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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Ubersicht Harnblasenkarzinom

1.1.1 Definition, Epidemiologie des Harnblasenkarzinoms

Das Harnblasenkarzinom ist der zweithdufigste urologische Tumor weltweit (1). In
Deutschland wird von jihrlich {iber 29.000 Neuerkrankungen ausgegangen, was es
hierzulande derzeit an die fiinfte Stelle der haufigsten soliden Tumore setzt. Im Jahr 2014
wurden 5.692 Todesfille aufgrund des Harnblasenkarzinoms verzeichnet. Bei einem
mittleren Erkrankungsalter bei Ménnern und Frauen von 74 bzw. 76 Jahren, sowie einer
um den Faktor 3 erhohten Inzidenz bei Mannern, ist dieser Tumor vor allem einer des
dlteren Mannes (2). Nicht nur die dlterwerdende Bevolkerung, sondern auch die erh6hte
Priavalenz in Industrieldndern, ldsst darauf schliefen, dass sich das Harnblasenkarzinom
in den kommenden Jahren somit zu einer groBeren Herausforderung in Europa entwickeln
wird. Histologisch lassen sich die Tumore der Harnblase unterscheiden; vor allem das
Urothelkarzinom, welches in ca. 90% der Falle und oft multilokulér auftritt, ist von groBer
Bedeutung und =zeigt bei Erstdiagnose bereits in 10-15% der Patienten eine
Metastasierung (3).

Seltenere Entititen, wie das Plattenepithelkarzinom, Adenokarzinom, neuroendokrine
Tumore oder kleinzellige Tumore werden in dieser Arbeit nicht weiter behandelt.
Prinzipiell kann das Urothelkarzinom im gesamten ableitenden Harntrakt auftreten, als
Speicherorgan mit erhdhter Exposition zu potenziell kanzerogenen/ toxischen Stoffen ist
es jedoch mit > 90% iiberwiegend in der Harnblase vorzufinden.

Als ursédchlich werden verschiedene Faktoren diskutiert. Als wichtigster Risikofaktor gilt
die Exposition zu Tabakrauch, welche fiir iiber 50% der Fille mitverantwortlich ist.
Insgesamt besteht bei Rauchern ein 2-3-fach erhohtes Risiko fiir das Auftreten eines
Urothelkarzinoms. Neben dem Nikotinkonsum gelten vor allem die Exposition zu
anderen kanzerogenen Stoffen (aromatische Amine, Phenacetin, Cyclophosphamid) oder
chronische Infektionen des Harntraktes als Risikofaktoren (4-8).

Im Gegensatz zu den exogenen Noxen ist iiber genetische Risikofaktoren im Sinne einer
hereditdren Prédisposition bislang wenig bekannt. In vereinzelten Studien wurde ein

zweifach erhohtes Risiko bei erkrankten erstgradig Verwandten beschrieben (9). Vor
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allem fiir Urothelkarzinome des oberen Harntraktes ist das HNPCC (hereditary non-

polyposis colorectal cancer) als genetischer Risikofaktor bekannt.
1.1.2 Diagnostik und Therapie

In bis zu 80% der Félle wird ein Harnblasenkarzinom durch schmerzlose Makrohdmaturie
klinisch apparent (10, 11). Als Goldstandard in der Primirdiagnostik fiir den Nachweis
eines Urothelkarzinoms gilt die Zystoskopie. Zudem wird eine Urin- bzw. Spiilzytologie
durchgefiihrt, welche vor allem aufgrund der hohen Sperzifitit von ca. 98% einen
wichtigen Bestandteil der Diagnostik bildet, durch die geringere Sensitivitdt allerdings
vor allem als ergdnzende Maflnahme durchgefiihrt werden sollte (12, 13). Im Falle eines
makroskopisch sichtbaren Tumors erfolgt die transurethrale Resektion des Blasentumors
(TUR-B). Dieses Verfahren dient zum einen der therapeutischen Abtragung des Tumors,
welches mdoglichst in toto unter Einbezug der Detrusormuskulatur erfolgen sollte, zum
anderen aber auch als diagnostische MalBnahme zur histologischen Sicherung des
Befundes.

Histopathologisch erfolgt das Tumor-Grading, welches seit 2004 das papillire
Urothelkarzinom nicht mehr in drei (G1-3), sondern in zwei verschiedene Schweregrade
(low- und high-grade) unterteilt. Als ergédnzende Vorstufe des Karzinoms wird das
PUNLMP (papillary urothelial neoplasia with low malignant potential) als zusitzliche
Entitdt mit geringerer Entartungstendenz aufgefiihrt.

WHO 2004 Low-grade

WHO 1973 BLEIEle [N EH] Grade G2

Abbildung 1:  Vergleich der unterschiedlichen Grading-Systeme des nicht-muskelinvasiven
Urothelkarzinoms.
Obenstehend die aktuell geliiufige Einteilung der WHO seit 2004.

Nicht-invasive Urothelkarzinome, welche keine papilldre Struktur aufweisen werden als
Carcinoma in situ (Cis) bezeichnet und sind per definitionem als high-grade einzuordnen.
Zusitzlich erfolgt die Einteilung nach der TNM-Klassifikation. Tumorstadien pTa und
pT1 sowie pTis werden als nicht-muskelinvasive Tumore (NMIBC) zusammengefasst

und erfahren in der Regel eine lokal begrenzte Therapie (wie in 1.2 ndher erldutert).
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Beim muskelinvasiven Blasenkarzinom (MIBC), Stadium T2-T4, gilt die radikale
Zystektomie (offen, laparoskopisch oder laparoskopisch roboterassistiert) als kurativer
Ansatz. In einigen Féllen kann im Rahmen der geplanten operativen Versorgung eine
vorausgehende neoadjuvante bzw. induktive oder nachfolgende adjuvante bzw. additive
Chemotherapie geplant werden, welche in der Regel aus einer Chemotherapie mit
Gemcitabin und Cisplatin besteht und die Uberlebenswahrscheinlichkeit nochmals erhdht
(14-16).

Alternativ zum operativen Verfahren kann dem Patienten auch die organerhaltende
Therapie mittels TUR-B und anschlieender Radiochemotherapie in kurativer Intention
angeboten werden (17), gilt jedoch nicht als Standard in der Therapie des
muskelinvasiven Urothelkarzinoms. Beim metastasierten Blasenkarzinom bildet die
Cisplatin-haltige Chemotherapie die Therapie der ersten Wahl, in der Regel in palliativer
Intention. Einen wichtigen Bestandteil vor allem der Zweitlinientherapie stellt die
Immuntherapie dar. Hierbei dient der Immuncheckpoint ,,Programmed-death
Signalweg als entscheidender Ansatzpunkt der Therapie.

Aufgrund der hohen Rezidivrate, der intensiven Uberwachungsstrategien, sowie den
hohen Therapiekosten gilt das Harnblasenkarzinom als die teuerste Krebserkrankung in

Bezug auf die lebenslangen Behandlungskosten pro Patient (18, 19).

1.2 Klinische Herausforderung des progredienten NMIBC

Eine groB3e Herausforderung der heutigen onkologischen Therapie des Urothelkarzinoms
ist die risikoadaptierte Therapie des nichtmuskelinvasiven Blasenkarzinoms. Bislang
wird zur weiteren prognostischen Einschidtzung und zur Therapieplanung nach der
Tumormaterialgewinnung der EORTC-Score (European Organisation for Research and
Treatment of Cancer) erhoben, welcher verschiedene Faktoren in die Beurteilung mit
einbezieht: Tumoranzahl, -groBe, -rezidivrate, T-Stadium der TNM-Klassifikation, sowie
Tumor-Grading. Ein low-risk Tumor nach EORTC wére demnach mit einem geringen
Rezidiv- und Progressionsrisiko verbunden, sodass eine alleinige TUR-B mit
anschlieender Friihinstallations-Chemotherapie (z.B. Mitomycin C) als therapeutische
MaBnahme empfohlen wird (20, 21). Zystoskopische Kontrollen gelten im Follow-up als
ausreichend, sind aufgrund der hohen Rezidivrate aber auch unabdingbar. Bei einem

high-risk NMIBC (non-muscle-invasive bladder cancer) zeigten Meta-Analysen eine
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geringere Rezidiv- und Progressionsrate unter einer adjuvanten BCG (Bacillus-Calmette-
Gueérin) -Instillationstherapie im Gegensatz zur adjuvanten intravesikalen Chemotherapie
mit Mitomycin C (22-26). Bei Patienten mit einem high-risk NMIBC sollte in
Abhiangigkeit des Alters, der Komorbiditdten und des Progressionsrisikos ebenfalls eine
Friihzystektomie diskutiert werden, um einem muskelinvasiven Rezidiv zuvorzukommen
und die Prognose nochmals zu verbessern (27).

Bei Diagnosestellung sind ca. 70-75% der Urothelkarzinome im nicht-muskelinvasiven
Stadium, in 70% Ta, in 20% T1 und 10% Cis (28, 29), was die Bedeutung der gezielten
Therapie hervorhebt, um einen Progress zu verhindern. Trotz der lokalen
risikoadaptierten (operativen und adjuvanten) Therapie weisen 10-20% der NMIBC einen
muskelinvasiven Progress im Verlauf auf (30).

Dies zeigt die groBe klinische Herausforderung des bislang schwer absehbaren Risikos
fiir eine Progression und somit auch eine erhohte Rate an Metastasierungen. In der
vorliegenden Arbeit wird diese Herausforderung behandelt und versucht einen moglichen

frithzeitigen Biomarker fiir einen Progress zu identifizieren.

1.3 Tumorgenese

Die Entstehung des Urothelkarzinom ist ein multifaktorielles Geschehen. Nach
derzeitiger Studienlage scheinen beim multilokuldren Auftreten des Karzinoms sowohl
eine monoklonale als auch die polyklonale Atiologie ursichlich. Bei der Genese beider
Atiologien wird davon ausgegangen, dass unter anderem die zuvor beschriebenen
Risikofaktoren zu Mutationen in einer oder mehreren Urothelzellen mit der Aktivierung
von Onkogenen oder dem Verlust von Tumorsuppressorgenen fiihren. Dies kann durch
eine maligne Transformation des gesunden Urothels iiber Dysplasien zur Entstehung von
Karzinomzellen fiihren.

Beim monoklonalen Geschehen kann es {iber mechanische Abschilferungen und
Migration des Tumorzellklons zu einer Dissemination und somit zum multilokuléren
Befall in der Blase kommen. In einigen zytogenetischen Untersuchungen zeigten sich
gleiche Mutationsmuster in den Tumorzellen des multilokuldren Geschehens, sodass die
untersuchten Karzinome bei demselben Patienten den gleichen Ursprung und somit eine
monoklonale Genese nahelegen (31-36). Andere Studien konnten unterschiedliche

molekulargenetische Charakteristika im multilokuldren Karzinom aufzeigen und auch
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das Konzept der ,field cancerization* unterstiitzen, welche auf ein polyklonales
Geschehen hindeuten (36-38).

Die maligne Transformation vom gesunden Urothel zur Tumorzelle ist mit diversen
molekularen und genetischen Prozessen assoziiert. Zu den drei wichtigsten Mechanismen
gehoren:

1) Chromosomale Aberrationen, aber auch eine verdnderte Expression von
Onkogenen und Tumorsuppressorgenen (TSG), welche oft als Trigger fiir den
Beginn der Karzinogenese dienen.

2) Verdnderungen im Zellzyklus, die hdufig zu einer ungeordneten Proliferation
fithren.

3) Verstiarkte Angiogenese, welche schlieBlich eine Metastasierung durch eine
erhohte Vaskularisierung erleichtert. (39, 40)

Als wichtigste Vertreter der Onkogene, die im Zusammenhang mit dem Urothelkarzinom
beschrieben sind, gelten: HRAS, MYC und ERBB2. Als am besten untersuchte
Tumorsuppressorgene sind vor allem das RB- (Retinoblastom) Tumorsuppressorgen und
p33 — eines der am besten untersuchten TSG, welches eine entscheidende Rolle in der
Zellzyklus-Regulation spielt — zu nennen.

Diese Gene sind Bestandteil vieler Untersuchungen und kénnen Aufschluss geben im

Hinblick auf Diagnostik, Prognose und Therapie der Erkrankung.

1.4 Micro-RNAs: Biogenese und Bedeutung fiir die Onkologie

In dieser Arbeit liegt der Fokus auf micro-RNAs (miRs), welchen in diversen Studien
onkogene bzw. tumorsuppressive Eigenschaften und ein mdglicher Zusammenhang mit
der Tumorregulation und Prognose des Urothelkarzinoms nachgewiesen werden konnte.
Zu Beginn der 90er Jahre konnte in molekulargenetischen Untersuchungen am
Fadenwurm Caenorhabditis elegans das lin-4 Gen nachgewiesen werden. Es konnte
gezeigt werden, dass dieses Gen nicht fiir ein Protein kodierte, sondern fiir zwei kleine
RNA-Abschnitte mit einer Lédnge von 22 bzw. 61 Nukleotiden. Es zeigte sich daraufthin,
dass diese RNA-Stringe sich an die 3’ untranslatierte Region (UTR) der mRNA
(messenger-RNA) des lin-14 Gens komplementdr anlagern konnten und somit eine

Translation dieser mRNA verhinderten (41, 42). Diese Forschungsergebnisse legten den
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Grundstein fiir zahlreiche weitere Untersuchungen an diesen, seit 2001 als micro-RNA
bezeichneten, RNA-Abschnitten.

Zu Beginn der Biosynthese der micro-RNAs werden die miRNA-Gene aus dem Genom
in einige Hundert bis Tausend Nukleotid-groBe RNAs, pri-miRNAs genannt,
transkribiert. Initial liegt diese als einstrangiges Transkript vor, faltet sich allerdings rasch
zu der charakteristischen haarnadelformigen Sekundérstruktur. Mithilfe eines
Mikroprozessor-Komplexes, bestehend aus dem RNA-bindenden Protein DGCR3
(Pasha) und der RNase III (Drosha), wird die pri-miRNA noch im Zellkern zur ca. 70
Nukleotid-grolen pre-miRNA prozessiert. Diese gilt als unmittelbarer Vorldufer der
reifen miRNA, welche nach der Transferierung ins Zytoplasma und weiterer Spaltung
durch die Dicer-RNAse entsteht. Die miRNA lagert sich daraufhin an ein Protein der
Argonaut-Familie an und bildet damit den RISC- (RNA-induced silencing complex)
Proteinkomplex. Der RISC-Komplex mit der inkorporierten miRNA lagert sich an die 3°-
UTR einer Ziel-mRNA an und fiihrt zu dessen Abbau bzw. zur Verhinderung ihrer
Translation. (43-45)

Durch den iiblicherweise negativen Einfluss der micro-RNAs auf die Translation bzw.
Stabilitdit einer mRNA, welche ihrerseits oft fiir zellulire Prozesse wie
Zellzyklusregulation, Differenzierung, Apoptose und Migration mitverantwortlich ist,
konnen miRNAs iiber diese posttranskriptionelle Genregulation indirekt Einfluss auf die
Proteinbiosynthese nehmen. Die miRNAs koénnen somit tumorsuppressive bzw.
onkogene Eigenschaften annehmen, indem sie die Expression des jeweiligen
Gegenspielers inhibieren. Auch ein Funktionsverlust der miRNA selbst impliziert in
einigen Fillen eine Assoziation zur Tumorgenese. So konnte erstmalig im Jahr 2002 ein
Zusammenhang hergestellt werden, als in einer von Calin et al. veroffentlichten Studie
im CLL (chronische lymphatische Leukdmie) ein hiufiger Verlust des miR- 15a/16-1
Cluster beobachtet werden konnte und diese miRNA im CLL folgend als

Tumorsuppressor eingestuft wurde (46).
1.5 micro-RNAs als molekulare Biomarker in unterschiedlichen
Tumoren

Aufgrund der Literaturrecherche und Informationen aus micro-RNA-Datenbanken

wurden filir diese Arbeit einzelne micro-RNAs mit potenziell wichtiger Rolle im
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Urothelkarzinom selektiert. Im Einzelnen wurden die miRs -9, -21, -29¢, -145, -200c, -
205, -221 untersucht.

Der miR-9 wird bislang in diversen Studien iiber unterschiedliche Tumore eine
entscheidende Rolle in der Tumorgenese zugeschrieben. Eine klare Aussage beziiglich
des onkogenen bzw. tumorsuppressiven Potenzials scheint aufgrund der teils
unterschiedlichen Regulierung aktuell nicht mdglich. Fiir das Mammakarzinom konnte
in einer Studie gezeigt werden, dass die miR-9 {iber eine Herabregulierung von E-
Cadherin die Tumorangiogenese stimuliert und somit eine verstirkte Tumorproliferation
und Metastasierung hervorruft (47). Auch im Urothel konnte in ersten Untersuchungen
Anzeichen fiir ein onkogenes Potenzial der miR-9 geliefert werden (48). Andere Arbeiten
konnten hingegen unter anderem im Mammakarzinom ein tumorsuppressives Potenzial
der micro-RNA-9 belegen (49), was die heterogene Regulation der miR-9 in Tumoren
zeigt.

Beziiglich der miR-21 zeigten unterschiedliche Arbeiten ebenso onkogene Eigenschaften
in diversen Tumoren. Im Lungenkarzinom, Mammakarzinom und auch im
Blasenkarzinom konnte dies in unterschiedlichen Analysen nachgewiesen werden(50-
52).

Die Familie der microRNA-200 gilt als tumorsuppressiv. Hier scheint vor allem eine
Suppression der EMT (epithelial-mesenchymale Transformation) eine Rolle zu spielen
und ein weniger aggressives Verhalten der Tumorzellen (Invasion und Metastasierung)
zu begiinstigen. Dies konnte bislang in unterschiedlichen Tumoren, wie dem Mamma-,
Prostata-, aber auch Urothelkarzinom gezeigt werden (53-57).

Uber einen dhnlichen Mechanismus wie die miR-200, niimlich die Regulierung des ZEB
(Zinc finger E-box-binding homeobox), welches liber E-Cadherin ebenfalls die EMT
reguliert, wirkt auch die miR-205. Eine geringe Expression von miR-205 ist mit einem
aggressiveren Tumorverhalten assoziiert, sodass hier bei erhohter Expression
tumorsuppressive Eigenschaften beobachtet werden konnten (55, 58).

Der microRNA-221 konnte nach einer hemmenden Wirkung auf die Erythropoese auch
eine onkogene Wirkung mit einer erhohten Proliferationsrate in verschiedenen Tumoren
nachgewiesen werden. Hierzu gehdren unter anderem das hepatozelluldre-, Mamma-,
Prostata-, wie aber auch das Blasenkarzinom (59-61). Bei allen aufgefiihrten miRs gibt

es potenzielle Bezugspunkte zum Urothelkarzinom, ohne dass hier weitere tiefergehende
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Ergebnisse vorliegen. Aufgrund dessen wurden sie zur weiteren Bearbeitung im Rahmen

der vorliegenden Arbeit selektiert.

1.6 miR 29c und miR 145 als Tumorsuppressoren

In den Untersuchungen der vorliegenden Arbeit konnte den micro-RNAs -29¢ und -145
eine besondere Bedeutung im Urothelkarzinom nachgewiesen werden, sodass diese zwei
micro-RNAs intensiver untersucht wurden.

Den micro-RNAs der Familie 29 konnte bereits in mehreren Studien eine Assoziation zu
diversen Erkrankungen nachgewiesen werden. Eine verringerte Expression der miR-29-
Familie scheint neben einem erhohten Risiko fiir Aortenaneurysmen, systemische
Sklerose und Leberfibrose auch mit einer verminderten Apoptose, sowie verstirkten
Proliferation und Migration in Krebserkrankungen vergesellschaftet zu sein (62-65).
Auch im Urothelkarzinom konnte bereits nachgewiesen werden, dass eine
Uberexpression der miR-29¢ mit einem verminderten Zellwachstum und verringerter
Migrationsfdhigkeit einhergeht (66). Rosenberg et al. konnten sogar einen
Zusammenhang zu einer schlechteren Prognose des Tumors bei Unterexpression der
miR-29c herstellen (67).

Ebenso wie miR-29c hat auch die miR-145 tumorsuppressive Eigenschaften inne und ist
in zahlreichen Tumoren herabreguliert (68). So ist eine verringerte Expression mit einer
verstirkten Proliferation und erhohten Progressionsneigung assoziiert (69). Auch im
Expressionsprofil  fiir miR-145 beim Urothelkarzinom der Blase konnten

tumorsuppressive Charakteristika nachgewiesen werden (70).

1.7 LOXL?2 als molekulares Target der miR-29c¢

Wie zuvor beschrieben, konnte bereits in einigen Tumoren nachgewiesen werden, dass
die tumorsuppressive miR-29c unter anderem auch die Migrationsfdhigkeit vieler
Tumore einschrinkt. Uber welche molekularen Prozesse dies geschieht ist bislang noch
nicht ausreichend erforscht. In einer experimentellen Studie von Mizuno et al. konnte
LOXL?2 (Lysyl oxidase-like 2) als Target-Gen der miR-29¢ im Plattenepithelkarzinom der
Lunge identifiziert werden (71). Die LOXL2 gehort zu der Familie der LOX, welche
mitverantwortlich fiir die Vernetzung von Elastin und Kollagen und somit fiir die

Biosynthese der extrazelluldiren Matrix ist. Eine geringe Expression der LOX-Proteine
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scheint aufgrund der zunehmend lockeren Bindegewebsstruktur mit Erkrankungen wie
GefidBdissektionen, aber auch einigen Tumoren assoziiert zu sein (72, 73). In einer Studie
zum Magenkarzinom wurde von Kaneda et al. LOX bereits als Tumorsuppressor
beschrieben (74). Der verstirkte LOX-Gehalt hingegen scheint aufgrund der
zunehmenden Fibrosierung des Gewebes zu Erkrankungen wie Atherosklerose und
Alzheimer-Demenz fiihren zu koénnen (75, 76). LOXL2 konnte in verschiedenen
Experimenten nachgewiesen werden, dass es die Migrationsfahigkeit von Tumorzellen
fordert (77). Diese Eigenschaft korreliert in der Regel mit einer ungiinstigen Prognose
und erhohten Neigung zu Invasion und Dissemination. Diese teils paradoxen
Eigenschaften der LOX-Proteine legen nahe, dass eine aberrante Expression in Tumoren
unterschiedliche Wirkungen haben konnen (78). Auch in urologischen Tumoren konnte
Proteinen der LOX-Familie tumorregulierende Eigenschaften nachgewiesen werden (79).
Fiir das Nierenzellkarzinom konnte so bereits gezeigt werden, dass {iber ein Mitglied der
miR-29-Familie (miR-29s) die onkogene LOXL?2 reguliert wird (80). Fiir das

Blasenkarzinom scheint LOXL2 hingegen bislang kaum erforscht.
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2 Fragestellung

Das Urothelkarzinom ist der zweithdufigste urologische Tumor und gilt nicht zuletzt
aufgrund seiner hdufigen Rezidive als eine der teuerste Krebserkrankung, betrachtet man
die kumulativen Therapiekosten pro Patient (81). Aufgrund der hohen Detektionsrate des
Urothelkarzinoms im oberflichlichen Stadium ist eine Abschitzung des
Progressionsrisikos wichtig, um eine optimale Therapie fiir den Patienten zu
ermoglichen. Derzeit werden fiir diese Risikoabschitzung klinische und
histopathologische Faktoren zurate gezogen. Diese sind jedoch nicht spezifisch genug,
sodass die derzeitige Einteilung keine hinreichend verlédssliche Aussage in Bezug auf den
Progress der Erkrankung zuldsst (82). Zahlreiche Studien konnten belegen, dass
molekulare Biomarker, wie micro-RNAs, bei diversen Tumorerkrankungen zusitzliche
und robuste Prognosefaktoren darstellen konnen. Diese kleinen Molekiile binden an die
untranslatierte Region (UTR) von bestimmten mRNAs und konnen so wesentlich die
Genregulation modulieren und tumorsuppressive oder onkogene Funktionen einnehmen.
Ob sich miRNAs als robuste Prognosefaktoren fiir das oberflachliche Urothelkarzinom
der Harnblase eignen, ist zurzeit weitgehend ungeklért. Um die Bedeutung verschiedener
micro-RNAs fiir die Entstehung und den Verlauf des oberfldchlichen Urothelkarzinom
der Harnblase zu evaluieren, wurde in dieser Arbeit anhand von Literatur-Studien
vielversprechende miRs ausgewéhlt und wie folgt untersucht:

1. Ein Expressionsprofil der miRs -9, -21, -29c¢, -145, -200c, -205, -221 fiir das
Blasenkarzinom wurde anhand eines neu erstellten Blasenkarzinomkollektivs
bestimmt. Durch eine Korrelation mit histopathologischen und klinischen Follow-
up-Daten wurden die miRs auf ihre Eignung als Prognosemarker fiir das nicht
muskelinvasive Blasenkarzinom hin untersucht.

2. Geeignete miRs wurden in Bezug auf ihr Potential, das Progressionsrisiko
vorherzusagen, mit einem zweiten unabhédngigen Patientenkollektiv validiert.

3. Analyse der Funktion von progressionsassoziierten miRNAs in vitro. in Hinblick
auf ihren Einfluss auf Proliferation, Migration und Apoptose unter Verwendung
von miR-transfizierten Urothelkarzinomzellen.

Detektion von moglichen Zielgenen ausgewdihlter miRs.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Patientenmaterial Wiirzburger Kollektiv

Zur Untersuchung des papilldren Urothelkarzinoms wurden in der vorliegenden Arbeit
88 Gewebeproben von 77 Patienten aus Wiirzburg ausgewertet. Da dieses Material
Gegenstand fiir einen Grof3teil der Untersuchungen in dieser Arbeit ist, ist die genaue
Zusammenstellung dieses Kollektivs im Ergebnisteil in Tabelle 1 ndher erldutert. Fiir
dieses Vorhaben liegt ein Ethikvotum der Ethik-Kommission der Universitdt Wiirzburg

mit dem Zeichen 47/20-am vor.
3.1.2 Patientenmaterial Mannheimer Kollektiv

In der vorliegenden Arbeit wurde zur Validierung der Ergebnisse aus dem Wiirzburger
Kollektiv ein zweites unabhédngiges Kollektiv verwendet, welches mit der freundlichen
Unterstiitzung der Kollegen der Universitit Mannheim, insb. PD Dr. T. Worst,
zusammengestellt und zur Verfiigung gestellt wurde. Fiir dieses Kollektiv liegt ein
Ethikvotum der Medizinischen Universitdt Mannheim mit dem Zeichen 2016-814R-MA
vor. Die Eigenschaften des Kollektivs sind in Tabelle 5 ndher dargestellt.

3.1.3 Zelllinien

Fiir die in-vitro Untersuchungen vom Urothelkarzinom in der Zellkultur wurden zwei
verschiedene Zelllinien verwendet. Beide Zellreihen wurden von der ATCC (American
Type Culture Collection) bezogen.

Die RT4-Zellreihe wurde von einem 63-jahrigen kaukasischen, minnlichen Patienten
isoliert. Das papillire Karzinom des Patienten war ein Rezidiv und befand sich im pT2
G1 Stadium.

Die Zelllinie J82 wurde aus dem Primarius eines 58-jdhriegen Kaukasiers etabliert,

welches sich zum Zeitpunkt der Probenisolierung im Stadium pT3 G3 befand (83, 84).
3.1.4 Zellkulturmedium DMEM und McCoy's

Die Zelllinien wurden gemdfl den Angaben der ATCC behandelt und kultiviert. Hierfiir
wurde bei der RT4-Zelllinie das McCoy's 5a Medium verwendet. Fiir J82 wurde
Dulbecco’s modified eagle’s medium (DMEM) High Glucose als Grundlage verwendet.

11



Material und Methoden

Beide Néhrmedien wurden zuvor mit 10% (bei McCoy’'s Medium) bzw. 20% (bei
DMEM) fetalem Kélberserum (FBS), 1% Penicillin/Streptomycin, 1% L-Gluthamin und
1% HEPES versetzt und vor Verwendung auf 37°C erhitzt. Dem DMEM High Glucose
Medium wurde zusétzlich 1% Sodium Pyruvat hinzugegeben. Nach dem Ausplatieren
wurden die Zellen im Brutschrank bei 37°C, 6% CO2-Gehalt der Luft und 95%iger
Luftfeuchtigkeit kultiviert.

3.1.5 Chemikalien und Reagenzien

3.1.5.1 molekularbiologische Experimente

Chemikalie/ Reagenz Hersteller

Rotihistol Roth (Deutschland)
Ethanol Roth (Deutschland)
Digestion Puffer Applied Biosystem (USA)
Protease Applied Biosystem (USA)

Isolation additive

Applied Biosystem (USA)

Wash 1 concentrate

Applied Biosystem (USA)

Wash 2/3 concentrate

Applied Biosystem (USA)

DNase

Applied Biosystem (USA)

10x DNase Puffer

Applied Biosystem (USA)

Elution solution

Applied Biosystem (USA)

10x RT Puffer Applied Biosystem (USA)
dNTP mix Applied Biosystem (USA)
RNase Inhibitor Applied Biosystem (USA)

MultiScribe reverse transcriptase

Applied Biosystem (USA)

RNase-free water

Applied Biosystem (USA)

Universal PCR Mastermix No Amperase

Applied Biosystem (USA)

5x Primer miR-9

Applied Biosystem (USA)

20x Primer miR-9

Applied Biosystem (USA)

5x Primer miR-21

Applied Biosystem (USA)

20x Primer miR-21

Applied Biosystem (USA)

5x Primer miR-29¢

Applied Biosystem (USA)

20x Primer miR-29c¢

Applied Biosystem (USA)

5x Primer miR-145

Applied Biosystem (USA)
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20x Primer miR-145

Applied Biosystem (USA)

5x Primer miR-200b

Applied Biosystem (USA)

20x Primer miR-200b

Applied Biosystem (USA)

5x Primer miR-200c

Applied Biosystem (USA)

20x Primer miR-200c¢

Applied Biosystem (USA)

5x Primer miR-205

Applied Biosystem (USA)

20x Primer miR-205

Applied Biosystem (USA)

5x Primer miR-221

Applied Biosystem (USA)

20x Primer miR-221

Applied Biosystem (USA)

5x Primer miR-151

Applied Biosystem (USA)

20x Primer miR-151

Applied Biosystem (USA)

miR-vana 29¢

Applied Biosystem (USA)

miR-vana 205

Applied Biosystem (USA)

Control-miR

Applied Biosystem (USA)

Chloroform Roth (Deutschland)
Isopropanol Roth (Deutschland)
TRIzol Invitrogen
CellTiter 96® AQueous One Solution (MTS) Promega
Methanol Sigma
Kristallviolett Sigma
Kollagen von Kalbshaut (0,1%) Typ I Sigma
Albumin von Kalbsserum Sigma
Caspase-Glo 3/7 Puffer Promega
Caspase-Glo 3/7 Substrat Promega
3.1.5.2 Zellkultur
Chemikalie/ Reagenz Hersteller
DMEM high glucose Biochrom (Deutschland)
McCoy's 5a Medium Biochrom (Deutschland)
FBS Sigma
HEPES Biochrom
GlutaMAX Invitrogen
Penicillin/ Streptomycin Biochrom
Sodium Pyruvat Biochrom
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Trypsin/EDTA (0,25%) Invitrogen
Dulbecco’s PBS Biochrom
OPTI-MEM 1x Invitrogen
Lipofectamin Invitrogen
Trypan-Blau (0,4%) Sigma

3.1.6 Gerite und Verbrauchsmaterialien

Gerét/ Material Modell Hersteller
PCR-Strips 0,2ml Simport
Eppendorf Tubes 1,5-5ml Eppendorf
Zentrifugen Rohrchen 15-50ml Greiner

Zentrifuge (RNA-Isolierung)

Biofuge primo

Heraeus instruments

Zentrifuge (Zellkultur)

Megafuge 16R

Heraeus instruments

Thermal PCR Cycler (RT-PCR) Primus 96 plus MWG-Biotech
PCR-Cycler (QRT-PCR) Rotor-Gene Q Qiagen
Bench 0612 Prettl
Photometer Spark 10M Tecan
Brutschrank CB 210 WBC Binder
Zellzéhler TC 20 Bio-Rad
Mikroskop (Zellkultur) Diavert Leitz
Mikroskop (Migration Assay) Orthoplan Leica
Gefrierschrank Liebherr
Kiihlschrank Liebherr
Zellkulturflaschen Cellstar (T25, T75, 6- Greiner
Well, 12-Well, 96-Well)
96-Well-Platte (Caspase-Test) Lumitrac Greiner
Transwell Kammer (Migration Porengrofie: 8um Corning
Assay) Durchmesser: 6,5mm
Wasserbad Eco Temp TW 12 Julabo
Heizblock Thermomixer comfort Eppendorf
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3.2 Methoden

3.2.1 RNA-Isolierung aus paraffinierten Gewebeproben

Das Tumorgewebe wurde in Paraffin eingebettet, im Institut flir Pathologie der
Universititsklinik Wiirzburg ausgewertet und in der Tumorbank der Klinik fiir Urologie
und Kinderurologie erfasst. Aus den in Paraffin eingebetteten Resektionsspénen (TUR-
B) bzw. Zystektomiepridparaten wurde Tumorgewebe vom Pathologen zur spiteren
Extraktion markiert. AnschlieBend wurde aus den Gewebeproben RNA isoliert und die
Expression ausgewihlter micro-RNAs (miR-9, -21, -29¢c, -145, -200c, -205 und -221)
mittels qRT-PCR analysiert.

Zur Isolierung der RNA aus Paraffingewebe wurde das RecoverAll Total Nucleic Acid
Isolationskit verwendet und das Protokoll des Herstellers befolgt:

Das markierte Gewebe wurde nach Zugabe von 1ml Rotihistol bei 50°C inkubiert,
welches nach einer Zentrifugation wieder entfernt wurde. Anschliefend wurde das
Gewebe mit 1ml Ethanol (100%) zweimal gewaschen und entparaffiniert. Dem tibrigen
RNA-Pellet wurde nach einer Inkubation iiber ca. 90 min bei 37°C ca. 100ul
Verdaupuffer, sowie 4l Protease hinzugefiigt und abermals inkubiert.

Zur RNA-Isolierung wurde ein Isoliermix, bestehend aus 120ul Verdaupuffer und 275ul
Ethanol (100%), gemischt, welches zu den Proben gegeben wurde. Das neue Gemisch
aus Proben und Isoliermix wurde auf eine Filterséule pipettiert und nach mehrmaligem
Zentrifugieren und der Zugabe der zwei Waschpuffer (Waschpuffer 1 und 2/3)
getrocknet.

Im finalen Schritt der Isolierung wurde ein DNase-Mix aus 6l DNase Puffer, 4ul DNase
und 50ul Nuklease-freiem Wasser gemischt und auf den Filter pipettiert. Nach einer
Inkubation der Proben bei 20°C {iber 30min folgten weitere Waschschritte mit den beiden
Waschpuffern und je anschlieBender Zentrifugation, sowie dem Verwerfen des
Durchflusses. AbschlieBend wurde die RNA schlieBlich mithilfe von 60ul Elutionspuffer

von dem Filter geldst und eingefroren.
3.2.2 Reverse Transkription der isolierten RNA

Um den micro-RNA Gehalt im Gewebe quantifizieren zu kénnen, wurde die Real-Time-
PCR (gqRT-PCR) verwendet. Bevor die Messung mit dieser Methode jedoch moglich ist,
bedarf es dem Zwischenschritt der Reversen Transkription (RT-PCR), in welchem die
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komplementidre cDNA synthetisiert und vervielféltigt wird. Der RNA-Anteil wurde nach
der Isolierung zunédchst im Photometer gemessen und anschlieBend mit destilliertem
Wasser zu einer Konzentration von 10ng/ml verdiinnt. Die Reverse Transkription erfolgte
mithilfe des TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kits. Mithilfe von micro-RNA
spezifischen Primern wurde konnte ein ebenso spezifisches Transkript erstellt werden.

Zur Amplifikation der DNA wurde der Thermocycler verwendet.
3.2.3 Real-Time-PCR (qRT-PCR)

Die qRT-PCR ist eine Vervielfiltigungsmethode fiir die gewonnene ¢cDNA und basiert
auf dem Prinzip der herkdémmlichen PCR. Diese wirkt {iber drei Schritte (85):
I) Denaturierung
Der gezielte Temperaturanstieg auf 94-96°C lasst die
Wasserstoftbriickenbindungen der DNA-Doppelhelix aufbrechen, sodass nur
noch die einstringigen DNA-Teile vorliegen.
IT) Primerhybridisierung
Durch das schnelle Abkiihlen auf 55-65°C konnen sich die spezifischen Primer an
die komplementiren DNA-Segmente anlagern.
I1T) Elongation
Bei einer Temperatur von 68-72°C ergédnzt die Tag-DNA-Polymerase, beginnend
am 3’-Ende des angelagerten Primers, die Nukleotide des DNA-Stranges mit
threm komplementéren Basenpaar.
Dieser Prozess wird mehrere Zyklen (in der Regel 30-40 Zyklen) wiederholt und erlaubt
so eine exponentielle Amplifizierung der DNA.
Im Rahmen der qRT-PCR kann der oben beschriebene Prozess in Echtzeit erfasst werden.
Die spezifischen miR-Primer, welche zu der cDNA-Losung hinzugegeben wurden, sind
mit einem fluoreszierenden Farbstoff versetzt. Mit dem Anlagern an den DNA-Strang
steigt das Signal der Fluoreszenz. Die Signalstirke steigert sich somit in jedem Zyklus.
Durch Festlegen eines Schwellenwertes fiir das Fluoreszenzsignal kann nach Beenden
der qRT-PCR anhand der Zykluszahl, welche zum Erreichen des Schwellenwertes
durchlaufen werden musste, der DNA-Gehalt quantifiziert werden. Das cDNA Transkript
wurde gemdll den Angaben des qRT-PCR-Kits behandelt. Die qRT-PCR wurde im
Rotorgene durchgefiihrt.
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Alle Ergebnisse der qRT-PCR sind als ACt angegeben, welches die Differenz in der
Expression der untersuchten miR zu einem ,,housekeeper widerspiegelt. In dieser Arbeit
wurde die miR-151 als solches Haushaltsgen verwendet, da es eine sehr konstante

Expression im verwendeten Urothel zeigte.
3.2.4 Zellkultur

Splitten und Kultivieren der Tumorzelllinien

Die Zellen wurden in T75 Flaschen ausplattiert und 2mal pro Woche bei einer
Konfluierungsdichte von ca. 80% gesplittet. Hierfiir wurde der Mediumiiberstand entfernt
und die Zellen mit PBS gewaschen (3-5ml PBS). Nach Hinzufiigen von Trypsin/EDTA
(0,25%) und einer zweiminiitigen Inkubation bei 37°C losten sich die Zellen von der
Flaschenoberfliche. Durch die Zugabe von FCS-haltigem Medium wurde die
enzymatische Aktivitit des Enzyms abgepuffert, um eine weitere Zelldestruktion zu
verhindern und der Flascheninhalt in ein separates 15ml Zentrifugationsrohrchen
iiberfiihrt. Nach der Zentrifugation und dem Absaugen des Uberstandes wurde das
Zellpellet in 3ml Medium resuspendiert und die Zellkonzentration im Zellz&hler
ausgewertet. Die RT4- bzw. J82-Zellreihen wurden mit einer Konzentration von je 1x10°

erneut ausgesit und der iibrige Teil fiir weitere Versuche subkultiviert.
3.2.5 Transfektion

Um den Einfluss der micro-RNAs auf die Tumorzellreihen zu Untersuchen wurde das
Prinzip der transienten Transfektion angewendet. Hierbei werden die
Nukleotidsequenzen in die Zellen eingeschleust und somit der miR-Gehalt ektop
angehoben.

Bei allen Transfektionsversuchen wurde das in 3.1.3 beschriebene Medium ohne
Penicillin/ Streptomycin verwendet. Die Zellen wurden je nach Versuchsmodell in 96-
Well-Platten, 6-Well-Platten oder T25-Flaschen subkultiviert. Nach einer Inkubation
iiber 24 Stunden wurde das Medium zunédchst wieder abgesaugt. Als neuer Zusatz wurde
OptiMEM mit Lipofectamin (1:100 bzw. 1:200 bei 96-Well Platten) und mit der miR-
vana-29c¢ bzw. -145 gemischt. Auf die Zellen wurde dieser Mix gegeben und
anschlieBend mit derselben Menge Medium aufgefiillt. Die zeitgleiche Transfektion mit
einer pre-miR-Control diente als Referenztransfektion. Am 1. Tag post transfection

wurde erneut Medium hinzugegeben.
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3.2.6 RNA-Isolierung nach Transfektion

Zur Uberpriifung des Transfektionserfolges wurde die RNA aus der Zellkultur nach
transienter Transfektion isoliert und durch anschlieBende RT-PCR und qRT-PCR der
miR-Gehalt quantifiziert.

Die Isolierung erfolgt am 2. Tag post transfection: Zundchst wurde die Probe
homogenisiert, indem 1ml TRIzol pro 50-100mg hinzugefiigt wurde. Nach zweimaligem
Vortexen und der Inkubation der Proben bei Raumtemperatur wurden 0,2ml Chloroform
(pro 1ml TRIzol) hinzugefiigt. Bei der anschlieBenden Zentrifugation bildete sich eine
klare, RNA-haltige Phase, welche vorsichtig in ein neues Eppendorf-Tube {iberfiihrt und
mit 0,5ml Isopropanol (prolml TRIzol) gemischt wurde. Durch erneutes Inkubieren und
Zentrifugieren setzte sich die RNA gelartig am Boden des R6hrchens ab. Nach Entfernen
des Uberstandes wurde das Pellet mit Iml 75%igen Ethanol (pro 1ml TRIzol) gewaschen.
Nach dem Abpipettieren des Alkohols wurde das Pellet in 501 RNase-freiem Wasser bis
zur vollstandigen Suspension bei 55-60°C geldst. Durch die anschlieBende Nanodrop-
Messung konnte die RNA-Konzentration vermessen werden, welches der Ausgangspunkt

fiir die RT-PCR (siehe 3.2.2) ist.
3.2.7 Proliferationstest

Fiir die Ermittlung der Proliferation der Zellen wurde in diesen Versuchen der MTS-Test
durchgefiihrt. Dieser Test basiert auf der Aktivitédt von zelluldren Dehydrogenasen. Diese
Dehydrogenasen spalten nach Zugabe der MTS-Reagenz die enthaltene Tetrazolium-
Verbindung  (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)  -5-(3-Carboxymethoxyphenyl)  -2-(4-
Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium; MTS) in das wasserlosliche und im Medium farblich
sichtbare Formazan.

Die Zellen wurden in den durchgefiihrten Versuchen zunéchst auf 3 verschiedene 96-
Well-Platten in einer Konzentration von 5x10° ausplattiert und fiir 24 Stunden inkubiert.
Darauthin wurden die Zellen mit den zu untersuchenden micro-RNAs transient
transfiziert. Am 2./ 5. und 6. Tag post transfection wurde das Medium abgesaugt, 100ul
der MTS-Reagenz (als 10%ige in PBS dilutierte Losung) hinzugegeben und die Zellen
fiir weitere 3 Stunden bei 37°C inkubiert. Das entstandene Formazan konnte anschlieBend
im Photometer bei einer Absorption von 490nm detektiert und quantifiziert werden. Von
drei identisch behandelten Wells wurde der Mittelwert gebildet und fiir die weiteren

Untersuchungen verwendet.
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3.2.8 Caspase Glo 3/7-Assay

Der Caspase Glo 3/7-Assay misst die Aktivitdt der Caspasen 3 und 7. Diese cysteinyl
aspartate specific Proteasen sind wichtiger Bestandteil in der Einleitung der Apoptose.
Die Zugabe einer Caspase-Reagenz (aus dem Caspase Glo 3/7-Assay von Promega) zu
den Zellen fiihrt zu einem lumineszierenden Signal, welches proportional mit der
Aktivitdt der Caspasen ansteigt und im Photometer quantifiziert werden kann.

Fiir den Versuch wurden zunichst die Zellen (J82) in einer Konzentration von 1x10* auf
einer 96-Well Platte mit weiler Wellwand, um eine lumineszierende Streuung aus
anderen Wells zu verhindern, subkultiviert. Nach Durchfiihrung der Transfektion mit
miR-29¢, wurde zusitzlich eine Negativkontrolle erstellt, welche lediglich mit
Lipofectamin beimpft und mit einer pre-miR-Control transfiziert wurde. Zusétzlich
wurde eine Positivkontrolle mit TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) in einer
Konzentration von 1:1000 (0,1ul Reagenz auf 100ul Puffer) behandelt. Der TRAIL aus
der Familie der TNFa (Tumor Nekrose Faktor a)-Proteine gilt als sicherer Induktor des
programmierten Zelltods (Apoptose). Vor der Messung wurden der Caspase Puffer und
das Substrat, wie in den Angaben des Herstellers beschrieben, zur Caspase Reagenz
gemischt. Im ndchsten Schritt wurden 100ul der Reagenz auf die 100ul Medium mit
Zellen pipettiert. Nach einer Inkubationszeit von 60 Minuten konnte die Aktivitdt der
Caspasen im Photometer gemessen werden. Es wurden je drei Wells identisch behandelt

und fiir die Ergebnisse als Mittelwert zusammengefasst.
3.2.9 Transwell Migration Assay

Die Dissemination und Metastasierung von Tumoren erfolgt unter anderem durch die
Fahigkeit der Zellen in die extrazelluldre Matrix zu migrieren. Diese Motilitédt der Zellen
kann in in-vitro Experimenten gepriift werden und wurde in dieser Arbeit mithilfe des
Transwell Migration Assays getestet. Hierbei wurden Transwell Kammern mit einer
Porengréfle von 8um verwendet.

Zunichst wurden die Zellen in einer T25-Zellkulturflasche subkultiviert und am néchsten
Tag mit der pre-miR-29¢ sowie der pre-miR-Control transfiziert. Am ersten Tag post
transfection wurde das FCS-haltige Medium abgesaugt und mit serumfreien
Hungermedium ersetzt. Die Zellen wurden sodann iiber 24 Stunden bei 37°C inkubiert.

Zur Vorbereitung der Transwell Kammern wurde Kollagen Typ I auf die Unterseite der
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Membran gegeben und anschlieBend in Hungermedium mit 1% bovinem Serum Albumin
geblockt. Die Zellen wurden anschlieBend in einer Konzentration von 3x10° in 100ul
Hungermedium geldst und in die Transwell Kammer pipettiert. 500ul serumhaltiges
Vollmedium wurde darauthin in eine 12-Well-Platte gegeben und die Transwell
Kammern mitsamt der Zellen in das Medium gehéngt, sodass die Membran vollstindig
mit Medium umgeben war. Uber drei Stunden wurden die Zellen inkubiert und
anschlieBend das Medium aus den Kammern entfernt. Die Zellen, die durch die Poren ins
Kollagen migrierten, wurden durch das Eintauchen der Kammer in 500pul Methanol
fixiert. Im néchsten Schritt wurden die Kammern in PBS gewaschen, anschliefend in
250ul Kristallviolett gefarbt und abermals in PBS gewaschen. AbschlieBend wurde die
Membran mit einem Skalpell aus der Kammer herausgetrennt und die migrierten Zellen

unter dem Mikroskop gezéhlt.

90000 Cell suspension is placed in upper
chamber

[

| 2-24 hours

Migratory cells pass through
polycarbonate membrane and cling
to the bottom side. Non-migratory

cells stay in the upper chamber

After removal of non-migratory
cells, migratory cells are stained
and quantified

@ Cells [ ] Media/Chemoattractant

[ ] serum Free Media [Jil] Staining Solution

[ ] Polycarbonate Membrane

Abbildung 2:  Schematische Darstellung des Transwell Migration Assays
(aus https://www.cellbiolabs.com/sites/default/files/CBA-100-C-cell-migration-
invasion-assay.pdf mit freundlicher Genehmigung von Ken Rosser (Vice President,
Business operations, Cell Biolabs Inc.))

Fiir die Ergebnisse wurden drei Transwell Kammern identisch behandelt und der

Mittelwert ermittelt.
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4 Ergebnisse

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Zusammenhang zwischen der Expression
verschiedener micro-RNAs und der Invasivitdt des Harnblasenkarzinoms untersucht. Die
Arbeit wird in drei Abschnitte gegliedert: Im Folgenden wird zunéchst die Expression der
miRs im Kollektiv mit Blasenkarzinom-Patienten analysiert und mit klinischen
Parametern assoziiert. AnschlieBend werden die Ergebnisse der ex-vivo Analysen aus
einem zweiten unabhéngigen Tumorkollektiv erldutert, bevor auf die Auswertung der
Ergebnisse der in-vitro Analyse und der Funktion der micro-RNAs in Zellmodellen

eingegangen wird.

4.1 Expressionsprofil ausgewahlter micro-RNAs im Gewebe des

Harnblasenkarzinoms

Zur Untersuchung eines miRNA Expressionsprofils im papilldiren Urothelkarzinom
wurden in der vorliegenden Arbeit 88 Gewebeproben von 77 Patienten ausgewertet. In
Tabelle 1 wurden charakteristische, klinische Parameter des Patientenkollektivs
dargestellt. Die Tumorproben wurden von Patienten, die sich an der Uniklinik Wiirzburg
einer transurethraler Resektion der Blase (TUR-B) (alle NMIBC, teils MIBC) oder einer
radikalen Zystektomie (MIBC) unterziehen mussten, gewonnen. Als Referenzgewebe
diente im Rahmen einer TUR-B gewonnenes und in der histopathologischen
Untersuchung als nicht malignes bzw. gesundes Urothel markiertes Gewebe. Hierfiir
wurde sowohl an den Resektionsrand eines Tumors angrenzendes gesundes Gewebe
(markiert durch das Institut fiir Pathologie der Universitdt Wiirzburg, mit freundlicher
Unterstiitzung durch Prof. Dr. A. Rosenwald), als auch Gewebe von Patienten ohne
Nachweis eines Karzinoms verwendet, welches im Rahmen einer Diagnostik zum
Ausschluss eines Tumors gewonnen wurde. Aus den in Paraffin eingebetteten
Tumorproben wurden die durch die Pathologie markierten Areale mit einem Tumoranteil
>90% prépariert und nach RNA-Isolierung die miR-Expression analysiert (hierzu vgl.
Methodik 3.2.1).

Ziel der Untersuchung stellten die Fragen dar, inwieweit die Gruppe der NMIBC mit
verschiedenem klinischem Verlauf aberrante miR-Expressionen aufweisen und sich in

Thren miR-Expressionsprofilen unterscheiden. Fiir diese retrospektive Untersuchung
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wurde ein in der Klinik fiir Urologie und Kinderurologie der Universitit Wiirzburg
aufgebautes Blasenkarzinom-Kollektiv (n=72) verwendet. Ein Ethikvotum der Ethik-
Kommission der Universitit Wiirzburg fiir die Verwendung des Materials in der
vorliegenden Studie liegt mit dem Zeichen 47/20-am vor.

Dieses Kollektiv setzt sich aus 48 NMIBC und 24 MIBC zusammen: Anhand der aus den
Patientenakten ersichtlichen Follow-up Daten erfolgte fiir die Fragestellung eine
Vorselektion (siehe Tab.1), um den Anteil von klinisch unterschiedlich verlaufenden
NMIBCs zu erhdhen. So wurden die NMIBCs (n=48) in klinisch unterschiedlich
verlaufenden Gruppen unterteilt: NMIBC ohne ein muskelinvasives Rezidiv im Verlauf
der Erkrankung (n=40) und NMIBC mit einem histologischen Progress im Verlauf (n=8).
Fiir weitere Fragestellungen wurde muskelinvasives MIBC-Material (n=24) sowie nicht
malignes Referenzgewebe aus dem Urothel verwendet (n=16). Ergénzend hierzu erfolgte
eine nachtrigliche Selektion von 6 MIBC-Priparaten aus dem Pool der 24 MIBC-
Patienten, welche im Verlauf ein muskelinvasives Rezidiv zeigten und von denen beide
(NMIBC und MIBC-Material) histologischen Préparate vorliegen.

Die Zusammensetzungen des verwendeten BC- Gesamtkollektives, der Untergruppen
sowie von histopathologischen Merkmalen des Kollektives sind in Tabelle 1
zusammengefasst.

Das Grading erfolgte nach der bis 2004 tiblichen WHO-Klassifikation (G1-G3).

Tabelle 1: Ubersicht histopathologischer Merkmale des verwendeten Blasenkarzinom-Kollektivs.

Patientenanzahl n=77
Anzahl der ausgewerteten Tumorproben n=72
Anzahl des ausgewerteten gesunden n=16
Referenzgewebes
Tumor-Stadium (pT-Stadium) Ta: n=34
pT1: n=14 } NMIBC: n=48
pT2: n=14
pT3:n=8 MIBC: n=24
pT4: n=2
Grade Gl:n=15
G2: n=44
G3:n=12
k.A.:n=1
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Alter & 67 Jahre (Range: 18-89 Jahre)
Geschlecht w: n=22 (28,6%)

m: n=55 (71,4%)
Follow up & aller Patienten (n=77): 95,8 Monate

(Range: 0-270 Monate)
& NMIBC (n=48): 113,3 Monate (Range: 0-

270 Monate)
NMIBC ohne muskelinvasives Rezidiv n=40
NMIBC mit Progress n=8
MIBC n=24
Hiervon gepaart vorliegende NMIBC n=6

Follow-up der NMIBC bis zum klinischen

Progress

@ 51,5 Monate (Range: 9-191 Monate)
(n=8)

Verstorben (nicht UCa-spezifisch)

n=1

Verstorben (UCa-spezifisch)

n=4 (nach & 52,3 Monate)

Relative miR-29¢ Expression in den

untersuchten Karzinomen

-9,16-3,24ACr (& -1,1ACr)

Relative miR-145 Expression in den

untersuchten Karzinomen

-2,09-8,16ACr (< 3,13ACr)

4.1.1 micro-RNA-Expressionsprofil im Blasenkarzinom und gesundem

Urothel der Blase

Um einen Einfluss von miRs auf die Genese des Blasenkarzinom zu untersuchen, wurde

ein Expressionsprofil der unten genannten miRs erstellt und in Abbildung 3

veranschaulicht. Es wurde die Expression im unselektionierten Blasenkarzinom-

Gesamtkollektiv (n=72), welches sowohl nichtmuskelinvasives als auch muskelinvasives

Karzinomgewebe beinhaltete, mit gesundem Urothel (Referenzgewebe, n= 16))

verglichen.
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Abbildung 3:  Gegeniiberstellung der relativen miR-Expression im Blasenkarzinom und

gesundem Referenzmaterial

Darstellung des Expressionsprofils der miRs 9,21,29¢,145,200¢,205 und 221 im
Blasenkarzinom (n=72) mit Gegeniiberstellung zu gesundem Referenzgewebe
(n=16) anhand der relativen miR-Expression (in ACt). Veranschaulichung mithilfe
von Box-Whisker-Plot. Signifikanztestung mittels Student’s T-Test: *: p-
Wert<0,05. **: p-Wert<0,01.***: p-Wert<0,001

Zunichst wurde die Uber- bzw. Unterexprimierung der unterschiedlichen micro-RNAs

im Tumor im Vergleich zum gesunden Referenzgewebe in der Expressionsanalyse

gegeniibergestellt. Die Expressionsdaten sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Tabelle 2: Vergleich der miR-Expression im gesunden respektive im tumordsen Gewebe.

Signifikanztestung mittels Student’s T-Test. Darstellung der Mediane der
Expression (in ACt) und der Differenz der relativen Expressionen von gesundem
und Tumor-Gewebe (in AACT).

Micro- Median der rel. Median der rel. Differenz der p-Wert im

RNA Expression in Expression im relativen miR- Student’s T-
gesundem Gewebe | Tumorgewebe Expressionen (in Test
(in ACt) (in ACt) AACr)

miR-9 -4,8 -6,29 -1,49 0,004

miR-21 2,95 3,63 0,68 0,2

miR-29¢ 0,13 -0,78 -0,65 0,09

miR-145 7,06 2,78 -4,28 2x107

miR-200c 2,10 3,44 1,34 0,06

miR-205 2,10 3,52 1,42 0,26

miR-221 1,29 -0,07 -1,36 5x107
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Eine Uberexprimierung im Tumorgewebe zeigte sich in den miRs-21, -200c¢ und -205,
wovon lediglich die miR-200c signifikante p-Werte im Student’s T-Test aufwies
(p=0,006). Im Blasentumor herabreguliert sind die miRs-9, -29c¢, -145 und -221. Hiervon
lieBen sich bei allen, auBer der miR-29c¢, signifikante Unterschiede zum gesunden
Referenzgewebe nachweisen. Bei miR-145 und -221 zeigten sich statistisch hoch
signifikante Werte (p <0,001). MiR-29c =zeigte lediglich moderat signifikante
Unterschiede bei einem p-Wert von 0,09 und somit eine Tendenz zur Herabregulation im
Tumormaterial. Somit sind in dem verwendeten Blasenkarzinomkollektiv die miRs-9,-

29c,-145, -200c und -221 aberrant exprimiert.

4.1.2 Expression der untersuchten miRs in Vergleich von NMIBC und
MIBC

Um zu untersuchen, ob Blasenkarzinome mit unterschiedlicher Aggressivitit bzw.
unterschiedlich starker Invasivitit eine abweichende miRNA-Expression aufweisen,
wurde das Tumorkollektiv in nicht-muskelinvasives (NMIBC) und muskelinvasives
(MIBC) Tumormaterial unterschieden. Die Expressionsdaten der beiden Gruppen wurden

gegeniibergestellt und in Abbildung 4 veranschaulicht.
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Abbildung 4:  Vergleich der relativen miR-Expression des NMIBC mit dem MIBC
Darstellung des Expressionsprofils der miRs -9,-21,-29¢,-145, -200¢,-205 und 221 im
nicht-muskelinvasivem Blasenkarzinom (n=48) mit Gegeniiberstellung zu
muskelinvasivem Karzinomgewebe (n=24) anhand der relativen miR-Expression (in
ACrt). Veranschaulichung mithilfe von Box-Whisker-Plot. Signifikanztestung
mittels Student's T-Test: *: p-Wert<0,05. **: p-Wert<0,01. ***: p-Wert<0,001.

Der Uberblick in Abbildung 4 zeigt zunichst, dass die miR-Expression der MIBC-Proben
(dunkelblau) in allen untersuchten miRs, mit Ausnahme der miR-145, im Vergleich zum
NMIBC herabreguliert ist. Zwischen den zwei untersuchten Kollektiven zeigten sich in
der Signifikanztestung fiir die miR-29¢c, -145, -200c und -205 hochsignifikante
Unterschiede, fiir miR-9, -21 und -221 hingegen konnte keine statistische Signifikanz
beobachtet werden.

Betrachtet man die Spannweiten (Whiskers) der Box-Whisker-Plots der miR-29¢ sowie
miR-145, so fillt eine mit 8,14 ACt (fiir miR-29¢) und 9,34ACt (fiir miR-145)
iiberdurchschnittlich erhéhte Schwankungsbreite der relativen Expression im
untersuchten nicht muskelinvasiven Tumormaterial auf.

Insgesamt zeigen diese Ergebnisse somit eine Assoziation der Expression von miR-29c¢,-
200c, -205 und -145 mit der Invasivitit bzw. Aggressivitit der untersuchten
Blasentumore.

Autfbauend auf diesen Ergebnissen wurde nach Schwellenwerten der miR-Expression

gesucht, die eine robuste Unterscheidung des Gesamtkollektives in NMIBC und MIBC
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erlauben. Fiir die Beurteilung dieser Schwellenwerte wurde jeweils anhand von ROC-
Analysen (receiver operating characteristic) die Spezifitit und Sensitivitit ermittelt.
Zusitzlich wurde hierbei die AUC (area under the curve) bestimmt und analysiert.

Die Sensitivitdt bestimmt die Rate der richtig-positiven Ergebnisse, in diesem Fall dem
Vorliegen eines muskelinvasiven Tumors anhand des ermittelten Schwellenwertes.

Die Spezifitit beschreibt hingegen die Rate der richtig negativen Werte, welchen sich in
dem vorliegenden Fall auf das Vorliegen eines nicht-muskelinvasiven Tumors bezieht.
Entsprechend korreliert eine niedrige Sensitivitit mit einer hoheren Rate an falsch
negativen und eine niedrige Spezifitit mit einer hoheren Rate an falsch positiven
Ergebnissen.

Die AUC beschreibt den Bereich unter der ROC-Kurve, welche in diesem Fall aus
Griinden der Ubersicht nicht fiir jeden Fall einzeln grafisch dargestellt ist. Je niiher die
AUC bei 1 liegt, desto hoher ist die Spezifitit und Sensitivitdt des logistischen
Regressionsmodells; je ndher bei 0,5, desto niedriger ist die Spezifitit und Sensitivitét
des Modells.

Anhand dieser statistischen Testungen ldsst sich quantifizieren wie valide der ermittelte
Schwellenwert eine Unterscheidung zwischen NMIBC und MIBC zuldsst. Diese
Ergebnisse wurden in

Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Zusammenfassung der Ergebnisse aus der ROC-Analyse.
Ubersichtliche Darstellung der Ergebnisse nach Ermittlung eines Schwellenwertes
und der jeweiligen Spezifitiit, Sensitivitit sowie AUC fiir alle untersuchten miRs.
Zudem sind die Ergebnisse der statistischen Signifikanztestung mittels Student’s T-

Test aufgefiihrt.

Micro- p-Wertim | Bester ermittelter | Sensitivitét des Spezifitit des AUC
RNA Student’s Schwellenwert in | Schwellenwertes | Schwellenwertes

T-Test ACr
miR-9 0,56 -6,76 0,667 0,5 0,55
miR-21 0,26 1,825 0,979 0,25 0,56
miR-29¢ 5x10° -2,838 0,708 0,958 0,84
miR-145 | 7x10™ 2,195 0,521 0,917 0,74
miR-200c | 3x10® 2,622 0,896 0,833 0,90
miR-205 4x107 2,963 0,812 0,917 0,87
miR-221 0,38 -0,072 0,667 0,583 0,57
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Die FErgebnisse von Abbildung 4 spiegeln sich auch in der logistischen
Regressionsanalyse (Tabelle 3) wider. Diese unterstreicht auch die Korrelation des p-
Wertes mit der AUC, welche zeigt, dass mit einer an 1 anndhernden AUC auch die
Signifikanz der Ergebnisse in der Signifikanztestung steigt.

Fiir miR-9, miR-21 und miR-221 konnten bei nicht-signifikanten p-Werten eine AUC
zwischen 0,55 und 0,57 ermittelt werden.

Hingegen zeigten sich bei den untersuchten miRs mit hoch signifikanten p-Werten auch
ein AUC Wert, der gegen den Idealwert von 1 lduft (zwischen 0,74 und 0,9). Vor allem
ist die miR-200c mit der hochsten Signifikanz unter den untersuchten miRs
hervorzuheben. Durch die Ermittlung des Schwellenwertes von 2,62ACr ist in dem
vorliegenden Patientenkollektiv eine verldssliche Dichotomisierung in NMIBC und
MIBC mit einem AUC Wert von 0,9 bei einer Spezifitit von 0,83 und einer Sensitivitét
von 0,89 mdglich.

Fiir das untersuchte Kollektiv gelten zusammenfassend miR-29c¢, -145, -200c und -205
als vielversprechende Marker fiir Invasivitit, da sich NMIBC von MIBC anhand der
jeweils ermittelten Grenzwerte statistisch robust unterscheiden lassen.

Um diese Ergebnisse weiter zu differenzieren, wurden zusétzlich sechs Patienten
untersucht, von denen sowohl die initiale Probe eines NMIBC (Material mittels TUR-B
gewonnen) als auch das Zystektomie-Priparat nach muskelinvasivem Rezidiv vorliegt.

Die relative miR-Expression ist in Abbildung 5 zusammenfassend veranschaulicht.
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Abbildung 5:  Vergleich der miR-Expression im NMIBC mit MIBC in den gepaarten Proben
Darstellung der Expression der miRs -9, -21, -29c¢, -145, -200c, -205 und -221 der
sechs Patienten mit nicht-muskelinvasivem Blasenkarzinom (n=6) mit
Gegeniiberstellung zu ihrem muskelinvasivem Karzinomgewebe (n=6) anhand der
relativen miR-Expression (in ACt). Veranschaulichung mithilfe von Box-Whisker-
Plot. Signifikanztestung mittels gepaartem Student’s T-Test: *: p-Wert<0,05.

Wie in Abbildung 5 veranschaulicht, zeigt sich bei miR-29¢ (p-Wert: 0,023) und miR-
145 (p-Wert: 0,009) eine statistisch signifikant niedrigere Expression im MIBC.
Verglichen mit den in Abbildung 4 veranschaulichten Ergebnissen konnte sich somit fiir
miR-29¢ erneut eine niedrigere Expression im fortgeschrittenen Tumormaterial
nachweisen lassen. Dies legt nahe, dass mit dem Fortschreiten der Erkrankung und einer
Muskelinvasion die miR-29c-Expression weiter abnimmt. Fiir die miR-145 ergibt sich
mit der Uberexpression in der nicht gepaarten Untersuchung und Herabregulation in der
gepaarten  Untersuchung letztlich  kontroverse Expression. Eine eindeutig
tumorsuppressive Funktion der miR-145 konnte in dieser Fragestellung somit nicht

herausgearbeitet werden.

4.1.3 Assoziation der miR-Expression im NMIBC mit dem klinischen
Verlauf

Aufbauend auf der zuvor beschriebenen Assoziation der Expression von miR-29¢, miR-

145, miR-200c und miR-205 mit der Invasivitdt der BC wurde sich im Folgenden vorerst

auf die weitere Untersuchung dieser miRs konzentriert. Um eine mogliche prognostische

Aussagekraft der ausgewihlten miRs darzustellen, wurde die Expression von miR-29c, -
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145, -200c und -205, anhand des klinischen Verlaufes der im Kollektiv vorhandenen
NMIBC differenziert. Dazu wurden die NMIBC des Kollektivs (n=48) anhand der
patientenspezifischen Follow-up Daten in zwei Gruppen — nicht progrediente NMIBC
gegeniiber  progrediente NMIBC- unterteilt und deren Expressionsdaten
gegeniibergestellt (siche Abbildung 6). Die ,,nicht progredienten* NMIBC (n=40) setzen
sich aus Patienten zusammen, welche im gesamten Follow-up seit der Erstdiagnose
entweder keine oder maximal pT1-Rezidive aufwiesen. Die Patienten mit
,progredienten” NMIBC (n=8) entwickelten wiahrend des Beobachtungszeitraums ein

muskelinvasives (>pT2) Blasentumorrezidiv (siche auch Tabelle 1).
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Abbildung 6:  Vergleich der miR-Expression im NMIBC mit unterschiedlicher Progression.
p-Wert Ermittlung mittels Student’s T-Test. *: p-Wert<0,05. **: p-Wert<0,01.

Wie im Box-Whisker-Plot in Abbildung 6 verdeutlicht, lassen sich fiir miR-29¢ und miR-
145 signifikante Unterschiede (p<0,01) zwischen den zwei unterschiedlichen Gruppen
der NMIBC feststellen, wihrend keine Unterschiede fiir miR-200c und miR-205

vorhanden sind.
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So ist die miR-29¢ in den progredienten NMIBCs mit einem AACt der Mediane von
2,89Cr signifikant herabreguliert (p=0,0016).

Fir miR-145 ldsst sich beobachten, dass diese in den progredienten NMIBC im
Verhéltnis zu den nicht muskelinvasiv rezidivierenden Tumoren signifikant niedriger
exprimiert ist (p-Wert: 0,0029 und AACt der Mediane: 2,67Ct [2,41ACrund 0,26ACt]).
Insgesamt ist somit zu erkennen, dass die relative Expression sowohl der miR-29c, als
auch der miR-145 in den prognostisch ungiinstigeren NMIBCs signifikant herabreguliert
ist.

Da fiir die miR-200c¢ bei einem AACt der Mediane von 0,03ACt und fiir die miR-205 von
0,11ACrt eine fast gleiche Expression zwischen beiden Gruppen zu beobachten war,

wurde auf weiterfiihrende Untersuchungen beziiglich dieser beiden miRs abgesehen

4.1.4 Logistische Regressionsanalyse anhand der Expressionsdaten der

miR-29¢ und miR-145

4.1.4.1 MiR-29c und miR-145 als moglicher prognostischer Indikator fiir
Progress im NMIBC

Die vorangegangenen Ergebnisse konnten zeigen, dass die relative Expression der miR-
29c¢ und miR-145 in den progredienten Karzinomen den progressionsfreien NMIBC
gegeniiber herabreguliert ist. Dies diente als Ausgangspunkt fiir die weitere Untersuchung
des Kollektivs der NMIBC und die Korrelation mit klinischen Follow-up-Daten. Dafiir
wurden die Expressionsdaten mittels einer ROC-Analyse (receiver operating
characteristic) dichotomisiert und auf die prognostische Aussagekraft in Bezug auf
weitere Progression untersucht. Darauthin wurde der ermittelte Schwellenwert genutzt,
um eine Kaplan-Meier-Kurve fiir das progressionsfreie Uberleben zu erstellen. In

Abbildung 7 wurde ein Follow-up Zeitraum von je 17 Jahren abgebildet.
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Abbildung 7 Kaplan-Meier-Analyse zur Veranschaulichung des Progressionsrisiko anhand des
Schwellenwertes der miR-29¢ und miR-145.
Darstellung der ROC-Kurve mit Darstellung des Schwellenwertes zur
Dichotomisierung nach Ermittlung des Youden-Indexes fiir miR-29¢ und miR-145.
Zudem Darstellung der Kaplan-Meier-Kurve zur Untersuchung des
progressionsfreien Uberlebens nach Dichotomisierung der NMIBC von miR-29¢
und miR-145.

Um eine Aussage beziiglich des Progressionsrisikos treffen zu kdnnen, wurde mithilfe
der ROC-Analyse die Gruppe der NMIBC dichotomisiert. Bei miR-29¢ wurde durch
Ermittlung des Youden Indexes fiir die Einteilung der Gruppen als Schwellenwert
0,555ACr definiert. Der Schwellenwert unterteilte die NMIBC in zwei dhnlich grofle
Gruppen mit n=25 fiir die miR-29c-Expression >0,555ACt und n=23 fiir die miR-29¢
<0,555ACr. Fiir den ermittelten Wert zeigte sich eine hohe Sensitivitit von 100% sowie
eine Spezifitit von 62,5% bei einer AUC von 0,85. In der Kaplan Meier Kurve zeigte
sich zwischen den dichotomisierten Gruppen ein signifikanter Unterschied (p-Wert im
log-rank-test =0,0039). Somit ist eine Korrelation zwischen der stirker herabregulierten
Gruppe (miR-29c-Expression <0,555ACt) und dem fritheren Auftreten eines
muskelinvasiven Progresses zu erkennen.

Bei der Untersuchung von miR-145 wurden die Gruppen anhand des Schwellenwertes

von 0,488ACT dichotomisiert. Hierfiir zeigte sich bei einer Sensitivitit von 75% eine hohe
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Spezifitdt von 95%. Die Kaplan-Meier-Analyse zeigte hochsignifikante Unterschiede
zwischen den Gruppen (p-Wert: <0,0001).

Zusammenfassend ldsst sich somit sagen, dass im vorliegenden Kollektiv die
Herabregulation der miR-29¢ und miR-145 Expression ein verlédsslicher Prognosemarker
fiir das Auftreten von Muskelinvasivitéit im Verlauf der Erkrankung ist.

4.1.4.2 Cox-Regression zur Ermittlung des Progressionsrisikos

Um die Wertigkeit der miR-29¢ und miR-145 zur Einteilung in prognostisch giinstigere
und ungiinstige NMIBC statistisch besser abschitzen zu kénnen, wurde das Auftreten
eines muskelinvasiven Progresses weiter mit dem ermittelten Schwellenwert korreliert
und eine univariate Cox-Regressionsanalyse durchgefiihrt. Durch die Ermittlung der
Hazard Ratio ldsst sich die Wahrscheinlichkeit eines muskelinvasiven Rezidivs weiter

quantifizieren.

Tabelle 4: Ergebnisse der univariaten Cox-Regressionsanalyse.
Als Variable wurde das Auftreten eines muskelinvasiven Rezidivs im Verlauf fiir
die Untersuchung gewiihlt.

miR-29¢ 0,64 0,46 0,89 0,01
miR-145 0,53 0,33 0,84 0,001

Hierbei zeigte sich eine Hazard Ratio von 0,64. Somit ist ein Eintreten der Nullhypothese
—1in diesem Fall ein muskelinvasives Rezidiv der NMIBC im Verlauf — in der Gruppe mit
einer hoheren miR-29c-Expression signifikant erniedrigt (p-Wert: 0,01). Bei einem 95%
Konfidenzinterval von 0,46-0,89 ist die Wahrscheinlichkeit eines Progresses um
mindestens 11% und maximal 54%, durchschnittlich jedoch 36% (HR von 0,64)
reduziert.

Auch in der univariaten Cox-Regression der miR-145 konnte bei einer Hazard Ratio von
0,53 ein um durchschnittlich 47% signifikant erniedrigtes Risiko (p-Wert: 0,001) eines
muskelinvasiven Rezidivs bei einer hoheren miR-145-Expression gezeigt werden. Das
95%-Konfidenzintervall betrdgt hier 0,33-0,84.

4.1.4.3 Kombiniertes Regressionsmodell

Anschliefend an die vorherigen Ergebnisse wurde eine multivariate Regressionsanalyse

durchgefiihrt und somit untersucht, ob das Einbeziehen mehrerer, verschiedener micro-
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RNAs eine hohere statistische Aussagekraft beziiglich der Fragestellung zeigen kann.
Mithilfe des schrittweisen statistischen AIC (Akaike information criterion) wurden
zundchst alle in dieser Arbeit untersuchten micro-RNAs gepriift. Ebenfalls wurde
untersucht, inwiefern die Beriicksichtigung des Tumorstadiums (pTa oder pTl), des
Gradings (G1-3) oder des Geschlechts die statistische Aussagekraft erhohen kann. In
diesen Untersuchungen konnte beziiglich der Fragestellung nach dem Progressionsrisiko
der hochste statistische Nutzen fiir die kombinierte Untersuchung der Expression der
miR-29c und miR-145 gezeigt werden. Die vorangegangenen Untersuchungen der ROC-
Kurve, Kaplan-Meier-Kurve und Cox-Regression wurde schlieBlich auch fiir die
Kombination der zwei miRs als kombiniertes Regressionsmodell gepriift. Alle anderen
im multifaktoriellen Regressionsmodell untersuchten Faktoren konnten keinen
zusétzlichen Nutzen im Sinne einer erhohten statistischen Aussagekraft bringen.

17-Jahres Progressionsrisiko nach miR-29c + -145 Expression
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Abbildung 8: Regressionsmodell zur Abschitzung des Progressionsrisikos anhand des
Schwellenwertes der miR-29¢ und miR-145.
Darstellung der ROC-Kurve mit Darstellung des Schwellenwertes zur
Dichotomisierung nach Ermittlung des Youden-Indexes fiir miR-29¢ und miR-
145. Zudem Darstellung der Kaplan-Meier-Kurve zur Untersuchung des
progressionsfreien Uberlebens nach Dichotomisierung der NMIBC von miR-29¢
und miR-145.

Uber die ROC-Kurve wurde zunichst ein weiterer Schwellenwert ermittelt, welcher fiir
sowohl die miR-29¢ als auch miR-145 Giiltigkeit besitzt. Dieser wurde mithilfe des
Youden-Index auf-0,658ACr definiert bei einer Sensitivitit von 75% und einer Spezifitét
von 97,5%. Nach Dichotomisierung der beiden Gruppen anhand des Schwellenwertes
konnte die Kaplan-Meier-Analyse die in Abbildung 8 dargestellte Kurve zeigen. Bei
einem p-Wert von <0,0001 konnte hier eine statistisch hoch signifikante Aussagekraft

des Schwellenwertes auch im multivariaten Modell gezeigt werden.
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In der angeschlossenen Cox-Analyse konnte bei einem p-Wert von p=0.0007 eine noch
hohere statistische Signifikanz in der multivariaten Begutachtung im Vergleich zur

univariaten Analyse der zwei micro-RNAs gezeigt werden.

4.1.4.4 MiR-29c und miR-145 als prognostischer Marker fiir tumorbedingte
Mortalitit

Nach den Beobachtungen hinsichtlich des progressionsfreien Uberlebens wurde
daraufthin das Kollektiv beziiglich der tumorspezifischen Mortalitit betrachtet. Die
Expressionsdaten wurden erneut anhand des zuvor fiir die Progression ermittelten
Schwellenwertes dichotomisiert und auf die mortalititsbezogene Aussagekraft analysiert.
Die resultierende Kaplan-Meier Kurve im Hinblick auf das Gesamt-Uberleben ist
grafisch in Abbildung 9 dargestellt. Der Beobachtungszeitraum betrdgt auch hier 17

Jahre. Die Anzahl der tumorassoziierten Todesfélle ist n=4.
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Abbildung 9:  Darstellung der Kaplan-Meier-Kurve zur Untersuchung der Mortalitiit.
Hierfiir erfolgte die Dichotomisierung der NMIBC anhand der Schwellenwerte der
Expression von miR-29¢ und miR-145 in der uni- und multivariaten Analyse.
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Fiir die Expressionsdaten der miR-29¢ wurde ein Schwellenwert von 0,555ACt ermittelt.
Trotz der niedrigen Fallzahl konnte mit diesem Schwellenwert eine Gruppe mit
signifikant hoheren Risiko (p-Wert im log-rank-test=0,037) bestimmt werden an dem
diagnostizierten NMIBC zu versterben. Alle tumorassoziierten Todesfdlle waren in der
Gruppe mit einer Expression von >0,555ACr zu finden.

Bei miR-145 wurde das Kollektiv anhand des Schwellenwertes von 0,475ACt
dichotomisiert. Hierfiir konnte in der Kaplan-Meier-Analyse bei einem p-Wert von
0,0004 ebenfalls eine Signifikanz fiir eine erhdhte Mortalitit in der Gruppe mit einer
niedrigeren miR-145-Expression nachgewiesen werden.

Bei dem fiir beide miRs ermittelten Schwellenwert von -0,658ACr zeigte sich in der
Kaplan-Meier-Kurve erneut eine hohere statistische Aussagekraft bei einem p-Wert im
log-rank-test von p=0,0001. Damit ist fiir das untersuchte Kollektiv eine Expression der
miR-29¢ und miR-145 von <-0,658ACt mit ecinem hoheren Mortalitdtsrisiko
vergesellschaftet. Aufgrund der geringen Fallzahl ergaben sich allerdings in dieser

Untersuchung lediglich Tendenzen.

4.2 Validierung der Expressionsanalysen von miR-29¢ und miR-145

in einem unabhangigen Blasenkarzinom-Kollektiv

Zur Validierung der oben beschriebenen Ergebnisse fiir die nicht-muskelinvasiven
Tumorproben wurde in der vorliegenden Arbeit ein zweites unabhdngiges NMIBC-
Kollektiv verwendet, welches mit der freundlichen Unterstiitzung der Kollegen der Klinik
fiir Urologie der Universitatsklinik Mannheim, insbesondere Dr. T. Worst und PD Dr.
Philipp Erben, zusammengestellt und zur Verfiigung gestellt wurde. Fiir dieses, fortan als
Mannheimer Kollektiv genannte, Kollektiv liegt ein Ethikvotum der Medizinischen
Universitdt Mannheim mit dem Zeichen 2016-814R-MA vor. Die Zusammenstellung des
Mannheimer Kollektivs ist in Tabelle 5 erlautert. Aufgrund der vorgestellten Ergebnisse
aus dem Wiirzburger Kollektiv sind im Folgenden nur miR-29¢ und miR-145 Bestandteil

der Validierung.
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Tabelle 5: Ubersicht histopathologischer Merkmale des verwendeten Mannheimer Kollektivs.
Auflistung der wichtigen Eigenschaften und histopathologischen Merkmale von 27
paraffinierten Tumorproben nicht-muskelinvasiver Urothelkarzinome des
Mannheimer Kontrollkollektivs. Zum Vergleich die Gegeniiberstellung zum
Wiirzburger Kollektiv von 48 nicht-muskelinvasiven Tumorproben.

Mannheimer Kollektiv Wiirzburger Kollektiv
Patientenanzahl n=27 n=48
Anzahl der ausgewerteten | n=27 n=48
Tumorproben
Tumor-Stadium (pT- pTa: n=7 pTa: n=34
Stadium) pT1l: n=20 pTl: n=14
Grade G1: n=8 Gl:n=15
G2: n=19 G2: n=31
G3:n=2
Alter & 72,6 Jahre (Range: 56-91 & 69,4 Jahre (Range:47 -90
Jahre) Jahre)
Geschlecht w: n=9 (33,3%) w:n=13 (27,1%)
m: n=18 (66,7%) m: n=35 (72,9%)
Follow up & aller Patienten: 89,0 & aller Patienten: 62,0 Monate
Monate
NMIBC ohne n=15 n=40
muskelinvasives Rezidiv
NMIBC mit Progress n=12 n=8
Follow up der NMIBC bis | n=12 & 41,0 Monate (Range: | n=8 & 51,5 Monate (Range: 9-
zum Progress 1-150 Monate) 191 Monate)
Verstorben (nicht UCa- n=1 n=1
spezifisch)
Verstorben (UCa- n=5 (nach & 81,2 Monate) n=4 (nach & 69,7 Monate)
spezifisch)

miR-29¢ Expression in
den untersuchten

Karzinomen

-1,58-2,13ACt (@ 0,16ACY)

-9,16-3,24ACr (< -1,1ACr)

Das in Tabelle 5 beschriebene Mannheimer Validierungskollektiv wurde dhnlich wie das

Wiirzburger

Kollektiv anhand der
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histopathologischen Eigenschaften selektioniert. Hierbei wurde ein in Patientenanzahl,
dem Verhiltnis von NMIBC mit und ohne Progress und Follow-up-Zeitraum zum
Wiirzburger Patientenmaterial moglichst vergleichbares Kollektiv zusammenzustellen,

um eine Validierung zu ermoglichen.
4.2.1 Assoziation der miR-Expression im NMIBC mit klinischem Verlauf

Aufbauend auf den oben beschriebenen Resultaten wurde das Mannheimer Kollektiv
analog zu den Untersuchungen am Wiirzburger Kollektiv analysiert. Wie zuvor im
Wiirzburger Kollektiv wurden auch im Mannheimer Kollektiv mittels RT-PCR die
Expressionsdaten fiir miR-29¢ und miR-145 ermittelt und unter Verwendung der
vorliegenden Follow-up Daten in ,nicht-progrediente” und ,progrediente” NMIBC
unterteilt

miR-29c miR-145

Relative miR-Expression

Nicht progredient (n=15)  Progredient (n=12) Nicht progredient (n=15)  Progredient (n=12)

Abbildung 10: MiR-Expression im NMIBC mit unterschiedlichem klinischen Verlauf.
Vergleich der miR-29¢ und miR-145 Expression in zwei Gruppen bestehend aus
nicht-muskelinvasivem Blasenkarzinom mit unterschiedlicher Progression.
Veranschaulichung mithilfe Box-Whisker-Plots. p-Wert Ermittlung mittels
Student’s T-Test. *: p-Wert<0,05.

Wie in Abbildung 10 veranschaulicht, ist die Expression der miR-29¢ in den
progredienten NMIBC im Vergleich zu den maximal oberfldchlich rezidivierenden
Blasentumoren herabreguliert. Der Mittelwert unterscheidet sich bei einem Wert von 0,54
ACrt in nicht-progredienten Tumoren und -0,3ACr in der progredienten Gruppe um
0,84ACrt. Dies macht nach der AACt-Methode eine 1,8-fach erhohte miR-29¢ Expression

in der nicht-progredienten Gruppe im Mannheimer Kollektiv. Insgesamt zeigt sich in der
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Signifikanztestung mittels Student’s T eine signifikante Herabregulierung der miR-29¢
Expression in den prognostisch ungiinstigeren Tumoren mit einem p-Wert von 0,015.
Fir die miR-145 konnte hingegen bei einem p-Wert von 0,37 keine signifikant
unterschiedliche Expression gezeigt werden. Bei einem AACt der Mediane von 0,04ACT
zeigt sich hier vielmehr eine nahezu gleiche Expression.

Aufgrund dieses Ergebnisses wurde in den folgenden Untersuchungen auf die miR-29¢

als Gegenstand der weiteren experimentellen Versuche konzentriert.
4.2.2 Kaplan-Meier-Analyse im Mannheimer Kollektiv

Um die prognostische Aussagekraft des im Wiirzburger Kollektiv ermittelten
Schwellenwerts der miR-29¢ Expression zu validieren, wurde das Mannheimer Kollektiv
mit dem identischen Schwellenwert (0,555 ACrt) dichotomisiert. Im Mannheimer
Kollektiv liegt der Beobachtungszeitraum bei 13 Jahren. Anschliefend wurde das
progressionsfreie Uberleben in den beiden Gruppen mithilfe einer Kaplan Meier Analyse

untersucht und grafisch dargestellt (Abbildung 11).

13-Jahres Progressionsrisiko nach miR-29c-Expression

1.001

0.751

0.501

0251 5 =0.026

Progressionsfreies Uberleben

0.001

0 40 80 120 160
Monate seit initialer TUR-B

Number at risk

:I 8 Y5 6 3 0
19 13 4 2 0
0 40 80 120 160

Monate seit initialer TUR-B
miR-29¢>0.555 = MiR-29¢<0.555

Abbildung 11: Darstellung der Kaplan-Meier-Kurve zur Untersuchung des progressionsfreien
Uberlebens.
Dichotomisierung der NMIBC anhand des von miR-29¢ Schwellenwertes von
0,555ACT.

Wie in Abbildung 11 zu erkennen, zeigen sich zwischen den dichotomisierten Gruppen
signifikante Unterschiede mit einem p-Wert im log-rank-Test von 0,026. Eine Expression

der miR-29¢ im NMIBC von <0,555ACr ist somit mit einer schlechteren Prognose und
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hiufigeren muskelinvasiven Rezidiven auch in diesem zweiten unabhingigen
Validierungskollektiv assoziiert. Dies zeigt, dass der miR-29¢c-Schwellenwert, welcher
aus dem Wiirzburger Kollektiv erhoben und zur Dichotomisierung des Mannheimer

Kollektivs verwendet wurde, in diesem zweiten Kollektiv validiert werden konnte.
4.2.3 Cox-Regression

Fiir eine weitere Beurteilung wurde an vorherige Ergebnisse auch im Mannheimer
Kollektiv eine Cox-Regressionsanalyse angeschlossen. Auch in dieser Analyse erfolgte
die Dichotomisierung anhand des Schwellenwertes aus dem primédren Wiirzburger

Kollektiv.

Tabelle 6: Ergebnisse der univariaten Cox-Regressionsanalyse.
Als Variable wurde das Auftreten eines muskelinvasiven Rezidivs im Verlauf fiir
die Untersuchung gewiihlt.

0,29 0,11 0,73

0,003

In der Cox Regression zeigte sich eine Hazard Ratio von 0,29 bei einem 95% CI 0,11-
0,73 und einem p-Wert im logrank-Test von 0,003. Somit ist die Wahrscheinlichkeit eines
muskelinvasiven Rezidivs bei einer hoheren Expression in etwa um den Faktor 0,29
reduziert. Mit einer 95%igen Wahrscheinlichkeit ist die Probabilitit des Auftretens einer
Progression im Verlauf um mindestens 27% und maximal 89% reduziert. Bei einem p-
Wert von 0,005 sind diese Ergebnisse statistisch signifikant. Diese Ergebnisse bestitigen
ebenfalls den aus dem Wiirzburger Kollektiv ermittelten Schwellenwert von 0,555ACr
als zuverldssigen Marker zur Unterteilung in prognostisch giinstige bzw. ungiinstige
Gruppen in den beiden untersuchten Kollektiven.

In der kombinierten Regressionsanalyse konnte nach Durchfithrung des schrittweisen
AIC-Algorithmus gezeigt werden, dass beziiglich des in 4.1.4.3 fiir miR-29¢ und -145
ermittelten Schwellenwertes von -0,658ACT in dem Mannheimer Kontrollkollektiv kein
Vorteil im Vergleich zur alleinigen Untersuchung der miR-29¢ vorliegt. Aufgrund dessen
scheint eine weitere Untersuchung der kombinierten Ergebnisse nicht zielfiihrend,

weshalb dies nicht weiterer Bestandteil der Untersuchung ist.
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4.3 In-vitro-Analyse zur Funktion von miR-29¢ und miR-145 als

Tumorsuppressoren in Blasenkarzinom-Zelllinien

4.3.1 Uberpriifen der Transfektionseffizienz

In der Expressionsanalyse der progredienten NMIBC zeigten sich die miRs-29¢ und miR-
145 aberrant exprimiert. Da eine niedrige miR-Expression im Tumorgewebe in beiden
Féllen beobachtet wurde, kann fiir beide miRs eine tumorsuppressive Eigenschaft in
Blasenkarzinom-Zelllinien vermutet werden.

Fiir die weiteren Versuche wurden die aus invasiven Tumoren isolierten und in vielen
wissenschaftlichen Arbeiten beschriebenen Urothelkarzinom-Zellreihen RT4 und J82
verwendet.

Die Zellreihen wurden je mit einer Kontroll-pre-miR (miR-Ctrl) als Negativkontrolle und
mit den untersuchten pre-miRs transient transfiziert, um eine Uberexpression der
jeweiligen miRs in den Zellen zu erzielen. Aus den transfizierten Zellen wurde
anschlieBend RNA isoliert und auf ihre miR-Expression mittels RT-PCR untersucht, um
so die Transfektionseffizienz zu beurteilen. Die in Abbildung 12 dargestellten Ergebnisse
ergeben sich aus drei unabhéngig durchgefiihrten Experimenten und zeigen die relative
miR-Expression in den Zellreihen nach Transfektion mit der untersuchten micro-RNA

am 3. Tag post transfection.
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Abbildung 12: Transfektionseffizienz der untersuchten miRs in den Zelllinien.
Darstellung der Expression der miR-29¢ und miR-145 in zwei Urothelkarzinom
Zellreihen (RT4 und J82) nach transienter Transfektion mit der untersuchten miR
und einer pre-miR-Ctrl am 3. Tag post transfection. Die Abweichungsbalken
wurden aus den Standardabweichungen der 3 unabhiingigen Experimente ermittelt.
Signifikanzen im Student’s t-Test wurden mit *: p-Wert<0,05. **: p-Wert<0,01.
**%: p-Wert<0,001.

Die Ergebnisse zeigen signifikante Unterschiede in der relativen miR-Expression
zwischen den Zellen, welche mit der pre-miR-29¢ bzw. -145 transfiziert wurden, und den
zugehorigen pre-miR-Ctrl transfizierten Zellen. In der RT4 Zellreihe ist zu beobachten,
dass sich 2 Tage nach Transfektion die Expression der miR-29¢ bei einem AACt -Wert
der Mittelwerte von 4,38 ACt um ein 20-faches erhoht (Ermittlung der x-fachen
Uberexpression mittels AACt-Methode). Nach Transfektion mit miR-145 erhdht die RT4
die Expression sogar um ein 14.500-faches (AACt: 13,83ACt). Auch die J82 Zellen
reagierten auf die Transfektion mit einer Uberexpression der miR. RNA-29¢ wurde um
ein 440-faches hoher exprimiert (AACt: 8,78ACrt) als nach Transfektion mit der control-
miR. Die miR-145- Expression liel sich ektop (siehe oben) um ein 144.400-faches
anheben (AACT: 17,14 ACr).

Somit konnte eine hohe Effizienz nach transienter Transfektion der benutzen Zelllinien

fiir beide untersuchten micro-RNAs belegt werden.
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4.3.2 Proliferation von mit pre-miR-29c¢ und -145 transfizierten BC-Zellen

Um den EFEinfluss von miR-29c und miR-145 auf die Proliferation der
Blasenkarzinomzellen weiter zu evaluieren, wurden die Zellen hierbei in einer 96-Well-
Platte mit den untersuchten pre-miRs transient transfiziert und anschlieBend MTS-Tests
(siche 3.2.7) durchgefiihrt. Hierdurch wurde das Verhéltnis der in den Kulturen
vorhanden Zahlen vitaler Zellen an drei aufeinanderfolgenden Tagen bestimmt und so
das Proliferationsverhalten der verwendeten transfizierten Blasenkarzinom-Zelllinien
iiber den Zeitraum verglichen werden. Als Kontrolle wurden die Zellen mit einer pre-
miR-Ctrl transfiziert und analysiert. Fiir unten beschriebene Ergebnisse wurde je drei

unabhingige Versuche zusammengefasst.

A RT4 B RT4
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Abbildung 13: Ergebnisse aus dem MTS-Proliferationsessay in Blasenkarzinom-Zellenlinien.

Gegeniiberstellung der Ergebnisse nach Transfektion von RT4 (A und B) und J82
(C und D) mit pre-miR-29¢ bzw. miR-145 und einer pre-miR-Control. Gezeigt wird
die relative Proliferationsrate im Verhiltnis zur Kontroll-Transfektion am Tag 3,6
und 7 post transfection. Die Konzentration der Zellzahl in der Kontrolle wurde
willkiirlich als 1 gesetzt. Die Abweichungsbalken wurden aus den
Standardabweichungen der 3  unabhingigen Experimente ermittelt.
Signifikanzermittlung nach Durchfiihrung des Student’s T-Test. *: p<0,05; **:
p<0,01

Nach Transfektion der Zellen mit beiden miRs ist im Verlauf eine relative Reduktion der

vitalen Zellen im Vergleich zu den Kontrollen zu beobachten. Da die Kontroll-Zellen
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iiber diesen Zeitraum kontinuierlich proliferieren, kann die beobachtete Reduktion der
Zellzahl als Inhibierung der Proliferation pre-miR-transfizierter Zellen gewertet werden.
Bei den RT4-Zellen ist eine moderate, jedoch statistisch nicht signifikante
Proliferationsinhibierung zu erkennen. So ist nach Transfektion mit miR-29¢ (Abbildung
13A) am dritten Tag die Proliferation der RT-4-Zellen auf 88% im Vergleich zur miR-
Ctrl reduziert. Auch nach ektoper Anhebung des miR-145-Gehalts in RT4-Zellen
(Abbildung 13B) zeigt sich ein dhnliches Bild: Nach einem Beobachtungszeitraum von 7
Tagen liel sich verglichen mit der Referenzkultur eine statistisch nicht signifikante
Reduktion auf 79 % nachweisen.

Auch in J82 bleibt eine signifikante Proliferationsinhibierung der mit miR-145
transfizierten Zellen aus. Zwar ist eine Inhibition der Proliferation von J82-Zellen
erkennbar, jedoch konnte bei einer Zellkonzentration von 74% zu Tag 7 p.t. in Relation
zur miR-Ctrl (Abbildung 13D) keine statistische Signifikanz erreicht werden. Bei
transienter Transfektion der J82 mit miR-29¢ (Abbildung 13C) hingegen ist ein
signifikanter relativer Abfall der iiberlebenden Zellen zu beobachten. Bereits nach der
Messung am 3.Tag post transfection reduziert sich das Zellwachstum bereits um circa ein
Drittel auf 69 %. Auch in den folgenden Beobachtungstagen wird die Proliferation weiter
gehemmt, an Tag 6 ist nur noch die Hilfte (51 %) der Zellkonzentration im MTS-Test
messbar. Am 7. Tag p.t. ldsst sich ein signifikanter Abfall des Wachstums auf 41%
beschreiben.

Somit konnte gezeigt werden, dass in allen miR-29c oder miR-145 iiberexprimierten
Zelllinien eine Reduktion der Proliferation erreicht werden konnte. Jedoch nur die
Uberexpression von miR-29¢ verursacht eine statistisch signifikante Inhibierung des
Zellwachstums in der Blasenkarzinomzellreihe J82. Dies weist eine tumorsuppressive

Eigenschaft der miR-29¢ im verwendeten Zellmodell nach.
4.3.3 Migration von J82 Zellen nach Transfektion mit pre-mirco-RNA-29¢

Aufgrund der nicht signifikanten Resultate fiir die beschriebenen Experimente bei
Verwendung von pre-miR-145 oder den RT4-Zellen wurde sich auf die Rolle von miR-
29c in J82 Zellen fokussiert. Im Folgenden wird mit dem Migrationsverhalten ein
weiterer wichtiger tumorregulierender Faktor, welcher hdufig in Zusammenhang mit
Progression und Metastasierung steht, untersucht. Hierfiir wird das Migrationsverhalten

der Urothelkarzinomzellen im ,,Boyden-chamber-assay* (siche 3.2.9) nach Transfektion
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der J82 mit pre-miR-29c¢ analysiert. Auch fiir diese Versuche diente die transiente
Transfektion mit pre-miR-Ctrl als Negativkontrolle.
Fiir die Ergebnisse wurden 3 unabhingige Experimente zusammengefasst, welche in

Abbildung 14 dargestellt sind.

Migration J82
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*

100

80
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40

relative Zellzahl in %

20
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Abbildung 14: Ergebnisse des Boyden-chamber-Assays nach Transfektion der Zellen mit miR-29¢
bzw. pre-miR-Ctrl.
Die Ergebnisse sind in relativen Zellzahlen (in %) dargestellt nach
Gegeniiberstellung mit den mit pre-miR-Ctrl transfizierten Zellen. Die
Konzentration der Zellzahl in der Kontrolle wurde willkiirlich als 100% gesetzt. Die
Abweichungsbalken wurden aus den Standardabweichungen der 3 unabhéingigen
Experimente ermittelt. Signifikanz nach Durchfiihrung des Mann-Whitney-Wilcox-
Tests *: p-Wert<0,05.

Die oben dargestellte Grafik veranschaulicht die signifikant geringere Zellmenge, welche
nach Transfektion mit miR-29¢ auf der Boyden-Membran zu erkennen ist.

So sinkt die Zellzahl nach ektoper Anhebung des 29c-Gehalts und Durchfiihrung des
Migrations-Tests auf 50,2%. Diese Ergebnisse zeigen, dass durch Uberexpression der
miR-29¢ die Migration von J82 Zellen negativ beeinflusst wird, was als weiteres Indiz

des tumorsuppressiven Potentials der miR-29¢ zu sehen ist.
4.3.4 Apoptose-Induktion nach Transfektion mit pre-mirco-RNA-29¢

Die vorangegangenen Ergebnisse in 4.3.2 konnten zeigen, dass die Zahl vitaler Zellen
durch die Transfektion mit miR-29c¢ signifikant inhibiert wurde. Neben einer
zugrundeliegenden Inhibierung der Proliferation konnte fiir die Reduktion der Zellzahl
auch eine Induktion des programmierten Zelltods in den transfizierten Zellen urséchlich
sein. Um eine gesteigerte Apoptose zu untersuchen kann die Caspase-3/-7-Aktivitit in

den Zellen analysiert werden. Hierfiir wurde in der vorliegenden Arbeit die Zellreihe J82
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mit der miR-29c¢ transient, ektop transfiziert. Als Negativ-Kontrolle diente erneut eine
Transfektion mit pre-miR-Control. Als Positivkontrolle wurde der TNF-related
apoptosis-inducing ligand (TRAIL) in einer Verdiinnung von 1:1000 (0,1ul Reagenz auf
100pul1 Puffer) verwendet, der als Induktor der Apoptose in Blasenkarzinomzellen gilt. Die
Ergebnisse von drei unabhingigen Experimenten wurden in Abbildung 15

zusammengefasst.
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Abbildung 15: Darstellung der relativen Caspase-Aktivitit nach Transfektion mit pre-miR-Ctrl,
pre-miR-29c und TRAIL.
Die Konzentration der Zellzahl in der Negativkontrolle wurde willkiirlich als 100%
gesetzt. Die Abweichungsbalken wurden aus den Standardabweichungen der 3
unabhiéingigen Experimente ermittelt. Signifikanz nach Durchfiihrung des Mann-
Whitney-Wilcox-Tests *: p-Wert<0,05

Wie in Abbildung 15 dargestellt konnte zwischen der Caspase-Aktivitit unter der
Negativkontrolle (miR-Control) und miR-29c kein signifikanter Unterschied festgestellt
werden. Unter Aktivierung des Trail Rezeptors konnte hingegen ein signifikant erhdhtes
Enzym-Niveau und somit die erwartete induzierte Apoptose gemessen werden. Da nach
Transfektion der Tumorzellreihe J82 mit miR-29¢ keine signifikant vermehrte Aktivitét
der Caspasen gemessen werden konnte, wird durch die Uberexpression der miR-29¢

keine vermehrte Apoptose iiber Caspase-3/ -7 induziert.
4.3.5 Untersuchung von LOXL 2 als molekulares Zielgen der miR-29c¢

Um die zuvor Dbeschriecbene miR-29c  vermittelte  Proliferations- und
Migrationsinhibierung sowie die reduzierte miR-29c¢ Expression in prognostisch

ungiinstigen Tumoren molekular einzuordnen und in einen biochemisch funktionellen
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Kontext zu setzen, wurde nach potenziellen neuen und zusitzlichen Zielgenen der miR-
29c gesucht. In einer computerassistierten Datenbankrecherche konnte eine molekulare
Bindungsstelle der miR-29¢ in der 3°UTR der Lysyl-Oxidase-Like 2 (LOXL?2)
aufgefunden werden (siche Abbildung 16).

LOXL2
mRNA 539 5-... UGGUGAGCUCAGACUUGGUGCUU..-3" 562
miR-29c¢ 3-AUUGGCUAAAGUUU-ACCACGAU-5

Abbildung 16: Mégliche Bindungsstellen von miR-29¢ an die Ziel-mRNA der LOXL2.
Internetbasierte Datenbanken (,, Targetscan*) berechneten die Bindungsstellen der
von miR-29¢ an die humane LOXL2-mRNA. Gezeigt ist der Ausschnitt der
Nuklidpositionen 539-562 an der 3’UTR der LOXL2 mit der eingezeichneten
Bindungsstelle fiir miR-29c¢.

Hieraus ergibt sich die Fragestellung, ob die Expression von LOXL?2 durch die miR-29¢
reguliert werden kann und so die beschriebenen Funktionen von miR-29¢ zumindest
teilweise molekular erkldrt werden kdnnen. Im Folgenden wurde daher die Expression
von LOXL2 in pre-miR-29c transfizierten J82-Blasenkarzinomzellen 3 Tage post
transfection untersucht und mit Kontroll-transfizierten Zellen (pre-miR-Ctrl) verglichen.
Es wurden drei unabhidngige Versuche durchgefithrt und in Abbildung 17

zusammengefasst.
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Relative LOXL2-Expression

Pre-miR-Ctrl Pre-miR-29c

Abbildung 17: Darstellung der relativen LOXL2-Expression nach Transfektion mit pre-miR-29c.
Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte am 3. Tag p.t. in J82-Zellen nach
Transfektion mit pre-miR-29c und einer Control-miR als Referenz. Der Whisker-
Boxplot wurde aus den Ergebnissen von 3 unabhingigen Experimenten der RT-
PCR erstellt. Die Signifikanz ist nach Durchfiihrung des Student’s-t-Tests ermittelt
und mit * (p<0,05) dargestellt.

Der oben abgebildete Whisker-Boxplot zeigt eine unterschiedliche Expression von
LOXL?2 nach transienter Transfektion mit pre-miR-29¢ im Vergleich zu den mit pre-miR-
Ctrl transfizierten J82-Zellen. Der Gehalt von LOXL2 unterscheidet sich bei einem AACt
von 1,3Ct der Mediane um ein 2,6-faches. Die signifikant herabregulierte LOXL2-
Expression (p-Wert:0,044) nach ektoper miR-29c Uberexpression zeigt, dass eine
Regulation der LOXL2-Expression in dem vorliegenden Zellmodel durch die miR-29¢
erfolgen kann. Die Herabregulation der LOXL2 durch die in den vorhergehenden
Untersuchungen tumorsuppressiv wirkende miR-29¢ lésst einen moglichen onkogenen
Einfluss der LOXL2 im Blasenkarzinom vermuten. Insgesamt zeigt die experimentelle
Untersuchung, dass eine Uberexpression von miR-29¢ die LOXL2-Expression auf RNA-
Ebene reguliert. Dieses Ergebnis untermauert die Moglichkeit, dass LOXL2 ein Zielgen

von miR-29c¢ sein kann.
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5 Diskussion

Das Urothelkarzinom der Harnblase stellt als zweithdufigste urologische
Tumorerkrankung eine groBe onkologische Herausforderung dar. Die molekularen
Ursachen der Karzinogenese sind beim Urothelkarzinom bislang nur unzureichend
erforscht, als dass diese im klinischen Alltag eine Hilfestellung bei Diagnostik, Therapie
oder Prognose der Erkrankung bieten wiirden.

Seit der Erstbeschreibung der micro-RNAs 1993 (41) wurde zunehmend deren
Bedeutung fiir die Tumorgenese in unterschiedlichen Tumoren beschrieben.

Daher war eine zentrale Frage dieser Arbeit, ob und welche micro-RNAs fiir die Genese
des Blasenkarzinoms von Bedeutung sind und inwieweit sich solche micro-RNAs auch
als molekulare Prognosemarker fiir das NMIBC eignen. Um dieser Frage nachzugehen,
wurden anhand einer Literaturrecherche micro-RNAs ausgewihlt, welchen eine
Regulation in unterschiedlichen Tumoren, inklusive des Blasenkarzinoms, bereits
nachgewiesen werden konnte.

In Tabelle 7 sind Publikationen zu den in dieser Arbeit untersuchten micro-RNAs
zusammengefasst, welche die onkogenen und/oder tumorsuppressiven Eigenschaften der

micro-RNAs in verschiedenen Tumorentititen hervorheben.

Tabelle 7: Uberblick iiber die Regulation der unterschiedlichen micro-RNA-Expressionen in
verschiedenen Tumoren verglichen zum jeweiligen Normalgewebe.

Micro-RNA Expression im Tumor Studie
miR-9 Medulloblastom Ferretti et al. (86)
Ovarial-Ca 4 Laios et al. (87)
Mamma-Ca /T Lehmann et al. (49)
miR-21 Mamma-Ca T Torio et al. (88)
Kolon-Ca T Yamamichi et al. (89)
Hepatocellulires Ca T Meng et al. (90)
miR-29¢ Lungen-Ca Zhan et al. (91)
Magen-Ca ¥ Saito et al. (92)
miR-145 Mamma-Ca Torio et al. (88)
Kolon-Ca 4 Salby et al. (93)
miR-200c Lungen-Ca 4 Ceppi et al. (94)
Mamma-Ca 4 Burk et al. (95)
Magen-Ca ¥ Tang et al. (96)
miR-205 Prostata-Ca Kalogirou et al. (57)
Mamma-Ca 4 Torio et al. (97)
Nierenzell-Ca ¥ Mayjid et al. (98)
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miR-221 Prostata-Ca Kneitz et al. (99)
Glioblastom T Ciafre et al. (100)
Magen-Ca T Chun-Zhi et al. (101)

Anhand der Vielzahl bekannter Studien zeigt sich bereits die Bedeutung der micro-RNAs
fiir die Tumorgenese, welche anhand der aberranten Expression dieser miRs in vielen
Tumorentititen dargestellt wurde (sog. Onko-miRs). Hierbei wurde in den einzelnen,
zuvor in Tabelle 7 beschriebenen, Arbeiten unter anderem die miR-Expression im
Tumorgewebe mit der Expression im gesunden Referenzgewebe verglichen. Dabei
konnte den Onko-miRs eine tumorsuppressive bzw. onkogene Eigenschaft zugeordnet
werden, die sich in einer Uber- bzw. Unterexpression im Tumorgewebe ausdriickt. Fiir
einige Onko-miRs konnte hierbei in verschiedenen Tumoren eine unterschiedliche
Regulation nachgewiesen werden.

Wie in Tabelle 7 dargestellt zeigen die miRs- 9, -29¢, -145, -200c und -205 in vielen
Tumoren eher tumorsuppressive Eigenschaften. MiR-21 und -221 hingegen werden
tendenziell onkogene Charakteristika zuteil. Anhand von micro-RNA-221 wurde jedoch
verdeutlicht, dass eine Onko-miR in verschiedenen Tumorentitdten unterschiedlich
reguliert sein kann und teils als Tumorsuppressor, in wieder anderen Tumoren als
Onkogen agieren kann. Dieses Phidnomen der pleiotrophen Wirkung von miRs beruht
hochst wahrscheinlich auf dem jeweiligen molekularen Mikromilieu, das in den

verschiedenen Zelltypen bzw. unterschiedlichen Typen von Tumorzellen vorliegt (102).

5.1 Micro-RNAs im Urothelkarzinom

5.1.1 Das Wiirzburger Urothelkarzinom Kollektiv

In der vorliegenden Arbeit sollte der diagnostische und prognostische Nutzen der zuvor
beschriebenen Auswahl von Onko-miRs im Urothelkarzinom der Blase untersucht
werden. Hierfiir wurde ein Kollektiv aus Tumorproben zusammengestellt, welches aus
einem Anteil von 48 NMIBC Patienten und 18 MIBC-Patienten besteht. Zusitzlich
wurden 6 weitere MIBC-Proben hinzugefiigt, welche von 6 der 48 NMIBC Patienten
abstammten und im Verlauf der Erkrankung ein muskelinvasives Rezidiv entwickelten.
Somit konnte ein NMIBC-Kollektiv erstellt werden, welches mit konventionellen
repriasentativen Kollektiven vergleichbar ist. Es ist bekannt, dass ungeféhr 10-20% aller

NMIBC-Patienten einen muskelinvasiven Progress im Verlauf zeigen (21, 30, 103). Dies
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bildet sich im vorliegenden Kollektiv bei einem Progress in 16,6% der NMIBC Patienten
ab. Bei einem durchschnittlichen Auftreten eines MIBC von 25-30% zum priméren
Vorstellungszeitpunkt aller Blasentumorpatienten (28, 29) ist dies im vorliegenden
selektionierten MIBC-Anteil mit 33,3% nicht signifikant iiberreprésentiert. Da das MIBC
in der erweiterten Fragestellung als Positivkontrolle verwendet wurde, ist eine leichte
Uberreprisentierung der MIBC aus Sicht des Autors im Sinne einer potenziell erhhten
Aussagekraft bei hoherer Fallzahl der MIBC erwiinscht gewesen. Das vorliegende
Kollektiv ist in Bezug auf die NMIBC als ein reprisentatives, unselektioniertes Kollektiv
zu sehen (Anteil der progredient werdenden NMIBC reprisentativ). Aufgrund der 6
selektionierten MIBC-Proben fiir die gepaarte Untersuchung ist dieses Kollektiv als

selektioniertes Kollektiv anzusehen.
5.1.2 Expression der miRNAs im Urothelkarzinom

Fiir die in dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente wurde zunéchst die Expression der
unterschiedlichen micro-RNAs im Urothelkarzinom untersucht und dies mit gesundem

Urothel verglichen.

Tabelle 8 zeigt eine Ubersicht einzelner bisher publizierter Arbeiten zu der Rolle der

untersuchten micro-RNAs im Urothelkarzinom der Blase.

Tabelle 8: Uberblick iiber die Regulation der unterschiedlichen micro-RNA-Expressionen im
Urothelkarzinom der Blase verglichen zum gesunden Urothel.
Fiir mit einem ,,<>* in vermerkte micro-RNAs konnte in der vorliegenden Arbeit
lediglich eine Tendenz der Uber-/Unterexpression ohne statistische Signifikanz
gezeigt werden. TS: Tumorsuppressor, OG: Onkogen.

Micro- Expression im Studie Weinke | Funktion in anderem
RNA Urothel-Ca Tumorgewebe
miR-9 0 Wang et al. (48) J TS (¥)
o Pignot et al. (104)
miR-21 T Tao et al. (52) PN oG (1
0 Zhang et al. (105)
0 Fischer et al. (106)
miR-29¢c N Rosenberg et al. (67) o TS )
J Friedman et al. (107)
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Wang et al. (108)
Fan et al. (109)

miR-145 Matsushita et al. (110) J TS ()
Ichimi et al. (111)
Dyrskjot et al. (112)

Avgeris et al. (113)

miR-200c Wiklund et al. (58) VAN TS (¥)

Mahdavinezhad et al. (114)

miR-205 Ratert et al. (115) VAN TS )

Wiklund et al. (58)

miR-221 Gottardo et al. (116) J 0G (1
Tsikrika et al.(117)

Lietal. (118)

e e e T e S I R R SR IR R

In Tabelle 7 und

Tabelle 8 konnen die vorliegenden Ergebnisse mit der aktuellen Studienlage verglichen
werden, um eine Kongruenz der Ergebnisse zu iiberpriifen. Die Expressionsanalysen
zeigten, dass miRs-9, -145 und -221 je eine signifikant niedrigere Expression im
Tumorgewebe im Vergleich zum gesunden Referenzmaterial besitzen. Fiir die anderen
untersuchten Onko-miRs konnte im vorliegenden Kollektiv keine signifikant aberrante
Expression im Urothelkarzinomgewebe nachgewiesen werden.

Weiterfithrend wurde das Karzinomgewebe anhand des histopathologischen Stagings in
muskelinvasives (MIBC) und nicht-muskelinvasives (NMIBC) Material unterteilt und
gesondert betrachtet, um die Bedeutung der einzelnen miRs fiir die Progression des
Urothelkarzinoms darzustellen.

Im Folgenden werden die Ergebnisse der untersuchten micro-RNAs diskutiert, die im
verwendeten Kollektiv keine Rolle als Prognosemarker fiir das NMIBC spielen.
MiR-145 und miR-29¢ werden aufgrund ihrer Bedeutung als Prognosemarker fiir das

NMIBC gesondert diskutiert.
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5.1.2.1 MiR-9

Zunichst wurde die micro-RNA-9 auf ihre Expression im Tumorgewebe verglichen mit
gesundem Referenzgewebe untersucht. In der vorliegenden Arbeit konnte hierbei eine
statistisch signifikant niedrigere Expression im Tumorgewebe nachgewiesen werden.
Somit zeigt sich diesbeziiglich im vorliegenden Kollektiv eine mdogliche
tumorsuppressive Funktion der miR-9.

Weiterfithrend wurde untersucht, ob die Invasivitit des Tumors im vorliegenden
Kollektiv anhand der miR-9-Expression abzuleiten ist. Hierfiir wurde die Expression der
NMIBC und MIBC verglichen. In der vorliegenden Arbeit konnte kein signifikanter
Unterschied in der miR-9-Expression zwischen den zwei untersuchten Subgruppen
bewiesen werden, sodass eine Unterscheidung in NMIBC bzw. MIBC anhand der miR-
9-Expression im vorliegenden Kollektiv nicht mdglich ist. Da sich keine differenzielle
Expression in den unterschiedlich invasiven Tumoren nachweisen ldsst, scheint die
micro-RNA-9 in Bezug auf die Fragestellung nach einem prognostischen Marker fiir
Invasion nicht weiter interessant und wurde aufgrund dessen in erginzenden
Versuchsreihen nicht weiter berticksichtigt.

Wang et al beschrieben in ihrer Publikation entgegen den zuvor beschriebenen
Ergebnissen eine Uberexpression der micro-RNA-9 im Blasentumormaterial. Da in
dieser Arbeit jedoch von einem im Vergleich zur vorliegenden Arbeit sehr
unterschiedlich zusammengestellten Kollektiv auszugehen ist, kann dies eine
unterschiedliche Expression in den zwei Arbeiten erkliren. (48)

Die Arbeitsgruppe um Pignot et al. konnte wiederum keine signifikant unterschiedliche
Regulation im Tumorgewebe nachweisen.

Sowohl Pignot et al. als auch Boubaker et al. zeigten in ihren Untersuchungen signifikant
hohere Expressionen in den muskelinvasiven Tumorproben. Ebenfalls wurde eine hohere
Expression bei prognostisch ungiinstigen high-grade NMIBC beschrieben, welches
ebenfalls mit einem niedrigerem ,,overall survival® sowie geringerem rezidivfreien
Uberleben assoziiert scheint. (104, 119) Dies zeichnet somit eher ein Bild einer
onkogenen miR-9, welche anhand ihrer Expressionsdaten sogar eine Unterscheidung in
prognostisch gilinstige und ungiinstige Tumore in den von diesen Arbeitsgruppen
untersuchten Kollektiven zu ermoglichen scheint. Dies konnte hingegen durch die

Ergebnisse der vorliegenden Arbeit nicht weiter bestétigt werden.
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Insgesamt zeigt sich eine gegensétzliche Darstellung zwischen der bisherigen Literatur
und den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit. Da miR-9 jedoch in anderen
Tumorentitdten auch als eher tumorsuppressive Onko-miR beschrieben wurde, scheint
hier ein heterogenes Expressionsmuster auch fiir das Urothelkarzinom denkbar. Da im
weiteren Verlauf dieser Arbeit auf eine weiterfiihrende molekulare Untersuchung der
miR-9 und moglicher Targets verzichtet wurde, kann hier eine weiterfiihrende
Untersuchung sinnvoll erscheinen, um eine valide Aussage beziiglich der onkologischen
Funktion der miR-9 treffen zu kénnen.

Einige Autoren beschrieben nach weiteren molekularen Versuchen unter anderem einen
Zusammenhang einer erhohten miR-9-Expression mit dem Verlust von E-Cadherin,
einem Invasions-hemmendem Protein (48, 120), was die These der onkogenen Funktion
weiter stiitzt. Vereinzelt ist jedoch auch ein Zusammenhang einer niedrigen miR-9-
Expression mit einer Tumorgenese beschrieben. So zeigten Wang et al. in ihrer Studie
einen potentiellen Zusammenhang einer erhéhten CDK6 (Cyclin-dependent-kinase-6)-
Expression mit der Entwicklung des Blasenkarzinoms (121). Da zuvor in anderen
Tumoren eine Herabregulierung der miR-9 eine Uberexpression der onkogenen CDK6
bewirkte (122), ist hierbei eine mdgliche Verbindung auch im Blasentumor zu sehen.
Dies konnte die These einer tumorsuppressiven miR-9 aus der vorliegenden Arbeit
untermauern.

5.1.2.2 Micro-RNA-21

Auch bei miR-21 wurde zunichst die Frage untersucht, ob eine differenzielle Expression
zwischen gesundem und tumordsem Gewebe im untersuchten Kollektiv vorliegt. Die
vorliegenden Ergebnisse konnten keine signifikant unterschiedliche Expression der miR-
21 im Urothelkarzinom im Gegensatz zum gesunden Kontrollkollektiv zeigen.
Anschliefend wurde die Expression zwischen MIBC und NMIBC verglichen mit der
Frage, inwiefern eine Differenzierung des histopathologischen Stadium bereits an der
miR-21-Expression abzuleiten ist und somit auch ein fortgeschrittener, prognostisch
schlechterer Tumor auf micro-RNA-Expressionsebene zu erkennen ist.

Beim unmittelbaren Vergleich der miR-21-Expression im MIBC und dem NMIBC
konnten weder zwischen den gepaarten noch zwischen den ungepaarten Proben statistisch

signifikante Unterschiede herausgearbeitet werden. Folglich ist im vorliegenden
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Kollektiv eine Differenzierung in NMIBC und MIBC anhand der miR-21-Expression
nicht moglich und auch keine Aussage beziiglich der Invasivitét und Prognose zu treffen.
Somit ldsst sich insgesamt anhand der vorliegenden Ergebnisse keine tumorregulierende
Wirkung der miR-21 im Urothelkarzinom nachweisen. Aus diesem Grunde ist miR-21 in
der vorliegenden Arbeit nicht als Progressionsmarker geeignet und dadurch kein weiterer
Bestandteil ergidnzender Untersuchungen.

Diverse Arbeiten konnten die Funktion der miR-21 als onkogene micro-RNA in
unterschiedlichen Tumorentitdten (z.B. Mammakarzinom oder Kolonkarzinom (88, 89))
belegen. Zhang und Kollegen konnten in ihren Versuchen nachweisen, dass miR-21 auch
im Urothelkarzinom im Vergleich zum gesunden Referenzgewebe signifikant hoher
exprimiert ist (105). Hierbei handelte es sich im Gegensatz zum vorliegenden
Wiirzburger Kollektiv um ein Hochrisikokollektiv, welches nur invasive
Urothelkarzinome (T1-T4), welche mittels Zystoprostatektomie therapiert wurden,
untersuchte. Auch Tao et al. untersuchten anhand eines kleinen MIBC-Kollektivs (n=8)
die miR-21-Expression im Urothelkarzinom der Blase verglichen mit gesundem
Referenzgewebe und wiesen eine erhohte relative miR-21-Expression im Tumorgewebe
nach (52). Fischer et al. konnten in der Untersuchung eines selektionierten Hochrisiko-
Kollektivs ebenfalls eine Uberexpression der miR-21 im Tumorgewebe zeigen (106). Dip
et al. konnten in ihrer Arbeit bei der Untersuchung zweier Kollektive (NMIBC, n=30 und
MIBC, n=30) eine Uberexpression der miR-21 im fortgeschrittenen MIBC im Vergleich
zum NMIBC konstatieren (123). Und auch Zhang et al. beschrieben eine Korrelation zu
einem klinisch schlechterem Verlauf mit einem reduziertem overall survival in der
Kaplan-Meier-Kurve (105).

Die bisherige Literatur zeigt somit eine onkogene Funktion der miR-21, welche mit der
Invasivitit und ebenfalls einer schlechteren klinischen Prognose im Urothelkarzinom
korreliert. Dies konnte durch die Ergebnisse am vorliegenden Kollektiv nicht bestatigt
werden. Die zuvor durch die haufig verwendeten Hochrisikokollektive als teils
unterschiedlich beschriebene Methodik, ist eine mogliche Erklirung der von der
bisherigen Studienlage abweichenden Ergebnisse.

5.1.2.3 Micro-RNA-200c¢

In Bezug auf die Fragestellung nach einer unterschiedlichen Expression zwischen

gesundem und tumorbefallenem Gewebe konnten die Ergebnisse dieser Arbeit fiir miR-
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200c eine hohere Expression derselben im Blasentumormaterial verglichen mit dem
gesunden Referenzmaterial zeigen, jedoch wurde das festgelegte statistische
Signifikanzlevel von p:<0,05 knapp verpasst (p-Wert: 0,06). Somit 1dsst sich ein Trend
einer erhohten miR-200c-Expression im Tumorgewebe ableiten, was mit einer
onkogenen Funktion vergesellschaftet ist. Aufgrund der fehlenden statistischen
Signifikanz ist jedoch anhand der relativen miR-200c-Expression keine verlédssliche
Unterscheidung in tumordses und nicht-tumordses Gewebe im untersuchten Kollektiv
moglich.

Die Ergebnisse der Arbeiten von Mahdavinezhad et al. und Wiklund et al. stiitzen die
Tendenz der Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, welche eine Uberexpression im
Blasenkarzinomgewebe beschreibt. In diesen Arbeiten wird ebenfalls eine hohere
Expression im Tumorgewebe - jedoch mit dem Nachweis einer statistischen Signifikanz
- beschrieben (58, 114).

Somit bestétigt die Literatur den in den vorliegenden Ergebnissen beschriebenen Trend
eines onkogenen Einflusses der miR-200c im Blasentumormaterial, wenngleich aufgrund
der fehlenden statistischen Signifikanz im vorliegenden Kollektiv hierbei eine weitere
Untersuchung der miR-200c z.B. in einem groBeren Kollektiv sinnvoll erscheinen kann.
Weiterfithrend wurde hiernach das Tumorgewebe in NMIBC und MIBC unterteilt und
die miR-200c-Expression miteinander verglichen. Hierbei zeigte sich in der
Untersuchung der ungepaarten Tumorproben eine hochsignifikante (p-Wert <0,001)
Herabregulation im histopathologisch héheren Tumorstadium (MIBC), verglichen mit
dem NMIBC. Somit ldsst sich fiir die miR-200c im vorliegenden Kollektiv auf die
beschriebene Fragestellung eine tumorsuppressive Wirkung beschreiben.

Wszolek et. al beschrieben ein dhnliches Verhalten der miR-200c im Urothelkarzinom
mit einer signifikant niedrigeren Expression im MIBC, verglichen mit dem NMIBC
(124). Auch die Arbeitsgruppen um Mahdavinezhad et al. und Wiklund et al. beschrieben
trotz der Uberexpression im Tumorgewebe im Vergleich zum gesunden Referenzgewebe
eine Herabregulation der miR-200c-Expression im muskelinvasiven und somit
prognostisch ungiinstigen Tumor. Sie vermuteten hier ein prinzipiell onkogenes Potenzial
der miR-200c, jedoch mit einer inhibierenden und somit tumorsuppressiven Wirkung auf

eine Invasion, Progression und Metastasierung. (58, 114)
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Somit wird der miR-200c, vor allem im direkten Vergleich der Tumorproben mit einer
unterschiedlichen Invasivitét, eine tumorsuppressive Wirkung zuteil, was sich durch die
Ergebnisse untermauern lief3

Mit einer dhnlichen Fragestellung, vor allem jedoch mit Frage, ob sich die miR-200c-
Expression bei einem Patienten korrelierend mit einem klinischen Progress veréndert,
erfolgte hierfiir anhand des Vergleichs der Expressionsdaten von zwei unterschiedlichen
Tumorproben (NMIBC und MIBC) des gleichen Patienten der gepaarte Vergleich der
NMIBC und MIBC. Hierbei konnten keine signifikanten Unterschiede herausgearbeitet
werden. Aufgrund dessen ist keine Unterscheidung in die histologisch unterschiedlichen
Stadien der je zwei Tumorproben moglich. Als Limitation sollte hier jedoch die relativ
kleine Kollektivgrole von je 6 Tumorproben beriicksichtigt werden. Um eine valide
Aussage treffen zu konnen, wiirde sich hierfiir die Untersuchung eines gréferen
Kollektivs eignen. In der Literatur scheint diese Fragestellung bislang auch noch nicht
weitergehend beschrieben.

Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse aus den vorherigen Untersuchungen,
welche eine tumorsuppressive Wirkung der miR-200c im Urothelkarzinom implizieren,
erfolgte die weitere Unterscheidung der NMIBC in progredient werdende NMIBC mit
einem muskelinvasiven Rezidiv und NMIBC ohne progredienten Verlauf im Follow-up-
Zeitraum. Dies wurde mit den Expressionsdaten korreliert und ausgewertet mit der
Fragestellung, ob der klinische Verlauf anhand der miR-200c-Expresionsdaten im
NMIBC abzusehen ist. Hierbei zeigten sich keine signifikanten Unterschiede der miR-
200c-Expression zwischen den NMIBC-Gruppen. Eine Unterscheidung der NMIBC in
prognostisch giinstige oder ungiinstige NMIBC ist somit in diesem Kollektiv anhand der
miR-200c-Expression bei statistisch nicht signifikanten Ergebnissen nicht mdglich.

In bisherigen Studien scheint eine prognostische Differenzierung der NMIBC anhand der
miR-200c-Expression ebenfalls nicht beschrieben.

Molekulare Untersuchungen konnten zeigen, dass die miR-200-Familie (u.a. miR-200c)
die epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) reguliert. Als molekulares Targetprotein
scheint das Zinc finger E-Box-binding-homeobox (ZEB)-Protein eine entscheidende
Rolle zu spielen. Durch eine Herabregulation von miR-200c scheint iiber eine
Uberexpression der onkogenen ZEBI ein Verlust von E-Cadherin und somit auch die

EMT induziert zu werden(53, 125, 126). Somit sind die vorliegenden Ergebnisse - eine
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reduzierte miR-200c-Expression im fortgeschrittenen, muskelinvasiven Blasenkarzinom
- kongruent zur aktuellen Studienlage und lassen eine tumorsuppressive Wirkung von
miR-200c iiber oben beschriebene molekulare Mechanismen weiter vermuten. Ein
diagnostischer Nutzen zur Differenzierung in prognostisch giinstige und ungiinstige
NMIBC-Gruppen konnte bislang weder in der vorliegenden Arbeit noch in der bisherigen
Literatur belegt werden, sodass weitere molekulare Untersuchungen vor allem in Bezug
auf den therapeutischen Nutzen - mogliche friihzeitige Indikation zur radikalen
operativen Versorgung - fiir den klinischen Alltag von gro3er Bedeutung sein konnen.
Aufgrund der Ergebnisse mit einer differenziellen Expression zwischen NMIBC und
MIBC, welches sich auch mit der Studienlage deckt, kann hier jedoch ein ergénzender
diagnostischer Nutzen im Falle von unklaren histopathologischen auch fiir den klinischen
Alltag von Bedeutung sein.

5.1.2.4 Micro-RNA-205

Zundchst wurde in der vorliegenden Arbeit auch fiir miR-205 die Fragestellung
untersucht, ob sich zwischen Blasenkarzinomgewebe und gesundem Referenzgewebe
eine differenzielle relative Expression zeigt. Hierbei konnten bei der Untersuchung vom
gesunden Urothel verglichen mit dem Tumormaterial keine statistisch signifikanten
Unterschiede herausgearbeitet werden.

Weiterfithrend wurde die Fragestellung untersucht, ob sich eine differenzielle miR-205-
Expression im NMIBC, verglichen mit dem MIBC nachweisen ldsst. Hierfiir konnte eine
statistisch hochsignifikant niedrigere miR-205-Expression (p-Wert: <0,001) im MIBC
nachgewiesen werden. Folglich beschreibt dies eindeutig tumorsuppressive
Eigenschaften der miR-205 im untersuchten Kollektiv. Dies impliziert, dass mit einer
zunehmenden Tumorinvasion eine Herabregulation des miR-205-Gehalts erfolgt.
Erginzend wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob sich eine unterschiedliche
Expression im NMIBC mit einem unterschiedlichen klinischen Verlauf nachweisen ldsst.
In der Untersuchung der prognostisch giinstigen bzw. ungiinstigen NMIBC zeigte sich
keine signifikant aberrante miR-205-Expression. Im vorliegenden Kollektiv scheint die
Untersuchung der miR-205 als prognostischer Marker im NMIBC nicht zielfiihrend.
Wiklund et al. konnten ebenso wie fiir miR-200c auch bei miR-205 eine hohere
Expression im Blasentumormaterial im Vergleich zum gesunden Urothel zeigen, jedoch

wiesen sie in ihren Versuchsreihen einen signifikant niedrigeren miR-205- Gehalt im
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MIBC verglichen mit den oberfldchlicheren Tumorproben nach (58). Auch Ratert et al.
beschreiben zunichst eine signifikant hohere miR-205-Expression im Urothelkarzinom
verglichen zum gesunden Referenzmaterial, wiederum eine signifikant niedrigere
Expression im MIBC im Gegensatz zum NMIBC (115).

In der aktuellen Literatur ist die miR-205 in Bezug auf den Vergleich von Tumorgewebe
mit gesundem Referenzmaterial bisher als onkogene micro-RNA im Urothelkarzinom
beschrieben. Dies kann durch die vorliegenden Ergebnisse nicht weiter bestétigt werden,
was jedoch auch mit der unterschiedlichen Methodik mit vor allem bisher in der Literatur
untersuchten selektionierten Hochrisikokollektiven zusammenhdngen kann.

Die beschriebene tumorsuppressive Funktion der miR-205 im NMIBC verglichen mit den
MIBC lassen sich durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestdtigen.

Als prognostischer Marker im NMIBC ist miR-205 in der Literatur bislang ebenfalls
kaum beschrieben. Die Arbeitsgruppe um Tran et al. zeigten ein geringeres
Gesamtiiberleben bei Urothelkarzinompatienten mit héherer miR-205-Expression im
Gegensatz zu solchen Tumoren mit niedrigerer Expression (127), was eine erhohte miR-
205-Expression in ihren Untersuchungen zu einem prognostisch ungiinstigen Marker
macht. Da dieses Kollektiv jedoch zu einem iiberwiegenden Anteil aus MIBC (>67%)
besteht, wurde dort in der Frage nach einem prognostischen Marker die MIBC mit
einbezogen, sodass hier keine eindeutige Vergleichbarkeit zur vorliegenden
Fragestellung (prognostischer Marker im NMIBC) herzustellen ist.

In der Literatur ist miR-205 unter anderem als ZEB-Inhibitor und somit Regulator der
EMT beschrieben (55), was eine erhohte miR-205-Expression wiederum mit einer
giinstigen Prognose vergesellschaften konnte. Dies bestdtigt das Bild eines
tumorsuppressiven Einflusses der miR-205 im Urothelkarzinom.

In der vorliegenden Arbeit konnte diese tumorsuppressive Wirkung aufgrund der
Herabregulierung im MIBC nachvollzogen werden. Insgesamt scheint miR-205 eine
wichtige Rolle in der Tumorgenese mit teils heterogener Regulation in unterschiedlichen
Tumorstadien zu spielen.

5.1.2.5 Micro-RNA-221

Auch fir die miR-221 wurde zunichst untersucht, ob sich eine unterschiedliche
Expression zwischen dem gesunden Urothelgewebe und tumorésem Gewebe nachweisen

lasst. Hierbei zeigte sich in dieser Arbeit eine signifikante Herabregulation im
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Blasentumorgewebe im Gegensatz zum gesunden Referenzgewebe, sodass die micro-
RNA-221 tumorsuppressive Eigenschaften in dieser Fragestellung zeigt.

Ergdnzend wurde die Frage untersucht, ob sich zwischen NMIBC und MIBC eine
unterschiedliche relative Expression nachweisen ldsst. Hierfiir konnten keine
Unterschiede in der miR-221-Expression zwischen den histopathologischen Stadien
(NMIBC vs. MIBC) weder in der gepaarten noch ungepaarten Untersuchung gezeigt
werden. Somit kann miR-221 in Bezug auf die beschriebene Fragestellung weder eine
onkogene noch tumorsuppressive nachgewiesen werden, weshalb auch auf die
erginzende Untersuchung mit der Frage nach einem prognostischen Marker verzichtet
wurde.

Ebenso wie in der vorliegenden Arbeit beschreiben Tsikrika et al. in ihrem Kollektiv eine
deutlich niedrigere Expression im Tumormaterial verglichen zum gesunden
Referenzgewebe (117). Da dieses Kollektiv vergleichbar zusammengestellt ist wie das
vorliegende Wiirzburger Kollektiv, scheint dies die These einer tumorsuppressiven miR-
221 im Urothelkarzinom weiter zu stiitzen.

Gottardo et al. und Li et al. hingegen zeichnen diesbeziiglich ein anderes Bild. Sie
schreiben der miR-221 aufgrund einer hoheren Expression im Karzinom in ihrem
Kollektiv eine eher onkogene Wirkung zu (116, 118). Da diese Hochrisikokollektive stark
selektioniert wurden, ist hier keine vollstindige Vergleichbarkeit gewéhrleistet. Unter
anderem scheint miR-221 iiber eine Herabregulation der Cyklin-abhingigen Kinase-
Inhibitor (CDKN) p27XiP! eine Einleitung der Apoptose verhindern zu konnen, was als
moglicher Ansatz fiir die onkogene Wirkung dient (128).

Beziiglich der unterschiedlichen Tumorstadien (NMIBC vs. MIBC) scheint in der
Literatur bislang kaum etwas publiziert, sodass die miR-221 auch in anderen Kollektiven
nicht als Marker fiir eine Muskelinvasion bekannt ist.

Insgesamt scheinen aufgrund der Diskrepanz zwischen den Ergebnissen und der Literatur
jedoch weitere Untersuchungen sinnvoll, um eine valide Aussage beziiglich der miR-221-

Expression im Urothelkarzinom treffen zu konnen.
5.1.3 Micro-RNA-145 als Marker fiir Aggressivitit des Urothelkarzinoms

5.1.3.1 Expressionsdaten der miR-145 im Urothelkarzinom
Zunidchst wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob sich eine Regulation der

relativen Expression von miR-145 im Urothelkarzinom nachweisen lédsst. Hierbei zeigte
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sich eine signifikant reduzierte miR-145 Expression im verwendeten Wiirzburger
Kollektiv, sodass fiir die Entstehung des Blasenkarzinoms von einer tumorsuppressiven
Wirkung der miR-145 ausgegangen werden kann.

In mehreren anderen Arbeiten wurde eine #hnliche Fragestellung untersucht und
Urothelkarzinomgewebe mit angrenzendem histologisch gesunden Urothel verglichen.
Hierbei zeigte sich ebenfalls eine reduzierte miR-145-Expression im Tumorgewebe (111-
113, 129). Dies deckt sich mit den Auswertungen dieser Arbeit, was somit den bisherigen
Forschungsstand einer tumorsuppressiven miR-145 fiir das Blasenkarzinom weiter
untermauern konnte.

Anschlieffend an diese Versuche wurde die relative miR-145-Expression im MIBC mit
der im NMIBC verglichen. Hierbei konnte eine signifikant hohere miR-145-Expression
im MIBC nachgewiesen werden. Dies zeigt, dass miR-145 im Urothelkarzinom, welches
bereits einen muskelinvasiven Anteil enthélt, eine gegenldufige Expression besitzt.

Da das vorliegende Kollektiv auch gepaarte Proben (urspriingliches NMIBC und spéteres
MIBC ceines Patienten) enthielt, erfolgte anschlieBend der Vergleich der gepaarten
Proben.

In den gepaarten Tumorproben konnte iiberraschenderweise eine signifikant niedrigere
Expression im MIBC verglichen mit dem NMIBC beobachtet werden. Dieses kontroverse
Ergebnis erscheint zunichst unverstindlich, wenn man die Uberexpression beim
Vergleich aller untersuchten NMIBC mit den MIBC betrachtet. Somit kdnnte in dieser
Fragestellung vermutet werden, dass mit einer zunehmenden Tumorzellinvasion der miR-
145-Gehalt abfillt, was wiederum eine tumorsuppressive Eigenschaft darstellen wiirde.
Somit scheint dies insgesamt widerspriichlich zu den Ergebnissen der ungepaarten
Untersuchung. Als Limitation ist diesbeziiglich in der vorliegenden Arbeit zu
berticksichtigen, dass in der Versuchsreihe mit gepaarten Proben lediglich nur eine
geringe Fallzahl (n=6) untersucht wurde.

Die bisherige Studienlage konnte unter anderem durch die Publikation von Avgeris et al.
eine Korrelation zum histopathologischen Stadium mit einer signifikant hoheren miR-
145-Expression im fortgeschrittenen (>pT2) Stadium nachweisen (113). Pignot et al.
beschreiben fiir ihr untersuchtes Kollektiv ebenfalls neben einer Herabregulation der

miR-145 im Blasentumor verglichen mit gesundem Referenzmaterial, jedoch eine
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Uberexpression im MIBC im Vergleich zum NMIBC (104). Diese Arbeiten stiitzen die
Ergebnisse aus der ungepaarten Untersuchung im vorliegenden Wiirzburger Kollektiv.
Matsushita et al. hingegen legen eine tumorsuppressive Funktion auch beim Vergleich
des MIBC und NMIBC nahe. So konnten sie als direktes molekulares Target von miR-
145 unter anderem UHRF'1 (Ubiquitin-like, containing PHD and RING finger domains,
1) ausmachen. Dieses Onkogen scheint im Zellzyklus-Checkpoint der G1/S-Transition
einzugreifen (130, 131) und wird durch miR-145 inhibiert. Eine Uberexpression von
UHRF1 kann somit zu einer genomischen Instabilitdt fithren und den programmierten
Zelltod an diesem Checkpoint verhindern. Da in ihrer Arbeit eine erhdhte UHRFI-
Expression im MIBC verglichen mit dem NMIBC nachgewiesen werden konnte, kann
dies die These einer tumorsuppressiven miR-145 auch in Bezug auf oben beschriebene
Fragestellung bekréftigen. (110)

Insgesamt zeichnet die bisherige Literatur ebenfalls — wie auch die Ergebnisse der
vorliegenden Arbeit — ein heterogenes Bild fiir die Rolle der miR-145 als
progressionsassoziierte miR im Blasenkarzinom. Somit ist eine Aussage beziiglich der
miR-145 Expression im NMIBC verglichen mit dem MIBC abschlie8end nicht moglich.
Eine mogliche Erkldrung der differenziellen miR-145 Expression in den verschiedenen
Studien konnte eine miR-145 Regulation iiber verschiedene andere Faktoren sein. So
scheint eine Regulation von micro-RNAs prinzipiell auch durch Variablen wie
Geschlecht oder Erkrankungsalter (132, 133) moglich, was jedoch im Rahmen der
vorliegenden Arbeit nicht weiter untersucht wurde. Aufgrund der relativ geringen
Fallzahlen kann ein solcher Bias die Ergebnisse je nach verwendetem Kollektiv
verandern. Um welchen Faktor oder welche Faktoren es sich hierbei handelt, konnte nicht
festgestellt werden.

Zusammenfassend zeigt sich in der vorliegenden Arbeit eine miR-145 mit
tumorsuppressiven Eigenschaften. Hierflir ist das in anderen Arbeiten beschriebene
UHRF 1 ein interessantes Zielgen, welches direkt tiber miR-145 reguliert wird (110). Eine
endgiiltige Aussagekraft beziiglich der miR-145-Expression im MIBC verglichen mit
dem NMIBC ist jedoch durch die teils widerspriichlichen Ergebnisse nicht abschlieBend

moglich.
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5.1.3.2 Micro-RNA-145 als Progressionsmarker im NMIBC

Die Untersuchung der micro-RNA-145 als moglichen friihzeitigen Marker fiir
Progression nimmt in der vorliegenden Arbeit einen groflen Teil der Untersuchungen ein.
Hierbei wurde zundchst die miR-Expression der NMIBC im Patientenkollektiv
analysiert, mit den klinischen Follow-up-Daten korreliert und die Fragestellung
untersucht, ob sich eine unterschiedliche Expression zwischen den NMIBC mit
unterschiedlichem klinischen Verlauf nachweisen ldsst. Es konnte gezeigt werden, dass
die micro-RNA-145 im NMIBC mit einem spéteren muskelinvasiven Rezidiv und somit
den prognostisch ungiinstigen Tumoren im Vergleich zum nicht-progredienten NMIBC
signifikant herabreguliert ist. Dies 14sst somit auf eine tumorsuppressive Eigenschaft der
miR-145 schliefen, wonach eine niedrige Expression mit einer schlechteren Prognose
vergesellschaftet sein konnte.

Dyrskjot et al. haben in ihrer Expressionsanalyse unter anderem mit einer dhnlichen
Fragestellung nach dem prognostischen Potenzial im NMIBC die miR-145 untersucht,
konnten allerdings eine Uberexpression im progredient werdenden NMIBC nachweisen
(112). Auch Avgeris et al. beschrieben eine Korrelation zwischen einer hohen miR-145
Expression im NMIBC und einer mit einem erhdhten Progressionsrisiko verbundenen
schlechteren Prognose (113). Somit unterscheiden sich die FErgebnisse dieser
Arbeitsgruppen von den Ergebnissen aus der vorliegenden Arbeit.

Aufgrund der zuvor erarbeiteten Ergebnisse mit einer signifikant niedrigeren miR-145-
Expression in prognostisch ungiinstigen NMIBC wurde untersucht, ob sich das
unselektionierte  NMIBC-Kollektiv anhand eines Schwellenwertes der miR-145-
Expression in prognostisch giinstige und ungiinstige Tumore unterteilen ldsst. Hierbei
lie sich mit 0,488ACr ein Schwellenwert mit einer hohen Spezifitit von 95% und einer
Sensitivitdt von 75% nachweisen. Die hohe Spezifitét legt somit nahe, dass bei einer unter
dem ermittelten Schwellenwert liegenden miR-145 Expression im vorliegenden
Kollektiv mit hoher Wahrscheinlichkeit ein Progress zu erwarten ist. Mithilfe der Kaplan-
Meier-Analyse konnten hochsignifikante Unterschiede zwischen den anhand des
Schwellenwertes dichotomisierten Gruppen ermittelt werden (p-Wert: <0,0001). Dies
untermauert auch die klinische Bedeutung des Schwellenwertes, welcher eine frithzeitige
Einteilung in prognostisch giinstige und ungiinstige Tumore ermoglicht und somit in einer

Therapieplanung mitberiicksichtigt werden konnte (z.B. frithzeitige Zystektomie).
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Avgeris et al. zeigten in ihrer Studie, dass eine erhdhte miR-143/145-Expression mit
einem erhdhten Progressionsrisiko assoziiert scheint. Dies deckt sich nicht mit den
vorliegenden Ergebnissen, jedoch ist zu beriicksichtigen, dass nur das miR-143/145-
Cluster als kombiniertes Expressionsmodell untersucht wurde (113). Somit ist keine
direkte Vergleichbarkeit der Ergebnisse mdglich.

SchlieBlich wurde in einer Kaplan-Meier-Analyse untersucht, ob die miR-145 Expression
auch mit einem unterschiedlichen Gesamtiiberleben assoziiert ist. Hierbei liel sich
ebenfalls zeigen, dass eine miR-145-Expression unter dem Schwellenwert von 0,488ACt
mit einer erhohten Mortalitdt assoziiert ist, wenngleich die Fallzahl bei nur 4
tumorassoziierten Toden lag.

Vergleichbare Untersuchungen sind in der Literatur nicht beschrieben, sodass dies eine
bislang einzigartige Versuchsreihe ist.

In anderen Tumorentititen, wie z.B. dem kleinzelligen Bronchialkarzinom ist ebenfalls
eine tumorsuppressive miR-145 beschrieben. So scheint eine niedrige miR-145-
Expression mit einer schlechteren Prognose auch in diesem Tumor zu korrelieren (134).
Ein bekanntes molekulares Target der miR-145 ist das Onkogen MYC, welches unter
anderem mit einer erhohten Zellproliferation in Tumoren assoziiert ist (135, 136) und
durch eine Uberexpression von miR-145 inhibiert werden kann (137). Da MYC bereits
mehrfach in der Tumorgenese unterschiedlicher Karzinome (138-140) und auch des
Urothelkarzinoms (141, 142) beschrieben wurde, ist hierbei ein direkter miR-145-
vermittelter Zusammenhang denkbar. Ob miR-145 die tumorsuppressive Wirkung auch
im Urothelkarzinom der Blase iiber die Regulation des Onkogens MYC entfaltet,
erscheint ein interessanter Untersuchungsansatz.

Anhand des zweiten selektionierten Mannheimer Kontrollkollektivs wurde schlieBlich
untersucht, ob eine Validierung der zuvor beschriebenen Ergebnisse aus dem Wiirzburger
Kollektiv mdglich ist. Zunédchst wurde auch hier gepriift, ob sich eine differenzielle
Expression im progredienten und nicht progredienten NMIBC nachweisen ldsst. Die
Expressionsdaten in dem  Validierungskollektiv ~ zeigten keine signifikant
unterschiedliche Expression. Unter Verwendung von dem im Wiirzburger Kollektiv
ermittelten Schwellenwertes erfolgte auch die Regressionsanalyse mittels Kaplan-Meier-
Analyse. Hierbei konnten bei einem nicht signifikanten p-Wert in der Signifikanztestung

die Ergebnisse aus den vorherigen Versuchen im Wiirzburger Kollektiv nicht bestétigt
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werden, sodass fiir das Mannheimer Kollektiv keine verlédssliche Dichotomisierung in
prognostisch ~ glinstige bzw. ungiinstige Subgruppen anhand des Wiirzburger
Schwellenwertes erfolgen konnte. Auch hier divergiert die Expression von miR-145 in
den beiden verwendeten Kollektiven offensichtlich. Wie zuvor dargestellt, ist zu
vermuten, dass die miR-145 Expression durch einen oder mehrere
progressionsunabhingige Faktor/en beeinflusst werden, sodass eine Validierung der
Rolle von miR-145 als prognostischer Marker fiir das NMIBC im zweiten unabhingigen
Kollektiv nicht gelingt. MiR-145 dient somit nach Untersuchung beider Kollektive nicht
als geeigneter Biomarker, um eine klinische Progression im Verlauf vorherzusagen.
5.1.3.3 Micro-RNA-145 im Zellmodell

Aufbauend auf den Ergebnissen aus dem nativen FFPE-Tumormaterial wurde der
Einfluss der miR-145 im zelluliren Modell untersucht. Zunédchst wurde hierbei das
Proliferationsverhalten von miR-145 {iberexprimierten Blasenkarzinomzellreihen nach
transienter Transfektion mit pre-miR-145 untersucht. Im MTS-Test konnte hierbei eine
niedrigere Zellzahl nach Transfektion mit pre-miR-145 im Vergleich zur
Negativkontrolle nachgewiesen werden, wenngleich die Unterschiede zu den Kontrollen
nicht statistisch signifikant waren. Dies legt einen antiproliferativen Effekt der miR-145
in den Blasenkarzinomzellen nahe, auch wenn die Ergebnisse aufgrund der fehlenden
statistischen Signifikanz lediglich als Trend einzuordnen sind.

Viele Studien konnten die Ergebnisse aus den verwendeten Zellmodellen bestétigen. So
konnte in verschiedenen Studien nach ektoper Uberexpression von miR-145 in
Blasenkarzinomzelllinien eine signifikante Reduktion der Proliferation nachgewiesen
werden (112, 129, 143, 144).

Insgesamt scheinen sich die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit mit der bisherigen
Studienlage zu decken, welche miR-145 vor allem tumorsuppressive Eigenschaften
zuschreibt. Da die untersuchten Zellreihen zudem aus muskelinvasiven Tumoren isoliert
wurden, kann hier ein tumorsuppressiver FEinfluss auch im fortgeschrittenen
Urothelkarzinom vermutet werden. Somit stiitzt dies die Ergebnisse der RT-PCR aus den
nativen Tumorproben des Wiirzburger Kollektivs, welche miR-145 tumorsuppressive

Eigenschaften zuschreiben.
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5.1.4 Micro-RNA-29c als Marker fiir Aggressivitit des Urothelkarzinoms

5.1.4.1 Expression der miR-29c¢ im Urothelkarzinom

Initial wurde auch fiir die micro-RNA-29¢ untersucht, ob sich Unterschiede in der miR-
29c-Expression zwischen Blasenkarzinommaterial und gesundem Referenzgewebe
nachweisen lassen. Hierbei konnten eine Tendenz zur niedrigeren miR-29c-Expression
im Tumormaterial herausgearbeitet werden, jedoch wurde die festgelegte

Signifikanzmarke von p< 0,05 bei einem p-Wert von 0,09 verpasst.

Zahlreiche Studien konnten miR-29c¢ bereits tumorsuppressive Eigenschaften
zuschreiben (siehe Tabelle 7 und

Tabelle 8) (66, 67, 107-109), was die Tendenz der vorliegenden Arbeit, nimlich miR-29¢
als Tumorsuppressor im Blasenkarzinom zu sehen, bekréftigt.

Weiterfiihrend wurde die Expression in den histologisch unterschiedlichen Gruppen
(NMIBC vs. MIBC) verglichen. Hierbei zeigt sich eine statistisch signifikant niedrigere
Expression der micro-RNA-29c¢ im muskelinvasiven Tumor (T2-T4) verglichen mit dem
nicht-muskelinvasiven Stadium (Ta-T1). Ergidnzend wurde die Fragestellung untersucht,
ob sich eine aberrante miR-29c-Expression in der gepaarten Untersuchung zwischen
NMIBC und MIBC des gleichen Patienten zeigen ldsst. Hierbei zeigte sich eine
signifikante Herabregulation der miR-29¢ auch im MIBC. Dies konnte ein Anhaltspunkt
dafiir sein, dass bei Patienten im Verlauf der Erkrankung eine progrediente Suppression
der miR-29c¢ mit der Progression der Tumorentwicklung assoziiert ist. Dies bestétigt den
Trend der vorangegangenen Untersuchung und unterstreicht eine tumorsuppressive
Wirkung auch wédhrend der Progression des Tumors. Eine niedrigere miR-29c-
Expression im MIBC verglichen mit prognostisch giinstigen (nicht-invasiv-
rezidivierenden) NMIBC wurde auch von Rosenberg et. al publiziert(67), sodass die
aktuelle Studienlage die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten untermauern.
Insgesamt decken sich die Ergebnisse der Literatur mit denen der vorliegenden Arbeit,
welche zeigen, dass miR-29c¢ im aggressiveren, muskelinvasiven Urothelkarzinom
verglichen mit dem nicht-muskelinvasiven Urothelkarzinom der Harnblase
herabreguliert ist.

Diese Ergebnisse zeigen, dass miR-29c als mdglicher Marker fiir Invasivitit und

Aggressivitit im Urothelkarzinom interessant bleibt, da die Expression von miR-29¢ mit
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der Progression des Blasenkarzinoms assoziiert erscheint. Inwiefern miR-29c auch als
Prognosemarker im NMIBC fungieren kann, wird im Folgenden weitergehend diskutiert.
5.1.4.2 Micro-RNA-29c¢ als Progressionsmarker im NMIBC

Aufbauend auf den vorangegangenen Ergebnissen wurde untersucht, ob sich miR-29c als
prognostischer Marker fiir den Verlauf von NMIBC eignet. Hierfiir erfolgte zunichst eine
Unterteilung in progredient werdende bzw. nicht progredient werdende NMIBC. Dabei
zeigte sich eine signifikant niedrigere Expression der miR-29¢ im NMIBC mit einem
muskelinvasiven Rezidiv im Verlauf. Dies unterstreicht die tumorsuppressive Wirkung
der miR-29¢ und zeigt, dass eine geringe Expression der micro-RNA-29¢ im NMIBC mit
einer schlechteren Prognose assoziiert ist. Angeschlossen an diese Untersuchungen
wurde gepriift, ob sich die prognostisch unterschiedlichen Gruppen auch anhand eines
Schwellenwertes dichotomisieren lassen. Hierflir wurde zunichst mithilfe des Youden-
Index ein bestmdglicher Schwellenwert ermittelt. Fiir diesen Wert zeigte sich schlieBlich
in der ROC-Kurve eine hochstmogliche Sensitivitdt von 100% sowie eine Spezifitit von
62,5%. Die Sensitivitdt zeigt somit, dass sich anhand des Schwellenwertes im
vorliegenden Kollektiv ein NMIBC mit einem spéteren Progress zu 100% erkennen lésst,
wenngleich bei einer Spezifitidt von 62,5% falsch positive Werte in Kauf genommen
werden miissen. Mit einem p-Wert von <0,005 in der Kaplan-Meier-Analyse konnten
zudem die beiden Gruppen in Bezug auf ein progressionsfreies Uberleben und bei einem
p<0,05 auch auf tumorbedingtes Versterben (Mortalitit) getrennt werden. Dies
unterstreicht die Bedeutung von miR-29c¢ als moglicher Prognosemarker fiir das NMIBC,
da im untersuchten Kollektiv eine statistisch verldssliche Unterscheidung in prognostisch
giinstige und ungiinstige Tumore anhand der miR-29¢ Expression mdglich ist.

In vergleichbaren Untersuchungsmodellen der Arbeitsgruppen um Dyrskjot et al. sowie
Rosenberg et al. konnte ebenfalls eine signifikant niedrigere miR-29¢ Expression im
prognostisch ungilinstigen NMIBC (mit muskelinvasivem Rezidiv im Verlauf) gezeigt
werden. Zudem wurde in diesen Arbeiten ebenfalls in einer Kaplan-Meier-Analyse nach
Dichotomisierung der Gruppen anhand der unterschiedlichen miR-29¢ Expression, eine
niedrigere miR-29c-Expression mit einem hdheren Progressionsrisiko korreliert (67,
112).

Ein unmittelbarer Vergleich der in diesen zwei Publikationen verwendeten

Schwellenwerte mit dem der vorliegenden Arbeit ist aufgrund der unterschiedlichen
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Methodik (u.a. unterschiedlich verwendeten Housekeeper zum Normalisieren der RT-
PCR Daten) nicht mdglich.

Insgesamt untermauert die aktuelle Studienlage die vorliegenden Ergebnisse einer
tumorsuppressiven miR-29¢. Zudem konnte gezeigt werden, dass eine niedrige miR-29¢
Expression mit einer schlechteren klinischen Prognose aufgrund eines erhohten
Progressionsrisikos vergesellschaftet ist und anhand der miR-29c Expression
prognostisch gilinstige von prognostisch ungiinstigen Tumoren statistisch robust
abgegrenzt werden konnen.

Um die Ergebnisse aus dem Wiirzburger Kollektiv zu bestitigen, wurden die miR-29¢
Expressionsdaten eines unabhidngigen Kontrollkollektivs (Mannheimer NMBIC
Kollektiv) analysiert und auf die prognostische Aussagekraft von miR-29¢ untersucht.
Im Validierungskollektiv, das eine vergleichbare Zusammensetzung zum Wiirzburger
Kollektiv besal3, konnte, wie bereits fiir das Wiirzburger Kollektiv bestitigt, eine
signifikant niedrigere miR-29c-Expression in den prognostisch ungiinstigen NMIBC
festgestellt werden.

Analog zu den Versuchen am Wiirzburger Kollektiv wurde mit Hilfe der ermittelten miR-
29c¢ Expressionsdaten eine Regressionsanalyse durchgefiihrt. Hierbei wurde der zuvor am
Wiirzburger Kollektiv ermittelte miR-29¢ Schwellenwert verwendet, um das
Mannheimer Kollektiv. zu  dichotomisieren. Nach Dichotomisierung des
Kontrollkollektivs anhand des Wiirzburger Schwellenwerts konnte in der Kaplan-Meier-
Kurve gezeigt werden, dass sich die beiden NMIBC-Gruppen prognostisch
unterschiedlich verhalten, da ein signifikant lingeres progressionsfreies Uberleben und
eine signifikant niedrigere Mortalitdtsrate (tumorassoziiertes Versterben) in der Gruppe
mit einer hoheren miR-29c-Expression besteht.

Somit konnte der Schwellenwert bestdtigt und die prognostische Aussagekraft von miR-
29c als prognostischer Marker fiir das NMIBC in zwei voneinander unabhingigen
Kollektiven validiert werden.

Vergleichbare Validierungsstudien eines konkreten Schwellenwertes von miR-29c
wurden in der Literatur bislang nicht beschrieben, sodass diese Untersuchungen
einzigartig sind. Die Verwendung dieses Schwellenwertes hétte in den untersuchten
Kollektiven eine frithzeitige Diagnose von Hochrisikopatienten ermoglicht und durch

eine frithzeitige kurative Therapie (Zystektomie) gegebenenfalls die Prognose verbessern
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konnen. Ob hierdurch wirklich das progressionsfreie Uberleben verlingert werden und
die Mortalitdt gesenkt werden kann, kann im Rahmen zukiinftiger prospektiver Studien

untersucht und aufgearbeitet werden.
5.1.5 Diagnostische Bedeutung von miR-29c fiir die klinische Anwendung

Mithilfe weiterer histopathologischer Werte wurde ergdnzend im Rahmen einer
kombinierten Regressionsanalyse untersucht, ob die prognostische Genauigkeit unter
Berticksichtigung mehrerer Variablen erhoht werden kann. Bisher ist in der Klinik der
EORTC-Score zur Abschitzung des Progressionsrisikos geldufig. Hierbei wird aus
unterschiedlichen Variablen (T-Stadium, Grading, TumorgroBe und Auftreten eines
Rezidivs) ein Wert gebildet, welcher unter anderem das Progressionsrisiko vorhersagen
soll. Da es sich im untersuchten Kollektiv nur um das Erstauftreten der NMIBC handelt
und Informationen beziiglich der Tumorgrdf3e nicht vorliegen, kann in der vorliegenden
Arbeit lediglich das Grading und T-Stadium aus dem EORTC-Score zum Vergleich
mitberiicksichtigt werden.

Vergleicht man nun die miR-29c-Expression mit dem Grading sowie dem T-Stadium (im
EORTC-Score mitberiicksichtigt (145)) und bezieht dies im Rahmen einer kombinierten
Regressionsanalyse mit ein, konnte in den vorliegenden Kollektiven gezeigt werden, dass
der ermittelte Schwellenwert der miR-29c-Expression der bestmogliche pradiktive
Marker aller vorliegenden Variablen ist. Selbst nach erginzendem Hinzuziehen des
Gradings oder T-Stadiums zu der relativen miR-29c-Expression konnte die prognostische
Genauigkeit nicht verbessert werden. Unter Beriicksichtigung der anderen in dieser
Arbeit untersuchten miRs (-9,-21,-145,-200c,-205,-221) zeigte sich jedoch im
kombinierten Regressionsmodell eine erhohte Signifikanz in der Kaplan-Meier-Kurve,
wenn sowohl miR-29c¢ als auch miR-145 einen gemeinsamen Schwellenwert bilden. Da
sich dieser Schwellenwert im Mannheimer Kollektiv nicht bestdtigen lief3, ist eine
kombinierte Untersuchung von miR-29¢ und miR-145 nicht weiter zielfithrend.

Da sich miR-29¢ im vorliegenden Kollektiv als sicherster Marker zur Abschédtzung des
Progressionsrisikos im Vergleich zu den geldufigen klinischen Markern (T-Stadium und
Grading) herausstellt, konnte micro-RNA-29c¢ als moglicher neuer Prognosemarker fiir
die Verwendung im klinischen Alltag groBes Potenzial besitzen. Eine friihzeitige

Diagnose von NMIBC mit einem hohen Progressionsrisiko mithilfe der miR-29¢c-
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Expression konnte somit auch fiir eine Therapieplanung von Patienten mit einem NMIBC

eine grofle Relevanz haben.
5.1.6 Molekulare Funktion der Micro-RNA-29c als Tumorsuppressor

Wie zuvor beschrieben konnte eine aberrante Expression der miR-29¢ im
Urothelkarzinom nachgewiesen werden. Zur weiterfiihrenden Beurteilung wurden in
vitro Versuche angeschlossen, um die Rolle von miR-29c¢ als Tumorsuppressor
aufzuzeigen. Im Folgenden wurde die Proliferation (5.1.6.1), Migration (5.1.6.2) und
Apoptose (5.1.6.3) von miR-29c {iberexprimierten Blasenkarzinom-Zelllinien untersucht,

um wesentliche Merkmale eines Tumorsuppressors darzustellen

5.1.6.1 Proliferation

Zunidchst wurde der Einfluss der miR-29c auf die Proliferation der Karzinomzellen
untersucht.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen eine geringere Zellzahl der RT4-Tumorzellreihe
nach transienter Transfektion der Zellen mit pre-miR-29¢ verglichen mit der
Negativkontrolle: Es konnte jedoch keine statistische Signifikanz nachgewiesen werden.
Nach transienter Transfektion der J82-Zellreihe mit pre-miR-29c konnte hingegen eine
signifikante Inhibierung der Proliferation in den mit miR-29¢c transfizierten
Karzinomzellen festgestellt werden, was ein eindeutiger Hinweis auf eine
tumorsuppressive Funktion der micro-RNA-29¢ im Blasenkarzinom darstellt.

Eine niedrigere Proliferationsrate durch die Uberexpression der miR-29¢ in
Blasenkarzinomzellreihen konnte bereits in vorherigen Untersuchungen anderer
Arbeitsgruppen nachgewiesen werden (66, 109, 146).

Unter anderem wird als molekulares Target das proliferationsassoziierte Enzym PI3K
(Phosphoinositid-3-Kinasen) beschrieben, welches iiber den AKT-Signalweg eine
onkogene Wirkung annehmen kann und unter anderem durch miR-29¢ inhibiert werden
kann (109, 147).

Auch der posttranskriptionelle Einfluss der miR-29¢ auf die CDKG6 (cyclin-dependent-
kinase-6) Expression wurde bereits in unterschiedlichen Tumoren belegt (148, 149).
Dieses Schliisselgen gilt als wichtiger Regulator der G1/S- Zellzyklustransition und kann
somit eine wesentliche onkogene Rolle in der Karzinogenese spielen. Dass eine erhdhte

CDK6 mit einer schlechteren Prognose im Urothelkarzinom assoziiert ist, wurde bereits
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durch Wang et al beschrieben (121). Die Arbeitsgruppe um Zhao et al. beschrieb CDK6
als molekulares Target der miR-29c fiir das Urothelkarzinom, sodass die vermutete
antiproliferative Funktion der miR-29¢ durch die Regulation des CDK6 somit gestiitzt
werden kann. (66)

Zusammenfassend konnte eine signifikante Proliferationsinhibierung nach transienter
Transfektion mit pre-miR-29¢ bewiesen werden.

5.1.6.2 Migration

Ein wichtiger Faktor in der Entstehung eines Tumorprogresses stellt die Migration der
Tumorzellen in Blutgefile sowie in benachbartes Gewebe dar. Durch eine erhdhte
Motilitdt der Karzinomzellen scheint eine Migration durch schiitzende Membranen
moglich, was sowohl ein lokales Fortschreiten, als auch eine Fernmetastasierung
begiinstigen kann (150). Anhand des Boyden-Chamber-Assays wurde die Fragestellung
untersucht, inwiefern miR-29¢ die Migration der Zellen und somit das Risiko eines
klinischen Progresses beeinflussen kann.

In den Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Migrationseigenschaft und somit
die Moglichkeit der Zellinvasion in den miR-29¢ transfizierten Zellen deutlich erniedrigt
ist. Dies stellt einen weiteren wichtigen Pfeiler eines Tumorsuppressors dar und markiert
erneut die tumorsuppressive Funktion der miR-29¢ im Urothelkarzinom.

Fir einige micro-RNAs konnte ein Einfluss auf die Migration in
Blasenkarzinomzelllinien nachgewiesen werden (151, 152), jedoch existierten fiir miR-
29c im Blasenkarzinom noch keine Daten. Eine Rolle von miR-29¢ als Regulator von
Migration konnte lediglich in anderen Tumorentitdten beschrieben werden. In der 2020
erschienenen Arbeit von Lu et al. wurde eine durch miR-29c¢ regulierte Migration fiir das
Gallenblasenkarzinom nachgewiesen (153). Die Arbeitsgruppe um Zhong et al. konnte
mit miR-29a bereits eine migrationsinhibierende Regulation iiber die miR-29-Familie
sogar im Urothelkarzinom beschreiben. Hier wurde eine Inhibierung der Migration tiber
VEGFA (vascular endothelial growth factor A) beschrieben (154). VEGFA ist als
Induktor der Neoangiogenese bereits hdufig eine proliferative Wirkung zugeschrieben
und {iber eine FErhohung der Permeabilitit mit einer Regulation der
Migrationseigenschaften in Verbindung gebracht worden (155-158). Da eine Regulation
von VEGFA iiber miR-29¢ bereits im Adenokarzinom der Lunge beschrieben wurde

(159), scheint dies als molekulares Target auch fiir das Blasenkarzinom denkbar.
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Die beschriebenen Ergebnisse zeigen eine Bedeutung der miR-29c als Regulator von
Migrationsvorgidngen im Urothelkarzinom, welche jedoch bislang noch nicht umfassend
erforscht wurden. Die miR-29¢ vermittelte Migrationsinhibierung konnte iiber die
posttranskriptionelle Regulation des miR-29¢ Targets VEGFA stattfinden. Dieser
Untersuchungsansatz war nicht mehr Teil der vorliegenden Arbeit und bedarf weiterer
Validierung.

5.1.6.3 Apoptose

Wie zuvor bereits beschrieben verursacht die Uberexpression von miR-29¢ eine
Reduktion der Zellzahl in den untersuchten Blasenkarzinomzelllinien. Neben der
beobachteten Proliferationsinhibierung durch miR-29¢ konnte dieses Ergebnis auch
durch die Induktion von apoptotischen Mechanismen ausgeldst werden. Aufgrund dessen
wurde in der vorliegenden Arbeit untersucht, ob die Caspasen -3/-7 als bekannter Initiator
der Apoptose in der Blasenkarzinomzelllinie durch eine Uberexpression der miR-29¢
aktiviert und damit der programmierte Zelltod initiiert wird. Die Aktivierung von
Caspasen (cysteinyl-aspartate specific protease) ist einer der bekanntesten Trigger der
Apoptose (160). Welche Rolle miR-29¢ hierbei einnehmen kann, ist bislang nicht
abschlieBend untersucht.

Eine hohere Aktivitdt der Caspase-3/-7 nach transienter Transfektion mit pre-miR-29¢
konnte in der vorliegenden Arbeit nicht nachgewiesen werden. Somit l4sst sich die in den
Proliferationstestungen beschriebene reduzierte Zellzahl in miR-29¢ iiberexprimierten
Zellen nicht iiber eine erhohte Caspase-3/-7 Aktivitdt erkldren.

Ein Caspase-induzierter Zelltod konnte hingegen bereits in diversen Karzinomen
nachgewiesen werden. Dass ein solcher Mechanismus auch iiber micro-RNAs als
potenzielle Tumorsuppressorgene eingeleitet wird, konnten Lin et al. in ihrer Arbeit fiir
das Prostatakarzinom zeigen (161). Auch fiir das Urothelkarzinom zeigten Ostenfeld et
al., dass iiber eine Uberexpression der tumorsuppressiven miR-145 der Zelltod durch die
Aktivierung der Caspase-3/-7 eingeleitet wird (162).

Dass die miR-29¢ eine Rolle in der Regulierung der Caspasen spielen kann, ist am
Beispiel der Arbeit von Li et al. fiir das Osophaguskarzinom beschrieben (163),. Eine
Caspasen-vermittelte Aktivierung der Apoptose iiber die micro-RNA-29¢ im

Urothelkarzinom ist in der Literatur bislang nicht beschrieben.
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Somit ist davon auszugehen, dass die zwei untersuchten Caspasen keinen wesentlichen
miR-29c-vermittelten Anteil an der Apoptose im Urothelkarzinom haben. Ob andere
Induktoren der Apoptose durch miR-29c¢ beeinflusst werden, kann nicht beurteilt werden.
Kroemer et al. in ihrer Ubersichtsarbeit im Nature zeigen, dass auch Defekte in der
Induktion von einem Caspase-unabhidngigem Zelltod in Tumorzellen auftreten kdnnen
(164). Dies kann im vorliegenden Fall lediglich vermutet werden und war nicht

Bestandteil dieser Arbeit.

Zusammenfassend konnte in miR-29c {iiberexprimierten Urothelkarzinomzellen eine
Inhibierung der Proliferation sowie der Migration nachgewiesen werden. Dies
unterstreicht nach den Untersuchungen am Nativmaterial nun auch in den in vitro

Untersuchungen die tumorsuppressive Bedeutung der miR-29¢ im Urothelkarzinom.
5.1.7 LOXL?2 als molekulares Target

Um die tumorsuppressive Funktion von miR-29c weiter abzukldren, wurde nach neuen
Zielgenen der miR-29¢ gesucht. Im Rahmen einer internetbasierten Datenbankrecherche
konnte eine Bindungsstelle zwischen miR-29¢ und der 3"'UTR der LOXL?2 nachgewiesen
werden, sodass eine LOXL?2 ein mogliches Zielgen darstellt.

Um eine posttranskriptionelle Regulation von LOXL?2 durch miR-29¢ zu beweisen, wurde
untersucht, ob durch eine ektope Uberexpression der miR-29¢ die LOXL2-Expression
reguliert wird.

Nach transienter Transfektion der Blasenkarzinomzellen mit pre-miR-29¢ konnte eine
signifikant niedrigere Expression von LOXL2 nachgewiesen werden. Die aufgefiihrten
Ergebnisse beweisen somit eine posttranskriptionelle Regulation von LOXL?2 auf RNA
Ebene durch miR-29c.

Aufgrund der bekannten onkogenen Funktion von LOXL?2 stellt es im Zusammenhang
mit der postulierten tumorsuppressiven Funktion von miR-29 ein interessantes Target dar.
Eine der bekanntesten wichtigen, physiologischen Funktionen der LOX-Familie ist {iber
die Querverbindung von Kollagen und Elastin die Stabilisierung der extrazelluldren
Matrix (165). Eine Uberexpression von LOX kann zu einem fibrotischen Umbau der
Zellen und somit zu einer erhohten Steifigkeit der Zellen fiihren. Dies wiederum kann
einen Tumorprogress sowie Metastasierung iiber eine erhohte Zellmigration bedingen

(78, 166, 167). Die molekularen Mechanismen iiber welche LOX Einfluss auf die
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Karzinogenese nehmen kann, ist noch nicht endgiiltig verstanden. Vermutet wird unter
anderem, dass LOXL?2 iiber eine Regulation des posttranskriptionellen Faktors ,,Snail* die
E-Cadherin-Transkription inhibiert und somit die EMT initiiert wird (168).

Dass LOXL?2 als onkogenes Target fungieren kann, konnte bereits fiir unterschiedliche
Tumorentititen, wie z.B. dem Magen- oder Pankreaskarzinom nachgewiesen werden
(169, 170). Hierbei wird eine onkogene Wirkung unter anderem iiber den PI3K-Akt-
Signalweg fiir das kolorektale Karzinom beschrieben (171). Dass dies ein moglicher
Signalweg im Blasenkarzinom unter dem Einfluss von miR-29c¢ sein kann, wurde zuvor
bereits in 5.1.6.1 beschrieben, ist jedoch noch zu beweisen.

Dass die Gene der LOX-Familie auch im Blasenkarzinom tumorregulierend auf
posttranskriptioneller Ebene dienen konnen, konnten Wu et al. zeigen, wenngleich dies
bislang lediglich fiir die im Gegensatz zur LOXL2 tumorsuppressiven LOX und LOXL4
gezeigt werden konnte (172). Die in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse werden
durch die Gruppe um Nishikawa et al. unterstiitzt, welche im Nierenzellkarzinom zeigen
konnten, dass durch eine Uberexpression der miR-29¢, LOXL2 supprimiert und somit die
Tumorzellmigration inhibiert werden konnte (173). Ein wesentlicher Einfluss der LOXL?2
scheint fiir das Urothelkarzinom in der Literatur bislang kaum beschrieben.
Zusammenfassend konnte eine bisher unbekannte Inhibierung der LOXL2 Expression
durch miR-29c¢ im Urothelkarzinom beschrieben werden. Mithilfe der vorliegenden
Ergebnisse konnte somit gezeigt werden, dass zumindest teilweise die tumorsuppressive
Funktion von miR-29¢ durch die Regulation von LOXL?2 vermittelt wird. Aufgrund der
progressions-assoziierten Expression von miR-29¢ wire es nun interessant zu
untersuchen, ob LOXL?2 ebenfalls als Progressionsmarker im Blasenkarzinom fungieren
konnte. Da miRs in der Regel ein ganzes Biindel von verschiedenen Zielgenen regulieren
kann und miR-29¢c eine regulierende Funktion im Verlauf der Entwicklung zu
aggressiveren Tumoren besitzt, wire es zudem wichtig, in zukiinftigen Versuchen die
Rolle der moglichen Zielgene fiir die Progression des Blasenkarzinoms zu analysieren.
Mithilfe dieser Untersuchungen konnten Mechanismen der Tumorgenese und

Progression des Blasenkarzinoms weiter entschliisselt werden.
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6 Zusammenfassung

Das Urothelkarzinom ist das zweithdufigste urologische Malignom mit weltweit
steigender Inzidenz. Nach initial kurativ intendierter transurethraler Resektion des
Tumors zeigt bislang immer noch jeder vierte Patient einen Progress im Verlauf mit
einem erhdhten Risiko einer Metastasierung, ohne dass hierfiir verldssliche prognostische
Marker zur Verfiigung stehen. Mithilfe eines solchen (Bio)markers konnte beim
Urothelkarzinom eine frithzeitige Diagnostik von Hochrisikokarzinomen ermdglicht, die
Therapieplanung verbessert und somit das Risiko einer Metastasierung und erhdhten
Mortalitdt gesenkt werden. Als mdgliche Biomarker riicken micro-RNAs iiber ihre
posttranskriptionelle Regulierung in den Fokus onkologischer Forschung. Mithilfe einer
Datenbankrecherche wurden 7 verschiedene micro-RNAs (miR-9, -21, -29¢, -145, -200c,
-205, -221) selektioniert, welchen bereits in unterschiedlichen Malignomen eine Rolle in
der Karzinogenese nachgewiesen werden konnte. Ein Einfluss dieser miRs im
Urothelkarzinom war bislang noch nicht suffizient beschrieben, sodass anhand einer
Expressionsanalyse in der vorliegenden Arbeit ein Biomarker fiir einen Progress
untersucht werden sollte. Hierfiir wurde ein archiviertes Gewebekollektiv, bestehend aus
NMIBC, MIBC und benignem Referenzmaterial verwendet und die mittels RT-PCR
ermittelte miR-Expression mit klinischen Parametern sowie Follow-up-Daten korreliert.
Letztlich konnte fiir unterschiedliche micro-RNAs ein Einfluss auf das Urothelkarzinom
im untersuchten Kollektiv nachgewiesen werden und somit deren Bedeutung als Onko-
miRs im Urothelkarzinom gestarkt werden. Aufbauend auf diesen Ergebnissen wurden
die NMIBC retrospektiv anhand der Follow-up-Daten in zwei prognostisch
unterschiedliche Subgruppen unterteilt und die Expressionsdaten miteinander verglichen.
Es konnte gezeigt werden, dass sowohl miR-29c als auch miR-145 in prognostisch
ungiinstigeren NMIBC mit einem muskelinvasiven Rezidiv im Verlauf eine signifikant
niedrigere Expression im untersuchten Kollektiv aufwiesen. Anhand eines in der
Regressionsanalyse ermittelten Schwellenwertes konnte in der Kaplan-Meier-Analyse
sowohl ein erhdhtes progressionsfreies Uberleben als auch eine niedrigere
tumorassoziierte Mortalitdt in den NMIBC mit einer miR-Expression unterhalb des
ermittelten Schwellenwertes gezeigt werden. Somit wurde im untersuchten Kollektiv ein
Marker ermittelt, welcher anhand der miR-29¢ und -145-Expression eine Unterteilung in

prognostisch giinstige und ungiinstige Gruppen ermoglicht. In einem zweiten
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unabhingigen Validierungskollektiv wurden miR-29¢ und -145 auf ihre zuvor erhobene
prognostische Aussagekraft untersucht. Hierbei konnte miR-145 als prognoserelevanter
Biomarker nicht validiert werden. Fiir miR-29¢ konnte hingegen erneut eine niedrige
Expression mit einer schlechteren klinischen Prognose assoziiert werden. Zudem konnte
der zuvor ermittelte Schwellenwert auch in dem zweiten Kollektiv und miR-29¢ somit
als Prognosemarker in den untersuchten Kollektiven validiert werden.

In der Zellkultur konnte die tumorsuppressive Funktion der miR-29¢ weiter bestitigt
werden. So zeigte sich in ektopisch miR-29c-iiberexprimierten Urothelkarzinomzellen
eine  signifikant niedrigere  Proliferations- und Migrationsrate. Um die
posttranskriptionelle Funktion der tumorsuppressiven miR-29c¢ weiter abzukldren, konnte
LOXL?2 als ein solides Zielgen der miR-29c mittels RT-PCR-Analysen identifiziert
werden.

Anhand dieser Ergebnisse konnten vor allem miR-29¢ tumorsuppressive Eigenschaften
im Urothelkarzinom zugeschrieben werden. Im untersuchten Gewebekollektiv stellt die
miR-29¢ einen relevanten Progressionsmarker dar, welcher im Rahmen prospektiver
Studien weiter validiert werden konnte. Eine Implementierung der miR-29c-
Expressionsanalyse in die Diagnostik der NMIBC ist somit insgesamt ein
vielversprechender Ansatz um eine rasche Diagnose von Hochrisikokarzinomen zu

stellen und folglich einer frithzeitigen Therapie zuginglich zu machen.
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