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Das in dieser Arbeit gewählte generische Maskulinum bezieht sich zugleich auf die 

männliche, die weibliche und andere Geschlechteridentitäten. Zur besseren Lesbarkeit 

wird auf die Verwendung männlicher und weiblicher Sprachformen verzichtet. Alle 
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erfordern. 
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1. Einleitung 

1.1 Epidemiologie des Nierenzellkarzinoms 
Die absoluten Zahlen für Neuerkrankungen an Nierenkrebs in Deutschland sind laut 

Krebsregisterdaten des Robert Koch-Instituts seit Ende der 1990er Jahre für Männer von 

unter 8.000 auf aktuell fast 10.000 Fälle pro Jahr kontinuierlich angestiegen. Für Frauen 

zeigt sich seit 2009 ein rückläufiger Trend – mit aktuell gut 5000 Fällen pro Jahr [11]. 

Das Nierenzellkarzinom (RCC) tritt mit einem Anteil von 96 % aller Nierentumore im 

Erwachsenenalter am häufigsten auf [11]. Znaor et al. legen in ihrem Review aus dem 

Jahr 2015 dar, dass die weltweite Inzidenz für das RCC steigt. Ein besonders starkes 

Wachstum ist aktuell in China und Lateinamerika zu beobachten [12]. Um die 

Inzidenzzunahme zu erklären, wird unter anderem die steigende Prävalenz von 

Adipositas in Betracht gezogen [13-15]. Die oft in den Raum geworfenen westlichen 

Ernährungsgewohnheiten scheinen eine untergeordnete Rolle zu spielen, auch wenn 

ein reichlicher Konsum von Obst und Gemüse mit einer geringen Risikoreduktion für das 

RCC einhergeht. Eine größere Rolle spielt wohl Übergewicht an sich, das 

bekanntermaßen mit einer erhöhten Energieaufnahme einhergeht. Insgesamt ist der 

Zusammenhang zwischen Ernährungsgewohnheiten und Entstehung des RCC nach wie 

vor nicht eindeutig geklärt und wird kontrovers diskutiert [14-16]. Weitere Risikofaktoren 

für das RCC sind arterielle Hypertonie [17] und insbesondere Nikotinabusus [18] – 

letzteres ist laut Weltgesundheitsorganisation in der Prävalenz jedoch weltweit rückläufig 

[19]. Darüber hinaus spielt die steigende Zahl an Zufallsdiagnosen des RCC in seinen 

Frühstadien durch den flächendeckenden Einsatz bildgebender Verfahren eine zentrale 

Rolle [20-22]. 

Das klarzellige Nierenzellkarzinom (ccRCC), mit dem sich die vorliegende Arbeit primär 

auseinandersetzt, bildet mit etwa 70-80% die größte Untergruppe aller RCCs [23-25]. 

Dieser histologische Subtyp zeichnet sich durch eine in 60-80 % der Fälle vorliegende 

Mutation oder epigenetische Herunterregulierung des sog. von-Hippel-Lindau (VHL) 

Tumorsuppressorgens aus, was in einer Induktion der Hypoxie-induzierbaren Faktoren 

(HIF-1A und -2A) und einer daraus folgenden Förderung der Angiogenese und 

Proliferation resultiert. Zu den darüber hinaus am häufigsten mutierten Genen zählen: 

PBRM1, SETD2 sowie BAP1. Auch für den mTOR-Signalweg wird eine Rolle in der 

Karzinogenese des ccRCCs beschrieben [26-30]. 
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Die relative 5-Jahres-Überlebensrate für alle Nierenkrebsstadien ist vergleichsweise 

hoch und liegt in den USA aktuell bei etwa 75 %, in Deutschland sogar bei 77 %. Diese 

verbesserte sich von etwa 60 % in den 90er Jahren kontinuierlich [11, 31, 32]. Hierbei 

muss eine mögliche Verzerrung durch das sog. Will-Rogers-Phänomen (engl. stage 

migration) in Betracht gezogen werden [22, 33, 34]. Durch Fortschritte in der Diagnostik 

kann es dabei zum Anstieg der Inzidenz der Frühstadien eines Karzinoms kommen. Dies 

kann in einer Verlängerung der gesamten mittleren Überlebensraten resultieren. Patel 

et al. kamen 2018 allerdings zu dem Schluss, dass das Phänomen innerhalb der letzten 

Jahre ein Ende gefunden haben könnte und die aktuell steigenden Überlebensraten 

(insbesondere für höhere Stadien des RCC) auf eine tatsächliche Verbesserung der 

Therapie zurückgeführt werden dürfen [35]. 

In etwa 10 % der Fälle kann das Nierenzellkarzinom als Tumor-Thrombus in die Vena 

cava inferior vordringen [36-38]. Noch ungeklärt ist, ob die Invasion des Tumors in das 

venöse System eine Übergangsphase zwischen lokalisierter und metastasierter 

Erkrankung darstellt [39]. Bis heute gilt in diesen Fällen die chirurgische Therapie als 

einzige potenziell kurative Option. Die 5-Jahres-Überlebenrate beträgt nach 

erfolgreicher Nephrektomie und Tumor-Thrombektomie zwischen 37 % und 65 % [40-

45]. Im Falle einer Metastasierung sinkt die 5-Jahres-Überlebenschance allerdings auch 

bei adäquater chirurgischer Versorgung auf unter 20 % [40, 41, 43, 46]. 

Im Laufe der letzten Jahre wurden für das Nierenzellkarzinom mit Invasion des venösen 

Systems zahlreiche potenziell prognoserelevante Faktoren untersucht – darunter das 

Level der Tumor-Thrombus-Ausprägung, die Fuhrman Klassifikation, der Performance 

Status, die perinephritische Fettinvasion, das Auftreten von Metastasen, der 

Lymphknotenstatus sowie gewebebasierte Biomarker [39, 43, 47, 48]. 

Studien, welche mit Hilfe gewebebasierter Biomarker eine Aussage über die Prognose 

von RCC-Patienten zu treffen versuchten, waren bislang weitgehend retrospektiver 

Natur und ihre Ergebnisse reichten nicht aus, um einen Biomarker im klinischen Alltag 

zu etablieren. Die Prognose von Patienten mit einem RCC/ TT (Nierenzellkarzinom mit 

Tumor-Thrombus), die nach erfolgreicher operativer Therapie ein Rezidiv erleiden, ist 

nach wie vor sehr schlecht. Aus diesem Grund ist es von großer Bedeutung, Biomarker 

zu identifizieren, die es ermöglichen Patienten zu selektieren, die von einer zeitigen, 

zielgerichteten und intensiven adjuvanten Therapie profitieren können. Denn auch wenn 
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bereits zahlreiche Studien mit dem Ziel, Therapie-Targets und Biomarker für eine 

adjuvante Therapie zu identifizieren, durchgeführt wurden und einige derzeit noch 

laufen, so zeigen kürzlich publizierte Reviews, dass es bis zum heutigen Zeitpunkt leider 

nicht gelungen ist, eine wirkungsvolle Therapie zu etablieren [49-51]. 

Im Bereich der Biomarkerforschung stellen sog. microRNAs (miRNAs) einen neuen 

vielversprechenden Ansatz dar [52-54]. Basierend auf den Erkenntnissen der letzten 

Jahre zu ihrer Funktion und ihrem möglichen Einsatz als Biomarker beim ccRCC und 

ccRCC/ TT [1, 2, 7, 26, 55] sollen im Rahmen der vorliegenden Arbeit ausgewählte 

miRNAs als potenziell prognoserelevante Biomarker im Gewebe und Serum sowie 

bezüglich ihrer Wirkung auf das Zellwachstum untersucht werden. 

 

1.2 MiRNAs: Die kleinen Hoffnungsträger 
Die Regulation der Genexpression ist aktuell Gegenstand zahlreicher 
Forschungsbemühungen. Denn seit Entschlüsselung des strukturellen Aufbaus der 

Desoxyribonukleinsäure (DNA ) durch James Watson und Francis Crick im Jahre 1953 

[56], rückte die Bedeutung der Gene bei der Entstehung und Behandlung von 

Erkrankungen immer stärker in den Vordergrund. Zu wissen, wie man in diese 

hochkomplexen Mechanismen eingreifen kann, um Krankheiten langfristig erfolgreich 

und gezielt behandeln zu können, ist von enormer medizinischer, sozialer und 

ökonomischer Bedeutung. 

Die Genexpression wird auf mehreren Ebenen durch eine Vielzahl unterschiedlicher 

Mechanismen reguliert. Um die Mechanismen der Entstehung, Aufrechterhaltung und 

Progression von Krankheiten zu verstehen und hieraus präzise Diagnose- und 

wirkungsvolle Behandlungsmethoden entwickeln zu können, ist es wichtig, die 

Genregulation ganzheitlich zu betrachten. 

Im Jahre 1993 eröffneten sich mit der erstmaligen Beschreibung von miRNAs neue 

Möglichkeiten, um bestehende Diagnose- und Behandlungsmethoden sowie das 

Verständnis der Genregulation aus einem neuen Blickwinkel zu betrachten [57]. 

 

1.2.1 Entdeckung und Gegenwart 

Die erstmalige Beschreibung von miRNAs erfolgte durch Lee, Feinbaum und Ambros im 

Rahmen ihrer Genforschung an Caenorhabditis elegans, einem Fadenwurm [57]. Sie 
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entdeckten, dass das Gen lin-4, das für die Kontrolle der Larvenentwicklung zuständig 

ist, nicht wie angenommen für ein Protein, sondern für zwei kleine nicht-kodierende 

RNAs kodiert, lin-4L (61 Nukleotide (nt)) und lin-4S (22 nt). Die lin-4-RNA kann ihrerseits 

an die 3’-untranslatierte Region (3’-UTR) der messenger RNA (mRNA) von lin-14 und 

lin-28 binden und so durch eine direkte RNA-RNA-Interaktion die Translation und 

Proteinproduktion posttranskriptionell unterdrücken [57, 58]. 

Seitdem wurden nicht nur zahlreiche neue miRNAs entdeckt und die einzelnen 

Mechanismen der Gen-Herunterregulierung durch diese besser verstanden, sondern es 

gelang auch, neue Zielstrukturen und Funktionen von miRNAs zu identifizieren. Heute 

ist bekannt, dass miRNAs nicht nur mit der 3’-UTR interagieren, sondern ihre Wirkung 

auch an der 5’-UTR, der kodierenden Sequenz sowie der Promotorregion entfalten 

können [59-62]. Hierbei konnten neben translationaler Hemmung und mRNA-Abbau-

Effekten [63] in einigen wissenschaftlichen Untersuchungen auch aktivierende Effekte 

von miRNAs auf die Translation [64, 65] und Transkription [66, 67] gezeigt werden. 
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1.2.2 MiRNA-Reifung 

Die Entstehung von miRNAs ist komplex und vollzieht sich auf mehreren Zellebenen 

(Abbildung 1). Ihre Biogenese wird im Rahmen zahlreicher Reviews, beispielsweise 

durch Ha und Kim ausführlich beschrieben [68]. Der erste Schritt menschlicher miRNA-

Reifung erfolgt durch Transkription mehrere Kilobase-langer primärer miRNA 

Transkripte (pri-miRNA) aus dem Genom durch die RNA Polymerase II oder in einigen 

Fällen auch durch die RNA Polymerase III. Diese werden im darauffolgenden Schritt 

durch das RNase III Enzym Drosha zu etwa 60-70 nt langen miRNA-Vorläufern sog. pre-

miRNAs gespalten. Für den letzten Reifungsschritt erfolgt nun ein aktiver Transport 

dieser Vorläufer mittels Exportin-5 und Ran-GTP aus dem Zellkern in Richtung 

Zytoplasma. Hier entsteht schlussendlich die etwa 22 Nukleotid lange, und 

doppelsträngige miRNA durch die RNAse Dicer [68] (Abbildung 1).  

Abbildung 1: miRNA-Reifungsprozess (Biogenese)  
AAA: Poly-(A ≙ Adenin-Nukleotid)-Schwanz am 3'-Ende, Ago: Argonaut Protein, ds-miRNA: 
doppelsträngige miRNA; miRISC: miRNA-induced silencing complex, POL II: Polymerase II, XPO5: 
Exportin 5 
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1.2.3 MiRNA-vermittelte Regulation der Genexpression 

MiRNAs sind zentral an einer Vielzahl biologischer Prozesse beteiligt – darunter fällt 

beispielsweise die Entwicklung, die Zelldifferenzierung, der Zellmetabolismus, die 

Zellproliferation sowie der programmierte Zelltod [69-71]. Eine miRNA ist in der Lage, 

mehrere Hundert mRNAs zu regulieren. Gleichzeitig kann eine einzelne mRNA durch 

verschiedene miRNAs moduliert werden [72, 73]. Wie Li und Kowdley beschreiben, 

können miRNAs auf diese Weise zur Entstehung zahlreicher Krankheiten beispielsweise 

des Herz-Kreislauf-, Nerven- und Immunsystems beitragen und eine entscheidende 

Rolle in der Karzinogenese spielen. Ihre Erforschung kann demnach neue Diagnose- 

und Therapiemöglichkeiten eröffnen [69]. 

Damit eine Gen-Regulation durch miRNA stattfinden kann, verbindet sich die ds-miRNA 

im Zytoplasma, unter Auflösung ihrer Doppelstrangstruktur und Verwerfung des 

komplementären Stranges mit einem Argonaut-2 Protein (Ago-2) zum sogenannten 

microRNA-induced silencing complex (miRISC) (Abbildung 1). Dieser Komplex, der je 

nach System und Situation neben der mRNA auch mit zahlreichen weiteren Proteinen 

interagieren kann, stellt die funktionale Einheit der RNA-Interferenz dar [68, 74]. 

 

1.2.3.1 Aufbau und Funktion von RISC  

Die zentrale Einheit vom RISC (RNA-induced silencing complex) besteht aus dem 

Argonaut-2 Protein, welches als eine Art Plattform mit mehreren Andockstationen für 

Proteine und Enzyme fungiert. Dieses lässt sich in vier Domänen unterteilen – Amino 

(N)-Terminal, PAZ (PIWI-Argonaut-Zwille), MID (middle) und PIWI (P-element Induced 

Wimpy testis) [75, 76]. Zum weiterführenden Verständnis bedürfen insbesondere die 

zwei funktionalen Domänen PAZ und PIWI einer näheren Betrachtung. 

Man nimmt an, dass in der PAZ-Domäne die 3’-Hydroxygruppe von smallRNAs (also 

miRNAs oder small interfering RNAs (siRNAs)) gebunden wird, während die 5’-

Phosphatgruppe in der MID-Domäne andockt [75, 76]. 

PIWI spielt innerhalb von Ago-2 und RISC zwei entscheidende Rollen: Einerseits besitzt 

sie eine strukturelle Ähnlichkeit zur RNase H, wodurch sie als Endonuklease 

(sogenannter Slicer) fungiert und die komplementäre Ziel-RNA nach der Bindung 

sequenzspezifisch spalten kann [77, 78]. Andererseits kann PIWI innerhalb 



 

 

 

7 

menschlicher Ago-2 Proteine sogenannte Glycin(G)-Tryptophan(W)-182 (GW182) 

Proteine rekrutieren und mit diesen über W(Tryptophan)-binde-Taschen interagieren 

[79, 80]. Diese GW-Proteine stehen ihrerseits im wechselseitigen Kontakt mit 

zytoplasmatischen Poly(A)-binde-Proteinen (PABPC) und können die Exonuklease-

Komplexe PAN2-PAN3 und CCR4-NOT rekrutieren, die maßgeblich an der 

posttranskriptionellen mRNA-Regulierung beteiligt sind [81-83]. Die miRNA selbst 

übernimmt im miRISC eine zentrale Rolle als eine Art Navigationssystem, indem sie 

miRISC zu partiell oder vollständig komplementären Bereichen der Ziel-mRNA steuert 

[84, 85]. 

 

1.2.3.2 Funktionen von miRNAs im Zytoplasma 

Herunterregulierung von Genen 

Die Art und Weise der Regulation an der Ziel-mRNA hängt unter anderem vom Grad der 

Komplementarität zwischen der miRNA innerhalb des miRISC und der Ziel-mRNA ab. 

So führt eine vollständige Komplementarität zwischen miRNA und mRNA zur Aktivierung 

der Ago-2 Endonukleasefunktion und einer daraus resultierenden Spaltung und 

Zerstörung der Ziel-mRNA. Dieser Vorgang scheint in Säugetieren allerdings eine eher 

untergeordnete Rolle zu spielen [74, 75]. In deren Zellen zeigt sich in der Regel eine 

unvollständige Komplementarität zwischen miRNA und mRNA, wodurch eine Ago-2 

Endonukleaseaktivierung ausbleibt – Ago-2 agiert hier eher als Mediator [75]. Der für die 

Herunterregulierung zuständige Mechanismus beginnt mit der Erkennung partiell 

komplementärer Bereiche der Ziel-mRNA (vorwiegend in der 3’-UTR) durch die Ago-2 

gebundene miRNA [75, 85]. Es folgt eine Ago-2 vermittelte GW182-Protein 

Rekrutierung, der sich die translationale Hemmung anschließt. Zusätzlich erfolgt eine 

Interaktion mit PABPC und den zytoplasmatischen Poly-(A)-Deadenylase-Komplexen 

PAN2-PAN3 und CCR4-NOT. Diese Komplexe katalysieren die Deadenylierung 

(Entfernung des 3’-Poly(A)-Schwanzes) der Ziel-mRNA. Hieran schließt sich die 

Entkappung der mRNA am 5’-Ende, gefolgt von ihrem Abbau durch die Exoribonuklease 

1 (XRN1) an [82, 86-89] (Abbildung 2). Anzumerken ist, dass der Prozess der 

Deadenylierung, Entkappung und des darauffolgenden mRNA-Abbaus von der reinen 

translationalen Hemmung entkoppelt werden kann. Dies konnte in Experimenten mit 

gegen Deadenylierung resistenten mRNAs, ohne Poly-(A)-Schwanz gezeigt werden. 
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Das deutet darauf hin, dass miRISC eine translationale Hemmung erwirken kann, ohne 

dabei die mRNA abzubauen [83, 90-93]. 

Die rein translationale Hemmung durch miRNAs findet den heutigen Erkenntnissen nach 

in der translationalen Initiationsphase statt [91, 94, 95]. Es besteht die Hypothese, dass 

die Hemmung translationaler Initiation durch eine miRNA-vermittelte Aktivitätsstörung 

des eukaryotic initiation factor 4F (eIF4F) Komplexes bedingt wird. Dieser Komplex 

besteht aus dem eIF4E Protein, das an die 5’-Schutzkappe der mRNA gebunden ist 

sowie eIF4G und der DEAD-Box RNA-Helicase eIF4A. Dabei fungiert eIF4G als eine Art 

Gerüst für Interaktionen zwischen Proteinen, die für die Rekrutierung vom 43S Pre-

Initiations-Komplex und für die translationale Initiation von zentraler Bedeutung sind. Bei 

eIF4A RNA-Helicasen handelt es sich um Initiationsfaktoren, die innerhalb der 5’-UTRs 

agieren und 43S Pre-Initiationskomplexen das Scannen der 5’-UTR in Richtung des 

Startcodons ermöglichen. Einige Studien konnten zeigen, dass miRISCs diese Prozesse 

beeinflussen und so hemmend auf die Translation wirken können [96-99] (Abbildung 2). 
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Translationale Aktivierung durch miRNAs 

Die translational aktivierende Wirkung von miRNAs wurde bis dato vor allem unter 

speziellen Bedingungen beobachtet. Mehrere Beispiele sind aus mit AU-reichen 

Elementen bestückten mRNAs bekannt. Hierbei handelt es sich um Adenosin- und 

Uridin-reiche Elemente (AREs), die sich in der 3’-UTR von mRNAs befinden können. Sie 

sind dafür bekannt, die mRNA zu destabilisieren und auf diese Weise dafür zu sorgen, 

dass es nicht zu einer pathologischen Überexpression kommt. Dies erreichen sie durch 

einen Deadenylation-vermittelten mRNA-Abbau [100], an dem unterschiedliche ARE-

Bindeproteine wie beispielsweise Tristetraprolin (TTP) beteiligt sein können [101, 102]. 

So ist bekannt, dass AREs zur Kontrolle von Entzündungsprozessen beitragen, die 

durch Zytokine wie TNF-α oder COX2-abhängige Mediatoren wie PGE2 vermittelt 

werden [103-105]. Auch mRNAs, die für das Tumorsuppressorprotein p53 kodieren, 

enthalten AREs in ihren 3’-UTR, was ihre Bedeutung bei der Tumorentstehung 

verdeutlicht [106, 107]. MiRNAs können an mit AU-reichen Elementen bestückte mRNAs 

binden und zur Aktivierung der Genexpression beitragen [101, 105, 108]. 

 

Abbildung 2: Herunterregulierung von Genen durch miRNAs 
AGO: Argonaut Protein; CCR: carbon catabolite repressor; eIF: Eukaryotic initiation factor; GW182: 
Glycin(G)-Tryptophan(W)-182; Not: negative on TATA; PABPC: Polyadenylate-binding protein; PAN: 
PolyA Nuclease; XRN1: 5'-3' exoribonuclease 
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1.2.3.3 Funktionen von miRNAs im Zellkern 

Die Lokalisation von miRNAs ist nicht auf das Zytoplasma beschränkt. MiRNAs und ihre 

RNAi Co-Faktoren können ebenfalls im Nucleus agieren [109-111]. Den neuesten 

Untersuchungen zufolge scheinen die meisten miRNAs ihre Wirkung tatsächlich sowohl 

im Zytoplasma als auch im Nucleus entfalten zu können [109, 110, 112]. Während seit 

Langem bekannt ist, dass der Export von Vorläufer-miRNAs aus dem Nucleus im 

Rahmen der miRNA Reifung über Exportin-5 stattfindet [113, 114], kamen erst in den 

letzten Jahren neue Erkenntnisse bezüglich des Importmechanismus hinzu. So zeigten 

Castanotto et al., dass Exportin-1 (XPO1) den Transport reifer miRNAs aus dem 

Zytoplasma in den Zellkern ermöglicht [115]. Darüber hinaus sind das Karyopherin 

Importin-8 (IPO8) und Ago-2 am Import von miRNAs in den Zellkern beteiligt [116, 117]. 

Im Zellkern können miRNAs zahlreiche Funktionen entfalten – so zeigten bereits frühe 

Untersuchungen an C. elegans, dass RNAi die Genexpression durch eine Interaktion mit 

prä-mRNAs hemmen kann [118]. Auch neuere Studien kamen zum Schluss, dass 

miRNAs die Genexpression durch eine Bindung an die Promotorregion durch eine 

transkriptionelle Hemmung [60, 119] und möglicherweise auch Aktivierung [61, 62] 

regulieren können. 

Insgesamt offenbart die Forschung der letzten Jahre ein immer weiter gefächertes und 

heterogenes Bild der miRNA-Funktionen. MiRNAs sollten heutzutage also keinesfalls 

mehr nur auf ihre post-transkriptionell hemmende Wirkung von mRNAs beschränkt 

werden, sondern man sollte auch ihre anderen Funktionen, die bislang verhältnismäßig 

noch wenig erforscht sind, im Hinterkopf behalten und weiter untersuchen. Die 

Erforschung von miRNA-Signalwegen und der beteiligten Partner kann langfristig zur 

Entwicklung neuer gezielter Therapiemethoden und Diagnoseverfahren beitragen. 

 

1.2.4 Rolle von miRNAs in der Karzinogenese 

Hinweise, dass miRNAs einen Einfluss auf die Tumorentstehung und -progression 

ausüben können, häuften sich wenige Jahre nach ihrer Erstbeschreibung. Dabei 

beobachteten Calin et al. erstmals im Jahre 2002, dass miR-15a und miR-16a auf 

Chromosom 13q14 lokalisiert sind – einer Region, in welcher bei über 50 % der Patienten 

mit chronisch lymphatischer B-Zell Leukämie (B-CLL) eine Deletion vorliegt. Die 

Forschungsergebnisse zeigten, dass nur diese miRNAs in der 30 kb kleinen Region 
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kodiert sind und in 68 % aller B-CLL Patienten entweder komplett fehlen oder aber 

herunterreguliert sind [120]. Ferner konnte gezeigt werden, dass mehr als die Hälfte aller 

miRNA-Gene in Bereichen des menschlichen Genoms kodiert sind, die mit der 

Tumorentstehung assoziiert werden [121]. Forschungsarbeiten durch Lu et al. und 

Volinia et al. bestärkten die Vermutung, dass miRNAs an der Karzinogenese beteiligt 

sind, indem sie zeigten, dass anhand von miRNA-Expressionsmessungen zum Teil 

deutlich zwischen Tumorgewebe und tumorfreiem Gewebe unterschieden werden kann 

[53, 122]. Dabei können miRNAs, wie beispielsweise dem Review von Esquela-Kerscher 

et al. entnommen werden kann, sowohl als Onkogene, sogenannte „Oncomirs“, aber 

auch als Tumorsuppressoren fungieren [123]. Ihre Wirkung entfalten miRNAs, indem sie 

Tumorsuppressorgene beziehungsweise Onkogene und Gene, die für die Kontrolle der 

Zelldifferenzierung oder Apoptose zuständig sind, herunterregulieren [120, 124-126]. 

MiRNAs können hierbei nicht nur die Initiation der Karzinogenese begünstigen, sondern 

auch zahlreiche Stufen der Tumorprogression (beispielsweise Angiogenese, Epithelio-

Mesenchymale Transition (EMT)) modulieren. Hierdurch kann die Tumorinvasion und 

Metastasierung gefördert, aber auch gehemmt werden [127-129]. 

 

1.2.5 MiRNAs als diagnostische und prognostische Biomarker 

MiRNA-Expressionsmessungen erlauben in zahlreichen Fällen die Unterscheidung 

zwischen Tumorgewebe und tumorfreien Proben. Die Messergebnisse fallen in einigen 

Studien sogar genauer als bei der Verwendung von mRNAs aus. [53, 122]. Die 

Erfassung von miRNA-Expressionsprofilen ist dabei nicht auf festes Gewebematerial 

beschränkt, sondern kann auch aus Flüssigkeiten wie Urin, Tränen, 

Peritonealflüssigkeit, Bronchiallavage, Sperma, Speichel, Plasma und Serum erfolgen 

[130-134]. MiRNAs im Plasma und Serum sind stabil gegenüber Umwelteinflüssen wie 

Lagerung bei Raumtemperatur oder mehrfachem Einfrieren und Auftauen [132, 135, 

136]. In den letzten Jahren hat sich darüber hinaus herausgestellt, dass miRNA-

Expressionsmessungen nicht nur zur Differenzierung zwischen Tumorgewebe und 

tumorfreien Proben eingesetzt werden können, sondern in einigen Fällen mit ihrer Hilfe 

auch eine Aussage über das Ansprechen einer Krebserkrankung auf bestimmte 

Therapiemethoden und das langfristige Überleben von Patienten getroffen werden kann 

[1, 2, 137-139]. 
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1.3 MiRNAs im klarzelligen Nierenzellkarzinom 

Im Jahr 2015 gaben Li et al. im Rahmen ihres Reviews eine Übersicht über zahlreiche 

miRNAs, die im Gewebe des Nierenzellkarzinoms nachgewiesen werden können und 

potenziell als Biomarker oder aber in naher Zukunft auch zu Therapiezwecken eingesetzt 

werden könnten [140]. Speziell im Fall des klarzelligen Nierenzellkarzinoms zeigten 

Vergho et al., dass anhand von miRNA-Expressionsmessungen im Gewebe und mit Hilfe 

eines Kombinierten Risiko-Scores (CRS) bestehend aus miR-21 und miR-126 

retrospektiv eine genaue Vorhersage über das Patientenüberleben getroffen werden 

kann [2]. Darüber hinaus konnte im Rahmen einer weiteren Studie desselben Labors 

demonstriert werden, dass es nicht nur möglich ist, mit Hilfe von miRNA-

Expressionsmessungen unter Verwendung eines CRS (miR-21, -126 und -221) 

zwischen einem ccRCC Kollektiv mit Invasion der V. cava inferior durch einen Tumor-

Thrombus (ccRCC/ TT) und einem ccRCC Kollektiv ohne Tumor-Thrombus (ccRCC/ 

woTT) zu unterscheiden, sondern ebenfalls eine Aussage über das postoperative 

Überleben von ccRCC/ TT Patienten zu treffen [1]. Auch frühere Untersuchungen 

demonstrierten bereits, dass miRNAs erfolgreich und reproduzierbar als diagnostische 

und prognostische Biomarker für das klarzellige Nierenzellkarzinom eingesetzt werden 

können [141-143]. 

Während die Untersuchungen mit Einsatz von Expressionmessungen im Gewebe 

zunehmen, sind Arbeiten, die sich mit non-invasiven Biomarkern im Serum von RCC-

Patienten auseinandersetzen, nach wie vor verhältnismäßig überschaubar [144-149]. 

Forschungsgruppen, die sich darauf fokussiert haben, zu untersuchen, ob mit Hilfe von 

miRNAs eine Unterscheidung zwischen ccRCC/ woTT und ccRCC mit Invasion des 

Gefäßsystems im Serum möglich ist oder eine prognostische Vorhersage innerhalb 

eines ccRCC/ TT Kollektivs getroffen werden kann, sind nach gründlicher Recherche 

bislang nicht bekannt. 

Es hat sich gezeigt, dass Untersuchungen von miRNAs im ccRCC nicht nur diagnostisch 

von Interesse sind, sondern dass ihre Dysregulation zahlreiche zur Karzinogenese 

beitragende Signalwege beeinflussen kann. Hierzu zählt beispielweise die Inaktivierung 

des VHL Tumorsuppressor-Gens, welche zur Erhöhung Hypoxie-Induzierbarer Faktoren 

führt, folglich mit einer Induktion des Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) und 
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des Platelet-Derived Growth Factor Alpha (PDGFA) einhergeht und schließlich in einer 

gesteigerten mikrovaskulären Permeabilität und Angiogenese mündet [150-155]. Ein 

durch Nallamshetty et al. publiziertes Review zeigt, dass miRNAs eine zentrale Rolle im 

HIF-Signalweg einnehmen und dabei sowohl direkt HI-Faktoren modulieren als auch 

selbst, wie im Falle von miR-210, eine Zielstruktur von HI-Faktoren sein können [156]. 

Auch eine direkte Interaktion von miRNAs und beispielsweise Platelet-Derived Growth 

Factors B und C (PDGFB, PDGFC,), Matrix-Metalloprotease 2 (MMP2), Protoonkogen 

Murine Double Minute 2 Homolog (MDM2), VEGF-A und Thymidylate Synthase (TYMS) 

ist möglich [157, 158]. MiRNAs können demnach auf verschiedenen Wegen Einfluss auf 

die Tumorgenese im RCC ausüben. 

Die Auswahl von miRNAs für die Untersuchungen der vorliegenden wissenschaftlichen 

Arbeit erfolgte einerseits anhand der bereits durchgeführten Studien von Vergho et al. 

[1]. Andererseits wurden weitere miRNAs ausgewählt, deren Dysregulation bereits im 

Zusammenhang mit anderen Karzinomen beschrieben wurde. 

 

1.4 Hintergrundinformationen zu den ausgewählten miRNAs 

1.4.1 MiR-21 

Die Überexpression von miR-21 beim Mamma- [159], Bronchial- [160] und 

Kolorektalkarzinom [161] wird mit der Tumorgenese und einer verschlechterten 

Prognose in Verbindung gebracht. Im RCC konnte gezeigt werden, dass miR-21 unter 

anderem das Tumorsuppressor-Gen Programmed Cell Death 4 (PDCD4) 

herunterregulieren kann. Dies hat eine gesteigerte Migration und Invasion von ACHN 

und 786-O Zellen zur Folge [162]. Eine Verbindung zwischen einer Überexpression von 

miR-21 und der Tumorentwicklung sowie niedrigerer Überlebensrate wird im RCC 

mehrfach beschrieben [1, 2, 141, 163]. Untersuchungen der Auswirkung von miR-21 auf 

RCC-Zelllinien ACHN und 786-O sind allerdings nach wie vor relativ rar [162, 164, 165]. 

Ihre Rolle als potenzieller non-invasiver Biomarker im Serum eines ccRCC Kollektivs mit 

Invasion des Gefäßsystems und die Möglichkeit, mit Ihrer Hilfe zwischen einem Kollektiv 

mit und ohne Gefäßinvasion zu unterscheiden, wurde bislang noch nicht ausreichend 

untersucht. 
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1.4.2 MiR-126 

MiR-126 fungiert im Gegensatz zu miR-21 am ehesten zumeist als Tumorsuppressor. 

Ihre Suppression geht mit verstärkter Proliferation, Metastasierung und einer schlechten 

Prognose beispielsweise beim Bronchial- [166], Mamma- [128], aber auch beim 

Prostatakarzinom [167] einher. Auch für das ccRCC liegen Daten vor, die auf einen 

protektiven Effekt von miR-126 hinweisen [3, 168]. Eine Herunterregulierung von miR-

126 wird mit einem frühzeitigen Rezidiv bei Patienten mit ccRCC nach radikaler 

Nephrektomie assoziiert [169]. Untersuchungen an RCC- (786-O) und HeLa-Zellen mit 

einem miR-126 Knockout durch CRISPR/Cas9 zeigen darüber hinaus, dass miR-126 

unter anderem in den HIF-Signalweg involviert ist und ihre Herunterregulierung mit einer 

VHL-Protein-unabhängigen HIF1A-Hochregulierung einhergeht. Dies lässt eine 

Induktion der Gefäßproliferation des Tumors durch eine miR-126-Herunterregulierung 

vermuten [170]. Dabei beschreiben Huang et al. in einer kürzlich publizierten Arbeit, dass 

miR-126 selbst im RCC durch die long non-coding RNA (lncRNA) DUXAP8 

herunterreguliert werden kann, was zu einer Förderung der Tumorproliferation führt 

[171].  

Dem gegenüber steht eine Studie von Li et al., welche nachweisen konnten, dass miR-

126 nicht immer als Tumorsuppressor fungiert und in CBF-AML (core binding factor 

acute myeloid leukemia) auch eine Wirkung als Oncomir entfalten kann [172]. 

Das Wissen über die Funktion von miR-126 im RCC und speziell ccRCC/ TT ist bislang 

gering, ebenso sind Untersuchungen an RCC-Zelllinien überschaubar. 

 

1.4.3 MiR-145 

Für miR-145 wird beim Kolorektal- [173, 174], Bronchial- [175, 176], aber auch Prostata- 

[177, 178] und Blasen-Karzinom [179, 180] eine tumorsuppressive Rolle beschrieben. 

Dabei zeigt sich, dass miR-145 beispielsweise die EMT in Tumoren modulieren kann 

[176, 181, 182]. Dieser Signalweg kann insbesondere bei der Entwicklung invasiver 

Nierenzellkarzinome eine wichtige Rolle spielen [183-185]. Ob miR-145 auf den EMT-

Signalweg im RCC Einfluss nimmt, ist bislang unzureichend untersucht. Lu et al. konnten 

allerdings zeigen, dass eine Transfektion von ACHN-Zellen mit miR-145 zu einer 

Veränderung der Expression von 29 EMT-assoziierten Genen führt [5]. 
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Expressionsbestimmungen von miR-145 mittels qPCR (Real Time Quantitative PCR) im 

RCC-Gewebe zeigen eine Suppression im Vergleich zu tumorfreiem Nierengewebe. 

Zudem gehen miR-145 Transfektionen von 786-O- und ACHN-Zelllinien mit einer 

Proliferationshemmung dieser Zellen einher. All das weist auf eine tumorsuppressive 

Wirkung von miR-145 im RCC hin [4, 5, 186]. 

MiR-145-Expressionsmessungen im Serum sind rar und nach gründlicher Recherche für 

das RCC nicht bekannt. Beim Ovarialkarzinom zeigt sich eine Herunterregulierung von 

miR-145 im Vergleich zu Serumproben gesunder Probanden [187], wohingegen beim 

Schilddrüsenkarzinom eine Überexpression im Vergleich zu tumorfreien Probanden 

beschrieben wurde [182]. 

Insgesamt ist die Rolle von miR-145 im RCC und insbesondere ccRCC sowie ccRCC 

mit Invasion des Gefäßsystems nur spärlich untersucht. 

 

1.4.4 MiR-200c 

MiR-200c ist im Gewebe vom Mamma- und Kolorektal-Karzinomen im Gegensatz zu 

korrespondierendem Normalgewebe herunterreguliert und es wird für sie eine Rolle als 

Tumorsuppressor beschrieben [188-190]. Ihre Überexpression zeigt eine Erhöhung der 

Radiosensitivität im Mamma-Ca [191] und eine Verbesserung des Ansprechens 

gegenüber dem Tyrosinkinaseinhibitor Gefitinib beim nicht-kleinzelligen Bronchial-Ca 

(NSCLC) [192]. 

Im ccRCC wird ebenfalls eine Herunterregulierung von miR-200c gegenüber 

tumorfreiem Nierengewebe mehrfach beschrieben [1, 142, 193]. Zudem zeigten Gao et 

al., dass miR-200c die Sensitivität von ccRCC-Zellen gegenüber Sorafenib oder Imatinib 

steigern und die Zellproliferation hemmen kann [194]. Untersuchungen an einem 

ccRCC/ TT Kollektiv gibt es bislang nur vereinzelt [1]. 

 

1.4.5 MiR-205 

MiR-205 ist im Tumorgewebe und in Blutproben im Falle einiger Krebserkrankungen 

dysreguliert. Die Expressionsmessungen fallen dabei höchst unterschiedlich aus: miR-

205 zeigt sich hochreguliert im Gewebe vom Blasen- [195], Colon- [196] und nicht-

kleinzelligen Bronchial-Karzinomen [197]. Wohingegen eine Herunterregulierung im 
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Magen-, Prostata- und Schilddrüsenkarzinom-Gewebe beschrieben wird [198-200]. 

Beim Zervix-Karzinom widersprechen sich die Studienergebnisse und es wird sowohl 

von einer Herunterregulierung [201], als auch einer Überexpression berichtet [202]. 

In Blutproben zeigt sich miR-205 beim Blasen-Ca (BC) im Plasma [203] sowie beim 

Zervix-Ca im Serum [202] überexprimiert, während im Serum von 

Brustkrebspatientinnen sowohl von einer Hoch- [204] als auch einer Herunterregulierung 

[205, 206] berichtet wird. 

Beim Magen-Ca ließ sich die miR-205-Herunteregulierung mit einem kürzeren 

Patientenüberleben assoziieren [198]. Mittels miR-205-Expressionsmessungen war es 

beim Blasen-Ca zudem möglich, zwischen einem Blasenkarzinom mit und ohne Invasion 

der Muskulatur zu unterscheiden [195]. 

In einer 2018 publizierten Studie beschreiben Xu et al. eine Herunterregulierung von 

miR-205 im RCC-Gewebe. Eine Transfektion von ACHN-Zellen mit miR-205 führte zur 

Wachstumshemmung und Reduktion der Zellmigrationsfähigkeit. Auch ein 

Zusammenhang zwischen einer miR-205 Suppression und verkürztem Überleben der 

Patienten wurde beobachtet, was auf eine tumorsuppressive Wirkung von miR-205 im 

RCC hindeutet. Diese Effekte könnten, wie die Autoren folgern, auf eine Blockierung von 

EMT durch miR-205 zurückzuführen sein [207]. 

Insgesamt sind die Erkenntnisse zu miR-205 bei Krebserkrankungen noch inkonsistent, 

im Falle vom RCC liegen zudem nur wenige Forschungsergebnisse vor. Dies macht die 

weiterführende Erforschung von miR-205 interessant. 

 

1.4.6 MiR-210 

Eine Hochregulierung von miR-210 wird für zahlreiche Karzinome beschrieben – 

darunter das Kolorektal- [208], Bronchial- [209] und Pankreas-Ca [210]. Wie Huang et 

al. beschreiben, ist miR-210 zentral in den HIF-Signalweg involviert und kann durch HIF 

induziert werden. Es ist nicht abschließend geklärt, ob miR-210 aktiv zur 

Tumorprogression beiträgt oder ob ihre Überexpression nur die Tumorhypoxie 

widerspiegelt [211]. 

Für das Nierenzellkarzinom ist eine Überexpression von miR-210 sowohl im 

Tumorgewebe als auch im Serum im Vergleich zu tumorfreien Proben dokumentiert [1, 

212-214]. Eine Herunterregulierung von miR-210 in RCC-Zellen (ACHN) geht dabei in 
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der Regel mit einer Reduktion des Zellwachstums, der Migrationsfähigkeit und der 

Invasivität einher [212, 213]. 

 

1.4.7 MiR-221 

Für miR-221 wird in der Literatur häufig eine Rolle als Oncomir beschrieben. So wird ihre 

Überexpression beim Hepatozellulären Karzinom, beim Mammakarzinom sowie beim 

Kolorektalkarzinom mit einer tumorproliferativen Wirkung in Verbindung gebracht [215-

217]. Lu et al. konnten zudem zeigen, dass eine Überexpression von miR-221 im ccRCC 

mit einer gesteigerten Proliferation, Migration und Invasion von ccRCC-Zellen 

einhergeht, während ihre Herunterregulierung das Zellwachstum hemmt [6]. 

Zum gegenteiligen Schluss kamen Spahn et al. beim Prostatakarzinom. Hier ging eine 

Suppression von miR-221 mit Tumorprogression und einem reduzierten Überleben 

einhergeht [218]. Auch Heinzelmann et al. kamen zu dem Ergebnis, dass miR-221 im 

metastasierten ccRCC herunterreguliert sei [219]. Die Frage, welche Wirkung miR-221 

tatsächlich im ccRCC entfaltet, bleibt demnach offen. 

 

1.4.8 MiR-513 

Über die Funktion von miR-513 in Karzinomen ist bislang wenig bekannt. Einige wenige 

Arbeitsgruppen berichten, dass miR-513 im Nierenzellkarzinomgewebe 

herunterreguliert sei [220, 221]. In anderen Tumorentitäten wurde gezeigt, dass eine 

miR-513-Suppression im Endometrium- [222] und Ovarial-Karzinom [223] sowie 

Hochrisikoneuroblastom [224] mit einem frühen Rezidiv und verkürztem Überleben 

einhergehe. 

Betrachtet man weitere Funktionen von miR-513, so ist bekannt, dass diese den sog. 

Programmed Death-Ligand-1 (PD-L1) herunterregulieren kann [225]. Eine 

Überexpression von PD-L1 wird seinerseits mit einer verschlechterten Prognose beim 

RCC [226], aber auch beim Ovarial- [227] und Bronchial-Ca [228] assoziiert. 

Bei PD-L1 handelt es sich um ein Typ 1 Transmembranprotein in der Zellmembran, das 

an den Programmed Death-1 (PD-1) Rezeptor von T-, B-, dendritischen Zellen sowie 

natürlichen Killer-T-Zellen (NK) binden und die Immunantwort des Körpers gegenüber 

Karzinomen unterdrücken kann [229]. Aktuell gilt die PD-1/ PD-L1 Achse als eine der 

zentralen Zielstrukturen in der Immuntherapie zahlreicher Tumorerkrankungen [230]. Ob 
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miR-513 an der Progression beziehungsweise der Tarnung vom RCC gegenüber dem 

Immunsystem beteiligt ist und ob diese miRNA prognostisch und diagnostisch von 

Nutzen sein könnte oder gar ein mögliches Therapieziel darstellt, wird sich in 

weiterführenden Studien herausstellen müssen. 
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1.5 Fragestellung 

Die zentrale Frage der vorliegenden Arbeit besteht darin zu untersuchen, ob sich die 

Ergebnisse von Vergho et al. [1] an einem unabhängigen, vergrößerten Kollektiv des 

Caritas-Krankenhaus St. Josef in Regensburg validieren lassen. Das Ziel ist es, zu 

erforschen, ob mit Hilfe von miRNA-Expressionsmessungen im Paraffingewebe und des 

bekannten CRS (miR-21, -126 und -221) erneut eine retrospektive Aussage über das 

postoperative Überleben von ccRCC/ TT Patienten getroffen werden kann. 

Darüber hinaus soll untersucht werden, ob Expressionsbestimmungen weiterer miRNAs, 

die in Verbindung mit dem Nierenzellkarzinom stehen, zu neuen Erkenntnissen über das 

ccRCC verhelfen können. 

Da bislang nur verhältnismäßig wenige Studien zu non-invasiven miRNA-Biomarkern im 

Serum von RCC-Patienten vorliegen, stellt sich ferner die Frage, ob für die miRNAs miR-

21, -126, -145, -210 und -221 relevante relative Expressionsunterschiede im Serum 

zwischen ccRCC/ woTT und ccRCC/ TT Patienten sowie tumorfreien Probanden 

bestehen. 

Die gewonnenen Daten sollen abschließend in einem Modell zusammengefasst werden, 

das die mögliche Bedeutung der untersuchten miRNAs für die Entstehung und 

Progression des Nierenkarzinoms verdeutlicht.  
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2. Material und Methoden 

2.1 Ethikvotum 
Für jede in dieser Arbeit verarbeiteten Proben liegt eine schriftliche 

Einverständniserklärung des jeweiligen Patienten vor. Die zugrundeliegenden Ethikvota 

Nr. 136/08 der Universität Würzburg und Nr. 08/108 der Universität Regensburg 

entsprechen den Standards der Deklaration von Helsinki. 

 

2.2 RCC-Zelllinien 
In der vorliegenden Arbeit wurden Wachstumsveränderungen der Zelllinien 786-O und 

ACHN nach Transfektion mit miR-21, miR-126 oder miR-221 untersucht. Die epithelialen 

786-O-Zellen entstammen einem Nierenzellkarzinom eines 58-jährigen weißen Mannes. 

Die epithelialen ACHN-Zellen stammen aus einer Metastase eines Nierenzellkarzinoms 

eines 22-jährigen Mannes ebenfalls kaukasischer Herkunft. Beide Zelllinien wurden von 

der American Type Culture Collection (Manassas; USA) bezogen. 

 

2.2.1 Zellkultur 

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Cellstar® Zellkulturflaschen, 75 cm², 250 ml im 

Brutschrank (37°C, 6 % CO2, 95 % Luftfeuchtigkeit). Für Proliferationstests wurden die 

Zellen in Cellstar® 96 Well-Platten mit Deckel ausgesät. Für RNA-Gewinnung wurden 

Cellstar® Zellkulturflaschen, 25 cm², 50 ml verwendet. Alle Cellstar® Produkte waren 

steril und wurden von Greiner Bio-One (Frickenhausen; Deutschland) bezogen. 

 

2.2.2 Eingesetzte Reagenzien 

Kultivierung, Passagierung und Transfektion 

• Dulbecco's PBS (Biochrom; Berlin) 

• FBS 10 % (Biochrom; Berlin) 

• Glucose 100 g/ L (GIBCO; Life Technologies; Carlsbad; USA) 

• Lipofectamine 2000 (Invitrogen; Carlsbad; USA) 

• MEM (Eagle) Earl's (Biochrom; Berlin) 

• OPTI-MEM (GIBCO; Life Technologies; Carlsbad; USA) 

• RPMI 1640 (Biochrom; Berlin) 
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• Trypsin-EDTA 0,25 % (GIBCO; Life Technologies; Carlsbad; USA) 

• Trypanblau 0,4 % (Sigma-Aldrich; Darmstadt; Deutschland) 

Für die ACHN-Zelllinie wurde das Nährmedium MEM (Eagle) Earl's verwendet und FBS 

10% zugesetzt. Für die 768-O-Zellen wurde das Nährmedium RPMI 1640 genutzt und 

FBS 10 % sowie Glucose hinzugegeben. 

 

2.2.3 Passagierung  

Sobald eine Konfluenz von etwa 80 % erreicht wurde, erfolgte eine Passagierung. Hierzu 

wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschließend mit Hilfe von Trypsin-EDTA-

Zugabe nach einer Einwirkzeit von 3-5 Minuten von der Oberfläche gelöst, in ein Falcon-

Röhrchen überführt und zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und das Zellpellet 

jeweils in MEM (Eagle) Earl’s beziehungsweise RPMI 1640 aufgelöst. Das Auszählen 

der Zellen erfolgte mit Hilfe von Trypanblau und dem automatischen Zellzähler TC20TM 

von Bio Rad (Hemel Hempstead; United Kingdom). 

 

2.3 ccRCC/ TT Paraffingewebeproben 

Die 56 klarzelligen Nierenzellkarzinom-Proben mit Tumor-Thrombus in der V. cava 

inferior entstammen einem Patientenkollektiv des Regensburger Caritas Krankenhaus 

St. Josef, Klinik für Urologie (Direktor: Herr Prof. Dr. Maximilian Burger). Diese wurden 

in einem Zeitraum von 9 Jahren (1997 bis 2006) akquiriert. Das Tumorgewebe wurde in 

der Tumorbank des Caritas-Krankenhaus St. Josef, Klinik für Urologie (Direktor: Herr 

Prof. Dr. Maximilian Burger) in Regensburg aufbewahrt. Anschließend wurde die 

Gewebesammlung freundlicherweise der Klinik und Poliklinik für Urologie und 

Kinderurologie des Universitätsklinikums Würzburg zu Forschungszwecken zur 

Verfügung gestellt. 

 
RNA-Isolierung aus Paraffingewebe 

Die RNA-Gewinnung aus paraffin-eingebettetem Tumorgewebe erfolgte durch Frau 

Barbara Dexler im Forschungslabor der urologischen Klinik und Poliklinik Würzburg 

mittels RecoverAllTM Total Nucleic Acid Isolations-Kits von Invitrogen (Carlsbad; USA) 

gemäß den Herstellerangaben. Die gewonnene RNA wurde mit Hilfe von Spark® 10M 
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von TECAN (Männedorf; Schweiz) vermessen und anschließend bis zur Durchführung 

weiterer Experimente bei -40°C eingefroren. 

 

2.4 Seren 

Die Serum-Proben von ccRCC Patienten mit pathologisch bestätigter (ccRCC/ TT: nTT = 

34) und ohne (ccRCC/ woTT: nwoTT = 35) Invasion des Gefäßsystems wurden präoperativ 

im Zeitraum von 12 Jahren (2003 bis 2015) in der Klinik und Poliklinik für Urologie und 

Kinderurologie des Universitätsklinikums Würzburg akquiriert und bis zur Verwendung 

im Forschungslabor eingefroren. Im selben Zeitraum wurden als Referenz auch Proben 

tumorfreier Probanden (nTF = 45) gesammelt. Die Seren wurden ehemals zur 

Bestimmung des Prostataspezifischen Antigens (PSA) entnommen, wodurch es sich um 

ein rein männliches Kollektiv handelt. 

 

RNA-Isolierung aus Serum 

Die RNA-Gewinnung aus dem Serum erfolgte mit Hilfe eines miRNeasy Serum/ Plasma 

Kits von Qiagen® (Venlo; Niederlande) gemäß den Herstellerempfehlungen. 

Zur Isolierung wurden folgende Reagenzien eingesetzt: Chloroform und 80 % Ethanol 

von Sigma-Aldrich® (Darmstadt; Deutschland), 100 % Ethanol von Carl Roth® (Karlsruhe; 

Deutschland). Die gewonnene RNA wurde bis zur Durchführung von 

Expressionsmessungen bei -25 °C eingefroren. 

 

2.5 Untersuchungsmethoden 

2.5.1 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 

Die Erstbeschreibung dieser revolutionären Technologie, die die Vervielfältigung bereits 

kleinster Mengen an Ausgangs-DNA in exponentieller Weise ermöglicht, erfolgte im Jahr 

1986 durch den Biochemiker Kary Mullis. Dabei basiert die heute etablierte PCR-

Methode auf der Verwendung einer hitzestabilen Taq-Polymerase des Bakteriums 

Thermus aquaticus [231-233] und den gezielten Temperaturmanipulationen in einer 

Nukleotid-angereicherten Lösung. Die PCR lässt sich in drei Schritte unterteilen [234, 

235]: 
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1. Denaturierung: Durch einen Anstieg der Temperatur auf 95°C werden die 
Wasserstoffbrückenbindungen der komplementären DNA-Stränge aufgebrochen 

und auf diese Weise voneinander getrennt. 

2. Hybridisierung: Die anschließende Abkühlung auf 50-65°C führt zur 

spezifischen Anlagerung eingesetzter Primer an die DNA-Einzelstränge. 

3. Elongation (Polymerisation): Der angelagerte Primer dient als Ausgangspunkt 

für die Bildung des neuen Einzelstranges. Hierfür lagert sich die Taq-Polymerase 

am 3'-Ende des Primers an und verlängert diesen in Richtung 5'-Ende. Dieser 

bei circa 72°C ablaufende Schritt führt schlussendlich zur Verdopplung der 

gewünschten cDNA (complementary DNA)-Sequenz. Die mehrfache Abfolge 

resultiert in einer exponentiellen Vermehrung. 

 

2.5.2 Real-time PCR zur Bestimmung der miRNA-Expression 

Zur Bestimmung der miRNA-Expression wurde der TaqMan® MicroRNA Assay mit 

einem TaqMan® MicroRNA Reverse Transcription Kit und TaqMan® Universal PCR 

Master Mix 2x, No AmpErase® UNG von Applied Biosystems (Carlsbad; USA) gemäß 

den Herstellerangaben verwendet. 

 

2.5.2.1 Reverse Transkription  

Bevor eine miRNA-Expressionsmessung mittels qPCR vorgenommen werden konnte, 

musste die miRNA mittels Reverser Transkription in cDNA umgeschrieben werden [236-

238]. Dies erfolgte mit Hilfe des TaqMan® MicroRNA Reverse Transcription Kits. Zur 

Amplifikation diente der Primus 96 Plus-Cycler von MWG AG Biotech (Ebersberger; 

Deutschland). 

 

2.5.2.2 Real-time PCR 

Die qPCR ermöglicht die primer-spezifische Vervielfältigung der im Rahmen Reverser 

Transkription hergestellten cDNA-Sequenzen und hieraus die Erfassung der 

Ausgangsexpression an miRNA. Die Amplifikation erfolgt innerhalb von 30 bis 40 PCR-

Zyklen und wird durch kontinuierliche Fluoreszenzmessung detektiert. Letzteres wird 

durch Verwendung FRET-basierter (Förster-Resonanzenergietransfer) TaqManTM 

Sonden möglich. Bei FRET handelt es sich um einen quantenmechanischen Prozess, 
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bei dem es zu einer abstandsabhängigen, strahlungsfreien Energieübertragung 

zwischen zwei fluoreszierenden Molekülen kommt. Das energiegebende Molekül wird 

hierbei als Donor (Reporter), das energieaufnehmende Molekül als Akzeptor (Quencher) 

bezeichnet. Verringert sich der Abstand zwischen Donor und Akzeptor, kann dies über 

eine Abnahme oder Zunahme der Donor- beziehungsweise Akzeptor-Fluoreszenz 

erfasst werden [239]. TaqManTM Sonden sind sequenz-spezifische Oligonukleotide für 

die Ziel-DNA, die mit Fluoreszenzfarbstoffen gekoppelt sind. Bindet die Sonde an ihre 

Zielsequenz und wird durch die 5'-3'-Exonukleaseaktivität der DNA-Polymerase 

gespalten, führt dies zu einer gesteigerten Reporter-Fluoreszenz [238]. 

Je früher im Prozess (Zyklen) die gesuchte cDNA erfasst wird, desto größer ist die 

Ausgangsmenge. Dabei geht eine Verschiebung um einen Zyklus näherungsweise mit 

einer Halbierung beziehungsweise Verdopplung der cDNA-Menge einher. Den primer-

spezifischen Ct(cycle threshold)-Wert erhält man, indem man im Voraus ein 

Absorptionsniveau festlegt und anschließend die Zykluszahl ermittelt, ab der die 

geforderte Mess-Schwelle erreicht wird. Um die erfassten Ct-Werte untereinander 

vergleichen zu können, müssen diese durch eine Subtraktion der Ct-Werte eines 

Houskeeper-Gens normalisiert werden. 
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Primer und Geräte zur miRNA-Expressionsmessung 

Alle TaqMan® Primer wurden von Applied Biosystems (Carlsbad; USA) bezogen. Die 

Vermessung der Expressionen erfolgt mit Hilfe des Rotorgene von Qiagen® (Venlo; 

Niederlande). RNU6B wurde zur Normalisierung der Paraffingewebeergebnisse 

verwendet, hsa-miR-16 zur Normalisierung der Serumergebnisse genutzt (Tabelle 1). 

ccRCC/ TT Paraffingewebe 

o hsa-miR-21 
o hsa-miR-126 

o hsa-miR-145 

o hsa-miR-200c 

o hsa-miR-205 

o hsa-miR-221 

o hsa-miR-513 

o RNU6B zur Normalisierung der 

Ergebnisse 

Serum 

o hsa-miR-21 

o hsa-miR-126 

o hsa-miR-145 

o hsa-miR-210 

o hsa-miR-221 

o hsa-miR-16 zur Normalisierung der 

Ergebnisse 

 

2.5.3 Proliferationstests 

Die Proliferationsuntersuchung basiert auf dem sogenannten MTT-Test, der auf der 

Fähigkeit lebender Zellen aufbaut, Tetrazolin-Salze zu reduzieren. Die hierbei 

entstehenden Formazan-Verbindungen führen zu einem photometrisch messbarem 

Farbumschlag der Lösung. Die Reduktionsfähigkeit lebender und proliferierender Zellen 

ist besonders stark ausgeprägt, wodurch es möglich wird, mit Hilfe dieses Tests auch 

eine Aussage über die Zellproliferation zu treffen [240]. 

2.5.3.1 Transfektion 

Für die Proliferationsmessungen wurden die Zellen zunächst auf 96-Well-Platten 

ausgesät und mit Hilfe des Lipofectamine 2000-Systems von Invitrogen (Carlsbad; USA) 

Tabelle 1: Untersuchte miRNAs im Paraffingewebe Regensburger ccRCC/ TT Patienten (links) 
sowie Seren Würzburger ccRCC Patienten und tumorfreier Probanden (rechts)  
RNU6B wurde zur Normalisierung der Paraffingewebeergebnisse verwendet, hsa-miR-16 zur 
Normalisierung der Serumergebnisse genutzt. 
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mit Ambion® mirVana miRNA mimic hsa-miR-126-3p, hsa-miR-21-5p oder hsa-miR-221-

3p (Life Technologies; Carlsbad; USA) gemäß den Herstellerangaben transfiziert. Die 

Negativkontrolle erfolgte mittels Pre-miRTM negative control desselben Herstellers. Am 

Tag 1 nach Transfektion erfolgte die Zugabe von 100 µl/ Well des von der Gewebebank 

empfohlenen Nährmediums. 

 

2.5.3.2 Proliferationsmessungen 

Zu den Beobachtungszeitpunkten 2, 4 und 5 Tage nach Transfektion wurde das Medium 

abgesaugt und die Wells mit je 100 µl Reduktionsmittel des Herstellers befüllt. Hierbei 

handelte es sich um einen CellTiter96®-Assay von Promega (Madison; USA) mit dem 

Reagenz Phenazinmethosulfat. Im Rahmen der Reduktion führt es zur Bildung einer 

wasserlöslichen Formazan-Verbindung mit einer maximalen Absorption zwischen 490 

und 500 nm. 

Nach einer dreistündigen Reduktionszeit wurde die Absorptionsmessung mit Hilfe des 

Spark® 10M von TECAN (Männedorf; Schweiz) vorgenommen. Ergebnisse von drei 

identisch transfizierten Wells wurden als Mittelwerte für weiterführende Berechnungen 

verwendet. 

Die für die Abbildungen und statistischen Untersuchungen verwendeten Mittelwerte und 

Standardabweichungen wurden nach Durchführung von drei voneinander unabhängigen 

MTT-Tests mit vergleichbaren Ergebnissen ermittelt. Hierbei wurden jeweils zu jedem 

Zeitpunkt Triplettwerte für die Auswertung herangezogen. Die graphische Darstellung 

der Ergebnisse erfolgte relativ zu Kontrolltransfektionen (Pre-miRTM negative control). 

  



 

 

 

27 

Beispiel eines Rechenwegs 

In Tabelle 2 lassen sich Messergebnisse von drei unabhängigen MTT-Tests der Zelllinie 

ACHN an Tag 2 nach Transfektion (p. T.) nachvollziehen. 

 

 1. Messung 2. Messung 3. Messung 

Kontrolle 0,211 0,216 0,221 0,256 0,317 0,276 0,267 0,264 0,225 

miR-21 0,223 0,215 0,234 0,298 0,246 0,246 0,253 0,276 0,277 

 

Arithmetische Mittelwerte: 

Kontrolle: 0,250 

miR-21: 0,253 

Der Mittelwert von den mit miR-21 transfizierten Zellen wird nun ins Verhältnis zur 

Kontrolle gesetzt: 0,253/ 0,250 = 1,012 

 

2.5.3.3 Kontrolle des Transfektionserfolgs 

Zur Bestätigung einer erfolgreichen Transfektion wurde an Tag 2 p. T. eine RNA-

Gewinnung mittels TRIzol® von Invitrogen (Carlsbad; USA) gemäß den 

Herstellerempfehlungen durchgeführt. Die hierfür verwendeten Reagenzien – 

Chloroform, Isopropanol und 75 %-Ethanol – wurden von Carl Roth® (Karlsruhe; 

Deutschland) bezogen. 

Die so gewonnene RNA wurde mit Hilfe des Spark® 10M von TECAN (Männedorf; 

Schweiz) vermessen und bis zur Durchführung weiterer Experimente bei -25 °C 

eingefroren. Zum Beweis einer erfolgreichen Transfektion wurde eine Messung mittels 

qRT-PCR vorgenommen. Für alle drei miRNAs konnte eine erfolgreiche Transfektion 

gezeigt werden. 

  

Tabelle 2: Darstellung eines Beispiels von MTT-Testergebnissen 
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2.6 miR-143/ -145 Cluster 
In der 2014 durch Vergho et al. publizierten Arbeit konnte gezeigt werden, dass miR-143 

im ccRCC/ TT Gewebe stark gegenüber ccRCC/ woTT Proben herunterreguliert ist [1]. 

Nach eigener Recherche gibt es zur Expression von miR-145 in ccRCC/ TT Proben 

bislang keine publizierten Untersuchungen. Da miR-143 und -145 zum selben Cluster 

gehören und stark positiv miteinander korrelieren [4, 241], lässt sich vermuten, dass sich 

miR-145 kongruent hierzu verhält. Diese These wird in zukünftigen Untersuchungen 

evaluiert werden müssen. In der Diskussion der vorliegenden Arbeit wird angenommen, 

dass sich miR-145 kongruent zu miR-143 verhält, also dass miR-145 in ccRCC/ TT 

Gewebeproben gegenüber thrombusfreien Tumorgeweben supprimiert ist. 

 

2.7 Statistik 
2.7.1 Software, Programmiersprachen, Bibliotheken 

Die grundlegende statistische Auswertung und Visualisierung der Daten erfolgten mit 

Hilfe der Programmiersprache Python in der web-basierten interaktiven Umgebung 

Jupyter-Notebook. Als Basis wurden die Pakete von SciPy.org genutzt [242]. Ergänzend 

wurde auf die Bibliothek Seaborn zurückgegriffen (Version: 0.10.1, 

https://seaborn.pydata.org). Für die Validierung des Überlebensklassifikationsmodells 

wurde identisch zur Vorpublikation [1] die Programmiersprache R sowie das pROC 

Paket verwendet [243]. Die Arbeit wurde mittels Office Professional (Office 365) und den 

dazugehörigen Paketen Word, Excel, Power Point von Microsoft (Redmond; USA) 

verfasst. Die Abbildungen wurden mit Hilfe von Power Point und der Online-Software 

Canva (https://www.canva.com) erstellt. 

 

2.7.2 Testung der Bedingungen für parametrische Tests 

Zur Ermittlung der Verteilung innerhalb der Testgruppen wurde ein Shapiro-Test mit 

einem Signifikanzniveau von 5 % durchgeführt. Um die Gleichheit von Varianzen zu 

untersuchen, wurde der Levene-Test mit einem Signifikanzniveau von 5 % verwendet. 
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2.7.3 Normalverteilte Datensätze 

Unterschiede zwischen normalverteilten Testgruppen wurden mit Hilfe eines 

zweiseitigen, ungepaarten Student’s t-Tests auf ihre Signifikanz hin untersucht. Bei 

Ungleichheit der Varianzen wurde der Welch-Test genutzt. Im Falle der Untersuchung 

von mehr als zwei Gruppen untereinander wurde zunächst eine ANOVA durchgeführt. 

Die weiterführende Untersuchung statistischer Unterschiede zwischen den einzelnen 

Gruppen erfolgte mit Hilfe eines post hoc pairwise t-Tests. In Fällen multipler Testung 

wurden die p-Werte nach der Holm-Bonferroni Methode korrigiert, um die 

Wahrscheinlichkeit eines Fehlers 1. Art zu reduzieren. 

 

2.7.4 Nicht normalverteilte Datensätze 

Nicht normalverteilte Gruppen wurden auf ihre Unterschiede hin mit Hilfe des Mann-

Whitney-U-Tests untersucht. Im Falle der Untersuchung von mehr als zwei Gruppen 

untereinander wurde zunächst ein Kruskal-Wallis-Test durchgeführt. Um die 

Signifikanzen zwischen den einzelnen Gruppen herauszuarbeiten, erfolgte ein 

anschließender post hoc Dunn’s Test. In Fällen multipler Testung wurde eine p-Wert 

Korrektur nach der Holm-Bonferroni Methode vorgenommen. 

 

2.7.5 Untersuchung auf Unabhängigkeit 

Um die Unabhängigkeit kategorischer Daten zu untersuchen, wurde der Chi-Quadrat 

Test genutzt. Bei Nicht-Erfüllung der Voraussetzungen, wurde der Exakte Fisher-Test 

verwendet. 

 

2.7.6 Signifikanzniveau 

Das Signifikanzniveau α wurde mit 5 % angesetzt. Signifikante p-Werte von unter 0,05 

wurden in Abbildungen mit einem Stern (*) markiert, hochsignifikante Ergebnisse mit 

einem p-Wert von unter 0,01 mit zwei Sternen (**), p-Werte von unter 0,001 mit drei 

Sternen (***) gekennzeichnet. In einigen Abbildungen wurden nicht-signifikante 

Ergebnisse mit „ns“ gekennzeichnet.  
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2.7.7 Berechnung der Tumorgröße 

Die für statistische Auswertungen verwendete Tumorgröße entspricht dem 

Tumordurchmesser in mm. Wurden bei einem Patienten zum Operationszeitpunkt 

mehrere Tumore vorgefunden, so wurde der Durchmesser des größten Exemplars für 

weitere Berechnungen genutzt. 

 

2.7.8 Überlebensanalyse und Validierung des CRS (miR-21, -126, -221) 

Zur Überprüfung der Validität des Überlebensklassifikationsmodells aus der Publikation 

von Vergho et al. [1] mit dem dazugehörigen CRS (miR-21, -126, -221), der Formel 

(4,592 × miR-21 ΔCt) + (−3,892 × miR-126 ΔCt) + (−1,938 × miR-221 ΔCt) und dem 

Schwellenwert von 18,7 ΔCt wurden die bekannten Parameter an einem unabhängigen, 

größeren Regensburger ccRCC/ TT Kollektiv (n = 54) getestet. 

Hierzu wurden für jeden der 54 ccRCC/ TT Patienten die relativen miRNA-Expressionen 

von miR-21, -126 und -221 im Tumorgewebe ermittelt und durch Einsetzen in die oben 

dargelegte Formel mit den entsprechenden Gewichten multipliziert. Auf diese Weise war 

es möglich für jeden Patienten einen CRS-Wert zu errechnen und den Patienten in 

Abhängigkeit des Schwellenwerts von 18,7 ΔCt entweder der High-Risk- (CRS > 18,7 

ΔCt) oder der Low-Risk- (CRS < 18,7 ΔCt) Gruppe zuzuordnen. 

Schließlich wurde eine Kaplan-Meier Kurve (KM) generiert und ein Log-Rank Test 

durchgeführt (Signifikanzniveau: 5 %). Die Berechnung der 95 % Konfidenzintervalle für 

die Sensitivität und Spezifität basiert auf der kontinuitätskorrigierten Methode aus den 

Arbeiten von Newcombe [244] und Wilson [245]. 

 

2.7.9 Cox-Regression 

Für die Durchführung der Cox-Regressionsanalysen wurde sowohl für das 

Regensburger als auch für das Würzburger Kollektiv das LifeLines Python Paket 

verwendet [246]. 
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3. Ergebnisse 

3.1 Regensburger ccRCC/ TT Kollektiv – Tumorgewebe 
Im Folgenden wird zunächst eine Übersicht über die Zusammensetzung des 

Regensburger Kollektivs und die verfügbaren, experimentell erfassten Messergebnisse 

sowie die erhobenen klinikopathologischen Daten gegeben. Weiterführend werden die 

Expressionen einzelner miRNAs bezogen auf die klinikopathologischen Faktoren sowie 

insbesondere das tumorbedingte Versterben dargestellt. Signifikante Ergebnisse dieser 

deskriptiven Statistik werden zur Wahrung der Übersicht in Infografiken 

zusammengefasst. Hieran schließt sich die Überlebensanalyse an, in der das bekannte 

Überlebensklassifikationsmodell [1] zwecks Validierung auf das unabhängige 

Regensburger ccRCC/ TT Kollektiv angewandt wird. Es folgt eine univariate Cox-

Regression, um den Einfluss einzelner Variablen innerhalb des vorliegenden 

Datensatzes auf das tumorbedingte Versterben genauer zu analysieren. 

 

3.1.1 Paraffin-eingebettetes Tumorgewebe 

Für experimentelle und statistische Untersuchungen standen 56 Paraffin-eingebettete 

Tumorproben von ccRCC/ TT Patienten aus dem Caritas-Krankenhaus St. Josef in 

Regensburg zur Verfügung. Die Proben wurden in einem Zeitraum von 6 Jahren 

akquiriert. Details bezüglich der Tumorgewebeherkunft, miRNA-Isolierung und der 

verwendeten Methoden zur Bestimmung der miRNA-Expressionen können Subkapitel 

2.3 entnommen werden. Eine Übersicht über die Zusammensetzung des Kollektivs und 

die Follow-up Daten findet sich in Tabelle 3. 
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Follow-up Zeitraum (Median, n = 54) 94 (1 – 190) Monate  

Patientenalter (Median) 67 (41 – 89) Jahre  

Geschlecht 
weiblich 
männlich 

 
22 (39,3 %) 
34 (60,7 %) 

Tumorstadium - pT3b 56 (100 %) 

Grading nach Fuhrman 
2 
3 

 
41 (73,2 %) 
15 (26,8 %) 

Lymphknotenstatus 
N0 
N+ 

 
45 (80,4 %) 
11 (19,6 %) 

Fernmetastasierung (synchron und metachron) 
M0 
M1 

 
35 (62,5 %) 
21 (37,5 %) 

Tumorgröße (Median) 70 (18 – 225) mm 

Gesamtüberleben 
ja 
nein 

 
27 (48,2 %) 
29 (51,8 %) 

Tumorbedingter Tod 
ja 
nein 

 
13 (23,2 %) 
43 (76,8 %) 

Tabelle 3: Übersicht über das Regensburger ccRCC/ TT Kollektiv (n = 56) 

Tumorproben: akquiriert in einem Zeitraum von 6 Jahren 
Follow-up Daten: akquiriert in einem Zeitraum von 15 Jahren 
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3.1.2 Verfügbare Messergebnisse relativer miRNA-Expressionen 

Expressionen von miR-21, -126, -145, -200c, -205, -221 sowie -513 wurden im Paraffin-

eingebetteten Tumorgewebe (n = 56) von Patienten mit einem ccRCC/ TT mittels qRT-

PCR bestimmt und gegen RNU6B normalisiert. Für miR-205 und -513 konnte in je zwei 

Proben kein Messergebnis ermittelt werden. Demnach lagen für diese beiden miRNAs 

jeweils nur 54 ΔCt-Werte vor (Abbildung 3). Die ermittelten relativen ΔCt-Werte wurden 

für weiterführende statistische Untersuchungen herangezogen. 

Abbildung 3: Heatmap zur Darstellung verfügbarer Messergebnisse relativer miRNA-
Expressionen aus praffin-eingebettetem Tumormaterial Regensburger ccRCC/ TT Patienten. 
MiRNA-Expressionen wurden mittels qRT-PCR ermittelt und gegen RNU6B normalisiert.  
Lila: vollständige Daten; Gelb: fehlende Datenpunkte 
miR-21, -126, -145, -200c, -221: n = 56;  
miR-205, -513: n = 54 



 

 

 

34 

3.1.3 Verfügbare Follow-up Daten 

Für statistische Auswertung wurden uns durch das Caritas-Krankenhaus St. Josef in 

Regensburg Follow-up Daten von 56 ccRCC/ TT Patienten zur Verfügung gestellt. Diese 

wurden in einem Gesamtzeitraum von 15 Jahren akquiriert. Für die nachfolgenden 

Auswertungen wurden folgende Daten verwendet: Alter, Geschlecht, 

Lymphknotenstatus, Fernmetastasierung, Graduierung nach Fuhrman, Tumorgröße 

(Durchmesser), Gesamtüberleben (OS), tumorbedingter Tod (CRD), Follow-up Dauer 

bis zum Tod oder bis zur letzten Erhebung (Abbildung 4). 

  

Abbildung 4: Heatmap zur Darstellung verfügbarer Follow-up Daten für das ccRCC/ TT Kollektiv, 
die uns durch das Regensburger Caritas Krankenhaus St. Josef zur Verfügung gestellt wurden. 
Lila: vollständige Daten; Gelb: fehlende Datenpunkte; akquiriert in einem Gesamtzeitraum von 15 Jahren. 
CRD: Tumorbedingter Tod; F_Dauer: Follow-up Dauer; M_Status: Status Fernmetastasierung; N_Status: 
Lymphknotenstatus; OS: Gesamtüberleben; T_Größe: Tumorgröße 



 

 

 

35 

3.1.4 Zusammenhänge zwischen miRNA-Expressionen und Follow-
up Parametern 

Nachfolgend werden Ergebnisse statistischer Auswertungen vorgestellt, die dazu 

dienen, einen Überblick über den Zusammenhang relativer miRNA-Expressionen und 

Follow-up Parametern innerhalb des Regensburger ccRCC/ TT Kollektivs zu gewinnen. 

Untersucht wurden miRNA-Expressionen in Bezug auf die Fernmetastasierung, den 

Lymphknotenstatus, die Graduierung nach Fuhrman, das Gesamtüberleben sowie das 

tumorbedingte Versterben. 

 

3.1.4.1 Fernmetastasierung 

Während des Beobachtungszeitraums wurden bei 21 Patienten Fernmetastasen 

diagnostiziert (synchron und metachron = M1, 37,5 %), 35 Patienten blieben 

metastasenfrei (M0, 62,5 %) (Abbildung 5a). 

Mit Hilfe eines ungepaarten zweiseitigen Student’s t-Tests konnte eine 

Herunterregulierung von miR-145 (p = 0,028) und miR-221 (p = 0,06) in der M1-

Subgruppe im Vergleich zu M0 ermittelt werden. Im Mann-Whitney-U-Test zeigte sich 

miR-21 in der M1-Subgruppe gegenüber M0 mit einem p-Wert von 0,004 deutlich und 

miR-205 mit einem p-Wert von 0,044 noch signifikant überexprimiert. MiR-126 war mit 

einem p-Wert von 1e-5 in der M1-Subgruppe gegenüber der Referenz stark signifikant 

herunterreguliert. Für miR-200c und -513 konnten keine signifikanten relativen 

Expressionsunterschiede ermittelt werden (Abbildung 5). 
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Abbildung 5a: (A) Kuchendiagramm – Regensburger ccRCC/ TT Patienten mit (nM1 = 21) und ohne 
(nM0 = 35) Fernmetastasen (synchron und metachron); (B - E) Box-Whisker-Plots – relative miRNA-
Expressionsunterschiede im Paraffin-eingebetteten Tumormaterial (miR-21, -126, -145 und -200c) 
zwischen der M1- und M0-Subgruppe. 
Methodik: qRT-PCR – gegen RNU6B normalisiert; ungepaarter zweiseitiger Student’s t-Test (miR-145)/ 
Mann-Whitney-U-Test (miR-21, -126, -200c). Für p < 0,05 mit (*), für p < 0,01 mit (**) und für p < 0,001 
mit (***) markiert. 
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3.1.4.2 Lymphknotenstatus 

Zum Operationszeitpunkt wurden bei 11 Patienten Lymphknotenmetastasen 

diagnostiziert (N+, 19,6 %), 45 Probanden waren metastasenfrei (N0, 80,4 %) 

(Abbildung 6a). 

Im ungepaarten zweiseitigen Student’s t-Tests konnten für miR-145 (p = 0,328) und miR-

221 (p = 0,572) keine signifikanten relativen Expressionsunterschiede zwischen der N+- 

und N0-Subgruppe ermittelt werden. Für miR-21 zeigte sich ein Trend (p = 0,065). Diese 

war in der N+-Subgruppe überexprimiert. Mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests konnte 

eine stark signifikante Suppression (p = 0,004) von miR-126 in der N+-Subgruppe 

ermittelt werden. Hingegen waren miR-205 (p = 0,047) und -513 (p = 0,018) in der N+-

Subgruppe signifikant überexprimiert. Für miR-200c konnte kein statistisch signifikanter 

Expressionsunterschied (p = 0,226) gezeigt werden (Abbildung 6). 

Abbildung 5b: (F - H) Box-Whisker-Plots – 
relative miRNA-Expressionsunterschiede im 
Paraffin-eingebetteten Tumormaterial (miR-
205, -221, -513) zwischen der M1- (nM1 = 21) 
und M0- (nM0 = 35) Subgruppe des 
Regensburger ccRCC/ TT Kollektivs. 
Methodik: qRT-PCR – gegen RNU6B normalisiert; 
ungepaarter zweiseitiger Student’s t-Test (miR-
221)/ Mann-Whitney-U-Test (miR-205, -513). Für 
p < 0,05 mit (*) markiert. 
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Abbildung 6a: (A) Kuchendiagramm – Regensburger ccRCC/ TT Patienten mit (nN+ = 11) und ohne 
(nN0 = 45) Lymphknotenmetastasen; (B - E) Box-Whisker-Plots – relative miRNA-
Expressionsunterschiede im Paraffin-eingebetteten Tumormaterial (miR-21, -126, -145 und -200c) 
zwischen der N+- und N0-Subgruppe. 
Methodik: qRT-PCR – gegen RNU6B normalisiert; ungepaarter zweiseitiger Student’s t-Test (miR-21, -
145)/ Mann-Whitney-U-Test (miR-126, -200c). Für p < 0,05 mit (*) und für p < 0,01 mit (**) markiert. 
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3.1.4.3 Graduierung nach Fuhrman 

Innerhalb des Studienkollektivs wurden 15 Patienten (26,8 %) dem Grading 3 (G3) nach 

Fuhrman zugeordnet, die restlichen 41 Patienten (73,2 %) wurden als Grading2 (G2) 

eingestuft (Abbildung 7a). 

Mit Hilfe eines ungepaarten zweiseitigen Student’s t-Tests konnte ein starker Trend für 

miR-126 (p = 0,054) und miR-513 (p = 0,053) für eine Überexpression in der G3-

Subgruppe im Vergleich zur G2-Subgruppe ermittelt werden. Für miR-145 (p = 0,792) 

und miR-221 (p = 0,613) konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. 

In den Auswertungen mittels Mann-Whitney-U-Test war miR-200c mit einem p-Wert von 

0,047 in der G3-Subgruppe gegenüber der G2-Subgruppe noch statistisch signifikant 

überexprimiert. Für miR-21 (p = 0,409) und -205 (p = 0,137) konnten keine signifikanten 

Unterschiede zwischen G3 und G2 ermittelt werden (Abbildung 7). 

Abbildung 6b: (F - H) Box-Whisker-Plots – 
relative miRNA-Expressionsunterschiede im 
Paraffin-eingebetteten Tumormaterial (miR-
205, -221, -513) zwischen der N+- (nN+ = 11) und 
N0- (nN0 = 45) Subgruppe des Regensburger 
ccRCC/ TT Kollektivs. 
Methodik: qRT-PCR – gegen RNU6B normalisiert; 
ungepaarter zweiseitigen Student’s t-Test (miR-
221)/ Mann-Whitney-U-Test (miR-205, -513). Für 
p < 0,05 mit (*) markiert. 
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Abbildung 7a: (A) Kuchendiagramm – Regensburger ccRCC/ TT Patienten mit dem Grading 3 (nG3 
= 15) und 2 (nG2 = 41) nach Fuhrman; (B - E) Box-Whisker-Plots – relative miRNA-
Expressionsunterschiede im Paraffin-eingebetteten Tumormaterial (miR-21, -126, -145 und -200c) 
zwischen der G3- und G2-Subgruppe. 
Methodik: qRT-PCR – gegen RNU6B normalisiert; ungepaarter zweiseitiger Student’s t-Test (miR-126, -
145)/ Mann-Whitney-U-Test (miR-21, -200c). Für p < 0,05 mit (*) markiert. 
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3.1.4.4 Gesamtüberleben 

Im Verlauf des Follow-ups verstarben 29 Patienten (51,8 %), 27 Studienteilnehmer (48,2 

%) überlebten (Abbildung 8a). 

Im ungepaarten zweiseitigen Student’s t-Test zeigte sich eine Überexpression von miR-

21 in den Proben verstorbener Patienten (p = 0,075) und in derselben Subgruppe eine 

deutlich signifikante Herunterregulierung von miR-126 (p = 2e-4), miR-145 (p = 0,004) 

sowie miR-221 (p = 0,002) gegenüber der Referenz. Mit Hilfe des Mann-Whitney-U-

Tests konnte eine signifikante Überexpression von miR-205 (p = 0,031) in der 

Subgruppe der Verstorbenen ermittelt werden. Für miR-200c (p = 0,487), und miR-513 

(p = 0,371) konnten keine signifikanten Expressionsunterschiede festgestellt werden 

(Abbildung 8). 

Abbildung 7b: (F - H) Box-Whisker-Plots – 
relative miRNA-Expressionsunterschiede im 
Paraffin-eingebetteten Tumormaterial (miR-
205, -221, -513) zwischen der G3- (n = 15) und 
G2- (n = 41) Subgruppe des Regensburger 
ccRCC/ TT Kollektivs. 
Methodik: qRT-PCR – gegen RNU6B normalisiert; 
ungepaarter zweiseitiger Student’s t-Test (miR-
221, -513)/ Mann-Whitney-U-Test (miR-205). 
Keine signifikanten Expressionsunterschiede. 
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Abbildung 8a: (A) Kuchendiagramm – Regensburger ccRCC/ TT Patienten, die im Verlauf des 
Follow-ups verstorben sind (nverstorben = 29) und denjenigen, die am Leben blieben (nlebt = 27); (B - 
E) Box-Whisker-Plots – relative miRNA-Expressionsunterschiede von miR-21, -126, -145 und -200c 
im Paraffin-eingebetteten Tumormaterial. 
Methodik: qRT-PCR – gegen RNU6B normalisiert; ungepaarter zweiseitiger Student’s t-Test (miR-21, -
126, -145)/ Mann-Whitney-U-Test (miR-200c). Für p < 0,01 mit (**), für p < 0,001 mit (***) markiert. 
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3.1.4.5 Tumorbedingtes Versterben 

Während des Beobachtungszeitraums verstarben 13 Patienten tumorbedingt (23,2 %), 

43 Patienten (76,8 %) erlitten keinen CRD (Abbildung 9a). 

Die Auswertung relativer Expressionen von miR-145 (p = 0,190), -200c (p = 0,109), -221 

(p = 0,269) zeigte im ungepaarten zweiseitigen Student’s t-Test keine signifikanten 

Unterschiede zwischen der CRD-Subgruppe und Patienten, die nicht am Tumor 

verstarben. Mit Hilfe des Mann-Whitney-U-Tests konnte eine stark signifikante 

Überexpression für miR-21 (p = 9,5e-4) und eine signifikante Überexpression für miR-

513 (p = 0,041) sowie für miR-205 ein Trend (p = 0,079) zur Überexpression in der CRD-

Subgruppe ermittelt werden. MiR-126 war in der CRD-Subgruppe mit einem p-Wert von 

0,001 stark signifikant herunterreguliert (Abbildung 9). 

Abbildung 8b: (F - H) Box-Whisker-Plots – 
relative miRNA-Expressionsunterschiede von 
miR-205, miR-221 und miR-513 im Paraffin-
eingebetteten Tumormaterial Regensburger 
ccRCC/ TT Patienten, die im Verlauf des 
Follow-ups verstorben sind (nverstorben = 29) 
und denjenigen, die überlebten (nlebt = 27). 
Methodik: qRT-PCR – gegen RNU6B normalisiert; 
ungepaarter zweiseitiger Student’s t-Test (miR-
221)/ Mann-Whitney-U-Test (miR-205, -513). Für 
p < 0,01 mit (**) markiert. 
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Abbildung 9a: (A) Kuchendiagramm – Regensburger ccRCC/ TT Patienten, die im Verlauf des 
Follow-ups einen tumorbedingten Tod (CRD) erlitten (nCRD = 13) und Patienten, die nicht am Tumor 
verstarben (nkein CRD = 43); (B - E) Box-Whisker-Plots – relative miRNA-Expressionsunterschiede 
von miR-21, -126, -145 und -200c im Paraffin-eingebetteten Tumormaterial. 
Methodik: qRT-PCR – gegen RNU6B normalisiert; ungepaarter zweiseitiger Student’s t-Test (miR-145, -
200c)/ Mann-Whitney-U-Test (miR-21, -126). Für p < 0,01 mit (**), für p < 0,001 mit (***) markiert. 
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Abbildung 9b: (F - H) Box-Whisker-Plots – 
relative miRNA-Expressionsunterschiede von 
miR-205, -221, -513 im Paraffin-eingebetteten 
Tumormaterial Regensburger ccRCC/ TT 
Patienten, die im Verlauf des Follow-ups einen 
tumorbedingten Tod (CRD) erlitten (nCRD = 13) 
und Patienten, die nicht am Tumor verstarben 
(nkein CRD = 43). 
Methodik: qRT-PCR – gegen RNU6B normalisiert; 
ungepaarter zweiseitiger Student’s t-Test (miR-
221)/ Mann-Whitney-U-Test (miR-205, -513). Für 
p < 0,05 mit (*) markiert. 
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3.1.4.6 Übersicht über relative miRNA-Expressionsunterschiede innerhalb des 
Regensburger ccRCC/ TT Kollektivs 

Die nachfolgenden Infografiken geben eine Übersicht über signifikante relative miRNA-

Expressionsunterschiede im Paraffin-eingebetteten Tumorgewebe des Regensburger 

ccRCC/ TT Kollektivs. Abbildung 10 fasst signifikante Expressionsunterschiede in Bezug 

auf klinikopathologische Daten zusammen, während in Abbildung 11 relative miRNA-

Expressionen bezogen auf das tumorbedingte Versterben und das Gesamtüberleben 

dargestellt werden. 

Abbildung 10: Übersicht über Follow-up-bezogene relative miRNA-Expressionsunterschiede 
(synchrone und metachrone Metastasierung (M), Lymphknotenstatus (N), Graduierung nach 
Fuhrman (G)) im Paraffin-eingebetteten Tumorgewebe innerhalb des Regensburger ccRCC/ TT-
Kollektivs. 
Eine relative Überexpression wurde mit "↑" und eine Herunterregulation mit "↓" veranschaulicht. 
Die ermittelte Signifikanzstärke im ungepaarten zweiseitigen Student’s t-Test/ Mann-Whitney-U-Test 
wurde für p < 0,05 mit (*), für p < 0,01 mit (**) und für p < 0,001 mit (***) gekennzeichnet. 
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Abbildung 11: Übersicht über Follow-up-bezogene relative miRNA-Expressionsunterschiede 
(CRD, Gesamtüberleben) im Paraffin-eingebetteten Tumorgewebe innerhalb des Regensburger 
ccRCC/ TT Kollektivs. 
Eine relative Überexpression wurde mit "↑" und eine Herunterregulation mit "↓" veranschaulicht. Die 
ermittelte Signifikanzstärke im ungepaarten zweiseitigen Student’s t-Test/ Mann-Whitney-U-Test wurde 
für p < 0,05 mit (*), für p < 0,01 mit (**) und für p < 0,001 mit (***) gekennzeichnet. 
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3.1.5 Überlebensanalyse 

3.1.5.1 Validierung des Überlebensklassifikationsmodells mit dem dazugehörigen 
CRS (miR-21, miR-126, miR-221) 

Das durch Vergho et al. [1] vorbeschriebene Überlebensklassifikationsmodell mit dem 

bekannten CRS (miR-21, -126, -221), der dazugehörigen Formel (4,592 × ΔCt miR-21) 

+ (−3,892 × ΔCt miR-126) + (−1,938 × ΔCt miR-221) sowie dem Schwellenwert von 18,7 

ΔCt wurde auf das Regensburger ccRCC/ TT Kollektiv (n = 54) angewandt, um dessen 

Generalisierbarkeit an unabhängigen Kohorten zu überprüfen. 

Hierzu wurden für jeden der 54 ccRCC/ TT Patienten die relativen miRNA-Expressionen 

von miR-21, -126 und -221 ermittelt und durch Einsetzen in die oben dargelegte Formel 

mit den entsprechenden Gewichten multipliziert. Auf diese Weise war es möglich für 

jeden Patienten einen CRS-Wert zu errechnen und ihn in Abhängigkeit des 

Schwellenwerts von 18,7 ΔCt entweder der High-Risk (CRS > 18,7 ΔCt) oder der Low-

Risk (CRS < 18,7 ΔCt) Gruppe zuzuordnen (Subkapitel 2.7.8 – Material und Methoden). 

Abbildung 12 kann entnommen werden, dass es erfolgreich gelungen ist das Kollektiv in 

eine High-Risk-Gruppe (nHR = 28) und eine Low-Risk-Gruppe (nLR = 26) aufzuteilen. In 

der Kaplan-Meier Überlebensanalyse fielen die Unterschiede zwischen den beiden 

Gruppen im Log-Rank-Test deutlich signifikant aus (p = 7e-5). 

Es konnte eine Sensitivität von 92,3 % (CI 95 %: 62,1 % – 99,6 %) und eine Spezifität 

von 61,0 % (CI 95 %: 44,5 % – 75,4 %) erreicht werden. Von 13 Patienten, die an der 

Tumorerkrankung verstarben, konnten in der vorliegenden Analyse demnach 12 korrekt 

der High-Risk Gruppe zugeordnet werden (92,3 %). 

Während in der Low-Risk-Gruppe lediglich ein Patient von insgesamt 26 Personen 

innerhalb des gesamten Beobachtungszeitraums an der Tumorerkrankung verstarb, 

starben in der High-Risk-Gruppe 12 von 28 Personen. Die tumorspezifischen 

Überlebensraten betrugen für die Low-Risk-Gruppe nach 5 Jahren 100 % und nach 10 

Jahren 94 %. Für die High-Risk-Gruppe lagen die Überlebensraten nach 5 Jahren bei 

70 % und nach 10 Jahren bei 50 %. 
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Follow-up Raten 

Von 54 der insgesamt 56 Regensburger ccRCC/ TT Patienten lag eine Überlebenszeit 

vor. Demnach wurden zwei Patienten von der Überlebensanalyse ausgeschlossen. 

Tabelle 4 und Tabelle 5 können die Follow-up Raten für diese 54 Patienten entnommen 

werden. Nach 5 Jahren lag von 93 % der Patienten ein vollständiges Follow-up vor, nach 

10 Jahren von 80 %. Follow-up Raten für die Low- und High-Risk-Gruppen können 

ebenfalls der Tabelle entnommen werden. 

 

 5 Jahres Follow-up 10 Jahres Follow-up 
Low-Risk High-Risk Low-Risk High-Risk 

kein CRD 26 17 20 12 

CRD 0 7 1 10 

lost to follow-up 0 4 5 6 
 

 

 Follow-up Raten 
 5 Jahre 10 Jahre 
Gesamtes Kollektiv 93 % 80 % 

Low-Risk-Gruppe 100 % 81 % 

High-Risk-Gruppe 86 % 79 % 
 
  

Tabelle 4: Follow-up nach 5 und 10 Jahren, Aufteilung der Patienten nach individuellem Verlauf 
in die Kategorien „kein CRD“, „CRD“ und „lost to follow-up“. 
Nach 5 Jahren starb keiner der 26 Low-Risk-Patienten an der Tumorerkrankung. In der High-Risk-Gruppe 
erlitten 17 Patienten keinen CRD, 7 verstarben an der Tumorerkrankung, bei 4 Patienten konnte kein 
Follow-up mehr erhoben werden. Nach 10 Jahren erlitten 20 Patienten der Low-Risk-Gruppe und 12 
Patienten des High-Risk-Gruppe keinen CRD. Ein Low-Risk-Patient bzw. 10 High-Risk-Patienten erlitten 
einen CRD. Lost to follow-up bei 5 Patienten der Low-Risk-Gruppe und 6 Patienten der High-Risk-
Gruppe. 

Tabelle 5: Errechnete Follow-up Raten für das gesamte Regensburger ccRCC/ TT Kollektiv, die 
Low-Risk- sowie die High-Risk-Gruppe nach 5 und 10 Jahren Beobachtungszeit. 
Das 5-Jahres Follow-up konnte bei insgesamt 50 von initial 54 Patienten erhoben werden, hiervon 
gehörten 26 Patienten der Low-Risk-Gruppe (inital 26 Patienten) und 24 Patienten der High-Risk-Gruppe 
(initial 28 Patienten) an. Das 10-Jahres Follow-up konnte bei insgesamt 43 Patienten erhoben werden, 
hiervon gehörten 21 der Low-Risk-Gruppe und 22 Patienten der High-Risk-Gruppe an. 
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3.1.5.2 Cox-Proportional-Hazards-Regression 

Einfluss der Follow-up Parameter und miRNA-Expressionsprofile auf das 
tumorbedingte Versterben 

Tabelle 6 können die Ergebnisse der univariaten Cox-Regression einzelner 

klinikopathologischer Faktoren sowie der miRNAs in Bezug auf den CRD entnommen 

werden. Diese Untersuchung diente einerseits zur Schätzung des Ausmaßes der 

Effektgröße einzelner Variablen auf den CRD innerhalb des Regensburger ccRCC/ TT 

Kollektivs, andererseits sollte untersucht werden, ob eine Vergleichbarkeit zum 

Würzburger Kollektiv aus der Vorarbeit [1] gegeben ist. 

Es lässt sich feststellen, dass im vorliegenden unabhängigen Datensatz die gleichen 

Variablen (miR-21, miR-126, Grading nach Fuhrman, Lymphknotenstatus) in der 

univariaten Cox-Regressionsanalyse als relevante Faktoren in Bezug auf den CRD 

identifiziert werden konnten. Die einzelnen Faktoren üben zudem die gleichen Effekte in 

Bezug auf das tumorbedingte Versterben aus. So ist beispielsweise weiterhin eine 

höhere miR-21 Expression mit einer höheren CRD-Wahrscheinlichkeit assoziiert (HR 

3,79, p = 0,003), während miR-126 wiederholt mit einem reduzierten CRD-Risiko in 

Verbindung gebracht werden konnte (HR 0,19, p = 3e-5). Die neu untersuchte miR-205 

war mit einem höheren Risiko für einen CRD assoziiert (HR 1,23, p = 0,014), für miR-

503 konnte kein Zusammenhang mit dem tumorbedingten Versterben hergestellt 

werden. Für die Fernmetastasierung konnten aufgrund einer sogenannten quasi-

vollständigen Trennung keine Hazard Ratio (unendlich positiv) und kein P-Wert 

errechnet werden. Eine ausführliche Stellungnahme zu den Ergebnissen in Bezug auf 

die Fernmetastasierung findet sich im Appendix. 

Zusammenfassend lässt sich den Ergebnissen der Cox-Regression entnehmen, dass 

die in der Vorarbeit beschriebenen Einflussfaktoren sich einerseits in der gleichen Art 

und Weise auf das tumorbedingte Versterben auswirken und diese andererseits auch 

eine ähnliche Einflussstärke haben. 
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Parameter HR 
(95 % CI) P-Wert 

miR-21 3,79 
(1,55 – 9,26) 0,003** 

miR-126 0,19 
(0,09 – 0,42) 3e-5*** 

miR-145 0,75 
(0,54 – 1,05) 0,10 

miR-200c 1,23 
(0,94 – 1,60) 0,13 

miR-221 0,74 
(0,46 – 1,19) 0,21 

miR-205 1,23 
(1,04 – 1,46) 0,014* 

miR-513 1,22 
(0,97 – 1,54) 0,086 

Alter 0,98 
(0,92 – 1,03) 0,42 

Geschlecht 2,10 
(0,58 – 7,65) 0,26 

Tumorgröße 1,01 
(1,00 – 1,03) 0,07 

Grading nach 
Fuhrman 

3,79 
(1,27 – 11,33) 0,02* 

N-Status 6,70 
(2,09 – 21,47) 0,001** 

Fernmetastasierung ∞ NA 

Tabelle 6: Ergebnisse der univariaten Cox-Regression von klinikopathologischen Faktoren und 
miRNAs in Bezug auf den tumorbedingten Tod (CRD) der Regensburger ccRCC/ TT Patienten. 
Anzahl beobachteter Probanden: 54, (für miR-205 und miR-513 = 52 Probanden, siehe 3.1.2) 
Anzahl am Tumor verstorbener Patienten: 13, (für miR-205 und miR-513 = 12 CRD-Fälle, siehe 3.1.2) 
Signifikante Einflussfaktoren wurden fett markiert und für p < 0,05 mit (*), für p < 0,01 mit (**) und 
für p < 0,001 mit (***) gekennzeichnet.  
HR: Hazard Ratio; CI: Konfidenzintervall, ∞/NA: Für die Fernmetastasierung konnten aufgrund einer 
sogenannten quasi-vollständigen Trennung keine Hazard Ratio (unendlich positiv) und kein P-Wert 
errechnet werden. 
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3.2 Würzburger Kollektiv – Seren 
Im Folgenden wird zunächst eine Übersicht über die Zusammensetzung des Würzburger 

Kollektivs und die verfügbaren, experimentell in Probandenseren erfassten miRNA-

Expressionsergebnisse sowie die erhobenen klinikopathologischen Daten gegeben. Im 

darauffolgenden Abschnitt werden Ergebnisse präsentiert, die der Beantwortung der 

Frage dienen, ob anhand der im Serum erfassten Expressionen einzelner miRNAs (miR-

21, -126, -145, -210, -221) eine statistisch signifikante Unterscheidung zwischen den 

einzelnen Probandengruppen (ccRCC/ woTT, ccRCC/ TT, tumorfreie Kontrolle) 

vorgenommen werden kann. Zur Vervollständigung der statistischen Auswertungen 

werden die Expressionsprofile einzelner miRNAs bezogen auf die klinikopathologischen 

Faktoren innerhalb des Würzburger Tumorkollektivs (ccRCC/ woTT, ccRCC/ TT) 

dargestellt. 

 

3.2.1 Übersicht über das Würzburger Kollektiv 

Für die nachfolgend beschriebenen experimentellen und statistischen Untersuchungen 

standen 114 Seren zur Verfügung. Darunter befanden sich 45 tumorfreie Probanden 

(TF: 39,5 %), 35 Patienten mit einem diagnostizierten klarzelligen Nierenzellkarzinom 

ohne Gefäßinvasion (ccRCC/ woTT: 30,7 %) und 34 Tumorpatienten mit einem 

klarzelligen Nierenzellkarzinom mit pathologisch bestätigter Gefäßinfiltration (ccRCC/ 

TT: 29,8 %) (Abbildung 13). Es handelte sich um ein männliches Kollektiv. Die Seren der 

Tumorpatienten wurden in einem Zeitraum von 12 Jahren am Universitätsklinikum 

Würzburg in der Klinik und Poliklinik für Urologie und Kinderurologie akquiriert.  
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Abbildung 13: Kuchendiagramm – Serumproben Würzburger Probanden (n = 114). 
Tumorfrei (TF: nTF = 45), ccRCC/ woTT (woTT: nwoTT = 35), ccRCC/ TT (TT: nTT = 34) 
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3.2.2 Verfügbare Follow-up Daten für Würzburger ccRCC Probanden 

Für statistische Auswertungen standen Follow-up Daten von 69 Tumorpatienten zur 

Verfügung – 35 Patienten mit einem diagnostizierten ccRCC/ woTT und 34 mit einem 

ccRCC/ TT. Die Follow-up Daten wurden in einem Zeitraum von 16 Jahren in der Klinik 

und Poliklinik für Urologie und Kinderurologie des Universitätsklinikums Würzburg 

akquiriert. Folgende Daten wurden für die Auswertungen verwendet: Alter, Geschlecht, 

Lymphknotenstatus, synchrone Metastasierung, Grading nach Fuhrman, Tumorgröße in 

mm (Durchmesser), Gesamtüberleben (n = 64), tumorbedingtes Versterben (n = 64), 

Follow-up Dauer (n = 64) (Abbildung 14). Eine ausführliche Übersicht über die 

Zusammensetzung des Kollektivs und dessen Follow-up Daten kann Tabelle 7 

entnommen werden. 

Abbildung 14: Heatmap zur Darstellung verfügbarer Follow-up Daten Würzburger ccRCC 
Patienten (n = 69) – 35 mit ccRCC/ woTT und 34 mit ccRCC/ TT. 
Lila: vollständige Daten; Gelb: fehlende Informationen. Für Alter, Geschlecht, Lymphknotenstatus (N), 
Grading nach Fuhrman (Grading), synchrone Metastasierung (M_syn), Tumorstadium (T_Stadium), 
Tumorgröße in mm (T_Größe; Durchmesser) und Gefäßinfiltration (TT) standen jeweils 69 Datenpunkte 
zur Verfügung. Für das Gesamtüberleben (OS), den tumorbedingten Tod (CRD) sowie die Follow-up 
Dauer (F_Dauer) waren 64 Datenpunkte verfügbar. 
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Follow-up Zeitraum (Median; n = 64) 44 (0 – 179) Monate 

Patientenalter (Median)       66 (31 – 87) Jahre 

Geschlecht 
männlich 

 
69 (100 %) 

Tumorstadium  
pT1 
pT2 
pT3a 
pT3b 
pT4 

 
26 (37,7 %) 
6 (8,7 %) 
8 (11,6 %) 
28 (40,6 %) 
1 (1,4 %) 

Venöse Gefäßinfiltration 
ja 
nein 

 
34 (49,3 %) 
35 (50,7 %) 

Grading nach Fuhrman 
1 
2 
3 
4 

 
2 (2,9 %) 
48 (69,6 %) 
18 (26,1%) 
1 (1,4 %) 

Lymphknotenstatus 
N0 
N+ 

 
60 (87,0 %) 
9 (13,0 %) 

Synchrone Metastasierung 
M0 
M1 

 
49 (71,0 %) 
20 (29,0 %) 

Tumorgröße (Median) 65 (10 – 150) mm 

Gesamtüberleben (n = 64) 
ja 
nein 

 
44 (68,8 %) 
20 (31,2 %) 

Tumorbedingter Tod (n = 64) 
ja 
nein 

 
12 (18,7 %) 
52 (81,3%) 

Tabelle 7: Übersicht über Würzburger ccRCC Probanden. 
(n = 69, Follow-up Daten akquiriert in einem Zeitraum von 16 Jahren) 
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3.2.3 Serummaterial des Würzburger Kollektivs 

Verfügbare Messergebnisse relativer miRNA-Expressionen 

Expressionen von miR-21, -126, -145, -210 und -221 wurden im Serum von tumorfreien 

Probanden (nTF = 45), ccRCC/ woTT (nwoTT = 35) und ccRCC/ TT Patienten (nTT = 34) 

mittels qRT-PCR bestimmt und gegen miR-16 normalisiert. Details zur Methodik können 

in den Subkapiteln 2.4 und 2.5 nachgelesen werden. In der ccRCC/ woTT 

Patientengruppe konnte für miR-145 in einer Probe kein Messergebnis ermittelt werden. 

Aufgrund von Materialmangel war es nicht möglich diese Messung zu wiederholen, 

weshalb nur 34 ΔCt-Werte vorliegen. Die ermittelten Werte wurden für die 

nachfolgenden statistischen Auswertungen herangezogen (Abbildung 15). 

Abbildung 15: Heatmap zur Darstellung verfügbarer Messergebnisse relativer miRNA-
Expressionen aus Seren Würzburger Probanden. 
Tumorfrei (nTF = 45), ccRCC/ woTT (nwoTT = 35), ccRCC/ TT (nTT = 34) 
MiRNA-Expressionen wurden mittels qRT-PCR ermittelt und gegen miR-16 normalisiert. 
Lila: vollständige Daten; Gelb: fehlende Datenpunkte 
miR-21, -126, -210, -221: n = 114; miR-145: n = 113 
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3.2.4 Relative miRNA-Expressionsunterschiede zwischen den 
Probandengruppen 

Im Rahmen der statistischen Auswertung wurde für jede miRNA (miR-21, -126, -145, -

210, -221) untersucht, ob anhand ihrer relativen Expression eine statistisch signifikante 

Unterscheidung zwischen Kontrollproben, ccRCC/ woTT sowie ccRCC/ TT Seren 

vorgenommen werden kann. Nachfolgen werden die Ergebnisse für jede einzelne 

miRNA präsentiert. Eine Übersicht der Ergebnisse dieses Kapitels findet sich in den 

Subkapiteln 3.2.4.5 und 3.2.4.6. 

 

3.2.4.1 MiR-21 

Mittels ANOVA konnten für miR-21 hochsignifikante Expressionsunterschiede (p = 4e-

3) zwischen den Serumproben von Kontrollprobanden (nTF = 45), ccRCC/ woTT (nwoTT = 

35) und ccRCC/ TT (nTT = 34) Patienten ermittelt werden (Abbildung 16). Im 

anschließenden gepaarten t-Test konnte nach einer p-Wert-Korrektur mit Hilfe der Holm-

Bonferroni Methode eine deutlich signifikante Überexpression für die ccRCC/ woTT 

Patientengruppe gegenüber der Kontrolle (p = 0,008) ermittelt werden. In ccRCC/ TT 

Proben war miR-21 gegenüber ccRCC/ woTT Proben signifikant herunterreguliert (p = 

0,03). Zwischen ccRCC/ TT Proben und der Kontrolle konnte kein statistisch signifikanter 

Unterschied (p = 0,45) ermittelt werden (Abbildung 16). 
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3.2.4.2 MiR-126 

Die statistische Auswertung relativer miR-126-Expressionen in Seren von 

Kontrollprobanden (nTF = 45), ccRCC/ woTT (nwoTT = 35) und ccRCC/ TT (nTT = 34) 

Patienten mittels Kruskal-Wallis Test zeigte mit einem p-Wert von 9,3e-6 

hochsignifikante Unterschiede zwischen den Serumproben (Abbildung 17). 

Mit Hilfe des anschließenden post hoc Dunn’s Tests konnte nach einer p-Wert-Korrektur 

mittels Holm-Bonferroni Methode eine deutlich signifikante miRNA-126-Hochregulierung 

in den ccRCC/ woTT (p = 1e-5) sowie ccRCC/ TT Patientenseren (p = 0,002) gegenüber 

der Kontrolle ermittelt werden. Zwischen ccRCC/ TT und ccRCC/ woTT Proben konnte 

nicht statistisch signifikant (p = 0,26) unterschieden werden (Abbildung 17). 

 

 

 

Abbildung 16: Relative miR-21 Expressionsunterschiede zwischen Würzburger Probandenseren. 
MiRNA-Expressionen wurden mittels qRT-PCR ermittelt und gegen miR-16 normalisiert. 
A.) Box-Whisker-Plots zur Darstellung relativer Expressionen von miR-21 in Kontrollseren (nTF = 45), 
Seren von Tumorpatienten ohne (nwoTT = 35) und mit Gefäßinvasion (nTT = 34). Statistik: ANOVA 
B.) Heatmap zur Darstellung von p-Wert-Ergebnissen aus dem post hoc gepaarten t-Test zwischen den 
Serumgruppen. Es erfolgte eine p-Wert Korrektur nach der Holm-Bonferroni Methode. Signifikante 
Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen wurden für p < 0,05 stärkeabhängig mittels ansteigender 
grüner Farbintensität veranschaulicht. Nicht signifikante Ergebnisse (NS) wurden rot dargestellt. 
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3.2.4.3 MiR-145 
Die statistische Auswertung relativer miR-145 Expressionen in Seren von 

Kontrollprobanden (nTF = 45), ccRCC/ woTT (nwoTT = 34) und ccRCC/ TT (nTT = 34) 

Patienten mittels ANOVA zeigte mit einem p-Wert von 1e-6 hochsignifikante 

Unterschiede zwischen den Serumproben (Abbildung 18). 

Im anschließenden gepaarten t-Test konnte nach einer p-Wert-Korrektur mit Hilfe der 

Holm-Bonferroni Methode eine signifikante miR-145-Überexpression in ccRCC/ woTT (p 

= 2e-6) und ccRCC/ TT Proben (p = 0,020) gegenüber der Kontrolle ermittelt werden. In 

ccRCC/ TT Proben war miR-145 gegenüber ccRCC/ woTT Seren signifikant (p = 0,009) 

herunterreguliert (Abbildung 18). 

Abbildung 17: Relative miR-126 Expressionsunterschiede zwischen Würzburger Probandenseren. 
MiRNA-Expressionen wurden mittels qRT-PCR ermittelt und gegen miR-16 normalisiert. 
A.) Box-Whisker-Plots zur Darstellung relativer Expressionen von miR-126 im Serum von 
Kontrollprobanden (nTF = 45), Patienten mit ccRCC/ woTT (nwoTT = 35) sowie ccRCC/ TT (nTT = 34). 
Statistik: Kruskal-Wallis Test 
B.) Heatmap zur Darstellung von p-Wert-Ergebnissen aus dem post hoc Dunn’s Test zwischen den 
einzelnen Serumgruppen. Es erfolgte eine p-Wert Korrektur nach der Holm-Bonferroni Methode. 
Signifikante miRNA-Expressionsunterschiede zwischen den einzelnen Gruppen wurden für p < 0,05 
stärkeabhängig mittels ansteigender grüner Farbintensität veranschaulicht. Nicht signifikante Ergebnisse 
(NS) wurden rot dargestellt. 
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3.2.4.3 MiR-210 

Die statistische Auswertung relativer miR-210 Expressionen in Seren von 

Kontrollprobanden (nTF = 45), ccRCC/ woTT (nwoTT = 35) und ccRCC/ TT (nTT = 34) 

Patienten mittels Kruskal-Wallis Test zeigte mit einem p-Wert von 0,85 keine statistisch 

signifikanten miRNA-Expressionsunterschiede zwischen den Proben (Abbildung 19). 

  

Abbildung 18: Relative miR-145 Expressionsunterschiede zwischen Würzburger Probandenseren. 
MiRNA-Expressionen wurden mittels qRT-PCR ermittelt und gegen miR-16 normalisiert. 
A.) Box-Whisker-Plots zur Darstellung relativer Expressionen von miR-145 im Serum von 
Kontrollprobanden (nTF = 45), ccRCC/ woTT (nwoTT = 34) sowie ccRCC/ TT (nTT = 34) Probanden. 
Statistik: ANOVA 
B.) Heatmap zur Darstellung von p-Wert-Ergebnissen aus dem post hoc gepaarten t-Test zwischen den 
einzelnen Serumgruppen. Es erfolgte eine p-Wert Korrektur nach der Holm-Bonferroni Methode. 
Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen wurden für p < 0,05 stärkeabhängig mittels 
ansteigender grüner Farbintensität veranschaulicht. Nicht signifikante Ergebnisse (NS) wurden rot 
dargestellt. 
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3.2.4.4 MiR-221 

Die statistische Auswertung relativer miR-221 Expressionen der Seren von 

Kontrollprobanden (nTF = 45), ccRCC/ woTT (nwoTT = 35) und ccRCC/ TT (nTT = 34) 

Patienten mittels Kruskal-Wallis-Test zeigte mit einem p-Wert von 9e-4 hochsignifikante 

Unterschiede zwischen den Serumproben. 
Im anschließenden post hoc Dunn’s Test konnte nach einer p-Wert-Korrektur mittels 

Holm-Bonferroni Methode eine signifikante miR-221-Überexpression in ccRCC/ woTT 

Seren (p = 0,03) gegenüber der Kontrolle ermittelt werden. MiR-221 war in ccRCC/ TT 

Proben im Vergleich zu ccRCC/ woTT Seren deutlich signifikant herunterreguliert (p = 

7e-4). Zwischen ccRCC/ TT und Kontrollproben konnte nicht statistisch signifikant (p = 

0,14) unterschieden werden (Abbildung 20). 

Abbildung 19: Relative miR-210 Expressionsunterschiede zwischen Würzburger Probandenseren. 
Box-Whisker-Plots zur Darstellung relativer Expressionen von miR-210 im Serum von Kontrollprobanden 
(nTF = 45), ccRCC/ woTT (nwoTT = 35) sowie ccRCC/ TT (nTT = 34) Patienten. 
MiRNA-Expressionen wurden mittels qRT-PCR ermittelt und gegen miR-16 normalisiert. 
Statistik: Kruskal-Wallis Test. Es konnten keine statistisch signifikanten miRNA-Expressionsunterschiede 
zwischen den Gruppen ermittelt werden. 
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3.2.4.5 Übersicht über relative miRNA-Expressionsunterschiede innerhalb des 
Würzburger Kollektivs 

Tabelle 8 bietet eine Übersicht über relevante relative Expressionsunterschiede 

einzelner miRNAs zwischen Serumproben der dreien Würzburger Gruppen (Tumorfrei: 

nTF = 45, ccRCC/ woTT: nwoTT = 35, ccRCC/ TT: nTT = 34). Ergänzend zur abgebildeten 

Signifikanzstärke wurden die miRNA-ΔCt-Differenzen zwischen den Gruppen errechnet. 

MiR-210 wurde aus der tabellarischen Darstellung ausgeschlossen, da für diese keine 

statisch signifikanten relativen Expressionsunterschiede zwischen den Serumproben 

ermittelt werden konnten (Abbildung 19). 

Abbildung 20: Relative miR-221 Expressionsunterschiede zwischen Würzburger Probandenseren. 
A.) Box-Whisker-Plots zur Darstellung relativer Expressionen von miR-221 im Serum von 
Kontrollprobanden (nTF = 45), Patienten mit ccRCC/ woTT (nwoTT = 35) sowie ccRCC/ TT (nTT = 34). 
Statistik: Kruskal-Wallis Test 
B.) Heatmap zur Darstellung von p-Wert-Ergebnissen aus dem post hoc Dunn’s Test zwischen den 
einzelnen Serumgruppen. Es erfolgte eine p-Wert Korrektur nach der Holm-Bonferroni Methode. 
Signifikante Unterschiede zwischen den einzelnen Gruppen wurden für p < 0,05 stärkeabhängig mittels 
ansteigender grüner Farbintensität veranschaulicht. Nicht signifikante Ergebnisse (NS) wurden rot 
dargestellt. 
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 woTT vs. TF TT vs. TF TT vs. woTT 

miR-21 ↑** (0,70 ΔCt) ↑ ns (0,15 ΔCt) ↓* (- 0,55 ΔCt) 

miR-126 ↑*** (0,92 ΔCt) ↑** (0,60 ΔCt) ↓ ns (- 0,32 ΔCt) 

miR-145 ↑*** (1,41 ΔCt) ↑* (0,57 Δ Ct) ↓** (- 0,84 ΔCt) 

miR-221 ↑* (0,73 ΔCt) ↓ ns (- 0,34 ΔCt) ↓*** (- 1,07 ΔCt) 

 

3.2.4.6 Upside-Down-Effekt relativer miRNA-Expressionen im Serum 

Betrachtet man die miRNA-Expressionsprofile im Serum in der Übersicht, so lässt sich 

ein gewisser Upside-Down-Effekt zwischen den Proben einzelner Gruppen beobachten 

(Abbildung 21). Während sich zunächst eine deutliche Überexpression aller vier miRNAs 

(miR-21, -126, -145, -221) in ccRCC/ woTT Proben (nwoTT = 35) gegenüber Seren 

tumorfreier Probanden (nTF = 45) beobachten lässt, sinkt ihre relative Expression wieder 

stark ab, sobald der Tumor das Gefäßsystem infiltriert (nTT = 34). Die Expressionslevel 

nähern sich nahezu dem Stand tumorfreier Probanden an. Lediglich für miR-126 sowie 

-145 lässt sich noch eine leichte statistisch signifikante Überexpression in den TT-

Proben gegenüber TF-Seren ermitteln (Abbildung 21). 

  

Tabelle 8: Übersicht über relative miRNA-Expressionsunterschiede zwischen Serumgruppen des 
Würzburger Kollektivs. 
ccRCC/ woTT (woTT: nwoTT = 35), ccRCC/ TT (TT: nTT = 34), tumorfreie Probanden (TF: nTF = 45) 
Statistik: post hoc gepaarter t-Test nach einer ANOVA (miR-21, -145)/ post hoc Dunn’s Test nach einem 
Kruskal-Wallis Test (miR-126 und -221). Es erfolgte eine p-Wert-Korrektur nach der Holm-Bonferroni 
Methode. Signifikante Unterschiede wurden für p < 0,05 mit (*), für p < 0,01 mit (**) und für p < 0,001 mit 
(***) markiert. Nicht signifikante Ergebnisse wurden mit „ns“ beschriftet. Eine relative Überexpression 
wurden mit "↑", eine Herunterregulation mit "↓" veranschaulicht. 
Ergänzend zur abgebildeten Signifikanzstärke wurden die miRNA-ΔCt-Differenzen zwischen den 
Gruppen errechnet. 
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Abbildung 21: Upside-Down-Effekt – relative miRNA-Expressionsunterschiede zwischen Seren 
von ccRCC/ woTT (woTT) und ccRCC/ TT (TT) Patienten sowie tumorfreien Probanden (TF). 
Eine relative Überexpression wurden mit "↑", eine Herunterregulation mit "↓" veranschaulicht. Die 
Signifikanzstärke im post hoc gepaarten t-Test nach einer ANOVA (miR-21, -145) / post hoc Dunn’s Test 
nach einem Kruskal-Wallis Test (miR-126, -221) wurde für p < 0,05 mit (*), für p < 0,01 mit (**) und für p 
< 0,001 mit (***) gekennzeichnet. Es erfolgte eine p-Wert-Korrektur nach der Holm-Bonferroni Methode. 
Nicht signifikante Expressionsunterschiede wurden mit „ns“ gekennzeichnet. Zusätzlich wurden die 
Differenzen zwischen den ΔCt-Mittelwerten einzelner miRNAs der Gruppen ermittelt, um die Stärke der 
Expressionsunterschiede zu verdeutlichen. 
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3.2.5 ccRCC: Zusammenhang zwischen miRNA-Expressionen und 
Follow-up Parametern 

In die nachfolgende statistische Untersuchung der Assoziation zwischen relativen 

miRNA-Expressionen und Follow-up Parametern wurden 69 ccRCC Patienten 

einbezogen, die sich weiter in Serumproben von 34 ccRCC/ TT (49,3 %) und 35 ccRCC/ 

woTT (50,7 %) Patienten unterteilen ließen (Abbildung 22). Detaillierte Informationen zu 

den Follow-up Daten der ccRCC Probanden können Tabelle 7 (Subkapitel 3.2.2) 

entnommen werden. 

Eine Übersicht über die ermittelten Assoziationen ist in Kapitel 3.2.5.6 zu finden. Hieran 

schließt sich in Subkapitel 3.2.5.7 eine Cox-Regression an, um den Einfluss einzelner 

miRNAs und klinikopathologischer Faktoren auf das tumorbedingte Versterben der 

ccRCC-Patienten zu untersuchen. 

  

Abbildung 22: Kuchendiagramm – Würzburger ccRCC Patienten (ccRCC/ TT: nTT = 34 und ccRCC/ 
woTT: nwoTT = 35). 
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3.2.5.1 Synchrone Metastasierung 

Synchrone Metastasen wurden bei 20 Patienten diagnostiziert (M1, 29,0 %), 49 

Probanden waren metastasenfrei (M0, 71,0 %) (Abbildung 23a). 

Im ungepaarten zweiseitigen Student’s t-Tests konnten keine statistisch signifikanten 

relativen Expressionsunterschiede für miR-21 (p = 0,224), -145 (p = 0,667) und -221 (p 

= 0,278) zwischen der M1- und M0-Subgruppe ermittelt werden. Im Welch-Test ergaben 

sich keine statistisch signifikanten Ergebnisse für miR-126 (p = 0,908) und -210 (p = 

0,109) (Abbildung 23). 

Abbildung 23a: (A) Kuchendiagramm – Fallzahlen Würzburger ccRCC Patienten mit (nM1 = 20) und 
ohne (nM0 = 49) synchrone Metastasierung; (B - C) Box-Whisker-Plots – relative Expression von 
miR-21 und -126 im Serum dieser Subgruppen. 
Methodik: qRT-PCR – gegen miR-16 normalisiert, ungepaarter zweiseitiger Student’s t-Test (miR-21) / 
Welch-Tests (miR-126). Keine statistisch signifikanten Expressionsunterschiede. 
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3.2.5.2 Lymphknotenstatus 

Bei neun ccRCC-Patienten wurden Lymphknotenmetastasen diagnostiziert (13,0 %), 60 

Probanden waren frei von Lymphknotenmetastasen (87,0 %) (Abbildung 24a). 

Mit Hilfe eines ungepaarten zweiseitigen Student’s t-Tests konnten keine signifikanten 

miRNA-Expressionsunterschiede zwischen der N+- und N0-Subgruppe festgestellt 

werden – miR-21 (p = 0,935), -126 (p = 0,971), -210 (p = 0,262) und -221 (p = 0,923). 

MiR-145 war mit einem p-Wert von 0,062 in Proben der N+-Subgruppe gegenüber der 

Referenz überexprimiert (Abbildung 24). 

Abbildung 23b: (D – F) Box-Whisker-Plots – 
relative Expression von miR-145, -210 und -221 
im Serum Würzburger ccRCC Patienten mit (nM1 
= 20) / ohne (nM0 = 49) synchrone Metastasen. 
Methodik: qRT-PCR – gegen miR-16 normalisiert; 
ungepaarter zweiseitiger Student’s t-Tests (miR-
145 und -221) / Welch-Test (miR-210). Keine 
statistisch signifikanten Expressionsunterschiede. 
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Abbildung 24a: (A) Kuchendiagramm – Fallzahlen Würzburger ccRCC-Patienten mit (nN+ = 9) und 
ohne (nN0 = 60) Lymphknotenmetastasen; (B - C) Box-Whisker-Plots – relative Expression von 
miR-21 und -126 im Serum dieser Subgruppen. 
Methodik: qRT-PCR – gegen miR-16 normalisiert; ungepaarter zweiseitiger Student’s t-Test. Keine 
statistisch signifikanten Expressionsunterschiede. 
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3.2.5.3 Graduierung nach Fuhrman 

Innerhalb der ccRCC-Gruppe wurden zwei Patienten dem Grading 1 nach Fuhrman 

zugeordnet (2,9 %), 48 Patienten dem Grading 2 (69,6 %), 18 Patienten dem Grading 3 

(26,1 %) und ein Patient dem Grading 4 (1,4 %) (Abbildung 25a). Aufgrund einer sehr 

geringen G1- und G4-Probenanzahl, wurden diese nicht in die statistischen 

Auswertungen einbezogen. 

Auswertungen mit Hilfe des ungepaarten zweiseitigen Student’s t-Tests zeigten für miR-

21 (p = 0,60), -145 (p = 0,50) sowie -221 (p = 0,58) keine signifikanten relativen 

Expressionsunterschiede zwischen der G2- und G3-Subgruppe. Ebenso konnte für miR-

126 (p = 0,20) kein signifikantes Ergebnis mittels Mann-Whitney-U-Test ermittelt werden. 

Mit einem p-Wert von 0,035 war miR-210 in Proben der G3-Subgruppe gegenüber der 

G2-Subgruppe statistisch signifikant überexprimiert (Mann-Whitney-U-Test) (Abbildung 

25). 

Abbildung 24b: (D – F) Box-Whisker-Plots – 
relative Expression von miR-145, miR-210 und 
miR-221 im Serum Würzburger ccRCC 
Patienten mit (nN+ = 9) und ohne (nN0 = 60) 
Lymphknotenmetastasen. 
Methodik: qRT-PCR – gegen miR-16 normalisiert; 
ungepaarter zweiseitiger Student’s t-Test. Keine 
statistisch signifikanten Expressionsunterschiede. 
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Abbildung 25a: (A) Kuchendiagramm – Fallzahlen Würzburger ccRCC Patienten, die dem Grading 
nach Fuhrman zugeordnet wurden (nG1 = 2, nG2 = 48, nG3 = 18, nG4 = 1); (B - C) Box-Whisker-Plots 
– relative Expression von miR-21 und -126 im Serum dieser Subgruppen. 
Methodik: qRT-PCR – gegen miR-16 normalisiert; statistische Auswertung zwischen der G2- und G3-
Subgruppe mittels ungepaarten zweiseitigen Student’s t-Tests (miR-21)/ Mann-Whitney-U-Tests (miR-
126). Keine statistisch signifikanten Expressionsunterschiede (ns). 
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Abbildung 25b: (D - F): Box-Whisker-Plots – 
relative Expression von miR-145, -210 und -
221 im Serum Würzburger ccRCC-Patienten, 
die dem Grading nach Fuhrman zugeordnet 
wurden (nG1 = 2, nG2 = 48), nG3 = 18, nG4 = 1).  
Methodik: qRT-PCR – gegen miR-16 normalisiert, 
statistische Auswertung zwischen der G2- und 
G3-Subgruppe mittels ungepaarten zweiseitigen 
Student’s t-Tests (miR-145, -221)/ Mann-Whitney-
U-Test (miR-210). Für p < 0,05 mit (*) und für nicht 
signifikante Ergebnisse mit (ns) markiert. 
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3.2.5.4 Tumorbedingtes Versterben 

Im Verlauf des Beobachtungszeitraums kam es bei 12 ccRCC-Patienten zum CRD (18,8 

%), 52 Patienten erlitten keinen CRD (81,2 %) (Abbildung 26a). 

Mit Hilfe des ungepaarten zweiseitigen Student’s t-Tests konnten keine signifikanten 

relativen miRNA-Expressionsunterschiede zwischen der CRD-Patientengruppe und der 

Referenz ermittelt werden (Abbildung 26) – miR-21 (p = 0,443), miR-126 (p = 0,543), 

miR-145 (p = 0,863), miR-210 (p = 0,634), miR-221 (p = 0,468). 

Abbildung 26a: (A) Kuchendiagramm – Fallzahlen Würzburger ccRCC Patienten, die im Verlauf 
des Follow-ups einen tumorbedingten Tod (CRD) erlitten (nCRD = 12) und denjenigen, die nicht am 
Tumor verstarben (nkein CRD = 52); (B - C) Box-Whisker-Plots – relative Expressionen von miR-21 
und miR-126 im Serum dieser Gruppen. 
Methodik: qRT-PCR – gegen miR-16 normalisiert; ungepaarter zweiseitiger Student’s t-Test. Keine 
statistisch signifikanten Expressionsunterschiede. 
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Abbildung 26b: (D - F) Box-Whisker-Plots – 
relative Expressionen von miR-145, miR-210 
und miR-221 im Serum Würzburger ccRCC 
Probanden, die im Verlauf des Follow-ups 
einen tumorbedingten Tod (CRD) erlitten (nCRD 
= 12) im Vergleich zu denjenigen, die nicht am 
Tumor verstarben (nkein CRD = 52). 
Methodik: qRT-PCR – gegen miR-16 normalisiert; 
ungepaarter zweiseitiger Student’s t-Test. Keine 
statistisch signifikanten Expressionsunterschiede. 
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3.2.5.5 Gesamtüberleben 

Im Verlauf des Follow-ups verstarben 20 ccRCC Patienten	 (31,2 %), 44 

Studienteilnehmer überlebten (68,8 %) (Abbildung 27a). 

Mit Hilfe des ungepaarten zweiseitigen Student’s t-Test konnten für miR-21 (p = 0,163), 

-126 (p = 0,627), -145 (p = 0,645) sowie -210 (p = 0,374) keine signifikanten relativen 

miRNA-Expressionsunterschiede zwischen den beiden Subgruppen ermittelt werden. 

Der Welch-Test ergab für miR-221 ebenfalls kein statistisch signifikantes Ergebnis (p = 

0,392) (Abbildung 27). 

  

Abbildung 27a: (A) Kuchendiagramm – Fallzahlen Würzburger ccRCC-Patienten, die im Verlauf 
des Follow-ups verstarben (nverstorben = 20) und denjenigen, die überlebten (nlebt = 44); (B - C) Box-
Whisker-Plots – relative Expressionen von miR-21, miR-126 im Serum dieser Subgruppen. 
Methodik: qRT-PCR – gegen miR-16 normalisiert; ungepaarter zweiseitiger Student’s t-Test. Keine 
statistisch signifikanten Expressionsunterschiede. 
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Abbildung 27b: (D - F) Box-Whisker-Plots – 
relative Expressionen von miR-145, miR-210 
und miR-221 im Serum Würzburger ccRCC 
Probanden, die während des Follow-ups 
verstarben (nverstorben = 20) und denjenigen, die 
am Leben blieben (nlebt = 44). 
Methodik: qRT-PCR – gegen miR-16 normalisiert; 
ungepaarter zweiseitiger Student’s t-Test (miR-
145, miR-210)/ Welch-Test (miR-221). Keine 
statistisch signifikanten Expressionsunterschiede. 
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3.2.5.6 Übersicht über die Zusammenhänge innerhalb der Würzburger ccRCC-
Gruppe 

Innerhalb der Würzburger ccRCC-Gruppe ließen sich in Serumproben lediglich für miR-

145 und miR-210 Assoziationen in Bezug auf Follow-up Parameter ermitteln (Tabelle 9). 

So war miR-145 in der N+-Subgruppe gegenüber N0 hochreguliert (p = 0,062). MiR-210 

zeigte sich in der G3-Subgruppe (Graduierung nach Fuhrman) gegenüber G2 

überexprimiert (p = 0,035). Für alle anderen miRNAs konnten keine signifikanten 

Abweichungen gezeigt werden. 

 

 

 

 

3.2.5.7 Cox-Proportional-Hazards-Regression 

Einfluss der Follow-up Parameter und miRNAs auf das tumorbedingte Versterben 
Würzburger ccRCC Patienten 

Tabelle 10 bietet eine Übersicht über die Ergebnisse der univariaten Cox-Regression 

einzelner klinikopathologischer Faktoren sowie der miRNAs in Bezug auf das 

tumorbedingte Versterben des Würzburger ccRCC-Kollektivs (nccRCC = 63, nCRD = 12). 

Es lässt sich feststellen, dass im vorliegenden Datensatz, nur klinikopathologische 

Faktoren (N-Status, synchrone Metastasierung, Tumorgröße) in der univariaten Cox-

Regressionsanalyse als relevante Einflussfaktoren in Bezug auf das tumorbedingte 

Versterben identifiziert werden konnten. Alle drei Variablen waren mit einem höheren 

CRD-Risiko assoziiert (N-Status: HR 9,87, p = 1e-4; synchrone Metastasierung: HR 

19,43, p = 2e-4, Tumorgröße: HR 1,22, p = 0,02). Für keine miRNA konnte ein statistisch 

signifikanter Zusammenhang mit dem tumorbedingten Versterben hergestellt werden. 

 N+ vs. N0 G3 vs. G2 

miR-145 ↑ (p = 0,062) ns ns 

miR-210 ns ↑* 

Tabelle 9: Übersicht über relevante Zusammenhänge zwischen relativen miRNA-Expressionen in 
Seren und Follow-up Parametern Würzburger ccRCC Patienten. 
MiR-145 zeigte sich in der N+-Subgruppe gegenüber N0 hochreguliert. MiR-210 war in der G3-
Subgruppe (Grading nach Fuhrman) gegenüber G2 überexprimiert. 
Statistik: zweiseitiger Student’s t-Test (miR-145)/ Mann-Whitney-U-Test (miR-210). Signifikante 
Ergebnisse wurden für p < 0,05 mit (*) gekennzeichnet. Nicht signifikante Ergebnisse wurde mit „ns“ 
beschriftet. 
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Parameter HR 
(95 % CI) P-Wert 

miR-21 
0,83 

(0,45 – 1,50) 
0,53 

miR-126 0,77 
(0,42 – 1,42) 

0,40 

miR-145 1,08 
(0,66 – 1,77) 

0,76 

miR-210 0,89 
(0,47 – 1,70) 

0,73 

miR-221 
0,86 

(0,54 – 1,37) 
0,53 

Alter 0,99 
(0,93 – 1,05) 

0,75 

Tumorgröße 1,22 
(1,03 – 1,43) 

0,02* 

Grading nach 
Fuhrman 

2,03 
(0,67 – 6,01) 

0,21 

N-Status 
9,87 

(3,07 – 31,7) 0,0001*** 

Synchrone 
Metastasierung 

19,43 
(4,13 – 91,4) 0,0002*** 

Tabelle 10: Ergebnisse der univariaten Cox-Regression für Würzburger ccRCC Patienten – 
klinikopathologische Faktoren und miRNAs in Bezug auf den tumorbedingten Tod (CRD). 
Anzahl beobachteter Probanden: 63 
Anzahl der Patienten, die einen CRD erlitten: 12 
Signifikante Einflussfaktoren wurden fett markiert und für p < 0,05 mit (*) sowie für p < 0,001 mit (***) 
gekennzeichnet.  
HR: Hazard Ratio; CI: Konfidenzintervall. 
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3.2.6 ccRCC/ TT: Zusammenhänge zwischen miRNA-Expressionen 
und Follow-up Parametern 

Für 34 ccRCC/ TT Patienten standen Follow-up Daten zur Verfügung, für 33 war das 

Follow-up vollständig. Die Follow-up Daten wurden über einen Zeitraum von 15 Jahren 

an der Klinik und Poliklinik für Urologie und Kinderurologie am Universitätsklinikum 

Würzburg akquiriert. Der Altersmedian lag bei 68 Jahren. Bei knapp der Hälfte aller 

ccRCC/ TT Patienten wurden synchrone Metastasen (nM1 = 16, 47,1 %) diagnostiziert. 

Lymphknotenmetastasen wurden bei 23,5 % der Patienten (nN+ = 8) festgestellt. Der 

Tumorgrößenmedian lag bei 83 mm. Von 33 ccRCC/ TT Patienten erlitten 10 einen 

tumorbedingten Tod (nCRD = 10). Eine detaillierte Übersicht über die Würzburger ccRCC/ 

TT Patienten kann Tabelle 11 entnommen werden. 

Eine Übersicht über die ermittelten Assoziationen ist in Subkapitel 3.2.6.5 zu finden. 

Hieran schließt sich in Subkapitel 3.2.6.6 eine Cox-Regression an, um den Einfluss 

einzelner miRNAs und klinikopathologischer Faktoren auf das tumorbedingte Versterben 

der ccRCC/ TT Patienten zu untersuchen. 
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Follow-up Zeit (Median; n = 33) 29 (0 – 165) Monate 

Patientenalter (Median) 68 (47 – 87) Jahre 

Geschlecht 
männlich 

 
34 (100 %) 

Tumorstadium  
pT3a 
pT3b 
pT4 

 
5 (14,7 %) 
28 (82,4 %) 
1 (2,9 %) 

Venöse Gefäßinfiltration 
intrarenal 
Nierenvene 
Vena cava 

 
6 (17,6 %) 
14 (41,2 %) 
14 (41,2 %) 

Grading nach Fuhrman 
2 
3 
4 

 
19 (55,9 %) 
14 (41,2 %) 

1 (2,9%) 

Lymphknotenstatus 
N0 
N+ 

 
26 (76,5 %) 
8 (23,5 %) 

Synchrone Metastasierung 
M0 
M1 

 
18 (52,9 %) 
16 (47,1 %) 

Tumorgröße (Median) 83 (34 – 150) mm 

Gesamtüberleben (n = 33) 
ja 
nein 

 
21 (63,6%) 
12 (36,4 %) 

Tumorbedingter Tod (n = 33) 
ja 
nein 

 
10 (30,3 %) 
23 (69,7 %) 

Tabelle 11: Übersicht über Follow-up Daten Würzburger ccRCC/ TT Patienten. 

(n = 34, Daten akquiriert in einem Zeitraum von 15 Jahren) 
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3.2.6.1 Synchrone Metastasierung 

Synchrone Metastasen wurden bei 16 ccRCC/ TT Patienten diagnostiziert (47,1 %), 18 

Probanden waren frei von Metastasen (52,9 %) (Abbildung 28a). 

Im ungepaarten zweiseitigen Student’s t-Test konnten keine signifikanten relativen 

Expressionsunterschiede für miR-21 (p = 0,224), -126 (p = 0,739), miR-145 (p = 0,887), 

miR-210 (p = 0,450) und miR-221 (p = 0,762) zwischen der M1- und M0-Subgruppe 

ermittelt werden (Abbildung 28). 

 

  

Abbildung 28a: (A) Kuchendiagramm – Fallzahlen Würzburger ccRCC/ TT Patienten mit (nM1 = 16) 
und ohne (nM0 = 18) synchrone Metastasierung; (B - C) Box-Whisker-Plots – relative Expressionen 
von miR-21 und -126 in Seren dieser Subgruppen. 
Methodik: qRT-PCR – gegen miR-16 normalisiert; ungepaarter zweiseitiger Student’s t-Test. Keine 
statistisch signifikanten Expressionsunterschiede. 
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3.2.6.2 Lymphknotenstatus 

Bei acht ccRCC/ TT Patienten wurden Lymphknotenmetastasen diagnostiziert (23,5 %), 

26 Probanden waren frei von Metastasen (76,5 %) (Abbildung 29a). 

Mit Hilfe des ungepaarten zweiseitigen Student’s t-Tests konnten für miR-21 (p = 0,366), 

miR-126 (p = 0,648) sowie miR-221 (p = 0,415) keine signifikanten relativen 

Expressionsunterschiede zwischen der N+- und N0-Subgruppe festgestellt werden. 

MiR-145 war mit einem p-Wert von 0,009 in der N+-Subgruppe statistisch signifikant 

überexprimiert. Für miR-210 konnte ein leichter Trend ermittelt werden – diese war in 

der N+-Subgruppe überexprimiert (p = 0,096) (Abbildung 29). 

Abbildung 28b: (D - F) Box-Whisker-Plots – 
relative Expressionen von miR-145, miR-210 
und miR-221 im Serum Würzburger ccRCC/ TT 
Patienten mit (nM1 = 16) und ohne (nM0 = 18) 
synchrone Metastasen. 
Methodik: qRT-PCR – gegen miR-16 normalisiert; 
ungepaarter zweiseitiger Student’s t-Test. Keine 
statistisch signifikanten Expressionsunterschiede. 
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Abbildung 29: (A) Kuchendiagramm – 
Würzburger ccRCC/ TT Patienten mit (nN+ = 8) 
und ohne (nN0 = 26) Lymphknoten-
metastasen; (B - F) Box-Whisker-Plots – 
relative Expressionen von miR-21, miR-126, 
miR-145, miR-210, miR-221 im Serum dieser 
Gruppen. 
Methodik: qRT-PCR – gegen miR-16 
normalisiert; ungepaarter zweiseitiger Student’s 
t-Test. Für p < 0,01 mit (**) markiert. 
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3.2.6.3 Graduierung nach Fuhrman 

Innerhalb der ccRCC/ TT Gruppe wurden 19 Patienten dem Grading 2 nach Fuhrman 

(54,6 %), 14 Patienten G3 (42,4 %) und ein Patient G4 (1,5 %) zugeordnet (Abbildung 

30a). Aufgrund einer sehr geringen G4-Probenanzahl wurden diese nicht in die 

statistischen Auswertungen einbezogen. 

Auswertungen mit Hilfe des ungepaarten zweiseitigen Student’s t-Tests zeigten für miR-

21 (p = 0,59), miR-126 (p = 0,27), miR-145 (p = 0,72), miR-210 (p = 0,18) sowie miR-

221 (p = 0,46) keine signifikanten Expressionsunterschiede zwischen der G2- und G3-

Subgruppe (Abbildung 30). 

Abbildung 30a: (A) Kuchendiagramm – Fallzahlen Würzburger ccRCC/ TT Patienten, die dem 
Grading nach Fuhrman (nG2 = 19, nG3 = 14, nG4 = 1) zugeordnet wurden; (B - C) Box-Whisker-Plots 
– relative Expressionen von miR-21 und miR-126 im Serum dieser Subgruppen. 
Methodik: qRT-PCR – gegen miR-16 normalisiert; ungepaarter zweiseitiger Student’s t-Test. Keine 
statistisch signifikanten Expressionsunterschiede (ns). Aufgrund einer sehr geringen G4-Probenanzahl 
wurden diese nicht in die statistischen Auswertungen einbezogen. 
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Abbildung 30b: (D - F): Box-Whisker-Plots – 
relative Expressionen von miR-145, miR-210 
und miR-221 im Serum Würzburger ccRCC/ TT 
Patienten, die dem Grading nach Fuhrman 
zugeordnet wurden (nG2 = 19, nG3 = 14, nG4 = 1)  
Methodik: qRT-PCR – gegen miR-16 normalisiert; 
ungepaarter zweiseitiger Student’s t-Test. Keine 
signifikanten Expressionsunterschiede (ns).  
Aufgrund einer sehr geringen G4-Probenanzahl 
wurden diese nicht in die statistischen 
Auswertungen einbezogen. 
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3.2.6.4 Tumorbedingtes Versterben 

Im Verlauf des Follow-ups erlitten 10 ccRCC/ TT Patienten einen CRD (30,3 %), 23 

Patienten erlitten keinen CRD (69,7 %) (Abbildung 31a). 

Mit Hilfe des ungepaarten zweiseitigen Student’s t-Tests konnten für miR-21 (p = 0,550), 

miR-126 (p = 0,612), miR-210 (p = 0,949) sowie miR-221 (p = 0,711) beziehungsweise 

mittels Mann-Whitney-U-Test für miR-145 (p = 0,64) keine signifikanten miRNA-

Expressionsunterschiede identifiziert werden (Abbildung 31). 

  

Abbildung 31a: (A) Kuchendiagramm – Fallzahlen von ccRCC/ TT Patienten, die im Verlauf des 
Follow-ups einen tumorbedingten Tod erlitten (nCRD = 10) und denjenigen, die nicht am Tumor 
verstarben (nkein CRD = 23); (B - C) Box-Whisker-Plots – relative Expressionen von miR-21 und miR-
126 im Serum dieser Gruppen. 
Methodik: qRT-PCR – gegen miR-16 normalisiert; ungepaarter zweiseitiger Student’s t-Test. Keine 
statistisch signifikanten Expressionsunterschiede. 
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Abbildung 31b: (D - F) Box-Whisker-Plots – 
relative Expressionen von miR-145, miR-210 
und miR-221 im Serum Würzburger ccRCC/ TT 
Probanden, die im Verlauf des Follow-ups 
einen tumorbedingten Tod erlitten (nCRD = 10) 
und denjenigen, die nicht am Tumor starben 
(nkein CRD = 23). 
Methodik: qRT-PCR – gegen miR-16 normalisiert; 
ungepaarter zweiseitiger Student’s t-Test (miR-
210, miR-221)/ Mann-Whitney-U-Test (miR-145). 
Keine signifikanten Expressionsunterschiede. 
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3.2.6.5 Übersicht über Assoziationen innerhalb der Würzburger ccRCC/ TT Gruppe 

In Zusammenschau ließen sich in Serumproben der Würzburger ccRCC/ TT Gruppe 

lediglich für miR-145 und miR-210 Zusammenhänge in Bezug auf die Follow-up 

Parameter ermitteln (Tabelle 12). MiR-145 war mit einem p-Wert von 0,009 in der N+-

Subgruppe statistisch signifikant gegenüber der Referenz überexprimiert. Für miR-210 

konnte ein leichter Trend ermittelt werden – diese war in der N+-Subgruppe hochreguliert 

(p = 0,096). Für alle anderen miRNAs konnten keine signifikanten Abweichungen 

identifiziert werden. 

 

 

 

 

3.2.6.6 Cox-Proportional-Hazards-Regression 

Einfluss der Follow-up Parameter und miRNAs auf das tumorbedingte Versterben 
Würzburger ccRCC/ TT Patienten 

Tabelle 13 bietet eine Übersicht über die Ergebnisse der univariaten Cox-Regression 
einzelner klinikopathologischer Faktoren sowie der miRNAs in Bezug auf das 

tumorbedingte Versterben Würzburger ccRCC/ TT Patienten. Es lässt sich feststellen, 

dass im vorliegenden Datensatz nur klinikopathologische Faktoren (N-Status, synchrone 

Metastasierung) als relevante Faktoren in Bezug auf den CRD identifiziert werden 

konnten. Beide Variablen waren mit einer höheren CRD-Wahrscheinlichkeit assoziiert 

(N-Status: HR 5,84, p = 0,006; synchrone Metastasierung: HR 6,21, p = 0,02). Für keine 

einzelne miRNA konnte ein statistisch relevanter Einfluss auf das tumorbedingte 

Versterben gezeigt werden. 

 N+ vs. N0 

miR-145 ↑** 

miR-210 ↑ (p = 0,096) 

Tabelle 12: Übersicht über relevante Assoziationen zwischen relativen miRNA-Expressionen in 
Seren und Follow-up Parametern Würzburger ccRCC/ TT Patienten. 
MiR-145 zeigte sich in der N+-Subgruppe gegenüber N0 hochreguliert. Für MiR-210 konnte in der N+-
Subgruppe ein leichter Trend identifiziert werden, sie war gegenüber der Referenz überexprimiert.  
Statistik: ungepaarter zweiseitiger Student’s t-Test. Signifikante Ergebnisse wurden für p < 0,01 mit (**) 
gekennzeichnet. 
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Parameter HR 
(95 % CI) P-Wert 

miR-21 0,93 
(0,40 – 2,17) 

0,87 

miR-126 0,74 
(0,32 – 1,72) 

0,49 

miR-145 1,28 
(0,72 – 2,26) 

0,40 

miR-210 0,97 
(0,45 – 2,09) 

0,94 

miR-221 1,11 
(0,61 – 2,03) 

0,73 

Alter 0,98 
(0,91 – 1,05) 

0,58 

Tumorgröße 1,08 
(0,88 – 1,32) 

0,47 

Grading nach 
Fuhrman 

1,12 
(0,32 – 3,93) 

0,86 

N-Status 5,84 
(1,65 – 20,59) 

0,006** 

Synchrone 
Metastasierung 

6,21 
(1,29 – 29,97) 

0,02* 

Tabelle 13: Ergebnisse der univariaten Cox-Regression für Würzburger ccRCC/ TT Patienten – 
klinikopathologische Faktoren und miRNAs in Bezug auf den tumorbedingten Tod. 
Anzahl beobachteter Probanden: 33 
Anzahl der Patienten, die einen CRD erlitten: 10 
Signifikante Ergebnisse wurden fett markiert und für p < 0,01 mit (**) sowie für p < 0,05 mit (*) 
gekennzeichnet. 
HR: Hazard Ratio; CI: Konfidenzintervall 
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3.3 Proliferation der RCC-Zelllinien nach Transfektion 
Um die Auswirkung einer Überexpression von miR-21, miR-126, oder miR-221 auf die 

Proliferation der Nierenzellkarzinom-Zelllinien 768-O und ACHN zu untersuchen, wurden 

MTT-Tests durchgeführt (Subkapitel 2.2 und 2.5.3). 

Für die nachfolgenden Abbildungen und statistische Untersuchungen verwendete 

Mittelwerte und Standardabweichungen wurden nach Durchführung von drei 

voneinander unabhängigen MTT-Tests mit vergleichbaren Ergebnissen ermittelt. Hierbei 

wurden jeweils zu jedem Zeitpunkt Triplettwerte für die Auswertung herangezogen. Die 

graphische Darstellung der Ergebnisse erfolgte relativ zu Kontrolltransfektionen (Pre-

miRTM negative control) (Subkapitel 2.5.3.2). 

 

3.3.1 768-O Zelllinie 

Wie Abbildung 32 entnommen werden kann, führte die Überexpression mit miR-21 an 

Tag 2 p. T. zu einer Reduktion der Proliferation auf 85 % im Vergleich zur Kontrolle (p = 

0,050). An den Beobachtungstagen 4 (p = 0,092) und 5 (p = 0,098) blieb die Reduktion 

der Proliferation bestehen, diese fiel allerdings nicht statistisch signifikant aus. Die 

Überexpression mit miR-126 (Tag 2 p. T.: p = 0,148, Tag 4 p. T.: p = 0,636, Tag 5 p. T.: 

p = 0,715) oder miR-221 (Tag 2 p. T.: p = 0,743, Tag 4 p. T.: p = 0,718, Tag 5 p. T.: p = 

0,178) führte zu keiner signifikanten Veränderung der Zellproliferation. Die statistischen 

Auswertungen erfolgten mit Hilfe eines ungepaarten zweiseitigen Student’s t-Tests. 
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3.3.2 ACHN Zelllinie 

Die Überexpression von miR-126 führte an Tag 4 p. T. zu einer statistisch signifikanten 

Reduktion des Anteils vitaler ACHN-Zellen auf 92 % (p = 0,025) des Referenzwertes. An 

den Tagen 2 (p = 0,1826) und 5 (p = 0,83) p. T. zeichneten sich keine signifikanten 

Proliferationsunterschiede ab (Abbildung 33). 
Wie Abbildung 33 entnommen werden kann, resultierte die Transfektion mit miR-221 an 

Tag 4 p. T. in einer (nicht-signifikanten) Induktion des Zellwachstums um 13 % im 

Vergleich zur Kontrolle (p = 0,063). An den Tagen 2 (p = 0,791) und 5 (p = 0,589) p. T. 

konnten jedoch keine signifikanten Proliferationsunterschiede festgestellt werden. 

Abbildung 32: Säulendiagramm zur Darstellung von Ergebnissen der MTT-Tests als Anteil vitaler 
786-O-Zellen nach Transfektion mit mirVanaTM miR-21, miR-126 oder miR-221 im Vergleich zu 
Kontrolltransfektionen mit Pre-miRTM negative control (Kontrolle ≙ 1). 
Bestimmungen zellulärer Proliferationen erfolgten zu den Zeitpunkten 2, 4, und 5 Tage nach Transfektion 
(p. T.). 
miR-21: An Tag 2 p. T. zeigte sich eine Reduktion der Proliferation auf 85 % (p = 0,050). Eine nicht 
signifikante Reduktion der Proliferation blieb ebenso an Tag 4 (p = 0,092) und 5 (p = 0,098) p. T. erhalten.  
miR-126/ miR-221: keine signifikanten Proliferationsänderungen. 
Statistik: ungepaarter zweiseitiger Student’s t-Test. 
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Die Überexpression von miR-21 (Tag 2 p. T.: p = 0,836, Tag 4 p. T.: p = 0,530, Tag 5 p. 

T.: p = 0,341) führte zu keiner signifikanten Änderung des Zellwachstums (Abbildung 

33). Die statistischen Auswertungen erfolgten mit Hilfe des ungepaarten zweiseitigen 

Student’s t-Tests beziehungsweise des Mann-Whitney-U-Tests (Tag 2 p. T. für miR-

126). 

  

Abbildung 33: Säulendiagramm zur Darstellung von Ergebnissen der MTT-Tests als Anteil vitaler 
ACHN-Zellen nach Transfektion mit mirVanaTM miR-21, miR-126 oder miR-221 im Vergleich zu 
Kontrolltransfektionen mit Pre-miRTM negative control (Kontrolle ≙ 1). 
Bestimmungen zellulärer Proliferationen erfolgten zu den Zeitpunkten 2, 4, und 5 Tage nach Transfektion 
(p. T.). 
miR-21: Keine signifikanten Proliferationsänderungen. 
miR-126: An Tag 4 p.T. kam es zu einer statistisch signifikanten Reduktion der Proliferation auf 92 % im 
Vergleich zur Referenz (p = 0,025). Zu den restlichen Zeitpunkten konnte keine signifikante 
Proliferationsänderung festgestellt werden. 
miR-221: An Tag 4 p. T. kam es zu einer Induktion der Zellproliferation. Der relative Anteil vitaler Zellen 
lag 13 % über der Referenz (p = 0,063). 
Statistik: ungepaarter zweiseitiger Student’s t-Test/ Mann-Whitney-U-Test (miR-126: Tag 2 p.T.). 
Signifikante Ergebnisse wurden für p < 0,05 mit (*) gekennzeichnet. 

e 



 

 

 

93 

4. Diskussion 

Das Diskussionskapitel unterteilt sich in vier Abschnitte. Der erste Teil widmet sich den 

Ergebnissen aus den Untersuchungen der Tumorgewebe des Regensburger ccRCC/ TT 

Kollektivs. Das Augenmerk liegt auf dem zu validierenden Überlebens-

klassifikationsmodell sowie ausgewählten neu untersuchten miRNAs. Der zweite 

Abschnitt konzentriert sich auf die Serum-miRNA-Untersuchungen des Würzburger 

Kollektivs. Der dritte Teil stellt ein Gesamtbild her, in das sowohl miRNA-

Expressionsergebnisse aus dem Tumorgewebe und dem Serum einbezogen werden als 

auch Erkenntnisse aus den neuesten wissenschaftlichen Publikationen. Im vierten und 

letzten Abschnitt folgt die Diskussion der Stärken und Limitationen der Arbeit sowie der 

klinische und wissenschaftliche Weit- und Ausblick. 

 

4.1 Regensburger ccRCC/ TT Kollektiv – Tumorgewebe 
Obwohl das klarzellige Nierenzellkarzinom mit 70-80 % den größten Anteil unter den 

Nierenzellkarzinomen einnimmt, entwickeln nur wenige Patienten einen in die inferiore 

V. cava einwachsenden Tumorthrombus [23-25, 36, 247]. Diese Tatsache könnte mit 

dafür verantwortlich sein, dass für diese speziellen Nierenkrebsfälle die diagnostischen 

und prognostischen Biomarker noch unzureichend erforscht wurden und sich bislang 

keine wirkungsvolle adjuvante Therapie etablieren konnte. Die 5-Jahres-Überlebensrate 

nach erfolgreicher operativer Behandlung liegt heute zwischen 46 und 65 %, im Falle 

einer zusätzlichen Metastasierung sinkt diese allerdings auf unter 20 % [40, 41, 43, 46]. 

Aus der 2014 durch Vergho et al. publizierten Arbeit geht hervor, dass nicht alle ccRCC-

Patienten mit einem Tumorthrombus gleichermaßen vom aktuellen Therapiestandard 

profitieren. Die Ergebnisse legen nahe, dass es möglich ist, ein ccRCC/ TT Kollektiv mit 

Hilfe von Biomarkern weiter zu unterteilen und so eine Gruppe von Patienten mit einem 

sehr schlechten Verlauf zu identifizieren [1]. 

Der Arbeitsgruppe ist es gelungen mit Hilfe eines Überlebensklassifikationsmodells 

basierend auf dem CRS aus miR-21, miR-126 und miR-221, retrospektiv 37 ccRCC/ TT 

Patienten in eine prognostisch eher günstig (Low-Risk) und eine sehr ungünstig 

verlaufende Gruppe (High-Risk) zu untergliedern. Durch ihren retrospektiven Charakter, 

eine geringe Fallzahl sowie eine Beschränkung auf Würzburger Patienten war diese 

Studie hinsichtlich ihrer Aussagekraft limitiert [1]. 
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Zahlreiche Arbeitsgruppen haben in den letzten Jahren wiederholt demonstriert, dass es 

mit Hilfe von miRNA-Expressionsbestimmungen aus Gewebeproben möglich ist, 

reproduzierbare Messergebnisse zu ermitteln und so präzise zwischen tumorfreiem und 

entartetem Gewebe zu unterscheiden [53, 122]. Darüber hinaus zeichnen sich miRNAs 

durch ihre Stabilität in diversen Körpermaterialien (Tumorgewebe, Blut, Urin) sowie 

gegenüber Umwelteinflüssen aus [130, 132, 135, 136]. Ihre tumorstadienspezifische 

Expression und ihre bereits mehrfach beschriebene Rolle bei der Angiogenese, der EMT 

und Metastasierung erklären, warum ihre Erforschung als potenzielle diagnostische und 

prognostische Biomarker sowie ihr Einsatz zu Therapiezwecken in den letzten 

Jahrzehnten in den Fokus der Wissenschaft rückte [127-129, 248]. 

Basierend auf den Ergebnissen von Vergho et al. aus dem Jahr 2014 [1] wurde im 

Rahmen der vorliegenden Arbeit die Fallzahl der ccRCC/ TT Tumorproben (n = 56) mit 

Hilfe eines unabhängigen Kollektivs aus dem Regensburger Caritas-Krankenhaus St. 

Josef (Klinik für Urologie) erweitert. Zusätzlich zu den aus der Vorarbeit bekannten 

miRNAs (miR-21, miR-126, miR-200c, miR-210, miR-221) wurde die Auswahl um miR-

145, miR-205 sowie miR-513 ergänzt. 

Die akquirierten Daten wurden dazu genutzt, um zu untersuchen, ob das 

vorbeschriebene Überlebensklassifikationsmodell sich an einem unabhängigen Kollektiv 

validieren lässt und die prognostische Untergliederung des Regensburger ccRCC/ TT 

Kollektivs in eine Low-Risk- und High-Risk-Gruppe ermöglicht. Durch Ausweitung der 

Untersuchungen auf weitere miRNAs im Tumorgewebe und Serum war es ferner 

möglich neue Erkenntnisse über miRNA-Funktionen im ccRCC zu gewinnen. 

 

4.1.1 Validierung des Überlebensklassifikationsmodells 

Erfreulicherweise gelang es, die Ergebnisse von Vergho et al. [1] unter Anwendung des 

identischen CRS (miR-21, miR-126, miR-221) mit der dazugehörigen Formel (4,592 × 

ΔCt miR-21) + (−3,892 × ΔCt miR-126) + (−1,938 × ΔCt miR-221) sowie desselben 

Schwellenwerts von 18,7 ΔCt zu validieren und das aus 54 Patienten (vollständiges 

Follow-up) bestehende unabhängige Regensburger ccRCC/ TT Kollektiv retrospektiv in 

eine Hochrisikogruppe (> 18,7 ΔCt ≙ High-Risk) und eine prognostisch günstiger 

verlaufende Gruppe (< 18,7 ΔCt ≙ Low-Risk) zu unterteilen (Abbildung 12). 

Es wurde eine Sensitivität von 92,3 % (CI 95 %: 62,1 % – 99,6 %) und eine Spezifität 

von 61,0 % (CI 95 %: 44,5 % – 75,4 %) erzielt. Am Tumor verstorbene Patienten wurden 
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demnach erneut sehr präzise der High-Risk-Gruppe zuordnet (12/13 korrekt). Zum 

Vergleich: in der Vorarbeit [1] wurden 18 von 20 CRD-Fällen korrekt als High-Risk 

klassifiziert. 

In der Kaplan-Meier Überlebensanalyse (Abbildung 12) fielen die Unterschiede zwischen 

den beiden Gruppen im Log-Rank-Test deutlich signifikant aus (p = 7e-5). Konkret 

bedeutet dies, dass in der Low-Risk-Gruppe lediglich ein Patient von insgesamt 26 

Personen innerhalb des gesamten Beobachtungszeitraums an der Tumorerkrankung 

verstarb, während in der High-Risk-Gruppe 12 von 28 Personen der Krankheit erlagen. 

Betrachtet man die klassischen Beobachtungszeiträume, so waren nach 5 Jahren 

Follow-up bereits 30 % der Patienten in der High-Risk-Gruppe an der Krebserkrankung 

verstorben, nach 10 Jahren wuchs die Todesrate auf 50 %. Zum Vergleich: 100% der 

Patienten innerhalb der Low-Risk-Gruppe haben 5 Jahre des Follow-ups überlebt. Nach 

10 Jahren hatten weiterhin 94 % der Low-Risk-Patienten die Tumorerkrankung überlebt. 

Die präsentierten Ergebnisse werden durch solide 5- (93 %) und 10- (80 %) Jahres 

Follow-up Raten gestützt (Tabelle 5). 

Die beschriebenen Ergebnisse werden weiterführend durch die univariate Cox-

Regression untermauert (Tabelle 6), in der gezeigt werden konnte, dass im vorliegenden 

Datensatz die gleichen miRNAs einen signifikanten Einfluss auf das tumorbedingte 

Versterben der Patienten nehmen wie in der Vorarbeit. Dabei war miR-21 (HR 3,79, p = 

0,003) erneut mit einer negativen Prognose assoziiert, während für miR-126 wiederholt 

eine Risikoreduktion gezeigt werden konnte (HR 0,19, p = 3e-5). 

Zusammenfassend lässt sich festhalten, dass sich das von Vergho et al. [1] publizierte 

Überlebensklassifikationsmodell mit dem dazugehörigen CRS (miR-21, -126, -221) im 

Rahmen dieser Arbeit an einem unabhängigen, vergrößerten Patientenkollektiv 

erfolgreich beweisen konnte. Basierend auf den vorliegenden Ergebnissen birgt das 

Modell das Potential unter Ausweitung der Datengrundlage langfristig die 

Therapieplanung im klinischen Alltag unterstützen zu können. Ob sich das Modell unter 

weiteren Optimierungsmaßnahmen, insbesondere im prospektiven Setting, beweisen 

kann, wird sich in Zukunft zeigen müssen. 
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4.1.2 Zusammenhänge zwischen miRNA-Expressionen und 
klinikopathologischen Faktoren 

4.1.2.1 Proben metastasierter und nodal positiver Probanden 

Aus der Vorarbeit von Vergho et al. [1] bekannte miRNA-Dysregulationen für Proben 

metastasierter Patienten, konnten erneut bestätigt werden. So war miR-126 in der 

Gruppe mit diagnostizierten Fernmetastasen gegenüber der Referenz signifikant 

supprimiert, während sich miR-21 erwartungsgemäß deutlich signifikant überexprimiert 

zeigte (Abbildung 5a). Die neu untersuchte miR-145 zeigte sich in der fernmetastasierten 

Gruppe signifikant supprimiert, während miR-205 statistisch signifikant hochreguliert war 

(Abbildung 5). 

In der N+-Subgruppe fand sich eine deutliche und erwartete signifikante Suppression 

von miR-126 und eine signifikante Überexpression von miR-21 im Vergleich zur 

Referenz. Für die neu untersuchten miR-205 und -513 präsentierte sich eine signifikante 

Überexpression in Gewebeproben der N+-Subgruppe (Abbildung 6). 

 

4.1.2.2 Tumorbedingtes Versterben  

Ebenfalls identisch zur Vorarbeit war in der am Tumor verstorbenen Patientengruppe 

miR-21 stark signifikant überexprimiert, während für miR-126 eine signifikante 

Suppression ermittelt werden konnte (Abbildung 9). Dies wird durch die univariate Cox-

Regression, in der miR-21 mit einer negativen Prognose (HR 3,79, p = 0,003) assoziiert 

war, untermauert, während sich für miR-126 eine erwartete Risikoreduktion (HR 0,19, p 

= 3e-5) zeigte (Tabelle 6). Die Ergebnisse in Bezug auf miR-21 und -126 decken sich 

mit zahlreichen Publikationen anderer Arbeitsgruppen. So wird der Zusammenhang 

zwischen einer Überexpression von miR-21, der Progression des RCC und einer 

reduzierten Überlebensrate mehrfach in der Literatur beschrieben [1, 2, 141, 163-165]. 

Auch die tumorsuppressive Rolle von miR-126 ist dokumentiert. Eine Herunterregulation 

von miR-126 scheint mit einer HIF1A-Hochregulierung und einer daraus resultierenden 

Induktion der Angiogenese einherzugehen. Ihre Suppression konnte mit einem 

frühzeitigen Rezidiv von ccRCC-Patienten nach radikaler Nephrektomie assoziiert 

werden [3, 168, 169]. 

Ferner konnte für die neu untersuchten miRNAs (miR-205, miR-513) eine statistisch 

signifikante Hochregulierung von miR-513 sowie eine geringfügige, allerdings nicht mehr 
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statistisch signifikante (p = 0,079) Überexpression von miR-205 in Proben am Tumor 

verstorbener Patienten festgestellt werden (Abbildung 9). In der univariaten Cox-

Regression ließ sich lediglich für miR-205 ein geringer statistisch signifikanter 

Zusammenhang mit dem tumorbedingten Versterben (HR 1,23, p = 0,014) herstellen 

(Tabelle 6). Die Ergebnisse der miR-205-Analysen widersprechen den durch andere 

Arbeitsgruppen veröffentlichen Erkenntnissen zu ihrer Rolle beim RCC, in denen eine 

tumorsupressive Rolle für miR-205 durch Interaktion mit VEGF und dem PTEN/AKT 

Signalweg beschrieben wird [249, 250]. Auch beim Hochrisikoprostatakarzinom konnten 

Kalogirou et al. [200] zeigen, dass eine miR-205 Suppression mit 

Lymphknotenmastasen assoziiert wird. Ein Zusammenhang mit dem tumorspezifischen 

Überleben konnte durch die Arbeitsgruppe allerdings nicht identifiziert werden. 

In Zusammenschau lässt sich festhalten, dass es möglich war, die Ergebnisse aus 

unselektionierten bzw. wenig selektionierten Kollektiven (in Bezug auf das RCC-Stadium 

gemischte Kollektive) anderer Arbeitsgruppen im selektionierten Regensburger ccRCC/ 

TT größtenteils zu bestätigen. Lediglich für miR-205 widersprachen sich die Ergebnisse. 

Diesbezüglich sind weiterführende, größer angelegte Analysen notwendig, um die Rolle 

von miR-205 beim RCC zu festigen. 

 

4.1.2.3 MiR-221 

MiR-221 präsentierte sich in Proben von ccRCC/ TT Patienten mit Fernmetastasierung 

supprimiert (p = 0,060) (Abbildung 5b), ebenso wie in Proben verstorbener Patienten 

(Abbildung 8) – in der CRD-Gruppe war nur ein geringer Trend erkennbar (p = 0,269, 

Abbildung 9b). In der univariaten Cox-Regression machte sich ein Trend zur 

Risikoreduktion in Bezug auf das tumorbedingte Versterben (HR 0,74, p = 0,21, Tabelle 

6) bemerkbar. Im Rahmen unserer Zellkulturexperimente zeigte sich an Tag 5 p. T. eine 

Reduktion der Proliferation der 768-O Zelllinie auf 92 % (p = 0,178), die Ergebnisse 

waren allerdings nicht statistisch signifikant (Abbildung 32). 

Die Ergebnisse in der aktuellen Literatur sind widersprüchlich: Einerseits beschreiben Lu 

et al. in ihrer 2015 publizierten Arbeit, dass eine Überexpression von miR-221 in einer 

gesteigerten Proliferation, Migration und Invasion von 786-O-Zellen resultiert. Dabei 

konnte eine Überexpression von miR-221 im Tumorgewebe im Vergleich zum 

benachbarten tumorfreien Material identifiziert werden [6]. Auf der anderen Seite 

publizierten Heinzelmann et al. bereits 2011 eine Studie, in der sie eine 
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Herunterregulierung von miR-221 in metastasierten ccRCC Gewebeproben gegenüber 

Tumorproben von Patienten ohne Metastasen beobachtet hatten [219]. Beim 

Prostatakarzinom kamen Spahn et al. zum Ergebnis, dass eine Suppression von miR-

221 mit Tumorprogression und einer verschlechterten Prognose assoziiert sei [218]. 

Anhand der zitierten Studien, der vorliegenden Ergebnisse und der Erkenntnisse unserer 

eigenen Arbeitsgruppe [1, 218] bildet sich am ehesten eine tumorsupressive Rolle für 

miR-221 im ccRCC ab. Unter Einbindung in den CRS ließ sich mit ihrer Hilfe die 

Prognose von ccRCC/ TT Patienten präziser bestimmen. 

 

4.1.2.4 MiR-145  

MiR-145 zeigte sich in Gewebeproben von Patienten mit Fernmetastasierung 

supprimiert (Abbildung 5a), ebenso wie in der am Tumor verstorbenen Gruppe (p = 0,19) 

(Abbildung 9a). In der univariaten Cox-Regression ließ sich für miR-145 eine gewisse 

Risikoreduktion in Bezug auf das tumorbedingte Versterben erkennen (HR 0,75, p = 

0,10) (Tabelle 6). 

Bisherige Untersuchungen durch andere Laborgruppen kamen zum Schluss, dass miR-

145 im RCC-Gewebe herunterreguliert ist und ihre Überexpression in ACHN- und 786-

O-Zellen mit einer Proliferationshemmung einhergeht [4, 5, 186]. Diese Ergebnisse 

decken sich teilweise mit denen von Vergho et al., in der 2014 publizierten Arbeit konnte 

gezeigt werden, dass miR-143 im ccRCC/ TT Gewebe stark gegenüber ccRCC/ woTT 

Proben herunterreguliert ist [1]. Nach eigener Recherche gibt es zur Expression von 

miR-145 in ccRCC/ TT Proben bislang keine publizierten Untersuchungen. Da miR-143 

und -145 zum selben Cluster gehören und in bisherigen Analysen ihre Expression stark 

positiv miteinander korreliert [4, 241], lässt sich vermuten, dass miR-145 sich in diesem 

Fall kongruent verhält. Für die noch folgende Diskussion der miRNA-

Expressionsunterschiede zwischen Serum und Tumorgewebe wird angenommen 

werden, dass miR-145 in ccRCC/ TT Gewebeproben gegenüber thrombusfreien ccRCC-

Proben supprimiert ist. 

Beim Blick auf andere Tumore lässt sich feststellen, dass miR-145 in die Regulation der 

EMT involviert ist [175, 176, 181, 182] und in Tumorgeweben zumeist supprimiert zu 

sein scheint. 

In Bezug auf die miR-145 Expression im RCC-Gewebe existieren kontroverse 

Ergebnisse: So fanden etwa Petrozza et al. in ihrer 2015 publizierten Arbeit gar keine 
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statistisch signifikante Abweichung zwischen tumorfreiem Gewebe und ccRCC Proben 

[251]. 

In Zusammenschau scheint die wissenschaftliche Lage in Bezug auf die Rolle von miR-

145 im ccRCC noch unscharf. In unseren Daten zeichnet sich für das selektionierte 

Regensburger ccRCC/ TT Kollektiv eine Risikoreduktion für das tumorbedingte 

Versterben ab. 

 

4.1.2.5 MiR-513 

Für die neu untersuchte miR-513 konnte eine signifikante Überexpression in Proben von 

N+-Patienten (Abbildung 6) sowie der CRD-Gruppe (Abbildung 9b) beobachtet werden. 

Dies widerspricht den bisherigen Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen. So berichten 

Nientiedt et al. sowie Zaravinos et al., dass miR-513 im Nierenzellkarzinomgewebe 

herunterreguliert sei [220, 221]. Die wenigen weiteren Publikationen zur Funktion von 

miR-513 in anderen Tumorentitäten deuten auf eine tumorsuppressive Rolle hin. So wird 

berichtet, dass eine miR-513-Suppression im Endometrium- und Ovarialkarzinom sowie 

im Hochrisikoneuroblastom mit einer verschlechterten Prognose einhergehe [222-224]. 

Da sich unsere Messungen lediglich auf das ccRCC/ TT Kollektiv beschränken und kein 

direkter Vergleich zu thrombusfreien oder gar tumorfreien Gewebeproben vorliegt, ist es 

nicht möglich unsere Ergebnisse zufriedenstellend mit denen anderer Arbeitsgruppen zu 

vergleichen. Demnach lässt sich zum aktuellen Zeitpunkt nur sagen, dass eine 

Überexpression von miR-513 in unserem Kollektiv mit negativen Faktoren aussoziiert 

wird. Ob dies mit einer onkogenen oder protektiven Funktion von miR-513 einhergeht, 

ist zum aktuellen Zeitpunkt nicht beurteilbar. Die in der Einleitung aufgestellte These, 

dass miR-513 im RCC eventuell PD-L1 herunterregulieren könnte und auf diese Weise 

tumorsuppressiv wirke, lässt sich durch die vorliegenden Expressionsergebnisse nicht 

bestätigen. 

Da die Rolle von miR-513 im RCC noch unklar ist, wäre es von Interesse diese in 

weiterführenden Studien näher zu erforschen. Grundlage hierfür bieten Publikationen 

von Arbeitsgruppen, die bereits über Dysregulationen von miR-513 im RCC berichtet 

haben [220, 221]. 
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4.2 Würzburger Kollektiv: miRNA-Expressionen in Seren von ccRCC/ 
woTT-, ccRCC/ TT- und Kontrollprobanden 

Über die Validierung der Ergebnisse von Vergho et al. [1] hinaus stellte sich die Frage, 

ob es mit Hilfe einer einfachen, kostengünstigen und für den klinischen Alltag 

praktikablen miRNA-Expressionserfassung aus dem Serum möglich ist, zwischen 

tumorfreien Probanden, am ccRCC/ woTT und am ccRCC/ TT erkrankten Patienten zu 

unterscheiden. 

Wie bereits in Unterkapitel 3.2.4.6 des Ergebnisteils beschrieben, zeigt sich bei isolierter 

Betrachtung der Serum-Expressionsergebnisse ein gewisser Upside-Down-Effekt 

(Abbildung 34). Während sich zunächst eine deutliche Überexpression aller vier miRNAs 

(miR-21, miR-126, miR-145, miR-221) in der ccRCC/ woTT Gruppe gegenüber 

tumorfreien Probanden beobachten lässt, sinkt ihre relative Expression wieder stark ab, 

sobald der Tumor das Gefäßsystem infiltriert. Die Expressionslevel nähern sich nahezu 

dem Stand tumorfreier Individuen an. Lediglich für miR-126 sowie miR-145 lässt sich 

noch eine leichte, aber statistisch signifikante Überexpression gegenüber tumorfreien 

Proben ermitteln. Bei isolierter Betrachtung der Serumergebnisse lässt sich kein 

zufriedenstellender Erklärungsansatz für den beobachteten Upside-Down-Effekt 

herleiten. Aus diesem Grund soll dieses Phänomen nachfolgend unter Einbeziehung der 

Ergebnisse aus den Tumorgewebeuntersuchungen und ausführlicher Literaturrecherche 

tiefergreifender diskutiert werden. 

In den Subkapiteln 3.2.5.7 und 3.2.6.6 lässt sich ferner nachvollziehen, dass basierend 

auf den univariaten Cox-Regressionsanalysen keine der miRNAs prognoserelevant für 

das gesamte Würzburger ccRCC Kollektiv oder die isolierte Gruppe der ccRCC/ TT 

Patienten war. 
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4.3 Gesamtbild: Expressionsunterschiede zwischen Gewebe und 
Serum 
Der beschriebene Upside-Down-Effekt der miRNA-Expressionen im Serum erscheint im 

ersten Augenblick überraschend, da sich miRNAs im Gewebe von ccRCC-Patienten 

zum Teil völlig anders verhalten. So zeigen Expressionsbestimmungen von 

beispielsweise miR-21 im Gewebe, für die mehrfach eine onkogene Rolle in der Literatur 

beschrieben wird, einen allmählichen Anstieg ihrer relativen Expression, je weiter das 

ccRCC fortschreitet [1, 2]. Für die am ehesten als tumorsuppressiv beschriebenen 

miRNAs (miR-126, miR-145, miR-221) zeigt sich hingegen meist ein stetiger 

Expressionsabfall, der sich mit dem Progress des Tumors assoziieren lässt (für miR-145 

beachte Subkapitel 2.6) [1, 4, 5, 169, 252]. Laut Arbeiten von Vergho et al. lässt sich für 

miR-126 kein statistisch signifikanter Expressionsunterschied zwischen ccRCC/ woTT-

Abbildung 34: Upside-Down-Effekt - miRNA-Expressionsunterschiede zwischen Seren von 
ccRCC/ woTT- (woTT) und ccRCC/ TT- (TT) Patienten sowie tumorfreien Probanden (TF) 
Eine relative Überexpression wurden mit "↑", eine Herunterregulation mit "↓" veranschaulicht. Die 
Signifikanzstärke im post hoc t-Test nach einer ANOVA (miR-21, -145) / post hoc Dunn’s Test nach einem 
Kruskal-Wallis Test (miR-126, -221) wurde für p < 0,05 mit (*), p < 0,01 mit (**) und p < 0,001 mit (***) 
gekennzeichnet. Es erfolgte eine p-Wert-Korrektur nach der Holm-Bonferroni Methode. Nicht signifikante 
Expressionsunterschiede wurden mit „ns“ gekennzeichnet. Zusätzlich wurden die Differenzen zwischen 
den ΔCt-Mittelwerten einzelner miRNAs der Gruppen ermittelt, um die Stärke der 
Expressionsunterschiede zu verdeutlichen. 
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Proben und umliegendem tumorfreiem Gewebe nachweisen [1, 2], während andere 

Arbeitsgruppen von einer Überexpression berichten [3, 252]. Den allermeisten 

Untersuchungen scheint gemeinsam zu sein, dass die miR-126 Expression mit der 

Tumorprogression sinkt und dies mit einer negativen Prognose assoziiert ist [1, 3, 169]. 

Ähnlich verhält es sich mit miR-221: In der 2014 von Vergho et al. publizierten Arbeit 

konnte gezeigt werden, dass miR-221 im Tumorgewebe vom ccRCC/ TT gegenüber 

ccRCC/ woTT deutlich herunterreguliert ist [1]. Heinzelmann et al. kamen ebenfalls zum 

Ergebnis, dass miR-221 im metastasierten ccRCC supprimiert ist [219]. Laut Lu et al. 

und Szabó et al. ist miR-221 im ccRCC/ woTT Gewebe im Vergleich zu umliegenden 

tumorfreien Proben überexprimiert [6, 7]. Anhand vorliegender Ergebnisse lässt sich im 

Serum eine ähnliche Dynamik relativer Expressionen für miR-21, miR-126 und miR-221 

im Vergleich zum bekannten Expressionsverhalten im Gewebe beobachten (Abbildung 

35) [2, 3, 252]. Alle drei miRNAs zeigen sich sowohl im Tumorgewebe als auch im Serum 

von ccRCC/ woTT Probanden gegenüber tumorfreiem Gewebe beziehungsweise Seren 

tumorfreier Probanden überexprimiert. MiR-145 ist laut Literaturrecherche im ccRCC/ 

woTT-Gewebe herunterreguliert [4, 5], während sich in unseren Serumuntersuchungen 

eine deutliche Überexpression feststellen lässt (1,41 ΔCt, p = 2e-6) (Abbildung 35).  

Nach gründlicher Recherche sind zum heutigen Zeitpunkt keine Arbeiten veröffentlicht, 

in denen die Expression von miR-145 im Blut von RCC Patienten untersucht wurde. 

Bezüglich anderer urologischer Tumoren findet man eine im Jahr 2015 durch Kelly et al. 

publizierte Studie, in der die Arbeitsgruppe eine Überexpression von miR-145 im Blut 

von Prostatakarzinompatienten gegenüber tumorfreien Probanden berichtet [253]. 

Dringt der Tumor schlussendlich ins Gefäßsystem ein, lässt sich beobachten, dass die 

tumorsuppressiven miRNAs (miR-126, miR-145, miR-221) im Gewebe im Vergleich zu 

ccRCC/ woTT Proben stark absinken [1] (für miR-145 beachte Subkapitel 2.6) – dies 

gleicht der erfassten Dynamik im Serum (Abbildung 36). Allerdings entsteht eine 

Diskrepanz beim Blick auf die bekannte Onco-miR-21. Während diese im Gewebe weiter 

ansteigt [1], sinkt sie in den Serumergebnissen überaschenderweise ab (-0,55 ΔCt; p = 

0,03) und nähert sich dem Level tumorfreier Probanden an – sie ist gegenüber diesen 

nicht mehr statistisch signifikant überexprimiert (Abbildung 34). Aktuell stehen hierzu 

nach gründlicher Recherche keine publizierten Serum-Vergleichsdaten von Patienten 

mit einem weit fortgeschrittenem RCC zur Verfügung.  
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Die folgenden Unterkapitel widmen sich einer detaillierten Betrachtung einzelner 

ausgewählter miRNAs (miR-21, miR-145, miR-221), um ihre Rolle im ccRCC 

tiefergreifender zu diskutieren. Die Unterkapitel befassen sich ferner mit molekularen 

Mechanismen dieser miRNAs, die als mögliche Begründung für den beschriebenen 

Upside-Down-Effekt im Serum (Abbildung 34) herangezogen werden können. 

 

 

Abbildung 35: Veranschaulichung von miRNA-Expressionsunterschieden im Gewebe (links) und 
Serum (rechts) von ccRCC/ woTT gegenüber tumorfreien Proben (TF). 
Eine relative Überexpression wurde mit "↑", eine Herunterregulation mit "↓" und kein 
Expressionsunterschied mit „↔“ gekennzeichnet. Die dargestellten Expressionsunterschiede 
entsprechen dem Vergleich zwischen ccRCC/ woTT Geweben gegenüber umliegenden tumorfreien 
Gewebearealen (miR-21 [2], miR-126 [2, 3], miR-145 [4, 5], miR-221 [6, 7]) bzw. ccRCC/ woTT 
Patientenseren gegenüber Seren tumorfreier Probanden (Daten vorliegender Arbeit).  
Abbildung modifiziert nach Kotlyar, et al., Cancers, 2023. [8] 
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Abbildung 36: Veranschaulichung von miRNA-Expressionsunterschieden im Gewebe (links) und 
Serum (rechts) von ccRCC/ TT gegenüber ccRCC/ woTT (woTT) Proben.  
Schematische Darstellung des Eindringens des ccRCCs in das Gefäßsystem unter Abgabe von 
Tumorzellen. 
Eine relative Überexpression wurde mit "↑" und eine Herunterregulation mit "↓" gekennzeichnet. Die 
dargestellten Expressionsunterschiede entsprechen dem Vergleich zwischen Tumorgeweben von 
ccRCC/ TT gegenüber ccRCC/ woTT (miR-21, miR-126, miR-145 (beachte Subkapitel 2.6), -221 [1]) bzw. 
ccRCC/ TT Patientenseren gegenüber Seren von ccRCC/ woTT Probanden (Daten vorliegender Arbeit). 
Mit „ns“ ist eine nicht signifikante Suppression gekennzeichnet. 
Abbildung modifiziert nach Kotlyar, et al., Cancers, 2023. [8] 
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4.3.1 MiR-221 

Die Rolle von miR-221 im ccRCC ist unzureichend untersucht und bislang nicht 

eindeutig. Dies wurde bereits in der Einleitung (1.4.7) und in Subkapitel 4.1.2.3 des 

Diskussionsteils ausführlich dargelegt. Nachfolgend soll die durch mehrere 

Arbeitsgruppen vermutete onkogene Rolle von miR-221 im ccRCC auf Grundlage 

unserer Ergebnisse und unter Einbeziehung weiterer Literatur kritisch betrachtet werden. 

(1) Lu et al. teilten miR-221, nachdem sie ihre Überexpression in ccRCC-Geweben 

gegenüber umliegendem tumorfreiem Gewebe beobachteten, eine onkogene Rolle 

zu. Um ihre Ergebnisse zu untermauern, führten sie Zellkulturuntersuchungen durch, 

mit der Erkenntnis, dass miR-221 vermehrt in RCC-Zelllinien (786-O, ACHN, Caki-1, 

Caki-2) gegenüber normalen menschlichen Epithelzellen aus dem proximalen 

Tubulus (HK-2) überexprimiert ist. Ein miR-221-Knockout bremste die Proliferation, 

Migration und Invasion der 786-O-Zellinie [6]. 

(2) Teixeira et al. schlugen ebenfalls eine onkogene Rolle für miR-221 vor, nachdem sie 

2014 ihre Expression im Plasma von RCC Patienten (72,1 % klarzellig) vermessen 

und ihre Überexpression mit einer negativen Prognose korrelieren konnten [147]. Im 

Jahr 2017 erweiterte die Arbeitsgruppe ihre Untersuchungen und zeigte unter 

Verwendung eines kombinierten Risikoscores aus miR-210, miR-221 sowie miR-

1233, dass dieser Marker mit einem früheren tumorassoziierten Versterben in 

Verbindung steht. Auch in diesem Fall zeigte sich miR-221 überexprimiert [254]. 

Potenziell fehlten beiden Arbeitsgruppen für ein vollständiges Bild der miR-221 Funktion 

im ccRCC zwei wichtige Elemente: 

I. Probanden, bei denen zusätzlich entweder die Expression von miR-221 im Serum/ 

Plasma ((1) Lu et al. [6]) oder aber wie im Falle von (2) Teixeira et al. im Gewebe 

vermessen wurde [147, 254]. 

II. Proben von Patienten mit einem stark fortgeschrittenen Nierenzellkarzinom mit 

Invasion des Gefäßsystems. 

Betrachtet man beide Stadien (ccRCC/ woTT und ccRCC/ TT) unter Einbeziehung der 

miRNA-Expressionsergebnisse aus Gewebe und Serum, zeichnet sich ein gegenteiliges 

Bild für die Funktion von miR-221 im ccRCC ab. 
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Zwar lässt sich zunächst in ccRCC/ woTT Proben eine deutliche Überexpression von 

miR-221 sowohl im Gewebe als auch im Serum beobachten, was durchaus ihre 

onkogene Rolle untermauern könnte (Abbildung 35). Diese Dynamik kehrt sich 

allerdings um, sobald der Tumor ins Gefäßsystem eindringt – miR-221 sinkt sowohl im 

Gewebe [1], als auch im Serum deutlich ab (Serum: -1.06 ΔCt; p = 7e-4) (Abbildung 36). 

In diesem Stadium ist miR-221 im Serum gegenüber tumorfreien Probanden sogar leicht, 

allerdings nicht statistisch signifikant, herunterreguliert (-0,34 ΔCt; p = 0,136) (Abbildung 

34). 

In Zusammenschau dieser Ergebnisse, unter Einbeziehung der Zellkulturresultate 

(Abbildung 32, Abbildung 33), in denen eine miR-221 Überexpression in keiner 

statistisch signifikanten negativen oder positiven Wirkung auf RCC-Zelllinien resultierte 

und unter Berücksichtigung der Ergebnisse von Vergho et al. [1], lässt ich schlussfolgern, 

dass miR-221 die onkogene Rolle im ccRCC vermutlich zu Unrecht zugeschrieben wird. 

Bei näherer Betrachtung ist eine protektive Rolle von miR-221 im ccRCC denkbar. Ihre 

Überexpression im Gewebe und Serum von ccRCC/ woTT Probanden ließe sich in 

diesem Konzept als körpereigene Reaktion, um das Tumorwachstum aufzuhalten, 

interpretieren. Dies lässt sich unter anderem daraus folgern, dass die miR-221-

Expression nach Invasion des Gefäßsystems stark absinkt (Abbildung 36) – 

möglicherweise als Zeichen eines ausgeprägten Krankheitsprogresses. Die 

Zellkulturergebnisse von Lu et al. [6], welche zeigen, dass miR-221 in 786-O Zellen 

überexprimiert ist und ihr Knockout in einer Proliferationshemmung resultiert, 

widersprechen der beschriebenen Interpretation nicht zwangsläufig. Eine einzige miRNA 

kann zahlreiche unterschiedliche Targets besitzen und hierdurch mehrere Aufgaben 

innerhalb einer Zelllinie erfüllen. Die Überexpression von miR-221 in den Tumorzellen 

muss demnach nicht zwangsläufig als ein negativer Faktor gewertet werden. Ein 

Knockdown von miR-221 hätte auch die Funktion der Kontroll-HK-2 Zelllinie in ihrer 

Funktion beeinflussen können. Dies wurde in der zitierten Studie von Lu et al. [6] jedoch 

nicht untersucht. Der fehlende Effekt einer miR-221 Überexpression auf die 786-O und 

ACHN Zelllinien in der vorliegenden Untersuchung kann daraus resultieren, dass die 

optimalen Spiegel bereits erreicht wurden und ein „Mehr“ nicht zwangsläufig in einem 

messbaren Effekt mündet (Abbildung 32, Abbildung 33). Weiteren Aufschluss über die 

Funktion von miR-221 könnte eine Untersuchung von HK-2 Zellen im Vergleich zu RCC-
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Zelllinien erbringen. Es wäre interessant zu erfahren, wie diese Zelllinie auf eine 

Überexpression beziehungsweise ein Knockdown von miR-221 reagiert. 

 

4.3.2 MiR-145 

Bei Betrachtung der relativen Expressionsergebnisse von miR-145 im Tumorgewebe 

und Serum von ccRCC/ woTT Patienten, kann eine Diskrepanz beobachtet werden. 

Während miR-145 im ccRCC/ woTT Tumorgewebe gegenüber umliegendem 

tumorfreiem Gewebe herunterreguliert ist [4], präsentiert sie sich in Seren von ccRCC/ 

woTT Patienten gegenüber tumorfreien Probanden überexprimiert (Abbildung 35). 

Einerseits kann dies damit erklärt werden, dass die Wirkung des Tumors auf das Serum 

eingeschränkt ist, solange keine Gefäßinvasion stattgefunden hat. Denn, sobald der 

Tumor weiter fortschreitet und Anschluss an das Gefäßsystem gewinnt, lässt sich eine 

deutliche Suppression sowohl im Tumorgewebe [1] (beachte Subkapitel 2.6), als auch 

im Serum (- 0,84 ΔCt; p = 9e-3) von ccRCC/ TT Probanden beobachten (Abbildung 36). 

Andererseits wäre eine Regulation beispielsweise durch sog. long non-coding RNAs 

(LncRNA) denkbar. 

LncRNAs werden ebenso wie miRNAs der übergeordneten Gruppe nicht-kodierender 

RNAs zugeordnet (ncRNAs) [255, 256]. Wu et al. konnten zeigen, dass LncRNAs im 

Serum von ccRCC-Patienten auffindbar sind und man anhand ihrer Expression 

zwischen Tumorpatienten und tumorfreien Probanden differenzieren kann [257]. Dabei 

ist bekannt, dass LncRNAs als sog. miRNA-Schwämme mehrere miRNAs binden und 

sie in ihrer Funktion beeinträchtigen können [258]. Ferner kann eine LncRNA als 

Präkursor für die miRNA-Biogenese dienen und den Reifungsprozesse auf 

unterschiedlichen Ebenen beeinflussen [259]. 

So stellte die Arbeitsgruppe um Shi et al. fest, dass lncRNA-ROR im Tumorgewebe von 

RCC-Patienten im Vergleich zu benachbarten tumorfreien Regionen deutlich 

überexprimiert ist. Auch in den ccRCC-Zellinien Caki-1 und -2 zeigte sich lncRNA-ROR 

gegenüber HK-2 Zellen stark hochreguliert. Ein Knockdown von lncRNA-ROR in Caki-1 

und -2 führte zu einer Hemmung ihrer Proliferation und zur Apoptose [9]. Kombiniert man 

die Erkenntnisse von Shi et al. mit den Ergebnissen von der kürzlich publizierten Studie 

von Li et al., stellt man fest, dass miR-145 ein Target von lncRNA-ROR darstellt. Die 
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Transfektion von HepG2 oder SMMC-7721 Leberzellkarzinomzellen mit lncRNA-ROR 

resultierte in einer deutlichen Suppression von miR-145 [10]. 

Basierend darauf stellt die mögliche lncRNA-ROR/ miR-145 Interaktion einen plausiblen 

Erklärungsanasatz für die Suppression von miR-145 in ccRCC-Gewebeproben 

thrombusfreier Probanden dar (Abbildung 37). Auch ist es denkbar, dass mit der 

Tumorprogression dieser Effekt weiter verstärkt wird, was in einer weiteren 

Herunterregulieren von miR-145 im Tumorwebe von ccRCC/ TT Probanden im Vergleich 

zu ccRCC/ woTT resultiert [1] (beachte Subkapitel 2.6). Durch die Invasion des 

Gefäßsystems, wäre es demnach möglich, dass lncRNA-ROR vermehrt ins Blut gelangt 

und eine Suppression von miR-145 in Serumproben von ccRCC/ TT Patienten 

gegenüber thrombusfreien Probanden bewirkt (Abbildung 37). Da miR-145 in zahlreiche 

tumorsupressive Mechanismen involviert ist – Hemmung von Hexokinase-2, FSCN-1, 

MMP-11, VEGFA – begünstigt ihre Suppression den Tumorprogress [4, 181, 260-263]. 

Zusammenfassend könnte die beobachtete Diskrepanz der relativen miR-145 

Expression zwischen Tumorgewebe und Serum von ccRCC/ woTT Proben, einerseits 

durch den in diesem Stadium noch fehlenden Einfluss des Tumors auf die 

tumorsuppressiven Faktoren im Blut erklärt werden. Andererseits kann die 

Herunterregulierung von miR-145 im Tumorgewebe von ccRCC-Patienten ggf. auf eine 

Regulation durch LncRNA-ROR zurückzuführen sein. Dieser Mechanismus könnte auch 

für das beobachtete rapide Absinken von miR-145 in Serumproben von ccRCC/ TT 

Patienten mitverantwortlich sein. Diese Thesen werden in zukünftigen 

wissenschaftlichen Untersuchungen evaluiert werden müssen. 
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4.3.3 MiR-21 

MiR-21 ist in erster Linie für ihre onkogene Rolle bekannt. Dies basiert auf der 

Beobachtung, dass sie in zahlreichen Tumorgeweben überexprimiert ist und das 

Zellwachstum unterschiedlicher Krebszellen fördern kann [159-161, 165]. Auch in 

laboreigenen Arbeiten wurde festgestellt, dass miR-21 im Gewebe thrombusfreier 

ccRCC-Probanden hochreguliert ist [2] und ihre Expression mit dem Tumorfortschritt und 

der Invasion ins Gefäßsystem weiter zunimmt [1]. Ihre Überexpression wurde mit einer 

schlechteren Prognose für betroffene Patienten assoziiert [1, 2]. 

Abbildung 37: Veranschaulichung von miRNA- Expressionsunterschieden im Gewebe (links) und 
Serum (rechts) von ccRCC/ TT gegenüber ccRCC/ woTT Proben (woTT) sowie eines möglichen 
hemmenden Wirkmechanismus durch LncRNA-ROR. 
Schematische Darstellung des Eindringens des ccRCCs ins Gefäßsystem unter Abgabe von 
Tumorzellen. Eine relative Überexpression wurden mit "↑" und eine Herunterregulation mit "↓" 
gekennzeichnet. Die dargestellten Regulationen entsprechen dem Vergleich zwischen ccRCC/ TT 
Gewebeproben gegenüber ccRCC/ woTT Geweben (miR-21, -126, -145 (beachte Subkapitel 2.6), -221 
[1]) bzw. ccRCC/ TT Patientenseren gegenüber Seren von ccRCC/ woTT Probanden (Daten vorliegender 
Arbeit). Ein möglicher hemmender Wirkmechanismus durch LncRNA-ROR wurde mit „—|“ dargestellt [9, 
10]. Mit „ns“ ist eine nicht signifikante Suppression gekennzeichnet. 
Abbildung modifiziert nach Kotlyar, et al., Cancers, 2023. [8] 
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Bekannte Targets von miR-21 sind PDCD4 sowie der PTEN/PI3K/AKT-Signalweg. 

Durch eine Hemmung von PDCD4 und PTEN kann miR-21 die Proliferation, Invasion, 

Migration sowie Chemoresistenz von Krebszellen anregen [162, 264-266] (Abbildung 

38). 

Die vorliegenden Serumuntersuchungen zeigen eine miR-21 Überexpression (0,70 ΔCt, 

p = 0,008) in ccRCC/ woTT Proben im Vergleich zu Proben tumorfreier Individuen 

(Abbildung 34). Dies entspricht dem bekannten Muster bzw. der Vorstellung, dass 

bereits in diesem Tumorstadium Tumorzellen im Blut auffindbar sind. Interessanterweise 

lässt sich im vorliegenden Fall eine deutliche Diskrepanz beobachten, sobald der Tumor 

das Gefäßsystem infiltriert: Während die relative miR-21 Expression im Tumorgewebe 

von ccRCC/ TT Patienten im Vergleich zu thrombusfreien Probanden weiter zunimmt, 

fällt diese im Serum ab (- 0,55 ΔCt, p = 0,03) (Abbildung 36). 

Einen möglichen Erklärungsansatz für die beobachtete Diskrepanz des miR-21 

Expressionsverhaltens zwischen Tumorgewebe und Serum können die Daten von He et 

al. bieten [267]. Die Forschungsgruppe demonstrierte in ihrer 2017 veröffentlichten 

Arbeit, dass miR-21 vermutlich nicht auf ihre weitgehend akzeptierte onkogene Rolle 

reduziert werden kann, sondern auch zentral in die Funktionalität des Immunsystems 

involviert ist. Die Arbeitsgruppe zeigte, dass miR-21 über den PTEN/PI3K/AKT-

Signalweg für die normale T-Zell-Funktion von Bedeutung ist. Stimulierte T-Zellen von 

miR-21-Knockout Mäusen (miR-21 ̶ ) produzieren signifikant weniger IFN-γ und IL-2 im 

Vergleich zu den Wild-Typ-Artgenossen (WT) [267]. Im weiterführenden in-vivo 

Experiment implantierten He et al. miR-21-Knockoutmäusen beziehungsweise WT-

Mäusen subkutan entweder Leberzellkarzinom- (Heps) oder Sarkomzellen (S-180). 

Beide Modelle zeigten ein beschleunigtes Tumorwachstum in miR-21 ̶ -Mäusen im 

Vergleich zu den WT-Artgenossen. Im Blut und in der Milz von miR-21 ̶ -Mäusen zeigte 

sich ferner eine deutlich verringere Anzahl an CD4+, CD8+ T-Zellen im Vergleich zum 

Wildtyp. Die Fähigkeit der miR-21 ̶ -T-Zellen Tumorgewebe zu infiltrieren und IFN-γ zu 

exprimieren war ebenfalls eingeschränkt [267]. 
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Kombiniert man die Beobachtungen aus der vorliegenden Arbeit mit den Erkenntnissen 

von He et al., ließe sich anhand der beschriebenen dualistischen miR-21 Rolle 

annehmen, dass ihre Überexpression im Tumorgewebe ggf. vor allem dem Progress der 

Krebserkrankung dient, während ihre anfänglich beobachtete Hochregulierung im Serum 

thrombusfreier Probanden eine gesteigerte Aktivität für die Antitumorantwort 

widerspiegelt. Unter dieser Annahme ließe sich die miR-21 Suppression im Serum von 

ccRCC/ TT Probanden im Vergleich zu thrombusfreien Patienten dadurch erklären, dass 

infolge der Gefäßinvasion eine durch den Tumor bedingte Immunsuppression verursacht 

wird, die sich unter anderem als miR-21 Suppression im Serum präsentiert.  

Sollte sich dieser Sachverhalt in weiteren Arbeiten bestätigen, hätte dies weitreichende 

Konsequenzen. Einerseits müsste in Frage gestellt werden, ob eine miR-21 

Überexpression im Blut und Tumorgewebe tatsächlich dieselbe Funktionalität 

widerspiegelt. Andererseits müsste die miR-21 Rolle innerhalb des Immunsystems im 

Rahmen zielgerichteter Therapien und bei der Biomarker-Entwicklung berücksichtigt 

werden. 

Abbildung 38: Schematische Darstellung eines möglichen dualistischen Wirkmechanismus von 
miR-21 als Onco-miR und Protect-miR und daraus resultierende Effekte 
Eine hemmende Funktionalität wurde mit „—|“, eine induzierende mit einem „→“ veranschaulicht.  
C: Cytotoxische Zelle; Th1: Typ-1-T-Helferzelle; PDCD4: Programmed cell death protein 4; PTEN: 
Phosphatase and Tensin homolog 
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Eine zweite mögliche Erklärung für das beobachtete Expressionsverhalten wäre, dass 

sich der Tumor zwecks Invasion ins Gefäßsystem der sog. Vasculogenic Mimicry bedient 

und somit durch das Immunsystem nicht mehr adäquat erkannt wird. Dieses Phänomen 

ist für das ccRCC mehrfach beschrieben [268-270]. 

Zusammenfassend kommt für die beobachtete Diskrepanz der relativen miR-21 

Expression zwischen Tumorgewebe und Serum möglicherweise eine dualistische Rolle 

in Frage. Unter der Annahme, dass miR-21 im Tumorgewebe eine andere Rolle vertritt 

als im Blut – oder ein unterschiedliches Gleichgewicht in Bezug auf die Funktionen 

gegeben ist – könnte der beobachtete Abfall der miR-21 Expression im Serum von 

ccRCC/ TT Patienten im Vergleich zu ccRCC/ woTT Patienten entweder eine 

Immunsuppression seitens des Tumors oder aber einen Tarnmechanismus 

widerspiegeln. 

 

4.4 Stärken und Limitationen der Arbeit 
Die vorliegende Arbeit weist Limitationen auf, die im nachfolgenden Teil erläutert 

werden. Abschließend erfolgt eine Zusammenstellung der Besonderheiten und Stärken 

der vorliegenden Arbeit. 

 

4.4.1 Limitationen 

4.4.1.1 Willkürstichproben 

Bei den Daten des Regensburger und Würzburger Kollektivs handelte es sich um 

Willkürstichproben. Das bedeutet, dass in die Studie Patienten eingeschlossen wurden, 

die dieser nicht zufällig zugewiesen wurden, sondern verfügbar waren. Der Nachteil 

eines solchen Vorgehens ist, dass man nicht die Einschlusswahrscheinlichkeit für jeden 

einzelnen an der Studie teilnehmenden Patienten kennt. Aus statistischer Sicht birgt dies 

die Gefahr einer Stichprobenverzerrung. Diese macht es schwierig, aus den 

gewonnenen Ergebnissen und Erkenntnissen zuverlässige und allgemeingültige 

Aussagen über die Zielpopulation abzuleiten. 

Möchte man nach Auswertung von Studienergebnissen valide und zuverlässige 

Aussagen über eine Zielpopulation treffen, so benötigt man hierfür eine 

Zufallsstichprobe, bei der man die Einschlusswahrscheinlichkeit für die gezogene 
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Stichprobe eines jeden Individuums kennt. Idealerweise erfolgt hierfür im Voraus eine 

Stratifikation der Patienten im Rahmen einer prospektiven Studie. 

 

4.4.1.2 Potenzielle Überanpassung der Klassifikationsmodelle 

Die nächste potenzielle Limitation ist die bekannte Problematik einer Überanpassung bei 
Machine Learning Modellen. Die Gefahr einer Überanpassung steigt insbesondere dann, 

wenn Modelle an kleinen Kollektiven entwickelt werden. In der zugrundeliegenden Arbeit 

von Vergho et al. [1] wurde während der Modellentwicklung am Würzburger ccRCC/ TT 

mit Hilfe des sogenannten Akaike information criterion (AIC) die optimale Kombination 

der Vorhersageparameter (miR-21, -126, miR-221) für das tumorspezifische Überleben 

von Probanden ermittelt [1, 271]. Ferner wurden die Gewichte ((4,592 × miR-21 ΔCt) + 

(−3,892 × miR-126 ΔCt) + (−1,938 × miR-221 ΔCt)) generiert und mit Hilfe des Youden-

Index der Schwellenwert von 18,7 ΔCt festgelegt. 

In der vorliegenden Arbeit wurden schließlich die vorbeschriebenen Gewichte, der 

Schwellenwert und die miRNA-Kombination an einem unabhängigen, vergrößerten 

Regensburger Kollektiv überprüft. Es konnte demonstriert werden, dass das Modell auch 

in diesem Fall präzise Vorhersagen generieren kann. Der beschriebene Prozess 

reduziert die Wahrscheinlichkeit einer Überanpassung. 

 

4.4.1.3 Einfache Serum-miRNA-Isolationsmethode 

Mit Blick auf die Seren-Untersuchungen wird deutlich, dass im Rahmen der vorliegenden 

Arbeit auf eine einfache und praktikable Methode der miRNA-Isolierung zurückgegriffen 

wurde (Subkapitel 2.4). Dieser Ansatz ist nicht unproblematisch, da nicht eindeutig 

bekannt ist, ob die Expressionsergebnisse vornehmlich die miRNA-Expressionen in 

Tumorzellen, den miRNA-Expressionsstatus im Serum während einer Antitumor-

Reaktion oder unter anderem auch tumorunabhängige Reaktionen (z.B. Immunzellen im 

Rahmen einer Infektion, zellfreie Bestandteile) widerspiegeln. 

 

4.4.1.4 Retrospektiver Charakter 

Der retrospektive Charakter der Datenerfassung und die damit verbundene Reduktion 

der Aussagekraft der gewonnen Ergebnisse und Erkenntnisse betrifft im aktuellen Fall 

die gesamte Arbeit. Dieser ist allerdings insbesondere für die Überlebensanalyse des 



 

 

 

114 

Regensburger ccRCC/ TT Kollektivs erwähnenswert. Auch wenn ein prospektives 

Studiendesign für die Entwicklung und Validierung eines 

Überlebensklassifikationsmodells wünschenswert wäre, erscheint es zum aktuellen 

Zeitpunkt nur schwer möglich, unter Einsatz überschaubarer Kosten und einer 

angemessenen Zeitspanne genügend derart spezieller Probanden zu rekrutieren und 

nachzuverfolgen. Mit der zunehmenden Vernetzung überregionaler Zentren in naher 

Zukunft wird es möglich werden, auch für ein derart spezielles Patientenkollektiv eine 

gemeinsame prospektive Studie aufzusetzen. 

 

4.4.2 Stärken 

4.4.2.1 Einfache Serum-miRNA-Isolationsmethode 

Bei der Untersuchung der Seren wurde eine einfache, allerdings zugleich 

kostengünstige und zeiteffiziente Methode der miRNA-Expressionsbestimmung 

angewandt, mit dem Ziel diese auch für den klinischen Alltag praktikabel zu gestalten. 

 

4.4.2.2 Validierung des ccRCC/ TT Überlebensklassifikationsmodells 

Hinsichtlich des Regensburger ccRCC/ TT Kollektivs ist hervorzuheben, dass es 

erfolgreich gelungen ist, das von Vergho et al. [1] vorbeschriebene Modell mit dem 

dazugehörigen Kombinierten Risikoscore (miR-21, miR-126, miR-221) an einem 

unabhängigen, vergrößerten Patientenkollektiv zu validieren. Hierdurch konnte 

einerseits gezeigt werden, dass keine ausgeprägte Überanpassung des Modells vorliegt. 

Andererseits war es erneut möglich zu demonstrieren, dass ein bekanntes 

Hochrisikokollektiv von Nierenzellkarzinompatienten mit Infiltration der Vena cava 

deutliche Heterogenität bezüglich des klinischen Verlaufs aufweist. Das 

Hochrisikokollektiv konnte zumindest retrospektiv nochmals in eine High-Risk und Low-

Risk Gruppe weiter unterteilt werden, die mit dem Überleben der Patienten in 

Zusammenhang stehen. 

 

4.4.2.3 Gesamtbild 

Die vorliegende Arbeit bietet nicht nur einen Überblick über Expressionsmuster in 

einzelnen Kompartimenten, sondern liefert eine Gesamtbetrachtung und 
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Erklärungsansätze des Zusammenspiels von miRNA-Expressionsmustern in Gewebe 

und Serum. 

 

4.5 Klinischer sowie wissenschaftlicher Weit- und Ausblick 
Im Rahmen der vorliegenden Arbeit war es möglich, mehrere Hypothesen zu 

formulieren, die mittel- bis langfristig das Potential bieten, klinisch relevant zu werden 

und Ausgangspunkt für weiterführende Forschung zu werden. 

 

4.5.1 Ausblick für das validierte Überlebensklassifikationsmodell 

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich das vorbeschriebene 

Gewebe-basierte miRNA-Überlebensklassifikationsmodell erfolgreich an einem 

größeren unabhängigen Regensburger ccRCC/ TT Kollektiv anwenden ließ. Im 

prospektiven Kontext scheint es demnach mittel- bis langfristig durchaus im Rahmen des 

Möglichen, das validierte Überlebensklassifikationsmodell derart weiterzuentwickeln, 

dass es supportive klinische Anwendung in der Therapieplanung findet. Das Modell 

könnte dazu beitragen, ccRCC/ TT Patienten in Risikogruppen aufzuteilen, um 

Entscheidungen hinsichtlich der Notwendigkeit einer intensivierten Therapie zu treffen. 

Um dieses Vorhaben in die Realität umzusetzen, wird es einerseits notwendig sein, die 

Aussagekraft bereits vorliegender Erkenntnisse durch statistische Methoden zu stärken. 

Andererseits idealer Weise eine sogenannte Machine Learning Pipeline aufzubauen. 

Pipelines bieten die Möglichkeit, mehrere Schritte in der Datenaufbereitung zu koppeln. 

Auf diese Weise können Teile des Lernprozesses eines Modells automatisiert werden, 

um den Aufbau einer größeren Lernbibliothek zu vereinfachen. Auch Personen ohne 

Programmierkenntnisse könnten sich hierdurch am Prozess beteiligen. 

 

4.5.2 Entwicklung Serum-basierter Überlebensklassifikationsmodelle 

Mit Hilfe der Serumuntersuchungen konnte gezeigt werden, dass für mehrere miRNAs 

signifikante Expressionsunterschiede zwischen einzelnen Probandengruppen bestehen. 

Basierend auf diesen Erkanntnissen könnte in zukünftigen Arbeiten das Ziel anvisiert 

werden, Serum-basierte miRNA-Überlebensklassifikationsmodelle beispielsweise mit 

Hilfe von Machine Learning oder Deep Learning Methoden zu entwickeln. 
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5. Zusammenfassung 

Im Rahmen der Progression des klarzelligen Nierenzellkarzinoms kann es zur Invasion 

der Vena cava durch einen Tumorthrombus kommen. Allerdings besteht auch in diesem 

weit fortgeschrittenen Stadium eine zum Teil deutliche Heterogenität bezüglich des 

klinischen Verlaufs. Während sich mit bekannten Verfahren die Prognose bislang nur 

unzureichend vorhersagen ließ, gelang es in Vorarbeiten mittels im Tumorgewebe 

erfasster miRNA-Expressionen, ein Überlebensklassifikationsmodell auf Basis eines 

Kombinierten Risikoscores (miR-21, miR-126, miR-221) zu konzipieren. Hierdurch 

konnte das postoperative Überleben von ccRCC/ TT Patienten des Würzburger 

Universitätsklinikums retrospektiv vorhergesagt werden. 

In der vorliegenden Arbeit war es möglich, mit Hilfe molekularbiologischer sowie 

biostatistischer Methoden das vorbeschriebene Modell erfolgreich an einem 

unabhängigen, größeren Regensburger ccRCC/ TT Patientenkollektiv zu validieren. Am 

Tumor verstorbene Patienten konnten erneut einer klinisch relevanten High-Risk-Gruppe 

bzw. einer prognostisch günstigeren Gruppe zugeordnet werden. MiR-21 und miR-126 

waren erneut statistisch signifikant mit der Fernmetastasierung und dem tumorbedingten 

Versterben assoziiert. MiR-21 präsentierte sich sowohl in der am Tumor verstorbenen 

als auch in der fernmetastasierten Patientengruppe deutlich überexprimiert, während die 

Expression von miR-126 stark vermindert war. Die neu untersuchte miR-205 zeigte sich 

in der fernmetastasierten sowie nodal positiven Patientengruppe hochreguliert, ein 

geringer Zusammengang mit dem tumorbedingten Versterben konnte hergestellt 

werden. 

Im zweiten Ansatz gelang es relevante miRNA-Expressionsunterschiede zwischen 

Seren Würzburger ccRCC-Patienten mit und ohne Invasion des Gefäßsystems sowie 

tumorfreien Kontrollen zu identifizieren. In der Gesamtübersicht war im Serum für miR-

21, miR-126, miR-145 und miR-221 ein sog. Upside-Down-Effekt zu beobachten. 

Während sich diese miRNAs in ccRCC/ woTT Proben gegenüber tumorfreien 

Probanden zunächst überexprimiert zeigten, sank ihre relative Expression stark ab, 

sobald der Tumor das Gefäßsystem infiltrierte. Für miR-21 ließ sich hierdurch in ccRCC/ 

TT- im Vergleich zu ccRCC/ woTT-Proben ein zwischen Serum (supprimiert) und 

Gewebe (überexprimiert) gegenläufiges Expressionsverhalten identifizieren. 
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In Würzburger ccRCC/ TT Seren war zudem miR-145 in der nodal positiven Gruppe 

deutlich überexprimiert. Für alle anderen miRNAs konnten keine signifikanten 

Assoziationen in Bezug auf klinikopathologische Faktoren festgestellt werden. 

Die langfristige Herausforderung besteht darin, das validierte 

Überlebensklassifikationsmodell für ccRCC/ TT Patienten derart weiterzuentwickeln, 

dass es supportive klinische Anwendung in der Therapieplanung finden kann. Die 

Erkenntnisse zu Expressionsunterschieden in Seren bieten ferner eine Grundlage für die 

Exploration von Serum-miRs als Prognosemarker im ccRCC. 
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Appendix 

Zu Subkapitel 3.1.5.2: Fernmetastasierung in der Cox-Regressionsanalyse 

Die Fernmetastasierung (synchron und metachron) nimmt in der Cox-

Regressionsanalyse von Subkapitel 3.1.5.2 eine Sonderstellung ein (Tabelle 6). 

Aufgrund dessen, dass bei 100 % der Patienten, die einen tumorbedingten Tod erlitten 

haben, im Verlauf des Follow-ups Fernmetastasen diagnostiziert wurden und folglich 

kein Patient beobachtet wurde, der keine Fernmetastasen entwickelt hat und im Verlauf 

am Tumor verstarb, kommt es zu einer sogenannten quasi-vollständigen Trennung des 

Datensatzes. Für die Hazard Ratio ergibt sich im vorliegenden Fall ein unendlich 

positiver Wert. Es gibt mehrere Möglichkeiten wie man mit diesem statistischen Problem 

umgehen kann. Die Aufarbeitung all dieser Möglichkeiten sprengt den Rahmen dieser 

Arbeit und ist in Bezug auf die Beantwortung der zugrundeliegenden Fragestellungen 

nicht zielführend. Bei näherem Interesse bietet die Arbeit von Heinze und Schemper 

[272] weiterführende detaillierte Informationen zu dieser Thematik. 

Aufgrund dessen, dass die Errechnung eines ß-Koeffizienten und der Hazard Ratio für 

den Faktor der Fernmetastasierung nicht ausschlaggebend für die Beantwortung der 

Fragestellungen dieser Arbeit ist, wird sich an dieser Stelle der Möglichkeit bedient, von 

der quasi-vollständigen Trennung und den damit einhergehenden statistischen Folgen 

zu berichten und auf weiterführende mathematische Anpassungen zur Umgehung dieser 

Problematik verzichtet. Ferner lässt sich mit Hilfe eines Exakten Fisher-Tests zeigen, 

dass im am Tumor verstorbenem Patientenkollektiv bei statistisch signifikant (p = 1e-7) 

mehr Patienten im Verlauf des Follow-ups Fernmetastasen diagnostiziert werden 

konnten (Abbildung 39). 



 

 

 

 

 

 

  

Abbildung 39: Kuchendiagramme zur Darstellung der Verteilung der Fernmetastasierung 
(synchron und metachron) zwischen Regensburger ccRCC/ TT Patienten, die einen 
tumorbedingten Tod erlitten (nCRD = 13; nM1 = 13 ≙ 100 %) und denjenigen, die nicht am Tumor 
verstarben (nkein CRD = 43; nM1 = 8 ≙ 18,6 %, nM0 = 35 ≙ 81,4 %). 
Statistik: Exakter Fisher-Test – für p < 0,001 mit (***) markiert. 
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