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2 Einleitung

2.1 Das Lungenkarzinom

2.1.1 Epidemiologie, Atiologie und Unterteilung

Weltweit ist Lungenkrebs die am haufigsten diagnostizierte Krebsart bei Madnnern und die
zweithadufigste nach dem Brustkrebs bei Frauen (Bade und Dela Cruz 2020). Lungenkrebs macht
somit insgesamt etwa 13% aller diagnostizierten Krebsdiagnosen aus. Zudem steht Lungenkrebs
bei Mannern an erster und bei Frauen an zweiter Stelle bei den am haufigsten zum Tode
fihrenden Krebserkrankungen (Torre et al. 2015; Bade und Dela Cruz 2020).

Auch in Deutschland gehort das Bronchialkarzinom zu den haufigsten Krebserkrankungen. 2016
gab es in Deutschland etwa 57 000 Neuerkrankungen, wobei zu ungefahr 60% Manner betroffen
waren. Die Inzidenz des Bronchialkarzinoms lag 2016 in Deutschland fiir Frauen bei 31,4 und fir
Manner bei 57,5. Die relative 5-Jahres Uberlebensrate betrug 21% bei Frauen und 15% bei
Mannern, die Mortalitat lag bei 22,6 fir Frauen und 45,7 bei Mannern. Somit verursachte das
Lungenkarzinom in etwa 45 000 Sterbefdlle pro Jahr allein in Deutschland (Zentrum fir

Krebsregisterdaten 2019).

Atiologisch gilt das Rauchen von Nikotin als Hauptrisikofaktor fiir das Lungenkarzinom (Malhotra
et al. 2016; Bade und Dela Cruz 2020). Seit Ende der 1990er Jahre entwickelten sich die oben
genannten Erkrankungs- und Sterberaten bei beiden Geschlechtern gegenlaufig, sodass die
Anzahl der Frauen kontinuierlich anstieg und die Zahl der Manner zuriickging. Es ist davon
auszugehen, dass sich diese Entwicklung aufgrund der veranderten Rauchgewohnheiten der
Geschlechter in Zukunft fortsetzen wird (Zentrum fiir Krebsregisterdaten 2019).

Es gibt jedoch noch weitere Risikofaktoren, die das Risiko eines Lungenkarzinoms erhéhen. Dazu
gehdren eine genetische Vorbelastung, schlechte Erndhrung und das Einatmen von
krebserregenden Schadstoffen wie beispielsweise Asbest, Arsen, Cadmium und Nickel. Zur
Pravention des Lungenkarzinoms ist es daher unerlasslich, weniger Nikotin aktiv und passiv zu
rauchen und weniger Luftunreinheiten, vor allem im Berufsleben, einzuatmen. Auch eine
bessere Erndhrung mit Obst und Gemise und ausreichend viel Bewegung helfen, das generelle
Krebsrisiko zu senken (Malhotra et al. 2016; Krebsforschungszentrum 05.06.2018; Bade und
Dela Cruz 2020).



Lungenkrebs wird in mehrere Formen unterteilt. 10 bis 15% der diagnostizierten
Lungenkarzinome sind kleinzellige Lungenkarzinome (SCLC) und 80 bis 85% sind nicht-
kleinzellige Lungenkarzinome (NSCLC). Weitere Lungenkrebsarten sind Karzinoid Tumore (unter
5%) und andere seltene Formen. Zu dem NSCLC gehoren das Plattenepithelkarzinom,
Adenokarzinom, squamdse Karzinom und grofRzellige Karzinom sowie weitere Unterformen

(American cancer society 2020).

2.1.2 Stadieneinteilung des Lungenkarzinoms

Das Lungenkarzinom kann anhand der TNM-Klassifikation und des Gradings in verschiedene
Stadien und Differenzierungsgrade eingeteilt werden.

Die TNM-Klassifizierung ist die haufigste Methode zum Staging von Tumorerkrankungen
weltweit. Mit ihrer Hilfe kdnnen Stadien nach UICC (Union for international cancer control)
gebildet werden, welche Auskunft Giber die Prognose der Patienten geben und eine angepasste
Therapie anhand dieses Stadiums ermoglichen. Meist wird zunachst ein vorlaufiges klinisches
Stadium gebildet, welches postoperativ mithilfe der Histologie prazisiert wird.

Die drei wichtigsten Punkte zur Einteilung sind: T fiir die TumorgréBe und Ausbreitung des
Primartumors, N fiir den Lymphknotenbefall und M fiir die Fernmetastasen (DKG 2020).

Die TNM-Klassifikation und Stadieneinteilung wird nach Vorgabe der UICC durchgefiihrt. Die
erste Auflage wurde im Jahr 1968 veroffentlicht. Inzwischen liegt seit dem 01.01.2017 die 8.
Auflage zur Klassifikation von Lungentumoren nach der UICC vor. Diese wurde nach den
Empfehlungen des Lungenkarzinom Staging Projektes der IASLC (International Association for
the study of lung cancer) geschrieben. Das IASLC Lungenkarzinom Staging Projekt beruht auf der
Untersuchung von tber 100 000 Fallen aus 46 Zentren aus Uber 19 Landern weltweit (Goldstraw

et al. 2016).

Nach der 8. Auflage der UICC kann ein Lungenkarzinom wie folgt eingestuft werden:

Mit dem Buchstaben T wird der Primartumor eingestuft, und es wird nach dem grofiten
Tumordurchmesser, der Infiltrationstiefe, dem Befall von benachbarten Organen wie der Pleura
oder des Mediastinums und der Assoziation mit daraus folgender Atelektase oder obstruktiver

Pneumonitis untersucht (Tabelle 1).



Tabelle 1: Einteilung des Primdrtumors eines Lungenkarzinoms nach der 8. Auflage der TNM-Klassifikation der UICC

Goldstraw et al. 2016)

T Beschreibung

Tx Der Primartumor kann nicht beurteilt werden oder es werden bosartige Zellen
im Sputum oder der bronchoalveolaren Lavage festgestellt, ohne dass ein
Tumor visuell dargestellt werden kann.

T0 Kein Primartumor

Tis Carcinoma in situ

T1 Tumor <3cm an groRter Stelle, umgeben von Lungengewebe oder Pleura
viszerales ohne bronchoskopischen Nachweis einer Invasion proximal des
Lappenbronchus (also nicht im Hauptbronchus)

T1a(mi) minimalinvasives Adenokarzinom

Tla Tumor <1cm an gréRter Stelle

Tlb Tumor >1cm aber <2cm an grofter Stelle

Tlc Tumor >2cm aber <3cm an grofter Stelle

T2 Tumor >3cm aber <5cm oder Tumor mit Hauptbronchusinfiltration
(unabhéngig der Entfernung zur Carina, aber er darf sie nicht infiltrieren) oder
Tumor mit Infiltration der Pleura viszerales oder Tumor mit Atelektase oder
obstruktiver Pneumonitis

T2a TumorgroRe >3cm aber <4cm an grofter Stelle

T2b TumorgroRe >4cm aber <5cm an groRter Stelle

T3 TumorgroRe >5cm aber <7cm an grofter Stelle oder mit separaten
Tumorherden im selben Lungenlappen oder mit Infiltration einer der
folgenden Strukturen: Thoraxwand (inklusive parietaler Pleura oder superiorer
sulcus Tumore), Nervus phrenicus oder parietalem Perikard

T4 Tumor >7cm an groRter Stelle oder mit separaten Tumorherden in einem
anderen ipsilateralen Lungenlappen oder Infiltration einer der folgenden
Strukturen: Zwerchfell, Mediastinum, Herz, grofRe Gefalle, Trachea, Nervus
laryngeus recurrens, Osophagus, Wirbelkérper, Carina




Mit dem Buchstaben N wird der Lymphknotenstatus eingeteilt, welcher postoperativ
histologisch anhand der entnommenen Lymphknoten bestimmt wird. Die Lymphknoten werden
dazu von 1 bis 14 in Stationen unterteilt, wobei die Zahlen 1 bis 9 (also einstellige Zahlen) die
extrapulmonalen  mediastinalen  Lymphknotenstationen  widerspiegeln  und dem
Lymphknotenstatus N2 und N3 entsprechen. Die Zahlen 10 bis 14 (also zweistellige Zahlen)
stellen bei Befall den N1-Status dar (Tabelle 2) (Rusch et al. 2007).

Tabelle 2: Einteilung des Lymphknotenstatus bei Lungenkarzinomen nach der 8. Auflage der TNM-Klassifikation der
UICC (Goldstraw et al. 2016)

N Beschreibung

Nx Regionale Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden

NO Keine regionalen Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen im ipsilateralen peribronchialen und/oder ipsilateralen hildren und

intrapulmonalen Lymphknoten, einschlieflich der direkten Infiltration des

Tumors in umliegende Lymphknoten

N2 Metastasen in ipsilateralen mediastinalen und/oder subcarinalen
Lymphknoten
N3 Metastasen in kontralateralen mediastinalen und hildren Lymphknoten oder

ipsi- oder kontralateralen skalenischen oder supraclaviculdaren Lymphknoten

Mit dem Buchstaben M werden Fernmetastasen beschrieben. Der Metastasierungsweg des
Lungenkarzinoms ist entweder lymphogen oder hamatogen. Es metastasiert am haufigsten in
Hirn, Knochen und die Nebennieren. Als Fernmetastasen gelten jegliche Absiedlungen, die nicht
im direkten regionalen Zusammenhang mit dem Primartumor stehen und sich nicht in den

regionalen Lymphknoten befinden (Tabelle 3) (Popper 2016).

Tabelle 3: Einteilung der Fernmetastasierung bei Lungenkarzinomen nach der 8. Auflage der TNM-Klassifikation der
UICC (Goldstraw et al. 2016)

M Beschreibung

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen vorhanden

M1la Separate Tumorherde in der kontralateralen Lunge oder Tumorherde in der

Pleura oder dem Perikard oder maligner Pleura- oder Perikarderguss

M1b Einzelne extrathorakale Fernmetastase (auch nicht-regionale Lymphknoten)

Milc Mehrere extrathorakale Metastasen in einem oder multiplen Organen




Aus der TNM-Klassifikation ergibt sich im Anschluss die folgende UICC Stadieneinteilung nach

der 8. Auflage:

Tabelle 4: UICC Einteilung von Lungenkarzinomen nach der 8. Auflage der TNM-Klassifikation der UICC (Goldstraw et
al. 2016)

Stadium T N M
Okkultes Karzinom Tx NO MO
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium IA1 Tla (mi), Tla NO MO
Stadium 1A2 Tib NO MO
Stadium 1A3 Tlc NO MO
Stadium 1B T2a NO MO
Stadium IIA T2b N1 MO
Stadium IIB Tla-c, T2a-b N1 MO
T3 NO MO
Stadium Il1A Tla-c, T2a-b N2 MO
T3 N1 MO
T4 NO-N1 MO
Stadium 111B Tla-c, T2a-b N3 MO
T3, T4 N2 MO
Stadium 1lIC T3, T4 N3 MO
Stadium IVA Jedes T Jedes N M1la, M1b
Stadium IVB Jedes T Jedes N M1lc

Anhand der Einteilung in Stadien nach UICC kann eine Prognose der Uberlebensrate fiir die
Patienten mit einem entsprechenden Stadium gegeben werden (Abbildung 1). Es ist zu
erkennen, dass jedes Fortschreiten des Stadiums direkt mit einer schlechteren 2- und 5-
Jahresiiberlebensrate einhergeht. Die 2-Jahresiiberlebensrate reicht von Stadium I1A1 mit 97%
bis Stadium IVB mit 10%, und die 5-Jahresiiberlebensrate liegt bei 92% in Stadium IA1 und bei
0% in Stadium IVB.
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Abbildung 1: Uberlebensrate in Abhdngigkeit vom klinischen Tumorstadium (Goldstraw et al. 2016)

Die weitere Charakterisierung eines Karzinoms erfolgt anhand des Tumorgradings. Dieses
beurteilt die Beschaffenheit eines Karzinoms. Es wird histologisch untersucht, inwieweit sich das
Tumorgewebe vom Normalgewebe unterscheidet. Dies wird als Differenzierungsgrad
beschrieben.

G1 = gut differenziert (,,low grade”), dhnlich zum Ursprungsgewebe

G2 = maRig differenziert

G3 = schlecht differenziert

G4 = undifferenziert bzw. anaplastisch (,,high grade”), der Tumor kann nicht mehr oder nur
aufgrund immunhistochemischer Untersuchungen dem Ausgangsgewebe zugeordnet werden
Grad 9= Differenzierung nicht beurteilbar

Die Malignitat eines Tumors nimmt mit sinkender Differenzierung zu, sodass ein hohes Grading
Stadium mit schnellerem Wachstum und schlechterer Prognose einhergeht (DocCheck Medical

Services GmbH 2020; DKG 2020).



2.1.3 Karzinogenese

Die Entstehung eines Karzinoms beruht auf dem Versagen physiologischer
Abwehrmechanismen der unkontrollierten Zellproliferation und entsteht aus einer Kombination
von genetischen und epigenetischen Veranderungen. Nach Hanahan und Weinberg (Hanahan
und Weinberg 2011) gibt es sechs Verdanderungen in der gesunden Zelle, die zu einem bosartigen
Wachstum fiihren kdnnen. Dies betrifft das selbststandige Wachsen, ungehemmtes Potenzial
sich zu teilen, Widerstand gegen wachstumsinhibierende Signale, dem Umgehen des Zelltodes,

Angiogenese und die Fahigkeit, in andere Gewebe zu wachsen und Metastasen zu bilden.

Es gibt zahlreiche genetische Veranderungen, die eine Ursache flir das Lungenkarzinom
darstellen kdonnen. Dazu zdhlt beispielsweise eine TP53 Mutation, welche in 12% aller
Lungenkarzinome von Nicht-Rauchern gefunden werden kann und sogar in 30% aller
Lungenkarzinome von Rauchern (Pfeifer et al. 2002).

TP53 dient physiologisch als Tumorsuppressorgen. Es reguliert die Transkription von zahlreichen
untergeordneten Target Genen, welche in die Induktion von Zellzyklus Arrest, Apoptose, DNA-
Reparatur und Zellseneszenz involviert sind. So kann es verdanderte Zellen unterdriicken und die
Entstehung von Tumoren vorbeugen (Lane und Levine 2010). Wenn TP53 mutiert, wandelt es
sich von einem Tumorsuppressorgen zu einem Onkogen. Es verliert, meist durch missense
Mutationen, seine protektiven Fahigkeiten und férdert die Tumorprogression, die Fahigkeit des
Tumors zu metastasieren und erhoht zudem Medikamentenresistenzen (Rivlin et al. 2015;

Parrales und Iwakuma 2015).

Weitere genetische Veranderungen, die fiir das maligne Wachstum von Zellen verantwortlich
sind und die Bildung von Lungenkarzinomen beginstigen, sind Mutationen von EGFR (Epidermal
growth factor receptor), ALK (anaplastic lymphoma kinase), ROS1 (receptor tyrosine kinase)
oder auch KRAS (Kirsten rat sarcoma virus, proto-oncogene GTPase) (Travis et al. 2015; Ferrer

et al. 2018).



Epigenetische Verdanderungen konnen ebenfalls zur Entstehung eines Lungenkarzinoms

beitragen. Es werden verschiedene Gene aktiviert oder inaktiviert, wodurch die Genexpression

gesteuert werden kann. Zur Epigenetik werden folgende Mechaniken gezdhlt (Deans und

Maggert 2015; Alzin 2019):

1.

DNA-Methylierung: Es werden Methylgruppen (-CH3) von DNA-Methyltransferasen an
Nukleotide der Promotorregion von DNA angehangen. Diese Methylierung fiihrt zur
Inhibierung der Genexpression. Es konnten bereits zahlreiche Gene identifiziert werden,
die in Lungenkarzinomen eine verdanderte Methylierung aufweisen im Vergleich zu
gesundem Lungengewebe, beispielsweise MYF6, SIX6, SOX1, BCL2, PHOX2A, FOLX2 und
HPP1 (Zhao et al. 2013; Shen und Waterland 2007; Hanabata et al. 2004).
Histon-Modifizierung: Histone sind Proteine, die sich im Nukleus befinden. Um sie
herum windet sich die DNA, um in einer kompakteren Form vorzuliegen. Sie regulieren
die Gentranskription, DNA-Replikation und DNA-Reparatur, indem sie durch
unterschiedliche Prozesse, wie Methylierung, Acetylierung oder Phosphorylierung
verdndert werden. So kdonnen nur verschiedene Teile der DNA abgelesen und die
Genexpression verandert werden (Sawan und Herceg 2010).

mikroRNAs (miRNAs): mikroRNAs sind kleine nicht kodierende RNAs, welche die
Genexpression ihrer sogenannten Target Gene posttranskriptionell regulieren, indem
sie je nach Bedarf hoch- oder runterreguliert werden. Eine miRNA kann hunderte
verschiedene mRNAs beeinflussen und somit die Expression vieler untereinander
interagierender Gene verandern. MIiRNAs sind an der Pathogenese zahlreicher
Krankheiten wie Asthma, Osophagitis, Ekzemen und auch Lungentumoren beteiligt und
werden im Laufe dieser Arbeit weiter behandelt (Lu und Rothenberg 2018; Rebane

2015; Dissanayake und Inoue 2016; Lu und Rothenberg 2013).



2.2 miRNA

2.2.1 Definition und Geschichte

Zellen enthalten verschiedene Arten von RNA. Wahrend beispielsweise mRNA als Messenger-
RNA fiir die Uberlieferung genetischer Informationen auerhalb des Zellkerns verantwortlich ist,
gibt es auch nicht-codierende RNA Formen wie tRNA oder rRNA, welche fir die Genexpression
benétigt werden. Mikro-Ribonukleinsduren (mikroRNAs oder auch miRNAs) gehéren ebenfalls
zu den nicht-codierenden RNA-Varianten. Sie beeinflussen die Expression anderer Gene und
Ubernehmen so regulatorische Aufgaben in der Zelle (Ambros 2001). MiRNAs sind kurzkettige,
einstrangige und ca. 22 Nukleotide lange RNAs, welche komplementadre Ziel-mRNA binden
kénnen, die Translation dieser verhindern und dadurch die Expression des Ziel Protein Produktes
beeinflussen kénnen (Lee et al. 1993; Wightman et al. 1993; Reinhart et al. 2000). Es konnte
nicht nur in zahlreichen Studien bewiesen werden, dass sie ein veradndertes
Expressionsverhalten in zahlreichen Krankheiten wie Karzinomen oder kardiovaskuldren
Erkrankungen aufweisen, sondern auch, dass ihre Expression aktiv, beispielsweise durch das

Rauchen von Nikotin, verdndert werden kann (Wojciechowska et al. 2017; Willinger et al. 2017).

Erstmalig entdeckt wurden die miRNAs im Jahre 1993 von Lee et al. (Lee et al. 1993) in
Caenorhabditis elegans. Dieser haufig in der Genetik und Entwicklungsbiologie erforschte
Fadenwurm schien eine Runterregulation des lin-14 Proteins zu bendtigen, um vom ersten in
das zweite Larvenstadium {bergehen zu konnen. Es wurde herausgefunden, dass diese
Runterregulation von der Transkription eines zweiten Gens namens lin-4 abhangig war. lin-4
kodierte jedoch kein biologisch aktives Protein, sondern zwei kurzkettige RNAs, welche 21 und
61 Nukleotide lang waren. Die langere der beiden RNAs formte sich zu einer Haarnadelstruktur
und diente als Vorlaufer der kiirzeren RNA. Die kiirzere RNA entsprach der miRNA. Zusammen
mit einer zweiten Forschergruppe um Whigtman et al. (Wightman et al. 1993) konnte spater
herausgefunden werden, dass die 21 Nukleotid lange RNA komplementar zum 3‘ UTR Ende der
lin-14 mRNA war und die Translation der lin-14 mRNA verhinderte. So konnte die Expression des
lin-14 Proteins herunterreguliert werden, ohne eine signifikante Veranderung der mRNA
Konzentration zu verursachen (Bhaskaran und Mohan 2014; Almeida et al. 2011; Lee et al.

2004a).
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Das Gen-Silencing durch miRNA schien zunachst spezifisch fiir C. elegans zu sein. Im Jahr 2000
wurde nach lin-4 eine zweite miRNA namens let-7 in C. elegans von zwei Forschungsgruppen
entdeckt (Slack et al. 2000; Reinhart et al. 2000). Let-7 konnte im Anschluss in zahlreichen
weiteren Spezies wie Wirbeltieren, Ascidianern, Hemichordaten, Weichtieren, Ringelwiirmern,
Arthropoden und auch Menschen nachgewiesen werden und diente als Startschuss fir die
anschliefende Forschung (Pasquinelli et al. 2000).

Es wurden mittlerweile viele weitere miRNAs in allen mdglichen Arten von Pflanzen, Tieren und
Menschen gefunden und in verschiedenen Databases gesammelt. Eine der groBten miRNA
Databases ist miRBase, welche Stand November 2020 in der 22. Version verfligbar ist und 38589

miRNA Eintrage verzeichnet (miRBase 2020).

2.2.2  Nomenklatur

Die miRNA wurde nach ihrer Entdeckung 1993 erstmalig 2001 ,mikroRNA“ von dem US-
amerikanischen Genetiker Gary Ruvkun genannt (Ruvkun 2001). Die heute noch giiltige
Nomenklatur der miRNAs wurde im Jahr 2003 (Ambros et al. 2003) eingefiihrt. Die
Namensgebung folgt dabei einheitlichen Regeln. Die ersten drei Buchstaben geben eine
Information Uber den Organismus an (Beispiel hsa- fiir homo sapiens oder rno fiir Rattus
norvegicus). Mit Ausnahme einiger miRNAs wie lin- und let- miRNAs folgen anschlieRend die
Buchstaben ,,miR“ fiir mikroRNA (Beispiel hsa-miR). Die anschlieBende Identifikationsnummer
ist fur gleiche oder sehr dhnliche miRNAs identisch und wird chronologisch nach der Reihenfolge
der Sequenzierung vergeben, dies geschieht unabhangig vom Organismus (Beispiel hsa-miR-
121). Verschiedene Vorlaufer Sequenzen und genomische Loci, welche eine identische reife
Sequenz beschreiben, erhalten eine weitere Zahl am Ende (Beispiel hsa-miR-121-1 oder hsa-
miR-121-2). Buchstaben am Ende bedeuten eng miteinander verwandte reife Sequenzen,
welche sich nur minimal unterscheiden (Beispiel hsa-miR-121a oder hsa-miR-121b). Wenn bei
Klonierungsstudien zwei miRNA von derselben pre-miRNA unterschieden werden kénnen, wird
der Leitstrang normal benannt und der Begleitstrang mit einem * markiert (Beispiel hsa-miR-
56*). Wenn nicht klar ist, welcher der Leit- und Begleitstrang ist, wird ein -5p flir den 5-Arm der
pre-miRNA angehangen (Beispiel miR-142-5p) und -3p fiir den 3-Arm der pre-miRNA (Beispiel
miR-142-3p) (miRBase 2020).
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2.2.3 Biogenese der miRNA

Die Biogenese der miRNA beginnt im Zellkern (Abbildung 2). Die RNA-Polymerase Il (Lee et al.
2004b) und seltener die RNA-Polymerase Ill (Borchert et al. 2006) transkribieren die Gene der
miRNAs und es entsteht eine lange, primdre miRNA (pri-miRNA). Diese hat am 5‘ Ende ein
Methylguanosin Cap und am 3‘ Ende einen Poly-A Schwanz (Kim 2005). Eine pri-miRNA kann
eine einzelne miRNA enthalten oder eine Kombination aus mehreren miRNAs, welche aus dem
einen primar Transkript prozessiert wird (Lin und Gregory 2015). Die pri-miRNA wird durch den
Drosha-Komplex zu precursor miRNA (pre-miRNA) im Zellkern prozessiert und liegt nun in einer
Haarnadelstruktur vor. Der Drosha Komplex besteht aus RNase lll, Drosha, DGCR8 (DiGeorge
syndrom critical region 8) und weiteren Partner Proteinen (Matsuyama und Suzuki 2019).

Der Transport der pre-miRNA aus dem Zellkern in das Zytosol geschieht anschliefend aktiv durch
Exportin-5 (XPO5). Dort wird sie durch die RNase Il Dicer in etwa 22 Nukleotide lange
doppelstrange RNA gespalten. Die doppelstrangige RNA wird anschlieBend in Ago-Proteine
geladen und der Leitstrang (in Abbildung 2 rot markiert) wird in das sogenannte RISC (RNA
induced splicing complex) integriert. Der Begleitstrang wird in den meisten Fallen degradiert (Lin
und Gregory 2015; Matsuyama und Suzuki 2019). Das Gen-Silencing geschieht nun Uber eine
komplementdre Bindung des RISC an die 3 UTR Region seiner Ziel-mRNA (Target). So kann
entweder die Translation der mRNA des Targets gehemmt werden oder zusammen mit
Proteinen aus der GW182 Familie die mRNA des Targets degradiert werden (Treiber et al. 2012;
Wau et al. 2018).
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Abbildung 2: Schematische Darstellung der miRNA-Biogenese (Matsuyama und Suzuki 2019)
Pri-miRNA wird im Zellkern transkribiert und anschliefend durch den Drosha-Komplex zu pre-miRNA

prozessiert. Durch Exportin-5 wird sie in das Zytoplasma transportiert und durch Dicer in 22 Nukleotid
lange doppelstrangige RNA gespalten. Der Leitstrang wird im Ago-Protein in das RISC integriert. Nun

kann die Target mRNA runterreguliert werden.
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2.2.4  Funktion der miRNA durch Regulation der Target Gene

Die Proteinbiosynthese einer Zelle kann durch miRNA modifiziert werden. Dazu modifiziert die
miRNA mithilfe des oben genannten RISC die mRNA ihrer Ziel-Gene posttranskriptionell, um in
den meisten Fallen eine Runterregulation des Ziel-Proteins zu erreichen (Lim et al. 2005). Eine
miRNA bindet an die Target mRNA mit ihrer sogenannte Seed Sequenz. Diese ist essenziell fur
die Bindung und befindet sich am 2.-8. Nukleotid am 5° Ende der miRNA und bindet
komplementdr an die 3 UTR Region der untranslatierten Ziel-mRNA mittels Watson-Crick
Basenpaarung (Lewis et al. 2003).

Wenn eine hohe Komplementaritat der Bindung vorliegt, wird die mRNA meist durch die mRNA
und den RISC degradiert (Baek et al. 2008). Eine partielle Komplementaritdt der Bindung
zwischen miRNA und mRNA fihrt dagegen meist zur Translationshemmung der mRNA, wodurch
die Menge der mRNA nicht messbar vermindert wird, allerdings eine geringere Menge des Ziel-
Proteins vorliegt. Sowohl bei hoher als auch bei partieller Bindungskomplementaritat wird die
Expression des translatierten Proteins vermindert (lorio und Croce 2012). Dies hat zur Folge,
dass eine hohe miRNA Konzentration mit einer niedrigen Target Konzentration einhergeht und
sie daher invers korrelieren (Steinkraus et al. 2016; Kuhn et al. 2008). Da keine vollstandige
Komplementaritat der Bindung zwischen miRNA und mRNA erforderlich ist und diese auf nur 7
Nukleotiden beruht, kann eine miRNA viele verschiedene Targets regulieren und so zahlreiche
zelluldare Prozesse modifizieren, zudem kann die Expression eines Targets von vielen

verschiedenen miRNAs beeinflusst werden (Lim et al. 2005; Lewis et al. 2003).

Die sich hieraus ergebenen Funktionen der miRNA sind vielfiltig. Sie sind sowohl an den
physiologischen Prozessen der Zelle wie Zellwachstum, Differenzierung, Proliferation,
Uberleben und als auch an der Entstehung von Krankheiten wie Tumoren durch die
Beeinflussung von Proteinkinasen, dem Zellzyklus und der Apoptose von Zellen beteiligt
(Markopoulos et al. 2017; Hwang und Mendell 2006; Ambros 2004). Somit stellen sie einen
essenziellen Schritt in der Regulation der Genexpression dar.

Durch die enge Beziehung einer miRNA und der durch sie unterdriickten Ziel-mRNA ergibt sich
die genaue Funktion einer miRNA durch die Funktion ihres Target-Proteins. Potenzielle Targets
von miRNAs kdnnen mithilfe von Computer Algorithmen prognostiziert und anschliefend

mittels experimenteller Forschung bestétigt oder falsifiziert werden (Kuhn et al. 2008).
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2.2.5 miRNA Expression in Karzinomen und LK Metastasen

Seit der Entdeckung der miRNAs im Jahr 1993 (Lee et al. 1993) wurde vermehrt deutlich, dass
sie eine veranderte Expression in verschiedenen Krankheiten, beispielsweise kardiovaskularen,
allergischen oder respiratorischen Ursprungs, aufweisen (Wojciechowska et al. 2017,
Dissanayake und Inoue 2016). Auch in zahlreichen Formen von Karzinomen konnte inzwischen
eine veranderte miRNA Expression bewiesen werden. Der erste Nachweis dartiber wurde im
Jahr 2002 (Calin et al. 2002) erbracht, als die Runterregulation von miR-15 und miR-16 Genen in
chronisch lymphatischer Leukdmie nachgewiesen werden konnte. Das verdanderte miRNA
Expressionsprofil in Karzinomen wird auf epigenetisches silencing, die Dysregulation von
Transkriptionsfaktoren spezifischer miRNAs und auf Deletionen, Amplifikationen und andere
Mutationen der miRNA zurilickgefihrt, welche in fragilen Abschnitten der miRNA Gene
geschehen (Croce 2009). Im Falle der CLL zeigte sich, dass miR-15 und miR-16 auf dem
Chromosom 13qg14 lokalisiert sind und dieses Chromosom bei ca. 68% aller CLL Félle deletiert

oder runterreguliert vorliegt (Calin et al. 2004).

MiRNAs kdnnen sowohl karzinominduzierend als auch -protektiv wirken. MiRNAs wie miR-15
und miR-16 haben eine Funktion als Tumorsuppressoren und liegen in Teilen von
Chromosomen, welche in Karzinomen deletiert oder runterreguliert werden. Andere miRNAs
wie das miR-17-92 Cluster wirken dagegen als Onkogene und liegen in Teilen des Genomes,
welche in Karzinomen amplifiziert werden. Die dysregulierte miRNA Expression in menschlichen
Karzinomen zielt auf die Transkripte der Gene wichtiger Proteine der Tumorgenese ab. Dies sind
beispielsweise das RAS Onkogen durch let-7 miRNAs, das BCL2 anti-apoptotische Gen durch das
miR-15a und miR-16-1 Cluster, den E2F1 Transkriptionsfaktor durch das miR-17-92 Cluster oder
das BCL6 anti-apoptotische Gen durch miR-127. Die veranderte Expression von miRNAs konnte
inzwischen sowohl bei hamatopoetischen als auch bei soliden Tumoren nachgewiesen werden

(Calin und Croce 2006).

Metastasiert ein Karzinom in ein anderes Organ, weist auch die Metastase ein eigenes miRNA
Expressionsprofil auf (Feiersinger et al. 2016). Es konnte bereits gezeigt werden, dass die miR-
21, miR-31 und miR-373 Expression in Kolorektalen Karzinomen erhéht vorliegt, aber die miR-
21 Expression in den Lebermetastasen wieder erniedrigt gemessen werden kann. Auch
Metastasen, welche von derselben Art von Primartumor ausgehen, kénnen sich je nach

Lokalisation in ihrer miRNA Expression unterscheiden.
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So unterscheiden sich bei einem Kolorektalen Karzinom sowohl die Expressionsprofile zwischen
Primartumor und Metastasen als auch die Lungen- und Lebermetastasen untereinander. Sie alle

haben ein einzigartiges miRNA Expressionsprofil (Pecqueux et al. 2016).

Mit der Untersuchung der miRNA Expression in Lymphknotenmetastasen haben sich bisher
wenige Studien beschaftigt. Aber auch bei ihnen konnte bereits bestatigt werden, dass sich das
Expressionsprofil zwischen gesundem Lymphknoten und Lymphknotenmetastase in mindestens
50 miRNAs unterscheidet (Wu et al. 2017). Die in dieser Arbeit untersuchten miRNAs sind alle
fiir eine veranderte Expression in Karzinomen unterschiedlicher Entitdaten bekannt. MiR-19a und
miR-19b sind Mitglieder des miR-17-92 Clusters. Dieses ist wichtig flr zentrale Aufgaben der
Zelle, wie den Zellzyklus, Proliferation und Apoptose und ist bekannt flr sein onkogenes

Potenzial (Mogilyansky und Rigoutsos 2013).

MiR-19a konnte bereits erhéht im Serum von Patientin mit einem NSCLC nachgewiesen werden.
Diese Uberexpression korreliert mit dem TNM-Stadium und dem Lymphknotenstatus der
Patienten, sodass eine héhere miR-19a Serum Konzentration mit einem schlechteren Uberleben
einhergeht (Lin et al. 2013). MiR-19b zeigt ebenfalls onkogene Funktion in NSCLC Patienten und
ist Uber den EGFR-Signalweg fiir die Zellzyklus Progression, Migration und klonales Wachstum
der Tumorzelle zustandig und erhoht zudem die Resistenz fiir die Apoptose (Baumgartner et al.

2018).

Ebenso wie miR-19a geht auch die erhdhte Expression von miR-21 mit einem schlechteren
NSCLC Stadium einher und spricht fiir eine schlechtere Prognose des Patienten (Wang et al.
2011). Im Gegensatz dazu hat miR-30a zwar ebenfalls eine wichtige Rolle in der Entstehung von
Lungenkarzinomen, allerdings in der Form des Tumorsuppressors. Diese Funktion erfillt miR-
30a unter anderem Uber seine Targets CD73 und SIRT1. Eine erhohte miR-30a Expression
vermindert durch sie die Zell Proliferation, Invasion und fordert die Apoptose von
Lungenkrebszellen (Zhu et al. 2017a; Guan et al. 2018). Auch die let-7 miRNA Familie weist eine
tumorsuppressive Funktion unter anderem Uber sein Target EGFR auf (Stahlhut und Slack 2015).
In Lungenkarzinomen liegt daher haufig eine niedrigere Expression von let-7 vor. Diese korreliert
mit einem schlechteren Uberleben nach Operationen an der Lunge. Es konnte zudem gezeigt
werden, dass let-7 in Adenokarzinomen der Lunge das Zellwachstum inhibieren kann

(Takamizawa et al. 2004).
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2.3 Fragestellung und Zielsetzung

MiRNAs sind an der Regulation zahlreicher essenzieller Funktionen der Zelle wie Wachstum,
Differenzierung und Zelltod durch Hoch- oder Runterregulation beteiligt. Die seit 20 Jahre
zunehmende Erforschung der miRNAs offenbart ihr grofRes Potential in der Diagnostik und
Therapie verschiedenster Tumorentitiaten. Auch in dem weltweit am haufigsten zum Tode

fihrenden Krebs, dem Lungenkarzinom, zeigt sich ein verandertes miRNA Expressionsprofil.

In dieser Arbeit sollen die sechs miRNAs miR-19a, miR-19b, miR-21-1, miR-30-5p, let-7b-5p und
let-7f-5p quantitativ untersucht. Sie sind bereits in verschiedenen Arten von Tumoren als
dysreguliert identifiziert worden, allerdings gibt es bisher nur wenige Studien zu ihrer Expression
in Metastasen von Tumoren. Insbesondere das Expressionsverhalten in
Lymphknotenmetastasen, speziell bei Lungenkarzinomen, ist bisher nur wenig untersucht
worden. Es bietet daher groRes wissenschaftliches Potenzial, um ein besseres Verstandnis fiir
die Funktion von miRNAs in der Karzinogenese und lymphogenen Metastasierung von
Lungenkarzinomen zu gewinnen.

Auf dieser Grundlage aufbauend, wurden in der vorliegenden Dissertation die folgenden
Fragestellungen untersucht:

1. Was sind potenzielle Targets der miRNAs miR-19a, miR-19b, miR-21-1, miR-30-5p, let-
7b-5p und let-7f-5p?

2. Wie ist die Expression der miRNAs miR-19a, miR-19b, miR-21-1, miR-30-5p, let-7b-5p
und let-7f-5p und ihrer potenziellen Targets in Lungenkarzinomgewebe im Vergleich zu
gesundem Lungengewebe verandert?

3. Weisen die miRNAs miR-19a, miR-19b, miR-21-1, miR-30-5p, let-7b-5p und let-7f-5p und
ihre  potenziellen Targets ein verdndertes miRNA  Expressionsprofil in

Lymphknotenmetastase im Vergleich zu gesundem Lymphknotengewebe auf?
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3 Material und Methoden

3.1 Material

Die folgenden Materialien wurden in dieser Studie verwendet.

3.1.1 Gerate

Tabelle 5: verwendete Gerdte

Gerat

Firma und Ort

Analytik Jena FlexCycler

Analytik Jena AG, Jena, Deutschland

C1000 Thermal-Cycler

Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland

Centrifuge 5430 R

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

CFX96 Real-time PCR System

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Leica SM2000 R Schlittenmikrotom

Leica Biosystems Nussloch GmbH, Nussloch,
Deutschland

Liebherr Gefrierschrank

Liebherr-International Deutschland GmbH,
Biberach an der RiRR, Deutschland

Mikroliter Zentrifuge Biofuge pico

Heraeus Holding GmbH, Hanau, Deutschland

Minishaker MS1 Vortex Mixer

Ika-Werke Gmbh, Staufen, Deutschland

NanoDrop Lite Spektralphotometer

ThermoFisher Scientific Waltham, Massachusetts,
USA

Pipetten 0,1-10pl, 10-100pl, 20-200pl, 100-
1000pl

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

Sanyo MDF-U73V Gefrierschrank

Ewald Innovationstechnik GmbH, Rodenberg,
Deutschland

Sprout mini Centrifuge

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
Deutschland

3.1.2 Verbrauchsmaterial

Tabelle 6: verwendetes Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial

Firma und Ort

Biosphere Filter Tip 2,5ul, 10ul, 100ul, 1250yl

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht, Deutschland

Ethanol 99,5%

Feather Disposable Scalpel No. 10

Feather Safety Razor Co., Osaka, Japan

Mikro-Schraubréhre 2ml, PP

Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht, Deutschland

Nuclease-freies Wasser

Promega, Mannheim, Deutschland

Objekttrager

R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen,
Deutschland

PCR Plate 96 Well, Non Skirted, Low Profile

Starlab International GmbH, Hamburg,
Deutschland

ReagiergefaR 1,5ml SafeSeal

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht, Deutschland

Sempercare Nitril Skin 2 Handschuhe

Semperit, Wien, Osterreich

StarSeal Advanced Polyolefin Film

Starlab International GmbH, Hamburg,
Deutschland
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3.1.3 Vorgefertigte Reagenzsysteme (Kits)

Tabelle 7: verwendete Vorgefertigte Reagenzsysteme

Kit Firma und Ort
GoTaq qPCR Master Mix Promega, Mannheim, Deutschland
iScript cDNA Synthesis Kit Bio-Rad Laboratories GmbH, Minchen,
Deutschland
Isolate Il FFPE RNA/DNA Kit (Phenol free) Bioline GmbH, Luckenwalde, Deutschland
miScript Il RT Kit Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
miScript SYBR® Green PCR Kit Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
3.1.4 Primer
Tabelle 8: verwendete Primer
Primer Firma und Ort
Hsa_APAF1_1 SG Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Hsa HMGA?2 Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland
Hsa_let-7b 1 Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Hsa_let-7f_1 Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Hsa_miR-19a_1 Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Hsa_miR-19b_1 Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Hsa_miR-21_1 Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Hsa_miR-30a-5p_1 Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Hsa RNU6B 3 Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Hsa_RRN18S 1 SG Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

3.1.5 Software

Tabelle 9: verwendete Software

Hard- und Software Hersteller

Bio-Rad CFX-Manager 2.0 Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Citavi V. 6.7 Swiss Academic Software GmbH, Wadenswil,
Schweiz

Microsoft Excel Microsoft Corporation, Redmond, USA

Rest 2009 V.2.0.13 Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
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3.2 Methoden

3.2.1 Patienten und Proben

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten humanen Gewebeproben stammen aus dem
pathologischen Archiv der Universitatsklinik Marburg von Patientinnen und Patienten, die im
Zeitraum 2000 bis 2004 am UKGM Marburg eine Lungenresektion oder Lungenteilresektion
aufgrund eines vorhandenen Lungenkarzinoms erhalten haben. Samtliche Proben wurden
postoperativ von Pathologen des UKGM klassifiziert und anschliefend einer der folgenden vier

Gruppen zugeteilt:

Lymphknoten gesund (LK gesund) = Gruppe 1

Lymphknoten Metastase (LK Met) = Gruppe 2

Lungen Karzinom (Lunge Ca) = Gruppe 3

Lunge gesund = Gruppe 4

Samtliche Proben lagen als FFPE-Gewebe (Formalin-fixiertes Paraffin-eingebettetes-Gewebe)
vor. Von diesen wurden jeweils HE-Schnitte angefertigt, auf denen ein Pathologe anschlieRend

den Bereich markierte, der der gesunden Lunge, dem Tumor, dem LK oder der LK Metastase

entsprach (Abbildung 3).

¥

Abbildung 3: Beispielbilder der markierten HE-Schnitte

Der markierte Bereich der HE-gefarbten Proben wurde als Vorlage verwendet, um die mit dem
Mikrotom geschnittenen FFPE-Gewebe Schnitte an den richtigen Stellen auskratzen zu kénnen. Nur

dieses Material wurde fir die weiteren Untersuchungen verwendet (Quelle: eigene Bilder).
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Von einigen Patienten gab es Proben fiir mehrere dieser Gruppen, von einigen Patienten gab es
nur Proben fiir eine dieser Gruppen. Zu Beginn der Laborversuche wurden 31 Patienten mit 90
Proben anhand der oben genannten Kriterien in die Studie eingeschlossen. In der LK Metastase
Gruppe sind vier Proben vorhanden von Probanden, die bereits in dieser Gruppe vertreten sind.
Es sind also von vier Probanden jeweils zwei Proben in dieser Gruppe vorhanden. Im Verlauf der
Studie wurden Proben aus allen Gruppen wegen Verunreinigung und ungeniigender RNA Menge
aus der Studie ausgeschlossen. Samtliche Proben, die nicht genau einer der vier oben genannten
Gruppen zugeordnet werden konnten, wurden ebenfalls ausgeschlossen.

Im Folgenden wird daher nur (iber die Proben berichtet, die in den spateren PCR Versuchen der
Studie verwendet wurden. Dies sind 70 Proben von 31 Probanden. Von den Patienten wurden
die Daten des Geschlechts, der Tumorentitat und des Alters zum Zeitpunkt der Operation

abgefragt.

3.2.2 Mikrodissektion

Von den FFPE-Gewebeproben wurden mithilfe eines Schlittenmikrotoms 10 um dicke Schnitte
abgetragen und auf einen Objekttrager gelegt. Jeweils 10 Schnitte wurden pro Probe
angefertigt. Im Anschluss wurde der auf den HE-Schnitten markierte Bereich mithilfe eines

Skalpells abgekratzt und das gewonnene Material in 1,5ml RNAse-freien GefaRen gesammelt.

3.2.3 RNA Isolierung und Nano Drop Messung

Die RNA Isolierung erfolgte mithilfe des ,Isolate Il FFPE RNA/DNA Kit (Phenol free)” von der
Firma Bioline. Die Isolierung erfolgte nach Anleitung des Herstellers. Die Proben wurden wieder
in 1,5ml RNAse-freien GefaBen gesammelt. Es blieben von jeder Probe 20ul Gbrig, bestehend
aus RNA und RNA Elution Buffer. Die Quantitat und Qualitat der Proben wurden per Nano Drop
Lite gemessen. Hierbei wurde 1ul der Probe verwendet. Durch Messung der optischen Dichte
bei 260nm und dem Umrechnungsfaktor von 40ug/ml spezifisch fir RNA konnte die Quantitat
der Proben in ng/ul angegeben werden. So konnte fiir die cDNA Herstellung bestimmt werden,
wie viel ul jeder Probe benutzt werden missen, um 300ng RNA (inklusive miRNA) zu verwenden.
Die Qualitat wurde mithilfe der 260nm/280nm Absorptionsrate Ratio photometrisch bestimmt.
Nukleinsdauren haben ihr maximales Absorptionsspektrum bei 260nm. Verunreinigungen wie
Proteine, Kohlenhydrate, Salze, Phenole und andere Verunreinigungen haben eine starkere
Absorption bei 280nm. Aus den Verhaltnissen der Absorption bei 260nm und 280nm konnte
somit die Reinheit der Proben bestimmt werden (Armbrecht 2013). Anschliefend wurden die

Proben bei -80 °C gelagert.
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3.2.4 Pool Erstellung und cDNA Herstellung

Um diein 3.2.1 genannten Gruppen in Poole zusammenzufassen, wurde fiir jede Probe
berechnet, wie viel ul verwendet werden missen, um 300ng RNA der Probe zu erhalten. Die
berechneten Mengen wurden in 1,5 ml RNAse-freien Tubes gesammelt und vermischt.

Im Anschluss wurden zwei verschiedene reverse Transkriptase Kits benutzt, um cDNA aus der
gesammelten RNA zu erstellen. Das erste Kit ist das ,miScript Il RT Kit“ von Qiagen, mit welchem
die cDNA fiir die qPCR der miRNA hergestellt wurde. Dabei wurde die Anleitung des Herstellers
befolgt und alle Reagenzien zu jederzeit auf Eis gelagert. Pro 20ul ¢cDNA wurden folgende

Komponenten verwendet:

Tabelle 10: ,,miScript Il RT Kit“ Reagenzien

Reagenzien Menge pro Reaktion
5x miScript HiSpec Buffer 4ul

10x Nucleics Mix 2ul

miScript Reverse Transcriptase Mix 2ul

Template RNA 12ul

Insgesamt 20ul

Das zweite Kit ist das ,iScript cDNA Synthesis Kit“ von Bio-Rad. Mithilfe dieses Kits wurde die
cDNA fir die qPCR der Targets erzeugt (Abbildung 4). Es wurde die Anleitung des Herstellers
befolgt und alle Reagenzien zu jeder Zeit auf Eis gelagert. Es wurden folgende Komponenten

verwendet:

Tabelle 11: ,,iScript cDNA Synthesis Kit” Reagenzien

Reagenzien Menge pro Reaktion
5x iScript Reaction Mix 4ul

iScript Reverse Transcriptase 1ul

Template RNA 15ul

Insgesamt 20ul

Die Reverse Transkriptase Reaktion erfolgte bei beiden Kits im Thermocycler nach folgendem

Schema:

Tabelle 12: Thermocycler cDNA Schema

Zeit Temperatur
60 min 37°C
5 min 95 °C

Die Proben wurden anschliefend bei -20 °C gelagert.
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1. Convert miRNA to <DNA in a one-step, single-tube reverse
transcription reaction.

RMNA sample 1 RNA sample 2
miRMA
5 FTTTT YT T T YT T T T T ™ 3 P'Ol'yudﬂﬂ}’lﬂﬁﬂﬂ
* Poly[A) tail
5 AERAAARRAAEREAAEER AR | 3
* AAAAMA
5 3 Reverse
AARAAARRAAER AR EAE L
transcription
Single-ube reaction ':.‘ ':.“.?“:f ".T.'E.’:‘ Iy
—— FEREFTEEFEY

Universal RT primer

t

5 First strand cDNA TTTTTT .
[ bbb L b i i il

l l

Abbildung 4: Konzept der cDNA Herstellung (Qiagen 2012)
Bei der cDNA Herstellung bindet der Universal Primer komplementar an den RNA Strang. Mithilfe des

Enzyms Reverse Transkriptase wird dann ein RNA-DNA-Hybridstrang erzeugt. Der RNA-Strang wird
mithilfe des Enzyms RNase H abgebaut. AnschlieRend konnen mithilfe einer DNA-abhangigen DNA-

Polymerase neue DNA-Strange, komplementar zum vorherigen, erzeugt werden.

3.2.5 Datenbank Analyse
Um potenzielle Target Gene fiir die zu untersuchenden miRNAs zu finden, wurden drei
verschiedene, voneinander unabhdngige Databases benutzt. Dies waren miRanda

(http://www.microrna.org/), miRDB (http://mirdb.org/miRDB/) und TargetScanHuman

(http://www.targetscan.org/vert 72/). Jeder der drei Databases hat bei der Recherche eine

unterschiedliche Anzahl an Targets fiir jede der miRNAs vorgeschlagen, da sie unterschiedliche
Algorithmen verwenden. Bei der Suche wurde herausgefunden, dass APAF1 ein potenzielles
Target von hsa-miR-19a, hsa-miR-19b (miRanda, TargetScan) und hsa-miR-21-1 (miRanda,
miRDB) ist. Flr hsa-let-7b-5p und hsa-let-7f-5p wurde HMGA2 (miRanda, miRDB, TargetScan)

fir die folgenden Untersuchungen als Target verwendet.
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3.2.6 Real-time PCR

Im Gegensatz zu einer normalen PCR erlaubt eine Real-time PCR die Quantifizierung der
genutzten Proben. Dazu wird ein fluoreszierender Farbstoff, in diesem Fall SYBR® Green,
verwendet. Dieser Farbstoff lagert sich nicht an einzelstrangige DNA, lediglich an
doppelstrangige DNA an. Somit steigt die Fluoreszenz bei zunehmend doppelstrangig
vorliegender DNA. Durch die Erstellung einer Schmelzkurve anhand der Absorption kann daher
eine Quantifizierung der DNA vorgenommen werden. Dabei wird der sogenannte C; -Wert
(englisch fir Cycle Threshold) gemessen. Dieser gibt die Anzahl der Zyklen an, bei der die
Fluoreszenz der doppelstriangig vorliegenden DNA erstmalig die Hintergrund Fluoreszenz
signifikant Gibersteigt. Es wurden zwei verschiedene Messungen mit der Real-time PCR (qPCR)

durchgefihrt.

Die erste gPCR wurde fiir die Quantifizierung der cDONA aus dem ,miScript Il RT Kit“ von Qiagen
durchgefiihrt. Flr diese gPCR wurde das ,,miScript SYBR® Green PCR Kit“ von Qiagen benutzt.
Jeder Probenpool (1-4) eines Primers wurde doppelt getestet und es wurde eine Kontrolle ohne
Proben durchgefiihrt, um eine Kontamination des Wassers auszuschlielen. Bei der
Durchfiihrung wurde sich an die Anleitung des Herstellers gehalten und alle Reagenzien wurden
zu jederzeit auf Eis gelagert (Abbildung 5). Fur die qPCR wurden folgende fertige Primer

Mischungen (Forward und Reverse) genutzt:

Tabelle 13: Primer fiir gPCR mit ,,miScript SYBR® Green PCR Kit“

Primer Hersteller, Ort

Hsa_let-7b_1 Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Hsa_let-7f 1 Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Hsa_miR-19a_1 Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Hsa_miR-19b 1 Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Hsa_miR-21_1 Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Hsa_miR-30a-5p_1 Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland
Hsa RNU6B_3 Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Folgende Mengen an Reagenzien wurden pro Reaktion verwendet:

Tabelle 14:,,miScript SYBR® Green PCR Kit“ Reagenzien

Reagenzien Menge
2x QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix 10ul
10x miScript Universal Primer 2ul

10 miScript Primer Assay 2ul
RNase-freies Wasser 4ul
Template cDNA 2ul
Insgesamt 20ul
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Die gPCR des ,,miScript SYBR® Green PCR Kit“ erfolgte im Thermocycler nach folgendem Schema:

Tabelle 15: Thermocycler Schema qPCR des ,,miScript SYBR® Green PCR Kit”

Zeit Temperatur Zyklen
15 min 95°C 1

15 sek 94 °C 40

30 sek 55 °C

30 sek 70°C

Die zweite Messung der gPCR wurde fiir die Targets der miRNA durchgefiihrt. Dabei wurde der

,GoTaq® gPCR Master Mix“ von Promega genutzt und die cDNA vom ,,iScript cDNA Synthesis

Kit“ verwendet. Es wurden wieder alle Probenpoole eines jeden Primer doppelt getestet und

jeweils eine Kontrolle mit Wasser erstellt. Alle Reagenzien wurden zu jederzeit auf Eis gelagert.

Folgende fertige Primer Mischungen (Forward und Reverse) wurden verwendet:

Tabelle 16: Primer fiir gPCR mit ,GoTaq® gPCR Master Mix“

Primer

Hersteller, Ort

HMGAZ2, Hsa

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

Hsa_APAF1_1_SG

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Hsa_RRN18S_1_SG

Qiagen GmbH, Hilden, Deutschland

Folgende Reagenzien wurden pro Reaktion verwendet:

Tabelle 17:,,GoTaq® gPCR Master Mix“ Reagenzien

Reagenzien Menge
GoTaqg® gPCR Master Mix, 2X 10ul
Primer Assay 2ul
Nuclease-freies Wasser 7ul
Template cDNA 1ul
Insgesamt 20ul

Die qPCR des ,,GoTag® qPCR Master Mix“ erfolgte im Thermocycler nach folgendem Schema:

Tabelle 18: Thermocycler Schema qPCR des ,,GoTaq® gqPCR Master Mix*“

Zeit Temperatur Zyklen
2 min 95 °C 1

15 sek 95 °C 40

60 sek 60 °C
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2. Combine ¢<DNA with QuantiTect SYBR Green PCR Mastermix,
miScript Universal Primer, and water.
Aliquot mixture across miScript miRNA PCR Array.

l l

miScript Primer Assay
——
5 TTTTTT G
DA < —

miScript Universal Primer

Pt
P e
Lk

and miScript Universal Primer

1 qPCR using miScript Primer Assay l

3. Run in real-time PCR cycler.

N\ '

4. Analyze data.

10 10 10 104 1072 10 1
Sample 1

Abbildung 5: Konzept der gPCR mit cDNA (Qiagen 2012)
An die zuvor hergestellte cDNA wird ein Primer komplementar angehangen und anschlieRend wird eine

komplementdre DNA mithilfe einer DNA-Polymerase erzeugt. Durch die wachsende Anzahl an DNA-

Kopien kann eine Schmelzkurve erzeugt werden und mithilfe des fluoreszierenden Farbstoffes SYBR

Green kann der C: -Wert bestimmt werden.
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3.2.7 Referenzgen fir miRNA und mRNA Messungen

Die Quantifizierung der Ergebnisse der Real-Time PCR soll relativ angegeben werden. Dazu wird
ein sogenanntes ,,Housekeeping Gen“ (HKG oder Referenzgen) benutzt. Das HKG ist ein zweites,
ubiquitdr und homogen exprimiertes Gen, anhand dessen die Expressionsergebnisse der miRNA
oder mRNA normalisiert werden konnen. Somit kann die Veranderung der
Expressionsergebnisse verringert werden, da Gewebe- und Matrixeffekte, verschiedene RNA
Extraktionseffizienzen und Fehler innerhalb einer Probe gleichermaBen das Zielgen und das HGK
betreffen (Pfaffl 2004). In dieser Studie wurde die snRNA (small nuclear ribonucleic acid) RNU6B
als Referenzgen fiir die miRNA Ergebnisse verwendet. Zur Normalisierung der potenziellen
Targets wurde ribosomale RNA 18s (RRN18S) verwendet. Im Anschluss an die relative
Quantifizierung der Proben wurden jeweils zwei Gruppen miteinander verglichen, um die

relative Expression eines Gewebes ermitteln zu konnen.

3.2.8 Statistische Analyse

Die statistische Analyse der Real-time PCR Ergebnisse erfolgte in zwei Schritten. Zunachst wurde
fir jede Probe mithilfe der Software CFX Manager der sogenannte C; -Wert berechnet (siehe
Abschnitt 3.2.6). AnschlieSend konnte mithilfe der Software REST (Relative Expression Software
Tool) und der delta-delta CT Methode die relative Expression der Proben bestimmt werden.
Dazu wurde zunachst der C;-Wert des Referenzgens (RNU6B oder RRN18S) vom C; -Wert der
miRNA oder des potenziellen Targets subtrahiert. Das Ergebnis ist AC;, also ein gegen ein
Referenzgen normalisierter C. -Wert. Vom AC: des zu untersuchenden Gewebes wurde
anschlieBend das AC: eines anderen Gewebes abgezogen, um den relativen
Expressionsunterschied zwischen zwei Proben normalisiert zum Referenzgen zu erhalten (Pfaffl
2004). Dies ist der sogenannte Fold Change Wert. Die Formel lautet daher:

Relative Expression normalisiert gegen ein Referenzgen=2"24¢t
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4  Ergebnisse

4.1 Demographische Darstellung des Patientenkollektivs und Tumorstaging
Das durchschnittliche Alter der Probanden lag bei 60,2 Jahren zum Operationszeitpunkt. Von
den 31 Probanden waren 30 mannlich und eine weiblich. 69 Proben stammen von Mannern und

eine Probe von Frauen. 50 der 70 Proben stammen von Plattenepithelkarzinomen, 13 von

Adenokarzinomen, 5 von Adeno-squamdsen Karzinomen wund 2 von vernarbtem
Karzinomgewebe (Tabelle 19).
Tabelle 19: Patientenkollektiv und Tumorentitdt
Gruppe LK gesund | LK Met Lunge Ca Lunge Gesamte
gesund Proben
Anzahl an Proben 12 16 28 14 70
@ Alter aller Probanden bei | 64,3 52,6 60,3 58,9 60,2
OP in Jahre
Mannlich 12 16 28 13 69
@ Alter der Manner bei OP 64,3 52,6 60,3 58,9 60,2
in Jahre
Weiblich 0 0 0 1 1
@ Alter der Frauen bei OP in | X X X 62 62
Jahre
Plattenepithelkarzinome 9 10 20 11 50
Adenokarzinome 2 2 6 3 13
Adeno-squamose 0 4 1 0 5
Karzinome
Vernarbtes Karzinom 1 0 1 0 2

Aus 70 Proben von FFPE-Gewebe wurde RNA isoliert und anschlieBend eine gPCR mit verschiedenen
miRNA und Target Primern durchgefiihrt. Dabei gab es eine Unterscheidung von vier Gruppen, um einen
anschlieRenden Vergleich zu ermoglichen. Die Tumorentitit wurde von Pathologen des UKGM

diagnostiziert.
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Eine Einteilung der Probandenpoole wurde auch anhand der TNM Klassifikation und des
Tumorgradings vorgenommen. Die TNM Klassifikation dient dabei der Abschatzung der

TumorgroRe und des Metastasierungsgrades, wohingegen die Einteilung des Tumorgradings

eine Einschatzung Giber den Differenzierungsgrad des Tumors gibt (siehe Abschnitt 2.1.2).

Tabelle 20: TNM Klassifikation der Probanden, deren Proben in die Studie eingeschlossen wurden

Gruppe LK gesund LK Met Lunge Ca | Lunge gesund | Gesamt

e

Proben
pT1 3 0 7 5 15
pT2 5 7 14 6 32
pT3 3 7 5 2 17
pT4 1 2 2 1 6
pNO 6 0 9 6 21
pN1 5 8 10 7 30
pN2 0 7 3 0 10
pN3 0 0 1 0 1
pNX 1 1 5 1 8
Gesamt 12 16 28 14 70

Die Proben aus FFPE-Gewebe wurden von Pathologen des UGKM anhand der TNM Klassifikation

unterteilt. pNX steht dabei fiir einen nicht klar definierbaren Lymphknotenstatus.

Tabelle 21: Tumorgrading der Proben

G1 0 0 0 0 0
G2 6 8 19 9 42
G3 6 8 9 5 28
Gesamt 12 16 28 14 70

Die Proben aus FFPE Gewebe wurden von Pathologen des UGKM anhand ihres Tumorgradings

unterteilt. Es kamen ausschlielRlich Proben im G2 und G3 Stadium vor.
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Die LK gesunde Gruppe bestand aus 3 pT1, 5 pT2, 3 pT3 und einer pT4 Probe, wobei der
Lymphknotenbefall mit 6-mal pNO, 5-mal pN1 und einmal pNX, also unbekannt, angegeben ist.
Die Grading Einteilung bestand aus 6 G2 und 6 G3 Proben.

Die Proben der Probanden in dem LK Metastasen Pool wurden 7-mal pT2, 7-mal pT3 und 2 pT4
diagnostiziert, aus denen 8 Proben pN1, 7 Proben pN2 und eine Probe pNX diagnostiziert wurde.

Das Grading bestand aus jeweils 8 Proben mit G2 und G3 Einteilung.

Der Lungen Karzinom Pool bestand aus 7 pT1, 14 pT2, 5 pT3 und 2 pT4 Tumoren. Der
Lymphknotenstatus war mit 9-mal pNO, 10-mal pN1, 3-mal pN2, einmal pN3 und 5-mal pNX

angegeben. Der Differenzierungsgrad bestand aus 9 G2 und 5 G3 Proben.

Die Probanden mit Lungen gesunden Proben hatten 5 pT1, 6 pT2, 2 pT3 Tumore und einen pT4
Tumor, welche 6-mal pNO, 7-mal pN1 und einmal pNX diagnostiziert waren. Diese Gruppe

bestand aus 9 G2 und 5 G3 Proben.

Alle Proben zusammen enthielten 15 pT1, 32 pT2, 17 pT3 und 6 pT4 Tumore. Davon waren 21
Proben pNO, 30 Proben pN1, 10 Proben pN2, eine Proben pN3 und 8 Proben pNX. Es kamen nur
G2 und G3 Tumore vor, wobei 42 Proben als G2 und 28 Proben als G3 diagnostiziert worden

waren (Tabelle 20 und Tabelle 21).
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4.2 Nano Drop Messungen

Die Messungen mithilfe des Nano Drop Lite geben Auskunft Gber die Quantitdt und Qualitat der
untersuchten miRNA. Die durchschnittliche Menge der miRNA liegt bei 192,64 ng/ul. Proben mit
einer Konzentration von weniger als 50 ng/ul wurden aus der Studie ausgeschlossen. Die
durchschnittliche 260nm/280nm AR (Absorptionsrate Ratio) liegt bei 1,727. Proben mit einer AR

<1,2 oder >2,1 wurden ebenfalls aus der Studie ausgeschlossen.

Tabelle 22: Quantitative und Qualitative Nano Drop Lite Messergebnisse

Probe Konz 260/280 | Probe Konz 260/280 | Probe Konz | 260/280
ng/ul AR ng/ul AR ng/ul AR
1 192,8 1,72 25 1041 1,72 49 177 1 1,8
2 110,6 1,64 26 108 1,85 50 406,9 1,85
3 130,2 1,82 27 228,4 1,58 51 80,1 1,76
4 86,6 1,74 28 660,1 1,88 52 98 1,74
5 56,6 1,31 29 272,7 1,81 53 313,7 1,84
6 60,4 1,29 30 215,5 1,81 54 105,9 1,83
7 86,6 1,74 31 446,4 1,85 55 484,5 1,86
8 82,7 1,6 32 166 1,86 56 248,5 1,8
9 2149 1,78 33 243,7 1,86 57 83,2 1,72
10 491 1,74 34 195,5 1,81 58 87,9 1,75
11 396 1,79 35 248,3 1,78 59 365,6 1,85
12 109,1 1,79 36 78,6 1,62 60 82,5 1,78
13 299,9 1,83 37 250,4 1,79 61 382,3 1,85
14 263 1,8 38 126,8 1,82 62 204,7 1,87
15 268,2 1,85 39 155,7 1,52 63 50 1,76
16 276,2 1,66 40 107,9 1,52 64 81,9 1,22
17 1771 1,81 41 76,4 1,27 65 86,5 1,77
18 191,6 1,86 42 71,9 1,39 66 67 1,71
19 124 .1 1,69 43 70,1 1,74 67 191,2 1,72
20 305,6 1,85 44 135,7 1,77 68 144 1 1,62
21 351 1,46 45 352,4 1,75 69 72,1 1,74
22 195,9 1,74 46 428,7 1,79 70 103,4 1,79
23 116,1 1,86 47 72,7 1,85
24 77,8 1,67 48 87,5 1,59

Proben mit einer Konzentration von unter 50 ng/ul wurden aus der Studie ausgeschlossen. Ebenso

wurden samtliche Proben mit einem 260nm/280nm AR von <1,2 und >2,1 ausgeschlossen.
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4.3 Real Time PCR der miRNA

Im Folgenden sind die Ergebnisse der RT-qPCR dargestellt. Die Runterregulation einer miRNA
ist signifikant verandert, wenn der Fold Change <0,5 liegt. Die Hochregulation einer miRNA ist

signifikant verandert, wenn der Fold Change >2 ist.

4.3.1 Expression von hsa-miR-19a

Lungenkarzinom Proben und gesundes LK Gewebe zeigten, normalisiert gegen gesundes
Lungengewebe, keine signifikante Erhohung der Expression von hsa-miR-19a (Fold Change 1,86
bei Lungen Ca Proben und 1,73 bei gesundem LK) (Abbildung 6, Spalte 1 und 2) Die Expression
von LK Metastasen Gewebe war sowohl normalisiert gegen gesundes Lungengewebe (Fold
Change 0,138), als auch normalisiert gegen gesundes LK Gewebe (Fold Change 0,08),
runterreguliert (Abbildung 6, Spalte 3 und 4).
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Abbildung 6: Expression von hsa-miR-19a
Die abgebildeten Fold Change Werte wurden aus den Daten von RT-gPCR Messungen berechnet.

Dargestellt sind die 10-logarithmisch skalierten Mittelwerte der Fold-Change Werte, normalisiert gegen

RNUG6B als Kontroll-miRNA. Es ist der Durchschnitt aus zwei Messungen + Standardfehler dargestellt.
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4.3.2 Expression von hsa-miR-19b

Die Expression von hsa-miR-19b stellte sich dhnlich wie die Expression von hsa-miR-19a dar.
Sowohl das Lungenkarzinom Gewebe als auch das gesunde Lymphknoten Gewebe, beide
normalisiert gegen gesundes Lungengewebe, wiesen keine signifikante Erhdhung der Expression
von hsa-miR-19b auf (Fold Change 1,53 bei Lungen Ca Proben und 1,49 bei gesundem LK)
(Abbildung 7, Spalte 1 und 2). Die LK Metastasen Proben zeigten, normalisiert gegen gesundes
Lungengewebe, eine signifikante Runterregulation (Fold Change 0,48) (Abbildung 7, Spalte 3).
Zudem wiesen die LK Metastasen Proben auch normalisiert gegen gesundes LK Gewebe eine

signifikante Runterregulation auf (Fold Change 0,322) (Abbildung 7, Spalte 4).
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Abbildung 7: Expression von hsa-miR-19b
Die abgebildeten Fold Change Werte wurden aus den Daten von RT-gPCR Messungen berechnet.

Dargestellt sind die 10-logarithmisch skalierten Mittelwerte der Fold-Change Werte, normalisiert gegen

RNUG6B als Kontroll-miRNA. Es ist der Durchschnitt aus zwei Messungen * Standardfehler dargestellt.
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4.3.3  Expression von hsa-miR-30a-5p

Hsa-miR-30a-5p zeigte keine signifikant verdanderte Expression in Lungenkarzinom Gewebe,
welches gegen gesundes Lungengewebe normalisiert wurde (Fold Change 1,74) (Abbildung 8,
Spalte 1). Gesundes LK Gewebe (Fold Change 0,12) wies normalisiert gegen gesundes
Lungengewebe eine signifikante Runterregulation auf (Abbildung 8, Spalte 2). Als einzige miRNA
wies hsa-miR-30a-5p in LK Metastasen Gewebe eine gegensatzliche Expression zwischen der
Normalisierung zu gesundem Lungengewebe und gesundem LK Gewebe auf. Normalisiert gegen
gesundes Lungengewebe war die Expression runterreguliert (Fold Change 0,46) und gegen

gesundes LK Gewebe war sie hochreguliert (Fold Change 3,986) (Abbildung 8, Spalte 3 und 4).
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Abbildung 8: Expression von hsa-miR-30a-5p
Die abgebildeten Fold Change Werte wurden aus den Daten von RT-gPCR Messungen berechnet.

Dargestellt sind die 10-logarithmisch skalierten Mittelwerte der Fold-Change Werte, normalisiert gegen

RNUG6B als Kontroll-miRNA. Es ist der Durchschnitt aus zwei Messungen * Standardfehler dargestellt.
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4.3.4 Expression von hsa-miR-21-1

Das Lungenkarzinom Gewebe, welches gegen gesundes Lungengewebe normalisiert wurde,
zeigte eine signifikant verringerte Expression von hsa-miR-21-1 auf (Fold Change 0,105)
(Abbildung 9, Spalte 1). Gesundes LK Gewebe, welches ebenfalls gegen gesundes Lungengewebe
normalisiert wurde, wies ebenfalls eine signifikant runterregulierte Expression von hsa-miR-21-
1 auf (Fold Change 0,339) (Abbildung 9, Spalte 2). In LK Metastasen Gewebe, welches gegen
normales Lungengewebe normalisiert wurde, konnte keine signifikant veranderte Expression
von hsa-miR-21-1 festgestellt werden (Fold Change 1,83), allerdings konnte eine signifikante
Hochregulation von LK Metastasen Gewebe festgestellt werden, welche gegen gesundes LK

Gewebe normalisiert wurde (Fold Change 5,39) (Abbildung 9, Spalte 3 und 4).
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Abbildung 9: Expression von hsa-miR-21-1
Die abgebildeten Fold Change Werte wurden aus den Daten von RT-gPCR Messungen berechnet.

Dargestellt sind die 10-logarithmisch skalierten Mittelwerte der Fold-Change Werte, normalisiert gegen

RNUG6B als Kontroll-miRNA. Es ist der Durchschnitt aus zwei Messungen + Standardfehler dargestellt.
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4.3.5 Expression von hsa-let-7b-5p

Hsa-let-7b-5p zeigte sowohl in Lungenkarzinom Gewebe (Fold Change 0,45) als auch in
gesundem LK Gewebe (Fold Change 0,31), beide verglichen mit gesundem Lungengewebe, eine
signifikant runterregulierte Expression (Abbildung 10, Spalte 1 und 2). Signifikant hochreguliert
dagegen war das LK Metastasen Gewebe, sowohl im Vergleich gegen gesundes Lungengewebe
(Fold Change 3,13) als auch im Vergleich gegen gesundes LK Gewebe (Fold Change 10,02)
(Abbildung 10, Spalte 3 und 4).
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Abbildung 10: Expression von hsa-let-7b-5p
Die abgebildeten Fold Change Werte wurden aus den Daten von RT-gPCR Messungen berechnet.

Dargestellt sind die 10-logarithmisch skalierten Mittelwerte der Fold-Change Werte, normalisiert gegen

RNUG6B als Kontroll-miRNA. Es ist der Durchschnitt aus zwei Messungen * Standardfehler dargestellt.
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4.3.6 Expression von hsa-let-7f-5p

Die Messungen der Expression von hsa-let-7f-5p zeigten keine signifikante Veranderung in
Lungenkarzinom Gewebe, normalisiert gegen gesundes Lungengewebe (Fold Change 1,36)
(Abbildung 11, Spalte 1). Hsa-let-7f-5p wies jedoch eine signifikante Runterregulation in
gesundem LK Gewebe, normalisiert gegen gesundes Lungengewebe, auf (Fold Change 0,019)
und zudem zeigte sich eine signifikante Hochregulation in LK Metastasen Gewebe, normalisiert
gegen gesundes Lungengewebe (Fold Change 3,39) und auch normalisiert gegen gesundes LK

Gewebe (Fold Change 182,91) (Abbildung 11, Spalte 2,3 und 4).

hsa-let-7f-5p

1000 1: Lungen Ca Gewebe
c * * * 2: Gesunder LK
o
@ m 100 3: LK Metastase (gegen gesundes
Q
=3 % Lungengewebe)
w
.g §° 10 4: LK Metastase (gegen gesundes
® O
g ey - LK Gewebe)
08 1 — - «
= ¥ : Signifikante Verdnderung
=
S E
g & 01
a (=
x
w
0,01

Abbildung 11: Expression von hsa-let-7f-5p
Die abgebildeten Fold Change Werte wurden aus den Daten von RT-gPCR Messungen berechnet.

Dargestellt sind die 10-logarithmisch skalierten Mittelwerte der Fold-Change Werte, normalisiert gegen

RNUG6B als Kontroll-miRNA. Es ist der Durchschnitt aus zwei Messungen * Standardfehler dargestellt.
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4.3.7 Zusammenfassung der miRNA Real-time PCR Ergebnisse

Zusammenfassend ist zu erkennen, dass die sechs untersuchten miRNAs oftmals eine signifikant
veranderte Expression in NSCLC und LK Metastasen Gewebe aufweisen. Hsa-miR-19a und hsa-
miR-19b zeigten eine signifikant verringerte Expression in LK Metastasen Gewebe, sowohl
normalisiert gegen gesundes Lungengewebe als auch normalisiert gegen gesundes LK Gewebe.
Hsa-miR-30a-5p wies eine signifikant verringerte Expression in gesundem LK Gewebe und LK
Metastasen Gewebe, beide normalisiert gegen gesundes Lungengewebe, auf. Zudem lieR sich
eine signifikante Erhohung der Expression in LK Metastasen Gewebe, normalisiert gegen
gesundes LK Gewebe, nachweisen.

Hsa-miR-21-1 lieR eine signifikant verringerte Expression in Lungenkarzinom und gesundem LK
Gewebe, beide normalisiert gegen gesundes Lungengewebe, erkennen. Zudem zeigte sich eine
signifikant erhohte Expression in LK Metastasen Gewebe, normalisiert gegen gesundes LK
Gewebe (Tabelle 23).

Die Expression von hsa-let-7b-5p lieR eine signifikant verringerte Expression in Lungenkarzinom
Gewebe, normalisiert gegen gesundes Lungengewebe, nachweisen. Zudem zeigten sowohl hsa-
let-7b-5p als auch hsa-let-7f-5p eine signifikant verringerte Expression in gesundem LK Gewebe,
normalisiert gegen gesundes Lungengewebe, und eine signifikant erhohte Expression in LK
Metastasen Gewebe, sowohl gegen gesundes Lungengewebe als auch gegen gesundes LK

Gewebe normalisiert (Tabelle 23).

Tabelle 23: Zusammenfassung der miRNA RT-PCR Ergebnisse

Gene Lungen Ca Gesunder Lymphknoten- Lymphknoten-
Gewebe Lymphknoten metastase gegen | metastase gegen

gesundes gesundes LK-
Lungengewebe Gewebe

hsa-miR-19a > -> N N

hsa-miR-19b > > N J

hsa-miR-30a- | > N% N% T

op

hsa-miR-21-1 | ¢ d > T

hsa-let-7b-5p | { N% ™ ™~

hsa-let-7f-5p -> N2 ™ OMN

Dargestellt sind die logarithmischen Mittelwerte der Fold-Change Werte aus zwei RT-gPCR Versuchen

normalisiert gegen RNUG6 als Kontroll-miRNA. Legende: Fold-Change Werte: = nicht signifikant verandert
T>2, M>10, MM >100 und U<0,5, 1 1<0,1
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4.4 Real-time PCR der Target Gene

4.4.1 Expression von APAF1

Das Target APAF1 zeigte in den Messungen der Real-time PCR eine signifikante Runterregulation
in Lungenkarzinom (Fold Change 0,082) und gesundem LK Gewebe (Fold Change 0,025), beide
normalisiert gegen gesundes Lungengewebe (Abbildung 12, Spalte 1 und 2). Zudem wurde eine
signifikante Hochregulation in LK Metastasen Gewebe, normalisiert gegen gesundes
Lungengewebe (Fold Change 2,65) und normalisiert gegen gesundes LK Gewebe (Fold Change

106,15), festgestellt (Abbildung 12, Spalte 3 und 4).
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Abbildung 12: Expression von APAF1
Die abgebildeten Fold Change Werte wurden aus den Daten von RT-gPCR Messungen berechnet.

Dargestellt sind die 10-logarithmisch skalierten Mittelwerte der Fold-Change Werte, normalisiert gegen

RNUG6B als Kontroll-miRNA. Es ist der Durchschnitt aus zwei Messungen + Standardfehler dargestellt.
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4.4.2 Expression von HMGA?2

HMGA?2 zeigte eine signifikante Hochregulation in Lungenkarzinom Gewebe (Fold Change 3,66),
gesundem LK Gewebe (Fold Change 4,38) und LK Metastasen Gewebe (Fold Change 2,48), alle
normalisiert gegen gesundes Lungengewebe (Abbildung 13, Spalte 1,2 und 3).
Lymphknotenmetastasen Gewebe, welches gegen gesundes LK Gewebe normalisiert wurde, lieR

keine signifikant verdnderte Expression deutlich werden (Abbildung 13, Spalte 4).
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Abbildung 13: Expression von HMGA2
Die abgebildeten Fold Change Werte wurden aus den Daten von RT-gPCR Messungen berechnet.

Dargestellt sind die 10-logarithmisch skalierten Mittelwerte der Fold-Change Werte, normalisiert gegen

RNUG6B als Kontroll-miRNA. Es ist der Durchschnitt aus zwei Messungen + Standardfehler dargestellt.

4.4.3 Zusammenfassung der Target Real-time PCR Messung

Zusammenfassend ist zu erkennen, dass APAF1 eine signifikant erniedrigte Expression in
Lungenkarzinom Gewebe und gesundem LK Gewebe und eine signifikant erhdhte Expression in
LK Metastasen Gewebe aufwies. HMGA2 zeigte eine signifikant erhohte Expression in

Lungenkarzinom Gewebe, gesundem LK Gewebe und LK Metastasen Gewebe (Tabelle 24).

Tabelle 24: Zusammenfassung der Target RT PCR Messungen

Gene Lungen Ca Gesunder Lymphknoten- Lymphknoten-
Gewebe Lymphknoten metastase metastase
gegen gesundes | gegen gesundes
Lungengewebe | LK-Gewebe
APAF1 v % T NN
HMGA2 D 2N ) N

Dargestellt sind die logarithmischen Mittelwerte der Fold-Change Werte aus zwei RT-gPCR Versuchen
normalisiert gegen RRN18S als Kontroll-miRNA. Legende: Fold-Change Werte: —>=nicht signifikant

verandert T>2, M1M>10, MM 1M>100 und 1 <0,5, 4 4 <0,1
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4.5 Korrelation von miRNAs und Targets
Die Expression einer miRNA und ihrem Target muss invers bzw. negativ korrelieren, um eine

eindeutige Beziehung zueinander nachweisen zu kénnen.

APAF1 ist laut Recherche in den Datenbanken miRanda, miRDB und TargetScan das Target von
hsa-miR-19a, hsa-miR-19b und hsa-miR-21-1. APAF1 zeigte eine signifikante Runterregulation in

Lungentumor Gewebe und eine signifikante Hochregulation in LK Met Gewebe.

Hsa-miR-19a und hsa-miR-19b wiesen in Lungen Ca Gewebe keine veranderte Expression auf, in
LK Met Gewebe dagegen wurde eine signifikante Runterregulation deutlich. Somit konnte in
Lungenkarzinom Gewebe eine inverse Korrelation von hsa-miR-19a und hsa-miR-19b mit APAF1
beobachtet werden (vorhandene miRNA reguliert das Target runter), in LK Metastasen konnte
hingegen eine negative Korrelation (gegensétzliche Expression von miRNA und Target) zu APAF1

bewiesen werden.
Hsa-miR-21-1 zeigt eine Runterregulation in Lungen Ca Gewebe und eine Hochregulation in LK
Metastasen Gewebe (Tabelle 25). Somit korrelierte hsa-miR-21-1 sowohl in Lungen Ca Gewebe

als auch LK Met Gewebe positiv (gleiche Expression von miRNA und Target) mit APAF1.

Tabelle 25: Expression von hsa-miR-19, hsa-miR-19b und hsa-miR-21-1 und ihrem Target APAF1

Gene Lunge Ca vs gesunde Lunge LK Met vs gesunder LK

APAF1 i T~ T
hsa-miR-19a -> %
hsa-miR-19b -> N2
hsa-miR-21-1 J ™

Dargestellt sind die logarithmischen Mittelwerte der Fold-Change Werte aus zwei RT-gPCR Versuchen

normalisiert gegen RNU6B bei den miRNAs und RRN18S bei APAF1 als Kontrolle. Im Vergleich stehen die

angegebenen Gruppen. Fold-Change Werte: 1>2, ™1>10, ™M 1M>100 und ,<0,5, 4 1 <0,1
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HMGA2 wird bei miRanda, miRDB und TargetScan als das Target von hsa-let-7b-5p und hsa-let-

7f-5p angegeben. In der durchgefiihrten RT-gPCR lie sich in Lungen Ca Gewebe eine

Hochregulation von HMGA?2 feststellen und keine signifikante Veranderung in LK Metastasen

Gewebe (Tabelle 26).

Hsa-let-7b-5p zeigte sowohl Runterregulation in Lungen Ca Gewebe und eine Hochregulation in

LK Metastasen Gewebe. Somit lief’ sich zwischen hsa-let7b-5p und HMGAZ2 in Lungen Ca Gewebe

eine inverse Korrelation feststellen und in LK Met keine Korrelation erkennen. Hsa-Let-7f-5p

zeigte keine signifikant verdnderte Expression

in Lungentumoren und eine starke

Hochregulation in LK Metastasen (Tabelle 26). Somit konnte zwischen hsa-Let-7f-5p und HMGA?2

in beiden Geweben keine Korrelation festgestellt werden.

Tabelle 26: Expression von hsa-let-7b-5p und hsa-let-7f-5p und ihrem Target HMIGA2

Gene Lunge Ca vs gesunde Lunge LK Met vs gesunder LK

HMGA2 T >
hsa-let-7b-5p J ™~
hsa-let-7f-5p > NN

Dargestellt sind die logarithmischen Mittelwerte der Fold-Change Werte aus zwei RT-gPCR Versuchen

normalisiert gegen RNU6B bei den miRNAs und RRN18S bei HMGAZ2 als Kontrolle. Im Vergleich stehen die

angegebenen Gruppen. Fold-Change Werte: 1>2, ™1>10, ™M 1M>100 und {,.<0,5, 4 1 <0,1
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression der miRNAs hsa-miR-19a, hsa-miR-19b, hsa-
miR-30a-5p, hsa-miR-21-1, hsa-let-7b-5p und hsa-let-7f-5p und der Target Gene HMGA2 und
APAF1 von NSCLC Gewebe und erstmalig dessen LK Metastasen untersucht. Dies wurde mit der
Expression in gesundem Lungen- und LK Gewebe verglichen. Dazu wurden 70 FFPE-

Gewebeproben von 31 Probanden mithilfe einer Real-time RT-PCR quantitativ untersucht.

5.1 Untersuchung von miRNA aus FFPE-Gewebe

In der hier beschriebenen Studie wurden Patientenproben untersucht, die als FFPE-Gewebe
vorlagen und mikrodissektiert wurden. Es ist gelungen, aus diesen Gewebeproben miRNA zu
extrahieren und mithilfe einer Real-time PCR quantitativ zu erfassen. Der Vorteil von FFPE-
Gewebe ist, dass es meist in groReren Mengen gelagert wird im Gegensatz zu frischem und
gefrorenem Gewebe. Zudem wird es im Archiv meist lange aufbewahrt und ist somit Gber lange
Zeitraume hinweg verfligbar. FFPE-Gewebe fiir die Untersuchung von miRNA zu nutzen, birgt
jedoch die Gefahr, dass die RNA und auch die miRNA durch das Formalin und Paraffin degradiert
wird und es somit zu verfalschten Ergebnissen kommen kann. Insbesondere lange RNA-Stiicke
sind von der Degradierung betroffen (Kakimoto et al. 2016).

Der Vergleich von FFPE-Gewebe mit frischen gefrorenen Proben aus Tonsillentumor Gewebe
von Vojtechova et al. (Vojtechova et al. 2017) zeigt, dass die miRNA in FFPE-Gewebe zwar
teilweise degradiert ist, allerdings sind immer noch Fragmente mit einer Lange von Uber 200
Basenpaaren vorhanden. Somit ist eine miRNA Extraktionsanalyse moglich. Zudem zeigt Liu et
al. (Liu und Xu 2011) mithilfe von Mikroarray Experimenten, dass FFPE-Gewebe in der Tat gut
fir die Isolation von miRNA geeignet ist und das Expressionsprofil dem von frischen gefrorenen

Proben sehr dhnlich ist.

Insgesamt betrachtet lasst sich sagen, dass FFPE-Gewebe fiir die Extraktion von miRNA gut
geeignet ist, da es haufig in groen Mengen verfiigbar ist und zudem verlassliche Ergebnisse in
der miRNA Expressionsanalyse vorweisen kann (Liu und Xu 2011). Dabei ist zu beachten, dass
ein Vergleich am besten mit anderen miRNA Expressionsanalysen durchgefiihrt werden sollte,

welche auch FFPE-Gewebe als klinisches Material verwendet haben (Vojtechova et al. 2017).
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5.2 Expression von hsa-miR-19 in NSCLC Gewebe

Die Ergebnisse zeigten einen erhdhten Fold-Change Wert der miRNAs hsa-miR-19a (Abbildung
6) und hsa-miR-19b (Abbildung 7) in NSCLC Gewebe im Vergleich zu gesundem Lungengewebe,
allerdings keine ausreichende Erhohung, um als signifikante Hochregulation zu gelten. Eine
Uberexpression von hsa-miR-19 wird in einigen Studien berichtet und zeigte dort eine
deutlichere, signifikante Auspragung. In der Studie von Hayashita et al. (Hayashita et al. 2005)
konnte mithilfe von Southern Blot Untersuchungen bewiesen werden, dass das miR-17-92
Cluster in Lungenkarzinomen tberexprimiert wird und in der Studie von Olive et al. (Olive et al.
2009) ist miR-19 als ein Schlisselonkogen vom miR-17-92 Cluster mithilfe des Ep-myc Maus

Modells bei B-Zell Lymphomen identifiziert worden.

Auch in weiteren Studien wird die Uberexpression von hsa-miR-19a und hsa-miR-19b in
Lungenkarzinomen weiter unterstiitzt. Sie wird mit einer starkeren Differenzierung von Krebs
Stammzellen in Lungengewebe in Verbindung gebracht (Zhu et al. 2017b) und fihrt zu starkerer
Migration von Lungenkrebszellen (Li et al. 2015), sodass das Uberleben der Patienten abhéngig
von der Expression von miR-19 ist. (Mairinger et al. 2014) Bei der Transfektion von miR-19a
Mimics in NSCLC Zellen konnte sogar eine Verstarkung des Zellwachstums, der Zellvariabilitat,
der Zellinvasion und Zellmigration von NSCLC Zellen beobachtet werden (Wang und Chen 2015).
Auch in Magenkarzinomen Proben zeigte sich in vergangenen Studien eine Uberexpression von
miR-19a und miR-19b, welche signifikant mit der Metastasierung, Lymphknoten Metastasierung
und dem TNM Stadium der Patienten in Verbindung gebracht werden konnte (Wu et al. 2014).
Auch Lin et al. (Lin et al. 2013) konnte eine Uberexpression von miR-19a in Proben von
Lungentumor Gewebe und Serum von Patienten beweisen, wobei es ebenfalls moglich war, eine
Korrelation zwischen TNM Stadium und Lymphknotenmetastasierung und der Expression von

hsa-miR-19a herzustellen.

Auch die in dieser Studie beschriebenen erhohten Fold-Change Werte weisen auf eine erhéhte
Expression der beiden miRNAs in Lungenkarzinomen hin. Allerdings ist die Hochregulation in den
hier untersuchten Proben wesentlich weniger stark ausgepragt. Dafiir kann es mehrere Griinde
geben. Zunachst ist zu beachten, dass in allen hier aufgefiihrten Studien mit Ausnahme von
Mairinger und Kollegen (Mairinger et al. 2014) kein FFPE-Gewebe als klinisches Material benutzt
wurde, was die Vergleichbarkeit der Ergebnisse durch die Verdnderung der RNA in FFPE-Gewebe
erschwert. Es ist moglich, dass eine starkere Degradierung der miRNAs hsa-miR-19a und hsa-

miR-19b vorliegt und somit ihre Expression niedrig falsch gemessen wird.
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Auch das Poolen der Proben kann ein Grund fiir die stabil gemessene Expression sein, da somit
lediglich die durchschnittliche Expression der miRNAs gemessen werden konnte. Dadurch
werden Proben mit hoher Expression durch stabil oder sogar niedrig exprimierte Proben
ausgeglichen und ,verdinnt“. Somit wird anhand dieser Studie deutlich, dass die
durchschnittliche Expression in Lungenkarzinomproben nicht signifikant erhoht ist, aber einzeln
gemessene Proben durchaus eine erhdhte Expression aufweisen kdnnen, da hsa-miR-19a und

hsa-miR-19b eine onkogene Wirkung in anderen Studien aufweisen.

5.3 Expression von hsa-miR-30a-5p in NSCLC Gewebe

In den Ergebnissen zeigte sich eine unverdanderte Expression von hsa-miR-30a-5p in NSCLC
Gewebe im Vergleich mit gesundem Lungengewebe (Abbildung 8). Allerdings konnten
zahlreiche Studien bisher verdeutlichen, dass miR-30a als Tumorsuppressor in verschiedenen
Tumorerkrankungen dient und somit eine reduzierte Expression aufweist. In Brustkrebs Proben
konnte in der Studie von Zhang, Wang et al. (Zhang et al. 2014) verdeutlicht werden, dass die
miR-30a Expression negativ mit der Entstehung von Lymphknoten und Lungen
Metastasierungen korrelierte. Auch anhand von Kolorektalenkarzinomen konnte die
tumorsuppressive Wirkung von miR-30 bewiesen werden, da eine Uberexprimierung von miR-
30a eine reduzierte Zellmigration und reduzierte Leber Metastasierung zufolge hatte,
wohingegen eine Deletion von miR-30a zu starkerer Zellmigration und -invasion fiihrte (Zhong

et al. 2013).

In dem Review von Langevin, Kratzke et al. (Langevin et al. 2015) und zahlreichen weiteren
Studien wird deutlich, dass miR-30a auch in Lungenkarzinomen dafiir bekannt ist,
runterreguliert zu werden und tumorsuppressiv zu wirken (Zhu et al. 2015; Langevin et al. 2015;
Ma et al. 2018; Fan et al. 2017; Wang et al. 2015; Jiang et al. 2013). Insbesondere Patienten mit
einer niedrigeren miR-30a/c Expression zeigten in einer Studie kiirzere progressionsfreie
Uberlebenszeiten und ein kiirzeres Gesamtiiberleben (Ma et al. 2018), was darauf schlieRen
|3sst, dass die miR-30a Expression in einem direkten Verhaltnis zum Uberleben der Patienten

steht.

Es konnten bereits verschiedene Wege entdeckt werden, durch welche miR-30a das Uberleben
der Patienten verldngert bzw. bei einer Runterregulation das Uberleben verkiirzt. Durch
Transfektion von miR-30a ,Mimics“ in Lungenkarzinomzellen wurde demonstriert, dass das
Wachstum und die Verbreitung von Lungenkarzinomzellen reduziert werden konnte (Luan et al.
2018).
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Dies geschah durch die Unterdriickung von MEF2D (Myocyte enhancer factor 2D) einem Target
von miR-30a. Durch den Apoptose Weg, bei welchem Caspase3 involviert ist, konnte miR-30a
zudem die Apoptose von Lungenkarzinomzellen induzieren und somit auf einem weiteren Weg
tumorsuppressiv wirken (Luan et al. 2018). Dass miR-30a die Zell Apoptose steigern und
malignes Wachstum in Lungenkarzinomen Zellen schwachen kann, wurde ebenfalls belegt (Fan
etal. 2017). Ein weiteres Target von miR-30a ist BCL11A, welches in Proben von NSCLC Patienten
in héher exprimiert wurde. Besonders erhoht ist die Expression von BCL11A bei Rauchern,
Patienten ohne Lymphknoten Beteiligung und Patienten mit friihen Stadien der Erkrankung

(Jiang et al. 2013).

Die verfligbaren Studien zeigen, dass miR-30a als Tumorsuppressor dient und somit eine meist
herunterregulierte Expression in Lungenkarzinom Gewebe vorweist. In dieser Arbeit wird von
einer unveranderten Expression von hsa-miR-30a-5p berichtet. Durch das Poolen der
Patientenproben wird in dieser Studie lediglich ein Durchschnittswert aller
Lungenkarzinomproben angegeben. Es ist daher sehr gut moglich, dass einige Proben eine
erhohte oder erniedrigte Expression von hsa-miR-30a-5p aufgewiesen haben. Durch die GréRe
des Patientenkollektivs wird dies allerdings ausgeglichen und die durchschnittliche Expression
in Lungenkarzinomen ist als stabil bzw. unverandert zu erkennen. Es ist zudem denkbar, dass die
Runterregulation von hsa-miR-30a-5p keine zwingende Voraussetzung fir die Entstehung eines
Lungenkarzinoms ist, sondern nur einen weiteren von zahlreichen kanzerogenen Faktoren
darstellt. Dies sollte in zukinftigen Studien validiert werden, da somit die Variabilitat der

Expression von miRNAs in Krebserkrankungen verdeutlicht werden kann.

Zudem ist ein Vergleich zwischen verschiedenem Ausgangsmaterial mit FFPE-Gewebe aufgrund
der Degradierung der RNA schwierig. Lediglich die Studien von Luan et al (Luan et al. 2018) und
Jiang et al (Jiang et al. 2013) haben teilweise FFPE-Gewebe als Material verwendet, ansonsten
wurden meist frische Proben oder Zelllinien fir die Untersuchungen benutzt. Dies erschwert den

Vergleich der Ergebnisse mit den bisherigen Studien zur Expression von hsa-miR-30a-5p.
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5.4  Expression von hsa-miR-21-1 in NSCLC Gewebe

Hsa-miR-21-1 war in FFPE-Gewebeproben von NSCLC Patienten im Vergleich mit gesundem
Lungengewebe signifikant runterreguliert. In verschiedenen Studien und einer groBangelegten
Metaanalyse Uber 19 Studien von 2013 zeigte sich dagegen, dass in NSCLC Proben eine erhohte
miR-21 Expression vorliegt (Wang et al. 2013; Saito et al. 2011; Yang et al. 2013; Zhou et al. 2017;
Wang et al. 2011; Liu et al. 2013; Xue et al. 2016). Dabei korrelierte die erhohte miR-21
Expression mit einem erhéhten Risiko einer Lymphinfiltration, einem niedrigeren rezidiv-freien
Uberleben und einem niedrigeren Gesamtiiberleben (Wang et al. 2013; Saito et al. 2011; Yang
et al. 2013). Bei Patienten mit NSCLC, welche eine hohe miR-21 Expression aufwiesen, lag das 3-
Jahres Uberleben bei 39,8% im Gegensatz zu 58,2% bei Patienten mit niedriger miR-21
Expression (Wang et al. 2011). Es wird zudem vermutet, dass miR-21 insbesondere bei der
Entstehung von NSCLC als Onkogen mitwirkt, da die erhéhte miR-21 Expression bereits Stadium
| des NSCLC betrifft (Saito et al. 2011) und dort ein hohes Expressionsniveau erreicht (Zhou et al.
2017).

In weiteren Studien zeigte sich, dass auch im Blutplasma von NSCLC Patienten eine erhéhte
Expression von miR-21 gemessen werden konnte. Das TNM Stadium korrelierte dabei positiv mit
der miR-21 Expression, jedoch gab es keine Verbindung zu Alter, Geschlecht, Raucherstatus,
histologischer Klassifikation oder Metastasierung (Wei et al. 2011) Dass die Metastasierung und
auch im speziellen die Lymphknoten Metastasierung bei NSCLC Patienten mit der miR-21
Expression positiv korreliert, konnte in weiteren Studien in Blutserum, NSCLC Zelllinien und
gefrorenen NSCLC Proben nachgewiesen werden (Zhou et al. 2017; Wang et al. 2011; Liu et al.
2013).

Das onkogene Potenzial von miR-21 wird durch die Inhibition der Tumorsuppressoren PTEN,
SNX1, SGPP1, SOCS1 und SOCS6 und die Steigerung der Akt-Phosphorylierung ausgelost (Liu et
al. 2013; Zhang et al. 2015; Xue et al. 2016). In einem Xenograft Tiermodell konnte zudem gezeigt
werden, dass das Antagonisieren von miR-21 die Tumorprogression inhibieren konnte (Xue et

al. 2016).

Bei all den Studien ist zu beachten, dass lediglich zwei der zahlreichen Studien FFPE-Gewebe fir
ihre Messungen verwendet haben. Eine der zwei Studien mit FFPE-Gewebe als
Ausgangsmaterial stammte von Saito, Voortmann und seinen Kollegen (Saito et al. 2011,
Voortman et al. 2010). In ihrer ersten von zwei Studien wurden wie in der vorliegenden Arbeit
FFPE-Gewebeproben mit quantitativer RT-PCR untersucht, wobei eine schlechtere Prognose bei
niedrigerer miR-21 Expression vermutet werden konnte (Voortman et al. 2010) und somit die
Ergebnisse dieser Studie unterstiitzt werden.
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In der nachfolgenden Studie (Saito et al. 2011) aus dem Jahr 2011 wurden dagegen gefrorene
NSCLC Proben mit quantitativer RT-PCR untersucht. Im Gegensatz zur vorherigen Studie wurde
nun eine héhere Expression von miR-21 mit einem schlechteren tumorspezifischen Uberleben,
unabhangig von anderen klinischen Faktoren, in Verbindung gebracht. Somit scheint die miR-21
Expression im direkten Vergleich unterschiedliche Ergebnisse bei unterschiedlichem
Ausgangsmaterial aufzuweisen. Wie oben beschrieben, konnte in Blutplasma beispielsweise
zwar eine erhéhte miR-21 Expression festgestellt werden, allerdings bestand im Gegensatz zu
anderen Studien (Zhou et al. 2017; Wang et al. 2011; Liu et al. 2013) keine Korrelation mit der
Metastasierung des NSCLC (Wei et al. 2011).

Insgesamt ist daher unklar, welches Probenmaterial die beste Quelle fir die
Expressionsmessung von miR-21 bei NSCLC erkrankten Patienten darstellt (Wang et al. 2013)
und es wird deutlich, dass miR-21 grofe Schwankungen bei der direkten Messung in
Lungenkarzinomproben prasentiert. Da eine einzelne miRNA auf zahlreiche Targets wirken kann,
konnte sich die Expression von miR-21 zwischen verschiedenen Lungenkarzinomproben
unterscheiden. Durch die Ergebnisse der vorliegenden Studie und die Ergebnisse von Voortman
et al. (Voortman et al. 2010) wird die hohe miR-21 Variabilitat deutlich und es kann vermutet
werden, dass Lungenkarzinome die Moglichkeit haben, die Expression von miR-21 zu
beeinflussen, eine hochregulierte Expression aber nicht zwangsweise fur ein Lungenkarzinom
vorliegen muss. Auch eine erhéhte Degradierung von miR-21 in FFPE-Gewebe im Gegensatz zu
anderen miRNAs kann vermutet werden. So kann eine falsch niedrige Expression durch die
Einbettung in Paraffin gemessen worden sein, wenn die Degradierung von miR-21 in den
Lungenkarzinomproben weitaus starker ausgepragt war als in den lungengesunden
Vergleichsproben. Dieses Phdanomen muss in weiteren Studien anhand von Vergleichen

zwischen frischen Proben und FFPE-Gewebe untersucht werden.
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5.5 Expression von hsa-Let-7 in NSCLC Gewebe

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich, dass hsa-let-7b-5p eine signifikante Runterregulation in
NSCLC Gewebe aufwies, wohingegen hsa-let-7f-5p stabil exprimiert war. Ein dhnliches Ergebnis
wurde auch im Jahr 2017 berichtet (Di Fazio et al. 2017), welche die Expression derselben
miRNAs in typischen und atypischen neuroendokrinen Karzinoiden der Lunge untersuchten. Sie
konnten ebenfalls eine signifikante Runterregulation von hsa-let-7b-5p und eine stabile- oder
Uberexpression von hsa-let-7f-5p in FFPE-Gewebe nachweisen. In Untersuchungen mit
Zellreihen von Lungenkarzinomen wurde bisher eine reduzierte Expression von let-7a, let-7b
und let-7f nachgewiesen (Takamizawa et al. 2004; Stahlhut und Slack 2015), wobei Patienten
mit einer niedrigeren let-7 Expression ein signifikant kiirzeres Uberleben nach einer potenziell

kurativen Lungen- oder Lungenteilresektion aufwiesen (Takamizawa et al. 2004).

Die tumorsuppressive Wirkung der let-7 Familie wurde in einer Zellreihe mit Lungen
Adenokarzinomen demonstriert, sodass eine Uberexpression von let-7 das Tumorwachstum in
den Lungenkrebszellen in vitro inhibieren konnte (Takamizawa et al. 2004). Es war zudem durch
eine erhohte Expression von let-7g in K-Ras exprimierenden Murin Lungenkrebszellen moglich,
ein Zellzyklus Arrest und Zelltod herbeizufiihren und in einem Tumor Xenograft Modell konnte
durch kinstliche Uberexprimierung von let-7g mithilfe von lentiviralen Vektoren eine
signifikante Wachstumsreduktion in menschlichen NSCLC Zellen erreicht werden (Kumar et al.

2008).

Die in dieser Studie gemessene Runterregulation von hsa-let-7b-5p in Verbindung mit
zahlreichen weiteren Studien kénnen daher die vermutete tumorsuppressive Wirkung der let-7
Familie bestadtigen (Stahlhut und Slack 2015; Esquela-Kerscher et al. 2008). Eine
Runterregulation von let-7f in NSCLC Gewebe wurde in dieser Arbeit nicht festgestellt und wurde
bisher nur in Zellreihen und nicht in FFPE-Gewebe beschrieben. Eine unterschiedliche Funktion
von let-7b und let-7f in Lungenkarzinomen wurde aufgrund der unterschiedlichen Expression
bereits von Di Fazio et al. (Di Fazio et al. 2017) vermutet und wird durch diese Studie weiter
bestarkt. Es muss daher in Zukunft eine differenziertere Expressionsanalyse der let-7 Familie
vorgenommen werden, da auch weitere Vertreter der Familie eine unterschiedliche Expression
aufweisen kdnnten und somit nicht die komplette let-7 Familie eine tumorsuppressive Wirkung

aufweisen wiirde.
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5.6 Expression von APAF1 und HMGA?2 in NSCLC Gewebe

In der vorliegenden Arbeit wurde eine signifikant runterregulierte Expression von APAF1 in
NSCLC Gewebe im Vergleich zu gesundem Lungengewebe gemessen. Diese Ergebnisse werden
durch weitere Studien aus den Jahren 2012 und 2017 unterstiitzt und bestatigen eine
Runterregulation von APAF1 in NSCLC Proben, NSCLC Zelllinien und unspezifischen
Lungenkarzinom Proben (Li et al. 2017; Zang et al. 2012). Die Ergebnisse deuten auf eine
tumorsuppressive Wirkung von APAF1 hin, indem es tber Cytochrom C die Expression von
Caspasen aktiviert, welche an der Zell Apoptose beteiligt sind (Zermati et al. 2007). Eine
Runterregulation von APAF1 kann somit die Apoptose durch eine verminderte Expression von
Caspase-3 inhibieren und so die Fortschreitung des NSCLC begtinstigen (Li et al. 2017). Lediglich
eine frihere Studie von 2004 konnte im Gegensatz zu dieser Studie eine hochregulierte
Expression von APAF1 und Procaspase-3 (Procaspase-3 wird im Verlauf zu Caspase-3
umgewandelt (Moravcikova et al. 2014)) in NSCLC feststellen. Dies lasst vermuten, dass NSCLC
eine Moglichkeit haben, die Apoptose getriebene Caspase Aktivierung im Zytosol zu
unterdriicken (Krepela et al. 2004).

Die verminderte APAF1 Expression konnte in dieser Studie in FFPE-Gewebe und in anderen
Studien in verschiedenstem Ausgangsmaterial bewiesen werden und bestdtigt daher den
Verdacht einer tumorsuppressiven Wirkung von APAF1. Da Targets von vielen verschiedenen
miRNAs beeinflusst werden, ist eine klare Ursache der Runterregulation von APAF1 bisher noch
nicht gefunden worden. Studien mit einem breiten Spektrum an miRNA Expressionsprofilen und

der gleichzeitigen Messung von APAF1 konnten diese klaren.

Die Expression von HMGAZ2 in NSCLC Gewebe im Vergleich zu gesundem Lungengewebe stellte
sich in der vorliegenden Arbeit als signifikant erhéht dar. Diese signifikant erh6hte Expression
von HMGA?Z2 in primdren menschlichen Lungenkarzinomen und speziell dem NSCLC wird auch
aus weiteren Studien berichtet (Meyer et al. 2007; Sun et al. 2017; Jiang et al. 2018; Di Cello et
al. 2008; Sarhadi et al. 2006; Di Fazio et al. 2017). Es konnte zudem eine unterschiedliche
Expression zwischen typischen und atypischen Karzinoiden festgestellt werden, was langfristig
eine Differenzierung zwischen verschiedenen Tumorentitdten erlauben koénnte (Di Fazio et al.
2017).

Die erhdhte Expression von HMGAZ2 beim NSCLC fiihrte zu einer gesteigerter Zellproliferation, -
migration und -invasion (Sun et al. 2017; Gao et al. 2017; Sarhadi et al. 2006) und nimmt auch
Einfluss auf die Metastasierung (Di Cello et al. 2008). Die Expression von HMGA2 korrelierte
zudem mit dem Tumorgrading (Di Cello et al. 2008) und korrelierte invers mit dem
Gesamtiiberleben der Patienten (Gao et al. 2017).
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HMGA2 hat eine duale Funktion bei der Férderung des Lungenkarzinoms. (Kumar et al. 2014)
Die erste Funktion fiir die Tumorgenese hat HMGA?2 als proteinkodierendes Gen, indem es die
Zellapoptose durch Caspase 3, 9 und Bcl-2 beeinflusst (Gao et al. 2017). Die andere Funktion von
HMGAZ2 ist als nicht-kodierende RNA, indem es kompetitiv gegen die tumorsuppressiv wirkende
let-7 miRNA Familie wirkt (Kumar et al. 2014; Takamizawa et al. 2004; Stahlhut und Slack 2015;
Esquela-Kerscher et al. 2008). Diese beiden Wirkungsweisen machen die onkogene Funktion von
HMGA?2 deutlich (Sun et al. 2017; Jiang et al. 2018; Gao et al. 2017; Di Cello et al. 2008) und
unterstlitzen die Ergebnisse dieser Studie, dass HMGA?2 in Lungenkarzinomen mit erhohter
Expression vorliegt. Aufgrund der erhoht gemessenen Expression von HMGA2 ist eine
Degradierung dieser mRNA durch die Verwendung von FFPE-Lungenkarzinomgewebe zudem

duBerst unwahrscheinlich und préazisiert daher die Ergebnisse dieser Studie.

Zusammenfassend lassen sich die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit durch die Literatur
umfassend bestatigen. Die unterschiedlichen Gewebeformen, die in den verschiedenen Studien
untersucht worden sind, scheinen dabei keinen Einfluss auf die Expression dieser mRNAs zu
haben. Durch die Analyse der Expression in dieser Arbeit lasst sich daher bestatigen, dass APAF1
runterreguliert beim menschlichen NSCLC vorliegt und somit eine tumorsuppressive Funktion
einnimmt. Die Hochregulation von HMGAZ2 im menschlichen NSCLC Iasst sich ebenso bestéatigen,

was deutlich macht, dass HMGA2 eine onkogene Funktion einnimmt.

5.7 Expression der miRNAs und Targets in LK Metastasen Gewebe

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigten das folgende miRNA Expressionsprofil in

Lymphknoten Metastasen:

LK Metastasen im Vergleich zu gesundem LK:
Hochregulation von hsa-miR-30a-5p, hsa-miR-21-1, hsa-let-7b-5p, hsa-let-7f-5p, APAF1

Unveranderte Expression von HMGA2

v v P

Runterregulation von hsa-miR-19a, hsa-miR-19b

N

LK Metastasen im Vergleich zu Lungentumor Gewebe (jeweils im Vergleich zu gesundem

Lungengewebe):

v

Hochregulation von hsa-miR-21-1, hsa-let-7b-5p, hsa-let-7f-5p, APAF1

7

Unveranderte Expression von HMGA?2

=>» Runterregulation von hsa-miR-19a, hsa-miR-19b, hsa-miR-30a-5p
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Wie zu erkennen ist, unterscheidet sich die Expression der miRNAs und Targets zwischen
Primartumor und Lymphknotenmetastase. Einzig HMGA?2 zeigte die gleiche Expression in allen

drei Geweben.

Im Vergleich von LK Metastasen mit Lungentumorgewebe zeigten hsa-miR-21-1, APAF1, hsa-let-
7b-5p und hsa-let-7f-5p eine hochregulierte Expression und hsa-miR-19a, hsa-miR-19b und hsa-
miR-30a-5p eine runterregulierte Expression. Interessanterweise ist nur bei HMGA2 eine
unveranderte Expression zwischen Primdrtumor und LK Metastase messbar. Alle anderen
miRNAs und APAF1 weisen eine unterschiedliche Expression zwischen Lungentumor und der LK
Metastase auf. Es lasst sich daher vermuten, dass die in Lymphknotenmetastasen im Gegensatz
zu Lungenkarzinomen hochregulierten miRNAs hsa-miR-21-1, hsa-let-7b-5p, hsa-let-7f-5p und
die mRNA APAF1 eine wichtigere Rolle in der Metastasierung des Lungenkarzinoms spielen als
in der Entstehung des Primartumors oder sie im Primartumor aufgrund tumorsuppressiver
Wirkung vermindert exprimiert werden. Die runterregulierten miRNAs hsa-miR-19a, hsa-miR-
19b und hsa-miR-30a-5p scheinen dagegen eine wichtigere Rolle in der Entstehung des
Primartumors zu spielen als in der Metastasierung oder sie miissen in Lymphknotenmetastasen

runterreguliert werden aufgrund metastasensuppressiver Wirkung.

Die aktuelle Studienlage lasst keinen Vergleich der Ergebnisse zu, da es keine Studien zur
Messung der hier untersuchten miRNAs und Targets in LK Metastasen von NSCLC Patienten gibt.
Viele der aktuellen Studien untersuchen lediglich das miRNA Expressionsprofil im Primartumor
und versuchen so auf das TNM Stadium und die Metastasierung zu schlieBen (Lin et al. 2013;
Wu et al. 2014; Wang et al. 2013; Zhang et al. 2014). Im Gegensatz dazu versucht die vorliegende
Arbeit anhand der miRNA Expression in LK Metastasen ausgehend vom NSCLC, einen Einblick in
die Entstehung und Entwicklung von Metastasen zu erlangen. Wu und Kollegen haben im Jahr
2017 bereits eine Studie zur Messung von miRNA in LK Metastasen von Patienten mit
Lungenkarzinomen verdéffentlicht (Wu et al. 2017). Anhand einer Mikroarray Analyse der LK
Metastasen von fiinf Patienten konnte eine veranderte Expression von miR-21 und 49 weiteren
miRNAs im Vergleich zu gesundem LK Gewebe gefunden werden. Die Expression von miR-21

zeigte einen erhohten Fold-Change Wert, wurde jedoch nicht weiter untersucht (Wu et al. 2017).
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Die vorliegende Studie zeigte, dass es einen Unterschied in der Expression von miRNA und Target
zwischen Primartumor und Metastase gibt. Diese unterschiedliche Expression bestatigen zwei
Studien, welche die miRNA Expression in Kolorektalen Karzinomen und ihren Metastasen
untersucht haben. Feiersinger und Kollegen haben herausgefunden, dass miR-21 und miR-31 in
Lebermetastasen von Kolorektalen Karzinomen im Vergleich zu gesundem Lebergewebe erhéht
sind (Feiersinger et al. 2016). Jedoch zeigte miR-21 eine signifikant reduzierte Expression in
Lebermetastasen im Vergleich zum Primartumor. Die erhdhte Expression von miR-21 in
Metastasen im Vergleich zum gesunden Gewebe konnten in der vorliegenden Studie bestatigt
werden. Im Gegensatz zu Feiersinger et al. zeigte miR-21 in dieser Studie allerdings eine hohere
Expression in LK Metastasen als im Primartumor. MiR-21 scheint eine andere Aufgabe in
Lymphknotenmetastasen von  Lungenkarzinomen als in Lebermetastasen von
Kolorektalkarzinomen zu lbernehmen und stellt daher keinen konstanten Marker fir die

Metastasierung von Karzinomen dar.

Dass ein Vergleich zwischen unterschiedlichem Gewebe, in welches Metastasen eingewandert
sind, erschwert ist, zeigte auch die Studie von Pecqueux (Pecqueux et al. 2016). Sie haben die
Leber- und Lungenmetastasen von vier zufdllig ausgewahlten Patienten mit
Kolorektalkarzinomen untersucht und ein unterschiedliches miRNA Expressionsprofil zwischen

den Lungen- und Lebermetastasen gefunden.

Die Studien machen die vielfaltige Expression der miRNAs deutlich und zeigen, dass die miRNA
Expression nicht nur zwischen Primartumor und Metastasen Unterschiede aufweist, sondern
auch zwischen verschiedenen Lokalisationen der Metastasen. Die in dieser Studie vorlegten
Ergebnisse sind daher nur fiir das NSCLC und die davon ausgehenden LK Metastasen giiltig. In
weiteren Studien sollte daher nicht nur die Expression der miRNAs des Primartumors, sondern
auch die miRNA Expression der Metastasen auf ihre Korrelation mit dem TNM Stadium
untersucht werden, um ein ganzheitliches Bild der Primartumor- und Metastasenentstehung zu

erstellen.
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5.8 Korrelation zwischen miRNAs und Targets

In der vorliegenden Arbeit wurde die Beziehung zwischen miRNA und Target sowohl in
Lungenkarzinomen als auch in Lymphknotenmetastasen von Lungenkarzinomen untersucht.

In Lungenkarzinomgewebe und in Lymphknotenmetastasengewebe wurde eine inverse
Korrelation zwischen hsa-miR-19a, hsa-miR-19b und dem potenziellen Target APAF1
festgestellt. Somit konnte in dieser Studie eine wahrscheinliche Beeinflussung von APAF1 durch
hsa-miR-19a und hsa-miR-19b in Lungenkarzinomgewebe und Lymphknotenmetastasen
bestatigt werden.

Die Korrelation von hsa-miR-19a und hsa-miR-19b mit APAF1 wurde in anderen Studien noch
nicht untersucht, wodurch ein Vergleich der in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse erschwert
wird. Da zahlreiche Studien jedoch von einer signifikanten Hochregulation von miR-19a und miR-
19b (Lin et al. 2013; Li et al. 2015; Zhu et al. 2017b) und andere von einer signifikanten
Runterregulation von APAF1 berichten (Li et al. 2017; Zang et al. 2012), stiitzt dies die Ergebnisse
dieser Studie, dass eine inverse Korrelation zwischen miR-19a/b und APAF1 in Lungenkarzinom-

und Lymphknotenmetastasengewebe besteht.

In dieser Studie wurde zudem eine positive Korrelation zwischen hsa-miR-21-1 und APAF1
sowohl in Lungenkarzinomgewebe als auch in Lymphknotenmetastasengewebe deutlich. Diese
Korrelation zeigt nicht die typische inverse Korrelation zwischen miRNA und Target und kann
daher nicht die Hypothese stiitzen, dass APAF1 als Target von hsa-miR-21-1 dient. Auch die
Expression von hsa-miR-21-1 in Relation zu seinem potenziellen Target APAF1 ist in der
bestehenden Literatur bisher wenig untersucht worden. Auf der einen Seite kann die positive
Korrelation zwischen hsa-miR-21-1 und APAF1 in der vorliegenden Studie durch die Studie von
Flores et al. (Flores et al. 2017) bestatigt werden, allerdings wurden ihre Untersuchungen in
Speicheldriisenkrebs durchgefiihrt.

Auf der anderen Seite konnte Au Yeung et al. (Au Yeung et al. 2016) in Ovarialtumoren beweisen,
dass APAF1 ein direktes Target von miR-21 darstellt. Da die in Abschnitt 5.4 und 5.6 erwdhnten
Studien allerdings von einer signifikanten Hochregulation von miR-21 (Wang et al. 2013; Saito
etal.2011; Yangetal. 2013; Wei et al. 2011) und einer signifikanten Runterregulation von APAF1
in NSCLC Gewebe und Zelllinien (Li et al. 2017; Zang et al. 2012) berichten, erhértet sich die
Hypothese, dass APAF1 in Lungenkarzinomen ein Target von miR-21 in NSCLC darstellt. Es ist
jedoch zu beachten, dass ein miRNA mehrere Targets beeinflusst und ein Target von zahlreichen
mMiRNAs beeinflusst wird (Lim et al. 2005; Lewis et al. 2003).

Daher ist ihre Expression nicht immer grundsatzlich invers korreliert und kann durch weitere
anders exprimierte Faktoren beeinflusst werden.

53



In der vorliegenden Studie wurde eine inverse Korrelation zwischen HMGAZ2 und hsa-let-7b-5p
in Lungenkarzinomen bestatigt, wodurch eine miRNA Target Beziehung verdeutlicht wurde.
Jedoch konnte keine Korrelation zwischen hsa-let-7f-5p und HMGAZ2 in Lungenkarzinomen
festgestellt werden, da hsa-let-7f-5p eine stabile Expression zeigte. Da HMGA2 in
Lymphknotenmetastasen eine stabile Expression prasentierte, konnte in diesem Gewebe keine
Korrelation zu einer miRNA bestatigt werden. Im Gegensatz zu dieser Studie, wurde von Di Fazio
et al. (Di Fazio et al. 2017) eine inverse Korrelation von let-7f mit HMGA?Z2 in Lungenkarzinoiden
bewiesen, allerdings konnten sie keine Korrelation zwischen let-7b und HMGA?2 feststellen.

Eine Bestatigung der vorliegenden Studie, dass HMGAZ2 das direkte Target von let-7b ist, war
jedoch bereits durch (McDaniel et al. 2017) in der Leber bewiesen worden. Weitere Studien
untersuchten nicht speziell let-7b, sondern generell die let-7 Familie und konnten auch hier
feststellen, dass HMGA2 ein Target dieser ist (Liu et al. 2014; Paz et al. 2014). Kumar und
Kollegen berichteten sogar von einer kompetitiven Wirkung, die HMGAZ2 gegen die let-7 Familie

auslibt und so den Fortschritt von Lungenkarzinomen férdert (Kumar et al. 2014).

Zusammenfassend lasst sich erkennen, dass die Ergebnisse der inversen Korrelation von hsa-let-
7b-5p mit HMGAZ in Lungenkarzinomen durch die Literatur gestiitzt werden kdnnen. Es ist laut
Literatur jedoch auch von einer inversen Korrelation von hsa-let-7f-5p und HMGAZ2 auszugehen,
die in dieser Arbeit nicht festgestellt werden konnte. Vergleichsliteratur zur Expression der
Beziehung in Lymphknotenmetastasen liegt nicht vor, allerdings wurde in dieser Arbeit auch

keine miRNA-Target Korrelation festgestellt.
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5.9 MiRNAs als molekularpathologisches Co-Diagnostikum und -therapeutikum
Die zukilinftigen Einsatzfelder in der Quantifizierung von miRNAs in Tumoren sind vielfaltig.
Mithilfe des Wissens um die unterschiedliche Expression von miRNAs in Neoplasien im Vergleich
zu gesundem Gewebe lasst sich langfristig sowohl die Diagnostik als auch die Therapie von
Tumoren weiterentwickeln. MiRNAs kénnten sich in der Zukunft der Diagnostik sowohl zur
Vorsorge als auch zum Staging von verschiedenen Tumorerkrankungen und besonders dem
NSCLC eignen. Die meisten der in dieser Arbeit untersuchten miRNAs korrelieren mit dem
Uberleben, der Metastasierung und auch mit dem TNM Stadium bei Tumorerkrankungen und
im speziellen auch dem NSCLC. Dies konnte bereits bei miR-19a, miR-19b, miR-21, miR-30a und
let-7f nachgewiesen werden (Lin et al. 2013; Mairinger et al. 2014; Wu et al. 2014; Wang et al.
2013; Saito et al. 2011; Ma et al. 2018; Zhang et al. 2014; Takamizawa et al. 2004). Diese
Erkenntnisse lassen darauf schlieBen, dass die Untersuchung der Expressionsmuster von
mMiRNAs in Zukunft eine supportive MaRnahme des Stagings des NSCLCs darstellen kénnte. Dazu
wird lediglich eine Biopsie des Tumors benétigt, um anschlieBend durch die Quantifizierung
entsprechender miRNAs das Tumorwachstum und die Wahrscheinlichkeit einer Metastasierung

abschatzen zu kénnen.

Auch Vorsorgeuntersuchungen konnten durch ein miRNA Screening auf der Suche nach
verschiedenen miRNAs ergdnzt werden. Wie Chen und Kollegen beweisen konnten, ist im
Plasma von Patienten mit Lungenkrebs, Kolorektalkarzinomen und Brustkrebs sowie in
gutartigen Veranderungen der Lunge und der Brust eine erhéhte Expression von miR-21 und
miR-152 nachweisbar (Chen et al. 2016). Daraus lasst sich schlieBen, dass in Zukunft gewisse
miRNAs als nichtspezifische und nichtinvasive Biomarker fir das Screening von

Tumorerkrankungen dienen.

Auch in der Therapie von Tumorerkrankungen kénnten sich miRNAs in der Zukunft als hilfreich
erweisen. Eine Therapiemoglichkeit ist die Gabe sogenannter miRNA ,,Mimics“, also synthetisch
hergestellte und chemisch modifizierte siRNA (small interfering RNA), welche die natiirliche
miRNA imitieren (Alipoor et al. 2016).
In ersten Studien konnte das Tumorwachstum vom NSCLC in vitro und in Tumor Xenografts
durch die Gabe von Let-7 und Let-7g inhibiert werden (Takamizawa et al. 2004; Kumar et al.
2008). In NSCLC Zelllinien war ebenfalls eine Inhibition des Zellwachstums sowie eine Inhibition
der Zell-invasion und -migration durch die Gabe von anti-miR-21 beobachtet worden (Liu et al.
2013). MiR-19a- und miR-21 Mimics hingegen konnten das Zellwachstum, -migration und -
invasion in NSCLC Zellen verstarken (Liu et al. 2013; Wang und Chen 2015).
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MiRNA Mimics kdnnten zudem in Zukunft additiv zu Chemotherapeutika angewendet werden.
Stahlhut und Slack haben bereits gezeigt, dass der antiproliferative Effekt von Erlotinib auf
Lungenkarzinom Zelllinien durch die Gabe von let-7b und miR-34a Mimics verstarkt werden
konnte, wobei der beste Effekt bei einer Kombination aus beiden miRNAs mit dem
Chemotherapeutikum auftrat (Stahlhut und Slack 2015).

Eine mogliche Darreichungsform der miRNA Mimics stellen Plasmide dar, welche durch
Transfektion die miRNAs exprimieren und in liposomalen Vesikeln mithilfe von Antikérpern zum

Zielgebiet transportiert werden konnen (Rai et al. 2011; Chen et al. 2010).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass miRNAs das Potenzial besitzen, in Zukunft in der
Diagnostik und Therapie des NSCLC eingesetzt zu werden. Die Uber- oder Unterexprimierung
von miRNAs im Plasma kann in der Vorsorge einen ersten Hinweis auf ein tumoréses Geschehen
im Korper geben. Zudem kann das Gesamtiiberleben des Patienten anhand der Expressionshdhe
von miRNAs abgeschatzt werden. In der Therapie bieten miRNA Mimics die Moglichkeit, direkt
das Tumorwachstum inhibieren zu kénnen oder den Tumor fir Chemotherapeutika zu

sensibilisieren.

5.10 Zusammenfassung der Diskussion

FFPE Material ist durch die lange Haltbarkeit und die meist grolRen verfiigbaren Mengen gut fur
die Untersuchung in Studien geeignet. Studien zeigen, dass die miRNAs in FFPE Gewebe zwar
von einer gewissen Degradierung im Gegensatz zu frischen gefrorenen Proben betroffen sind,
allerdings sind sie immer noch in ausreichend guter Qualitdt vorhanden, um eine qualitativ gute
miRNA Expressionsanalyse zu gewahrleisten. Ein optimaler Vergleich der Ergebnisse kann
trotzdem nur zwischen gleichem Ausgangsgewebe erfolgen. Die meisten verwendeten Studien
dieser Diskussion sind nicht mit FFPE Gewebe durchgefiihrt worden, sondern mit Plasma oder
frischen/gefrorenen Proben, und nur wenige Studien haben FFPE Gewebe als Ausgangsmaterial
verwendet. Die Studien mit FFPE Gewebe erzielten jedoch meist dhnliche Ergebnisse wie die
Studien mit frischen Proben. Somit kann geschlussfolgert werden, dass die Ergebnisse dieser

Studie gut vergleichbar mit anderen Studien sind, welche kein FFPE Material benutzt haben.

Das miRNA Expressionsprofil des NSCLC Gewebes in der vorliegenden Arbeit stimmte
grolRtenteils mit der aktuellen Studienlage lberein. Hsa-miR-19a und hsa-miR-19b zeigten in
dieser Arbeit eine nicht-signifikante Hochregulation, die aktuellen Studien sprechen bei diesen
miRNAs sogar von einer signifikanten Hochregulation, was bedeutet, dass sie
hochstwahrscheinlich eine onkogene Wirkungsweise aufweisen.
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Hsa-miR-30a zeigte in dieser Arbeit keine veranderte Expression, wohingegen die aktuelle
Studienlage von einer Runterregulation berichtet und somit nicht mit den Ergebnissen dieser
Studie Ubereinstimmte. Somit hat hsa-miR-30a laut Studienlage eine eher tumorsuppressive
Wirkung, wohingegen die Ergebnisse dieser Studie keine klare Eingliederung in onkogen oder
tumorsuppressiv zulassen. Die Expressionshohe korrelierte in der Studie von Ma et al sogar mit

dem Uberleben der Patienten (Ma et al. 2018).

Die Expression von hsa-miR-21-1 stellte sich in der vorliegenden Arbeit als signifikante
Runterregulation dar, wohingegen die meisten Studien von einer Hochregulation berichteten.
Einzig eine Studie, welche auch FFPE Gewebe verwendete, konnte die Ergebnisse dieser Arbeit
unterstiitzen. Viele Studien berichteten von einer onkogenen Wirkung von miR-21, wobei die
Expressionshéhe mit dem Uberleben, der Metastasierung und dem TNM Stadium korrelierte.

Hsa-let-7b-5p war in dieser Studie signifikant runterreguliert und hsa-let-7f-5p stabil exprimiert.
Diese Ergebnisse werden von Di Fazio und Kollegen unterstiitzt (Di Fazio et al. 2017), wobei die
weiteren Studien von einer Runterregulation beider miRNAs und der gesamten let-7 Familie
berichten. Hsa-let-7b-5p hat aufgrund der Ergebnisse dieser Studie und weiterer Studien eine
eher tumorsuppressive Funktion. Hsa-let-7f-5p sollte weiter untersucht werden, wobei sich
auch hier eine tumorsuppressive Funktion andeutet, die von dieser Arbeit nicht unterstitzt
werden kann. Die Let-7 Expression korrelierte in Studien zudem mit dem Uberleben der

Patienten.

APAF1 und HMGA?2 zeigten sowohl in der vorliegenden Arbeit wie auch in der aktuellen
Studienlage eine signifikante Runterregulation in Lungenkarzinomen. HMGA?2 korrelierte zudem
mit der Metastasierung, der Zellproliferation, dem Tumorgrading und dem Uberleben der
Patienten.

In der vorliegenden Arbeit zeigten samtliche untersuchten miRNAs und Targets, mit Ausnahme
von HMGA?2, eine verdanderte Expression zwischen Primartumor und LK Metastasen. Zudem war
auch eine veranderte Expression zwischen gesundem LK und den LK Metastasen feststellbar.
Zum aktuellen Zeitpunkt gibt es keine Studien, die die hier untersuchten miRNAs in LK
Metastasen vom NSCLC untersuchen, um einen Vergleich zu ermdglichen und die neuen
wissenschaftlichen Ergebnisse dieser Studie zu bestatigen. Es wurde in der Literatur anhand von
Kolorektalkarzinomen bereits festgestellt, dass Metastasen in verschiedenem Gewebe, welche
vom selben Primartumor ausgehen, eine unterschiedliche miRNA Auspragung zeigen. Somit ist
ein Vergleich des miRNA Expressionsprofils zwischen LK Metastasen und Metastasen in anderem

Gewebe nicht sinnvoll.
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Eine inverse Korrelation zwischen miRNA und Target konnte zwischen APAF1 und hsa-miR-19a
und hsa-miR-19b in Lymphknotenmetastasen bestatigt werden. Zwischen APAF1 und hsa-miR-
21-1 zeigte sich sowohl in Lungenkarzinomen als auch in Lymphknotenmetastasen eine positive
Korrelation. In der aktuellen Literatur deutet sich anhand der Expressionsmuster eine inversen

Korrelation zwischen miR-19a, miR-19b und miR-21 zu APAF1 an.

Eine fiir miRNA und Target typische inverse Korrelation zeigte sich auch zwischen HMGA2 und
hsa-let-7b-5p in Lungenkarzinomgewebe. Aufgrund der stabilen Expression von HMGAZ2 in
Lymphknotenmetastasengewebe konnte in diesem Gewebe keine Korrelation zu miRNAs
festgestellt werden. Auch andere Studien berichten von einer inversen Korrelation zwischen let-
7b und HMGA2 und héaufig auch von let-7f zu HMGA2, was allerdings in dieser Studie nicht

bestatigt werden konnte.

In Zukunft kénnten MmiRNAs sowohl fiir die Diagnostik als auch die Therapie von Tumoren
verwendet werden. Beim Screening auf Tumore kann die Messung im Plasma erste Hinweise auf
eine gut- oder bosartige Veranderung im Korper geben. Beim Staging konnte ihre
Expressionshéhe im Primdrtumor quantifiziert werden, um auf das Tumorwachstum wie auch
auf die Metastasierung und das Uberleben der Patienten zu schlieRen.

Auch in der Tumortherapie kénnten miRNAs in Zukunft eingesetzt werden. Onkogen wirkende
mMiRNAs koénnten durch Anti-miRNAs im Koérper bekdampft werden und mithilfe von miRNA
Mimics kdnnten tumorsuppressiv wirkende miRNAs in den Korper gegeben werden, um somit
das Tumorwachstum zu inhibieren. Zudem konnten miRNA Mimics die Wirkung von
Chemotherapeutika verstarken, wie es beispielsweise schon bei dem Chemotherapeutikum

Erlotinib demonstriert werden konnte.
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6 Zusammenfassung

MIiRNAs sind einstrangige, nicht kodierende und ungefahr 22 Nukleotide lange RNAs, die durch
Translationshemmung oder Abbau ihrer Ziel-mRNA beinahe sdamtliche Prozesse einer Zelle, wie
Wachstum, Differenzierung und Apoptose, beeinflussen kdnnen. Sie sind in den letzten 20
Jahren vermehrt erforscht worden, da sie sich in der Literatur zunehmend als valide Biomarker
verschiedenster Erkrankungen und insbesondere Tumoren bewiesen haben. Lungenkarzinome
zahlen zu den am haufigsten diagnostizierten malignen Neoplasien und sorgen zudem fiir die
meisten Tode aufgrund eines Tumorleidens weltweit. Trotz modernsten Therapien ist die
Prognose des Lungenkarzinoms haufig schlecht und bedarf daher neuer Konzepte zur
Friherkennung, Diagnostik und Therapie. MiRNAs bieten hierbei groRes Potenzial, da bereits in
vielen Studien gezeigt werden konnte, dass zahlreiche miRNAs in Lungenkarzinomen eine
veranderte Expression aufweisen, an der Karzinogenese und Metastasierung beteiligt sind und

mit dem TNM-Stadium und der Prognose der Patienten korrelieren kénnen.

In der vorliegenden Dissertation wurde die Expression der miRNAs miR-19a, miR-19b, miR-21-1,
miR-30-5p, let-7b-5p und let-7f-5p und ihrer potenziellen Targets HMGA2 und APAF1 in
Lungenkarzinomen und Lymphknotenmetastase im Vergleich zum gesunden Gewebe
untersucht. Dazu wurden Formalin-fixierte und in Paraffin eingebettete (FFPE) Proben von 31
Patienten, die zwischen 2000 und 2004 an der Universitatsklinik Marburg operiert wurden,
verwendet. Es wurden 28 Lungenkarzinomproben, 16 Lymphknotenmetastasenproben, 14
gesunde Lungenproben und 12 gesunde Lymphknotenproben in die Studie eingeschlossen. Nach
der RNA-Isolierung wurden vier Pools aus den Proben erstellt, die sdmtliche Proben der Gruppe
in gleicher Menge enthielten. Die Expression der miRNAs und mRNAs wurde anschliefend durch

guantitative Real-Time reverse-Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion gemessen.

Im Ergebnisteil wurden die Expression von Lungenkarzinomen mit der Expression von gesunder
Lunge, die Expression zwischen gesundem Lymphknoten und gesunder Lunge und die
Expression  zwischen Lymphknotenmetastasen und  gesundem Lungen- und
Lymphknotengewebe  ausgewertet. Hsa-miR-19a und  hsa-miR-19b  zeigten in
Lungenkarzinomgewebe keine signifikant veranderte Expression, jedoch eine starke
Runterregulation in Lymphknotenmetastasengewebe im Vergleich mit gesundem Lungen- und
Lymphknotengeweben. Die Expression von hsa-miR-30a-5p war in Lungenkarzinomgewebe
unverdndert, aber die Expression in Lymphknotenmetastasengewebe war im Vergleich zu
gesundem Lungengewebe runterreguliert und im Vergleich zu gesundem Lymphknotengewebe

hochreguliert. Hsa-miR-21-1 zeigte eine starke Runterregulation in Lungenkarzinomproben und
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eine starke Hochregulation in Lymphknotenmetastasen im Vergleich zu gesundem
Lymphknotengewebe. Hsa-let-7b-5p wies eine signifikante  Runterregulation in
Lungenkarzinomgewebe auf, wohingegen von hsa-let-7f-5p keine veranderte Expression
nachgewiesen werden konnte. Sowohl hsa-let-7b-5p als auch hsa-let-7f-5p zeigten jedoch eine
signifikante Hochregulation in Lymphknotenmetastasengewebe im Vergleich zu gesundem

Lungen- und Lymphknotengewebe.

Das potenzielle Target (der miRNAs hsa-miR-19a, hsa-miR-19b und hsa-miR-21-1) APAF1 wies
eine signifikante Runterregulation in Lungenkarzinomgewebe und eine signifikante
Hochregulation in Lymphknotengewebe auf. APAF1 korrelierte mit keiner der vorhergesagten
miRNAs in Lungenkarzinomgewebe, jedoch bestand eine inverse Korrelation zwischen hsa-miR-
19a und hsa-miR-19b in Lymphknotenmetastasengewebe im Vergleich zu gesundem
Lymphknotengewebe. Das potenzielle Target (der miRNAs hsa-let-7b-5p und hsa-let-7f-5p)
HMGA2 war in Lungenkarzinomgewebe und in Lymphknotenmetastasengewebe im Vergleich zu
gesunder Lunge hochreguliert, im Vergleich zu gesundem Lymphknotengewebe jedoch
unverandert exprimiert. Somit korrelierte es umgekehrt mit der Expression von hsa-let-7b-5p in
Lungenkarzinomgewebe, mit hsa-let-7f-5p jedoch nicht. Da HMGA2 in Lymphknotenmetastasen
im Vergleich zu gesundem Lymphknoten keine veranderte Expression aufwies, korrelierte es mit

keinem der beiden miRNAs.

Die durchgefiihrte Studie liefert einen Uberblick iber die Expression von miRNAs in
Lungenkarzinomen und insbesondere der Expression in Lymphknotenmetastasen. Die
Erforschung dieser Expressionsprofile tragt dazu bei, die Entstehung der Lungentumore und
Metastasenbildung besser zu verstehen und in Zukunft eine bessere Diagnostik und Therapie zu
ermoglichen. Nachfolgende Studien kénnen dazu genutzt werden, die hier vorgelegten
Ergebnisse zu validieren und das miRNA Expressionsprofil in Lymphknotenmetastasen weiter zu
untersuchen, da dies bisher kaum erfolgt ist und so ein besserer Einblick in die Pathogenese der

Metastasierung von Lungenkarzinomen erlangt werden kann.
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/7 Summary

MiRNAs are single-stranded, non-coding and approximately 22 nucleotide-long RNAs being
able to affect almost all cellular processes such as growth, differentiation and apoptosis, by
translational inhibition or degradation of their target mRNA. They have been increasingly
studied over the last 20 years, as they have been shown in the literature to be valid biomarkers
of a wide variety of diseases including cancer. Lung carcinomas are among the most commonly
diagnosed malignant neoplasms and account for the most cancer-related deaths worldwide.
Despite state-of-the-art therapies, the prognosis of lung cancer is often poor and therefore
requires new concepts for early detection, diagnosis and therapy. MiRNAs offer great potential
in this regard, as many studies have already shown that numerous miRNAs exhibit an altered
expression in lung carcinomas, are involved in carcinogenesis and metastasis, and may

correlate with TNM stage and patient prognosis.

In the present dissertation, the expression of miRNAs miR-19a, miR-19b, miR-21-1, miR-30-5p,
let-7b-5p, and let-7f-5p and their potential targets HMGA2 and APAF1 was investigated in lung
carcinoma and lymph node metastasis compared to healthy tissue. Formalin-fixed and
paraffin-embedded (FFPE) samples from 31 patients operated at the University Hospital of
Marburg between 2000 and 2004 were collected. Twenty-eight lung carcinoma samples, 16
lymph node metastasis samples, 14 healthy lung samples, and 12 healthy lymph node samples
were included in the study. After RNA isolation, four pools were created from the samples,
which contained all samples in the group in equal amounts. The expression of miRNAs and
MRNAs was measured by quantitative real-time reverse transcriptase polymerase chain

reaction.

The expression of miRNAs in lung carcinoma was compared with their expression in healthy
lung tissues. The expression of miRNAs in lymph node metastasis was compared to healthy
lung and lymph node tissue. Hsa-miR-19a and hsa-miR-19b did not show significantly altered
expression in lung cancer tissues. Instead, they showed a strong downregulation in lymph
node metastasis tissues compared to healthy lung and lymph node tissues. The expression of
hsa-miR-30a-5p was unchanged in lung carcinoma tissues. Its expression was down regulated
in lymph node metastasis tissues compared to healthy lung tissues and up regulated compared
to healthy lymph node tissues. Hsa-miR-21-1 showed a strong downregulation in lung
carcinoma samples and a strong upregulation in lymph node metastases compared with
healthy lymph node tissue. Hsa-let-7b-5p exhibited significant downregulation in lung

carcinoma tissues, whereas no altered expression of hsa-let-7f-5p was detected.
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However, both hsa-let-7b-5p and hsa-let-7f-5p showed a significant upregulation in lymph

node metastasis tissues compared to healthy lung and lymph node tissues.

The potential target (of miRNAs hsa-miR-19a, hsa-miR-19b, and hsa-miR-21-1) APAF1 exhibited
a significant downregulation in lung cancer tissues and a significant upregulation in lymph
node tissues. APAF1 did not correlate with any of the predicted miRNAs in lung cancer tissues.
An inverse correlation between APAF1 and hsa-miR-19a and hsa-miR-19b was found in lymph
node metastasis tissues compared to healthy lymph node tissues. The potential target (of
mMiRNAs hsa-let-7b-5p and hsa-let-7f-5p) HMGA2 was found upregulated in lung cancer tissues
and in lymph node metastasis tissues compared to healthy lung, but its expression was stable
in comparison to healthy lymph node tissues. Thus, it inversely correlated with the expression
of hsa-let-7b-5p in lung carcinoma tissue but not with hsa-let-7f-5p. Because HMGA?2 did not
show altered expression in lymph node metastases compared with healthy lymph node, it did

not correlate with either miRNA.

The study performed provides an overview of the expression of miRNAs in lung carcinomas
and in lymph node metastases. The exploration of the expression profiles in primary tumor
and metastasis could provide a better understanding of lung tumorigenesis and metastasis and
enable a better diagnosis and therapy in the future. Further studies will enable to validate the
results presented here and to highlight the miRNA expression profile in lymph node

metastases. Thus providing better insight into the pathogenesis of lung cancer metastasis.
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11 Anhang

11.1 Lebenslauf

Der Lebenslauf enthalt personliche Daten. Er ist deshalb nicht Bestandteil der gedruckten

Fassung dieser Arbeit.
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