungsrisikos (Shen et al., 2015).

Im dialysepflichtigen Endstadium einer chronischen Niereninsuffizienz kommt es mit Dauer
der Dialyse zu einem Risikoanstieg (Nouh et al., 2010). Aul3erdem treten vermehrt
erworbene, zystische Nierenerkrankungen auf, die bis zu einem 50-fachen Anstieg des
Risikos fuhren (Kabaria et al., 2016).

Weitere Risikofaktoren sind die Exposition mit Stoffen wie Trichlorethen, Cadmium, Blei oder
Asbest (Pesch et al., 2000; Moore et al., 2010).

Neben externen Faktoren gibt es auch hereditare Préadispositionen, die das
Erkrankungsrisiko erhéhen. Bei Patienten familiarer Vorbelastung tritt das NZK mit doppelter
Wahrscheinlichkeit auf (Clague et al., 2009). Des Weiteren existieren autosomal-dominant
vererbte Erkrankungen, die mit einem NZK einhergehen kénnen. Das von-Hippel-Lindau-
Syndrom (VHL) ist hervorzuheben, was in 40-50 % der Falle mit einem NZK Kkorreliert.
Weitere erbliche Formen sind das hereditare papillare NZK, die familiare Leiomyomatose,
das Birt-Hogg-Dubé-Syndrom sowie die tubertse Sklerose (Richard et al., 2004; Verine et
al., 2010).
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2.1.3 Histopathologische Klassifizierung der
Nierenzelltumore

Erstmals wurde das NZK 1883 durch Paul Grawitz beschrieben, der makroskopische
Ahnlichkeiten zwischen Nebenniere und Tumor feststellte. Bezeichnungen wie
~Hypernephrom“ sind heutzutage jedoch obsolet, da 1960 der epitheliale Ursprung
nachgewiesen wurde (Oberling et al., 1960). Auf Thoenes et al. basierenden Ergebnissen
wurde das NZK durch die Mainz-Klassifikation in histologische Subtypen unterteilt (Thoenes
et al., 1986). Die World Health Organization (WHO) verdffentlichte 2016 die neueste
Klassifikation der Tumoren des Urogenitaltrakts (Moch et al., 2016). Die drei haufigsten
Subtypen sind das klarzellige, das papillare (Typ 1 und 2) und das chromophobe NZK.
Weitere Subtypen sind in Tabelle 1 aufgefihrt (Moch et al., 2016). In der Vancouver-
Klassifikation der Internationalen Gesellschaft flr Urologische Pathologie (ISUP) von 2013
wurden zusatzliche Tumortypen hinzugefligt. Dies sind insbesondere Entitaten epithelialen
Ursprungs, wie das tubulozystische NZK, das mit einer erworbenen, zystischen
Nierenerkrankung assoziierte NZzZK, das Kklarzellige, (tubulo-) papillare NzK, das
translokations-assoziierte NZK (speziell t(6:11)) und das mit einer hereditaren
Leiomyomatose assoziierte NZK (Srigley et al., 2013).

Tabelle 1 - Subtypen in absteigender Haufigkeit des NZK (Moch et al., 2016)
NZK = Nierenzellkarzinom, TFE = transcription factor e

Maligne Benigne
Klarzelliges NZK Papillares Adenom
Papillares NZK Onkozytom

Chromophobes NZK

multilokéres zystisches NZK

Sammelrohrkarzinom

NZK in Assoziation mit Xpll.2

Translokation/ TFE-Fusion

Muzinés-tubulares und spindelzelliges

Karzinom

Nierenmarkkarzinom

NZK in Assoziation mit Neuroblastom

Unklassifizierte NZK

Die vorliegende Arbeit bezieht sich auf das klarzellige NZK, weswegen die Histologie
anderer Subtypen zur Abgrenzung nur kurz genannt wird. Klarzellige NZK kommen als

solitdre Tumore in gleicher Haufigkeit in rechter und linker Nierenrinde vor (Jacobs et al.,
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1980). Makroskopisch stellt sich der Tumor knotig dar mit einer aufgrund des Lipidgehalts
meist gelben Schnittflache. Er kann aber auch graue oder weil3e Anteile enthalten sowie
Kalzifikationen und Nekrosen. Der Tumor ist oft von einer fibrosen Pseudokapsel umgeben,
kann aber auch infiltrativ wachsen (Storkel 1999; Eble et al., 2004). Histopathologisch zeigen
sich sowohl solide als auch alveolare und azinédre Anteile, die Zysten ausbilden kdnnen.
Intrazelluldr enthaltene Lipide und Glykogen werden bei der histologischen Farbung
ausgewaschen, wodurch  die  mikroskopisch  klarzellige Darstellung entsteht.
Charakteristischerweise enthalten die Karzinome ein geordnetes Netzwerk aus kleinen,
dinnwandigen BlutgefaRen. Die Zellkerne sind zumeist rund mit feiner Granula und
gleichmalidig verteiltem Chromatin (Renshaw 2002; Hammerschmied et al., 2008).
Abbildung 2 sind Histologie und Makroskopie des NZKs dargestellt.

Typ 1 und Typ 2 des papillaren NZK besitzen mikroskopisch papillare und tubulare
Strukturen. Die Tumorpapillen enthalten oftmals Ansammlungen von Makrophagen und
Cholesterinkristallen. Morphologisch besitzt Typ 1 Papillen, die mit einer einzelnen Schicht
aus hellen Zellen bedeckt sind, Typ 2 besitzt dagegen gréRere, eosinophile Zellen (Delahunt
and Eble 1997).

Das chromophobe NZK besteht aus groRRen, polygonalen Zellen mit feinretikularem,
eosinophilem Zytoplasma. Gut unterscheiden kann man es vom klarzelligen NZK durch die
dickwandigen BlutgefalRe (Renshaw 2002; Eble et al., 2004).

Das Onkozytom besteht histologisch aus kompakten Zellaggregationen, Azini, Tubuli oder
Mikrozysten. Die vorherrschenden, namensgebenden Zellen (englisch ,oncocyte®) sind rund

bis polygonal mit dichtem, granularem Zytoplasma und zentralem Zellkern (Eble et al., 2004).

Q'J

‘”J '7"; 'f\

Abblldung 2 -A Hlstologle (Hamatoxylln -Eosin-Farbung, Pfeile auf Zellkerne); B.
Makroskopie (in der Mitte geteilte Niere mit Tumor am oberen Pol) des klarzelligen NZK (Lin
et al., 2007)
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2.1.4 Genetik des klarzelligen NZK

Einige der wichtigsten Genveranderungen finden sich auf Chromosom 3p, insbesondere auf
Lokus 3p25-26, welcher das VHL-Gen kodiert (Latif et al., 1993). Es handelt sich um ein
Tumorsuppressor-Gen, welches physiologisch den Abbau der Transkriptionsfaktoren
hypoxia-inducible-factors (HIF1a, HIF2a, HIF2B) fordert. Vor allem HIF2a fordert die
Produktion des vascular endothelial growth factor (VEGF) und eine vermehrte Ausschittung
von Erythropoetin (Seizinger et al., 1988; Raval et al., 2005). Bei einer Mutation des VHL-
Gens und Inaktivierung des 2. Allels fuhrt der Verlust seiner Funktion zu einer Akkumulation
von HIF2a, folglich zu starkerem Zellwachstum und Angiogenese (Kim and Kaelin 2004;
Kaelin 2008). Dieser sogenannte loss of heterozygosity (LOH), also der Verlust eines Allels
des VHL-Gens, kann in 90 % der klarzelligen NZKs beobachtet werden (Kondo et al., 2002).
Weitere oft veranderte Genloki auf 3p sind 3p21-22 und 3pl3-14, welche im familiar
auftretenden NZK die chromosomalen Translokationspunkte markieren (van den Berg et al.,
1996; Velickovic et al., 1999). Haufig von Mutationen betroffen und ebenso auf Chromosom
3p lokalisiert sind die Gene von Breast Cancer Associated Protein 1 (BAP1), SET domain
containing protein 2 (SETD2) und Polybromo-1 (PBRM1) (Pena-Llopis et al., 2012; Sato et
al., 2013). Neben den Veranderungen auf Chromosom 3p konnten viele Studien auch
andere chromosomale Regionen aufzeigen, die im klarzelligen NZK regelmaRig verandert
waren. DNA-Zugewinne wurden auf 1q, 29, 59, 79, 8q, 12p, 17p/q und 20q beobachtet,
Verluste hingegen auf 1p, 4q, 69, 8p, 9p, 13q, 14, 18 sowie Xq (Moch et al., 1996; Bissig et
al., 1999; Jiang et al., 2000; Junker et al., 2003; Beroukhim et al., 2009). DNA-Verluste auf
den Chromosomen 9, 14 und 18 sowie DNA-Gewinne auf 7 und 20 scheinen aul3erdem mit
Metastasierung assoziiert zu sein (Junker et al., 2003; Sanjmyatav et al., 2011).

Spezifische, genetische Veranderungen existieren auch in anderen Subtypen des NZK.

2.1.5 TNM-Klassifikation, Malignitatsgrad und Prognose

Das System der  Tumor-Node-Metastasis-(TNM)-Klassifikation ~ erméglicht  die
Stadieneinteilung von malignen Tumoren. Bertcksichtigt werden die lokale Ausbreitung des
Primartumors sowie das Vorkommen von regionaren Lymphknotenmetastasen und
Fernmetastasen. In Tabelle 2 ist die aktuellste Klassifikation der International Union Against
Cancer (UICC) mit Ergadnzungen von 2012 ersichtlich. Zur Einteilung der regionaren
Lymphknoten werden diese unabhdngig von der Seite hilar, abdominal-paraaortal und
parakaval beurteilt (Sobin et al., 2009; Wittekind et al., 2012).

NZK metastasieren vorwiegend hamatogen, jedoch auch lymphogen. Fernmetastasen finden

sich am haufigsten in Lunge und Mediastinum (55 %), regiondaren Lymphknoten (34 %),

13



Leber (33 %), Skelettsystem (32 %), kontralateraler Niere (11 %) und ZNS (6 %) (Keller
2010).

Tabelle 2 - TNM-Klassifikation (Sobin et al., 2009; Wittekind et al., 2012)
T = tumor, N=node, M = metastasis

T - Primartumor

X Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO kein Anhalt fir Primartumor

T1 Primartumor <7cm in grof3ter Ausdehnung, begrenzt auf die Niere
Tla Tumor <4 cm in groRter Ausdehnung, begrenzt auf die Niere
T1lb Tumor >4 cm aber <7 cm in gré3ter Ausdehnung

T2 Tumor >7 cm in groRter Ausdehnung, begrenzt auf die Niere
T2a Tumor >7 cm aber <10 cm in gré3ter Ausdehnung
T2b Tumor >10 cm, begrenzt auf die Niere

T3 Tumor breitet sich in gro3e Venen oder perirenales Gewebe aus,

nicht in ipsilaterale Nebenniere oder Uber Gerota-Faszie hinaus

T3a Tumor infiltriert makroskopisch  Nierenvene oder deren

Segmentadste (muskulaturenthaltend) oder perirenales und/oder
Fettgewebe des Nierensinus, nicht Uber Gerota-Faszie hinaus

T3b Tumor mit makroskopischer Ausbreitung in Vena cava unterhalb
des Zwerchfells
T3c Tumor mit makroskopischer Ausbreitung in Vena cava oberhalb
des Zwerchfells oder Wandbefall der V. cava
T4 Tumor infiltriert (Ober Gerota-Faszie hinaus (einschlieBlich

kontinuierliche Ausbreitung in ipsilaterale Nebenniere)

N - regionére

Lymphknoten

NX Regionare Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
NO Keine Metastasen in regionaren Lymphknoten

N1 Metastasen in einzelnem regiondren Lymphknoten

M - Fernmetastasen

MO keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

Zur Einschatzung der Malignitat des NZK wird eine histologische Beurteilung von Zellkern,
sarkomatoider und rhabdoider Differenzierung, Ausmalf3 der Gefaldinvasion und Nekrosegrad
vorgenommen (Delahunt et al., 2013). Fir eine bessere Obijektivierbarkeit wurde das lange
verwendete Grading nach Fuhrman von den Kriterien der ISUP ersetzt, die das klarzellige
und papillare NZK in Grad 1-4 einteilt. Das chromophobe NZK wird aufgrund unzureichender
Evidenz nicht gegradet. Fiur Grad 1-3 wird nur die Grofie des Zellkerns beurteilt. Grad 4
beinhaltet zuséatzlich die Form des Zellkerns, sarkomatoide und/oder rhabdoide
Differenzierung sowie die Anwesenheit von Tumorriesenzellen (Moch et al., 2016).

Fur die Einschatzung der Prognose existieren verschiedene Modelle. Beurteilt werden die
TNM-Klassifikation, histologische Faktoren wie der Subtyp und der Malignitatsgrad, der

korperliche Zustand des Patienten und weitere klinische Faktoren wie beispielsweise
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lokalisierte Symptome oder Tumorkachexie (Kim et al., 2003; Sun et al., 2011). Molekulare
Marker sind bisher nicht klinisch relevant. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass Tumore mit
einer Mutation des Genes BPALl eine schlechtere Prognose haben als Tumore mit einer
PBRM1-Mutation (Ljungberg et al., 2019). Weiterhin scheinen DNA-Zugewinne auf den
Chromosomen-Regionen 7q, 8q und 20 g sowie DNA-Verluste auf den Chromosomen 9p/q
und 14q mit einer schlechteren Prognose assoziiert zu sein (Kohn et al., 2015). Fur
lokalisierte Tumorstadien existieren der Leibovich-Prognose-Score und das University of
California Integrated Staging System (UISS) (Zisman et al., 2002; Leibovich et al., 2003). Fir
metastasierte Tumore existierte lange das Memorial Sloan-Kettering Cancer Centre
(MSKCC) Prognosemodell, welches durch das des International Metastatic Renal Cell
Carcinoma Database Consortiums (IMDC) abgelost wurde (Motzer et al., 1999; Heng et al.,
2013). In Tabelle 3 sind die TNM-Stadien und die zugehdrige 5-Jahres Uberlebensrate
aufgefuhrt (Ljungberg 2004).

Tabelle 3 - Stadieneinteilung des NZK und 5-Jahres Uberlebensrate (Ljungberg 2004)
T = Tumor, N = Node, M= Metastasis

Stadium T N M 5-Jahres Uberlebensrate
la 0 0 80 — 100 %
Organbegrenzt 1b 0 0 85 —-96 %
2 0 0 75-85%
Invasion perirenalen 3a 0 0 45 - 78 %
Fettgewebes, Nebenniere
Gefaldinvasion 3b-c 0 0 40-60 %
Lymphknotenmetastasen jedes T 1 0 30 -50 %
Fernmetastasen jedes T | jedes N 1 0-10%

2.1.6 Diagnostik

Mehr als 50 % der NZKs werden zufallig durch bildgebende Diagnostik des Abdomens
entdeckt (Jayson and Sanders 1998). Die klassische Trias bei fortgeschrittenem Stadium
aus Flankenschmerz, Makrohamaturie und palpablem, abdominalem Tumor ist heutzutage
selten (6-10 %) (Lee et al., 2002). Paraneoplastische Symptome wie Hyperkalzamie,
Hyperglykamie, Renin- oder Prolaktinproduktion, Anamie, Polyzythdmie, hepatische
Syndrome (Stauffer-Syndrom) und neuromuskulére Syndrome kommen in 10-40 % der Falle
vor (Moreira et al., 2016).

In der Labordiagnostik werden Blutbild, Serumkreatinin und Glomerulare Filtrationsrate
(GFR), Leberenzyme, Blutsenkungsgeschwindigkeit (BSG), Alkalische Phosphatase,

Laktatdehydrogenase (LDH), Serumkalzium, Gerinnungsparameter sowie der Urin zur
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Beurteilung einer Hamaturie kontrolliert (Magera et al., 2008; Leitlinienprogramm-Onkologie
2020).

In der bildgebenden Diagnostik finden sich NZK haufig per Zufallsbefund im Ultraschall.
Kleine Tumore sind oft mit Ultraschallkontrastmittel besser zu beurteilen (Jamis-Dow et al.,
1996; Fan et al., 2008). Zur Beurteilung renaler Tumore wird eine Computertomographie
(CT) mit intraventser Kontrastmittelgabe durchgefuhrt. Bestehen hierfur Kontraindikationen,
kann eine Magnetresonanztomographie (MRT) durchgefuhrt werden (Krestin et al., 1992;
Leitlinienprogramm-Onkologie 2020). Die Kontrastmittel-Sonographie durch einen erfahrenen
Untersucher besitzt eine @hnliche Sensitivitat wie die CT, wohingegen sie bei der Spezifitat
mit 79 % besser abschneidet (Flamm et al., 2013). Zum Screening nach Fernmetastasen
stehen routinemaRig ein Rontgenbild des Thorax sowie ein Thorax-CT zur Verfligung. Bei
klinischem Verdacht auf entsprechende Metastasen wird eine Knochenszintigraphie oder
Bildgebung des Gehirns durchgefiihrt (Bechtold and Zagoria 1997; Heidenreich and Ravery
2004).

Eine CT- oder ultraschallkontrollierte Tumorbiopsie sollte nur durchgefihrt werden, wenn
dies die Wahl der Therapie beeinflusst, etwa vor einer ablativen Behandlung kleinerer
Tumore (Shannon et al., 2008). Zur endglltigen Verifizierung sollte immer eine

postoperative, histologische Beurteilung erfolgen.

2.1.7 Therapie

Die Therapieempfehlungen von NZKs hangen von mehreren Faktoren ab, wie dem
Metastasierungsstatus sowie Tumorgréfie und —position, renaler Funktion und
Komorbiditaten des Patienten.

Die wichtigste Therapieoption beim NZK ist die operative Therapie. Die European
Association of Urology (EAU) empfiehlt generell eine nierenerhaltende Operation bei einem
lokalen Tumorstadium bis T1b, wahrend nach den deutschen Leitlinien ein nierenerhaltendes
Verfahren bis Stadium T2 moglich ist (Leitlinienprogramm-Onkologie 2020). Die
laparoskopische Operation ist das Verfahren der Wahl (Badalato et al., 2012; Sprenkle et al.,
2012). Im Tla-Stadium zeigt eine nierenerhaltende Operation ein besseres Outcome der
Patienten als eine radikale Nephrektomie (MacLennan et al., 2012; Capitanio et al., 2015).
Im Stadium T1b sollte ebenso die partielle einer radikalen Nephrektomie vorgezogen
werden, sofern es Lokalisation des Tumors und korperlicher Zustand des Patienten
zulassen. Ist das lokale Tumorwachstum bereits fortgeschritten, sollte radikal operiert
werden  (Leitlinienprogramm-Onkologie  2020). Zum  ablativen = Verfahren  der
Radiofrequenztherapie existiert zum aktuellen Zeitpunkt eine Studie, die im Vergleich zu
operativen Verfahren im Tla-Stadium die gleichen Uberlebensraten dokumentieren konnte

(Alam et al., 2019). Die Operation bleibt aber das Mittel der Wahl. Die Kyrotherapie existiert
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als weiteres ablatives Verfahren. Hierzu lassen sich aufgrund unzureichender Datenlage
keine definitiven Aussagen beztiglich Morbiditat und Outcome treffen (Zargar et al., 2016).
Bei singularen oder vereinzelten Metastasen fuhrt die operative Entfernung zu einer
Verlangerung der Lebenszeit, sofern der Allgemeinzustand des Patienten dies zul&sst
(Dabestani et al., 2016). Das NZK selbst ist nicht strahlensensibel, jedoch kommt eine
Bestrahlung fur Patienten mit Hirn- und Knochenmetastasen in Frage und kann zur
Symptomverbesserung beitragen (Fokas et al., 2010; Hunter et al., 2012).

Ist aufgrund Anzahl und Lokalisation der Metastasen eine operative Entfernung nicht
moglich, ist eine systemische Therapie indiziert. Diese greifen gezielt in Signalkaskaden der
Zellen ein (targeted therapeutica). Zur Verfigung stehen zum heutigen Zeitpunkt die
Immuntherapeutika (sog. Immun-checkpoint-Inhibitoren) Pembrolizumab (Keytruda ®),
Avelumab (Bavencio ®), Nivolumab (Opdivo®), Ipilimumab (Yervoy®), Interferon-a (IFN-a)
und Interleukin-2 (IL-2) (Bedke et al.,, 2016). Hinzu kommen auf3erdem Bevacizumab
(Avastin®), Sunitinib (Sutent®), Sorafenib (Nexavar®), Pazopanib (Votrient®), Axitinib
(Inlyta®), Cabozantinib (Cometrig®), Lenvatinib (Lenvima®), Tivozanib (Fotivda®),
Temsirolimus (Torisel®) und Everolimus (Afinitor®). Diese setzen vor allem am VHL-HIF-
Signalweg an, was in Abbildung 3 schematisch dargestellt ist. Chemotherapie wird in der
Therapie des NZK nicht eingesetzt. 5-Fluoruracil zeigt in Kombination mit IFN-a oder IL-2

zwar eine moderate Effektivitat, wird jedoch nicht empfohlen (Stadler et al., 2003).

MET  AXL
Rezeptor Rézeptor

VHL-_liutation ‘ 4\ T

HIF2a -

VHL* Akkumu- Cabozantinib
lation Bevacizumab o
Sunitinib

\ i Sorafenib
MTOR /Axitinib

VEGFgmm) VEGF V= pazopanib
Rezeptor Lenvatinib

. Tivozanib
Temsirolimus

Everolimus

Abbildung 3 - schematische Darstellung des VHL-HIF-Signalweges und Angriffspunkte der
Jargeted therapeutica“

AXL = AXL receptor tyrosine kinase, HIF = Hypoxie induzierter Faktor, MET = hepatocyte
growth factor receptor, mMTOR = mechanistic target of rapamycin, VEGF = vascular
endothelial growth factor, VHL = Von-Hippel-Lindau
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Bei Pembrolizumab und Nivolumab handelt sich es um monoklonale Antikérper, die den
programmed death 1 (PD-1)-Rezeptor von korpereigenen zytotoxischen T-Zellen binden und
somit die Interaktion zwischen dem von Tumorzellen sezernierten Liganden programmed
death ligand 1 sowie programmed death ligand 2 (PD-L1/PD-L2) hemmen. Eine von
Tumorzellen ausgehende Immunsuppression wird dadurch vermindert (McDermott and
Atkins 2013). Avelumab greift ebenso in diese Interaktion ein, indem es PD-L1 bindet
(Boyerinas et al., 2015). Eine Kombination von Pembrolizumab und Avelumab mit dem
Tyrosinkinase-Inhibitor Axitinib wird empfohlen (Motzer et al., 2019; Rini et al., 2019).
Ipilumumab bindet cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4 (CTLA-4), ein Rezeptor auf
der Oberflache von dendritischen Zellen, und vermindert dadurch dessen hemmende
Wirkung auf zytotoxische T-Zellen. Die Wirkung der T-Zellen auf Tumorzellen wird somit
verstarkt (Tarhini and Igbal 2010). Zur Erh6hung der Effektivitat wird die Kombination von
Nivolumab mit Ipilimumab empfohlen (Hammers et al., 2017; Motzer et al., 2018).
Bevacizumab ist ein monoklonaler Antikdrper, der freies VEGF bindet und damit
Angiogenese sowie Tumorwachstum hemmt und in Kombination mit IFN-a eingesetzt wird
(Bedke et al., 2016). Als sogenannte Multityrosinkinase-Inhibitoren werden Sunitinib,
Sorafenib, Pazopanib, Axitinib, Cabozantinib, Lenvatinib und Tivozanib bezeichnet, die alle
mehrere Rezeptor-Tyrosinkinasen hemmen. Temsirolimus und Everolimus sind spezifische
Inhibitoren des Proteins mechanistic target of rapamycin (mTOR), was in der Regulation von
Zellwachstum, Moatilitat, Angiogenese und Apoptose beteiligt ist (Fingar et al., 2004).

Zur Entscheidung des Therapieregimes wird zunachst das Patientenrisiko eingeschatzt.
Hierfir existieren verschiedene Modelle. Im Leitlinienprogramm der Deutschen
Krebsgesellschaft wird das Modell des International Metastatic Renal Cell Carcinoma
Database Consortium (IMDC) empfohlen (Heng et al., 2013). Die Kriterien sind in Tabelle 4
aufgefihrt.

Tabelle 4 - IDMC-Kriterien (Heng et al., 2013)
IDMC = International Metastatic Renal Cell Carcinoma Database Consortium

Risikofaktor Cut-off Punkt
Karnofsky-Index <80 %

Zeit zwischen Diagnose und Therapiebeginn | < 12 Monaten
Hamoglobin < unterer Normwert
Kalzium im Serum > 10,0 mg/dl (2,4 mmol/l)
Absolute Neutrophilenzahl > Normwert

Absolute Thrombozytenzahl > Normwert

Je nach ermitteltem Wert wird das Risiko in niedriges (keine Risikofaktoren), intermediares
(1-2 Risikofaktoren) und hohes Risiko (3-6 Risikofaktoren) eingeteilt.
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Bei der systemischen Behandlung mit Tyrosinkinase-Inhibitoren (z. B. Sunitinib, Pazopanib
oder Axitinib) ist bei circa 30% der Patienten eine primére Resistenz zu beobachten. Im
Mittel zeigt der Tumor auf3erdem nach 10-12 Monaten wieder Wachstum (Buczek et al.,
2014; Zhou et al., 2016). Bei einer Resistenz unter Sunitinib wird eine vermehrte Ausbildung
der metastasenfordernden Rezeptor-Tyrosinkinasen hepatocyte growth factor receptor
(MET) sowie AXL beobachtet (Zhou et al., 2016). Cabozantinib als Multi-Tyrosinkinase
Inhibitor hemmt unter anderem die Aktivitat von VEGFR, MET und AXL. Der Tumor zeigt
somit ein besseres Ansprechen auf die Therapie mit Cabozantinib als auf Sunitinib (Choueiri
et al., 2014; Zhou et al., 2016). Sowohl Nivolumab als auch Cabozantinib zeigen sich bei
VEGF-Resistenz Uberlegen im Vergleich zu mTOR-Inhibitoren wie Everolimus (Choueiri et
al., 2015; Motzer et al., 2015).

Basierend auf dem Risikoprofil des Patienten sind in Tabelle 5 die aktuellen Erstlinien-
Therapieempfehlungen der Deutschen Krebsgesellschaft flr die systemische Therapie des

klarzelligen, metastasierten NZK aufgefihrt (Leitlinienprogramm-Onkologie 2020).

Tabelle 5 - Algorithmus der systemischen Erstlinientherapie des klarzelligen, metastasierten
NZK (Leitlinienprogramm-Onkologie 2020)

IMDC= International Metastatic Renal-Cell Carcinoma Database Consortium, IL-
2=Interleukin-2

Risiko nach Standard Option

IMDC
Bevacizumab+Interferon

iedri Pazopanib

niearig Pembrolizumab+Axitinib Sunitinib
Tivozanib
hochdosiertes IL-2

intermediar Pembrolizumab+Axitinib Cabozantinib

Ipilimumab+Nivolumab
unaiinsti Pembrolizumab+Axitinib Cabozantinib
9 9 Ipilimumab+Nivolumab Temsirolimus

Gemall der aktuellen Studienlage ist davon auszugehen, dass zuklnftig neben der
Kombination von Pembrolizumab und Axitinib auch die Kombination von Avelumab und

Axitinib als Standardtherapie empfohlen wird (Grimm et al., 2020).
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2.2 MicroRNAs

MicroRNAs (miRNA) sind einzelstrangige, circa 22 Nukleotide lange, nicht-kodierende RNA-
Molekiile, die eine wichtige Rolle bei der posttranskriptionellen Genregulation spielen, indem
sie messenger RNA (mRNA) binden und somit die Proteinexpression steuern. Abhéngig vom
Ausmal’ der Bindung von miRNA an mRNA wird entweder die Translation gehemmt oder die
MRNA abgebaut. Diese Art der Genregulation wird deshalb auch zu einer Form des
naturlichen RNA-silencing gezahlt. Nach der Entdeckung 1993 von Lee et al. im Fadenwurm
Caenorhabditis elegans wurde im Laufe der Zeit deutlich, dass miRNAs in nahezu allen
Eukaryoten vorkommen (Lee et al., 1993). Es wird angenommen, dass miRNAs auf 1-5 %
des menschlichen Genoms kodiert sind und sie etwa 30 % der proteinkodierenden Gene
regulieren (Rajewsky 2006). Bisher wurden Uber 4690 (Stand 02.2020) fur miRNAs
kodierende Sequenzen im Menschen entdeckt (Griffiths-Jones 2004; Griffiths-Jones et al.,
2006; Griffiths-Jones et al., 2008; Kozomara and Griffiths-Jones 2011; Kozomara and
Griffiths-Jones 2014; Kozomara et al., 2019). Weitere Sequenzanalysen legen jedoch nahe,

dass noch eine weitaus groRere Zahl existiert (Friedlander et al., 2014)

2.2.1 Biogenese

Die Biogenese der miRNAs ist ein mehrstufiger Prozess. Die fir menschliche miRNAs
kodierenden Gen-Loci liegen mehrheitlich isoliert voneinander, kénnen aber auch gruppiert
vorliegen. Davon abhangig konnen die Gene sowohl mono- als auch polycistronisch
abgelesen werden. Eine drtliche Nahe der miRNA-Gene bedeutet nicht zwangslaufig eine
funktionelle Assoziation (Lee et al., 2002). MiRNA-Genloci liegen haufig zwischen zwei fir
Proteine kodierenden DNA-Abschnitten, kdnnen sich aber auch auf Introns oder Exons
befinden. Die Transkription geschieht durch die RNA-Polymerase Ill und mehrheitlich durch
die RNA-Polymerase Il, deren Transkripte primary-miRNAs (pri-miRNA) genannt werden
(Bartel 2004; Lee et al., 2004; Borchert et al., 2006). Im ersten Schritt wird die pri-miRNA im
Zellkern durch den Mikroprozessor-Komplex geschnitten. Dieser besteht aus einer RNAse IlI
(Drosha) sowie dem Kofaktor Pasha (DGCRS8) (Denli et al., 2004). Das Produkt ist die 60-70
nt lange precursor-miRNA (pre-miRNA) mit einer charakteristischen Haarnadelstruktur, die
durch Exportin-5 ins Zytoplasma transportiert wird (Zeng et al., 2003; Okada et al., 2009).
Dort vereinigt sie sich mit einer RNAse lll-Endonuklease (Dicer) sowie den Kofaktoren
human immunodeficiency virus transactivating response RNA-binding protein (TRBP) und
proteinkinase R-activating protein (PACT) (Haase et al., 2005). Dicer spaltet die terminale
Haarnadelstruktur der pre-miRNA und ein circa 21 bp langer, doppelstrangiger miRNA-
Duplex entsteht. Durch die Trennung des Duplex entsteht ein fihrender Strang und ein

Begleitstrang, der mit -* gekennzeichnet ist und ebenfalls als funktionelle miRNA wirken kann
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(Zhang et al., 2004; Yang et al., 2013). Die reife miRNA bindet an das Protein Ago2 und wird
in den RNA-induced silencing complex (RISC-Komplex) befdrdert (Maniataki and Mourelatos
2005). Ago2 gehdrt zu den Argonautenproteinen, welche Hauptakteure in verschiedenen
Prozessen des RNA-silencing sind und wesentlicher Bestandteil des RISC-Komplexes
(Sasaki et al., 2003). Entscheidend fur die Bindung der miRNA an die Ziel-mRNA ist die 2-8
Nukleotide umfassende seed-Region am 5-Ende der miRNA. Sind samtliche Basen in dieser
Region komplementar zur mRNA, kdnnen RISC-Komplex und Ziel-mRNA interagieren
(Brennecke et al., 2005). Die nachfolgende Abbildung 4 zeigt schematisch die Biogenese der
miRNA.

RNA Pol Il or Il Cytoplasm

Gene Pre-miRNA

Ran-GTP .~ Dloer

Transcription l
’ TRBP

Pri-miRNA §§ RNA splicing

! i miRNA duplex

Exportin-5

Drosha \
DGCRS8 L 2 RISC
AGO

Pre-miRNA e =
Vj\_
l Target RNA
Nucleus [ Degradation or translational inhibition

Abbildung 4 - Schematische Darstellung der miRNA Biogenese (Kim et al., 2018)
DGCRS8 = Kofaktor Pasha, pre-miRNA = precursor-miRNA, pri-miRNA = primary-miRNA,
RISC = RNA-induced silencing complex, RNA pol Il = RNA-Polymerase Il

Bei vollstandiger Komplementaritat auBerhalb der seed-Region zwischen den beiden RNA-
Molektlen kommt es zum Abbau der mRNA. Sind die Molektle nicht komplett komplementar
zueinander, fuhrt dies zu einer Hemmung der Translation ohne Abbau der mRNA. Da keine
vollstdndige Komplementaritat fir eine Interaktion notig ist, kann eine miRNA mehrere
MRNAs regulieren oder im umgekehrten Fall, mehrere miRNAs eine mRNA (Yekta et al.,
2004). Der genaue Mechanismus der Translationshemmung wird in der Literatur noch
diskutiert. Der RISC-Komplex spielt eine entscheidende Rolle, wahrend jedoch auch
abgewogen wird, ob translatierte Polypeptide sogleich wieder abgebaut werden (Nottrott et
al., 2006; Petersen et al., 2006). Einen epigenetischen Einfluss auf die Expression von
MRNAs kénnen miRNAs unter anderem durch DNA-Methylierung und Histonmodifikationen
haben (Khraiwesh et al., 2010; Baylin and Jones 2016).
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2.2.2 Regulation der miRNA-Expression

Die Regulation der miRNA-Expression kann grundsatzlich auf jeder Stufe der Biogenese
stattfinden. Beginnend bei der Transkription kann die Expression uber den Promotor
gesteuert werden (Rodriguez et al., 2004). Sowohl Transkriptionsfaktoren wie p53 oder
Myelocytomatose (MYC) als auch DNA-Methylierungen oder Histonmodifikationen sind
mogliche Mechanismen (Saito et al., 2006; Sampson et al., 2007; Ozsolak et al., 2008).
Weitere Wege zur Regulierung gibt es auf Ebene des Mikroprozessors (Davis and Hata
2009). Beispielsweise existiert eine wechselseitige Beziehung zwischen Drosha und Kofaktor
DGCRS8 (Han et al., 2009). Weiterhin besteht ein Regulationsmechanismus zwischen Dicer
und seinen Kofaktoren TRBP und PACT, deren Verringerung zu einer verminderten Stabilitat
und Aktivitdt von Dicer fuhrt (Chendrimada et al., 2005; Lee et al., 2006). Beim RISC-
Komplex nehmen die Ago-Proteine eine entscheidende Position ein, deren erhéhte Menge
zu einer erhohten miRNA-Expression beitragt (Diederichs and Haber 2007). Uber die
Stabilitdét und den Abbau der miRNA ist bisher recht wenig bekannt, jedoch scheinen
MiRNAs eine groRere Halbwertszeit zu haben als mRNAs, unter anderem durch eine
unterschiedliche Thermostabilitat und hohere RNAse-Resistenz (Aryani and Denecke 2015).
Die unterschiedliche Halbwertszeit von miRNAs wird vermutlich Uber Basensequenzen

aul3erhalb der seed-Region reguliert (Bail et al., 2010; Gantier et al., 2011).

2.2.3 Bedeutung von miRNAs in Tumorentstehung und
Metastasierung

Die Entstehung von malignen Tumoren ist Gegenstand zahlreicher Forschungsarbeiten.
Gemeinhin angenommen werden die Schritte Initiation, Promotion, Konversion, Progression
und Metastasierung. Fest steht, dass es ein multifaktorieller Prozess auf genetischer und
epigenetischer Ebene ist, bei dem ein gestdrtes Gleichgewicht von Onkogenen und
Tumorsuppressoren zur Entstehung von Tumoren flihren kann und miRNAs sowohl als
Onkogen als auch als Tumorsuppressor agieren kdnnen (Esquela-Kerscher and Slack 2006;
Kim et al., 2018). Bekannt ist, dass miRNAs in gesunden Zellgeweben bei Prozessen wie
Differenzierung, Proliferation, Apoptose und DNA-Reparatur von Bedeutung sind, die in
deregulierter Form fur Tumorentstehung und —wachstum verantwortlich gemacht werden
(Hatfield et al., 2005; Hwang and Mendell 2006). Es ist auffallig, dass die fur miRNAs
kodierenden Gene oftmals in chromosomalen Regionen liegen, die besonders anféllig sind
fur Bruchstellen oder Mutationen wie Deletionen respektive Amplifikationen (Calin et al.,
2004; Chow et al.,, 2010). Interessant ist zudem, dass speziell im klarzelligen NzZK
dysregulierte miRNAs haufig signifikant mit bekannten Chromosomenaberrationen

korrelieren (Chow et al., 2010). Eine dysregulierte miRNA-Biogenese kann Auswirkungen auf
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die Tumorentstehung haben. So kann eine erhdhte Expression onkogener miRNAs zu
geringerer Translation tumorsuppressiver Proteine fihren. Umgekehrt kann eine geringere
Expression tumorsuppressiver miRNAs in einer erhdhten Translation onkogener Proteine
resultieren. Die Folge kann in beiden Féllen eine geringere Apoptoserate sowie vermehrte
Proliferation, Invasion und Angiogenese sein (Schaefer et al., 2010; Goradel et al., 2019).
Jedoch ist eine miRNA nicht immer eindeutig als Onkogen oder Tumorsuppressor zu
identifizieren, da dieselbe miRNA je nach Gewebe, in dem sie exprimiert wird und
spezifischer Ziel-mRNA, eine unterschiedliche Funktion einnehmen kann (Krek et al., 2005;
Liang et al., 2007).

Als Onkomirs werden miRNAs bezeichnet, die in dysregulierter Form kausal mit der
Tumorgenese assoziiert sind, ob als Onkogen oder als Tumorsuppressor (Cho 2007). Im Fall
der chronisch lymphatischen Leukdmie (CLL) wirken miR-15 und miR-16 etwa als
Tumorsuppressoren. lhre Gene liegen in einer Region von Chromosom 13g14, die in mehr
als der Halfte der Patienten mit CLL deletiert ist. Die Deletion fuhrt folglich zu einer
verminderten Expression von miR-15 und miR-16 und somit zu einer vermehrten Expression
des anti-apoptotisch wirkenden targets B-cell lymphoma 2 (BCL-2) (Calin et al., 2002;
Cimmino et al., 2005). Onkogen wirkt beispielsweise die in mehreren Tumorentitdten erhéht
exprimierte miR-21, welches die Tumorsuppressoren programmed cell death protein
(PDCD4), phosphatase and tensin homolog (PTEN) und tissue inhibitor of
metalloproteinases 3 (TIMP3) hemmt (Pena-Llopis et al., 2012).

Wie auch die Tumorgenese ist der Prozess der Metastasierung ein komplexer Vorgang, der
Gegenstand zahlreicher Forschungsarbeiten ist, da Metastasen schatzungsweise fiir 90 %
der insgesamt an soliden Tumoren verstorbenen Patienten verantwortlich sind (Gupta and
Massague 2006). Der Prozess der Metastasierung beinhaltet zunachst eine vermehrte
GefalRproliferation und Tumorwachstum. Durch Invasion kénnen dann vom Primartumor
geléste Tumorzellen in Blut- und LymphgefaRe eindringen. In entfernt liegenden Organen
des Kdérpers kann nach Anheftung ans GefalRendothel ein Ubertritt ins umliegende Gewebe
stattfinden, wodurch eine Metastasierung ermoglicht wird (Abbildung 5) (Fidler 2003).

Auch bei der Ausbildung von Metastasen sind miRNAs beteiligt (Nicoloso et al., 2009). Ein
Beispiel flr eine sogenannte Metastamir, also den Metastasierungsprozess férdernde oder
hemmende miRNA, ist miR-10b im Brustkrebs. Eine Uberexpression von miR-10b fiihrt zu

vermehrter Invasion und Ausbildung von Fernmetastasen (Ma et al., 2007).
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Abbildung 5 - Prozess der Metastasierung in einzelnen Schritten (Fidler 2003)

2.2.4 Bedeutung von miRNAs im NZK

In Bezug auf die Rolle von miRNAs im NZK wurden zahlreiche Studien durchgefiihrt. So
konnte fir jeden Subtyp des NZK ein spezifisches miRNA-Expressionsmuster festgestellt
werden, was eine eindeutige Unterscheidung auf molekularer Ebene maoglich macht (Petillo
et al., 2009; Fridman et al., 2010; Youssef et al., 2011). Microarray-Analysen sowie qRT-
PCR-Untersuchungen von Tumor- und normalem Nierengewebe zeigen ebenfalls
signifikante Unterschiede im Muster der miRNA-Expression und lassen somit eine
Differenzierung zu (Huang et al., 2009; Jung et al., 2009; Juan et al., 2010; Yi et al., 2010;
White et al., 2011; Youssef et al., 2011).

Neben den miRNA-Expressionsmustern wurden zudem einzelne, spezifische miRNAs
detektiert, die im Vergleich von Tumor- und normalem Nierengewebe signifikant verandert
sind, was auf deren Beteiligung bei der Entstehung und Progression des NZKs schlieRen
lasst (Gottardo et al., 2007; Jung et al., 2009; Faragalla et al., 2012; Cheng et al., 2013;
Silva-Santos et al.,, 2013; The Cancer Genome Atlas Research 2013; Christinat and Krek
2015). In einer weiteren Studie konnte ein miRNA-Muster identifiziert werden, was mit dem
Uberleben der Patienten korreliert (Ge et al., 2015).

Prognostisch von entscheidender Bedeutung fur das NZK ist der Status der Metastasierung.
Ein Vergleich der miRNA-Expression in normalem Nieren-, Tumorgewebe und Metastasen
zeigte eine signifikante Dysregulation einiger miRNAs (Wotschofsky et al., 2012;
Heinzelmann et al., 2014). AuRerdem wurden spezifische miRNAs gefunden, die es

zulassen, frih metastasierende Karzinome zu detektieren (Heinzelmann et al., 2011; Li et
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al., 2014). Weitere Untersuchungen identifizierten Expressionsmuster verschiedener
mMiRNAS, die eine Bestimmung des Risikos fiur die Ausbildung von Metastasen zeigten (Wu
et al., 2012; Lokeshwar et al., 2018; Heinzelmann et al., 2019).

Folglich existiert zur Expression von miRNAs im NZK eine Datenlage, welche jedoch bis jetzt
unzureichend ist. Aus diesem Grund beschéaftigt sich die vorliegende Arbeit mit dem
Vergleich der Expressionsmuster ausgewahlter miRNAs in Primartumoren und Metastasen.
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3 Zielstellung

Die Metastasierung stellt nach wie vor den prognosebestimmenden Faktor bei Patienten mit
NZK da. Deshalb ist es von zentraler Bedeutung, die darin involvierten Signhalwege zu
verstehen, um neue, effektive Therapieansatze zu entwickeln. Da miRNAs eine essentielle,
regulative  Funktion in Signalkaskaden besitzen, ist die Identifizierung von
metastasierungsassoziierten miRNAs ein wichtiger Schritt zu einem besseren Verstandnis
dieser molekularen Prozesse.

In Vorarbeiten wurden daher in Microarray-Analysen die miRNA-Profile von Primartumoren
und Metastasen miteinander verglichen, um differentiell exprimierte miRNA zu detektieren.
Im ersten Schritt der vorliegenden Promotionsarbeit sollen Expressionsunterschiede der
Microarray-Ergebnisse von drei ausgewdhlten miRNAs mittels gRT-PCR quantifiziert
werden. Es sollen zum einen die miRNA-Expressionsmuster zwischen Primartumoren und
Metastasen aus Knochen, Lunge und Gehirn verglichen werden. Zum andern soll Uberpruft
werden, ob eine differentielle Expression der einzelnen miRNAs in Abhangigkeit vom
Metastasenort vorliegt.

Im zweiten Schritt soll in einem in-vitro Zellkulturmodell der funktionelle Einfluss einer
deregulierten miRNA auf die Metastasierung des NZK untersucht werden. Zu diesem Zweck
sollen auf Proteinebene die direkten targets dieser miRNA und die dadurch beeinflussten
Signalwege identifiziert werden.
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4 Material und Methodik

4.1 Biologische Materialien

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden insgesamt 46 Tumorproben untersucht. Alle Proben
stammten aus klarzelligen NZK. Zum einen handelte es ich dabei um nicht-metastasierte
(nmNZK) und metastasierte (MNZK) Primartumore. Als nmNZK definiert wurden Tumore,
deren zugehoériger Patient in einem Beobachtungszeitraum von mindestens vier Jahren
keine Metastasen aufwies. Zum andern wurden Metastasen aus Gehirn, Lunge und Knochen
untersucht. Die chirurgische Entfernung der Prim&rtumore und Metastasen erfolgte im
Zeitraum von 1994 — 2009 am Universitatsklinikum Jena. Hinzu kamen 4 Proben von
Hirnmetastasen, die von 2013 — 2014 am Universitatsklinikum Magdeburg exzidiert wurden.
Voraussetzung fur das Verwenden der operativ entfernten Tumore war in allen Fallen eine
praoperative Einverstandniserklarung seitens des Patienten wie auch das Ethikvotum. Alle
Proben sind nach operativer Enthahme zeithah in Formalin fixiert und anschlieRend in
Paraffin eingebettet (FFPE) worden. Im Anschluss daran wurden die Proben durch einen
Pathologen nach den zum Zeitpunkt der Entnahme giltigen UICC-TNM-Kriterien beurteilt.
Die exzidierten Primartumore mussten bei der histopathologischen Beurteilung als klarzellige
NZK identifiziert werden, einen mindestens 75%-igen Tumoranteil besitzen sowie weder
Nekrosen noch gré3eren Einblutungen aufweisen. Genauere Merkmale lassen sich Tabelle

6 entnehmen.
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Tabelle 6 - Zusammenfassung der untersuchten Proben
nmNZK=nicht-metastasierter Primartumor,

OP=0Operation

mNZK=metastasierter Priméartumor, T=tumor,

nMNZK MNZK

Anzahl der Patienten 15 10
Alter Mittelwert 60 60

Median 59 60

Spanne 43-77 49-75
Geschlecht Frauen/Manner 6/9 3/7
T-Kategorie la 8 1

1b 6 3

2a - 1

2b 1 2

3a - 1

3b - 2
Metastasen zum OP-Zeitpunkt - 3
Grading 1 9 1

2 6 6

3 - 3

4 - -
Nachsorgezeitraum in Monaten [ Mittelwert 77 13

Median 77 10

Spanne 48-110 0-38
Lokalisation der Metastase Lunge Knochen Gehirn
Anzahl 8 6 7
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4.2 Gewebeaufarbeitung

Zunachst wurden die zu analysierenden FFPE-Proben mittels einer Hamatoxylin-Eosin-
Farbung im Lichtmikroskop nochmals Uberprift, ob sie die erforderlichen Kriterien erfllen.
Fur die Isolation der Gesamt-RNA wurden aus einer FFPE-Probe mittels eines Mikrotoms
jeweils zehn Schnitte von 7 pm Dicke hergestellt. Diese wurden in 2 Milliliter (ml)
ReaktionsgefalRe (RNAse frei, RNA low bind) gegeben.

4.3 RNA-Isolation

Fur die Isolation wurde das miRNeasy FFPE Kit (Qiagen) nach Herstellerangaben
verwendet. Hierfir wurde zunachst 1 ml Xylen zu den Tumorschnitten hinzugegeben, um
das Paraffin zu Il6sen. Nach 10-sekindigem Durchmischen und anschlie3ender
Zentrifugation bei 14.500 rpm fir 2 Minuten (min) wurde der Uberstand verworfen. Um die
Xylen-Reste vollstandig zu entfernen, wurde danach 1 ml 100%-iges Ethanol zugegeben, der
Probenansatz gemischt, fir 2 min bei 14.500 rpm Geschwindigkeit zentrifugiert und der
Uberstand mittels Pipette abgesaugt. Um sicher zu gehen, dass kein Alkohol zuriickbleibt,
wurde das Reaktionsgefal? bei offenem Deckel bei 37°C fur 10 min inkubiert, sodass
jegliches Ethanol verdunstete. Im né&chsten Schritt wurde zuerst 240 ul PKD Buffer
hinzugegeben, welcher die Aktivitdt der anschlieRend beigefiigten 10 pl Proteinase K
abpufferte. Proteinase K lysierte die in der Probe enthaltenen Proteine und setzte sowohl die
enthaltene Gesamt-RNA als auch die enthaltene DNA frei. Mittels einer Pipette wurde die
Suspension mehrmals gemischt und im darauffolgenden Schritt als Erstes bei 56°C flr 15
min inkubiert und danach fir nochmals 15 min bei 80°C. Nachdem nun die Suspension fir 3
min auf Eis gestellt wurde, um die Enzymaktivitat zu stoppen, folgte eine 15-mintige
Zentrifugation bei 13.500 rpm. Der Uberstand enthielt jetzt sowohl RNA als auch DNA. 250 pl
dieses Uberstandes wurden in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefaRR tberfiihrt. Hinzugegeben
wurden 25 pl DNase Booster Buffer und 10 ul DNase | stock solution. Durch mehrmaliges
Schwenken des ReaktionsgefaRes wurde die Losung vermischt und dann fir 15 min bei
Raumtemperatur inkubiert. Die DNase flUhrte zu einem Abbau der enthaltenen DNA, sodass
nur noch RNA vorlag. AnschlieBend wurden 500 pl Buffer RBC hinzugegeben und 750 pl
100%-iges Ethanol. Buffer RBC enthalt chaotrophe Salze, die dazu fuhrten, dass die RNA-
Molekile sich in den im nachfolgenden Schritt verwendeten ,Collection tubes“ enthaltenen
Filtern anlagern konnten. 700 pl des Probenansatzes wurden in die ,Collection tubes”
gegeben und fur 15 s bei 10.000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und der
Schritt so lange wiederholt, bis die komplette Probe in den Filter Uberfihrt wurde. Um die
RNA-Molekile von Ruckstdnden der chaotrophen Salze zu reinigen und vom Filter zu lésen,

wurde zweimal 500 pl Buffer RPE mittels Pipette hinzugegeben und zuerst fur 15 s bei
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10.000 rpm zentrifugiert, beim zweiten Mal fur 2 min. Buffer RPE reinigt die an die
Filtermembran gebundene RNA und entfernt die noch im Filter enthaltenen Salze. Der
Durchfluss wurde jeweils verworfen. Als vorletzter Schritt wurde nun der Filter in ein neues 2
ml Reaktionsgefald tberfihrt und zur vollstdndigen Entfernung jeglichen RPE Buffers fir 5
min bei maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Im letzten Schritt der RNA-Isolation wurde
der Filter in ein 1,5 ml Reaktionsgefal gegeben und mit 30 pul RNase-freiem Wasser gesplilt,
was durch eine nochmalige Zentrifugation fir 1 min bei maximaler Geschwindigkeit geschah.
Durch die bipolare Eigenschaft des Wassers wurde die im Filter gebundene RNA gel6st und
befand sich nun im 1,5 ml Gefal3. Die Aufbewahrung der Proben geschah bei -20°C.

4.4 Bestimmung der RNA-Konzentration und
Reinheit

Die Messung der RNA-Konzentration und die Reinheit der isolierten RNA wurde mittels
Spektrophotometer NanoDrop ND-1000 durchgefiihrt. Um die Reinheit der RNA zu
bestimmen, misst das Gerat die Absorption der Proben bei verschiedenen Wellenlangen des
Lichts. Bei einer Wellenlange von 260 nm wird die RNA-Konzentration gemessen. Zur
Messung der Reinheit der Probe wird zunachst die Absorption des Lichts bei einer
Wellenlange von 280 nm gemessen, die eine Verunreinigung durch Proteine erfasst. Bei
einer Absorption von 230 nm ist eine Verunreinigung durch Lésungsmittel zu erwarten. Die
Absorptionen werden zueinander ins Verhéaltnis gesetzt. Das 260/280-Verhéltnis sollte dabei

mdglichst Uber 1,7 liegen.

4.5 Quantitative Real-Time Polymerase
Kettenreaktion

Fur diese Arbeit wurde die quantitative qRT-PCR verwendet. Der Vorteil dieser Methode ist,
dass bestimmte Genprodukte gezielt und hoch sensitiv quantifiziert werden kénnen.

In Tabelle 7 sind fur die jeweiligen miRNAs die Anzahl der untersuchten Proben aufgefuhrt.
Die Anzahl unter den miRNAs variiert, da teilweise das Material der einzelnen Proben nicht
ausreichend war, um alle miRNAs damit zu analysieren. Fir die klinischen Details zu den

untersuchten Proben wird auf den Anhang verwiesen.
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Tabelle 7 - Zusammenfassung der untersuchten Proben
nmNZK=nicht-metastasierter Primartumor, mNZK=metastasierter Primartumor

miR-30c-2-3p miR-29¢-5p miR-375-3p
nmNZK 15 15 13
mNZK 10 10 8
Lungenmetastasen 8 8 8
Hirnmetastasen 6 7 7
Knochenmetastasen 6 6 6

4.5.1 Reverse Transkription

Im ersten Schritt muss dafiir die RNA durch eine reverse Transkription in die komplementéare
DNA (cDNA) umgeschrieben werden, bevor die eigentliche Amplifikation durchgefiihrt
werden kann. Die Herstellung der cDNA erfolgte mit Hilfe des Enzyms Reverse
Transkriptase (RT). Es wurde dafur der TagMan microRNA Reverse Transkription Kit und
mMiRNA-Primer der Firma Applied Biosystems nach dem Protokoll des Herstellers verwendet.
Folgende Primer wurden eingesetzt.

e miR-30c-2-3p RT-Primer

e miR- 29¢-5p RT-Primer

e miR-375-3p RT-Primer

e RNU 48 RT-Primer (Referenzgen)
Die zu analysierenden RNA-Proben werden zunachst aufgetaut und gemischt. Fir die
reverse Transkription wurde in einem 0,2 pl Reaktionsgefal? (PCR-clean) ein Ansatz von
insgesamt 15 pl hergestellt, bestehend aus 5 pl RNA-Probe mit einer RNA-Konzentration von
20 ng/ul, 7 pl eines RT-Mastermixes und 3 pul Primer. Die 7 pl des RT-Mastermixes setzen
sich zusammen aus 4,16 ul nuklease-freiem Wasser, 0,19 ul RNase Inhibitor, 1,5 pyl Reverse
Transkriptions Buffer, 1 pl MultiScribe RT und 0,15 pl Desxoxyribonukleosidtriphosphate
(dNTPs). Die Proben werden anschlieend durchmischt, zentrifugiert und fir 5 min auf Eis
inkubiert.
Fur die PCR-Reaktion wurde ein Thermocycler der Firma Biometra verwendet. Die einzelnen
Schritte sind in der unten stehenden Tabelle 8 aufgefiihrt. Nach Ablauf der Reaktion wurden

die Proben bei -20C° gelagert.
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Tabelle 8 - Ablauf des PCR-Programms im Thermocycler

min=Minuten

Zeit Temperatur
Primerhybridisierung 30 min 16 °C
Elongation 30 min 42 °C
Denaturierung 5 min 85 °C

oo 4°C

4.5.2 qRT-PCR-Amplifikation

Ziel der gRT-PCR ist wie bei der normalen PCR eine Amplifikation eines bestimmten

Genabschnittes. Der Vorteil der gRT-PCR liegt darin, dass nach jedem abgelaufenen Zyklus

der Gehalt an amplifiziertem Material gemessen und somit relativ quantifiziert werden kann.

Dies geschieht durch Sonden, die durch komplementdare Basen spezifisch an die

Zu

untersuchenden Regionen binden. Die Sonden enthalten einen gebundenen Quencher und

einen gebundenen Reporter. Der Reporter ist der eigentliche Fluoreszenzfarbstoff, der unter

Anregung fluoresziert. Dies geschieht jedoch nur, wenn der gebundene Quencher sich

abspaltet, da dieser in gebundener Form die Fluoreszenz des Reporters inhibiert. Die

Abspaltung geschieht durch die Exonuklease-Aktivitat der Tag-Polymerase (Abbildung 7).

Reporter Quencher

R

Primer Sonde

FIuoreszenzsigL\ R/
/
T
5 el el

Abbildung 7 - Schematische Darstellung des gRT-PCR — Ablaufs
cDNA=komplementére DNA
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Die Fluoreszenz ist proportional zur Menge der cDNA-Kopien der zu untersuchenden
mMiRNA. Dadurch kann eine exponentielle Kurve errechnet werden, in welcher Zyklusnummer
und Farbstoffintensitat abgelesen werden konnen.

Es wird auf3erdem fir jeden Reaktionsansatz der cycle threshold (Ct)-Punkt ermittelt, an
dem das Fluoreszenzsignal einen festgelegten Schwellenwert (threshold) tberschreitet.
Mithilfe des C:-Werts kdnnen die einzelnen Proben miteinander verglichen werden. Zur
Normalisierung der Daten wurde die small nuclear RNA (snoRNA) RNU48 als Referenz
verwendet, fur die in Vorarbeiten gezeigt werden konnte, dass sie in Nierentumoren konstant
exprimiert wird (Wotschofsky et al., 2011).

Die cDNA-Proben wurden zusammen mit dem entsprechenden Primer (TagMan® MicroRNA
Assay Primer, Applied Biosystems) und einem PCR Mastermix (TagMan® Gene Expression
Master Mix, Applied Biosystems) auf eine 96-Well Platte pipettiert. In jedes Well wurden
insgesamt 10ul gegeben, bestehend aus 0,5 pl Primer, 5 yl TagMan Gene Expression
MasterMix (Applied Biosystems), 3,5 pl nukleasefreiem Wasser und 1 pl cDNA-Probe.
Danach wurde die 96-Well Platte mit einer Folie abgedeckt, fir 1 min bei 1000 rpm
zentrifugiert und schlieRlich in das StepOnePlus™ Real Time PCR System (Applied
Biosystems) gegeben. Fir jede Probe wurden auf der Platte 3 biologische Replikate und fur
jede miRNA eine Non-Template Control (NTC), die als Negativkontrolle diente und aus
RNase-freiem Wasser bestand, aufgetragen.

Das vom PCR-Gerat ausgefuhrte Programm ist in der nachfolgenden Tabelle 9 aufgefihrt.

Tabelle 9 - verwendetes qRT-PCR-Programm
PCR=Polymerasekettenreaktion

Aktivierung des Enzyms fir | Denaturierung | Annealing
die gesamte Dauer der PCR und
Elongation
Enzymaktivierung PCR
Schritt Hold Zyklus (40 Zyklen)
Zeit 10 min 15s 60 s
Temperatur 95 °C 95 °C 60 °C

4.6 Zellkulturen

Fur den zweiten Teil dieser Arbeit wurde die kommerziell erhdltliche Zelllinie 786-O
verwendet. 786-O sind Zellen eines priméaren, klarzelligen NZK, die bei einer radikalen
Nephrektomie eines 58-jahrigen Mannes gewonnen wurden, welcher auch Metastasen
entwickelte (Williams et al., 1978). Die Zellen wachsen als Monolayer-Kultur auf dem Boden
der T25 Zellkulturflasche. Als Medium wurde 45% Dulbecco’s Modified Eagle Medium

(DMEM), 45% Roswell Parc Memorial Institute Medium (RPMI) mit 10% fetalem Kalberserum
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(FKS) verwendet. Die Zellen wurden in einem Brutschrank bei 37°C und 5% CO,-Gehalt

inkubiert.

4.6.1 Auftauen der Zelllinie 786-0O

Fur das Auftauen der Zellen wurde zunachst das Zellkulturmedium auf 37°C erwarmt und
davon 8 ml in ein 10 ml Reaktionsgefald gegeben. Nun wurde das Medium tropfchenweise
mit einer Pipette auf die eingefrorenen Zellen gegeben. Dazwischen wurden die Zellen
wiederholt mit der Pipette gemischt und sukzessive in das 8 ml Reaktionsgefald Uberfihrt, bis
letztlich alle eingefrorenen Zellen aufgetaut und im Medium gelést waren. Anschlieend
wurde das 10 ml Reaktionsgefald mit den enthaltenen Zellen bei 1100 rpm fir 3 min
zentrifugiert und der entstehende Uberstand abgesaugt. Das Zellpellet am Grund des
GefaRes wurde nun mit 2 ml Medium gemischt, in eine T25 Zellkulturflasche in den
Brutschrank gegeben. Am nachsten Tag wurde ein Mediumwechsel vorgenommen, um

bestehende Reste des Einfriermediums zu entfernen.

4.6.2 Kultivierung der Zelllinie 786-0O

Um zu verhindern, dass die Zellen den gesamten Boden der T25 Zellkulturflasche ausfllten
und damit potentiell ihren Stoffwechsel veranderten, mussten sie in regelmafiigen Abstanden
gesplittet und in eine neue T25 Zellkulturflasche eingeséat werden. Hierflr wurde zunachst
das Medium aus der Zellkulturflasche entfernt und anschlie@end die Zellen mit 1 ml
Phosphatgepufferter Salzlésung (PBS) gespilt. Nach mehrmaligem Schwenken wurde PBS
wieder entfernt, 1x Trypsin/EDTA-L6sung zum Abldsen der Zellen hinzugegeben und die
T25 Zellkulturflasche fiir 1,5 min in den Brutschrank gestellt. Nach Ablésen der Zellen vom
Boden der T25 Zellkulturflasche wurden 2 ml Medium hinzugefiigt, um die Wirkung des
Trypsins zu beenden und die Zellen im Medium zu suspendieren. Es erfolgte eine
Uberfiihrung in ein 2 ml ReaktionsgefaR, eine Zentrifugation fur 3 min bei 1100 rpm.
AnschlieBend wurde die Zellen in einer Verdinnung von 1:4 — 1:10 in eine neue T25
Zellkulturflasche eingesét und durch Hinzugabe von Medium auf Gesamtvolumen von 4,5 ml

aufgefullt.

4.7 Transiente Transfektion

Um eine Uberexpression von miR-30c-2-3p in 786-O zu erreichen, wurde ein transiente
Transfektion mittels small interfering RNA (SiRNA) (mimic) durchgefuhrt. Dafir verwendet
wurden miScript miRNA Mimic (Qiagen), als Transfektionsreagenz DharmaFECT 2

Transfection Reagent (GE Healthcare) und das Transfektionsmedium Opti-MEM (Sigma
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Aldrich). Bei der Durchfiihnrung der Transfektion wurde nach dem empfohlenen Protokoll des

Herstellers vorgegangen.

4.7.1 Transfektion von miR-30c-2-3p und Ernten der Zellen

Fur jede Transfektion wurden jeweils zwei 6-Well Platten verwendet. Auf jeder der 6-Well
Platten wurden in jeweils drei Wells je 30.000 Zellen eingesét, welche nur mit Zugabe des
Transfektionsmediums kultiviert wurden, jedoch ohne Zugabe der miR-30c-2-3p (mock). Die
mocks dienten bei der Auswertung als Negativkontrolle. In den drei verbliebenen Wells der
Platte wurden die eingesaten Zellen transient transfiziert. Dies geschah an drei
unterschiedlichen Tagen, sodass letztlich drei biologische Replikate produziert worden sind.
Eine der beiden 6-Well Platten wurde nach jeder Transfektion fur die Transfektionskontrolle
mittels gRT-PCR genutzt, die andere Platte hingegen fir eine Proteinanalyse.

Nach erfolgtem Einsden und Inkubation Gber 24 h wurde die Transfektion durchgefiihrt.
Zunachst wurde in einem 2 ml Reaktionsgefal? DharmaFECT 2 Transfection Reagent (GE
Healthcare) in Opti-MEM-Medium (Sigma Aldrich) geldst. In einem zweiten Reaktionsgefal
(0,5 ml) wurde small interfering RNA (siRNA) pl in Opti-MEM-Medium gel6st. Die genauen
Konzentrationen wurden hierbei, wie im Ergebnisteil dargestellt, durch Vorversuche ermittelt.
Beide Reaktionsgefdlle wurden fir 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Das
Reaktionsgemisch des zweiten Reaktionsgefal3es wurde anschlieBend in das erste
Reaktionsgefal Gberflihrt. Es folgte eine weitere Inkubation fir 20 min bei Raumtemperatur.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden 1600 pl Zellkulturmedium hinzugefiigt, sodass ein
Gesamtvolumen von 2 ml vorlag. Das in den Wells enthaltene Medium wurde entfernt, die
Zellen mit 1 ml PBS gespllt und anschlieZend mit dem vorbereiteten Transfektionsreagenz
fur 8 Stunden im Inkubator kultiviert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde das Medium der
Zellen durch 2 ml Kulturmedium ersetzt, nachdem die Zellen mit 1 ml PBS gespdilt wurden.
Die Platten wurden nun fur weitere 42 Stunden im Brutschrank kultiviert, wobei sie maximal
eine Konfluenz von 80% erreichen sollten.

Das Vorgehen zum Ernten der Zellen &@hnelt sich zunachst dem des Splittings. Nach
Uberfiihrung in ein 2 ml Reaktionsgefal und Zentrifugation fir 3 min bei 1100 rpm wurde der
Uberstand entfernt und anschlieRend die zuriickbleibenden Zellen zweimal mit 2 ml PBS
gespiilt, jeweils mit anschlieBender dreiminttiger Zentrifugation bei 1100 rpm. Zum Schluss
wurde das PBS mdglichst vollstdndig entfernt und das gewonnene Zellpellet bei -81°C

eingefroren.
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4.8 RNA-Isolation aus 786-0O Zelllinie

Um das Ergebnis der Transfektion mittels einer gRT-PCR auswerten zu kdnnen, musste die
RNA aus den Zellen isoliert werden. Fir die Isolierung der RNA aus den transfizierten Zellen
wurde der miRNeasy Mini Kit von Qiagen benutzt und nach dem Protokoll des Herstellers
vorgegangen.

Zunachst wurden die Zellen hierfir mit 700 pl QIAzol Lysis Reagenz lysiert und bei
Raumtemperatur fir 5 min inkubiert. Danach wurden 140 ul Chloroform hinzugegeben und
fur weitere 2-3 min bei Raumtemperatur inkubiert. Es folgte eine Zentrifugation mit 11.300
rpm bei 4°C fir 15 min. 350 pl des entstandenen Uberstandes wurden nun in ein neues 1,5
ml Reaktionsgefal3 gegeben und mit 525 pl 100%igem Ethanol versetzt. Die entstandene
Ldsung wurde in ein ,Collection tube” mit enthaltenem Filter cartridge” pipettiert und bei
10.000 rpm zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen, der Filter mit 700 ul Buffer RWT
gespult und weitere 15 s bei 10.000 rpm zentrifugiert. Auch dieser Durchfluss wurde
verworfen. Es folgte eine zweimalige Hinzugabe von jeweils 500 ul Buffer RPE. Zwischen
jeder Hinzugabe wurde das ,Collection tube” wieder bei 10.000 rpm zentrifugiert. Um sicher
zu gehen, dass keinerlei Buffer RPE zurtickblieb, wurde der Filter in ein neues 2 ml
Reaktionsgefal3 gestellt und bei maximaler Geschwindigkeit fir 1 min zentrifugiert. Der
trockene Filter wurde anschlieend in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefald gestellt, mit 30 pl
RNase-freiem Wasser versetzt und bei 10.000 rpm fir 1 min zentrifugiert. Die isolierte RNA
befanden sich nun in 30 pl im Reaktionsgefali.

Nach der RNA-Isolation erfolgte wie bereits in den Kapiteln 4.6 und 4.7 beschrieben
zunachst eine Konzentrationsbestimmung, eine Reverse Transkription zur Herstellung einer

cDNA und danach eine gRT-PCR, um die transfizierte miRNA in den Zellen nachzuweisen.

4.9 ldentifizierung der miRNA-targets durch 2D-
Gelelektrophorese und Massenspektrometrie

Um miRNA-targets auf Proteinebene zu identifizieren, wurden 786-O Zelllysate nach
Transfektion mittels zweidimensionaler differentieller Gelelektrophorese (2D-DIGE) und
anschlielRender Liquid-Chromatographie-Massenspektrometrie/ Massenspektrometrie (LC-
MS/MS) untersucht. Es wurden wie bei der qRT-PCR drei biologische Replikate in die
Messung eingeschlossen.
Zunachst wurde das Medium abgesaugt und die Zellen zweimal mit 1 ml PBS gewaschen.
Danach wurde 100 ul/Well Lysepuffer hinzugegeben und die 6-Well Platte auf Eis gestellt.
Die Lysate wurden in Reaktionsgefa3e tberfihrt und bei 12.000 g und 4 °C fur 10 min
zentrifugiert, um die nicht-6slichen Bestandteile abzutrennen. Daraufhin wurden die Proteine
mit Acetonitril gefallt. Fir die Fallung wurden 200 pl Lysat eingesetzt und mit einer -20 °C
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kalten Acetonitril/Methanol (10:1)-Lésung im Verhéltnis von 1:2 gemischt. Die Fallung
erfolgte fur 30 s auf Eis. Danach wurde das Gefaf3 bei 4 °C bei 2000 g fur 2 min zentrifugiert
und der Uberstand abgesaugt. Die Solubilisierung erfolgte mit 50 ul Rehydratisierungspuffer
Uber Nacht bei Raumtemperatur. Fur die darauffolgende Proteinkonzentrationsbestimmung
wurde das 2-D Quant Kit von GE Healthcare nach Herstellerprotokoll verwendet. Es folgte
die 2D-DIGE. Zunéachst wurden die Proteine mittels Amersham CyDye DIGE Fluors (minimal
dyes) for Ettan DIGE fluoreszenzmarkiert, was nach Protokoll des Herstellers GE Healthcare
durchgefuhrt wurde. Fur die isoelektrische Fokussierung (1. Dimension) wurden 24 cm lange
Gel-Streifen mit einem nicht linearen pH-Gradienten von pH 3 bis 10 verwendet. Die
solubilisierten und angefarbten Proben wurden auf 450 pl mit Rehydratisierungspuffer
aufgefillt und Uber Nacht bei Raumtemperatur mit den Gelstreifen inkubiert (in-gel
Rehydratisierung). Die Elektrophorese erfolgte danach ebenfalls Gber Nacht mittels des
Ettan IPGphor 3-Systems (GE Healthcare). Das verwendete Programm ist in Tabelle 10
aufgefihrt.

Tabelle 10 - Programm der zweidimensionalen differentiellen Gelelektrophorese

Einstellungen Zeit [h]
Schritt | Modus U [V]

1 Stufe 150 3

2 Stufe 300 3

3 Gradient 1000 6

4 Gradient 6000*/10000 1

5 Stufe 6000*/10000 4,5
tgesamt/Vhgesamt [N/KVH] 17,5/52
Temperatur ‘ 20°C

| maxd SErip ‘ 70 pA

Die nach ihrem isoelektrischen Punkt aufgetrennten Proteine wurden anschlielend nach
ihrer GréRe aufgetrennt (2. Dimension). Dies erfolgte unter Verwendung des 2D-HPE™
Large Gel NF 12,5 % Kit (Serva) nach Angaben des Herstellers. In Tabelle 11 ist das

verwendete Programm aufgefihrt.
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Tabelle 11 - Programm der zweidimensionalen differentiellen Gelelektrophorese

Schritt U[V] ™ el] Prmax [ /cell t [h:min]
1 100 7 1 0:30

2 200 13 3 0:30

3 300 20 5 0:10
Immobilisierter pH-Gradient (IPG) - Streifen entfernen

4 1500 40 30 3:50

5 1500 45 40 0:50

Abschlieend wurde die Fluoreszenzintensitéat der aufgetrennten Protein-spots durch einen
Fluoreszenzscanner (Typhoon Trio; GE Healthcare) detektiert und die differentiell
exprimierten Proteine mittels der Software Delta2D von Decodon ausgewertet.

Die Protein-spots wurden aus dem Gel gestanzt und von Dr. Claudia Fecher-Trost und Dr.
Pascal Schalkowsky in der Experimentellen und Klinischen Pharmakologie und Toxikologie
(Universitat des Saarlandes) mittels LC-MS/MS analysiert.

AnschlieBend wurde mittels dem Programm miRWalk (Sticht et al., 2018) Uberprift, ob die
Nukleotidsequenz der zu den detektierten Proteinen zugehdérigen mRNA komplementar zur

Sequenz von miR-30c-2-3p war.

4.10 Biostatistische Auswertung

4.10.1 Auswertung der miRNA Expression in FFPE-Proben

Die Analyse der qRT-PCR zum Vergleich der C+-Werte und die Errechnung der fold changes
(FC) wurde mit Relative Expression Software Tool (REST) 2008 (Pfaffl et al., 2002)
durchgefuhrt, nachdem die qRT-PCR-Ergebnisse mithilfe von Microsoft Office Excel 2007

mit unten stehender Formel normalisiert wurden.

Effizienz der Ziel-RNACTWert der Ziel RNA
Normalisierter C+-Wert =

Effizienz von RNU48CP-Wert von RNU48
Fur den Mann-Whitney-U Test zur Errechnung der Signifikanz und die Erstellung der

Boxplots wurde IBM SPSS — Software for Statistic Analysis (Version 22.0.0.1) verwendet.

4.10.2 Auswertung der Transienten Transfektion

Um den relativen Gehalt an miRNA in den transfizierten Zellen zu vergleichen, wurden die

PCR-Ergebnisse der unbehandelten Zellen mit den Ergebnissen der transfizierten Zellen
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verglichen. Zur Auswertung wurde die REST-Software benutzt. Der normalisierte

Expressionsunterschied wurde als FC angegeben.
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5 Ergebnisse

5.1 Vergleich der Expressionsmuster ausgewahlter
MiRNAs in Primartumoren und Metastasen mittels
gRT-PCR

Da im NZK die Metastasierung fir Therapie und Prognose der entscheidende Faktor ist,
wurden in Vorarbeiten durch Microarray-Analysen die miRNA-Profile von Primartumoren und
Metastasen aus Lunge, Gehirn und Knochen miteinander verglichen. Damit sollten vermehrt
beziehungsweise vermindert exprimierte miRNAs detektiert werden, um Hinweise auf eine
potenzielle Beteiligung im Metastasierungsprozess zu erlangen. Zukinftig soll damit ein
besseres Verstandnis der Signalwege im klarzelligen NZK mdglich sein. Drei dieser im
Microarray untersuchten miRNAs wurden fir diese Arbeit ausgewdahlt, um die Ergebnisse
mittels qRT-PCR zu validieren. Es handelt sich hierbei um miR-30c-2-3p, miR-29¢-5p und
mMiR-375-3p. Untersucht werden sollten zum einen generelle Expressionsunterschiede der
ausgewahlten miRNAs in Priméartumoren und Metastasen sowie spezifische Unterschiede in
den verschiedenen Metastasenorten.

Untersucht wurden nicht-metastasierte (n=15) und metastasierte (n=10) Prim&rtumore sowie
Metastasen (n=20) aus Lunge (n=8), Knochen (n=6) und Gehirn (n=7). Aufgrund des
begrenzten Materials der einzelnen Proben konnten teilweise nicht alle miRNAs in jeder
Probe analysiert werden. Die genaue Anzahl der untersuchten Proben kann man dem

Anhang entnehmen.

5.1.1 Bestimmung der Primereffizienzen

Fur die verwendeten primer der gRT-PCR musste zunachst deren Effizienz bestimmt
werden. Die Effizienz beschreibt die Vervielfaltigung der untersuchten Proben (im Idealfall
eine Verdopplung der miRNA-Level bei jedem Zyklus) und sollte idealerweise zwischen 1,8
und 2,0 liegen. Dazu wurden flr jeden primer mehrere Verdinnungsreihen
(Verdiinnungsfaktor jeweils 1:10) angesetzt. Die Effizienzwerte flr die untersuchten miRNAs

sind in Tabelle 12 aufgefihrt.
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Tabelle 12 - Effizienzen der RT-primer
RT=Reverse Transkriptase

RT-primer Effizienz
RNU 48 1,96
miR-30c-2-3p 1,86
miR-29c¢c-5p 1,97
miR-375-3p 1,86

5.1.2 Quantifizierung der Expression von
metastasierungsassoziierten miRNAs in Primartumoren
und Metastasen des klarzelligen NZK

Fur die Quantifizierung genereller Expressionsunterschiede in Primartumoren und
Metastasen des klarzelligen NZK wurden miR-30c-2-3p und miR-29c¢-5p aus den Microarray-
Vorarbeiten ausgewahlt.

In metastasierten Primartumoren war miR-30c-2-3p 1,7-fach weniger exprimiert als in nicht-
metastasierten Primartumoren. Hier konnte jedoch lediglich eine Tendenz ohne Signifikanz
nachgewiesen werden.

Fur miR-30c-2-3p ergab sich in den Metastasen der Lunge im Vergleich zu nicht-
metastasierten  Primartumoren eine 4,3-fache Herabregulation (p<0,001; 95%-
Konfidenzintervall (KI) = (-13,16) — (-1,83)). In Knochenmetastasen zeigte sich eine
verminderte Expression um den Faktor 3,0 (p= 0,006; 95%-KI = (-13,33) — (-0,48)), in
Hirnmetastasen um einen FC von -15,6 (p<0,001; 95%-KI= (-100,00) — (-1,55)).

Im Vergleich der Metastasen zu den metastasierten Primartumoren zeigte sich in
Lungenmetastasen eine signifikante Reduktion von miR-30c-2-3p um 2,5 (p= 0,016, 95%-
Kl= (-14,93) — (-0,40)). In Hirnmetastasen wurde eine Reduktion um den Faktor 9,0 detektiert
(p=0,002; 95%-KI= (-66,67) — (-0,72)).

Beim Vergleich der Metastasenorte untereinander wurden signifikante Unterschiede in der
Expression registriert. In Hirnmetastasen lag die geringste Expression vor. Hier war miR-30c-
2-3p 3,6-fach weniger exprimiert als in Lungenmetastasen (p= 0,028; 95%-Kl= (-18,18) — (-
0,48)). Im Vergleich zu Knochenmetastasen war sie in Hirnmetastasen 5,3-fach niedriger
exprimiert (p=0,025; 95%-KI= 0,59 - 44,96) (Abbildung 8).
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Abbildung 8 - Vergleich der normalisierten cycle threshold (C+-) Werte fir miR-30c-2-3p in
nicht-metastasierten und metastasierten Primartumoren sowie in Metastasen der Lunge,
Knochen und Gehirn

FC = fold change
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Die gRT-PCR-Ergebnisse von miR-29c-5p zeigten in metastasierten Primartumoren im
Verhaltnis zu nicht-metastasierten Primartumoren eine verminderte Expression um einen FC
von 1,5, der aber nicht signifikant war.

Es wurde eine signifikant verminderte Expression in allen Metastasenorten in der
Gegentberstellung zu den nicht-metastasierten Primartumoren detektiert. Hierbei war miR-
29c-5p in Lungenmetastasen 1,8-fach weniger exprimiert (p=0,014, 95%-Kl= (-5,50) — (-
0,53)), in Knochenmetastasen 2,8-fach (p=0,001, 95%-KI= (-9,09) — (-0,76)) und in
Hirnmetastasen 4,3-fach (p<0,001, 95%-KI= (-10,87) — (-1,60)).

Im Vergleich zu metastasierten Primartumoren war die Expression von miR-29c-5p lediglich
in Hirnmetastasen signifikant um den FC 2,8 vermindert (p=0,006, 95%-Kl= (-12,82) — (-
0,73)).

Im Vergleich der Metastasenorte untereinander ergaben sich signifikante Unterschiede. In
Hirnmetastasen lag die Expression am niedrigsten. MiR-29c¢c-5p wurde hier 2,4-fach weniger
exprimiert als in Lungenmetastasen (p=0,003, 95%-KI= (-5,62) — (-0,92)). In Hirnmetastasen
im Vergleich zu Knochenmetastasen lag eine Reduktion der Expression um -1,5 vor
(p=0,093, 95%-KI= 0,51 - 5,50) (Abbildung 9).
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Abbildung 9- Vergleich der normalisierten Cr-Werte fur miR-29c-5p in nicht-metastasierten
und metastasierten Primartumoren sowie Metastasen der Lunge, Gehirn und Knochen
FC = fold change
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5.1.3 Analyse der Expression von miR-375-3p in
Metastasen des klarzelligen NZK

Neben generellen Expressionsunterschieden sollten Microarray-Ergebnisse validiert werden,
welche eine spezifische Expressionsanderung in den Metastasen der Lunge aufweisen.

Es zeigte sich in Lungenmetastasen verglichen mit nicht-metastasierten Priméartumoren eine
Erhdéhung der Expression von miR-375-3p um 19,6 (p<0,001, 95%-KI= 1,98 - 186,98),
verglichen mit metastasierten Primartumoren eine 25,3-fache Uberexpression (p=0,001,
95%-KI= 3,47 - 339,67). Alle anderen Metastasenlokalisationen wiesen Kkeine
Expressionsunterschiede zu den Primartumoren auf.

Die Expression in Lungenmetastasen unterschied sich ebenfalls signifikant in Bezug zu allen
anderen Metastasenorten. Verglichen mit Hirnmetastasen war miR-375-3p in
Lungenmetastasen 29,4-fach hoher exprimiert (p= 0,003, 95%-KIl= 1,03 — 1000,00), im
Vergleich zu Knochenmetastasen 58,8-fach (p= 0,002, 95%-KI= 2,94 — 1000,00) (Abbildung
10).
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Abbildung 10- Vergleich der normalisierten C+-Werte flr miR-375-3p in nicht-metastasierten
sowie metastasierten Primartumoren und Metastasen in Lunge, Gehirn und Knochen
FC = fold change
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5.2 Transiente Transfektion von miR-30c-2-3p

Wie im Teil der Einleitung dargelegt, wirken miRNAs, indem sie die Translation von mRNA in
Proteine hemmen und damit die Proteinexpression vermindern. Basierend auf den
Ergebnissen der PCR-Untersuchungen wurde miR-30c-2-3p ausgewahlt, um deren
funktionellen Einfluss auf Proteinebene zu untersuchen. Es wurde dazu eine Uberexpression
in der NZK-Zelllinie 786-O durch eine transiente Transfektion vorgenommen. Zunachst
wurde die optimale Menge des Transfektionsreagenz und der einzusetzenden Konzentration

des miR-30c¢-2-3p-mimics ermittelt. Die Messung der Expression erfolgte mittels gRT-PCR.

5.2.1 Etablierung der transienten Transfektion von miR-30c-
2-3p

Im ersten Schritt wurde gemessen, wie sich die Expression von miR-30c-2-3p bei einer
konstanten Konzentration des mimics von 10 nM und unterschiedlichen Mengen des
Transfektionsreagenz andert. Zum Vergleich wurde Zellen nur Transfektionsreagenz
zugesetzt. Ebenfalls mit den mocks verglichen wurde die Expression von miR-30c-2-3p in
ganzlich unbehandelten Zellen.

Bei steigender Menge des Transfektionsreagenz steigt auch die Expression von miR-30c-2-
3p bis zu einer Stagnation bei 7 pl Transfektionsreagenz (Abbildung 11). In der Expression
von unbehandelten Zellen und mock zeigte sich kein Unterschied. Bei 1
Transfektionsreagenz wurde miR-30c-2-3p 1472-fach Uberexprimiert, wahrend 3 ul zu einer
5480-fachen Uberexpression fiihrten. Bei 5 pl Transfektionsreagenz lag eine 9856-fache
Uberexpression vor, bei 7 pl eine 8188-fache.

1 ul des Transfektionsreagenz DharmaFECT 2 wurde fir die Durchfihrung der weiteren
Versuche als optimale Menge angesehen, da eine deutliche Uberexpression von miR-30c-2-

3p, aber keine Zytotoxizitat festgestellt wurde.
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Abbildung 11 - relativer Expressionsunterschied von miR-30c-2-3p mit konstanter mimic-
Konzentration von 10 nM und unterschiedlicher Menge des Transfektionsreagenz

FC = fold change

Nach Festlegung der optimalen Menge des Transfektionsmediums erfolgte nun die
Bestimmung der optimalen mimic-Konzentration. Schon bei der Etablierung des
Transfektionsreagenz zeigte sich bei einer Konzentration des mimics von 10 Nanomolar
(nM) und 1 pl Transfektionsreagenz eine 1472-fache Uberexpression. Die mimic-
Konzentration wurde daher weiter verdiinnt. Die Ergebnisse einer Konzentration des mimics
von 0,1 nM — 1 nM im Vergleich zum mock sind in Abbildung 12 abgebildet.

Es konnte mit steigender Konzentration des mimics eine erhohte Uberexpression von miR-
30c-2-3p erzielt werden. Fiir 0,1 nM ergab sich eine 143-fache Uberexpression, fur 0,2 nM
eine 139-fache. Bei 0,3 nM war miR-30c-2-3p 348-fach Uberexprimiert, bei 0,5 nM dagegen
546-fach. Bei 0,7 nM lag eine 904-fache Uberexpression vor und bei 1 nM eine 2378-fache.
Fur die Durchfiihrung der transiente Transfektion ergab sich somit neben 1 pl des
Transfektionsreagenz eine Konzentration von 0,1 nM des miR-30c-2-3p-mimics.
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Abbildung 12 - Expression miR-30c-2-3p mit konstanter Menge des Transfektionsreagenz
von 1 pl und unterschiedlicher mimic-Konzentration
FC = fold change

5.2.2 Transiente Transfektion von miR-30c-2-3p

Mit der in der Etablierung ermittelten Menge von 1 pl Transfektionsmedium sowie der
Konzentration von 1 nM mimic wurden an drei unterschiedlichen Tagen eine transiente
Transfektion mit jeweils drei biologischen Replikaten durchgefuhrt. Mittels gRT-PCR wurde
die Expression von miR-30c-2-3p gemessen, die mit der in mocks verglichen wurde.

Die transiente Transfektion von miR-30c-2-3p flhrte zu einer reproduzierbaren
Uberexpression in 786-O. Bei der ersten Transfektion ergab sich eine 274-fache
Uberexpression. Die zweite Transfektion fiihrte zu einer 480-fachen Uberexpression, die

dritte Transfektion zu einer 462-fachen (Abbildung 13).
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Abbildung 13 - Uberexpression von miR-30c-2-3p in drei unterschiedlichen Transfektionen
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Somit wurde der Nachweis erbracht, dass die transiente Transfektion miR-30c-2-3p in der
Zelllinie 786-0O eine reproduzierbare Erhdhung der miRNA in den Zellen bewirkt. Mit drei
weiteren biologischen Replikaten erfolgte nun die Proteinanalyse mittels 2D-Gelektrophorese
und Massenspektrometrie.

5.3 Identifizierung potentieller miRNA-targets durch
2D-DIGE und LC-MS/MS

Um die potentiellen targets von miR-30c-2-3p auf Proteinebene zu identifizieren, wurden die
Proteome von mock und mit miR-30c-2-3p transfizierten Zellen mittels 2D-DIGE analysiert
und die Proteine daraufhin mittels LC-MS/MS identifiziert.

In der Abbildung 14a ist exemplarisch das Ergebnis einer der 2D-DIGEs aufgefiihrt, welche
fur jeden mock und zugehdoriger Transfektion mit miR-30c-2-3p durchgefihrt wurden. Die
ausgewahlten Protein-spots sind durch die rot gefarbte Nummerierung markiert. Es handelt
sich um die moglichen targets. Abbildung 14b stellt die 3-dimensionale Darstellung der
Proteins-spots dar, hier beispielhaft mit der Identifikationsnummer (ID) 1698 und 1705. Diese
Darstellung bildet die Grundlage fiir die Auswertung. Im Vergleich des mocks zur miR-30c-2-
3p-Transfektion nimmt die Intensitat beider spots deutlich ab, was einer Verringerung der
Proteinmenge infolge der Aktivitat der eingebrachten miR-30c-2-3p entspricht. Die
Ergebnisse fir die spot-Intensitéat der 3 unabhéngigen Triplikate sind im Balkendiagramm
(Abbildung 14c) dargestellit.
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Die heatmap in Abbildung 15 zeigt die unterschiedliche Expression aller signifikant

unterschiedlichen Protein-spots. Es lasst sich bei einer Uberexpression von miR-30c-2-3p

eine verminderte target-Expression feststellen.

miR-30c-2-3p

Mock Transfektion
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m | | B
‘AHE EN

FC21i5

-1.56 0.19

ID1679
TD170:3
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ID1705
ID1741
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ID1712
ID1800
ID1697

Abbildung 15- heatmap der Protein-spots als potenzielle target-Kandidaten; ein grin
eingefarbtes Feld zeigt im Vergleich zu einem rot eingefarbten Feld eine verminderte
Expression des Proteins; dargestellt sind die Ergebnisse der drei biologischen Replikate mit

FC=z 1,5, FC=fold change, ID= Identifikationsnummer

Die so ausgewahlten Protein-spots wurden anschlielend mittels LC-MS/MS identifiziert. In

Tabelle 13 sind die den spotiDs zugehdrigen Proteinkandidaten und deren Abklrzungen

aufgelistet. Da aufgrund der Komplexitdt des Proteoms eine vollstdndige Auftrennung in

Einzelproteine technisch nicht mdglich war, wurden teilweise mehrere Proteine pro spot

identifiziert.

Im Anschluss wurde mittels des Programms miRWalk getestet, ob die Nukleotidsequenz von

mMiR-30c-2-3p komplementar zur entsprechenden mRNA der detektierten Proteine war.
Komplementar waren nur Cofilin 1 (CFL1) und Cofilin 2 (CFL2).
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Tabelle 13- Namen und Abktrzungen der zu den spotlDs zugehérigen Proteine
spotiD=spot Identifikationsnummer

spotID | Name Abkirzung Gen/Protein
1679 60S Ribosomales Protein L11 RPL11/RL11
60S Ribosomales Protein L23 RPL23A/RL23A
1703 Cofilin-1 CFL1
Cofilin-2 CFL2
1698 Cofilin-1 CFL1
1705 Cofilin-1 CFL1
1741 Nukleosiddiphosphat Kinase B NME2/NDKB
1729 Nukleosiddiphosphat Kinase B NME2/NDKB
Cofilin-1 CFL1
1712 Cofilin-1 CFL1
Cofilin-2 CFL2
1800 10 kDa mitochondriales Hitzeschock HSPE1/CH10
Protein
Protein S100-A8 S100A8/S10A8
Dermcidin DCD
1697 Cofilin-1 CFL1
Cofilin-2 CFL2
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6 Diskussion

Die Metastasierung stellt im klarzelligen NZK noch immer den malf3geblichen Prognosefaktor
dar (Ljungberg 2004). MiRNAs sind in zahlreiche biologische Prozesse involviert, sodass die
Identifizierung von metastasierungsassoziierten miRNAs ein wichtiger Schritt zu einem
besseren Verstandnis der Metastasierung darstellt. Da insbesondere zur miRNA-Expression
in den verschiedenen Metastasenorten des NZKs bisher noch wenig bekannt ist, war es das
Ziel dieser Arbeit, die Expression ausgewahlter miRNAs in Primartumoren und Metastasen

zu untersuchen und potenzielle targets zu identifizieren.

In vorangegangenen Arbeiten wurden durch Microarray-Analysen differentiell exprimierte
miRNAs in Primartumoren des klarzelligen NZKs und dessen Metastasen in Lunge, Gehirn
und Knochen identifiziert (Heinzelmann et al., 2014). Basierend auf diesen Ergebnissen
wurden die miRNAs miR-30c-2-3p, miR-29¢-5p und miR-375-3p zur Validierung ausgewahlt.
Im Microarray wiesen miR-30c-2-3p und miR-29c-5p in metastasierten Prim&rtumoren eine
niedrigere Expression auf als in nicht-metastasierten Priméartumoren. Aul3erdem waren sie in
allen Metastasenorten noch niedriger exprimiert. MiR-375-3p dagegen war spezifisch in
Lungenmetastasen im Vergleich zum ubrigen Probenkollektiv Gberexprimiert. (Heinzelmann
et al., 2014). Die Ergebnisse sollten nun in dieser Arbeit validiert werden. Somit sollte zum
einen fir miR-30c-2-3p und mMiR-29¢c-5p Uberprift werden, ob man anhand von miRNA-
Expressionsmustern generell zwischen Primartumoren und Metastasen unterscheiden kann.
Zum andern sollte fur miR-375-3p Uberprift werden, ob ortsspezifisch eine differenzielle
mMiRNA-Expression in Abhangigkeit vom Metastasenort vorliegt. Im anschlieRenden Schritt
sollten potenzielle targets der miR-30c-2-3p ermittelt werden. Somit soll ein besseres

Verstandnis der Beteiligung von miRNAs im Prozess der Metastasierung entstehen.

Im Vergleich der Expression von miR-30c-2-3p und miR-29¢-5p in Primartumoren und
Metastasen konnten die Ergebnisse der Microarray-Vorarbeiten teilweise bestétigt werden.
In der vorliegenden Arbeit wurde ersichtlich, dass sowohl miR-30c-2-3p als auch miR-29¢-5p
in metastasierten Primartumoren im Vergleich zu nicht-metastasierten Primartumoren
tendenziell niedriger exprimiert sind. Es konnte zwar keine Signifikanz nachgewiesen
werden, weitere Studien konnten dies fur miR-30c-2-3p jedoch bestatigen (Wu et al., 2012;
Heinzelmann et al, 2019). Die fehlende Signifikanz ist moglicherweise durch eine
intratumorale Heterogenitat zu erklaren. Die intratumorale Heterogenitat wurde bereits in
anderen Tumorentitdten beschrieben, insbesondere aber auch beim klarzelligen NZK (Hofflin
et al., 2015). Die Hypothese beschreibt, dass es sich bei einem Tumor um keine homogene
Zellmasse handelt, sondern dass sich innerhalb des Tumors Zellen befinden, die sich in
ihren Eigenschaften unterscheiden. So kann die Anzahl der zur Metastasierung befahigten

Zellen im Primartumor zu gering sein, als dass ihre miRNA-Expression mittels einer
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guantitativen Messmethode wie der gRT-PCR bei der Untersuchung des Gewebes
dargestellt werden kann (Hofflin et al., 2015). Es sollten daher miRNA-in-situ Hybridisierung
der Primartumore durchgefiihrt werden. Dadurch wiirde die Problematik der intratumoralen
Heterogenitat geklart und das Expressionsmuster der einzelnen Zellen beschrieben werden
konnen. Aul3erdem ist auf die geringe Probenzahl der vorliegenden Arbeit hinzuweisen,
sodass die Signifikanz gegebenenfalls bei héheren Probenzahlen nachzuweisen ware.

Wie im Microarray waren miR-30c-2-3p und miR-29c¢-5p in allen Metastasenorten signifikant
geringer exprimiert als in nicht-metastasierten Primartumoren. Nicht vollstandig bestatigt
werden konnte der Unterschied zwischen metastasierten Primartumoren und Metastasen,
zumindest eine Tendenz war aber in allen Metastasierungsorten festzustellen. Fir miR-30c-
2-3p konnten die Microarray-Ergebnisse im Vergleich von Lungen- und Hirnmetastasen zu
metastasierten Primartumoren bestétigt werden. Der Unterschied in Knochenmetastasen war
nicht signifikant. MiR-29c-5p war in Hirnmetastasen signifikant geringer exprimiert als in
metastasierten Primartumoren, nicht jedoch in Knochen- und Lungenmetastasen. Auch hier
konnte aber eine Tendenz nachgewiesen werden. Begrindet sein kdnnte dies darin, dass es
sich beim Microarray aus den Vorarbeiten um eine semiquantitative Methode handelt und die
Expressions-Messung mittels einer gqRT-PCR eine Quantifizierung mdglich ist. Allerdings ist
auch hier erneut auf die geringe Probenzahl der vorliegenden Arbeit hinzuweisen

Uber den Vergleich der miRNA-Expression in Primartumoren und Metastasen des
klarzelligen NZKs sind bisher kaum Arbeiten publiziert. Beispielsweise verglichen Butz et al.
unter anderem die miRNA-Expression in Primarturmoren und den zugehdérigen Metastasen
von klarzelligen Nierenzelkarzinomen. MiR-30a-5p zeigte sich hier im Vergleich zum
zugehorigen Primartumor in Metastasen tendenziell niedriger exprimiert (Butz et al., 2015).
Es ist jedoch zu betonen, dass nicht angegeben wurde, um welchen Metastasenort es sich
handelte.

Potenziell deuten die Ergebnisse also darauf hin, dass miR-30c-2-3p und miR-29c-5p als
Suppressoren der Metastasierung wirken und folglich in metastasierten Primartumoren und

Metastasen niedriger exprimiert sind.

Die Microarray-Ergebnisse fur miR-375-3p wurden in dieser Arbeit vollstandig bestétigt. Zum
ersten Mal wurde gezeigt, dass miR-375-3p ortsspezifisch in Lungenmetastasen des
klarzelligen NZKs im Vergleich zum ubrigen Probenkollektiv hoch signifikant Gberexprimiert
ist. Dies kann ein Hinweis darauf sein, dass miR-375-3p spezifisch an der Metastasierung in
die Lunge beteiligt ist. Zur miR-375-3p-Expression in Lungenmetastasen existierten bisher
nicht viele Studien, sodass ein Vergleich der vorliegenden Arbeit zur aktuellen Studienlage
schwerféllt. Barshack et al. untersuchten die Expression verschiedener miRNAs von
Primartumoren der Lunge und Lungenmetastasen verschiedener Tumorentitaten, unter

anderem auch Metastasen des klarzelligen NZKs. Festgestellt wurde hier eine hdhere
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Expression von miR-375-3p in Primartumoren von nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen und
neuroendokrinen Lungentumoren als in Lungenmetastasen anderer Tumorentitaten
(Barshack et al., 2010). Um die Ergebnisse mit der vorliegenden Arbeit genauer vergleichen
zu konnen, musste jedoch ein Vergleich der miR-375-3p Expression in den zugehdrigen
Primartumoren der untersuchten Lungenmetastasen gezogen werden.

Als Grund fur die Uberexprimierung in den Lungenmetastasen des klarzelligen NZKs sind
zwei unterschiedliche Hypothesen denkbar.

Erster Grund fir diese spezifische Veranderung konnte der Einfluss des speziellen
Mikromilieus der Lunge auf das Expressionsmuster der Tumorzellen sein. In
Lungenmetastasen von kindlichen Osteosarkomen konnte nachgewiesen werden, dass miR-
375-3p hoher exprimiert war im Vergleich zu Primartumoren (Berlanga et al., 2016).
AulRerdem konnte gezeigt werden, dass sich im Adenokarzinom der Lunge sowie im
kleinzelligen Lungenkarzinom eine Uberexpression von miR-375-3p im Vergleich zu
normalem Lungengewebe findet. Potenziell kdnnte also das normale Lungengewebe einen
Einfluss auf die Expression von miR-375-3p haben. Einschrankend muss hier jedoch
erwahnt werden, dass dieselbe Studie eine verminderte Expression von miR-375-3p im
adenosquamoésen Karzinom im Vergleich zum normalen Lungengewebe nachgewiesen hat
(Jin et al., 2015).

Zweiter Grund kdnnte andererseits sein, dass eine verédnderte Expression von miR-375-3p
innerhalb der Primartumore die Voraussetzung fiir eine Metastasierung in die Lunge ist.
Wenn dies so ware, misste auch in metastasierten Priméartumoren die Expression von miR-
375-3p erhoht sein. Dies konnte in der vorliegenden Arbeit nicht nachgewiesen werden.
Grund hierflir kdnnte zum einen sein, dass die Primartumore nicht mit den zugehdrigen
Metastasen gepaart waren. Unter den untersuchten metastasierten Primartumoren kénnen
also Tumore sein, die nicht oder nicht nur in die Lunge metastasiert sind, sodass eine
erhohte Expression von miR-375-3p im Gesamtergebnis nicht zum Tragen kommt.
AuRerdem konnte auch hier die bereits erwdhnte intratumorale Heterogenitat ein weiterer
Grund daflr sein. Es waren also auch hier weitere Untersuchungen mit in-situ-
Hybridisierungen nétig.

Fur die Funktion von miR-375-3p existieren in der Literatur diverse Daten. Zum einen wird
mMiR-375-3p eine Rolle als Tumorsuppressor zugewiesen. Im NZK gibt es Hinweise darauf,
dass miR-375-3p als Tumorsuppressor agiert, indem das Onkogen YWHAZ als direktes
target angezielt wird. MiR-375-3p war im Tumorgewebe signifikant weniger exprimiert als im
normalen Nierengewebe (Nishimura et al., 2013; Zhang et al., 2018). Auch im
hepatozellularen Karzinom wirkt miR-375-3p als Tumorsuppressor, indem es das Onkogen
astrocyte elevated gene-1 protein (AEG-1) reguliert. AEG-1 ist in die Tumorentstehung und
Progression involviert (Hu et al., 2009; Yan et al.,, 2014). Weiterhin wird miR-375-3p im

Magenkarzinom als Tumorsuppressor beschrieben (Lian et al., 2016). In anderen
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Tumorentitaten wird miR-375-3p dagegen eine Rolle als Onkomir zugeschrieben, etwa im
malignen Melanom (Mazar et al., 2011). Dies verdeutlicht, dass miR-375-3p in Abhangigkeit
des Zelltyps unterschiedliche targets besitzen kann, wodurch unterschiedliche
tumorassoziierte Prozesse gesteuert werden. Wichtig zur Abgrenzung dieser Arbeit ist
aulBerdem, dass in den angegebenen Studien der Vergleich zwischen Tumor- und
Normalgewebe gezogen wurde und nicht wie in der vorliegenden Arbeit zwischen
Primartumor und Metastasen. Targets fir miR-375-3p speziell in Lungenmetastasen des
klarzelligen NZK sind bisher noch nicht untersucht worden.

Nach Abschluss der Quantifizierung der Microarray-Vorarbeiten zeigte sich also, dass miR-
30c-2-3p in Metastasen und metastasierten Primartumoren vermindert exprimiert war und
somit eine Rolle in der Metastasierung spielen konnte. Um weitere Erkenntnisse zu
entsprechenden Signalwegen von miR-30c-2-3p zu erlangen, wurden in der vorliegenden
Dissertation mittels LC-MS/MS und 2D-DIGE potentielle target-Kandidaten identifiziert. Nun
wurde mittels des Programms miRWalk getestet, ob die Nukleotidsequenz von miR-30c-2-3p
komplementér zur jeweiligen mRNA der detektierten Proteine war. Demnach sind als
potenzielle targets nur CFL1/CFL2 anzusehen. Die Ubrigen Proteine waren zwar vermindert
exprimiert, kbnnen aber keine direkten targets sein, da die Nukleotidsequenz von miR-30c-2-
3p nicht komplementér zur entsprechenden mRNA der Proteine war. Prinzipiell ist aber auch
eine indirekte Regulation dieser Proteine durch miR-30c-2-3p mdglich.

Bei CFL1 und CFL2 handelt es sich um lIsoformen, die sich nur sehr wenig in ihrer
Basensequenz unterscheiden. Aufgrund der Ahnlichkeit der Sequenz wurde sowohl die
CFL1 als auch CFL2 in der LC-MS/MS identifiziert. CFL2 wird fur das NZK als nicht relevant
angesehen, da es sich hierbei um ein Protein handelt, was in Muskelgewebe vorkommt.
CFL1 gehort mit CFL2 und Actin-depolymerizing Factor (ADF) zur ADF/CFL-Familie (Van
Troys et al., 2008). ADF/CFL bindet monomeres (G)-Aktin und filamentdses (F)-Aktin. Der
CFL-Signalweg fuhrt somit sowohl zu Polymerisation als auch Depolymerisation von Aktin
und reguliert dessen Dynamik und Funktion im Zusammenspiel mit weiteren Aktin-bindenden
Proteinen (s. Abbildung 16) (Bravo-Cordero et al., 2013; Mizuno 2013). Aktin ist nicht nur
eine zentrale Komponente im Migrationsverhalten von Zellen, was entscheidend ist fir
Invasivitat und Ausbildung von Metastasen, sondern auch essentieller Bestandteil in der
Regulation des Zellzyklus (Hanahan and Weinberg 2000; Heng and Koh 2010; Bravo-
Cordero et al., 2013).
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Abbildung 16 - Polymerisation und Depolymerisation von (G)-Aktin und (F)-Aktin (Bravo-
Cordero et al., 2013)

ARP = actin related protein, ADP = Adenosindiphosphat, ATP = Adenosintriphosphat

In der Literatur existieren bisher wenige Publikationen zum CFL-Signalweg im NZK. Erhohte
Level an CFL wiesen Unwin et al. 2003 im klarzelligen NZK nach, ohne dass hier zwischen
metastasierten und nicht-metastasierten Primartumoren unterschieden wurde (Unwin et al.,
2003). In anderen Tumorentitdten, wie dem Prostatakarzinom sowie dem Vulva- und
Gallenblasenkarzinom, konnte ein Zusammenhang zwischen einer erhéhten CFL-Signalweg-
Aktivitdt und einer erhthten Invasivitdt nachgewiesen werden (Yang et al., 2013; Collazo et
al., 2014; Wu et al., 2016). Andere Studien zeigten jedoch, dass eine Uberexpression von
CFL nicht immer zu héherer Invasivitdt und Metastasierung fuhrt. So konnten Peng et al.
zwar in einem Mausemodell durch eine Suppression von CFL eine verminderte
Metastasierung im Adenokarzinom der Lunge und ein langeres Uberleben demonstrieren
(Peng et al., 2011). Jedoch steht dazu im Widerspruch, dass in der Adenokarzinom-Zelllinie
der Lunge H1299 bei erhdhter Expression von CFL1 eine verminderte Invasion der Zellen
aufgezeigt werden konnte (Lee et al., 2005).

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnen also Hinweise auf eine Funktion von miR-30c-2-3p als
Tumorsuppressor im klarzelligen NZK liefern. Diese Annahme unterstutzend, ist fir miR-30c-
2-3p ein Zusammenhang zwischen verminderter Expression und einer erhdohten HIF2a-
Aktivitdt beschrieben. HIF2a hat einen maligeblichen Anteil an der Entstehung des
klarzelligen NZK (Kim and Kaelin 2004; Mathew et al., 2014). In der vorliegenden Arbeit

wurde HIF2a allerdings nicht als potenzielles target identifiziert. Erklarbar ist dies dadurch,
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dass mittels der verwendeten Methode zur Proteinidentifizierung nicht spezifisch nach HIF2a
gesucht wurde, sondern generell nach vermindert exprimierten Proteinen nach
Uberexpression von miR-30c-2-3p. Das Signal der reduzierten Expression von HIF2a kann
also zu gering gewesen sein, um es mittels LC-MS/MS und 2D-DIGE zu detektieren.

Auch in anderen Tumorentititen wie dem Mammakarzinom besitzt miR-30c-2-3p eine Rolle
als Tumorsuppressor, indem sie hemmenden Einfluss auf den Nuclear Factor kappa B (NF-
kB)-Signalweg nimmt, welcher mit erhéhter Zellproliferation und verminderter Apoptoserate
in Verbindung steht. Hervorzuheben ist dabei, dass der NF-kB -Signalweg auch an
Metastasierungsprozessen beteiligt ist (Shukla et al., 2015). Im Ovarialkarzinom hemmt miR-
30c-2-3p die Zellproliferation sowie die Expression des Onkogens B-cell CLL/lymphoma 9
(BCL9) (Jia et al.,, 2011). In der vorliegenden Arbeit wurden diese Proteine nicht als
potenzielle targets identifiziert. Dies verdeutlicht, dass miR-30c-2-3p in Abhéangigkeit des
Zelltyps unterschiedliche targets haben kann. Moéglicherweise ist aulierdem wie bei HIF2a

die verwendete Methode zur Proteinidentifizierung nicht optimal.

Die vorliegende Arbeit liefert somit vielversprechende Anséatze fir weitere Untersuchungen.
Trotzdem unterliegt sie einigen Limitierungen. Da die Probenanzahl gering war, sollten die
Untersuchungen mit groRerer Anzahl fortgefuhrt werden. Die Anzahl der Proben hat sich
wahrend den Analysen nochmals reduziert, da zum einen bei einigen Proben die Reinheit
der enthaltenen RNA nicht ausreichend war. Weiterhin zeigte sich das Referenzgen RNU48
bei einigen Proben nicht stabil exprimiert, sodass hier ein aussagekréaftiger Vergleich zur
MiRNA nicht mdglich war. Diese Proben wurden daher nicht in die Studie eingeschlossen.
Grundsatzlich wurde allerdings die stabile Expression von RNU48 im NZK in mehreren
Studien bereits bestétigt. Hieraus folgt, dass sich RNU48 als Referenzgen eignet
(Wotschofsky et al., 2011; Carlsson et al., 2019). Weiterhin handelt es sich um eine rein
deskriptive Studie mit vorausgewahlten Tumorproben. Allerdings war wahrend der Messung
die Probenzugehdorigkeit nicht nachvollziehbar, sodass es sich um eine geblindete Messung
handelte. Weitere Limitierungen sind in der Auswahl der Tumorproben zu finden. Der
Tumorgehalt sollte mindestens Uber 85 % liegen, sodass durch das verbleibende
Restgewebe von 15 % Schwankungen der Messergebnisse zu erklaren sind. Auch handelt
es sich bei den untersuchten Proben um FFPE-Proben und nicht um Frischgewebe. Die
Stabilitaét von miRNAs in FFPE-Proben wurde jedoch bereits bestatigt (Liu and Xu 2011).
Des Weiteren wurden lediglich Metastasen von Lunge, Gehirn und Knochen in die Studie
eingeschlossen. Es fehlen Analysen von Proben weiterer Metastasenorte wie Leber oder
Lymphknoten. Aul3erdem waren Primartumore und Metastasen nicht gepaart, sodass der
Metastasierungsort der untersuchten Primartumoren nicht ersichtlich ist.

Die Anzahl der durchgefuhrten Analysen ist auch bei der target-ldentifizierung ein

limitierender Faktor. Des Weiteren war in der LC-MS/MS aufgrund der Komplexitat des
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Proteoms eine vollstdndige Auftrennung in Einzelproteine nicht méglich. Es wurden daher
teilweise mehrere targets pro spot identifiziert. Es kénnen hinter jedem Protein-spot also
mehrere targets stehen. Die hier aufgefiihrten Ergebnisse sind daher als erste Hinweise auf
potenzielle target-Kandidaten von miR-30c-2-3p zu betrachten, die mittels sensibleren
Verfahren wie Western-Blot Analysen nochmals zu validieren sind.

7 Ausblick

Diese Arbeit weist nach, dass Unterschiede in der miRNA-Expression sowohl zwischen
nicht-metastasierten und metastasierten Primartumoren vorliegen als auch zu den
Metastasierungsorten Lunge, Gehirn und Knochen (miR-30c-2-3p und miR-29c-5p).
Weiterhin liegen in den einzelnen Metastasierungsorganen spezielle miRNA-Muster vor
(miR-375-3p).

MiR-30c-2-3p und miR-29c¢-5p kdnnen im Metastasierungsprozess beteiligt sein. Sie kdnnten
als Suppressoren der Metastasierung wirken, da sie tendenziell in metastasierten
Primartumoren im Vergleich zu nicht-metastasierten Prim&rtumoren vermindert exprimiert
sind. Weiterhin wurde nachgewiesen, dass sich die miRNA-Expression in metastasierten
Primartumoren und Metastasen weiter unterscheidet. MiR-30c-2-3p war in Lungen- und
Hirnmetastasen vermindert exprimiert, in Knochenmetastasen tendenziell. MiR-29-c-5p war
in Lungen- und Knochenmetastasen tendenziell weniger exprimiert, in Hirnmetastasen
signifikant.

Die Untersuchungen sollten in groRerer Probenzahl wiederholt werden, insbesondere fir
miR-29¢-5p, da flir miR-30c-2-3p die geringere Expression metastasierten Primartumoren im
Vergleich zu nicht-metastasierten Primartumoren in anderen Studien bereits bestatigt wurde
(Wu et al., 2012; Heinzelmann et al., 2019). In der vorliegenden Arbeit ist dieser Unterschied
nicht signifikant, was durch eine potenzielle intratumorale Heterogenitat erklarbar sein kann.
Um dies zu bericksichtigen, missten miRNA-in-situ Hybridisierungen der Primartumoren
vollzogen werden. Auch zur Expression in den Metastasen sollten weitere Untersuchungen
durchgefuhrt werden. Fir miR-30c-2-3p sollte dies in Knochenmetastasen vorgenommen
werden, fur miR-29c-5p in Lungen- und Hirnmetastasen. So kann gegebenenfalls eine
signifikante Verminderung ihrer Expression auch in diesen Metastasierungsorten
nachgewiesen werden. Sollte dies der Fall sein, wird ihre Rolle im Metastasierungsprozess
weiter bestatigt.

Die erhdhte Expression von miR-375-3p in Lungenmetastasen im Vergleich zum Ubrigen
Probenmaterial gibt Hinweise darauf, dass sich die Prozesse nicht nur in Priméartumoren und
Metastasen unterscheiden, sondern auch in den Metastasierungsorten selbst. Diese
Veranderungen koénnten durch das unterschiedliche Mikromilieu zu erklaren sein. Der

Einfluss des Mikromilieus auf die Tumorzellen kann durch Zell-Zell-Kontakte, losliche
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Faktoren oder durch Exosomen und weitere Mikrovesikel geschehen (Lee et al., 2012;
Mittelbrunn and Sanchez-Madrid 2012). Zun&chst sollte fur weitere Erkenntnisse die
Expression von miR-375-3p in normalen Epithelzellen der Lunge und Lungenmetastasen
verglichen werden. Aul3erdem sollten Analysen von Epithelzellen der Lunge und Zellen des
klarzelligen NZKs durchgefihrt werden, um zu untersuchen, ob direkter Kontakt zu
Lungenepithelzellen einen Effekt auf die Expression von miR-375-3p in Zellen des NZKs
induziert. Um den Einfluss von Igéslichen Faktoren auf Tumorzellen des klarzelligen NZKs zu
messen, mussten Versuche mit konditioniertem Medium, also Medium, was vorher zu
Lungenepithelzellen gegeben wurde, durchgefiihrt werden und dann die Expression von
mMiR-375-3p in NZK-Zellen untersucht werden. Eine weitere Moglichkeit ist, dass nur
Tumorzellen mit bestimmten Eigenschaften die Fahigkeit haben, sich in der Lunge
anzusiedeln. Falls hierfir eine Uberexpression von miR-375-3p Voraussetzung ist, ware zu
erwarten, dass fir miR-375-3p bereits in metastasierten Primartumoren eine Uberexpression
vorliegt. Dies wurde in dieser Arbeit nicht bestatigt. Ursache hierfiir kénnte sein, dass
Primartumor und Metastase nicht gepaart wurden. Eine Untersuchung der miR-375-3p in
Primartumoren und zugehériger Lungenmetastase ware daher nétig und ebenso ein
Vergleich zur Expression in nicht-metastasierten Primartumoren. Weiterhin kénnten von
anderen Tumorentitdten die Expression von miR-375-3p in Lungenmetastasen und
Primartumoren untersucht werden, da bereits vorangegangene Studien in weiteren
Tumorentitaten eine erhéhte Expression von miR-375-3p in Lungenmetastasen im Vergleich
zum Primartumor zeigten. Fur weitere Erkenntnisse ware es dann ndtig, targets fur miR-375-
3p zu identifizieren. Gegebenenfalls kbnnte somit ein Zusammenhang zwischen miR-375-3p
und dem spezifischen Metastasenort Lunge hergestellt werden. Die Uberprifung konnte
entscheidend zum weiteren Verstéandnis der Metastasierung und damit zur verbesserten

Diagnose sowie Therapie und damit auch zur Prognose beitragen.

Das im zweiten Teil der Arbeit identifizierte CFL ist ein target-Kanditat fir indirekte
Ruckschlisse auf die Funktion von miR-30c-2-3p. In der vorliegenden Arbeit wurde die
Zelllinie 786-O eines klarzelligen NZK verwendet. Die Transfektion misste zur Validierung
auch in anderen Zelllinien von NZK durchgefuhrt werden. Die Ergebnisse mussten dann
auch hier mittels Western Blot-Analysen quantifiziert werden. Um den Einfluss von miR-30c-
2-3p auf funktioneller Ebene zu untersuchen, sollten im weiteren Funktionsanalysen
hinsichtlich Invasivitat und Migrationsverhalten der transfizierten Zellen durchgefiihrt werden.
Um dann die Ergebnisse nicht nur in vitro sondern auch in vivo zu validieren, musste die
Expression der in dieser Arbeit nachgewiesenen target-Kandidaten im Tumorgewebe selbst

nachgewiesen werden, etwa mittels immunhistochemischer Nachweisverfahren.
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9 Anhang
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GFR
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IFN-a
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zweidimensionale differentielle Gelelektrophorese
Actin depolymerizing factor
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Argonautenprotein

actin related protein

Adenosintriphosphat

B-Zell ymphoma 2

B-Zell ymphoma 2

Breast Cancer 1 associated protein 1
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Komplementére DNA
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chronisch lymphatische Leukamie

threshold cycle
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Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Desoxyribonukleinséure
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Immobilisierter pH-Gradient

Internationalen Gesellschaft fur Urologische Pathologie
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Massenspektrometrie
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TNM
TRBP

Tris
UISS
VEGFR
VHL
WHO
ZNS

Tris buffered saline

Tumor-Node-Metastasis

human immunodeficiency virus transactivating response
RNA-binding protein

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

University of California Integrated Staging System
Vascular Endothelial Growth Factor Receptor

Von Hippel-Lindau

World Health Organization

Zentralnervensystem
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Gerate und Programme

Gerat oder Programm
6-Well-Platten

Abzug Model Captair

Delta2D

Ettan IPGphor 3

IBM SPSS Statistics — Software for
Inkubator Heraeus®

Luna™ Automatic Cell Counter
Microtom RM 2125RT

MiRWalk

Mikroskop Axiovert S 100
Reaktionsgefalie

REST (Relative Expression Software
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StepOnePlus™ Real Time PCR System
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Zentrifuge MiniSpin® Plus
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Sigma Aldrich; St. Louis; USA

Thermo Scientific; Wilmington; USA
Decodon GmbH; Greifswald; Germany
GE Healthcare; Chalfont St Giles; GB
IBM; New York; USA Predictive Analysis
Thermo Scientific, Wilmingon; USA
Logos Biosystems; Annandale; USA
Leica Biosystems; Wetzlar; Deutschland
Medical Research Center; Medical Faculty
Mannheim; University of Heidelberg
Zeiss; Oberkochen; Deutschland
Eppendorf; Hamburg; Deutschland
M.W. Pfaffl; Minchen; Deutschland

Serva; Heidelberg; Germany

Thermo Scientific; Wilmington; USA
Ambion Applied Biosystem; Austin; USA
Biometra; Gottingen; Deutschland

GE Healthcare; Chalfont St Giles; GB
Uni Equip; Planegg; Deutschland
Thermo Scientific; Wimongton; USA
Thermo Scientific; Wilmington; USA
Eppendorf; Hamburg; Deutschland
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Chemikalien und Kitsysteme

Bezeichnung

2D HPE™ Large Gel NF 12.5 % Kit
2-D Quant Kit

Amersham CyDye DIGE Fluors

Ampholyte - SERVALYT™ Carrier
DharmaFECT 2 Transfection Reagent
Dulbecco’s Modified Eagle Medium
Fetales Kélberserum (FKS)

miRNeasy Mini Kit

miScript miRNA Mimic

Opti-MEM Medium

Phosphatgepufferte Salzlésung
Roswell Parc Memorial Institute Medium
SERVALYT™ Carrier Ampholytes
TagMan® Gene Expression Master Mix
TagMan® MicroRNA Reverse
Transkriptions Kit

TagMan® MicroRNA Assay Primer

1x 0,25 % Trypsin, 0,02 % EDTA

Hersteller

Serva; Heidelberg; Germany

GE Healthcare; Chalfont St Giles; GB
GE Healthcare; Chalfont St Giles; GB
(minimal dyes) for Ettan DIGEs

Serva; Heidelberg; Germany Ampholytes
GE Healthcare; Chalfont St Giles; GB
Sigma Aldrich; St. Louis; USA

Sigma Aldrich; St. Louis; USA

Qiagen; Hilden; Germany

Qiagen; Hilden; Germany

Sigma Aldrich; St. Louis; USA

Sigma Aldrich; St.Louis; USA

Sigma Aldrich; St. Louis; USA

Serva; Heidelberg; Germany

Ambion Applied Biosystems; Austin; USA
Ambion Applied Biosystems; Austin;
Ambion Applied Biosystems; Austin; USA
Sigma Aldrich; St. Louis; USA

USA
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Klinische Details der untersuchten FFPE-Proben

Tabelle 14 - Zusammenfassung der analysierten Tumorproben flir miR-30c-2-3p

miR=microRNA, nmNZK=nicht-metastasierter
mNZK=metastasierter Primartumor eines Nierenzellkarzinoms, T=Tumor

Priméartumor

eines Nierenzellkarzinoms,

miR-30c-2-3p nmMNZK mNZK
Anzahl der Patienten 15 10
Alter Mittelwert 60 60

Median 59 60

Spanne 43-77 49-75
Geschlecht Frauen/Manner 6/9 3/7
T-Kategorie la 8 2

1b 6 2

2a - 1

2b 1 2

3a - 1

3b - 2
Metastasen zum OP-Zeitpunkt - 3
Grading 1 9 0

2 6 6

3 - 4

4 - -
Nachsorgezeitraum in Monaten | Mittelwert 77 13

Median 77 10

Spanne 48-110 0-38
Lokalisation der Metastase Lunge Gehirn Knochen

8 6 6

Anzahl
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Tabelle 15 - Zusammenfassung der analysierten Tumorproben fir miR-29¢c-5p

miR=microRNA, nmNZK=nicht-metastasierter
mMNZK=metastasierter Primartumor eines Nierenzellkarzinoms, T=Tumor

Priméartumor

eines Nierenzellkarzinoms,

miR-29-c-5p nmMNZK mNZK
Anzahl der Patienten 15 10
Alter Mittelwert 60 60

Median 59 60

Spanne 43-77 49-75
Geschlecht Frauen/Manner 6/9 3/7
T-Kategorie la 8 2

1b 6 2

2a - 1

2b 1 2

3a - 1

3b - 2
Metastasen zum OP-Zeitpunkt - 3
Grading 1 9 0

2 6 6

3 - 4

4 - -
Nachsorgezeitraum in Monaten [ Mittelwert 77 13

Median 77 10

Spanne 48-110 0-38
Lokalisation der Metastase Lunge Gehirn Knochen
Anzahl 8 7 6
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Tabelle 16 - Zusammenfassung der analysierten Tumorproben fur miR-375-3p

miR=microRNA, nmNZK=nicht-metastasierter
mMNZK=metastasierter Primartumor eines Nlerenzellkarzinoms, T=Tumor

Priméartumor

eines Nierenzellkarzinoms,

miR-375-3p nmMNZK mNZK
Anzahl der Patienten 13 8
Alter Mittelwert 61 61

Median 63 60

Spanne 43-77 49-75
Geschlecht Frauen/Manner 5/8 3/5
T-Kategorie la 8 2

1b 4 2

2a - 1

2b 1 1

3a - 1

3b - 1
Metastasen zum OP-Zeitpunkt - 2
Grading 1 7 0

2 6 5

3 - 3

4 - -
Nachsorgezeitraum in Monaten [ Mittelwert 77 14

Median 77 10

Spanne 48-110 5-38
Lokalisation der Metastase Lunge Gehirn Knochen
Anzahl 8 7 6
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