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1. Einleitung

1 Einleitung

1.1 Diagnostik des Harnblasenkarzinoms

Nach Schatzungen des Robert-Koch-Instituts erkranken in Deutschland jedes Jahr etwa
25.950 Menschen an Harnblasenkarzinomen. Manner sind dabei zweieinhalb Mal so haufig
betroffen wie Frauen. Wie bei den meisten bdsartigen Tumoren gibt es auch beim
Harnblasenkarzinom keine eindeutigen Symptome, die auf diese Erkrankung hinweisen.
Eine Mikro- oder seltener eine Makrohamaturie (Vorliegen von Blut im Urin) tritt bei 80%
der Patienten mit einem Harnblasenkarzinom als erstes Symptom auf, wobei eine
Mikrohdmaturie allerdings bei fast allen Erkrankungen im Harnblasen- und Nierensystem
vorkommt. Die Ubrigen 20% der Patienten haben Symptome, die denen einer
Blasenentziindung entsprechen. Schmerzen entstehen erst sehr spat in weit
fortgeschrittenen Stadien oder wenn ein Harnleiter (von der Niere zur Blase) oder die
Harnréhre durch den Tumor verlegt ist. Fir die Diagnostik sowie flr
Nachsorgeuntersuchungen von Harnblasenkarzinomen ist der ,Goldstandard“ nach wie vor
die Zystoskopie (Blasenspiegelung). Die Qualitat eines diagnostischen Verfahrens wird
anhand der erreichten Sensitivitdt und Spezifitat innerhalb der untersuchten
Patientengruppe bewertet. Hierbei gibt die Sensitivitdt den prozentualen Anteil der
Patientenproben an, bei denen die Erkrankung richtig diagnostiziert wurde. Mit der
diagnostischen Spezifitdt wird der prozentuale Anteil der gesunden Patientengruppe
angegeben, welcher anhand des Verfahrens auch als gesund identifiziert werden konnte.
Ein optimaler diagnostischer Test sollte sich einer Sensitivitat und Spezifitdt von 100%
annahern, allerdings wird ein diagnostischer Test bereits ab einer Sensitivitdt und Spezifitat
von 70% als klinisch relevant angesehen.

Mit der Zystoskopie wird eine Sensitivitat von tber 90% erreicht. Die Nachteile dieser
Technik sind zum einen die hohen Untersuchungskosten, zum anderen wird die Technik
invasiv durchgefiihrt, das heifl3t, dass beim Patienten ein Eingriff durchgefihrt werden
muss. Daruber hinaus werden flache maligne Tumoren des Urothels (Carcinomata in situ,
pTis, Abbildung 1-1) nur unzureichend Uber WeilRlichtendoskopie detektiert [1], so dass
ungefahr die Halfte dieser Tumorentitaten bei der Untersuchung Ubersehen wird. Neben
der Zystoskopie wird die Urinzytologie als nicht-invasives Verfahren zur Detektion von
Harnblasenkarzinomen angewandt. Mit der Urinzytologie kdnnen Harnblasenkarzinome
zwar mit einer hohen Spezifitat (81-100%) aber nur mit einer Sensitivitat von 28-76,47%
identifiziert werden (Tabelle 1-1). Wahrend bei invasiven Tumoren und Carcinomata in situ
die Sensitivitat dieses Tests noch bei 75-95% liegt [2], werden gut differenzierte papillare
Tumoren Uber Zytologie jedoch nur unbefriedigend erkannt, da sich die Zellmorphologie
nur gering von abgeschilferten, nicht-entarteten Urothelzellen unterscheidet. Die daraus
resultierende falsch-negativ Rate von etwa 40% ist dementsprechend hoch. Zudem ist die
Zytologie ein Verfahren, welches sehr von der subjektiven Beurteilung des Untersuchers
abhangig ist. Daraus ergibt sich die Notwendigkeit flr die ldentifizierung spezifischer
Tumormarker, welche nicht-invasiv und mit geringerem Kostenaufwand im Urin von

1



1. Einleitung

Harnblasenkarzinompatienten nachgewiesen werden koénnen. Tumormarker kdnnen
beispielsweise Proteine oder Nukleinsduren sein, deren qualitative oder quantitative
Analyse eine Aussage sowohl Uber das Vorliegen als auch Uber die Prognose einer
Tumorerkrankung erméglichen kann.

In diesem Zusammenhang war das Hauptziel der vorliegenden Arbeit, im Urin von
Harnblasenkarzinompatienten nach potentiellen RNA-Tumormarkern zu suchen, um auf
der Grundlage Urin-assoziierter RNA eine robuste, sensitive und spezifische
Tumordiagnostik zu entwickeln. Hierbei sollte die Technik der quantitativen PCR als
Methodenplattform dienen. Diese Technik erlaubt eine schnelle und héchstgenaue
Quantifizierung jeglicher Nukleinsaure-Sequenzen in einem heterogenen Probenmaterial.

1.1.1 Nicht-invasive Diagnostik des Harnblasenkarzinoms

Derzeit  liegen zahlreiche nicht-invasive  Verfahren zur  Detektion von
Harnblasenkarzinomen vor, welche zum Teil validiert und zugelassen wurden. Neben
Protein-basierten Verfahren wurden bereits auch schon einige RNA- und DNA-
Tumormarker identifiziert. Aufgrund der hohen falsch-positiv Raten vieler Tests kdnnen die
Urin-basierten Tumormarkersysteme aber nur bedingt als Primardiagnostik eingesetzt
werden. Zudem sind die Schwankungen zwischen den Testergebnissen, welche in
unterschiedlichen Laboratorien erhoben wurden, noch viel zu hoch, so dass die
Sensitivitdten und Spezifitaten der Tests erheblich variieren. Die Sensitivitat und Spezifitat
konnte durch eine Kombination verschiedener Tumormarker zu einem Multimarker-Test
verbessert werden, was allerdings auch mit einer nicht tragbaren Erhéhung der Kosten
verbunden war. Demzufolge konnte flir Harnblasenkarzinome noch kein diagnostischer
Tumormarkertest etabliert werden, welcher das invasive diagnostische Standardverfahren
der Zystoskopie ersetzen kénnte.

Neben der Identifizierung diagnostischer Tumormarker ist die Suche nach
prognostischen Tumormarkern ebenfalls dulerst erstrebenswert. Anhand prognostischer
Tumormarker konnte eine Aussage zum Kklinischen Verhalten eines Tumors gemacht
werden, wodurch fir besonders aggressive, invasive oder metastasierende Tumore
frihzeitig eine adaquate Therapie eingeleitet werden kdnnte. Infolgedessen konnten die
Chancen fiir den Erhalt der Harnblase und die 5-Jahres Uberlebensraten, die bei einem
Muskel-invasiven Tumorwachstum nur bei 40—-60% liegen [3], deutlich erh6ht werden. Die
Friherkennung eines Rezidivs ist besonders wichtig, da zwar fir oberflachliche
Harnblasenkarzinome die 5-Jahres Uberlebensrate im Allgemeinen tber 95% liegt, jedoch
60-80% der Patienten innerhalb von 4 Jahren nach der Entfernung des Tumors ein Rezidiv
entwickeln. Etwa 20-30% der Rezidive kdnnen in ein Muskel-invasives Wachstum
Ubergehen [4].

In der Tabelle 1-1 werden die Sensitivititen und Spezifitaten von teilweise
zugelassenen  diagnostischen  Verfahren zur  nicht-invasiven  Detektion  von
Harnblasenkarzinomen aufgelistet.
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1. Einleitung

Tabelle 1-1 B

Sensitivitdten und Spezifitdten Harnblasenkarzinom-spezifischer

Marker. Die Tabelle wurde auf

zusammenfassender Literatur erstellt [5,6,7,8].

der Grundlage

Tumormark Sensi- Spezi-
m"nﬂ_ﬁz_.,_,_ wmwunq Technik Vorteile/ Nachteile tivitdt fitat
( : [%o] [%]
Telomerase Telomerase-Aktivitits-Test {iber die Telomerase wird vorwiegend in Tumorzellen exprimiert und ist nur in proliferierenden Zellen aktiv 71-100  71-90
(TRAP-Assay) Amplifikation der TTAGGG-Sequenz- hoher technischer Aufwand, hohe Kosten
wiederholungen an den Telomerenden
CYFRA 21-1 ELISA zur Detektion von Cytokeratin 19 Cytokeratine sind in der Tumorigenese hochregulierte Intermedidrfilamente des Zytoskeletts in 31-96 74-96
(Cis Bio Int.) Fragmenten Kombination mit dem NMP22 Test als vielversprechender Marker beschrieben
Urine-bladder- ELISA-basierter Test zur Quantifizierung von  fiir pTa-Tumoren wurde mit 80,7% eine hohe Sensitivitit erreicht: eine héhere Sensitivitit wurde in 81 80
cancer (UBC)-Test  Cytokeratin 8 und 18 Fragmenten Kombination mit einer Ploiditits-Bestimmung erreicht
(IDL Biotech) derzeit liegen nur wenig vergleichende Studien vor
Lewis X Immunoassay zum Nachweis des Lewis X das Antigen wird nicht von normalem Urothel, aber von 90% der Hamblasenkarzinome exprimiert 80-85 85-86
Antigens (unabhiingig vom Tumorgrad- und —Stadium) [ 14]; die Sensitivitit des Tests ist hoch, auch bei gut
differenzierten Tumoren
die Spezifitit ist unbefriedigend
Messenger RNA (mRNA)-basierte Tests
hTERT Die Telomerase mRNA Abundanz korreliert der Nachweis der mRNA ist sensitiver als der TRAP-Assay aber vergleichbar spezifisch 94-96 §0-95
mit der Proteinabundanz: der Nachweis die Detektion der mRNA erfolgt aufgrund der geringen Abundanz nahe am Detektionslimit
erfolgt tiber RT-PCR.
CD44 Nachweis verschiedener Isoformen (CD44v8-  die Spezifitiit ist hoch 77 100
19) mittels kompetitive RT-PCR die Daten basieren auf einer Studie
Survivin RT-qPCR-basierter Nachweis bei vielen Proben scheint das Detektionslimit des Tests erreicht zu sein 68-100 100
Cytokeratin 20 RT-gPCR-basierter Nachweis CK20 wird wihrend der Tumorigenese hochreguliert 78-91 36-100
(CK 20) die Spezifitiit ist unbefriedigend
DNA-basierte Tests
Mikrosatelliten PCR-basierte Detektion von die Sensitivitit und Spezifitdt des Tests sind sehr gut 72-97 88-100
Mikrosatellitenmarkern die Kosten sind sehr hoch und die Technik ist komplex
DNA- Detektion anomaler Methylierung eines Gen-  diese epigenetischen Alterationen kommen hiiufig in Tumoren vor; der Nachweis ist spezifisch 78-91 76-100
Methylierungen Promoters fiir eine ausreichende Sensitivitit miissen mehrere Gene untersucht werden
SNP Assay SNP sind Polymorphismen, die an einzelnen die Sensitivitit und Spezifitit des Tests sind sehr gut 100 93
Nukleotiden auftreten. die Daten fiir Sensitivitit und Spezifitit bezichen sich nur auf eine Studie, in der 45 Patienten
untersucht wurden; die anfallenden Kosten sind hoch
UroVysion (Abbott  FISH zur Detektion der Zentromere von hohe Spezifitit und signifikant hthere Sensitivitit als Zytologie [15] 73-92 92-100

Labs)***

Chromosom 3, 7, 17 und 9p21

die Sensitivitiit ist fiir low grade Tumoren niedrig; der Test ist sehr arbeitsaufwendig, es bedarf
gut geschultes Personal

#ExZugelassen von der FDA (US Food and Drug Administration)



1. Einleitung

1.2 Kilassifizierung von Harnblasenkarzinomen

Harnblasenkarzinome entstehen zu etwa 95% aus dem Urothel und werden anatomisch
anhand der Infiltrationstiefe in Tumorstadien klassifiziert (pTis, pTa, pT1, PT2a+b, pT3a+b,
pT4a+b, Abbildung 1-1). Diese Klassifizierung des Tumors ist entscheidend fir die
Behandlungsstrategie. Die papillaren pTa-Tumoren und die flachen Carcinomata in situ
bilden die Gruppe der oberflachlichen Tumoren. Der T1-Tumor ist durch eine Infiltration in
das subepitheliale Bindegewebe gekennzeichnet und wird, wie die T2- bis T4-Tumoren, zu
den invasiven Tumoren gezahlt. Neben der Tumorausbreitung (T) wird bei der TNM-
Klassifizierung der Befall von Lymphknoten (N) sowie das Vorliegen von Fernmetastasen
(M) begutachtet (Abb. 1-1). Bei etwa 75% der Patienten mit einem Harnblasenkarzinom
wird ein papillarer, oberflachlicher Tumor (pTa- und T1-Tumorstadium) diagnostiziert.
Diese Tumorform wachst aus dem Urothel heraus und dehnt sich maximal bis in die
Lamina Propria aus. 10-40% der Tumoren entwickeln in Abhangigkeit vom
Differenzierungsgrad im weiteren Verlauf ein Muskel-invasives Wachstum, wobei pTa-
Tumoren wesentlich seltener progredieren als pT1-Tumoren. Flr Tumoren, welche bei der
Erstdiagnose ein invasives Tumorwachstum zeigen (Tumorstadium = pT2), ist die
Prognose schlechter. Das Carcinoma in situ (pTis) wachst flach und nicht-papillar im
Urothel und weist, ahnlich wie bei invasiven Tumoren, chromosomale Aberrationen auf
[16]. Fur Carcinomata in situ sind die Progressionsraten und Rezidivraten mit Gber 50%
sehr hoch.

Harnblase N (Lymphknoten)

NX  Regiondre Lymphknoten kénnen nicht
beurteilt werden
NO  Keine regiondren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase in solitirem Lymphknoten, 2 cm
oder weniger in grofiter Ausdehnung

N2 Metastase(n) in solitirem Lymphknoten, >2
cm, aber nicht mehr als 5 cm in grofiter

. Ausdehnung, oder in multiplen
pTis, Lymphknoten, keine mehr als 5 cm in grofter
Carcinoma in situ Ausdehnung
N3 Metastase(n) in Lymphknoten, >5 cm in
grofter Ausdehnung,

M (Fernmetastasen)

< Urethra

Lamina Propria

MX  Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden

Rektum MO Kein Anhalt fiir Fernmetastasen
Fettgewebe M1  Nachweis von Fernmetastasen
Abb. 1-1 Klassifikation des nicht-invasiven und invasiven Harnblasenkarzinoms nach dem

Tumorstadium (Ta-T4, TNM-Klassifikation gemaR Union Internationale Contre le Cancer,
UICC, 2002 [modifizierte Darstellung nach Engeler et al. [17]).
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Eine weitere Klassifizierung des Harnblasenkarzinoms erfolgt Uber das histopathologische
Grading.  Durch  histologische und  zytologische = Untersuchungen  werden
Harnblasenkarzinome nach der alten WHO-Klassifizierung aus dem Jahr 1973 in G1-, G2-
oder G3-Tumoren eingeteilt. Bei der histologischen Einteilung nach Tumorgrad werden
Kriterien wie die Zell- und Kernmorphologie, das Verhaltnis zwischen Kern und Zytoplasma
sowie die Hyperchromasie des Zellkerns begutachtet. Gut differenzierte G1-Tumoren sind
durch mehr als 7 Zelllagen gekennzeichnet. Die epitheliale Schichtung ist in G1-Tumoren
erhalten, aber in den unteren Schichten sind Mitosen erkennbar. AulRerdem liegt eine
geringe Kernhyperchromasie vor, das Verhaltnis zwischen Kern und Plasma betragt 1:4.
Bei maRig differenzierten G2-Tumoren liegen zum Teil mehr als 20 Zelllagen vor, wobei die
Schichtung des Epithels nur geringflgig erhalten ist. In allen Zelllagen ist eine mitotische
Aktivitdt nachweisbar, und zum Teil kommt es zu atypischen Mitosen. Das Kern-Plasma
Verhaltnis liegt in G2-Tumoren bei 1:2. In schlecht differenzierten Tumoren (G3) und
undifferenzierten Tumoren (G4) liegt keine Schichtung des Epithels mehr vor. Zudem sind
mehr als 5 Mitosen pro Gesichtsfeld nachweisbar und die Kern-Plasma-Relation hat sich
mit 3:4 auf die Seite des Kerns verschoben. Die Kernhyperchromasie sowie —Polymorphie
ist stark ausgepragt und es kann die Ausbildung von Riesenzellen beobachtet werden [18].
Mit zunehmendem Tumorgrad nimmt der Differenzierungsgrad der Tumorzellen ab. Mehr
als die Halfte der Harnblasenkarzinome mit einer geringen Infiltrationstiefe sind gut
differenziert, progressive Muskel-invasive und metastasierende Tumoren sind mittelmagig
bis schlecht differenziert.

Die Einteilung der Harnblasenkarzinome ist zwar klar definiert, allerdings ist
offensichtlich, dass vor allem die Unterscheidung zwischen G2- und G3-Tumoren stark von
der subjektiven Beurteilung des Begutachters abhangig ist. In der vorliegenden Arbeit
wurden die untersuchten Harnblasenkarzinome noch nach dieser Klassifizierung eingeteilt.
Allerdings wurden 1998 von der WHO und der ISUP neue Richtlinien fir das
histopathologische Grading aufgestellt, wodurch Untergruppen von progressiveren und
maligneren Karzinomen innerhalb der verschiedenen Stadien durch genotypische
Analysen besser charakterisiert werden sollen [19]. Nach diesen Richtlinien werden die
Harnblasenkarzinome in genetisch stabile ,low grade* Tumoren sowie genetisch unstabile
,high grade® Tumoren eingeteilt. Hochdifferenzierte, oberflachliche Tumoren werden nach
diesen Richtlinien nicht mehr als maligne eingestuft und werden als ,PUNLMP* (papillare
urotheliale Neoplasie mit niedrig malignem Potential) bezeichnet. In diese Gruppe wird ein
Teil der ehemaligen G1-Tumoren eingeordnet. Die nicht-invasiven ,low grade* Tumoren
sind gekennzeichnet durch eine geringe Schichtungsstérung mit einem ungeordneten
Erscheinungsbild und weisen ein niedriges malignes Potential auf. Zu dieser Gruppe
werden die ubrigen ehemaligen G1-Tumoren sowie ein Teil der ehemaligen G2-Tumoren
gezahlt. Ehemalige G2- sowie ehemalige G3-Tumoren, welche eine Zell- und
Kernpolymorphie und eine erhebliche Schichtungsstérung zeigen, werden als hoch
maligne eingestuft und bilden die neue Gruppe der ,high grade* Tumoren.
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1.3 Tumorigenese des Harnblasenkarzinoms

Wie bei anderen Karzinomen, gibt es auch fir Harnblasenkarzinome eine Vielzahl
verschiedener genetischer Aberrationen, welche zu diversen Phanotypen flihren. Die
Komplexitat und Vielfalt der molekularen Wege, welche an der Tumorigenese beteiligt sind,
limitieren die diagnostische Aussagekraft vieler Tumormarker. Die Transformation von
gesunden Zellen in Tumorzellen fihrt zu einem unkontrollierten Zellwachstum. Aus den
vermehrt proliferierenden Zellen kann ein solider Tumor entstehen, welcher in das
umgebende Gewebe wachst und aus dem wiederum einige Zellen ausbrechen kénnen,
welche zur Metastasierung flihren kénnen (Tumorstadium pT2-T4, Abbildung 1-1).
Harnblasenkarzinome haben wahrscheinlich einen monoklonalen Ursprung, aber die
Ausbreitung ist multifokal. An der Entstehung und dem Fortschreiten von oberflachlichen
Harnblasenkarzinomen sind mindestens zwei Wege beteiligt (Abbildung 1-2).

Buyru et al. konnten im Urinsediment von 40% der untersuchten
Harnblasenkarzinompatienten Mutationen im HRAS Gen nachweisen [20]. HRAS ist das
erste Onkogen, welches in Harnblasenkarzinomen identifiziert werden konnte [21]. Die
Mutationen fihren zur Aktivierung des HRAS Proteins, alternatives SpleiRen kann zur
Uberexpression des Gens fihren, wodurch es zur Aktivierung des Ras-Signalwegs kommt.
Bei der Entstehung von papilldren nicht-invasiven Ta-Tumoren ist der Rezeptor-Tyrosin-
Kinase-(RTK)-Ras-Signalweg konstitutiv aktiviert. Neben Mutationen im HRAS-Gen wird
der Ras-Signalweg vor allem durch eine Mutation in dem Fibroblasten-Wachstumsfaktor-
Rezeptor 3 (FGFR3), einer RTK, in Uber der Halfte der low grade Ta-Tumoren aktiviert
[22,23]. Dabei ist die haufigste Mutation die Konversion eines in der extrazellularen
Schleife des transmembranen Molekuls lokalisierten nicht-Cysteins in ein Cystein.
Infolgedessen wird, unabhangig von einem Liganden, die Dimerisierung und
Autophosphorylierung der intrazellularen Domane bewirkt [zusammengefasst in 24].
Zudem liegt oberflachlichen Harnblasenkarzinomen haufig eine partielle oder komplette
Deletion auf dem Chromosom 9 vor [25]. Die Mehrheit der Deletionen auf dem Chromosom
9 sind im 9p21 Lokus (INK4a/ARF und INK4b) lokalisiert, wobei drei der von diesem
Bereich kodierten Proteine betroffen sind (p16™“A p14"%F und p15™*®). Diese Proteine
sind Tumor-Suppressor-Gene, da diese den Zellzyklus negativ regulieren [26,27].

Homozygote Deletionen auf Chromosom 9 (INK4A/ARF Lokus [28]) sind auch an der
Entstehung von high grade Ta- und T1-Harnblasenkarzinomen oder Carcinomata in situ
beteiligt, allerdings ist die Inaktivierung der Funktion von p53 und des Retinoblastoma-
Proteins (pRB) der entscheidende Schritt bei der Progression dieser Tumoren. Der Tumor-
Suppressor p53 ist eines der Schllsselproteine in der Tumorigenese. Unter
Stressbedingungen, wie bei der Beschadigung der DNA, wird durch die p53-vermittelte
Aktivierung von p21 der Zellzyklus an der G4/S-Phase arretiert und Apoptose eingeleitet.
Es wird angenommen, dass erst ein Allel des p53-Gens mutiert, gefolgt von einer weiteren
Mutation auf dem verbleibenden Allel, was zur kompletten Inaktivierung des Proteins fiihrt
[29]. Die Inaktivierung der p53-Funktion kann beispielsweise durch eine homozygote
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Deletion des p14-Lokus auf dem Chromosom erfolgen [5]. Neben einer p53-Mutation kann
haufig eine Mutation im p21-Gen bei Harnblasenkarzinomen identifiziert werden [30]. Eine
Mutation im RB-Suppressorgen ist ebenfalls entscheidend fiir die Entstehung von high
grade T1-Harnblasenkarzinomen. Die Hauptfunktion von pRB liegt, ahnlich wie bei p53, in
der Inhibition des Zellzyklus und der Induktion von Zelltod. Normalerweise inhibiert pRB die
E2F-Transkriptionsfaktoren. In Harnblasenkarzinomen kann es zu einem Verlust der pRB-
Expression oder zur Uberexpression einer hyperphosphorylierten Form des Proteins
kommen [31,32]. Dadurch kommt es zur verstarkten Proliferation.

Eine Dysfunktion von p53 oder dem pRB liegt in mehr als der Halfte von high grade T1-
Harnblasenkarzinomen vor. Der p53-Status eignet sich fir die Vorhersage der
Tumorrezidivbildung, der Progression oder der Uberlebensraten von Patienten mit
invasiven, progressiven Tumoren [33]. Bei Patienten mit einer p53-Mutation ist die
Wahrscheinlichkeit fur eine Progression des Tumors héher und die Prognose schlechter.
Eine p53-Mutation kann auferdem bei tUber 65% der Carcinomata in situ nachgewiesen
werden, wodurch die Prognose flir diese Tumorentitat schlecht ausfallt.

Normales Urothelium

70%-80% 20%-30%
Mutation: Mutation:
e HRAS (30-40%), FGFR3 (60-70%) TP53 (65%), RB
[]] Deletion:
° § Deletion: -Ta gDeIetion: 9p-9g-
: p-
g o 9p-19q- (INK4A/ARF) . . . Progression:
Pind g Carcinoma in Situ | yoor o0
(] ion: N
.5 l: Low grade |Progression: High grade (Psrzo.gggf}flon. Ii):letlon.
=0 109 i q
=5 Ta _ |<10% Ta _ |63:20%-40% 9p- (INK4A/ARF)
(%]
® R Mutation:
[=}
E (=) Mutation: TP53, RB RE
o]
© | T e
Lamina Propria
5 Progression:
o c s Progression: G2:25% .
S0 o E 20% G3:40%-50% Deletion:5q-,3q
‘B o~ 5 Progression:
g 13 8 - Mutationionen: >50%
c 3 — TP53, 70%
== 2 RB1, 37%
1] PTEN, 30-35% Muskel
é o
® 5
83
.9
=0
Abb. 1-2 Genetische Aberrationen, Pathogenese und Progressionsraten beim Harnblasenkarzinom.

Schwarze Pfeile zeigen einen haufig durchlaufenen Weg an, graue Pfeile indizieren einen
weniger haufig durchlaufenen Weg. Die Progressionsrate zu Muskel-invasivem Wachstum
oder Metastasierung ist in Prozent angegeben. Die Haufigkeit, mit der eine Mutation bei der
entsprechenden Tumorform auftritt, ist ebenfalls in Prozent angegeben. Die Abbildung fasst
die in der Literatur beschriebenen Erkenntnisse Uuber die Tumorigenese von
Harnblasenkarzinomen zusammen [5,34,35].
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1.4 Progression und Invasion des Harnblasenkarzinoms

Die Progression des Tumors zu einem Muskel-invasiven oder metastasierenden Tumor
stellt in klinisch-therapeutischer Sicht das Hauptproblem der Erkrankung dar. Bei invasiven
Tumoren kommt es zu einer erhdhten Aktivitat des Urokinase Plasminogen Aktivators
(uPA). Der Urokinase Plasminogen Aktivator ist eine Serinprotease, welche in viele
biologische Prozesse wie Zellproliferation, Chemotaxis, Proteolyse, Zelladhasion,
Angiogenese und Zell-Migration involviert ist [36,37,38]. Durch das hoch-affine Binden von
uPA an den entsprechenden Rezeptor uPAR auf der Zelloberflache erfolgt die Konversion
von Plasminogen zu Plasmin. Infolgedessen wird eine Kaskade proteolytischer Enzyme,
sogenannter Matrixmetalloproteinasen (MMPs), aktiviert [39]. Zur Gruppe der MMPs
gehdren 13 Enzyme, die sich weiter in 4 Gruppen mit unterschiedlicher Substratspezifitat
aufspalten (intestinale Kollagenasen, Typ IV Kollagenasen, Stromelysine sowie
membrangebundene Matrixmetalloproteinasen, MMP). Die mRNA Abundanzen von MMP-
2 und MMP-9 sind in invasiven Harnblasenkarzinomen hdher als bei oberflachlichen
Tumoren [40,41]. Zudem wurden vorwiegend im Urin von Patienten mit einem invasiven
Harnblasenkarzinom erhdhte Proteinmengen von MMP-2 und MMP-9 gefunden [42].
Aktivierte MMPs flhren zur Degradation der extrazellularen Matrix (Abb. 1-3), was eine
Invasion der Tumorzellen ermdglicht. Die Aktivitat von MMPs kann durch die sogenannten
tissue inhibitors of metalloproteinases (TIMPs) inhibiert werden. Durch die Invasion in und
durch die Basalmembran kann der Tumor in histologisch fremde Gewebe eindringen. Auch
kann sich der Tumor durch einen Zutritt zum Blut- und Lymphgefalisystem in entfernten
Geweben absiedeln. Neben der Aktivierung von MMPs kommt es durch das Binden von
uPA an uPAR zur Initialisierung von Signaltransduktionskaskaden. Die Aktivierung des
Phosphatidylinositol 3-Kinase (PI3K)/Akt-Signalwegs bewirkt die Hochregulation der anti-
apoptotischen Gene Bcl-2 und BCL2L1 [43].
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Transkriptions-

Aktivierung Proliferation,
durch ETS2 Angiogenese

Plasminogen — Plasmin » MMPs ——»

Degradation
Proteolyse

Y . . Fibronectin
uPA | Konformations- Extrazellulére Laminin
Anderung uPA Plasminogen Matrix
Collagen

- W Aktivator T
Inhibitor 1, PAI-1 &

Tumor-
Progression

Y Tumor

FAK = ----oooee- »  Zytoskelett-Dynamik
’ Chemotaxis ‘ ’ Signaltransduktion ‘H = G — » Tumorproliferation
PI3K/Akt ----------- > f BCL2 + BCL2L1
Abb. 1-3 Degradation der Extrazellularen Matrix durch Metalloproteinasen. Modifizierte Darstellung

nach Crippa [44].

1.5 Urin-basierte molekulare Diagnostik des Harnblasen-
karzinoms

Im Rahmen der nicht-invasiven molekularen Diagnostik von Harnblasenkarzinomen ist die
Analyse von Urin das gebrauchlichste Verfahren. Der Grundgedanke einer Urin-basierten
nicht-invasiven Diagnostik beim Harnblasenkarzinom ist bereits auf das Jahr 1945
zurlickzuflihren. Zu diesem Zeitpunkt wurde gezeigt, dass im Urin Tumorzellen vorliegen,
welche als Ausgangsmaterial fir eine Diagnostik geeignet sind [45].

Erstmals wurde 1991 von Sidransky et al. Uber die molekulare Diagnostik von
Harnblasenkarzinomen anhand des Nachweises von p53-Genmutationen bei 61% der
untersuchten soliden Tumoren berichtet [46]. Darlber hinaus konnten im Urinsediment die
gleichen Mutationen nachgewiesen werden, welche im Primar-Tumor vorlagen. Wenige
Jahre darauf konnte durch die Analyse von Mikrosatellitenmarkern im Urinsediment die
Sensitivitdt der molekularen Diagnostik von Harnblasenkarzinomen deutlich auf 95%
erhoht werden [47]. Mikrosatelliten sind kurze hoch polymorphe DNA-Sequenz-
Wiederholungen, die ubiquitdr im humanen Genom vorkommen. Durch die maligne
Transformation kann es zu Alterationen in der Mikrosatelliten-Sequenz kommen. Eine
haufige Harnblasenkarzinom-assoziierte chromosomale Veranderung ist beispielsweise

der Verlust der Heterozygotie (LOH) auf Chromosom 9 [48]. Der Nachteil dieser DNA-
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basierten Methode besteht im wesentlichen in der Notwendigkeit einer Multimarker-
Mikrosatellitenanalyse [49], da einzelne DNA-Alterationen nicht aussagekraftig genug sind.
Dadurch ist die Analyse mit einem hohen Arbeits- und Kostenaufwand verbunden.

Im Gegensatz zu DNA wird bei der Analyse der mRNA-Zusammensetzung direkt die
veranderte  Genexpression einer Tumorzelle  widergespiegelt. Anhand von
Genexpressionsanalysen kdnnen so die molekularen Ereignisse, welche mit der malignen
Transformation sowie der Metastasierung einhergehen, untersucht werden. Auf der
Grundlage von Microarrays wurde die Expression verschiedenster Gene in humanen
Tumoren untersucht, um Einblicke in die Tumorentstehung und Progression zu erhalten
[50]. Infolgedessen konnte bereits eine Vielzahl differentiell exprimierter mRNAs identifiziert
werden, welche potentielle Tumormarker darstellen. Von Dyrskjgt et al. (2003) wurden
Tumorstadium-spezifische Gen-Klassen im Harnblasenkarzinom Uber Mikroarray-basierte
Genexpressionsstudien identifiziert [51]. Durch die spezifische Expressions-Signatur
konnte eine Klassifikation des Harnblasenkarzinoms in drei verschiedene
histopathologische Gruppen erméglicht werden (1. nicht-invasive Ta-Tumoren, 2. invasive
T1-Tumoren, 3. hoch-invasive T2-, T4-Tumoren). Die Validierung dieser Daten mittels
Reverser Transkriptase quantitativer PCR (RT-qPCR) schlug allerdings in einer von
Schultz et al. durchgefuhrten Studie fehl, obwohl in beiden Studien das gleiche
Ausgangsmaterial, solide Tumoren, fur die Praparation der Gesamt-RNA verwendet wurde
[52]. Zu den Faktoren, welche Genexpressionsanalysen beeinflussen kdnnen, gehoéren
unter anderem die GroRe der untersuchten Patientenpopulation, die RNA-Praparations-
Methode sowie die Menge und insbesondere die Integritat der untersuchten RNA. Daher
muss eine groRe Bedeutung auf die Entwicklung eines standardisierten Protokolls gelegt
werden, welches die Generierung der Proben, die Praparation der RNA, die
Quantifizierung (Verwendung identischer PCR-Amplikons) sowie die Normalisierung der
Genexpression beinhalten sollte. Ein derartiges Protokoll kann den Vergleich von
verschiedenen Genexpressionsstudien ermoglichen, auch wenn die Analysen in
unterschiedlichen Laboratorien durchgeflihrt wurden.

1.5.1 Evaluation neuer RNA-Tumormarker

Bei der Evaluation neuer potentieller Tumormarker missen verschiedene Parameter
berlcksichtigt werden. Ein wichtiger Punkt hierbei ist die nicht-invasive und leichte
technische Zuganglichkeit zum Probenmaterial. Auflerdem sollte die Detektion des
Tumormarkers robust und vor allem reproduzierbar sein sowie eine geringe Inter- und
Intra-Assay Variation aufweisen. Zudem sollte die Interpretation der Testergebnisse
einfach und eindeutig sein.

In der Regel wird in der ersten Phase zur Entwicklung eines Tumormarkers das
Analyse-System unter Verwendung einer kleinen sogenannten ,Trainings“-Population in
Hinblick auf Reproduzierbarkeit der Messdaten beschrieben. In der 2. Phase der
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Entwicklung wird die Kklinische Relevanz des Tumormarkers innerhalb einer zweiten,
unabhangigen ,Test“-Population, die in einer einzigen klinischen Einrichtung rekrutiert
wurde, bestimmt. Die klinische Relevanz des Markers wird analog zu anderen
diagnostischen Verfahren anhand der erreichten Sensitivitat, Spezifitat und Prifgenauigkeit
innerhalb der untersuchten Patientengruppe bewertet. In der 3. Phase wird der neu-
identifizierte Tumormarker in einer Multicenterstudie untersucht. AnschlieRend durchlauft
der Marker die Validierungsphase.

1.5.2 MicroRNA-basierte Diagnostik des Harnblasenkarzinoms

Ein vielversprechender Ansatz fir die Entwicklung eines nicht-invasiven diagnostischen
Tests ist die Identifikation Harnblasenkarzinom-spezifischer microRNAs (miRNAs) in
Gesamturin. Es wird angenommen, dass Abberationen in der miRNA-Zusammensetzung
eine Rolle bei der Tumorigenese spielen [z.B. 53,54,55]. MicroRNAs wurden zuerst in
Caenorhabditis elegans nachgewiesen. Kurze Zeit spater zeigte sich, dass diese Klasse
von kleinen nicht-codierenden RNAs auch in Eukaryonten die Expression von Proteinen
regulieren. Das primare Transkript der miRNAs (pri-miRNA) mit einer Lange von mehreren
kb wird durch das RNase Ill Enzym Drosha in eine etwa 80 Nukleotide-lange pre-miRNA
mit einer Hairpin-Struktur prozessiert. Die pre-miRNAs werden darauf durch Dicer, ein
Enzym mit RNAse Il Aktivitat, zu reifen miRNAs mit einer Lange von 18-25 Nukleotiden
prozessiert. Ein Strang dieser Duplex-RNA assoziiert mit dem RNA-induced silencing
complex (RISC) und fuhrt entweder zur Spaltung der Target-mRNA oder zur Hemmung der
Translation. Dadurch, dass miRNAs auch an nicht-vollstdndig komplementdre mRNAs
binden kénnen, kann eine miRNA eine Vielzahl von mRNAs regulieren. Schatzungsweise
existieren mehr als 1000 unterschiedliche miRNAs [56].

Durch funktionelle Untersuchungen humaner miRNAs konnte gezeigt werden, dass
miRNAs im Metabolismus [57], der Zellproliferation sowie der Apoptose [58] involviert sind.
Mit der Entdeckung der Herunterregulation von miR-15a und miR-16-1 bei der chronischen
lymphatischen Leukamie (CLL) wurden miRNAs mit Krebs in Verbindung gebracht. Eine
Herunterregulation von miRNAs in verschiedenen Tumoren wurde ebenfalls von Lu et al.
beschrieben [59]. Mit dieser Studie wurde gezeigt, dass Tumoren anhand der miRNA-
Signatur klassifiziert werden kénnen. Eine weitere umfangreiche Studie zur Analyse von
miRNA-Expressions-Signaturen in verschiedenen humanen soliden Tumoren wurde von
Volinia et al. durchgefihrt [60]. Insgesamt wurden hier 363 Gewebeproben von Lungen-,
Brust-, Magen-, Prostata-, Darm- und Prankreas-Tumoren im Vergleich zu 177
Normalgeweben analysiert. Im Gegensatz zu Lu et al. waren die Expressions-Signaturen
dieser Studie aus einer groRen Anzahl an Uberexprimierten miRNAs zusammengesetzt.
Vor allem die Uberexpression von miR-17-5p, miR-20a, miR-21, miR-92, miR-106a und
miR-155 war charakteristisch fir mindestens drei der untersuchten sechs Tumorgruppen,

wodurch die Rolle dieser miRNAs bei der Pathogenese von soliden Tumoren sehr
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deutlich wurde. Uberraschend war bei der Studie, dass die ausgewahiten, im
Tumorgewebe Uberexprimierten miRNAs miR-155, miR-17-5p, miR-92-1 und miR-21 nicht
in der Studie von Lu et al. als Uberexprimiert identifiziert wurden und dort fiir miR-17-5p,
miR-20 und miR-92 allgemein eine Herunterregulation im Tumor beschrieben wurde. Die
Ergebnisse aus den verschiedenen Studien zur Analyse von miRNA-Expressions-
Signaturen in Tumormaterial zeigen, ahnlich wie mRNA-Expressions-Analysen, dass es
einer vorsichtigen Interpretation der Daten bedarf. Auch fir miRNAs muss bei der
Entwicklung eines diagnostischen Tests der Fokus in der Entwicklung eines
standardisierten Protokolls zur Praparation und Quantifikation der miRNAs liegen.

1.5.3 Messenger (m)RNA-basierte Diagnostik des Harnblasenkarzinoms

Die Entwicklung einer nicht-invasiven Tumordiagnostik auf der Grundlage von
Korperflissigkeiten wie Urin ist sehr erstrebenswert [61]. Die Verwendung von Urin ohne
Vorbehandlung, wie beispielsweise Zentrifugation, ist flir einen diagnostischen Test
erstrebenswert, da somit Unterschiede in der Generierung von Probenmaterial vermieden
werden. In der Abbildung 1-4 wird der Ablauf fir die RT-gPCR-basierte Analyse von
mRNA-Tumormarkern im Urin dargestellt. Auerdem werden einzelne Punkte aufgefuhrt,
welche die Analyse beeinflussen kénnen.

Aquirierung RNA- Reverse- I
) . . 5 ; »| Quantitative » Analyse der
von Proben- » Praparation Transkriptase PCR Daten
material (+DNA-Abbau) Reaktion
=Probenmaterial =Praparations- =Inhibitorische =gPCR-Amplikon =Referenz-Proben
Gesamturin, Zellulare Verfahren Effekte durch Urin- %énge, Fluorophor, PCR-Effizi
raktion etc.) -Préparations-Ausbe ute Riickstande C-Gehalt, Schmelz- ASPEE
=GréRe der untersuchten . e sEffizienz der RT LY =Schwellenwert
Patientengruppe RRNI?] I'r;tegntat s (Random Hexamer, =automatisierte =Kontamination
A hi von Kontroll Siel OIigo#dT) oder Gen-  Plattenbeladung -
LSzl Yo [NeImTl Sl emnrs - spezifische Primer) =*Normalisierung
Gruppen (gesunde L g =\Verwendete gPCR-
Sf)endermitad'a uatem Elgfsnting Technik (Optik, Licht-
Alter, Infektions-Urine) sEffizienz des DNA- Quelle, Fast-qPCR-
=Sammel-Verfahren Abbaus Elesln G,
Stabilisi =Absolute oder relative
=Stabilisierung + Lagerung Quantifizierung
Abb. 1-4 Ablauf zur Praparation- und Quantifizierung von mRNA im Urin. Die Quellen, welche die Inter-

und Intra-Assay Varianz beeinflussen, sind in den grauen Kasten aufgefiihrt. Modifizierte
Abbildung nach Cronin et al. [62].

Ein groRer Vorteil der RT-gPCR-basierten Diagnostik auf der Grundlage von Gesamturin
ist die nicht-invasive Gewinnung von Probenmaterial in groRen Quantitadten. Damit ist die
Verwendung von Urin sehr vorteilhaft gegenuber anderen Korperflussigkeiten wie Plasma
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und Serum, welche mit einem héheren technischen Aufwand gesammelt werden missen
und zudem einen hoheren, fur weitere Analysen storenden, Proteingehalt aufweisen.
Allerdings mussen bei der Verwendung von Urin einige kritische Punkte, welche im
Folgenden aufgefiuhrt werden, beachtet werden. Der Zellgehalt im Urin kann in
Abhangigkeit vom Spender, von korperlichen Aktivitaten oder auch von der Tageszeit stark
variieren. Hinzu kommt, dass die Zusammensetzung der Zellen sehr heterogen sein kann,
weil neben Tumorzellen auch Zellen aus entziindetem oder normal abgeschilfertem Urothel
sowie Leukozyten vorliegen koénnen. Darlber hinaus kénnen die pH-Werte
unterschiedlicher Urine eine groRe Spannweite (pH 5,5-pH 8,0) aufweisen und einen
hohen Degradationseffekt auf die Zellen ausiben. Im Urin befindliche apoptotische Zellen
kénnen einen hohen Anteil an fragmentierter RNA aufweisen, welche nach der Verpackung
in apoptotische Kérperchen vor RNasen geschutzt ist und somit als zellfreie RNA im Urin
vorliegen kann. Der hohe Gehalt an RNasen im Urin fuhrt zu einem mehr oder weniger
starken Abbau ungeschitzter mRNA in Gegenwart von divalenten lonen. Eine Degradation
der mRNA hat zur Folge, dass in der RT-qPCR geringe Kopienzahlen quantifiziert werden
[63], wodurch das Detektionslimit der Methode erreicht werden kann. Zusammenfassend
lasst sich sagen, dass der Ursprung, die Konzentration und die Integritdt von
Nukleinsduren im Urin verschiedener Spender und sogar zu verschiedenen Tageszeiten
sehr variabel sein kénnen. Ein robuster diagnostischer Test auf der Grundlage von Urin-
basierten RNA-Extrakten mull aber nicht aufgrund der Tatsache scheitern, dass eine gute
Qualitat der praparierten Gesamt-RNA aus den oben aufgefihrten Grinden nicht immer
gegeben ist. Bei der Verwendung von RT-qPCR-Amplikons unter 100 bp ist der Einfluss
der mRNA-Integritat nur gering [64,65]. Einen weiteren Einfluss auf die Quantifizierung der
mRNA koénnen mit-aufgereinigte Urinbestandteile im RNA-Extrakt haben (z.B. Salze oder
Proteine), welche die enzymatischen Reaktionen im Rahmen der molekularen Diagnostik
inhibieren oder verfalschen. Diese technischen Herausforderungen kénnen beispielsweise
durch die Zugabe von RNase-Inhibitoren zum frisch abgegebenen Urin sowie durch die
Entwicklung von standardisierten RNA-Praparations- und Normalisierungstechniken
bewaltigt werden [66]; Hanke et al., in press [67].

Anhand der PCR wird die spezifische Amplifikation von verschiedensten
Nukleinsduresequenzen aus einer komplexen Probe ermdéglicht. Im Jahre 1971 haben
Kleppe et al. erstmals Uber die in vitro Amplifikation von DNA berichtet, welche der
naturlichen Replikation ahnelt [68]. Die fur die Reaktion verwendete Klenow-Polymerase
war aber nicht hitzebestandig und musste nach jedem Amplifikationsschritt ersetzt werden.
Der Durchbruch dieser Methode war im Jahr 1988, als Saiki et al. die Entwicklung von Kary
B. Mullis vorstellten, bei der eine DNA-Polymerase aus thermophilen Bakterien fur die
Amplifikation eingesetzt wurde [69]. Neben der DNA-Polymerase sind kurze synthetische
Oligonukleotide (Primer) essentiell flir die Reaktion, da diese den zu amplifizierenden
Sequenzbereich am 5’- und 3’-Ende der Matrizen-(Template)-DNA definieren. In der PCR
ist der initiale Schritt die Denaturierung der doppelstrangigen DNA bei 90-95°C.

AnschlieBend wird die Temperatur fir das Hybridisieren der Oligonukleotid-Primer
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(Annealing) an komplementare Sequenzen der Template-DNA erniedrigt. Die Anneling-
Temperatur der Primer liegt in der Regel wenige Grad Celsius unter der errechneten
Schmelztemperatur der Primer, wobei eine zu gering gewahlte Temperatur zu
unspezifischen PCR-Produkten flihren kann, und bei einer zu hohen Annealing-Temperatur
die Produktbildung ausbleiben kann. Uber die thermostabile DNA-Polymerase, wie
beispielsweise diejenige des Bakteriums Thermus aquaticus (Tag DNA-Polymerase),
erfolgt im letzten Schritt der PCR normalerweise bei 72°C die Amplifikation Uber den
Einbau freier Desoxynukleosid-Triphosphate an das 3’-Ende der Primer. Durch
Wiederholungen dieses Zyklus entstehen identische Kopien des ausgewahlten Template-
DNA-Abschnitts. Die konventionelle PCR zeigt aber lediglich die Menge des finalen PCR-
Produktes an, die in der Plateau-Phase der PCR unabhangig von der initialen Template-
Menge identisch ist. Diese Limitation wurde 1992 beseitigt, indem von Higuchi et al. die
quantitative PCR (qPCR)-Technik entwickelt wurde [70].

In der gPCR wird die Zunahme der Produkimenge in jedem Zyklus durch die
Verwendung eines Fluoreszenzreporters gemessen. Das Fluoreszenzsignal ist proportional
zum gebildeten Produkt und ermdglicht die Bestimmung der Zyklenzahl, bei der eine
bestimmte Produktmenge vorliegt. Diese Zyklenzahl, der ,Ct-Wert, kann durch die
Definition eines Fluoreszenzschwellenwertes, welcher in der linearen Phase der PCR
positioniert wird, bestimmt werden. Durch die MitfUhrung einer Standardreihe
unterschiedlicher Kopienzahlen der Zielsequenz kann die Effizienz der gqPCR berechnet
werden, was die absolute Quantifizierung der initialen Menge an Template erméglicht. Die
Effizienz der Reaktion lasst sich aus der Steigung der Standardreihe ableiten und ist
optimal, wenn das Produkt nach jedem Zyklus nahezu verdoppelt wurde. Ein
vielverwendeter Fluoreszenzreporter fir die qPCR ist SYBR Green |, welcher frei in Losung
vorliegend nur sehr schwach fluoresziert. Bei der weitgehend unspezifischen Bindung an
die kleine Furche doppelstrangiger DNA-Molekiile fluoresziert der Farbstoff aber nach der
Anregung bei 494 nm sehr stark (Emissionsmaximum = 521 nm). Durch die
ausschliellliche Bindung von SYBR Green | an doppelstrangige DNA kann die
Akkumulation des PCR-Produkts nach jedem Zyklus verfolgt werden [71]. Bei der
Verwendung von SYBR Green | kénnen nach dem Lauf der PCR Schmelzkurven
aufgenommen werden, indem die Temperatur in den Reaktionsansatzen schrittweise von
60°C auf 95°C erhoht wird. Die Schmelztemperatur des gebildeten Produktes ist durch
einen starken Abfall des Fluoreszenzsignals gekennzeichnet. Anhand der
Schmelzkurvenanalyse kann untersucht werden, ob die Amplifikation spezifisch verlaufen
ist und nur ein einzelnes Produkt gebildet wurde. Unspezifische Produkte und Primer-
Dimere tragen bei der SYBR Green |-basierten gPCR ebenfalls zum Fluoreszenzsignal bei
und kénnen die Ergebnisse dadurch verfalschen. Eine Uberaus spezifische Amplifikation
wird Uber die Verwendung von Sequenz-spezifischen Fluoreszenzreportern erreicht. Dazu
gehdren die Hydrolysesonden (TagMan®-Sonden), welche zwischen dem forward und
dem reverse Primer positioniert ist. Die TagMan®-Sonde ist ein Oligonukleotid, welches
am 5°-Terminus mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert ist und am 3’-Terminus einen
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Quencher tragt. Bei einer intakten Sonde wird die Reporterfluoreszenzemission durch den
Quencher unterdriickt. Innerhalb der PCR wird die Sonde durch die 5-, 3'-
Exonukleaseaktivitait der  Tag-DNA-Polymerase  hydrolysiert, so dass der
Fluoreszenzfarbstoff vom Quencher getrennt und die Reporterfluoreszenz freigesetzt wird
[72]. Durch die Verwendung unterschiedlicher Fluoreszenzfarbstoffe kénnen Multiplex-
Reaktionen durchgefuhrt werden, wodurch die kostenglnstige Quantifizierung von
mehreren mRNAs in einer Probe ermdéglicht wird [73]. Weitere Beispiele flr Fluoreszenz-
markierte qPCR-Sonden sind die Molecular-Beacons [74] sowie Hybridisierungssonden
[75] (Abb. 1-5). Minor-Groove-Binder (MGB) sind Hydrolysesonden mit einem zusatzlichen
Molekiil, welches die Bindungsaffinitat der Sonde fiir die kleine Furche der DNA erhdht,
wodurch die Verwendung kurzerer Sonden ermdglicht wird [76]. Neben der Sonde kann
aber auch ein spezieller stem-loop Primer (Scorpion-Primer [77], LUX-Primer [78]) mit
einem Fluoreszenzfarbstoff und einem Quencher markiert sein. Bei dem Annealing des
Primers wird die stem-loop-Struktur des Primers aufgehoben, wodurch das Fluorophor am
5’-Ende raumlich vom Quencher am 3’-Ende getrennt wird und es nach der Anregung zur
Emission von Fluoreszenz kommt. Anhand dieser Technologie wird im Gegensatz zu
Fluoreszenz-markierten Sonden die Aufnahme von Schmelzkurven ermdglicht.

A B

< Exitation A Emission

Warme- (Q DNA-
freisetzung Polymerase

~~\ PCR Blocker @ Quencher

- .
Hydrolisierte IEI
Nukleotide Fluorophor
- Fluorophor @ Fluorophor

(Donor) (Akzeptor)

—p Energietransfer —p Amplifikations-
richtung (5°-3")

V FRET (Fluoreszenz Resonanz Energie
Transfer)

Abb. 1-5 Mechanismen verschiedener in der qPCR verwendeter Fluoreszenzreporter. (A) Sequenz-
unspezifische Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green |, (B) TagMan®-Sonde, (C)
Hybridisierungssonden, (D) Molecular-Beacon, (E) Scorpion-Primer.

Bei der RT-gPCR-basierten Detektion von mRNA-Tumormarkern wird die aus Gesamturin
praparierte RNA in einem vorgeschalteten Schritt Gber eine Reverse Transkriptase in
komplementare DNA umgeschrieben (cDNA) und anschlieRend tber gPCR analysiert. Die
Verwendung von Robotern erméglicht eine besonders leichte und schnelle Durchflihrung
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der RT-gPCR sowie einen hohen Probendurchsatz. Die Verwendung von Pipettierrobotern
reduziert dartber hinaus die Variabilitdt zwischen Replikaten sowie den Eintrag moglicher
Kontaminationen in die Probe [79]. Vor allem eine Kontamination der RNA-Extrakte mit
genomischer DNA kann zur Verfalschung der Messergebnisse flihren. Durch die
Verwendung von Primern oder TagMan®-Sonden, welche auf Exon/Exon-Grenzen liegen
oder grofRe Introns Uberspannen, kann die Amplifikation von genomischer DNA allerdings
ausgeschlossen werden. Anhand der RT-gPCR wird durch die vielfache Amplifikation des
Signals im Gegensatz zu konventionellen Protein-basierten diagnostischen Techniken, wie
beispielsweise dem Nachweis bestimmter Antigene Uber einen Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA, Tabelle 1-1) der Nachweis eines einzigen Molekils
ermdglicht. Bei der Durchfihrung von 30 PCR-Zyklen kdénnen theoretisch aus nur einer
einzigen Kopie 10° Kopien entstehen. Vor allem bei kleinen papillaren Tumoren kann der
Gehalt an tumorrelevanten Proteinen und Nukleinsduren sehr gering sein, wodurch die
Grenzen eines Protein-basierten diagnostischen Tests schnell erreicht werden.

1.5.4 Strategien zur Normalisierung der mRNA-Abundanz im
Gesamturin

Die grofdte Herausforderung bei der Untersuchung der mRNA-Zusammensetzung in
Gesamturin ergibt sich aus der Notwendigkeit zur Normalisierung quantifizierter mRNA-
Abundanzen, um verschiedene Proben miteinander vergleichen zu kénnen. Hierbei muss
vor allem berticksichtigt werden, dass Urin-basierte RNA sehr unterschiedlichen Ursprungs
sein kann (siehe Abschnitt 1.5.3), wodurch sich die aus verschiedenen Urinen praparierte
mRNA im Hinblick auf die Integritdt und Menge sehr stark unterscheiden kann. Vor allem
im Urin von gesunden Spendern oder Patienten mit einem sehr kleinen, nicht-invasiven
Harnblasenkarzinom kann die Gesamt-RNA-Menge sehr gering sein, so dass eine
Konzentrationsbestimmung Uber die traditionelle Ags-Messung nicht moglich ist.
Dementsprechend ist die Normalisierung der Genexpression auf die Gesamt-RNA-Menge
nicht geeignet. Allerdings ist auch die Verwendung von sensitiven Nukleinsaure-
Farbstoffen wie Ribogreen (Molecular Probes) nicht empfehlenswert, da diese zeit- und
kostenaufwendige Technik fur die Routine eines diagnostischen Tests nicht realisierbar ist.
Dariiber hinaus werden bei einer Normalisierung auf die Gesamt-RNA-Menge,
inhibitorische Effekte innerhalb enzymatischer Reaktionen nicht beriicksichtigt.

Eine alternative Moglichkeit ist die Normalisierung Uber interne Referenz-mRNAs, der
sogenannten housekeeping Gene, welche normalerweise konstitutiv in der Zelle exprimiert
werden sollten. Fir eine Vielzahl von housekeeping Genen konnte allerdings gezeigt
werden, dass beispielsweise die maligne Transformation einer normalen Zelle in eine
Tumorzelle zu einer Regulation der Expression dieser Gene flihren kann. Vor allem das
haufig  verwendete  housekeeping Gen  GAPDH (Glyceraldehyd-3-Phosphat
Dehydrogenase) ist an einer Vielzahl zellularer Prozesse, wie unter anderem dem RNA-

17



1. Einleitung

Export aus dem Kern, der DNA-Replikation, der DNA-Reparatur sowie dem Aufbau des
Zytoskeletts, beteiligt [80]. Dementsprechend kénnen die Kopienzahlen der GAPDH mRNA
sehr stark variieren, sogar in Geweben, welche aus einer identischen Erkrankung heraus
entstanden sind [81]. Zunehmend wird angenommen, dass alle Gene unter bestimmten
Bedingungen reguliert werden und kein universelles housekeeping Gen, welches in
verschiedenen Geweben konstant exprimiert wird, existiert [64]. Aufgrund dessen wird von
verschiedenen  Arbeitsgruppen vorgeschlagen, eine Vielzahl unterschiedlicher
housekeeping Gene zu untersuchen [82-85]. Das stabilste Gen oder die mittlere
Expression aller untersuchten Gene wird anschlieRend zur Normalisierung verwendet. Es
ist aber sehr wahrscheinlich, dass die Menge aller untersuchten housekeeping Gene in
sehr heterogenen ex vivo Proben wie Urin stark variieren kann. Zudem ist die Bestimmung
von vielen verschiedenen housekeeping Genen in einer Probe sehr kostenintensiv und
unter Umstanden aufgrund der Limitierung von Probenmaterial auch gar nicht mdglich Dies
ist bei klinischen Probenmaterialien oftmals der Fall.

In der vorliegenden Arbeit wird der Ausdruck ,housekeeping Gen“ durch ,interne
Referenz-mRNA* ersetzt.

Ein alternatives Verfahren zur Normalisierung der Genexpression ist die Verwendung
eines externen RNA-Standards, welcher keine Sequenzhomologien zu internen humanen
MRNAs aufweist. Dieser Standard wird nach der Inaktivierung von RNasen durch GuSCN
und vor der RNA-Praparation zu den Urinproben in einer genau definierten Menge
gegeben. Ein externer RNA-Standard hat den Vorteil, dass die Uberwachung des
gesamten RNA-Praparations- und Quantifizierungs-Prozesses ermdglicht wird, so dass
zum Beispiel inhibitorische Effekte aufgesplrt werden kénnen. Darlber hinaus wird die
Untersuchung der technischen Robustheit des Systems durch die Zugabe eines externen
RNA-Standards ermdglicht.

18



1. Einleitung

1.6 Zielsetzung der Arbeit

Der ,Goldstandard“ fiir die Diagnostik von Harnblasenkarzinomen ist nach wie vor die
invasive Zystoskopie. Die Identifikation von diagnostischen Markern aus leicht zu
gewinnendem Probenmaterial zur prazisen, nicht-invasiven Tumordiagnostik ist daher
Uberaus erstrebenswert.

In diesem Zusammenhang sollte in der vorliegenden Arbeit im Gesamturin von
Harnblasenkarzinompatienten nach potentiellen RNA-Tumormarker gesucht werden.
Hierbei wurde das Ziel verfolgt, anhand dieses neuartigen diagnostischen Zugangs ein
nicht-invasives Verfahren fir eine robuste, sensitive und spezifische Diagnostik von
Harnblasenkarzinomen zu entwickeln. Als Methodenplattform diente die Technik der
quantitativen PCR, welche eine Uberaus sensitive, schnelle und hdéchstgenaue
Quantifizierung jeglicher Nukleinsaure-Sequenzen in einem heterogenen Probenmaterial
wie Urin ermdglicht.

Zunachst sollten Protokolle zur Praparation und Quantifizierung sowohl von mRNA als
auch von miRNA aus Gesamturin aufgestellt und bezlglich ihrer Robustheit systematisch
charakterisiert werden. Die Protokolle wurden anschlieRend unter zusatzlicher Verwendung
eines kommerziellen RT-gPCR-Arrays angewendet, um im Urin eines ,Training“-Sets an
Harnblasenkarzinompatienten nach potentiellen RNA-Tumormarkern zu suchen.
AbschlieRend galt es, die diagnostische Aussagekraft ausgewahlter, potentieller RNA-
Tumormarker anhand einer gréReren Population von Harnblasenkarzinompatienten
hinsichtlich Robustheit, Sensitivitat und Spezifitat zu vergleichen.
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2 Material und Methoden

Fur die Herstellung der verwendeten Puffer und Lésungen wurde ausschlie3lich H,O aus
einer Millipore-Anlage (Millipore GmbH, Eschborn) verwendet. Soweit nicht anders

vermerkt, haben alle Substanzen den Reinheitsgrad p. a.

2.1 Materialien

2.1.1 Gerate

Tabelle 2-1 Liste verwendeter Gerate
Geriit Hersteller
Inverses Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M Carl Zeiss Lichtmikroskopie, Gottingen, Deutschland
ABI PRISM 7900HT, qPCR Gerit Applied Biosystems
Agarose-Gelkammer WIDE MINI-SUB® CELL GT Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland
Agarose-Gelkammer MINI-SUB® CELL GT Bio-Rad

CanoScan N6704
Denver MAXX, Elektronische Priazisionswaage

Elektrophorese Power Supply: Power Pac 300
Elektrophorese Power Supply EPS 600

ELISA-Reader Tecan Sunrise
Feinwaage METTLER PM 480 Delta Range

Forma Series IT Water Jacketed CO, Incubator Hepa Class

100

Fluoreszenz-, Lumineszenzphotometer, Fluoroscan

Fluoreszenzspektrophotometer FluoroMax-3

Geldokumentationsanlage

Heizblock DB-2D Dri-Block
Invert-Mikroskop ECLIPSE TS100/TS100-F
Microprocessor pH meter pH 211

NanoDrop ND-1000 Spektrophotometer
Pipettierroboter, epMotion 5070
Polyacrylamid-Gelektrophorese System
RS-24 Minirotator

Speedvac Concentrator SPD111V

Sterile Arbeitsbank “hera safe”

TGradient Thermocycler
Thermobad

Thermomixer compact

Thermoshaker-Laboshake zur Bakterienkultivierung

Western-Blot Elektrophorese System ,,Mighty Small
System Gelsystem SE250/SE260

Zentrifuge 5415 D

Zentrifuge 5415 R

Zentrifuge 5702

Zentrifuge, Megafuge 1.0R

Zweistufige Drehschieber-Vakuumpumpe Trivac E2

Canon Deutschland, Krefeld

Denver Instrument GmbH, Géttingen, Deutschland
Bio-Rad

Amersham Pharmacia Biotech Europe GmbH, Freiburg,
Deutschland

Tecan Deutschland GmbH, Crailsheim, Deutschland
Mettler-Toledo GmbH, Giessen, Deutschland

Thermo Electron Deutschland GmbH & Co. KG, Baden-
Wiirttemberg, Deutschland

THERMO LABSYSTEMS Vertriebs-GmbH,
Engelsbach, Deutschland

HORIBA, JOBIN YVON Inc., USA

PHASE, Liibeck, Deutschland

Techne, Cambridge, UK

Nikon, Badhoevedorp, Niederlande

Hanna instruments, Kehl am Rhein, Deutschland
PeqLab, Erlangen, Deutschland

Eppendorf AG

Biometra, Gottingen, Deutschland

Kisker, Steinfurt, Deutschland

Thermo Savant, Holbrook, USA

hera Laborsysteme GmbH, Blaufelden, Deutschland
Biometra,

GFL, Burgwedel, Deutschland

Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland

C. Gerhardt Fabrik und Lager chemischer Apparate
GmbH & Co. KG, Konigswinter, Deutschland

Hoefer, Amstetten, Osterreich

Eppendorf AG
Eppendorf AG
Eppendorf AG
Kendro, Hanau, Deutschland
Leybold, K6ln, Deutschland
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2.1.2 Chemikalien

Tabelle 2-2 Liste verwendeter Chemikalien

Chemikalie Hersteller

40% Acrylamid/Bisacrylamid-Losung (29:1) Roth, Karlsruhe, Deutschland

Agar Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Agarose Biozym, Hess. Oldendorf, Deutschland
Ammonium Persulfat (APS) Merck, Darmstadt, Deutschland
Borsdure Sigma-Aldrich

Bromphenolblau Sigma-Aldrich

Bovines Serumalbumin (BSA) Serva, Heidelberg, Deutschland

Casein Gibco BRL, Gaithersburg, USA
Chloroform Merck

Cisplatin-Teva® (cis-diamindichloroplatinum[II]), 0,5 mg/ml

Coomassie Brilliantblau R 250
Dansylcadaverin

Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Essigsédure

Ethanol absolut

Ethidiumbromid

Ficoll

Formamid

Glycin

Glycerol

Guanidiniumthiocyanat (GuSCN)
HCI
Hydroxyethylpiperazinethansulfonsidure (HEPES)
Hefeextrakt

Isopropanol

Kaliumacetat

Kaliumchlorid

Kanamycin

KH,PO,

B-Mercaptoethanol

Methanol

Milchpulver

Natriumacetat

Natriumchlorid

NazHPO4 2 H20

Natriumhydroxid
N-Lauroylnatriumsarcosin

Phenol (pH 4,5)
Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25:24:1, pH 7,5-8,0)
Polyinosinsdure Kaliumsalz [Poly(I)]
Rinderserum Albumin

Rotiphorese Gel 30 (37,5:1)

Sodium dodecylsulfate (SDS)
Stains-all

Staurosporin

TEMED
Trihydroxymethylaminomethan (Tris)-Base
Tris-HCL

Triton-X-100

Trypton/Pepton aus Casein
Tween-20 [Poly(Oxyethylen),Sorbitan-Monolaurat]
Urea

Xylencyanol

Teva Pharma AG, Aesch, Schweiz
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Merck

Sigma-Aldrich

Merck

Roth

Biochrom AG, Berlin
Merck

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Gerbu, Gailberg, Deutschland
Merck

Sigma-Aldrich

Gibco

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Serva

Merck

Fluka, Buchs, Deutschland
Roth

Difco Laboratories, Detroit, USA
Merck

Roth

Merck

Roth

Serva

Roth

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Roth

Roth

Roth

Sigma-Aldrich

Biomol, Hamburg, Deutschland
Roth

Gerbu

Roth

Sigma-Aldrich

Roth

Sigma-Aldrich

Roth

Sigma-Aldrich
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2.1.3 Puffer und Losungen

Blocking-Puffer (BP) 1x TBS, 0,1% (v/v) Tween-20, 5% (w/v) Milchpulver
Coomassie-Farbelosung 40% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsaure, 0,1% (w/v) Coomassie Brilliantblau R250

Denaturierender RNA-Probenpuffer 2,3 M Urea, 1x TBE, 66% (v/v) Formamid, 0,05% (w/v) Bromphenolblau,
0,05% (w/v) Xylencyanolblau

DNA-Probenpuffer in 1x TAE, Glycerin 30% (v/v), 0,25% (w/v) Bromphenolblau, 0,25% (w/v) Xylencyanol
Entfarbe-Losung 40% (v/v) Methanol, 10% (v/v) Essigsaure

Ficoll Probenpuffer 20% (w/v) Ficoll, 0,1% (w/v) Bromphenolblau, 0,1% (w/v) Xylencyanol

Lysispuffer 5,64 M GuSCN, 50 mM Natrium-Acetat und 0,5% N-Lauroylsarcosin

1x PBS (pH 7,4) 137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na;HPO4 2H,0, 1,8 mM KH,PO4
Priméar-Antikorper-Puffer (PAP) 1x TBS, 0,1% (v/v) Tween-20, 5% (w/v) BSA

Stains-all-Lésung 10 ml Stock-Lésung (10 mg stains-all +10 ml Formamid) 10 ml Formamid, 50 ml
Isopropanol, 1 ml 3 M Tris-HCI (pH 8,8), 129 ml H.O

50x TAE (Tris-Acetat-EDTA) Laufpuffer (pH 8,3) 2 M Tris-Base, 1 M Natrium-Acetat, 0,1 M EDTA
10x TBE Puffer 890 mM Tris, 890 mM Borséaure, 25 mM EDTA

TE-Puffer (pH 7, pH 8) 10 mM Tris-HCL, 1 mM EDTA

10x SDS-Laufpuffer (pH 8,3) 250 mM Tris-Base, 1,92 M Glycin, 1% (w/v) SDS

5x SDS-Probenpuffer (10 ml) 0,1% (x/v) Bromphenolblau, 3,5 ml Glycerol, 3,2 ml 1 M Tris-HCL (pH 6,8), 2,5
ml B-Mercaptoethanol 1,5 g SDS

Transferpuffer (pH 8,3) 25 mM Tris-Base, 200 mM Glycin, 15% (v/v) Methanol
10x TBS (Tris Buffered Saline, pH 7,6) 0,2 M Tris-Base, 1,5 M NaCl

1x T-TBS (Wasch-Puffer) 1x TBS, 0,1% (v/v) Tween-20

2.2 Herkunft, Sammlung, Analyse und Lagerung von Urinproben

Fir die Entwicklung eines RT-qgPCR-basierten Tests zur Detektion von
Harnblasenkarzinomen im Gesamturin wurden Urinproben von Patienten mit einem
Harnblasenkarzinom und gesunden Spendern mit dem Einverstandnis der Probanden
gesammelt. Bei den Urinproben aller gesunder Spender, aller Infektionspatienten, einem
Groliteil der Harnblasenkarzinompatienten und aller Tumornachsorge-Patienten wurde der
Urinstatus mit einem Combur™ Urinstick (Roche) bestimmt. Anhand dieses Tests wurde
die Dichte, der pH-Wert, die Leukozytenzahl, die Erythrocytenzahl sowie der Nitrit-,
Urobillinogen-, Billirubin- und Glucose-Gehalt bestimmt. Noch in der Klinik bzw. der Praxis
wurde der Urin nach der Abgabe in eine Urinmonovette (Sarstedt, Nimbrecht,
Deutschland) mit GuSCN-Pulver aufgezogen (siehe Abschnitt 2.2.2). Auflerdem wurde ein
steriles 50 ml Polypropylen-Zentrifugenréhrchen (Sarstedt) mit unbehandeltem Urin fir die
Herstellung verschiedener Urin-Fraktionen beflllt. Stabilisierter Urin wurde maximal nach 5
h weiterverarbeitet, der unbehandelte Urin wurde maximal 1 h nach der Abgabe
weiterverarbeitet. Die Probanden der Kontrollgruppe wurden so gewahlt, dass diese das
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Alter und Geschlecht der Tumorpatienten widerspiegeln. Die Studie wurde von der
Ethikkommission geprift und genehmigt.

2.2.1 Klinische Proben

In der folgenden Tabelle werden die klinischen Daten zu den Probanden aufgeflhrt, deren
Urin als Grundlage flr die Detektion ausgewahlter mRNA-Tumormarker eingesetzt wurde.
Neben 61 Patienten mit einem Harnblasenkarzinom (Manner-Anteil = 72%, Frauen-Anteil =
28%) nahmen 9 Tumornachsorge-Patienten (Manner-Anteil = 67%, Frauen-Anteil = 33%),
15 Patienten mit einer Harnwegsinfektion (Manner-Anteil = 13%, Frauen-Anteil = 87%) und
37 gesunde Spender (Manner-Anteil = 62%, Frauen-Anteil = 38%) an der Studie teil.

Tabelle 2-3 Klinische Charakteristika der Harnblasenkarzinompatienten und der
gesunden Probanden

Patienten mit einem Harnblasenkarzinom

Alter Anteil der 3 Q Tumorgrad, - Alter 3 Q

(Median) Population (%) (n) (n) Stadium (Median) (n) (n)

40-60 (57) 24,6 11 4 Gl1, pTa 70 10 3

61-70 (69) 21,3 10 3 G2+G3, pTa-pTis 72 15 4

71-80 (74) 344 18 3 G2+G3, pT1 70 11 1

81-90 (84) 16,4 4 6 G2+G3, pT2-pT3 72 9 8

>90 (95) 33 1 1

Tumornachsorge-Patienten

Alter Anteil der 3 Q Tumorgrad, - Alter 3 Q

(Median) Population (%) (n) (n) Stadium bei (Median) (n) (n)
Erstdiagnose

60-69 (65) 56,6 3 2 Gl, pTa 60 1 -/-

70-79 (71) 333 3 -/- G2+G3, pTa-pTis 65 2 1

80-89 (80) 11,1 -/- 1 G2+G3, pT1 70 3 2

Kontrollgruppen

Gesunde Spender Patienten mit Harnwegsinfektionen

Alter Anteil der 3 Q Alter (Median) Anteilder & Q

(Median) Population (%) (n) (n) Population (n) (n)

(%)

40-60 (53) 16,2 2 20-40 (39) 20,0 1 2

61-70 (65) 51,4 11 8 41-60 (46) 13,3 0 2

71-80 (76) 16,2 -/- 61-70 (64) 333 0 5

81-90 (82) 16,2 2 4 71-90 (79) 333 1 4

2.2.2 Herstellung und Stabilisierung verschiedener Urinfraktionen

Fir die systematische Untersuchung der RNA-Praparation und —Detektion auf der
Grundlage von Urin wurden verschiedene Urinfraktionen von 21 Spendern (13x &, 8x ¢;
Alter, Median = 66 Jahre) hergestellt. Zusatzlich wurde Gesamt-Urin (6x &, 4x @; Alter,
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Median = 31 Jahre) an verschiedenen Tageszeiten gesammelt (morgens, mittags, abends),
um ein Tagesprofil von ausgesuchten mRNA-Ratios zu erstellen.

Gesamturin wurde prapariert, indem Spontanurin zur sofortigen Denaturierung von
Nukleasen im Urin in eine spezielle Urinmonovette aufgezogen wurde, welche 3,54 g
GuSCN Pulver enthielt. GuSCN wurde auch deswegen verwendet, da die Aufreinigung der
Nukleinsduren (ber eine Silica-Membran erfolgte und Nukleinsduren die Eigenschaft
aufweisen, in Anwesenheit von einem chaotropen Salz wie GuSCN an eine Silica-Matrix zu
binden. Der Stempel wurde auf der 7 ml-Skalenmarke der Urinmonovette positioniert.
Zusatzlich wurde die Position auf der Monovette mit einer Eichlinie markiert. Unter
Verwendung dieser speziellen Urinmonovette wurden 6 ml Urin in die Monovette geflllt.
Das GuSCN-Pulver in der Monovette wurde sofort vollstandig in dem Urin geldst, indem die
Monovette nach dem Beflllen in einen Rotator gestellt wurde. Durch die Verwendung einer
SOP (Standard Operating Procedure, Standardarbeitsanweisung) wurde das Sammeln von
Urin mit der GuSCN-Pulver enthaltenden Urinmonovette standardisiert und konnte somit in
der Kilinik fr Urologie und Urologie-Praxen etabliert werden. Die stabilisierte Urinlésung
wurde im Labor mit 500 pyl 1 M Natriumacetat (pH 7,0) und 143 pl einer 35%igen N-
Lauroylsarcosin-Losung versetzt. Das Volumen wurde mit 1 M HEPES (pH 7,0) auf 10 ml
gebracht. In dieser stabilisierten Urinldsung lag eine Konzentration von 3 M GuSCN, 50
mM Natrium-Acetat und 0,5% N-Lauroylsarcosin vor. Die Konzentration an HEPES
variierte je nach Dichte des Urins geringfiigig. AnschlieRend wurde die durchmischte
Urinldsung in flissigem Stickstoff eingefroren und bei —80°C bis zur Aufarbeitung gelagert.
Vor der Entwicklung der Urinmonovette wurde die Urinprobe fir die Herstellung der
Gesamturin-Fraktion mit einem Volumen ,Lysispuffer® versetzt, in flissigem Stickstoff
eingefroren und bei —80°C gelagert.

Die zellulare Urinfraktion von 21 Spendern wurde prapariert, indem 3 ml Spontanurin
bei 400 x g fiir 5 min zentrifugiert wurde. Der Uberstand wurde abgenommen und das
Pellet wurde im verdinnten Lysispuffer (1 Volumen Lysispuffer, 1 Volumen 1 M HEPES
(pH 7,0) aufgenommen.

Zur Herstellung der zellfreien Urinfraktion wurde Spontanurin durch einen 5 ym Filter
(Sartorius, Gottingen, Deutschland) filtriert. Der Durchfluss wurde wie der Gesamturin
behandelt.

2.2.3 Quantifizierung der RNase-Aktivitat im Urin

Die RNase-Aktivitat im Urin von zehn verschiedenen Spendern (3: n = 5; Q: n = 5; Alter,
Median: 30 Jahre) wurde in Form von RNase A-Aquivalenten unter Verwendung des
RNaseAlert® Lab Test Kits (Ambion) bestimmt. Das Prinzip der Technologie ist in der
Abbildung 2-1 dargestellt. Ein Reaktionsansatz setzte sich aus 90 yl Nuklease-freiem H,O
und 5 pl des konzentrierten RNaseAlert® Lab Test Puffers (Endkonzentration = 0,5x)
zusammen, in welchem das lyophilisierte, spaltbare und Fluoreszenz-markierte RNase-
Substrat gelést wurde. Diese Lésung wurde in eine Mikroklvette Uberfihrt, und die
Hintergrundfluoreszenz (relative Fluoreszenzeinheiten/sec) wurde (ber einen Zeitraum von
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3 min bei einer Extinktion von 490 nm und einer Emission von 520 nm und 37°C in einem
FluoroMax-3 Spektrofluorometer gemessen. Anschlielend wurden 5 pyl des RNase A-
Standards oder der Urinprobe (1:100 in Nuklease-freiem H,O verdinnt) zu dem Ansatz
gegeben und vermischt. Uber einen Zeitraum von mindestens 30 min wurde die Zunahme
der Fluoreszenz mit der Software DataMax Version 2.20 (JOBIN YVON) gemessen. Die
enzymatische Aktivitat (k.ps) wurde unter Verwendung der Software Grafit 5.06 (Erithacus
Software Ltd., Surrey, UK) anhand der Formel 2-1 berechnet (A, = relative Fluoreszenz
zum Zeitpunkt 0; e = Eulerische Zahl; k = Geschwindigkeitskonstante; t = Zeit).

Formel 2-1: y=Ay- (1-e™) + offset

Die kops-Werte von 6 verschiedenen RNase A-Verdiinnungen (4,63x107 bis 1,85x10®
Kunitz Units) wurden flr die Bestimmung der RNase A-Aktivitat im Urin verwendet. Sowohl
die Standardkurve als auch die Bestimmung der RNase-Aktivitdt im Urin von zehn
Spendern wurde in zweifacher Ausfihrung bestimmt.

ohne RNase mit RNase

P
Fluorophor Fluorophor }Quencher
modifizierte RN\
Quencher

I:> Keine Fluoreszenz :> Fluoreszenz

Abb. 21 Prinzip zur Bestimmung der RNase Aktivitat anhand
des RNaseAlert® Lab Test Kits.

2.3 Molekularbiologische Methoden

2.3.1 Verwendete Gelelektrophoresesysteme

In der unten aufgefuhrten Tabelle sind Langenstandards aufgelistet, welche in allen
Gelelektrophoresen zur Bestimmung von Fragmentgrofien mitgefihrt wurden.

Tabelle 2-4 DNA-, RNA-Langenstandards

Lingenstandard Verwendetes Gelsystem Firma
10 bp-DNA-Marker native Polyacrylamidgelelektrophorese Invitrogen, Karlsruhe,
Deutschland
1 Kb-Plus-DNA-Marker  Agarosegelelektrophorese Invitrogen
High range RNA Marker Denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese, MBI Fermentas, St.Leon-
Agarosegelelektrophorese Rot, Deutschland

Low range RNA Marker denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese, MBI Fermentas
Agarosegelelktrophorese
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2.3.1.1  Analytische native Agarosegelelektrophorese

Die native Agarosegelelektrophorese wurde zum Uberpriifen doppelstrangiger DNA und
einzelstrangiger RNA verwendet. Die verwendeten Gele wurden mit einer Agarose-
Konzentration von 1-2% in 1x TAE Puffer hergestellt. Zum Lésen der Agarose im Puffer
wurde die Losung kurz aufgekocht. AnschlieRend wurde der abgekuhlten, noch flissigen
Losung Ethidiumbromid (1 ug/ml) hinzugefligt. Die Elektrophorese wurde bei einer
Spannung von 80—-100 V durchgeflhrt flr 1 bis 2 h durchgefiihrt. Der Fluoreszenzfarbstoff
Ethidiumbromid farbte die Nukleinsduren durch Interkalation in die DNA-Doppelhelix an.
Dadurch fluoreszierten diese unter UV-Licht und konnten auf einem Transilluminator
fotografiert und mit einer Geldokumentationsanlage digitalisiert werden. Anhand des in der
Elektrophorese mitgefilhrten DNA-GréRenstandards konnten die FragmentgréfRen
eingeordnet werden.

2.3.1.2 Analytische native Polyacrylamidgelelektrophorese

Unter Verwendung der nativen, vertikalen Polyacrylamidgelelektrophorese wurden DNA-
Primer (maximal 30 Basen) und einzelstrangige RNA oder doppelstrangige siRNAs
(maximal 21 Basen/-paare) uberpruft. Das Gel wurde aus 1x TBE Puffer und 15%
Polyacrylamid hergestellt. Zur Polymerisierung wurde die Gelldsung mit 0,2% (v/v) TEMED
und 2% (v/v) einer 10%igen APS-L6ésung versetzt. Der Vorlauf von etwa 30 min und der
eigentliche Lauf erfolgten bei 4°C. Vor dem Auftragen wurden die Proben mit einem
gleichen Volumen Ficoll-Probenpuffer versetzt. Anschlieend wurde die Elektrophorese bei
16 mA durchgefihrt. Danach wurden die aufgetrennten Nukleinsauren im Gel mit Stains-all
Losung etwa 1 h gefarbt. Die unspezifische Hintergrundfarbung des Gels wurde im
Tageslicht ausgeblichen und anhand eines Scanners digitalisiert.

Aulerdem wurde das System genutzt, um kurze PCR-Produkte (70-100 bp) zu
Uberprifen. Hierfir wurde eine Polyacrylamidkonzentration von 5% ausgewahlt. Nach der
Elektrophorese wurden die Nukleinsduren im Gel mittels Ethidiumbromid (1 pug pro ml 1x
TBE) bei RT fir 5 min gefarbt und unter Verwendung der Geldokumentationsanlage
digitalisiert.

2.3.1.3 Analytische denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese

Die denaturierende Polyacrylamidgelelektrophorese wurde wie unter 2.3.1.2 beschrieben,
durchgefuhrt und fur die Auftrennung von RNA eingesetzt. Allerdings setzte sich die
Gellésung aus 8 M Urea, 1x TBE und der entsprechenden Acrylamidkonzentration (6%
oder 8%) zusammen. Die hohe Harnstoffkonzentration im Gel bewirkt eine Denaturierung
der Nukleinsduren wahrend des Laufs, so dass keine Sekundarstrukturen ausgebildet
werden kénnen. Vor dem Lauf wurden die Proben zusatzlich im denaturierenden RNA-
Probenpuffer bei 90°C fiir 2 min inkubiert.
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2.3.3 Test auf RNase-Kontamination

Im Umgang mit RNA wurden ausschliellich RNase-freie Puffer, Losungen und H,O
verwendet. Um eine Kontamination mit RNasen auszuschlielen, wurde jeweils ein Aliquot
(4 ) der zu testenden Lésung entnommen und mittels MS2-Test untersucht. MS2 ist eine
definierte RNA des Phagen MS2. Fir den Test wurde das Aliquot zusammen mit 2 pyl MS2
RNA (0,8 ug/ul, Roche, Mannheim, Deutschland) und 10 pl RNase-freiem H,O fir 0, 30
und 60 min bei 37°C inkubiert. An den ausgewahlten Zeitpunkten wurden 4 pl des
Reaktionsansatzes enthommen, mit 5 yl RNA-Probenpuffer versetzt, im flissigen Stickstoff
eingefroren und bei —80°C gelagert. Die Analyse erfolgte in einem denaturierenden,
8%igen Polyacrylamidgel (siehe 2.3.1.3). In RNase-freien Proben liegt eine einzelne,
saubere Bande im Gel vor. Im Fall einer Kontamination der Testldsung mit RNasen wird die
Degradierung der MS2-RNA in Form kurzer RNA-Fragmente erkennbar.

2.3.3 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentration der Nukleinsauren wurde am NanoDrop ND-1000 Spektralphotometer
(Peqlab, Erlangen, Deutschland) Uber die Messung der Absorption (A) bei einer
Wellenldnge von 260 nm auf der Grundlage des Lambert-Beersches-Gesetzes (E-® = ¢ x ¢
x d) bestimmt. Dabei steht ,e“ fur den Extinktionskoeffizienten, ,c* fur die Konzentration der
Lésung und ,d“ fur die Klvettendicke. Fir jede Probe wurde eine zweifache Bestimmung
durchgefliihrt. Die Losung, in welcher die Nukleinsaure aufgenommen und gelagert wurde,
wurde als Nullwert gesetzt. Aus den Mittelwerten wurden die Konzentrationen der
Nukleinsaureldésungen berechnet. Fir RNA entspricht eine Az von 1 einer Konzentration
von 40 pg/ml, fir DNA 50 pg/ml. Zusatzlich kann durch das Agse/Azso-Verhaltnis eine
Aussage zum Reinheitsgrad einer Nukleinsaureldsung gemacht werden, da Proteine
monochromatisches Licht bei einer Wellenlange von 280 nm absorbieren. Bei einer
optischen Dichte von < 1,8 liegt eine mdgliche Kontamination mit Protein vor.

2.3.4 Ethanol-Prazipitation

Fur die Ethanol-Prazipitation wurde die Nukleinsaure-Losung mit einem Zwanzigstel
Volumen 3 M Natriumacetat (pH 4,5) und 2,5 Volumen eiskaltem Ethanol absolut versetzt.
Der Ansatz wurde gevortext und zwischen 1 h und 18 h bei —20°C gelagert. Es erfolgte
eine Zentrifugation bei 16.000xg fiir 45 min bei 4°C. Der Uberstand wurde verworfen, und
das Nukleinsdurepellet wurde mit 70%igem eiskaltem Ethanol gewaschen. Nach einer
erneuten Zentrifugation wurde das Ethanol abgenommen, das Pellet getrocknet und in
Nuklease-freiem H,O, 10 mM Tris oder TE-Puffer aufgenommen.
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2.3.7 Praparation eines externen RNA-Standards (RNA_yc)

Fur die Untersuchung des RNA-Praparationssystem wurde ein externer RNA-Standard
verwendet, welcher Uber eine T7-Transkription generiert wurde. Hierfir mussten
verwendete Lésungen auf eine mdgliche Kontamination mit RNasen hin untersucht
werden. Ferner musste eine ausreichende Menge des in die T7-Reaktion eingesetzten T7-
Templates, einem Restriktionsfragment des pet24a(+)-Firefly Luciferase-Plasmids aus dem
Wirtsorganismus E. coli hergestellt werden. Nach der T7-Reaktion wurde eine Behandlung
mit DNase | durchgefuhrt, und die RNA wurde aufgereinigt.

2.3.5.1 Kultivierung transformierter Bakterien sowie Praparation von
Plasmid-DNA

Fir die Aufreinigung der Plasmid-DNA wurden die Bakterien in Luria-Bertani (LB)-Medium
kultiviert. LB-Flissigmedium wurde mit 10 g Trypton, 10 g Hefeextrakt, 5 g NaCl und
Millipore-H,O ad 1000 ml hergestellt. Fir die LB-Agarplatten wurden 15 g/l Agar zugeflgt.
Nach dem Autoklavieren wurde das Antibiotikum bei einer Temperatur von etwa 55°C
dazugegeben (Tabelle 2-5).

Tabelle 2-5 Verwendeter Bakterienklon

Klonierte DNA- Stamm Aufzucht Vektor Pasmidhersteller
Sequenz

. . E.coli (XL-  LB-Medium + 30 Promega, Mannheim,
Firefly Luciferase Blue) ug/ml Kanamycin pet24a(+) Deutschland

Um ausreichende Mengen der gewlnschten Plasmid-DNA zu praparieren, wurden zuerst 3
ml Antibiotika-haltiges LB-Medium mit Bakterien eines Klons angeimpft und Giber Nacht bei
37°C inkubiert. Von dieser Kultur wurden 1,5 ml abgenommen und bei 4.000xg fir 10 min
(4°C) zentrifugiert. Das Bakterienpellet wurde in LB-Medium aufgenommen, resuspendiert
und zu 100 ml Antibiotika-haltigem LB-Medium gegeben. Die Kultur wurde Uber einen
Zeitraum von 14 h bei 37°C inkubiert. Die Ernte der Bakterien erfolgte durch Zentrifugation
bei 4.000xg flr 10 min bei 4°C. Das Bakterienpellet wurde mit kaltem 1x PBS gewaschen
und erneut zentrifugiert. Die Aufreinigung der Plasmid-DNA wurde mittels einer Plasmid-
Maxi-Praparation (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Angaben des Herstellers
durchgefuhrt. Die eluierte Plasmid-DNA wurde durch die Zugabe von 0,7 Volumen
Isopropanol bei RT prazipitiert und wie unter beschrieben konzentriert. Zur Verifizierung
der DNA-Sequenz wurden 0,6 ug des Plasmids zur Sequenzierung verschickt.
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2.3.5.2 Invitro Transkription

Die fur die Durchfiihrung der T7-Reaktion bendtigten Materialien werden in der folgenden
Tabelle aufgelistet.

Tabelle 2-6  Reaktionskomponenten fiir die Durchfiihrung der T7-Reaktion

Enzym, Reaktionskomponente,

Verbrauchmaterial Hersteller
Restriktionsverdau EcoRV Roche, Mannheim, Deutschland
10x Reaktionspuffer (Sure/Cut Puffer-System
B) Roche
T7-Reaktion T7 Polymerase (20 units/pl) MBI Fermentas
5x Reaktionspuffer MBI Fermentas
RNase Inhibitor (20 units/ul) AT, S,
Cambridgeshire, UK
Ribonukleotide Roche
DNA-Verdau RNA-free™ DNase I (2 units/ul) Ambion
10x Reaktionspuffer Ambion
Inaktivierungsreagenz Ambion
Aufreinigung NAP-5 Gelfiltrationssdule Amersham, Buckinghamshire, UK

Der externe RNA_yc wurde durch in vitro “run-off’-Transkription unter Verwendung einer
T7-RNA-Polymerase synthetisiert. Das DNA-Template fur die T7-Reaktion wurde Uber
einen EcoRV-Restriktionsverdau aus 8 ug des prazipitierten pet24a(+) Vektors mit
kloniertem Photinus pyralis Luciferase-Gen in hergestellt. Der Restriktions-Ansatz mit
einem Volumen von 50 pl enthielt 1x Reaktionspuffer und wurde Uber einen Zeitraum von 2
h bei 37°C inkubiert. Anschliefend wurde der Ansatz in einem praparativen 1%igen
Agarosegel fur 1 h bei 90 V aufgetrennt. Die Bande mit der Luciferase-Sequenz wurde aus
dem Gel geschnitten und die DNA wurde anhand des ,Wizard® Plus SV Gel and PCR
Cleaning Systems® (Promega) nach Angaben des Herstellers aufgereinigt. Anschlielend
wurde die Konzentration der aufgereinigten DNA bestimmt. Das Reaktions-Gemisch der
T7-Transkription mit einem Volumen von 50 pl setzte sich aus 1x Reaktions-Puffer, jeweils
2 mM Ribonukleotide (UTP, CTP, GTP, ATP), 40 Units RNase-Inhibitor, 30 Units T7-RNA-
Polymerase und 0,8 ug DNA-Template zusammen. Nach der einstiindigen Synthese von
RNALyc (1570 nt) bei 37°C wurde die Template-DNA durch eine Inkubation mit 2 Units
DNase | in 1x Reaktionspuffer bei 37°C fir 30 min abgebaut. Danach wurden 0,1 Volumen
Inaktivierungsreagenz hinzugefugt, und es erfolgte eine Inkubation von 2 min bei RT. Der
Ansatz wurde bei 10.000 rpm fir 1,5 min bei 4°C zentrifugiert, und anschlieend wurde das
Reaktionsgemisch (ber eine NAP-5 Saule aufgereinigt, um nicht-eingebaute
Ribonukleotide abzutrennen. Das Filtrat wurde mit einem Volumen Phenol (pH 4,5)
versetzt, gevortext und bei 10.000 rpm fiir 10 min bei 4°C zentrifugiert. Die wassrige obere
Phase wurde abgenommen, mit 1 Volumen Chloroform versetzt, gevortext und erneut
zentrifugiert. Die obere wéassrige Phase wurde mit Ethanol prazipitiert. Uber
Agarosegelelektrophorese (1,4% Agarose, 90 V) wurde die Integritdt und Lange von
RNA_uc untersucht, die Konzentration der RNA wurde Uber Ays-Messung bestimmt.
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2.3.8 Praparation von Gesamt-RNA aus Urinproben

Zur Praparation von Gesamt-RNA aus Urin wurden verschiedene Systeme untersucht. Vor
der RNA-Praparation wurden die aufgetauten Urinldsungen mit 1 M HEPES (pH 7,0) auf
einen pH-Wert von 7,0 eingestellt. Zusatzlich wurden 10" Kopien RNA ¢ hinzugefiigt. Bei
der Untersuchung der verschiedenen Praparations-Systeme wurde dem Urin eines
gesunden Spenders 10° ECV-304-Zellen hinzugefiigt, um eine ausreichende RNA-Menge
zu garantieren. Die RNA-Eluate wurden immer einkonzentriert. Das RNA-Pellet wurde in 20
pl H,O aufgenommen und 10 yl des RNA-Exraktes wurden jeweils in die cDNA-Synthese
und non-RT-Reaktion eingesetzt.

2.3.6.1 Standardprotokoll zur Praparation von Gesamt-RNA aus Urin
mittels RNeasy® Midi Kit

Das Prinzip zur Praparation und Quantifizierung von Gesamt-RNA aus Urin ist in der
folgenden Abbildung dargestellt.

6 ml frischer Urin Verarbeitung
+ Urinmonovette der stabilisierten
mit 3,54 g GUSGN Urinproben: <5 h

Pulver

Auftauen Gesamt-RNA-Praparation
(RNeasy Midi Kit +

> m>  DNA-Verdau auf der Saule

+ Natrium-Acetat, pH-Wert = 7,0 10 pl (von 20 pl)
tN-LauroyIsBr—.\Orcgsin; (1 M HEPES, pH 7,0) Gesamt-RNA
agerung: -80° ‘ .
10°K RNA .
opentife RT-Reaktion:
Superscript Il
20 pl cDNA
+ 140 pyl H20
RT-gPCR mit

TagMan® -Sonden

Abb. 2-2 Ubersichtsdarstellung zur Aufarbeitung von Urinproben.

Die Praparation der Gesamt-RNA aus allen verschiedenen Urinfraktionen erfolgte mit dem
RNeasy® Midi-Kit (Qiagen, Hilden, Deutschland) und beinhaltete einen DNA-Verdau auf
der Silica-Membran. In der folgenden Abbildung werden die einzelnen Schritte der Gesamt-
RNA-Praparation aufgefihrt.
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2,5 mL Urin-Lésung (pH 7,0) 4 mL/Saule
+107 Kopien RNA, ;¢ (Zentrifugation, Z: 4000xg, 5 min)
+2,5 mL Ethanol (70%)
+ 25 pl beta-Mercaptoethanol
2 mL RW1 WP
(Z: 4000xg, 3 min)

+20 pL DNase |, 140 pL Puffer
(Inkubation: 15 minbei 25°C)

2mL RW1 WP
(Z: 4000xg, 3 min)

4 mL RPE WP
(Z: 4000xg, 2 min)

4 mL RPE WP Elution: 2 x 160 L H,0
(Z: 4000xg, 5 min) (Z: 4000xg, 3 min);

Einkonzentrierung der
RNA-Extrakte

Abb. 2-3 RNA-Praparation mittels modifiziertem RNeasy® Midi-Kit. (WP = Waschpuffer).

2.3.6.2 Praparation von Gesamt-RNA aus Urin mittels RNeasy® Mini Kit

Die RNA-Praparation erfolgte mit dem RNeasy® Mini Kit (Qiagen) nach Angaben des
Herstellers mit und ohne DNA-Verdau auf der Saule. Allerdings wurde die aus 1 ml Urin
und 1 ml Lysispuffer bestehende Probe mit 1,4 ml Ethanol absolut versetzt und vollstandig
Uber Vakuum auf die Saule geladen.

2.3.6.3 Praparation von Gesamt-RNA aus Urin mittels QiAmp MinElute
Virus Kit

Die RNA-Praparation erfolgte mit dem QiAmp MinElute Virus Kit (Qiagen). Dafur wurden 2
ml der GuSCN-haltige Urinlésung mit 5,6 ug Carrier-RNA sowie 1,2 ml Ethanol absolut
versetzt und Uber Vakuum auf die Saule geladen. Alle weiteren Schritte erfolgten nach den
Angaben des Herstellers einschliellich eines DNA-Verdaus auf der Saule.

2.3.6.5 Praparation von Gesamt-RNA aus Urin mittels QiAmp UltraSens
Virus Kit

Fir die RNA-Praparation mittels QiAmp UltraSens Virus Kit (Qiagen) wurde purer,
eingefrorener Urin verwendet. Nach dem Auftauen wurde 1 ml des Urins mit 800 pl Puffer
AC und 5,6 ug Carrier-RNA versetzt. Die weitere Praparation wurde nach den Angaben
des Herstellers einschlieRlich eines DNA-Verdaus auf der Sdule durchgefuhrt.
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2.3.6.5 Praparation von Gesamt-RNA aus Urin mittels NucleoSpin® Virus F
Kit

Fur die RNA-Praparation unter Verwendung des Virus L Kits (Macherey-Nagel, Duren,
Deutschland) wurden 3 ml Spontanurin mit 2 ml Lysispuffer vermischt, eingefroren und bei
—80°C gelagert. Nach dem Auftauen wurde die Urinlésung nach den Angaben des
Herstellers aufgereinigt.

2.3.6.6 Praparation von Gesamt-RNA aus Zelllinien und Reverse
Transkription praparierter RNA

Jeweils 1x10° Zellen (LnCap, PC-3, ECV-304, RT-4, MCF-7, sieche Tabelle 2-28) wurden
bei 400xg fur 5 min (25°C) pelletiert. Das Kulturmedium wurde abgenommen und das
Zellpellet wurde mit 1x PBS gewaschen (400xg, 5 min, 25°C). Anschlielend wurde das
Zellpellet in 350 pl RLT Puffer (Qiagen) resuspendiert, in flissigem Stickstoff eingefroren
und bis zur RNA-Praparation bei —80°C gelagert. Die RNA-Praparation erfolgte mit dem
RNeasy™-Mini-Kit (Qiagen) nach Angaben des Herstellers.

Nach der RNA-Praparation wurde ein DNA-Verdau durchgefiuhrt, wobei 55 pl des
Eluats mit 5yl DNase | (5 Units) und 6,6 pl 10x Reaktionspuffer vermischt wurden. Es folgte
eine Inkubation von 30 min bei 37°C. AnschlieRend wurden 6,5 yl 25 mM EDTA zu dem
Reaktionsgemisch gegeben und der Ansatz wurde 10 min bei 65°C zur Inaktivierung der
DNase | inkubiert. In der unten aufgefuhrten Tabelle sind die fir den DNA-Verdau
verwendeten Reagenzien aufgefiihrt.

Tabelle 2-7 Reaktionskomponenten fiir den DNA-Verdau

Enzym, Reagenz Hersteller

Desoxyribonuklease I (DNase I) MBI Fermentas, St.Leon-Rot, Deutschland
10x Reaktionspuffer (100 mM Tris-HCI [pH 7,5], MBI Fermentas

25 mM MgCl,, 1 mM CaCl,)

25 mM EDTA MBI Fermentas

Die RNA wurde anschlieBend mit ETOH gefallt (siehe Abschnitt 2.3.4). Die RNA wurde in
20-50 pl H,O aufgenommen und fir 15 min bei RT geldst. Die Konzentrationsbestimmung
erfolgte bei Ay Zur Uberprifung der Integritat wurden 500 ng der RNA in einem
Agarosegel (1,4%) analysiert.
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2.3.7 Reverse Transkriptase-Reaktion praparierter RNA: Standard

Protokoll
Tabelle 2-8 Reaktionskomponenten der Reversen Transkriptase-Reaktion

Konzentration, Volumen Hersteller
pro Reaktion (X 20 ul) Enzym, Reagenz

. . Invitrogen, Karlsruhe

T™ > s
40 Units RNaseOut™ (40 units/ul) Deutschland
200 Units SuperScript™ III Reverse Transcriptase (200 Units/ul) Invitrogen
Ix 10x PCR Pufter (250 mM Tris-HCl (pH 8,3), 375 mM Invitrogen
KCl, 15 mM MgCl,)

5mM 0,1 M Dithiothreitol (DTT) Invitrogen
300 ng Random Hexamer Primer (RHP, 150 ng/pl) Invitrogen
0,5 mM Desoxynukleotide (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) MBI Fermentas

Neben dem RNA-Extrakt wurden 10’ Kopien RNA_yc direkt in die cDNA-Synthese
eingesetzt, um die in den Urin zugegebene Kopienzahl zu verifizieren. Die
Zusammensetzung Reverse Transkriptase Reaktion wird in Tabelle 2-8 aufgefiihrt. Der
RNA-Extrakt (10 ul), RHP und Desoxynukleotid-Triphosphate wurden fur 10 min bei 75°C
denaturiert und anschlieRend erfolgte eine Inkubation auf Eis fur 1 min. Das Annealing der
RHP wurde bei 25°C flir 10 min durchgefihrt. Darauf wurde der Reaktions-Puffer,
Superscript™ [l Reverse Transkriptase, DTT und RNaseOut™ hinzugefugt. Die Synthese
der cDNA wurde bei 50°C fiur 60 min durchgeflhrt. Die Inaktivierung der Reverse
Transkriptase erfolgte bei 70°C fiir 15 min. Zur ldentifikation von Kontaminationen durch
genomische DNA wurde eine non-RT Reaktion mitgefiihrt, welche H,O anstelle der
Reversen Transkriptase und RNaseOut™ enthielt.

2.3.8 Polymerasekettenreaktion (PCR)

2.3.81 PCR Amplikons

Die verwendeten Primer wurden von der Firma Metabion (Martinsried, Deutschland)
bezogen. Die TagMan®-Sonden wurden von der Firma Eurogentec (Seraing, Belgien)
bezogen. Die Programme, mit welchen Primer und TagMan®-Sonden entworfen wurden,
sind in der folgenden Tabelle aufgelistet.

Tabelle 2-9 Verwendete Programme fiir den Entwurf von Primern und Sonden

Programme Hersteller

PrimerExpress® Version 2.0 Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland

Steve Rozen, Whitehead Institute for Biomedical
Research, Cambridge, UK
Blast ww.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

Primer3
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Die Schmelztemperatur aller Primer lag bei ca. 62°C, die der Sonden war 8-10°C hoher.
Uber das Programm Blast wurde sichergestellt, dass die Sequenzen der Primer und
Sonden nur eine vollstadndige Sequenzhomologie zur Target-mRNA aufweisen. Die gPCR-
Amplikons wurden mit der Vorraussetzung entworfen, dass entweder ein Primer oder die
TagMan®-Sonde auf einer Exon/Exon Grenze positioniert war. Diese Vorraussetzung
gewahrleistet, dass genomische DNA in der Reaktion nicht amplifiziert wird. Die
Amplifikation der Ubiquitin C, CC3 und TC3 mRNA erfolgte Gber ein Intron-tberbriickendes
Primer-Paar. Die BCL2L1 mRNA wurde Uber Primer amplifiziert, welche in einem Exon
positioniert waren. Die entsprechenden Sequenzen und Charakteristika der verwendeten

Amplikons werden in den nachfolgenden Tabellen aufgefiihrt.

Tabelle 2-10 Charakteristka der fir die Detektion tumorrelevanter
verwendeten gPCR-Amplikons.

mRNA-Sequenzen

Target
mRNA

Accession
Nummer

Sequenz: '5-37
1. Forward Primer
2. Reverse Primer
3. TaqMan® Sonde*

Amplikon
Linge (bp)

EB

R? der
Standard
Kurve®

BAX

BCL2L1

CC3

ETS2

Ki-67°

OP18

TC3

uPA

UPKI1A

NM_138761

NM_138578

NM_006410

NM_005239

NM_002417

NM_203401

AF092095

BCO013575

NM_007000

1. TGGAGCTGCAGAGGATGATT
2. AGCTGCCACTCGGAAAAAGA
3. FAM-CCGCCGTGGACACAGACTCCC-BHQ-1

TGCGTGGAAAGCGTAGACA
GCTCTAGGTGGTCATTCAGGTAAGT
FAM-TGGTGAGTCGGATCGCAGCTTG-BHQ-1

GTCTGCAGAGCTGGCAAAAG
TCAACCTTGGCTTCTACTTCTCC
YY-TGGAGGGTGCAAACATTTCAACTTGC-BHQ-1

CCAAGAAAAGACAGAAGATCAATATGAA
GTGCCAAAACCTAATGTATTGCTG
FAM-CACCTCACCTCCGTTCCTCATTGGA-BHQ-1

CGGACTTTGGGTGCGACTT

2.1: CAACTCTTCCACTGGGACGAT

2.2: GTCGACCCCGCTCCTTTT
FAM-ACGAGCGGTGGTTCGACAAGTG-BHQ-1

AAAGACGCAAGTCCCATGAAG
AGCTTCCATTTTGTGGGTCAG
FAM-GCAGCTGGCTGAGAAACGAGAGCA-BHQ-1

GGAAGCTCACCTTCGACGAG
AGCATTGCAACAGGCACAAA
FAM-CAGAGGGAAAGCTGGGGCGG BHQ-1

CCTGCCCTCGATGTATAACGAT
CCGGATAGAGATAGTCGGTAGAATTC
FAM-CCCAGTTTGGCACAAGCTGTGAGATCA-BHQ-
1

CGTCATGATTGAGCAAGAATGC
CGGAAGGCTGACGTGAAGT
FAM-TGGCACATCTGGTCCCATGGA-BHQ-1

71

88

123

90

77
202

146

242

92

72

1,95

0,9994

0,9992

0,9996

0,9982

0,9988
0,9993

0,9992

0,9988

0,9994

0,9992

AFAM = 6-Carboxyfluorescein; BHQ = Black Hole Quencher™; YY = Yakima Yellow
BE = Effizienz
®Der Threshold wurde fiir fast alle Amplikons auf 0,2 gesetzt. Fiir CC3, OP18 und TC3 lag der Threshold bei 0,1.
PFiir das Ki-67 Amplikon wurden zwei unterschiedliche reverse Primer verwendet
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Tabelle 2-11 Charakteristika fir die  Normalisierung detektierter ~mRNA-Kopienzahlen
verwendeten gPCR-Amplikons.

Target Accession  Sequenz: '5-3° Ampli- E® R? der

mRNA Nummer 1. Forward Primer kon Standard
2. Reverse Primer Linge Kurve®
3. (TagMan® Sonde)* (bp)

18S rRNA U13369.1 1. CACATCCAAGGAAGGCAGCAG 122 1,85 0,9983

2. GACTTGCCCTCCAATGGATCC
1. TTTGGAATTTTGCCGATTTCAT

GUSB NM_000181 2. GCCGAGTGAAGATCCCCTTT 78 2,03 0,9994
3. FAM-AACAGTCACCGACGAGAGTGCTGGG-BHQ-1
B2M NM_004048 CTCCGTGGCCTTAGCTGTG 73 1,94 0,9997

AATCTTTGGAGTACGCTGGATAGC

GACAGTCAGCCGCATCTTCTT
GAPDH AF261085 TCCGTTGACTCCGACCTTC 86 1,99 0,9987
YY-CCAGCCGAGCCACATCGCTG-BHQ-1

GAACATCACGTACGCGGAATAC

RNAyc TTTCACTGCATACGACGATTCTG 104 1,94 0,9984
FAM-TCGAAATGTCCGTTCGGTTGGCA-BHQ-1

RP II NM_000937 GTACGCACCACGTCCAATGA
GAGCCATCAAAGGAGATGACG 110 1,97 0,9983
CTGGAGAAACTGCTGCCTCAT

RPLPO NM_001002 CACCTTATTGGCCAGCAACA 99 1,98 0,9988

FAM-CCGGGGGAATGTGGGCTTTG-BHQ-1
RPS27A NM_002954 GAAAACCCTTACGGGGAAGA

TGCTTGCCAGCAAAGATCAG 132 1,92 0,9961
GATTTGGGTCGCGGTTCTT
UBC NM_021009 GATGGTGTCACTGGGCTCAA 119 1,98 0,9973

FAM-TGGATCGCTGTGATCGTCACTTGA-BHQ-1

ACAACTTGACATTGTGGACATCG
YWHAZ NM_003406 CCGGTTAATTTTCCCCTCCT 75 1,97 0,9992

AFAM = 6-Carboxyfluorescein; BHQ = Black Hole Quencher™; YY = Yakima Yellow
®E = Effizienz der gPCR
“Der Threshold wurde fiir fast alle Amplikons auf 0,2 gesetzt. Fiir BGUS und RNA, yc lag der Threshold bei 0,1.

2.3.8.2 Konventionelle PCR

Fur alle mRNAs wurden jeweils 2—3 Primerpaare entworfen, welche zuerst anhand einer
konventionellen PCR untersucht wurden. In die PCR wurde eine verdinnte cDNA
eingesetzt, welche aus Gesamt-RNA aus ECV-304-Zellen synthetisiert wurde. Anhand der
konventionellen PCR wird ein bestimmtes DNA-Fragment, welches von
sequenzspezifischen Primern flankiert wird, mittels einer thermostabilen DNA-Polymerase
und sich wiederholenden, dreiphasigen Zyklen vervielfaltigt (Tabelle 2-12). In der Tabelle
2-13 werden die Reaktionskomponenten der PCR aufgeflihrt. Die PCR wurde mit einer
Tag-Polymerase von New England BioLabs (Frankfurt am Main, Deutschland)
durchgefiihrt. Zur Analyse wurden die PCR-Produkte anhand einer Agarose-
Gelelektrophorese aufgetrennt.
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Tabelle 2-12 Zusammensetzung der PCR

Tabelle 2-13 Temperaturprofil der PCR

Komponente Konzentration, pl Schritt Bedingungen
cDNA-Template 2 ul Denaturierung 120 sec 94°C
Senseprimer (10 uM) 200 nM Denaturierung 15 sec 95°C
Antisenseprimer (10 pM) 200 nM Hybridisierung 45 sec 60°C
dNTP’s (jeweils 10 mM) 200 mM Elongation 30 sec 72°C
Magnesium 2 mM Zyklen 35

10x Puffer 1x* Finale Elongation 360 sec 72°C
Tag-Polymerase (5 1 Unit

Units/pl)

H,0 ad 25 pl

)y 25 ul

*10 mM KCI, 10 mM (NH4)2SO04, 20 mM Tris-HCI, 2
mM MgSOs, 0,1% Triton X-100, pH 8,8 (25°C)

2.3.8.3 Einstellungen des Pipettierroboters

Um eine hohe Prazision und Standardisierung bei der RT-qPCR-basierten Quantifizierung
von mMRNA-Tumormarkern und miRNAs im Patientenurin oder in RNA-Extrakten
transfizierter Zellen zu erreichen, wurde das cDNA-Template sowie der Mastermix der PCR
von einem Pipettierroboter (EP Motion 5070) in die 384-well Reaktionsplatten Uberfihrt.
Hierzu wurde das in der Tabelle 2-14 aufgefiihrte Programm fir die Ubertragung des
cDNA-Templates erstellt. Die Proben wurden mit einem 8-Kanal-Pipettierkopf (,TM_50_8%)
im Pipettiermodus von dem Vorratsgefall, einer 96-well Platte, in die 384-well
Reaktionsplatte vorgelegt. Anschliellend erfolgte die Zugabe des Mastermixes durch den
Roboter Uber einen Einkanalpipettierkopf (,TS_50%) im Multi-Dispensiermodus. Das hierzu
erstellte und verwendete Programm wird in der Tabelle 2-15 aufgefuhrt. Fur alle
Pipettiervorgdnge wurden Filterspitzen verwendet.

Tabelle 2-14 Roboter-Einstellungen fir
das Pipettieren von cDNA

Tabelle 2-15 Robotereinstellungen fiir das
Pipettieren von Mastermix

Parameter Pipettiermodus Parameter Pipettiermodus
Liquid options Speed aspiration 15,4 mm/sec

Speed aspiration 15,4 mm/sec Speed dispense 80,0 mm/sec

Speed dispense 50,0 mm/sec Delay blow 700 msec

Delay blow 700 msec Speed blow 60,0 mm/sec

Speed blow 40,0 mm/sec Movement blow 80% of maximal blow
Movement blow 50% of maximal blow Pewetting 0 cycles

Pewetting 0 cycles Change tips After 4 aspirations
Change tips After 3 aspirations Special Dispense from top
Volume 2ul Volume 8 ul
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2.3.8.4 AQuantitative PCR (qPCR, Standardprotokoll) und Analyse der Daten

Alle Reaktionen zur quantitativen Detektion von mRNAs wurden mit dem qPCR™ Core Kit
+/- SYBR®Green | (Eurogentec, Seraing, Belgien) durchgefihrt. Die Zusammensetzung
des Reaktionsgemisches ist in der folgenden Tabelle flr 384-well Platten aufgeflhrt. Der
Lauf aller durchgefihrten gPCRs wurde in einem 7900HT Thermocycler (Applied
Biosystems, Darmstadt, Deutschland) durchgefiihrt. Die Auswertung aller durchgefiihrten
RT-qPCR-Laufe erfolgte Uber die Software SDS 2.1 (Applied Biosystems).

Tabelle 2-16 Reaktionskomponenten der quantitativen PCR

Reaktionsansatz mit SYBR®Green I Reaktionsansatz mit TagMan®-Sonden
Komponente Konzentration Komponente Konzentration
10x PCR Puffer Ix 10x PCR Puffer 1x
MgCl, (50 mM) 3mM MgCl, 3 mM
dNTPs (5 mM) 200 uM dNTPs 200 pM
Hot Goldstar DNA ) Hot Goldstar DNA ;

) 0,025 Units/pul 0,025 Units/ul
Polymerase (5 Units/pl) Polymerase
forward Primer (10 uM) 200 nM forward Primer 200 nM
reverse Primer (10 pM) 200 nM reverse Primer 200 nM
SYBR® Green I (1:2000 0,5 ul TagMan®-Sonde 125 nM
in DMSO) DMSO 5%
Verdiinnte cDNA Verdiinnte cDNA

2 ul 2 ul

(oder non-RT) (oder non-RT)

Die Amplifikation von cDNA wurde in Triplikaten durchgefihrt, die non-RTs wurden in
Duplikaten bestimmt. Um Kontaminationen in jedem Lauf einer gPCR auszuschliel3en,
wurde eine non-Template-Kontrolle, bestehend aus H-O, in die Reaktion eingesetzt. Das in
der gPCR verwendete Temperaturprofil ist in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Tabelle 2-17 Temperaturprofil der gPCR

Zyklus Temperatur Zeit (sec)  Anzahl der Zyklus-Wiederholung
1. Hitzeaktivierung 95°C 600 Ix

2. Denaturierung 95°C 15

3. Annealing/Elongation 60°C 60 50x

In der PCR wurden fir jedes Amplikon aufgereinigte PCR-Produkte als Standard
mitgefuhrt, um die absolute Kopienzahl pro Reaktion errechnen zu kénnen. Diese PCR-
Produkte wurden mittels MinElute PCR Purification Kit (Qiagen) nach Angaben des
Herstellers aufgereinigt. Der Standard wurde aus sechs seriellen 10—fach Verdiinnungen in
10 mM Tris-HCL (pH 8,0), 10 ng/ml Poly (1) hergestellt, so dass in einer Reaktion 10'—10°
Kopien vorlagen. Die Analyse der Daten erfolgte Uber die SDS 2.1 Software. Nach dem
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gPCR-Lauf wurde Uber den mitgeflihrten passiven, internen Referenzfluoreszenzfarbstoff
ROX die Reporterfluoreszenz normalisiert (R, = [Reporter Signal/ROX]), um eventuelle
Pipettier-Ungenauigkeiten zu korrigieren. AnschlieRend wurde die Basislinie definiert,
welche der Hintergrund-Fluoreszenz entsprach. Die Hintergrundfluoreszenz wurde
ebenfalls Uber ROX normalisiert und anschlieRend, wurde diese von R, subtrahiert,
wodurch man den AR.,-Wert erhielt.

Amplification Plat
e ? Plateau-Phase
1,000 E+1 Amplification Plot
1.000 [
Threshold / A Abb. 2-4
sLineare . ) .
% ooos : : Ph%j/ / Darstellung eines Amplifikationsplots nach der
: P Vervielféltigung von verschiedenen Kopien eines
10002 Hintergrundfluoreszenz fr’ DNA-Standards. Abgebildet ist die AR, auf der y-
Py i i Ordinate versus der Zyklus-Zahl auf der x-
1.000 63— 12— — .
[+] S i+ 15 20 25 20 35 40 Ordlnate
Cytle
Detector:|EAX_tagman | Flot:|ARnvs. Cycle =] Thresheld:| 0.20

In der oben dargestellten Abbildung wird exemplarisch ein Amplifikationsplot des BAX-
Amplikons dargestellt. In der gqPCR wurden verschiedene serielle Verdiinnungen eines
DNA-Standards (Abb. 2-5: 10°-10 Kopien, von links nach rechts) vervielfaltigt. Die
erhaltenen Ct-Werte wurden fir die Erstellung einer Standardgerade (Abb. 2-5) zur
absoluten Quantifizierung verwendet. Die Basislinie wurde in diesem Fall vom 3. bis zum
15. Zyklus positioniert und wird durch die beiden roten Pfeile markiert. Nach der Basislinie
wird der Schwellenwert festgelegt, welche in der Abbildung als rote Linie dargestellt wird.
Diese Linie sollte ungefahr in der Mitte der linearen Phase der qPCR liegen, was hier
einem AR,-Wert von 0,2 entspricht. Der Ct-Wert entspricht demjenigen Zyklus, bei dem der
AR,-Wert den Schwellenwert durchbricht. Die Effizienz der gPCR (E) ergibt sich aus der
Steigung der Standardgeraden und wurde Uber die Formel 2-2 berechnet:

Formel 2-2; E = 10C"/Steigund

Die Ct-Werte amplifizierter Targets wurden anhand der mitgefuihrten Standardkurven in die
absolute Kopienzahl transformiert.

Standard Curve Plot

Detector: |BAX_tagman j

i Standard Plot Eegend

; " | Abb, 25

o T Standardgerade zur absoluten Quantifizierung.

2 e Auf der y-Ordinate werden die in Abb. 2-4
B dargestellten Ct-Werte abgebildet, auf der x-

24 Slope: -3.3655024 2 . . .

22 Inter: 35.50843 Ordinate wurden die eingesetzten Kopien-Zahlen

20 RZ:0.009251

18 aufgetragen.

16

14

12

1.0 1.OE+1 1.0E+2 1.0E+3 1.0E+ 1.0E+7 1.0E+6 1.0E+7
Quantity
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2.3.8.5 Analyse von Schmelzprodukten

Die PCR-Produkte entwickelter Amplikons wurden Ober Schmelzkurven mittels
SYBR®Green | untersucht. SYBR®Green | ist ein Fluoreszenzfarbstoff, der im Allgemeinen
sequenzunabhangig an die kleine Furche von doppelstrangiger DNA bindet. Der
gebundene Farbstoff fluoresziert etwa 1000x starker als ungebundenes SYBR®Green |.
Um die Schmelztemperatur zu ermitteln, wurde ein Temperaturprofil an den Lauf der gPCR
angeschlossen, welches mit der Denaturierung bei 95°C flir 15 sec begann. Anschlieflend
wurde die Temperatur auf 60°C flr 15 sec lang erniedrigt und graduell (2%ige
Temperaturrampe) wieder auf 95°C erhoht. Die Schmelztemperatur, gekennzeichnet durch
maximale Abnahme des Fluoreszenzsignals, wurde mit der Software SDS 2.1 ermittelt.
Anhand der Schmelzkurve (Abb. 2-6) konnte untersucht werden, ob innerhalb der gPCR
ungewinschte Primer-Dimere oder unspezifische Produkte gebildet wurden. Die Primer-
Dimere interferieren mit der Bildung spezifischer PCR-Produkte und verfalschen somit die
Messergebnisse. Das Amplikon des Target-Gens schmilzt in der Regel bei héheren
Temperaturen als die Primer-Dimere.

1,560 Exl Dissssaniation Cuanne 2.566E1 Disssaiciation Cuana:

2000 |

l Abb. 2-6
| Dissoziationskurven des BAX-
N Bl Amplikons. Nach der gPCR
H wurden die PCR-Produkte
[ aufgeschmolzen. In A wird die
| Abnahme der Fluoreszenz
] [ (Raw; y-Ordinate) bei einer
ao rosoen i Erhéhung der Temperatur (x-
: H Ordinate) abgebildet. In B

2000 ‘-‘t\ : 2000 |'

L b 136061

Raw
y
Deriuative

| wird die Fluoreszenz-
- | IRV AL ) O SRV ARRIR anderung als Funktion der

\ ' A Temperatur  (—dF/dT) dar-
gestellt.

.1 700 ™o o

7 o .1 700 ™o o %0
Tempersture {C]

o oma
Tempersture {C) ik
Ovtector: [BAN-2 x| Mot [Raw =] Step: [Slage 2, step 3 = Ootector: [BAx2 =] ok [Derivatve =] Step: [Stage 3, step 3

nso
¥

2.3.8.6 qPCR-Array

Zur ldentifizierung Harnblasenkarzinom-spezifischer mRNAs wurde ein RT-gPCR-Array
(RT? Profiler™ PCR Array Human cancer PathwayFinder™; SuperArray, Frederick, USA)
durchgefuhrt. Der Array ermdglichte die gleichzeitige Detektion von 86 unterschiedlichen
tumorrelevanten mRNAs im 96-well-Format. Hierfur wurde Gesamt-RNA aus 1,2 ml
Gesamturin von vier gesunden Probanden und vier Patienten mit einem G1-
Harnblasenkarzinom (Tabelle 2-18) anhand des Standardprotokolls prapariert.
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Tabelle 2-18 Patienten-Auswabhl flr die Array-Analyse

Patienten mit G1- Gesunde Spender
Tumoren

& (n) 2 3

Q (n) 2 1

Alter, Median 68 61

Tumorgrad (n) G1 (4) -/-

Tumorstadium (n) pTa(4) -/-

Die Gesamt-RNA wurde anhand des Standardprotokolls in cDNA umgeschrieben, und das
gesamte Volumen dieses Reaktionsansatzes (20 pl) wurde mit 80 pl H,O verdinnt. In der
unten aufgefiihrten Tabelle ist die Zusammensetzung der verwendeten gPCR-Mastermixe
aufgeflhrt.

Tabelle 2-19 Zusammensetzung des Mastermixes fur den qPCR-Array

Reaktionskomponente Mastermix 1 (ul) Mastermix 2 (ul)
H,O 1703,75 191,3

10x PCR Puffer 235 25

dNTPs 94 10

MgCl, 141 15

Hot Gold Star DNA Polymerase 11,75 1,25

Sybr®Green [ 70,5 7,5

cDNA 94

Jeweils 25 pl des Mastermixes 1 wurden in die wells A1 bis H5 (siehe Abb. 2-7) pipettiert.
Aus Mastermix 1 wurde mit dem Mastermix 2 eine serielle Verdlinnungsreihe hergestellt
(107-10®). Jeweils 25 ul der ersten 10-fach Verdiinnung wurde in die wells H11 und H12
pipettiert, 25 ul der 2. bis 6. Verdlinnungsstufe wurden in die wells H6 bis H10 pipettiert.
Die Ct-Werte der Amplifikationen wurden Uber die Software SDS 2.1 berechnet. Aul3erdem
wurden Schmelzkurvenanalysen zur Uberpriifung auf das Vorliegen eines spezifischen
PCR-Produktes hin Gberprift. Zusatzlich wurden die PCR-Produkte der mRNAs mit hoher
Abundanz anhand von einer Agarosegelelektrophorese analysiert. Uber die folgende
Formel wurde die relative Abundanz der mRNAs ermittelt.

Formel 2-3: relative Expression = 2(Ct Tget Gen)jp(Cthousekeeping Gen)

Da die Effizienz der einzelnen Amplifikationen nicht berechnet werden konnte, wurde eine
Effizienz von 2 fur alle Reaktionen festgelegt. Zur Normalisierung der Daten diente das
housekeeping Gen GAPDH. Fir die Festlegung geeigneter Tumormarker wurden lediglich
Amplikons berlcksichtigt, welche anhand der Dissoziationskurve und
Agarosegelelektrophorese ein sauberes Produkt ergaben.

Die Belegung des Arrays mit den entsprechenden Primern, welche die entsprechenden
MmRNAs amplifizierten ist in der folgenden Abbildung dargestellt. Die untersuchten mRNAs
werden von an der Transformation oder der Tumorigenese beteiligten Genen codiert. Die
Gene koénnen in 6 funktionelle Gen-Gruppen eingeteilt werden, welche durch einen bunten
Farbcode unterhalb der Abbildung aufgefuhrt werden.
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A2 A3 A4 A6 A7 A8 A9 A11
ANGPT1 | ANGPT2 | APAF1 BAD BAX BCL2 BCL2L1 CASP8
B6 B8 B12
CFLAR COL18A1 FAS
c1 Cc3 C4 C5 Ccé c7 c8
FGFR2 GZMA HTATIP2 | IFNA1 IFNB1 IGF1 L8
D9 D10 D11 D12
MET MMP1 MMP2 MMP9
E1 E2 E7 E8 E9 E10 E12
MTA1 MTA2 NME1 NME4 PDGFA | PDGFB PLAU
F1 Fé F7 F10 F11 F12
PLAUR SERPINB5 SERPINE1 TEK TERT TGFB1
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8 G10 G12
TGFBR1 | THBS1 TIMP1 TIMP3 TNF TNFRSF10B | TNFRSF1A | TNFRSF25 TWIST1 VEGF
H1 H2 H3 H4 H5 Hé H7 H8 H9 H10 H11 H12
18SrRNA | HPRT1 RPL13A | GAPD ACTB ACTB ACTB ACTB ACTB ACTB ACTB ACTB
l:l Apoptose und Zellseneszenz - Signaltransduktionsmolekiile und Transkriptionsfaktoren
- Zellzyklus-Kontrolle und DNA-Reparatur - Adhésion - Angiogenese
|:| Invasion und Metastasierung |:| Housekeeping Gene
Abb. 2-7 Plattenbelegung des qPCR-Arrays. Die Bezeichnungen relevanter Gene werden im

Abkurzungsverzeichnis aufgefihrt.

2.3.9 Verdiunnungsexperimente zur Bestimmung moglicher
inhibitorischer Effekte der RNA-Extrakte (,,spike-Experimente*‘)

Fur die Quantifizierung der RNA_yc-Ausbeute wurde RNA in Duplikaten aus Gesamturin
prapariert (10 gesunde Spender: 5 &, 5 @; Alter, Median = 30 Jahre), und eine definierte
Menge von RNA_c wurde an 2 verschiedenen Schritten des Protokolls hinzugefiigt. Es
wurden entweder 107 Kopien von RNA_ ¢ direkt vor der RNA-Praparation (siehe Standard
Protokoll, Abschnitt 2.3.7) oder 5x10° Kopien direkt nach der RNA-Praparation hinzugefiigt.
Zusatzlich wurde die cDNA aus dem ersten spike-Experiment vor der gqPCR Analyse mit
Nuklease-freiem H,O verdinnt. FUnf verschiedene serielle  Verdinnungen
(Verdinnungsfaktoren: 2,5; 7,5; 22,5; 67,5; 202,5) wurden hergestellt. Die RNA_yc-
Ausbeute wurde Uber Extrapolation zur eingesetzten Kopienzahl errechnet. Die RNA-
Praparations-Prozedur sowie die Konditionen fiir Reverse Transkriptase-Reaktion und
gPCR entsprachen dem Standardprotokoll.

2.3.10MicroRNA-Analyse

Aufgrund der Tatsache, dass reife miRNAs nur eine Lange von 18-24 Nukleotiden
aufweisen, bedarf es im Vergleich zu langeren mRNAs einer besonderen Praparations-
und Quantifizierungs-Technik. Bei der Aufreinigung von Gesamt-RNA Uber eine Silica-
Membran werden in der Regel nur Nukleinsauren gebunden, welche langer als 200 Basen
sind. Durch eine Erhéhung des Ethanol/Nukleinsaure-Verhalinis wird das Binden der
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kleinen RNAs an die Silica-Membran ermdglicht. Zusatzlich verhindern modifizierte
Waschpuffer das friihzeitige Eluieren gebundener RNA. Die RT-qPCR-basierte Detektion
von miRNAs wurde ebenfalls modifiziert, so dass ein ausreichend grof3es Amplikon in der
gPCR vorliegt, was ein Binden von Primern und Sequenz-spezifischen TagMan®-minor

groove binder (MGB)

2.3.10.1

gewabhrleistet.

Praparation von miRNA aus Gesamturin sowie RT-PCR-Analyse

Die Praparation von Gesamt-RNA einschlieRlich miRNAs aus Gesamturin erfolgte anhand

des miRNeasy-Kits

(Qiagen).

Die verwendeten Komponenten zur Praparation und

Quantifizierung von miRNA aus Gesamturin werden in der unten aufgefuhrten Tabelle

aufgelistet.

Tabelle 2-20

Verwendete Materialien zur Detektion von miRNAs

Schritt Komponente Hersteller
miRNA-Priparation miRNeasy-Kit Qiagen
Homogenat Additiv Ambion
DNase | Qiagen
miRNA RT-qPCR . Applied Biosystems,
TagMan® MicroRNA Assays -
Reverse Transkriptase Reaktion TagMan® MicroRNA Reverse Applied Biosystems
Transcription Kit
RNase-Inhibitor Applied Biosystems
TagMan® Universal PCR Master Mix Applied Biosystems

Es wurden drei modifizierte Protokolle erstellt. Das Aufarbeitungsschema des Protokolls 1
wird in der Abb. 2-8 aufgefuhrt. Nach der Urinabgabe wurde Gesamturin durch GuSCN,

wie unter 2.2.2 beschrieben, stabilisiert.

+1,5 Volumen Ethanol absolut, vortexen

300 pl GuSCN-stabilisierte Urinlésung (pH 7)

750 pL/Saule
(Zentrifugation bei 8.000xg, 15 sec)

350 pl RWT Puffer
(Zentifugation bei 8.000xg, 15 sec)

10 pl Dnase | + 70 pl Puffer RDD
(Inkubation bei RT, 15 min)

350 ul RWT Puffer
(Zentifugation bei 8.000xg, 15 sec)

500 pl RPE Puffer
(Zentrifugation bei 8.000xg, 15 sec)

500 pl RPE Puffer
(Zentrifugation bei 8.000xg, 2 min)

-
Leerlauf

(Zentrifugation bei
10.000xg, 1 min)

.

Blution: 40 pL H,0
(Zentrifugation bei 8.000xg, 1 min)

)

[

Erneute Elution mit dem Durchfluss
(Zentrifugation bei 8.000xg, 1 min)

|
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Aufarbeitungsschema des Protokolls 1 zur Praparation
von miRNA aus Gesamturin.
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Fur das Protokoll 2 und 3 wurde vor der Beladung der Silica-Membran mit der Probe eine
Phenol-Chlorofom-Aufreinigung durchgefihrt. Hierfir wurden 300 pl der GuSCN-
stabilisierten Urinldsung mit 1/10 Volumen miRNA-Homegenat-Additiv (Ambion) versetzt.
Die Proben wurden gevortext und fir 10 min auf Eis inkubiert. Anschliefend wurde den
Proben 1 Volumen saures Phenol-Chloroform hinzugefligt. Der Ansatz wurde 30—60 sec
lang gevortext und darauf bei 16.000xg fur 5 min bei RT zentrifugiert. Fir das 3. Protokoll
wurde nach der Extraktion mit Phenol-Chloroform zusatzlich 1 Volumen Chloroform zur
wassrigen Phase gegeben, und die Proben wurden erneut gevortext und zentrifugiert.
Dieser Schritt wurde eingeflhrt, um potentielle Phenol-Kontaminationen in der wassrigen
Phase zu entfernen. Die obere, wassrige Phase wurde mit 1,5 Volumen Ethanol absolut
vermischt und anschlieRend entsprach die weitere Aufarbeitung der des Protokolls 1,
allerdings ohne DNA-Abbau auf der Saule. Dafir wurde ein Volumen von 700 pyl RWT-
Puffer einmalig auf die Saule gegeben. Von dem RNA-Extrakt wurden 5 ul in die Reverse
Transkriptase-Reaktion (Tabelle 2-21, 2-22) eingesetzt.

Tabelle 2-21 Reaktionskomponenten der Tabelle 2-22 Reaktionsbedingungen der RT-
RT-Reaktion Reaktion

Komponente 53;:1 Z;Z:?ﬁ?:;y] Schritt ;l;ecn)lperatur (Zn?ltn)
dNTPs (100 mM) 0,15 pul 1. Annealing 16 30
Multiscribe™ RT (50 U/ul) 50 Units 2. Transkription 42 30
10x RT Puffer 1x 3. Hitze-Inaktivierung 85 5
spezifischer Primer (5x) Ix**
RNase Inhibitor (20 U/ul) 0,19 pl
RNA-Extrakt Sul[1,3 pl]
Nuklease-freies H,O ad 15 pl

**Bei dem Array wurde anstelle des Primers HyO in
den Master-Mix gegeben, da dieser lyophilisiert in
den einzelnen Vertiefungen der Platte vorlag.

Fur das Austesten der drei Protokolle wurden die Abundanzen von miR-16, miR-17-5p,
miR-21 und RNU6B-RNA (U6-RNA) mittels RT-gPCR bestimmt (Tabelle 2-23). Die
Laufbedingungen werden in der Tabelle 2-24 aufgefiihrt. Die Reaktionen wurden in einer
384-well PCR-Platte durchgefiihrt. Das Pipettieren der Proben wurde von dem Roboter
durchgefiihrt. Alle weiteren Aufarbeitungen wurden unter Verwendung des Protokolls 3
durchgefihrt. Es wurde au3erdem anhand der Detektion von miR-16 untersucht, ob die mit
dem Protokoll 3 hergestellten RNA-Extrakte von zwei verschiedenen Urinen inhibitorisch
auf die nachfolgenden Enzymreaktionen wirken. Diesbezlglich wurden unterschiedliche
Volumina des RNA-Extraktes (0,3; 1; 3, 5, 7 upl pro cDNA-Synthese) in die Reverse
Transkriptase-Reaktion eingesetzt.
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Tabelle 2-23 Reaktionskomponenten der quantitativen PCR

Komponente Volumen (ul)
2x PCR Mastermix 10
Primer/Sonden-Mix (20x) Ix**

cDNA 1,33
Nuklease-freies H,O ad 20 pl

**Bei dem Array wurde anstelle der Primer und Sonde H,O in den
Master-Mix gegeben, da diese Iyophilisiet in den einzelnen
Vertiefungen der Platte vorlagen.

Tabelle 2-24 Reaktionsbedingungen fur die PCR

Zyklus Temperatur Zeit (sec) ZyKklus-Wiederholung
1.Hitzeaktivierung 95°C 600 } 1x
2.Denaturierung 95°C 15

3.Annealing/Elongation ~ 60°C 60 } 40x

2.3.10.2 RT-qPCR-Array und Einzelanalyse ausgewahlter miRNAs

Fur die Detektion von 157 unterschiedlichen miRNAs wurde der ,TagMan® MicroRNA
Assay, Human Panel- Early Access Kit* miRNA-RT-gPCR Array (Applied Biosystems)
angewendet. Zur Durchflihrung des Array-Experimentes wurde RNA aus jeweils 9 Urinen
von 4 unterschiedlichen Patientengruppen untersucht. Darauf wurde die Abundanz der UG-
RNA in 10 pl RNA-Extrakt bestimmt. Zur Berechnung der relativen U6-RNA-Abundanz
wurde in jeder Patientengruppe die Probe mit dem kleinsten Ct-Wert der U6-RNA
ausgewahlt (Formel 2-4).

Formel 2-4: relative U6-RNA-Abundanz = 2~CtProbe X p-Ct minimal

Die RNA-Extrakte von neun Urinen jeder Gruppe wurden vereinigt, indem gleiche U6-RNA-
Mengen eingesetzt wurden (Tabelle 2-25).

Tabelle 2-25 Patienten-Auswahl fir die Array-Analyse

Patientengruppe 3 (n) Q (n) Alter, Median Tumorgrad, Tumorstadium (n)

Patienten mit G1-Tumoren 7 2 67 Gl, pTa

Patienten mit G2- oder G-Tumoren 6 3 72 G2, pTa (2); G2, pT1 (2); G3, pTa (1);
G3, pT1 (2); G3, pT2 (1); G3, pT3 (1)

Patienten mit Harnwegsinfektionen 1 8 76 -/-

Gesunde Spender 5 4 69 -/-

Das Volumen wurde mit H,O auf 281 ul gebracht. AnschlieRend wurde ein Aliquot von
einem pl abgenommen, und es wurde die U6-RNA-Abundanz in den vereinigten Proben
vermessen. Auf diese U6-RNA-Menge wurden die Array-Daten normalisiert. Das restliche
Volumen von 280 ul wurde in das Array-Experiment eingesetzt, wobei ein Master-Mix flr

44



2. Material und Methoden

220 Proben flir die Reverse Transkriptase-Reaktion hergestellt wurde (Tabelle 2-21).
Dieser Mastermix wurde auf zwei 96-well-Platten verteilt, welche bereits die lyophilisierten
Primer fur die cDNA-Synthese von 157 unterschiedlichen miRNAs enthielten. Nach der
Reversen Transkriptase-Reaktion wurden 1,33 ul der miRNA-spezifischen cDNA in die
gPCR eingesetzt (Tabelle 2-23). Fir die Auswertung der Array-Daten wurden alle
moglichen miRNA-Ratios unter Verwendung der Formel 2-5 bebildet.

Formel 2-5: Target A/Target B = 27

In dieser Formel zur relativen Quantifizierung der RT-qPCR-Daten wird theoretisch
angenommen, dass die PCR optimal ablauft und die Produkte nach jedem Zyklus
verdoppelt werden, das heil’t, die Effizienz der PCR gleich 2 ist. AuRerdem wurde die
relative Abundanz der miRNAs bestimmt, indem die Ct-Werte der detektierten miRNAs
Uber die vor dem Array-Experiment ermittelte U6-RNA-Abundanz normalisiert wurde
(Formel 2-6).

2ACt Target-miRNA (Ct Kontrollen — Ct Tumoren)
2 ACt U6-RNA (Ct Kontrollen — Ct Tumoren)

Formel 2-6: relative miRNA-Abundanz =

Auf der Grundlage der Array-Daten wurden miRNAs (miR-126, miR-152, miR-182, miR-
184, miR-199a, miR-203) fur die Analyse in einzelnen Urinproben ausgewahlt. Aus dem
Array wurden die miRNAs fiir die Analyse in einzelnen Urinproben ausgewahlt. Die
Abundanz dieser miRNAs und der U6-RNA wurde in den 47 Urinproben der in der
folgenden Tabelle aufgeflihrten Patienten mittels RT-qPCR nach dem im Abschnitt 2.3.10.1
beschriebenen Protokoll bestimmt. Die Auswertung der Daten erfolgte Uber die Formel 2-6.

Tabelle 2-26 Patienten-Auswahl fiir die Analyse der miRNA-Zusammensetzung in einzelnen

Urinproben

Patientengruppe 3 (m) Q (n) Alter, Median Tumorgrad, Tumorstadium (n)

Patienten mit G1-Tumoren 8 3 71 Gl, pTa

Patienten mit G2- oder G-Tumoren 13 5 72 G2, pTa (6); G2, pT1 (5); G3, pTa (2);
G3, pTis (1); G3, pT1 (1); G3, pT2 (2);
G3, pT3 (1)

Patienten mit Harnwegsinfektionen 2 5 73 -/-

Gesunde Spender 8 3 69 -/-
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2.4 Zellkultur

Das Arbeiten mit verschiedenen humanen Zelllinien wurde ausschlielich unter einer Steril-
Werkbank ausgefiihrt. Die verwendeten Zellkulturmedien und Zellkulturflaschen werden in
der folgenden Tabelle aufgefuhrt.

Tabelle 2-27 Verwendete Zellkulturmedien und Zellkulturzusatze

Zellkulturmedium und -Zusiitze Firma

Dulbecco’s PBS (Phosphate buffered saline) PAA, Pasching, Osterreich
RPMI 1640 + 25 mM HEPES + L-Glutamin PAA

Medium 199 + Earle's Salze + L-Glutamin PAA

HAM’S F12 + Natriumbicarbonat, + L-Glutamin + HEPES PAA

MEM nicht-essentielle Aminosduren (NEA, 100x) PAA

Humanes Insulin (10 mg/ml) Roche, Mannheim, Deutschland
Fotales bovines Kilberserum Gold (FKS Gold) PAA

0,4% Trypanblau-Losung (in 0,81%NaCl, 0,06% Kalium-Phosphat) Sigma-Aldrich

Natrium Pyruvat Lésung (100 mM) PAA

10x Trypsin/EDTA (0,5/0,2%ig in 1x PBS ohne Ca*'/Mg”") Linaris, Bettingen, Deutschland
Dimethylsulphoxid (DMSO) HYBRI-MAX® Sigma-Aldrich

75 cm*-Zellkulturflasche fiir adhérente Zellen mit Filter Sarstedt
12-well-Zellkulturplatten, Flachboden fiir adhdrente Zellen Greiner Bio-One,

Frickenhausen, Deutschland
96-well-Zellkulturplatten, Flachboden fiir adhérente Zellen (weiss, Greiner bio-one
transparent)

Bei einer Konfluenz von etwa 80% wurden die Zellen umgesetzt. Daflir wurde der
Zellkulturiberstand entfernt. Die Zellen wurden mit 1x PBS gewaschen und es erfolgte die
Zugabe von 1x Trypsin/EDTA, so dass der Boden der Kulturflasche bedeckt war. Zur
Ablosung wurden die Zellen bei 37°C fur maximal 5 min inkubiert. Die Zellsuspension
wurde in ein steriles Zentrifugenrohrchen Uberfihrt, und die Flasche wurde mit
Zellkulturmedium gespult. Im Folgenden wurden die Zellen bei 400xg fur 4 min
zentrifugiert. Danach wurde der Uberstand abgenommen, und das Pellet mit 1-3 ml
Medium versetzt. Nach der Resuspension der Zellen wurde ein Aliquot der Zellsuspension
in Trypanblau-Lésung verdunnt, und es wurde die Zellzahl in einer Neubauerzédhlkammer
(0,100 mm Tiefe, 0,0025 mmz) mikroskopisch bestimmt. Die unterschiedlichen adharenten
Zelllinien wurden, wie in der unten aufgeflihrten Tabelle angegeben, ausgebracht und
kultiviert.
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Tabelle 2-28 Verwendete Zelllinien und Wachstumsbedingungen

Zelllinie  Ursprungsgewebe/Herkunft VZ* (h) Kaultivierung 77®
ECV-304  Etabliert aus einem primédren Harnblasenkarzinom (G3). ca. 25 Medium 199, 10% FKS 5x10°
In dem Tumor lag eine p53 Mutation vor. Derivat der
Zelllinie T24.
LnCap Etabliert aus Metastasen im linken supraclavikularen n.d. 90% RPMI 1640, 10% FKS,

Lymphknoten eines Mannes mit einem Prostatakarzinom.

MCEF-7 Etabliert aus einer pleuralen Effusion eines ca. 71 90% RPMI 1640, 10% FKS, 2x10°

metastasierenden Brustkarzinoms. 1%  Natriumpyruvat, 1x
NEA, 10 pg/ml humanes
Insulin
PC-3 Post-Mortal etabliert aus Knochenmarkmetastasen eines n.d. HAM’s F12, 7% FKS 1x10*

schlecht differenzierten Prostatakarzinoms (grade 4). In
dem Tumor lag eine p53 Mutation vor

RT-4 Etabliert aus einem gut differenzierten ca.38  RPMI 1640, 10% FKS 1x10°
Harnblasenkarzinom (G1, T2)

AVZ = Verdopplungszeit
877 = Ausgebrachte Zellzahl pro 75 cm*-Flasche

Ein Medienwechsel erfolgte alle zwei Tage, umgesetzt wurden die Zellen abhangig von
ihrer Verdopplungszeit. Die Kultivierung der Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37°C und
5% CO, ohne Zusatz eines Antibiotikums. Eine Infektion der Zellkultur mit Mykoplasmen
wurde durch die regelmafige Durchfiihrung des ,VenorGeM® Mykoplasmen Detektions-Kit
fur konventionelle PCR* (Minerva Biolabs, Berlin Deutschland) nach den Angaben des
Herstellers ausgeschlossen In der folgenden Tabelle werden die verwendeten
Zellkulturmedien und Zusatze aufgeflihrt. Die Verdopplungszeit (VZ) wurde Uber die
Formel 2-7 berechnet.

Formel 2-7: VZ = Wachstumszeit / [In (Zellzahl t, / Zellzahl to) / In 2]

2.5 Suppression von mRNA mittels siRNA

2.5.1 Messenger RNA Strukturanalyse und Entwurf von siRNAs

Die mRNA-Sequenzen der Target-mRNA UPK1A und OP18 wurden in Uberlappende
Fenster eingeteilt (11 Fenster fir die 1730 Basen lange OP18 mRNA, 6 Fenster fir die
1223 Basen lange fir UPK1A mRNA). Die Fenster hatten eine Gréfie von 800 Nukleotiden
und wurden schrittweise jeweils um 100 Nukleotide versetzt. Fur jedes Fenster wurden 10
mRNA-Strukturen mit der geringsten freien Energie (—AG) unter Verwendung der Software
mfold 2.3 kalkuliert [86]. Die mfold-Analysen wurden von Michael Schitt durchgefihrt,
einem Mitarbeiter aus dem Institut fir Molekulare Medizin. Als Target-Region wurden
diejenigen Sequenzbereiche definiert, welche laut mfold mit hoher Wahrscheinlichkeit den
grofiten ungepaarten Bereich besitzen [87]. Elbashir et al. beobachteten die effizienteste
Hemmwirkung bei siRNAs, welche aus einem 21-Nukleotid langen sense und antisense
Strang mit einem 2-Nukleotid-Uberhang am 3°-Ende bestehen [88]. Daher wurden fiir jede
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mRNA jeweils zwei geeignete, 21 bp lange, siRNAs mit 3'-TT-Uberhdngen entworfen,
welche homolog zu diesen ungepaarten Sequenz-Bereichen waren. Des weiteren wurde
darauf geachtet, dass die Target-Region nicht im 5°-UTR liegt, damit eine Interferenz
zwischen dem  RISC-Komplex mit UTR-bindenen  Proteinen sowie des
Translationsinitiationskomplexes verhindert wird. Zur Vermeidung von off-Target-Effekte,
wurden die ausgewahlten siRNA-Sequenzen mit dem  Programm  blastn
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/) auf Homologien zu bisher bekannten
Nukleotidsequenzen untersucht. Als Kontrolle wurde in allen Experimenten eine scramble-
siRNA (Kontroll-siRNA) ohne Zielsequenz in der Zelle in gleicher Konzentration verwendet,
welche zusammen mit den 3°-TT-Uberhdngen 23 bp lang ist. Die Kontroll-siRNA wurde von
Rosel Kretschmer-Kazemi Far aus dem Institut fir Molekulare Medizin zur Verfliigung
gestellt. Die Sequenzen der getesteten siRNAs sind in der folgenden Tabelle aufgeflhrt.
Bei dem Entwerfen einer gegen OP18 mRNA-gerichteten siRNA wurde die
Transkriptvariante 1 (1730 Basen) als Vorlage genommen. Der Bereich zwischen der 299.
bis 1712. Base ist homolog zu den Transkriptvarianten 2 und 3. Fur die UPK1A mRNA ist
nur eine Transkriptvariante bekannt, welche eine Lange von 1223 Basen aufweist.

Tabelle 2-29 Sequenzen eingesetzter siRNAs

siRNA Target-mRNA siRNA-Sequenz des sense-Stranges siRNA-Sequenz des antisense-
(Accession No.) (5’- 3’-Richtung) Stranges (5'- 3’-Richtung)

siOP18-1 OP18 AAAGACCCUGCUGACGAGAGtdt*  UCUCGUCAGCAGGGUCUUUdtdt
(NM_203401)

siOP18-2 OP18 ACGAGACUGAAGCUGACUAAtdt UAGUCAGCUUCAGUCUCGUdtdt

siUPK1A-1 UPKIA AACAUACACACCCCGGACUdtdt AGUCCGGGGUGUGUAUGUUdtdt
(NM_007000)

siUPK1A-2 UPKI1A ACACCCCGGACUCCUCCGCdtdt GCGGAGGAGUCCGGGGUGUJtdt

si-scr3 Kontroll-siRNA CGGACGCACUGGUCUGACCGGdtdt CCGGUCAGACCAGUGCGUCCGdtdt

*unterstrichene Bereiche markieren 2"-Deoxynukleotide im 3’-Uberhang

Das Annealing von jeweils 20 uM antisense und sense siRNAs erfolgte in 50 mM KOAc, 1
mM Mg(OAc),, 15 mM HEPES (pH 7,4) bei 90°C fur 2 min und einer anschlieRenden
Inkubation bei 37°C fur 1 h. Die Herstellung der siRNAs-Doppelstrange wurde auf einem
15%igen, nativen Polyacrylamidgel Uberprift. Die Nukleinsduren wurden mittels Stains-All-
Lésung gefarbt.

2.5.2 Standardprotokoll zur Transfektion von siRNAs

In der Tabelle 2-30 ist das Standardprotokoll flir die Transfektion von siRNAs mittels
Lipofectaminee 2000 in OPTI-MEM® | aufgeflihrt. Von der siRNA wurden zuerst
verschiedene Konzentrationen ausgetestet (3, 30, 90 nM), wobei alle folgenden
Transfektionen unter maximaler Hemmwirkung bei einer Konzentration von 30 nM
durchgefihrt wurden. Die Transfektion wurde Uber einen Zeitraum von 4 h durchgeflhrt,
anschliefend wurde der Transfektionsansatz abgenommen und durch Vollmedium ersetzt.
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Bei einem mehrtagigen Untersuchungszeitraum wurde das Medium 2 Tage nach
Transfektion durch frisches ersetzt. Im 96-well Format wurde jedoch nur die Halfte (50 pl)
des Mediums abgenommen und durch frisches Medium ersetzt.

Tabelle 2-30 Standardprotokoll zur Transfektion von siRNAs.

Schritt In l:{ubatlonszelt
(min, Temperatur)
1 OPTI-MEM I (Gibco) + 1/100 Lipofectamine 2000 (Invitrogen) 5,RT
2 Zugabe eines Volumens an OPTI-MEM + siRNA 20 min, RT
3 2-maliges (96-well: 1-maliges) Waschen der Zellen mit OPTI-MEM
und Zugabe des Transfektionsansatzes:
25 cm” Flasche: 2 ml
12-well Platte: 400 pl 4 h, 37°C (5% CO,)
96-well Platte: 50 pl

2.6 Charakterisierung siRNA-behandelter Zellen

2.6.1 Denaturierende SDS Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-
PAGE) sowie Nachweis spezifischer Proteine (Western-Blot)

Fir den Nachweis von Proteinen wurde eine SDS-PAGE mit anschlieRendem Western-Blot
durchgefuhrt. Fur die Elektrophorese wurde ein vertikales Gelsystem verwendet. Das Gel
setzte sich aus einem Sammelgel und einem Trenngel (siehe Tabelle 2-31) von jeweils
0,75 mm dicke zusammen.

Tabelle 2-31 Zusammensetzung des Trenn- und Sammelgels fiir 2 Polyacrylamidgele

Komponente Trenngel (ul) Sammelgel (ul)
H,0 2000 4200

30% Acrylamidlosung 5333 (16%) 1000 (5%)

1,5 M Tris-HCL (pH 8,8) 2500 -/-

1 M Tris-HCL (pH 6,8) -/- 760

10% (w/v) SDS 100 60

10% (w/v) APS 100 60

TEMED 8 6

Es erfolgte zuerst ein Vorlauf des Gels flr 30 min bei 15 mA in 1x SDS-Laufpuffer. Die
Proben wurden in dem denaturierenden 1x SDS-Probenpuffer bei 95°C fir 5 min
aufgekocht. AnschlieRend wurden die Proben bei 20.000xg fir 1 min zentrifugiert, auf Eis
gestellt und aufgetragen. Zusatzlich wurde ein Molekulargewichtsmarker (Page Ruler
Prestained Protein ladder, MBI Fermentas) aufgetragen. Die Elektrophorese wurde bei 15
mA fir 1,5 h durchgeflhrt. Darauf wurden die im Gel aufgetrennten Proteine auf eine
PVDF-Membran Ubertragen. Hierzu wurde die PVDF-Membran (Immobilon-P, Millipore) vor
dem Elektro-Blotten fir 2 min mit Methanol aktiviert und anschlieiend im Transferpuffer fir

49



2. Material und Methoden

15 min aquilibriert. Auflerdem wurden pro Gel 6 Whatman-Papiere (GB003, Schleicher &
Schuell/Whatman GmbH, Dassel, Deutschland) flr 15 min in Transferpuffer inkubiert. Das
Gel wurde fir etwa 1 min im Transferpuffer aquilibriert. Die Membran und das Gel wurden
zwischen jeweils 3 Whatman-Papiere gelegt und in die Blotting-Kammer positioniert, in
welcher das Semi-Dry Elektro-Blotting bei 0,8 mA/cm? fiir 1,5 h durchgefiihrt wurde.
Danach wurde die Membran fur 1 h bei Raumtemperatur im Blocking-Puffer inkubiert. Es
folgten ein dreimaliges Waschen fir jeweils 5 min in 1x T-TBS und eine Inkubation mit dem
Primar-AK (Tabelle 2-32) im Primar-Antikorper-Puffer Uber Nacht bei 4°C. Die Membran
wurde erneut 3x mit T-TBS fur jeweils 5 min gewaschen und mit dem Sekundar-AK
(Tabelle 2-32) fur 1 h bei RT inkubiert.

Tabelle 2-32 Verwendete Antikorper

Antikorper %‘ezreuger- Verdiinnung Firma

Stathmin (OP18) polyklonaler Hase 1:1000 in PAP Cell Signaling Technology, (New

Antikorper (AK) England Biolabs GmbH, Frankfurt
am Main, Deutschland)

Beta-Aktin polyklonaler AK ~ Hase 1:1000 in PAP Abcam (Acris Antibodies,
Hiddenhausen, Deutschland)

HRP-konjugierter AK Ziege Ziege OP18: 1:2000 in BP Dako (Glostrup, Dédnemark)

IgG anti-Hase IgG B-Aktin: 1:4000 in BP

SchlieRlich wurde die Membran 3x mit T-TBS fur jeweils 5 min gewaschen und fir 1 min
mit Chemolumineszenzreagenz (1 Volumen Ldsung | + 1 Volumen Reagenz I, Pierce,
Thermo Scientific, Karlsruhe, Deutschland) inkubiert. Fir die Detektion von Beta-Aktin
wurde ein Film (Hyperfilm™ ECL, Amersham Biosciences) fiir 15 sec exponiert, fiir die
Detektion von OP18 wurde ein Film flr 30 min exponiert und entwickelt. Auflerdem wurde
die Proteine Uber Nacht bei RT mit Coomassie angefarbt und anschlieRend mit Entfarbe-
Lésung entfarbt.

2.6.2 Mikroskopische Aufnahmen

Die Morphologische Charakterisierung der Zellen erfolgte Uber inverse Mikroskopie. Dafir
wurden die Zellen entweder mit dem LD A-Plan 10x Objektiv (Kontrastierung: ph1) oder mit
dem LD A-Plan 40x Objektiv (Kontrastierung: Ph2) 100—fach bzw. 400—fach vergroert. Die
Bilder wurden mit der Software AxioVision 4.1 LE (Zeiss) aufgenommen und digitalisiert.

Aulerdem wurden inverse fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen zum Nachweis von
Autophagosomen durchgefiihrt. Hierfir wurden 5.000 ECV-304-Zellen in eine Vertiefung
eines Kammerdeckglases (8-well chambered coverglasses, Nunc™, Rochester, USA)
ausgebracht und, wie unter 2.6 beschrieben, kultiviert. Nach 24 h erfolgte die Transfektion
mit siRNAs nach dem Standardprotokoll. Am 3. Tag nach der Transfektion wurden die
Zellen 2x mit OPTI-MEM | gewaschen und mit dem Autophagosomen-spezifischen
Fluoreszenzfarbstoff Monodansylkadaverin (50 uM; Extinktion: 335 nm; Emission: 508 nm)
sowie mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYTO-16 (25 yM, Extinktion: 488 nm; Emission: 518
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nm, Molecular Probes, Invitrogen) zur Anfarbung des Kerns fiir 15 min im Dunkeln bei
37°C, 5% CO; behandelt. Die Zellen wurden 5x mit OPTI-MEM | gewaschen, mit Medium
Uberdeckt und unverziglich untersucht. Die blaue Fluoreszenz von MDC wurde zur
deutlicheren Erkennung hinter dem dunklen Hintergrund Uber die das Programm
AxioVision 4.1 LE durch ein rotes Farbsignal ersetzt.

2.6.3 Bestimmung der Zellviabilitat anhand des MTS-Assays

Die Zellviabilitat von ECV-304-Zellen wurde an verschiedenen Zeitpunkten (1, 2, 3, 4 Tage)
nach der Transfektion mit siRNAs gegen OP18 mRNA, UPK1A mRNA sowie der Kontroll-
siRNA im 96-well-Format bestimmt. Um zu Uberprifen, welche Zelldichten im linearen
Bereich des Assays liegen, wurden die ECV-304-Zellen zuerst in unterschiedlicher Dichte
(300, 1.000, 3.000, 10.000, 20.000 Zellen) in eine Vertiefung einer 96-well-Platte
ausgebracht. Nach 24 h wurde der MTS-Assay (Tabelle 2-33) durchgefuhrt. MTS [3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-Carboxymethoxyphenyl)-2-(4-Sulfophenyl)-2H-Tetrazoliumsalz]
ist eine gelbe, 16sliche Verbindung, welche durch mitochondriale Succinatdehydrogenasen
in lebenden Zellen zu einem magentafarbenden Formazansalz umgesetzt wird. Dabei ist
die Menge an gebildetem Farbstoff proportional zur Zellviabilitat. In der unten aufgefiihrten
Tabelle sind die Reagenzien des MTS-Assays aufgelistet. Die MTS-Lésung wurde mit einer
Konzentration von 1,9 mg/ml PBS und 0,044 mg PMS (Phenazin-Methosulfat) pro ml PBS
angesetzt (pH 6,2) und anschlieRend steril filtriert. Fir die Durchfiihrung des Assays wurde
das Zellkulturmedium abgenommen und durch 100 pyl MTS-Medium ersetzt. Das MTS-
Medium setzte sich aus 16,7 pl der MTS-Loésung, 75 pyl RMPI 1640 und 8,3 pl FKS
zusammen. AnschlieRend wurden die Zellen fir 2,5 h bei 37°C (5% CO,) inkubiert. Die
Intensitédt des Farbumschlags wurde bei einer Wellenldange von 490 nm in einem ELISA-
Reader vermessen. Die Hintergrund-Absorption (MTS-Medium ohne Zellen) wurde von
jedem Ansatz subtrahiert.

Tabelle 2-33 Reaktionskomponenten fiir den MTS-Assay

Medium, Reagenz Hersteller
RPMI 1640 ohne Phenolrot, mit L-Glutamin PAA
CellTiter 96® AQ,cous MTS Reagent Powder Promega

(Owen’s Reagenz), 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
Carboxymethoxyphenyl)-2-(4-Sulfophenyl)-2H-Tetrazolium

Phenazin-Methosulfat Sigma-Aldrich

2.6.4 Nachweis von Apoptose

Der Nachweis von Apoptose erfolgte Uber die Caspase 3/7-Aktivitat unter Verwendung des
Caspase Glo 3/7 Substrats (Promega). Um zu Uberprifen, ob Caspase 3/7 Aktivitat
anhand dieser Methode nach der Induktion von Apoptose in ECV-304-Zellen gemessen
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werden kann, wurden die Zellen in unterschiedlicher Dichte (250, 2.500, 5.000, 10.000,
20.000 Zellen) in eine Vertiefung einer weillen 96-well Platte ausgebracht. Nach circa 18 h
wurden die Zellen mit Staurosporin (1 pM) Uber einen Zeitraum von 24 h behandelt
(Duplikate). Als Positiv-Kontrolle flir den Apoptose-Nachweis wurden ECV-304-Zellen
verwendet, welche in Serum-depletiertem Medium (1% FKS) mit einer Konzentration von 1
MM Staurosporin Gber einen Zeitraum von 24 h inkubiert wurden [89]. Im Kontroll-Ansatz
wurden die Zellen in 2 Parallel-Ansatzen mit Medium inkubiert. AnschlieRend wurden 50 pl
des Zellkulturiberstands durch 50 pl Caspase 3/7-Glo-Substrat ersetzt. Die Platte wurde
fur 15 sec bei 300 rpm geschittelt, und es folgte eine Inkubation im Dunkeln bei RT Uber
einen Zeitraum von 1,5 h. AnschlieRend wurde die Biolumineszenz mit einem Fluorometer
(LabSystems Fluoroscan Ascent) gemessen. Bei der Messung wurde eine Kontrolle ohne
Zellen mitgefuhrt, die nur Medium und das Caspase Substrat enthielt. Die daraus
resultierende Hintergrund-Biolumineszenz wurde von den Messdaten subtrahiert.

Um OP18- und UPK1A-siRNA behandelte ECV-304-Zellen auf die Aktivierung von
Caspase 3/7 hin zu untersuchen, wurden 4.000 ECV-304-Zellen in eine Vertiefung einer
96-well Platte aus weilten Kunststoff ausgebracht. Die entsprechenden siRNAs sowie eine
Kontroll-siRNA wurden ca. 18 h nach der Aussaat nach dem Standardprotokoll transfiziert.
Nach 2 Tagen wurden 50 pl des Zellkulturtiberstandes abgenommen und durch frisches
Medium ersetzt. Die Messung der Caspase 3/7-Aktivitat erfolgte 3 und 4 Tage nach der
Transfektion, indem zuerst die Zellviabilitdt anhand einer FDA-Messung bestimmt wurde.
Fir diese Messung wurden 55 pul des Zellkulturiiberstandes abgenommen und es folgte die
Zugabe von 5 pl FDA (200 uM FDA in Medium) auf Eis. Die Platte wurde fur 15 sec bei 300
rpm geschuttelt und anschlieRend wurde die Fluoreszenzzunahme in einem Fluorometer
Uber einen Zeitraum von 20 min bei einer Extinktion von 485 nm und einer Emission von
538 nm gemessen. Die Steigung des linearen Anstiegs der Fluoreszenz in den ersten
Minuten der Messung wurde berechnet, welche fiir die Normalisierung der Caspase
Aktivitat auf die Zellviabilitdt verwendet wurde. Nach der FDA-Messung wurden 50 pl
Caspase 3/7-Glo-Substrat zu den Zellen gegeben und die Caspase-Aktivitat wurde wie
oben beschrieben nach 1,5 h bestimmt. Die gemessene Caspase 3/7-Aktivitat wurde durch
die FDA-Messung auf die Zellviabilitdt normalisiert.

2.6.5 Chemosensibilisierung siRNA-behandelter Zellen

3000 ECV-304-Zellen wurden in eine Vertiefung einer 96-well Platte ausgebracht und nach
24 h mit siRNA nach dem Standardprotokoll (Tabelle 2-30) transfiziert. AuRerdem wurde
ein Ansatz mit Zellen mitgefihrt, welche bei der Transfektion nur mit Lipofectamine 2000 in
OPTI-MEM | ohne Nukleinsauren behandelt wurden. Nach weiteren 48 h wurden die Zellen
mit unterschiedlichen Konzentrationen an Cisplatin (0, 1, 3, 6, 9, 12 pg/ml) behandelt.
Hierfir wurde das Medium komplett abgenommen und durch % Cisplatin-haltiges Medium
ersetzt. Es folgte eine Inkubation Uber einen Zeitraum von 24 h. Anschliellend wurde die
Zellviabilitdt anhand der Inkubation mit MTS Uber einen Zeitraum von 2,5 h bestimmt.
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2.7 Datenanalyse und statistische Auswertung

Tabelle 2-34 Verwendete Programme fiir die Analyse erhobener Daten

Programme Hersteller
Sigma Plot 2000 fiir Windows, Version 6.0 SPSS Science Software GmbH, Erkrath, Deutschland
SPSS (Statistical Package for the Social SPSS GmbH Software, Miinchen, Deutschland

Sciences) Version 13.0

Die Verteilung von RNA-Tumormarker Ratios innerhalb untersuchter Patientenproben
wurde unter anderem in einem Box-Plot dargestellt. Der Box-Plot besteht aus einer Box,
welche vom ersten und dritten Quartil (25. und 75. Perzentil) begrenzt wird. Die Linie
innerhalb der Box reprasentiert den Median. Die Fehlerbalken begrenzen das 10. und 90.
Perzentil. Aul’erdem werden aulerhalb dieser Perzentilen liegende Werte durch ein
Symbol dargestellt.

Der nicht-parametrische Krustal-Wallis Test wurde angewendet, um Unterschiede in

den mRNA-Tumormarker Ratios zwischen den einzelnen Harnblasenkarzinomgruppen
(gruppiert nach dem Tumorgrad oder dem Tumorstadium) zu untersuchen.
Die Unterschiede dieser Tumormarker in Urinproben von gesunden Patienten und solchen
von Harnblasenkarzinompatienten wurden auf statistische Signifikanz hin unter
Verwendung des nicht-parametrischen Mann-Whitney-U-Tests untersucht. Nicht-
parametrische Tests wurden immer dann angewendet, wenn die Annahme der
Normalverteilung der Daten nach der Analyse mit dem Kolmogorov-Smirnov-Test nicht
aufrechterhalten werden konnte. Dabei besteht eine Abweichung in der Normalverteilung,
wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 ist.

Um die diagnostische Aussagekraft der untersuchten RNA Tumormarker
Kombinationen zu untersuchen, wurden Receiver Operating Characteristic (ROC) Kurven
unter Verwendung der Software SPSS angefertigt. Mit dieser Auswertung kann die
diagnostische Aussagekraft eines Tumormarkers untersucht werden. In einer ROC-Kurve
reprasentiert jeder einzelne Datenpunkt einen méglichen Schwellenwert, da die Sensitivitat
(richtig-positive, y-Ordinate) zum Komplementarwert der Spezifitat (falsch-positive, x-
Ordinate) aufgetragen ist. Je gréRer die Flache unter der Kurve ist (area under the curve,
AUC), desto groRer ist die diagnostische Aussagekraft des analysierten Tumormarkers.
Wenn ein Tumormarker keine diagnostische Aussagekraft besitzt, nahert sich die ROC-
Kurve der Diagonalen und weist eine AUC von etwa 0,5 auf.

Fur den Vergleich der RNA yc-Ausbeuten und den Vergleich von housekeeping-Gen-
Ratios an verschiedenen Tageszeiten wurde der nicht-parametrische Wilcoxon-Test
angewendet.

Die Korrelationsanalysen verschiedener Urin-assoziierter mRNAs wurden anhand des
Korrelationskoeffizientens nach Spearman untersucht. Die Korrelationsanalysen
verschiedener mMRNAs nach siRNA-vermittelter Suppression der UPK1A mRNA und OP18
mRNA in vitro wurden anhand des Korrelationskoeffizientens nach Pearson untersucht.
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Fur einen Vergleich der Zellviabilitdt oder der Caspase 3/7 Aktivitat in UPK1A- bzw. OP18-
siRNA behandelten ECV-304 Zellen im Vergleich zur Kontrolle wurde der Student’s t-Test
angewendet.

Wenn die Irrtumswahrscheinlichkeit p < 0,05 war, wurde das Ergebnis des
durchgeflhrten Tests als statistisch signifikant angesehen und mit einem “*” fir “signifikant”
markiert. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,01 (sehr signifikant) wurde durch “**”
angezeigt, und eine Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,001 (hochst signifikant) wurde
durch “***” markiert.
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3  Ergebnisse

Das Hauptziel der vorliegenden Arbeit bestand darin, RNA-basierte Tumormarker im Urin
von Patienten mit einem Harnblasenkarzinom zu suchen und hieraus anschlief’end ein
neuartiges Diagnoseverfahren flr Harnblasenkarzinome zu entwickeln. Hierdurch sollte
eine nicht-invasive, sensitive und spezifische Tumordiagnostik ermdglicht werden.

Da reife microRNAs (miRNAs) gegenwartig als vielversprechende Marker flir normales
bzw. malignes Zellwachstum gelten, wurden im Rahmen dieser Arbeit zundchst miRNAs
untersucht. Reife miRNAs haben wegen ihrer geringen GroRe von nur 18 bis 25
Nukleotiden im Vergleich zu langen mRNAs den Vorteil, weniger anfallig gegeniber
Degradation zu sein. Insbesondere im Urin sollte dies ein robusteres Nachweisverfahren
gegenuber langerkettigen RNA-Molekullen ermdglichen.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die diagnostische Aussagekraft von miRNAs mit
l&angerkettigen messenger  RNA-Fragmenten  verglichen.  Zusatzlich  wurden
Zellkulturexperimente zur tumorbiologischen Charakterisierung ausgewahlter mRNAs
durchgefiihrt.

3.1 Analyse von miRNAs im Urin von
Harnblasenkarzinompatienten

Aus einer Studie von Lu et al. geht hervor, dass Tumoren anhand der miRNA-Expressions-
Signatur sehr genau klassifiziert werden kénnen, wodurch diese Uberaus informativ fur die
Tumordiagnostik sind [569]. Da diese Untersuchungen auf der Grundlage von
Tumorgewebe durchgefiihrt wurden, ergab sich die Frage, ob solche miRNAs auch in
nicht-invasiv. gewonnenem Probenmaterial -Urin- nachzuweisen sind und ob bei
Harnblasenkarzinompatienten die Zusammensetzung von miRNAs im Urin unterschiedlich
zu gesunden Spendern ist. Hierzu musste zuerst untersucht werden, ob miRNAs aus dem
Urin prapariert und Uber RT-qPCR detektiert werden kdénnen. Zunachst sollten einige in
Tumoren Uberexprimierte miRNAs untersucht werden. Nach erfolgreicher Quantifizierung
Urin-assoziierter miRNAs sollte anhand eines RT-qgPCR-Arrays ein grofles Set von
verschiedenen miRNAs im Urin sowohl von Harnblasenkarzinompatienten als auch von
Harnwegsinfektionspatienten und gesunden Spendern untersucht werden. Schliellich
sollten differentiell detektierbare miRNAs in einer groReren Anzahl an Proben auf eine
mogliche diagnostische Relevanz hin untersucht werden.

3.1.2 Methodologie zur Detektion von miRNAs im Urin

Zuerst wurde untersucht, ob miRNAs aus Gesamturin prapariert und Uber RT-gPCR
nachgewiesen werden kdnnen. Die Praparation von Gesamt-RNA einschliel3lich miRNAs
aus Gesamturin erfolgte anhand des miRNeasy-Kits (Qiagen). Es wurden drei modifizierte
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Protokolle fiir die RNA-Praparation erstellt, welche im Material und Methoden Teil dieser
Arbeit beschrieben werden (Abschnitt 2.3.10.1). Fur das Protokoll 1 wurden GuSCN-
stabilisierte Urinproben mit Ethanol versetzt und fir die weitere Aufreinigung Uber eine
Silica-Membran aufgereinigt. Flr das Protokoll 2 wurde die RNA zuerst aus den GuSCN-
stabilisierten Urinproben mittels Chloroform-Phenol extrahiert, mit Ethanol versetzt und auf
die Silica-Membran der Aufreinigungssdule gegeben. Das Protokoll 3 unterschied sich
insofern von dem Protokoll 2, als dass eine zusatzliche Extraktion mit Chloroform
durchgefuhrt wurde. Dieser Schritt wurde eingefihrt, weil mogliche Phenol-
Kontaminationen zur Inhibierung der nachfolgenden Enzymreaktionen flhren konnen.
Anhand der Praparationsprotokolle wurde Gesamt-RNA inklusive miRNA aufgereinigt. Das
spezielle Anreicherungsprotokoll fir miRNA wurde nicht verwendet, weil eine selektive
Anreicherung sequenzspezifischer miRNAs nicht ausgeschlossen werden konnte. Nach
der RNA-Praparation wurden miR-16, miR-17-5p, miR-21 sowie RNU6B-(U6)-RNA Uber
RT-qPCR detektiert (Abb. 3-1 A und B).

MiR-17-5p und miR-21 wurden ausgewahlt, da Volinia et al. zeigen konnten, dass
diese miRNAs in 5 bzw. 6 von insgesamt 6 untersuchten Tumorentitaten Uberexprimiert
wurden [60]. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass diese miRNAs in fundamentale
Signalwege verschiedener Tumoren involviert sind. Beispielsweise ist der
Tumorsuppressor PTEN ein direktes Target von miR-21 [90]. MiR-16 wurde ausgewahlt,
weil die Expression vielen verschiedenen Geweben sehr hoch ist [91]. Die U6-RNA wurde
zur Normalisierung der miRNA-Expressionen ausgewahlt. Aus der Abb. 3-1 geht hervor,
dass alle der ausgewahlten miRNAs und die U6-RNA in den Urinproben der beiden
Harnblasenkarzinompatienten detektiert werden konnten. Die ausgewahlten RNAs zeigten
die héchste Abundanz im Urin des Patienten mit einem G3-Harnblasenkarzinom. MiR-16
und miR-21 wiesen im Urin der beiden Patienten die héchste Abundanz von allen
detektierten miRNAs auf. Die geringste Abundanz wies die U6-RNA auf.

A B
38
36 | Urin 1: G1, pTa-Harnblasenkarzinompatient Urin 2: G3, pT1-Harnblasenkarzinompatient
T - — Protokoll 1 (n = 3)
34 @ Protokoll 2 (n = 3)
32 4 = Protokoll 3 (n = 3) M
£ 301 1L
O 28 M
=
- 26
© 24
22
20 -
18 A
16
miR-16 miR-17-5p miR-21 RNU6B miR-16 miR-17-5p miR-21 RNU6B
Abb. 3-1 Vergleich verschiedener Protokolle zur Priparation von miRNAs. RNA wurde aus

Gesamturin von zwei Patienten mit einem Harnblasenkarzinom prapariert (Abb. A =
Patient 1, Abb. B = Patient 2). Hierbei wurden 3 verschiedene Protokolle (1-3)
angewendet. Die angegebenen miRNAs sowie die U6-RNA wurden nach Aufreinigung in
Duplikaten mittels RT-qPCR bestimmt.
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Die Intra-Assay-Varianz (Varianz zwischen Duplikaten der gPCR) war fir das Protokoll 1
am hochsten (CVinya-assay = 0,923%). Fur das Protokoll 2 lag der CVnia-assay b€l 0,651%. Am
geringsten war der CVna.assay fur das Protokoll 3 (0,473%), was moglicherweise auf die
zusatzliche Extraktion mit Chloroform zuriickgefiihrt werden kann. Die Aufarbeitung ohne
eine vorherige Phenol-Chloroform-Extraktion (Protokoll 1) flihrte insgesamt zu einer
geringeren Abundanz untersuchter miRNAs, so dass die Ct-Werte in diesen Ansatzen
héher waren. Das Protokoll mit vorheriger Phenol-Choroform-Extraktion der Urinproben
(Protokoll 2) erwies sich als am Robustesten. Der Uber alle vier miRNAs gemittelte
Variationskoeffizient fur die dreifache RNA-Praparation und -Quantifizierung (CVnter-assay)
betrug fur dieses Protokoll 0,463% (Patient 1) bzw. 2,240% (Patient 2). Eine zusatzliche
Chloroform-Extraktion (Protokoll 3) fuhrte vor allem bei der 2. Patientenprobe teilweise zu
grof’en Abweichungen zwischen den drei RNA-Praparationen (Patient 1: CVinerassay =
0,752%; Patient 2: CVnter-assay = 8,638%). Flr alle Protokolle war die Inter-Assay-Varianz
fur die 2. untersuchte Patientenprobe hdher (Tabelle 3-1).

Far die weiteren Untersuchungen wurde das Protokoll 2 ausgewahlt.

Tabelle 3-1 Technische Charakteristika des miRNA-Praparations- und Quantifizierungs-Systems
Detektierte Intra-Assay CV (%) Intra-Assay CV (%) Inter-Assay CV (%) Inter-Assay CV (%)

RNA Patient 1 Patient 2 Patient 1 Patient 2
RNA-Préparationsprotokoll RNA-Préparationsprotokoll RNA-Préparationsprotokoll RNA-Préiparationsprotokoll
1 1 2 1 2 3 1 2 3 1 2 3

U6_RNA’ 0,509 0,396 0,303 1,077 (0,756 0,140 0,888 0,488 0,290 2,890 | 0,651 3,383

Extraktion 1

U6-RNA’ 0,043 0,333 0,160 0,354 10,340 0,015

Extraktion 2

U6-RNA,

Extraktion 3 0,347 1,305~ 0,449 0,690 0,183 0,546

mlR-16" 0,509 1,919 0,556 0,150 0,397 0,620 1,656 0,177 0,693 3,431 3,771 11,877
Extraktion 1
miR-16,
Extraktion 2 1,016 10,846 0,922 0443 0,047 0829
miR-16,
Extraktion 3 0341 0710 0,096 0,399 10,514 0,335
m1R-17f5p, 1,357 10,327 0,172 0,509 0,382 0,289 0,831 0,142 1,632 1,930 2,745 8,632
Extraktion 1
miR-17-5p,
Extraktion 2 1722 0255 0,600 0,106 0,716 0,125
miR-17-5p, 4 437 1000 0477 0365 0458 0462
Extraktion 3
miR-21,
: 2,289 10,028 1,420 0,330 0,118 0,359 0,338 1,047 0,392 2472 1,792 10,658
Extraktion 1
miR-21,
Extraktion 2 4,560 2,285 0,066 0921 1,366 0,523
miR-21,

Extraktion 3 2,111 10,463 0942 0,560 0,480 0,944

Zur weiteren Charakterisierung der Robustheit des ausgewahlten Praparationsprotokolls 2
sollte untersucht werden, ob mdglicherweise inhibitorische Substanzen aus dem Urin
mitaufgereinigt werden. Derartige Substanzen sind storend, weil die Effizienz
nachfolgender Enzymreaktionen beeintrachtigt und dadurch die tatsachliche Abundanz der
untersuchten miRNA verfalscht werden kann. Zur Erkennung inhibitorischer Effekte wurden
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verschiedene Volumina der praparierten RNA-Extrakte in die Reverse Transkriptase-
Reaktion eingesetzt. AnschlieRend wurde miR-16 mittels gPCR detektiert (Abb. 3-2). Aus
den Amplifikations-Effizienzen, welche Uber die Steigung der Geraden berechnet wurden,
lassen sich mogliche inhibitorische Effekte ableiten. Die Amplifikation von der hier
untersuchten miR-16 wirde bei einer Effizienz von 2 optimal verlaufen. Da aus den
Verdunnungsreihen der RNA-Extrakte Effizienzen von 2,03 (Patient 1) und 1,95 (Patient 2)
berechnet wurden, kann davon ausgegangen werden, dass die RT-gPCR nicht oder nur
minimal (Patient 2) durch inhibitorische Substanzen aus dem Urin beeintrachtigt wurde.
Zudem wichen die einzelnen Messpunkte nur geringfiigig von der Ausgleichsgeraden ab,
was an den Regressionskoeffizienten fiir die beiden Geraden abgelesen werden kann (r?
patient 1 = 0,9984: ? patient 2 = 0,9944). Dementsprechend wurde die Quantifizierung von
miRNAs nicht von dem Volumen des eingesetzten RNA-Extraktes beeinflusst.

34
Patient 1: Abb. 3-2
32 1 y =-3,26x + 20,90 RT-qPCR-basierte Detektion von miR-16
30 | r#=0,9984 im Gesamturin von zwei Harnblasen-
= E=203 karzinompatienten. In die Reverse
< 281 Transkriptase Reaktion wurden unter-
o 2% | schiedliche Volumina (0,3, 1, 3, 5 und 7 l,
£ logarithmisch auf der x-Ordinate
T 24 4 Patient 2: dargestellt) RNA-Extrakt eingesetzt. Die
= y =-3,45x + 29,85 gemittelten Ct-Werte aus den Duplikaten
5 227 r2=0,9944 der gPCR sind auf der y-Ordinate
20 | E=1,95 dargestellt. Der Regressionskoeffizient (r?)
® Patient 1 und die Effizienz (E) der
18 - o Patient 2 Ausgleichsgeraden wird jeweils unter der
16 | | ‘ - Geradengleichung angegeben.
0,3 1 3 5 7

RNA-Volumen (ul) pro Reverse Transkriptase-Reaktion

3.1.3 RT-qPCR-Array-basierte Analyse der miRNA-Zusammensetzung
im Urin von Harnblasenkarzinompatienten

Das aufgestellte Protokoll flr die Praparation von miRNAs aus Gesamturin wurde im
Folgenden zur ndheren Untersuchung der Zusammensetzung der miRNAs im Urin von
Harnblasenkarzinompatienten eingesetzt. Als Methodenplattform zur Erstellung von
mMiRNA-Expressionsmustern wurde ein  kommerzieller RT-qPCR-Array verwendet
(TagMan® MicroRNA Assay, Human Panel — Early Access Kit, Applied Biosystems).
Anhand des Arrays sollten Urinproben von 4 unterschiedlichen Patientengruppen
untersucht werden: 1. G1-Harnblasenkarzinompatienten, 2. G2-, G3-
Harnblasenkarzinompatienten, 3. Patienten mit einer Harnwegsinfektion, 4. gesunde
Spender. Hierzu wurde RNA aus jeweils neun verschiedenen Urinproben der
ausgewahlten Patientengruppen prapariert. Zur Normalisierung wurde in den Proben die
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Menge an U6-RNA ber RT-gPCR bestimmt. AnschlieRend wurden die neun RNA-Extrakte
einer Gruppe vereinigt, indem von jedem RNA-Extrakt gleiche Mengen der UG6-RNA
eingesetzt wurden. Dabei war der RNA-Extrakt mit der geringsten U6-RNA-Menge
determinierend.

AnschlieBend wurden 157 verschiedene miRNAs Uber RT-gPCR im Rahmen des
Arrays detektiert. Die aus dem Array-Experiment resultierenden Ct-Werte wurden uber die
U6-RNA Menge normalisiert, welche vor dem Experiment in den vereinigten RNA-
Extrakten der vier Gruppen bestimmt wurde (Abb. 3-3 A). Dadurch konnten die relativen
Abundanzen der miRNAs bezogen auf die Kontroll-Urine bestimmt werden (siehe Anhang,
Tabelle 7-1). Zur weiteren Untersuchung wurden miRNAs ausgewahlt, die eine hohere
Abundanz bei Harnblasenkarzinompatienten als bei Patienten mit einer Harnwegsinfektion
oder gesunden Spendern aufwiesen (Abb. 3-3). Diese miRNAs (miR-126, miR-182 und
miR-199a) wurden als potentielle tumorrelevante miRNAs betrachtet. Zusatzlich wurde
miR-152 ausgewahlt, da diese in Kontroll-Urinen und im Urin von Tumorpatienten eine
vergleichbare Abundanz aufwies und zudem im Urin von Patienten mit Infektionen nicht
detektiert wurde. MicroRNA-203 lag in allen untersuchten Gruppen mit vergleichbarer
Abundanz vor und wurde wie miR-152 zur Normalisierung ausgewahlt.

Hl G1-Tumoren [ Infektions-Urine

Ct-Wert

40 A B B G2-, G3-Tumoren [ Kontroll-Urine
mm U6-RNA
38 .
36
34
=
2 ©
32 1 = Q =
£ : g0 3
d B B E I
28 -
miR-126 miR-182 miR-199a miR-152 miR-203
potentielle tumorrelevante Auswahl zur
miRNAs Normalisierung
Abb. 3-3 RT-gPCR-basierte Suche nach tumorrelevanten miRNAs im Gesamturin.

Gesamt-RNA wurde aus Urinproben von gesunden Spendern, von Patienten mit
Harnwegsinfektionen und Patienten mit einem Harnblasenkarzinom (G1-, G2-, G3-
Tumoren) prapariert. U6-RNA wurde tUber RT-qPCR detektiert und fiir jede der
Gruppen wurden adaquate RNA-Mengen aus neun Urinen vereinigt. Dabei wurden
alle neun U6-RNA-Mengen dem geringsten Wert innerhalb der Gruppe angepasst.
Nach der Vereinigung wurde erneut der Ct-Wert fiir die RNUBB-RNA Uber RT-gPCR
bestimmt (A). AnschlielRend erfolgte die Detektion von 157 verschiedenen miRNAs
Uber einen RT-gPCR Array. Dargestellt werden die Ct-Werte ausgewahlter miRNAs
(B).
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3.1.3 Einzelanalyse ausgewahlter miRNAs im Urin von Harnblasen-
karzinompatienten

Im Folgenden wurde untersucht, ob die aus dem gepoolten Array-Experiment
ausgewahlten, semi-quantitativ bestimmten miRNAs (miR-126, miR-182 und miR-199a)
auch in einzelnen Proben von Harnblasenkarzinompatienten eine erhdhte Abundanz
gegenuber Kontroll-Urinen aufweisen und somit flir die Identifikation von
Harnblasenkarzinomen geeignet sind. Diesbezlglich wurden diese miRNAs sowie miR-
152, miR-203 und die UB-RNA in 47 verschiedenen Urinproben von
Harnblasenkarzinompatienten, Infektionspatienten und gesunden Spendern mit Hilfe der
RT-gPCR quantifiziert. MicroRNA-126 wurde sehr robust mit einer mittleren Intra-Assay-
Varianz von 0,56% in allen Proben detektiert (Spannweite der gemessen Ct-Werte: 21,8—
39,1) Der mittlere Ct-Wert lag bei 30,9 £ 4,3. MicroRNA-152 wurde ebenfalls robust
(CVintra-assay = 0,49%) in allen Proben mit einem mittleren Ct-Wert von 31,7 + 2,5 detektiert
(Spanne der gemessen Ct-Werte: 25,5-37,2). Fir miR-182 wurde ein mittlerer Ct-Wert von
30,8 + 3,7 bestimmt (Ctmin = 22,8; Ctmnax = 39,0; CVintra-assay = 0,56%). Micro-RNA-199a
konnte hingegen nach 40 gefahrenen PCR-Zyklen in 7 von 11 untersuchten Kontroll-Urinen
und in 5 von 29 Harnblasenkarzinom-Urinen nicht detektiert werden. Zudem konnte im Urin
von 8 Spendern in einer Reaktion der gPCR-Duplikat-Ansatze ebenfalls keine miR-199a
detektiert werden. Die geringe Abundanz dieser miRNA war bereits im Array-Experiment
(Kontroll-Urine) zu sehen. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde diese miRNA nicht weiter
untersucht. Die miRNA mit der héchsten Abundanz war miR-203 mit einem mittleren Ct-
Wert von 25,9 £ 3,0 (Ctyin = 18,8; Cthax = 33,4). Zudem war bei miR-203 die mittlere Intra-
Assay-Varianz mit 0,35% am geringsten. Die U6-RNA wurde mit einer geringen Abundanz
in allen Urinproben detektiert (gemittelter Ct = 33,0 * 3,3; Ctmin-max = 25,3—40,0; CVintra-assay =
0,44%).

Um einen weiteren Vergleich von Proben unterschiedlicher Spender zu erméglichen,
wurden miRNA-Ratios gebildet. Das Verhaltnis von miR-182/miR-152 sowie miR-126/miR-
152 ist im Gesamturin von Harnblasenkarzinompatienten (G1, G2 und G3, n = 29) héher
als bei Gesunden (n = 11) oder Patienten mit einer Harnwegsinfektion (n = 7).

Abb. 3-4

140 48 Urin-assoziierte =~ miRNA-Ratios:
o 158 1 T+ 1 miR-126/miR-152 40 o MiR-126/miR-152 und miR-
5 80 BN miR-182/miR-152 I gi = 182/miR-152. Box-Plot identifizierter
£ 28 1 T v TvL L% E miRNA-Ratios im Gesamturin von
o 20 RS 8 v ges.unden 'Spendefrn (n = 11),
7 o Patienten mit Infektionen (n = 7) und
2 161 v ¢ Patienten mit einen Harnblasen-
Q v re & karzinom (G1-Tumoren, n = 11; G2- +
E 12 + E G3-Tumoren, n = 18). Die Linie
£ 8 r4 £ innerhalb der Boxen reprasentiert den
v Median, die Boxen reprasentieren das
D 4 2 H 25. und 75. Perzentil. Fehlerbalken
0 - _ 0 begrenzen das 10. und 90. Perzentil.
G1- G2-+G3-  Harnwegs-  Kontroll- AuBerhalb liegende Werte werden

Harnblasenkarzinome infektionen  Urine durch ein Symbol angezeigt.
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Um die diagnostische Aussagekraft der Ratios miR-126/miR-152 und miR-182/miR-152 zu
bestimmen, wurden Receiver Operating Characteristic (ROC)-Kurven erstellt (Abb. 3-5). In
dieser Darstellungsform wird die Sensitivitdt gegen den Komplementarwert der Spezifitat
zu 1 dargestellt. Ein Test ohne diagnostische Vorhersagekraft ergibt eine ROC-Kurve,
welche sich der Diagonalen annahert. Je gréfier und bauchiger die Flache unter der Kurve,
desto groRer ist die diagnostische Aussagekraft des Tests.
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Abb. 3-5 Diagnostische Aussagekraft von miR-126/miR-152 und miR-182/miR-152. RNA
wurde aus Urinproben von gesunden Spendern (n = 11) und Patienten mit einem
Harnblasenkarzinom (G1-Tumoren, n = 11; G2- + G3-Tumoren, n = 18) prapariert.

Anschlielend wurden die miRNAs anhand RT-gPCR in Duplikaten detektiert. A ROC-Kurven
der miRNA-Ratios. Dargestellt ist die Sensitivitdt gegen den Komplementarwert der Spezifitat
zu 1 fir die Trennung der gesunden Spender von Patienten mit Harnblasenkarzinomen (G1-,
G2-, G3-Tumoren). In Abb. B werden die ROC-Kurven fiir die Trennung von gesunden
Spendern sowie Spendern mit Harnwegsinfektionen von Patienten mit G2- + G3-Tumoren
dargestellt.

Uber die miR-126/miR-152-Ratio werden die Harnblasenkarzinompatienten mit einer
Spezifitdt von 82% und einer Sensitivitat von 72% von gesunden Spendern getrennt
(Schwellenwertir.126/mir-152 = 0,99), Abb. 3-5 A. Die ROC-Kurve der Ratio miR-126/miR-152
weist eine Flache von 0,768 unter der Kurve auf (Tabelle 3-2). Eine spezifische und
sensitive Trennung der Gruppen war auch dann noch gegeben, wenn die Kontrollgruppe
um die Urine der Harnwegsinfektionspatienten erweitert wurde. Beispielsweise kdnnen G2-
und G3-Harnblasenkarzinomen mit einer Spezifitdt von 78% und eine Sensitivitat von 72%
detektiert werden (Abb. 3-5 B).

Die miR-182/miR-152-Ratio ermoglicht eine noch spezifischere Unterscheidung
zwischen den Patienten mit einem G2- oder G3-Harnblasenkarzinom und
Infektionspatienten und gesunden Spendern (Spezifitat = 89%, Sensitivitat = 61%;
Schwellenwert = 2,44), Abb. 3-5 B. Die groRte AUC wurde erzielt, indem die gemessene
miR-182/miR-152 Ratio im Urin von Patienten mit einem G2- oder G3-Harnblasenkarzinom
den Kontroll-Urinen gegenubergestellt wurde (AUC = 0,838, Tabelle 3-2). Die miR-
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126/miR-152 Ratio bzw. miR-182/miR-152 Ratio unterschied sich allerdings nicht
signifikant im Urin von gesunden Spendern und Patienten mit einem Harnblasenkarzinom
(p > 0,05, Tabelle 3-2).

Tabelle 3-2 Diagnostische Aussagekraft der Marker miR-126/miR-152 bzw. miR-182/miR-152

MicroRNA Untersuchte Gruppen AUC Signifikanz Asymptotisches 95%
Kombination nach Mann- Konfidenz Intertvall
Whitney-U-Test
(p-Werte) Untere Obere
Grenze Grenze
miR-126/miR-152 Kontrollen und Infektionen vs alle 0,747 0,005 0,601 0,993
Tumoren
Kontrollen vs alle Tumoren 0,768 0,010 0,605 0,931
Kontrollen vs G1-Tumoren 0,736 0,061 0,518 0,953
Kontrollen vs G2- + G3-Tumoren 0,799 0,007 0,629 0,969
miR-182/miR-152 Kontrollen und Infektionen vs alle 0,753 0,004 0,609 0,896
Tumoren
Kontrollen vs alle Tumoren 0,799 0,004 0,638 0,961
Kontrollen vs G1-Tumoren 0,719 0,082 0,501 0,937
Kontrollen vs G2- + G3-Tumoren 0,838 0,003 0,686 0,991

3.2 Messenger RNAs im Urin von Harnblasenkarzinompatienten

In diesem Abschnitt wird die Identifizierung und Charakterisierung von Urin-assoziierter
RNA-Sequenzen beschrieben, deren Ursprung m- (messenger-) RNAs sind. Hierzu war es
notwendig, analog zu der Analyse von miRNAs (siehe Kapitel 3.1.1), zuerst ein Protokoll
fur die Praparation und Quantifizierung von mRNA mittels RT-gPCR auf der Grundlage von
Gesamturin zu erstellen. Unter Verwendung dieses Protokolls wurde ein RT-gPCR-Array
durchgefihrt, mit dem Ziel, mMRNAs zu finden, welche eine erhéhte Abundanz im Urin von
Harnblasenkarzinompatienten aufweisen. Schliellich wurde untersucht, ob ausgewahlte
mRNA-Kandidaten fir die Diagnostik von Harnblasenkarzinomen relevant sind.
Wesentliche Teile der nachfolgenden Ergebnisse wurden verdffentlicht [67].

3.2.1 Methodologie zur Detektion von RNA im Urin mittels RT-qPCR

Die reproduzierbare Aufarbeitung von Urin zur Gewinnung von RNA mit moglichst
konstanter Zusammensetzung und Qualitat ist aufgrund zahlreicher Unabwagbarkeiten
technisch und handwerklich duRerst schwierig. Die Zusammensetzung von Nukleinsauren
im Urin kann in Abhangigkeit vom Spender, der Tageszeit sowie der Probengewinnung
schwanken [67]. Unter anderem sind die pH-Werte und der Gehalt an Salzen, Proteinen,
Zellen sowie Nukleasen sehr unterschiedlich in den zu analysierenden Urinproben. Zudem
konnen im Urin befindliche Zellen lysieren, wodurch es zum zusatzlichen Abbau von
Nukleinsduren durch Nukleasen kommen kann. Demzufolge war es notwendig, ein
standardisiertes Protokoll fir das Sammeln, Stabilisieren (sofortige Inaktivierung von
Nukleasen), Lagern sowie die Aufarbeitung der Urinproben zu entwickeln. Ferner mussten
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gPCR-Amplikons mit einer moglichst kleinen Lange entworfen werden um zu verhindern,
dass die Sensitivitdt fur die Detektion spezifischer mRNAs aufgrund einer geringen
Integritdt der praparierten Gesamt-RNA zu niedrig war. Darlber hinaus musste die
Amplifikation von genomischer DNA in der gPCR technisch ausgeschlossen werden, da
aus einigen Urinproben mit geringem Zellgehalt nur niedrige Konzentrationen an
Nukleinsauren prapariert werden konnten und schon kleinste Konzentrationen an
genomischer DNA das Messergebnis verfalschen kénnten. Des weiteren wurde durch die
Entwicklung eines externen RNA-Standards untersucht, welche Parameter die RT-qPCR-
basierte Quantifizierung von mMRNA beeinflussten. Im Folgenden werden die Ergebnisse
zur technischen Charakterisierung des mRNA-Analyse-Systems vorgestellt.

3.21.1. Effizienz entwickelter gqPCR-Amplikons am Beispiel von Ki-67

Die Qualitdt eines RT-qPCR-Amplikons hat einen entscheidenden Einfluss auf die
Quantifizierung Urin-assoziierter Sequenzen. Fir jedes mRNA-Target, welches mittels RT-
gPCR detektiert werden sollte, wurden zwei oder drei Amplikons entworfen. Hierbei wurde
darauf geachtet, dass entweder ein Primer oder die TagMan®-Sonde eine Exon-Exon
Grenze Uberdeckt, so dass die Amplifikation von genomischer DNA ausgeschlossen
werden konnte. Am Beispiel der Ki-67 mRNA soll das Vorgehen bei dem Entwurf von RT-
gPCR-Amplikons erlautert werden. Um einen Vergleich von RNA-Praparations-Protokollen
bezlglich Kontaminationen mit genomischer DNA zu ermoéglichen, wurden fir den
Nachweis der Ki-67 mRNA zwei unterschiedliche Amplikons verwendet. In der Abb. 3-6 A
sind die beiden Amplikons zur Detektion der Ki-67 mRNA dargestellt. Ganz oben in der
Abbildung ist die Verteilung der Exons und Introns des Gens auf dem dazugehdrigen
Chromosom dargestellt.

Die mittlere Abbildung zeigt das Transkript der mMRNA mit den entsprechenden Langen
und Grenzen der Exons. Unter der mRNA ist das langere, Intron-Uberspannende Ki-67
gPCR-Amplikon abgebildet. In der unteren Halfte der Abb. 3-6 A ist das kirzere gPCR-
Amplikon abgebildet, welches durch einen reverse Primer auf der Exon/Exon-Grenze
charakterisiert ist. Dadurch kann, im Gegensatz zum langen Amplikon, keine genomische
DNA in der Reaktion vervielfacht werden, was anhand mitgefihrter non-RT-Kontrollen
bestatigt wurde. In der Abb. 3-6 B & C werden die PCR-Produkte dargestellt. Die obere
Abbildung zeigt ein PCR-Produkt, welches Uber das lange Amplikon vervielfaltigt wurde. In
die PCR wurde eine cDNA als Template eingesetzt, welche mit genomischer DNA aus der
RNA-Praparation kontaminiert war, was aus den mitgefiihrten non-RTs hervorging. Die
aufgetrennte Bande im Gel ist zwischen der 600 bp und der 500 bp Bande des Markers
positioniert und weist somit die entsprechende Lange des PCR-Produkts aus genomischer
DNA (mit Intron) auf (545 bp). Im Gelbild darunter ist die Amplifikation einer cDNA ohne
Kontamination mit genomischer DNA dargestellt. Die im Gel aufgetrennte Bande lag im
Bereich der zu erwartenden Lange von 202 Basen. Das im Polyacrylamidgel aufgetrennte
PCR-Produkt (Abb. 3-6 D) wurde mit dem kurzem Ki-67-Amplikon generiert und lag im
Bereich der zu erwartenden Lange von 77 Basen.
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Abb. 3-6

64

Ki-67 Gen auf Chromosom 10 A
l? 5900 10900 15900 20900 25900 2954‘6 Basen
] Intron

(I BN 1N B

Ki-67 mRNA (NM_002417)

langes RT-gPCR Amplikon

forward TagMan-

Primer Sonde Primer
T T T T
QO O O O O 9O O O O O O 9O O 9 9 9O O o 9o 9
N © N~ © O O «— N M ¥ 10 © N 0 0 O « N O
rrrrrrrrrr N N NN N243

kurzes RT-gPCR Amplikon

Basen
forward TagMan-Sonde reverse
Primer Primer
T T T T T T T
‘ I o o o o =3 o ) ) -
< '} © ~ © (=3 o -~ ::
-

langes Ki-67 Amplikon (202 bp)

kurzes Ki-67 Amplikon (77 bp)

Entwurf und Charakterisierung von gPCR-Amplikons am Beispiel der Ki-67 mRNA. (A)
In der oberen Bildhélfte ist die genomische DNA des Ki-67-Gens mit der Verteilung von Exons
und Introns dargestellt. In der mittleren Bildhalfte ist die nach der Transkription der DNA
vorliegende mRNA mit der GroRenverteilung der flinfzehn verschiedenen Exons abgebildet.
In der unteren Bildhalfte werden die entworfenen qPCR-Amplikons, bestehend aus forward
und reverse Primer sowie der TagMan®-Sonde dargestellt. Die Sequenzen werden jeweils in
der 5°-3’-Richtung prasentiert. (B-D) Darstellung der PCR-Produkte nach der Amplifikation
der Ki-67 mRNA (ber RT-qPCR anhand einer nativen Agarosegel- (B+C) oder
Polyacrylamidgelelektrophorese (D). In der Bahn 2 (B) bzw. Bahn 1 (C+D) wurde der DNA-
GroRenmarker (B+C: 100 bp DNA-ladder, D: 10-bp DNA-ladder) aufgetrennt, wobei die
daneben angegebenen Zahlen die jeweilige Fragmentldnge in Basen angibt. In der weiteren
Bahn wurde das PCR-Produkt aufgetrennt. (E+G) Abbildung des Amplifikationsplots nach
dem Lauf der quantitativen PCR mit dem langen (E) oder kurzen Amplikon (G). Dargestellt ist
die normalisierte Fluoreszenz versus der Anzahl gefahrener qPCR-Zyklen. Die Kurven gehen
aus Triplikaten der Amplikation von sechs seriellen Verdinnungen des gPCR-Standards
hervor (107—101 Kopien pro Reaktion, von links nach rechts). Die rote Linie reprasentiert den
Schwellenwert an normalisierter Fluoreszenz, welcher zur Berechnung der Ct-Werte diente.
(F+H) Abbildung der aus dem in (E bzw. G) dargestellten Amplifikationsplot resultierenden
Standardkurve. Auf der y-Ordinate wurden die Ct-Werte aufgetragen, auf der x-Ordinate die
eingesetzten Kopienzahlen pro Reaktionsansatz.
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Die Abb. 3-6 E und D zeigt die Amplifikationsplots eines seriell verdiinnten, in Triplikaten
liber gPCR bestimmten Ki-67-DNA-Standards (10’—10 Kopien pro Reaktion, von links nach
rechts) flr das lange bzw. das kurze Amplikon. Auf der Grundlage der Amplifikationskurven
wurde eine Standardreihe erstellt, aus welcher eine gPCR-Effizienz von 1,96 fir das lange
und 2,00 fir das kurze Amplikon abgeleitet werden kann (Abb. 3-6 F bzw. H). Aufgrund
dessen wurde das kurze Amplikon fur die Detektion der Ki-67 mRNA ausgewahlt. Das
lange Amplikon wurde verwendet, um verschiedene Systeme zur Praparation von Gesamt-
RNA aus Urin zu untersuchen, weil hiermit eine Kontamination durch genomische DNA
sofort identifiziert werden konnte. Alle in dieser Arbeit verwendeten qPCR-Amplikons
werden im Anhang aufgefiihrt (Siehe Abschnitt 7.2).

3.21.2 Vergleich verschiedener Systeme zur RNA-Praparation aus Urin

Im Urin liegen in Abhangigkeit vom Spender teilweise sehr geringe Konzentrationen an
Nukleinsduren vor. Deswegen bedurfte es eines RNA-Praparations-Systems mit einer
hohen RNA-Ausbeute, wodurch Sensitivitatsprobleme bei den gPCR-Messungen
vermieden werden sollten. Ferner war es notwendig, ein ,obustes® RNA-
Praparationssystem mit einer geringen Variation zwischen den einzelnen Aufarbeitungen
zu erstellen. Bei dem Vergleich verschiedener modifizierter Systeme zur Praparation von
Gesamt-RNA aus Urin, zeigte sich, dass bei der Verwendung des RNeasy Midi Kits die
hochsten Ki-67 mRNA-Kopien pro ml Urin mittels RT-qPCR nachgewiesen werden konnten
(Abb. 3-7). Im Vergleich zu den anderen verwendeten RNA-Praparations-Techniken
(QlAamp MinElute Virus Kit, Qiagen; Ultra Sens, Qiagen; Virus L, Macherey & Nagel)
wurde mit dieser Methode in etwa die zweifache Abundanz an Ki-67 mRNA detektiert.
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Das ausgewahlte System (RNeasy Midi Kit) wurde anschlieRend in Hinblick auf eine
mdgliche Co-Praparation von kontaminierender genomischer DNA untersucht. Dadurch,
dass fur die CC3, TC3 und UBC mRNA Intron-Uberspannende Amplikons entworfen
wurden, konnte nicht ausgeschlossen werden, dass mitaufgereinigte genomische DNA die
Ergebnisse verfalschen koénnte. Die Mitfuhrung einer non-RT-Kontrolle und die
Verwendung des Intron-tUberspannenden Ki-67 qPCR-Amplikons ermdéglichten das
Erkennen einer Kontamination mit genomischer DNA. Verunreinigungen mit genomischer
DNA waren bei allen verwendeten RNA-Praparationssystemen nachweisbar. Durch eine
zusatzliche Behandlung der DNA mittels DNase | lieRen sich die Kontaminationen deutlich
reduzieren. Das wird vor allem deutlich, wenn die Urinproben unter Verwendung des
RNeasy Mini Kits ohne DNA-Verdau auf der Saule aufgearbeitet wurden (Abb. 3-8, Proben
3A und 3B). In diesem Fall konnten die Uber RT-qPCR detektierten Kopien der Ki-67
mMRNA fast ausschlieRlich auf genomische DNA zurtickgefiihrt werden. Durch einen DNA-
Verdau auf der Saule wurde aber nur ein Teil der genomischen DNA eliminiert (Abb. 3-8,
Proben 3C und 3D). Der Abb. 3-8 (Proben 2C und 2D) kann auf3erdem entnommen
werden, dass unter Verwendung eines 3 M GuSCN-Lysispuffers die hochste Kopienzahl
der Ki-67 mRNA erreicht werden konnte. Hier waren in den non-RTs weniger als 2% der
Ki-67 mRNA Kopienzahl im Vergleich zu den cDNA-Ansatzen nachweisbar. Aufgrund
dieser Ergebnisse wurde fur die weiteren RNA-Praparationen aus Urin der RNeasy Midi Kit
mit dem 3 M GuSCN-Lysispuffer und einem zusatzlichen DNA-Verdau auf der Saule
verwendet.
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Abb. 3-8 Identifikation von Kontaminationen mit genomischer DNA in Urin-basierten RNA-

Extrakten. Zu einer Urinprobe wurden 10® ECV-304-Zellen gegeben. Der Urin wurde mit
einem Volumen eines 2,57 M GuSCN-haltigen Lysispuffers versetzt (Protokoll eins und
zwei) oder mit GUSCN-Pulver vermischt, so dass eine Endkonzentration von 3 M geldstem
GuSCN vorlag. Die Proben wurden eingefroren und bis zur RNA-Praparation bei —80°C
gelagert. Bei der Praparation wurden die drei aufgefiihrten Systeme verwendet, wobei
jeweils 2 Proben unter Verwendung eines Protokolls aufgearbeitet wurden, 2x ohne DNA-
Verdau und 2x mit DNA-Verdau auf der Silica-Membran. Es wurde fir jede Praparation
eine  non-RT-Kontrolle  mitgeflhrt. Ein  Vergleich der verschiedenen RNA-
Praparationssysteme erfolgte Gber die Detektion von Ki-67 mRNA mittels RT-gPCR.
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3.2.1.3 Technische Analyse des RNA-Praparations- und
Quantifizierungssystems

Die Entwicklung eines robusten diagnostischen Tests verlangt eine prazise und
reproduzierbare Analyse. Aufgrund dessen musste das Analysesystem zur Praparation-
und Quantifizierung von mRNA auf der Basis von Gesamturin charakterisiert werden. Die in
diesem Zusammenhang durchgefiihrten Experimente sind in der Abbildung 3-9 dargestellt.
Zuerst wurde ein externer RNA-Standard (RNA_uc) entwickelt, welcher zur Kontrolle des
gesamten Analyseprozesses eingesetzt wurde. Die Zusammensetzung verschiedener
interner Referenz-mRNAs im Urin wurde zu unterschiedlichen Tageszeiten untersucht
(Morgen-, Mittags- und Abend-Urin: Tages-Profile). Es wurde ebenfalls die Variabilitat der
Zusammensetzung diverser interner Referenz-mRNAs in verschiedenen Urinfraktionen
bestimmt. Darliber hinaus wurde der Einfluss der Urin-Zusammensetzung auf individuelle
Schritte des Prozesses anhand von RNA, yc untersucht, welcher an zwei verschiedenen
Positionen des Analyse-Protokolls in einer definierten Kopienzahl zu den Proben gegeben
wurde (Abb.3-9:“Spike"-Experimente, schwarze, horizontale Pfeile). Die Quantifizierung
erfolgte Uber TagMan®-basierte RT-gPCR.
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1 1
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3.21.3.1 Entwicklung eines externen RNA Standards

Eine Standardisierung des RNA-Praparations- und Quantifizierungs-Prozesses erfolgte
durch die Entwicklung von RNA_c, mit welchem einzelne Schritte innerhalb des
Verfahrens auf Inhibition durch Bestandteile des Urins hin untersucht werden konnten. Fir
die Verwendung des externen RNA-Standards war es notwendig, die Robustheit der
Detektion von RNA_ yc zu untersuchen. Dafir wurde mittels gPCR eine cDNA-
Standardgerade eines revers-transkribierten RNA_yc T7-Transkripts sowie eine DNA-
Standardgerade eines aufgereinigten RNA_ yc PCR-Produkts hergestellt. Die Amplifikation
der verschiedenen Verdiinnungsstufen des cDNA-Standards war sehr effizient (E = 1,99),
was aus der Steigung der Regressionsgeraden von —3,34 hervorgeht (Abb.3-10). Die
Amplifikations-Effizienz des DNA-Standards war gering niedriger (E = 1,97). Somit war die
Amplifikation Uber alle Verdiinnungsstufen bei einem Regressionskoeffizienten von 0,9959
fur den cDNA-Standard und 0,9980 fiir den DNA-Standard sehr prazise. Die aus der g°PCR
resultierenden Ct-Werte des cDNA-Standards wurden unter Verwendung der DNA-
Standardkurve in Kopienzahlen transformiert. Bei drei Verdiinnungen wurden vergleichbare
RNA_c Kopienzahlen Uber die beiden Standardgeraden berechnet, bei 125 und 12,5x10*
in die cDNA-Synthese eingesetzten RNA, ,c Kopien waren die anhand der DNA-
Standardgerade errechneten Kopienzahlen etwas geringer (Faktor 1,4 bzw. 1,3).

Zur Normalisierung interner mRNAs wurden jeweils 10" Kopien von RNA_ ¢ vor der RNA-
Praparation zur GuSCN-stabilisierten Urinprobe gegeben. Diese Menge war ausreichend,
um auch bei schlechten RNA-Praparations-Ausbeuten von unter 1% eine sensitive
Detektion von RNA ¢ Uber gPCR zu gewahrleisten. Ein Aliquot von RNA uc (107 Kopien)
wurde direkt in die cDNA-Synthese eingesetzt, um die Kopienzahl zu verifizieren. Aus 15
verschiedenen cDNA-Synthesen dieser Aliquots, welche in unterschiedlichen gPCR-Laufen
in Triplikaten amplifiziert wurden, ergab sich eine gemittelte Kopienzahl von 7,03x10° und
ein durchschnittlicher Intra-Assay Variationskoeffizient (CV) von 6,16%. Der Inter-Assay-
CV war mit 10,62% ebenfalls gering, wodurch die Detektion von RNA ¢ sehr robust war.
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Abb. 3-10 Prizision des externen RNA Standards (RNA_yc). Uber Ajs-Messung wurde die
Konzentration von RNA_yc bestimmt. Aus der Konzentration der Nukleinsdurelésung wurde
die Kopienzahl errechnet, und verschiedene Kopien (12,5; 125; 1250; 12500; 125000)
wurden in die cDNA-Synthese eingesetzt. Darauf wurden die Ct-Werte in Triplikaten mittels
gPCR bestimmt. Die Messpunkte werden durch offene, dunkelblaue Kreise, die resultierende
Standardgerade wird durch eine gestrichelte Linie dargestellt. Analog dazu wurde ein DNA
Standard von RNA_yc aus einem aufgereinigtem PCR-Produkt hergestellt, und in sechs
seriellen Verdinnungen von 10-10° Kopien in die qPCR eingesetzt.. Die DNA-Standardkurve
wurde in Triplikaten bestimmt (graue Rauten). Die resultierende Regressionsgerade wird
durch eine durchgezogene schwarze Linie dargestellt. Die anhand der DNA-Standardgerade
errechneten Kopien der RNA_yc-cDNA werden durch offene, hellblaue Dreiecke dargestellt.

In der Abb. 3-11 wird die Abundanz von drei internen Referenz-mRNAs (GAPDH, RPLPO,
UBC) im Urin von zehn verschiedenen Spendern mit und ohne Normalisierung Uber
RNA_ ¢ dargestellt. Auf der Basis dieser Spender wurde aulerdem die tagesabhangige
Varianz der mRNA-Ratios dieser internen Referenz-mRNAs (Abschnitt 3.2.1.3.3)
untersucht. Die analysierten Urinproben in den Abbildungen A—C wurden nach steigender
RNA_ c-Ausbeute angeordnet (von links nach rechts), welche in der Tabelle 3-3 aufgefuhrt
werden. Es wurde eine Korrelation nach Pearson durchgefiihrt, da die Uber RT-gPCR
detektierten Kopienzahlen der mRNAs nach dem Kolmogorov-Smirnov-Test normalverteilt
waren. Dadurch konnte untersucht werden, inwiefern die Kopien interner Referenz-mRNAs
mit der RNA_yc-Ausbeute korrelieren. Die Analyse zeigte, dass die GAPDH Kopien pro ml
Urin nur gering mit der RNA_uc-Ausbeute korrelierten (r = 0,414; p = 0,07). Die RPLPO bzw.
UBC Kopien pro ml Urin zeigten aber eine mittlere Korrelation (r = 0,659; p = 0,002) bzw.
eine hohe Korrelation (r = 0,792; p < 0,001) mit der RNA_yc-Ausbeute.
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I RPLP0 mRNA (Kopien x10%/ml Urin) 1 GAPDH mRNA (Kopien x10%ml Urin)
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Normalisierung von mRNAs interner Referenzgene iiber RNA_yc. Vor der RNA-
Praparation wurden GuSCN-stabilisierten Urinproben von zehn Spendern jeweils 10’ Kopien
RNALuc hinzugefligt. Die Gesamt-RNA wurde in Duplikaten prapariert, und die mRNAs der
Referenzgene GAPDH, UBC, RPLPO sowie RNA_yc wurden in Triplikaten tUber RT-gPCR
detektiert. Die dargestellten Balken reprasentieren die Mittelwerte + Standardabweichung aus
den in Duplikaten durchgefiihrten RNA-Praparationen mit (helle Balken) und ohne (dunkle
Balken) Normalisierung tiber RNA_yc.

Der Inter-Assay CV war bei der Urinprobe des Spenders 9 am gréflten (Tabelle 3-3). Bei
dieser Probe lag der gemittelte CV der drei detektierten internen Referenz-mRNAs ohne
Normalisierung bei 53,80%. Nach der Normalisierung mit RNA_yc konnte der CV auf
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11,24% reduziert werden. Besonders deutlich wurde die Notwendigkeit einer
Normalisierung tUber RNA_uc bei der Detektion der GAPDH mRNA mit dem héchsten CV
von 64,17% (Spender 9). Zwischen den in Duplikaten aus Urinproben weiterer Spender (4,
5, 7) praparierten Gesamt-RNA Extrakten gab es ebenfalls grof3e Varianzen bezlglich der
in der gPCR detektierten Kopienzahlen. Durch die Normalisierung Uber RNA_yc konnten
aber auch hier die Uber die drei detektierten mRNAs gemittelten CVs beim Spender 4 und
7 um etwa die Halfte reduziert werden. Bei den Urinproben der Spender 1 und 2, welche
eine geringe mittlere Varianz zwischen den RNA-Praparationen aufwiesen, konnte der CV
durch die Normalisierung noch weiter auf etwa ein Drittel reduziert werden. Bei den
Spendern 3, 5, 6 und 10 wurde die mittlere Varianz aber nur minimal verringert. Die
niedrigste Varianz zwischen den RNA-Praparationen lag bei dem Spender 8 ohne eine
Normalisierung Gber RNA, ¢ vor (CV = 1,72%). Bei dieser Probe war die Varianz nach der
Normalisierung héher (CV = 5,09%). Im Mittel wurden die CVs der mRNA-Abundanzen in
den zehn verschiedenen Urinen durch die Normalisierung tiber RNA ,c um 24% erniedrigt
(GAPDH: CV-RNA_yc = 87,86%, CV+RNA_yc = 75,91%; RPLPO: CV-RNA yc = 81,69%,
CV+RNA_uc = 45,66%; UBC: CV-RNA_yc = 102,25%, CV+RNA_yc = 79,66%; n = 10).
Demzufolge lag nach der Normalisierung tber RNA ¢ fur die RPLPO mRNA der geringste
maximale Faktor zwischen den Abundanzen der zehn untersuchten Urine vor (RPLPO:
Faktoryaxmin = 4,31; GAPDH: Faktoryawmin = 12,52; UBC: Faktoryawmin = 61,14).

Tabelle 3-3 Inter-Assay Variabilitat der RT-qPCR-basierten Detektion interner Referenz-mRNAs

Spender RNA/ yc GAPDH (n=2) RPLPO (n=2) UBC (n=2) Mittelwert

Ausbeute CVlnter-Assay (%) CVlnter-Assay (%) CVlnter-Assay (%) CVInter-Assay (%)

(% = Standard-  ohne mit ohne mit ohne mit ohne mit

abweichung) RNAuc RNAuc RNAyc RNAyc RNALyc RNALuc RNALuc RNALuc
1 2,01 £0,15 4,47 2,81 5,85 1,42 9,44 2,18 6,59 2,14
2 2,22 +0,13 15,09 9,12 5,71 0,29 7,17 1,167 9,33 3,53
3 3,68 +0,07 7,44 5,60 17,99 19,80 6,47 4,63 10,63 10,01
4 16,82 + 6,35 24.63 13,74 27,55 10,74 22,73 15,68 24,97 13,39
5 20,61 + 3,10 8,40 6,67 37,19 22,80 0,38 15,40 15,32 14,96
6 21,61 +£1,62 0,58 6,93 10,95 3,45 3,85 3,66 5,13 4,68
7 25,51 +4,18 24,07 7,83 29,86 13,81 31,04 15,04 28,32 12,23
8 30,48 £2,07 3,87 2,93 0,73 6,08 0,55 6,25 1,72 5,09
9 31,15+ 19,21 64,17 3,11 50,10 12,67 46,31 17,92 53,83 11,24
10 64,90 = 11,42 10,31 7,36 1,19 16,42 20,28 2,73 10,59 8,84

3.2.1.3.2 Stabilisierung und Lagerung von Urinproben

Um einen diagnostischen Test fur den Nachweis von Harnblasenkarzinomen fir die
klinische Anwendung praktikabel zu gestalten, muss ein standardisiertes Verfahren zum
Sammeln, Lagern und Aufarbeiten von Urinproben entwickelt werden. Daher wurden die
Urinproben nach der Abgabe sofort durch die Zugabe von GuSCN-Pulver
(Endkonzentration 6 M) stabilisiert, wodurch instabile RNAs vor der Degradation durch
Nukleasen geschitzt wurden und Sensitivitdtsprobleme in der RT-qPCR verringert wurden.
Durch die Einfiihrung von Standard Operating Procedures (SOPs) fiir das Sammeln und
die Aufarbeitung von Urinproben wurde eine reproduzierbare Aufarbeitung der Urinproben
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3. Ergebnisse

erreicht. Zur Uberpriifung der stabilisierenden Wirkung von GuSCN und um
herauszufinden, wie lange diese Urinldsungen bei Raumtemperatur gelagert werden
kénnen, wurde eine Zeitreihe erstellt. Es zeigte sich, dass die Konzentration an GuSCN
ausreichend war, um RNasen im Urin ber einen Zeitraum von 5 h zu inhibieren (Abb. 3-
12). Uber RT-gPCR wurden die mRNAs der internen Referenz-mRNAs GAPDH, RPLPO
und UBC detektiert, welche Uber den untersuchten Zeitraum mit geringen Schwankungen
detektiert werden konnten (GAPDH: 85%—-100%; RPLPO: 81%—-100%; UBC: 86%—100%;
RNA_uc: 92%—-100%).

Il GAPDH mRNA I RPLPO mRNA Il UBC mRNA
unnormalisiert unnormalisiert unnormalisiert
[ GAPDH mRNA I RPLPO mRNA [ UBC mRNA
normalisiert tiber RNA normalisiert liber RNA, . normalisiert iiber RNA Abb. 3'1 2
140 Stabilitat GuSCN-

stabilisierter Urinproben.
Der Urin eines Spenders
wurde nach der Stabilisierung
5h bei RT gelagert. Jede
Stunde wurde ein Aliquot
entnommen und bei -80°C
gelagert. Anschlielend
erfolgte die RNA-Praparation
und Quantifizierung der
angegebenen mRNAs Uber
RT-gPCR in Triplikaten.
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In der Tabelle 3-4 wird die Inter-Assay Variabilitdt der verschiedenen RNA-Praparationen
und —Quantifizierungen fur die sechs verschiedenen Zeitpunkte angegeben. Fur RNA_uc
wurde ein CV von 5,27% berechnet, fir die endogenen mRNAs GAPDH, RPLPO und
UBC wurden etwas hdhere CVs berechnet. Durch die Normalisierung tber RNA_uc
verbesserte sich der CV fur die GAPDH und RPLPO mRNA um den Faktor 2,2 bzw. 1,6.
Fur die UBC-mRNA verschlechterte sich der Faktor nur minimal um 1,2. Die Ergebnisse
zeigen, dass die RNA in GuSCN-stabilisiertem Urin zumindest Gber einen Zeitraum von
funf Stunden bei Raumtemperatur ausreichend stabil transportiert oder gelagert werden
kann.

Tabelle 3-4 Prazision der RNA-Préaparation und Quantifizierung

Anzahl der CV*(%) CV=*(%)
Detektierte RNA . Ohne RNAyc Mit RNAyc Experimenteller Aufbau

Replikate . "

Normalisierung  Normalisierung
. _ Zugabe von RNA| ¢ zu einer

Kopien RNAyc n=6 527 Urinprobe
Kopien der endogenen GAPDH mRNA  n=6 6,39 2,94 Aliquots einer Urinprobe
Kopien der endogenen RPLPO mRNA n==6 8,08 4,96 Aliquots einer Urinprobe
Kopien der endogenen UBC mRNA n=6 5,80 7,18 Aliquots einer Urinprobe

“Inter-Assay Variationskoeffizient
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3. Ergebnisse

3.2.1.3.3 Interne Referenz-mRNAs im Urin

Die Normalisierung der Abundanz von RNA-Tumormarkern uber ,konstitutiv® exprimierte
housekeeping Gene (hier als interne Referenz-mRNAs bezeichnet) ist eine Standard-
Strategie, um Probenmaterial verschiedener Tumorpatienten sowie gesunder Spender
miteinander vergleichen zu konnen. Allerdings kann die Expression solcher interner
Referenzgene, wie beispielsweise GAPDH, in Tumorgeweben reguliert sein
[zusammengefasst in 92]. Als Konsequenz hieraus wurde in einer Vielzahl von Studien
vorgeschlagen, viele unterschiedliche interne Referenz-mRNAs parallel zu untersuchen.
Fir die Verwendung von Gesamturin als RNA-Quelle muss zudem bericksichtigt werden,
dass der Zellgehalt sowie die Zusammensetzung von verschiedenen Zelltypen im Urin
unterschiedlich sein kann und somit die Ratio interner Referenz-mRNAs stark variieren
kann. Aufgrund dessen wurde die Variabilitdt der Zusammensetzung interner Referenz-
mRNAs an unterschiedlichen Tageszeiten und in drei verschiedenen Urinfraktionen
(zellulare Fraktion, zellfreie Fraktion, Gesamturin) untersucht. Fir diese Experimente wurde
zuerst ein Set von neun internen Referenz-mRNAs im Gesamturin untersucht.

Zur Untersuchung, ob die Abundanz eines Urin-assoziierten Tumormarkers Uber
interne Referenz-mRNAs normalisiert werden kann, wurden neun verschiedene, in der
Literatur beschriebene, interne Referenz-mRNAs ausgewahlt (Tabelle 3-5). Die
ausgewahlten Referenz-mRNAs wiesen in den angegebenen Studien eine geringe
Variabilitdt im untersuchten Probenmaterial verschiedenen Ursprungs auf und schienen
daher als geeignet fur die Normalisierung Urin-assoziierter mRNAs. Die internen Referenz-
mRNAs sowie der fur Harnblasenkarzinome beschriebene Tumormarker Urokinase
Plasminogen Aktivator (uPA) [39] wurden im Urin mit Hilfe der RT-qPCR nachgewiesen.

Tabelle 3-5 Auswahl interner Referenz-mRNAs zur Normalisierung der mRNA-Tumormarker-
Abundanz

Name des Gens (Symbol)  Funktion/ Beschreibung; Auswahlkriterium

Ribosomale RNA; von 11 getesteten Referenz-mRNAs wies die Expression der GUSB mRNA und 18S
18S rRNA rRNA die geringste Variabilitédt in den von Aerts et al. untersuchten humanen Tumorzelllinien und
embryonalen Zelllinien auf (n = 26) [93]

Lysosomale Exoglycosidase; von 11 getesteten Referenz-mRNAs wies die Expression der GUSB

Beta-Glucuronidase mRNA und 18S rRNA die geringste Variabilitit in den von Aerts et al. untersuchten humanen

(GUSB) Tumorzelllinien und embryonalen Zelllinien auf (n = 26) [93]

Beta-2-Mikroglobulin Beta-Kette des MHC I-Molekils; von 13 getesteten Referenz-mRNAs wies die Expression der B2M
(B2M) mRNA eine geringe Variabilitit in den von Dheda et al. untersuchten Blutproben auf (n = 16) [94]
Glyceraldehyd-3-Phosphat ~ Oxidoreduktase (Glycolyse und Glyconeogenese); von den 10 untersuchten Referenz-mRNAs war die
Dehydrogenase Expression der GAPDH, UBC, HPRT mRNA am stabilsten in den von Vandesompele et al.
(GAPDH) untersuchten Geweben (n = 13) [83]

RNA-Polymerase II Transkription der mMRNA; von 13 getesteten Referenzgenen war die Expression der RPII mRNA am
(RP II) konstantesten in den von Radoni¢ et al. untersuchten Geweben (n = 16) [95]

Humanes saures Humanes ribosomales Protein (Komponente der 60S UE); von 13 getesteten Referenz-mRNAs war
ribosomales Protein die Expression der RPLPO (HuPO) mRNA am konstantesten in den von Dheda et al. untersuchten
(RPLPO) Blutproben (n = 16) [94]

Ribosomales Protein S27A  Ribosomales Protein S27 (Komponente der 40S UE); RPS27A zeigte eine relative konstante
(RPS27A) Expression in den von Lee et al. untersuchten Daten-Sets [96]

Protein Degradation; von den 10 untersuchten Referenz-mRNAs war die Expression der GAPDH,

Ubiquitin € (UBC) UBC, HPRT mRNA am stabilsten in den von Vandesompele et al. untersuchten Geweben (n = 13) [83]
Signaltransduktionsmolekil; von den 10 untersuchten Referenz-mRNAswar die Expression der

sk
Gzt YWHAZ mRNA sehr stabil in den von Vandesompele et al. untersuchten Geweben (n = 13) [83]

***Tyrosin 3-Mono-Oxygenase / Tryptophan 5-Mono-Oxygenase Aktivierungs-protein, zeta Polypeptid
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3. Ergebnisse

Es zeigte sich, dass in den untersuchten Urinproben die Varianz der Referenzgene sehr
hoch war (Abb.3-13). Die Ct-Werte der 18S rRNA wiesen mit einem Inter-Assay CV von
30,3% die grofdte Variabilitdt auf (Ct-Wert Spannweite: 10,5-23,4). Diese RNA zeigte mit
einem mittleren Ct-Wert von 14,4 + 4,4 die hochste Abundanz in den untersuchten Urinen.
Die mRNA fir BGUS hatte mit einem mittleren Ct-Wert von 28,2 + 2,7 die geringste
Abundanz. Die gemessenen Ct-Werte dieser mRNA zeigten die geringste Varianz
zwischen den unterschiedlichen Urinen (CVierassay = 9,7%; Ct-Wert Spannweite: 25,0—
32,4). Niedrige Inter-Assay Variabilitdten wurden auf’erdem fir die RPLPO und die
RPS27A mRNA berechnet (CVinter.assay = 11,9% bzw. CVinter-assay = 12,0%). Im Gegensatz
zur RPS27A mRNA (mittlerer Ct-Wert = 26,4 + 3,2; Ct-Wert Spannweite: 22,5-31,1) war
die Abundanz der RPLPO mRNA deutlich héher (mittlerer Ct-Wert = 22,4 + 2,7; Ct-Wert
Spannweite: 19,5-27,1).
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Abb.3-13 Variabilitidt verschiedener interner Referenz-mRNAs im Gesamturin. Aus Gesamturin von

gesunden Spendern (K1 bis K4, n = 4) und Patienten mit einem Harnblasenkarzinom
(Tumorgrad G1 bis G3, n = 6) wurde Gesamt-RNA prépariert. Uber RT-gPCR wurden die Ct-
Werte (y-Ordinate) der mRNAs interner Referenz-mRNAs in Triplikaten bestimmt (18S rRNA,
Beta-2-Mikroglobulin, Beta-Glucuronidase, GAPDH, RNA-Polymerase Il, RPLP0O, RPS27A,
UBC und YWHAZ). AuBerdem wurde RNA_yc und der mRNA-Tumormarker uPA bestimmt.
Die Symbole markieren die Ct-Wert + Standardabweichung der Triplikate.

Die gemessenen Ct-Werte der internen Referenz-(m)RNAs, von RNA, ¢ sowie des mRNA-
Tumormarkers uPA wurden anhand von mitgefiihrten Standardkurven in Kopienzahlen
transformiert. AnschlieRend wurde die in verschiedenen Urinproben bestimmte Kopienzahl
der uPA mRNA uber die internen Referenz-(m)RNAs sowie RNA yc normalisiert. Aus der
Abbildung 3-14 J geht hervor, dass die uPA mRNA sehr abundant in Urinproben von
Patienten mit einem Harnblasenkarzinom ist. Die Normalisierung des mRNA-
Tumormarkers uPA Uber vier der neun internen Referenz-mRNAs bewirkte keine Trennung
von gesunden Spendern und Patienten mit einem Harnblasenkarzinom (Abb.3-14 A,B,E,I).
Durch die Normalisierung Uber B2M war die Abundanz des Tumormarkers in den Kontroll-
Urinen sogar hdher als in drei der funf Urine von Patienten mit einem Harnblasenkarzinom.
Eine schlechte Trennung der beiden untersuchten Gruppen wurde ebenfalls nach der
Normalisierung durch die internen Referenzgene 18S rRNA, RP Il sowie YWHAZ erzielt.
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3. Ergebnisse

Die beste Trennung durch eine interne Referenz-mRNA wurde durch die Normalisierung
Uber BGUS erreicht. Der berechnete Faktor zwischen der mittleren Abundanz der uPA
mMRNA der Kontroll-Urine den Harnblasenkarzinom-Urinen betrug 19,6. Somit konnten hier
alle Patienten mit einem Harnblasenkarzinom von den gesunden Spendern unterschieden

werden.

uPA mRNA x 102 /RNA-Pol Il mRNA uPA mRNA x 10 /18S rRNA

uPA mRNA/YWHAZ mRNA
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Normalisierung des mRNA-Tumormarkers uPA. Die in Abb.3-13 dargestellten Ct-Werte
wurden anhand der mitgefihrten Standardkurven in die absolute Kopienzahl transformiert.
Anschlieend wurde die Abundanz des mRNA-Tumormarkers uPA Uber die RNAs interner
Referenzgene sowie RNA_yc normalisiert.
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3. Ergebnisse

Die Normalisierung tber RPS27A erlaubte ebenfalls eine 100%ige Trennung der beiden
untersuchten Gruppen (Abb.3-14 G). Allerdings war die Abundanz von uPA in den Urinen
der Spender G1 und G2-2 nur um den Faktor 1,8 bzw. 1,6 hoher als die gemittelte
Abundanz in den Kontroll-Urinen. Nach der Normalisierung der uPA mRNA (ber GAPDH,
RPLPO und UBC konnte der Patient G2-2 nicht den Tumorpatienten zugeordnet werden.
Von diesen drei Referenz-mRNAs lag der gro3te Faktor (8,7) zwischen Kontroll-Urinen und
Urinen von Harnblasenkarzinompatienten nach der Normalisierung Uber RPLPO vor. Bei
der Normalisierung Uber GAPDH lag nur ein Faktor von 3,6 vor, bei der Normalisierung
Uber UBC betrug der Faktor lediglich 2,5. Fir weitere Untersuchungen zur Variabilitat der
MRNA-Abundanz interner Referenz-mRNAs im Gesamturin wurden RPLPO, GAPDH und
UBC ausgewahlt, da diese im Gegensatz zu BGUS eine hohe Abundanz im Urin
aufweisen.

Um den Einfluss der Tageszeit auf die Zusammensetzung der Referenz-mRNAs GAPDH,
UBC und RPLPO zu untersuchen, wurde Gesamturin morgens, mittags und abends
gesammelt und untersucht.

Es zeigte sich, dass die mRNA-Ratio GAPDH/UBC eine hohe Variabilitdt zwischen
unterschiedlichen Tageszeiten aufwies (Abb.3-15 A). Die Uber alle Spender und
Tageszeiten gemittelte mRNA-Ratio betrug 0,64 + 0,76, woraus sich ein hoher CV/nter.assay
von 117,26% ergab. Innerhalb eines Spenders lag der Faktor zwischen der GAPDH/UBC
mRNA-Ratio zu verschiedenen Tageszeiten durchschnittlich bei 2,8. Die gebildete mRNA-
Ratio variierte zwischen den verschiedenen Tageszeiten maximal um den Faktor 6,9
(Spender 8), die geringste Variabilitat lag im Urin des Spenders 4 vor (Faktor 1,1). Fur die
zehn Spender wurde ein durchschnittlicher CVnya-spender VON 40,67% fur die GAPDH/UBC
mRNA-Ratio berechnet (Spannweite: 6,52%-71,09%).

Im Gegensatz hierzu war die Variabilitat der GAPDH/RPLPO mRNA-Ratio (Abb.3-15 B)
zwischen den Tageszeiten geringer (CVinyra-spender = 25,14%; Spannweite: 9,05-62,00%).
Fur die maximale Tageszeit-abhangige Variabilitdt dieser Ratio wurde ein Faktor von 3,0
berechnet (Spender 4), der geringste Faktor zwischen den Tageszeiten lag bei 1,17
(Spender 3). Uber alle Spender und Tageszeiten ergab sich eine gemittelte mRNA-Ratio
von 1,12 £ 0,49, woraus ein CV\ner.assay VON 44,02% errechnet wurde.

Ein anhand des gepaarten, nicht-parametrischen Wilcoxon-Tests durchgefiihrter
Vergleich der GAPDH/UBC mRNA-Ratio zu verschiedenen Tageszeiten zeigte keinen
signifikanten Einfluss des Zeitpunkts der Urinabgabe auf das Verhaltnis der beiden mRNAs
(p = 0.13). Fur die GAPDH/RPLPO mRNA-Ratio lag jedoch ein signifikanter Unterschied (p
= 0.05) zwischen dem morgens abgegeben und dem mittags abgegebenen Urin vor. Fir
weitere Experimente wurde kein Morgen-Urin, sondern sogenannter Spontanurin (jeder
Urin aulRer der Morgen-Urin) verwendet.
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Abb. 3-15 Tageszeitabhingige Varianz interner Referenz-mRNA-Ratios. An den angegebenen
Tageszeiten wurden von 10 verschiedenen Spendern Urinproben abgegeben. Aus dem Urin
wurde Gesamt-RNA prapariert und tber RT-qPCR wurden RNAs der internen Referenz-
mRNAs GAPDH, RPLPO und UBC quantifiziert. A Dargestellt ist der Mittelwert der
GAPDH/UBC mRNA-Ratio aus zwei unterschiedlichen RNA-Praparationen und -
Quantifizierungen mit der entsprechenden Standardabweichung. B Analog zu A wurde die
RPLPO/GAPDH Ratio gebildet.

Fur die Untersuchung der Zusammensetzung interner Referenz-mRNAs in verschiedenen
Urinfraktionen wurde die GAPDH, RPLPO und UBC mRNA in der zellfreien Urinfraktion, im
Gesamturin und in der zellularen Fraktion von 21 Spendern Uber RT-qPCR detektiert. Die
Ausbeute der RNA-Praparation wurde Uber den externen RNA-Standard ermittelt. RNA_yc
wurde verwendet, um die Kopienzahlen der Referenz-mRNAs zu normalisieren. Dadurch
konnten die Abundanzen der internen Referenz-mRNAs in der zellfreien Fraktion mit
denjenigen im Gesamturin verglichen werden. Zudem wurden die mRNA-Ratios
GAPDH/RPLPO und GAPDH/UBC gebildet um zu untersuchen, wie stabil die Verhaltnisse
der mRNAs in den verschiedenen Fraktionen sind.

Die Quantifizierung von RNA_yc in verschiedenen Urinfraktionen von 21 Spendern
ergab eine Spannweite der Ausbeute von 0,2-90,1% (Abb.3-16 A). Die Ausbeute war
durchschnittlich am hdchsten fur die zellulare Fraktion (Mittelwert = 26,5%; Spannweite:
1,6-90,1%; Tabelle 3-6), gefolgt vom Gesamturin (Mittelwert = 15,8%; Spannweite: 0,7—
46,9%). Die gemittelte Ausbeute an RNA_ yc war am geringsten flr die zellfreie Fraktion
(Mittelwert = 6,6%; Spannweite: 0,2-22,6%). Durch die hohe Varianz in der RNA_yc-
Ausbeute wurde deutlich, dass eine Normalisierung der pro ml Urin detektierten mRNA-
Kopienzahlen Uber RNA_y,c notwendig war. Die RNA_yc-normalisierte GAPDH mRNA
wurde mit hoher Abundanz im Gesamturin nachgewiesen. In 13 der 21 Urinproben konnten
mehr als 10° Kopien der GAPDH mRNA pro ml Urin nachgewiesen werden (Median =
1,89x10° Kopien pro ml Urin; Spannweite: 4,91x10%-2,98x10°® Kopien pro ml Urin; Abb.3-16
B).
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Tabelle 3-7 Detektion von Referenz-mRNAs in verschiedenen Urinfraktionen

Target CV (%) CV (%) CV (%) Messgrofie Spannweite der RNA-Detektion
RNA 1. Gesamt- 2. Zellfreie 3. Zellulidre (Median)
Urin Urinfraktion Fraktion
. 1. 0,007 - 0,479
RNA_ e 101 100 82 ﬁgiﬁ‘;‘c Iljt"fs’lelﬁé 2.0,001 - 0,226
put-5p 3.0,016 - 0,901

1.3,7x10° = 1,0x10® (1,2x10°)

GAPDH 377 392 346 nggf Kopien/ 5 1 7x10° 4.4x10° (2,1x10%)
3.3,8x10%— 8,7x10” (9,3x10%)

GAPDH . 1. 4,9x10% - 3,0x10® (1,9x10%)
(RNAwe- 286 321 338 nggf Kopien/ 5 3" 3104~ 1.1x10° (1.1x10°)
normalisiert) 3.8,1x10% = 2,8x10% (5,5x10°)
: 1.2,9x10° = 1,1x107 (7,6x10%)

RPLPO 315 203 262 E’g?ﬂl{"p‘em 2.4,5x10° - 6,4x10° (1,4x10%)
3.4,3x10°= 6,2x10° (3,2x10%)

RPLPO . 1.3,8x10*—3,9x107 (1,7x10°)
(RNA - 201 216 233 ﬁg?ﬂK"plen/ 2.2,8x10%— 3,5x107 (6,8x10%)
normalisiert) 3.9,1x10%= 2,0x107 (2,9x10%)
. 1. 5,9x10° - 8,6x107 (3,9x10°)

UBC 344 367 313 E?Srﬁ(’p‘e“/ 2.1,1x10°— 2,2x10° (1,6x10%)
3.1,4x10°— 8,0x107 (3,4x10%)

UBC . 1. 7,7x10% - 2,5x10* (5,6x10%)
(RNAyc- 196 247 254 E?Srﬁ"p‘en/ 2.8,5x10°— 5,4x10 (5,1x10°)
normalisiert) 3. 4,4x10° - 2,6x10% (2,2x10°)

“Inter-Assay-Variationskoeffizient der in der RNA-Detektion

Zudem wurde die Abundanz zellfreier GAPDH mRNA bestimmt. Die Untersuchung ergab,
dass die zellfreie GAPDH mRNA einen grof3en Anteil der Gesamt-RNA Fraktion ausmachte
(Median = 1,1x10° Kopien pro ml Urin, Tabelle 3-6). Der gemittelte Anteil an zellfreier
GAPDH mRNA im Gesamturin lag bei 46,9%. In einigen Urinproben konnte die detektierte
GAPDH mRNA fast vollstandig auf zellfreie RNA zurtckgefuhrt werden (Abb.3-16 B:
Spender 2, 11, 15 und 21). Die Abundanz der RPLPO mRNA pro ml Gesamturin und
zellfreiem Urin war vergleichbar mit der GAPDH mRNA (Mediangesamturin = 1,7x10° Kopien;
Medianzeireie Fraktion = 6,8x10° Kopien). Von der UBC mRNA konnten im Gesamturin von 16
der 21 Spender iber 10" Kopien pro ml Urin detektiert werden (Abb.3-16 C), wodurch die
Abundanz (Median = 3,7x10° Kopien pro ml Urin; Spannweite: 7,6x10*-2,5x10® Kopien pro
ml Urin) héher war als die der GAPDH mRNA. Allerdings war der Anteil der zellfreien UBC
MRNA im Gesamturin gegeniber der GAPDH mRNA geringer (Medianzeifreie Fraktion =
5,1x10° Kopien pro ml; Mediangesamturin = 5,6x10° Kopien). Der gemittelte Anteil an zellfreier
UBC mRNA im Gesamturin betrug lediglich 16,9%.
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Von den detektierten internen Referenz-mRNAs wurden Ratios gebildet, welche Uber die
verschiedenen Fraktionen und Urinproben normalerweise nur eine geringe Variabilitat
zeigen dirften. Die Mittelwerte der GAPDH/UBC mRNA-Ratio (Abb.3-17 A) waren
vergleichbar fur Gesamturin (Mittelwert = 0,59) und die zelluldre Fraktion (Mittelwert =
0,50), jedoch war der Koeffizient fur die Inter-Assay Variabilitat mit 59,92% fir Gesamturin
niedriger gegenuber der zellfreien Fraktion (CV = 91,36%). Die Mediane dieser Fraktionen
unterschieden sich um den Faktor 1,8 (Mediangesamturin = 0,61 bzw. Medianeuzre Fraktion
0,34). Anhand des gepaarten, nicht-parametrischen Wilcoxon Tests ergab sich ein
signifikanter Unterschied zwischen den GAPDH/UBC mRNA-Ratios im Gesamturin und der
zellularen Fraktion (p = 0,01; n = 21). Die GAPDH/UBC mRNA-Ratio der zellfreien Fraktion
(Mittelwert = 1,84; Median = 1,56; CVnerassay = 63,35%) unterschied sich signifikant (p <
0,001) von den beiden anderen Fraktionen. Die mittleren GAPDH/RPLPO mRNA-Ratios
(Abb.3-17 B) im Gesamturin und in der zellularen Fraktion sowie die Mediane waren héher
als die der GAPDH/UBC mRNA-Ratio (Gesamturin: Mittelwert = 3,02 bzw. Median = 1,39;
zelluldre Fraktion: Mittelwert = 3,59 bzw. Median = 1,89). Die GAPDH/RPLPO mRNA-
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Ratios waren nicht signifikant unterschiedlich zwischen den beiden Fraktionen (p = 0,07).
In der zellfreien Fraktion war die mittlere GAPDH/RPLPO mRNA-Ratio mit 1,39 um die
Halfte niedriger im Vergleich zu den anderen Fraktionen, der Median betrug 1,02. Daraus
ergab sich ein signifikanter Unterschied zwischen den mRNA-Ratios der zellfreien Fraktion
und Gesamturin sowie der zellfreien Fraktion und der zelluldren Fraktion vor (p < 0,001).
Die Koeffizienten fur die Inter-Assay Variabilitat der GAPDH/RPLPO mRNA-Ratio im
Gesamturin, der zellfreien und zellularen Fraktion waren deutlich hoher als bei der
GAPDH/UBC mRNA-Ratio und lagen bei 113,81%, 106,42% bzw. 107,02%.

Die folgenden Experimente wurden auf der Grundlage von Gesamturinproben
durchgefiihrt, da sich bei der GAPDH/RPLP0O mRNA-Ratio kein signifikanter Unterschied
zwischen der zellularen Fraktion und Gesamturin ergab.

Abb. 3-17
A B Interne Referenz-mRNAs Ratios in
6 16 unterschiedlichen Urinfraktionen.

>

Aus Urin von 21 Spenden wurden drei
verschiedene Fraktionen hergestellt (1.
zellfreie Fraktion, 2. zellulare
A % Fraktionen, 3. Gesamturin). Gesamt-
RNA wurde prapariert und die mRNAs
& der internen Referenzgene GAPDH,
RPLPO und UBC wurden in Triplikaten
v Uber RT-gPCR detektiert. Anhand der
ermittelten Kopienzahlen wurden die
mRNA-Ratios GAPDH/UBC (A) und
GAPDH/RPLPO (B) gebildet. Die Linie
innerhalb der Boxen reprasentiert den
Median, die Boxen reprasentieren das
25. und 75. Perzentil. Fehlerbalken
begrenzen das 10. und 90. Perzentil.
AuBRerhalb liegende Werte werden
durch ein Symbol angezeigt.
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3.2.1.3.4 Bestimmung der RNase-Aktivitat im Urin

Zur Untersuchung, ob die unterschiedlichen Ausbeuten des externen RNA-Standards bei
der Praparation von Gesamt-RNA aus Urin mit der RNase-Aktivitat im Urin korreliert, wurde
parallel zur Bestimmung der RNA yc-Ausbeute die RNase-Aktivitat im Urin von zehn
verschiedenen Spendern untersucht. Fur die Bestimmung der RNase-Aktivitdt wurde ein
artifizielles RNA-Substrat verwendet, welches an den Sequenzenden mit einem Fluorophor
bzw. einem Quencher markiert ist. Folglich kommt es in Abwesenheit von RNasen bei einer
Anregung des Fluorophors nicht zur Emission von Fluoreszenz. In Anwesenheit von
RNasen wird das RNA-Substrat gespalten, wodurch der Quencher raumlich vom
Fluorophor getrennt wird und nach Anregung Fluoreszenz emittiert wird. Die Menge an
RNase in den Urinproben ergibt sich aus der Rate der Fluoreszenzzunahme (siehe Abb. 3-
18 B). In der Abb.3-18 A ist die Standardkurve abgebildet, welche die enzymatische
Aktivitat verschiedener definierter Einheiten an RNase A darstellt. Diese Standardgerade
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wurde fur die Berechnung der RNase-Aktivitat im Urin verwendet. In der Abb.3-18 B wird
die relative Fluoreszenzzunahme pro Zeiteinheit durch die Spaltung des RNase Substrats
in verdinnten Urinproben von zehn unterschiedlichen Spendern prasentiert.

14 10° -
Geradengleichung: relative Fluoreszenz
= ’ -4 -
129 ?lz_—z(?%%%gsx +210x10 “ e Ausgleichskurve

-
o
'l

e}
'l

Kobs x10° (sec™)
relative Fluoreszenz

0 v v v v o —T—T T T T T

0 1 2 3 4 ] 5 0 50 100 150 200 250 300 350 400
RNase A Aktivitat (kunitz units x10™) Zeit (sec)

Abb. 3-18 Bestimmung der RNase-Aktivitit im Urin. (A) Standardgerade zur Bestimmung der RNase
A-Aktivitat. Durch die Zugabe eines RNase A-Standards (0,19, 0,58, 1,16, 2,31, 3,70, 4,63
x107 Kunitz Units) wurde die Spaltung eines Fluoreszenz/Qencher-markierten Substrats
initiiert. Die daraus resultierende Zunahme an relativer Fluoreszenz wurde zeitabhangig
gemessen. Durch die einzelnen Messpunkte wurde eine exponentielle Ausgleichskurve
gelegt, aus der die Geschwindigkeit der Spaltung (kobs) abgeleitet wurde. Die Daten basieren
auf zwei unterschiedlichen Verdiinnungsreihen des RNase A-Standards. (B) Enzymatische
RNase-Aktivitat im Urin von unterschiedlichen Spendern (n = 10). Die grauen Linien stellen
die Zunahme an relativer Fluoreszenz (y-Ordinate) pro Zeiteinheit (x-Ordinate) dar. Die
Ausgleichskurve ist in schwarz dargestellt.

Von den in Abb.3-18 B dargestellten Ausgleichskurven wurde die Geschwindigkeit der
Reaktion (keps) abgeleitet und anhand der Standardgerade in RNase A-Aquivalente (Kunitz
Units) transformiert. In den Urinproben von zehn verschiedenen Spendern variierte die
RNase-Aktivitdt um eine log-Stufe (Spannweite: 9,2x10°-9,2x10* Kunitz Units/ml). Die
gemittelte RNase-Aktivitat lag bei 3,3x10™* Kunitz Units/ml. Ein Vergleich der RNase-
Aktivitdt im Urin mit der Ausbeute an RNA_yc nach der RNA-Praparation ergab keine
signifikante Korrelation (Korrelationskoeffizient nach Pearson: r = 0,450, p = 0,182; Abb.3-
19 A). AuRerdem konnte keine signifikante Korrelation zwischen der RNase-Aktivitat im
Urin mit der Kopienzahl an GAPDH mRNA beobachtet werden (r = 0,089, p = 0,807;
Abb.3-19 B). Daraus schliel3t sich, dass geringe Ausbeuten von RNA ¢ nicht auf eine
hohe RNase-Aktivitat im Urin zurtickgefihrt werden koénnen.
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Abb. 3-19 Einfluss der RNase-Aktivitit im Urin auf die Ausbeute der RNA-Priparation. A Die
RNase Aktivitdt wurde gegen die Ausbeute von RNA_yc nach der RNA-Préparation
aufgetragen. Die Ausbeute von RNA_yc wurde in Relation zu der Kopienzahl gesetzt, welche
den Urinproben vor der Praparation hinzugefligt wurde. Die prozentuale RNA yc-Ausbeute
reprasentiet den Mittelwert aus zwei unabhangigen RNA-Préparationen und -
Quantifizierungen mittels RT-gPCR. Die gemessene RNase-Aktivitdt basiert aus zwei
unabhangigen Verdinnungen, aus denen der Mittelwert gebildet wurde. B Vergleich
zwischen der RNase-Aktivitat im Urin und der detektierten Kopienzahl von GAPDH mRNA.

3.2.1.3.5 Spender-abhangiger Einfluss der Urin-Zusammensetzung auf die
Detektion von RNA

Im vorangehenden Kapitel konnte gezeigt werden, dass die Variabilitdt in der RNA yc-
Ausbeute von einem Faktor 8 (7,8—41,4%) nicht auf die RNase-Aktivitat zurickgefihrt
werden konnte. Daher wurden “Spike”-Experimente auf der Grundlage dieser Urinproben
durchgefiihrt (zur Ubersicht siehe Abb. 3-9), um den Einfluss der Urin-Zusammensetzung
auf die RT-gPCR zu untersuchen. Urin variiert in Spender-abhangiger Weise unter
anderem beziglich der Zusammensetzung von Zellen, Salzen, Proteinen und
Nukleinsduren, wodurch die RNA-Praparation und —Quantifizierung beeinflusst werden
kann. Zur Uberpriifung, ob die Schwankung in der RNA yc-Ausbeute auf mit-aufgereinigte
inhibitorische Substanzen zurickzufihren war, wurden von den cDNAs (n = 20) jeweils flinf
unterschiedliche Verdunnungen in die gPCR eingesetzt (Abb. 3-20). Die relative RNAyc-
Ausbeute war am hdchsten bei einer 7,5—-fachen Verdinnung der cDNA. Hier war die
mittlere relative RNA_uc-Ausbeute im Vergleich zu konzentrierter cDNA um den Faktor 1,17
héher. Bei dieser Verdlinnungsstufe lag zwischen den zehn verschiedenen Proben ein
maximaler Faktor in der relativen RNA_yc-Ausbeute von 1,4 vor, der Inter-Assay CV betrug
9%. Bei einer weiteren Verdlinnung verringerte sich die relative RNA, ,c-Ausbeute
geringfugig. Fur die Detektion von mRNA-Tumormarkern (Kapitel 3.3) wurde deshalb eine
8—fach verdinnte cDNA in die gPCR eingesetzt. Zudem konnten keine starken
Schwankungen in der relativen RNA c-Ausbeute beobachtet werden, wenn die Zugabe
von RNA ¢ erst nach der RNA-Praparation erfolgte. Der Maximale Faktor in der RNA yc-
Ausbeute betrug 1,6, der CV betrug 14%. Die Schwankungen in der RNA c-Ausbeute des
gesamten Analyse-Prozesses resultierten somit nicht aus einer Inhibierung der reversen
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Transkriptase-Reaktion. Aus den Urinproben dieser Spender wurde ebenfalls Gesamt-RNA
in Duplikaten unter Verwendung des Standardprotokolls prapariert. Mit diesem Experiment
konnte demonstriert werden, dass die Zusammensetzung der verschiedenen Urinproben
keinen wesentlichen Einfluss auf die sich an die RNA-Praparation anschlieRenden
Enzymreaktionen hat. Demzufolge war die hohe Variabilitat in der RNA yc-Ausbeute auf
den RNA-Praparations-Prozess selbst zurtickzuflihren.

Abb.3-20

Inhibitionseffekt der Urin-Zusammensetzung auf
die RNA_yc-Ausbeute. Stabilisierte Urinproben von
10 verschiedenen Spendern wurden 107 Kopien
RNAuc hinzugefigt. Gesamt-RNA  wurde in
Duplikaten prapariert und in cDNA umgeschrieben.
Von den cDNAs wurden fiinf verschiedene
Verdiinnungsstufen (2,5; 7,5; 22,5; 67,5; 202,5)
hergestellt und die RNALuc Kopienzahl (x-Ordinate)
wurde mittels qPCR in Triplikaten bestimmt (weisse
Dreiecke, schwarze Linien). Die errechnete RNA_yc-
Kopienzahl in der 2,5-fach verdiinnten cDNA wurde
gleich eins gesetzt, um die relative Ausbeute an
RNALuc (y-Ordinate) in den weiteren
Verdinnungsstufen zu bestimmen. Die in rot
dargestellte Linie zeigt die erwartete (theoretische)
relative RNA_yc-Ausbeute in den Verdinnungen der
Verdiinnungsfaktor der cDNA cDNA (gelbe Dreiecke) an.

relative RNA  .-Ausbeute

3.2.2 Potentielle mRNA-Tumormarker des Harnblasenkarzinoms

Auf der Basis des ausfihrlich charakterisierten und robusten Systems zur Praparation von
Gesamt-RNA und zur Quantifizierung von spezifischen mRNA-Sequenzen im Gesamturin
war die Entwicklung eines RT-gPCR-basierten Urin-Tests zur sensitiven Diagnostik von
Harnblasenkarzinomen denkbar. Zur Identifikation relevanter RNA-Tumormarker des
Harnblasenkarzinoms war es notwendig, ein Set an tumorrelevanten mRNAs im
Gesamturin von Tumorpatienten und gesunden Spendern zu messen. Hierflir wurde zuerst
mit einer kleinen ,Trainings“-Population an Harnblasenkarzinom-Patienten und gesunden
Spendern ein RT-gPCR-Array durchgefihrt. Der Array ermdglichte die gleichzeitige
Detektion von 84 verschiedenen mRNAs, welche an der Transformation und Tumorigenese
beteiligt sind. Die Uber den Array identifizierten, sowie weitere in der Literatur
beschriebene, potentielle mRNA-Tumormarker wurden anschliefiend in Gesamturinproben
einer groReren ,Test“-Population von Harnblasenkarzinompatienten sowie gesunden
Spendern untersucht.
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3.2.21 RT-gPCR-basiertes Screening von 84 potentiellen mMRNA-
Tumormarkern im Urin

Analog zum Procedere bei der Analyse von miRNAs (siehe Kapitel 3.1.2), wurde zunachst
ein kommerzieller RT-gPCR-Array (RT?-Profiler, SuperArray) durchgefiihrt, um nach
potentiellen mRNA-Tumormarkern im Urin von Harnblasenkarzinompatienten zu suchen.
Hierzu wurde Gesamt-RNA aus Urin von vier G1-Harnblasenkarzinompatienten und vier
gesunden Spendern prapariert. FlUr die insgesamt acht Array-Experimente wurden nach
der Reversen Transkriptase-Reaktion jeweils ein Aliquot der cDNA fir die Detektion von 84
verschiedenen mRNAs eingesetzt. Anhand der Arrays wurden mRNAs untersucht, deren
translatierte Proteine in die Apoptose, Zellseneszenz, Zelladhasion, Angiogenese,
Invasion, Metastasierung, Zellzyklus-Kontrolle, DNA-Reparatur, Signaltransduktion und
Transkription involviert sind.

Im Array-Experiment erfolgte die Detektion der mRNAs uber SYBR Green | als
Fluoreszenzreporter, wodurch Schmelzkurvenanalysen der PCR-Produkte durchgefuhrt
werden konnten [97]. Aus der Analyse ging hervor, dass nicht fir alle der 84 mRNAs
spezifische qPCR-Produkte generiert wurden. In der Abb. 3-21 werden die Schmelzkurven
der in Tabelle 3-7 aufgefiihrten mRNAs anhand eines gesunden Spenders und eines G1-
Tumor-Patienten dargestellt. Aus der Abbildung gehen die Schmelztemperaturen von
88,4°C fur B-Aktin, 89,1°C fur BAX, 90,7°C fur BCL2L1, 87,0°C fur CC3, 88,5°C fur ETS2
und 87,5°C fur uPA hervor. Im Gegensatz zur Urinprobe des Harnblasenkarzinompatienten
(Abb.3-21 B & C, rechte Bildhalften) war die detektierte Menge an BAX- und BCL2L1-
mRNA im Urin des gesunden Spenders gering (Abb.3-21 B & C, linke Bildhalften).
Homogene PCR-Produkte sind in einer Darstellung, bei welcher die Abnahme der
Fluoreszenz als Funktion der Temperatur aufgetragen wird (-
dFluoreszenz/dTemperatureinheit), durch einen einzelnen schmalen Peak gekennzeichnet.
Neben dem eigentlichen Produkt kam es in einigen Proben zur Ausbildung von Primer-
Dimeren, welche durch eine geringe Schmelztemperatur und einen breiteren Peak
gekennzeichnet sind. Wahrend der PCR kompetiert die Formation der Primer-Dimere mit
derjenigen des spezifischen Produkts, wodurch die Effizienz der Amplifikation reduziert
wird.

Bei dem Entwurf von PCR-Amplikons wird versucht, die Ausbildung von Primer-
Dimeren zu verhindern, indem die Primer eine geringe Komplementaritat im Bereich der 3'-
Sequenzenden aufweisen. Zusatzlich kann durch Veranderung der in die PCR
eingesetzten MgCl,-Konzentration und durch die Optimierung der Annealing-Temperatur
die Ausbildung von Primer-Dimeren reduziert werden. Diese Kriterien wurden bei den in
dieser Arbeit entworfenen Amplikons berlicksichtigt, wodurch die Ausbildung von Primer-
Dimeren vermieden wurde (Anhang, Abschnitt 7.2). Fur das erste Screening 84
verschiedener tumorrelevanter mRNAs mit dem kommerziellen RT-qPCR Array konnte
allerdings keine Optimierung vorgenommen werden.
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Abb. 3-21 Schmelzkurven der aus dem Array-Experiment ausgewihlten mRNAs . Auf der rechten

Seite sind exemplarisch die Schmelzkurven nach der RT-gPCR-basierten Detektion von
mRNAs im Urin von Patienten mit einem G1-Harnblasenkarzinom dargestellt. Die linke
Bildhalfte reprasentiert Schmelzkurven, welche auf der Basis von Urin eines gesunden
Spenders generiert wurden. Auf der y-Ordinate ist die erste Ableitung der relativen
Fluorenzenz dargestellt (Derivative, -0,01-0,4). Auf der x-Ordinate ist die Temperatur (60—
95°C) aufgetragen. Die Schmelztemperatur des PCR-Produktes wird duch eine grine
vertikale Linie angezeigt.

Die Abundanz gemessener Urin-assoziierter mRNAs wurden Uber die interne Referenz-
mRNA B-Aktin normalisiert. Es muss aber beachtet werden, dass die berechneten
Abundanzen aufgrund der beschriebenen Ausbildung von Primer-Dimeren fehlerbehaftet
sein kénnen. Anhand der erstellten Daten wurde ein Set von mRNA-Tumormarkern (BAX,
BCL2L1, CC3, ETS2, uPA) ausgewahlt, welche im Urin von Harnblasenkarzinompatienten
mit einer héheren Abundanz gegenlber gesunden Spendern vorlagen. Die relative
Abundanz dieser mRNAs im Urin ist in der Tabelle 3-7 dargestellt, die hdhere Abundanz
der Tumormarker im Urin der Harnblasenkarzinompatienten ist grau unterlegt. Aus der
Analyse geht hervor, dass in mindestens 50% der Urine von Tumorpatienten diese mRNAs
gegenlber denjenigen in den Kontroll-Urinen erhdht sind. Beispielsweise wies die ETS2
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MRNA in den Urinen der Tumorpatienten 2, 3 und 4 eine 62—-fach, 4—fach bzw. 12—fach
erhohte Abundanz gegenuber den Kontroll-Urinen auf (bei Patient 1 lediglich 1,2—fach).

Tabelle 3-7 Relative Abundanz ausgewahlter RNA Tumormarker

Detektierte Relative Abundanz® Relative Abundanz® Relative Abundanz® Relative Abundanz® Relative Abundanz®

MRNA (Tumoren vs (G1, pTa-1vs (G1, pTa-2 vs (G1, pTa-3vs (G1, pTa-4 vs
Kontrollen) Kontrollen) Kontrollen) Kontrollen) Kontrollen)

BAX 1,52 1,66 0,93 2,42 1,06

BCL2L1 1,22 0,22 1,90 0,86 1,90

CC3 4,83 4,99 2,28 10,00 2,04

ETS2 18,16 1,16 62,37 3,77 11,75

uPA 5,93 0,63 8,48 14,26 0,34

“Die Werte reprisentieren die gemittelte relative mRNA-Abundanz im Urin der G1-Tumorpatienten
5Die Werte reprisentieren die relative mRNA-Abundanz im Urin eines einzelnen G1-Tumorpatienten gegeniiber vier gemittelter Kontroll-
Urine

Fur die weiteren Experimente zur Untersuchung der ausgewahlten mRNAs in einem
grolkeren Set von Urinproben wurden neue Amplikons entworfen.

3.2.2.2 Rationale Auswahl publizierter mMRNA-Tumormarker

Die Expression von Uroplakin 1A (UPK1A) ist in verschiedenen Tumorschichten von
Harnblasenkarzinomen erhdht [98] und wurde deshalb als potentieller mMRNA-Tumormarker
ausgewahlt. Uroplakine werden in der Membran von differenzierten Umbrella-Zellen der
Harnblase exprimiert und als Urothelium-spezifische Marker fir die terminale
Differenzierung des Urothels beschrieben [99]. Durch immunohistochemische
Untersuchungen konnten Uroplakine auch in Lymphknotenmetastasen von humanen
Harnblasenkarzinomen nachgewiesen werden. Fiur UPK1A konnte gezeigt werden, dass
die Expression in Harnblasenkarzinomen sehr hoch ist und somit wahrend der malignen
Transformation in Tumoren konserviert ist [100]. Im Blut von Harnblasenkarzinompatienten
mit zirkulierenden Tumorzellen (CTCs) konnte ebenfalls eine erhohte Abundanz der
Uroplakin-1A, -1B, -2 und -3 mRNA nachgewiesen werden [101]. In dieser Studie von
Osman et al. konnten CTCs Uber die mRNA-Ratio UPK1A/UPK2 mit einer Sensitivitat von
75% und einer Spezifitat von 50% identifiziert werden.

Das Protein und die mRNA von Onkoprotein 18/Stathmin 1 (OP18) werden in einer
Vielzahl von besonders aggressiven Karzinomen sehr hoch exprimiert. In
Adenokarzinomen der Lunge konnte gezeigt werden, dass die Menge des OP18-Proteins
in moderat differenzierten Karzinomen im Vergleich zu hochdifferenzierten Tumoren
signifikant erhéht ist [102]. In Zellkulturexperimenten mit Lungenkarzinom-Zelllinien wurde
dies ebenfalls beobachtet. Die erhohte OP18-Protein-Expression Kkorrelierte zudem
signifikant mit der Abundanz von OP18 mRNA. Bei akuter Leukdmie [103], Lymhomen
[104], Neuroblastomen [105], Adenokarzinomen der Prostata [106], Leberzellkarzinomen
[107], oralen Plattenepithelkarzinomen [108], Ovarialkarzinomen und Mammakarzinomen
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[109] konnte ebenfalls eine erhdhte OP18-Expression beobachtet werden, wobei die
Menge an OP18 in schlecht differenzierten und progressiven Tumoren signifikant héher
war. Diese Beobachtungen weisen auf eine globale Rolle von OP18 bei der Progression
von Tumoren hin. Es wird angenommen, dass OP18 die Aufgabe eines Schalters in
diversen Signaltransduktionskaskaden Ubernimmt und dadurch Zellwachstum sowie
Differenzierung beeinflusst werden [110]. Bei der Zellteilung bewirkt OP18 die
Depolymerisierung der Mikrotubuli im Verlauf der Anaphase und/oder verhindert die
Polymerisierung von Tubulin-Heterodimeren [111]. Zu Beginn der Mitose wird die
depolymerisierende Aktivitdt von OP18 durch Phosphorylierung eingestellt um die
Ausbildung der mitotischen Spindel zu gewahrleisten [112]. Diese Erkenntnisse lassen
darauf schlieRen, dass eine Uberexpression von OP18 mit Entdifferenzierung und héheren
Zellproliferationsraten assoziiert ist, wodurch OP18 mdglicherweise auch einen potentiellen
Tumormarker fur Harnblasenkarzinome darstellen kénnte.

Ki-67 wird in allen Phasen des Zellzyklus (G1, S, G2), nicht aber in ruhenden Zellen
exprimiert [113] und ist somit streng mit der Zellproliferation assoziiert. Es konnte gezeigt
werden, dass es eine Korrelation zwischen der hohen Expression des Proteins und dem
frihen  Wiederauftreten eines Tumors bei Patienten mit oberflachlichen
Harnblasenkarzinomen gibt [114]. Im Gesamturin von Patienten mit einem
Harnblasenkarzinom konnte eine erhdhte Kopienzahl der Ki-67 mRNA nachgewiesen
werden. Dabei war die Abundanz bei G1-Tumoren allerdings héher als bei G2- und G3-
Tumoren [115]. Aufgrund dessen wurde in dieser Arbeit die Ki-67 mRNA ebenfalls im Urin
von Harnblasenkarzinompatienten detektiert.

In der folgenden Tabelle werden alle mRNA-Tumormarker aufgefuhrt, welche im
Rahmen dieser Arbeit im Gesamturin von Harnblasenkarzinompatienten, gesunden
Spendern und Patienten mit einer Harnwegsinfektion genauer untersucht wurden.

Tabelle 3-8 Potentielle mMRNA-Tumormarker

Symbol (Name des Gens) Funktion/ Beschreibung Quelle

BAX Pro-apoptotisches Protein [116] RT-qPCR-Arra;
(BCL2-assoziiertes Protein X) pop 4 y
BCL2L1 . . .

(BCL2-like 1) Anti-apoptotisches Protein [117] RT-qPCR-Array
ce3 Pro-apoptotisches Protein, Metastasis-Suppressor [118] RT-qPCR-Arra
(30kDa HIV-1 Tat interaktives Protein 2) pop ’ PP q y
ETS2

Transkriptionsfaktor, tiberexprimiert beim Prostatakarzinom

(v-Ets erythroblastosis virus E26 s Do et [1G]

oncogene homolog 2, avian)
Ki-67

RT-qPCR-Array

(antigen identified by monoclonal Abundant im Urin von Harnblasenkarzinompatienten [115] Tumormarker
antibody Ki-67)
OP18 Ubiquitéres cytosolisches Phosphoprotein, welches das Tumormarker

(Onkoprotein 18)
TC3 (Spleivariante von CC3)

uPA
(Urokinase Plasminogen Aktivator)

UPKIA
(Uroplakin 1A)

Mikrotubuli Filament System reguliert [120]

Anti-apoptotisches Protein [121]

Serine Protease, welche die Extrazelluldre Matrix degradiert;
tiberexprimiert beim Harnblasenkarzinom [39]

Transmembranes Protein, beteiligt an Signal Transduktion;
iberexprimiert beim Harnblasenkarzinom [100]

Spleivariante von CC3

RT-qPCR-Array,
Tumormarker

Tumormarker

87



3. Ergebnisse

3.2.4 Detektion ausgewahlter mRNA-Tumormarker im Urin von
Harnblasenkarzinompatienten

Anhand der RT-gPCR-Array Analyse im Urin von G1-Harnblasenkarzinompatienten wurden
5 potentielle mMRNA-Tumormarker identifiziert. Aullerdem wurden nach Literaturrecherche 4
weitere, mMRNA-Tumormarker ausgewahlt (Tabelle 3-8). Zusatzlich wurde die interne
Referenz-mRNA GAPDH sowie RNA, ¢ in die Studie aufgenommen.

Im Folgenden sollte an Urinproben von Harnblasenkarzinompatienten (n = 61) und
gesunden Spendern (n = 37) Uberprift werden, ob diese mRNAs fur eine Diagnostik des
Harnblasenkarzinoms geeignet sind. Der Nachweis der (m)RNAs erfolgte tber RT-qPCR
mit sequenzspezifischen TagMan®-Sonden. Durch quantitative Zugabe von RNA_ ¢
konnten Spender-abhangige Variabilitditen in der RNA-Ausbeute normalisiert werden,
wodurch die Bestimmung der genauen Kopienzahl der jeweiligen Tumormarker ermdglicht
wurde. Die Kopienzahlen der detektierten mRNAs wurden anhand einer in der RT-gPCR
mitgefihrten Standardkurve bestimmt. Die Nachweisgrenze der Messung lag bei den
durchgefiihrten Messungen bei 10 Kopien pro Reaktionsansatz. Die Abbildung 3-22 stellt
das Schema fiir die Detektion von potentiellen mMRNA-Tumormarkern im Urin dar.

Urinproben mit
Einwilligungserklarung der Spender

Sammlung der
Urinproben

Stabilisierung
mit 3M GuSCN

Abb. 3-22

Schema zur RNA-Priparation und -
Quantifizierung im Urin von
Harnblasenkarzinompatienten und

pH-Wert
Einstellung
_RNA
I Praparation

Analyse
der Daten
Histopathologie

Patienten ohne
Harnblasen:I;(?rzinom
n=

gesunden Spendern. Hexagonale Boxen
reprasentieren standardisierte Prozeduren.
Die Zugabe von RNA_yc wird durch den
weillen Pfeil markiert.

Patienten mit einem
Harnblasené(frzinom
n =
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3.2.31 Detektion von Harnblasenkarzinomen liber die Urin-assoziierte
mRNA-Ratio ETS2/uPA

Zur Unterscheidung von Harnblasenkarzinompatienten von gesunden Spendern anhand
der mRNA basierten Urinuntersuchungen wurden statistische Analysen durchgefuhrt. Die
statistische Auswertung der Tumormarkeranalyse zeigte, dass die mRNA-Ratio ETS2/uPA
ein potentes diagnostisches Mittel zur Trennung zwischen Harnblasenkarzinompatienten
und gesunden Spendern darstellt.

Die Verteilung der ETS2/uPA mRNA-Ratio ist nach dem Differenzierungsgrad der
Harnblasenkarzinome (G1-G3) in der Abbildung 3-23 dargestellt. Die ETS2/uPA mRNA-
Ratio war im Urin von G3-Harnblasenkarzinompatienten am héchsten (Mediang; = 1,68;
Mediang, = 1,16; Mediang; = 1,02; Mediangesunde spender = 0,40). Ferner war die ETS2 und
uPA mRNA im Gesamturin aller untersuchten Spender (n = 98) sehr abundant (Abb. 3-23
B bzw. C). Diese Tatsache ermdglichte eine robuste Detektion dieser mMRNAs mittels RT-
qPCR (Mediangrsz mrna = 4,64x10° Kopien pro ml Urin; Medianyea mrna = 4,84x10° Kopien
pro ml Urin; normalisiert ber RNA_y¢c; n = 98).

Lediglich bei vier gesunden Spendern lag der Intra-Assay CV Uber 25% (Abb. 3-22,
Patienten K-14, K-20, K-22 und K-27, siehe Pfeile). Das entspricht 11% der gesunden
Spender. Hier wurden unter 100 Kopien pro Reaktion detektiert, wodurch die
Messgenauigkeit verschlechtert wurde. Bei zwei dieser Spender war die RNA yc-Ausbeute
geringer als 2%, bei Spender K-27 betrug die RNA_yc-Ausbeute nur 7%. Lediglich bei
Spender K-20 war die RNA_ yc-Ausbeute mit 45% hoch. Bei den
Harnblasenkarzinompatienten hingegen wurde nur bei drei Urinen eine erhdhte
Messungenauigkeit von Uber 25% festegestellt (Spender G1-2, G2-4 und G3-2), was einen
prozentualen Anteil von 5% ausmacht. Hier konnten die Abweichungen in den Triplikaten
der RT-gPCR ebenfalls auf geringe Kopienzahlen von unter 100 pro Reaktionsgefald
zurlckgefuhrt werden. Auch hier war die RNA yc-Ausbeute mit < 10% gering. Derart
niedrige RNA-Ausbeuten beruhen eventuell auf einer sehr wassrigen Urinprobe (grosse
Trinkmenge vor der Urinabgabe) oder auf Substanzen welche die RNA-Praparation
mdglicherweise beeinflussen (z.B. Medikamente, Nahrungsmittel). Bei Urinproben mit
geringen RNA-Ausbeuten empfiehlt es sich, eine zweite Urinprobe (z.B. konzentrierten
Morgenurin) zu untersuchen. Im Rahmen dieser Studie wurden diesbezlglich keine
weiteren Untersuchungen durchgefuhrt.
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Urin-assoziierte ETS2/uPA mRNA-Ratio. Gesamt-RNA wurde aus Urin prapariert und die
Kopien der ETS2 und uPA mRNA wurden in Triplikaten mittels RT-gPCR bestimmt. Auf der
linken Halfte der Abbildung ist die ETS2/uPA mRNA-Ratio im Urin von gesunden Spendern
(K-1 bis K-37) abgebildet. In der rechten Bildhalfte ist die ETS2/uPA mRNA-Ratio im Urin der
Harnblasenkarzinompatienten dargestellt (G1-Harnblasenkarzinome: G1-1 bis G1-13, gelb
unterlegt; G2-Harnblasenkarzinome: G2-1 bis G2-22, orange unterlegt; G3-
Harnblasenkarzinome: G3-1 bis G3-26, rot unterlegt). Die schwarze Linie zeigt den
Schwellenwert von 0,96 an, bei welchem eine Spezifitdt von 100% erreicht wird. Die Pfeile
zeigen Proben an, bei denen der Intra-Assay CV Uber 25% lag. (B) und (C) Boxplot der ETS2
bzw. uPA mRNA (Kopien pro ml Urin, RNA_yc-normalisiert). Die Linie innerhalb der Boxen
reprasentiert den Median, die Boxen reprasentieren das 25. und 75. Perzentil. Fehlerbalken
begrenzen das 10. und 90. Perzentil. AuBerhalb des 10. und 90. Perzentils liegende Werte
werden durch ein Symbol angezeigt.

Die Verteilung der ETS2/uPA mRNA-Ratio in der G1-, G2-, G3-Tumorgruppe sowie der
Kontroll-Gruppe wurde anhand eines Box-Plots dargestellt (Abb-3-24 A). Zur
Untersuchung, ob sich die ETS2/uPA mRNA-Ratios in den verschiedenen Tumorgruppen
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signifikant unterscheiden, wurde der H-Test nach Kruskal und Wallis durchgefihrt. Hierzu
wurden die Patienten zuerst nach dem Differenzierungsgrad des Tumors (G1, G2, G3)
gruppiert. Der Test ergab keine signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppen (p =
0,071). Eine Einteilung der Harnblasenkarzinompatienten nach dem Tumorstadium (pTa,
pTis, pT1, pT2, pT3) ergab ebenfalls keinen signifikanten Unterschied in der ETS2/uPA
mRNA-Ratio (p = 0,078).
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Abb. 3-24 Diagnostische Aussagekraft der ETS2/uPA mRNA-Ratio. (A) Boxplot der ETS2/uPA

mRNA-Ratio (gestaffelt nach Differenzierungsgrad der Tumoren). Aus Gesamturin von 37
gesunden Spendern und 61 Harnblasenkarzinompatienten wurde Gesamt-RNA prapariert.
Die Detektion der mRNAs erfolgte mittels RT-qPCR in Triplikaten. Die Linie innerhalb der
Boxen reprasentiert den Median, die Boxen reprasentieren das 25. und 75. Perzentil.
Fehlerbalken begrenzen das 10. und 90. Perzentil. Auf3erhalb des 10. und 90. Perzentils
liegende Werte werden durch ein Symbol angezeigt. (B) ROC-Kurven der mRNA-Ratios. Die
dicke schwarze Linie zeigt die diagnostische Aussagekraft der ETS2/uPA mRNA-Ratio an, die
graue Linie reprasentiert die ETS2/GAPDH mRNA-Ratio, die diinne schwarze Linie stellt die
uPA/GAPDH mRNA-Ratio dar.

Fur die Beurteilung der diagnostischen Aussagekraft der mRNA-Tumormarker, wurden
ROC-Kurven erstellt. Die ROC-Kurve der ETS2/uPA mRNA-Ratio (Abb.3-24 B) wies eine
grol’e Flache unter Kurve auf (AUC = 0,929; 95% Konfidenzintervall, 0,882-0,976). Bei
einem Schwellenwert von 0,96 konnten Harnblasenkarzinome mit einer Spezifitdt von
100% und einer Sensitivitdt von 75,4% Uber die ETS2/uPA mRNA-Ratio identifiziert
werden. Werden die sieben Messdaten mit einer Messungenauigkeit von Uber 25% (siehe
Abb. 3-23) aus der Berechnung herausgenommen ergibt sich eine Spezifitat von 100% und
eine Sensitivitdt von 75,9%. Im Gegensatz dazu hatte die Normalisierung der einzelnen
mRNAs Uber die interne Referenz-mRNA GAPDH keine diagnostische Aussagekraft
(AUCers2icapon = 0,638; 95% Konfidenzintervall, 0,527-0,750 bzw. AUCpacaron = 0,359;
95% Konfidenzintervall, 0,250 — 0,469).

In der Tabelle 3-9 wird die diagnostische Aussagekraft der ETS2/uPA mRNA-Ratio fur
die Detektion verschiedener Patientengruppen zusammengefasst. Die AUCs weiterer
mRNA-Tumormarker-Ratios mit geringer diagnostischer Aussagekraft werden in der
Tabelle 7-2 im Anhang aufgefuhrt.
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Tabelle 3-9 ETS2/uPA-basierte Detektion von Harnblasenkarzinomen

Tumorgruppe* Spezifitit*® Sensitivitit*® ROC-Analyse Asymptotisches 95%
Konfidenzintervall
(%) (%) AUC p Untergrenze Obergrenze

Gl (n=13) 100%; 89,28  53,8%; 76,9" 0,881 < 0,001 0,775 0,988
G2 (n=22) 100%; 89,2° 72,74, 72,78 0,910 < 0,001 0,830 0,993
G3 (n=26) 100%; 89,2°  gg 54, 9238 0,967 < 0,001 0,924 1,009
GENe 100%; 89,2° g 34, §33P 0,941 <0,001 0,895 0,988
Gl+G2+G3  100% 89,2° 7544 g) (B 0,929 <0,001 0,882 0,976

*Die aufgefiihrten Tumorgruppen wurden den gesunden Spendern (n = 37) gegeniiber gestellt
ASchwellenwert ETS2/uPA = 0,96
BSchwellenwert ETS2/uPA = 0,73

Der Anstieg der ETS2/uPA mRNA-Ratio im Urin von Patienten mit einem
Harnblasenkarzinom gegenitber Kontroll-Urinen Ilasst sich moglicherweise dadurch
erklaren, dass in Folge einer Aktivierung von Rezeptor-Tyrosin-Kinasen (RTKs) und der
sich anschliellenden Ras/Raf/Mek/Erk-Kinase-Signaltransduktionskaskade ETS2
phosphoryliert und somit aktiviert wird [122]. Bei der Entstehung von papillaren nicht-
invasiven Ta-Tumoren ist der RTK-Ras-Signalweg konstitutiv aktiviert [25]. Eine weitere
Aktivierung von ETS2 kann Uber den PI3K/Akt-Signalwegs erfolgen [123]. Dieser
Signalweg kann bei dem Vorliegen einer mutierten Form des Tumorsuppressors PTEN
nicht blockiert werden.

Neben Urinproben von gesunden Spendern und Patienten mit Harnblasenkarzinomen
wurden die ausgewahlten mRNAs ebenfalls im Urin von Patienten mit einer
Harnwegsinfektion untersucht. Es zeigte sich, dass in Urinproben von Infektionspatienten
eine deutlich erhdhte ETS2/uPA mRNA-Ratio vorlag (Abb.3-25). Der Median der
ETS2/uPA mRNA-Ratio von 3,23 im Urin von Infektionspatienten war um den Faktor 2,24
hoher als der Median im Urin der Harnblasenkarzinompatienten. Da nicht nur bei den
Harnblasenkarzinompatienten, sondern auch bei den Patienten mit Harnwegsinfekten
erhohte ETS2/uPA mRNA-Ratios nachzuweisen waren, war hiermit die diagnostische
Aussagekraft der ETS2/uPA mRNA-Ratio deutlich gesenkt. Bei lediglich zwei der finfzehn
untersuchten Infektions-Urine war die ETS2/uPA mRNA-Ratio mit 0,32 und 0,86 geringer
als der Schwellenwert von 0,96, wodurch die falsch-positiv Rate von 0% auf 25% anstieg.
Ein Vergleich der Infektions-Urine (n = 15) sowie Kontroll-Urine (n = 37) mit Urinproben von
Harnblasenkarzinompatienten (n = 61) ergab eine wesentlich geringere AUC von 0,741
(95% Konfidenzintervall, 0,640—-0,842). Bei dem fir die ETS2/uPA mRNA-Ratio gewahlten
Schwellenwert von 0,96 lag die Sensitivitat wie zuvor bei 75,4%, die Spezifitat verringerte
sich allerdings erheblich von 100% auf 75,0%.

Die meisten Harnwegsinfektionen werden durch uropathogene E. coli Stamme (UPEC)
hervorgerufen. In Folge der angeborenen Immunantwort wird der Besiedelung des Urothels
mit Bakterien durch eine massive Abschilferung der obersten Urothelschichten,
entgegengesteuert. Humane Blasenepithelzellen exprimieren Toll-like Rezeptor 4 (TLR 4)
auf der Zelloberflache. Nach dem Binden von Lipopolysaccharid (LPS) der Gram-negativen
Bakterienzellwand an den TLR 4 kann es zur Initialisierung einer Signalkaskade kommen.
Infolgedessen werden Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (wie z.B. MAP3K und ERK 1/2),
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aktiviert, was zur Translokation von NF-kB und AP-1 in den Zellkern fihrt. Dadurch kommt
es sowohl zur Transkriptionsaktivierung Apoptose-relevanter mRNAs als auch IL-6. Die
abgeschilferten Epithelzellen stellen die Hauptquelle von proinflammatorischen Zytokinen
und Chemokinen im Urogenitaltrakt dar, was zur Rekrutierung von Neutrophilen und
letztendlich zur Entfernung der Bakterien fiihrt [zusammengefasst in 124]. Uber ERK 1/2
wird auch ETS2 aktiviert.

Die erhdohte ETS2/uPA mRNA-Ratio koénnte somit auf die wahrscheinliche
Transkriptionsaktivierung von ETS2 in Folge der bakteriellen Entzindung zurickgefuhrt
werden.

N
<~

o 18 4 N Abb. 3-25
5 9 e 4 ETS2/uPA mRNA-Ratio im Urin von Patienten mit
o einer Harnwegsinfektion. Zusatzlich zu den in Abb.3-
<zt g | y 24 A untersuchten Urinen wurde die ETS2/uPA
4 6 mRNA-Ratio im Gesamturin von Infektionspatienten (n
E 5 | = 15) bestimmt. Die Boxen reprasentieren das 25. und
o 4] 75. Perzentil, die Linie innerhalb der Boxen stellt den
3 3 Median dar. Fehlerbalken begrenzen das 10. und 90.
|U_> 2 1 Perzentil. Auferhalb des 10. und 90. Perzentils
L (1) § % % liegende Werte werden durch ein Symbol angezeigt.

gesunde Infektionen Tumoren

Spender (G1-G3)

(n=237) (n=15) (n=61)

Um die Harnwegsinfektionspatienten von den anderen beiden Patientengruppen
unterscheiden zu konnen, wurde ein weiterer, Infektions-spezifischer Marker gesucht.
Durch Bildung einer weiteren Ratio (ETS2/OP18) war es mdglich die Infektionspatienten
sehr effizient zu detektieren (Abb. 3-26 A). Es zeigte sich, dass im Urin von Patienten mit
einer Harnwegsinfektion die ETS2/OP18 mRNA-Ratio im Vergleich zu den ubrigen
Patientengruppen deutlich héher ist. Der Mechanismus der ETS2 Aktivierung im Rahmen
einer Entzindung wurde oben bereits beschrieben. Die hierzu im Verhaltnis stark
verringerte Abundanz der OP18 mRNA Iasst sich sehr wahrscheinlich durch die Induktion
von Apoptose im Rahmen einer Entzindungsreaktion erklaren. Nach der bakteriellen
Infektion kommt es durch die Aktivierung von p53 zur Induktion von Apoptose Uber die p53-
vermittelte Transkriptionsaktivierung von BAX. Aktiviertes p53 kann aber die Transkription
der OP18 mRNA reprimieren [125], wodurch die Abundanz uringebundener OP18 mRNA
deutlich verringert wirde.

Die in der Abb.3-26 B dargestellte ROC fur ETS2/0OP18 mRNA-Ratio zeigt eine hdchst
signifikante (p < 0,0001) Abtrennung der Infektionspatienten (n = 15) von den
Harnblasenkarzinompatienten (n = 61) und den gesunden Spendern (n = 37). Die daraus
resultierende AUC wies eine Flache von 0,918 auf (95% Konfidenzintervall, 0,843 — 0,994).
Der Schwellenwert fir die ETS2/0OP18 mRNA-Ratio wurde auf den Wert 40 festgelegt. Von
den 15 Infektions-Urinen lag die ETS2/OP18 bei 13 Urinproben uber diesem
Schwellenwert. Die zwei Ubrigen Urine wiesen eine niedrige ETS2/uPA mRNA-Ratio auf
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und flhrten somit nicht zu einem falsch-positiven Testergebnis. Bei diesen Patienten
scheint die Infektionsreaktion am Abklingen gewesen zu sein, zumal bei der Patientin mit
der kleinsten ETS2/0P18 mRNA-Ratio keine Leukozyten und kein Nitrit im Urin
nachgewiesen wurden.
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Abb. 3-26 ETS2/0P18 mRNA-Ratio im Urin von gesunden Spendern, Harnwegsinfektions-
patienten und Patienten mit einem Harnblasenkarzinom. (A) Boxplot der ETS2/OP18
mRNA-Ratio (gestaffelt nach Differenzierungsgrad des Tumors). Aus Gesamturin von 37
gesunden Spendern, 15 Infektionspatienten und 61 Patienten mit einem Harnblasenkarzinom
wurde Gesamt-RNA prapariert. Die Detektion ausgewahlter mRNAs erfolgte (iber RT-qgPCR in
Triplikaten. Die Linie innerhalb der Boxen reprasentiert den Median, die Boxen reprasentieren
das 25. und 75. Perzentil. Fehlerbalken begrenzen das 10. und 90. Perzentil. AuRerhalb des
10. und 90. Perzentils liegende Werte werden durch ein Symbol angezeigt. Die schwarze
Linie innerhalb der Abbildung gibt den gewahlten Schwellenwert von 40 an. (B) Diagnostische
Aussagekraft der ETS2/OP18 mRNA-Ratio. Die dicke schwarze ROC Linie zeigt die
diagnostische Aussagekraft der ETS2/0P18 mRNA-Ratio fur die Trennung der gesunden
Patienten und Tumorpatienten von den Patienten mit einer Harnwegsinfektion.

Bei einer klinisch gesunden Spenderin wurde ebenfalls eine erhdhte ETS2/OP18 mRNA-
Ratio nachgewiesen. Allerdings wurden in diesem Fall ebenfalls Leukozyten (75
Leukozyten pro ul Urin) und Nitrit im Urin nachgewiesen, was ebenfalls auf eine Infektion
hindeutete.

Von den 61 Tumorpatienten wurden schliel3lich anhand der ETS2/OP18 Ratio 7
Patienten der Gruppe der Infektionen zugeordnet. Hiermit war folglich eine Aussage Uber
das Tumorverhalten mittels der ETS2/uPA mRNA-Ratio nicht moglich. Alle sieben Urine
wiesen eine deutlich iber dem Schwellenwert (0,96) liegende ETS/uPA mRNA-Ratio auf.
In drei dieser Urine wurde eine hohe Zahl Leukozyten (= 75 Leukozyten pro pl Urin)
und/oder Nitrit im Urin nachgewiesen, was auf eine Infektion hindeutete. Bei den anderen
vier Urinen war leider kein Test zum Nachweis einer Infektion durchgefihrt worden.
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3.2.3.2 OP18/UPK1A als malignitatsspezifische mRNA-Ratio im Urin

Die OP18 und UPK1A mRNAs wurden ebenfalls in den Urinproben der verschiedenen
Gruppen analysiert. Aus den mRNAs wurde eine Ratio gebildet, und die
Harnblasenkarzinome wurden sowohl nach dem Differenzierungsgrad des Tumors als
auch nach dem Tumorstadium gruppiert (Abb. 3-27 A). Nach dem H-Test nach Krustal und
Wallis lag ein hochst signifikanter Unterschied sowohl zwischen den G1-, G2- und G3-
Tumoren als auch zwischen den pTa-, pT1-, pT2-, pT3- und pTis-Tumoren vor (p = 0,0005
bzw. p = 0,0001). Im Weiteren wurden die Unterschiede zwischen einzelnen
Tumorgruppen unter Verwendung des Mann-Whitney-U-Tests spezifiziert. Die
OP18/UPK1A mRNA-Ratio zeigte keine signifikante Trennung (p = 0,14), wenn die Gruppe
aller Tumorpatienten mit der Gruppe der gesunden Spender verglichen wurde (AUC =
0,590; 95% Konfidenzintervall, 0,478-0,702). Wie man der Abb. 3-27 A entnehmen kann,
war der Unterschied zwischen G1- und G2-Tumoren nicht signifikant (p = 0,335), der
Unterschied zwischen G1- und G2-Tumoren versus G3-Tumoren war aber hochst
signifikant (p = 0,0001).
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Abb. 3-27  Diagnostische Aussagekraft der mRNA-Tumormarker Ratio OP18/UPK1A. (A) Box-Plot
der OP18/UPK1A mRNA-Ratio im Urin von gesunden Spendern, Patienten mit einer
Harnwegsinfektion und Patienten mit Harnblasenkarzinomen. Gesamt-RNA wurde aus
Urinproben der angegebenen Spender prapariert und anschlieBend wurde die Abundanz der
OP18 sowie der UPK1A mRNA mittels RT-gPCR in Triplikaten bestimmt. Die durchgezogene
Linie innerhalb der Boxen stellt den Median, die gestrichelte Linie innerhalb der Boxen den
Mittelwert dar. Die Boxen reprasentieren das 25. und 75. Perzentil, die Balken reprasentieren
das 10. und 90. Perzentil. AuRerhalb des 10. und 90. Perzentil liegende Werte werden als
Dreiecke angezeigt. (B) Auf der Basis der in (A) dargestellien OP18/UPK1A mRNA-Ratios
der verschiedenen Patientengruppen wurde eine ROC-Kurve angefertigt.

Bei der Gruppierung der Harnblasenkarzinome nach dem Tumorstadium lag zwischen den
pTa- und pT1-Tumoren sowie zwischen den pT2- und pT3-Tumoren kein signifikanter
Unterschied vor (p = 0,316 bzw. p = 0,721). Ferner unterschieden sich die pT2- und pT3-
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Tumoren nicht signifikant von den pTis-Tumoren (p = 0,280). Hieraus ergaben sich zwei
Tumorgruppen (1. pTa+pT1, 2. pT2+pT3+pTis), welche sich hdchst signifikant voneinander
unterschieden (p < 0,00001). Die in Abb. 3-27 B dargestellte ROC-Kurve zur Trennung der
G3-Tumorpatienten (n = 26) von gesunden Spendern, Infektionspatienten und G1- sowie
G2-Tumorpatienten (Z: n = 87) wies eine AUC von 0,773 auf (95% Konfidenzintervall,
0,648-0,898). Die Gruppe der pTa- und pT1-Tumoren konnte, wie man der ROC-Kurve in
der Abb. 3-27 B entnehmen kann, sehr deutlich von der Gruppe der pTis-, pT2- und pT3-
Tumoren getrennt werden (AUC = 0,880; 95% Konfidenzintervall, 0,784-0,976).
Demzufolge reprasentiert die OP18/UPK1A eine malignitatsspezifische mRNA-Ratio,
welche die Klassifizierung von progressiven Harnblasenkarzinomen ermaoglicht.

Im Gegensatz zur ETS2 und uPA mRNA war die RT-gPCR-basierte Detektion der
OP18 und UPK1A mRNA-Ratio weniger robust. Die OP18 mRNA zeigte vor allem in den
Urinproben gesunder Spender eine geringe Abundanz (Abb. 3-28 B,C). Hier lag die
Messungenauigkeit bei 51% der Urinproben Uber 25%. Fir die UPK1A mRNA lag bei 16%
der Urinproben ein Intra-Assay-CV von >25% vor. Bei der Detektion der OP18 und UPK1A
mRNA im Urin von Harnblasenkarzinompatienten lag lediglich bei 7% bzw. 11% der
Proben ein erhdhter CV (>25%) vor. Fir die Festlegung eines Schwellenwertes wurden die
Urinproben der gesunden Spender mit einem erhdhten CV ausgeschlossen. Der
Schwellenwert fir die OP18/UPK1A mRNA-Ratio wurde auf 1,0 festgelegt (Abb. 3-27).
Neunzehn Urine von Harnblasenkarzinompatienten wiesen eine erhéhte OP18/UPK1A
mRNA-Ratio auf, was einem prozentualen Anteil von 31% entspricht. Die Frequenz von
mutierten p53-Allelen bei Harnblasenkarzinomen entspricht etwa 33% [126], was mit dem
hier ermittelten prozentualen Anteil an Urinproben mit einer erhéhten OP18/UPK1A mRNA-
Ratio in etwa Ubereinstimmt. Eine erhdhte uringebundene OP18/UPK1A mRNA-Ratio
kénnte demnach mdglicherweise durch das Vorliegen einer p53-Mutation in den
entsprechenden Harnblasenkarzinomen erklart werden, wodurch es zu einer aberranten
Expression der OP18 mRNA kommen wirde, da die p53-vermittelte negative
Transkriptionsregulation von OP18 ausbliebe. Das wirde aulerdem bedeuten, dass die
uringebundene OP18 mRNA vor allem auf maligne Zellen zurtickgefuhrt werden kénnte.
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Abb. 3-28  Urin-assoziierte OP18/UPK1A mRNA-Ratio. Gesamt-RNA wurde aus Urin prapariert und

die Kopien der OP18 und UPK1A mRNA wurden in Triplikaten mittels RT-gPCR bestimmt.
Auf der linken Seite der Abbildung ist die OP18/UPK1A mRNA-Ratio im Urin von gesunden
Spendern (K-1 bis K-36) abgebildet. Auf der rechten Bildseite ist die OP18/UPK1A mRNA-
Ratio im Urin der Harnblasenkarzinompatienten dargestellt (G1-Harnblasenkarzinome: G1-1
bis G1-13, gelb unterlegt; G2-Harnblasenkarzinome: G2-1 bis G2-22, orange unterlegt, hell-
orange Flachen zeigen nicht-invasive Tumoren an; G3-Harnblasenkarzinome: G3-1 bis G3-
26, rot unterlegt, hell-rote Flachen zeigen nicht-invasive Tumoren an). Die schwarze Linie
zeigt den Schwellenwert von 1,0 an, bei welchem eine Spezifitat von 100% erreicht wird. Die
Pfeile zeigen Proben an, bei denen ein Intra-Assay Variationskoeffizient Gber 25% vorlag. (B)
und (C) Boxplot der UPK1A bzw. uPA mRNA (Kopien pro ml Urin, RNA_yc-normalisiert). Die
Linie innerhalb der Boxen reprasentiert den Median, die Boxen reprasentieren das 25. und
75. Perzentil. Fehlerbalken begrenzen das 10. und 90. Perzentil. Auf3erhalb des 10. und 90.
Perzentils liegende Werte werden durch ein Symbol angezeigt.
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3.2.3.3 Tumormarker mRNA-Ratios im Urin von Tumornachsorge-Patienten

Im Folgenden wurde untersucht, ob die entwickelten mRNA-Ratios fur die Nachsorge von
Harnblasenkarzinompatienten geeignet sind. Insgesamt wurden an 9 Patienten je zwei
Verlaufsuntersuchungen (Zytologie und mRNA-Ratios ETS2/uPA, OP18/UPK1A,
ETS2/0OP18) durchgefuhrt. Die Urinuntersuchungen fanden in einem Zeitraum von ca. 4 bis
12 Monaten nach Erstdiagnose des Harnblasenkarzinoms statt.

In der klassischen Zytologie wurden in 7 von 18 Urinproben Zellatypien nachgewiesen.
In einer Urinprobe lagen keine Zellatypien aber eine Mikrohamaturie vor.

In der mRNA Analyse war die ETS2/uPA Ratio ebenfalls bei diesen 8 Urinproben als Indiz
fur einen Tumor erhoht. Alle diese Urinproben wiesen eine geringe ETS2/0OP18 mRNA-
Ratio auf, wodurch das Vorliegen einer Harnwegsinfektion ausgeschlossen wurde.

Somit konnte bei allen 8 zytologisch auffalligen Urinen mit der mRNA-Analyse ein
Tumorverdacht erstellt werden. Die durchgefiihrte Zystoskopie ergab aber bei 6 der 8
Patienten keinen Hinweis auf ein Rezidiv. Bei diesen Patienten wurde aber eine floride,
meistens chronische Entzindung der Blasenschleimhaut (Urozystitis) nachgewiesen,
welche offenbar nicht durch den Harnwegsinfektions-spezifischen Tumormarker
ETS2/0OP18 erkannt wurde. Die mRNA-Zusammensetzung im Urin von Patienten mit
einem chronisch entzindeten Urothel unterscheidet sich demnach von derjenigen in
Infektionsurinen.

Bei einem Patienten (Abb. 3-29, Patient 3) wurde zytologisch ein G2, pTa-Tumor
erstdiagnostiziert, welcher auch durch die ETS2/uPA mRNA-Ratio richtig angezeigt wurde.
Nach der Entfernung des Tumors und der angewendeten Therapie verringerte sich die
ETS2/uPA mRNA-Ratio deutlich und lag unter dem Schwellenwert. Die Zytologie war
ebenfalls unauffallig.

Die UGbrigen 10 Urinproben (von insgesamt 18) waren in der Zytologie unauffallig.

Bei einem zytologisch unauffalligen Patienten (Abb. 3-29, Patient 4) wurde anhand
einer erhohten ETS2/uPA mRNA-Ratio ein klinisch vermutetes, jedoch in der Zytologie
nicht detektiertes, Rezidiv ein Jahr nach der Erstdiagnose eines G2,pT1-
Harnblasenkarzinoms erkannt. Nach Therapie des Rezidives war bei diesem Patienten in
der Verlaufskontrolle eine unauffallige ETS2/uPA mRNA-Ratio nachzuweisen.
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Aus der tumorprogressionsspezifischen mRNA-Ratio (OP18/UPK1A) und den in dem
Kapitel 3.2.3.1 beschriebenen mRNA-Ratios ( ETS2/uPA und ETS2/OP18) kénnen fir die
Diagnostik eines Harnblasenkarzinoms folgende Regeln aufgestellt werden.

1. Wenn die ETS2/uPA mRNA-Ratio hoch und die ETS2/0OP18 mRNA-Ratio niedrig
ist, deutet dies sehr wahrscheinlich auf das Vorliegen eines Harnblasenkarzinoms oder
einer chronischen floriden Urozystitis hin. Es muss zunachst die Entzindung therapiert
werden und im Anschluss ein erneuter Test erfolgen.

2. Wenn sowohl die ETS2/uPA als auch die ETS2/0P18 mRNA-Ratio erhoht ist, liegt
eine Infektion vor, wobei das Vorliegen eines Tumors nicht ausgeschlossen werden kann.
Es muss zunachst die Entzindung therapiert werden und im Anschluss ein erneuter Test
erfolgen.

3. Wenn die ETS2/uPA, OP18/UPK1A und ETS/OP18 mRNA-Ratio hoch ist, liegt sehr
wahrscheinlich ein invasives Harnblasenkarzinom mit einer begleitenden Entziindung vor.
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3.3 Tumorbiologie von OP18 und UPK1A beim
Harnblasenkarzinom

Aus der mRNA-Tumormarker Analyse im Gesamt-Urin von Harnblasenkarzinompatienten
ging die fir G3-Tumoren spezifische mMRNA-Tumormarker-Ratio ,OP18/UPK1A* hervor. In
den folgenden Abschnitten sind Ergebnisse aus Experimenten zur Charakterisierung von
OP18 und UPK1A dargestellt. Anhand eines in vitro Zellkultur-Modells wurde die UPK1A
MRNA sowie die OP18 mRNA durch siRNAs supprimiert. Nachfolgend wurde zuerst die
veranderte Genexpression ausgewahlter mRNAs analysiert. Anschliellend wurde
untersucht, ob die Suppression der mRNAs eine Anderung des Phanotyps bewirkte. Des
weiteren wurden UPK1A mRNA- und OP18 mRNA-supprimierte Zellen mit einem
Chemotherapeutikum behandelt um zu Uberprifen, ob die Suppression dieser Target-
MRNAs zu einer Chemosensibilisierung der Zellen flhrt.

3.3.1 OP18/UPK1A mRNA-Ratio in kultivierten Harnblasen-
karzinomzellen

Zur Untersuchung der Tumorrelevanz von OP18 und UPK1A wurde ein
Harnblasenkarzinom-Zellkulturmodell, bestehend aus RT-4- und ECV-304-Zellen,
ausgewahlt. Die RT-4-Zelllinie stammt aus einem G1-Harnblasenkarzinom ohne p53-
Mutation, die ECV-304-Zelllinie wurde aus einem invasiven G3-Harnblasenkarzinom mit
einer p53-Mutation etabliert. In der Abbildung 3-30 sind kultivierte RT-4- und ECV-304-
Zellen dargestellt. Im Gengensatz zu den ECV-304-Zellen welche im Verlauf der
Kultivierung einen Zellrasen bis zur vollstandigen Konfluenz ausbilden, wachsen die RT-4-
Zellen bei gleicher Zelldichte in Inseln mit einer deutlichen Zellgrenze.

A
RT-4-Zellen

100 pm

Abb. 3-30 Morphologie kultivierter Harnblasenkarzinomzelllinien. (A) Digitalisierte
Phasenkontrastaufnahme der gut differenzierten RT-4-Zelllinie. (B) Darstellung der wenig
differenzierten ECV-304-Zelllinie.
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In den ECV-304-(,G3“-) Zellen wurde zuerst die OP18/UPK1A mRNA-Ratio nachgewiesen.
Im Zellkulturmodell wurde analog zu den Urinen eine niedrige OP18/UPK1A mRNA-Ratio
in den ,G1“-Zellen (RT-4) gegenlber den ,G3"-Zellen (ECV-304) nachgewiesen (Abb. 3-31
B). Der Faktor zwischen beiden mRNA-Ratios betrug allerdings im Zellkulturexperiment
mehr als zehnfache im Vergleich zu den gemittelten Ratios im Gesamturin (in vitro: Faktor
270; ex vivo: Faktor 10). Der maximale Faktor zwischen der OP18/UPK1A mRNA-Ratio im
Urin von G1- und G3-Harnblasenkarzinompatienten war jedoch mit 290 ahnlich hoch wie
im Zellkulturmodell.
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Abb. 3-31 OP18/UPK1A mRNA-Ratio in RT-4- (,G1“-) und ECV-304- (,,G3“-) Zellen. Die Zellen
wurden bei einer Konfluenz von etwa 50% geerntet. AnschlielRend wurde Gesamt-RNA
prapariert. Die angegebenen mRNAs wurden dann in Triplikaten Uber RT-gPCR detektiert.
(A) UPK1A und OP18 mRNA Abundanz in RT-4- und ECV-304-Zellen (normalisiert auf die
interne Referenz-mRNA RPLPO0). (B) OP18/UPK1A-mRNA-Ratio in RT-4- und ECV-304-
Zellen. Die Balken reprasentieren den Mittelwert (+ Standardabweichung) von 2
verschiedenen Ansatzen.

Wie man der Abbildung 3-31 A entnehmen kann, resultiert die hohe OP18/UPK1A mRNA-
Ratio in ECV-304-Zellen gegenuber den RT-4-Zellen sowohl aus einer stark erhdhten
OP18 mRNA-Expression (12—fach erhoht) als auch aus einer deutlich reduzierten
Expression der UPK1A mRNA (23—fach erniedrigt). In Analogie zu dem Zellkurexperiment
konnte im Urin von G3-Harnblasenkarzinompatienten eine 10—fach erhéhte OP18 mRNA-
Abundanz nachgewiesen werden (G3-Tumoren: 4,46x10° Kopien, G1-Tumoren: 4,92x10%
mediane Kopienzahl pro ml Urin, normalisiert auf RNA_¢c). Fir die Urin-assoziierte UPK1A
mRNA gab es Abweichungen zwischen der in vitro und ex vivo Abundanz. Im Urin von G3-
Harnblasenkarzinompatienten war die UPK1A mRNA Abundanz etwa doppelt so hoch
gegeniiber G1-Harnblasenkarzinompatienten (G1-Tumoren: 9,13x10*, G3-Tumoren:
1,66x10° Kopien pro ml Urin). Diese Beobachtung kann auf die Tatsache zuriickgefiihrt
werden, dass die mMRNA-Kopienzahlen aus Urin nicht auf eine interne Referenz-mRNA
normalisiert werden konnten, um Unterschiede in der Nukleinsdurekonzentration
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auszugleichen. Es st vorstellbar, dass in den Urin von invasiven G3-
Harnblasenkarzinompatienten aufgrund einer héheren Turnover-Rate des Tumors mehr
Zellen eingebracht werden.

3.3.2 siRNA-vermittelte Suppression von OP18- und UPK1A-mRNA

siRNAs konnen ihre Ziel-mRNAs sehr effektiv hemmen, weswegen auch in dieser Arbeit
ein siRNA-vermittelter knock-down der OP18 und UPK1A mRNA durchgeflihrt wurde. Um
die Expressionsanalyse tumorrelevanter mRNAs nach Suppression untersuchen zu
kénnen, war es zunachst notwendig, die Variabilitat verschiedener Referenz-mRNAs (siehe
Abschnitt 3.2.1.3.3, Tabelle 3-5) in unterschiedlichen humanen Zelllinien zu untersuchen,
um eine geeignete interne Referenz-mRNA zur Normalisierung der mRNA-Expression in
den Zellkulturexperimenten zu identifizieren. Hierfur wurde die Expression der Referenz-
MRNAs in verschiedenen humane Karzinomzelllinien (RT-4, ECV-304, PC-3, LnCap und
MCEF-7) untersucht (Abb. 3-32).
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Abb. 3-32 Variabilitit interner Referenz-mRNAs in 5 verschiedenen Zelllinien. Die
Harnblasenkarzinomzelllinien RT-4 und ECV-304, die Prostatakarzinomzelllinien PC-3 und
LnCap sowie die Brustkarzinomzelllinie MCF-7 wurden bei einer Konfluenz von ca. 80%
geerntet. Gesamt-RNA wurde prapariert und die angegebenen mRNAs sowie die 18S rRNA
wurden in Triplikaten Uber RT-qPCR detektiert. Die mRNA-Kopienzahlen wurden auf die
Gesamt-RNA-Konzentration normalisiert. Die dargestellten Balken stellen die Mittelwerte *
Standardabweichung dar. Der Inter-Assay CV wird Uiber den Balken angegeben.

Die Variabilitat der 18S rRNA war am geringsten in den untersuchten Zelllinien. Die
Kopienzahl pro ng Gesamt RNA war allerdings im Vergleich zu den Ubrigen getesteten
mMRNAs etwa um einen Faktor von 1000 hoher, so dass diese als Referenz-mRNA nicht gut

102



3. Ergebnisse

geeignet war. Die BGUS mRNA wies den geringsten Inter-Assay CV von 14,52% auf. Die
mRNA-Expression war aber im Vergleich zu den anderen untersuchten mRNAs fast zwei
log-Stufen geringer. Daher wurde die RPLPO mRNA mit einer mittleren Abundanz von
5,96x10* + 0,16x10* Kopien pro ng Gesamt-RNA zur Normalisierung ausgewahlt. Die
Expression der RPLPO mRNA war auRerdem in den ECV-304-Zellen mit derjenigen der
Target mRNA, OP18, vergleichbar. Der Inter-Assay CV fir die RPLPO mRNA war mit
26,85% im Vergleich zu den weiteren internen Referenz-mRNAs niedrig.

Im vorangegangenen Abschnitt wurde gezeigt, dass das Harnblasenkarzinomzellkultur-
Modell fir die ndhere Charakterisierung von OP18 und UPK1A aufgrund der
unterschiedlichen OP18/UPK1A mRNA-Ratios geeignet war. Die beiden Target-mRNAs
wurden daraufhin unter Verwendung von siRNAs supprimiert. Fir jede mRNA wurden
zunachst zwei verschiedene siRNAs entworfen (siehe Kapitel 2.5.1). Die Wirksamkeit
dieser siRNAs wurde in RT-4- und ECV-304-Zellen zunéachst in 2 verschiedenen
Konzentrationen getestet.

Die UPK1A-gerichtete siRNA ,siUPK1A-1“ zeigte eine Hemmwirkung in den
Konzentrationen von 3 und 30 nM (Abb. 3-33 A). Bei einer Konzentration von 3 nM
siUPK1A-1 wurde die mRNA Expression auf 44,4%, bei einer Konzentration von 30 nM
siUPK1A-1 auf 23,8%, gegenuber der Kontroll-siRNA reduziert. Dies ergibt einen 1Cs
(siRNA-Konzentration mit halbmaximaler Hemmwirkung) von etwa 1 nM. Im Gegensatz
dazu zeigte die ,siUPK1A-2“-siRNA keine Hemmwirkung. Fir diese siRNA war die UPK1A
mRNA-Expression sogar erhoht (118,7% 3 nM bzw. 148% bei 30 nM siRNA-
Konzentration).
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Abb. 3-33 Wirksamkeit eingesetzter siRNAs zur Suppression der UPK1A mRNA (A) und OP18
mRNA (B). RT-4-Zellen (A) und ECV-304-Zellen (B) wurden in Duplikaten mit den zu
testenden siRNAs in den angegebenen Konzentrationen transfiziert. Nach 24 h wurde
Gesamt-RNA prapariert und die UPK1A bzw. OP18 mRNA in Triplikaten tber RT-gPCR
detektiert. Die mRNA Kopienzahlen wurden auf die interne Referenz-mRNA RPLPO
normalisiert. Die Balken stellen die Mittelwerte + Standardabweichung aus den Duplikaten
dar.
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,SIOP18-2“-siRNA hemmte die OP18 mRNA am effektivsten (3,9%, bei 3 nM) und 3,0% (30
nM), (Abb.3-33 B). Die siOP18-1 bewirkte eine Suppression auf 17,2% und 12,4% bei einer
siRNA-Konzentration von 3 bzw. 30 nM. Alle weiteren Untersuchungen wurden unter
Verwendung der siUPK1A-1- und der siOP18-2-siRNA durchgefiihrt.

Zur Ermittlung der siRNA-Konzentration mit maximaler Hemmwirkung wurden RT-4-
Zellen bei einer Konfluenz von etwa 50% mit den ausgewahlten OP18- und UPK1A-
gerichteten siRNAs in verschiedenen Konzentrationen (30, 60 und 90 nM) transfiziert.
AnschlieRend wurde die Suppression der Target-mRNAs mittels RT-qPCR Uberprift. Die
siUPK1A-1 zeigte bei einer Konzentration von 30 nM die maximale Hemmwirkung der
mRNA Expression auf 17,8% gegenuber der Kontrolle. Eine Erhdéhung der siRNA-
Konzentration fiihrte nicht zur Steigerung der Inhibition (Abb. 3-34 A). Bei der siOP18-2-
vermittelten Suppression war die Hemmwirkung in RT-4-Zellen (Abb. 3-34 B) bei allen
eingesetzten Konzentrationen deutlich geringer als in ECV-304-Zellen (Abb. 3-33 B). Es
gab keinen Unterschied in der Hemmwirkung zwischen der siRNA-Konzentration von 30
nM und 90 nM, da in beiden Ansatzen die OP18 mRNA auf 34% reduziert. Da die
Suppression bei 30 nM am starksten war, wurden beide siRNA in dieser Konzentration
verwendet.
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Abb. 3-34 Konzentrationsabhingige Hemmung von UPK1A mRNA (A) und OP18 mRNA (B). RT-4-
Zellen wurden mit den angegebenen siRNA-Konzentrationen in Duplikaten transfiziert. Nach
24 h wurde Gesamt-RNA aus den Zellen prapariert, und die UPK1A sowie OP18 mRNA
wurden uber RT-qPCR in Triplikaten detektiert. Die mMRNA Kopienzahlen wurden uber die
interne Referenz-mRNA RPLPO normalisiert. Die dargestellten Balken reprasentieren die
Mittelwerte + Standardabweichung aus den Duplikat-Ansatzen.

Neben der Wirkung der siRNA-vermittelten Target-mRNA Suppression auf mRNA-Ebene
wurde Uber einen Western Blot die Reduktion der OP18 Proteins untersucht.

Die Expression des OP18-Proteins war am ersten Tag nach Transfektion nur
geringflgig erniedrigt, zwei Tage nach Transfektion war die OP18-Protein-Expression
bereits auf 13% der Kontrolle reduziert. Drei und vier Tage nach der Transfektion lagen
weniger als 6% des Proteins vor (normalisiert auf Beta-Aktin, Abb. 3-35).
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3.3.3 mRNA-Expressionsanalyse nach Hemmung von OP18 und
UPK1A

Eine Neoplasie entsteht durch eine Serie genetischer Veradnderungen, welche zu
essentiellen Veranderungen der Zellphysiologie fuhren. Infolgedessen kann es zu
unkontrolliertem Zellwachstum, einer Ignoranz gegenlber Apoptose induzierenden
Signalen sowie einer ausgepragten Angiogenese, Invasion und Metastasierung kommen
[127]. Die aberrante Expression der mRNA spiegelt hierbei direkt die Veranderungen auf
der Gen-Ebene wider. Hingegen ist eine direkte Transkript — Protein Korrelation nicht flr
jedes Gen gegeben [128]. Die Grinde hierflr liegen in den Translationsraten pro
Transkript, post-translationalen Modifikationen und Proteindegradationen. Zudem ist die
Untersuchung der mRNA-Expression unter Verwendung der RT-gPCR, technisch einfacher
durchfiihrbar als die meisten Verfahren in der Proteinanalytik. Es lag folglich nahe,
zunachst die Auswirkungen der siRNA-vermittelten Suppression von UPK1A und OP18 auf
mRNA Ebene zu untersuchen.

Es wurden die bereits anhand verschiedener Kriterien ausgewahlten tumorrelevanten
Gene BAX, CC3, ETS2, Ki-67 und uPA untersucht (siehe Kapitel 3.2.2.2, Tabelle 3-8). Die
Expression der ausgewahlten mRNAs wurde zuerst in siOP18-behandelten ECV-304-
Zellen untersucht. Aufgrund der Beobachtung, dass die OP18 Proteinexpression ab Tag 2
nach der Transfektion deutlich erniedrigt vorlag, wurde die mRNA-Expression Uber einen
Zeitraum von insgesamt vier Tagen nach der Transfektion mittels RT-qPCR untersucht.
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Zur Normalisierung der mRNA-Expressionen sollte die interne Referenz-mRNA RPLPO
verwendet werden. Um zu untersuchen, ob die Expression der RPLPO mRNA (ber den
Untersuchungszeitraum in den unterschiedlich behandelten ECV-304-Zellen stabil ist,
wurde die Kopienzahl gegen die Gesamt-RNA-Konzentration gemessen (Abb. 3-36). Die
Kopienzahl der internen Referenz-mRNA lag am 1. Tag nach der Transfektion in
vergleichbarer Abundanz in den verschiedenen Ansatzen vor. Jedoch war die Kopienzahl
ab dem dritten Tag nach der Transfektion mit siOP18 ca. um den Faktor 2 gegenuber der
Kontrolle erhoht.

mm Kontroll-siRNA
10 { == UPK1A siRNA

BN OP18 siRNA Abb. 3-36

Variabilitat in der RPLP0 mRNA-Expression. ECV-304-
Zellen wurden mit siRNAs in Duplikaten transfiziert. An
den angegebenen Zeitpunkten wurde Gesamt-RNA
prapariert und die Abundanz der RPLPO mRNA (ber RT-
gPCR in Triplikaten bestimmt. Die mRNA Kopienzahlen
wurden auf die Gesamt-RNA Konzentration (ng)
normalisiert. Die dargestellten Balken reprasentieren die
Mittelwerte + Standardabweichung aus den Duplikaten.

ng Gesamt-RNA

RPLP0 mRNA Kopien x10*

Tage nach Transfektion

Fur die humane Lungenkarzinomzelllinie K562 konnte von Luo et al. gezeigt werden, dass
es nach der Inhibition der OP18 mRNA mit antisense RNA zu einem Arrest in der G,/M-
Phase des Zellzyklus kommt [129]. Es ist wahrscheinlich, dass es auch nach der
Suppression von OP18 in ECV-304-Zellen ebenfalls zum Zellzyklusarrest in der G,/M-
Phase kommt. In diesem Zusammenhang konnte eine erhdhte RPLPO mRNA Abundanz
pro ng Gesamt-RNA ab dem 3. Tag nach der Transfektion bedeuten, dass in den Zellen
zwar schon der doppelte Satz (4n) an Chromosomen vorliegt, die mMRNA akkumuliert wird,
aber mdglicherweise die Synthese ribosomaler RNA durch den Zellzyklusarrest inhibiert
wird. Der Tumorsuppressor p14"" bindet normalerweise an Mdm2, um einen p53-
abhangigen Arrest des Zellzyklus zu bewirken. Flr die murine Fibroblasten-Zelllinie NIH-
3T3 konnte gezeigt werden, dass p19*" unabhéngig von p53 und Mdm2 die Synthese
ribosomaler RNA inhibieren kann, was mit einem Zellzyklusarrest einhergeht [130]. Daher
ist vorstellbar, dass es in der humanen Zelllinie ECV-304 ebenfalls durch p14Arf ZU einer
Inhibition der Synthese ribosomaler RNA kommt. Da die ribosomale RNA etwa 80—-90% der
praparierten Gesamt-RNA ausmacht, kdnnte somit die relativ erhdhte Abundanz der
RPLPO mRNA in den siOP18-behandelten Zellen erklart werden.

Folglich wurde die Abundanz der untersuchten mRNAs auf die interne Referenz-mRNA
RPLPO normalisiert. Zunachst wurde untersucht, ob UPK1A und OP18 mRNA uber den
Untersuchungszeitraum effektiv supprimiert wurden. OP18 mRNA wurde in ECV-304-
Zellen Uber die gesamten vier Tage nach der Transfektion auf 3,7—1,2% reduziert (Abb. 3-
37 B). UPK1A mRNA wurde in den ECV-304-Zellen auf 5,6—1,1% supprimiert, zusatzlich
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nahm die Abundanz der UPK1A mRNA im Kontroll-Ansatz bei zunehmender Konfluenz der
Zellen exponentiell zu (Abb. 3-37 A).
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Abb. 3-37 Suppression der UPK1A mRNA (A) und OP18 mRNA (B) mittels siRNAs. ECV-304-Zellen
wurden mit siRNAs in Duplikaten transfiziert. An den angegebenen Zeitpunkten wurde
Gesamt-RNA prapariert und die Abundanz der UPK1A mRNA sowie der OP18 mRNA {ber
RT-gPCR in Triplikaten bestimmt. Die mRNA Kopienzahlen wurden auf die interne Referenz-
mRNA RPLPO normalisiert. Die dargestellten Balken reprasentieren die Mittelwerte *
Standardabweichung aus den Duplikaten.

Im Folgenden wurde die Veranderung der Genexpression von Apoptose- und
Tumorrelevanten Genen in ECV-304-Zellen nach siRNA-vermittelter Suppression von
OP18 und UPK1A mRNA bestimmt.

Die Expression der BAX mRNA Kopienzahl blieb Uber den untersuchten Zeitraum
relativ konstant mit einer tber alle Ansatze gemittelten Abundanz von 5,82x1072 + 6,89x107
Kopien pro RPLPO mRNA (Abb. 3-38 A).

Die CC3/TC3 mRNA-Ratio hingegen stieg nach der Suppression von OP18
kontinuierlich auf den 3—fachen Wert an (Abb.3-38 B). Das von der mRNA translatierte
CC3-Protein bewirkt die Induktion von Apoptose, das TC3-Protein besitzt anti-apoptotische
Eigenschaften. Die erhdhte CC3/TC3 mRNA-Ratio deutete auf die Induktion von Apoptose
hin. Im Kontroll-Ansatz und nach Suppression von UPK1A mRNA wurde ein
vergleichsweise geringer Anstieg der CC3/TC3 mRNA-Ratio auf den 2,5-fachen bzw. 2—
fachen Wert beobachtet.
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Abb.3-38 Verinderte Genexpression Apoptose-relevanter Gene nach siRNA-vermittelter

Suppression von UPK1A und OP18 mRNA. ECV-304-Zellen wurden mit siRNAs in
Duplikaten transfiziert. An den angegebenen Zeitpunkten wurde Gesamt-RNA préapariert und
die Abundanz der BAX mRNA (A) uber RT-qPCR in Triplikaten bestimmt. Die mRNA
Kopienzahlen wurden auf die interne Referenz-mRNA RPLPO normalisiert. Abb. B stellt die
ins Verhaltnis gesetzten mRNAs fiir CC3 und TC3 dar. Die Balken reprasentieren die
Mittelwerte + Standardabweichung aus den Duplikaten.

Von Xiao et al. wurde gezeigt, dass die Uberexpression von CC3 in der humanen
Lungenkarzinomzelllinie v-SCLC vor allem zur vermehrten Expression der pro-
apoptotischen Gene Bad und Siva fiihrt [131]. Shi et al. zeigten, dass die Uberexpression
von CC3 in der Wildtyp p53-exprimierenden humanen Leberkarzinomzelllinie HepG2 zu
einer erhohten Expression des p53 und BAX Proteins flhrt und Apoptose induziert wird.
Interessanterweise wurde nach der Uberexpression von CC3 in den humanen
Leberkarzinomzelllinien Hep3B und PLC/RPF/5, bei welchen kein Wildtyp p53 vorliegt,
zwar Apoptose induziert, aber die BAX Protein Expression war nicht erhdht, wodurch ein
BAX-unabhangiger Apoptoseweg vermutet wird [132]. Hierdurch kdnnte erklart werden,
warum nach der Suppression von OP18 in den p53-mutierten ECV-304-Zellen zwar eine
erhohte CC3/TC3 mRNA-Ratio, aber keine erhéhte BAX mRNA Expression nachgewiesen
wurde.

Weiterhin wurde die Abundanz der tumorrelevanten mRNAs uPA und ETS2 untersucht
(Abb. 3-39). Im Kontroll-Ansatz wurde ein starker Anstieg der uPA mRNA Expression auf
das Zweifache nach dem ersten Tag der Transfektion beobachtet (Abb. 3-39 A). Dieser
Anstieg korrelierte mit dem Anstieg der ETS2 mRNA (Abb. 3-36 A & B & C,
Korrelationskoeffizient nach Pearson: r = 0,960, p = 0,04). Die Korrelation zwischen der
ETS2 und uPA mRNA-Expression lasst sich dadurch erklaren, dass ETS2 ein
Transkriptionsaktivator fir das uPA Gen ist [133]. Die Expression der ETS2 mRNA im
Kontroll-Ansatz korrelierte aber auch mit dem Anstieg der OP18 mRNA Expression (siehe

108



3. Ergebnisse

Abb. 3-37 B, Korrelationskoeffizient nach Pearson: r = 0,991, p = 0,009). Eine
Transkriptionsaktivierung der OP18 mRNA Uber ETS2 oder andere Transkriptionsfaktoren
der ETS-Familie in Abwesenheit von p53 kann daher nicht ausgeschlossen werden. In den
UPK1A mRNA-supprimierten Zellen lag ebenfalls eine signifikante Korrelation zwischen
der uPA und ETS2 mRNA-Expression vor (Abb. 3-39 A & B & C, Korrelationskoeffizient
nach Pearson: r = 0,974, p = 0,026). Nach Suppression der UPK1A mRNA war die uPA
MmRNA-Expression im Vergleich zur Kontrolle am 2. Tag nach der Transfektion auf das 5—
fache erniedrigt. Am 4. Tag war die Abundanz der uPA mRNA aber wieder auf den 3—
fachen Wert erhoht, was durch den Anstieg der ETS2 mRNA erklart werden kann. In den
OP18 mRNA-supprimierten Zellen war die mittlere uPA mRNA Kopienzahl ab dem 2. Tag
nach der Transfektion im Vergleich zur Kontrolle deutlich um das 3— bis 4—fache erniedrigt.
In diesem Fall lag keine signifikante Korrelation zwischen der uPA und ETS2 mRNA-
Expression vor (Abb. 3-39 C). Infolgedessen stieg die ETS2/uPA mRNA-Ratio am 3. und 4.
Tag nach Transfektion auf ca. den 3—fachen Wert der Kontrolle an (Abb. 3-39 C). Diese
Beobachtung koénnte bedeuten, dass der ETS2 Transkriptionsfaktor nicht aktiviert wird oder
die Transkription des uPA Gens durch einen weiteren Transkriptionsfaktor reprimiert wird.

Aulerdem wurde die Expression der Ki-67 mRNA untersucht, da im Urin eine hohe
Korrelation zur Expression der OP18 mRNA beobachtet wurde (Korrelationskoeffizient
nach Spearman: rs = 0,835, p < 0,0001, Daten nicht gezeigt). Das Ki-67 Protein ist strikt mit
Zellproliferation assoziiert und erreicht die maximale Konzentration in der G,/M-Phase des
Zellzyklus erreicht. Nach der Mitose nimmt die Abundanz von pKi-67 schnell ab
[zusammengefasst in 134]. In diesem Zusammenhang wurde die Expression der Ki-67
MRNA bestimmt, um mdgliche Hinweise darauf zu bekommen, wie hoch der Anteil an
proliferierenden Zellen in der untersuchten Zellpopulation ist. Hierbei muss bericksichtigt
werden, dass aber beispielsweise nach der Blockierung des Zellzyklus in der G4/S oder
G./M-Phase Ki-67-positive Zellen nachgewiesen werden kénnen [135].

Die Ki-67 mRNA Expression nahm im Kontroll-Ansatz und nach Suppression der
UPK1A mRNA um das 3—fache ab, wobei die geringste Expression bereits am 3. Tag nach
siUPK1A-Behandlung vorlag (Abb. 3-39 D). Die Verringerung der Ki-67 mRNA Expression
im Kontroll-Ansatz nach 4 Tagen konnte bedeuten, dass der Anteil von teilenden Zellen
aufgrund der erreichten vollstandigen Konfluenz sank. Im Gegensatz hierzu war die
Expression der Ki-67 mRNA nach OP18 Suppression konstant mit einer mittleren
Kopienzahl von 1,89x10" + 2,05x102 Kopien pro RPLPO mRNA. Am 3. Tag nach der
Transfektion war die Ki-67 mRNA Expression um das 1,3—fache gegentber der Kontrolle
erhéht, am 4. Tag lag eine 2,7—fach héhere Ki-67 Expression vor. Das kénnte bedeuten,
dass sich der Groldteil der siOP18-behandelten Zellen dber den gesamten
Untersuchungszeitraum in einer aktiven Phase des Zellzyklus befindet. Die am Anfang
dieses Abschnitts aufgestellte Hypothese, dass, analog zu der von Luo et al.
durchgeflhrten Studie mit K562-Zellen, auch ECV-304-Zellen nach der Suppression von
OP18 in der Go/M-Phase des Zellzyklus arretieren, kdnnte die konstant hohe Abundanz der
Ki-67 mRNA erklaren. Diese Beobachtung implementiert ebenfalls, dass die Ki-67 mRNA-
Expression nach der Suppression von OP18 im Gegensatz zur uPA mRNA nicht gehemmt
wird.
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Abb. 3-39 Expression der tumorrelevanten mRNAs uPA (A) und ETS2 (B) sowie Ki-67 (D) nach

siRNA-vermittelter Suppression der UPK1A und OP18 mRNA. ECV-304-Zellen
wurden mit siRNAs in Duplikaten transfiziert. An den angegebenen Zeitpunkten wurde
Gesamt-RNA prapariert und die Abundanz der ETS2, Ki-67 und uPA mRNA Uber RT-
gPCR in Triplikaten bestimmt. Die mMRNA Kopienzahlen wurden auf die interne Referenz-
mRNA RPLPO normalisiert. Die dargestellten Balken reprasentieren die Mittelwerte +
Standardabweichung aus den Duplikaten. In Abb. (C) wird aulRerdem das Verhaltnis der
ETS2 und uPA mRNA dargestellt.

Neben der ,G3“Zelllinie ECV-304 wurde die Expression ausgewahlter mMRNAs daraufhin in
der ,G1“-Zelllinie RT-4 untersucht. Zur Suppression der UPK1A- und OP18-mRNA wurden
ebenfalls siRNA-Konzentrationen von 30 nM verwendet. Analog zu den ECV-304-Zellen
wurde untersucht, ob die Expression der endogenen Referenz-mRNA RPLPO Uber den
untersuchten Zeitraum stabil war (Abb. 3-40). Im Gegensatz zu ECV-304-Zellen korrelierte
die RPLPO mRNA Expression mit einer mittleren Kopienzahl von 7,9‘Ix104 + 0,78x10% in
den RT-4-Zellen Uber den gesamten Zeitraum in allen Ansatzen mit der Gesamt-RNA
Menge und wurde ebenfalls zur Normalisierung der Genexpression verwendet.
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Die UPK1A mRNA wurde in RT-4-Zellen 2 Tage nach Transfektion mit UPK1A siRNA auf
etwa 20% supprimiert (Abb. 3-41 A). Am 4. Tag nach Transfektion wurde die UPK1A
mRNA Expression aber nur noch auf 50% gehemmt. Im Kontroll-Ansatz stieg die UPK1A
mRNA Expression kontinuierlich Uber den Untersuchungszeitraum auf das 5-fache an, so
dass im Vergleich zu den UPK1A mRNA-supprimierten Zellen schlielllich die 4—fache
UPK1A mRNA Menge vorlag.

Die OP18 mRNA wurde am 2. Tag nach der Transfektion auf 66,5% der Kontrolle
supprimiert, stieg jedoch bis zum 5.Tag wieder auf den Wert des Kontrollansatzes an. Bei
den RT-4-Zellen zeigt sich im Vergleich zu ECV-304 Zellen eine deutlich schwachere
Suppression der UPK1A und OP18 mRNAs durch siRNA.
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Abb. 3-41 Suppression der UPK1A mRNA (A) und OP18 mRNA (B) mittels siRNAs. RT-4-Zellen

wurden mit siRNAs in Duplikaten transfiziert. An den angegebenen Zeitpunkten wurde
Gesamt-RNA prapariert und die Abundanz der UPK1A mRNA sowie der OP18 mRNA
Uber RT-gPCR in Triplikaten bestimmt. Die mRNA Kopienzahlen wurden auf das
endogene Referenzgen RPLPO normalisiert. Die dargestellten Balken reprasentieren die
Mittelwerte + Standardabweichung aus den Duplikaten.
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Nach siRNA-vermittelter Hemmung der OP18 und UPK1A mRNA in den RT-4-Zellen
konnten keine deutlichen Expressions-Anderungen der ausgewahlten tumorrelevanten und
stoffwechselphysiologischen mRNAs beobachtet werden, was wahrscheinlich auf die
schwachere Suppression der Target-mRNAs im Vergleich zu den ECV-304-Zellen
zurtickzuflihren ist. Diese Beobachtung wird exemplarisch in der Abb. 3-42 fir die
Expression der BAX mRNA sowie fur die mRNA-Ratio CC3/TC3 dargestellt. Fur die BAX
MRNA betrug der maximale Faktor zwischen den drei unterschiedlichen Zeitpunkten 1,6
(Abb. 3-42 A, 5.Tag nach Transfektion), fir die CC3/TC3 Ratio betrug der maximale Faktor
1,5 (Abb. 3-42 B, 4.Tag nach Transfektion). Die geringen Unterschiede in der Expression
Apoptose-relevanter mRNAs nach Suppression der UPK1A und OP18 mRNA deuten
darauf hin, dass eine Induktion von Apoptose in den RT-4-Zellen unwahrscheinlich ist.
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Abb. 3-42 Verinderte Genexpression Apoptose-relevanter Gene nach siRNA-vermittelter

Suppression von UPK1A und OP18 mRNA. RT-4-Zellen wurden mit siRNAs in
Duplikaten transfiziert. An den angegebenen Zeitpunkten wurde Gesamt-RNA prépariert
und die Abundanz der BAX mRNA (A) sowie der CC3 und TC3 mRNA (B) Gber RT-qPCR
in Triplikaten bestimmt. Die mRNA Kopienzahlen wurden auf das endogene Referenzgen
RPLPO normalisiert. Die Balken reprasentieren die Mittelwerte + Standardabweichung aus
den Duplikaten.

3.34 Phanotypische Charakterisierung von siRNA-supprimierten
Zellen

Durch die vorangegangenen Experimente konnte gezeigt werden, dass die UPK1A und
OP18 mRNA durch siRNA-vermittelte Suppression in der ,G3“-Harnblasenkarzinomzelllinie
ECV-304 sehr effektiv Uber 4 Tage gehemmt wurden. Dariiber hinaus konnte gezeigt
werden, dass die siRNA-vermittelte Suppression der OP18 mRNA ebenfalls eine starke
Reduktion der OP18-Proteinexpression ab dem 2. Tag nach der Transfektion bewirkt.
AuRerdem konnte beobachtet werden, dass weitere tumorrelevante mRNAs ebenfalls
differentiell exprimiert wurden. Im Besonderen deutete die erhdhte CC3/TC3 mRNA-Ratio
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auf eine wahrscheinliche Induktion von Apoptose in den OP18-supprimierten ECV-304-
Zellen hin. In den folgenden Experimenten wurde die Veranderung des Phanotyps der
Zellen unter Suppression der Target-mRNAs untersucht.

3.3.4.1 Viabilitat bei Hemmung von UPK1A und OP18

Die Veranderung des Phanotyps von ECV-304-Zellen unter Suppression von UPK1A und
OP18 mRNA wurde zunachst anhand der Zellviabilitdt untersucht. Die Viabilitdt wurde
mittels (MTS)-Assay bestimmt. Der Einfluss der Suppression von UPK1A bzw. OP18
mRNA auf die Zellviabilitdt von ECV-304 wurde 1, 2, 3 und 4 Tage nach Transfektion
bestimmt.

Im Vergleich zur Kontrolle ging die Zellviabilitait von den UPK1A und OP18 siRNA-
behandelten Zellen Gber den untersuchten Zeitraum kontinuierlich bis auf 38 bzw. 35%
zurtick (Abb. 3-43).
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3.3.4.2 Zellproliferation bei Hemmung von UPK1A und OP18

Durch den MTS-Assay konnte gezeigt werden, dass die Zellviabilitdt nach Suppression von
OP18 und UPK1A mRNA deutlich zurickging. Zur Analyse der Proliferation siRNA-
behandelter ECV-304-Zellen wurde die Zellzahl mittels Trypanblau-Farbung an
aufeinanderfolgenden Tagen bestimmt. Im Vergleich zur Kontrolle war das Wachstum von
OP18- und UPK1A-siRNA behandelten ECV-304-Zellen Uber den untersuchten Zeitraum
gehemmt (Abb. 3-44 A). Die Verdopplungszeit im Kontroll-Ansatz betrug 25 h, bei den
OP18-siRNA-behandelten Zellen 47 h und die siUPK1A-behandelten Zellen stellten tber
den untersuchten Zeitraum die Zellteilung nahezu ein (Verdopplungszeit = 98 h).

113



3. Ergebnisse

Der Uber den untersuchten Zeitraum gemittelte, prozentuale Anteil toter Zellen in der
Population war im Kontroll-Ansatz und nach Suppression von OP 18 mRNA mit 1,9%
identisch. Nach Suppression der UPK1A mRNA stieg der Anteil toter Zellen auf 3,8%.

Wie schon bei der mRNA Expressionsanalyse gezeigt, waren in RT-4-Zellen die
Auswirkungen der siRNA Transfektionen auch auf die Proliferation deutlich geringer. Die
Verdopplungszeit (VZ) war bei UPK1A-siRNA-behandelten Zellen geringflgig verlangert
(VZupk1a sirna = 45 h; VZontroisirna = 39 h, Abb. 3-44 B). Zellen, welche mit OP18 mRNA-
gerichteter siRNA transfiziert wurden, zeigten im Vergleich zur Kontrolle keine signifikante
Anderung der Verdopplungszeit (VZopis sirna = 40 h). Der gemittelte, prozentuale Anteil
toter Zellen war in allen Ansatzen vergleichbar (6—7,4%).

A ECV-304 B RT-4

—e— Kontroll-siRNA —e— Kontroll-siRNA
—v— UPK1A-siRNA —v— UPK1A-siRNA
4 { —@— OP18-siRNA —&— OP18-siRNA

Abb. 3-44
Wachstumskurve siRNA-
behandelter ECV-304- (A) und RT-4-
Zellen (B) sowie deren Morphologie
(C — H bzw. | — K). Die Zellen wurden
mit siRNAs in Duplikaten transfiziert
0— ‘ ‘ ‘ 00— ‘ ‘ ‘ und an den angegebenen Zeitpunkten
! 2 Q) 4 2 4 Q) geerntet. Die Verdopplungszeiten der
Tage post Transfektion Tage post Transfektion Zellen wurden mittels Trypanblau—
Farbung bestimmt. Im
Zellkulturliberstand befindliche Zellen
wurden nicht in die Bestimmung der
Zellzahl miteinbezogen. Die Symbole
reprasentieren die Mittelwerte +
Standardabweichung der  Trypan-
negativen Zellen (Duplikate). An den
angegebenen Zeitpunkten wurden die
Zellen mikroskopisch untersucht. Fir
die ECV-304 Zellen wird die
Morphologie der Zellen am 3. Tag
nach der Transfektion in zwei
unterschiedlichen VergréRerungen
dargestellt (400-fach: C — D; 100-fach:
E - H). Fur die RT-4-Zellen ist die
Zellmorphologie am 5. Tag nach der
Transfektion mit siRNA abgebildet
(400-fache VergroRerung: | — K).

Zellzahl x10°
Zellzahl x10°
0

UPK1A siRNA Kontroll-siRNA

OP18 siRNA

Zusatzlich wurde die Morphologie der ECV-304-Zellen am 3. Tag nach der Transfektion
mikroskopisch untersucht (Abb. 3-44 C—K). Besonders auffallig war eine starke Ausbildung
von Vakuolen nach Suppression der UPK1A mRNA (Abb. 3-44 F, siehe Pfeile). Die
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Hemmung von OP18 mindete in eine Schrumpfung des Zytoplasmas sowie die
Abschnirung von Blaschen an der Plasmamembran, was den typischen morphologischen
Merkmalen einer apoptotischen Zelle entspricht (Abb. 3-44 H, siehe oberen bzw. unteren
Pfeil).

Bei RT-4 Zellen waren die morphologischen Veranderungen deutlich geringer, am 5.
Tag nach der Transfektion war in den siUPK1A-behandelten Zellen keine klare Zellgrenze
mehr nachzuweisen. Die Zellen zeigten eine eher ,amdbenartige Form (Abb. 3-44 J, siehe
Pfeile). Die OP18-supprimierten RT-4-Zellen unterschieden sich nicht wesentlich von den
Kontroll-Zellen.

3.3.4.3 Apoptoserate bei Hemmung von UPK1A und OP18

Im Folgenden wurde untersucht, ob der Rickgang der Zellviabilitat und der
Proliferationsraten von ECV-304-Zellen nach der Suppression von UPK1A und OP18 auf
die Induktion von Apoptose zurlickgefiihrt werden kann. Hierfir wurde die Aktivierung der
Caspasen 3 und 7 an verschiedenen Zeitpunkten nach der Transfektion von siRNA
bestimmt. Als Positiv-Kontrolle flr den Apoptose-Nachweis wurden ECV-304-Zellen in
Serum-depletiertem Medium (1% fotales Kalberserum) mit einer Konzentration von 1 uM
Staurosporin Uber einen Zeitraum von 24 h inkubiert [89]. Bei der Induktion von Apoptose
in ECV-304-Zellen durch Staurosporin kam es zur Aktivierung der Caspasen 3 und 7,
wobei die Aktivitat der Caspasen abhangig von der Zellzahl ist (Abb. 3-45). Die Caspase-
Aktivitat wurde folglich auf die Zellviabilitat normalisiert.

Abb. 3-45
Caspase 3/7-Aktivitit nach
° M ST,S Induktion von Apoptose
— Regressionsgerade:  mittels Staurosporin (STS).
y =6,36*10° x -0,028 ECV-304-Zellen wurden in den
rz=0,998 angegebenen Zelldichten in
eine Vertiefung einer 96-well
Zellkulturplatte ~ ausgebracht.
Nach 24 h wurden die Zellen
mit 1 yM STS fiir weitere 24 h
inkubiert. AnschlieRend wurde
v Kontrolle die Aktivierung der Caspase
Regressionsgerade:  3/7 (relative Lichteinheiten, y-
y =2,63*10°x-0,002 Ordinate) in Abhangigkeit der
r2=0,999 ausgebrachten Zelldichte (250,
2.500, 5.000, 10.000 und
20.000 Zellen; x-Ordinate) in
Duplikaten  bestimmt.  Die
Symbole reprasentieren die
Mittelwerte t
Standardabweichung dieser

0 5 10 15 20 25 Duplikate.

1,50

1,25 |

1,00 1

0,75 1

0,50

relative Lichteinheiten

0,25 -
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Der folgenden Abbildung kann entnommen werden, dass nach siRNA-vermittelter
Suppression von OP18 mRNA am 3. Tag nach der Transfektion eine erhohte Caspase 3/7
Aktivitat vorlag und demzufolge Apoptose in den Zellen induziert wurde. Am 4. Tag nach
Transfektion lag in den OP18-supprimierten Zellen eine 3,5-fache Erhéhung der Caspase
3/7 Aktivitat im Vergleich zur Kontrolle vor. Die UPK1A-siRNA behandelten Zellen zeigten
keine gesteigerte Caspase 3/7-Aktivitdt und es kam nicht zur Apoptose-Induktion Uber
Caspase 3/7 innerhalb des untersuchten Zeitraumes.

4,5
mmmm 3 Tage nach Transfektion *kk

= 4,0 { == 4 Tage nach Transfektion Abb. 3-46
:E 3,5 | L Caspase 3/7-Aktivitit nach siRNA-vermittelter
> Suppression von UPK1A und OP18 mRNA. ECV-
:: 3,0 *dkk 304-Zellen wurden mit siRNAs transfiziert, und nach
P 3 bzw. 4 Tagen wurde die Caspase 3/7-Aktivitat in
o 2,5 1 Triplikaten bestimmt. Die aus dem Aktivitats-Test
s resultierenden relativen Lichteinheiten wurden auf die
o 2,0 1 Zellviabilitdst  normalisiert. Hierfir wurde in den
(&) Reaktionsansatzen zuerst die Esterase-Aktivitat Uber
g 1.5 FDA  bestimmt. Die dargestelten  Balken
b= 10 1 reprasentieren die normalisierte, gemittelte relative
° /Iﬂ ﬂ Caspase 3/7 Aktivitdt + Standardabweichung der

0,5 - Triplikate. ***, p < 0,001 versus Kontrolle.

0,0 -

Kontroll-siRNA UPK1A siRNA OP18 siRNA

3.3.44 Nachweis von Autophagosomen bei Hemmung von UPK1A und
OP18

Aus dem vorangehenden Abschnitt geht hervor, dass der Riickgang der Zellviabilitat in den
ECV-304-Zellen nach Suppression der OP18 mRNA auf Apoptose zurlickgefiihrt werden
kann. Bei Suppression der UPK1A mRNA wurde keine Induktion von Apoptose Uber
Caspase 3/7 nachgewiesen. Da der Rickgang der Zellviabilitdt nach Behandlung mit
siUPK1A mit dem Auftreten von Vakuolen einherging, wurde untersucht, ob ein weiterer
zum Zelltod fihrender Vorgang, die Autophagie, in den Zellen induziert wurde. Ein
typisches Merkmal von Autophagie ist die ausgepragte Ausbildung von autophagischen
Vesikeln, den sogenannten Autophagosomen. Im Zuge einer Autophagie gehen
Autophagosomen sehr wahrscheinlich aus den Ribosomen-freien Zisternen des
Endoplasmatischen Retikulums hervor [136]. Die Autophagosomen schliel3en
cytosolisches Material ein und fusionieren mit Lysosomen oder Vakuolen, wodurch die
Degradation des Inhalts erfolgt [137]. Autophagie wird unter anderem unter
Nahrstoffmangel und Hypoxie induziert. Es wird aulerdem vermutet, dass Autophagie
unter anderem die erste Zellantwort auf die Induktion von Apoptose ist. Hierbei kommt es
zur Aktivierung der Apoptose, wenn die Kapazitadten der Autophagie Uberladen sind. Ferner
kann ein Zellzyklus-Arrest zur Induktion von Autophagie fihren [zusammengefasst in 138].
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Zur Uberprifung dieser Theorie wurden ECV-304-Zellen am 3.Tag nach Transfektion mit
dem Fluoreszenzfarbstoff Monodansylcadaverin  (MDC) inkubiert. MDC farbt
Autophagosomen im perinuklearen Bereich an [136]. Fur die Lokalisation von MDC in der
Zelle wurde der Zellkern mit dem Fluoreszenzfarbstoff SYTO-16 gefarbt. Der Abbildung 3-
47 C kann entnommen werden, dass die exemplarisch dargestellten Kontroll-Zellen nur
eine sehr schwache, diffuse rote Farbung (MDC) im perinukledren Bereich aufweisen und
somit keine ausgepragten Autophagosomen ausgebildet haben (Abb. 3-47 C & D).

Kontroll- UPK1A-
siRNA siRNA

Ty

Abb. 3-47
Fluoreszenzmikroskopische  Auf-
nahmen von ECV-304-Zellen nach
Suppression der UPK1A und OP18
mRNA (E — H bzw. | — L). Die Zellen
wurden mit den angegebenen siRNAs
transfiziert und nach 3 Tagen mit dem
Fluoreszenzfarbstoff MDC zur
Visualisierung der Autophagosomen
sowie  dem Fluoreszenzfarbstoff
SYTO-16 zur Visualisierung des
Zellkerns gefarbt. Es folgte die
fluoreszenzmikroskopische Unter-
suchung in 400—facher VergroRerung.
Die Phasenkontrastaufnahmen sind
jeweils in A, E, | dargestellt und in B,
F, J mit den Fluoreszenzsignalen
Uberlagert dargestellt. C, G, K und D,
H, L zeigen die Fluoreszenzsignale
Fir MDC (hier: rot) und SYTO-16
(griin). Die gelben Kasten geben die in
C, G und K vergroRerten Ausschnitte
an.

Nach Behandlung mit siOP18 weisen einzelne Zellen deutlich rote ,Spots® auf, was auf
eine Ausbildung von Autophagosomen hindeutet (siehe Abb. 3-47 K, weil3e Pfeile). Ferner
ist ein apoptotischer, kondensierter Zellkern (griin) zu sehen (siehe Abb. 3-47 K, gelber
Pfeil). Aus der Abb. 3-47 L kann aber entnommen werden, dass es nach der Behandlung
mit siOP18 im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 3-47 D) nicht zu einer vermehrten Induktion
von Autophagie kam.

Die Suppression von UPK1A mRNA flhrt nicht zur Autophagie. Ferner kann der Abbildung
entnommen werden, dass der Farbstoff MDC Uber das gesamte Zytoplasma diffus verteilt
ist, was auf eine Diffusion durch eine defekte Plasmamembran hindeutet. Demnach schien
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der intrazellulare pH-Gradient zerstort. Darliber hinaus sind die Vakuolen nicht gefarbt.
Jedoch konnte bei einer Vielzahl der Zellen eine Auflosung des Zellkerns beobachtet
werden, wie exemplarisch in der Abbildung 3-47 F dargestellt (gelbe Pfeile).

Da die hier beobachteten Veranderungen unter UPK1A mRNA Suppression weder
eindeutige Zeichen fir Apoptose noch flir Autophagie aufweisen, muss eine weitere
Variante des Zelltods, die Nekrose, in Betracht gezogen werden. Nekrose ist eine
traumatische Selbstzerstérung der Zelle, welche mit der Degradation von Organellen und
der Auflésung des Zellkerns einhergeht. Weiterhin kommt es aufgrund von Schaden der
Plasmamembran zu einer Volumenzunahme der Zelle. Dartber hinaus geht die Nekrose
mit einer verstarkten Vakuolisierung einher, wie sie auch in der mikroskopischen
Untersuchung siUPK1A-behandelter ECV-304-Zellen zu sehen ist (Abb. 3-44 F und 3-47
F), was mit der mikroskopischen Untersuchung der siUPK1A-behandelten Zellen konform
geht (Siehe 3.3.4.2).

Diese Beobachtungen fiihrten schliel3lich zu der Annahme, dass die Suppression von
UPK1A am ehesten zu einem Nekrose-artigen, Caspase 3/7-unabhangigen Zelltod fuhrt.
Fur eine genauere Analyse der nekrotischen Zellen kdnnte in weiteren Untersuchungen
eine Propidium-lodid-Farbung durchgefihrt werden

3.3.4.5 Chemosensibilisierung bei Hemmung von UPK1A und OP18

Wie bereits beschrieben wird durch siRNA induzierte Hemmung von UPK1A und OP18 die
Zellviabilitat in ECV-304 Zellen auf ca. die Halfte reduziert. Bei UPK1A geschieht dies
durch einen Apoptose-unabhangigen Mechanismus, bei OP18 geschieht dies unter
Apoptose-Induktion.

Daraus ergab sich die Frage, ob die siRNA induzierte Hemmung der UPK1A und OP18
MRNA einen Einfluss auf eine Behandlung mit einem Apoptose-induzierendem
Chemotherapeutikum (Cisplatin) hat. Hierzu wurden ECV-304 Zellen mit siRNAs transfiziert
und nach 2 Tagen zusatzlich mit Cisplatin flir weitere 24 h behandelt. Die Zellviabilitat
wurde mittels des oben beschriebenen MTS-Assays untersucht.

Zunachst wurde anhand unterschiedlicher ECV-304 Zelldichten gezeigt, dass der MTS-
Assay im Bereich der ODyg2 iy Werte von 0,07 bis 1,93 linear verlauft (Abb. 3-48).

Nach Suppression der Target-mRNAs war die Zellviabilitdt ohne zusatzliches Cisplatin
am 3. Tag nach der Transfektion auf die Halfte reduziert (siehe auch Abschnitt 3.3.4.1). Bei
zunehmenden Konzentrationen von 1-12 ug/ml Cisplatin zeigte sich eine zusatzliche
Verringerung der Zellviabilitdt im Vergleich zu der Kontroll-siRNA. Jedoch war dieser Effekt
bei Konzentrationen von 1-9 ug/ml Cisplatin lediglich additiv. Bei einer Konzentration von
12 ug/ml Cisplatin hingegen war die Zellviabilitdt unter OP18 mRNA Suppression deutlich
um den Faktor 6,5 reduziert. Unter UPK1A mRNA Suppression zeigte sich hingegen kein
zusatzlicher Effekt im Vergleich zur Kontrolle.
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Abb. 3-48 Untersuchung zur Chemosensibilisierung nach der Suppression von UPK1A und OP18

mRNA. ECV-304-Zellen wurden mit siRNA gegen die Target-mRNAs transfiziert. Nach einer
Inkubation von 48h wurden die Zellen mit den angegebenen Konzentrationen des
Chemotherapeutikums Cisplatin fiir einen Zeitraum von 24 h inkubiert. AnschlieRend wurde
die Zellviabilitat anhand des MTS-Assays durchgefihrt. Die resultierende OD bei 492 nm wird
auf der y-Ordinate der Abbildung (B) dargestellt. Die dargestellten Balken reprasentieren die
Mittelwerte + Standardabweichung von Triplikat-Ansatzen. Vorab wurde untersucht, tber
welchen OD-Bereich die Messung linear verlauft (A). Hierfir wurden 300, 1.000, 3.000,
10.000 und 30.000 ECV-304-Zellen im 96 well-Format ausgebracht. Nach 24 h wurde der
MTS-Assay durchgefiihrt. Die Symbole stellen die Mittelwerte + Standardabweichung von
Triplikaten dar.

Dieser beobachtete Effekt der Chemosensibilisierung nach Suppression von OP18 bei
einer Konzentration von 12 ug/ml Cisplatin wurde in drei unabhangig voneinander
durchgefuhrten Experimenten bestatigt und in der folgenden Abbildung zusammengefasst.
Die Behandlung mit Cisplatin war in den OP18 mRNA-supprimierten Zellen um den Faktor
2,7 effektiver als in dem Kontroll-siRNA Experiment.

Darlber hinaus konnte gezeigt werden dass in UPK1A-supprimierten Zellen die
Wirksamkeit von Cisplatin sogar um den Faktor 1,8 verschlechtert wurde (Abb.3-49).

60

Zellviabilitat bei 12 pug x ml! Cisplatin (%)

37% (p = 0,01)

Abb. 3-49

[183% (p < 0,001) Chemosensibilisierung OP18 mRNA-supprimierter

50 -

40 -

30 4

20 H

ECV-304-Zellen nach Cisplatin-Behandlung. Die
Zellen wurden mit den angegeben siRNAs transfiziert
und nach 48 h mit 12 pg/ml Cisplatin Uber einen
Zeitraum von 24 h inkubiert. AnschlieRend wurde die
Zellviabilitdt anhand des MTS-Assays bestimmt. Die
resultierende Zellviabilitdt nach Cisplatin-Behandlung
wurde in Relation zum jeweiligen Ansatz ohne Cisplatin
gesetzt. Die dargestellten Balken reprasentieren die
Mittelwerte + Standardabweichung aus 3 unabhangigen
Experimenten mit jeweils 3 Replikaten. Uber der
Abbildung wird der prozentuale Unterschied zwischen
dem Kontroll-Ansatz und dem UPK1A siRNA- bzw.
OP18 siRNA-Ansatz aufgefiihrt. Die statistische
Signifikanz (p) des Unterschieds wurde anhand des
ungepaarten Student’s t-Test errechnet.

Kontroll-siRNA UPK1A siRNA OP18 siRNA
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3.3.5 Modell zur tumorbiologischen Rolle von UPK1A und OP18

In der folgenden Abbildung werden die in dem Kapitel 3.3 erhobenen Daten schematisch
fur die Zelllinie ECV-304 dargestellt.

Ex vivo-
Urin-assoziierte OP18/UPK1A mRNA-Ratio
G1-Harnblasenkarzinome: G3-Harnblasenkarzinome:
OP18/UPK1A l OP18/UPK1A '

In vitro-
OP18/UPK1A mRNA-Ratio im Harnblasenkarzinom-Zellkulturmodell

,G1“Zelllnie:
I opisiuPkiA

(VZ=ca.38h)

,G3“Zellinie:
orP18/UPK1A T
(VZ=ca. 25 h)

Suppression der
OP18 mRNA in
ECV-304-Zellen

Verdnderungen auf der E

B [ 1]

xpressionsebene:

OP18 mRNA 1
+ Protein

uPA mRNA l CC3/TC3

ETS2 mRNA

mRNA-Ratio t

uPA mRNA

ETS2 mRNA 1 || Ki-67 mRNA t |

Veranderung des Phanotyps (Tag 3 nach Transfektion):

erhdhe Vakuolisierung,

Zelviabilitat | )

Aufissung des Zellkerns | | Apoptotische Kérperchen |
Caspase 3/7-unabhéngiger | Induktion von Apoptose |
Zelltod ber Caspase 3/7
> O - 5
OL - o " .
S + Cisplatin + Cisplatin
| Keine Chemosensibilisierung | Chemosensibilisierung

Phanotypische Veranderungen nach der Suppression von OP18- und UPK1A-mRNA in ECV-
304-Zellen.
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4 Diskussion

4.1 Nicht-invasive Diagnostik des Harnblasenkarzinoms

Bis heute konnte kein diagnostischer uringebundener Tumormarker fur das
Harnblasenkarzinom identifiziert werden, welcher den invasiven ,Goldstandard”, die
Zystoskopie, ersetzen konnte. Gerade neuere Untersuchungen zeigen, dass anhand der
konventionell angewendeten Weildlichtendoskopie nicht nur etwa 50% der Carcinomata in
situ [139], sondern auch ein Teil der papilldaren Tumoren Ubersehen werden [140].
Hinsichtlich der anfallenden Kosten und des Zeitaufwands aber auch der
Einwilligungsbereitschaft der Patienten wird eine nicht-invasive Diagnostik auf der Basis
von Korperflissigkeiten angestrebt werden. Bei der Entwicklung einer nicht-invasiven
Diagnostik flir das Harnblasenkarzinom liegt es nahe, Urinproben als Ausgangsmaterial zu
verwenden, wobei eine leichte Zuganglichkeit zum Probenmaterial gegeben ist. Jedoch ist
Urin, im Gegensatz zu Blut, eine sehr heterogene Koérperflissigkeit mit stark variierenden
Proteinmengen, Zellzahlen, pH-Werten und Salzkonzentrationen.

Bei der Suche nach neuen Tumormarkern sind nicht nur Marker im Fokus, durch die
Harnblasenkarzinome nicht-invasiv, sensitiv und spezifisch zu einem frihen Zeitpunkt
diagnostizieren werden konnen. Die Identifikation von prognostischen Markern ist ebenfalls
von hohem klinischem Interesse, denn nach wie vor erfolgt die Klassifizierung der Tumoren
vorwiegend nach anatomischen Kriterien (Infiltrationstiefe, Lymphknotenstatus) und
histopathologischen Kriterien (Differenzierungsgrad des Tumors). Derartige Tumormarker
kdnnten dazu beitragen, dass das Malignitats-Potential eines Tumors richtig eingeschatzt
und eine adaquate Therapieplanung schon vor invasiven Eingriffen ermdglicht wird.
Dadurch kénnten beispielsweise Zweiteingriffe, wie Nachresektionen, und schliellich auch
die Uberlebensraten erhoht werden.

Die Eignung von Gesamt-Urin als Grundlage zur Identifikation von
Harnblasenkarzinomen anhand des mRNA-Tumormarkers Ki-67 wurde 2004 von Menke et
al. gezeigt [115]. Kdirzlich wurde Gesamturin von weiteren Arbeitsgruppen als
Ausgangsmaterial fir die Diagnose von Prostatakarzinomen mittels RNA-Tumormarkern
untersucht [141,142]. Die bis zum heutigen Zeitpunkt durchgefihrten Studien zur
Identifikation von Harnblasenkarzinomen auf der Grundlage von Urinproben sind tUberaus
vielversprechend und demonstrieren, dass anhand von Urinproben eine sensitive und
spezifische Diagnostik mittels RNA-Tumormarker maoglich ist. Es wird aber deutlich, dass
die Entwicklung eines standardisierten Protokolls zum Sammeln, Stabilisieren und Lagern
von Urinproben sowie fir die RNA-Praparation und —Quantifizierung essentiell ist, bevor
die publizierten RNA-Tumormarker schliefdlich eine Verwendung in der klinischen
Diagnostik finden kénnen.
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411 RT-qgPCR-basierte Tumordiagnostik im Gesamturin

Messenger RNAs sind im Gegensatz zu DNA besonders gut fur den Aufbau eines
diagnostischen Tests geeignet, weil die Expression von mRNAs ein Uberaus spezifischer
und dynamischer Prozess ist. Bei der malignen Transformation kommt es zu transienten
oder permanenten Veranderungen bezlglich der Expression von bestimmten mRNAs,
welche den biologischen Status von Zellen, Geweben, Organen und Organismen
widerspiegeln [143]. Die Anderungen auf der mRNA Expressionsebene von Tumorzellen
haben wiederum einen veranderten Phanotyp zur Folge, hierzu kdnnen unter anderem die
uneingeschrankte Zellteilung, die Herunterregulation der Apoptoserate, die Invasion, die
Metastasierung und die Angiogenese beitragen. Neben den mRNAs gelten microRNAs
(miRNAs) als potentielle Tumormarker, da in verschiedenen Tumoren spezifische miRNA-
Signaturen identifiziert wurden, welche mit der Diagnose, der Tumorklassifizierung, der
Progression, der Prognose und dem Verhalten nach einer Therapie assoziiert waren
[zusammengefasst in 144].

Das im Rahmen dieser Arbeit untersuchte Probenmaterial, Gesamturin, ist sehr
heterogen in Hinblick auf die Zusammensetzung verschiedener Zelltypen. Dadurch erfolgt
die Detektion von tumorspezifischen mRNAs und miRNAs oftmals unter einem hohen
Hintergrund an normalen, nicht-malignen Zellen. Selbst im Gewebematerial eines Tumors
kdénnen neben malignen auch normale, nekrotische sowie apoptotische Zellen vorliegen.
Eine hohe Wahrscheinlichkeit fur eine homogene Zellzusammensetzung ist nur bei Laser-
mikrodissektionierten Tumorschnitten gegeben [145]. Eine derartige Technik kann bei einer
nicht-invasiven Diagnostik nicht angewendet werden. Die RNA-Analyse in einem
heterogenen Probenmaterial mit unterschiedlichen Zelltypen ist aber informativer als die
Analyse einzelner Tumorzellen, da es bei der Tumorigenese zur Interaktion von
Tumorzellen mit den umgebenden, nicht-malignen Zellen kommt, wodurch die
Genexpression dieser Zellen erheblich beeinflusst werden kann. Unbestritten ist, dass die
Interpretation der detektieten mRNA oder miRNA-Abundanzen in komplexen Proben
schwierig ist. Weiterhin ist zu beachten, dass potentielle Tumormarker, welche aus
Genexpressionstudien anhand von Tumorgewebe hervorgegangenen sind, nicht zwingend
fur eine nicht-invasive Diagnostik auf der Basis von Korperflissigkeiten geeignet sind.
Aufgrund dessen wurde in der vorliegenden Arbeit zunachst ein RT-qPCR-basiertes
Screening auf der Grundlage von Gesamturin fir die Identifizierung von potentiellen
MRNA- und miRNA-Tumormarkern durchgefiihrt. AnschlieBend wurde untersucht, ob
ausgewahlte, vielversprechende RNAs flir die Entwicklung eines RT-gPCR-basierten Tests
geeignet sind.

Die qPCR ist deswegen so hervorragend fur eine Diagnostik geeignet, weil viele
Proben parallel analysiert werden kénnen und durch den Amplifikationsschritt auch Proben
untersucht werden kdnnen, bei welchen der Gehalt an Nukleinsduren gering ist. Dadurch
ist die RT-gPCR ein sehr sensitives und flexibles Verfahren zum Nachweis von mRNA
[146]. Die Schritte der RNA-Praparation, der cDNA-Synthese und der gPCR kénnen durch
die Verwendung von Robotern vollstandig automatisiert werden, wodurch die Inter-Assay
Variation oder mogliche Kontaminationen sowie die Analyse-Kosten enorm reduziert
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werden koénnen. Durch die RT-gPCR-basierte Analyse von mRNAs entfallen
zeitaufwendige Prozeduren wie beispielsweise das Herstellen von analytischen Gelen oder
die radioaktive Markierung von Sonden wie im Northern Blotting [147] oder im RNase
Protection Assay [148]. FUr den Nachweis von mRNAs Uber einen Northern Blot werden
zudem grélere Mengen an mRNAs benétigt, und es kdnnen nur wenige Proben parallel
analysiert werden. Somit ist die Durchfiihrung sehr kostenintensiv und nicht realisierbar fur
eine Routine-Diagnostik. Die Fluoreszenz in situ Hybridisierung (FISH) ist das komplexeste
Verfahren zum Nachweis spezifischer mRNAs. Auch eine Verwendung von Microarrays
zum spezifischen Nachweis von mRNAs ist aufgrund des hohen Zeit- und Kostenaufwands
nicht fir den Aufbau einer molekularen Diagnostik geeignet, obwohl durch neue
Technologien auch der Einsatz geringster Mengen (wenige Nanogramm) an mRNA
moglich ist [149] und sogar einzelne Zellen untersucht werden kénnen [150]. Au3erdem
wird bei der Verwendung von Microarrays eine sehr hohe Dichte an Daten produziert,
wodurch die Auswertung sehr kompliziert ist. Um anhand der generierten Daten eine
klinisch relevante Aussage treffen zu kdnnen, ware eine starke Reduktion dieser Daten
notwendig. Demzufolge ist diese Technologie hauptsachlich fir das Screening von
Patientenproben nach madglichen Tumormarkern und —Targets geeignet.

Die Verwendung von RNA als Tumormarker wird nicht nur befirwortet. Im Gegensatz
zu DNA ist RNA sehr labil, wodurch eine gute Integritat vor allem in Korperflissigkeiten mit
einem hohen Gehalt an Nukleasen nicht mehr gegeben ist und es zu
Sensitivitdtsproblemen bei der RT-gPCR-basierten Detektion kommen kann [151]. Ein
weiterer Nachteil der Verwendung von RNA gegenuber DNA ist die zusatzlich
durchzufiihrende Reverse Transkriptase-Reaktion. Es wurden aber bereits Systeme
entwickelt, bei denen die cDNA-Synthese und die qPCR gekoppelt durchgefihrt werden,
wodurch zwar nicht die Synthesezeit aber der zusatzliche Arbeitsaufwand entfallt. Eine ein-
Schritt RT-PCR reduziert die Wahrscheinlichkeit fir die Einbringung von Kontaminationen
in die Reaktionsansatze und ist angebracht wenn nur wenige mRNAs amplifiziert werden
sollen. Eine Optimierung der Schritte ist in diesem System aber nicht moglich, wodurch die
Sensitivitdt niedriger ist als in der zwei-Schritt RT-PCR [64]. Die cDNA-Synthese ist als
kritischer Schritt anzusehen, da die mRNA vollstadndig in cDNA umgeschrieben werden
muss, um die tatsachliche Kopienzahl der mRNA {ber die qPCR bestimmen zu kénnen.
Stahlberg et al. konnten zeigen, dass die Reverse Transkriptase-Reaktion zu grofieren
Varianzen fiihrte als die gPCR selbst [152]. Diese Erkenntnis wurde in der vorliegenden
Arbeit bestatigt, da der Inter-Assay CV der RT-qPCR bei 14%, der Inter-Assay CV der
gPCR alleine aber nur bei 9% lag (Abschnitt 3.2.1.3.5). In dieser Arbeit wurden zur
Uberprifung der Effizienz der cDNA-Synthese Reaktion verschiedene Kopienzahlen von
RNA ¢ eingesetzt (Abb. 3-10, Abschnitt 3.2.1.3.1). Die in cDNA umgeschriebenen RNA_ ¢
Kopien wurden Uber RT-gPCR bestimmt und mit der DNA-Standardkurve verglichen. Die
Effizienz der cDNA-Standardgerade war mit 1,99 optimal, und der Regressionskoeffizient
von 0,9959 zeigte lediglich eine geringe Abweichung der einzelnen Verdlinnungen von der
Ausgleichsgeraden an. Von den finf verschiedenen Verdinnungsstufen, welche in die
cDNA-Synthese eingesetzt wurden, wiesen zwei der Verdinnungen nach der DNA-
Standardkurve eine etwas geringere Kopienzahl auf. Folglich war die Effizienz fir die
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Synthese von RNA_yc cDNA sehr gut. Das in vitro RNA-Transkript RNA_ ¢ weist aber keine
Kappe aus methyliertem Guanin am 5°-Ende auf und ist nicht mit einem Poly(A)-Schwanz
am 3’-Terminus ausgestattet, wodurch die Erkenntnisse aus den Untersuchungen mit
RNA_ ¢ nicht ausnahmslos auf die untersuchten mRNAs (ibertragen werden kénnen, da
die Aktivitat der Reversen Transkriptase durch die Sekundarstruktur des RNA Transkripts
beeinflusst wird [153]. Daher wurde in der vorliegenden Arbeit die RNA zu Beginn der
cDNA-Synthese unter stringenten Bedingungen (10 min bei 75°C statt 5 min bei 65°)
denaturiert, um eine bessere Zuganglichkeit flir die Primer zu gewahrleisten. Die gute
Effizienz der cDNA-Synthese kann vermutlich auch auf die Verwendung von Random
Hexamer Primern zuriickgefihrt werden. Random Hexamer Primer haben gegeniber
Oligo-(dT) Primern den Vorteil, dass diese die cDNA-Synthese in Abhangigkeit zur RNA-
Lange an verschiedenen Positionen der mRNA initialisieren konnen. Hierdurch wird die
Wahrscheinlichkeit fir eine 100%ige Synthese-Ausbeute erhoht, wobei allerdings die
Méglichkeit zur Uberschatzung der tatséchlichen mRNA Kopienzahl in einer Probe besteht
[154]. Durch die Verwendung verschiedener Klassen von Oligonukleotiden (Random
Hexamer Primer, Oligo-(dT) Primer oder Gen-spezifischer Primer) fir die Synthese von
cDNA kénnen somit trotz der Detektion identischer mMRNA-Tumormarker in entsprechenden
Probenmaterialien grol3e Abweichungen zwischen den Ergebnissen verschiedener
Arbeitsgruppen entstehen. Der Unterschied in der Ausbeute der cDNA-Synthese kann
auch in Abhangigkeit von der verwendeten Reversen Transkriptase und der untersuchten
MRNA-Sequenz um mehr als einen Faktor 100 variieren [155]. Daher wurden fiir diese
Studie drei Enzyme, modifizierte M-MLV Reverse Transkriptasen (Superscript™ Il + Il
Invitrogen; iScript™, Bio Rad, Daten nicht gezeigt) getestet. Es zeigte sich, dass unter
Verwendung von Superscript Il und Il die gemessene Abundanz der Ki-67 mRNA etwa 3-
fach hoher war gegeniber der iScript Reversen Transkriptase.

Zur Gewabhrleistung der fir eine Diagnostik essentiellen sensitiven und
reproduzierbaren Amplifikation der cDNA mittels qPCR missen, analog zur cDNA-
Synthese, die Reaktionsbedingungen fir diese komplexe Technik optimiert werden. Einen
grolien Einfluss auf die RT-qPCR-basierte Detektion von mRNAs haben die verwendeten
gqPCR-Amplikons. Ein gutes PCR-Amplikon ist durch eine optimale Effizienz der
Amplifikationsreaktion gekennzeichnet. Um zu verhindern, dass die Primer vor dem
Hybridisieren der verwendeten TagMan®-Sonden an die komplementare DNA binden und
die Polymerisation initialisieren, wurden Sonden mit einer etwa 8-10°C hdheren
Schmelztemperatur als die Primer entworfen. Zudem wurde bei dem Entwurf der Sonden
darauf geachtet, dass kein Guanosin am 5°-Ende der Sonde lokalisiert ist, um ein
Quenching der Reporterfluoreszenz zu vermeiden. Zudem wurden in dieser Arbeit kurze
Amplikons favorisiert, da diese generell zu einer hdheren qPCR-Effizienz fuhren, weil diese
besser denaturieren und deswegen nach einem Amplifikationszyklus wieder gut zuganglich
fur die Primer und Sonden sind. Au3erdem wurde mittels Positionierung von Primern oder
der Sonde auf Exon/Exon-Grenzen eine Amplifikation von genomischer DNA
ausgeschlossen [156], was durch die Mitfihrung von non-RT-Kontrollen Uberprift wurde.
Exon/Exon-Primer oder -Sonden konnten bei fast allen in dieser Arbeit beschriebenen
Amplikons verwendet werden. Die CC3, TC3 und UBC mRNA wurden uber Intron-
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Uberbriickende Primer amplifiziert. Das Uberbriickte Intron auf dem CC3 Gen ist mehrere
tausend Basen lang, wodurch genomische DNA nicht effektiv amplifiziert wird. Das
Amplikon der genomischen UBC DNA ist zusammen mit dem Intron auch mehrere 100
Basen grof3, wodurch ebenfalls keine effektive Amplifikation stattfinden kann. Bei der
Auswertung der generierten qPCR-Daten wurde versucht, die Positionierung des
Fluoreszenz-Schwellenwertes mdglichst genau in die lineare Phase der gPCR zu legen, da
hier die Amplifikation nicht durch die Limitation der Reaktionskomponenten beeinflusst
wird. Dieser Threshold wurde fir jedes Amplikon definiert und Uber alle durchgefiihrten
Messungen konstant gehalten, um eine hohe Reproduzierbarkeit der Quantifizierung zu
erhalten.

Unter Bericksichtigung der aufgezahlten Punkte wurde ein RT-qPCR-Protokoll
entwickelt, welches eine Uberaus sensitive Quantifizierung geringster Mengen an mRNA
von minimal 10 Kopien pro Reaktionsansatz ermoglichte. Die Amplifikation seriell
verdinnter PCR-Standards (siehe Anhang, Abschnitt 7.2) zeigt die aulerst prazise und
effiziente Detektion bei allen verwendeten TagMan®-Amplikons in einer grof3en linearen
dynamischen Spannweite von 10 bis 10° Kopien. Die in dieser Arbeit durchgefiihrte
Optimierung der cDNA-Synthese durch die Verwendung geeigneter Random Hexamer
Primer und einer effizienten Reversen Transkriptase sowie die Durchfiihrung einer
stringenteren initialen Denaturierung der RNA zusammen mit dem Entwurf effizienter
gPCR-Amplikons waren optimale Vorraussetzungen fir den Aufbau einer RT-qgPCR-
basierten Diagnostik des Harnblasenkarzinoms.

4.1.2 Phase 1 der Tumormarker-Entwicklung: Technische Analyse der
RT-gPCR-basierten Quantifizierung von RNAs im Urin

In der Regel wird in der ersten Phase zur Entwicklung eines Tumormarkers das Analyse-
System anhand einer sogenannten ,Trainings“-Population (Urinproben einer kleineren
Anzahl von Spendern) in Hinblick auf Reproduzierbarkeit der Messdaten beschrieben. Dies
ist notwendig, da die Detektion eines Tumormarkers robust und reproduzierbar sein sollte
(geringe Intra- und Inter-Assay Variabilitdt). Fir viele der bisher publizierten mRNA-
Tumormarker ist auffallig, dass die erzielten Sensitivitdten und Spezifitaten oftmals nicht in
einem anderen Labor reproduziert werden konnten. Das liegt unter anderem daran, dass
kein generelles, standardisiertes Protokoll zur Detektion dieser RNA-Tumormarker vorliegt.
Ein allgemein glltiges, standardisiertes Protokoll sollte selbstverstandlich schon bei der
Generierung von Probenmaterial beginnen. Hier muss primar geklart werden, welcher
Urinbestandteil (Gesamturin, zellularer Urin oder zellfreier Urin) fir die Analyse verwendet
werden soll. In der vorliegenden Arbeit fand die Tumormarker-Detektion auf der Grundlage
von Gesamturin statt. Dadurch wird die Variabilitat des Verfahrens reduziert, da der fur die
Praparation von Urinsediment notwendige Zentrifugationsschritt entfallt. Neben der
Probengenerierung musste die Lagerung und Verarbeitung der Urinproben sorgfaltig
untersucht werden, denn schon bei diesen initialen Schritten zum Aufbau eines
diagnostischen Tests kann eine signifikante Variabilitat in das System eingeflinrt werden.
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Deswegen wurden die Schritte zur RNA-Praparation und -Quantifizierung in der
vorliegenden Arbeit anhand eines externen, artifiziellen RNA-Standards (RNA_Luc)
charakterisiert. Eine Vorraussetzung fur diese Untersuchungen war die effiziente und
schnelle Inaktivierung der RNasen im Probenmaterial. Es zeigte sich, dass das in dieser
Arbeit entwickelte Verfahren zur sofortigen Inhibierung von RNasen im frisch abgegebenen
Urin durch die Verwendung einer GuSCN-Pulver-haltigen Urin-Monovette Uberaus
vorteilhaft fir die Stabilisierung der RNAs war. Der frische Urin wird hierbei sofort nach der
Abgabe in die Monovette aufgezogen und in einen Rotator gestellt, um das GuSCN-Pulver
im Urin zu I6sen, so dass die Endkonzentration, je nach Dichte des Urins, etwas Uber 6 M
liegt. Dieser Schritt konnte direkt in der Klinik bzw. der Praxis durchgeflihrt werden, da
hierfir keine aufwandige Laborausristung wie beispielsweise das Vorhandensein einer
Zentrifuge notwendig ist. Durch die Stabilisierung war die Abundanz der internen Referenz-
mRNAs GAPDH, RPLPO und UBC uber einen Zeitraum von mindestens 5 h im GuSCN-
stabilisierten Urin bei Raumtemperatur stabil. Aus der 6-fachen Aufarbeitung der
Urinproben und RT-gPCR-basierten Quantifizierung ergab sich ein Inter-Assay CV von
6,39% fur die GAPDH mRNA, 8,08% fir die RPLPO mRNA und 5,80% fir die UBC mRNA
(Tabelle 3-4, Abschnitt 3.2.1.3.2), wodurch das System sehr robust war und eine prazise
Detektion non mRNAs ermdglichte. Fur die Quantifizierung der miRNAs wurde ebenfalls
die Inter-Assay Variabilitdt zwischen drei verschiedenen RNA-Praparationen aus
Gesamturin bestimmt. Das ausgewahlte RNA-Praparationsprotokoll ,3“ ergab eine prazise
RT-gPCR-basierte Bestimmung der miRNA-Abundanzen mit einem Inter-Assay CV von
0,18% fur miR-16, 0,14% fir miR-17-5p und 1,05% fur miR-21 (Tabelle 3-1, Patient 1,
Abschnitt 3.1.1). Durch die erfolgreiche Stabilisierung unringebundener RNAs mittels
GuSCN ergibt sich die Moéglichkeit, die Urin-beladene Monovette von der Klinik oder der
Praxis in das Analyse-Labor zu versenden. Die Urin-Monovette kann im Labor eingefroren
werden, wodurch die Proben Uber einen langeren Zeitraum bei —80°C gelagert werden
kénnen. Fir die Standardisierung der einzelnen Arbeitsschritte wurde eine SOP (Standard
Operating Procedure) aufgestellt. Dieses entwickelte System zur Stabilisierung der
Urinproben ist, vergleichbar mit EDTA-Monovetten fir das Sammeln von Blutproben, sehr
gut fur die Einfuhrung in die Routine-Diagnostik geeignet.

Im Rahmen der technischen Analyse wurde aulerdem untersucht, inwieweit die
Zusammensetzung interner Referenz-mRNAs in Abhangigkeit zur Tageszeit variiert. In der
Diagnostik wird haufig Morgenurin verwendet, weil dieser erfahrungsgemal® hoher
konzentriert ist. Interne Referenz-mRNAs wurden deswegen ausgewahlt, weil diese
normalerweise in Zellen konstitutiv exprimiert werden, und demzufolge sollte die Ratio an
verschiedenen Tageszeiten im Urin unterschiedlicher Spender nicht stark voneinander
abweichen. Es konnte aber auf der Basis von zehn Urinproben unterschiedlicher gesunder
Spender ein signifikanter Unterschied zwischen der GAPDH/RPLPO mRNA-Ratio im
Morgenurin und dem Mittagsurin festgestellt werden. Der Mittagsurin unterscheidet sich
bezuglich der GAPDH/RPLPO mRNA-Ratio allerdings nicht signifikant vom Abendurin.
Demzufolge wurde die Verwendung von spontan im Laufe des Tages abgegebenem Urin
favorisiert.
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Neben der Probengenerierung ist auch das zur RNA-Praparation und —Quantifizierung
verwendete System ausschlaggebend flr eine robuste und reproduzierbare
Tumormarkeranalyse. Unter Verwendung von RNA, ,c wurde die RT-qPCR-basierte
Detektion von RNA im Gesamturin naher charakterisiert. Es zeigte sich, dass die Ausbeute
an RNA_yc bei Gesamturinproben von 21 Spendern zwischen 0,7-47,9% lag (Abschnitt
3.2.1.3.3, Tabelle 3-6). Diese Spender-abhangige Variabilitdt in der RNA, yc-Ausbeute
unterstreicht die Notwendigkeit fir das Mitfihren der Qualitatskontrolle. Ansonsten wirden
sich bei einem weniger abundanten mRNA-Tumormarker Sensitivitatsprobleme ergeben.
Zu den mRNA-Tumormarkern mit einer geringen Abundanz gehort beispielsweise die
hTERT mRNA, von welcher im Durchschnitt in einer typischen kultivierten Krebszelllinie nur
wenige Molekile pro Zelle vorliegen (Prostatakarzinomzelllinie DU145: etwa 4 Kopien pro
Zelle [147]).

Aufgrund der festgestellten Varianz in der RT-gPCR-basierten Detektierbarkeit von
RNA_c wurden Spike-Experimente durchgefiihrt, bei denen die Zugabe von RNA ¢ an
verschiedenen Positionen des Analyse-Protokolls erfolgte. AuRerdem wurden in der RT-
gPCR serielle Verdinnungen der cDNA eingesetzt. Dadurch sollte geklart werden, ob
Inhibitoren, welche bei der Aufreinigung der Gesamt-RNA aus den Urinproben
mdglicherweise mitaufgereinigt wurden, die RT-gPCR-basierte Detektion von mRNAs
beeinflussen. Zu den PCR-Inhibitoren gehéren unter anderem Hamoglobin, Harnstoff,
Heparin und Nahrungsbestandteile, welche Uber den Urin ausgeschiedenen werden
kénnen (organische und phenolische Verbindungen, Ca?*), [158]. Dariiber hinaus kénnen
Reste von Detergenzien aus dem RNA-Praparationsprozess wie beispielsweise GuSCN
die Enzymreaktionen inhibieren. Erstaunlicherweise Uberprufen nur etwa 6% der
Arbeitsgruppen die RNA-Extrakte auf das Vorliegen inhibitorischer Substanzen [159].
Inhibitorische Substanzen kénnen die Intra-Assay-Variabilitat der Messung erhéhen oder
schlimmstenfalls zu falsch negativen Ergebnissen fihren. Zudem wurden in dieser Arbeit
fur die absolute Quantifizierung der mRNA-Kopienzahl externe Standardkurven verwendet,
welche in der qPCR mitgefiihrt wurden. Diese Standardkurven wurden von einer seriellen
Verdiinnung eines aufgereinigten PCR-Produktes generiert. Wenn die Kopienzahlen von
mRNAs in einer Probe mit inhibierenden Substanzen aber anhand dieser Inhibitor-freien
Standardkurve kalkuliert werden, kann die Abundanz der Target-mRNAs als zu niedrig
eingeschatzt werden. Anhand der Experimente konnte demonstriert werden, dass die
grofdte Variabilitat in der RT-gPCR-basierten Quantifizierung von RNA ¢ durch die RNA-
Praparation selbst entstand. Die cDNA-Synthese und die qPCR fiihrten nur zu einer
geringen Variabilitdt von einem Faktor 1,6 bzw. 1,4 in der RNA_yc-Ausbeute, wodurch eine
starke Inhibierung der Enzymreaktionen ausgeschlossen werden konnte. Einige Faktoren,
welche die RNA-Praparation beeinflussen kdnnten, sind die Lange der zu untersuchenden
mMRNA, deren Qualitat und Sekundarstruktur, die Lokalisation dieser mRNA in der Zelle
sowie eine mdgliche Komplexierung dieser mRNA mit Proteinen [160]. Ein kritischer Punkt
bei der RNA-Praparation war das in dieser Arbeit durchgeflihrte Lyophilisieren der RNA-
Extrakte, da wahrend der zeitaufwendigen Prozedur von bis zu 3 h die Proben zwar
gekuhlt wurden und eingefroren waren aber trotzdem die Gefahr bestand, dass die RNA
durch RNasen degradiert wurde. Dieser Schritt war allerdings notwendig, da durch eine
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Aufkonzentrierung der RNA-Extrakte auch die Detektion weniger abundanter mRNAs, wie
Ki-67 und TC3, ermdglicht wurde. Von einer Ethanol-Fallung zur Aufkonzentrierung der
RNA-Extrakte wurde in dieser Arbeit abgesehen, da dieser Schritt aufgrund der geringen
Nukleinsaure-Konzentration in einigen Proben nur mit einer sogenannten ,Carrier*-RNA als
Fall-Hilfe durchgefihrt werden kann, wodurch die Wahrscheinlichkeit fir eine
Kontamination mit RNasen oder fremden Nukleinsduren erhéht wird. Au3erdem sind die
einzelnen Schritte zu arbeitsaufwendig und fir eine Routine-Anwendung nicht realisierbar.
Es kann daher nicht ausgeschlossen werden, dass die Varianzen in der RNA_yc-Ausbeute
zum Teil durch die Aufkonzentrierung entstanden sind. Das gangigste Verfahren zur
Normalisierung der Varianzen in der Gesamt-RNA-Ausbeute, ist die Verwendung interner
Referenz-RNAs, welche parallel zu der Target-mRNA detektiert werden. Die Verwendung
interner Referenz-mRNAs setzt allerdings voraus, dass deren Abundanz in Urinproben
verschiedener Spender sorgfaltig untersucht wird [161]. Daher wurden neun verschiedene
interne Referenz-mRNAs in jeweils neun unterschiedlichen Urinen Uber RT-gPCR
bestimmt. Die Spannweite der Ct-Werte betrug fur einige (m)RNAs (18S rRNA, B2M, RP 1)
mehr als 10 Zyklen, woraus sich Unterschiede in der mRNA-Abundanz von mehr als drei
log-Stufen ergeben. Die anschlieRende Normalisierung des mRNA Tumormarkers uPA
uber die neun internen Referenz-mRNAs flhrte zu abweichenden Ergebnissen. Diese
Erkenntnis lasst sich auf die heterogene Zell-Zusammensetzung von Urinproben
zurtickfihren. Zudem konnte ein hoher Anteil zellfrei vorliegender GAPDH-, RPLPO- und
UBC-mRNA nachgewiesen werden. Aus der Detektion der internen Referenz-mRNAs
GAPDH, RPLPO und UBC in verschiedenen Urinfraktionen ging hervor, dass eine hohe
Abundanz der GAPDH- und RPLPO-RNA in der zellfreien Fraktion vorlag. Der Unterschied
zwischen den einzelnen mRNAs bezuglich der zellfreien RNA-Menge im Gesamturin war
erheblich. Im Gegensatz zu DNA [162,163] wurden in der vorliegenden Arbeit erstmals
spezifische zellfreie RNAs im Urin detektiert. Die zellfreie GAPDH RNA nahm bei einigen
Spendern sogar den Hauptanteil ein, der durchschnittliche Anteil an zellfreier RNA betrug
im Gesamturin 47%. Im Gegensatz zur GAPDH mRNA lag die UBC mRNA im Durchschnitt
Uberwiegend zellgebunden vor (n = 21, UBC RNAzeifrei x 100% / Gesamturin = 17%, Abschnitt
3.2.1.3.3, Tabelle 3-6). Im Urin von Harnblasenkarzinompatienten kann ein Teil der
zellfreien Nukleinsauren wahrscheinlich auf einen kontinuierlichen ,turnover* der Tumoren
zurtickgefihrt werden [151], wobei die Freisetzung in den Urin Uber apoptotische oder
nekrotische Prozesse erfolgen kann [164]. Des weiteren sind Zelltod-unabhangige
Prozesse bekannt, welche zu extrazellularer RNA fiihren kénnen [165]. Durch die
Verpackung in apoptotische Kérperchen ist die extrazellulare RNA vor dem Abbau durch
RNasen im Urin geschutzt. Apoptotische Kdrperchen sind Membran-umschlossene Vesikel
die im Zuge der Apoptose produziert werden, wobei DNA und RNA scheinbar separat
verpackt werden [166]. Zudem wird angenommen, dass die DNA aus den apoptotischen
Korperchen moglicherweise aufgenommen und von somatischen Zellen wiederverwendet
werden kann [167,168]. Es ist zwar allgemein bekannt, dass im Verlauf der Apoptose RNA
degradiert [169,170], aber dadurch, dass in dieser Arbeit Random Hexamer Primer an
Stelle von Oligo(dT) Primern fur die Synthese von cDNA eingesetzt wurden, konnten auch
mMRNAs niedriger Integritat und ohne Poly(A)-Schwanz Gber RT-qPCR detektiert werden.
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Eine weitere Quelle fur zellfreie Nukleinsduren im Urin sind zirkulierende zellfreie
Nukleinsauren. Bei der Entwicklung einer Nukleinsdure-basierten molekularen Diagnostik
auf der Grundlage von Gesamturin muss daher berlcksichtigt werden, dass neben
Harnblasenkarzinomen auch andere urologische Karzinome und durch renal filtrierte,
zellfreie Nukleinsauren noch weitere Tumorentitaten diagnostiziert werden kénnen [151].
Bei Patienten mit einem Nierenzellkarzinom konnten die im Tumor vorliegenden
Alterationen von Mikrosatelliten auch im Urin und im Serum nachgewiesen werden. [171].
AuRerdem konnte Tumor-assoziierte DNA im Urin, Plasma und Serum von Patienten mit
einem Prostatakarzinom [172,173] nachgewiesen werden. Bei Patienten mit einem
Harnblasenkarzinom wurde tumor-spezifische DNA sowohl im Urin aber auch im Plasma
und Serum detektiert [174]. Giacona et al. gehen davon aus, dass Nukleinsduren durch die
Apoptose von Lymphozyten oder anderen kernhaltigen Zellen in das Plasma von
Tumorpatienten aber auch gesunden Spendern freigesetzt werden. Darauf lieBen die
FragmentgroRen extrahierter DNA schliefen, welche der GréRRe von Nukleosomen (185-
200 bp) oder einem Vielfachen davon (1-5x) entsprachen [175]. Im apoptotischen
Koérperchen ist die zellfreie RNA vor dem Abbau durch RNasen im Serum geschutzt [176]
bzw. ist zellfreie RNA im Plasma vermutlich Partikel-assoziiert, wodurch diese ebenfalls vor
dem Abbau durch RNasen geschitzt wird [177]. Die zirkulierenden, tumorspezifischen
Nukleinsduren aus dem Blut gelangen vermutlich tber die Niere in den Urin und kdnnen
dort detektiert werden [178]. Es konnte gezeigt werden, dass im Urin neben der
hochmolekularen, zellgebundenen DNA von mehr als 1 kb auch niedermolekulare
Fragmente vorliegen, welche groftenteils nicht zellgebunden sind und eine GroRe
zwischen 150 und 250 bp aufweisen [179]. Su et al. zeigten, dass die kurzen DNA
Fragmente zum Teil zirkulierend in den Urin gelangten, indem eine gut-charakterisierte
Mutation im 12. Codon des K-ras Proto-Onkogens im Urin von Patienten mit einem
Kolonkarzinom oder mit einem adenomatésen Polyp nachwiesen wurde. Dabei waren die
mutierten K-ras Sequenzen sehr abundant in der Fraktion kurzer DNA-Fragmente aber
wesentlich weniger abundant in der hochmolekularen DNA-Fraktion. Die Ubereinstimmung
zwischen der Detektierbarkeit einer K-ras Mutation im Urin und dem entsprechenden
Tumorgewebe war mit 83% erstaunlich hoch. Allerdings wurde zum einen nur eine kleine
Population von 18 Patienten untersucht, zum anderen war die K-ras Mutation auch in 19%
der Urinproben von gesunden Spendern nachweisbar.

Die Anwesenheit von zellfreier RNA neben zellgebundener mRNA im Urin zeigt, dass
mittels cDNA-Microarrays gewonnene Erkenntnisse Uber tumorrelevante mRNAs im
Tumorgewebe nicht ohne weiteres auf Gesamturin Ubertragen werden kénnen. Die hohe
Menge an zellfreier GAPDH RNA in einigen Urinproben (Abschnitt 3.2.1.3.3, Tabelle 3-6)
war vermutlich fur die schlechte diagnostische Aussagekraft des Zell-basierten mRNA-
Tumormarkers uPA nach Normalisierung tUber GAPDH verantwortlich (AUCupacaron =
0,359; Abb. 3-24 B). Infolgedessen war die Verwendung des externen RNA Standards am
besten geeignet, um die Varianzen in der RNA-Ausbeute zwischen verschiedenen
Urinproben zu normalisieren. RNA_yc wurde bei jeder Analyse als Qualitatskontrolle
mitgefuhrt, wodurch der gesamte Analyse-Prozel3 Uberwacht werden konnte. Fur einen
klinischen Test ist es absolut notwendig, dass die Variabilitdt innerhalb der Methode
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minimal gehalten und die Reproduzierbarkeit erhoht wird. Durch RNA_ ¢ konnte die Inter-
Assay Variabilitat (RNA-Praparation in Duplikaten, gPCR in Triplikaten) fiir die Detektion
der GAPDH, RPLPO und UBC mRNA reduziert werden. In einem Set aus zehn
verschiedenen Urinen wurde der CV im Durchschnitt von 16,6% auf 8,61%, folglich um
etwa die Halfte reduziert (Abschnitt 3.2.1.3.1), wodurch die Detektion verschiedener
MRNAs Uber RT-qPCR sehr robust war. Der Einsatz von kommerziell hergestellten RNA-
Standards, sogenannten ,internal amplification controls“ (IAC), welche wie RNA, ¢ vor der
RNA-Praparation zur Probe gegeben werden kdnnen, hat sich bereits als Qualitatskontrolle
bewahrt [180]. Bei diesen Standards wird die labile RNA in Bakteriophagen-Partikel
(,Armored RNA® Technologie®) verpackt, welche die RNA vor dem Abbau durch RNasen
schitzen. Im Verlauf der RNA-Paparation wird die RNA aus den Phagen-Proteinen
freigesetzt und ist dann im cDNA-Synthese Schritt zuganglich fur die Reverse
Transkriptase.

Das in dieser Arbeit entwickelte robuste System zur mRNA-Praparation und -
Quantifizierung wurde anschlieBend angewendet, um nach potentiellen mRNA-
Tumormarkern zu suchen. In der vorliegenden Arbeit wurde flir die Identifizierung
tumorrelevanter mRNAs ein gPCR-basierter Array anstelle eines Microarrays durchgeflhrt.
Gegenuber Microarrays haben RT-qPCR-Arrays den Vorteil, dass die Qualitdt der Daten
sowie die Sensitivitdt hoher ist. Ein weiterer Punkt sind die geringeren Kosten bei einem
RT-gPCR-Array, somit konnte das Experiment mit einer grofleren Anzahl von Proben
durchgefuhrt werden. Aufierdem musste fur die nachfolgende Untersuchung identifizierter
Tumormarker das Detektionssystem nicht mehr gewechselt werden. Anhand des RT-
gPCR-Arrays wurde in Urinproben eines , Trainings“-Sets an Tumorpatienten mit einem G1-
Tumor eine erhdhte Abundanz der ETS2, uPA, CC3, BAX und BCL2L1 mRNA gefunden.
Dabei war vor allem die relative Abundanz der ETS2 mRNA im Urin der vier untersuchten
Harnblasenkarzinompatienten im Durchschnitt 18—-fach gegenlber Urinproben von
gesunden Spendern erhdht. FUr den Array wurden ausschlieRlich Patienten mit einem G1-
Harnblasenkarzinom untersucht, da diese Gruppe von Harnblasenkarzinompatienten tber
die bisher publizierten RNA-Tumormarker nur mit geringen Sensitivitaten detektiert werden.
Die Detektion dieser Tumorgruppe ist aber auch Uber Standardverfahren der nicht-
invasiven Diagnostik (Urinzytologie) sehr unsensitiv mit einer hohen falsch-negativ Rate
(etwa 40%).

41.3 Phase 2 der Tumormarker-Entwicklung: klinische Relevanz
identifizierter potentieller Tumormarker

Wie bei jedem diagnostischen Verfahren erfolgt die Bewertung neuer RNA-Tumormarker
anhand der erzielten Sensitivitdt und Spezifitdt, das heilt, der Prozentsatz an
Patientenproben, welche als richtig-positiv diagnostiziert wurden bzw. der Prozentsatz an
Proben, welche als richtig-negativ erkannt wurden. Als weiteres Kriterium fiir die Gite
eines diagnostischen Tests ist die Robustheit der verwendeten Technologie.
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Die klinische Relevanz der Uber den Array identifizierten potentiellen mRNA-Tumormarker
wurde anhand von Urinproben einer groReren ,Test‘-Population an gesunden Spendern
und Patienten mit einem Harnblasenkarzinom Uber RT-gPCR untersucht. Dadurch wurde
die 2. Phase in der Entwicklung eines neuen Tumormarkers eingeleitet. Aus der Analyse
ergab sich eine aullerst sensitive (75,4%) und hoch-spezifische Trennung (100%) der 61
Harnblasenkarzinompatienten von den 37 gesunden Spendern uber die mRNA-Ratio
ETS2/uPA (AUC = 0,929; 95% Konfidenzintervall, 0,640-0,842, Abschnitt 3.2.3.1, Tabelle
3-9). Der Median der Ratio lag bei den untersuchten Tumorpatienten bei 1,44. Im Urin von
gesunden Spendern lag im Verhaltnis eine hohere Abundanz der uPA mRNA im Vergleich
zur ETS2 mRNA vor (Mediangrsowpa = 0,40). Mit  einem  Inter-Spender
Variationskoeffizienten von 45,81% war diese Ratio in den Urinproben der 37 gesunden
Spender erstaunlich konstant. Durch diese relativ geringe Variation war die Positionierung
des Schwellenwertes von 0,96 auflerst spezifisch, wodurch die Interpretation der
Testergebnisse einfach und eindeutig war. Dies ist ein wichtiges Kriterium fir die Gite
eines neu-identifizierten Tumormarkers.

Neben der Sensitivitat und Spezifitdt wird die Relevanz eines neuen Tumormarkers
auch anhand der Prazision der Messung bewertet. Die Detektion der ETS2 und uPA
mRNA in den untersuchten Urinen (£, n = 97; gesunde Spender, n = 37,
Harnblasenkarzinompatienten, n = 61) war robust. Fur die ETS2 mRNA betrug der mittlere
Intra-Assay Variationskoeffizient der RT-qPCR 10,4%, fur die uPA mRNA lag der CV bei
11,0%.

Die Tatsache, dass die Ratio aus der ETS2 und uPA mRNA die hoéchste diagnostische
Aussagekraft der getesteten mRNA-Tumormarker aufwies war interessant, da ETS2 ein
Transkriptionsfaktor ist und die Transkription des uPA Gens reguliert [133,181]. Die
evolutionar konservierte Familie der ETS-Transkriptionsfaktoren [182] kénnen ihre Target-
Gene durch das Binden an die Konsensus-DNA-Sequenz ,GGAA/T“ positiv oder negativ
regulieren. Die ETS-Target Gene sind in verschiedene biologische Prozesse wie
Zellproliferation, Hamatopoese, Apoptose, Differenzierung, Angiogenese sowie
Transformation involviert [zusammengefasst in 183]. Watabe et al. zeigten durch die
Stimulation einer Brustkarzinomzelllinie mit dem epidermalen Wachstumsfaktor (EGF) eine
Aktivierung von ETS1 und ETS2, welche die Transkription des uPA Gens aktivierten.
Dadurch wurde die Invasivitat der untersuchten schwach-invasiven Zelllinie verstarkt [133].
Uber die Aktivierung von RTKs und der sich anschlieBenden Ras/Raf/Mek/Erk-Kinase-
Signaltransduktionskaskade wird ETS2 phosphoryliert und somit aktiviert [184]. Bei der
Entstehung von oberflachlichen Harnblasenkarzinomen kommt es zu einer abnormalen
Aktivierung des Rezeptor-Tyrosin-Kinase-(RTK)-Ras-Signalwegs [25], was zum einen auf
eine Mutation im HRAS Gen zurickgefuhrt werden kann [21]. Mutationen im HRAS Gen
liegen in 30-40% der oberflachlichen Harnblasenkarzinome vor (Siehe Abb. 1-2,
Einleitung). Zum anderen kommt es durch eine Mutation in dem Fibroblasten-
Wachstumsfaktor-Rezeptor 3 (FGFR3), einer RTK, zur Aktivierung der Ras/Raf/Mek/Erk-
Kinase-Signaltransduktionskaskade [22,185]. Mutationen im FGFR3 sind bei nicht-
invasiven Harnblasenkarzinomen sehr haufig (60—-70%, siehe Abb. 1-2). Bei invasiven
Harnblasenkarzinomen kann es ebenfalls, beispielsweise durch die Uberexpression von
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ERBB2, einer RTK der EGFR-Familie, zur Aktivierung des RTK-Ras-Signalweges kommen
[186]. Eine weitere Aktivierung von ETS2 kann im Zuge des PI3K/Akt-Signalwegs erfolgen
[187]. Dadurch konnten die erhéhten ETS2 mRNA-Abundanzen im Urin von
Harnblasenkarzinompatienten erklart werden.

Durch eine Studie von Buggy et al. wurde gezeigt, dass eine erhéhte Proteinexpression
von ETS2 in Brustkrebskarzinomen mit der Proteinexpression von uPA korrelierte und mit
der Tumorprogression sowie Metastasierung assoziiert war [188]. Die elementare Rolle von
uPA bei der Invasion von Tumorzellen wurde bereits ausfihrlich im Kapitel 1.4
beschrieben. Fir Harnblasenkarzinome konnte gezeigt werden, dass die Expression von
uPA mit dem Tumorstadium korreliert und Tumoren mit einer niedrigen Expression von
uPA weniger progressiv sind [189]. Aufgrund dessen wird das Protein [z.B. 39] sowie die
mRNA von uPA [z.B. 190] als geeigneter Tumormarker fir die Diagnostik von
Harnblasenkarzinomen beschrieben. Wie bereits am Anfang des Kapitels 4.1.1 erwahnt, ist
die Interpretation der erhéhten ETS2/uPA mRNA-Ratio im Urin  von
Harnblasenkarzinompatienten aufgrund der heterogenen Zusammensetzung des Urins
sehr komplex.

Die Abundanzen der ETS2 und uPA mRNA waren in den in dieser Arbeit untersuchten
Urinen von 37 gesunden Spendern und 61 Harnblasenkarzinompatienten ausreichend
hoch (Mediangrs, = 4,64x10° Kopien pro ml; Medianpa = 4,84x10° Kopien pro ml,
normalisiert auf RNA_yc). Zudem konnten diese mRNAs in allen untersuchten Urinproben
detektiert werden. Eine ausreichende Abundanz der untersuchten uringebundenen
Tumormarker ist in Anbetracht der Spender-abhangigen Varianz in der RNA-Ausbeute
notwendig. Durch die hohe Abundanz der detektierten Marker wird vermieden, dass
Patienten bei der Analyse aufgrund erreichter Nachweisgrenzen ausgeschlossen werden
missen. Im Gegensatz dazu wurde anhand einer Studie von Weikert et al. gezeigt, dass
der Nachweis der hTERT mRNA im Urinsediment oftmals nicht oder nur nahe des
Detektionslimits moglich war [191]. Dadurch war die Sensitivitat in dieser Studie mit 55%
sehr gering. Neben einer niedrigen Konzentration praparierter RNA kann die Tatsache,
dass Tumorzellen im Urin haufig hinter einem verhaltnismafkig hohen Hintergrund an nicht-
entarteten sowie entzindlichen Zellen vorliegen vermutlich auch zu der geringen
Sensitivitat uringebundener hnTERT mRNA fiihren.

Mit der mRNA-Tumormarker-Ratio ETS2/uPA wurden G2- und G3-Tumoren mit einer
héheren Sensitivitat detektiert (81%; Spezifitdt = 100%, Tabelle 3-9). Wurden die G3-
Tumoren separat betrachtet, ergab sich sogar eine Sensitivitat von 89%, fur G2-Tumoren
lag die Sensitivitdt bei 73%. Eine sensitivere Detektion von Harnblasenkarzinomen mit
einem niedrigen Differenzierungsgrad (G3-Tumoren) wird in der Regel auch bei den
meisten bisher in der Literatur beschriebenen mMRNA-Tumormarkern festgestellt
[192,193,194]. So ergab sich auch in dieser Studie fir Detektion der G1-Tumoren eine
geringe Sensitivitdt von 54% Uber die ETS2/uPA mRNA-Ratio. In einer
zusammenfassenden Arbeit von Lokeshwar et al. [195] werden die in acht
unterschiedlichen Arbeitsgruppen erhobenen Daten zur Sensitivitat sowie Spezifitat der
Urinzytologie fur die einzelnen Tumorgrade des Harnblasenkarzinoms aufgefiihrt. Die
daraus resultierende, gemittelte Sensitivitat der Zytologie fur G1- bis G3-Tumoren betrug
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58% (Spannweite: 26—-85%) mit einer durchschnittlichen Spezifitat von 86% (71-100%).
Demzufolge ist der in dieser Arbeit entwickelte Test deutlich sensitiver und spezifischer als
die Urinzytologie. Die hohere diagnostische Aussagekraft der ETS2/uPA mRNA-Ratio wird
vor allem bei einem Vergleich der mittleren separaten Sensitivitaten der Urinzytologie flr
G1-Tumoren, G2-Tumoren und G3-Tumoren mit 33% (4-75%), 61% (41-80%) bzw. 70%
(41-90%) deutlich. Infolgedessen wird Uber die Urinzytologie nur bei drei von zehn
Patienten ein vorliegender G1-Tumor erkannt, tUber die ETS2/uPA mRNA-Ratio sind dies
immerhin schon funf von zehn Patienten. Die Uber die ETS2/uPA mRNA-Ratio erzielte
Sensitivitdt von 54% fur G1-Tumoren ist zwar selbstverstandlich nicht befriedigend, ist aber
wie auch fir G2- und G3-Tumoren der Urinzytologie Uberlegen.

Die Mehrheit der publizierten diagnostischen mMRNA-Tumormarker flr das
Harnblasenkarzinom wurden auf der Grundlage von Urinsediment etabliert, wobei
Spontanurin oder Blasenspllungen verwendet werden. Ein bereits sehr gut untersuchter
mRNA-Tumormarker fir die Detektion von Harnblasenkarzinomen ist die mRNA der
humanen Telomerase Reversen Transkriptase (hTERT). Die hTERT mRNA ist deswegen
so attraktiv, weil die Menge der mRNA mit der Telomerase Aktivitat korreliert. Wahrend in
den meisten somatischen Zellen die Telomerase nicht aktiv ist, konnte in 85% der
humanen Tumore eine Telomerase-Aktivitdt nachgewiesen werden [196]. In einer
prospektiven Studie von Weikert et al. (2005 b) wurde die Eignung von Urinsedimenten fiir
einen sensitiven und spezifischen RT-qPCR-basierten Test demonstriert. Der in dieser
Studie dargestellte Vergleich der Sensitivitdt von Urinzytologie (35%) mit derjenigen der
untersuchten mRNA-Tumormarker fiel in dieser Studie ebenfalls eindeutig zugunsten der
MRNA-Tumormarker hTR und hTERT aus (Sensitivitat: 77% bzw. 55%) [191]. Die
Spezifitat war fur die hTR und hTERT mRNA mit 72% bzw. 85% aber geringer als fur die
Urinzytologie (93%). Die hTR mRNA weist wie die ETS2/uPA mRNA eine erstaunlich gute
Sensitivitdt auf. Die Spezifitat liegt jedoch bei nur 72%. Wenn entzundliche Urine mit
Leukozyten nicht in die Kontroll-Gruppe miteinbezogen wurden, konnte die Spezifitat aber
immerhin auf 85% verbessert werden. Ein weiterer kritischer Punkt ist die Tatsache, dass
das hTR Gen Intron-frei ist und somit kein RT-gPCR-Amplikon entworfen werden kann,
was die Amplifikation von genomischer DNA ausschlief3t. Demzufolge muss nicht nur bei
dem Aufbau des RT-qPCR-basierten diagnostischen Tests (Phase 1 und 2) eine non-RT
Kontrolle mitgefiihrt werden, sondern auch in allen weiteren Phasen der Tumormarker-
Entwicklung. Fir hTERT zeigte sich, wie oben bereits aufgefiihrt, dass die ungenligende
Sensitivitdt von 55% auf die geringe Abundanz der hTERT mRNA zurtckzufuhren war.
Aufgrund der fehlenden Robustheit bezliglich der RT-gPCR-basierten Detektion ist die
hTERT mRNA somit nicht fir eine Diagnostik auf der Grundlage von Urinsediment
geeignet. Hohe falsch-positiv Raten und zu geringe Sensitivitaten aufgrund zu geringer
hTERT mRNA Abundanzen im Urinsediment wurden auch in weiteren Studien zur nicht-
invasiven Detektion von Harnblasenkarzinomen berichtet [197,198,199]. In wiederum
anderen Studien zum Nachweis der hTERT mRNA im Urinsediment wurden hdhere
Sensitivitdten und Spezifitaten beschrieben [200,201,202].

Neben der hTERT mRNA z&hlt die Survivin mRNA aufgrund der hohen Spezifitat zu
den vielversprechenden mRNA-Tumormarkern flr die nicht-invasive Detektion von
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Harnblasenkarzinomen [203]. In ausdifferenzierten Zellen ist keine Survivin Expression
nachweisbar, Tumorzellen hingegen weisen eine starke Expression auf [204]. Zudem
konnte gezeigt werden, dass eine hohe Expression der Survivin mRNA oder des Proteins
mit einem aggressiven Verhalten von Tumorzellen korreliert ist, und in unterschiedlichen
Tumorentitdten korrelierte eine erhohte Survivin Abundanz mit einem frihen
Wiederauftreten der Erkrankung und kurzen Uberlebensraten der Patienten [205]. Die in
der Tabelle 1-1 angegebenen Sensitivitaten und Spezifitaten flr uringebundene Survivin
MmRNA von 68-100% bzw. 100% gehen aus zwei Studien hervor, wobei die in der Studie
von Weikert et al. (2005 a) erreichte Sensitivitdt von 68,6% geringer ist als die der
ETS2/uPA mRNA-Ratio [194]. Zudem machten die im Allgemeinen deutlich schlechter
detektierbaren G1-Harnblasenkarzinome nur etwa 4% der untersuchten Tumorklassen in
dieser Studie aus. In der vorliegenden Arbeit betrug der Anteil der untersuchten G1-
Tumoren hingegen 21%. Wie bei der hnTERT mRNA war die Abundanz der Survivin mMRNA
in einigen Urinproben an der Grenze oder unter dem Detektionslimit. Sensitivitatsprobleme
wie im Fall der hTERT und Survivin mRNA lieen sich zwar durch die Erhéhung des
eingesetzten Urinvolumens etwas minimieren, allerdings steigt in diesem Fall auch die
Wahrscheinlichkeit fur die Aufkonzentrierung inhibitorischer Substanzen im Urin, zumal das
in den Studien eingesetzte Volumen von 50 ml ohnehin schon sehr grol3 war. Auch die
Verwendung einer nested-PCR, welche fir eine Anreicherung der Target-mRNA eingesetzt
werden konnte, ist aufgrund des Kosten- und Zeitaufwands fir eine Diagnostik ungeeignet,
abgesehen von der héheren Wahrscheinlichkeit fur das Einbringen von Kontaminationen.
Durch die nested-PCR konnten Smith et al. beispielsweise eine Sensitivitdt von 100%
erreichen [206]. Auch bei der Verwendung von Urinsediment erwies sich der Nachweis der
Survivin mRNA aufgrund der geringen Abundanz als problematisch, in einer Studie von
Schulz et al. wurde lediglich eine Sensitivitdt von 50% erreicht [207]. Fir den mRNA-
Turmormarker Survivin kann zusammengefasst werden, dass die erreichten Sensitivitaten
und vor allem Spezifititen teilweise zwar sehr vielversprechend sind, aber die Survivin
mRNA vor allem aufgrund der geringen Abundanz im Urinsediment fur eine robuste,
sensitive und nicht-invasive Tumordiagnostik jedoch eher ungeeignet erscheint.

In initialen Berichten Uber neue mRNA-Tumormarker waren die Sensitivitdten und
Spezifitdten vieler Tumormarker héher als in den Folgestudien. Diese Feststellung ist zum
Teil auf die Tatsache zurlickzufihren, dass nur gesunde Spender in der Kontrollgruppe
untersucht wurden und Patienten mit anderen urologischen Erkrankungen wie
Harnwegsinfekten, Urozystitis (Entzindung der Blasenschleimhaut), Steinen oder
ProstatavergréRerungen nicht in die Kontrollgruppe miteinbezogen wurden. Daher wurde in
der vorliegenden Arbeit zuséatzlich eine Gruppe von Patienten mit einer Harnwegsinfektion
untersucht. Die mediane ETS2/uPA mRNA-Ratio im Urin von Infektionspatienten war etwa
doppelt so hoch wie bei den Harnblasenkarzinompatienten. Hierdurch sank die Spezifitat
von 100% auf 75%, wodurch die identifizierte ETS2/uPA mRNA-Ratio im Gegensatz zu
Survivin und hTERT nicht malignitatsspezifisch ist. Die Tatsache, dass auch benigne
Erkrankungen der Blase Uber die ETS2/uPA mRNA-Ratio detektiert werden, beeinflusst die
diagnostische Aussagekraft des Tests aber keineswegs. Die Patienten mit einer
Harnwegsinfektion, welche ebenfalls eine erhohte ETS2/uPA mRNA-Ratio zeigten und
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somit zu falsch-positiven Ergebnissen fihrten, konnten Uber die ETS2/OP18 mRNA-Ratio
erkannt werden. Bei diesen Patienten muss die Harnwegsinfektion erst behandelt werden,
bevor eine Diagnostik durchgefuhrt werden kann.

Fur andere diagnostische Tests wie der Nachweis des Nukledren Matrix Proteins 22
(NMP 22), welcher bereits von der FDA zugelassen ist und flir die Diagnose von
Harnblasenkarzinomen eingesetzt werden kann, gehen aus den verschiedenen Studien
sehr unterschiedliche Spezifitaten von 56-95% (Tabelle 1-1) hervor. Bei der Induktion von
Apoptose wird NMP 22 vom Zellkern der entsprechenden Urothelzelle freigesetzt. Im Urin
von Harnblasenkarzinompatienten liegt eine hohere Abundanz des NMP 22 Proteins vor.
Allerdings wird das Protein selbstverstandlich auch von toten und sterbenden nicht-
entarteten Urothelzellen und in Folge verschiedener benigner Erkrankungen des
Urogenitaltraktes, wie Steinen, Infektionen, Entzindungen sowie beim Vorliegen eines
Katheders oder nach einer Zystoskopie verstarkt freigesetzt [zusammengefasst in 208].
Andere Tumorentitaten wie Nierenkarzinome und Prostatakarzinome fuhren aulRerdem zu
einer erhdhten Abundanz von NMP 22 im Urin. Auch die zugelassenen Immunoassays
zum quantitativen Nachweis des humanen Komplement-Faktor H assoziierten Proteins,
BTA stat- und BTA TRAK-Test, weisen grol3e Unterschiede in den erreichten Spezifitaten
auf (54-93% bzw. 51-95%, Tabelle 1-1). Hohe falsch-positiv Raten wurden bei den Tests
generiert, wenn nicht nur eine Kontrollgruppe gesunder Spender, sondern auch Patienten
mit einem Trauma, Steinleiden, Harnwegsinfekt, einer Entziindung oder anderen
urologischen Tumoren untersucht wurden [209,210]. Fir diese aufgezahlten kommerziellen
Tests und fur die ETS2/uPA mRNA-Ratio ergibt sich daraus, dass die aufgezahlten
Patientengruppen zuvor ausgeschlossen und getrennt untersucht werden muissen.

Die in dieser Arbeit beschriebene RNA-Tumormarker Ratio ETS2/uPA ist im Vergleich
zu anderen RT-qPCR-basierten Tests zur Diagnostik des Harnblasenkarzinoms sehr
vielversprechend. Durch die Verwendung einer Ratio kann auf eine Normalisierung Uber
interne Referenz-mRNAs verzichtet werden. Auflerdem ist es mdglich, eine relative
Quantifizierung durchzufuhren, wodurch schlieBlich die Mitfihrung einer Standardkurve zur
Bestimmung der absoluten mRNA Kopienzahl entfallt. Dadurch kénnen Aufwand und
Kosten des Tests weiter gesenkt werden.

Ein Tumormarker kann nicht nur fir die Primardiagnose, sondern auch fur die
Nachuntersuchungen eingesetzt werden. Hierdurch kdnnen Rezidive noch vor der
klinischen Sicherung angezeigt werden. Die Notwendigkeit fur eine aufwendige Nachsorge
von Harnblasenkarzinompatienten ergibt sich aus der hohen Rezidivrate dieser Tumoren
von 50 bis 80%, wobei beispielsweise 15% der oberflachlichen Tumoren dann als
aggressive high grade Tumoren auftreten [211]. Die Vorteile fur die Verwendung eines
Urin-assoziierten-Tumormarkers in der Nachsorge ist vor allem die Verringerung der
invasiven Eingriffe (Zystoskopie t Biopsie), die neben der Schonung des Patienten auch
eine erhebliche Reduktion der anfallenden Untersuchungskosten bedeuten [212]. Die
Standard-Nachsorge beinhaltet eine Zystoskopie sowie eine Urinzytologie, welche im
ersten Jahr nach der Tumorentfernung in Abstanden von 3 Monaten durchgefiihrt werden.
In den darauffolgenden Jahren werden die Untersuchungen in Abstadnden von 6 Monaten
durchgefihrt.
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Im Rahmen dieser Doktorarbeit wurde eine mRNA-Tumormarker-Analyse im Urin von neun
Tumorpatienten zusatzlich zur reguldren Zystoskopie und Zytologie durchgefihrt. Die
Patienten wurden zweimal im Zeitraum der Studie untersucht. In den Urinproben wurde die
ETS2/uPA mRNA-Ratio ,blind“ nach dem Standardverfahren ermittelt und anschlielRend mit
den Ergebnissen der Urinzytologie verglichen.

Von den achtzehn untersuchten Urinproben waren zehn zytologisch unauffallig. Neun
dieser Urinproben wiesen eine geringe ETS2/uPA mRNA-Ratio auf und wurden ebenfalls
als unauffallig deklariert. Bei einer Patientin mit der klinischen Verdacht auf ein Rezidiv war
der Urinzytologie-Befund unauffallig, jedoch war die Urin-assoziierte ETS2/uPA mRNA-
Ratio deutlich erhéht. Anhand der Zystoskopie und einer Gewebeprobe wurde schliellich
ein Harnblasenkarzinomrezidiv nachgewiesen. Nach der Entfernung des Tumors wurde die
ETS2/uPA mRNA-Ratio erneut im Urin dieser Patientin bestimmt. Hier war der Urin
zytologisch unauffallig und die ETS2/uPA mRNA-Ratio lag unter dem Schwellenwert.

Eine der untersuchten Urinproben wies laut Urinzytologie keine Zellatypien aber eine

Mikrohdmaturie sowie eine floride Blasenschleimhautentzindung auf. In diesem Fall lag
die ETS2/uPA mRNA-Ratio minimal tGber dem Schwellenwert. Anhand der durchgefiihrten
Zystoskopie konnte kein Harnblasenkarzinom diagnostiziert werden. Es ist vorstellbar, dass
die erhdhte ETS2/uPA mRNA-Ratio auf die noch nicht abgeschlossene
Regenerationsphase des Epithels nach der nur 3 Monate zuvor im Rahmen der Therapie
durchgefiihrten intravesikalen Instillation von bacillus Calmette-Guérin (BCG) zurtickgefiihrt
werden kann. Im Rahmen dieser Therapie kommt es zu einer Ablésung und
anschlielenden Neubildung der oberen Urothelschichten. Inwieweit die BCG-Therapie
einen Einfluss auf die ETS2/uPA mRNA-Ratio hat, muss noch untersucht werden.
In sieben der achtzehn Urinproben wurden zytologisch Zellatypien nachgewiesen. In
diesen Proben war die ETS2/uPA mRNA-Ratio erhoht. Bei einem der Spender wurde ein
Harnblasenkarzinom erstdiagnostiziert. Bei den anderen Patienten konnte zystoskopisch
kein Harnblasenkarzinom diagnostiziert werden. Hier kdnnten ebenfalls die durchgefuhrten
BCG-Therapien Ursache fir die zytologisch detektierten Zellatypien sowie fur die erhdhte
ETS2/uPA mRNA-Ratio sein. Diese Beobachtung deutet an, dass die Beurteilung der
RNA-Tumormarker-Analyse im Urin von BCG-behandelten Patienten, analog zur
Urinzytologie, schwierig ist.

Es kann zusammengefasst werden, dass die ersten Ergebnisse zur Untersuchung der
ETS2/uPA mRNA-Ratio im Urin von Tumornachsorge-Patienten vielversprechend sind. Die
MmRNA-Ratio scheint bei dem Aufsplren von Rezidiven sensitiver zu sein als das nicht-
invasive Standardverfahren, die Urinzytologie. Allerdings ist dies natirlich bei der kleinen
Fallzahl nur eine sehr vage Vermutung. Demnach ware es notwendig, weitere
Untersuchungen hinsichtlich der Eignung der ETS2/uPA mRNA-Ratio zur Nachsorge von
Harnblasenkarzinompatienten durchzufthren.
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4.1.4 MicroRNA-basierte Identifizierung von Harnblasenkarzinomen

Wie bereits im Abschnitt 4.1.1 erwahnt, ist die Suche nach tumorrelevanten miRNAs flr
den Aufbau einer nicht-invasiven Tumordiagnostik sehr vielversprechend. Um miRNA-
Kandidaten zu finden, welche moéglicherweise fir die nicht-invasive Diagnostik von
Harnblasenkarzinomen geeignet sind, wurde die miRNA-Zusammensetzung im Urin unter
Verwendung eines kommerziellen RT-qPCR-Arrays untersucht. Das Array-Experiment
zeigte eine erhohte Abundanz der miR-126, miR-182 und miR-199a in den vereinten
Urinproben von Harnblasenkarzinompatienten gegeniber gesunden Spendern und
Patienten mit Harnwegsinfektionen an. Die Abundanz dieser miRNAs war nicht nur in der
Gruppe der G2-/G3-Harnblasenkarzinompatienten erhéht, sondern auch im Urin von G1-
Tumorpatienten. Das Array-Experiment bestatigte somit die angenommene Hypothese,
dass nicht nur mRNAs im Urin nachweisbar sind, sondern auch miRNAs im Gesamturin
vorliegen. Ferner deutete das Experiment auf eine differentielle Zusammensetzung von
Urin-assoziierten miRNAs in den verschiedenen untersuchten Patientengruppen hin. Es
zeigte sich ferner, dass weitere, von Volinia et al. bereits als tumorrelevant beschriebene,
mMiRNAs wie miR-21, miR-17-5p, miR-191, miR-199a und miR-146 im Urin von
Harnblasenkarzinompatienten ebenfalls abundant vorlagen [60]. Aus der anschlieRenden
Detektion ausgewahlter miRNAs in einzelnen Urinproben von gesunden Spendern,
Patienten mit einer Harnwegsinfektion sowie Patienten mit einem Harnblasenkarzinom
ergaben sich zwei interessante miRNA-Ratios. miR-126 und miR-182 versus miR-152.
Diese beiden Ratios waren im Gesamturin von Harnblasenkarzinompatienten gegenuber
gesunden Spendern signifikant erhoht (p = 0,01 bzw. p = 0,004).

Im Vergleich zu der identifizierten mRNA-Ratio ETS2/uPA war die diagnostische
Aussagekraft dieser miRNA-Ratios jedoch schwacher. Fur die miR-126/miR-152 miRNA-
Ratio wurde eine Spezifitdt von 82% und eine Sensitivitat von 72% fir die Detektion von
Harnblasenkarzinomen erreicht. Allerdings war die miR-182/miR-152 miRNA-Ratio bei den
Urinen von Harnblasenkarzinomen nicht nur im Vergleich zu den Kontroll-Urinen, sondern
auch zu den Urinen von Harnwegsinfektionspatienten erhoht. Trotzdem wird bei einem
Vergleich mit dem mRNA-Tumormarker ETS2/uPA deutlich, dass die identifizierten
miRNAs nicht so gut fir den Aufbau eines diagnostischen Tests geeignet sind. Dennoch ist
vor allem die sehr signifikante Erhdhung der miR-182/miR-152 Ratio eine interessante
Beobachtung. Die miR-182 hat eine Vielzahl an (potentiellen) Target-mRNAs. Laut dem
Online-Programm ,Target Scan-Prediction of microRNA targets” (Release 4.0, 2007; [213])
weist auch die ETS2 mRNA in dem 3’-UTR-Bereich einen konservierten Sequenzbereich
fur die seed-Sequenz (,UUGGCAA®) dieser miRNA auf. Die ETS2 mRNA ist daher nach
diesen in silico-Vorhersagen ein potentielles Target der miR-182. Da in der Studie von
Volinia et al. 75% der in silico vorhergesagten Interaktionen zwischen der speziellen
miRNA und der angegebenen Target-mRNA bestéatigt wurden [60], besteht mdglicherweise
ein Zusammenhang zwischen der miR-182 und ETS2 mRNA. Dieser Zusammenhang
kénnte moglicherweise bei der Tumorigenese von Harnblasenkarzinomen relevant sein.
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4.2 Konsequenzen aus dieser Arbeit fir Behandlungsstrategien
beim Harnblasenkarzinom

Nach der Behandlung eines erstdiagnostizierten Harnblasenkarzinoms tritt innerhalb von 5
Jahren in mehr als der Halfte der Falle ein Rezidiv auf. Das Rezidivrisiko steigt beim
Vorliegen von invasiven Tumoren (= T1), multiplen Tumoren, einem grof3en
Tumordurchmesser, einer zunehmenden Entdifferenzierung und einem begleitenden
Carcinoma in situ [214]. Infolgedessen sind eine regelmaRige, lebenslange Kontrolle
mittels Zystoskopie sowie prophylaktische Behandlungen erforderlich. Es liegt nahe, dass
die hohen Rezidivraten moglicherweise auf eine Limitierung der Behandlungsoptionen von
Harnblasenkarzinomen zurtickgeflihrt werden kénnen. Die Strategien zur Behandlung
eines Harnblasenkarzinoms werden in der Tabelle 4-1 aufgefuhrt. Etwa 80% der
Harnblasenkarzinome sind oberflachlich (Ta-, Cis-Tumoren) und werden durch
transurethrale Resektion (TUR) behandelt, bei invasiven pT1- und G3-Tumoren besteht
gegebenenfalls die Indikation zur radikaleren Nachresektion. Daher werden oberflachliche
G3-Harnblasenkarzinome nach der TUR immunotherapeutisch mit Bacillus Calmette-
Guérin (BCG) und/oder Chemotherapeutika wie beispielsweise Mitomycin C (MMC)
intravesikal behandelt. Durch die intravesikale Therapie kann es sogar nach
unvollstandiger TUR bei einem Drittel bis einer Halfte der Patienten zur kompletten
Regression kommen. Bei G3, T1-Patienten ist die Tumorprogressionsrate hoch (40-50%,
Abbildung 1-2) und 36% der Patienten sterben innerhalb von 5 Jahren an der Erkrankung
[215]. Invasive Harnblasenkarzinome (T2-, T3-, T4-Tumoren) werden durch radikale
Zystektomie mit pelviner Lymphadenektomie behandelt. Zusatzlich wird der Patient
bestrahlt oder mit Zytostatika behandelt. Da eine Chemotherapie eine extreme Belastung
fur den Patienten darstellt, wirde man eine derartige Therapie nur dann einleiten, wenn der
Tumor in Nachbarorgane gewachsen ist und damit die Wahrscheinlichkeit der Ausbildung
von Fernmetastasen sehr hoch ist. Bei metastasierenden Harnblasenkarzinomen besteht
das Behandlungskonzept aus einer kombinierten Chemotherapie mit Cisplatin und
Gemcitabin (GEM). Die Effizienz dieser Behandlungen ist allerdings unbefriedigend und es
kommt in 50-70% der Falle zur Rezidivbildung [216].

Tabelle 4-1 Behandlungsstrategien beim Harnblasenkarzinom

Tumorklassifizierung Behandlungsstrategie Sterberate (%)*
Ta, Gl <5
Ta, G2 10
Ta, G3 TUR + BCG-Therapie oder intravesikuldre Chemotherapie (MMC) 10-25
T1, Gl 20
T1, G2 25
intravesikuldre Behandlung mit BCG; wenn nach 3 Monaten keine
Carcinoma in situ Remission erreicht wurde sollte erneut eine Instillation oder eine -
Zystektomie erfolgen
T1, G3 gegebenenfalls radikale Zystektomie + Chemo- oder Strahlentherapie 30-40
T2-T4 Radikale Zystektomie + Chemo- oder Strahlentherapie =
N+/M+ Chemotherapie -

*zusammengefasst in [5]
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Ein Hauptgrund fir die schlechte Wirksamkeit von Chemotherapeutika wie MMC, CDDP
oder GEM besteht darin, dass viele Tumoren eine Resistenz gegentber einer Vielzahl von
Chemotherapien aufweisen (Multi Drug Resistance, MDR). Neben der Uberexpression von
anti-apoptotischen Genen [217], spielt die Uberexpression von Wirkstoff-ausschleusenden
Pumpen, die vermehrte Reparatur beschadigter DNA und die Uberexpression von
Enzymen zur Detoxifizierung und Eliminierung des entsprechenden Wirkstoffs eine
entscheidende Rolle bei der Entwicklung der MDR [218]. Daraus ergibt sich die
Notwendigkeit neuer Therapieansatze, um sowohl eine Progression des Tumors als auch
einer Rezidivbildung zu verhindern.

Ein vielversprechender Ansatz, ist die Identifizierung therapierelevanter mRNA-Targets
im Urin von Harnblasenkarzinompatienten, deren sequenzspezifische Hemmung durch
Nukleinsdurewirkstoffe moglicherweise zur Chemosensibilisierung der Tumorzellen fuhrt.
Dadurch konnte die Wirksamkeit von Chemotherapien deutlich erhoht werden. Dieser
Ansatz ist besonders attraktiv, da es nur der Sequenz des identifizierten mMRNA-Targets
bedarf, um mit der Validierung zu beginnen. Die Blase ist aufgrund der guten
Zuganglichkeit fur eine lokale Instillation von Nukleinsdurewirkstoffen besonders geeignet
und potentielle Nebenwirkungen wie unspezifische Toxizitdt limitieren sich auf dieses
Organ [219]. Die Sequenz-spezifische Hemmung dieser Targets kann tber siRNAs erreicht
werden. Dabei handelt es sich um synthetische doppelstrangige RNA Moleklle mit einer
typischen Lange von 21-23 Basenpaaren. Die Suppression der Target-RNAs erfolgt iber
RNA-Interferenz (RNAi). Dabei wird die siRNA im Zytoplasma in den RNA-induced
silencing complex (RISC) integriert. Der antisense-Strang der siRNA bindet zusammen mit
RISC an die Target-mRNA, wodurch die mRNA durch die Nuklease-Aktivitat von RISC
degradiert wird. Erste in vivo Arbeiten mit Maus-Modellen zeigen, dass durch die RNAI-
basierte Hemmung von Tumor-assoziierten Genen (EphA2) das Tumorwachstum innerhalb
von 4 Wochen auf 50% reduziert werden konnte [220]. Fir das Harnblasenkarzinom liegen
ebenfalls erste in vivo Experimente vor, welche eine Inhibition des Tumorwachstums nach
siRNA-vermittelter Suppression von Polo-like kinase-1 zeigen [221].

Durch die Analyse der mMRNA-Zusammensetzung im Urin von
Harnblasenkarzinompatienten konnte neben der diagnostischen mRNA-Ratio ETS2/uPA
die malignitatsspezifische mRNA-Tumormarker Ratio OP18/UPK1A identifiziert werden.
Durch die Ratio ergab sich eine héchst signifikante Trennung der Ta- und T1-Tumoren von
den progressiveren T2- bis T3- sowie Tis-Tumoren bzw. der G1- und G2-Tumoren von den
G3-Tumoren (p < 0,0001, Abschnitt 3.2.3.2). Bei Patienten mit einem hdheren
Tumorstadium bzw. einem hoheren Tumorgrad war die OP18/UPK1A mRNA-Ratio
signifikant hoher. Dadurch, dass die OP18/UPK1A mRNA-Ratio im Urin von
Harnwegsinfektionspatienten und gesunden Spendern keinen signifikanten Unterschied
aufwies, kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei dieser Ratio um einen
malignitatsspezifischen Tumormarker handelt. Ein prognostischer Marker zur Erfassung
des Malignitats-Potentials eines Tumors ist insofern hilfreich, da zur Zeit die
Klassifizierungen nach Differenzierungsgrad oder Tumorstadium (Infiltrationstiefe) die
primaren prognostischen Variablen darstellen, und somit die Therapiestrategie (Tabelle 1-
2) maldgeblich beeinflussen.
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Die Abundanz der UPK1A mRNA im Urin der G2-Tumorgruppe war nicht signifikant
verschieden von der G3-Tumorgruppe. Die signifikant erhdhte Abundanz der OP18 mRNA
im Urin der G3-Tumorpatienten war somit ausschlaggebend fiir die Erhéhung der mRNA-
Ratio. Die signifikant erhéhte Abundanz der OP18 mRNA im Urin von Patienten mit einem
progressiven Harnblasenkarzinom ist eine neue Erkenntnis und geht konform mit Daten,
die bei anderen Tumorentitaten bereits erhoben wurden. Diese Beobachtungen fuhrten zu
der Frage, ob die UPK1A und OP18 mRNA mdgliche Tumor-Targets flir das
Harnblasenkarzinom darstellen und somit mdglicherweise eine neue Therapieoption fur
das Harnblasenkarzinom bieten. Zur Untersuchung dieser Hypothese wurde ein
Zellkulturmodell aus der gut-differenzierten ,G1“-Harnblasenkarzinom-Zelllinie RT-4 ohne
p53-Mutation und der invasiven, moderat-differenzierten ,G3“-Harnblasenkarzinom-Zelllinie
ECV-304 mit einer p53-Mutation erstellt. In diesem Zellkulturmodell war die OP18/UPK1A
mRNA-Ratio in der ,G1“Zelllinie etwa zwei log-Stufen geringer als in der ,G3"-Zelllinie.
Dadurch waren die in vitro-Vorraussetzungen zur naheren Charakterisierung der UPK1A
und OP18 mRNA erfillt. AnschlieBend wurde mit Hilfe von siRNAs untersucht, ob eine
Suppression dieser mRNAs eine Veranderung des malignen Phanotyps der Zelllinien
bewirkte. Der maligne Phanotyp zeichnet sich durch Unabhangigkeit von
wachstumsférdernden Signalen, durch Sensitivitatsverlust gegenuber
wachstumshemmenden Signalen, durch Verhinderung von Apoptose, durch unbegrenztes
Zellwachstum, durch fortwahrende Angiogenese sowie durch Invasion und Metastasierung
aus [127].

Es zeigte sich, dass die Viabilitdt von ECV-304 Zellen nach der Suppression der beiden
mRNAs deutlich auf 40% reduziert wurde, was ein vielversprechender Ausgangspunkt fur
die weitere Charakterisierung dieser mRNAs war. Der Rluckgang der Zellviabilitat ging in
den OP18 mRNA-supprimierten ECV-304 Zellen mit einer stark erhéhten CC3/TC3 mRNA-
Ratio einher. CC3 ist ein Apoptose-Aktivator. TC3 ist eine SpleiRvariante von CC3. Die
MmRNA kodiert ein unstabiles Protein mit anti-apoptotischen Eigenschaften [121]. Eine
erhdhte CC3/TC3 mRNA-Ratio war somit ein Indiz flr eine wahrscheinliche Induktion des
programmierten Zelltods, der Apoptose. Weitere Versuche zeigten, dass in den OP18
MRNA-supprimierten ECV-304-Zellen tatsachlich Apoptose lber Caspase 3/7 induziert
wurde. Nach Suppression der UPK1A mRNA wurde hingegen keine erhdhte Caspase 3/7-
Aktivitat nachgewiesen, was darauf hindeutete, dass ein Caspase 3/7-unabhangiger
Zelltod zu dem Ruckgang der Zellviabilitdt fhrte. Neben dem Rlckgang der Zellviabilitat
wurde eine deutlich vermehrte Ausbildung von Vakuolen beobachtet, welche sich zum Teil
Uber das gesamte Zytoplasma ausbreiteten. Vakuolen entstehen nach der Induktion von
Autophagie, treten aber auch vermehrt bei einem Zelltod durch Nekrose auf [222]. Durch
die Verwendung von Monodansylcadaverin (MDC) wurde nach der Suppression von
UPK1A das gesamte Zytoplasma der Zellen diffus angefarbt, wodurch geschlossen wurde,
dass die Integritdt der Plasmamembran nach der Herunterregulation der UPK1A mRNA
nicht mehr gegeben war und der Farbstoff dadurch in die Zelle diffundieren konnte. Das in
dieser Arbeit zum Nachweis von Autophagosomen verwendete MDC scheint, ahnlich wie
der Fluoreszenzfarbstoff Propidium-lodid (P1), verstarkt durch nicht-intakte Membranen zu
diffundieren und gab demnach einen Hinweis auf Nekrose. Normalerweise werden
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nekrotische Zellen durch eine PIl-Farbung quantitativ nachgewiesen, wobei dieser
Fluoreszenzfarbstoff durch die zerstorte Zellmembran diffundiert und den Zellkern anfarbt.
Das Auftreten einer Nekrose nach der Suppression der UPK1A mRNA wurde zuerst nicht
in Betracht gezogen, da Nekrose eine Konsequenz aus pathophysiologischen
Bedingungen, wie beispielsweise einer Infektion, einer Entziindung oder einer Ischamie
(bei Unterbrechung der Durchblutung eines Gewebes infolge mangelnder arterieller
Blutzufuhr) ist. Ein vermehrtes Auftreten von Nekrose in UPK1A mRNA-supprimierten
Zellen ware allerdings eine interessante Beobachtung, da in vitro die UPK1A mRNA
Expression deutlich geringer in den invasiven ECV-304-Zellen gegeniber den gut-
differenzierten RT-4-Zellen war. Ex vivo wurde beobachtet, dass die UPK1A mRNA
Abundanz im Vergleich zu OP18 im Urin von G3-Harnblasenkarzinompatienten gegeniber
G2-Harnblasenkarzinompatienten nicht signifikant erhoht war. Moglicherweise kommt es
unter anderem durch eine Suppression von UPK1A in Tumoren zu einem Umgehen des
apoptotischen Zelltods, indem vermehrt ein nekrotischer Zelltod vorliegt. Diese vermutete
Transformation wird unterstitzt durch die Tatsache, dass in progressiveren Tumoren eine
genetisch-bedingte Resistenz gegenuber der Induktion von Apoptose ausgepragt ist
(Expression anti-apoptotischer Gene wie c-myc und BCL-2), wobei es vermehrt zu einer
chronischen nicht-apoptotischen Tumor-Lyse kommen kann. Infolge des erhohten
nekrotischen Tumorzelltods und der konsequenten Freisetzung von Gefahrensignalen in
Abwesenheit von Pathogen-assoziierten Erkennungsmolekilen kdnnte sich in der Tumor-
Mikroumgebung eine Art chronische Entzindungssituation einstellen, welche
charakterisiert ist durch Angiogenese, Stromagenese und der Suppression der adaptiven
Immunantwort  [zusammengefasst in  223]. Zu den Pathogen-assoziierten
Erkennungsmolekilen gehdért auch UPK1A, welches ein Rezeptormolekil fur das
uropathogene Bakterium E. coli ist [224]. Das bakterielle Adhasin FimH bindet UPK1A,
wodurch es zur bakteriellen Invasion, zum Abschilfern des Epithels und zur Induktion von
Apoptose kommt [225,226]. Die in dieser Arbeit gemachten Beobachtungen geben einen
Hinweis, dass UPK1A mdglicherweise als Tumorsuppressor in Blasenepithelzellen fungiert
und demnach einen Einfluss auf die Tumorigenese von Harnblasenkarzinomen hat.

Im Gegensatz zu UPK1A wurde OP18 unter Verwendung von siRNAs bereits
ausfuhrlicher untersucht [z.B. 227,228], da schon langer bekannt ist, dass Op18 eine
Schlisselrolle in der Regulation der Zellproliferation Ubernimmt [229]. Es wird
angenommen, dass OP18 die Aufgabe eines Schalters in  diversen
Signaltransduktionskaskaden Gbernimmt und dadurch Zellwachstum sowie Differenzierung
beeinflusst werden [230]. Bei der Zellteilung bewirkt OP18 die Depolymerisierung der
Mikrotubuli im Verlauf der Anaphase und/oder verhindert die Polymerisierung von Tubulin-
Heterodimeren [231]. Zu Beginn der Mitose wird die depolymerisierende Aktivitdt von OP18
durch Phosphorylierung eingestellt, um die Ausbildung der mitotischen Spindel zu
gewahrleisten [232]. Anhand von Zellkulturversuchen konnte gezeigt werden, dass die
Phosphorylierung von OP18 (ber die cdc2 erfolgt [233,234]. Dies wurde in K562-Zellen
anhand der Uberexpression einer OP18-Mutante mit einer Mutation in der cdc2-Bindestelle
gezeigt [235], was wie die Inhibition von OP18 [236] zum Arrest des Zellzyklus in der G,/M-
Phase flihrte. Aus der Arbeit von Alli et al. geht hervor, dass durch die Hemmung von
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OP18 diverse p53 Wildtyp Funktionen (z.B: Zellzyklus-Regulation) in Brustkrebskarzinom-
Zelllinien mit mutierten p53 Proteinen wiederhergestellt wurden [228]. Die siRNA-
vermittelte Suppression von OP18 hatte auch in dieser eine vermehrte Induktion von
Apoptose zur Folge. Fur die Regulation der OP18-Transkription ist p53 folglich essentiell
[125]. In den RT-4-Zellen, welche Wildtyp p53 exprimieren, war die Suppression der OP18
MRNA sehr ineffektiv. Schon 48 h nach der Transfektion war die Expression der OP18
mRNA wieder vergleichbar mit der Kontrolle. Diese Beobachtung deutet darauf hin, dass
hier der siRNA-vermittelten Hemmung der OP18 mRNA-Expression sehr wahrscheinlich
durch Wildtyp p53 entgegengesteuert wird.

Die partielle Wiederherstellung des p53 Wildtyps lber die Suppression von OP18 ist
sehr attraktiv, weil Wildtyp p53 in viele Prozesse eingebunden ist, welche Uber Leben oder
Tod entscheiden [237]. In normalen Zellen kann die Transkription von OP18 durch Wildtyp
p53 unterdrickt werden und bei Beschadigung der DNA wird der Tumorsuppressor und
Transkriptionsaktivator p53 in aktiver und stabilisierter Form akkumuliert. Dadurch wird der
Zellzyklus am G1/S-Ubergang gestoppt, die Reparatur beschadigter DNA induziert und
Apoptose eingeleitet [238]. Da in vielen aggressiven und schwertherapierbaren
Karzinomen dominant-negative p53 Mutationen vorliegen, reprasentiert die Hemmung von
OP18 einen neuen Ansatz zur Behandlung von Karzinomen mit aberranter p53 Funktion. In
diesem Zusammenhang wurde untersucht, ob eine Suppression der OP18 mRNA in den
ECV-304-Zellen nach einer Behandlung mit Cisplatin zur Chemosensibilisierung flihrte.
Aus diesem Versuch ging hervor, dass die Suppression von OP18 bei einer Gabe von 12
pg/ml Cisplatin zu einer signifikanten Reduktion der Zellviabilitat auf 37% der Kontrolle
fuhrte. Die Suppression der UPK1A mRNA flihrte hingegen nicht zu einer
Chemosensibilisierung. Die Ergebnisse geben die Aussicht, dass die Verwendung von
Gesamturin  nicht nur fur die Entwicklung eines diagnostischen Tests flr
Harnblasenkarzinome geeignet ist, sondern auch die Mdglichkeit bietet, nach potentiellen
Tumor-Targets zu suchen.
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5. Zusammenfassung

Die Identifikation von leicht zuganglichen Tumormarkern zur prazisen, nicht-invasiven und
robusten Tumordiagnostik beim Harnblasenkarzinom ist Uberaus erstrebenswert, weil
derzeit kein Urin-assoziierter diagnostischer Tumormarker fir das Harnblasenkarzinom
bekannt ist, welcher den invasiven ,Goldstandard®, die Zystoskopie, ersetzen koénnte.
Durch die Entwicklung der quantitativen PCR-Technik ist der Nachweis Nukleinsaure-
basierter Tumormarker attraktiv geworden. Grundsatzlich ermdéglicht diese Technik eine
schnelle und hdchstgenaue Quantifizierung jeglicher Nukleinsaure-Sequenzen in einem
heterogenen Probenmaterial, wobei schon wenige Moleklle des Markers fiir eine Detektion
ausreichend sind.

Hier diente die quantitative PCR als Methodenplattform, um im Urin von
Harnblasenkarzinompatienten nach potentiellen RNA-Tumormarkern zu suchen. Auf der
Grundlage Urin-assoziierter RNA wurde das Ziel verfolgt, eine robuste, sensitive und
spezifische Tumordiagnostik zu entwickeln. Hierfur wurden, teilweise unter Verwendung
kommerzieller Verfahren, Protokolle zur Praparation und Quantifizierung von messenger-
RNA (mRNA)- und micro-RNA (miRNA)-Sequenzen neu entwickelt.

Die Analyse der Urin-assoziierten Zusammensetzung von insgesamt 157 miRNA-
Spezies ergab eine hohe Abundanz von miR-126 und miR-182 im Urin der
Harnblasenkarzinompatienten gegenuber gesunden Spendern. Diese miRNAs wurden
anschliel3end in einem grofReren ,Test*-Set an Urinproben Uber RT-gPCR nachgewiesen.
Aus den Untersuchungen ging die miR-126/miR-152-Ratio hervor, welche eine Trennung
der Harnblasenkarzinompatienten (n = 29) von gesunden Spendern (n = 11) mit einer
Spezifitat von 82% und einer Sensitivitdt von 72% ermdglichte. Darlber hinaus wurde die
miR-182/miR-152 Ratio identifiziert, welche ebenfalls im Urin von
Harnblasenkarzinompatienten verglichen mit gesunden Spendern signifikant erhéht war.
Die diagnostische Aussagekraft dieser miRNA-Ratios wurde anschlieBend mit derjenigen
von mRNA-Tumormarkern verglichen.

Hierfir wurde analog zu den miRNAs ein RT-qPCR-Array zur Detektion von 84
verschiedenen tumorrelevanten mRNAs durchgefihrt. Potentielle mRNA-Tumormarker
wurden ausgewdhlt und zusammen mit in der Literatur beschriecbenen mMRNA-
Tumormarkern im Urin eines Test-Sets von 61 Harnblasenkarzinompatienten und 37
gesunden Spendern tber RT-gPCR nachgewiesen. Aus dieser Analyse wurde die mRNA-
Ratio ETS2/uPA entwickelt. Hiermit war eine aullerst sensitive (75,4%) und hoch-
spezifische (100%) Unterscheidung der Harnblasenkarzinompatienten von den gesunden
Spendern mdglich, die diagnostische Aussagekraft der miRNA-Ratios und besonders auch
der Urinzytologie wurde deutlich Ubertroffen. Zudem war die RT-gPCR-basierte Detektion
von ETS2- und uPA-Sequenzen mit einem mittleren Variationskoeffizienten von jeweils
11% (n = 98) sehr robust. Dies ist von zentraler Bedeutung fur einen diagnostischen Test.

Weiterhin wurde die malignitatsspezifische mRNA-Ratio OP18/UPK1A in Urinproben
identifiziert. Die OP18/UPK1A mRNA-Ratio hat einen prognostischen Wert, da diese die
Erkennung progressiver Harnblasenkarzinome erméglicht. Diese Beobachtung fiihrte zu
der naheren tumorbiologischen Charakterisierung von UPK1A- und OP18 mRNA unter
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5. Zusammenfassung

Einbeziehung siRNA-vermittelter phanotypischer ,knock-downs®. Die siRNA-vermittelte
Suppression der OP18 mRNA flihrte in der ,G3"“-Harnblasenkarzinomzelllinie ECV-304 zur
Induktion von Apoptose und zu einer Chemosensibilisierung bei der Behandlung mit dem
Chemotherapeutikum Cisplatin.

Der in dieser Arbeit entwickelte nicht-invasive Test zum Nachweis von RNA-
Tumormarkern aus Gesamturin-Proben beschreibt einen neuartigen diagnostischen
Zugang. Die anhand dieses Verfahrens identifizierte mRNA-Tumormarker-Ratio ETS2/uPA
ermoglicht eine sensitive, spezifische, robuste und nicht-invasive Detektion des
Harnblasenkarzinoms. Schlief3lich kdnnen aus dieser Analyse auch neuartige
therapeutische Tumor-Targets wie OP18 identifiziert werden.
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7. Anhang

7.1 RT-qPCR-basierte Analyse der miRNA-Zusammensetzung im
Urin von Harnblasenkarzinompatienten

In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse der RT-qPCR-Arrays dargestellt. Aufgeflhrt
Dargestellt sind die Ct-Werte von 157 verschiedenen miRNAs aus gepoolten Urinproben
der verschiedenen Spendergruppen (1. gesunde Donoren, 2. Patienten mit einem G1-
Harnblasenkarzinom, 3. Patienten mit einem G2-, G3-Harnblasenkarzinom, 4. Patienten
mit einer Harnwegsinfektion). Daruber hinaus wird die relative Abundanz der miRNAs in
den Gruppen 2-3 gegenulber den Kontroll-Urinen aufgeflihrt (farblich unterlegt). Hierbei
wurde auf die interne Referenz-RNA RNUBG6 normalisiert. MicroRNAs, welche zur weiteren
Analyse in einzelnen Urinproben ausgewahlt wurden, werden in der Tabelle durch einen
Kasten hervorgehoben.
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ist in der Tabelle 7-1 B

Tabelle 7-1 A Ct-Werte aus der RT-gPCR-Array-basierten Amplifikation von

Legende

e

Urin (D

verschiedenen miRNAs im

aufgefihrt)

G2- + G3-
G2- + G3-

Gesunde
Spender
Tumoren

G1-Tumoren
Infektionen
G1-Tumoren
Tumoren
Infektionen

Ct-Wert relative Abundanz

RNUGB

miR-9

miR-9*

miR-10a

miR-15a

miR-15b

miR-16

miR-17-3p

miR-17-5p

miR-19a

miR-20

miR-21

miR-23a

miR-23b

miR-25

miR-26a

miR-26b

miR-27a

miR-27b

miR-28

miR-29a

miR-29b

miR-29¢

miR-30a-3p

miR-30b

miR-30c

miR-30d

miR-30e

35,80 35,94 33,73 34,40
37,82 40,00 36,95 40,00
37,98 40,00 40,00 40,00
32,92 33,07 33,78 35,34 -1,01

31,96 31,50 30,32 31,01 1,52 -1,35 -1,37
32,17 30,59 29,60 31,14 328 141

29,80 26,66 26,02 28,39 10,26 3,27

36,61 35,89 34,26 36,71 1,82 1,21

36,69 31,70 30,21 33,34 35,02 21,26

31,63 30,48 29,29 31,42 245 1,21

32,97 30,82 30,24 32,82 4,89
28,57 28,14 26,28 28,50 1,48
31,00 31,19 30,20 30,13 -1,04
32,34 33,50 33,33 34,08
31,90 30,09 28,63 31,33 3,86
30,06 29,95 29,57 29,61 1,19
31,30 31,10 30,48 30,80 1,27
33,76 31,90 31,76 31,33 4,00
31,64 32,25 31,89 32,96 -1,39
34,97 3525 34,57 3554 -1,10
30,69 31,04 29,63 30,22 -1,16

1,58
1,16

32,23 30,58 30,36 31,61 3,46
29,68 28,92 29,09 29,83 1,87
31,77 34,18 33,68 35,54
29,36 30,40 29,91 31,21 -1,87
29,38 30,72 30,07 31,37
30,13 30,70 29,90 32,02 -1,35

31,90 32,14 30,93 32,79 -1,07

= c
os| Elac|l 5] 8 |ac| os| Slac| 5| 8 || 5
wwwmmmmmmu mhmmmmmmmu
Ct-Wert relative Abundanz Ct-Wert relative Abundanz
miR-31 32,19 31,04 30,85 31,55 245 -166 -1,69 | |mR-133a 40,00 40,00 34,06 39,25 1,10 14,62 -1,57
miR-34a 34,21 32,38 32,42 33,75 3,92 -121 -1,92 | |mR-133b |3563 35,27 33,10 3564 141 1,38
miR-34b  |40,00 40,00 40,00 40,00 1,10 miR-134  |40,00 40,00 38,85 40,00 1,10 -1,89
miR-34c 40,00 40,00 40,00 40,00 1,10 miR-135a |33,66 35,65 36,01 37,39
miR-92 31,30 29,84 28,00 31,54 3,03 miR-135b |34,22 33,67 32,90 36,59 1,61
miR-95 35,97 37,43 37,76 38,51 miR-137  |40,00 38,65 40,00 40,00 2,81
miR-96 36,20 3540 34,27 37,99 1,92 -1,10 miR-138 36,93 36,77 36,91 40,00/1,23
miR-98 35,39 34,94 33,98 35,65 1,51 miR-139 36,44 37,00 35,76 35,69 -1,34
miR-99a 31,86 33,05 32,91 33,42 miR-140 33,63 34,48 33,16 32,58 -1,64
miR-100  |31,87 33,22 32,95 33,82 miR-141 31,49 30,33 30,13 32,06 2,46
miR-103 31,82 30,92 30,00 31,18 2,06 miR-142-3p] 29,08 30,02 27,68 27,34 -1,74 1,27
miR-104  |40,00 40,00 40,00 40,00 1,10 miR-142-5p} 32,77 33,97 32,37 31,43
miR-105  |40,00 40,00 38,15 38,95 1,10 miR-144  |40,00 40,00 36,74 40,00 1,10
miR-106a 30,51 30,67 29,93 30,10 -1,01 miR-145 33,92 36,11 33,04 31,94 1,49
miR-107 36,47 36,19 36,02 37,54 1,34 miR-146 34,30 33,88 31,81 33,02 1,47
miR-122a 36,02 40,00 38,48 40,00 miR-147  |40,00 40,00 40,00 40,00 1,10
miR-124a | 37,46 40,00 39,32 40,00 miR-148a |31,98 31,92 31,41 31,48 1,15
miR-124b |36,01 33,99 34,03 32,01 447 miR-149 34,65 34,14 33,49 36,89 1,57
miR-125a 31,89 30,94 31,19 33,61 2,13 miR-150 36,76 33,84 32,15 35,02 8,34 5,82
miR-125b 30,30 32,12 31,42 32,56 miR-151 34,71 33,79 32,87 36,43 2,08
miR-126  |37,65 33,37 31,72 37,19|21,41 1452 miR-152 34,90 35,90 34,60 nc.oca
miR-127  |39,70 39,51 36,52 40,00 1,26 2,16 miR-154 39,29 40,00 40,00 40,00 -1,48
miR-128a |37,79 37,15 35,98 36,00 1,72 -1,20 miR-154* |40,00 40,00 40,00 40,00 1,10
miR-128b 40,00 39,07 36,96 38,27 2,10 1,96 miR-155 37,31 40,00 37,06 40,00
miR-129  |37,01 37,84 37,99 36,91 -1,61 miR-181a 34,02 34,18 32,47 33,90 -1,01 -143
miR-130a |33,15 32,18 30,02 35,06 2,16 2,08 miR-181b |33,59 34,68 32,85 34,09 -1,93
miR-130b |35,24 34,12 32,27 34,56 2,39 1,87 miR-181c  |37,63 37,08 36,71 37,91 1,61
miR-132 35,15 36,77 34,50 36,10 miR-182 37,22 33,27 32,50 36,83]17,03 6,28

155



7. Anhang

157

Tabelle 7-1 B Ct-Werte aus der RT-qPCR-Array-basierten Amplifikation von

verschiedenen miRNAs im Urin

erm}nmm&nm erm}nmn&nm erm&nmn.nm
s slogls| e |eg| 5 m«msmmmﬁmm mwoemmmm.mm
THAH A HTHEEHE B THEE B
Gsm.G_wmqs..m.mm Gsmemmm.&_mm Gsmemmmmwm
Ct-Wert relative Abundanz Ct-Wert relative Abundanz Ct-Wert relative Abundanz

miR-182* [40,00 40,00 37,88 40,00 1,10 1,04 miR-215  [34,72 35,16 35,02 36,77 -1,23 mR-338  |34,36 34,83 32,27 32,40 -1,26 1,01 1,47

miR-183  [40,00 36,74 36,05 40,00 10,56 miR-216  |39,15 40,00 40,00 40,00 -1,64 mR-339  |35,44 35,58 33,17 3565 1,00 1,15

miR-184  |36,96 40,00 40,00 40,00 miR-218  |35,38 36,16 36,01 37,47 -1,56 miR-340 |38,46 40,00 36,87 37,73 [EEI00M -1.39 -1,59

miR-185  |36,68 34,64 32,83 36,14 4,53 miR-219  [40,00 40,00 40,00 40,00 1,10 mR-342  |33,04 33,49 31,82 33,81 -1,24 -1,80

miR-186  |32,59 32,55 31,50 32,52 1,13 miR-220  |35,93 33,23 32,72 34,49 7,16 miR-367  |40,00 40,00 39,57 40,00 1,10

miR-187  |36,93 36,06 34,91 38,26 2,01 miR-221  |32,59 33,44 32,18 33,58 -1,64 miR-368  |40,00 40,00 40,00 40,00 1,10

miR-189  [40,00 40,00 40,00 40,00 1,10 miR-222  |32,56 32,52 32,18 32,75 1,13 miR-370  |40,00 38,02 35,33 40,00 4,35 6,06

miR-190  |38,44 40,00 37,76 40,00 miR-223  |25,28 27,45 25,44 24,53 mR-371  |31,11 31,90 33,28 32,15 -1,57

miR-191  [30,69 30,32 29,21 30,10 1,42 -1,61 -1,75 | [miR-224 |34,54 36,32 34,65 36,67 miR-372  |40,00 40,00 40,00 40,00 1,10

miR-193  [38,49 37,70 34,73 37,64 1,91 323 -146 | [mR-296 |37,39 36,01 34,43 37,00 287 1,85 miR-373  |40,00 39,55 39,61 39,38 1,51

mR-194  [30,57 32,58 31,63 34,20 ICONEOMOIEOZIOR] | mR-299 40,00 40,00 38,40 40,00 1,10 -1,39 miR-373"_|40,00 40,00 40,00 40,00 1,10

miR-195 |35,29 32,58 32,37 34,70 7,21 1,803 -1,75 | [miR-301 35,06 34,94 33,16 34,90 1,20 mR-374  |35,87 35,14 34,29 3571 1,83

mR-197  |32,45 33,82 31,32 31,80 [EBIOM 1,92 -1,79 | [miR-302a 40,00 40,00 38,67 40,00 1,10 let-7a 31,84 30,67 30,30 32,19 2,55

miR-198  [40,00 38,13 36,91 37,88 403 2,03 1,65 | [miR-302b ]40,00 40,00 40,00 40,00 1,10 let7b 30,30 29,69 28,85 31,52 1,68

miR-199a_]40,00 37,38 36,67 40,00[6,77 2,30 |RBIGHM| [miR-302b* |37.80 40,00 39,35 40,00 let7d 31,05 29,33 28,69 31,81 3,63

miR-199a* |34,98 36,08 32,27 33,31 -1,95 1,56 1.21 | [miR-302c ]40,00 40,00 40,00 40,00 1,10 let7e 36,25 36,07 36,00 40,00 1,25

miR-199b |37,05 37,51 36,88 35,34 -1,25 1,24 | [miR-302c* |36,00 34,96 34,02 36,22 2,27 let7g 33,55 31,48 30,98 3359 4,63 1,41

miR-199s [40,00 37,43 34,88 40,00 6,54 8,28 miR-302d  [40,00 40,00 40,00 40,00 1,10 let7i 33,02 31,86 30,85 3351 2,46 1,07

miR-200a |30,80 30,54 29,65 32,52 1,32 -1,89 miR-320  [32,00 30,88 29,76 31,69 2,39

miR-200b |31,63 31,13 30,40 33,20 1,56 miR-323  [38,92 40,00 40,00 40,00 -1,92

miR-200c |30,82 29,79 29,32 31,64 2,25 miR-324-5p| 33,68 33,76 32,20 35,46 1,04 > 2-fach erniedrigte Abundanz

miR203  [29,60 30,48 30,78 29,85|-1,67 | miR-325  |40,00 40,00 37,81 40,00 1,10

miR-204  |26,33 25,81 26,61 25,92 1,58 miR-326  |38,30 40,00 36,61 38,12

miR-205  |30,12 28,93 28,19 30,39 2,51 -1,10 miR-328  |34,73 35,99 34,13 35,51 < 2-fach erhdhte bzw . erniedrigte

miR-210  |32,34 31,50 30,05 33,05 1,97 1,16 miR-330  |36,29 38,48 36,60 37,02 mRNA Abundanz

miR-211  |33,12 34,99 34,70 35,03 miR-331  [32,07 32,12 31,49 32,44 1,06

miR-213  [40,00 36,62 40,00 39,19 11,47 miR-335  [34,77 34,79 33,31 35,75 1,09 > 2-fach erhohte mRNA Abundanz

miR-214  |36,10 36,96 34,60 36,98 1,65 -1,48 miR-337  |40,00 40,00 33,93 38,84 1,10 16,00 -1,18
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7.2 Charakteristika entworfener gPCR-Amplikons

Die folgenden Abbildungen fassen die Charakteristika verwendeter qPCR-Amplikons
zusammen.

Abb. T-1 bis T-8 und R1-R10

Entwurf und Charakterisierung von qPCR-Amplikons. (A) In der oberen Bildhélfte ist der chromosomale
Abschnitt des entsprechenden Gens mit der Verteilung von Exons und Introns dargestellt (fir die 18S rRNA
sowie RNA_uc entféllt diese Abbildung; fiir RNALuc wird stattdessen das verwendete Plasmid abgebildet). In der
mittleren Bildhalfte ist die nach der Transkription der DNA vorliegende mRNA abgebildet. In der unteren
Bildhalfte werden die entworfenen gPCR-Amplikons, bestehend aus forward und reverse Primer sowie der
TagMan®-Sonde (entfallt bei der Verwendung von SYBR®Green 1) dargestellt. Die Sequenzen werden jeweils
in der 5°-3"-Richtung présentiert.

(B) Darstellung der PCR-Produkte nach der Amplifikation der mRNA Uber RT-qPCR anhand einer nativen
Agarosegel- oder Polyacrylamidgelelektrophorese (neben dem DNA-GréRenmarker sind die entsprechenden
Fragmentlangen angegeben). Im Fall der Verwendung von SYBR®Green | als Fluoreszenzreporter werden
unter (B) die Dissoziationskurven der PCR-Produkte dargestellt.

(C) Amplifikationsplots nach dem Lauf der qPCR. Dargestellt ist die normalisierte Fluoreszenz versus der
Anzahl gefahrener gPCR-Zyklen. Die Kurven gehen aus Triplikaten oder Duplikaten der Amplikationen von finf
oder sechs seriellen Verdinnungen des qPCR-Standards hervor. Die rote Linie reprasentiert den
Schwellenwert bei normalisierter Fluoreszenz, welcher zur Berechnung der Ct-Werte diente.

(D) Abbildung der Standardkurven fur die absolute Quantifizierung. Hierbei wurden die aus der Abb. (C)
resultierenden Ct-Werte (y-Ordinate) gegen die eingesetzten Kopienzahlen des qPCR-Standards (x-Ordinate)
aufgetragen.

7.2.1 gPCR-Amplikons der mRNA-Tumormarker
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T-2

Amplikon fiir BCL2L1 mRNA
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T-4 Amplikon fiir ETS2 mRNA
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T-6

T-7
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T-8

Amplikon fiir UPK1A mRNA
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R-2 Amplikon fir BGUS mRNA
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R-8 Amplikon fiir UBC mRNA
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7. Anhang

7.3 Diagnostische Aussagekraft Urin-assoziierter mRNA-
Tumormarker

Die diagnostische Aussagekraft Urin-assoziierter mRNA-Tumormarker-Ratios (Abschnitt
3.2.2) wurde Uber ROC-Analysen ermittelt. Die aus der Analyse hervorgegangenen AUCs
werden in der Tabelle 7-2 aufgelistet.

Tabelle 7-2 AUCs untersuchter RNA-Tumormarker-Ratios im Gesamturin von 37
gesunden Spendern und 61 Patienten mit einem Harnblasenkarzinom

mRNA-Ratio AUC Asymptotisches Konfidenzintervall, 95%
Untere Grenze Obere Grenze
ETS2/uPA 0,929 0,882 0,976
ETS2/CC3 0,757 0,657 0,857
ETS2/BAX 0,755 0,656 0,853
ETS2/BCL2L1 0,727 0,622 0,832
ETS2/UPK1A 0,665 0,556 0,773
Ki-67/uPA 0,657 0,546 0,768
Ki-67/BCL2L1 0,643 0,528 0,758
ETS2/0OP18 0,638 0,520 0,756
ETS2/GAPDH 0,638 0,527 0,750
Ki-67/CC3 0,627 0,509 0,746
Ki-67/UPKI1A 0,625 0,511 0,738
Ki-67/0OP18 0,614 0,494 0,733
OPI8/UPK1A 0,590 0,478 0,702
CC3/uPA 0,588 0,473 0,704
OP18/BAX 0,576 0,463 0,690
OP18/uPA 0,575 0,459 0,691
OP18/CC3 0,574 0,460 0,689
Ki-67/GAPDH 0,572 0,450 0,693
BAX/uPA 0,570 0,455 0,686
OP18/BCL2L1 0,564 0,450 0,679
CC3/BAX 0,559 0,445 0,674
BAX/UPKIA 0,557 0,443 0,672
BCL2L1/UPKI1A 0,527 0,410 0,644
BCL2L1/uPA 0,527 0,410 0,644
CC3/UPKI1A 0,524 0,410 0,638
Ki-67/ETS2 0,519 0,390 0,649
CC3/BCL2L1 0,519 0,401 0,637
BAX/BCL2L1 0,514 0,391 0,637
OP18/GAPDH 0,447 0,333 0,561
BCL2L1/GAPDH 0,373 0,263 0,482
CC3/GAPDH 0,370 0,261 0,478
UPK1A/GAPDH 0,367 0,258 0,477
BAX/GAPDH 0,366 0,258 0,473
uPA/GAPDH 0,359 0,250 0,469
BAX/Ki-67 0,353 0,236 0,470
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